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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　蛍光信号参照デバイスであって、本質的に非蛍光性の基材の規定領域に相応の照射後に
蛍光を発する少なくとも１つの高分子層が塗布されており、少なくとも２つの前記高分子
層がその厚さおよび組成の少なくともいずれかに関して異なることを特徴とするデバイス
。
【請求項２】
　高分子層が１種以上の高分子を含んでなり、少なくとも１種の前記高分子が相応の照射
後に蛍光を発することを特徴とする、請求項１に記載のデバイス。
【請求項３】
　高分子が、ポジ型感光性コーティング材およびネガ型感光性コーティング材のうち少な
くともいずれかを含んでなることを特徴とする、請求項２に記載のデバイス。
【請求項４】
　感光性コーティング材が、エポキシ樹脂、ノボラック樹脂、ＰＭＭＡ、感光性ポリイミ
ド、およびベンゾシクロブテンのうち少なくともいずれかを基剤とすることを特徴とする
、請求項３に記載のデバイス。
【請求項５】
　高分子層が少なくとも１種の高分子のほかに蛍光物質を追加で含むことを特徴とする、
請求項１～４のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項６】
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　蛍光物質が、有機染料および無機染料のうち少なくともいずれかを含んでなることを特
徴とする、請求項５に記載のデバイス。
【請求項７】
　染料が、アゾ染料、トリフェニルメタン染料、ポルフィニン染料、金属染料、ランタニ
ド染料、およびペリレン誘導体のうち少なくともいずれかを含んでなることを特徴とする
、請求項６に記載のデバイス。
【請求項８】
　相応の照射後に規定領域で発生する蛍光の強度を、高分子層の層厚および組成の少なく
ともいずれかを選択することによって、または製造プロセス中の物理的処理法によって調
節できることを特徴とする、請求項１～７のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項９】
　高分子層の励起波長範囲を、高分子および追加蛍光物質の少なくともいずれかを選択す
ることによって調節できることを特徴とする、請求項１～８のいずれか１項に記載のデバ
イス。
【請求項１０】
　長時間にわたる相応の照射後に規定領域で生じる蛍光の退色挙動を、高分子の種類、量
、および組成の少なくともいずれかを選択すること、追加蛍光物質の種類、量、および組
成の少なくともいずれかを選択すること、ならびに製造プロセス中の物理的処理法のうち
少なくともいずれかによって調節できることを特徴とする、請求項１～９のいずれか１項
に記載のデバイス。
【請求項１１】
　少なくとも１つの規定領域の高分子層の最大厚さが、蛍光測定に用いられる検出システ
ムの最小焦点深度より有意に小さいことを特徴とする、請求項１～１０のいずれか１項に
記載のデバイス。
【請求項１２】
　規定領域が形状およびサイズの少なくともいずれかにおいて異なることを特徴とする、
請求項１～１１のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項１３】
　規定領域が、数ナノメートル～５ミリメートルの辺長を有する正方形および長方形の少
なくともいずれか、または数ナノメートル～５ミリメートルの直径を有する円形であるこ
とを特徴とする、請求項１２に記載のデバイス。
【請求項１４】
　規定領域が基材上にアレイ状に塗布されていることを特徴とする、請求項１～１３のい
ずれか１項に記載のデバイス。
【請求項１５】
　基材が、本質的に非蛍光性の材料からなることを特徴とする、請求項１～１４のいずれ
か１項に記載のデバイス。
【請求項１６】
　材料が、ガラス、蒸着ガラス、シリシウム、金属、およびプラスチックの少なくともい
ずれかを含んでなることを特徴とする、請求項１５に記載のデバイス。
【請求項１７】
　基材は、少なくとも１つの物質ライブラリーが固定化されているプローブアレイである
ことを特徴とする、請求項１～１６のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項１８】
　細胞、組織切片、薬学的に活性な化合物、およびプラスミドの少なくともいずれかが基
材システムまたは顕微鏡スライド上に固定化されていることを特徴とする、請求項１～１
５のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項１９】
　高分子層を基材に塗布することと、マイクロ技術法ならびにプリント技術法の少なくと
もいずれかにより高分子層を構造化することと、の少なくともいずれかを特徴とする、請
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求項１～１８のいずれか１項に記載のデバイスの製造法。
【請求項２０】
　マイクロ技術法が、フォトリソグラフィ法、ドライエッチングおよびイオン注入からな
る群から選択されるか、プリント技術法が、スポッティング、オフセット印刷、ローリン
グ、射出成形、および表面型押からなる群から選択されるかの少なくともいずれかである
ことを特徴とする、請求項１９に記載のデバイスの製造法。
【請求項２１】
　高分子層の厚さを、製造法のパラメータに応じて設定し得ることを特徴とする、請求項
１９または２０に記載のデバイス製造法。
【請求項２２】
　高分子層の厚さを、高分子の粘度、温度、大気湿度または循環速度に応じて、フォトリ
ソグラフィ法の場合は、照射線量、現像プロセスおよび焼戻しプロセスに応じて設定し得
ることを特徴とする、請求項２１に記載のデバイス製造法。
【請求項２３】
　相応の照射後に蛍光を発する領域の幾何学的形状が、マスクの相応の開口部によって決
定されることを特徴とする、請求項１９～２２のいずれか１項に記載のデバイス製造法。
【請求項２４】
　高分子層の架橋結合の挙動を焼戻しプロトコルおよび照射プロトコルの少なくともいず
れかによって調節できることを特徴とする、請求項１９～２３のいずれか１項に記載のデ
バイス製造法。
【請求項２５】
　デバイスと、本質的に非蛍光性の基材システムとを、接着、位置調整、および真空シス
テムの少なくともいずれかにより結合させることを特徴とする、請求項１９～２４のいず
れか１項に記載のデバイス製造法。
【請求項２６】
　請求項１～１８のいずれか１項に記載のデバイスの、較正のための使用。
【請求項２７】
　蛍光検出システムを、それらの空間もしくは時間解像度、ならびにそれらの幾何学的特
性、動的特性、経時変化に起因する特性の少なくともいずれか、の少なくともいずれかに
関してオンライン較正するための、請求項２６に記載のデバイスの使用。
【請求項２８】
　蛍光信号の参照、ならびに蛍光信号のシステム間、デバイス間、および試験間の少なく
ともいずれかの比較のための、請求項１～１８のいずれか１項に記載のデバイスの使用。
【請求項２９】
　蛍光信号が、プローブアレイを用いるタンパク質‐タンパク質相互作用研究、核酸‐核
酸相互作用研究、ならびにタンパク質‐核酸相互作用研究の少なくともいずれか由来であ
る、請求項２８のいずれか１項に記載のデバイスの使用。
【請求項３０】
　蛍光顕微鏡検査によって評価可能な細胞局在実験および組織切片を、システム間、デバ
イス間、および試験間の少なくともいずれかについて比較するための、請求項１～１８の
いずれか１項に記載のデバイスの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光検出システムのイメージング特性および信号感度を比較可能とし、蛍光
信号の試験特異的な参照を可能にするデバイスに関する。本発明はさらに上記デバイスの
製造法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生物医学試験は、多くの場合、その実体（Ｉｄｅｎｔｉｔａｅｔ）もしくはその構成が
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分っている分子またはアフィニティマトリックス（プローブ）と、検出すべき未知の１つ
または複数の分子（標的分子または標的）との相互作用を検出することに基づいている。
【０００３】
　現代の試験では、プローブは、それらが分子である場合、物質ライブラリーの形態で既
知の量と配置とで基材上に固定化されることが多い。そのようなデバイスはプローブアレ
イまたはプローブチップとも称される。通常、プローブアレイは、多くの場合、特定の分
子プローブが多重コピーで固定化されているプローブアレイ領域である数個のいわゆるア
レイエレメントからなる。したがって、すべての占有アレイエレメントの合計がプローブ
アレイを構成する。
【０００４】
　分子プローブをプローブアレイ上に物質ライブラリーの形態で固定化することにより、
検出すべき標的分子を含有する試料を数個のプローブ上で同時に並行して分析することが
できる。これによって、短時間でハイスループットな体系的分析が可能になる〔ハイスル
ープットスクリーニング，ディー　ジェイ　ロックハート（Ｄ．Ｊ．Ｌｏｃｋｈａｒｔ）
，イー　エイ　ウィンツェラー（Ｅ．Ａ．Ｗｉｎｚｅｌｅｒ），“Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，Ｇ
ｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ＤＮＡ　Ａｒｒａｙｓ”，Ｎａｔｕｒｅ，第４
０５巻，８２７‐８３６ページ，２０００年〕。プローブアレイを製造するためには、プ
ローブは、通常、国際公開第００／１２５７５号（例えば、米国特許第５，４１２，０８
７号、国際公開第９８／３６８２７号参照）に記載のように、適当なマトリックス上に規
定の方法で固定されるか、または合成される（例えば、米国特許第５，１４３，８５４号
参照）。
【０００５】
　基本的に、プローブと標的分子との相互作用の証明は、以下のように行われる：
　１つまたは複数のプローブを規定の方法で特定のマトリックスにプローブアレイの形態
で結合させる。次いで、溶液中で標的をプローブに接触させ、規定条件下にインキュベー
トする。相補的特性のゆえに、プローブと標的分子が互いに対するアフィニティーを有す
る場合、インキュベーション中に、プローブと標的との特異的相互作用が生じる。このプ
ロセス中に生じる結合は、標的分子に特異的ではないプローブに標的分子が結合する場合
より安定しているのは明らかである。非特異的に結合した標的分子を除去するために、シ
ステムを個別の溶液で洗浄、もしくは加熱するか、またはそれに相当するような限定的効
果を有する処置を施す。
【０００６】
　さらに、標的とそのプローブとの特異的相互作用の証明は、一般に、実験の意図に応じ
て、標的分子とプローブアレイとの相互作用中または相互作用後に標的分子またはプロー
ブ分子中に導入されたマーカーのタイプに依存する多くの方法で実施することができる。
そのようなマーカーは、例えば、蛍光団、放射性マーカー、酵素または化学発光分子など
であってよく、使用すべき証明法はマーカーのタイプによって決められる〔エイ　マーシ
ャル（Ａ．Ｍａｒｓｈａｌｌ），ジェイ　ホッジソン（Ｊ．Ｈｏｄｇｓｏｎ），“ＤＮＡ
　Ｃｈｉｐｓ：Ａｎ　Ａｒｒａｙ　ｏｆ　Ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｉｅｓ”，Ｎａｔｕｒｅ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，第１６巻，２７‐３１ページ，１９９８年；ジー　ラム
ゼイ（Ｇ．Ｒａｍｓａｙ），“ＤＮＡ　Ｃｈｉｐｓ：Ｓｔａｔｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｒｔ
”，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，第１６巻，４０‐４４ページ，１９９
８年〕。
【０００７】
　この試験原理を利用して、プローブアレイ上に固定化された物質ライブラリーに応じ、
かつ標的分子の化学的性質に応じて、核酸間、タンパク質間、および核酸とタンパク質間
の相互作用を調べることができる〔概説に関しては、エフ　ロッツパイヒ（Ｆ．Ｌｏｔｔ
ｓｐｅｉｃｈ），エイチ　ツォルバス（Ｈ．Ｚｏｒｂａｓ），“Ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｋ
”，スペクトルムアカデミシャー出版（Ｓｐｅｋｔｒｕｍ　Ａｋａｄｅｍｉｓｃｈｅｒ　
Ｖｅｒｌａｇ），ハイデルベルク／ベルリン所在，１９９８年を参照のこと〕。
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【０００８】
　以下のものは、プローブアレイまたはプローブチップ上に固定化し得る実現可能な物質
ライブラリーとみなすことができる：抗体ライブラリー、受容体ライブラリー、ペプチド
ライブラリーおよび核酸ライブラリー。核酸ライブラリーは、飛び抜けて重要な役割を果
たすと推測され、ＤＮＡ分子ライブラリーまたはＲＮＡ分子ライブラリーは特に頻繁に用
いられる。これに関連して、核酸間相互作用についてのプローブアレイを用いる分析は、
核酸ハイブリダイゼーション技術の原理に従う〔エイ　エイ　ライチ（Ａ．Ａ．Ｌｅｉｔ
ｃｈ），ティー　シュワルツァッハー（Ｔ．Ｓｃｈｗａｒｕｚａｃｈｅｒ），　ディー　
ジャクソン（Ｄ．Ｊａｃｋｓｏｎ），アイ　ジェイ　ライチ（Ｉ．Ｊ．Ｌｅｉｔｃｈ），
“Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ－Ｈｙｂｒｉｄｉｓｉｅｒｕｎｇ”，  スペクトルムアカデミシャー
出版（Ｓｐｅｋｔｒｕｍ　Ａｋａｄｅｍｉｓｃｈｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ），ハイデルベルク
／ベルリン／オックスフォード所在，１９９４年〕。
【０００９】
　通常、プローブと標的との特異的相互反応の証明は、蛍光光学的評価によって得られる
が、これは、それらの方法が、良好な感度、使用し得るマーカーに関する汎用性と、（特
に、質量分析法と比べて）比較的少ない費用で相互作用の位置分解・時間分解検出が可能
であることのみならず、放射線標識試薬を用いた場合に起こる放射線被爆がないことをも
特徴とするからである。さらに、標識に用いられるフルオロフォアに応じて、励起波長範
囲および検出波長範囲を設定することができる。
【００１０】
　しかし、実用時には、蛍光光学的定性・定量評価は、蛍光分光鏡検査法自体、選択され
る蛍光マーカーのタイプ、および使用される検出システムのタイプと構成とに関連する多
くの要素によって悪影響を受ける。そのような要素には、特に、蛍光マーカー固有の光学
特性（例えば、使用染料の退色、消光または蛍光消光）の結果として、プローブまたは標
的およびそれらの溶液の物理化学的特性（例えば、自己蛍光）の結果として、光学システ
ムにおける変動（例えば、光源の照射強度および外部光）の結果として、また、使用検出
システムの構成およびタイプ（例えば、アセンブリ要素の自己蛍光や、空間・時間解像度
、散乱、反射についての検出器の能力）の結果として発生する非特異的バックグラウンド
シグナル（シグナルノイズ）が含まれる。
【００１１】
　したがって、測定された蛍光強度が信号に相当するか、または単にシグナルノイズの一
部を構成するに過ぎないかを評価するためには、かく乱作用を排除または最小限にすると
共に、測定された蛍光信号の参照を可能にするデバイスおよび方法を用いる必要がある。
そのようなデバイスは蛍光較正用標品（Ｆｌｕｏｒｅｓｚｅｎｚｅｉｃｈｓｔａｎｄａｒ
ｄ）とも称される。
【００１２】
　デバイス関連シグナルノイズを最小限にしようとする取り組みには、蛍光信号の定性評
価と定量評価の両方を可能にする高感度検出器の製造に多額な技術費用がかかる。特に、
プローブアレイのハイスループットスクリーニングの際の評価には、ある程度の自動化が
必要であり、特別に適合された検出システムが要求される。
【００１３】
　光学効果（散乱、反射）を定性判別するために、（反射光顕微鏡検査または透過光顕微
鏡検査を介して）暗視野でフルオロフォアを励起させる標準的なエピ蛍光システム、例え
ば、ＣＣＤ（Ｃｈａｒｇｅｄ　Ｃｏｕｐｌｅｄ　Ｄｅｖｉｃｅ；電荷結合素子）検出器に
よる分子プローブアレイの蛍光光学的読出しが用いられる〔シー　イー　フーパー（Ｃ．
Ｅ．Ｈｏｏｐｅｒ）ら，“Ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅ　Ｐｈｏｔｏｎｅ　Ｉｍａｇｉｎｇ　ｉ
ｎ　ｔｈｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｉｎｔｅｎｓｉｆｉｅｄ　ＣＣ
Ｄ　Ｃａｍｅｒａｓ”，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ａｎ
ｄ　Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，３３７‐３４４ページ，１９９０年〕。この
プロセスにおいて、プローブアレイのイメージング（画像化）は、高解像度光学系を用い
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た露光またはラスタ変換処理によって行われる。発生する自己蛍光を最小限にするため、
またはプローブアレイ全体にわたる照度均一性などのシステム固有の光学効果を得るため
には、複雑な照明光学系とフィルタ系とが必要である。
【００１４】
　（米国特許第５，３０４，８１０号に記載されている）走査型共焦点システムにより、
試料の選択された平面からの蛍光信号を評価することができる。これらのシステムは、ピ
ンホールによって光軸に沿った蛍光信号を選択することに基づいており、これは、試料に
関連して極めて多大な調整努力を要するだけでなく、強力な自動焦点システムの構築も必
要になる。そのようなシステムを技術的に実行することは非常に手間がかかり、レーザー
、ピンホール、（冷却）検出器（例えば、ＰＭＴ、アバランシェ・ダイオード、ＣＣＤシ
ステム）、高精度機械変換素子および光学系を含む必要な部品を組み込んで、かなりの費
用をかけて相互に最適化する必要がある（米国特許第５，４５９，３２５号、米国特許第
５，１９２，９８０号、米国特許第５，８３４，７５８号に記載）。
【００１５】
　上述のように、例えば、プローブアレイを用いる実験で生じるような蛍光マーカーを有
する標的と特異的プローブとの分子相互作用を検出し得る検出システムは公知である。シ
グナルノイズを最小限にするために用いられる検出システムのタイプおよび構成に応じて
発生する上述の極めて多額な技術費用にも拘わらず、シグナルノイズを完全になくすこと
は不可能である。したがって、測定された蛍光信号の定性・定量評価には、蛍光較正用標
品を用いて実験および検出デバイスを参照または較正することが引き続き必要である。と
りわけ、感度、空間・時間解像度、画像の幾何学的収差、例えば各システムの像面湾曲な
どに関する表示を可能にするために、蛍光較正用標品を用いた検出システムの較正を実施
する。
【００１６】
　（多くの場合、長寿命の）実蛍光信号と（多くの場合、短寿命の）自己蛍光信号とを判
別するためには、長期にわたって信号を測定しなければならないので、検出デバイスをそ
れらの時間解像度に関して較正する必要がある。
【００１７】
　ＣＣＤ型検出器を使用する場合、標品を用いて、例えば、使用蛍光波長範囲における検
出器の線形性および感度、空間・時間解像度、ならびに検出器の像面湾曲（フラットフィ
ールド測定）を測定する必要がある。共焦点検出システムは、励起される領域または全体
的な強度に貢献する領域に関する較正が必要である。
【００１８】
　マーカーとして用いられるフルオロフォアは暴露される環境条件（例えば、溶媒成分の
自己蛍光、ｐＨ値、温度、照射時間）により蛍光収量にかなりの変動を受けるので、蛍光
較正用標品による実験の較正が必要であり、したがって、例えばプローブアレイのハイブ
リダイゼーション収量の絶対数量化は、なんらかの留保付きの場合にのみ可能である。
【００１９】
　また、種々の蛍光検出システムの蛍光較正用標品による較正は、そのような較正によっ
てのみ、種々の検出システムおよび１つのシステム内の種々のデバイスを用いた実験で得
られた蛍光信号を比較すること（システムレベルまたはデバイスレベルでの比較）ができ
るので極めて重要である。
【００２０】
　当該技術の現状において、蛍光検出システムまたは蛍光信号の較正を可能にすることを
目的とする種々の教示が公知である。
　蛍光検出デバイスを較正するためには、例えば、蛍光性高分子層を有するチップを用い
ることが可能である。そのような較正用標品は、検出システムをそれらの空間解像度また
は広範な蛍光範囲にわたるそれらの動的特性に関して較正し得ないという不利点を有する
。同様に、これらの標品を用いて、例えば、ＣＣＤ検出器の像面湾曲を測定することは、
チップの厚さのために、チップを通過する蛍光信号の均一化が生じるので不可能である。
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したがって、蛍光信号の検出に及ぼす幾何学的関係の影響（特に、異なる検出システムお
よび原理の場合に重要な役割を果たし得る影響）はデバイスレベルでもシステムレベルで
も較正することができない。
【００２１】
　ＣＣＤ型蛍光検出器を用いる場合、特にじょうご形もしくはビーム形レーザーまたは例
えば冷光源などの多スペクトル感応性照明システムにより励起を実施する場合、例えば、
可動ディフュージョンディスクを用いて照明の均一性を調節するには、フラットフィール
ドを規定するための費用のかかる計算と画像操作が必要である。当該技術の現状から、そ
のようなダイレクトイメージングシステムの照明均一性を補正するためにフラットフィー
ルドを規定し得る蛍光較正用標品は知られていない。
【００２２】
　さらに、ドープガラスをベースとする蛍光較正用標品もある。これらの標品も、それら
の特質のゆえにガラスの体積の結果として信号の均一化が起こるので、検出システムをそ
れらの空間解像度に関してまたはそれらの幾何学的特性に関して較正し得ないという不利
点を有する。さらに、そのような標品を用いても、光軸に沿った特定の領域および層のみ
が励起されるか、全体強度に貢献し、かつ上に乗っている構造層を介した透過損失問題が
存在する共焦点システムをそれらの幾何学的特性に関して較正することはできない。
【００２３】
　国際公開第０１／０６２２７号は、ミクロ粒子またはナノ粒子をベースとする蛍光較正
用標品の製造と、さらに、蛍光検出システムを較正しかつ蛍光定量アッセイにおいて蛍光
信号強度を参照するためのそれらの応用例を記載している。これらの標品も、蛍光検出シ
ステムをそれらの空間解像度に関して較正するのには不適である。したがって、プローブ
アレイを用いる実験で得られた信号強度データに関するデバイスレベルでの比較はいずれ
も、なんらかの留保付きの場合にのみ可能である。
【００２４】
　（例えば、自己蛍光溶媒分子の）短寿命バックグラウンド蛍光と実蛍光信号との区別を
可能にするため、および実信号の参照を可能にするために、標品として長期発光マーカー
物質を用いることが可能であり、そのようなマーカー物質の信号は時間分解検出法により
検証される。多くの場合、これらのマーカー物質は、発光性希土類金属キレート（特に、
ユウロピウムまたはテルピウムのもの）である。しかし、これらの物質は、紫外光源によ
ってしか励起し得ないという不利点を有する。さらに、用いられるキレートは水性形態で
は不安定なことが多い。
【００２５】
　プローブアレイを用いる実験で蛍光測定により分子相互作用の定量評価を達成するため
、および較正または参照を目的としてそのような信号の標準化を達成するために、プロー
ブ分子を二重着色して、例えば、競合ハイブリダイゼーションにより実験を実施する〔エ
ム　シェーナ（Ｍ．Ｓｈｅｎａ），ディー　シャロン（Ｄ．Ｓｈａｌｏｎ），アール　ダ
ブリュー　デイビス（Ｒ．Ｗ．Ｄａｖｉｓ），ピー　オー　ブラウン（Ｐ．Ｏ．Ｂｒｏｗ
ｎ），“Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒ
ｅｓｓｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｗｉｔｈ　ａ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ　ＤＮＡ
　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ”，Ｓｃｉｅｎｃｅ，第２２０巻，４６７－７０ページ，１９９
５年，およびディー　シャロン，エス　ジェイ　スミス（Ｓ．Ｊ．Ｓｍｉｔｈ），ピー　
オー　ブラウン，“Ａ　ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ａｎａ
ｌｙｚｉｎｇ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ＤＮＡ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ｔｗｏ－ｃｏｌ
ｏｒ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ”，
Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．，第６巻，６３９－４５ページ，１９９６年〕。そのような較正
用標品においては、参照分子により得られた信号は常に現実の実験条件に依存するので、
デバイスレベルまたはシステムレベルで定量的比較を行うのは難しい。
【００２６】
　当該技術の現状から知られている蛍光較正用標品の不利点は、蛍光検出システムをそれ
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らの空間および時間解像度に関してだけでなくそれらの幾何学的特性および動的特性に関
しても較正し得るデバイスが大いに必要とされていることを明らかに示している。
【００２７】
　さらに、例えば、プローブアレイを用いる実験の蛍光信号をシステムレベルおよびデバ
イスレベルで比較することならびに／または個々の試験レベルで比較することを可能にす
る蛍光信号参照デバイスが大いに求められている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２８】
　本発明の目的は、蛍光信号を測定された強度に関して参照することならびに／または蛍
光検出システムをそれらの感度、空間・時間解像度、および／もしくは幾何学的・動的特
性に関して較正することを可能にするデバイスを提供することである。本発明のさらなる
目的は、例えば、プローブアレイを用いる実験由来の蛍光信号をデバイスレベルおよびシ
ステムレベルで容易に比較し得るデバイスを提供することである。さらに、本発明の目的
は、蛍光信号データを個々の試験レベルで比較し得る蛍光較正用標品を提供することであ
る。さらに、本発明の目的は、退色防止効果および蛍光消光効果を考慮に入れた蛍光信号
の参照または標準化を可能にするデバイスを提供することである。
【００２９】
　本発明のさらなる目的は、上記蛍光較正用標品を製造する方法を提供することである。
　　独立請求項の特性は、本発明の説明に詳述されている上記および他の目的を達成する
のに役立つ。本発明の有利な実施形態は従属請求項に明記されている。
【課題を解決するための手段】
【００３０】
　本発明によれば、これらの目的は、本質的に非蛍光性の基材の規定領域に、これらの領
域に相応の照射をした後に蛍光を発する少なくとも１つの高分子層を塗布することによっ
て達成され、塗布される高分子層には、厚さおよび／または組成が異なるものがある。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３１】
　以後蛍光較正用標品または標品とも称される上記の本発明デバイスの規定領域は、相応
の照射後、その強度を予決定可能かつ再現可能に設定できる蛍光を発する。したがって、
本発明の蛍光較正用標品は、種々の蛍光検出システムを、それらの空間・時間解像度、幾
何学的・動的特性、感度に関して較正するのに用い得る。
【００３２】
　本発明の蛍光較正用標品の規定領域に相応の照射後に発生する蛍光の波長範囲は、高分
子層の組成を変えることにより予決定可能かつ再現可能に設定できるので、本発明の蛍光
較正用標品は、種々の蛍光検出システムをそれらの動的特性に関して較正するのに用い得
る。
【００３３】
　本発明のデバイスの高分子層は、形状およびサイズを予決定可能かつ再現可能に設定し
得る規定領域に塗布される。そのような蛍光較正用標品は、構造化蛍光較正用標品とも称
され、種々の蛍光検出システムをそれらの空間解像度に関して較正するのに用い得る。
【００３４】
　本発明の蛍光較正用標品の蛍光特性は、規定領域に塗布された高分子層の厚さおよび／
または組成のみに依存し、例えば標的溶液の成分には影響を受けないので、例えば、プロ
ーブアレイを用いる実験で測定された蛍光信号を、デバイスレベルもしくは検出レベルお
よび／または個々の試験レベルで評価・参照するのに適している。
【００３５】
　本発明のデバイスの規定領域に塗布される高分子層は、１層または組成および／もしく
は厚さが異なる数層の高分子層であってよい。高分子層は、少なくとも１種の蛍光性高分
子または高分子混合物を含み、この混合物中の少なくとも１種の高分子成分は蛍光を発す
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る。好ましい蛍光性高分子としては、例えば、ＳＵ８などのエポキシ樹脂およびノボラッ
ク樹脂および／またはＰＭＭＡおよび／または感光性ポリイミドおよび／またはベンゾシ
クロブテンをベースとするポジ型感光性コーティング材および／またはネガ型感光性コー
ティング材が含まれる。本発明の蛍光較正用標品の製造に適した高分子、すなわち、相応
の照射後に蛍光を示す高分子は、米国特許第６，０９１，４８８号および米国特許第４，
４８２，４２４号からも公知である。
【００３６】
　本発明のデバイスの高分子層は、少なくとも１種の高分子に加えて、高分子ではない蛍
光物質を追加で含み得る。これらの物質は高分子層内に埋め込まれているので、それらの
蛍光特性は、環境要素（例えば、標的溶液の成分）には影響を受けない。そのような蛍光
物質は、好ましくは、発色団、例えば、アゾ染料、トリフェニルメタン染料、ポルフィニ
ン染料（Ｐｏｒｐｈｙｎｉｎｅｎｆａｒｂｓｔｏｆｆｅ）などの有機染料、および／また
は、例えば、金属性染料などの無機染料、特にランタニドを包含する。そのような物質と
しては、さらに、エイチ　ランガールス（Ｈ．Ｌａｎｇｈａｌｓ），ジェイ　カロリン（
Ｊ．Ｋａｒｏｌｉｎ），エル　ビー－エイ　ヨハンソン（Ｌ．Ｂ．‐Ａ．Ｊｏｈａｎｓｓ
ｏｎ），“Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｎｅｗ　ａｎｄ
　ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ｆｏｒ　ｍｅａｓｕｒｉｎｇ　ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｑｕａｎｔｕｍ　ｙｉｅｌｄｓ”，Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，Ｆａｒ
ａｄａｙ　Ｔｒａｎｓ．，第９４巻，２９１９‐２９２２ページ，１９９８年、および、
エス　カリーニン（Ｓ．Ｋａｌｉｎｉｎ），エム　シュペックバッハー（Ｍ．Ｓｐｅｃｋ
ｂａｃｈｅｒ），エイチ　ランガールス，エル　ビー‐エイ　ヨハンソン，“Ａ　ｎｅｗ
　ａｎｄ　ｖｅｒｓａｔｉｌｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｆｏｒ
　ｑｕａｎｔｕｍ　ｙｉｅｌｄ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ”，Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．
Ｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．，第３巻，１７２‐１７４ページ，２００１年に記載されているペ
リレン誘導体も含まれる。特に、これらの誘導体は、Ｎ，Ｎ′‐ビス（１‐ヘキシルヘプ
チル）‐３，４：９，１０‐ペリレンビス（ジカルボキシイミド）、ペリレン‐３，４，
９，１０‐テトラカルボキシルテトラメチルエステル、ペリレン‐３，４，９，１０‐テ
トラカルボキシルテトラナトリウム塩およびＮ２，Ｎ３‐［ビス（１‐ヘキシルヘプチル
）‐ベンゾ［ｇｈｉ］ペリレン‐２，３，８，９，１１，１２‐ヘキサカルボキシル‐２
，３：８，９：１１，１２‐トリス（ジカルボキシイミド）‐Ｎ１，Ｎ１′‐（１，２‐
エチル）‐［Ｎ２′‐（Ｉ‐オクチルノニル）‐ペリレン‐３，４：９，１０‐ビス（ジ
カルボキシイミド）を包含し得る。
【００３７】
　本発明のデバイスにおいて、規定領域で相応の照射後に発生する蛍光の波長範囲は、高
分子層の組成を選択することにより設定することができる。本発明の好ましい実施形態に
おいて、規定領域で非蛍光性基材に塗布された高分子層は、広帯域にわたって発生する固
有蛍光を特徴とするので、狭帯域励起後に、高励起波長範囲および可視スペクトル範囲内
に加えて近赤外・紫外域内の蛍光信号を発する。本発明の別の好ましい実施形態において
、高分子層は規定領域で狭帯域の固有蛍光を示し、この固有蛍光の波長範囲は、高分子層
の組成によって決まる。
【００３８】
　本発明の好ましい実施形態においては、高分子層が１種の高分子のみしか含んでいない
ので、蛍光の波長範囲はこの高分子にのみ依存する。本発明のさらなる好ましい実施形態
では、高分子層は、１種もしくは数種の非蛍光性高分子および／または１種もしくは数種
の追加蛍光物質を含んでいるので、本発明のこれらのデバイスの蛍光波長範囲は、高分子
および／または蛍光物質のタイプと組合せとによって決まる。
【００３９】
　本発明によれば、相応の照射後に規定領域の高分子層が発する蛍光の強度は、種々の方
法で予決定可能に設定することができる。本発明によれば、相応の照射後に規定領域で発
生する蛍光の強度は、高分子層の組成および／または高分子層の厚さによって設定し得る
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。本発明によれば、用語「規定領域の高分子層の厚さ」とは、１つの領域に数層の高分子
層が塗布されている場合のその領域における個々の高分子層の厚さと、１つの領域におけ
る個々の高分子層の厚さを合計した厚さの両方を指す。
【００４０】
　本発明の好ましい実施形態において、規定領域における強度の設定は、この領域に均一
組成の高分子層を逐次塗布することによって行われる。この領域に形成される高分子層は
均一組成を有する。したがって、すべての規定領域に、組成は均一であるが層厚が異なる
高分子層を有する本発明の蛍光較正用標品を製造することができる。本発明の特に好まし
い実施形態において、この方法で、相応の照射後にある領域で発生した蛍光の強度がその
領域に塗布された高分子層の厚さに比例する蛍光較正用標品を製造し得る。
【００４１】
　本発明の較正用標品の規定領域における蛍光の強度は、高分子層の組成を変えることに
より設定することもできる。本発明によれば、用語「高分子層の組成」とは、高分子層に
おける高分子成分および／または追加蛍光物質のタイプおよび数、ならびに単位面積当た
りの高分子成分および／または追加蛍光物質の量を指す。
【００４２】
　本発明の好ましい実施形態において、均一厚さを有する高分子層を種々の規定領域に塗
布するが、これらの高分子層は、単位面積当たりの追加蛍光粒子の量に関してのみ異なっ
ている。このように、相応の照射後に規定領域で発生する蛍光の強度が、層厚が同じであ
る場合、種々の規定領域における蛍光粒子の量に比例する、本発明の蛍光較正用標品を製
造することができる。本発明の別の好ましい実施形態では、例えば、高分子中の蛍光粒子
の濃度が一定である場合、層厚を変えることによって、得られる強度を準線形に設定する
ことができる。
【００４３】
　本発明に従って製造される蛍光較正用標品の強度を設定するためのさらなる選択肢は、
製造プロセス中に、本発明の高分子層に、照射および温度処理（焼戻し）などの物理的処
理を施すことからなる。仮説に拘束されることは本意ではないが、これらの処理法によっ
て、高分子層の結合度または架橋度と、それに対応する高分子層の蛍光特性が変わるとい
う仮説が存在する。当業者には、用語「結合度」または「架橋度」は公知である。特に、
デュロプラスチック（ｄｕｒｏｐｌａｓｔｉｓｃｈｅ）架橋結合を有する高分子、例えば
、上述のＳＵ８などの感光性塗料は、架橋度変更法により高分子層の強度を設定するのに
適している。
【００４４】
　本発明によれば、同一基材上の数個の規定領域に、種々の厚さおよび／または種々の組
成および／または種々の架橋度を有する高分子層を次々に塗布して、相応の照射後に発生
する蛍光の強度と波長領域に関して大きく帯域幅が異なる蛍光較正用標品を製造すること
ができる。そのような本発明の蛍光較正用標品は、多くの用途において、蛍光検出システ
ムをそれらの空間・時間解像度および動的・幾何学的特性に関して較正するのに用い得る
。さらに、そのような本発明のデバイスは、蛍光信号を種々の検出システム間でも１つの
システム内のデバイス間でも容易に比較し得る蛍光較正用標品として使用することができ
る。
【００４５】
　例えば蛍光領域の量子収量などの蛍光特性は、用いられる高分子および追加蛍光物質の
化学的・物理的特性により照射期間を通して変化を受ける。その結果、得られる強度は特
定の使用期間後に低下する〔退色に関しては、さらに、ミーラー（Ｍｉｅｈｌｅｒ），“
Ｋｕｎｓｔｓｔｏｆｆ－Ｍｉｋｒｏｍｅｃｈａｎｉｋ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅ，Ｄｅｆ
ｏｒｍａｔｉｏｎｓ－　ｕｎｄ　Ｂｒｕｃｈｍｅｃｈａｎｉｓｍｅｎ”，ミュンヘン／ウ
ィーン所在のハンザー（Ｈａｎｓｅｒ）社，１９９２年参照〕。
【００４６】
　本発明によれば、適当な製造プロトコルにより（例えば、いわゆる焼戻しプロトコルに
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より）、規定領域に堆積される高分子層をそれらの経時的強度変化に関して最適化するこ
とができるので、これらの変化は線形になり、したがって、構造化標品の個々の規定領域
で得られる蛍光の強度の関係が一定に保たれる。
【００４７】
　そのような本発明の蛍光較正用標品は、蛍光検出デバイスをそれらの時間解像度に関し
て較正したり、実験をそれらの経時的進行に関して標準化したりするのに用い得る。その
ような本発明の蛍光較正用標品においては、経時的強度変化は線形なので、これらの標品
は、光学特性（例えば、レーザー出力またはランプ出力）が経時的変化を受ける検出デバ
イスでの実験を標準化するのに用い得る。
【００４８】
　好ましい実施形態として、蛍光収量が照射期間および経時的変化プロセスにわたって線
形または適切に予決定可能であると称し得る本発明の蛍光較正用標品を製造することがで
きる。そのような蛍光較正用標品は、例えば、時間内の異なる時点で実施された実験の蛍
光信号を参照するのに用い得る。さらに、この較正用標品によって、蛍光信号をデバイス
レベルおよびシステムレベルで比較することができる。
【００４９】
　本発明の好ましい実施形態において、高分子層は、本質的に非蛍光性の基材上の、形状
および／またはサイズが異なる規定領域に塗布される。特に好ましい実施形態において、
これらの領域は、正方形、長方形および／または円形であり、それらの辺長または直径は
５００ｎｍ～５ｍｍの範囲である。
【００５０】
　そのような構造化された本発明の蛍光較正用標品は、異なる蛍光検出システムをそれら
の空間解像度に関して較正するのに用い得る。本発明に関連して、用語「空間解像度」と
は、画像化された蛍光性の２点の分離能を指す。
【００５１】
　規定領域が１０ｎｍ範囲の寸法許容差を有する本発明の蛍光較正用標品を製造できるの
で、そのような蛍光較正用標品は、例えば、共焦点３‐Ｄ顕微鏡検査法のような顕微鏡法
において横方向・軸方向距離標準化装置として用い得る。
【００５２】
　特に好ましい実施形態において、規定領域は基材にアレイ状に塗布されている、すなわ
ち、同一のサイズおよび形状を有する数個の規定領域が１つのアレイエレメントを構成す
るようにグループ化されており、他の形状および／またはサイズを有する領域は他のアレ
イエレメントを構成するようにグループ化されている。
【００５３】
　本発明の蛍光較正用標品の好ましい実施形態において、高分子層の厚さは、１つの領域
中の種々の高分子層の最大厚さが市販の共焦点検出システムの最小焦点深度より有意に小
さくなるように設定し得る。本発明によれば、そのような蛍光較正用標品の好ましい層厚
は、数ナノメートル～最大５０マイクロメートル、好ましくは数ｎｍ～２０μｍ、１００
ｎｍ～１０μｍ、特に好ましくは２００ｎｍ～５μｍであろう。本発明によれば、用語「
焦点深度」とは、蛍光信号を検出し得る光軸に沿った範囲を指す。従来の顕微鏡検査法で
は、この範囲は開口数で決定されるが、走査型共焦点顕微鏡検査法では、この範囲はピン
ホールのサイズで決定される。そのような本発明の蛍光較正用標品は、物理的構造および
デバイスの較正、蛍光信号の取得、ならびに相応に標識された物質および物質群の蛍光信
号の参照に用い得る。
【００５４】
　本発明によれば、高分子層は、本質的に非蛍光性の基材、好ましくは光透過性を有する
基材に塗布される。このデバイスの好ましい実施形態において、これらの基材は、ガラス
、特に好ましくは石英ガラスおよびボロフロートガラス、または光透過性を有する非蛍光
性高分子プレート、特に好ましくは、ポリカーボネート、ＰＭＭＡおよび／またはフィル
ムである。場合によって、光透過性を有さない、本質的に固有蛍光を持たない材料も適当



(12) JP 4091437 B2 2008.5.28

10

20

30

40

50

な基材であり得る。
【００５５】
　本発明の好ましい実施形態において、蛍光較正用標品は、さらなる基材システムに結合
される。これらの基材システムは、本質的に非蛍光性の材料をも包含する。これらの材料
は、ガラス、特に好ましくは石英ガラスなどの光透過性を有する材料であるのが好ましい
が、光透過性を有さない、本質的に固有蛍光を持たないプラスチックおよび／または金属
などの材料も好ましい。
【００５６】
　特に好ましい実施形態において、この基材システムは、例えば、免疫蛍光顕微鏡検査法
に用いられるような市販の顕微鏡スライドである。例えば、そのような基材に細胞または
組織切片を固定化し、それらの信号を本発明の蛍光較正用標品と並べて比較することによ
り、それらを直接評価することができる。
【００５７】
　本発明の蛍光較正用標品を、例えば、物質ライブラリーがプローブアレイ状に固定化さ
れているか、固定化されるであろう基材上に直接一体化することもできる。そのような蛍
光較正用標品によって、蛍光信号を速やかに参照することことができ、それによって、試
験特異的実験の評価が可能になる。物質ライブラリーを結合させるために、基材表面の少
なくとも物質ライブラリーが収容される領域を、以下の基：アミノ基、カルボキシル基、
アルデヒド基またはエポキシ基で機能化することができる。物質ライブラリーを結合させ
るためのさらなる官能基は当業者には公知である。
【００５８】
　本発明によれば、蛍光較正用標品または物質ライブラリーがプローブアレイ状に固定化
される基材は、それらが本質的に非蛍光性であり、必要なら、光透過性を与えるように選
択しなければならない。そのような基材の形成に好ましい材料は、ガラス、特に好ましく
は石英ガラス、ボロフロートガラスおよび／またはポリマーおよび／またはシリコンであ
る。光透過性は与えないが本質的に非蛍光性である材料を選択してもよい。
【００５９】
　本発明の蛍光較正用標品をプローブアレイに一体化するために、これらのプローブアレ
イを、タンパク質、ペプチドまたは核酸をベースとする物質ライブラリーによって機能化
することができる。本発明の蛍光較正用標品の機能化に用いられるタンパク質物質ライブ
ラリーは、抗体ライブラリー、受容体ライブラリー、受容体‐リガンドライブラリーおよ
び／またはホルモンライブラリーであるのが好ましい。
【００６０】
　通常、本発明に従って蛍光較正用標品を機能化するペプチドライブラリーは、薬学的ま
たは生物学的に活性なペプチド、抗原ライブラリーおよび／または受容体‐リガンドライ
ブラリーおよび／またはホルモンライブラリーである。
【００６１】
　本発明に従って蛍光較正用標品を機能化する核酸ライブラリーは、好ましくは、ＤＮＡ
分子ライブラリーおよび／またはＲＮＡ分子ライブラリーである。特に好ましいのは、ｍ
ＲＮＡライブラリー、ｒＲＮＡライブラリー、ゲノムＤＮＡライブラリーおよび／または
ｃＤＮＡライブラリーおよび／またはプラスミドである。
【００６２】
　好ましい実施形態において、本発明の蛍光較正用標品は、デバイスのオンライン較正が
可能になるように蛍光検出システムに直接一体化することができる。本発明の蛍光較正用
標品の特性は、製造プロセスや高分子層の組成および厚さ、ならびに相応の照射後に蛍光
を発する高分子層の規定領域のサイズおよび形状により予決定可能に設定できるので、種
々の検出システムで測定されたプローブアレイを用いる実験の蛍光強度を互いにシステム
レベルおよびデバイスレベルで直接比較することができる。
【００６３】
　本発明の蛍光較正用標品は、数個の異なる検出システムを上記方法で較正するための外
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部ツールとしても用い得る。
　また、本発明の蛍光較正用標品は、密閉チャンバシステム（例えば、ＰＣＲチャンバお
よび／またはハイブリダイゼーションチャンバ）内に組み込むこともできる。
【００６４】
　本発明の蛍光較正用標品は、照射後に蛍光を発する層を本発明に従って目標設定したよ
うに基材の規定領域に塗布する方法に従って製造することができる。そのような方法は、
例えば、半導体テクノロジー（米国特許第６，０９１，４８８号）から公知である。本発
明の蛍光較正用標品の高分子層は、フォトリソグラフィ法、スポッティング、ドライエッ
チング、イオン注入、プリント技術法、ローリング、射出成形、または表面型押によって
基材に塗布することができる。
【００６５】
　一般に、機能性高分子層または機能層とも称される本発明の高分子層は、化学的および
／または物理的コーティング法によって基材に塗布することができる。化学的方法の場合
、高分子層の塗布は、（例えば、ＣＶＤもしくは酸化により）気相から、（例えば、電解
質、電気化学法もしくは他の湿式化学法により）液相から、または（例えば、酸化により
）固相から行うことができる。物理的方法の場合、塗布は、（例えば、ＰＶＤ、スパッタ
リングもしくは蒸着により）気相もしくはプラズマから、（例えば、スピンオン法、塗装
もしくは浸漬により）液相から、または（例えば、貼合せにより）固相から行うことがで
きる。これらの方法を組み合わせたり、またはその後でイオン注入などの改質を加えても
よい（例えば、ＰＥＣＶＤ）。それぞれの方法および該当する実施形態は当業者には公知
である〔例えば、ダブリュー　メンツ（Ｗ．Ｍｅｎｚ），ジェイ　モール（Ｊ．Ｍｏｈｒ
），“Ｍｉｋｒｏｓｙｓｔｅｍｔｅｃｈｎｉｋ　ｆｕｅｒ　Ｉｎｇｅｎｉｅｕｒｅ”，Ｖ
ＣＨ，１９９７年参照〕。
【００６６】
　本発明の高分子層は、当業者には公知の種々の方法を用いて構造化することができる。
それらの方法は、生物化学的方法、例えば（国際公開第９８／０８０８６号に記載されて
いる）酵素的に処理される選択的構造化、または化学的および／もしくはマイクロ技術的
方法であってよい。これらの方法には、エッチング液にも非感受性のマスキング処理をし
た機能層の選択的エッチング（例えば、液体エッチングまたはドライエッチング）が含ま
れる。他の適用可能な方法は、照射、例えば、紫外線またはレーザーを用いた照射により
特性を選択的に変化させる方法である。この方法にはフォトリソグラフィが含まれる。他
の方法としては自己集合層などがある。これらの方法は、マスキングを用いるか、または
「直接描画」装置（スポッティング）を用いて実施し得る。スポッティングもしくはオフ
セット印刷などの印刷技術法またはローリング、打抜き、射出成形もしくは表面型押法な
どの他の方法を用いてもよい。これらの方法の種々の実施形態は当業者には公知である〔
例えば、ダブリュー　メンツ，ジェイ　モール，“Ｍｉｋｒｏｓｙｓｔｅｍｔｅｃｈｎｉ
ｋ　ｆｕｅｒ　Ｉｎｇｅｎｉｅｕｒｅ”，ＶＣＨ，１９９７年参照〕。
【００６７】
　好ましい実施形態において、高分子層は、ネガ型またはポジ型フォトリソグラフィ法、
特に好ましくはネガ型フォトリソグラフィ法によって形成される。特に好ましいのは、高
分子層が照射後に現像主薬に不溶性となるネガ型フォトリソグラフィ法である。それに対
し、非露光領域は現像主薬に可溶性のままであり、除去され得る。フォトレジストを用い
て構造を転写するそのようなフォトリソグラフィ法は当業者には公知である。これに関連
して、基材に均一な機能層を塗布し得る化学的・物理的方法が好ましい。特に好ましい方
法には、ＣＶＤ法、ＰＶＤ法およびスピンオン法が含まれる。
【００６８】
　フォトリソグラフィ法の場合（および他の方法の場合にも）高分子層の厚さの設定を可
能にするために選択されるパラメータには、循環速度、製造プロセスの持続時間、高分子
の粘度、温度および／または大気湿度などの処理パラメータ（加工パラメータ）が含まれ
る。感光性樹脂を用いる場合、処理パラメータにはさらに、照射線量、現像プロセスおよ
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び焼戻しプロセスのパラメータも含まれる。
【００６９】
　フォトリソグラフィ法の場合、高分子層が塗布される規定領域の形状およびサイズは、
マスクおよび／またはピンホールを用いて、例えば、１：１スケールのマスクを用いて決
定し得る。本発明に従って、マスクの開口部（Ａｕｓｓｐａｒｕｎｇ）に応じて規定領域
に種々の幾何学的形状およびサイズを設定することができる。さらに、この方法により、
種々の規定領域に高分子層がアレイ状に塗布された本発明の蛍光較正用標品を製造するこ
ともできる。ガラスおよび／または石英上に構造化されたクロムをピンホールとして用い
るのが好ましい。
【００７０】
　このフォトリソグラフィプロセスを繰り返して、種々の領域に組成および／または厚さ
が異なる高分子層が塗布された本発明の蛍光較正用標品を製造することができる。さらに
、フォトリソグラフィ法で用いられる焼戻しプロトコルおよび／または照射プロトコルを
変えて、規定領域で高分子層の架橋度（したがって、強度）を目標設定したように変える
ことができる。焼戻しプロトコルを変えることにより、本発明の蛍光較正用標品の退色挙
動を目標設定したように設定することも可能である。
【００７１】
　本発明に従って製造された蛍光較正用標品を、例えば、光透過性を有する本質的に非蛍
光性の基材システムと結合させるためには、蛍光較正用標品の特性に悪影響を及ぼさずに
較正用標品と基材システムとを結合させる任意の方法を用い得る。取り付けには、基材の
規定領域（例えば、外縁）に関して蛍光層を所定の高さで所定の位置に確実に配置し得る
ように、適当な方法およびデバイスを用いて、標品の表面を試料基材の平面に関して整合
させることが必要である。このためには、例えば、仮接着または真空デバイスが適してい
る。蛍光較正用標品は、接着、位置調整または真空システムにより基材システムに取り付
けるのが好ましい。
【００７２】
　そのような本発明の蛍光較正用標品を製造する際には、蛍光較正用標品とプローブアレ
イとを組み立てる方法が部品の機能に悪影響を与えないように注意しなければならない。
したがって、例えば、使用される接着剤が自己蛍光を示さないことや、使用される部品の
結果として有意な散乱または反射が生じないことを確実にしなければならない。
【００７３】
　例えば、蛍光較正用標品がプローブアレイとして物質ライブラリーで機能化されると、
蛍光較正用標品は物質ライブラリーが位置する基材システムに結合し得る。
　別の好ましい実施形態においては、先ず、基材上の蛍光較正用標品をウエハスケールで
形成し、その後で、物質ライブラリーをアレイ状に固定化させて対応する個々の蛍光較正
用標品を機能化し得る。
【００７４】
　本発明の蛍光較正用標品は、蛍光検出システムを較正するために様々に使用し得る。機
器特異的較正用に本発明の蛍光較正用標品を用いることにより、機器特性を定義すること
ができる。例えば、相応の照射後に蛍光を発する高分子層が堆積されている規定領域のそ
れぞれの形状およびサイズを空間解像度の測定に用いることができる。数個の規定された
幾何学的領域に厚さは異なるが均一組成の高分子層を有し、その結果として、種々の領域
で相応の照射後に発生する蛍光の強度が高分子層の厚さに比例する本発明の蛍光較正用標
品により、該当する検出システムをその動的特性に関して較正することができる。本発明
によれば、用語「動的特性（ダイナミック特性）」とは、１回の読出しの際に評価可能な
蛍光強度の範囲を指す。例えば、このようにして、ＣＣＤ検出器が線形に作動する強度範
囲を決定することができる。そのような本発明の蛍光較正用標品は、検出システムの感度
の設定、すなわち、検出システムがどの最小または最大蛍光強度を未だ信号であるとみな
すかを決定するのにも用い得る。
【００７５】
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　厚さおよび／または組成が異なる高分子層を有する種々の幾何学的領域で相応の照射後
に発生する蛍光の強度が予決定可能かつ制御可能に減衰する本発明の蛍光較正用標品は、
蛍光信号の機器特異的退色に関する結論を導き出すのに用い得る。
【００７６】
　さらに、本発明の蛍光較正用標品は、検出システムの幾何学的特性の較正、特にＣＣＤ
検出器の場合には像面湾曲の修正（フラットフィールド測定）にも用い得る。
　本発明によれば、用語「幾何学的特性」とは、一般に、局所解像度、画像スケール、像
面湾曲、および光学構造に起因する他の幾何学的収差を指す。
【００７７】
　本発明の蛍光較正用標品の蛍光特性は外部要素には依存せず、予決定可能かつ再現可能
に設定できるので、同じ検出原理を利用する異なるデバイスの較正（デバイスレベルでの
較正）または異なる検出原理を利用するデバイスの較正（システムレベルの較正）に用い
得る。較正は、例えば、研究グループおよび実験室で用いられる標準値に関連して行い、
その後で、この標準値に実験で測定された蛍光信号を関連付けることができる。
【００７８】
　このようにして、例えば、プローブアレイを用いる実験の評価中に種々の検出システム
を用いて得られた信号を直接比較し得る（個々の試験レベルでの比較）。
　高分子層照射後に規定領域で発生する蛍光の波長および強度に関して大きな帯域幅を有
する本発明の蛍光較正用標品は、蛍光信号の試験特異的参照にも用い得る。これが可能な
のは、試験特異的信号を、例えば、規定領域の蛍光に関連付けることができ、この蛍光の
特性が試験信号範囲内に存在するからである。このように、試験信号の標準化が可能であ
る。本発明の蛍光較正用標品を用いて得られた標準化実験データから、異なる検出器の使
用または異なる検出器の設定に起因する誤差が有意に修正される。それによって、これら
のデータを直接比較することができる。したがって、本発明の蛍光較正用標品により、プ
ローブアレイを用いる実験および試験中に得られた蛍光信号の強度を個々の試験レベルお
よびデバイスレベルで比較することができる。
【００７９】
　通常、スキャナの設定は得られた該当の読取り値に一致させる。プローブアレイを用い
る実験で、得られた蛍光信号が弱ければ、検出器のレーザー出力または感度（例えば、Ｐ
ＭＴシステムを用いる場合にはバイアス電圧、またはＣＣＤシステムを用いる場合には積
分時間）を増大させる。さらに、デバイスは、デバイス特異的な変動を生じ易い。これは
、特に異なる期間に得られた結果を比較する場合には重要である。というのは、例えばレ
ーザースキャナの場合、用いられるレーザーの出力が劇的に変化し得るからである。本発
明の蛍光較正用標品の場合には、時効によるデバイスの変動は標品の退色挙動により標準
化し得るので、同じタイプのプローブアレイを用いる実験中ではあるが、異なる時点で測
定された蛍光強度信号の比較（時間比較）は問題なく行うことができる。このように、本
発明の蛍光較正用標品により、検出システムを、それらの時効特性、例えばランプ出力の
変化などに関して較正することもできる。
【００８０】
　種々のプローブアレイを用いる実験中に測定された蛍光信号を互いに比較する場合、結
果の評価に関する限り、特に試料の生物化学的処理および流体処理の不均一性ならびにス
ポット検出に係わる難しさが評価の際に大きな問題を引き起こす。これらの問題は、異な
るプローブアレイの定性比較をより困難にする。本発明の蛍光較正用標品によって誤差を
かなり制限することができる。したがって、同一デバイス上の異なるプローブアレイを用
いて実験を実施したときに得られた結果の定性比較（試験間比較）が可能になる。
【００８１】
　提供された蛍光較正用標品によって異なる検出システムの較正も可能になるので、プロ
ーブアレイを用いる実験の結果を、デバイスレベルおよびシステムレベルで、したがって
実験室レベルでも分析することができる。
【００８２】
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　本質的に非蛍光性の基材の１個または数個の規定領域に層厚および組成が均一の高分子
層が塗布されていることを特徴とするデバイスは、蛍光信号の参照にも用い得る。そのよ
うなデバイスは、数個の規定領域を有する場合、蛍光検出システムをそれらの空間解像度
に関してデバイスレベルおよびシステムレベルで較正するのに特に適している。
【００８３】
　本発明によれば、そのようなデバイスの高分子層は、上述のように同一組成のものであ
ってよい、すなわち、蛍光性高分子、少なくとも１種の蛍光性高分子を含有する高分子混
合物、および／または追加蛍光物質を含んでいてよい。
【００８４】
　これらのデバイスにおいて、相応の照射後に規定領域で発生する蛍光の強度および波長
範囲は、高分子層の組成を選択し、層厚を選択し、架橋度を変えることによって、予決定
可能かつ再現可能に設定し得る。退色挙動や、規定領域のサイズおよび形状などの他の特
性も上述のように設定し得る。同様に、そのようなデバイスは上述の方法のいずれかを用
いて製造することができる。
【００８５】
　上記デバイスは、一般に、蛍光信号の定性的および定量的参照に使用可能であり、特に
好ましくは、プローブアレイを用いる試験で得られた蛍光信号の参照および／または蛍光
検出システムの較正に用い得る。
【００８６】
　特に好ましくは、上記デバイスは、蛍光検出システムをそれらの空間解像度に関して較
正するのに用い得る。１個または数個の規定領域に塗布された高分子層はそれらの組成お
よび層厚に関して均一なので、蛍光検出システムの動的特性の較正には不適である。また
、これらのデバイスは、異なる領域の照射後に生じる異なる強度間の関係を比較して検出
システムを較正するのに用いることもできない。
【００８７】
　しかし、上記デバイスは、例えば、実験によって得られた蛍光信号データを標準値に整
合させ、それによって、蛍光信号をデバイスレベルおよびシステムレベルで比較するのに
用い得る。これらのデバイスによって、検出システムを、高分子層の組成および厚さによ
って決まる強度および波長範囲におけるそれらの感度およびデバイス特異的な退色挙動に
関して較正することもできる。
【００８８】
　以下に、本発明の蛍光較正用標品の特に好ましい実施形態または用途を示す実施例を記
載する。記載されている実施例は決して限定的なものと解釈すべきではない。
【実施例１】
【００８９】
フォトリソグラフィによる本発明の蛍光較正用標品のウエハスケール形成（図１）：
　この実施例は、ネガ型フォトリソグラフィを用いて高分子基材上に本発明の普遍的な蛍
光較正用標品を形成する方法を示している。この実施例では、形状およびサイズが同一の
異なる領域に、厚さは異なるが組成は本質的に同一の高分子層を有する本発明の蛍光較正
用標品を形成する。したがって、相応の照射後にそれらの領域で発生する蛍光の強度は層
厚に比例する。
【００９０】
　基材としては、所望の蛍光スペクトルにおいて高い透明性と低い固有蛍光を示す材料を
用いた。この実施例では、基材材料として、ショット社（Ｓｃｈｏｔｔ）のボロフロート
ガラス（ＢＦ４０、直径：１００ｍｍ、厚さ：０．７ｍｍ）を選択した。その一方、実際
の機能性材料（すなわち、高分子層）は、強力な固有蛍光を示さなくてはならない。選択
された実施形態では、高分子として、上記要件を満たすという理由で、ＰＧＭＥＡ〔シグ
マ社（Ｓｉｇｍａ）の有機溶媒〕に溶解させたＳＵ８‐１０を選択した。ＳＵ８‐１０は
、エポキシベースのネガ型感光性高分子であり、３６５ｎｍ未満の紫外線照射で重合する
（米国特許第４，８８２，２５４号）。固有蛍光および光構造化性（Ｐｈｏｔｏｓｔｒｕ



(17) JP 4091437 B2 2008.5.28

10

20

30

40

50

ｋｔｕｒｉｅｒｂａｒｋｅｉｔ）は、選択された高分子がフォトリソグラフィ法により構
造化され得るという点で大きな利点となる。
【００９１】
　製造プロセスの始めに、基材材料を焼戻しした（１８０℃、２０分）。その結果、吸着
物（多くの場合、Ｈ２Ｏ）が除去されたが、これは、ＳＵ８高分子層が基材に適切に接着
するのを吸着物が妨げるからである。ポジ作用を強化するために、基材表面を３‐グリシ
ドキシプロピルトリメトキシシランで改質した。
【００９２】
　次いで、基材に所望の蛍光または所望の感度に応じた厚さを有する第１層を塗布した（
図１参照）。これにはスピンオン法を使用し、パラメータを選択して（持続時間：３０秒
、回転速度：５０００ｒｐｍ、加速：１００ｒｐｍ／秒で１０秒および１０００ｒｐｍ／
秒で２０秒、ＰＧＭＥＡでの希釈度）所望の厚さすなわち蛍光を設定した。この結果とし
て、高分子は基材上に均一に分配され、溶媒が除去された。その後のガラス転移温度を超
える温度での焼戻し（９５℃、１５分、いわゆるプリベーク）により、高分子層が形成さ
れ、均質化された。
【００９３】
　次いで、通常のマイクロフォトリソグラフィにより高分子層を構造化した。このために
、感光性高分子を紫外光で照射（約３００～４５０ｎｍ、１５ｍＷ／ｃｍ２で１５分、い
わゆる露光）して、現像液（この場合は、ＰＧＭＥＡ）中での溶解度を変えた。ＳＵ８‐
１０は、デンシティ‐ステップ（Ｔｏｎｗｅｒｔ）のネガ型の挙動、すなわち、紫外線に
暴露された領域は重合するが、暴露されなかった領域は現像主薬に可溶性のままであると
いう挙動を示した。照射は、石英上に相応に薄いクロムの構造物を有するリソグラフィマ
スクを用いたマスク投影により行った。この石英マスクは標品の望ましい水平方向の形状
を有しており、この形状は高分子上に１：１スケールで映された。したがって、マスクの
最小構造は、標品の最小構造、または解像度試験で検出されるべき標品に関する最小解像
度試験の最小構造をも決定した。
【００９４】
　次いで、焼戻しステップで、露光領域の架橋結合が完了した（９５℃、１５分、いわゆ
る露光後ベーク）。この段階では、非露光領域はまだ現像主薬に侵されないままであった
。この後、上記手順（スピンオン、プリベーク、露光、露光後ベーク）を数回繰り返した
が、先に照射した（したがって、架橋結合した）領域は、対応するマスクにより、その後
の照射ステップで照射に暴露されないままに保たれた。この実施例では、感光性コーティ
ング、照射への暴露、および焼戻しを連続３回実施した（図１）。このプロセスで、層は
、高分子に関して以下のように構成された。
第１層：　ＰＧＭＥＡ（シグマ社）に５０重量％で溶解させたＳＵ８－１０〔マクロケム
インコーポレイティッド社（ＭｉｃｒｏＣｈｅｍ　Ｉｎｃ．）〕
第２層：　ＰＧＭＥＡ（シグマ社）に３０重量％で溶解させたＳＵ８－１０（マクロケム
インコーポレイティッド社）
第３層：　ＰＧＭＥＡ（シグマ社）に２０重量％で溶解させたＳＵ８－１０（マクロケム
インコーポレイティッド社）
　感光性高分子ＳＵ８‐１０を種々の重量比でＰＧＭＥＡに溶解させた。この結果として
、溶液の粘度に差ができたので、種々の厚さの高分子層を形成することができた。その後
、溶媒をかなりの程度まで（９５％以上）除去したので、高分子層の組成は本質的に同一
であった。
【００９５】
　この後、高分子構造物をＰＧＭＥＡ（シグマ社）に浸漬して現像した（１２０℃、３０
分、いわゆるハードベーク）。これによって、ステップ状の幾何構造（図１）を得た。こ
の場合、ステップの高さは各蛍光強度に相当し、水平方向の形状は解像度に相当した。
【実施例２】
【００９６】
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本発明の蛍光較正用標品の実施例
　図２Ａは、実施例１に記載の方法に従って、マイクロリソグラフィによりボロフロート
ガラス（ショット社）上に形成されたアレイ状の本発明蛍光較正用標品を示している。こ
の標品は９つのアレイ要素を備えており、これらのエレメントはすべて正方形の蛍光性高
分子層を有する。９つのアレイ要素の正方形は、３種の異なる厚さに由来する３種の強度
段階を有していた。構造上のサイズと間隔とを様々に変えることにより、種々の分子アレ
イ集積密度をシミュレートした。標品はウエハスケールで形成し、個々のチップにした。
【００９７】
　この標品は、読取り時の各デバイスの空間解像度、幾何学的誤差、画像化のための光学
・電気機械・情報処理システム、および感度の測定に適している。さらに、この標品は、
プローブアレイを用いる実験の蛍光信号をデバイスレベルで評価するのにも用い得る。こ
の趣旨で、上記蛍光標品を種々の読取りシステムで読み込み、１６ｂｉｔ‐＊．ｔｉｆ画
像として保存し、特殊ソフトウエア〔クロンディアーク社（Ｃｌｏｎｄｉａｇ）製Ｉｃｏ
ｎｏＣｌｕｓｔ〕で分析した。蛍光較正用標品上の異なるサイズの蛍光構造物は、異なる
検出システムの幾何学的偏差の補正に用い得る。例えば、開示されている蛍光較正用標品
を用いて、蛍光検出用光学システムの像面湾曲を適当な画像処理法により分析し得る。次
いで、光学部品または情報処理部品を相応に設定して像面湾曲を排除することができる。
【００９８】
　さらに、検出システムの設定を、例えば、レーザー出力もしくはランプ出力、各スポッ
ト／サブアレイの積分時間、または検出器の信号の増幅／設定に関して、得られた標品の
蛍光の特定値に適合させることができる。このように、例えば、使用されるレーザー、ラ
ンプまたは検出器の時効過程によって生起し得る検出器の長期的傾向を測定することがで
きる。
【００９９】
　このように、本発明の蛍光較正用標品を用いて、種々の蛍光システムをそれらの性能決
定パラメータに関して較正し得る。したがって、異なる検出システムを用いたプローブア
レイを用いる実験の評価中に測定された蛍光信号を互いに直接比較することができる。
【０１００】
　図２Ｂは、スポッティングによりボロフロートガラス（ショット社）上に形成された、
アレイ状の本発明の蛍光較正用標品を示している。先ず、質量比が１：２、１：３、１：
５のＳＵ８〔ＭＣＣインコーポレイティッド社（ＭＣＣ　Ｉｎｃ．）〕とノボラック樹脂
〔ＡＺ　１５１４　クラリアント社（Ｃｌａｒｉａｎｔ）〕との高分子混合物を生成し、
それらをガラス基材に貼り付けて、種々の基材上に蛍光標品を形成した。このために、顕
微鏡スライドを清浄にし、スロットのないスポットピン〔Ｓｏｌｉｄｐｉｎｓ／バイオロ
ボティクス社（Ｂｉｏｒｏｂｏｔｉｃｓ）〕を用いて、ピンスポッター（Ｍｉｃｒｏｇｒ
ｉｄ　２／バイオロボティクス社）で高分子混合物をスポットした。代替として、ピエゾ
式ディスペンサーヘッド〔直径１００μｍ、マイクロドロップ社（Ｍｉｃｒｏｄｒｏｐ）
の加熱ノズル〕を用いて高分子混合物を塗布した。このディスペンサーノズルは加熱した
（５５℃）。
【０１０１】
　次いで、試料を以下のように処理した：
プリベーク：　９５℃、１５分
露光：　１分、１５ｍＷ／ｃｍ２、均等照明
ポストベーク：　９５℃、１５分
ハードベーク：　１２０℃、６０分
　このようにして形成された標品は均一な寸法の円形の領域（スポット）を有し、これら
のスポットの高分子層は厚さも組成も異なっている。したがって、この標品は、広範な強
度および波長範囲の蛍光をスポットから発生し得る。この標品は、図４Ａに示されている
ように用い得る。
【実施例３】
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【０１０２】
本発明の蛍光較正用標品の基材システムへの組み込み
　図３は、どのように本発明の蛍光較正用標品が接着剤で顕微鏡スライドに貼り付けられ
ているかを示している。接着剤としては、ポリジメチルシロキサン〔ダウ社（Ｄｏｗ）製
Ｓｙｌｇａｒｄ、登録商標〕を用いた。そのような標品は、種々の検出システムを較正す
るための外部ツールとして用い得る。
【実施例４】
【０１０３】
本発明の蛍光較正用標品の強度および退色挙動の設定　～数回の読取り実施期間における
本発明の蛍光較正用標品の使用
　この実施例は、３種の異なる厚さ（ｄ１、ｄ２、ｄ３）の高分子層を有する蛍光較正用
標品をマイクロリソグラフィ形成する場合に、多重照射後に規定領域で発生する蛍光の強
度において線形の減衰が存在するように焼戻しプロトコルを選択し得ることを示している
。
【０１０４】
　図４Ａは熱処理を加えていない３つの層の退色挙動を示している。退色挙動は非線形で
ある。図４Ｂは、熱処理後の３層の退色挙動を示している。退色挙動は線形である。得ら
れる蛍光強度における変化の経時的変化を線形化するために、製造プロセス中に、プロー
ブをオーブン中１８０℃で２時間熱処理してから、４０ｍＷ／ｃｍ２で約４０分間５２０
～６００ｎｍの波長範囲で照射した。このプロセスで、強度の挙動は、厚さ比がもはや得
られる強度比に比例しなくなるほど変化する。しかし、厚さが異なる構造の強度比は照射
中一定である（図４Ｃ参照）。
【０１０５】
　焼戻しプロトコルを変えることにより、退色挙動がはるかに弱く、かつはるかに一定で
ある蛍光較正用標品を製造し得ることが分る。測定値は、１００％レーザー出力および８
５％ＰＭＴ検出の共焦点バイオチップスキャナＳｃａｎａｒｒａｙ（登録商標）４０００
〔パッカード社（Ｐａｃｋａｒｄ）〕を用いて得た。
【０１０６】
　そのような長期安定蛍光較正用標品は、３種の層厚の強度が同程度に変化し、したがっ
て、厚さが異なるこれらの層の強度比が一定のままなので、蛍光検出システムをそれらの
時効特性に関して較正するのに特に適している（図４Ｃ参照）。
【実施例５】
【０１０７】
蛍光信号の参照
　規定領域に種々の厚さの高分子層を塗布した実施例１に記載のような蛍光較正用標品を
製造した。
【０１０８】
　図５は、この標品を用いると、種々の波長範囲における測定値の参照が可能になり（Ｃ
ｙ３とＣｙ５は異なる吸収波長を有する）、測定された強度は層厚（ｄ１、ｄ２、ｄ３）
に比例することを示している。このように、この蛍光標品は、異なる波長範囲におけるそ
の広帯域な蛍光挙動の故に、読取りシステムの較正に用い得る。また、広帯域にわたって
固有の蛍光を有するそのような蛍光較正用標品により、種々の波長範囲の蛍光信号を参照
することも可能である。さらに、そのような標品により、レーザースキャナをそれらの感
度に関して較正することができる。測定値は、１００％レーザーおよび８５％ＰＭＴ検出
の共焦点バイオチップスキャナＳｃａｎａｒｒａｙ（登録商標）４０００（パッカード社
）を用いて行った。
【実施例６】
【０１０９】
プローブアレイを用いる実験の標準化
　プローブアレイを用いる実験を標準化するために、これもプローブアレイを有する本発
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明の蛍光較正用標品を用いた。このように、この蛍光較正用標品は、生化学的相互作用反
応の実施の前または後の読出し手順の際にも取り入れることができる（図６Ａ参照）。
【０１１０】
　超音波穿孔および接着により、エポキシ化顕微鏡スライド（ＱＭＴ）に、高分子の厚さ
は同じだが高分子成分の含量が異なる高分子層を規定領域に有する本発明の蛍光較正用標
品を貼り付けた。したがって、相応の照射後、これらの領域の強度は異なっていた。この
後、スポッティング（バイオロボティクス社　Ｍｉｃｒｏｇｒｉｄ　ＩＩ）により、基材
に、多数のＰＣＲ産物（ａｃｅＡ、ａｃｓ、ａｍｉＢ、ａｍｐＧ、ａｒｇＣ、ａｔｐＡ、
ｃｒｅＢ、ｉｃｄＡ、ｎａｐＨ、ｒｐｏＡ、ｒｐｏＨ、ｒｐｏＳ）をスポットした。蛍光
染料〔Ｃｙ３またはＣｙ５、アマシャム社（Ａｍｅｒｓｈａｍ）〕を用いて標識した特別
に精製されたｃＤＮＡを、ハイブリダイゼーションを介してＰＣＲスポット上に固定化し
た。次いで、共焦点レーザースキャナ（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（登録商標）、パッカード
社）を用いて試料を読み出し、結果を特殊ソフトウエア（クロンディアーク社製Ｉｃｏｎ
ｏＣｌｕｓｔ）で解析した。その結果を、蛍光較正用標品の種々の領域の様々な強度に参
照して評価した。
【０１１１】
　ｃＤＮＡの３本の棒グラフは、標品のそれぞれ強度が異なる３つの領域への、ハイブリ
ダイゼーションの信号データの参照を表している。この趣旨で、結果を異なる強度段階に
対して標準化し、高分子層の含量を考慮に入れて計算して１つの段階にした。図表（図６
Ｂ）は、ｃＤＮＡの読取りに関連する領域に関係なく、各ｃＤＮＡについて同じ結果が得
られるので、そのような逆算が許容されることを示している。したがって、高分子層の含
量が分っていれば、参照用に各領域を用いることが許容される。これによって標品の普遍
性が増大する。測定値は、１００％レーザー出力および８５％ＰＭＴ検出の共焦点バイオ
チップスキャナＳｃａｎａｒｒａｙ（登録商標）４０００（パッカード社）を用いて得た
。
【図面の簡単な説明】
【０１１２】
【図１】多段階式フォトリソグラフィ（ネガ法）による本発明の蛍光較正用標品の形成を
示す図。
【図２Ａ】マイクロリソグラフィによりボロフロートガラス上に形成されたアレイ状の本
発明の蛍光較正用標品を示す図。
【図２Ｂ】ボロフロートガラス上へのスポッティングにより形成されたアレイ状の本発明
の蛍光較正用標品を示す図。
【図３】顕微鏡スライド上の蛍光較正用標品を示す図。
【図４Ａ】可視領域での照射効果の結果として得られた発光強度の変化（退色）を示すグ
ラフ。強度はグレースケール値で示されている。
【図４Ｂ】適切な焼戻しプロトコル実施後の白光／ＣＣＤシステムにおける、多数回の読
取りについての蛍光強度の変化を示すグラフ。強度はグレースケール値で示されている。
【図４Ｃ】適切な焼戻しプロトコルを用いて、実施された多数回の読取りについての蛍光
収量の変化が得られる強度比に影響を及ぼさないように高分子層の退色挙動を調整するこ
とができることを示すグラフ。上の線は図４Ａのｄ３／ｄ２比を示し、下の線はｄ２／ｄ
１比を示している。
【図５】種々の染料に関するスキャンの測定結果のグラフ。強度はグレースケール値とし
て示されている。これらの標品は異なる波長範囲における結果を標準化するのに適してい
る。
【図６Ａ】プローブアレイのスポットの逆スキャンを示す図。蛍光較正用標品（１）は上
部に示されている。プローブアレイ（２）はその下にある。これらはＣｙ３／Ｃｙ５で標
識されたｃＤＮＡとのハイブリダイゼーション後のＰＣＲ産物スポットである。
【図６Ｂ】種々のＰＣＲ産物をスポットし、ｃＤＮＡとハイブリダイズさせた結果を示す
図。結果を、異なる領域の異なる強度段階に対して標準化し（それぞれ、３本の棒グラフ
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）、高分子層中の物質含量を考慮に入れて計算して１つの段階にした結果を表すグラフ。
このグラフは、そのような逆算が許容されることを示している。したがって、含量が分っ
ていれば、標準化にどの領域を用いてもかまわない。

【図１】 【図２Ａ】
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【図２Ｂ】 【図３】

【図４Ａ】

【図４Ｂ】

【図４Ｃ】

【図５】
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