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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
－高分子電解質物質を含んでなる少なくとも１つの層；および
－５００ｎｍ未満であり４０ｎｍより小さくない粒子から成る磁性物質を含んでなる少な
くとも１つの層
で被覆された核を含んでなることを特徴とするマイクロキャリアであって、
磁性物質を含んでなる各前記少なくとも１つの層は、高分子電解質物質を含んでなる前記
少なくとも１つの層の１つの上に塗布され、そしてマイクロキャリアが、マイクロキャリ
アの内側若しくはその外表面上に創製された空間変調である書き込まれた符号で符号化さ
れる、上記マイクロキャリア。
【請求項２】
　前記核が漂白可能な物質を含んでなる、請求項１に記載のマイクロキャリア。
【請求項３】
　前記マイクロキャリアの外層が負に荷電した高分子電解質物質を含んでなる層である、
請求項１または２に記載のマイクロキャリア。
【請求項４】
　前記磁性物質が強磁性物質である、請求項１から３のいずれか１つに記載のマイクロキ
ャリア。
【請求項５】
　磁性粒子が１００と４００ナノメートルの間の大きさを有する、請求項１から４のいず
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れか１つに記載のマイクロキャリア。
【請求項６】
　前記マイクロキャリアが１０と１００μｍの間の直径を有する、請求項１から５のいず
れか１つに記載のマイクロキャリア。
【請求項７】
　高分子電解質物質の外層に結合された１種若しくはそれ以上のプローブをさらに含んで
なる、請求項１から６のいずれかに記載のマイクロキャリア。
【請求項８】
（ａ）微小粒子を提供する段階、
（ｂ）高分子電解質物質を含んでなる１つの層を塗布する段階、
（ｃ）前記層の高分子電解質物質の上に、５００ナノメートル未満であり４０ｎｍより小
さくない粒子から成る磁性物質を含んでなる層を塗布する段階、
（ｄ）場合によっては段階（ｂ）および（ｃ）を１回若しくはそれ以上反復する段階、な
らびに
（ｅ）マイクロキャリアを、マイクロキャリアの内側若しくはその外表面上に創製された
空間変調である書き込まれた符号で符号化する段階
を含んでなる、磁性マイクロキャリアの製造方法。
【請求項９】
　磁場中での被検体検出のための請求項１ないし６のいずれかに記載のマイクロキャリア
の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の交差引用
　本出願は２００６年９月２０日に出願された欧州特許出願第０６　０１９　６６１．５
号（その開示はそっくりそのまま引用することにより本明細書に組み込まれる）の優先権
を主張する。
【０００２】
技術分野
　本発明はマイクロキャリアのためのコーティングに関し、それに際し該コーティングは
例えば符号の読み取りおよび／若しくは書き込みのための磁場内での該マイクロキャリア
の方向付け（ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ）を可能にし、ならびにそれへの試薬の最適の結合
を可能にする。さらに、本発明のコーティイングはマイクロキャリア上の符号の読み取り
を妨害しない。
【背景技術】
【０００３】
　薬物発見および薬物スクリーニングは、非常に多数の化合物若しくは分子でアッセイを
実施することを一般に必要とする。これらのアッセイは、典型的に、目的の化合物につい
て化学物質ライブラリーをスクリーニングすること、試験サンプル中の特定の標的分子に
ついてスクリーニングすること、および分子間の目的の化学的および生物学的相互作用に
ついて全般的に試験することを包含する。それらは従って何千もの個別の化学若しくは生
物学的反応を実施することをしばしば意味する。マイクロタイタープレートの空間的制限
を回避しかつ試薬のより効率的な使用を可能にするために、支持体としてのマイクロキャ
リア上でのハイスループットアッセイおよび反応の実施方法が開発された。各マイクロキ
ャリアは、反応体として作用するためのその表面に結合された１種の特定のリガンドを含
有することができ、そして、各マイクロキャリアの反応は、該マイクロキャリアを識別し
かつ従ってその表面に結合された特定のリガンドを識別する「符号」のマイクロキャリア
上の存在により追跡される。こうした符号化は、それぞれ特定の１リガンドをそれらの表
面に結合させた何千個もの独特に符号化されたマイクロキャリアを全部混合しかつ同時に
アッセイにかけうることを意味する「ランダム処理」を見込む。結合されたリガンドと標
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的被検体の間の目的の反応を示すマイクロキャリアをそれらの符号に基づき識別してそれ
により目的の反応を生じるリガンドに関する情報を提供し得る。
【０００４】
　多様な型の符号化されたマイクロキャリアが長い年月に出現した（非特許文献１に総説
されている）。符号の暗号化および識別に関する重要な一問題は、マイクロキャリアのラ
ンダムな位置決めならびにマイクロキャリアの符号化および識別の効率の結果としての欠
如である。この問題は、磁場中のマイクロキャリアの操作を可能にするマイクロキャリア
のコーティング中への磁性物質の取り込みにより特許文献１で扱われている。特許文献１
に記述される金属被覆ビーズは、しかしながら符号化されたマイクロキャリアの適正な読
み取りを妨げ得るまだらの外見を提供する。主としてあるアッセイ段階で粒子を固定化す
るという目的を伴い、若しくは該粒子の試薬からの迅速な分離を可能にするため、多様な
型の磁性マイクロキャリアが従来技術に記述されている。特許文献２はポリマーおよび金
属粒子の混合物で被覆されたビーズを記述する。特許文献３は磁性ビーズで架橋された粒
子を記述する。特許文献４は、中心核の除去後に高分子電解質分子およびナノ粒子の複数
の交互の層の殻よりなる、ｌａｙｅｒ－ｂｙ－ｌａｙｅｒ技術を使用して被覆されるビー
ズを記述する。該ナノ粒子はＦｅ３Ｏ４のような磁性粒子の層の使用により場合によって
は着磁される。これらのビーズのいずれも符号化されることが記述されず、そしてこれら
の開示は、マイクロキャリアの表面上に書かれた符号の読み取りのコーティングの妨害を
考慮に入れていない。磁場中の方向付けおよび符号検出の制限された妨害のため磁性の特
性を組合せる交互コーティングが必要とされる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】ＷＯ第０２３３４１９号
【特許文献２】ＷＯ第９１０９１４１号
【特許文献３】ＵＳ第６，７７３，８１２号
【特許文献４】ＵＳ第６，４７９，１４６号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｂｒａｅｃｋｍａｎｓら（２００２）Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｉ
ｓｃｏｖ．１（６）、４４７－４５６
【発明の概要】
【０００７】
　これゆえに、磁場中で方向付けし得かつ符号化に適する被覆されたマイクロキャリアを
提供することがとりわけ有利でありかつ本発明の全般的一目的である。
【０００８】
　本発明の第一の局面は、高分子電解質物質を含んでなる少なくとも１つの層、および磁
性物質、より具体的には５００ナノメートル未満の磁性粒子を含んでなる常磁性物質を含
んでなる少なくとも１つの層で被覆された核を有するマイクロキャリアに関し、磁性物質
を含んでなる少なくとも１つの層が高分子電解質物質を含んでなる少なくとも１つの層の
１つの上に塗布される。
【０００９】
　一態様によれば、マイクロキャリアは磁性粒子の１つの単一層を含んでなる。
【００１０】
　本発明の特定の態様において、マイクロキャリアの核は漂白可能な物質を含んでなる。
【００１１】
　特定の態様において、マイクロキャリアは複数の層の高分子電解質物質、具体的には高
分子電解質物質を含んでなる２と１０の間の層を含んでなる。これらの態様において、磁
性物質を含んでなる１つの単一層が存在しうるか、若しくは１以上のこうした層が存在し
うる。通常は、しかしながら、大部分の応用について磁性粒子を含んでなる１つの単一層
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が十分である。
【００１２】
　特定の一態様によれば、マイクロキャリアの外層は負に荷電した高分子電解質物質を含
んでなる層である。
【００１３】
　特定の一態様によれば、磁性物質は強磁性物質である。
【００１４】
　特定の態様によれば、本発明のマイクロキャリア上の磁性物質の層に存在する磁性粒子
は２００と４００ナノメートルの間の大きさを有する。
【００１５】
　特定の態様によれば、本発明のマイクロキャリアは１と５００μｍの間、例えば１０と
１００μｍの間の直径を有する。
【００１６】
　さらなる特定の態様によれば、マイクロキャリアは符号化される。
【００１７】
　一態様によれば、マイクロキャリアはマイクロキャリアの中央面で符号化される。
【００１８】
　本発明のマイクロキャリアの特定の態様は、高分子電解質物質の外層に結合された１種
若しくはそれ以上のプローブをさらに含んでなる。
【００１９】
　本発明の第二の局面は、微小粒子を提供する段階、該微小粒子上に高分子電解質物質を
含んでなる層を塗布する段階、および５００ナノメートル未満の粒子を含んでなる磁性物
質を含んでなる層を高分子電解質物質の層の上に塗布する段階を含んでなる、磁性マイク
ロキャリアの製造方法を提供する。特定の態様において、高分子電解質物質および磁性物
質の複数の交互の層は前の段階を反復することにより連続的に塗布される。特定の態様に
おいて、該方法は付加的に高分子電解質物質の１つの外層を付加することを含んでなる。
【００２０】
　本発明の方法のさらなる特定の態様は、
ａ）微小粒子を提供する段階、
ｂ）正に荷電した高分子電解質を含んでなる一層を塗布する段階、若しくは交互の電荷を
もつ電解質を含んでなる複数の層を塗布する段階（ここで外層は正の電荷を有する）、
ｃ）段階（ｂ）で得られた粒子上に磁性粒子の一層を塗布する段階、
ｄ）場合によっては、段階ｂ）およびｃ）を１回若しくはそれ以上反復して、それにより
正に荷電した高分子電解質を含んでなる一層を前の段階（ｃ）で得られた磁性粒子の層の
上に繰り返し塗布する段階、ならびに
ｅ）正に荷電した高分子電解質を含んでなる一層を塗布する段階、若しくは交互の電荷を
含んでなる交互の電荷をもつ電解質を含んでなる複数の層を塗布する段階（ここで内層は
正の電荷を有する）
を含んでなる。
【００２１】
　本発明のさらなる一局面は、磁場中でマイクロキャリアを操作するための上述されたと
ころのマイクロキャリアの使用に関する。
【００２２】
　本発明のさらなる一局面は、符号化されたマイクロキャリア上の金属物質の均一な分布
を改善するためのｌａｙｅｒ－ｂｙ－ｌａｙｅｒの技術の使用に関する。
【００２３】
　本発明のさらなる一局面は、マイクロキャリアの外層へのプローブの結合のための上述
されたところのマイクロキャリアの使用に関する。
【００２４】
　本発明は、少なくとも１つの層の高分子電解質上に少なくとも１つの層の磁性粒子で被
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覆された核を含んでなり、それにより表面へのプローブの結合が最適化されかつマイクロ
キャリア上の符号の視覚的検出すなわち読み取りを妨害しないことを該コーティングが確
実にするために該コーティングが該マイクロキャリアをハイスループットアッセイでの使
用にとりわけ適するようにする、マイクロキャリアを提供する。
【００２５】
　本発明は、従って、ａ）マイクロキャリアの操作のための磁気特性、ｂ）マイクロキャ
リアへの捕捉プローブの結合効率の最適化、およびｃ）暗号化された符号の最適の可視化
をマイクロキャリアのコーティング中で組み合わせることを可能にする。これは、ｌａｙ
ｅｒ－ｂｙ－ｌａｙｅｒ（ＬｂＬ）技術のような方法を使用して高分子電解質物質および
磁性粒子の交互の層（１つ若しくは複数）を塗布することにより達成される。
【００２６】
　本発明は、それらの符号の適切かつ高められた読み出しを可能にするように磁場中で位
置決めされ得るマイクロキャリアを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
　本発明は、記述される特定の態様に本発明を制限することを意図していない以下の記述
を考慮する場合により良好に理解されることができかつ上で示されたもの以外の目的が明
らかになるであろう。こうした記述は引用することにより本明細書に組み込まれる付属す
る図面を参照し、ここで
【図１】マイクロキャリアのＬｂＬ修飾の一態様の図解を示す。反対の電荷をもつ荷電し
たポリマーを該担体に連続的に負荷する（ＰＡＨ＝ポリアリルアミン塩酸塩；ＰＳＳ＝ポ
リスチレンスルホン酸；ＰＡＡ＝ポリアクリル酸）。二酸化クロム粒子（ＣｒＯ２、大き
さ＜０．４５μｍ）の一層を、正に荷電した電解質の二層の間に形成する。
【図２】ａ）ＬｂＬ技術による３９μｍの担体の表面での二酸化クロム粒子（大きさ＜０
．４５μｍ）の取り込み（上行）。ｂ）ＷＯ第０２３３４１９号に記述されるところの商
業的磁性粒子（中行）およびｃ）被覆されない非磁性担体（行３）を示す。画像はＢｉｏ
Ｒａｄ　ｍｒｃ１０６４共焦点レーザー走査装置で撮影する。左列：該担体の上面（表面
）の共焦点蛍光画像；中列：該担体の中央面の共焦点蛍光画像；右列：該担体の蛍光概要
画像。
【図３】ＬｂＬ技術による３９μｍのマイクロキャリアの表面の異なる大きさ（＜０．１
μｍ、＜０．２２μｍおよび＜０．４５μｍ）をもつ二酸化クロム粒子の取り込みの例を
示す（それぞれ行１、２および３）。比較として、商業的磁性担体（行４）および被覆さ
れないマイクロキャリア（行５）を描く。画像はＢｉｏＲａｄ　ｍｒｃ１０６４共焦点レ
ーザー走査装置で撮影する。左列：マイクロキャリアの中央面の共焦点蛍光画像；中列：
マイクロキャリアの上面（表面）の共焦点蛍光画像；右列：マイクロキャリアの蛍光概要
画像。励起波長＝４８８ｎｍ。
【図４】Ｃｙ５標識プローブの結合効率に対する多様な型の商業的に入手可能なマイクロ
キャリアのＬｂＬ修飾の効果を示す（アミノ標識２０－ｍｅｒオリゴヌクレオチドを、カ
ルボジイミドを介してＰＡＡのカルボキシル基に結合する）。左部分：被覆されないマイ
クロキャリア；右部分：ＬｂＬ修飾したマイクロキャリア。第一列：１０μｍの大きさに
されたマイクロキャリア；第二列：３９μｍの大きさにされたマイクロキャリア；第三列
：４８μｍの大きさにされたマイクロキャリア。マイクロキャリアは４８８ｎｍのレーザ
ー波長で励起し（列１および４）；Ｃｙ５標識プローブは６４７ｎｍの波長で励起する（
列２および３）。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　第一の局面において、本発明は、マイクロキャリアの核若しくはその上に提供された符
号の可視性に影響を及ぼすことなく磁場中のマイクロキャリアの位置決めおよび方向付け
を可能にするコーティングをマイクロキャリアに提供する。
【００２９】
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　「マイクロスフェア」、「ビーズ」ともまた称される、本明細書で使用されるところの
「マイクロキャリア」は、１種若しくはそれ以上のプローブを運搬するのに適する１μｍ
ないし５００μｍの範囲の大きさの粒子に関する。
【００３０】
　本明細書で使用されるところの「磁性の」という用語は、限定されるものでないが強磁
性、常磁性および超磁性物質を挙げることができる、磁場に応答する全部の型の物質を包
含する。
【００３１】
　本明細書で使用されるところの「高分子電解質」という用語は合成および天然双方の高
分子電解質を包含する。
【００３２】
　本発明の情況において、「外」層に参照がなされる場合、核からほとんど除去されかつ
それ自体が本発明のコーティングの層の１つにより覆われない層を指すことを意図してい
る。
【００３３】
　本発明は被覆されたマイクロキャリアに関する。典型的には、コーティングの下に、該
マイクロキャリアは、反応容量若しくは支持体として機能する「核」若しくは「中心部」
を含有する。この核はハイスループットスクリーニング技術および診断薬で慣例に使用さ
れるいかなる物質から製造してもよい。例えば、マイクロキャリアの核は、固体、半固体
若しくは固体および半固体の組合せから作成することができ、そして化学的および生物学
的アッセイおよび合成で使用されるもののような支持体であり得る。これらの物質の制限
しない例は、セルロース、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、
寒天、細孔ガラス、シリカゲル、ポリスチレン、臭化ポリスチレン、ポリアクリル酸、ポ
リアクリロニトリル、ポリアミド、ポリアクロレイン、ポリブタジエン、ポリカプロラク
トン、ポリエステル、ポリエチレン、ポリエチレンテレフタレート、ポリジメチルシロキ
サン、ポリイソプレン、ポリウレタン、ポリビニルアセテート、ポリ塩化ビニル、ポリビ
ニルピリジン、ポリ塩化ビニルベンジル、ポリビニルトルエン、ポリ塩化ビニリデン、ポ
リジビニルベンゼン、ポリメチルメタクリレート、ポリラクチド、ポリグリコリド、ポリ
（ラクチド－コ－グリコリド）、ポリ無水物、ポリオルトエステル、ポリホスファゼン、
ポリホソファーゼ（ｐｏｌｙｐｈｏｓｏｐｈａｚｅ）、ポリスルホン、ポリエチレングリ
コール／ポリスチレンのようなグラフトコポリマー、架橋デキストラン、メチルスチレン
、ポリプロピレン、アクリル酸ポリマー、カーボン、グラファイト、ポリカーボネート、
ポリペプチド、ヒドロゲル、リポソーム、タンパク質性ポリマー、二酸化チタン、ラテッ
クス、樹脂、脂質、セラミック、石炭、金属、ベントナイト、カオリナイト、ゴム、ポリ
アクリルアミド、ラテックス、シリコーン、例えばポリジメチルジフェニルシロキサン、
ジメチルアクリルアミドなどを包含するか、若しくはそれらの組合せが同様に許容できる
。特定の一態様によれば、マイクロキャリアの核はそれ自体微小粒子すなわち固体若しく
は半固体の粒子である。最も具体的には、本発明のマイクロキャリアの生成に使用される
核は、ラテックス、ポリスチレン若しくは架橋デキストランから作成される微小粒子であ
る。
【００３４】
　マイクロキャリアの大きさおよび形状は本発明に決定的に重要でない。最も具体的には
、本発明のマイクロキャリアはその符号化、位置決めおよび方向付けに適する形状および
大きさのものである。例えばマイクロキャリアは球状、または例えば筒状若しくは卵形の
形態にあってよい。形状が球状の場合、マイクロキャリアは典型的に１ないし３００μｍ
の直径を有する。本発明の特定の態様は１ないし２００μｍの直径を有するマイクロキャ
リアに関する。最も具体的には、本発明のマイクロキャリアの平均大きさは１０から１０
０μｍまでの範囲にわたる。
【００３５】
　本発明によれば、本発明のマイクロキャリアのコーティングは少なくとも１つの層の磁
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性粒子を含んでなる。これは磁場中でのそれらの操作を可能にする。
【００３６】
　本発明の特定の一態様によれば、磁性ナノ粒子は超常磁性若しくは常磁性粒子であると
は言え、強磁性金属酸化物もまた使用し得る。
【００３７】
　典型的には、磁性粒子は、限定されるものでないが酸化クロム若しくは酸化鉄（ＩＩＩ
）粒子を挙げることができる金属酸化物粒子である。磁性粒子の特定の例は、Ｃｒ２Ｏ３

、Ｆｅ２Ｏ３、Ｆｅ３Ｏ４、ＮｉおよびＣｏ金属、他の金属の酸化物および金属の粒子を
包含する。磁性物質はマイクロキャリアの０．１から５０重量％までの範囲にわたる比に
相当し得るか、または０．５から４０％までの範囲にわたるか若しくは例えば１から３０
％までの範囲にわたる濃度のマイクロキャリアの重量比に相当し得る。特定の態様におい
て、コーティング溶液中の粒子の密度は０．５と２０％の間である。
【００３８】
　本発明は少なくとも１つの層の磁性粒子を含んでなるマイクロキャリアのコーティング
に関し、このコーティングは該マイクロキャリアの核上または中に提供される符号の読み
取りをそれらが妨害しないという特徴を特徴とする。マイクロキャリアの内核の可視性は
コーティング中で使用される磁性粒子の大きさにより影響される。本発明によればコ―テ
ィング中の磁性粒子の大きさは５００ｎｍ（最大寸法で測定される）未満、より具体的に
は４００ｎｍ未満である。通常、該粒子は磁気特性を確保するために約４０ｎｍより小さ
くないことができる。特定の一態様によれば、磁性粒子の大きさは５０と４００ｎｍの間
、より具体的には１００と４００ｎｍの間である。本発明のコーティングでの使用に適す
る磁性粒子は商業的に入手可能である（例えばＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ、ＦＬＵＫＡ
）。場合によってはこうしたストック溶液を超音波処理する。磁性粒子は５００ｎｍ未満
の平均大きさをもつ金属酸化物ストック溶液を製造することにより得ることができる。こ
れは、０．５から２．０まで変動する二価対三価金属塩の比の二価および三価金属塩の水
性混合物を強塩基の存在下で加熱しかつ沈殿させることにより行い得る。磁性粒子の溶液
は、場合によっては０．１μｍ、０．２２μｍ若しくは０．４５μｍ孔フィルターを通し
て濾過し得る。
【００３９】
　本発明により、高分子電解質の層上に堆積された少なくとも１つの層の磁性粒子を含ん
でなるコーティングが提供される。
【００４０】
　本発明の情況で予見される高分子電解質は合成および天然双方の高分子電解質を包含す
る。本出願の情況内で予見される合成高分子電解質は、限定されるものでないが、ポリス
チレンスルホン酸ナトリウム（ＰＳＳ）、ポリアリルアミン塩酸塩（ＰＡＨ）、ポリ塩化
ジアリルジメチルアンモニウム（ＰＤＤＡ）、ポリ塩化アクリルアミド－コ－ジアリルジ
メチルアンモニウム、ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）、ポリアクリル酸（ＰＡＡ）、ポリ
アネトールスルホン酸、ポリビニル硫酸（ＰＶＳ）およびポリビニルスルホン酸を挙げる
ことができる。こうした物質は、しかしながらそれらが潜在的に抗原性若しくは毒性であ
るためにある種の生物医学の応用に一般に有用でない。応用の型に依存して、ヒアルロナ
ン、キトサン若しくは荷電ポリペプチドのような生物適合性の高分子電解質を使用し得る
。
【００４１】
　高分子電解質はその反復単位が電解質基をもつポリマーである。これらの基は水性溶液
（水）中で解離してポリマーを荷電させることができる。
【００４２】
　陽イオン基をもつ（正に荷電した、例えばポリＬ－リシン（ＰＬＬ）、ポリ（エチレン
イミン）（ＰＥＩ）、ポリ（塩化ジメチルジアリルアンモニウム）（ＰＤＤＡ）、ポリ（
アリルアミン）（ＰＡＨ）、ポリリシン、キトサン）高分子電解質はポリカチオンと称さ
れ；陰イオン基をもつ（負に荷電した、例えばサクシニル化ＰＬＬ（ＳＰＬＬ）、ポリ（
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スチレンスルホン酸）（ＰＳＳ）、ポリ（ビニル硫酸）、ポリ（アクリル酸）、ヘパリン
、ＤＮＡ）高分子電解質はポリアニオンと称される。
【００４３】
　本発明により、１若しくはそれ以上の層の高分子電解質および少なくとも１つの層の磁
性粒子を含んでなるコーティングが提供される。場合によっては、複数の層の高分子電解
質がコーティング内で高分子電解質多層（ＰＥＭ）を形成する。
【００４４】
　特定の一態様によれば、高分子電解質および磁性粒子の１若しくはそれ以上の連続層を
含んでなる本発明のコーティングが、ｌａｙｅｒ－ｂｙ－ｌａｙｅｒ（ＬｂＬ）堆積技術
を使用してマイクロキャリアの核上に提供される。ＬｂＬ堆積の間に、適する成長基質（
通常荷電した）を、正および負に荷電した高分子電解質溶液の希釈浴の間で相互に浸漬す
る。各浸積の間に少量の高分子電解物が吸着され、そして表面電荷が逆転されて、静電気
で結合されるポリカチオン－ポリアニオンの層の薄膜の徐々のかつ制御された蓄積を可能
にする。本発明により、ＬｂＬコーティング中の少なくとも１つの層の高分子電解質が一
層の荷電した磁性ナノ粒子により置換される。ＬｂＬ技術による高分子電解質の堆積は、
例えばＰｅｙｒａｔｏｕｔとＤａｈｎｅ（２００４）Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔ　Ｅ
ｄ　Ｅｎｇｌ．４３、３７６２－３７８３の総説に記述されている。金属層がマイクロキ
ャリア上に堆積されるＬｂＬ技術はＵＳ第６４７９１４６号に記述されている。ＬｂＬ堆
積は静電気の代わりに水素結合を使用してもまた実施し得る。
【００４５】
　本発明のコーティングの特定の一態様によれば、前記コーティングは、高分子電解質、
最も具体的には限定されるものでないがＰＡＨ若しくはＰＥＩを挙げることができる正に
荷電した高分子電解質の第一層、次いで一層の磁性粒子を含んでなる。さらなる特定の一
態様によれば、該コーティングは、磁性粒子の層の上に高分子電解質および／若しくは磁
性粒子の１若しくはそれ以上の付加的な層（電荷が交替する）をさらに含んでなる。最も
具体的には、磁性粒子の第一層は２層の正に荷電した高分子電解質の間に提供され、そし
て反対に荷電した高分子電解質（および場合によっては磁性粒子）のさらなる層が交互に
なる。本発明の特定の一態様によれば、コーティング中の層の総数は２ないし１０の間を
含んでなる。１層の磁性粒子が本発明の方向付けの目的上十分であり得る一方、数層の金
属粒子が、こうしたマイクロキャリア上の符号の読み取りを妨げるレベルまでマイクロキ
ャリアの核により発射される光に大きく影響を及ぼさずにマイクロキャリアのコーティン
グ中に存在し得ることもまた予見される。本発明の特定の一態様によれば、ＬｂＬ被覆
されたマイクロキャリアはその外表面上に１層のポリマーをさらに含んでなる。しかしな
がら、一般に、本発明のＬｂＬ被覆されたマイクロキャリアは外層として高分子電解質層
を有する。外層の電荷の選択はマイクロキャリアの所望の応用に依存して選択し得る。高
分子電解質層はマイクロキャリアの表面への１種若しくはそれ以上のプローブの効率的な
付着を可能にする。
【００４６】
　本発明によれば、提供されるコーティング中に存在する１若しくはそれ以上の高分子電
解質層は、マイクロキャリアの表面へのプローブの最適な結合を可能にする。本明細書で
使用されるところの「プローブ」という用語は、マイクロキャリア上で起こり得る反応に
て有用ないかなる生物学的若しくは化学的分子も指す。典型的なプローブは、タンパク質
（抗体、受容体若しくは受容体リガンド）、ＤＮＡ（例えばオリゴヌクレオチド）、ＲＮ
Ａ、炭水化物、小分子、酵素阻害剤、酵素基質、ライブラリーからの製薬学的化合物など
を包含する。本発明の特定の一態様によれば、プローブはコーティングの高分子電解質層
に結合される。この結合は、反対の電荷を介して直接、若しくは高分子電解質層上の官能
基および標的上の官能基と反応するリンカーを介してのいずれでもあり得る。プローブは
マイクロキャリア上への電解質層のコーティング後に別個の段階で電解質層に塗布し得る
。あるいは、１種若しくはそれ以上のプローブを、マイクロキャリアのＬｂＬコーティン
グの間にコーティングの電解質層に組み込み得る。プローブはコーティング中の電解質の
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１若しくはそれ以上の内若しくは外層上に付加し得るか若しくはそれ中に組み込み得る。
特定の一態様によれば、プローブは本発明のコーティングの外電解質層に結合される。
【００４７】
　従って、本発明のさらなる一局面は、少なくとも１つの層の５００ｎｍ未満の磁性粒子
および少なくとも１つの層の高分子電解質、ならびに、場合によっては、その上に存在す
る生物学的若しくは化学的反応での使用のための１種若しくはそれ以上のプローブを含ん
でなるＬｂＬ被覆されたマイクロスフェアを提供する。
【００４８】
　ＬｂＬで層状にされたマイクロキャリアは、限定されるものでないが、マイクロキャリ
アのコーティングに結合されているプローブによりサンプル中の標的が検出されるアッセ
イを挙げることができる広範なアッセイで使用し得る。プローブとその標的の間の反応は
プローブと標的の間の結合であり得る（例えばアビジン／ビオチン、抗体／抗原、抗体／
ハプテン、受容体／リガンド、糖／レクチン、相補核酸（ＲＮＡ若しくはＤＮＡ、または
それらの組合せ））が、しかしプローブと標的あるいはその逆の間の化学反応（例えば酵
素／基質、酵素／補助因子、酵素／阻害剤）かつ／あるいは免疫グロブリン／ブドウ球菌
プロテインＡ相互作用でもまたあり得る。
【００４９】
　本発明により、その上の符号を読み取りかつ／若しくは書き込むのに最適に適するコー
ティングがマイクロキャリアに提供される。本発明の情況において、予見される符号はマ
イクロキャリアの内側若しくはその外表面上に創製されるいかなる空間変調も包含する。
この空間変調は、マイクロキャリアの内側若しくはその表面上に配置される有限数の個別
の体積要素の既知の配置と定義しうる。個別の体積要素の既知の配置は、（ｉ）個々の体
積要素中の物質の１種若しくはそれ以上の特性を変えること、または（ｉｉ）個々の体積
要素から物質を除去すること、または（ｉｉｉ）個々の体積要素上に物質を堆積させるこ
と、または（ｉｖ）個々の体積要素を変化されないままにすること、あるいは上の可能性
の組合せにより生成し得る。この既知の配置は、例えば、これらの体積要素が線配置上に
若しくは１面にのような１若しくはそれ以上の次元に頼るようでありうる。マイクロキャ
リア「上」に書き込まれる符号への本出願でのいかなる言及も、従ってマイクロキャリア
の表面に書き込まれる符号ならびにマイクロキャリアの内部深度に書き込まれる符号を包
含する。
【００５０】
　本発明の特定の一態様によれば、被覆されたマイクロキャリアは、該マイクロキャリア
の内部深度に、より具体的には該マイクロキャリアの中央面に符号を提供される。マイク
ロキャリアの形状に依存して、中央面に符号を書き込むことは、それが書き込みに利用可
能な最大表面積を提供するために有利であり得る。さらに、湾曲表面を有するマイクロキ
ャリアについて、中央面に符号を書き込むことは、該平坦面が湾曲表面と比較して読み取
りおよび若しくは書き込みを容易にするために有利でもまたありうる。
【００５１】
　本発明の符号は、マイクロキャリア上で書き込みかつ読み取り得るいかなる形状、設計
若しくは記号のものであってもよい。例えば、符号は数字若しくは文字として、または記
号、絵、バーコード、リングコード（ｒｉｎｇ　ｃｏｄｅ）若しくは三次元符号の形態の
符号として書き込みうる。リングコードは直線よりむしろ同心円を使用することを除きバ
ーコードに類似である。１個の輪は例えば１本のバーと同一の情報を含有しうる。
【００５２】
　本発明の特定の一態様によれば、マイクロキャリアはＷＯ第０６３６９５号に記述され
る方法を使用して符号化する。本態様により、マイクロキャリアは漂白可能な物質を含有
し、および、マイクロキャリア上の符号はマイクロキャリアの漂白可能な部分内の漂白さ
れるパターンの形態にある。マイクロキャリアは、マイクロキャリアの核の表面上若しく
はまたマイクロキャリアの核内のいずれにも漂白可能な物質を含有しうる。漂白可能な物
質は、マイクロキャリアの核粒子の生成に際して核物質と混合され得るか、若しくは、場
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合によっては核物質の表面に漂白可能な分子を特異的に結合することにより別個の層とし
てマイクロキャリアの核に塗布し得る。あるいは、漂白可能な物質を含有し得る外側の付
加的なポリマーコーティングを有するＬｂＬ被覆した粒子もまた予見される。本発明の情
況内でとりわけ予見される漂白可能な物質は、漂白可能な蛍光若しくは電磁放射吸収物質
を包含する。マイクロキャリアは漂白可能な発光団を含有しうる。使用し得る発光団の例
は蛍光体（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｒ）、リン光体（ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｓｃｅｒ）若しくは
シンチレーターを包含する。漂白可能な化学発光、生物発光若しくは着色物質を使用しう
る。漂白可能な物質は、より具体的には、フルオレセインイソチオシアネート（「ＦＩＴ
Ｃ」）、フィコエリトリン、クマリン、ルシファーイエローおよびローダミンでありうる
。漂白可能な物質の代替の態様は、３－ヒドロキシピレン５，８，１０－トリスルホン酸
、５－ヒドロキシトリプタミン、５－ヒドロキシトリプタミン（５－ＨＴ）、アシッドフ
ーシン（Ａｃｉｄ　Ｆｕｈｓｉｎ）、アクリジンオレンジ、アクリジンレッド、アクリジ
ンイエロー、アクリフラビン、ＡＦＡ（アクリフラビンフュールゲン（Ａｃｒｉｆｌａｖ
ｉｎ　Ｆｅｕｌｇｅｎ）ＳＩＴＳＡ）、アリザリンコンプレクソン、アリザリンレッド、
アロフィコシアニン、ＡＣＭＡ、アミノアクチノマイシンＤ、アミノクマリン、ステアリ
ン酸アントロイル（Ａｎｔｈｒｏｙｌ　Ｓｔｅａｒａｔｅ）、アリール若しくはヘテロア
リール置換ポリオレフィン、アストラゾンブリリアントレッド４Ｇ、アストラゾンオレン
ジＲ、アストラゾンレッド６Ｂ、アストラゾンイエロー７　ＧＬＬ、アタブリン、オーラ
ミン、オーロホスフィン（Ａｕｒｏｐｈｏｓｐｈｉｎｅ）、オーロホスフィンＧ（Ａｕｒ
ｏｐｈｏｓｐｈｉｎｅ　Ｇ）、ＢＡＯ　９（ビスアミノフェニルオキサジアゾール）、Ｂ
ＣＥＣＦ、硫酸ベルベリン、ビスベンズアミド、ＢＯＢＯ　１、ブランコフォア（Ｂｌａ
ｎｃｏｐｈｏｒ）ＦＦＧ溶液、ブランコフォア（Ｂｌａｎｃｏｐｈｏｒ）ＳＶ、ボディピ
（Ｂｏｄｉｐｙ）Ｆｌ、ＢＯＰＲＯ１、ブリリアントスルホフラビンＦＦ、カルシエン（
Ｃａｌｃｉｅｎ）ブルー、カルシウムグリーン、９９．７％を包含する。漂白可能な物質
は、漂白が起こる場合に、符号がマイクロキャリアの使用および該符号のいかなる必要な
読み取りにも望ましい時間マイクロキャリア上に留まるように選ぶべきである。従って、
漂白された領域への漂白されない分子のある量の拡散は符号の有用な寿命が保存される限
り許容できる。
【００５３】
　マイクロキャリア上の漂白される符号は、マイクロキャリアの漂白される領域内に異な
る強度の蛍光若しくは色を有するようにもまた書き込みうる。例えば、漂白される符号は
、数種の異なる程度の漂白を含有してそれにより漂白される領域内で全体として数種の異
なる強度の蛍光を有しうる。従って、マイクロキャリアは、マイクロキャリア上で漂白さ
れるパターンの形状によるのみならず、しかしまた該パターン内の異なる蛍光強度の使用
によっても符号化しうる。
【００５４】
　本発明により、符号は例えばレーザー、ランプ、またはＸ線、αおよびβ線、イオンビ
ーム若しくはいずれかの形態の電磁放射を発射する源のような高空間分解能光源を使用す
ることにより、マイクロキャリア上に書き込み得る。あるいは、符号はフォトクローミン
グ（ｐｈｏｔｏｃｈｒｏｍｉｎｇ）若しくは化学エッチングによりマイクロキャリア上に
書き込み得る。特定の一態様によれば、本発明のマイクロキャリアの該マイクロキャリア
は、高空間分解能光源およびとりわけＷＯ第００６３６９５号に記述されるところの共焦
点顕微鏡と組合せのレーザー若しくはランプを使用して符号化する。
【００５５】
　本発明のなお別の態様によれば、マイクロキャリアは、マイクロキャリアの表面、より
具体的にはマイクロキャリアの核への物質の堆積により符号化する。符号の堆積方法の例
は、限定されるものでないがレーザー堆積および電気化学的堆積を挙げることができる。
こうした堆積に使用し得る物質の例は、いずれかの有機化合物若しくは物質；いずれかの
無機化合物若しくは物質；物質若しくは混成材料の微粒子層；ポリマー物質；結晶若しく
は非結晶性物質；無定形物質若しくはガラス；例えばグラファイト粒子若しくは炭素ナノ
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チューブのような炭素物質；例えば金、銀、銅、ニッケル、パラジウム、白金、コバルト
、ロジウム、イリジウムのような金属物質；いずれかの金属カルコグナイド（ｍｅｔａｌ
ｃｈａｌｃｏｇｎｉｄｅ）；例えば酸化銅、二酸化チタンのような金属酸化物；金属硫化
物、金属セレン化物、金属テルル化物、金属合金、金属窒化物、金属リン化物、金属アン
チモン化物、半導体、半金属を包含する。前記物質は微小若しくはナノ粒子のような粒子
の形態で堆積し得る。例えば該粒子は典型的には１０ｎｍないし１０００ｎｍの大きさ範
囲の粒子であるナノ粒子である。
【００５６】
　本発明のさらなる一局面は、従って、各マイクロキャリアが差別的に符号化されている
被覆されたマイクロキャリアを提供する。本発明の符号化された被覆されたマイクロキャ
リアは、磁性コーティングがマイクロキャリアの位置決め／および若しくは方向付け、な
らびにマイクロキャリア上の符号の改良された識別を可能にするという利点を提供する。
本発明のマイクロキャリアのコーティングはその上に存在する符号の可視性に影響を及ぼ
さない。さらに、本発明の特定の一態様によれば、符号化されたマイクロキャリアのコー
ティングはＬｂＬ技術を使用して塗布され、それにより１若しくはそれ以上の高分子電解
質層がマイクロキャリア上に堆積されて、マイクロキャリアの表面へのプローブの最適の
結合をもたらす。
【００５７】
　本発明は、磁場中のマイクロキャリアの位置決めおよび／若しくは方向付けを可能にす
るコーティングをマイクロキャリアに提供する。これは、マイクロキャリア上の磁性符号
の読み取りおよび書き込みのためにとりわけ興味深い。
【００５８】
　従って、本発明のさらなる一局面は、本発明により被覆されたマイクロキャリアの位置
決めおよび／若しくは方向付け後に改良された読み取りが達成される、マイクロキャリア
の操作方法を提供する。従って、本発明は、以下の段階（ａ）マイクロキャリアの識別目
的段階；ならびに（ｂ）識別目的段階の前若しくは間に起こる位置決めおよび／若しくは
方向付け段階を含んでなる、磁性被覆されたマイクロキャリアの識別目的上の操作方法を
提供する。本発明の一態様によれば、位置決めおよび／若しくは方向付け段階は、該マイ
クロキャリアに課される磁場の結果としてのマイクロキャリアの回転の動きを制限する。
あるいは、位置決めおよび／若しくは方向付け段階は、該マイクロキャリアに課される電
場の結果としての該マイクロキャリアの回転の動きを制限する。
【００５９】
　本発明のなおさらなる一態様によれば、位置決めおよび／若しくは方向付け段階は、マ
イクロキャリアの集団の一層系への分布および該マイクロキャリアの回転の動きを制限す
ることを含んでなる。本発明の方法の別の態様において、位置決めおよび／若しくは方向
付け段階は、２次元を有する面配置（ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ）へのマイクロキャリ
アの集団の分布を含んでなる。本発明の方法のなお別の態様において、位置決めおよび／
若しくは方向付け段階は線配置をもたらす分布を含んでなる。一次元配置はより迅速な検
出をもたらす。
【００６０】
　本発明の別の態様によれば、磁場は方向付けのみの目的上であり、また、分布段階は、
限定されるものでないが液体、気体若しくは半固体環境での層流パターンを挙げることが
できる他の手段を使用するマイクロキャリアの輸送により引き起こされる。マイクロキャ
リアの輸送は、検出手段が固定された位置を有してそれにより検出速度をさらに向上しか
つ検出手段のいかなる較正も捨て得る可能性をもたらす。液体環境での層流パターンは毛
細管中で提供され得るか、若しくは液体およびその中の粒子の動きを確保する微小大きさ
にされた（ｍｉｃｒｏ－ｓｉｚｅｄ）繊毛により確実にし得る。層流パターンのほかに他
の流れパターンもまた予見される。本発明の別の態様は、半固体若しくは液体支持体中の
マイクロキャリアの位置決めにより分布段階が確実にされる方法であり、前記半固体若し
くは液体支持体は差別的粘度若しくは密度を有しうるか、または異なる粘度若しくは密度
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をもつ２種若しくはそれ以上の半固体若しくは液体層から構成され得る。マイクロキャリ
アはその場合、支持体上若しくは中の粘度若しくは密度変化の界面で浮遊若しくは配置さ
れうる。該位置はマイクロキャリアの密度により変動しうる。マイクロキャリアの前記分
布中の流れの非存在は検出手段が可動性であり得る可能性をもたらす。
【００６１】
　本発明によれば、磁性被覆されたマイクロキャリアは、書き込み装置および読み取り装
置を参照して位置決めかつ／若しくは方向付けされ、その結果、マイクロキャリアの位置
および方向に関する知識が書き込み装置が符号を生成することを可能にし、その符号は、
該符号が書き込まれるマイクロキャリアの位置および方向に関する前記知識を使用して読
み取り装置によりその後確実に解読され得る。方向付けは符号の対称性に依存して１、２
若しくは全３個の軸を参照して行いうる。符号が１個若しくはそれ以上の軸の周囲で対称
であるよう設計される場合、マイクロキャリアはこれらの軸の周囲の回転に関して方向付
けされる必要はない。マイクロキャリアの位置および／若しくは方向に関する知識は、と
りわけ識別目的段階（１個若しくは複数）がハイスループットの応用で実施される場合に
マイクロキャリア上の符号の書き込みおよび／若しくは読み取りを容易にするのに不可欠
である。
【００６２】
　本発明はさらにマイクロキャリアの製造方法に関し、その方法は、核粒子を提供するこ
と、ならびに、高分子電解質を含んでなる第一層および５００ｎｍ未満の大きさの磁性粒
子を含んでなる第二層を含んでなるコーティングで核粒子を被覆することを含んでなる。
該製造方法はさらに、電解質を含んでなる第二層のようなさらなる層がマイクロキャリア
上に被覆される付加的な段階を場合によっては含んでなる。本発明の特定の一態様によれ
ば、電解質を含んでなる第一および第二層は正に荷電した電解質を含んでなる。該方法は
、さらに、電解質の付加的な層がマイクロキャリアに付加され、最も具体的には反対に荷
電した電解質の層が交互にされる付加的な段階を場合によっては含み得る。本発明のさら
なる一態様は、それにより付加的な段階がマイクロキャリアへの１種若しくはそれ以上の
生物学的プローブの取り込み／結合のため提供される、上述された方法の１つを含んでな
る。本発明のなおさらなる特定の一態様によれば、該方法は漂白可能な物質を含んでなる
核粒子を提供することを含んでなる。
【００６３】
　本発明のさらなる一局面は本発明の被覆されたマイクロキャリアの符号化方法に関し、
その方法は、ａ）該被覆されたマイクロキャリアを磁場中で位置決めかつ／若しくは方向
付けする段階、およびｂ）符号をマイクロキャリアに塗布する段階を含んでなる。本発明
の特定の一態様によれば、マイクロキャリアは漂白可能な物質を含有し、そして、符号化
はマイクロキャリアの漂白可能な部分内に漂白されるパターンをもたらす高空間分解能光
線により確実にされる。
【００６４】
　なお、本発明のさらなる一局面は符号化された磁性マイクロキャリアの提供方法に関し
、その方法は、上述されたところのマイクロキャリアを提供する段階、および上述された
ところのマイクロキャリアを符号化する段階を含んでなる。
【００６５】
　なお、本発明のさらなる一局面はプローブと標的の間の相互作用を測定するためのアッ
セイに関し、その方法は、必ずしも提供された順序ではない以下の段階、すなわちａ）本
発明の被覆された符号化された磁性マイクロキャリアを提供する段階（そのマイクロキャ
リアはプローブを含んでなる）；ｂ）標的を含んでなる溶液とマイクロキャリアを接触さ
せる段階；ｃ）磁場中で該マイクロキャリアを位置決めかつ／若しくは方向付けする段階
ｅ）プローブと標的の間で相互作用が起こったかどうかを評価する段階、およびｅ）その
符号に基づきマイクロキャリアを識別する段階を含んでなる。本発明の方法は、限定され
るものでないが、マイクロキャリアへのさらなる試薬の結合を可能にする段階（例えば標
的とプローブの間の相互作用の可視化のため）、洗浄段階、選択段階などを挙げることが



(13) JP 5752881 B2 2015.7.22

10

20

30

40

50

できる付加的な段階をさらに含み得る。
【００６６】
　従って、本発明は、限定されるものでないが検出および／若しくは定量方法を挙げるこ
とができる、本明細書に記述されるマイクロキャリアの多様な応用を提供する。典型的に
は、こうした用途は、マイクロキャリアの表面上のサンプル中の検出かつ／若しくは定量
されるべき被検体に特異的なプローブの存在を必要とする。本発明のマイクロキャリアを
使用し得る検出方法は、限定されるものでないが多様な免疫学的アッセイ（抗体－抗原相
互作用に基づく）、化学的アッセイ（酵素－基質相互作用に基づく）および他の結合アッ
セイ（例えば受容体／リガンド相互作用に基づく）を挙げることができる。
【００６７】
　なお、本発明のさらなる一局面は、本明細書に記述される磁性マイクロキャリアの製造
および／若しくは符号化でならびに／またはそれらの使用のために必要とされる試薬の２
種若しくはそれ以上の組合せを提供する。該試薬は水分を含まないか若しくは溶液中のい
ずれかである、個別に包装された成分を伴うキットの形態で提供し得る。キットは、さら
に、本発明の方法を実施するための特別の説明書を含み得る。とりわけ、こうしたキット
は、マイクロキャリアの核粒子、被覆された磁性マイクロキャリア、符号化された磁性マ
イクロキャリア、および／または１種若しくはそれ以上のプローブを含んでなる符号化さ
れた磁性マイクロキャリアを含み得る。
【実施例】
【００６８】
実施例１：強磁性物質でのマイクロキャリアのｌａｙｅｒ－ｂｙ－ｌａｙｅｒ（ＬｂＬ）
コーティング手順。
　２００ｎｍの平均長さをもつ磁性粒子（二酸化クロム）を、１５分間の超音波処理およ
びその後の遠心分離により商業的に入手可能な磁性粒子ストック（ＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲ
ＩＣＨ）から収集するか、若しくは１％二酸化クロムストック溶液から直接調製し得る（
粒子径１００ないし４００ｎｍ）。磁性粒子を含む溶液は０．４５μｍ孔をもつフィルタ
ーを通し濾過する。
【００６９】
　６層の高分子電解質でのマイクロキャリアのＬｂＬ被覆を、以下のストック溶液、すな
わち
－ＰＡＨ：ポリ（アリルアミン塩酸塩）；０．５Ｍ　ＮａＣｌ中２ｍｇ／ｍｌ。
－ＰＳＳ：ポリ（スチレンスルホン酸）；７０ｋＤａ；０．５Ｍ　ＮａＣｌ中２ｍｇ／ｍ
ｌ。
－ＰＡＡ：ポリ（アクリル酸）；０．５Ｍ　ＮａＣｌ中１ｍｇ／ｍｌ
を用いて実施した。
【００７０】
　全ポリマーはＳｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、独国シュタインハイムから購入した。
【００７１】
　約３００，０００個の非磁性微小粒子の溶液を微小遠心機（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　型式
５４１５　Ｄ）中４０００ｒｐｍで３０秒間遠心分離した。（３９μｍの直径をもつポリ
スチレン製ＳｐｈｅｒｏＴＭ　Ｇｒｅｅｎ蛍光カルボキシル担体の懸濁液（励起＝４８８
ｎｍ）（Ｓｐｈｅｒｏｔｅｃｈ　イリノイ州リバティビル）。
【００７２】
　１ｍＬのＰＡＨ（ポリアリルアミン塩酸塩）をペレットにしたマイクロキャリアに添加
し、そしてマイクロキャリアを懸濁液中に維持するよう混合した。該懸濁液をボルテック
ス上１５００ｒｐｍで１５分間さらにインキュベートした（層１）。
【００７３】
　該担体を１ｍｌの蒸留水中０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０で２回洗浄した。二酸化クロム
粒子を含んでなる１ｍｌの濾過した懸濁液を該マイクロキャリアに添加し、そして該マイ
クロキャリアが懸濁されるまで混合した。該懸濁液をボルテックス上１５００ｒｐｍで１
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５分間さらにインキュベートした（層２）。
【００７４】
　該マイクロキャリアを１ｍｌの蒸留水中０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０で２回洗浄した。
１ｍｌのＰＡＨ（ポリアリルアミン塩酸塩）を該マイクロキャリアに添加し、そして該担
体を懸濁液中に維持するよう混合した。該懸濁液をボルテックス上１５００ｒｐｍで１５
分間さらにインキュベートした（層３）。該担体を１ｍｌの蒸留水中０．０５％　Ｔｗｅ
ｅｎ２０で２回洗浄した。
【００７５】
　１ｍｌのＰＳＳ（ポリ（スチレンスルホン酸））を該担体に添加し、そして該担体を懸
濁液中に維持するよう混合した。該懸濁液をボルテックス上１５００ｒｐｍで１５分間さ
らにインキュベートした（層４）。該担体を１ｍｌの蒸留水中０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２
０で２回洗浄した。１ｍｌのＰＡＨ（（ポリアリルアミン塩酸塩））を該担体に添加し、
そして該担体を懸濁液中に維持するよう混合した。該懸濁液をボルテックス上１５００ｒ
ｐｍで１５分間さらにインキュベートした（層５）。
【００７６】
　１ｍｌのＰＡＡ（ポリ（アクリル酸））を該担体に添加し、そして該担体を懸濁液中に
維持するよう混合した。該懸濁液をボルテックス上１５００ｒｐｍで１５分間さらにイン
キュベートした（層６）。該担体を１ｍｌの蒸留水中０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０で２回
洗浄した。該ペレットを１ｍｌの蒸留水中０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０に再懸濁した。こ
れらの粒子は最低６か月間安定である。
【００７７】
　任意の付加的一段階として、ＬｂＬコーティングの長期安定性を達成するため層を架橋
し得る。これは、例えばマイクロキャリアを１ｍｌの新たに作成したＥＤＣ架橋溶液中１
５００ｒｐｍで２１℃で１５分間インキュベートすることにより行い得る。この架橋溶液
は、０．４Ｍ　ＭＥＳ緩衝液ｐＨ５．０中１００ｍｇ／ｍｌ　ＥＤＣを含有する（ＥＤＣ
＝１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドＨＣｌ；ＭＷ：１９
１．７ｇ／ｍｏｌ）；ＭＥＳ：２－［Ｎ－モルホリノ］エタンスルホン酸（Ｓｉｇｍａ　
Ａｌｄｒｉｃｈ、独国シュタインハイム）。架橋されたＬｂＬをもつビーズは光から保護
しかつ４℃で保存する。
【００７８】
実施例２：金属粒子の分布および濃度。
　本発明のＬｂＬ技術を介し得られるところの磁性粒子の分布は、ポリマー担体への金属
取り込みの慣習的方法より有意に均一である（図２、列２、行１および２を参照されたい
）。
【００７９】
　商業的に入手可能な担体の金属斑点による陰影は中央面で光漂白された符号の正確な読
み出しを妨げる。ＬｂＬ技術を使用して磁性粒子を一層として塗布する場合、磁性粒子の
陰影なしが観察される。これは符号の正確な解読を容易にする。
【００８０】
　加えて、本発明の金属粒子の負荷は各担体について等しいようである。全部の担体が図
２（中行）でほぼ同一の蛍光強度を示すためである。これは、存在している磁性粒子の異
なる量のため異なる担体間で強度の大きな変動が存在する図２（行２、列３）で見ること
ができるとおり、従来技術の担体について真実でない。
【００８１】
実施例３：担体の蛍光に対する金属粒子径の影響。
　異なる大きさの二酸化クロム粒子（大きさ＜０．１０μｍ、＜０．２２μｍおよび＜０
．４５μｍを伴う粒子）を、実施例１に記述されたところの方法論を使用して３９μｍの
マイクロキャリアに負荷した。図３は、全部の異なる大きさを伴う粒子の使用が均一なコ
ーティングをもたらすことを示す。さらに、各場合で担体は着磁後に位置決めし得た。０
．２２μｍ未満の直径をもつ金属粒子で粒子を被覆する場合、金属コーティングを伴わな
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い担体と比較して蛍光のいかなる差違もほとんど存在しない。
【００８２】
実施例４：生体分子の結合能力に対するＬＤＬ層コーティングの影響。
　ＬｂＬ技術でのマイクロキャリアの修飾はそれらの表面への生体分子の捕捉効率に大き
な影響を有する。ＬｂＬ修飾を伴いおよび伴わない多様な型の商業的に入手可能な担体を
比較した。
【００８３】
　本実験で、Ｃｙ５標識プローブすなわちＰＡＡのカルボキシル基にカルボジイミドを介
して結合するアミノ標識２０－ｍｅｒオリゴヌクレオチドの結合効率を検討した。１ｐｍ
ｏｌのＣｙ５標識アミノ修飾２０－ｍｅｒオリゴを、それ自体若しくはＬｂＬ被覆後のい
ずれかで約１，０００個の１０μｍ、３９μｍおよび４４μｍの大きさにされたマイクロ
キャリアの表面に結合した。表面での捕捉されたプローブの強度は、ＬｂＬ修飾されない
磁性担体に比較してＬｂＬ修飾された担体で約４０ないし５０倍より高いことが見出され
た（図４を参照されたい）。
【００８４】
　１０ｆｍｏｌの同一プローブを１０００個のＬｂＬ修飾した担体の表面に結合した後、
強度は、１ｐｍｏｌ（１００倍より多い）の同一プローブと結合したＬｂＬ被覆されない
担体のものよりなお１．５倍より高かった。
【００８５】
実施例５：強磁性マイクロキャリアの方向付けおよび位置決め。
　本発明のマイクロキャリアは外的磁場中で着磁および方向付けされる。これらの実験で
、前記マイクロキャリアを外部磁場に曝露しかつそれにより方向付けする間に、着磁した
磁性マイクロキャリアの中央面でパターンを漂白した。その後、移動する外的磁場に該担
体を曝露しつつパターンを画像化する。マイクロキャリアを再度元の磁場にさらした場合
に前記マイクロキャリアの無作為の動きの後に元の方向付け（漂白されたパターンから既
知）を再度見出し得るかどうかを試験する。
【００８６】
　０．５ｃｍ直径のプラスチック製筒を顕微鏡カバーガラスに接着することによりリザー
バを作成する。該リザーバを実施例１で調製したところのマイクロキャリア懸濁液８０μ
ｌで満たし、そしてマイクロキャリアをカバーガラス上に沈降させた。リザーバをその後
強永久磁石の上に１分間置いてマイクロキャリアを着磁させた。次に、底のカバーガラス
を通して担体を見るためにＮｉｋｏｎ　６０倍浸水レンズを使用することが可能であるよ
うに、倒立顕微鏡に接続されているＢｉｏ－ＲａｄＭＲＣ１０２４共焦点顕微鏡上にリザ
ーバを置く。
【００８７】
　担体の磁気分極を変えることなくそれらを方向付けするために強永久磁石をリザーバか
ら２０ｃｍの距離に置く。第一の強磁石からの外的磁場により方向付けた磁性マイクロキ
ャリアの中央面で矢印を漂白して、かようにその元の方向を示す。次に、各画像間１．２
秒間隔で一連の５０の画像を撮影するように共焦点顕微鏡を設定する。この一連の画像を
撮影しながら第二の磁石を使用してリザーバの周囲を動かす。すなわち、最初に一側に９
０、次に第一の磁石をなお正しい位置に伴い反対方向に１８０。最後に第二の磁石を取り
去り、そしてマイクロキャリアからその元の方向への戻りを観察する。
【００８８】
　次の実験で、前の実験でと同一のマイクロキャリアを使用する。マイクロキャリアを最
初に第一の磁石の磁場で方向付ける。この磁石の位置に慎重に印を付けた後、該磁石をリ
ザーバの周囲を３６０動かすこと、そして最後にそれをその元の位置に戻すことによりマ
イクロキャリアを回転させるのにそれを使用する。マイクロキャリアは、ポリマー担体と
ガラス製カバーガラスの間の相対的に強い相互作用によりその元の方向に戻らない。第二
の磁石を使用して、それをリザーバの近くで短時間１回動かすことによりマイクロキャリ
アを解放する。マイクロキャリアがその正確な元の方向に即座に戻ったことが観察される
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。
【００８９】
　本発明の被覆された粒子は強磁石を使用して容易に着磁し得る。該マイクロキャリアは
外的磁場中で方向付けし得る。ある外的磁場中のマイクロキャリアの方向付けは、該担体
の無作為の動きの後に最初の場が再度適用される場合に正確に再現可能である。方向の差
違はピクセルの正確さ（０．７μｍ／ピクセル）内で観察し得ない。
【００９０】
実施例６：識別目的すなわちフローセル中の符号化および読み取りのための単一対称軸を
もつ球状マイクロキャリアの使用。
　識別目的上の方向付けおよび位置決めの必要性を下で解明する。前記球状マイクロキャ
リア上の符号を対称軸に沿って書き込み、それにより該符号は高空間分解能光源によって
、より具体的には蛍光漂白を使用することにより符号化（書き込み）若しくは識別（読み
取り）される。
【００９１】
　球状マイクロキャリアは流れに沿ってそれらの対称軸で方向付けられる。蛍光漂白のた
めのレーザービームは共焦点顕微鏡中で静止位置を有し、そして前記マイクロキャリア上
の符号を該対称軸に沿って書き込む。流れそれ自身は該対称軸に沿った走査の動きとして
はたらく。（対称軸に沿って）上述されたとおり書き込まれた符号は、静止位置を有する
レーザービームにより読み込まれうる。
【００９２】
　静止書き込み／読み取りレーザービームおよびマイクロキャリアの正確な流れの場合、
符号はマイクロキャリアの対称軸によって書き込み／読み取りされうる。しかしながら、
流れが顕微鏡の焦点に関して十分に再現可能でない場合、対称軸の下で書き込み／読み取
りされる符号は正確に読み込まれないことがある。
【００９３】
　通過するマイクロキャリアを照らすのに補助レーザービームを使用しうる。この場合、
マイクロキャリアによる光の部分的吸収若しくは反射による陰影効果を前記マイクロキャ
リアの後ろで観察することができる。２個の分離されたセルからなるフォトダイオード（
２セル光検出器）を、陰影効果を測定するためフローセルの反対側に配置する。球状マイ
クロキャリアの中央が顕微鏡の光学軸を横断する場合、同一量の光が該２セルにより収集
され、そして該２セル光検出器は０に等しい差シグナルを測定し、該担体が正しい高さに
より通過することを示す。球状マイクロキャリアの中央が顕微鏡の光学軸を横断しない場
合、該２セル光検出器は０と異なる差シグナルを測定し、該マイクロキャリアが高すぎて
流れることを示す。
【００９４】
　結果、光ダイオードの使用は、流れ中のマイクロキャリアの誤った位置決めの検出を可
能にし、そして前記マイクロキャリアが光学軸から高過ぎて流れるか若しくは低過ぎて流
れるかを示す。
【００９５】
　このフォトダイオード系は、レーザービームを読み取ること／書き込むことの焦点にマ
イクロキャリアが到着する前に前記マイクロキャリアの位置を測定するのに使用しうる。
この場合、生成される位置の誤りのシグナルを使用して読み取り／書き込みビームの焦点
を調節し得る。測定される位置の誤りのシグナルが０である場合、ビーム焦点の位置は変
わらなかった。誤りのシグナルがこの場合測定され、そしてビーム焦点位置が上に動かさ
れる。レーザービームの焦点を調節することは、顕微鏡対物レンズ上の書き込み／読み取
りビームの出現範囲の方向を変えることにより行い得る。音響光学ビーム偏向装置をレー
ザービームの方向を迅速に適応し得る装置として使用し得る。同一の技術を使用してＺ軸
すなわち顕微鏡の光学軸について位置の誤りのシグナルを生成し得る。２セル光検出器で
差シグナルのみが存在することができるため、該差シグナルは、マイクロキャリアの到着
を検出するのに使用し得、ならびに読み取りおよび書き込みの誘因としてもまた使用し得
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る。
【００９６】
　本発明の現在好ましい態様を示しかつ記述する一方、本発明がそれらに制限されず、し
かし以下の請求の範囲の範囲内で別の方法で多様に例示かつ実施しうることが明確に理解
されるべきである。

【図１】
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【図３】
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【図４】
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