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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　干渉に基づき試料内の検体を検出する際に使用するアセンブリであって、
　先端部を有する光ファイバーと、
　前記光ファイバーの前記先端部に取り付け可能であって、前記光ファイバーの先端部の
サイズに適合しており、前記光ファイバーを経由して光源に結合するようになされた光素
子とを備えてなり、
　前記光素子は、透明材料と、第１反射面と、該透明材料によって該第１反射面から隔て
られた第２反射面とを備え、
　前記第１および第２反射面は、少なくとも５０ｎｍ離間されており、
　前記第２反射面が、前記光素子の透明材料の屈折率を超える屈折率を有する材料層を備
え、
　前記第１反射面は検体結合分子層を備え、該検体結合分子層に試料内の検体が結合する
に伴い、前記第１及び第２反射面からファイバーへと反射される光の干渉が変化する、こ
とを特徴とするアセンブリ。
【請求項２】
　前記光素子の透明材料は、前記第１反射面と同様の屈折率を有する、請求項１のアセン
ブリ。
【請求項３】
　前記第１および第２反射面の間の離間量が、１００ｎｍから５０００ｎｍまでの間であ
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る、請求項１のアセンブリ。
【請求項４】
　前記第１および第２反射面の間の離間量が、４００ｎｍから１０００ｎｍまでの間であ
る、請求項３のアセンブリ。
【請求項５】
　前記光素子の透明材料の屈折率が、１．８未満である、請求項１のアセンブリ。
【請求項６】
　前記光素子の透明材料が、ＳｉＯ2および透明高分子から成るグループから選定した材
料である、請求項５のアセンブリ。
【請求項７】
　前記透明高分子が、ポリスチレンまたはポリエチレンを含む、請求項６のアセンブリ。
【請求項８】
　前記第２反射面が、屈折率が１．８を超える材料の層を含む、請求項１のアセンブリ。
【請求項９】
　前記第２反射面の層が、Ｔａ2Ｏ5を含む、請求項８のアセンブリ。
【請求項１０】
　前記第２反射面の層の厚さが、５ｎｍから５０ｎｍまでの間である、請求項９のアセン
ブリ。
【請求項１１】
　前記検体結合分子層が、蛋白質、小分子、核酸、および炭水化物から成るグループから
選択した分子を含む、請求項１のアセンブリ。
【請求項１２】
　前記蛋白質は、アビジン、ストレプトアビジン、抗体、および抗体断片から成るグルー
プから選択される、請求項１１のアセンブリ。
【請求項１３】
　前記光素子を前記ファイバーに係合する機械的結合手段を更に具備する、請求項１のア
センブリ。
【請求項１４】
　前記機械的結合手段が、前記光素子と前記ファイバーとの間にエアギャップを提供する
、請求項１３のアセンブリ。
【請求項１５】
　前記エアギャップが１００ｎｍ未満である、請求項１４のアセンブリ。
【請求項１６】
　前記エアギャップが２μｍを超える、請求項１４のアセンブリ。
【請求項１７】
　前記検体結合分子層に検体が結合するに伴い、前記第１及び第２反射面の間の光路長が
増大する、請求項１のアセンブリ。
【請求項１８】
　前記検体結合分子層に検体が結合するに伴い、前記第１及び第２反射面の間の物理的距
離が増大する、請求項１のアセンブリ。
【請求項１９】
　前記検体結合分子層に検体が結合するに伴い、前記第１及び第２反射面の間の物理的距
離が減少する、請求項１のアセンブリ。
【請求項２０】
　前記検体結合分子層に検体が結合するに伴い、前記第１及び第２反射面の間に配置した
材料の屈折率が変化し、前記屈折率変化が、前記反射ビーム間の干渉の変化を引き起こす
、請求項１のアセンブリ。
【請求項２１】
　前記検体結合分子層に検体が結合するに伴い、前記第１及び第２反射面の間に配置した
材料の光吸収が変化し、前記光吸収変化が、前記反射ビーム間の干渉の変化を引き起こす
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、請求項１のアセンブリ。
【請求項２２】
　前記検体結合分子層に検体が結合するに伴い、前記検体結合分子層が膨潤し、前記膨潤
が、前記反射ビーム間の干渉の変化を引き起こす、請求項１のアセンブリ。
【請求項２３】
　前記光素子が、前記光ファイバー端部へ恒久的に取り付けられる、請求項１のアセンブ
リ。
【請求項２４】
　前記光素子が、前記光ファイバー端部に脱着可能に取り付けることができる、請求項１
のアセンブリ。
【請求項２５】
　請求項１乃至２４のいずれかに記載されたアセンブリを複数個具備してなる２次元的ア
レイ。
【請求項２６】
　請求項１乃至２４のいずれかに記載されたアセンブリと、
　前記第１および前記第２反射面上に光を導くための光源と、
　前記第１および前記第２反射面から光を受け取り、前記第１反射面を前記検体に曝した
時の前記第１反射面の光学的厚さ変化を検出する検出器と
を備えることを特徴とする検体検出装置。
【請求項２７】
　請求項２５に記載された２次元的アレイと、
　前記第１および前記第２反射面上に光を導くための光源と、
　前記第１および前記第２反射面から光を受け取り、前記第１反射面前記検体に曝した時
の前記第１反射面の光学的厚さ変化を検出する検出器と
を備えることを特徴とする検体検出装置。
【請求項２８】
　請求項２６に記載された検体検出装置を使用して、試料中の検体を検出するための方法
であって、
　試料を提供するステップと、
　前記検体検出装置の前記第１反射面を前記試料に曝すステップと、
　前記曝すステップを実行した結果、前記第１反射面の光学的厚さに変化が生じたかどう
かを判定するステップと
を備える方法。
【請求項２９】
　請求項２７に記載された検体検出装置を使用して、試料中の検体を検出するための方法
であって、
　試料を提供するステップと、
　前記検体検出装置の前記第１反射面を前記試料に曝すステップと、
　前記曝すステップを実行した結果、前記第１反射面の光学的厚さに変化が生じたかどう
かを判定するステップと
を備える方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
【０００２】
　本出願は、Ｈｏｎｇ Ｔａｎ他による、２００４年１１月４日出願の米国特許非仮出願
第　　　号、発明の名称「位相シフト干渉法に基づく光ファイバー検定装置」、代理人整
理番号２４３７７－０９６１１ＵＳ；２００３年１１月６日出願の米国特許仮出願第６０
／５１８，０６８号；２００４年３月３１日出願の米国特許仮出願第６０／５５８，３８
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１号；の特典を請求し、これら出願の開示全体をすべての目的のためにそのまま参照して
組み込む。
連邦政府が委託する研究または開発に関する表明
【０００３】
　非適用
【０００４】
　本発明は、試料中の一つ以上の検体の結合の存在、量、または速度を検出する装置およ
び方法に関し、詳細には、光ファイバー干渉法に基づく装置および方法に関する。
【背景技術】
【０００５】
　検体－抗検体結合対のメンバー間の結合イベントに基づく診断テストは、医療、獣医学
、農業、および研究用途に広く用いられている。典型的には、このような方法を利用して
、試料中の検体の存在、または量、および／または検体の抗検体への結合速度を検出する
。典型的な検体―抗検体対には、核酸の相補鎖、抗原―抗体対、および受容体―受容体結
合剤があり、検体を、対のどちらか一方のメンバーとし、抗検体分子をその反対のメンバ
ーとすることができる。
【０００６】
　この種の診断方法は、抗検体分子を固定化した固体表面を利用することが多く、試料検
体分子は、画成した検出領域で、特異的に、かつ高い親和性をもって、その表面に結合す
ることになる。固相検定法として知られるこの種の検定では、固定した抗検体分子への検
体結合を促進する条件のもとで、固体表面を試料に曝す。結合イベントが起きたことを示
す、例えば、質量、反射率、厚さ、色、または他の特徴の変化により、結合イベントを直
接的に検出できる。例えば、色素体、または蛍光もしくは放射性ラベルを用いて、検体に
予めラベル付けしておくと、検出領域における検出ラベルの存在および／または量により
、結合イベントを検出できる。代替として、例えば、蛍光ラベルを付した補助的な抗検体
抗体を用いて、検出領域で結合した後に検体へラベル付けできる。
【０００７】
　引用して本明細書に組み込む共有の米国特許第５，８０４，４５３号（’４５３特許）
は、光ファイバー端面に結合する検体を検出するよう設計された光ファイバー干渉計検定
装置を開示している。検体検出は、光ファイバー端面における、その表面への検体分子結
合から生じる厚さ変化に基づくが、検体が多くなるほど、厚さに関連する大きな変化が干
渉信号に生まれる。干渉信号の変化は特には、’４５３特許の図７ａおよび図７ｂで示さ
れるように、ファイバー端から反射される光と、ファイバー端に設けた結合層から反射さ
れる光との間の位相シフトに起因する。この装置は操作が容易で、検体検出のための高速
検定方法を提供する。
【０００８】
　理想的には、干渉計検定装置は、従来の可視光スペクトロメータの範囲の、すなわち約
４５０～７００ｎｍの範囲の可視光の、スペクトルのピークおよびディップ（極値）の位
置の観察し得る変化を直ちに生じ、それにより、ファイバー端でのかなり小さな光学的厚
さ変化を、干渉波長のピークおよびディップのスペクトル位置の顕著な変化として検出で
きる。'４５３特許に記載の装置により観察された一つの限界は、このスペクトル範囲を
超える波長のスペクトル極値が直ちに識別されないことである。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は、早くに開示された装置の高速性および単純性の利点を保ちつつ、しかも感度
および精度を強化しながら、この限界を克服するよう設計されている。本発明は、例えば
、ＤＮＡチップおよび蛋白質チップに応用するための、マルチ検体アレイ形式はもとより
、より有用な使い捨てヘッド形式も提供する。
【００１０】
　本発明の一態様には、検体の存在、検体の量、または検体の検体結合分子への会合およ
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び／または解離の検出を含め、試料中の検体を検出するための装置が含まれる。この装置
には、少なくとも５０ｎｍ離間する近位反射面と遠位反射面とを有する光素子が含まれる
。光ファイバーからの光ビームは、２つの反射面に導かれ、それらの面から反射される。
反射ビームは光ファイバーに戻って結合し、干渉する。光素子には検体結合分子層も含ま
れ、検体が検体結合分子層と結合する時に、反射したビーム間の干渉が変化するよう配置
される。
【００１１】
　干渉変化は、様々な物理的現象により引き起こされる。例えば、検体結合は、光路長の
変化、または２つの反射面の間での物理距離の変化を起こすこともある。また、検体結合
が、反射面間にある物質の屈折率の変化または光吸収の変化を起こすこともある。検体結
合により検体結合分子層が膨潤して、干渉変化を招くこともある。
【００１２】
　ある特定の設計では、遠位反射面には検体結合分子層が含まれる。検体が検体結合分子
層に結合すると、例えば、２つの反射面間の光路長、つまり物理距離が増大する。本発明
の別の態様では、反射面間に透明固体材料を配置し、オプションとして、その透明固体材
料より屈折率が高い材料を近位反射面に含める。代替として、エアギャップを反射面間に
配置してもよい。更に、別の設計では、遠位反射面を、近位反射面と検体結合分子層との
間に配置する。例えば、検体結合により、検体結合分子層が膨潤することもあり、遠位反
射面が近位反射面近くに移動する。更に別の設計では、検体結合分子層を２つの反射面の
間に配置する。検体結合は層を膨潤させる、すなわち屈折率を変化させるので、２本の反
射ビームの間の干渉を変化させる。
【００１３】
　別の態様では、装置には、５０ｎｍを超える距離「ｄ」だけ離間した第１および第２反
射面を有する光アセンブリが含まれる。光アセンブリは、少なくとも５０ｎｍ、好ましく
は４００～１０００ｎｍの素子の近位面と遠位面との間を画成する厚さを有する透明な光
素子により構成される。第１反射面は、光素子の遠位面に担持され、検体結合分子層によ
り形成される。第２反射面は、光素子より屈折率が高い透明材料のコーティングにより形
成される。このコーティングは、５および５０ｎｍ間の好ましい厚さを有するＴａ2Ｏ5に
より形成できる。光素子はＳｉＯ2とすることができ、約１００～５０００ｎｍ、好まし
くは４００～１０００ｎｍである。
【００１４】
　第１および第２反射面上に光ビームを導くための光源、および検体溶液内にアセンブリ
が置かれているとき、検体が検体結合分子に結合することから起きる第１反射層の光学的
厚さ変化を検出するよう動作する検出ユニット、も含まれる。第１反射層の光学的厚さ変
化は、前記第１および第２面から反射した２つの光波が形成する干渉波の位相特性のシフ
トに関連する。この位相特性は、干渉波の一つ以上のピークおよびディップのスペクトル
位置のシフト、または波の全サイクルの周期の変化によるシフトとすることもできる。
【００１５】
　光源には、アセンブリの第２反射面に隣接して配置されるようになされた遠位端を有す
る光ファイバーを含めることができ、装置は、アセンブリから検出器まで反射した反射光
波を導くための光結合を更に含む。
【００１６】
　第１の実施の形態では、光アセンブリは、第２反射面と接触する光ファイバー遠位端を
有する光ファイバーに固定して取り付けられる。第２の実施の形態では、光アセンブリに
は、第２コーティングより屈折率が小さく、厚さが約１００ｎｍを超える第２透明光素子
が更に含まれ、高屈折率材料のコーティングが２つの透明光素子の間に挟持される。後者
の実施の形態では、アセンブリは、ファイバーの遠位端領域に着脱自在に取り付けられ、
ファイバーの遠位端と、アセンブリの第２透明光素子の突き合わせ面との間に、１００ｎ
ｍ未満または２μｍを超える隙間を有する。
【００１７】
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　多数の核酸種等の、多数検体を検出するために、検体結合分子層は、核酸の単一鎖等の
、ディスクリート検体結合領域のアレイにより構成できる。この領域は、多様な検体を結
合するのに効果的である。光ファイバーには、それぞれが領域の内の一つと位置合わせさ
れる複数の個別ファイバーが含まれ、検出器には、複数の検出領域が含まれ、そして光結
合は、複数のファイバーそれぞれを、領域の内の一つと結合させるように機能する。
【００１８】
　アセンブリ内の検体結合分子は、例えば、以下であってもよい。すなわち、（ｉ）抗種
抗体分子：分泌抗体の存在に対するハイブリドーマ・ライブラリ・スクリーニング用；（
ii）抗源分子：その抗原に対する特異的抗体の存在検出用；（iii）蛋白質分子：その蛋
白質に対する結合パートナの存在検出用；（iv）蛋白質分子：その蛋白質とマルチ蛋白質
化合物を形成できる多重結合種の存在検出用：または（v）単一鎖の核酸分子：核酸結合
分子の存在検出用。
【００１９】
　検出器は、選択した波長範囲を超える反射光強度を測定するためのスペクトロメータと
することができる。代替または追加として、光源には、それぞれ特有のスペクトル周波数
を有する複数の発光ダイオードを含めることができ、検出器は、多様なＬＥＤ周波数毎に
反射光の光強度を記録するよう機能する。更に別の実施の形態では、光源に白色光源を含
めることができ、検出器は複数の多様な波長毎に反射光の光強度を記録するよう設計され
る。
【００２０】
　別の態様では、本発明は、試料溶液中の検体の存在または量を検出するための方法を含
む。本方法は、試料溶液を、厚さが少なくとも５０ｎｍの透明光素子の遠位面上に担持さ
れた検体結合分子層により形成した第１反射面と反応させ、それにより、検体を層中の検
体結合分子に結合させて第１反射層の厚さを増大させるステップを含む。第１反射層の厚
さ変化は、第１層と、光素子の対向する近位面上に形成され、光素子より屈折率が大きい
第２反射層とから反射される２つの光波により形成される干渉波の位相特性のシフトを検
出することにより測定する。
【００２１】
　検出ステップは、光ファイバーから２つの反射面上に光を導くステップ、および２つの
面からの反射光を光結合を通じて検出器上に導くステップを含むことができる。検出器は
スペクトロメータとすることができ、検出ステップは、２つの反射光波により生成される
一つ以上の干渉の極値のスペクトル位置シフトを測定するステップを含む。
【００２２】
　検体の第２層への会合の速度を測定するために本方法を用いる場合、第１反射層の厚さ
のほぼ最大の増加が観測されるまで、反応ステップを実行できる。検体の第２層への解離
の速度を測定するために本方法を用いる場合、反応ステップは、第１反射層の厚さの減少
が観測されるまでの時間が経過する間、解離バッファ内に第２層を浸漬するステップを含
めることができる。試料中に存在する検体の量を測定するために本方法を用いる場合は、
検出ステップは、複数の異なる時間ポイントで第１反射層の厚さを測定するのに十分な時
間をかけて実行する。
【００２３】
　試料中の複数検体の内の一つ以上を測定するために本方法を用いる場合、第１反射層は
、ディスクリート検体結合領域のアレイから構成され、様々な領域は、各種検体を結合す
るのに効果的であり、検出ステップは、検体の検体結合分子への結合から生じる領域毎の
厚さ変化を検出するのに効果的である。
【００２４】
　本発明の上記およびその他の目的および特徴は、添付図面と併せて、本発明の以下の詳
細な説明を読むことにより明らかになる。
【００２５】
　これらの、並びに他の本発明の特徴、態様、および利点は、以下の説明および付帯図面
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と関連させれば更に良く理解されよう：
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】生体プローブおよびその装置のための基本システム設定を示す図。
【００２７】
【図２】本発明の一実施の形態に従って形成された光アセンブリを示す図。
【００２８】
【図３Ａ】７次のピークおよびディップを越える干渉波の一部を示す図。
【図３Ｂ】スペクトルの可視部分（３Ｂ）を示す図。
【００２９】
【図４】本発明の別の実施の形態により構築された光アセンブリを示す図。
【００３０】
【図５】検体結合アレイを有し、本発明の別の実施の形態により構築された使い捨てのマ
ルチ検体光アセンブリを示す図。
【００３１】
【図６】３つの分子のシーケンス結合を示す図。
【００３２】
【図７】抗体の会合および解離から生成されるＯＮ、ＯＦＦ曲線を示す図。
【００３３】
【図８】異なる濃度で抗原に結合する２つの抗体の曲線を示す図。
【００３４】
【図９】具体的には、アミド結合形成を介したビスアミノＰＥＧ（ＭＷ３３００）の固定
化を示す図であって、ＰＥＧ（ＭＷ８０００）を負の制御として用いて、ＰＥＧ高分子の
非特異的結合を監視した図。
【００３５】
【図１０】大分子に結合する小分子、負の制御、および基線部の測定を示す図。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
定義
　請求項および明細書に用いる用語は、以下に説明、定義するものを除き、従来技術に習
熟する者が理解できるような通常の意味で解釈すべきである。請求項および明細書に引用
する数字の範囲は、引用した範囲を画成する限界値を含むように解釈すべきである。
【００３７】
　用語「生体の」は、生体組織で発生するプロセスを指す。
【００３８】
　「検体結合」分子は、検体分子との特異的結合反応に加わる能力のある任意の分子を指
す。例えば、抗体抗原結合反応、および核酸ハイブリッド形成反応等が含まれるが、これ
らに限定されない。
【００３９】
　「特異的結合反応」は、通常は、可逆的で可飽和な結合反応と、反応物質の内の過剰な
一つに競合する結合反応とを指す。特異的結合反応の特徴は、形状や電荷の相補性と特異
的結合反応に関与する物質間にあるような他の結合決定因子とである。
【００４０】
　「抗体」は、当該技術またはその後の開発で周知の任意の方法で製造される、２つの重
鎖および２つの軽鎖を有する免疫グロブリン分子を指し、免疫原、および周知のケーラー
・ミルシュタインのハイブリドーマフュージョン技法を用いて製造するモノクローナル抗
体を、例えば、ヤギ、マウス、ラビット等のほ乳動物に接種して製造するポリクローナル
抗体が含まれる。用語には、当該技術により周知の再サーフェシング（resurfacing）技
法を用いてヒト化した抗体はもとより、例えば、人の免疫グロブリン遺伝子により再構築
したＳＣＩＤマウスを利用するもの等の、遺伝子工学の方法を用いて製造する抗体が含ま



(8) JP 5487380 B2 2014.5.7

10

20

30

40

50

れる。
【００４１】
　「抗体断片」は、化学開裂または遺伝子工学技法により製造される抗体分子の断片、並
びに、組合せによる遺伝子ライブラリおよびファージ提示技術を用いて製造されるもの等
、単一鎖可変断片（ＳＣＦｖｓ）を指す。本発明により用いられる抗体断片は、同起源の
抗原を結合する能力を保持するのが通例なので、可変系列および抗原組合せサイトが含ま
れる。
【００４２】
　「小分子」は、約５００ダルトン未満の分子量を有する有機化合物を指す。小分子は、
新薬を創出する従来の医化学、構造活性関連研究により最適化できる薬品誘導化合物を同
定するようスクリーニングするための有用な出発物質である。小分子薬品化合物は、通常
、経口で生体利用可能な利点を有する。小分子の例には、以下のデータベースにリストア
ップされる化合物が含まれる：ＭＤＬ／ＡＣＤ（http://www.mdli.com/）、ＭＤＬ／ＭＤ
ＤＲ（http://www.mdli.com/）、ＳＰＥＣＳ（http://www.specs.net/）、China Natural
 Product Database（ＣＮＰＤ）（http://www.neotrident.com/）、およびNational Cent
er for Drug Screeningの化合物試料データベース（http://www.screen.org.cn/）。
【００４３】
　本明細書で用いる頭字語には以下が含まれる。「ｓｓ」は単一鎖を指し、「ＳＮＰ」は
単一ヌクレオチド多形性を指し、「ＰＢＳ」はリン酸緩衝生理食塩水（０．０１Ｍリン酸
緩衝液、０．００２７Ｍ塩化カリウム、および０．１３７Ｍ塩化ナトリウム、ｐＨ７．４
）を指し；「ＮＨＳ」はＮ－ヒドロキシスクシニミドを指し；「ＭＷ」は分子量を指し；
「スルホＳＭＣＣ」はスルホスクシニミジル（sulfosuccinimidyl）４－［Ｎ－マレイミ
ドメチル］シクロヘキサン－１－カルボン酸塩を指す。
【００４４】
　注意すべきは、明細書および付帯の請求項で用いているような単数形「ａ」、「ａｎ」
、および「ｔｈｅ」は、文脈で明らかに指示しない限り、複数の対象を含む。
【００４５】
利点および有用性
　本発明の利点および有用性を、図と、以下に更に詳細に説明する実施例とを参照して説
明する。これらの実施例は、ラベルを使用せず、費用をかけず、見込まれる毒性を低減し
つつ、リアルタイムで検体結合反応を監視する各能力が含まれる。更なる利点には、可視
光波長の光源を用いて本方法を実施する能力が含まれる。更に他の利点は、検出器先端部
の光ファイバーの性質により提供されるものであって、「生体の(in vitro)」空間内を含
む、非常に小さな試料容積中で、結合反応を監視できるとともに、ファイバーを束にして
結合反応の高多重化分析を実行できる。
【００４６】
　図１は、本発明により構築した干渉計装置２０を略図で示す。最も基本的な素子では、
装置には、光源２２、以下の図２、図４、および図５に関して更に詳細に説明するが、感
知素子または検出先端部として機能する光アセンブリ２６、および光アセンブリ２６から
反射した光波を干渉させることにより生成される干渉信号を検出するための検出器ユニッ
ト２８、が含まれる。
【００４７】
　光源２２からの光は光アセンブリ２６に導かれ、符号３０の破線で示す光結合アセンブ
リを通じて検出器に反射して戻る。好ましい実施の形態では、結合アセンブリには、光源
から光アセンブリまで延在する第１の光導波路またはファイバー３２、光アセンブリから
検出器まで反射光を搬送する第２光導波路またはファイバー３４、およびファイバー３２
、３４を光学的に結合する光結合器３６が含まれる。適切な光ファイバーおよび結合構成
要素は、上記引用の‘４５３特許で詳細に説明されている。一例示の結合器は、Ｏｃｅａ
ｎ Ｏｐｔｉｃｓ社（Ｄｕｎｅｄｉｎ、Ｆｌｏｒｉｄａ）を含む多くのベンダーから入手
可能である。
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【００４８】
　代替として、結合アセンブリには、光アセンブリの上面に光ビームの焦点を当て、反射
した干渉光を光アセンブリから検出器まで導くよう構築されるレンズシステムを含めるこ
とができる。後者のシステムは、光ファイバーを必要としないが、光結合のために用いる
レンズ素子の位置決めに関するかなり厳しい要件を課されることになる。
【００４９】
　装置の光源は、例えば、４００ｎｍ未満から７００ｎｍ超の、典型的には、少なくとも
１００ｎｍのスペクトル範囲を超える広帯域スペクトル全体に亘る光を発生する発光ダイ
オード（ＬＥＤ）等の、白色光源とすることができる。代替として、光源は、可視光の範
囲で、異なる選択波長で発光するよう設計したＬＥＤ等の、それぞれが異なる特徴の波長
を有する複数の光源とすることができる。同一機能は、異なる選択波長をもつ光を光アセ
ンブリ上に導くための適切なフィルタを用いて、単一光源、例えば白色光源により達成で
きる。
【００５０】
　検出器は、光アセンブリからの反射干渉光のスペクトルを記録することができる電荷結
合素子（ＣＣＤ）等の、スペクトロメータとするのが好ましい。代替として、光源が様々
な選択波長を光アセンブリ上へ導くよう動作する場合、検出器は、様々な放射波長毎に光
強度を記録するための単純な光検出器とすることができる。更に、別の実施の形態では、
検出器には、例えば、白色光からの、光強度の検出を可能にする複数のフィルタを、干渉
反射波の複数の選択波長毎に含めることができる。例示の光源および検出器の構成は、上
記引用の'４５３特許で、特に図８および図１０に記載され、言うまでもなく、これらの
構成は本発明での使用に好適である。
【００５１】
　図２は、本発明の一実施の形態により構築される光アセンブリ２６、および光アセンブ
リが固定取り付けされる光ファイバー３２の遠位端領域の隣接部を示す。図で判るように
、アセンブリ２６には、下部（遠位）および上部（近位）端面上にそれぞれ形成される第
１および第２反射面４２、４０を有する透明光素子３８が含まれる。本発明の重要な特徴
によれば、遠位面と近位面との間の、すなわち、２つの反射面間の光素子の厚さ「ｄ」は
少なくとも５０ｎｍであり、好ましくは少なくとも１００ｎｍである。例示の厚さは、約
１００～５０００ｎｍの間にあり、４００～１０００ｎｍが好ましい。第１反射面４２は
、検体分子４６を、特異的かつ高親和的に結合するのに効果的な、分子４４等の、検体結
合分子層から形成される。すなわち、検体および抗検体分子は、上記種類の結合対の相手
側メンバーであり、限定はしないが、それには、抗原－抗体対、相補核酸、および受容体
－結合剤対を含めることができる。
【００５２】
　光素子の屈折率は、第１反射面の屈折率と同様であるのが好ましく、それにより、光ア
センブリの下部遠位端からの反射が、光素子と検体結合分子との間の界面からではなく、
検体結合分子により形成される層から優勢に発生する。同様に、検体分子が光アセンブリ
の下部層に結合すると、アセンブリの下端からの反射光は、界面領域からではなく、検体
結合分子および結合した検体が形成する層から優勢に発生する。光素子を形成する一例示
の材料は、ＳｉＯ2であり、例えば、約１．４～１．５の屈折率を有する高品位の高級ガ
ラスである。光素子は、好ましくは１．３～１．８の範囲の屈折率を有するポリスチレン
またはポリエチレン等の、透明高分子で形成することもできる。
【００５３】
　光アセンブリ内の第２反射面は、光素子の屈折率より屈折率が著しく高い透明材料層と
して形成されるので、この層は光アセンブリ上へ導かれた光の一部を反射するよう機能す
る。第２層の屈折率は１．８超が好ましい。第２層用の一例示の材料は屈折率が２．１の
Ｔａ2Ｏ5である。この層は、従来の気相成長コーティングまたは層化プロセスにより、光
素子上に５０ｎｍ未満、典型的には５および３０ｎｍ間の層厚に形成されるのが典型的で
ある。
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【００５４】
　第１（検体結合）層の厚さは、特定のハードウエアおよび光構成要素に基づいて、全体
の感度を最適化するよう設計する。従来の固定化化学反応を化学的に、例えば、検体結合
分子層を光素子の下部表面に共有結合させて、用いる。例えば、様々な二官能性試薬は、
ＳｉＯ2に化学結合させるためのシロキサン基を含み、蛋白質（例えば、抗原、抗体）ま
たは核酸等の、生物学的分子の取り付けのための、ヒドロキシル基、アミン基、カルボキ
シル基、または他の反応基を含む。ガラス表面をエッチングするか、さもなければガラス
処理して、検体結合分子と結合できるヒドロキシル基の密度を増大させることも周知であ
る。光素子をポリスチレン等の高分子で形成する場合、アミン基、ヒドロキシル基、およ
びカルボキシル基等の利用できる化学活性をもつ表面基を曝す各種方法を利用できるよう
になる。
【００５５】
　検体結合層は、光素子の遠位面を密にコーティングするという条件のもとで形成するの
が好ましく、それにより、層への検体分子の結合が、層を満たすのではなく、層厚の変化
を強いることができる。検体結合層は、単層または多層マトリックスのどれでもよい。
【００５６】
　光アセンブリへの検体の存在、濃度、および／または結合速度の測定は、光アセンブリ
内の２つの反射面からの反射光ビームの干渉により可能である。特に、検体分子が表面に
付着したり引き離されたりするので、それに応じて第１反射層の平均厚さが変化する。他
の全ての層の厚さは同一のままなので、２つの面から反射される光波が形成する干渉波は
、厚さ変化に従って位相シフトされる。
【００５７】
　ここに２本の反射ビームがあると仮定する。第１ビームは、検体結合分子および結合し
た検体と、周囲の媒質との間の遠位界面である第１面から反射し；第２ビームは、光素子
（第１層）と、高屈折率層（第２層）との間の近位界面である第２面から反射する。干渉
波の全体の波長依存強度は、下記数１のようである。
【数１】

【００５８】
　ここで、Ｉは強度、Ｉ1およびＩ2は、２本の干渉波ビームの強度、Δは光路差、λは波
長である。
【００５９】
　Ｎを整数０、１、２、．．．７とすると、（２πΔ／λ）＝Ｎπとなるとき、曲線はピ
ークまたはディップすなわち谷となる。第１層の厚さはｄ＝Δ／２ｎである。従って、ピ
ークおよびディップ（つまり極値）では、λ＝４ｎｄ／Ｎとなる。
【００６０】
　最初の幾つかのＮの値、すなわち０、１、２、．．．７に対して、ｄを７７０ｎｍと仮
定すると、上の式から以下が得られる。
【００６１】
　Ｎ＝０：　λ＝∞　（ピーク）
【００６２】
　Ｎ＝１：　λ＝４ｎｄ＝4,496.80 nm（ディップ）
【００６３】
　Ｎ＝２：　λ＝２ｎｄ＝2,248.40 nm（ピーク）
【００６４】
　Ｎ＝３：　λ＝４ｎｄ／３＝1,498.9 nm（ディップ）
【００６５】
　Ｎ＝４：　λ＝ｎｄ＝1,124.20 nm（ピーク）
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【００６６】
　Ｎ＝５：　λ＝４ｎｄ／５＝899.36 nm（ディップ）
【００６７】
　Ｎ＝６：　λ＝２ｎｄ／３＝749.47 nm（ピーク）
【００６８】
　Ｎ＝７：　λ＝４ｎｄ／７＝642 nm（ディップ）
【００６９】
　Ｎ＝８：　λ＝ｎｄ／２＝562 nm（ピーク）
【００７０】
　Ｎ＝９：　λ＝４ｎｄ／９＝499.64 nm（ディップ）
【００７１】
　Ｎ＝10：　λ＝４ｎｄ／10＝449.6 nm（ピーク）
【００７２】
　容易に判るように、そして、図３Ａおよび図３Ｂで更に説明するように、少なくとも３
つのピーク／ディップ（Ｎ＝７～９）が、可視光スペクトル範囲に発生する。
【００７３】
　７次ディップを用いて分子層の厚さ変化を計算する場合、第１層に付着した分子層が０
ｎｍから１０ｎｍに増加すると、７次ディップは６５０．７４ｎｍにシフトする。従って
、７次ディップの実際の位相シフトと厚さ変化の比は、（６５０．７４―６４２．４０）
／１０＝０．８３４となる。
【００７４】
　対照的に、２つの反射層の間の当初の隙間を、ファイバー端上の検体結合分子により全
体に作り上げる場合、この層の厚さを２５ｎｍと仮定すると、１次のピークは１４６ｎｍ
に発生し、可視スペクトル範囲から明らかに外れる。従って、装置は、０次ディップと１
次ピークとの間の領域の一部しか見ることができず、どのピークも見ることができないの
で、干渉波のスペクトル特性のシフトを正確に測定するのが困難になる。
【００７５】
　反射層の合計厚さが約１００ｎｍに達する直前に、１次ピークが可視光スペクトルに現
れる。最大５０ｎｍの合計厚さ変化を仮定すると、光素子の厚さは５０ｎｍまで小さくな
るが、数百ｎｍのオーダーにすることが好ましく、そうすれば、干渉波の位相シフト、ま
たは周期の変化を、例えば、Ｎ＝３～１０の、高次のピークおよびディップのスペクトル
位置のシフトにより直ちに測定できるようになる。
【００７６】
　実際の厚さと測定した位相シフトの比は、測定感度の主要ファクタと考えられる。光素
子の厚さおよび屈折率を如何に調整して、電子回路および光設計に対応するよう感度を改
良、最適化できるかは言うまでもない。
【００７７】
　図４は、検定装置内の光ファイバー５２の遠位端へ着脱自在に担持された光アセンブリ
５０を示す。光素子には、アーム５４等の、複数のフレキシブルな把持アームが含まれ、
ファイバー端部を越えてスライドし、環状リムつまり抜け止め５６を、図示のようなアー
ムに形成した相補形成の窪みに係合させることにより、ファイバーを把持するよう設計さ
れている。このアタッチメントは、光アセンブリをファイバーに位置決めして、ファイバ
ーの遠位端と、アセンブリの対向する（上部）面との間に、１００ｎｍ未満、または２μ
ｍを超えるエアキャップ５８を提供するのに役立つ。約１００ｎｍを越え、かつ２μｍ未
満のエアキャップでは、光アセンブリの上面の内部反射が、検出精度に悪影響を与える好
ましくない著しいフリンジを招くことがある。
【００７８】
　引き続き図４を参照すると、光アセンブリには、上記の光素子３８に類似した第１光素
子６０が含まれ、この第１光素子は、上記反射層４０、４２とそれぞれ対応する第１およ
び第２反射層６２、６４をそれぞれ有する。アセンブリには第２光素子６６が更に含まれ
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、その厚さは１００ｎｍを超え、典型的には少なくとも２００ｎｍとするのが好ましく、
その屈折率は第１光素子６０の屈折率と同様である。好ましくは、２つの光素子は約１．
４および１．６間の屈折率を持つ同一のガラス、または高分子材料で構築される。高屈折
率材料で形成され、約３０ｎｍ未満の厚さが好ましい層６４は、図示のように、２つの光
素子の間に挟持される。
【００７９】
　操作に際しては、光アセンブリをファイバー遠位端に被せて配置し、ファイバーに取り
付けるよう嵌め込む。次いで、反射層６２を形成する検体結合分子に試料検体を結合する
のに有利に働く条件のもとで、アセンブリの下面を検体の試料に曝す。検体分子がこの層
に結合すると、層の厚さが増大し、反射面６２および６４間の距離「ｄ」が増大する。こ
れにより、図３Ａおよび図３Ｂを参照した上記説明のように、２つの層からの反射により
生成される干渉波の極値にシフトが起きる。次いで、極値または波長のこのシフトを用い
て、下部（最遠位）反射層における厚さ変化を決定する。使用後、光アセンブリを取り外
し、廃棄することができ、そして、同一または別の検体を検定するために、新規検定のた
めの未使用素子で置き換えることができる。
【００８０】
　図５は、複数の検体、例えば、試料中の異なるシーケンスの核酸検体、の内の一つ以上
を検出するために設計された、本発明の実施の形態における光アセンブリおよびファイバ
ー束を示す。ファイバー束７２は、ファイバー７４等の、個々の光ファイバーに対するア
レイ、例えば、円形アレイ、により構成する。全体的に符号７０で示す光アセンブリは、
アレイ様式を除いては、図４を参照した上記説明の基本的な光素子で構成される。具体的
に、素子内の第１光素子８０は、下部遠位面で、領域８４等の、検体反応領域のアレイを
提供し、それぞれの検体反応領域は、試料中の異なる検体の内の一つと結合する効果をも
つ検体結合分子層を含む。それぞれの領域は、光アセンブリ内に第１反射層を形成する。
一つの好適な感知法では、異なるシーケンスの核酸、例えばｃＤＮＡまたはオリゴヌクレ
オチド、のアレイが提供され、そのアレイは、試料中の異なるシーケンスの核酸検体種と
特異的にハイブリッド形成するよう設計されている。すなわち、アレイ表面は、複数の異
なるＤＮＡシーケンスのそれぞれを検出するための「ＤＮＡチップ」を形成する。
【００８１】
　第２光素子７８および光アセンブリ内に第２反射面を提供する２つの光素子間にサンド
イッチされた高屈折率材料の層７９も、光アセンブリに含まれる。アセンブリは、アーム
７６および束上の環状リム、つまり抜け止め８６等の、フレキシブルな支持アーム対の間
の係合により、ファイバー束７２に取り付けられる。ファイバー束に付けたアセンブリで
は、ファイバーの下部遠位端は、光素子７８の対向面からエアキャップ８５だけ離間し、
１００ｎｍ未満または２μｍを超える隙間が好ましい。更に、それぞれのファイバーは、
光アセンブリの対応する検定領域と整列しているので、各ファイバーは、整列した検出領
域に光を導き、その領域から反射光を受け取る。同様に、装置内の、多数のファイバーを
検出器に結合するのに役立つ光結合器は、アレイ領域と、光検出器、例えば２次元ＣＣＤ
上の対応位置との間のアライメントを維持する。光アセンブリの各種構成要素の材料およ
び厚さ寸法は、図４に関して上記説明したことに類似している。
【００８２】
　本発明で説明した装置は、特に以下の用途に対して用いることができる。
【００８３】
　（ｉ）先端部に担持された抗種抗体により、高い抗体発現をもつ細胞株に対するハイブ
リドーマ発現株をスクリーニングするため。
【００８４】
　（ii）先端部に担持された抗原により、その抗原に対して高親和性抗体を特性付けるた
め。
【００８５】
　（iii）先端部に担持された蛋白質により、その蛋白質に対する結合相手（ＤＮＡ、Ｒ
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ＮＡ、蛋白質、炭水化物、有機分子）を同定し、特性付けるため。
【００８６】
　（iv）先端部に担持された炭水化物またはグリコシル骨格により、その炭水化物に対す
る結合相手（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白質、炭水化物、有機分子等）を同定し、特性
付けるため。
【００８７】
　（v）先端部に担持されたマルチ白質化合物に加わると考えられる蛋白質により、結合
構成体および／または化合物形成の動力学、を特性付けるため。
【００８８】
　（vi）先端部に担持された小さな蛋白質結合分子により、その分子に対する蛋白質バイ
ンダを同定し、特性付けるため。
【００８９】
　（vii）先端部に担持された抗体により、検体標準セットを用いて、検体に対する校正
曲線を構築するため。この校正曲線を用いて、未知の溶液（細胞培養上清、生物試料、プ
ロセス混合物等）内の検体濃度を決定できる。
【００９０】
　（viii）先端部に担持された一本鎖核酸、例えばｓｓＤＮＡまたはＲＮＡにより、核酸
に特異的に結合する分子を同定するため。
【００９１】
　温度制御ブロックを利用しながら本装置および方法を用いて、結合を監視するとともに
、溶液内のオリゴヌクレオチドへの、固定化したｓｓＤＮＡの結合を特性化して、ＳＮＰ
分析を実行することもできる。
【００９２】
　以下の実施例は、各種の方法、および本発明の用途を説明するが、その範囲を制限する
ものではない。
【００９３】
実施例
　以下は、本発明を実行するための特定の実施の形態の例である。本実施例は、説明のみ
を目的として提供するものであり、本発明の範囲を何ら制限するものではない。使用する
数字（例えば、数量、温度等）に関しては正確さを確保するよう努力はしたが、多少の実
験の誤差および偏差は言うまでもなく許容されるべきである。
【００９４】
　本発明の実施は、他に指示がない限り、蛋白質化学、生化学、遺伝子組換技術および薬
理学の従来の方法を、従来技術のスキル内で利用する。このような技法は文献で完全に明
らかである。例えば、
T.E. Creighton著、「蛋白質：構造および分子特性」（W.H. Freeman and Company, １９
９３年）； A.L. Lehninger著、「生化学」（Worth Publishers, Inc. 現行版）； Sambr
ook他著、「分子クローン化：実験室マニュアル」（２版、１９８９年）； 「酵素学にお
ける方法論」（S. Colowick and N. Kaplan eds. Academia Press, Inc.）； 「Remingto
nの薬学」１８版（Easton, Pennsylvania: Mack Publishing Company、１９９０年）； C
arey およびSundberg著「上級有機化学第３版」（Plenum Press）Vol.AおよびB（１９９
２年）。
【００９５】
実施例１：小分子蛋白質結合反応
　本実施例は、センサ先端部に固定した小分子への、蛋白質の結合、および後続の多数の
抗体の結合を検出する能力を実証する。光ファイバー先端部上の２層構成をこの試験に用
いる。第１のＴａ2Ｏ5層の厚さは２５ｎｍ、第２のＳｉＯ2層の厚さは７７０ｎｍである
。ファイバーは、Ｏｃｅａｎ Ｏｐｔｉｃｓ（Ｄｕｎｅｄｉｎ、 Ｆｌｏｒｉｄａ）から購
入した。それを長さ４０ｍｍの断片に手で切断した。これら断片の両端を標準ミラー面の
品位にまで研磨した。ここで用いた研磨方法は、光学レンズおよびミラーで用いられるも
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のと全く同一である。これらのファイバー断片の一面に、Ｔａ2Ｏ5層、およびＳｉＯ2層
を付けるために、光学コーティング企業に外注した。このベンダーは、Ｌｅｙｂｏｌｄ社
製のイオンビームアシスト物理蒸着（ＩＡＰＶＤ）コーターを利用した。ＩＡＰＶＤは、
反射防止および光フィルタ用の普通に用いられるコーティング技法である。実験のステッ
プには以下が含まれる（特に注記しない限り、全てのステップを室温で実行する）。
【００９６】
　ファイバー先端部を、ビオチンで誘導体化した高分子の単層でコーティングした。高分
子の単層は、ビオチニル化した脂質を用いて調整した（カスタム）。この脂質を用いて、
水溶液の表面に脂質の単層を形成した。単層は１５分間のＵＶ光により１５分架橋した。
次いで、清浄な乾燥ファイバーを、浮遊させた薄膜と接触させ、ビオチン高分子をファイ
バー先端部に吸着させる。次いで、ファイバーを６０℃で１時間乾燥させる。次いで、フ
ァイバーを通常の周囲条件のもとで格納した。
【００９７】
　バイオセンサ先端部を、ＰＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ；
ｃａｔ＃１４１９００７８）中の５０μｇ／ｍｌのストレプトアビジン ストレプトアビ
ジン（Ｐｉｅｒｃｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ ＩＬ、ｃａｔ＃
２１１２２）に９分間浸漬し、続いて、ＰＢＳで簡単にすすぎを行った。
【００９８】
　同一の先端部を、ＰＢＳ中の１０μｇ／ｍｌのラビット抗ストレプトアビジン溶液（Ａ
ｂＣａｍ社、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ；ｃａｔ＃ａｂ６６７６－１０００）に３６分間
浸漬し、次いで、ＰＢＳで簡単に洗浄した。
【００９９】
　最後に、先端部を、ＰＢＳ中の５０μｇ／ｍＬのロバ抗ラビット抗体溶液抗体（Ｊａｃ
ｋｓｏｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ社、Ｗｅｓｔ Ｇｒｏｖｅ、ＰＡ；ｃａｔ＃７１
１－００５－１５２）に２５分間浸漬した。最後のすすぎをＰＢＳ溶液で１０分間実行し
た。
【０１００】
　図６は、このシーケンス結合試験に対するリアルタイムの応答曲線を示す。縦軸は、７
次のディップのナノメータ単位の位相シフトである。先端部上に既に固定されているビオ
チンへのストレプトアビジンの結合および、これに続くストレプトアビジンへの抗ストレ
プトアビジン抗体の結合、およびこの第１抗体への第２抗体の結合、を明瞭に示す。先端
部からのストレプトアビジン層の解離は９００秒で見ることができた（光学的厚さの僅か
な減少）。
【０１０１】
実施例２：生体分子相互作用の動力学および親和性の生体分子相互作用分析法
　本実施例は、生体分子相互作用の動力学および親和性を測定する生体分子相互作用分析
法（ＢＩＡ）を実行するために用いた本発明を説明する。実施例１で説明した同じ先端部
構成を用いた。実験は以下のステップを含んでいた（特に注記のない限り、全てのステッ
プを室温で実行する）。
【０１０２】
　メルカプトシランでコーティングした先端部を、以下の手順を用いて生成した。清浄で
乾燥したファイバーを、トルエン：ヘキサン酸：メルカプトプロピルトリオキシシラン（
１０：２：１容積比）の混合物内に、室温で２４時間放置した。１０ｍＬトルエンで２回
、各５分間、ファイバーをすすいだ。次いで、ファイバーを１０ｍＬエタノールでのすす
ぎを１回行って、アルゴン流のもとで乾燥し、通常の周囲条件で格納した。
【０１０３】
　バイオセンサ先端部は、最初に、ＰＢＳ中のラビットＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍｍ
ｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ社、Ｗｅｓｔ Ｇｒｏｖｅ、ＰＡ；ｃａｔ＃３０９－００５－０
０３）１０μｇ／ｍｌ溶液に１時間浸漬して誘導体化した。
【０１０４】
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　被覆先端部を、ＰＢＳ中の１０μｇ／ｍｌのヤギ抗ラビット抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉ
ｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ社、Ｗｅｓｔ Ｇｒｏｖｅ、ＰＡ；ｃａｔ＃１１１－００５
－００３）溶液に浸し、１５分間放置した。
【０１０５】
　先端部を取り外してＰＢＳ中で洗浄した。第１抗体から第２抗体への容易な解離のため
に、ＰＢＳを手で２０分間撹拌した。
【０１０６】
　次いで、ヤギ抗ラビットのラビットＩｇＧへの会合が再現可能なことを示すために、先
端部を同じヤギ抗ラビット溶液に再度浸漬した。
【０１０７】
　図７は、ラビットＩｇＧおよびヤギ抗ラビットの会合および解離により生成したＯＮ－
ＯＦＦ曲線を示す。縦軸は、同じく７次ディップの位相シフトである。位相シフトは０．
８３４の比をもつ平均厚さに直接関連している。ＯＮ－ＯＦＦ曲線を高い信頼性で検出す
る能力は、相互作用の動力学および親和性を測定するための基本である。
【０１０８】
実施例３：抗体抗原の結合および開放曲線からの親和性定数計算
　本実験は、２つの抗体およびそれぞれの抗原に対するＯＮ－ＯＦＦ曲線測定による親和
性定数計算を実証する。独自の抗体には、Ａｂ－１、ＡＢ－２とラベル付けした。抗原の
分子量は約３０キロダルトンであった。実施例１で説明した同じ先端部構成を用いた。実
施例２で説明したものと同一のメルカプトシランファイバー生成法を用いた。実験ステッ
プには以下が含まれる（特に注記のない限り、全てのステップは室温で実行する）。
【０１０９】
　ファイバー先端部を、抗原の共有結合のために活性化した。メルカプトシランでコーテ
ィングしたファイバーを、ＤＭＦ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ
ｍｐａｎｙ、Ｓｔ Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ；ｃａｔ＃４９４４８８）中のスルホＳＭＣＣ（Ｐ
ｉｅｒｃｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ ＩＬ；Ｃａｔ＃２２３２２
）の５０ｍｇ／ｍＬ溶液の５０μＬ内にセンサ先端部を２時間浸漬させることにより活性
化した。センサ先端部はＤＭＦ内で簡単にすすいで、乾燥させた。
【０１１０】
　ＰＢＳ中の抗原の２０μｇ／ｍｌ溶液内に活性化した先端部を浸漬することにより、活
性化したファイバー先端部に抗原を共有結合した。先端部をＰＢＳで２分間すすいだ。Ｐ
ＢＳのすすぎに続いて、先端部を１００μＭエタノールアミンｐＨ８．５（Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｓｔ Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ；ｃａｔ＃
Ｅ９５０８）の水溶液で５分間急冷し、次いでＰＢＳ内で２分間再度すすいだ。
【０１１１】
　会合試験のために同じ先端部を抗体に浸漬し、リアルタイムの結合データを９～１５分
間記録した（抗体の身元および濃度に依存する）。これらのデータを記録すると、再度先
端部をＰＢＳに浸漬し、撹拌して、ＯＦＦ曲線（すなわち、固定した抗原と、結合した抗
体との間の解離）を９～１５分間測定する。結合（ＯＮ曲線）および解離（ＯＦＦ曲線）
測定を、抗体の様々な濃度（２５ｎＭ、１５０ｎＭ、および４３０ｎＭ）により、かつＡ
ｂ－１、Ａｂ－２と識別した２つの異なる抗体を用いて繰り返した。
【０１１２】
　図８は、異なる濃度での会合および解離の曲線を示す。２５ｎＭ Ａｂ－２の試験は、
この濃度では会合が極端に遅くて、完了しなかった。これらの図示の曲線は生データのプ
ロットである。
【０１１３】
　Ｋon、Ｋoff、およびＫDは、生データを１次指数関数に適合させることにより、これら
の曲線から導いた。２セットのデータを平均することにより、動力学および親和性の係数
が下記表1のように得られた。
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【表１】

【０１１４】
実施例４：ＮＨＳエステル活性化先端部
　実施例１で説明した同じ先端部構成を用いた。実施例２で説明したものと同一のメルカ
プトシランファイバー生成法を用いた。メルカプトシランでコーティングしたファイバー
を、ＤＭＦ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｓｔ Ｌ
ｏｕｉｓ、ＭＯ；ｃａｔ＃４９４４８８）中のスルホＳＭＣＣ（Ｐｉｅｒｃｅ Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ ＩＬ；Ｃａｔ＃２２３２２）の５０ｍｇ／ｍＬ
溶液の５０μＬ内にセンサ先端部を２時間浸漬させることにより活性化した。センサ先端
部はＤＭＦ内で簡単にすすいで、乾燥させた。
【０１１５】
　アミンを含む分子は、安定なアミド結合の形成を通じて、この表面に共有結合させるこ
とができる。遊離アミンを含まない分子は、ＮＨＳ骨格では固定化されないが、それでも
非特異的結合により、これらの分子を表面に結合できる。この非特異的結合は多層となり
、一方、ＮＨＳエステルによる共有結合固定化は、ＮＨＳエステルの利用可能性およびア
クセス性により制御される単層となる。
【０１１６】
　この実験セットでは、ビスアミノＰＥＧ（ＭＷ３３００）（Ｓｈｅａｒｗａｔｅｒ Ｐ
ｏｌｙｍｅｒｓ社、Ｓａｎ Ｃａｒｌｏｓ、ＣＡ）を、活性化表面に共有結合する試験化
合物として用いた。遊離アミノ基を含まないＰＥＧ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｈ
ｅｍｉｃａｌ Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｓｔ Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ；ｃａｔ＃０４１６２）を負の制
御として用いた。この負の制御を用いて、この表面上のＰＥＧ高分子に本質的かもしれな
い何らかの非特異的、または多層の結合を探索した。
【０１１７】
　図９は、試験分子で活性化したメルカプトシラン先端部の処理の時間過程を示す。活性
化した先端部は、ＰＢＳ中の０．１ｍｇ／ｍＬビスアミノＰＥＧ（ＭＷ３３００）に曝す
と、光学的厚さが顕著な増加を示した。この増加は、ビスアミノＰＥＧ溶液がＰＢＳ緩衝
液に置き換わると停止した。ＰＢＳ中のアミンを含まない０．１ｍｇ／ｍＬＰＥＧ（ＭＷ
８０００）に曝した活性化した先端部は、初めに僅かな光学的厚さの増加を示すが、曲線
は急速に平坦になる。これにより、ＰＥＧ高分子が本質的に非特異的結合を有していない
こと、ビスアミノＰＥＧに見られた結合が、アミン基の特異的共有結合固定化に起因する
と、結論付けることができる。
【０１１８】
実施例５：ＮＨＳエステル化学反応を用いる抗体誘導体化先端部
　本実施例は、固定化した大分子量の分子に結合する低分子量の分子の結合を説明する。
実施例４で説明した同じＮＨＳエステル終端面、および実施例１で説明した同じ先端部構
成を用いて、抗ビオチン抗体を３本のファイバーに固定化した。抗体の固定化は、ＰＢＳ
中の、マウスの抗ビオチン抗体（Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ、ＳａｃｏＭＮ；ｃａｔ＃Ｈ６１５
０４Ｍ）の２０μｇ／ｍＬ溶液に、活性化したファイバーを室温で１時間浸漬することに
より達成した。先端部をＰＢＳで２分間すすいだ。ＰＢＳのすすぎの後、先端部を１００
μＭエタノールアミンｐＨ８．５（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ
ｍｐａｎｙ、Ｓｔ Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ；ｃａｔ＃Ｅ９５０８）の水溶液で５分間冷却し、
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【０１１９】
　第１ファイバーを、ＰＢＳ中の２００μｇ／ｍＬビオチン（Ｐｉｅｒｃｅ Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ社、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ ＩＬ；ｃａｔ＃２９１２９）の溶液に曝した。
蔗糖（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｓｔ Ｌｏｕｉ
ｓ、ＭＯ；ｃａｔ＃Ｓ８５０１）（２ｍｇ／ｍＬ）およびＰＢＳの溶液を用いる制御を、
第２および第３ファイバーに実行して、基線部のノイズを判定した。これらの試験による
データを図１０に示す。ビオチン結合に光学的厚さの増加が見られ、蔗糖への露出では基
線を越える増加が検出されないことを示す（ＰＢＳ）。
【０１２０】
　上記の抗ビオチン抗体と同一の方法で固定化した無関係な抗体（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ
、Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ ＣＡ；ｃａｔ＃４３４６３６からの抗Ｌｅｗｉｓ Ｙ抗体）を用い
て別の負の制御を実行した。この固定抗体は、２００μｇ／ｍＬビオチンの溶液に曝した
。この抗体がビオチン結合を欠くということは、抗ビオチン抗体へのビオチン結合が特異
的相互作用の結果であり、非特異的な結合ではないことを示す。
【０１２１】
　好ましい実施例および各種の代替の実施の形態を参照して本発明を詳細に示し、説明し
てきたが、関連技術に習熟した者には言うまでもなく、形式および詳細の各種の変更を本
発明の精神および範囲から逸脱することなく、実行することができる。
【０１２２】
　本明細書の本文内で引用した全ての文献、発行済特許、および特許明細書は、その全て
を全ての目的のために参照して本明細書に組み込む。
【符号の説明】
【０１２３】
２０　干渉計装置
２２　光源
２６　光アセンブリ
２８　検出器ユニット
３０　光結合アセンブリ
３２、３４　ファイバー
３６　光結合器
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