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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
－固体支持体の少なくとも１つの表面上に沈着させられるコーティング物質を含有する霧
状化される液体および操作中に霧状化される液体上で霧状化により発生する噴霧体を受容
するための容器、
－霧状化工程を誘発するための超音波発生器、並びに
－コーティング工程中に固体支持体を受容しそして貯蔵するための支持体
を含んでなる、親和性検定方法により１つもしくはそれ以上の分析試料を検出するための
固体支持体をコーティングする装置であって、
　ここで、固体支持体が霧状化される液体の表面と接触せず、発生した噴霧体から上記コ
ーティング物質がコーティングされる固体支持体に沈着し、
　上記コーティング工程中固体支持体を受容しそして貯蔵するための支持体が固体支持体
を水平に貯蔵するための平板を含んでなることを特徴とする装置。
【請求項２】
　該超音波発生器が超音波を発生するために作用することを特徴とする、請求項１で請求
された装置。
【請求項３】
　小滴沈澱器をさらに含んでなることを特徴とする、請求項１－２のいずれかで請求され
た装置。
【請求項４】
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　発生しそして該固体支持体の周囲で固体支持体上に沈着させられる噴霧体の均一な分布
を生じるための手段をさらに含んでなることを特徴とする、請求項１－３のいずれかで請
求された装置。
【請求項５】
　霧状化される液体および／または液体容器の個別のもしくは全ての壁の温度を制御およ
び／または調節するための手段をさらに含んでなることを特徴とする、請求項１－４のい
ずれかで請求された装置。
【請求項６】
　コーティング工程中の液体容器内部の圧力を制御および／または調節するための手段を
さらに含んでなることを特徴とする、請求項１－５のいずれかで請求された装置。
【請求項７】
　１つもしくはそれ以上の分析試料を親和性検定方法により検出するための固体支持体を
コーティングする方法であって、
－コーティングされる該固体支持体が請求項１－６のいずれかで請求されたコーティング
装置内に置かれ、
－該コーティング装置の液体容器内に存在する液体が霧状化されそして
－霧状化された液体内に存在する物質が、発生した噴霧からコーティングされる固体支持
体の上に沈着することを特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
発明の背景
　多くの用途分野は、例えば個人の健康状態を測定するための診断方法においてまたは生
物学的に活性な化合物を供給することにより有機体の影響およびその複合作用方式を測定
するための製薬学的研究および開発において、場合によっては複合組成および性質の、試
料における複数の分析試料の測定を必要とする。
【０００２】
　例えば、分子量または分子量変化および質量の指数の如き予め決められた物理化学的パ
ラメーターに応じて特定試料内に存在する非常に多くの化合物をできるだけ短時間で分別
するためには既知の分析分離方法が一般的に活用されているが、複合組成物の試料内で対
応する（個別の）分析試料を認識しそして結合するためには、「結合相手」または「特異
的な結合相手」とも称する非常に高度に特異性のある各場合とも１つの生物学的もしくは
生化学的または合成認識要素の使用に基づく。複数の異なる化合物の検出はそれ故、対応
する数の異なる特異的認識要素の使用を必要とする。
【０００３】
　生親和性反応に基づく検定方法は均質溶液中および固体支持体（「基質（ｓｕｂｓｔｒ
ａｔｅ）」）の表面上の両方で行うことができる。この方法の特異的な設定により、後者
は対応する認識要素への分析試料および適宜さらなる検出物質の結合後に並びに適宜種々
の工程段階間に該認識要素と検出しようとする分析試料でそして適宜試料および場合によ
り使用される追加試薬の残部からの検出物質の製造された複合体を分離するために各場合
とも洗浄段階を必要とする。
【０００４】
　複数の分析試料を測定するためまたは複数の試料を試験するためには、別個の試料容器
または「マイクロタイタープレート」の「ウエル」内での異なる分析試料の検出を含んで
なる方法が、特に工業用分析研究所において、普及している。ここで最も普及しているも
のは、典型的には約８ｃｍ×１２ｃｍの面積にわたり８×１２ウエルの格子を有するプレ
ートであり、１つのウエルを満たすには数百マイクロリットルの容量が必要である。しか
しながら、単一の試料容器内で同時にできるだけ小さい試料容量を用いて複数の分析試料
を測定することが多くの用途において望ましいであろう。
【０００５】
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　特許文献１、特許文献２、特許文献３および特許文献４は、存在する分析試料分子の小
部分だけを結合することにより分析試料の濃度をインキュベーション時間にだけ依存して
いるが連続流の不存在下では本質的に絶対試料容量に依存しない方法で測定可能にするた
めに共通基質上での一部は１ｍｍ２よりかなり小さい別個の測定領域としての小さい「点
」の形態の分析試料－特異的な認識要素の固定を提唱している。共通基質上の二次元配列
での測定領域としての複数のそのような「点」が「微細列」を形成する。
【０００６】
　認識要素としての別個の空間的に分離された測定領域内の基質上で固定された対応する
相補的核酸類を用いて試料内で複数の異なる核酸類を同時に検出する方法は現在比較的普
及している。例えば、基質としての単純ガラスまたは顕微鏡スライドを基にしておりそし
て非常に高い特徴密度（共通固体支持体上の測定領域の濃度）を有する認識要素としての
オリゴヌクレオチド類の列が開示された。例えば、特許文献５（アフィマックス・テクノ
ロジーズ（Ａｆｆｙｍａｘ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ））は、１平方センチメートル当
たり１０００個より多い特徴の密度を有するオリゴヌクレオチド類を記載しそして特許請
求している。
【０００７】
　最近では、例えば特許文献６におけるように、複数の蛋白質類を同時に測定するための
列およびそれらを用いて行われる同様な種類の検定方法の記述がより頻繁になってきた。
【０００８】
　分析試料検出のための結合相手を固定する最も簡単な形態は、例えば結合相手と基質と
の間の疎水性相互作用による、物理的吸着よりなる。しかしながら、これらの相互作用の
程度は媒体の組成並びにその物理化学的性質、例えば極性およびイオン強度、によって大
きく変更されうる。基質上の純粋な吸着固定後の結合相手の付着能力は、特に種々の試薬
が複数段階検定において順次加えられる場合には、しばしば不充分である。
【０００９】
　従って、基質に適用される付着－促進層上での結合相手の固定がしばしば好ましい。複
数の物質、例えば官能化されていないもしくは官能化されたシラン類、エポキシド類、官
能化された、荷電されたもしくは有極性の重合体並びに「自己－組み立て性の受動性のも
しくは官能化された単－もしくは多層」、アルキル燐酸エステル類およびアルキルホスホ
ン酸エステル類、多官能性ブロック共重合体、例えば、ポリ（Ｌ）リシン／ポリエチレン
グリコール類、が該付着－促進層の製造に適することが知られている。
【００１０】
　例えば、特許文献７は、例えば、基質および「非－相互作用性」（吸着－耐性）側鎖に
（静電的に）結合するポリイオン性主鎖を有する付着－促進層としてのグラフト共重合体
を有する基質としての医学用途のための生分析センサー台または移植片のコーティングを
記載している。
【００１１】
　局部的に分析試料またはそれらの検出物質もしくは他の結合相手の非特異的結合を、特
に分析検出用の測定領域（点）間の（覆われていない）領域内で、最少にするために、こ
れらの領域を「不動態化」することがしばしば好ましい。この目的のために、分析試料に
関してまたはそれらの検出物質もしくは他の結合相手に関して「化学的に中性である」す
なわちこれら（以下では「不動態化用化合物」とも称する）を結合しない化合物が基質に
空間的に離された測定領域間に適用される。分析試料に関してまたはそれらの検出物質も
しくは他の結合相手に関して「化学的に中性である」すなわちこれら（以下では「不動態
化用化合物」とも称する）を結合しない該成分は、アルブミン類、特にウシ血清アルブミ
ンもしくはヒト血清アルブミン、カゼイン、非特異的なポリクローンもしくはモノクロー
ン性の異種抗体または検出しようとする１つもしくは複数の分析試料に対して経験的に非
特異的である抗体およびそれらの結合相手（特に免疫検定用）、洗剤－例えば、ツイーン
（Ｔｗｅｅｎ）２０－、分析しようとするポリヌクレオチド類にハイブリッド形成しない
断片化された天然もしくは合成ＤＮＡ、例えば、ニシンもしくは鮭精子の抽出物（特にポ
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リヌクレオチドハイブリッド形成検定用）、または無変化であるが親水性の重合体、例え
ば、ポリエチレングリコール類もしくはデキストラン類を含んでなる群から選択できるこ
とは知られている。
【００１２】
　例えば蛍光検出、微細列の種々の測定領域（点）を用いて、結合信号から同様な定量可
能なデータを作成できるようにするためには、互いに比較しようとする測定領域内の固定
された結合相手の均一な表面密度および結合活性を確実にすることが必要である。この条
件に合致するための必須予備条件は、別個の測定領域（点）がその上に作成される付着－
促進層の高い空間均質性である。指定された測定領域（点）間で均一な非常に低い信号背
景を確実にするための適用される不動態化層の空間均質性に関する同様な条件も存在する
。
【００１３】
　付着－促進層を基質に適用するためには、作成しようとする付着－促進層の成分の分子
量並びにもちろんコーティングしようとする基質の熱および化学的安定性によって、種々
の方法を使用することができる。気相および液相の両方において、例えば浸漬方法を用い
て、シラン化を行うことができる。気相における（コーティングしようとする基質の寸法
と比べて）充分に大きい反応容器内でのコーティング方法は一般的に沈着層の良好な均質
性を生ずるが、液相から沈着した層は大きい空間的不均質性、例えば浸漬方法の適用後の
走行跡、をしばしば有する。
【００１４】
　気相からの沈着は一般的に高められた工程温度を必要とするため、ほとんどの場合に耐
熱性でない分析試料検出用の認識要素の適用後に、液相からの不動態化層の適用段階が起
きる。不動態化段階は典型的には浸漬方法を利用する。これは、基質の全表面をできるだ
け速くそして同時に不動態化溶液を用いて湿潤するために、分析試料に関してまたはそれ
らの検出物質もしくは他の結合相手に関して「化学的に中性である」、すなわちこれら（
以下では「不動態化用化合物」）を結合しない、化合物の溶液が充填された容器の中に基
質を滴下することを包含する。引き続き、基質を不動態化溶液（「インキュベートされた
」）の中に表面不動態化のために使用される化合物が基質表面に吸着可能にするための規
定された期間にわたり放置する。
【００１５】
　この簡便な方法の利点は、それをいずれかの別の助剤なしに行うことができそして研究
者の能力に対するいずれかの特別な要求を必要としないことである。
【００１６】
　しかしながら、この方法の不利な性質は、基質が浸漬される時点で表面を過ぎて流れる
溶液を不動態化することによる点の「汚れ」の比較的高い危険性である。この方法では、
物質は別個の測定領域（固定された特定の結合相手）から脱着されずそして洗浄除去され
そしてまだ不動態化用化合物で覆われていない領域内の（基質表面を基にした）不動態化
溶液流の相対的な方法において周辺領域に再び吸着させることができる。
【００１７】
　点の「汚れ」の程度はとりわけ、別個の測定領域内の固定された特異的な結合相手の表
面密度および不動態化溶液の組成、特に該不動態化溶液内の特異的な結合相手の溶解度、
に依存する。高い特徴密度の場合には、すなわち近隣点間の短い距離の場合には、「汚れ
」の影響は生じた該別個の測定領域間の領域からの背景信号の不均質な分布のために測定
領域の列からの検定信号の定量分析を害するかまたは不可能にする。この望ましくない影
響は、特に固定された物質が１つの点から近隣点へ移送される場合には、検定信号の意味
ある分析をもはや不可能にさせうる。
【００１８】
　この方法の別の欠点は比較的大量の不動態化溶液およびそれに伴う比較的高い価格に関
する固有の要望である。
【００１９】
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　記載された「汚れ」の影響は、例えば噴霧器を用いる、噴霧方法の使用により予防され
ることが知られている。これは、不動態化溶液を液体小滴の形態で基質表面に連続的な液
体膜が該基質上で形成されるまで適用することを包含する。これもそれにより表面不動態
化用に使用される化合物を基質表面上に吸着させうるようにするためには、基質表面を次
に液体蒸気の飽和雰囲気（すなわち水性不動態化溶液の場合には１００％の大気湿度）内
でインキュベートする。基質を（コーティングしようとする基質表面に関して）水平に保
つことにより、走行跡が回避される。
【００２０】
　この方法を正確に行うことにより、点が「汚れること」から実質的に予防することがで
きる。別の利点は必要な不動態化溶液の量であり、それは典型的には上記の浸漬方法と比
べて１０の因子だけ減じられる。
【００２１】
　しかしながら、この方法に固有な難点は要求される均一な湿潤化および適用される液体
量の極めて正確な計量であり、それらは基質表面上で均質な液体膜を製造するために必要
であり、それにより操作者に対して増加した要求をもたらす。例えば、点の「汚れ」は過
剰に適用される不動態化溶液の場合にも起きうる。例えば、国際特許出願である特許文献
８は核酸類、蛋白質類または他の化学的もしくは生物学的化合物を別個の測定領域内の固
定された特異的な結合相手として用いて微細列を製造するためのこのコーティング方法を
基にしたモジュールシステムを記載している。
【００２２】
　浸漬方法との比べた明白な利点にもかかわらず、噴霧方法の結果は同様なほど最適でな
い。小滴がノズルまたは噴霧器を通して排出されることのために、該小滴方法はそれらが
コーティングしようとする表面に衝突する瞬間に該表面に向かう強い惰性を多少有する。
これには表面へ衝突してさらに小さい小滴を与える時の該小滴の跳ね返りの危険性が伴わ
れるため、作成しようとする測定領域（点）の角は一般的にはっきりと作成されない。さ
らに、噴霧方法は一般的に小滴寸法における大きな変動のある比較的大きい小滴を作成す
る。
【特許文献１】国際特許出願公開第８４／０１０３１号パンフレット
【特許文献２】米国特許第５，８０７，７５５号明細書
【特許文献３】米国特許第５，８３７，５５１号明細書
【特許文献４】米国特許第５，４３２，０９９号明細書
【特許文献５】米国特許第５，４４５，９３４号明細書
【特許文献６】米国特許第６，３６５，４１８Ｂ１号明細書
【特許文献７】国際特許出願公開第００／６５３５２号パンフレット
【特許文献８】国際特許出願公開第０１／５７２５４号パンフレット
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
発明の目的
　従って、気相からの沈着と同様な作成される層の高い均質性を得ることができそして非
常に少量の液体の使用を必要とする液相からのコーティング方法および該コーティング方
法を行うための装置を開発する要望がある。さらに、付着－促進層および不動態化層の両
方に適する対応する新規なコーティング方法およびコーティング装置をそのために使用す
ることも望ましい。経済的な実行可能性の面では、溶液はできる限り価格－効果的である
べきであり、すなわち装置の複雑さはできる限り少なくすべきである。対応する新規なコ
ーティング装置は操作が容易でなければならずそしてそれらを用いて行われるコーティン
グ方法は自動化するのが容易でなければならない。
【課題を解決するための手段】
【００２４】
発明の要旨
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　驚くべきことに、以下に記載されそして基質に適用しようとする化合物を含有する溶液
の霧状化に基づき且つ基質の方向における基質上での噴霧から沈着させようとする小滴の
実質的な推進力を必要としない本発明に従う方法により、該要求を満たしうることを我々
は今回見出した。該方法を行うために開発された本発明に従うコーティング装置は安価な
市販部品の使用を可能にする非常に簡単な構造によりそしてまた操作の容易さにより特徴
づけられる。
【００２５】
　以下に記載される態様の１つに従う本発明のコーティング装置を用いて行われる本発明
の方法は、付着－促進層および不動態化層の両方を親和性検定において分析試料を検出す
るためのいずれかの、好ましくは平坦な、基質に適用するために適する。
【００２６】
　本発明の方法は上記噴霧方法の進歩であり、本発明の方法用に好ましい態様では非常に
微細な液体小滴が超音波処理により作成される。該方法用に使用されるコーティング装置
は、好ましい態様では、基質の（霧状化される液体の表面に関して）水平な貯蔵のための
支持体およびその下にある霧状化される液体の中に浸漬される超音波発生器を有する閉鎖
された容器を含んでなる。本発明の方法は、作成される小滴が噴霧方法の場合には実質的
に比較的小さいことにより特徴づけられる。操作において、霧状化される液体の上で非常
に密度の高い噴霧が作成され、好ましい態様におけるこの噴霧は弱い追加的に使用される
窒素流を用いる乱流を生ずることにより容器内に均一に分布され、ここで容器は好ましく
は気体入口および気体出口から離れて閉鎖される。コーティングしようとする基質の表面
に関するコーティング溶液の流れがないため、点の「汚れ」はそれが浸漬方法に関して記
載されているように本発明の方法においても予防される。従って、不動態化溶液および別
個の測定領域内で特異的な結合相手を固定するための前の段階で使用する「滴下溶液」の
両方の組成並びに特異的な結合相手に対するこの溶液の濃度およびそれにより該測定領域
内の不動態化された特異的な結合相手の生じた表面密度の選択に関してはこの方法による
制限はほとんどない。表面不動態化段階中の基質の表面に沿う流れがないため、特に近隣
点間の「汚れ」は全くなく、そしてその結果として、測定領域の列の中で作成できるそれ
らの密度は別個の測定領域を作成するために使用される装置（「滴下器」）の計量および
配置の正確さによってのみ制限される。本発明の方法は共通の適切寸法の容器内で大量の
基質を同時にコーティングする能力および自動化の容易さによりさらに特徴づけられ、そ
して訓練されていない人間により容易に行うこともできる。基質をコーティングするため
に必要でありそして使用される液体容量は噴霧方法の場合と同様な程度である。
【００２７】
図面の簡単な記述
　図１は本発明のコーティング装置を図式的に示す。
【００２８】
　図２は二次元列（「微細列」）内の１２個の異なる適用された試料を有する測定領域の
配置および共通基質上の６つの列の線状配置の幾何学的形状を示す。
【００２９】
　図３Ａ－図３Ｃは微細列の蛍光信号を各場合とも指示された像の詳細の拡大図（下部）
と共に示し、ここでは対応する基質の自由表面が異なるコーティング方法を用いて不動態
化された（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明の霧状化方法）。
【００３０】
　図４Ａは各場合とも微細列の全ての点の間で測定された背景信号強度の平均および標準
偏差を示し、ここでは対応する基質の自由表面が異なるコーティング方法を用いて不動態
化された（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明の霧状化方法）。
【００３１】
　図４Ｂは微細列の全ての対比点（用語に関しては例示態様を参照のこと）の間の蛍光強
度の平均および標準偏差を示し、ここでは対応する基質の自由表面が異なるコーティング
方法を用いて不動態化された（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明の霧状化方法）
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。
【００３２】
　図５Ａは分析試料検出用に設計される微細列の測定領域からの蛍光信号の平均強度およ
び標準偏差を示し、ここでは対応する基質の自由表面が異なるコーティング方法を用いて
不動態化され（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明の霧状化方法）そして微細列は
引き続き抗体Ａ１（抗－ｐ５３）の溶液を用いてそして次に各場合ともアレクサ（Ａｌｅ
ｘａ）６４７フルオア（Ｆｌｕｏｒ）抗－ウサギＦａｂ断片を用いる蛍光検出による検出
用にインキュベートした。
【００３３】
　図５Ｂは分析試料検出用に設計される微細列の測定領域からの蛍光信号の平均強度およ
び標準偏差を示し、ここでは対応する基質の自由表面が異なるコーティング方法を用いて
不動態化され（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明の霧状化方法）そして微細列は
引き続き抗体Ａ２（抗－ホスホ－ｐ５３）の溶液を用いてそして次に各場合ともアレクサ
６４７フルオア抗－ウサギＦａｂ断片を用いる蛍光検出による検出用にインキュベートし
た。
【００３４】
発明の詳細な記述
　本発明は第一に、
－基質の少なくとも１つの表面上に沈着させられる物質（化合物）を含有する霧状化され
る液体および操作中に液体上で発生する噴霧の容量を受容するための容器（液体容器）、
－霧状化工程を誘発するための作動器、並びに
－コーティング工程中に基質を受容しそして貯蔵するための支持体
を含んでなる、親和性検定方法により１つもしくはそれ以上の分析試料を検出するための
基質をコーティングする装置であって、基質が霧状化される液体の表面と接触しないこと
を特徴とする装置に関する。
【００３５】
　用語「霧状化される液体」はここでは、その上で液体霧状化用の作動器の推進力が作用
して該液体の一部からの噴霧への転化をもたらす本発明のコーティング装置内部の合計量
の液体を意味する。
【００３６】
　該液体内部で超音波の作用により霧状化される液体の上で噴霧を作成することが好まし
い。それに準じて、該作動器が超音波を発生するように作用することが好ましい。
【００３７】
　例えば圧電結晶、振動膜などを用いて、超音波を発生するための種々の工業的方法が知
られている。該作動器が超音波発生器の膜を含んでなることが好ましい。
【００３８】
　該作動器を操作中に霧状化される液体の中に浸漬することがさらに好ましい。好ましく
は、該作動器は完全に霧状化される液体の中にある。
【００３９】
　霧状化される液体上で作用する超音波の強度および周波数を適当な手段により調節およ
び／または測定できることもさらに有利である。
【００４０】
　新規なコーティング方法に関する要望で挙げられているように、作成しようとする層の
均一性および高い均質性が最も重要である。これを保障できるようにするためには、沈着
させようとする噴霧の微細小滴のできるだけ狭い寸法分布が望ましい。しかしながら、特
にテラリスティックス（ｔｅｒｒａｒｉｓｔｉｃｓ）で適用されるような簡単な市販の噴
霧器の場合には、霧状化される液体からの大きな小滴または跳ね返りの出現も考慮に入れ
るべきである。
【００４１】
　従って、小滴沈殿器を含んでなる本発明のコーティング装置が好ましい。該小滴沈殿器
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は霧状化される液体の表面と上部がコーティングされる基質がコーティング工程中に貯蔵
される基質との間の空間的容積の中に配置されるべきである。
【００４２】
　種々の態様の小滴沈殿器が適する。一般原則として、使用される小滴沈殿器は蒸気およ
び噴霧に対して不透過性でありうる（該小滴沈殿器は、例えば、閉鎖された固体物体であ
る）。小滴沈殿器が凹面鏡の幾何学的形状を有することが有利でありうる。使用できる小
滴沈殿器の例は円筒形天井造りのガラスボール（凹面を有する）である。
【００４３】
　使用される小滴沈殿器は規定された寸法までの、例えば２００μｍより小さい直径を有
する、小滴に対しても透過性でありうる。これは技術的には、そのメッシュ寸法がその中
に入る小滴の最大寸法を決めるような微細－メッシュ網目構造を含んでなる該小滴沈殿器
により、実行できる。
【００４４】
　支持体内に貯蔵される時に基質がコーティング工程中に霧状化される液体の表面から離
れて対面するそれらの側面／表面上にコーティングされることが好ましく、他の表面上の
コーティングは必ずしも妨げられない。
【００４５】
　コーティングしようとする基質に適用されるマスクを使用して、適宜、本発明のコーテ
ィング装置を本発明のコーティング方法において使用することによる１種もしくはそれ以
上の場合により異なっていてもよい液体の順次霧状化により幾何学的に構成されたコーテ
ィングを作成することも可能である。その幾何学的形状を再現できる基質上でコーティン
グされた領域を作成するための予備条件はここでは、対応する適当なマスクによりコーテ
ィングされない基質の領域を各場合とも流動的密封方法で覆って噴霧小滴がコーティング
しようとしない領域に到達できないようにすることである。
【００４６】
　基質の非常に均一で且つ均質なコーティングを作成するための主要目的に合わせるため
には、作成されそして基質上に該基質の周辺で沈着させようとする噴霧の均一な分布を生
ずるための手段を本発明のコーティング装置がさらに含んでなることも有利である。
【００４７】
　このためには、例えば、気体を装置の容器内に（すなわち空気空間または気体空間また
は噴霧空間内に）通すことが役立ち、その気体が作成された噴霧と混ざりおよび／または
乱流を生ずる。
【００４８】
　従って、コーティング装置が少なくとも１つの気体入口をさらに含んでなることが有利
である。この装置は気体および／または噴霧を放出するための１個もしくはそれ以上の出
口をさらに含んでなりうる。
【００４９】
　作成されそして基質上に該基質の周辺で沈着させようとする噴霧の均一な分布を生ずる
ための該手段がベンチレーターを含んでなり、それは作成された噴霧および適宜装置の容
器内をその他に通過する気体の乱流を生ずるために使用されて、より良好な混合を行いそ
してそれにより噴霧分布の不均質性を除く。
【００５０】
　コーティング工程中の一定であり且つ明白な条件を確実にするためには、本発明のコー
ティング装置が霧状化される液体および／または液体容器の個別のもしくは全ての壁の温
度を制御および／または調節するための手段をさらに含んでなることも有利でありうる。
コーティング工程中に基質を受容および／または貯蔵するためのコーティング装置の支持
体を恒温化されうることも好ましい。
【００５１】
　同じ理由のために、コーティング装置はコーティング工程中に液体容器内部の圧力を制
御および／または調節するための手段もさらに含んでなることが有利でありうる。
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【００５２】
　特に、基質のコーティングの均一性および均質性を保証して適当な予防的手段にも関わ
らず依然として存在する本発明の装置の容器内で作成される噴霧の不均質性の影響を除く
ためには、コーティング装置は支持体面に垂直な軸の上で基質を回転させる手段をさらに
含んでなる。
【００５３】
　本発明の方法に固有な性質、すなわち本質的に空間的に指定のない位置、のために、小
滴形成およびそれにより存在する表面コーティングのための化合物の適用は基質の自由表
面上だけでなく、例えば、本発明のコーティング装置の液体容器の壁にも起きる。基質に
適用しようとする化合物は比較的高価でありうる高純度形態の非常に特殊な物質でありう
るため、液体容器の壁に沈着した霧状にされた液体を収集しそして再循環／回収するため
の手段をさらに含んでなる本発明のコーティング装置が好ましい。
【００５４】
　本発明のコーティング装置が液体容器のクリーニングを促進させるための手段をさらに
含んでなることも有利である。例えば、該手段は液体容器の内壁に沿ってそして霧状化さ
れる液体の中に再循環させようとする液体を再循環させること並びにクリーニングを促進
することの両方のための該容器壁の表面の疎水性コーティングを含んでなりうる。そのよ
うな手段は、例えば液体が集積しそしてそこから除去することが非常に難しい角を避ける
かまたは少なくとも丸くすることにより、幾何学的形状にも関連しうる。
【００５５】
　コーティングしようとする基質をコーティング装置の支持体内に本質的に水平に貯蔵す
ることが好ましい。用語「本質的に水平に」はここでは水平貯蔵からの＋／－１０°まで
の逸脱を包含することを意図する。
【００５６】
　コーティング装置が霧状化される液体の表面とコーティングしようとする基質の表面と
の間の距離の制御された調整および／または変動用の手段をさらに含んでなることも有利
である。
【００５７】
　液体容器は好ましくは、気体用の随意の入口並びに気体および／または噴霧用の随意の
別の出口を除いて、閉鎖される。
【００５８】
　霧状化される液体は好ましくは、３ｃＰより低い粘度を有する低粘度液体である。それ
らは特に水溶液でありうる。しかしながら、霧状化される液体は有機、特にアルコール、
溶液でもありうる。
【００５９】
　さらに、コーティングしようとする基質が本質的に平坦であることも好ましい。用語「
本質的に平坦な」はここでは、コーティングしようとする表面を多分この三次元構造（例
えば、基質表面に付与される試料容器の側壁）から離れて含有する面並びに基質の反対表
面を含有するそれに本質的に平行な第二面を含んでなることを意味し、ここで用語「本質
的に平行な」は平行性の＋／－１０°までの逸脱を包含する。「本質的に平行な」は、コ
ーティングしようとする滑らかなおよび粗い表面の両方を有する基質を意味する。
【００６０】
　コーティングしようとする基質は単一（自己－支持性）層、例えば、ガラススライド、
または多層よりなりうる。
【００６１】
　コーティングしようとする基質の少なくとも１つの層が入射励起光線または測定光線の
伝播方向において本質的に光学的に透過性であることが好ましい。
【００６２】
　物質または基質の「光学的に透過性である」はここでは、該物質内もしくは該基質内で
伝播する光線または光学的導波路（以下参照）として設計された基質の（高屈折率）導波
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路膜内で少なくとも可視スペクトル（４００ｎｍ～７５０ｎｍの間）の小区分で案内され
る光線の走行経路長さが、該走行長さ経路が該光線の伝播方向を変えるために構造により
制限される場合には、２ｍｍより短いことを意味する。例えば、光学的可視光線の走行経
路長さ、すなわち対応する物質内の該光線の経路上の距離、は該物質に入る該光線が数セ
ンチメートル（例えば薄膜導波路、以下参照）から数メートルまたはキロメートル（光学
的信号伝達用の光導体の場合）までの桁でありうる。薄膜導波路に基づく格子－導波路構
造の場合には、導波路層内に案内された光線の伝播ベクターの長さはアウトカップリング
（ｏｕｔｃｏｕｐｌｉｎｇ）回折格子により数マイクロメートルに制限されうる。しかし
ながら、走行経路長さのこの制限はそのため構造の材料性質よりむしろ構造による。本発
明によると、そのような格子－導波路構造は「光学的に透過性である」と称される。本発
明の範囲内では、「本質的に光学的に透過性である」は、該基質または層を透過する光線
の強度を５０％より少なく減ずる基質または層もさすべきである。
【００６３】
　入射励起光線または測定光線の伝播方向において本質的に光学的に透過性であるコーテ
ィングしようとする基質の少なくとも１つの層は、例えば、シリケート類、例えばガラス
もしくは石英、透明な熱可塑性の成型可能な、注入－成型可能なもしくは粉砕可能なプラ
スチック、例えばポリカーボネート類、ポリイミド類、アクリレート類、特にポリメタク
リル酸メチル、ポリスチレン類、シクロ－オレフィン重合体およびシクロ－オレフィン共
重合体を含んでなる群から選択される物質を含んでなる。
【００６４】
　本発明のコーティング装置の特定態様では、コーティングしようとする基質は、適宜下
部中間層の上に、好ましくは金または銀製の、好ましくは＜１．５の屈折率を有する、薄
い金属層を含んでなり、ここで該金属層およびありうる中間層の厚さは表面プラズモンが
入射励起光線の波長においておよび／または発生したルミネッセンスの波長において励起
されうるように選択される。該金属層の厚さは１０ｎｍ～１０００ｎｍの間、特に好まし
くは３０ｎｍ～２００ｎｍの間、である。
【００６５】
　表面プラズモン共鳴を発生させるための並びにルミネッセンス測定とのそして導波路構
造との組み合わせのための条件は文献に多数記載されてきた。
【００６６】
　本出願における用語「ルミネッセンス」は、光学的または非光学的な、例えば電気的ま
たは化学的または生化学的または熱的な、励起後に紫外線ないし赤外線範囲内の光子の自
発的な発生をさす。用語「ルミネッセンス」は、例えば、化学ルミネッセンス、生ルミネ
ッセンス、電気ルミネッセンス並びに特に蛍光および燐蛍光を包含する。蛍光および燐蛍
光がルミネッセンスの特に好ましい形態である。
【００６７】
　コーティングしようとする基質が１つもしくはそれ以上の層を含んでなる光学的導波路
を含んでなることが好ましい。該基質は全体にわたり光学的導波路として設計されてもよ
くまたは別個の導波路領域を含んでなっていてもよい。
【００６８】
　「連続的な導波路領域」はそれに準じて、高－屈折率の導波路層の妨害なしに、分析試
料検出用に利用される基質表面の部分の全領域を本質的に越えて伸びる導波路領域を意味
する。
【００６９】
　光学的導波路は高－屈折率の導波路層とそれより低い屈折率を有する近隣層（これは空
気も意味しうる）との境界における「消失」場の生成を伴うため、該導波路は親和性検定
における分析試料検出用の基質として特に適する。該消失場の周辺への透過深さは案内さ
れる光線の波長より小さい寸法（例えば２００ｎｍから４００ｎｍ）に制限されるため、
分析試料分子または検出分子もしくは検出分子部分（例えば、蛍光標識）の相互作用が空
間的に高度に選択的な方法で導波路の表面上でのこの消失場により刺激されそして観察さ
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れ、そして離れた場からの、例えば試料媒体の深さからの、妨害信号を大きく除去するこ
とができる。
【００７０】
　従って、コーティングしようとする基質の連続的なまたは別個の導波路領域が基質のコ
ーティングしようとする表面を含んでなることが一般的に好ましい。
【００７１】
　コーティングしようとする基質が本質的に光学的に透過性である導波路層（ａ）を層（
ａ）より低い屈折率を有する第二の同様に本質的に光学的に透過性である（ｂ）の上に、
そして適宜同様に本質的に光学的に透過性である中間層（ｂ’）を層（ａ）と同様に層（
ａ）より低い屈折率を有する層（ｂ）との間に有する平坦な光学的薄膜導波路を含んでな
ることが好ましい。
【００７２】
　層（ａ）の特定の物質および特定の屈折率では、層厚さが該層厚さの下限まで減少する
につれて感度が増加する。該下限は、案内しようとする光線の波長に依存する値より低く
低下する時の光線伝導停止により並びに非常に薄い層内の層厚さにおけるさらなる減少を
伴う伝達損失における観察される増加により、決められる。層（ａ）の厚さとその屈折率
との積が層（ａ）内にカプラー接続しようとする励起光線または測定光線の波長の１～１
１／１０、好ましくは１～２／３、であることが好ましい。
【００７３】
　励起光線または測定光線を光学的導波路にカプラー接続させるための多数の方法が知ら
れている。自己－支持性導波路までの相対的に厚い導波路層の場合には、適当な数値の口
径のレンズを使用することにより、光線を該導波路の端部面に該光線が全ての内部反射に
より案内されるような方法で焦点を合わせることが可能である。導波路層厚さより大きい
横幅を有する導波路の場合には、円筒形レンズをこのために使用することが好ましい。該
レンズは導波路から空間的に離し配置することおよびそれに直接連結して配置することの
両方が可能である。比較的薄い導波路層厚さの場合には、端部面カップリングのこの形態
はあまり適していない。この場合には、好ましくは隙間なしに導波路に連結されるかまた
は屈折率－調整用液体を通して導波路と連結されているプリズムによるカップリングを使
用することがより良い。励起光線を光ファイバーを介して光学的導波路に供給しそして該
励起光線を端部面を介してカプラー接続するかまたは異なる導波路で導波路中に両方の導
波路をそれらの消失場が重複してエネルギーを移すことができるようにすることによりカ
プラー接続された光線の上にカプラー接続することも可能である。
【００７４】
　従って、コーティングしようとする基質の別個のまたは連続的な導波路領域が該基質を
用いる親和性検定の検出段階中に１つもしくはそれ以上の光源の励起光線または測定光線
中でのカップリング用の１つもしくはそれ以上の光学的カップリング要素と光学的に相互
作用するように製造されることが好ましく、ここで該光学的カップリング要素はプリズム
カプラー、互いに接触しそして重複する消失場を有する光学的導波路を有する消失カプラ
ー、基質の導波路層の端部側面の前部に配置された焦点合わせレンズ、好ましくは円筒状
レンズ、を有する端部面カプラー、並びに格子カプラーよりなる群から選択される。
【００７５】
　コーティングしようとする基質の別個のまたは連続的な導波路領域が励起光線または測
定光線が該基質の導波路層にカプラー接続可能にする１つもしくはそれ以上の構造（ｃ）
、および／または励起光線または測定光線が該基質の導波路層にカプラー接続可能にする
１つもしくはそれ以上の構造（ｃ’）と接触することが特に好ましく、ここで同時に基質
上に存在する格子構造（ｃ）および（ｃ’）は同一もしくは相異なる格子周期を有するこ
とができる。
【００７６】
　該格子構造は好ましくは、例えば長方形、三角形、鋸歯形、半円形もしくはシヌソイド
特徴の如きいずれかの特徴を有するレリーフ格子、または本質的に平坦な層（ａ）内の屈
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折率の周期的調整のある位相格子もしくは大量格子、である。格子構造（ｃ）は好ましく
は表面レリーフ格子として設計される。
【００７７】
　格子構造（ｃ）および（ｃ’）は単－または多回折性であることができそして２ｎｍ－
１００ｎｍ、好ましくは１０ｎｍ－３０ｎｍ、の深さおよび２００ｎｍ－１０００ｎｍ、
好ましくは３００ｎｍ－７００ｎｍ、の周期を有することができる。格子線のスラート幅
対格子周期の比は０．０１～０．９９の間であることができ、０．２～０．８の間の比が
好ましい。
【００７８】
　第一の光学的に透過性である層（ａ）の屈折率が１．８より大きいことが好ましい。第
一の光学的に透過性である層（ａ）が窒化珪素、ＴｉＯ２、ＺｎＯ、Ｎｂ２Ｏ５、Ｔａ２

Ｏ５、ＨｆＯ２、およびＺｒＯ２、特にＴｉＯ２、Ｔａ２Ｏ５またはＮｂ２Ｏ５、を含ん
でなる群の物質を含んでなることも好ましい。
【００７９】
　コーティングしようとする基質の第二の光学的に透過性である層（ｂ）がシリケート類
、例えばガラスもしくは石英、透明な熱可塑性の成型可能な、注入－成型可能なもしくは
粉砕可能なプラスチック、例えばポリカーボネート類、ポリイミド類、アクリレート類、
特にポリメタクリル酸メチル、ポリスチレン類、シクロ－オレフィン重合体およびシクロ
－オレフィン共重合体を含んでなる群の物質を含んでなることが好ましい。
【００８０】
　基質として適する平坦な光学的薄膜導波路の種々の態様は、例えば、国際特許出願公開
第９５／３３１９７号パンフレット、国際特許出願公開第９５／３３１９８号パンフレッ
ト、国際特許出願公開第９６／３５９４０号パンフレット、国際特許出願公開第９８／０
９１５６号パンフレット、国際特許出願公開第０１／７９８２１号パンフレット、国際特
許出願公開第０１／８８５１１号パンフレット、国際特許出願公開第０１／５５６９１号
パンフレットおよび国際特許出願公開第０２／７９７６５号パンフレットに記載されてい
る。該特許出願に記載されそしてそこでセンサー台と一般的に称する特定基質の態様並び
にそれらを用いて分析試料検出の実施方法およびこれらの出願文献の内容は引用すること
により本発明の内容となる。
【００８１】
　本発明のコーティング装置の好ましい態様群は、コーティングしようとする基質が１つ
もしくはそれ以上の分析試料を１つもしくはそれ以上の励起ルミネッセンス事象の検出に
よる親和性検定により検出可能にすることにより特徴づけられる。
【００８２】
　他の態様群は、コーティングしようとする基質が１つもしくはそれ以上の分析試料を該
基質の表面上での近接する場（消失場）内の有効屈折率の変化の検出による親和性検定に
より検出可能にすることにより特徴づけられる。
【００８３】
　本発明はさらに、１つもしくはそれ以上の分析試料を親和性検定方法により検出するた
めの基質をコーティングする方法であって、
－コーティングしようとする該基質が上記態様のいずれかに従うコーティング装置の支持
体内に置かれ、
－該コーティング装置の液体容器内に存在する液体が霧状にされそして
－霧状にされた液体内に存在する物質（化合物）が発生した噴霧からコーティングしよう
とする基質の上に沈着し、
ここで基質が霧状化される液体の表面と接触しない
ことを特徴とする方法にも関する。
【００８４】
　該液体内部で超音波の作用により霧状化される液体の上で噴霧を作成することが好まし
い。それに準じて、該作動器が超音波を発生するように作用することが好ましい。
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【００８５】
　例えば圧電結晶、振動膜などを用いて、超音波を発生するための種々の工業的方法が知
られている。該作動器が超音波発生器の膜を含んでなりそして液体が内部で発生した超音
波により霧状にされることが好ましい。
【００８６】
　該作動器を操作中に霧状化される液体の中に浸漬することがさらに好ましい。好ましく
は、該作動器は完全に霧状化される液体の中にある。
【００８７】
　霧状化される液体上で作用する超音波の強度および周波数を適当な手段により調節およ
び／または測定できることもさらに有利である。
【００８８】
　コーティング装置が霧状化される液体の跳ね返りおよび大きな小滴がコーティングしよ
うとする基質と接触するのを予防する小滴沈殿器を含んでなることも好ましい。「大きな
」小滴は、２００μｍより大きい直径を有する小滴を意味する。小滴沈殿器は気体および
噴霧に不透過性でありうる。例えば、小滴沈殿器は閉鎖された固体物体でありうる。小滴
沈殿器が凹面鏡の幾何学的形状を有することが有利でありうる。使用できる小滴沈殿器の
例は円筒形天井造りのガラスボール（凹面を有する）である。
【００８９】
　使用される小滴沈殿器は規定された寸法までの小滴に対しても透過性でありうる。これ
は技術的には、そのメッシュ寸法がその中に入る小滴の最大寸法を決めるような微細－メ
ッシュ網目構造を含んでなる該小滴沈殿器により、実行できる。
【００９０】
　基質の非常に均一で且つ均質なコーティングを作成するための主要目的に合わせるため
には、作成されそして基質上に該基質の周辺で沈着させようとする噴霧の均一な分布を生
ずるための手段を本発明のコーティング装置がさらに含んでなることも有利である。
【００９１】
　このためには、例えば、コーティング装置が気体を装置の容器内に通す少なくとも１つ
の気体入口をさらに含んでなることが役立ち、その気体が作成された噴霧と混ざる。この
装置は気体および／または噴霧を放出するための１個もしくはそれ以上の出口をさらに含
んでなりうる。
【００９２】
　作成されそして基質上に該基質の周辺で沈着させようとする噴霧の均一な分布が該基質
の周辺でベンチレーターにより生ずることもコーティングの均一性および均質性にとって
は有利でありうる。
【００９３】
　コーティング工程中の一定であり且つ明白な条件を確実にするためには、本発明のコー
ティング装置が霧状化される液体および／または液体容器の個別のもしくは全ての壁の温
度を制御および／または調節するための手段をさらに含んでなることも有利でありうる。
コーティング工程中に基質を受容および／または貯蔵するためのコーティング装置の支持
体を恒温化されうることも好ましい。
【００９４】
　同じ理由のために、コーティング装置はコーティング工程中に液体容器内部の圧力を制
御および／または調節するための手段もさらに含んでなりそして圧力はコーティング工程
中に調節および／または変動されうることもさらに有利でありうる。
【００９５】
　特に、基質のコーティングの均一性および均質性を保証して適当な予防的手段にも関わ
らず依然として存在する本発明の装置の容器内で作成される噴霧の不均質性の影響を除く
ためには、コーティング工程中に支持体面に垂直な軸の上で基質を回転させることもさら
に有利である。
【００９６】
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　コーティング工程中に支持体内に貯蔵される時に、基質を霧状化される実施例他の表面
から離れて対面するそれらの側面／表面上でコーティングすることが好ましく、ここで他
の表面上のコーティングは必ずしも妨げられない。
【００９７】
　本発明の方法の特別な変法は、本発明のコーティング方法において本発明のコーティン
グ装置を使用することによる１種もしくはそれ以上の場合により異なっていてもよい液体
の順次霧状化により幾何学的に構成されたコーティングを作成することも可能である。そ
の幾何学的形状を再現できる基質上でコーティングされた領域を作成するための予備条件
はここでは、対応する適当なマスクによりコーティングされない基質の領域を各場合とも
流動的密封方法で覆って噴霧小滴がコーティングしようとしない領域に到達できないよう
にすることである。
【００９８】
　コーティングしようとする基質をコーティング装置の支持体内に本質的に水平に貯蔵す
ることが好ましい。
【００９９】
　コーティング装置が霧状化される液体の表面とコーティングしようとする基質の表面と
の間の距離の制御された調整および／または変動用の手段をさらに含んでなりそれにより
該液体とコーティング工程期間にわたりコーティングしようとする液体表面との間のはっ
きりした距離を設定することも有利である。
【０１００】
　霧状化される液体の消費量を減ずるためには、液体容器の壁に沈着した液体を収集しそ
して該液体を霧状化される液体に逆に再循環させることも好ましい。
【０１０１】
　液体容器は好ましくは、気体用の随意の入口並びに気体および／または噴霧用の随意の
別の出口から離れて、閉鎖される。
【０１０２】
　霧状化される液体は好ましくは、３ｃＰより低い粘度を有する低粘度液体である。それ
らは特に水溶液でありうる。しかしながら、霧状化される液体は有機、特にアルコール、
溶液でもありうる。
【０１０３】
　さらに、コーティングしようとする基質が本質的に平坦であることも好ましい。
【０１０４】
　コーティングしようとする基質は単一（自己－支持性）層、例えば、ガラススライド、
または多層よりなりうる。
【０１０５】
　コーティングしようとする基質の少なくとも１つの層が入射励起光線または測定光線の
伝達方向において本質的に光学的に透過性であることが好ましい。
【０１０６】
　入射励起光線または測定光線の伝達方向において本質的に光学的に透過性であるコーテ
ィングしようとする基質の少なくとも１つの層は、例えば、シリケート類、例えばガラス
もしくは石英、透明な熱可塑性の成型可能な、注入－成型可能なもしくは粉砕可能なプラ
スチック、例えばポリカーボネート類、ポリイミド類、アクリレート類、特にポリメタク
リル酸メチル、ポリスチレン類、シクロ－オレフィン重合体およびシクロ－オレフィン共
重合体を含んでなる群から選択される物質を含んでなる。
【０１０７】
　本発明のコーティング装置の特定態様では、コーティングしようとする基質は、適宜下
部中間層の上に、好ましくは金または銀製の、好ましくは＜１．５の屈折率を有する、薄
い金属層を含んでなり、ここで該金属層およびありうる中間層の厚さは表面プラズモンが
入射励起光線の波長においておよび／または発生したルミネッセンスの波長において励起
されうるように選択される。



(15) JP 5002584 B2 2012.8.15

10

20

30

40

50

【０１０８】
　コーティングしようとする基質が１つもしくはそれ以上の層を含んでなる光学的導波路
を含んでなることが好ましい。該基質は全体にわたり光学的導波路として設計されてもよ
くまたは別個の導波路領域を含んでなっていてもよい。
【０１０９】
　コーティングしようとする基質の連続的なまたは別個の導波路領域が基質のコーティン
グしようとする表面を含んでなることが一般的に好ましい。
【０１１０】
　コーティングしようとする基質が本質的に光学的に透過性である導波路層（ａ）を層（
ａ）より低い屈折率を有する第二の同様に本質的に光学的に透過性である（ｂ）の上に、
そして適宜同様に本質的に光学的に透過性である中間層（ｂ’）を層（ａ）と同様に層（
ａ）より低い屈折率を有する層（ｂ）との間に有する平坦な光学的薄膜導波路を含んでな
ることが好ましい。
【０１１１】
　コーティングしようとする基質の別個のまたは連続的な導波路領域が該基質を用いる親
和性検定の検出段階中に１つもしくはそれ以上の光源の励起光線または測定光線中でのカ
ップリング用の１つもしくはそれ以上の光学的カップリング要素と光学的に相互作用する
ように製造されることが好ましく、ここで該光学的カップリング要素はプリズムカプラー
、互いに接触しそして重複する消失場を有する光学的導波路を有する消失カプラー、基質
の導波路層の端部側面の前部に配置された焦点合わせレンズ、好ましくは円筒状レンズ、
を有する端部面カプラー、並びに格子カプラーよりなる群から選択される。
【０１１２】
　コーティングしようとする基質の別個のまたは連続的な導波路領域が励起光線または測
定光線が該基質の導波路層にカプラー接続可能にする１つもしくはそれ以上の構造（ｃ）
、および／または励起光線または測定光線が該基質の導波路層にカプラー接続可能にする
１つもしくはそれ以上の構造（ｃ’）と接触することが特に好ましく、ここで同時に基質
上に存在する格子構造（ｃ）および（ｃ’）は同一もしくは相異なる格子周期を有するこ
とができる。
【０１１３】
　第一の光学的に透過性である層（ａ）の屈折率が１．８より大きいことが好ましい。第
一の光学的に透過性である層（ａ）が窒化珪素、ＴｉＯ２、ＺｎＯ、Ｎｂ２Ｏ５、Ｔａ２

Ｏ５、ＨｆＯ２、およびＺｒＯ２、特にＴｉＯ２、Ｔａ２Ｏ５またはＮｂ２Ｏ５、を含ん
でなる群の物質を含んでなることも好ましい。
【０１１４】
　コーティングしようとする基質の第二の光学的に透過性である層（ｂ）がシリケート類
、例えばガラスもしくは石英、透明な熱可塑性の成型可能な、注入－成型可能なもしくは
粉砕可能なプラスチック、例えばポリカーボネート類、ポリイミド類、アクリレート類、
特にポリメタクリル酸メチル、ポリスチレン類、シクロ－オレフィン重合体およびシクロ
－オレフィン共重合体を含んでなる群の物質を含んでなることが好ましい。
【０１１５】
　本発明のコーティング装置の好ましい態様群は、コーティングしようとする基質が１つ
もしくはそれ以上の分析試料を１つもしくはそれ以上の励起ルミネッセンス事象の検出に
よる親和性検定により検出可能にすることにより特徴づけられる。
【０１１６】
　他の態様群は、コーティングしようとする基質が１つもしくはそれ以上の分析試料を該
基質の表面上での近接する場（消失場）内の有効屈折率の変化の検出による親和性検定に
より検出可能にすることにより特徴づけられる。
【０１１７】
　本発明の方法の１つの態様群は、基質上に沈着させようとする層が付着－促進層である
ことにより特徴づけられる。
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【０１１８】
　ここでは該付着－促進層が２００ｎｍより薄い、特に好ましくは２０ｎｍより薄い、厚
さを有することが好ましい。
【０１１９】
　本発明のコーティング方法における付着－促進層を製造するためには多くの化合物が適
する。例えば、該付着－促進層はシラン類、官能化されたシラン類、エポキシド類、官能
化された、荷電されたまたは有極性の重合体および「自己－組み立て受動的または官能化
された単－もしくは多層」、チオール類、アルキルリン酸エステル類およびアルキルホス
ホン酸エステル類、多官能性ブロック共重合体、例えば、ポリ（Ｌ）リシン／ポリエチレ
ングリコール類を含んでなる群からの化学化合物を含んでなりうる。
【０１２０】
　本発明の方法は、１つもしくはそれ以上の分析試料を親和性検定方法により（供給され
た溶液からの結合相手と固定された結合相手との結合を用いて）検出するための１つもし
くはそれ以上の特異的な結合相手が基質の表面上で固定化されることにより特徴づけられ
る。
【０１２１】
　これらの特異的な結合相手は本発明のコーティング方法により適用される付着－促進層
にまたは基質のコーティングされていない表面に直接適用することができ、ここで、好ま
しくは本発明の方法に従うその後のコーティング段階において、特異的な結合相手を含ま
ない表面の残りの領域には不動態化層（以下参照）が付与される。
【０１２２】
　本発明の方法の広く適用可能な態様では、該基質の表面上で固定される特異的な結合相
手は供給された試料内に存在する１つもしくはそれ以上の分析試料を特異的に認識するた
めの生物学的もしくは生化学的または合成認識要素である。
【０１２３】
　これに関すると、この種類の別の特異的な認識要素は各場合とも異なる別個の測定領域
においてできるだけ高純度の形態で存在しているため、一般的には試料からの異なる分析
試料は異なる認識要素を含有する測定領域と結合する。測定領域のそのような列は「捕獲
領域」とも称する。
【０１２４】
　異なる認識要素の物理化学的性質（例えば極性）は多少強く異なるため、別個の測定領
域内で共通の固体支持体上で、適宜それに適用される付着－促進層上で、例えば吸着また
は共有結合により該認識要素の最適な固定のための条件にも対応して差異がある。従って
、複数の異なる認識要素の固定用に選択される不動態化条件（例えば、付着－促進層のタ
イプ）は全ての認識要素に関して同時に最適であることは難しいが、種々の認識要素の不
動態化性質間の単なる妥協点でありうる。
【０１２５】
　この種類の検定の別の欠点は、複数の異なる試料内での分析試料の検出は共通のまたは
別個の支持体上で異なる試料が供給される対応する数の認識要素の別個の列の用意が一般
的に必要であることである。これは、複数の異なる試料を試験するためには製造が比較的
複雑である大量の別個の列の必要性を意味する。
【０１２６】
　引用することにより本発明の内容となる国際特許出願公開ＰＣＴ／ＥＰ０３／０９５６
１およびＰＣＴ／ＥＰ０３／０９５６２は、複数の試料を列内で共通支持体上で同時に該
試料内に存在する分析試料に関して処理可能にする新規な検定設定を提唱している。この
目的のためには、異なる特異的な認識要素でなく、試験しようとする試料自体が、未処理
のまままたは非常にわずかな準備段階後に、検定において別個の測定領域内の基質に適用
される。挙げられた２つの出願文献はそのような検定設定を「逆転検定構成」と称する。
【０１２７】
　本発明の方法の別の広く適用可能な態様は従って、該基質の表面上で固定された特異的
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な結合相手が１つもしくはそれ以上の分析試料自体であり、それらが天然試料マトリック
ス内に埋め込まれるかまたは試料マトリックスの形態のいずれかで不動態化され、それら
が１つもしくはそれ以上の処理段階により変更されていたことにより特徴づけられる。
【０１２８】
　該結合相手、すなわち検出しようとする自己－固定化された分析試料もしくは供給され
る試料内で検出しようとする分析試料および／または固定されているかもしくは供給され
る検出試薬内に供給されるそれらの生物学的もしくは生化学的または合成認識要素、が蛋
白質、例えばモノ－もしくはポリクローン抗体および抗体断片、ペプチド類、酵素、グリ
コペプチド類、オリゴ糖類、レクチン類、抗体用の抗原、追加結合部位で官能化された蛋
白質（「タグ蛋白質」、例えば、「ヒスタミン－タグ蛋白質」）並びに核酸類（例えばＤ
ＮＡ、ＲＮＡ、オリゴヌクレオチド類）および核酸同族体（例えばＰＮＡ）、アプタマー
類、膜－結合されそして単離された受容体およびそれらの配位子、分子印を受容するため
の化学合成により作成された空洞、天然および合成重合体などよりなる群から選択されう
る。
【０１２９】
　これに関すると、基質の表面に適用される特異的な結合相手はいずれかの幾何学的形状
、例えば、円形、楕円形、三角形、長方形、多角形などの形状、を有する個別の測定領域
（点）内で固定化され、ここで個別の測定領域は同一もしくは相異なる特異的な結合相手
を含有できる。
【０１３０】
　別個の測定領域が該基質に対する特異的な結合相手の空間的に選択性の適用により、好
ましくは「インクジェット滴下」、機械的滴下、「微細接触印刷」、作成される測定領域
を固定しようとする化合物との、圧力差または電気もしくは電磁ポテンシャルの作用によ
り後者を平行または交差している微細経路に供給することによる、流体接触、並びに光化
学および光リトグラフィー固定方法を含んでなる方法群からの１つもしくはそれ以上の方
法を用いることにより、作成することが好ましい。
【０１３１】
　上記のように、基質表面の固定された特異的な結合相手を含まない領域内での分析試料
分子またはそれらの検出試薬の非特異的結合を最少にする目的のためには、分析試料に対
しておよび／またはその結合相手に対して「化学的に中性である」化合物が空間的に離れ
た測定領域間にまたは該測定領域内の占有されていない小区分に適用されることが好まし
い。好ましくは、分析試料に対しておよび／またはその結合相手に対して「化学的に中性
である」これらの化合物はアルブミン類、特にウシ血清アルブミンもしくはヒト血清アル
ブミン、カゼイン、非特異的なポリクローンもしくはモノクローン性の異種抗体または検
出しようとする１つもしくは複数の分析試料に対して経験的に非特異的である抗体および
それらの結合相手（特に免疫検定用）、洗剤－例えば、ツイーン２０－、分析しようとす
るポリヌクレオチド類にハイブリッド形成しない断片化された天然もしくは合成ＤＮＡ、
例えば、ニシンもしくは鮭精子の抽出物（特にポリヌクレオチドハイブリッド形成検定用
）、または無変化であるが親水性の重合体、例えば、ポリエチレングリコール類もしくは
デキストラン類を含んでなる群から選択される。
【０１３２】
　本発明は従って、基質上に沈着した層が空間的に離された測定領域の間にまたは該測定
領域内の占有されていない部分的領域の中に適用される不動態化層であり、該測定領域が
作成された後に分析試料に対しておよび／またはその結合相手に対して「化学的に中性で
あり」そして好ましくは、例えば、好ましくはアルブミン類、特にウシ血清アルブミンも
しくはヒト血清アルブミン、カゼイン、非特異的なポリクローンもしくはモノクローン性
の異種抗体または検出しようとする１つもしくは複数の分析試料に対して経験的に非特異
的である抗体およびそれらの結合相手（特に免疫検定用）、洗剤－例えば、ツイーン２０
－、分析しようとするポリヌクレオチド類にハイブリッド形成しない断片化された天然も
しくは合成ＤＮＡ、例えば、ニシンもしくは鮭精子の抽出物（特にポリヌクレオチドハイ
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ブリッド形成検定用）、または無変化であるが親水性の重合体、例えば、ポリエチレング
リコール類もしくはデキストラン類を含んでなる群からの化合物を含んでなる化合物が空
間的に離された測定領域の間にまたは該測定領域内の占有されていない部分的領域の中に
適用されることを特徴とする、上記態様のいずれかに従う本発明の方法に関する。
【０１３３】
　本発明はまた、親和性検定方法により１つもしくはそれ以上の分析試料を検出するため
の、付着－促進層を含んでなる、基質であって、該付着－促進層が上記態様のいずれかに
従う本発明のコーティング方法により作成されることを特徴とする基質にも関する。
【０１３４】
　本発明は同様に、親和性検定方法により１つもしくはそれ以上の分析試料を検出するた
めの、基質の少なくとも部分的領域を覆うための不動態化層を含んでなる、基質であって
、該不動態化層が上記態様のいずれかに従う本発明のコーティング方法により作成される
ことを特徴とする基質にも関する。
【０１３５】
　本発明はさらに、人間および／または動物の診断における用途のための上記態様のいず
れかに従う基質にも関する。
【０１３６】
　本発明を以下で例示態様によりさらに詳細に説明する。
【実施例】
【０１３７】
１．本発明のコーティング装置およびコーティング方法
　図１は本発明のコーティング装置の図式的表示を示す。この実施例は、特定の結合相手
により覆われていない親和性検定方法のために製造された基質の領域に対して、本発明の
装置を用いて、「不動態化する」、すなわち「不動態化層」を適用する、ことを意図する
。本発明の装置は、この例示態様では霧状化される液体用の容器としての約２リットル容
量のそして液体上で発生させようとする噴霧容量の指示計（１）、コーティングしようと
する基質を受容するための支持体（２）、液体霧状化のための作動器（３）としての超音
波噴霧器（ドイツ、ニュレンベルグの“Ｌｕｃｋｙ　Ｒｅｐｔｉｌｅ　Ｍｉｎｉ－Ｎｅｂ
ｌｅｒ”，　Ｒｅｐｔｉｌｉｃａ，　Ｄ－９０４３）、小滴沈殿器（４）としての円筒形
天井造りのガラスボール並びに気体および／または発生した噴霧用の入口（５）および出
口（６）を含んでなる。
【０１３８】
　操作中、超音波発生器を霧状化される液体（７）の中に浸漬する。必要な液体容量を最
少にするためには、この実施例の態様は乾燥器の底に固定された超音波発生器をそこにあ
る音－発生振動膜のすぐ下まで注入されたポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）の中に埋
め込むことを含んでなるため、霧状化される液体の薄層の適用だけが必要である。
【０１３９】
　生じた噴霧の非常に均質な分布を全容器内で生ずるためには、液体の高さの上に上昇す
る超音波作用により発生した非常に微細な小滴を容器内に入口（５）を介して導入される
弱い窒素流の助けでさらに乱流にあてる。
【０１４０】
　コーティングしようとしそして１４ｍｍの外径を５７ｍｍの幅で０．７ｍｍの厚さで有
する基質としての平坦な光学的薄層の導波路がコーティング中に支持体（２）内に液体表
面から約８ｃｍ上の距離に（液体表面に関して）水平に貯蔵される。この実施例では、支
持体はプラスチック製の支持体として設計されそして穴が付与されているため、噴霧から
沈着した過剰の液体がこれらの穴を通して放出しうる。この例示態様では、支持体は上記
寸法を有する基質としての１０個の薄層の導波路を受容しうる。
【０１４１】
　この実施例では、小滴沈殿器としての円筒形天井造りのガラスボールが支持体（２）の
下側に連結されそしてコーティングしようとする基質が噴霧溶液（コーティング溶液）か
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らの跳ね返るのを遮断する。
【０１４２】
　発生した非常に均質に分布された噴霧を、この実施例では（コーティング装置内の貯蔵
に関して）頂部に配置された高屈折率の導波路層（ａ）を有する基質の上に非常に小さい
小滴の形状で沈着し、そして非常に薄い連続的な液体膜がこれらの基質の頂部に５～１０
分間以内でも生成する。３０分間にわたる合計インキュベーション時間後に、基質をコー
ティング装置から除去し、高純度の流水（ミリポア（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ））で注意深く
すすぎそして引き続き窒素流の中で乾燥する。
【０１４３】
　この実施例では、基質としての上記寸法の薄層の導波路に関しては約２ｍｌ容量の（霧
状化される液体の）不動態化溶液が必要である。
【０１４４】
２．一般的なコーティング方法の実施
２．１．基質
　その後にそれらを用いて実施しようとする親和性検定方法のために使用される基質はこ
の実施例では平坦な光学的薄層の導波路であり、各場合とも１４ｍｍの外径を５７ｍｍの
幅で０．７ｍｍの厚さで有する。該基質は各場合ともガラス基質（ＡＦ４５）およびそれ
に適用される五酸化タンタルの薄い（１５０ｎｍ）高屈折率層を含んでなる。ガラス基質
の中では、２つの表面レリーフ格子（格子間隔：３１８ｎｍ、格子深さ：（１２＋／－２
）ｎｍ）が９ｍｍの距離で縦方向に調整されており、それらは光を高屈折率層にカプラー
接続させるための回折格子として機能することが意図される。
【０１４５】
　自発的な自己組立てにより形成されるモノ－ドデシルホスフェート（ＤＤＰ）の単層が
該基質の金属酸化物層の表面に付着－促進層として適用される。該付着－促進層が付与さ
れた基質表面は高い疎水性により特徴づけられる。各場合において、それらの部分に関し
て各場合とも１６列および９カラムで配置されている各場合とも１４４個の別個の測定領
域（点）の６つの同一微細列が疎水性の付着－促進層が付与された基質にインキジェット
スポッター（モデルＮＰ１．２、ＧｅＳｉＭ、グロッサークメンスドルフ、ドイツ）を用
いることにより適用される。チップ表面に約３５０ｐＬの単一小滴を適用することにより
各点が作成される。
【０１４６】
２．２　試薬および基質上の測定領域の列の作成
　この実施例は製造された基質上にその後の親和性検定方法でそれら自体を検出しようと
する分析試料を固定することを意図し、これらの分析試料は天然の試料マトリックス内に
または数回の試料調合段階により製造された試料マトリックス（細胞溶解物）内に埋め込
まれる。試料のこれらの形態は以下では「天然－同一試料」とも称する。さらなる検出試
薬を供給した後に検出段階を次に行うことが意図される。
【０１４７】
　「天然－同一」試料内での生物学的に関連する蛋白質分析試料の検出はヒト結腸癌細胞
系統（ＨＴ２９）を使用する。これらの付着細胞をプラスチック製の一般的な細胞培養フ
ラスコ（グレイナー・バイオ－ワン（Ｇｒｅｉｎｅｒ　Ｂｉｏ－Ｏｎｅ）、セント・ガレ
ン（Ｓｔ　Ｇａｌｌｅｎ）、スイス、触媒番号６５８１７０）内の変更マッコイ（ＭｃＣ
ｏｙ’ｓ）５Ａ培地の中で３７℃で培養する。同一種類の種々の細胞培養フラスコの細胞
培養物に次に紫外線を１０分間にわたり照射するかまたは１０μＭのドキソルビシンで処
理する。未処理のままでありそして分析検出方法において負の対照として機能するその他
の点では同一である細胞培養物を該処理細胞培養物の比較試料として使用する。
【０１４８】
　処理後に、種々の細胞培養物を各場合とも１０ｍｌのＰＢＳ（ホスフェート－緩衝食塩
水、４℃に冷却される）で洗浄する。
【０１４９】
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　細胞を次に細胞培養フラスコの底から剥がしそして同時に７Ｍのウレア、２Ｍのチオウ
レアおよびコンプリート（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ）（プロテアーゼ阻害剤、ロシェ（Ｒｏｃｈ
ｅ）ＡＧ、１錠／５０ｍｌ）を含有する溶解物緩衝液を加えることにより完全に溶解させ
ると、全ての蛋白質細胞成分が自発的に変性しそして溶解する。この方法で得られた細胞
溶解物を１３０００×ｇでベンチ遠心器（エッペンドルフ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、ハン
ブルグ、ドイツ）の中で５分間にわたり遠心して不溶性細胞成分（例えばＤＮＡおよび細
胞膜断片）を除去する。上澄み液を除去しそして典型的には５ｍｇ／ｍｌ～１０ｍｇ／ｍ
ｌの間の合計蛋白質濃度でその後の測定用に使用する。
【０１５０】
　ＨＴ２９細胞培養物の上記の処理が、すなわち、紫外線照射の場合には、特に連鎖破壊
およびチミン二量体の生成により、そして、ドキソルビシン添加の場合には、ＤＮＡの近
隣塩基間のそのインターコレーション（ｉｎｔｅｒｃｏｌａｔｉｏｎ）により、ＤＮＡに
対する損傷をもたらす。その結果、損傷細胞内部の特定信号経路が活性化または不活性化
され、それらが例えばプログラムされた細胞死滅（アポプトシス）を引き起こしうる。活
性化または不活性化信号経路の原因は特定の重要蛋白質（「マーカー蛋白質」）であり、
それらが１つもしくはそれ以上の信号経路を１つもしくはそれ以上の異なる部位において
ホスホリル化により調節する。
【０１５１】
　マーカー蛋白質による信号経路の調節の例は腫瘍抑制剤蛋白質ｐ５３であり、それはホ
スホリル化度により細胞分割、アポプトシスおよび損傷ＤＮＡを修復するためのある種の
機構に向かわせる。癌細胞内では、該信号経路の調節は特定のまたは数種の部位において
突然変異または１つもしくはそれ以上のマーカー蛋白質の不存在によりしばしば中断され
、そしてこれが最終的には未制御成長の原因となりうる。
【０１５２】
　細胞溶解物内の分析試料として固定しようとするこれらの蛋白質に結合され、得られて
おりそしてさらに（上記の如く付着－促進層を適用した後に）基質上で直接処理された高
度に特異的な抗体を用いてｐ５３およびＰ－ｐ５３（ｐ５３のホスホリル化形態）の相対
的含有量が検出されそして測定された。
【０１５３】
　得られた細胞溶解物を約０．４ｍｇ／ｍｌの合計蛋白質濃度に１０－２０の因子だけ希
釈しそして引き続き付着－促進層が付与された基質としての薄層の導波路の金属酸化物表
面上に測定領域の列を作成するために別個の測定領域内に適用する。それに適用された細
胞溶解物を含有する測定領域の他に、各微細列は内部で固定されたＣｙ５蛍光標識の付い
たウシ血清アルブミンを含有するさらなる測定領域を含んでなり、それらは測定中の励起
光線強度の時間に関する局部的な差異および／または変動の対照（「対照点」）として使
用される。Ｃｙ５－ＢＳＡは７Ｍのウレア、２Ｍのチオウレアの中に０．５ｎＭの濃度で
適用される（標識付け割合：１個のＢＳＡ分子当たり３Ｃｙ５分子）。
【０１５４】
　図２は二次元列における測定領域の配置および基質上の６つの（同一）列の線状配置の
形状を示す。点は３００μｍ離され（中心対中心）そして約１２０μｍの直径を有する。
これらの実施例に関する測定領域の列は各場合とも４回重複で適用される１２個の試料を
含有する測定領域の配置を含んでなり、４つの同一測定領域は各場合とも検出段階中にこ
れらの基質の導波路層内に案内される光線の伝達方向に垂直な共通のカラム内に配置され
る。各場合とも４つの測定領域が測定領域の列内の測定信号の再現性の測定を助けるため
に意図される。（対比目的のために）それに適用されたＣｙ５－ＢＳＡを含有する測定領
域のカラムは各場合ともそれに適用される分析しようとする試料を含有する測定領域のカ
ラムの間にそして次に配置される。この実施例における本発明の分析台は図２に示されて
いる通りにこの種類の測定領域の６つの同一列を含んでなる。
【０１５５】
２．３　測定領域間および内の自由領域の不動態化
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　「天然－同一」試料およびＣｙ５－ＢＳＡが適用された後に、基質を無塵雰囲気の中で
乾燥し、その後にさらなる段階において基質の自由な覆われていない疎水性表面領域をウ
シ血清アルブミン（ＢＳＡ）で飽和させて、検出試薬、この場合には抗体および／または
蛍光標識分子、の所望されない非特異的結合を最少にする。
【０１５６】
　以上の１．で記載された発明の表面不動態化方法を、全ての場合に新たに濾過された不
動態化溶液（５０ｍＭのイミダゾール、１００ｍＭのＮａＣｌ、３％のＢＳＡ（ｗ／ｖ）
ｐＨ７．４）を用いて、２つの他の方法（２．３．１．浸漬方法および２．３．２．噴霧
方法）と比較する。自由表面を１．および以下でそれぞれ記載された方法により不動態化
した後に、引き続き行おうとする親和性検定の一部としての測定まで基質は密封されたポ
リスチレン管の中で４℃に保たれる。
【０１５７】
２．３．１．浸漬方法
　基質としての平坦な光学的薄層の導波路を不動態化溶液が充填された容器（ポリスチレ
ン管）の中に垂直に滴下して、該基質の全表面を可能なら同時に且つ迅速に湿らせる。室
温における１時間にわたるインキュベーション後に、基質を最高純度の流水（ミリポア）
下で注意深くすすぎそして次に窒素流（等級５０）の中で乾燥する。基質としての示され
た寸法のそれぞれの薄層の導波路は約２５ｍｌ容量の不動態化溶液を必要とする。
【０１５８】
２．３．２．噴霧方法
　不動態化溶液をここでは基質上にクロマトグラフィー噴霧器（グラス・ケラー（Ｇｌａ
ｓ　Ｋｅｌｌｅｒ）Ｃａｔ．Ｎｏ．１２．１５９．６０３、バゼル、スイス）および約３
．５バールの圧力により、連続的な液体膜がコーティングしようとするそれらの表面上に
形成するまで、噴霧する。噴霧器の出口ノズルと基質表面との間の距離はここでは約３０
ｃｍである。この方法で処理された基質を次に密封容器内で室温および１００％湿度にお
いて１時間にわたりインキュベートし、次に最高純度の流水（ミリポア）下で注意深くす
すぎそして次に窒素流（等級５０）の中で乾燥する。基質としての示された寸法のそれぞ
れの薄層の導波路は約３ｍｌ容量の不動態化溶液を必要とする。
【０１５９】
３．親和性検定
３．１．検定設定
　別個の測定領域内に適用される固定された細胞溶解物中の一般的には特定蛋白質（すな
わち、例えば、ホスホリル化ありもしくはなし）のまたは特に活性化された（例えばホス
ホリル化された）形態での特定蛋白質の検定は、生じた蛍光信号を測定する前に対応する
検出試薬：第一検定段階用の調剤中、ポリクローン性の分析試料－特異的ウサギ抗体（両
方ともセル・シグナリング・テクノロジー・インコーポレーテッド（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎ
ａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　ＩＮＣ．）、べバリー、マサチュセッツ州、米国
から得られる抗体である抗体Ａ１（＃９２８２）：抗－ｐ５３；抗体Ａ２（＃９２８４）
を順次加え、：抗－ホスホ－ｐ５３（Ｓｅｒ１５））を検定緩衝液（５０ｍＭのイミダゾ
ール、１００ｍＭのＮａＣｌ、５％のＢＳＡ、０．１％のツイーン２０、ｐＨ７．４）の
中で１：５００の比で希釈することにより、行われる。各場合とも３０μｌのこれらの異
なる抗体溶液が各場合とも該６つの測定領域の同一列の１つに適用され、引き続き室温に
おいて一晩にわたりインキュベーションされる（第一検定段階）。各列を検定緩衝液（２
×２００μｌ）で洗浄することにより過剰の非－特異的に結合された抗体が除去される。
【０１６０】
　固定された細胞溶解物中にそこで含有される別個の測定領域内の結合された分析試料－
特異的抗体の検出のために、上記の抗体Ａ１およびＡ２に結合するアレクサ・フルオア（
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ）６４７－標識付き抗－ウサギＦａｂ断片（モレキュラー・プロ
ーブス（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）、Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｚ－２５３０８、ライデ
ン、オランダ）を用いて第二検定段階を行う。この蛍光標識付けＦａｂ断片を、市販の株
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溶液から出発して、検定緩衝液の中で１：５００の希釈度で列（それぞれ３０μｌ）に適
用しそして室温において暗所で１時間にわたりインキュベートする。列を次に検定緩衝液
で洗浄し（各場合とも２００μｌで２回）、非－特定的に結合された蛍光標識付けＦａｂ
断片を除去する。この方法で製造される分析台を次に、励起による検出段階およびＺｅｐ
ｔｏＲＥＡＤＥＲＴＭ（以下参照）内での生じた蛍光信号の検出まで、貯蔵する。
【０１６１】
３．２．測定領域の列からの蛍光信号の測定
　測定領域の種々の列からの蛍光信号をＺｅｐｔｏＲＥＡＤＥＲＴＭ（ゼプトセンス（Ｚ
ｅｐｔｏｓｅｎｓ）ＡＧ、ＣＨ－４１０８、ウィッタースウィル、スイス）を用いて順次
にそして自動的に測定する。測定領域の各列に関して、基質としての平坦な光学的薄層の
導波路（２．１．に従う）を調整して、光を格子構造（ｃ）を介して導波路用の五酸化タ
ンタル層内へ結合させるための共鳴条件を満たしそして該測定領域内で利用可能な励起光
線を最大にする。引き続き、各列に当該列からの蛍光信号の像の使用者により選択されう
る番号を付け、ここでは異なる露光時間を選択することが可能である。この実施例のため
の測定における励起波長は６３５ｎｍであり、そして蛍光光線をＣｙ５の蛍光波長におい
て冷却されたカメラおよび励起波長における拡散光線を抑制するための妨害フィルター（
透過（６７５±２０）ｎｍ）を用いて検出し、そのフィルターをカメラレンズの前部に配
置する。作成された蛍光像を対照コンピューターの貯蔵ディスク上に自動的に貯蔵する。
光学システム（ＺｅｐｔｏＲＥＡＤＥＲＴＭ）のさらなる詳細は引用することにより本発
明の一部となる国際特許出願公開第ＰＣＴ／ＥＰ０１／１００１２号パンフレットに記載
されている。
【０１６２】
３．３．評価および対比
　測定領域（点）からの平均信号強度を、測定領域の複数列の蛍光像を半自動的に評価可
能にする像分析ソフトウエア（ＺｅｐｔｏＶＩＥＷＴＭ、ゼプトセンスＡＧ、ＣＨ－４１
０８、ウィッタースウィル、スイス）により測定する。
【０１６３】
　カメラの個別画素の元データはデジタル化された測定値の二次元マトリックスを構成し
ており、個別画素の測定値としての測定強度はその上に突出するセンサー台上の領域に相
当する。最初に各点の部分像が個別の二次元格子部品内に入るように二次元（座標）格子
を画素値の上に手動的に重ねることにより、データが評価される。この格子部品内で、各
点は円形の「評価領域」（当該領域、ＡＯＩ）で指定され、それは良好に調整可能である
べきでありそしてそれは使用者により規定される半径（典型的には１２０μｍ）を有する
。像分析ソフトウエアが個別のＡＯＩを個別画素の信号強度の関数として個別に決定し、
開始時に使用者により規定される該ＡＯＩの半径が保持される。各点の平均合計信号強度
は選択される評価領域内で画素値（信号強度）の算術的手段により決められる。
【０１６４】
　背景信号は点間の測定された信号強度から決められる。この目的のためには、１つの点
当たり４つのさらなる円形領域（これらは典型的には点の評価領域のものと同一の組み合
わせ半径を有する）が背景信号測定用の評価領域として規定され、それらは好ましくは近
隣点間の中間に配置される。これらの４つの円状領域の平均背景信号強度は、例えば、こ
のために選択されるＡＯＩ内の画素値（信号強度）の算術的平均として測定される。測定
領域（点）からの平均正味画素値（信号強度）を次に特定点の局部的平均合計信号強度と
局部的平均背景信号強度との間の差として計算する。
【０１６５】
　全ての点の正味信号強度の対比は各場合とも測定領域の各列の対比点（Ｃｙ５－ＢＳＡ
）を用いて行われる。この目的のためには、各点の正味信号強度を（消失場センサー台内
で案内された光線の伝達方向に平行に配列された）同列の近隣対比点の正味信号強度の平
均値により割り算する。該対比が各微細列内および異なる微細列間の両方の光線伝達方向
に直角な利用可能な励起光線強度の局部的な差を相殺する。
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【０１６６】
３．４．結果
　図３Ａはｐ５３を検出するための検定後の微細列の蛍光信号の代表的な像を示し、ここ
で測定領域間の自由領域は（２．３．１．に従う）浸漬方法により不動態化された。それ
ぞれの個別の対比点内および異なる対比点間の信号強度（Ｃｙ５－ＢＳＡ）は非常に均一
に且つ均質に分布され、そしてほぼ理想的な円状点の角は背景に対して鮮明に目立つ（像
詳細を参照のこと）。対照的に、固定された細胞溶解物の測定領域は跡のような「汚れ」
により同定され、それらは高い信号強度では特にはっきり見ることができる。これらの「
汚れ」は、上記のように、しっかりと吸着されずそして不動態化溶液により測定領域から
剥がされそしてそのような測定領域のすぐ近くで浸漬と反対方向で流れに沿って自由であ
るがまだ不動態化されていない基質表面に、後者が不動態化溶液内に含有されるＢＳＡで
不動態化されうる前でさえ、吸収される試料の一部により、不動態化溶液内の点が付いた
基質の浸漬の瞬間に引き起こされる。測定領域から剥がされておりそして近くで再吸着さ
れた試料のこれらの部分はある量の検出しようとする分析試料を常に含有するため、対応
する蛍光信号は読み取り中に該部位において可視性になる。
【０１６７】
　図３Ｂはｐ５３を検出するための検定後の微細列の蛍光信号の代表的な像を示し、ここ
で点間の自由な領域は（２．３．２．に従う）噴霧方法により不動態化された。対比点か
らの信号は、それらの形態および均一性または均質性並びにそれらの強度の両方に関して
、浸漬方法を用いた後の微細列のものに匹敵する。固定された細胞溶解物を含有する測定
領域からの信号も同様に、それらの強度に関して、浸漬方法を受けた微細列からの対応す
る測定された信号に匹敵する。基質表面上の不動態化溶液の流れは噴霧方法では、浸漬方
法とは対照的に、無視することができ、細胞溶解物点は上記の「汚れ」を示さないが、よ
り低い蛍光強度を有するより小さい「副生物」だけを示し、それらは準備された点の周り
にほぼ不規則的にはっきりと配置されている。該副生物は測定領域の角にしっかり結合さ
れていない細胞溶解物の局部的な剥がれおよび流出によるようであり、その理由はここで
沈着する不動態化溶液の小さい噴霧小滴はコーティング表面にぶつかる時に該表面に垂直
な無視できない慣性を有するからであり、そしてこれが跳ね返りを生じうる。
【０１６８】
　図３Ｃはｐ５３を検出するための検定後の微細列の蛍光信号の代表的な像を示し、ここ
で点間の自由領域が本発明の方法により１．で記載されたように不動態化溶液を噴霧する
ことにより不動態化された。上記の他の方法により不動態化される微細列に匹敵する対比
点および細胞溶解物点の高い品質が、かなり良好な均質性および形状と共に、ここでは顕
著である。重力作用の影響、寸法が噴霧により製造される小滴のものより顕著に小さい非
常に微細な噴霧小滴の形態での不動態化溶液の適用とは別に、本質的に指定されず且つ慣
性のないために、細胞溶解物点の「汚れ」または「副生物」はここでは回避できる。
【０１６９】
　固定された試料からの成分を含まない表面を不動態化する効果、すなわち不動態化溶液
中に含有されるＢＳＡによる非特異的結合を抑制する程度、は点のない領域（点間、「背
景信号」）で測定される信号強度から半定量的に測定することができる。従って、ＢＳＡ
を含まない表面に対する検定で使用された蛍光標識付けされた検出試薬（アレクサ（Ａｌ
ｅｘａ）６４７抗－ウサギＦａｂ）の少なくとも部分的に起きる非特異的結合により、Ｂ
ＳＡで不完全に覆われた表面はＢＳＡで全部がコーティングされた表面より高い信号を与
えるであろう。
【０１７０】
　図４Ａはそこで発生した微細列を含有する自由基質表面の全ての点間で測定された背景
信号強度の平均および標準偏差を示し、その表面は３種の方法により不動態化されていた
。文字Ａ、ＢおよびＣは、図４Ｂ、図５Ａおよび図５Ｂでそうであるように、それぞれ、
浸漬方法（Ａ）、噴霧方法（Ｂ）および不動態化溶液を霧状にすることによる方法（Ｃ）
をさす。測定された（より低い）背景信号強度に基づくと、不動態化効果は驚くべきこと
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に噴霧方法および本発明の霧状化方法を用いる処理後には表面不動態化のための浸漬方法
の適用後より顕著に高いことが示された。さらに、背景信号強度の標準偏差は、１１－１
２％で、噴霧方法または本発明の霧状化方法を適用した後には表面不動態化用に浸漬方法
を使用した後よりも各場合とも顕著に小さく、後者は３４％の背景信号強度の標準偏差を
生ずる。これが、コーティングの均一性または均質性も噴霧方法または霧状化方法を適用
した後には浸漬方法を用いた後よりも高いことを結論づける。
【０１７１】
　図４Ｂは微細列の全ての対比点の蛍光強度の平均を示し、ここで対応する基質の自由表
面は３種のコーティング方法で再び処理された。この比較は驚くべきことに、信号強度は
浸漬方法を適用した後の信号と比べて噴霧方法を適用した後にはわずかに増加しそして霧
状化方法を適用した後には顕著に（すなわち約６０％ほど）増加することを示す。これら
の差は、対比用に適用されたＣｙ５－ＢＳＡ化合物を部分的に剥がすことが可能であるよ
うな適用される不動態化溶液の量における減少に、並びに霧状化方法の場合には不動態化
溶液の事実上慣性がない適用に起因する。
【０１７２】
　図５Ａは、基質表面が各場合とも異なる不動態化方法で処理されそして次に抗体Ａ１（
抗－ｐ５３）（図５Ａ、頂部）およびＡ２（抗－ホスホ－ｐ５３）（図５Ａ、底部）の溶
液と共に、そして次に各場合とも蛍光検出による検出のためにアレクサ６４７フルオロ（
Ｆｌｕｏｒ）抗－ウサギＦａｂ断片と共にインキュベートする。測定された蛍光信号強度
は各細胞溶解物内の相対的な分析試料含有量と相関する（細胞溶解物濃度に対応する；よ
り高い信号はより高い分析試料濃度に対応し、相関性は明らかに線状でない）。
【０１７３】
　予備処理なしの対照試料（各場合とも図５Ａおよび図５Ｂにおいて「対照」として示さ
れる）と比較すると、紫外線で処理されたＨＴ２９細胞培養物の溶解物（各場合とも図５
Ａおよび図５Ｂにおいて「＋ＵＶ」として示される）並びに特にドキソルビシンで処理さ
れたＨＴ２９細胞培養物のもの（各場合とも図５Ａおよび図５Ｂにおいて「＋Ｄｘ」とし
て示される）は関連細胞内でのこの蛋白質の発現における増加により引き起こされる顕著
に増加したｐ５３含有量を示す。
【０１７４】
　対照的に、図５Ｂは紫外線で処理された試料内のホスホ－ｐ５３含有量も同様に対照試
料と比べて顕著に増加するが、ドキソルビシンで処理された試料内のホスホ－ｐ５３含有
量は対照試料よりわずかだけ高い（０．２ｍｇ／ｍｌから０．４ｍｇ／ｍｌまでの溶解物
濃度の場合）かまたは低いこともある（０．１ｍｇ／ｍｌの溶解物濃度の場合）ことを示
す。これは、ホスホ－ｐ５３が重要な調節蛋白質であるＤＮＡ損傷により誘発される信号
経路はこの細胞系統において紫外線による処理に明らかに応答するがドキソルビシンによ
る処理には明らかに弱くだけ応答することを示す。
【０１７５】
　自由基質表面を不動態化するために使用される異なる方法の影響に関しては、分析試料
検出用に測定領域からの測定された信号強度は、実験（誤差棒）による変動を考慮に入れ
ると、統計学的に有意に異ならず、すなわちそれらは表面不動態化用のために使用される
コーティング方法に依存しないことが必須である。これは、－対比用に使用されるＣｙ５
－ＢＳＡ化合物に対する影響とは明らかに対照的に－異なる不動態化方法は基質に吸着さ
れる細胞溶解物に対する影響に関しては異ならないことを意味する。
【０１７６】
　まとめると、これらの結果は霧状化により基質表面に不動態化溶液を適用するための本
発明の方法は従来の浸漬方法とはそして噴霧方法とも対照的に顕著な利点を与え、そして
出された要求を完全に満たす。以上の例示態様で説明される表面不動態化用の基質コーテ
ィング方法は適用な付着－促進層を有するコーティングに直接適用可能でありそしてこの
方法で普遍化されうることは当業者には明らかである。
【図面の簡単な説明】
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【０１７７】
【図１】図１は本発明のコーティング装置を図式的に示す。
【図２】図２は二次元列（「微細列」）内の１２個の異なる適用された試料を有する測定
領域の配置および共通基質上の６つの列の線状配置の幾何学的形状を示す。
【図３】図３Ａ－図３Ｃは微細列の蛍光信号を各場合とも指示された像の詳細の拡大図（
下部）と共に示し、ここでは対応する基質の自由表面が異なるコーティング方法を用いて
不動態化された（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明の霧状化方法）。
【図４】図４Ａは各場合とも微細列の全ての点の間で測定された背景信号強度の平均およ
び標準偏差を示し、ここでは対応する基質の自由表面が異なるコーティング方法を用いて
不動態化された（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明の霧状化方法）。図４Ｂは微
細列の全ての対比点（用語に関しては例示態様を参照のこと）の間の蛍光強度の平均およ
び標準偏差を示し、ここでは対応する基質の自由表面が異なるコーティング方法を用いて
不動態化された（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明の霧状化方法）。
【図５】図５Ａは分析試料検出用に設計される微細列の測定領域からの蛍光信号の平均強
度および標準偏差を示し、ここでは対応する基質の自由表面が異なるコーティング方法を
用いて不動態化され（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明の霧状化方法）そして微
細列は引き続き抗体Ａ１（抗－ｐ５３）の溶液を用いてそして次に各場合ともアレクサ（
Ａｌｅｘａ）６４７フルオア（Ｆｌｕｏｒ）抗－ウサギＦａｂ断片を用いる蛍光検出によ
る検出用にインキュベートした。図５Ｂは分析試料検出用に設計される微細列の測定領域
からの蛍光信号の平均強度および標準偏差を示し、ここでは対応する基質の自由表面が異
なるコーティング方法を用いて不動態化され（Ａ：浸漬方法、Ｂ：噴霧方法、Ｃ：本発明
の霧状化方法）そして微細列は引き続き抗体Ａ２（抗－ホスホ－ｐ５３）の溶液を用いて
そして次に各場合ともアレクサ６４７フルオア抗－ウサギＦａｂ断片を用いる蛍光検出に
よる検出用にインキュベートした。

【図１】

【図２】

【図４】
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