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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数の捕捉抗体機構を試験基板のウェル内に印刷することと、
　検量機構を、前記試験基板の前記ウェル内の１つの前記捕捉抗体機構上に印刷すること
と、を含む方法であり、
　前記検量機構が、前記捕捉抗体機構に結合することができる濃度が既知量の抗原を有し
、　前記試験基板の前記ウェル内の少なくとも１つの捕捉抗体機構が、少なくとも１つの
捕捉抗体機構上に印刷された検量機構を有さず、試料中の抗原と結合することができ、
　前記試料を前記試験基板の同じ前記ウェルに添加し、
　前記検量機構及び抗原はそれぞれ、同じ酵素結合検出抗体と結合することができる、試
料中の抗原の存在及び量を検出する方法。
【請求項２】
　複数の検量機構を、それぞれの複数の捕捉抗体機構上に印刷することを更に含み、前記
複数の検量機構が、前記捕捉抗体機構に結合することができる少なくとも２種の異なる濃
度の抗原を含有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記試料を前記試験基板の同じ前記ウェルに添加するのに先立って、
　前記印刷された試験基板をインキュベートすることと、
　前記試験基板にブロッキング材料を加えることと、
　前記印刷された試験基板を乾燥させることと、
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　前記印刷された試験基板を、使用又は保存のために処理することと、
を更に含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記方法が、生化学的分析を実行するために使用される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記捕捉抗体機構に結合することができる前記検量機構が抗原である、請求項４に記載
の方法。
【請求項６】
　酵素結合免疫吸着測定法で実行される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　検量線を作製するために、前記捕捉抗体機構に結合することができる前記化合物の前記
少なくとも２種の異なる濃度からの前記結果を使用することと、
　前記検量線を抗原含有試験試料に結合している捕捉抗体機構の信号と比較することと、
　　前記試験試料における前記抗原の前記存在及び量を決定することと、
　を更に含む、請求項６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる、２０１０年１１月１７日に
出願され、「ＭＥＴＨＯＤ　ＯＦ　ＡＮＤ　ＳＹＳＴＥＭ　ＦＯＲ　ＰＲＩＮＴＩＮＧ　
ＩＮ－ＷＥＬＬ　ＣＡＬＩＢＲＡＴＩＯＮ　ＦＥＡＴＵＲＥＳ」と題された米国特許仮出
願第６１／４１４６６３号の３５合衆国法典（Ｕ．Ｓ．Ｃ．）§１１９（ｅ）の下、利益
を主張するものである。
【０００２】
　本発明は、アッセイ基板の調製に関し、より具体的には、ウェル内検量機構をアッセイ
基板上に印刷するための方法及びシステムに関する。
【背景技術】
【０００３】
関連技術の説明
　アッセイ基板は、その上で様々な化学的及び／又は生物学的分析が実施され得る表面で
ある。アッセイ基板の例としては、マイクロアレイプレート、スライドガラス、及びマイ
クロタイタープレートが挙げられる。マイクロタイタープレートは、その表面に形成され
た複数の「ウェル」を有する平板面である。各々のウェルは、その中に様々な材料が配置
されて、生物学的分析を実施することが可能な小型試験管として使用され得る。マイクロ
タイタープレートの１つの例示的使用としては、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）
が挙げられ、これは、現代の医療的診断試験技術である。
【０００４】
　一般的に、ＥＬＩＳＡにおいては、捕捉抗体がマイクロタイタープレート内のウェルの
底部に印刷される。捕捉抗体は、それに対するアッセイが実施される特定の抗原に関して
特異性を有する。分析される試料が、この捕捉抗体を含有するウェルに添加され、捕捉抗
体が、試料中に含有される抗原を「捕捉」又は固定化する。次いで検出抗体がウェルに添
加され、これがまた抗原に結合し及び／又は抗原と複合体を形成する。次いで更なる材料
がウェルに添加され、これが検出抗体によって検出可能な信号を発生させる。例えば、特
定の波長の光がウェル上に照射される場合、抗原／抗体複合体は蛍光を発するだろう。試
料中の抗原の量は、蛍光の大きさに基づいて推測され得る。別の例において、検出抗体に
所定の波長（例えば、４００～５００ｎｍ）内で光を放射させる化合物がウェルに添加さ
れ得る。この光は、電荷結合素子（ＣＣＤ）カメラによって読み取られ、放射された光の
光学的輝度を測定することができる。
【０００５】
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　ＥＬＩＳＡの過程中に、ウェルの吸光度、蛍光、又は電気化学的信号が測定され得、試
料抗原の存在及び量をより正確に決定するために、標準と比較され得る。例えば、抗原の
既知の濃度を有する検量機構が、抗原含有の患者試料を受容するウェルとは離れたウェル
に配置されることができる。しかしながら、異なるウェルにおける蛍光の可変性などの信
号の可変性が、個々のウェルからの結果を比較する上での精度を低減させる可能性がある
。
【０００６】
　したがって、医療的診断試験技術及び他の生化学的分析における精度及び信頼性を提供
しかつ改善するための方法及びシステムへの要求が存在する。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１Ａ－１Ｂ】マイクロタイタープレート内の２つのウェルの断面図及び上面図をそれ
ぞれ示す。
【図２Ａ－２Ｃ】ＥＬＩＳＡを実行する既知の方法の過程中のマイクロタイタープレート
内の１つのウェルの一連の断面図を示す。
【図３】いくつかの実施形態によるウェル内検量機構を調製するための方法を示す。
【図４Ａ－４Ｃ】いくつかの実施形態によるＥＬＩＳＡを実行する方法の過程中のマイク
ロタイタープレート内の１つのウェルの一連の断面図を示す。
【図５】いくつかの実施形態による多くの印刷された機構を有するマイクロタイタープレ
ート内の１つのウェルの断面図を示す。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　図１Ａは、マイクロタイタープレート１００内の２つのウェルの断面図の図説を示す。
１つの例示的実装において、ウェル基板は、ポリスチレン基部１０５から形成される。他
の可能性がある基板材料としては、ニトロセルロース、ガラス、及び他の可塑性材料が挙
げられるが、これらに限定されない。図１Ｂは、マイクロタイタープレート１００内の２
つのウェルの上面図の図説である。生化学的分析における使用のためのマイクロタイター
プレートの調製中に、多くの異なる捕捉抗体「機構」１１０が、ウェル内に印刷され、ポ
リスチレン基部１０５に付着する。本明細書で使用する場合、「機構」は、異なる形状、
例えば丸形形状などを有することができる。このアッセイ基板は、例えば、９６－ウェル
のマイクロタイタープレートであることができる。この機構は、例えば、直径で約３００
μｍ～約５００μｍであり得る。
【０００９】
　図２Ａ～Ｃは、ＥＬＩＳＡを実行する既知の方法の過程中のウェル２０５の一連の断面
図２００を示す。捕捉抗体機構２１０がウェル２０５の底部に印刷された後に、プレート
２００上に残留するプレート結合部位２１５を遮断するために、ブロッキング材料が添加
される。これが、誤った読み取りをもたらす可能性がある、ＥＬＩＳＡ中での試料抗原の
ウェルの基部への非選択的結合を抑制する。第２に、抗原含有試料がウェルに添加される
。図２Ｂは、捕捉抗体機構２１０に結合する抗原２２０を示す。第３に、このウェルが、
未結合抗体が除去されるように、洗浄される。第４に、酵素結合検出抗体が添加される。
図２Ｃは、抗原２２０に結合している酵素結合検出抗体２３０を示す。次いで、このウェ
ルが、未結合抗体－酵素複合体が除去されるよう洗浄される。次に、酵素を、色、蛍光、
又は電気化学的信号などの検出可能な信号に変換する物質が加えられる。最後に、ウェル
の吸光度、蛍光、又は電気化学的信号が測定され、標準と比較され、試料抗原の存在及び
量を決定する。標準は、患者試料を受容するウェルから離れているウェル内に抗原の既知
濃度を有する検量機構を印刷することによって生成され得る。
【００１０】
　このようなアプローチは、標準結果と、異なるウェルからの試料結果を比較することを
伴う。蛍光可変性などの信号可変性並びに別個のウェルにおけるウェル間の可変性は、試
験結果の精度及び信頼性を低減させる可能性がある。
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【００１１】
　１つの例示的実施形態では、図４Ａは２つの捕捉抗体機構４１０及び４２０並びに捕捉
抗体機構４２０の上部に印刷された検量機構４３０を備える１つのプレートウェルの断面
図を示す。この検量機構４３０は、抗原含有試料に結合する捕捉抗体機構４１０と同一の
ウェル内にある。図３は、いくつかの実施形態によるマイクロタイタープレート上にウェ
ル内検量機構を印刷する方法３００を示す。方法３００は、抗原の既知量を備える検量機
構を抗原含有試料に結合する捕捉抗体機構と同一のウェル内に印刷することによって、信
号可変性及びウェル間の可変性から生じ得る不正確さを低減又は排除する。方法３００は
アッセイ結果の変動を低減するだけではなく、プレートの全てのウェルが患者試料を分析
するよう使用され得るので、処理能力も増加させる。
【００１２】
　好適な試料としては、例えば、細胞溶解液、細胞上清液、血漿、血清、又は他の生物学
的体液などのプロテオミクス試料が挙げられる。本明細書で使用する場合、「ターゲット
プレート」とは、分析の特定のセットのために調製される（例えば、印刷され、遮断され
、及び後の使用にために処理される）プレートである。「ソースプレート」とは、ターゲ
ットプレート上に印刷される材料の供給源を有するプレートである。例えば、ソースプレ
ートのウェルは、ターゲットプレート上に印刷される種々のタイプの抗体で充填され得る
。方法３００によると、ソースプレートは、印刷プロセスのために調製される（工程３１
０）。これは、ソースプレートのウェルを、ターゲットプレート上に印刷される所望の材
料で充填することを含むことができる。次に、ターゲットプレートが印刷用に調製される
（工程３２０）。これは、印刷される材料がプレートウェルの底部表面に適切に付着する
ことを可能にするよう洗浄すること及び／又は他の表面処理を実施することを含むことが
できる。
【００１３】
　次いでソース及びターゲットプレートが印刷装置（例えば、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ
のＡｕｓｈｏｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．から入手可能な２４７０　Ａｒｒａｙ
ｅｒ）内に固定される（工程３３０）。捕捉抗体機構が、ターゲットプレートのウェル内
で印刷される（工程３４０）。次に、抗原の既知濃度を備える検量機構が、捕捉抗体機構
上に正確に印刷される（工程３５０）。抗原の既知濃度は、ミリリットル当たりフェムト
グラム（１０－１５ｇ）のオーダーからミリリットル当たりミリグラム（１０－３ｇ）の
範囲である。２４７０　Ａｒｒａｙｅｒを使用する実装は、アレイヤーのピンサイズとは
無関係に、捕捉抗体機構上への検量機構の正確な印刷を達成できることによって、検量機
構の外側縁部と捕捉抗体機構の外側縁部との間の位置合わせ不良は４μｍ以下である。本
発明の他の実装は、機構の寸法に応じて、約４μｍを超える検量機構の外側縁部と捕捉抗
体機構の外側縁部との間の位置合わせ不良を容認する。例えば、印刷機能が、直径で約１
２０μｍ～約２４０μｍの範囲である場合、約１０μｍの検量機構の外側縁部と捕捉抗体
機構の外側縁部との間の位置合わせ不良が容認され得る。
【００１４】
　上述されたように、図４Ａは、２つの捕捉抗体機構４１０及び４２０と捕捉抗体機構４
２０上に印刷された１つの検量機構４３０とを有する１つのプレートウェルの断面図を示
す。この検量機構４３０は、抗原含有試料に結合する捕捉抗体機構４１０と同一のウェル
内にある。
【００１５】
　印刷されたターゲットプレートが、所定の時間インキュベートされ（工程３６０）、捕
捉抗体と反応しないブロッキング材料が、既知の方法を用いて、ターゲットプレートに加
えられる（工程３７０）。このブロッキング材料は、プレートの残りの結合表面に吸着し
、非特異的相互作用の抗原に結合することによって、バックグラウンド信号を減らす。次
いで、印刷されたターゲットプレートが乾燥される（工程３８０）。１つの例示的実装に
おいて、２０１０年８月１１日に出願され、「Ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅ
ｍ　ｆｏｒ　Ａｐｐｌｙｉｎｇ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｍａｔｅｒｉａｌ　ｔｏ　Ａｓｓａ
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ｙ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ」と題された米国特許仮出願第６１／３７２，５５２号（その
内容が、参照によりその全体を本明細書に組み込まれる）に記載されるようにブロッキン
グ材料溶液が、噴霧プロセスを介して、マイクロタイタープレート内の複数のウェルの底
部の表面に加えられる。
【００１６】
　噴霧工程中に、エアーブラシ（例えば、Ｐａａｓｃｈｅ　ＴａｌｏｎモデルＴＧ０２１
０）を使用して、ブロッキング材料をプレートのウェルの底部表面に加える。噴霧工程中
に、約１０ｍｌのブロッキング材料溶液が、プレートの表面全体に噴霧される。ブロッキ
ング材料は、圧縮空気源、例えば、約１３８ｋＰａ（２０ｐｓｉｇ）の圧力で、清浄かつ
乾燥した空気を供給する標準空気圧縮機などの圧縮された空気源によって推進される。エ
アーブラシの流速は、約１０ｍｌ／分にセットされる。ブロッキング材料の適用は、ブロ
ッキング材料のマイクロタイターウェルへの添加中の機構の形態異常及び／又はトップリ
ングを低減又は排除する。本明細書に説明される噴霧プロセスにより調製されたプレート
は、優れた機構均一性を有する。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、エアーブラシのノズルは、プレートの表面から約１５ｃ
ｍ（６インチ）で配置され、ノズルをプレートの表面に対して垂直に維持しながら、エア
ーブラシがプレートの表面全体にわたって掃引される。言い換えれば、スプレーパターン
の中心が、プレートの表面に対して本質的に垂直である。噴霧は、少なくともウェル内の
ブロッキング材料のレベルが印刷された機構５３０を覆うまで継続される。ブロッキング
材料のレベルが達成された後に、噴霧プロセスを継続することによって、追加のブロッキ
ング材料が添加されることも可能であり、又は必要に応じて、本明細書に記載されるよう
に、マイクロピペットを介してブロッキング材料が添加されることも可能である。
【００１８】
　本明細書に記載されるようなブロッキング材料の適用は、手によって加えられることが
できる。いくつかの実装では、ブロッキング材料は自動化された機械によって加えられ得
る。例えば、印刷し、インキュベートし、及び乾燥させた後に、プレートが、その上部に
１つ以上のスプレーノズルが装備されているコンベヤー上に配置されることができる。コ
ンベヤーの速度は、１つ以上のノズルのスプレーパターン内のプレートの適切な滞留時間
を確保するよう制御され得る。例えば、全てのノズルの総流速が約１０ｍｌ／分であれば
、コンベヤー速度は、プレートの表面の少なくとも一部が１分の間スプレーパターン下に
あることをもたらすよう制御され得る。別の例示的実装において、プレートは固定位置に
保持されることができ、自動アームが１つ以上のスプレーノズルをプレートの表面の上部
に向けることができる。
【００１９】
　本明細書で提供される特定の操作パラメータは、単に例示的なものであり、他の数値も
本発明の範囲内に含まれる。例えば、ブロッキング材料の流速は、５～２０ｍｌ／分の間
で変化することが可能であり、エアーブラシフローノズルとプレートの表面との間の距離
は、２～４１ｃｍ（１～１６インチ）の間で変化すること可能であり、並びに空気圧は３
４～２０７ｋＰａ（５～３０ｐｓｉｇ）の間で変化することが可能である。これら範囲は
単に例示的なものであり、限定することを意図するものではないことを理解されたい。
【００２０】
　次いで、ターゲットプレートが、既知の方法を使用して、使用または保存のために処理
される（工程３９０）。例えば、ターゲットプレートは、約４℃で一晩インキュベートさ
れ得る。あるいは、過剰のブロッキング材料（例えば、ウェルの底部に結合されなかった
ブロッキング材料）がターゲットプレートから除去され、このプレートが次いで乾燥され
、次いで、このプレートが保存用に防湿包装内に配置され得る。開示されたウェル内検量
機構を印刷する方法は、抗原含有試料に結合する捕捉抗体機構からは別個のウェルで印刷
された検量機構を有することから生じる得る不正確さを低減又は排除する。開示された方
法はまた、プレートの全てのウェルが患者の試料を分析するよう使用され得るので、処理
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能力も増加させる。
【００２１】
　次いで、ウェル内検量機構を有するプレートは、ＥＬＩＳＡなどの化学的及び／又は生
物学的分析を実行するよう使用されることができる。図４Ｂは、抗原含有試料が添加され
た後、並びに患者の抗原４４０が捕捉抗体４１０に結合する際のウェルの断面図を示す。
次に、酵素結合検出抗体がウェルに添加される。図４Ｃは、抗原４４０に結合している酵
素結合検出抗体４５０と、検量機構４３０とを示す。化学発光基質溶液などの物質が加え
られ、酵素を検出可能な信号に変換する。最後に、信号が測定され、当該技術分野で既知
の方法を使用して、試料抗原の存在及び量が決定される。
【００２２】
　別の例示的実施形態において、２つ又はそれ以上の捕捉抗体機構がそれぞれのウェルに
印刷されることが可能であり、変化する抗原の濃度の１つ以上の検量機構がそれぞれのウ
ェルに印刷されることが可能である。図５は、ウェル５０５の底部で印刷された捕捉抗体
機構５１０及び５２０を備える１つのプレートの断面図を示す。変化する抗原の濃度を有
する５つの検量機構５３０が、捕捉抗体機構５２０の上部に正確に印刷される。変化する
抗原の濃度を有する一連の検量機構は、標準曲線を作製するために使用され得る。検量機
構の変化する濃度が既知であることで、この機構は既知の濃度に関して強度が変化する検
出可能な信号を生成する。標準曲線は、抗原含有試験試料に結合する捕捉抗体機構の信号
と比較されて、試料抗原の存在及び量を決定することができる。開示された方法は、抗原
含有試料に結合する捕捉抗体機構からは別個のウェル内で印刷された一連の検量機構を有
するものから生じ得る不正確さを低減又は排除する。これはまた、増大した処理能力並び
にアッセイ及び他の分析の効率ももたらす。
【００２３】
　上記で提供された特定の操作パラメータは単に例示的なものであり、他の数値は本発明
の範囲内に含まれる。
【００２４】
　アッセイの結果を読み取るための環境指示薬又はソフトウェアなどの関連する器具又は
試薬の任意の組み合わせと共に上記装置を組み込むキットが作製され得る。
【００２５】
　上記の実施形態は、自己免疫疾患を有する患者などの患者における抗原及びタンパク質
の存在、ウィルス性疾患に対する抗体、細菌性疾患に対する抗体、アレルギー反応に対す
る抗体、又は癌に対する抗体の存在を検出するよう使用され得る。
【００２６】
　本明細書で使用される用語及び表現は、説明のための用語であり、限定するものではな
い。このような用語及び表現の使用においては、表示され又は説明された特徴の等価物、
又はその一部分を除外することを意図しておらず、様々な変更が、請求されている本発明
の範囲内で可能であることが認識されるべきである。
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