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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）少なくとも二つの蛍光ラベルによってラベルされた分析物の、この分析物に特異的
なリガンドとの結合の特異的反応を実施する工程；及び
ｂ）蛍光ラベルのそれぞれについての励起場を支持体に適用し、前記蛍光ラベルによって
放射される蛍光シグナルを検出することにより、前記結合反応を測定する工程
を含み、前記支持体が、
－基体；
－蛍光ラベルの励起波長及び放射波長に対して透過性であり、基体を被覆する層であり、
蛍光ラベルの少なくとも一方について励起場を増大または減少して、前記ラベルによって
放射される蛍光シグナルの強度を平衡化するアセンブリーを形成する、屈折性酸化物、金
属フッ化物、及びケイ素オキシ窒化物から選択される一つ以上の材料の層；及び
－前記アセンブリーの表面に結合した、前記分析物に特異的な複数のリガンド
を含む、分析物の測定方法。
【請求項２】
　前記測定される分析物がＤＮＡまたはＲＮＡプローブであり、前記リガンドが相補的な
ＤＮＡまたはＲＮＡプローブである請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記屈折性酸化物が、ＴｉＯ２、ＨｆＯ２、Ｔａ２Ｏ５、ＳｉＯ２、及びＺｒＯ２から
選択される請求項１または２に記載の方法。
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【請求項４】
　前記金属フッ化物が、ＹＦ３、及びＭｇＦ２から選択される請求項１または２に記載の
方法。
【請求項５】
　前記基体が、半導体、ガラス、またはプラスチック材料から作製される請求項１から４
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記分析物が、５５０ｎｍの励起波長と５８０ｎｍの放射波長を有するＣｙ３と、６５
０ｎｍの励起波長と６８０ｎｍの放射波長を有するＣｙ５とによってラベルされている請
求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記アセンブリーが１００から１０００ｎｍの厚みを有するＳｉＯ２の層から作製され
る請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記基体がケイ素から作製される請求項７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、ＤＮＡまたはＲＮＡ標的、タンパク質、抗原及び抗体のような分析物の測定を
企図した分析支持体または「バイオチップ」に関する。
【０００２】
とりわけ本発明は、分析物とこの分析物に特異的なリガンドとの結合の特異的反応の検出
、及び蛍光ラベルによるこの反応の検出に基づく原理を有するバイオチップに関する。
【０００３】
これらのバイオチップは、ゲノムの配列決定、ミューテーションの探索、新規な医薬製品
の開発等のための、多くの分野、特に生物学での応用が見出される。
【０００４】
【従来の技術】
分析物がＤＮＡまたはＲＮＡタイプの生物学的標的である場合、このタイプの分析支持体
は、分析される生物学的標的とハイブリダイズを生じることが可能な複数のオリゴヌクレ
オチドプローブを含む。ハイブリダイゼーションは、支持体に整列した相補的ＤＮＡ鎖と
標的鎖の対形成に対応する。それ故標的の性質を測定するために、支持体のどの位置に、
それ故どのオリゴヌクレオチドがハイブリダイゼーションを生じるかを探し出すことが可
能であることが必要である。
【０００５】
文献Medecine/Sciences, Vol. 13., No. 11, 1997, pp. 1317-1324 [1]は、このタイプの
分析支持体を記載する。
【０００６】
従来では、支持体上の生物学的標的のハイブリダイゼーションは、興味ある領域の抽出（
溶解及び任意に増幅）の後に、生物学的標的と会合する蛍光ラベルを使用して測定される
。
【０００７】
オリゴプローブを含む分析支持体と、ラベル化標的を接触させた後に、ハイブリダイゼー
ションが生じている部位を、蛍光ラベルの全てを励起させ、ラベルによって再放射された
蛍光を検出するために当該部位を読み取ることによって測定する。蛍光が検出される部位
は、標的分子を結合しているものである。
【０００８】
前記検出は、共焦点顕微鏡または"General Scanning"若しくは"Genetic Microsystem"タ
イプのスキャナーを使用して実施される。各種のバイオチップに適した読み取りシステム
は、例えばUS-A-5,578,832 [2]及びUS-A-5,646,411 [3]に記載されている。
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【０００９】
この蛍光ラベリングによる標的の検出の原理は信頼できるものであり、操作が単純である
；さらに、単一の標的が過度の操作なくして表すことができるため、この原理は検出の非
常に高い感度を示す。
【００１０】
【発明が解決しようとする課題】
一般的に、生物学的標的と会合する単一の蛍光ラベルが、この検出のために使用されてい
る。しかしながら、いくつかの蛍光ラベルを同時に使用することが有利であり、その理由
は、この重複が生物学的サンプルを明白に検出することが可能であるからであり、それは
特に、遺伝子発現を研究するため、及び研究される遺伝子の特徴を確認するために有利で
ある。
【００１１】
しかしながら、二つの蛍光ラベルを使用する場合、ラベルの一方がより大きな発光収率を
有することがあり、同じトークンによって、より弱い強度の第二の蛍光ラベルと不適合で
あることもある。最も強烈なラベルの蛍光のレベルの平衡化は、それが標的の密度に直接
作用し、その結果制御するのが困難であるため実施するのが難しい。
【００１２】
さらに、リーダースキャナーは、蛍光分子の間でスペクトル的な選択性を示し、それはバ
イオチップから得られるシグナルの分析をゆがめることがある。スキャナーの改変は、そ
れらが大抵は市販品の装置であるため、専門家でないと困難であり、選択された蛍光ラベ
ルに装置を適用させることは、非常に労力がいることが周知であるアプローチである。
【００１３】
【課題を解決するための手段】
本発明の主題は特に、いくつかの蛍光ラベルの間での発光の差異を補償するようにデザイ
ンされた分析支持体であり、それはさらに、読み取りスキャナーのスペクトルの応答に適
合できる。
【００１４】
故に本発明の主題は、分析物とこの分析物に特異的なリガンドとの結合の特異的反応を実
施し、分析物に存在する少なくとも二つの蛍光ラベルによって結合反応を測定することに
よる、分析物の測定のための分析支持体であり、この測定は、励起場を適用し、各種の蛍
光ラベルの蛍光放射を検出することによって実施され、前記支持体は、測定される分析物
に特異的な複数のリガンドを結合した基体を含み、前記基体は、蛍光ラベルの少なくとも
一方について他方に比較して励起場を減少または増大することが可能なアセンブリーを形
成する一つ以上の材料の層で被覆されており、前記リガンドは、前記アセンブリーの最終
層に結合している分析支持体である。
【００１５】
用語、「分析物」は、この分析物に特異的なリガンドと結合することよりなる反応を生ず
ることが可能ないずれかの化学的または生化学的化合物を意味するように企図されると特
定される。分析物の例としては、生物学的標的、例えばオリゴヌクレオチド、主にＤＮＡ
またはＲＮＡプローブ、タンパク質及びそれらのレセプター、並びに抗原及び抗体タイプ
の免疫学的化合物が挙げられる。
【００１６】
分析物／分析物特異的リガンドペアは、以下のペアから選択できる：オリゴヌクレオチド
－相補的オリゴヌクレオチド、抗体－抗原、タンパク質－タンパク質レセプター、または
逆も然り。
【００１７】
本発明によれば、分析支持体の基体は、蛍光ラベルの少なくとも一つに対して励起場を減
少または増大可能なアセンブリーを形成する一つ以上の材料から作製された一つ以上の層
で被覆される。前記層は、光学的濾光の特徴を示す一方で、同時に蛍光ラベルの励起波長
及び放射波長に透過性である光学的フィルターの役割を果たすアセンブリーを形成する。
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【００１８】
それ故、前記層を構成する材料の性質及び層の厚みは、蛍光ラベルの少なくとも一つにつ
いて他のものと比較して励起場のこの減少またはこの増大を得られるように選択されるべ
きである。
【００１９】
各層の厚みは、蛍光ラベルの最大吸収の波長λでの、それを構成する材料の屈折率ｎの関
数として選択される。
【００２０】
故に、単一の薄層が使用される場合、この層の厚みｅは、以下の式を満たすべきである：
ｅｎ１＝ｋλＭ１／４
[式中、ｎ１は蛍光ラベルＭ１の最大吸収の波長λＭ１での材料の屈折率であり、ｋは蛍
光ラベルＭ１の励起を増大するような奇数である]。
【００２１】
いくつかの薄層が使用される場合、これらの薄層の所望の厚みは、文献Edward H. Hellen
及びDaniel Axelrod, J. Opt. Soc. Am. B, Vol. 4, No. 3, 1987年3月, p. 337から350 
[4]の教示によって計算できる。
【００２２】
前記厚みは、使用される蛍光ラベルの励起波長または放射波長の１０倍までの範囲を有す
る。
【００２３】
薄層は、高い光学的性質を有し、光学的濾光の特徴を示す。
【００２４】
薄層の材料は、屈折性酸化物、金属フッ化物、及びケイ素オキシ窒化物から選択されて良
い。
【００２５】
屈折性酸化物の例として、ＴｉＯ２、ＨｆＯ２、Ｔａ２Ｏ５、ＳｉＯ２、及びＺｒＯ２が
挙げられる。
【００２６】
フッ化物の例として、ＹＦ３、及びＭｇＦ２が挙げられる。
【００２７】
測定される分析物に特異的なリガンドが結合するであろう最終層の材料は、この結合を可
能にするように選択される。
【００２８】
基体と直接接触する第一の層の材料は、基体と適合的なように選択される。
【００２９】
使用される基体は、多様なタイプを有して良い。一般的にそれらは、半導体、ガラス、ま
たはプラスチック材料から作製される。
【００３０】
ケイ素基体が使用される場合、励起場を減少または増大するための層は、シリカＳｉＯ２

から有利に作製される。
【００３１】
もちろん前記層を形成する材料は、この減少またはこの増大を可能にするように、且つ使
用される蛍光ラベルによって放射されるシグナルの平衡化を提供するように、使用される
蛍光ラベルの関数として選択される。
【００３２】
本発明の好ましい実施態様によれば、前記支持体は、二つの蛍光ラベルによって放射され
るシグナルを測定するのに適している。
【００３３】
この目的のため、各種のタイプのラベルが使用でき、例えば第一の蛍光ラベルは、約５５
０ｎｍの励起波長と約５８０ｎｍの放射波長を有するＣｙ３であって良く、第二の蛍光ラ
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ベルは、約６５０ｎｍの励起波長と約６８０ｎｍの放射波長を有するＣｙ５であって良い
。
【００３４】
これらのラベルを用いて、ケイ素から作製された基体上で、約１００から１０００ｎｍの
厚みを有する熱性シリカの層を使用することが可能である。
【００３５】
前記ラベルによって放射されるシグナルは、同時にまたは連続的にのいずれかで測定でき
る。
【００３６】
本発明の主題はまた、前述の特徴を示す分析支持体の生産方法である。
【００３７】
この方法は以下の工程からなる：
１）基体上に、蛍光ラベルの少なくとも一つについて励起場を減少または増大可能なアセ
ンブリーを形成することを企図した材料の一つ以上の薄層を形成する工程；及び
２）分析物を測定するのに必要とされるリガンドを、基体上に形成された最終層に結合す
る工程。
【００３８】
一般的に、材料の層は、ゾル－ゲル沈着、化学的蒸着（ＣＶＤ）、物理的蒸着（ＰＶＤ）
、電子銃沈着、スパッター処理、または基体の熱性酸化のような、光学的薄層を生産する
ための従来法によって基体に形成できる。
【００３９】
測定に必要とされるリガンドがオリゴヌクレオチドである場合、これらのオリゴヌクレオ
チドは、バイオチップを生産するため従来使用されている方法によって、支持体上に形成
された最終層に結合できる。
【００４０】
これらの方法は、オリゴヌクレオチドを含み、数百マイクロメートルの直径を有する小滴
を、基体上の所望の部位に沈着する圧電性ディスペンサーを使用できる。さらに、WO 94/
22889 [5]に記載されたような、共重合によってプローブを固定化する伝導性ポリマーの
使用に基づく方法、または基体上に形成された最終層上で、プローブが塩基を徐々に伸張
させる、オリゴヌクレオチドのin situ合成を含む方法の使用が挙げられる。
【００４１】
in situ合成は、上手く保護されたヌクレオチドの連続的な縮合のために、ホスホルアミ
ダイト、ホスファイト、またはホスホナートを介したカップリングの従来の反応を含む。
合成サイクルは、脱保護工程、カップリング工程、ブロッキング工程、及び酸化工程を含
み、各部位の表面からのオリゴヌクレオチドの伸張を可能にする。
【００４２】
好ましくは、スペーサーアームを介したリガンドの結合を提供し、故に支持体の表面から
それらを引き話すために、最終層の前処理が実施される。この処理は、最終層上にスペー
サーアームをグラフトすることからなっても良い。
【００４３】
最終層がシリカＳｉＯ２から作製される場合、この処理は、エポキシ基での官能化、引き
続きグリコールによる反応からなっても良い。
【００４４】
本発明の他の特徴及び利点は、添付された図面を参考にして、もちろん非制限的な説明の
ために与えられた操作実施例の以下の記載を読むことで、より明確になるであろう。
【００４５】
【発明の実施の形態】
図１では、曲線１は、本発明で使用される第一の蛍光ラベルＣｙ３の吸収スペクトルを表
し、曲線２は、本発明で使用される第二の蛍光ラベルＣｙ５の吸収スペクトルを表し、そ
れらは主に励起波長の関数としての量子収率で表される。
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この図では、二つのラベルのスペクトルは同じ振幅を有さないことが観察される。それ故
、これらの二つのラベルでの有利な応答を得るために、ラベルによって放射される二つの
シグナルを平衡化して満足な応答を得るために、第二のラベルの励起場を減少するか、第
一のラベルの励起場を増大するかのいずれかが望ましい。
【００４７】
実施例１
　この実施例では、熱性シリカＳｉＯ２の単一層を形成するケイ素で作製された基体を含
むバイオチップが使用される。文献［４］に記載された計算と同様な態様で実施された電
磁計算は、以下の特徴を有する使用される二つの蛍光ラベル、Ｃｙ３及びＣｙ５について
の光学的励起厚みを測定することが可能ある：
Ｃｙ３：５５０ｎｍに等しい吸収の最大波長、及び約５８０ｎｍに等しい放射波長；
Ｃｙ５：６５０ｎｍに等しい吸収の最大波長、及び約６８０ｎｍに等しい放射波長。
【００４８】
図２は、励起が二つのラベルの吸収の最大波長で実施された場合の、熱性シリカＳｉＯ２

の層の厚み（単位ナノメートル）の関数としての、励起場の計算された展開を表す。この
図では、Ｃｙ３の蛍光をＣｙ５の蛍光と比較して減少することが可能な（逆もまた然り）
シリカの厚みが存在することに注意すべきである。
【００４９】
これらの計算に基づいて、いくつかの分析支持体を、各種の厚みの熱性シリカで生産する
。
【００５０】
この目的のため、シリカで作製された１０の支持体を使用し、そこでは以下の厚みのＳｉ
Ｏ２を有する基体を得るために、シリカの層を熱性酸化によって形成する：
－　１００ｎｍの層を有する２の基体；
－　１９０ｎｍの層を有する２の基体；
－　４７５ｎｍの層を有する２の基体；
－　５００ｎｍの層を有する２の基体；並びに
－　５４５ｎｍの層を有する２の基体。
【００５１】
次いで基体を、水酸化ナトリウムのアルカリ水溶液に浸液することによって洗浄にかけ、
脱イオン水ですすぐ。
【００５２】
次に、以下の工程を実施することにより、スペーサーアームをＳｉＯ２の層に結合する：
－　グリシジルオキシプロピルトリメトキシシランを使用する基体のシラン化工程；及び
－　テトラエチレングリコールからなるスペーサーアームのグラフト工程。
【００５３】
これらの工程は、以下の反応式に対応する：
【化１】
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【００５４】
かくして、基体はまず最初に、３．５ｍｌのトルエン中の１ｍｌのグリシジルオキシプロ
ピルトリメトキシシランと、０．３ｍｌのトリエチルアミンを含む溶液中に、８０℃で一
晩基体を浸液することによってシラン化にかけられる。
【００５５】
次いで基体をアセトンですすぎ、乾燥し、１１０℃で３時間再硬化する。
【００５６】
かくしてシラン化基体（Ａ）が得られる。次いで、基体からオリゴヌクレオチドを引き離
し、よってハイブリダイゼーションのための条件を促進するために、スペーサーアームを
エポキシ基上にグラフトする。
【００５７】
この目的のため、テトラエチレングリコール（ＴＥＧ）からなるスペーサーアームのグラ
フト反応を触媒するために、基体を酸性媒体で処理する。かくして処理された基体（Ｂ）
が得られる。
【００５８】
スペーサーアームのグラフトの後、ホスホロアミダイト化学基を使用してプログラムされ
たオリゴヌクレオチド配列を生産するために、基体をExpedite 8909自動合成器に導入す
る。以下の塩基の連続を含む２０マーのオリゴヌクレオチドプローブ：
3', TTTTT ATC TCA CCC AAA TAG 5'
が、スペーサーアームの末端で合成される。
【００５９】
次いでこれらの各種の分析支持体を、基体上で合成されたプローブに相補的な配列を有す
る標的を測定するために使用し、これらの標的は、Ｃｙ３またはＣｙ５のいずれかからな
る蛍光ラベルを５’位置で含む。次いで、基体のそれぞれについて蛍光強度を測定する。
得られた結果は図３に説明されており、そこではＣｙ３及びＣｙ５についてのＳｉＯ２の
層の厚み（単位ｎｍ）の関数として蛍光強度を表す。
【００６０】
この図では、１００ｎｍの酸化物の厚みについて、Ｃｙ３及びＣｙ５によって放射される
シグナルの最大化が得られることが観察される。他方で、１９０ｎｍの層については、Ｃ
ｙ３及びＣｙ５によって放射されるシグナルの最小化が得られる。
【００６１】
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４７５ｎｍの層の厚みについては、Ｃｙ３によって放射されるシグナルの最大化と、Ｃｙ
５によって放射されるシグナルの最小化が得られる。
【００６２】
５４５ｎｍの層の厚みについては、Ｃｙ５の最大化とＣｙ３の最小化が得られる。
【００６３】
以上より、得られた実験結果は、図２における計算によって生ずるシミューレーションと
明らかに一致する。
【００６４】
実施例２
この実施例では、蛍光分子Ｃｙ３及びＣｙ５の蛍光放射を平衡化するために、複数の層の
積層体が使用される。高屈折率（ｎ＝１．８３６）及び低屈折率（ｎ＝１．４５）を有す
る薄層の以下の配列をガラス上に沈着することによって、積層体が生産される：
－　ＨｆＯ２の８０ｎｍの厚みの層（高屈折率、ｎ＝１．８３６）；
－　ＳｉＯ２の１０２ｎｍの厚みの層（低屈折率、ｎ＝１．４５）；
－　ＨｆＯ２の８０ｎｍの厚みの層（ｎ＝１．８３６）；
－　ＳｉＯ２の１０２ｎｍの厚みの層（ｎ＝１．４５）；
－　ＨｆＯ２の８０ｎｍの厚みの層（ｎ＝１．８３６）；及び
－　ＳｉＯ２の１０８ｎｍの厚みの層（ｎ＝１．４５）。
【００６５】
この積層体の理論的応答及び測定された応答が図４に示され、そこでは波長λ（単位ｎｍ
）の関数としての屈折の光学的特性（単位％）の展開が表されている。曲線１は理論値を
示し、曲線２及び３は三つの実験的試験を指し、曲線２は二つの曲線を生ずるには結果が
近すぎる二つの試験を表す。
【００６６】
この図に関しては、実験結果が計算によって生ずるシミュレーションと明らかに一致する
ことに注意すべきである。
【００６７】
この積層体は、Eymery-Dreifuss筋ジストロフィーの誘引に関与するタンパク質であるエ
メリンの合成に関与する遺伝子のミューテーションを検出するために使用できる。この積
層体は、蛍光分子Ｃｙ３及びＣｙ５について最適化されている。
Ｃｙ３：５５０ｎｍの励起波長と、約５８０ｎｍの放射波長；
Ｃｙ５：６５０ｎｍの励起波長と、６８０ｎｍの放射波長。
【００６８】
"General Scanning"スキャナー（０．７５の開口数）の読み取り条件下で、二つの蛍光分
子Ｃｙ３及びＣｙ５について０．２７の理論的蛍光（任意単位）が得られる。これは、"G
eneral Scanning"スキャナーでの特定の場合の読み取りについて、二つの蛍光分子の放射
を平衡化可能である。
【００６９】
【参考文献】
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【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、本発明で使用される二つの蛍光ラベルの吸収スペクトルを表すグラフ
である。
【図２】　図２は、蛍光ラベルＣｙ３及びＣｙ５についての基体上に沈着した層の厚み（
単位ｎｍ）の関数としての、励起場の展開を説明するグラフである。
【図３】　図３は、基体上に存在する酸化物ＳｉＯ２の層の厚み（単位ナノメートル）の
関数としての、蛍光ラベルＣｙ３及びＣｙ５の蛍光強度の展開を説明するグラフである。
【図４】　図４は、波長の関数としての、本発明に係る複層構造物の反射の特性（単位％
）の展開を表す。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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