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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第１及び第２の容器；
　前記第１及び前記第２の容器の間に位置する流体交換開口部；
　バイオセンサーの外部の箇所から流体を受け取るように配置された、前記第１の容器と
流体連通しているコンジット；並びに
　前記流体交換開口部に置かれた、過フッ素化イオノマーを含む膜
を含むバイオセンサーであって、
　前記膜がアンモニアを選択的に輸送し、
　前記第２の容器が、ベルテロー反応を行うための、次亜ハロゲン酸塩、アルカリ緩衝剤
及び１つまたは複数の、フェノール試薬またはインドフェノール関連化合物を含む、前記
バイオセンサー。
【請求項２】
　前記第２の容器が、触媒をさらに含む、請求項１に記載のバイオセンサー。
【請求項３】
　ダイオードに作動可能に接続された導電面をさらに含み、前記導電面は前記第２の容器
と流体連通しており、前記導電面は、ワイヤーによって、電流計、電圧計、分光光度計ま
たはそれらの組み合わせに作動可能に接続され、ここで、前記導電面は、フェニルアラニ
ンデヒドロゲナーゼ、フェニルアラニンアンモニアリアーゼ、ヒスチジンアンモニアリア
ーゼ、チロシンアンモニアリアーゼ、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ、グルタミン酸アン
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モニアリアーゼ、スレオニンデヒドロゲナーゼ、スレオニンアンモニアリアーゼ、セリン
デヒドロゲナーゼ、セリンアンモニアリアーゼ、ロイシンデヒドロゲナーゼ、アスパラギ
ン酸デヒドロゲナーゼ、アスパラギン酸アンモニアリアーゼ、バリンデヒドロゲナーゼ、
グリシンデヒドロゲナーゼ、アラニンデヒドロゲナーゼ、プロリンデヒドロゲナーゼ、リ
シンデヒドロゲナーゼ、またはその機能的断片から選択される１つまたは複数の代謝酵素
を含む、請求項１または請求項２に記載のバイオセンサー。
【請求項４】
　前記バイオセンサーが、以下の１つまたは複数を含まない、請求項１～３のいずれか１
項に記載のバイオセンサー：（ｉ）ウリカーゼまたはその機能的断片；（ｉｉ）デキスト
ランまたはその誘導体を含むヒドロゲル；（ｉｉｉ）細菌細胞；（ｉｖ）電気泳動用に配
置された電子双極子；（ｖ）液体アンモニアを気体状態に変換するために配置される気化
器、ガスクロマトグラフまたは発熱体；及び（ｖｉ）３，４－ＤＨＢ。
【請求項５】
　１００μＬを超えない試料容量を保持するように前記コンジットが配置される、請求項
１～４のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
【請求項６】
　デジタルディスプレイ、前記分光光度計並びに前記分光光度計からのデジタル情報を受
け取るように、及びデジタル情報を前記デジタルディスプレイに送るように配置された１
つまたは複数のワイヤーに作動可能に接続されたプロセッサーを含む電子回路をさらに含
む、請求項３に記載のバイオセンサー。
【請求項７】
　前記アルカリ緩衝剤が０．１Ｍ～５Ｍの、酢酸ナトリウム、塩化カルシウム、塩化亜鉛
、酢酸カルシウム、酢酸亜鉛、または塩化ナトリウムを含む、請求項１～６のいずれか１
項に記載のバイオセンサー。
【請求項８】
　前記フェノール試薬またはインドフェノール関連化合物がフェノール、２－フェニルフ
ェノールまたはナフトールから選択される、請求項１～７のいずれか１項に記載のバイオ
センサー。
【請求項９】
　前記アルカリ緩衝剤が、０．５～１．５Ｍの、塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化
亜鉛、酢酸ナトリウム、酢酸カルシウムまたは酢酸亜鉛である、請求項１～８のいずれか
１項に記載のバイオセンサー。
【請求項１０】
　前記膜が０．００１ｍｍ～０．０６９ｍｍの厚さを有するＮａｆｉｏｎ（登録商標）を
含む、請求項１～９のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
【請求項１１】
　（ｉ）プロセッサーと、ダイオード、分光光度計、電圧計または電流計の１つまたは組
み合わせとに作動可能に接続されているコンピューター記憶メモリー、および
　（ｉｉ）前記ダイオード、分光光度計、電圧計及び／または電流計からデジタルディス
プレイに波長、電流及び／または電圧差の測定値に対応する電気信号を運ぶことができる
ワイヤーによって、前記バイオセンサーの読み出し部に作動可能に接続されている前記デ
ジタルディスプレイ
をさらに含み、前記触媒がインドフェノール反応を触媒するのに十分な期間にわたって、
前記バイオセンサーの前記読み出し部が試料と接触している場合に、前記デジタルディス
プレイが、前記試料中のアンモニア、アンモニウムイオン及び／またはアミノ酸の濃度値
を示すように配置される、請求項２～１０のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
【請求項１２】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載のバイオセンサーおよび１つまたは複数の容器を
含むキットであって、
前記バイオセンサーが、
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　第１及び第２の容器；
　前記第１及び前記第２の容器の間に位置する流体交換開口部；
　バイオセンサーの外部の箇所から流体を受け取るように配置された、前記第１の容器と
流体連通しているコンジット；並びに
　前記流体交換開口部に置かれた、過フッ素化イオノマーを含む膜
を含み、
　前記膜がアンモニアを選択的に輸送し、
　前記１つまたは複数の容器が、ベルテロー反応を行うための、次亜ハロゲン酸塩、アル
カリ緩衝剤及びフェノール試薬またはインドフェノール関連化合物を個々にまたは組み合
わせて含む、前記キット。
【請求項１３】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載のバイオセンサーに体液試料を接触させることを
含む、試料におけるアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度の定量方法。
【請求項１４】
　対象の代謝疾患の診断方法における使用のための請求項１～１１のいずれか１項に記載
のバイオセンサーであって、前記方法が、
　（ａ）請求項１～１１のいずれか１項に記載のバイオセンサーに体液試料を接触させる
こと；
　（ｂ）前記試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を定量すること；
　（ｃ）前記試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を、健康な範囲にあると特定
されたアンモニア濃度の閾値と比較すること；及び
　（ｄ）前記試料中のアンモニアの前記１つまたは複数の濃度値が前記閾値を超えるか下
回る場合に、代謝疾患を有するとして前記対象を特定すること
を含む、前記バイオセンサー。
【請求項１５】
　前記代謝疾患が高アンモニア血症である、請求項１４に記載のバイオセンサー。
【請求項１６】
　第１及び第２の電極；
　前記第１及び第２の電極の間に位置する流体交換開口部；
　バイオセンサーの外部の箇所から流体を受け取るように配置された、前記第１の電極と
流体連通しているコンジット；並びに
　前記流体交換開口部に置かれた、過フッ素化イオノマーを含む膜
を含む固体支持体を含む検査ストリップであって、
　前記膜がアンモニアを選択的に輸送し、
　前記第１の電極または第２の電極が、ベルテロー反応を行うための、次亜ハロゲン酸塩
、アルカリ緩衝剤及び１つまたは複数の、フェノール試薬またはインドフェノール関連化
合物を個々にまたは組み合わせて含む、前記検査ストリップ。
【請求項１７】
　前記検査ストリップが、
ダイオード、
分光光度計、
電圧計及び／または電流計並びに
デジタルディスプレイ
を含む携帯用デバイス用に適合させられ、その結果、前記検査ストリップが前記デバイス
内に位置する場合、前記第１及び第２の電極が、前記分光光度計、電圧計及び／または電
流計並びに前記デジタルディスプレイを含む閉じた電気回路に作動可能に接続されるよう
になり、試料に接触する際に、次亜ハロゲン酸塩、アルカリ緩衝剤及びフェノール試薬ま
たはインドフェノール関連化合物がインドフェノール反応を触媒し、その結果、前記試料
中のアンモニアの濃度値に対応する電流が第１の電極で生じ、そうした濃度値がデジタル
ディスプレイで読み取り可能である、請求項１６に記載の検査ストリップ。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
政府による支援
　本開示は、ＮＩＨと共同で、ＮＩＨにより与えられたＨＨＳＮ２６８２０１２００３６
０Ｐのもとに政府による支援で行われた。合衆国政府は、本開示に一定の権利を有する。
【０００２】
関連出願の相互参照
　本出願は、アメリカ合衆国を指定し、３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１２０のもとに出願された国
際出願であり、参照により全体が本明細書に組み込まれる、２０１３年８月３０日に出願
されたＵ．Ｓ．仮出願第第６１／８７２，１４９号に対する優先権を主張する。
【０００３】
　本開示は一般に、体液、水または他の環境試料の試料中のアンモニアまたはアンモニウ
ムイオンの定量及びその有無を特定するデバイスに関する。いくつかの実施形態では、本
開示は、体液試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの存在、非存在または量を検
出することによる、高アンモニア血症を有する対象の診断に関する。いくつかの実施形態
では、デバイスは、アンモニアまたはアンモニウムイオンの検出及び／または定量のため
に、全体液試料のみを必要とするバイオセンサーである。
【背景技術】
【０００４】
　しばしば高アンモニア血と呼ばれるアンモニアレベルの上昇は、肝臓の硬変及び新生児
に見つかる尿素回路障害などの様々な疾患に伴う、死に至る可能性のある症状である。治
療しないままだと、高アンモニア血症は、認知発達問題、発作、他の神経性の問題及び死
亡につながり得る。現在の検査方法は、中央検査室によって行われる蛍光光度法及びタン
デム質量分析法を含み、これらは、信頼できる診断をするのに何日もかかり得る。これら
の方法は、大型で、扱いにくく、高価な機械を必要とし、これにより、この障害が一旦特
定されると、ベッドサイドまたは自宅でのアンモニアレベルの検査が妨げられる。したが
って、ポイントオブケア検査デバイスのためのシステムが所望され得る。なぜならば、こ
れによって、治療適用がより迅速になり得、ひいては、幼児の神経発達が改善され、硬変
がより管理しやすくなるからである。高アンモニア血症を検査することができるデバイス
は、アミノ酸代謝異常症及び他の疾患の診断及び治療で適用するために、アミノ酸レベル
を検出するように、安価に改変することもできる。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本開示は、高アンモニア血症は、ヒト及び非ヒトの全血試料を含めた体液を含めた任意
の試料において、アンモニアまたはアンモニウムイオンのレベルまたは量を特定すること
によって特定され得る及び／または特徴づけされ得るという認識を包含する。いくつかの
実施形態では、本開示は、本明細書に開示されるデバイスに体液を接触させることによっ
て、体液中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの量、存在または非存在を特定するこ
とに関する。いくつかの実施形態では、本明細書に開示される方法は、１つまたは複数の
アンモニアまたはアンモニウムイオンが体液に存在するかどうか、またはどの程度存在す
るかを特定または定量する前に、体液を任意の試薬または外部刺激と接触させることを含
まない。
【０００６】
　少なくとも１つの例示的実施形態によれば、ポイントオブケア高アンモニア血センサー
のためのシステム、方法及び装置が開示され得る。このシステムは、フェノール、２－フ
ェニルフェノール、ニンヒドリン、テトラヨージド水銀（ＩＩ）酸カリウム、ニトロプル
シド、水酸化ナトリウム、同様の試薬、触媒及び緩衝剤またはそれらの組み合わせを利用
することができる。このシステムは、ヒオハライト（ｈｙｏｈａｌｉｔｅ）、クロラミン
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Ｔ、ブリーチまたは同様の化学物質を利用することもできる。しばしばベルテロー反応ま
たはインドフェノール反応と呼ばれるこの反応は、アンモニア濃度の検出時の色の変化に
よって、様々な媒体中のアンモニアレベルを決定することができる。これは、高アンモニ
ア血症及び様々なアミノ酸代謝異常症の診断などにおける医用システム、廃水処理プラン
トのアンモニアレベルの決定などにおける土木工学システム、または水槽もしくはパイプ
中のアンモニア検出などの家庭用システムに有用であり得る。
【０００７】
　少なくとも１つの例示的実施形態によれば、ポイントオブケア高アンモニア血センサー
のための装置が開示され得る。使用される装置は、試薬及び検査される試料の設置に要求
される通りの凹面、溝または任意の他のタイプのウェルを有し得る。試料と試薬の分離は
、ウェルの２つの区分間のアンモニアの通過を可能にする陽イオン交換膜フィルター、例
えばＮａｆｉｏｎまたは同様の過フッ素化イオノマーでもよい。陰イオン交換膜ならびに
様々な高分子ヒドロゲル、例えばアクリルアミド、ポリ（エチレングリコール）ジアクリ
レート、ポリ（２－ヒドロキシルエチルメタクリレート）またはポリ（ビニルアルコール
）も使用することもできる。さらに、他の例示的実施形態は、より少量の試薬及び試料し
か必要としないフォトダイオード及びセンサーまたはマイクロ流体デバイスによって色の
変化を定量分析するためのメカニズムを含むことができる。
【０００８】
　本開示は、インドフェノールまたはベルテロー反応用の試薬、例えば次亜塩素酸塩、フ
ェニルフェノール、ＮａＯＨなどの塩基性水溶液及び酢酸ナトリウムなどのアルカリを含
むシステムを使用して試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの総濃度を測定する
ことができるバイオセンサーに関する。いくつかの実施形態では、センサーまたはシステ
ムは、水相または乾燥相の塩基性緩衝剤を含む少なくとも第１の容器を含む。いくつかの
実施形態では、乾燥相もしくは水相のインドフェノール反応物（ｒｅａｃｔａｎｔ）もし
くは反応物（ｒｅａｃｔａｎｔｓ）、または乾燥相もしくは水相の塩基性緩衝剤、水相も
しくは乾燥相のアルカリ溶液、及びまたは少なくとも１つのアミノ酸基質を酸化する酵素
の少なくとも１つもしくはそれらの組み合わせを含むゲルもしくはヒドロゲルを含有する
、少なくとも第１の容器を含む。本開示は、アンモニアまたはアンモニウムイオンの総濃
度を測定するためのアンモニアまたはアンモニウムイオンのバイオセンサーを提供する。
いくつかの実施形態では、アンモニアまたはアンモニウムイオンの検出または定量は、ア
ンモニアまたはアンモニウムイオンの反応生成物が可視光スペクトルの波長を放射し得る
比色分析を介して達成される。いくつかの実施形態では、システム及び／またはバイオセ
ンサーは、少なくとも１つの容器において光を放射するように配置されたダイオード及び
インドフェノールまたはベルテロー反応の反応生成物を含む容器中で放射される光を受け
取るように配置された分光光度計を含む。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、システム及び／またはバイオセンサーはまた、溶液中のアミ
ノ酸の非存在、存在または量を検出する。いくつかの実施形態では、システム及び／また
はバイオセンサーは、少なくとも第１の導電面（測定用）及び少なくとも第２の導電面（
対電極）を含み、ここでは、第１の導電面は、本明細書に記載の１種もしくは複数のイン
ドフェノール反応試薬または本明細書に記載の１種もしくは複数のインドフェノール反応
試薬の組み合わせ及び構成因子、メディエーター、１種または複数の酵素のいずれか１つ
または組み合わせを有し、デバイスが１種または複数の酵素を含む場合は、１種または複
数の酵素は、基質として１種または複数のアミノ酸を選択的に利用する。少なくとも第１
または第２の電極を用いるそうした実施形態では、１種または複数の酵素は、基質として
の特定のアミノ酸と反応することによって反応生成物を生成し、ここでは、メディエータ
ーは反応生成物間で電子を輸送し、電極はアミノ酸濃度を測定し、ここでは、第１と第２
の導電面の間の測定における印加電圧は、１種または複数の特定のアミノ酸のそれぞれに
ついて電流値と印加電圧の間の関係を表す検量曲線において、未変化での電流値の分布が
それぞれのアミノ酸に関して電圧を印加したような印加電圧を含む。デバイス、システム
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及び／またはバイオセンサーが少なくとも第１及び／または第２の電極を含む他の実施形
態では、第１及び／または第２の電極は、本明細書に記載のインドフェノール試薬が試薬
の１種または複数の成分と反応することができる少なくとも１つの容器内に、実質的に隣
接して、または隣接して位置する。いくつかの実施形態では、アンモニウムイオンのアン
モニアは、フェノールまたはフェノール関連化合物を使用してインドフェノール反応が起
こり得る酵素反応のうちの１つの反応生成物であり得る。
【００１０】
少なくとも１つの例示的実施形態によれば、ポイントオブケア高アンモニア血センサーの
ための装置、デバイス及び／またはシステムが開示される。この装置は、試薬及び検査さ
れる試料の設置に望まれる通りの少なくとも第１の容器、または凹面、溝もしくは任意の
他のタイプのウェルを含む。第１の容器は本明細書に開示される膜で２分割されていても
よく、または第１の容器は、流体交換開口部を介して第２の容器と流体連通して、第２の
容器に直接隣接していてもよい。いくつかの実施形態では、膜は流体交換開口部に位置す
る。いくつかの実施形態では、膜は、第１の容器から第２の容器へ、またはその逆でイオ
ンを輸送することができる。いくつかの実施形態では、膜は、陽イオン交換膜フィルター
、例えば過フッ素化イオノマーを含むＮａｆｉｏｎ（登録商標）または同様の膜などであ
る。膜は、２つの容器の間または少なくとも第１の容器の２つの２分割された区分の間の
アンモニアの通過を可能にする。陰イオン交換膜及び様々な高分子ヒドロゲル、例えばア
クリルアミド、ポリ（エチレングリコール）ジアクリレート、ポリ（２－ヒドロキシルエ
チルメタクリレート）またはポリ（ビニルアルコール）を使用することもできる。
【００１１】
　他の例示的実施形態は、固相または液相の少なくとも１つのインドフェノール試薬及び
／または塩基性緩衝剤、本明細書に開示される膜の少なくとも一部に曝露された容器の区
分を含む容器に試料を接触させることによって、試料中のアンモニアまたはアンモニウム
イオンの濃度を定量分析するための、方法及びメカニズムを含むことができる。いくつか
の実施形態では、方法は、容器または容器に試料を加える前後に、少なくとも第１または
第２の容器内の色の変化の強度を検出または定量することを含む。いくつかの実施形態で
は、方法は、少なくとも第１の容器、すなわち、本明細書に開示される少なくとも１つの
膜によって曝露されたまたは覆われた区分または部分に試料を接触させることを含み、そ
のような第１の容器はまた、任意に、固相または液相のいずれかの、本明細書に開示され
る少なくとも１つのインドフェノール試薬及び／または塩基性緩衝剤を含む。いくつかの
実施形態では、少なくとも第１の容器が緩衝剤を含む場合は、緩衝剤は酢酸ナトリウムま
たは酢酸カルシウムなどのアルカリ溶液でもよい。いくつかの実施形態では、本開示は、
少なくとも第１及び第２の容器を含む本明細書に開示されるデバイス、バイオセンサーま
たはシステムに試料を接触させる方法であって、少なくとも第１の容器中の塩基性緩衝剤
に試料を接触させるか曝露し、試料由来のアンモニアを本明細書に開示されるインドフェ
ノール試薬を含む第２の容器に移行させることを含む方法に関する。いくつかの実施形態
では、本開示は、少なくとも第１及び第２の容器を含む本明細書に開示されるデバイス、
バイオセンサーまたはシステムに試料を接触させる方法であって、少なくとも第１の容器
中のアルカリ溶液に試料を接触させるか曝露し、試料由来のアンモニアを本明細書に開示
されるインドフェノール試薬を含む第２の容器に移行させ、第２の容器が１種または複数
のインドフェノール反応物を含み、このインドフェノール反応物が、アンモニアとの接触
後に、インドフェノールまたはインドフェノール関連化合物を生成することを含む方法に
関する。いくつかの実施形態では、第２の容器の内容物は光に曝露され、特定の可視光波
長でのインドフェノール化合物またはインドフェノール関連化合物による光の吸光度を測
定し、吸光度は試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの量を示すか、そうした量
に比例し、その吸光度は、それぞれに行う検査によって、または本明細書に開示されるデ
バイス、バイオセンサーもしくはシステムに組み込まれた、波長を測定するデバイスによ
って検出される。いくつかの実施形態では、方法は、色または波長の吸光度を高アンモニ
ア血症の程度または重症度を示す基準と比較することを含む。いくつかの実施形態では、
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方法は、デバイス内でインドフェノールまたはインドフェノール反応の生成物として生成
され且つ光に曝露されたインドフェノール関連化合物による波長の吸光度を測定すること
ができるダイオード、フォトダイオード及び／もしくは分光光度計または他のデバイスを
含む、開示されるデバイス、バイオセンサーまたはシステムに試料を接触させることを含
む。いくつかの実施形態では、デバイス、バイオセンサー及び／またはシステムは、デバ
イス、バイオセンサー及び／またはシステムの外部の箇所から試料を受け取るように配置
された少なくとも１つのコンジットを含むマイクロ流体回路を含み、そうしたマイクロ流
体回路は、少なくとも第１及び／または第２の容器並びに光へ暴露された際にインドフェ
ノールまたはインドフェノール関連化合物による特定の波長の吸光度を測定することがで
きる分光光度計、ダイオードまたは他のデバイスの１つまたは組み合わせと流体連通して
いる、コンジットまたは一連のコンジットを含む。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、本開示は、インドフェノールもしくはインドフェノール関連
化合物または分析される代謝物の酸化還元変換によって生成される電子流を測定すること
ができる電極に付着した容器内の本明細書に開示されるアルカリ緩衝剤及び／または膜に
、試料を接触させるまたは曝露することに関する。血中のアンモニア及びもしくはアンモ
ニウムイオン並びに／または代謝物の濃度は、少なくとも１つの導電面を含む回路上の電
子流または電流測定値と相関する。本開示は、代謝物を選択する方法、固定化酵素を選ぶ
方法、固定化する方法（どのポリマー、どの添加剤など）、電極へ成分を付着させる方法
、測定を行う方法、及びプロトタイプを開発する方法を示すこの概念の実施化に関する。
本開示は、患者の血中のアンモニアまたはアンモニウムイオン及び／または代謝物をリア
ルタイムで測定するのに使用される。本明細書に開示されるセンサーは別として、提唱さ
れる代謝物をリアルタイムで測定することができる既知のセンサーは存在しない。
【００１３】
　本開示は、ダイオード、分光光度計、電圧計及び／または電流計に作動可能に接続され
た少なくとも１つの導電面（例えば電極）を含むデバイスまたはシステムにも関し、電極
は、組み合わされ、アンモニアの存在下にある場合に、インドフェノール反応を起こす成
分を含む。インドフェノール反応生成物は、光への暴露後に可視または既知の波長を放射
する分子を含む。いくつかの実施形態では、本明細書に開示されるデバイス及びシステム
は、ダイオード、例えばフォトダイオードを含み、これは、インドフェノール反応生成物
を含む容器中に光を放射し、それによって、反応生成物を励起させ、反応生成物に可視ま
たは既知の波長を放射させる。いくつかの実施形態では、本明細書に開示されるデバイス
及びシステムは、インドフェノール反応生成物によって放射される光の可視または既知の
波長の強度を検出及び／または定量する分光光度計を含む。
【００１４】
　本開示は、アミノ酸を検出及び定量するデバイス及び／またはシステムにも関する。い
くつかの実施形態では、デバイス及び／またはシステムは、本明細書に開示される代謝酵
素またはそれらの機能的断片を含有する容器またはウェルを含む。いくつかの実施形態で
は、酵素またはその断片は、試料が、最初にデバイス、バイオセンサー、システム、検査
ストリップまたはカートリッジに入れられる容器に固定化される。試料と接触した後、酵
素またはその機能的断片は、少なくとも１つのまたは一連の電子及びアンモニアを放出し
、その結果、アンモニアは溶液中に遊離し、第１の容器から第２の容器の間を、本明細書
に開示される膜を通じて移動することができる。いくつかの実施形態では、デバイスは少
なくとも第１及び第２の導電面を含み、ここでは、第１の導電面は本明細書に開示される
酵素を含有するヒドロゲルを含み、第２の導電面はヒドロゲルまたは酵素を含まない。こ
こでは、電圧計及び／または電流計が回路中に配置され、その結果、アミノ酸の存在下で
、第１及び第２の電極の間の電圧差を電圧計が検出することができ、並びに／またはここ
では、アミノ酸の存在下で第２の電極と比較して、第１の電極における電流の増大を電流
計が検出することができる。少なくとも１つのまたは一連の電子は、１種または複数のア
ミノ酸の存在下でヒドロゲル内の１種または複数の酵素が体の試料中のアミノ酸の酸化を
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触媒した後に放出される。
【００１５】
　ヒドロゲル配合物は、（反応に特異的な基質として代謝物／分析物を利用する）１種ま
たは複数の酵素を、いくつかの実施形態では少なくとも第１の電極面に近接する必須のコ
ファクターとともに捕捉するのに使用され、ヒドロゲルは、（患者の血液試料内に含まれ
る）妨害するイオン及び高分子を電極センサーから同時に排除する。コーティングされた
電極は、酵素反応によって生成される酸化還元等価物を電子流（これは、次いで電流また
は電圧差として測定される）に変換することができる電気化学検出デバイス内に含まれる
。分析物の濃度は、アンペア数または電圧差を体液試料中のアミノ酸濃度と相関させる較
正曲線を使用して得られる。一実施形態では、電極に曝露された容器に少量の全血が加え
られるか、全血由来のアンモニアを拡散させ、その結果は、電極へそれを加えたまたは接
触させた数分以内に報告される。分析物特異的な反応及び応答を達成するために、まさに
その分析物に応じて、特異的な酵素（複数可）及びコファクター（複数可）が電極に組み
込まれる。例えば、フェニルアラニンの上昇を検出するために、フェニルアラニンデヒド
ロゲナーゼ酵素が、任意にヒドロゲル内に含まれる少なくとも１つの導電面に固定化され
る。
【００１６】
　本開示は、体液試料の混合物を選別する方法であって、本明細書に開示されるデバイス
またはシステムに複数の体液試料を接触させることを含む方法を提供する。いくつかの実
施形態では、体液試料の混合物を選別またはカタログ化する方法は、アンモニアまたはア
ンモニウムイオンの濃度に関する場合は、デバイスによって測定された、１つもしくは複
数の容器中のインドフェノール反応生成物の存在もしくは量または電流値もしくは電圧差
値に基づいて、アミノ酸溶液の１つまたは複数の濃度の決定に関する場合は、デバイスに
よって測定された電流値または電圧差値に基づいて、体液試料中のアンモニア、アンモニ
ウムイオン及び／またはアミノ酸の１つまたは複数の濃度を決定するステップをさらに含
む。いくつかの実施形態では、方法は、体液試料中のアンモニア、アンモニウムイオン及
び／またはアミノ酸の１つまたは複数の濃度を、１種または複数のアミノ酸代謝異常症ま
たは高アンモニア血症を有さないか、有する疑いがない対象から得た体液試料中のアンモ
ニア、アンモニウムイオン及び／またはアミノ酸の１つまたは複数の濃度と比較するステ
ップ、並びにアミノ酸代謝異常症及び／または高アンモニア血症を患っていない対象由来
の体液試料に対するそれらの濃度値の類似度または差異に基づいて、対象由来の体液試料
がアミノ酸代謝異常症及び／または高アンモニア血症を有するかどうかをカタログ化する
、まとめる、または特定するステップをさらに含む。本開示は、高アンモニア血症を有す
る対象の診断方法であって、対象由来の少なくとも１つの体液試料を本明細書に開示され
るデバイスまたはシステムに接触させることを含む診断方法を提供する。いくつかの実施
形態では、診断方法は、電流値、電圧差値、またはインドフェノール反応生成物、インド
フェノールもしくはインドフェノール関連化合物によって放射される光の波長の有無に基
づいて、体液試料中のアンモニア及び／またはアンモニウムイオンの１つまたは複数の濃
度を決定するステップをさらに含む。いずれの場合でも、本明細書に開示されるデバイス
及びまたはシステムは、そうした値を検出及び／または測定する。いくつかの実施形態で
は、方法は、対象由来の１つまたは複数の試料中のアンモニア、アンモニウムイオン及び
／またはアミノ酸の１つまたは複数の濃度を、１種または複数のアミノ酸代謝異常症及び
／または高アンモニア血症を有さないか、有する疑いがない対象から得た体液試料中のア
ミノ酸の１つまたは複数の濃度と比較するステップ、アミノ酸代謝異常症及び／または高
アンモニア血症を患っていない対象由来の体液試料に対するそれらの濃度値の類似度また
は差異に基づいて、対象由来の体液試料がアミノ酸代謝異常症及びまたは高アンモニア血
症を有するかどうかを特定するステップをさらに含む。
【００１７】
　本開示は、対象において、高アンモニア血症を有すると診断されるまたは疑われる対象
由来の体液試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度を経時的にモニタリング
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する方法であって、対象由来の１つまたは複数の体液試料を本明細書に開示されるデバイ
スまたはシステムに接触させること、及び対象由来の体液のアンモニアまたはアンモニウ
ムイオンの濃度を１時点で測定すること、及び異なる時点で少なくとも１回測定を反復す
ることを含む方法も提供する。いくつかの実施形態では、対象において、高アンモニア血
症を有すると診断されるまたは疑われる対象由来の体液試料中のアンモニアまたはアンモ
ニウムイオンの濃度を経時的にモニタリングする方法は、アンモニアまたはアンモニウム
イオンの濃度値を経時的にカタログ化するステップをさらに含む。いくつかの実施形態で
は、方法は、対象由来の複数の体液試料のアミノ酸の１つまたは複数の濃度を経時的に比
較するステップ、及び１つまたは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度が、
医学的治療または食事の変更を必要とする閾値に達する、またはその閾値を超える、また
はその閾値未満に下がる場合、任意に対象に通知するステップをさらに含む。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、体液試料を、高アンモニア血症を有するとして診断されたま
たは疑われた対象から分離する。例えば、いくつかの実施形態では、尿試料または血液試
料などの体液試料を対象から分離する。少なくとも１つの本明細書に開示される酵素を含
む少なくとも１つの電極に体液試料を接触させ、少なくとも１つの電極を含むデバイスで
検出される電圧差または電流の大きさに基づいて、体液試料中のアミノ酸濃度を測定する
。さらなる実施形態では、本開示の方法は、本明細書に開示される固定化酵素を含む少な
くとも１つの電極に体液試料を接触させること、少なくとも１つの電極と本明細書に開示
される固定化酵素を含まない導電面の間の電流または電圧差を測定すること、体液試料中
の１種または複数のアミノ酸の濃度を決定すること、及び任意に、１つまたは複数の濃度
値の読み出し情報を体液試料が得られた対象に提供することを含む。さらなる実施形態で
は、アンモニアまたはアンモニウムイオンを検出する方法は、ヒオハライト、塩基性水溶
液及び本明細書に開示されるフェニル基を含有する少なくとも１つの化合物を含む少なく
とも１つの容器に体液試料を接触させること、少なくとも１つの電極と本明細書に開示さ
れる固定化酵素を含まない導電面の間の電流または電圧差を測定すること、体液試料中の
アンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度を決定すること、並びに任意に、１つまたは
複数の濃度値の読み出し情報を体液試料が得られた対象に提供することを含む。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、本開示は、乾燥または乾燥相の塩基性水溶液または塩基性緩
衝剤に対象由来の体液試料を接触させること、イオノマーを含む膜の存在（または非存在
（対照値を設定するため））下でヒオハライト及びフェニル基を含む少なくとも１つの化
合物に試料を曝露すること、並びに任意にゲルを接触させることを含む方法を提供する。
いくつかの実施形態では、ゲルはアルギン酸を含むヒドロゲルである。いくつかの実施形
態では、本開示は、試料中の細胞間の体液試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオン
の存在またはレベルを検出することを含む方法を提供する。いくつかの実施形態では、提
供される方法は、検出される相互作用の特定のセットが、対象由来の別の体液試料におけ
るアミノ酸レベルの上昇もしくは非上昇から、または参照もしくは対照試料である体液試
料から区別するという点において高アンモニア血症の重症度の増大に特徴的である、閾値
（または対照値）を規定することを決定することを含み、その結果、閾値に達する場合、
本明細書に開示されるデバイスまたはシステムが、治療または食事の変更が試みられるべ
きであるという信号または通知を対象に提供する。いくつかの実施形態では、検出ステッ
プは、参照または対照試料である体液試料から区別するという点において試料中の疾患の
特定の重症度に特徴的である、体液試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度
の存在またはレベルを検出することを含む。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、検出ステップは、参照または対照試料である体液試料から区
別するという点において試料中の疾患の特定の重症度に特徴的である、体液試料中のアン
モニアまたはアンモニウムイオンの濃度の存在またはレベルを検出することを含む。
【００２１】
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　いくつかの実施形態では、本明細書に開示される方法のうちのいずれも、試料を検査ス
トリップ、コンジット、バイオセンサー及び／または少なくとも１つの導電面と接触させ
るより前に体液試料を前処理することを含まない。いくつかの実施形態では、本明細書に
開示される方法のうちのいずれも、試料を検査ストリップ、コンジット、バイオセンサー
及び／または少なくとも１つの導電面との接触の前に、その接触と同時にまたはその接触
の後に、液体クロマトグラフィー、ガスクロマトグラフィー及び／または電気泳動で試料
を処理するステップの使用を含まない。いくつかの実施形態では、本明細書に開示される
方法のうちのいずれかは、細菌または植物以外の生物から得られる酵素を含まない少なく
とも１つの電極に試料を接触させることを含む。
【００２２】
　本開示は、本明細書に開示されるバイオセンサー、システムまたはデバイスのうちの１
つに全血試料を曝露することによって、全血中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの
レベルを検出する方法に関する。本開示は、流体交換開口部または容器に膜を設置するよ
り前に、酸性溶液の１回、２回、３回またはそれ以上の洗浄で膜を処理することによって
、本明細書に開示されるバイオセンサーを製造することにも関する。本開示は、流体交換
開口部または容器に膜を設置するより前に、約０．１Ｍ～約１ＭのＨ２ＳＯ４の酸性溶液
の１回、２回、３回またはそれ以上の洗浄で膜を処理することによって、本明細書に開示
されるバイオセンサーを製造することに関する。本開示は、流体交換開口部または容器に
膜を設置するより前に、約０．１Ｍ～約１ＭのＨ２Ｏ２の過酸化水素溶液の１回、２回、
３回またはそれ以上の洗浄で膜を処理することによって、本明細書に開示されるバイオセ
ンサーを製造することにも関する。本開示は、流体交換開口部または容器に膜を設置する
より前に、酸性溶液及び／または過酸化水素溶液の１回、２回、３回またはそれ以上の洗
浄で膜を処理することによって、本明細書に開示されるバイオセンサーを製造することに
関する。本開示は、流体交換開口部または容器に膜を設置するより前に、約０．１Ｍ～約
１ＭのＨ２Ｏ２酸性溶液の１回、２回、３回またはそれ以上の洗浄で膜を処理することに
よって、本明細書に開示されるバイオセンサーを製造することにも関する。本開示は、流
体交換開口部または容器に膜を設置するより前に、約０．１Ｍ～約１ＭのＨ２ＳＯ４を含
む酸性溶液の１回、２回、３回またはそれ以上及び約０．１Ｍ～約１ＭのＨ２Ｏ２を含む
過酸化水素溶液の１回、２回、３回またはそれ以上の洗浄で膜を処理することによって、
本明細書に開示されるバイオセンサーを製造することにも関する。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、本開示は、対象のアンモニアまたはアンモニウムイオン及び
／またはアミノ酸濃度の値を含む電子記憶媒体に任意に作動可能に接続された、本明細書
に開示される１つまたは複数のデバイスをまとめるシステムを提供する。いくつかの実施
形態では、電子記憶媒体は、経時的にまとめられた対象のアミノ酸濃度値を含む。いくつ
かの実施形態では、システムは、本明細書に開示される酵素、メディエーター及び任意に
ゲルまたはヒドロゲルを含有する少なくとも１つの導電面を含む。いくつかの実施形態で
は、システムは、少なくとも１つの電極並びにダイオード、分光光度計、電圧計及び／ま
たは電流計に作動可能に接続された電子回路を含む。ダイオード及び／または分光光度計
の場合には、ダイオードまたは分光光度計は、少なくとも１つの容器から放射される光の
波長を検出する。電圧計及び／または電流計の場合には、電圧計及び／または電流計は、
少なくとも１つの電極が１種もしくは複数のアミノ酸及び／またはアンモニア濃度の存在
下にある場合、少なくとも１つの電極にわたって回路のそれぞれの電圧及び／またはアン
ペア数を測定する。いくつかの実施形態では、対象のアミノ酸の濃度値をまとめる電子記
憶媒体に任意に作動可能に接続された、本明細書に開示される１つまたは複数のデバイス
を含むシステムは、体液試料が少なくとも１つの電極と接触し、インドフェノール反応が
起こるのに、または本明細書に開示される１種もしくは複数の酵素がそのアミノ酸基質を
酸化し、回路において電圧差もしくは電流変化を作出するのに十分な条件下にあり且つそ
の十分な時間にわたる場合に、体液試料中のアンモニア濃度値及び／またはアミノ酸の１
つまたは複数の濃度値を決定し、デバイスが１つまたは複数のディスプレイ上で濃度値を
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示す。いくつかの実施形態では、デバイス、システム及び／またはバイオセンサーは、１
つまたは複数の電極を含まない。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、本開示は、細胞を含む試料を電極と接触させるステップを含
む方法を提供する。本開示は、試料中のアンモニアと本明細書に記載の膜の間に一連の相
互作用が起こるのに十分な条件下且つ時間にわたって、試料を接触させるステップを含む
方法をさらに提供する。本開示は、一連の相互作用が試料中のアンモニアと本明細書に記
載の膜の間に起こるのに十分な条件下且つ時間にわたって、全血試料を接触させるステッ
プを含む方法をさらに提供する。本開示は、一連の相互作用が試料中のアンモニアと本明
細書に記載の１種または複数のインドフェノール反応試薬の間に起こるのに十分な条件下
且つ時間にわたって、体液を含む試料を接触させるステップを含む方法をさらに提供する
。
【００２５】
　本開示は、少なくとも１つの導電性支持体（導電性支持体はヒドロゲルに付着し、ヒド
ロゲルは少なくとも１つの電子メディエーター、少なくとも１つの還元物質及び少なくと
も１つの代謝酵素またはそれらの機能的断片を含み、ここではヒドロゲルはアルギン酸を
含む）；並びに少なくとも１つの導電性支持体または導電面に作動可能に接続された電流
計及び／または電圧計を含むバイオセンサーに関する。
【００２６】
　いくつかの実施形態では、バイオセンサーは、少なくとも３つの導電性支持体を含む。
いくつかの実施形態では、少なくとも１つの導電性支持体は銀及び塩化銀のワイヤーであ
る。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの導電性支持体は、以下から選択される代
謝酵素の少なくとも１つまたはそれらの組み合わせを含む：ロイシンデヒドロゲナーゼ、
チロシンデヒドロゲナーゼ、フェニルアラニンデヒドロゲナーゼ、ロイシンオキシドレダ
クターゼ、チロシンモノオキシゲナーゼ、アラニンデヒドロゲナーゼもしくはグルタミン
酸デヒドロゲナーゼまたはそれらの機能的断片。いくつかの実施形態では、バイオセンサ
ーは少なくとも第１及び第２の導電性支持体を含み、ここでは、第１の導電性支持体はヒ
ドロゲルに付着しており、ヒドロゲルは少なくとも１つの電子メディエーター、少なくと
も１つの還元物質及び少なくとも１つの代謝酵素またはそれらの機能的断片を含み、ここ
では、前記第１及び第２の導電性支持体は、その間に電圧を印加するように前記電圧計及
び／または電流計に作動可能に接続されている。
【００２７】
　いくつかの実施形態では、少なくとも１つの導電性支持体は、電気陰性または陰イオン
性の化学成分を含む。いくつかの実施形態では、少なくとも１つのヒドロゲルはトレハロ
ースを含む。いくつかの実施形態では、バイオセンサーは、以下の１つまたは複数を含ま
ない：（ｉ）ウリカーゼまたはその機能的断片；（ｉｉ）デキストランまたはその誘導体
を含むヒドロゲル；（ｉｉｉ）細菌細胞；（ｉｖ）電気泳動用に配置された電子双極子；
及び（ｖ）３，４－ＤＨＢ。いくつかの実施形態では、バイオセンサーは、摂氏４度での
貯蔵で約１６日後に、少なくとも７０％生物学的に活性である。いくつかの実施形態では
、バイオセンサーは、摂氏４度での貯蔵で約３０日後に、少なくとも７０％生物学的に活
性である。いくつかの実施形態では、バイオセンサーは摂氏４度での貯蔵で約３０日後に
、少なくとも８０％生物学的に活性である。いくつかの実施形態では、バイオセンサーは
、摂氏４度での貯蔵で約３０日後に、少なくとも９０％生物学的に活性である。いくつか
の実施形態では、バイオセンサーは、摂氏４度での貯蔵で約３０日後に、少なくとも９５
％生物学的に活性である。いくつかの実施形態では、バイオセンサーは、ＵＶ光への暴露
またはバイオセンサーの外部の任意の刺激付加に機能的に依存しない。いくつかの実施形
態では、少なくとも１つの酵素またはそれらの機能的断片は、細菌種に由来し、ヒドロゲ
ル中に固定化される。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの酵素またはそれらの機
能的断片は、好熱性細菌種に由来し、ヒドロゲル中に固定化される。いくつかの実施形態
では、少なくとも１つの酵素またはそれらの機能的断片は、配列番号１または配列番号２
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に対して少なくとも約７０％の配列同一性を含む。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、本開示は、光に曝露されたある量のインドフェノールまたは
インドフェノール関連化合物によって放射される光の存在、非存在または強度を測定する
ことができる、ダイオード、フォトダイオード、分光光度計または他のデバイスの少なく
とも１つまたは組み合わせに電気通信した少なくとも第１及び第２の電極を含有する回路
を含む、本明細書に開示されるバイオセンサー、デバイスまたはシステムに関する。いく
つかの実施形態では、回路はワイヤーを含む。いくつかの実施形態では、ワイヤーは、電
圧計及び／または電流計に作動可能に接続された銀及び塩化銀を含む。
【００２９】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示されるバイオセンサー、デバイス及び／また
はシステムは任意にアルギン酸を含む膜を含み、以下の式を有するブロックポリマーを含
む（式中、ｍ及びｎは任意の正の整数である）。
【化１】

【００３０】
　いくつかの実施形態では、バイオセンサー、少なくとも１つの導電性支持体は、セルロ
ースまたはその誘導体を含む膜で覆われていない。いくつかの実施形態では、少なくとも
１つの電子メディエーターは、チオニン、ｏ－フェニレンジアミン、メチレンブルー及び
トルイジンブルーから選択される。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの還元物質
はＮＡＤ＋またはＦＡＤ＋から選択される。
【００３１】
　本開示は、少なくとも１つの導電性支持体（導電性支持体は少なくとも１つのヒドロゲ
ルに付着しており、ヒドロゲルは少なくとも１つの電子メディエーター、少なくとも１つ
の還元物質及び少なくとも１つの代謝酵素またはそれらの機能的断片を含み、ここでは、
少なくとも１つの酵素またはそれらの機能的断片は、ゲオバチルス・サーモグルコシダシ
ウス（Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｇｌｕｃｏｓｉｄｉａｓｕｓ）のフェニル
アラニンデヒドロゲナーゼと少なくとも７０％相同である）；並びに少なくとも１つの導
電性支持体に作動可能に接続された電流計及び／または電圧計を含むバイオセンサーにも
関する。いくつかの実施形態では、酵素またはその機能的断片は、配列番号１と少なくと
も７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％相同であ
り、または配列番号１の機能的断片と少なくとも７０％、８０％、８５％、９０％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％相同である。いくつかの実施形態では、酵素または
その機能的断片は、細菌細胞以外の種に由来しない。いくつかの実施形態では、酵素また
はその機能的断片は、配列番号２と少なくとも７０％、８０％、８５％、９０％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％相同であり、または配列番号２の機能的断片と少なく
とも７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％相同で
ある。
【００３２】
　本開示は、少なくとも第１及び第２の容器を含むバイオセンサー；少なくとも第１及び
第２の容器の間に位置する流体交換開口部；バイオセンサーの外部の箇所から流体を受け
取るように配置された、少なくとも第１の容器と流体連通している少なくとも１つのコン
ジット；並びに流体交換開口部に位置する膜を含むシステムに関し、ここでは、膜はイオ
ノマーを含み、第１の容器または第２の容器は、以下をそれぞれまたは組み合わせて含む
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：ヒオハライト、塩基性水溶液、及びフェニル基を含む少なくとも１つの化合物。
【００３３】
　本開示は、ダイオード（例えばフォトダイオード）、分光光度計、少なくとも１つの導
電性支持体または導電面に作動可能に接続された電流計及び／もしくは電圧計のいずれか
１つまたは組み合わせを含む電気回路を任意に含む本明細書に開示されるバイオセンサー
を含むシステムにも関し、ここでは、バイオセンサーは少なくとも１つのコンピューター
記憶メモリーに作動可能に接続されている。いくつかの実施形態では、システムは全血な
どの体液試料をさらに含む。いくつかの実施形態では、システムは、ダイオード、分光光
度計、電圧計及び／または電流計からの電流及び／または電圧差の測定値に対応する電気
信号をデジタルディスプレイに運ぶことができる電気回路によって少なくとも１つの導電
性支持体（または面）に作動可能に接続されたデジタルディスプレイをさらに含み、ここ
では、デジタルディスプレイは、少なくとも１つの導電性支持体（または面）が、インド
フェノール反応が起こるのに十分な期間にわたって試料と接触している場合に、試料中の
アンモニアもしくはアンモニウムイオン及び／またはアミノ酸の１つまたは複数の濃度値
を経時的に示すように配置される。
【００３４】
　いくつかの実施形態では、システムは、少なくとも１つのコンピューター記憶メモリー
と作動可能に接続されたコンピュータープロセッサーをさらに含む。いくつかの実施形態
では、代謝酵素はヒドロゲル内に固定化されるフェニルアラニンデヒドロゲナーゼであり
、ここでは、ヒドロゲルのアルギン酸濃度は、少なくとも１つの導電性支持体に付着及び
／または接触した全量の量に対して約１％～約３％の重量である。
【００３５】
　本開示は、少なくとも１つの取り外し可能な導電性支持体に接触した際に回路が閉じら
れ、その結果、ダイオード、分光光度計、電圧計及び／または電流計が少なくとも１つの
導電性支持体と作動可能に連通するように電気回路中に配置されたダイオード、分光光度
計、電圧計及び／または電流計並びにディスプレイを含むバイオセンサーを含むキットに
も関する。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、キットは、以下の少なくとも１つを含む：全血などの試料を
受け取るように配置された１つまたは複数の容器を含む複数の検査ストリップ（ここでは
、１つまたは複数の検査ストリップは、少なくとも第１の容器と流体連通している少なく
とも１つのコンジットをさらに含む）。いくつかの実施形態では、キットは、以下の少な
くとも１つを含む：全血などの試料を受け取るように配置された１つまたは複数の容器を
含む複数の検査ストリップ（ここでは、１つまたは複数の検査ストリップは、少なくとも
第１の容器と流体連通している少なくとも１つのコンジットをさらに含む）、並びにヒオ
ハライト、塩基性水溶液、及びフェニル基を含む少なくとも１つの化合物のそれぞれまた
は組み合わせ。いくつかの実施形態では、キットは、以下の少なくとも１つを含む：全血
などの試料を受け取るように配置された１つまたは複数の容器を含む複数の検査ストリッ
プ（ここでは、１つまたは複数の検査ストリップは、少なくとも第１の容器と流体連通し
ている少なくとも１つのコンジットをさらに含む）、及び本明細書に開示される膜を含む
バイオセンサー。いくつかの実施形態では、キットは、以下の少なくとも１つを含む：以
下を含む複数の検査ストリップ：全血などの試料を受け取るように配置された１つまたは
複数の容器（ここでは、１つまたは複数の検査ストリップは、少なくとも第１の容器と流
体連通している少なくとも１つのコンジットをさらに含む）；及び本明細書に開示される
膜を含むバイオセンサー。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、膜はヒドロゲル層を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロ
ゲル層はアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、体液の対照または参照試料；閾値
を含むデータのセット；及び指示のセット（ここでは、指示のセットまたはデータのセッ
トは、任意に、電子媒体を介して遠隔的にアクセス可能である）。いくつかの実施形態で
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は、キットは、少なくとも第１及び第２の電極を含有する固体支持体を含み、ここでは、
第１の電極はヒドロゲルを含み、ヒドロゲルは、少なくとも１つの電子メディエーター、
少なくとも１つの還元物質及び少なくとも１つの代謝酵素またはそれらの機能的断片を含
み、第２の電極は対照または参照電極である。いくつかの実施形態では、キットは本明細
書に記載の第１及び第２の電極に付着した固体支持体を含有する検査ストリップを含む。
【００３８】
　本開示は、体液試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度の決定または特定
方法であって、（ａ）（ｉ）少なくとも１つの導電性支持体を含むバイオセンサー（導電
性支持体は、本明細書に開示される膜と流体連通して容器に付着している）並びに任意に
、少なくとも１つの導電性支持体に作動可能に接続された電流計及び／もしくは電圧計；
もしくは（ｉｉ）本明細書に開示される膜と流体連通して容器に付着している少なくとも
１つの導電性支持体、並びに任意に、少なくとも１つの導電性支持体に作動可能に接続さ
れた電流計及び／もしくは電圧計を含むバイオセンサーを含むシステム；もしくは（ｉｉ
ｉ）本明細書に開示される検査ストリップに、体液試料を接触させること；並びに／また
は（ｂ）試料中のアンモニアもしくはアンモニウムイオンの量を決定することを含む方法
にも関する。いくつかの実施形態では、体液試料は、対象由来の血液または血清を含む。
いくつかの実施形態では、試料は全血から成り、または本質的に全血から成る。
【００３９】
　本開示は、体液試料中のアンモニア及び／またはアミノ酸の濃度の定量方法であって、
（ａ）（ｉ）少なくとも１つの導電性支持体もしくは導電面（導電性支持体もしくは導電
面はヒドロゲルに付着し、ヒドロゲルは、少なくとも１つの電子メディエーター、少なく
とも１つの還元物質及び少なくとも１つの代謝酵素もしくはそれらの機能的断片を含み、
ここではヒドロゲルはアルギン酸を含む）；並びに少なくとも１つの導電性支持体もしく
は導電面に作動可能に接続された電流計及び／もしくは電圧計を含むバイオセンサー；も
しくは（ｉｉ）少なくとも１つの導電性支持体もしくは導電面（導電性支持体もしくは導
電面は少なくとも１つのヒドロゲルに付着し、ヒドロゲルは、少なくとも１つの電子メデ
ィエーター、少なくとも１つの還元物質及び少なくとも１つの代謝酵素もしくはそれらの
機能的断片を含み；ここでは、少なくとも１つの酵素もしくはそれらの機能的断片は、ゲ
オバチルス・サーモグルコシダシウスのフェニルアラニンデヒドロゲナーゼと少なくとも
７０％相同である）；並びに少なくとも１つの導電性支持体に作動可能に接続された電流
計及び／もしくは電圧計を含むバイオセンサーを含むシステム；もしくは（ｉｉｉ）本明
細書に開示される検査ストリップに、体液試料を接触させること；または（ｂ）試料中の
アミノ酸の量を決定することを含む方法にも関する。いくつかの実施形態では、方法は、
定量または特定ステップによって得られた濃度値を、１種または複数の代謝疾患に関連す
る閾値と比較することをさらに含む。
【００４０】
　本開示はさらに、本明細書に開示されるバイオセンサー、システムまたは検査ストリッ
プを接触させるステップを含む方法に関し、ここでは、開示されるバイオセンサー、シス
テムまたは検査ストリップのうちのいずれかに対象の体液試料を接触させるステップは、
膜を介してアンモニア輸送を可能にするのに、及び試料由来のアンモニアをインドフェノ
ール反応に関連する試薬に曝露するのに十分な期間にわたって、試料を接触させることを
含む。バイオセンサー、システムまたは検査ストリップによってアミノ酸も検査されてい
るならば、そうした方法は、代謝酵素またはその機能的断片によって体液試料中の少なく
とも１つのアミノ酸の酸化を可能にするのに十分な期間にわたって、試料を接触させるこ
とを含む。いくつかの実施形態では、方法は、少なくとも１つの導電性支持体に試料を接
触させるより前に、任意の外部刺激または試薬に体液試料を曝露することを含まない。い
くつかの実施形態では、方法は、ヒドロゲルを含む少なくとも１つの電極に試料を曝露す
るより前に、その曝露と同時に、またはその曝露の後に、鉄イオン及び／またはヒドロジ
ド（ｈｙｄｒｏｚｉｄｅ）イオンに体液試料を曝露することを含まない。いくつかの実施
形態では、方法は、デバイス、検査ストリップまたはバイオセンサー内に含まれるガラス



(15) JP 6646579 B2 2020.2.14

10

20

30

40

50

ビーズなどの非多孔質担体に試料を曝露することを含まない。いくつかの実施形態では、
体液試料は、対象由来の全血または血清を含む。いくつかの実施形態では、体液試料は尿
を含まない。いくつかの実施形態では、体液試料は全血または血清以外の体液を含まない
。
【００４１】
　本開示はさらに、対象の代謝疾患の診断方法であって、（ａ）（ｉ）少なくとも１つの
導電性支持体もしくは導電面（導電性支持体もしくは導電面は、ある量のインドフェノー
ルもしくはインドフェノール関連化合物を含む容器に付着している）；並びに任意に、少
なくとも１つの導電性支持体もしくは導電面に作動可能に接続された電流計及び／もしく
は電圧計を含むバイオセンサー；または（ｉｉ）少なくとも１つの導電性支持体もしくは
導電面（導電性支持体もしくは導電面は、インドフェノール及び／もしくはインドフェノ
ール関連化合物を含む少なくとも第１の容器もしくは第２の容器に曝露されている）；並
びに少なくとも１つの導電性支持体に作動可能に接続された電流計及び／または電圧計を
含むバイオセンサーを含むシステム；または（ｉｉｉ）本明細書に開示される検査ストリ
ップの１つもしくは組み合わせに体液試料を接触させること；（ｂ）試料中のアンモニア
またはアンモニウムイオンの１つまたは複数の濃度値を定量すること；（ｃ）試料中のア
ンモニアまたはアンモニウムイオンの１つまたは複数の濃度値を、健康な範囲にあるか、
高アンモニア血症を示す範囲または濃度内にないとして特定されたアンモニアまたはアン
モニウムイオンの濃度の閾値と比較すること；並びに（ｄ）試料中のアミノ酸の１つまた
は複数の濃度値が閾値を超えるか、閾値を下回る場合、高アンモニア血症または高アンモ
ニア血症と関連している代謝疾患を有するとして対象を特定することを含む方法に関する
。いくつかの実施形態では、代謝疾患は高アンモニア血関連障害である。
【００４２】
　本開示は、療法に対する患者の応答性の決定方法であって、（ａ）（ｉ）少なくとも１
つの導電性支持体もしくは導電面（導電性支持体もしくは導電面は、ある量のインドフェ
ノールもしくはインドフェノール関連化合物を含む容器に付着している）；並びに任意に
、少なくとも１つの導電性支持体もしくは導電面に作動可能に接続された電流計及び／も
しくは電圧計を含むバイオセンサー；または（ｉｉ）少なくとも１つの導電性支持体もし
くは導電面（導電性支持体もしくは導電面は、インドフェノール及び／もしくはインドフ
ェノール関連化合物を含む少なくとも第１の容器もしくは第２の容器に曝露されている）
；並びに少なくとも１つの導電性支持体に作動可能に接続された電流計及び／もしくは電
圧計を含むバイオセンサーを含むシステム；または（ｉｉｉ）本明細書に開示される検査
ストリップの１つもしくは組み合わせに体液試料を接触させること；（ｂ）試料中のアン
モニアまたはアンモニウムイオンの１つまたは複数の濃度値を定量すること；（ｃ）試料
中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの１つまたは複数の濃度値を、健康な範囲にあ
るか、高アンモニア血症を示す範囲または濃度内にないとして特定されたアンモニアまた
はアンモニウムイオンの濃度の閾値と比較すること；並びに（ｄ）試料中のアミノ酸の１
つまたは複数の濃度値が閾値を超えるか、閾値を下回る場合、高アンモニア血症または高
アンモニア血症と関連している代謝疾患を有するとして対象を特定することを含む方法に
も関する。
【００４３】
　本開示は、固体支持体並びに固体支持体に付着した少なくとも第１及び第２の電極（こ
こでは、第１の電極は膜を含み、膜は過フッ素化イオノマーを含む）を含む検査ストリッ
プにも関する。いくつかの実施形態では、検査ストリップはダイオード、分光光度計、電
圧計及び／または電流計並びにデジタルディスプレイを含む携帯用デバイス用に適合させ
られ、その結果、検査ストリップがデバイスに接触する場合、第１及び第２の電極が、ダ
イオード、分光光度計、電圧計及び／または電流計並びにデジタルディスプレイを含む閉
じた電気回路に作動可能に接続されるようになり、インドフェノールまたはインドフェノ
ール関連化合物から放射される光に接触する際に、体液試料中のアミノ酸の濃度値に対応
する電流が第１の電極で生じ、そうした濃度値は、携帯用デバイスのディスプレイ読み取
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り可能である。いくつかの実施形態では、検査ストリップは、少なくとも第１の容器にお
けるコンジット、容量またはスペースから任意に分離されているが、これらと流体連通し
ている固相または液相のインドフェノール試薬の少なくとも１つのまたは組み合わせを含
む。
【００４４】
　本開示は、少なくとも１つの電極を含む、本明細書に開示される、開示されるバイオセ
ンサー、検査ストリップ、システムのうちのいずれかの製造方法であって、少なくとも１
つの電極を、少なくとも１つの容器、少なくとも１つの容器と流体連通している少なくと
も１つのコンジット及び少なくとも１つのインドフェノール試薬を含む溶液と接触させ；
続いて、少なくとも１つの電極を、Ｎａ＋、Ｃａ＋、Ｃｌ－を有する塩基性緩衝剤及び／
または約１Ｍ以下のアセテート濃度と接触させることを含む方法にも関する。
【００４５】
　本発明の実施形態の利点は、例示的実施形態の以下の詳細な説明から明らかになるであ
ろう。以下の詳細な説明は、添付の図面と併せて考慮すべきである。
　本発明の実施形態において、例えば以下の項目が提供される。
（項目１）
　少なくとも第１及び第２の容器；
　前記第１及び前記第２の容器の間に位置する流体交換開口部；
　バイオセンサーの外部の箇所から流体を受け取るように配置された、前記少なくとも第
１の容器と流体連通している少なくとも１つのコンジット；並びに
　前記流体交換開口部に置かれた膜
を含むバイオセンサーであって、
　前記膜がイオノマーを含み、
　前記第１の容器または前記第２の容器が、次亜ハロゲン酸塩、アルカリ緩衝剤及び少な
くとも１つの、フェノール試薬またはインドフェノール関連化合物を個々にまたは組み合
わせて含む、前記バイオセンサー。
（項目２）
　前記第１または前記第２の容器のいずれかが、ヒオハライト、アルカリ緩衝剤、触媒及
び少なくとも１つのフェノール試薬またはインドフェノール関連化合物を個々に含む、項
目１に記載のバイオセンサー。
（項目３）
　少なくとも第１の導電性支持体、前記少なくとも第２の容器と流体連通している前記導
電性支持体、少なくとも１つのワイヤーによって、電流計、電圧計、分光光度計またはそ
れらの組み合わせに作動可能に接続された前記導電性支持体をさらに含む、項目１に記載
のバイオセンサー。
（項目４）
　前記少なくとも１つの導電性支持体が、少なくとも１つのワイヤーによって分光光度計
に作動可能に接続された、項目３に記載のバイオセンサー。
（項目５）
　前記導電性支持体がヒドロゲル及び少なくとも１つの代謝酵素またはそれらの機能的断
片をさらに含む、項目３に記載のバイオセンサー。
（項目６）
　前記少なくとも１つの導電性支持体が、表２から選択される代謝酵素またはそれらの機
能的断片の少なくとも１つまたはそれらの組み合わせを含む、項目３に記載のバイオセン
サー。
（項目７）
　前記バイオセンサーが少なくとも第１及び第２の導電性支持体を含み、前記第１の導電
性支持体がヒドロゲルに付着しており、ヒドロゲルが少なくとも１つの代謝酵素またはそ
れらの機能的断片を含み、前記第１及び第２の導電性支持体が、その間に電圧を印加する
ように前記電圧計及び／または電流計に作動可能に接続されている、項目３に記載のバイ
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オセンサー。
（項目８）
　前記バイオセンサーが、以下の１つまたは複数を含まない、項目１～７のいずれか１項
に記載のバイオセンサー：（ｉ）ウリカーゼまたはその機能的断片；（ｉｉ）デキストラ
ンまたはその誘導体を含むヒドロゲル；（ｉｉｉ）細菌細胞；（ｉｖ）電気泳動用に配置
された電子双極子；及び（ｖ）３，４－ＤＨＢ。
（項目９）
　液体アンモニアを気体状態に変換するために配置される気化器、ガスクロマトグラフま
たは発熱体を含まない、項目１～８のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目１０）
　約５μＬ～約１００μＬの試料容量を保持するように前記少なくとも第１のコンジット
が配置される、項目１～９のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目１１）
　バイオセンサーの外部のいかなる任意の刺激への暴露にも機能的に依存しない、項目１
～１０のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目１２）
　前記少なくとも１つのワイヤーを含む回路、並びに前記分光光度計からのデジタル情報
を受け取るように、及びデジタル情報を前記デジタルディスプレイに送るように配置され
たプロセッサーに作動可能に接続されたデジタルディスプレイをさらに含む、項目４に記
載のバイオセンサー。
（項目１３）
　ある量の体液を受け取るように配置された前記第１コンジットを含む検査ストリップを
さらに含む、項目１～１２のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目１４）
　前記アルカリ緩衝剤が約０．１Ｍ～約５Ｍの酢酸ナトリウムまたは塩化ナトリウムを含
む、項目１～１３のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目１５）
　前記少なくとも１つの酵素が、表２の酵素または、表２に開示されている配列に対して
７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％の
配列同一性を有するそれらの機能的断片であり；前記ヒドロゲルがトレハロースを含み、
前記ヒドロゲルのアルギン酸濃度が、前記少なくとも１つの導電性支持体に付着した全量
の量に対して約１％～約３％の重量であり；前記導電性支持体が、電圧計及び／または電
流計に作動可能に接続された銀及び塩化銀を含むワイヤーを含む、項目１５に記載のバイ
オセンサー。
（項目１６）
　前記膜が図５の式（式中、ｘ、ｙ及びｚは任意の正の整数である）を有するブロックポ
リマーを含む、項目１～１５のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目１７）
　前記少なくとも１つの導電性支持体が、セルロースまたはその誘導体を含む膜で覆われ
ていない、項目１～１６のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目１８）
　前記次亜ハロゲン酸塩が次亜塩素酸塩またはブリーチから選択される、項目１～１７の
いずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目１９）
　前記少なくとも１つのインドフェノール試薬またはインドフェノール関連化合物がフェ
ノール、２－フェニルフェノールまたはナフトールから選択される、項目１～１８のいず
れか１項に記載のバイオセンサー。
（項目２０）
　前記アルカリ緩衝剤が、約１．０Ｍ塩化ナトリウム、塩化カルシウム、塩化亜鉛、酢酸
ナトリウム、酢酸カルシウムまたは酢酸亜鉛である、項目１～１９のいずれか１項に記載
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のバイオセンサー。
（項目２１）
　前記膜がＮａｆｉｏｎを含む、項目１～２０のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目２２）
　前記膜が酸性溶液及び／または過酸化水素溶液で前処理されたＮａｆｉｏｎを含む、項
目１～２１のいずれか１項に記載のバイオセンサー。
（項目２３）
　少なくとも１つのコンピューター記憶メモリーに作動可能に接続されている項目１～２
２のいずれか１項に記載のバイオセンサーを含む、システム。
（項目２４）
　全血を含む試料をさらに含む、項目２３に記載のシステム。
（項目２５）
　前記ダイオード、分光光度計、電圧計及び／または電流から前記デジタルディスプレイ
に波長、電流及び／または電圧差の測定値に対応する電気信号を運ぶことができる電気回
路によって、前記少なくとも１つの導電性支持体に作動可能に接続されているデジタルデ
ィスプレイをさらに含み、前記少なくとも１つの触媒が前記インドフェノール反応を触媒
するのに十分な期間にわたって、前記少なくとも１つの導電性支持体が前記試料と接触し
ている場合に、前記デジタルディスプレイが、試料中のアンモニア、アンモニウムイオン
及び／またはアミノ酸の濃度値を示すように配置される、項目２３または２４に記載のシ
ステム。
（項目２６）
　前記少なくとも１つのコンピューター記憶メモリーと作動可能に接続されたコンピュー
タープロセッサーをさらに含む、項目２３～２５のいずれか１項に記載のシステム。
（項目２７）
　少なくとも第１及び第２の容器；
　前記第１及び前記第２の容器の間に位置する流体交換開口部；
　バイオセンサーの外部の箇所から流体を受け取るように配置された、前記少なくとも第
１の容器と流体連通している少なくとも１つのコンジット；並びに
　前記流体交換開口部に置かれた膜
を含むバイオセンサーまたは検査ストリップを含むキットであって、
　前記膜がイオノマーを含み、
　前記第１の容器または前記第２の容器が、次亜ハロゲン酸塩、アルカリ緩衝剤及び少な
くとも１つのフェノール試薬またはインドフェノール関連化合物を個々にまたは組み合わ
せて含む、前記キット。
（項目２８）
　前記アルカリ緩衝剤が約１Ｍの塩化ナトリウムまたは酢酸ナトリウムである、項目２７
に記載のキット。
（項目２９）
　以下の少なくとも１つをさらに含む、項目２７に記載のキット：１種または複数の導電
性支持体を含む複数の検査ストリップ（ここでは、前記１種または複数の導電性支持体は
、アルギン酸、体液の対照または参照試料を含むヒドロゲルを含む）、閾値を含むデータ
のセット及び命令のセット（前記命令のセットまたは前記データのセットは、任意に、電
子媒体を介して遠隔的にアクセス可能である））。
（項目３０）
　少なくとも第１及び第２の容器を含む固体支持体；
　前記少なくとも第１及び第２の容器の間に位置する流体交換開口部；
　前記固体支持体の外部の箇所から流体を受け取るように配置された、前記少なくとも第
１の容器と流体連通している少なくとも１つのコンジット；並びに
　前記流体交換開口部に置かれた膜
を含むキットであって、
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　前記膜がイオノマーを含み、
　前記第１の容器または前記第２の容器が、次亜ハロゲン酸塩、アルカリ緩衝剤及び少な
くとも１つのインドフェノール試薬またはインドフェノール関連化合物を個々にまたは組
み合わせて含む、前記キット。
（項目３１）
　第１及び第２の電極をさらに含み、前記第１の電極がヒドロゲルを含み、前記ヒドロゲ
ルが、少なくとも１つの電子メディエーター、少なくとも１つの還元物質及び少なくとも
１つの代謝酵素またはそれらの機能的断片を含み、前記第２の電極が対照または参照電極
である、項目３０に記載のキット。
（項目３２）
　前記固体支持体が、前記第１及び第２の電極に付着した検査ストリップである、項目３
０に記載のキット。
（項目３３）
　試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度の決定または特定方法であって、
項目１～２２のいずれか１項に記載のバイオセンサーもしくは項目２３～２７いずれか１
項に記載のシステム；または本明細書に開示される任意の検査ストリップに試料を接触さ
せること；及び試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの量を決定することを含む
、前記方法。
（項目３４）
　前記試料が全血である、項目３３に記載の方法。
（項目３５）
　項目１～２２のいずれか１項に記載のバイオセンサーもしくは項目２３～２７いずれか
１項に記載のシステム；または本明細書に開示される任意の検査ストリップに体液試料を
接触させることを含む、アンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度の定量方法。
（項目３６）
　前記定量または特定ステップによって得られた濃度値を、１種または複数の代謝疾患に
関連する閾値と比較することをさらに含む、項目３２～３４のいずれか１項に記載の方法
。
（項目３７）
　前記接触ステップが、インドフェノール試薬またはインドフェノール関連化合物の改変
が、インドフェノールまたはインドフェノール反応生成物への改変になることを可能にす
るのに十分な期間にわたって、項目１～２２のいずれか１項に記載のバイオセンサーもし
くは項目２３～２７いずれか１項に記載のシステム；または本明細書に開示される任意の
検査ストリップに、前記試料を曝露することを含む、項目３２～３５のいずれか１項に記
載の方法。
（項目３８）
　少なくとも１つの導電性支持体に前記試料を接触させるより前に、任意の外部刺激また
は試薬に前記体液試料を曝露することを含まない、項目３２～３６のいずれか１項に記載
の方法。
（項目３９）
　前記体液試料が対象からの全血である、項目３４～３７のいずれか１項に記載の方法。
（項目４０）
　前記体液試料が尿を含まない、項目３２～３７のいずれか１項に記載の方法。
（項目４１）
　対象の代謝疾患の診断方法であって、
　（ａ）項目１～２２のいずれか１項に記載のバイオセンサーもしくは項目２３～２７い
ずれか１項に記載のシステム；または本明細書に開示される任意の検査ストリップに体液
試料を接触させること；
　（ｂ）前記試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を定量すること；
　（ｃ）前記試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を、健康な範囲にあると特定
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されたアンモニア濃度の閾値と比較すること；及び
　（ｄ）前記試料中のアンモニアの前記１つまたは複数の濃度値が前記閾値を超えるか下
回る場合に、代謝疾患を有するとして前記対象を特定すること
を含む、前記方法。
（項目４２）
　前記代謝疾患が高アンモニア血症である、項目４０に記載の方法。
（項目４３）
　療法に対する患者の応答性の決定方法であって、
　（ａ）項目１～２２のいずれか１項に記載のバイオセンサーもしくは項目２３～２７い
ずれか１項に記載のシステム；または本明細書に開示される任意の検査ストリップに体液
試料を接触させること；
　（ｂ）１つまたは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値を定量すること
；
　（ｃ）前記１つまたは複数の濃度値を代謝疾患と関連する１つまたは複数の閾値と比較
すること
を含む、前記方法。
（項目４４）
　少なくとも第１及び第２の容器；
　前記少なくとも第１及び第２の容器の間に位置する流体交換開口部；
　バイオセンサーの外部の箇所から流体を受け取るように配置された、前記少なくとも第
１の容器と流体連通している少なくとも１つのコンジット；並びに
　前記流体交換開口部に置かれた膜
を含む固体支持体を含む検査ストリップであって、
　前記膜がイオノマーを含み、
　前記第１の容器または第２の容器が、次亜ハロゲン酸塩、アルカリ緩衝剤及び少なくと
も１つの、フェノール試薬、インドフェノール試薬またはインドフェノール関連化合物を
個々にまたは組み合わせて含む、前記検査ストリップ。
（項目４５）
　前記検査ストリップが、ダイオード、分光光度計、電圧計及び／または電流計並びにデ
ジタルディスプレイを含む携帯用デバイス用に適合させられ、その結果、前記検査ストリ
ップがデバイスに接触する場合、前記第１及び第２の電極が、前記電圧計及び／または電
流計並びに前記デジタルディスプレイを含む閉じた電気回路に作動可能に接続されるよう
になり、試料に接触する際に、次亜ハロゲン酸塩、アルカリ緩衝剤及び少なくとも１つの
インドフェノール試薬またはインドフェノール関連化合物がインドフェノール反応を触媒
し、その結果、前記試料中のアンモニアの濃度値に対応する電流が第１の電極で生じ、そ
うした濃度値が携帯用デバイスのディスプレイで読み取り可能である、項目４４に記載の
検査ストリップ。
（項目４６）
　前記第１及び／もしくは第２の容器の間に前記膜を固定することを含む、項目１～２２
のいずれか１項に記載のバイオセンサーもしくは項目２３～２７いずれか１項に記載のシ
ステム；または本明細書に開示される任意の検査ストリップの製造方法。
（項目４７）
　試料中のアミノ酸の存在、非存在または量の検出方法であって、
　（ａ）項目１～２２のいずれか１項に記載のバイオセンサーもしくは項目２３～２７い
ずれか１項に記載のシステム；本明細書に開示される検査ストリップ；または本明細書に
開示される任意のカートリッジに体液試料を接触させること；
　（ｂ）１つまたは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値を定量すること
；
　（ｃ）前記１つまたは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値をアミノ酸
の１つまたは複数の量と相関させること
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を含む、前記方法。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】流体交換開口部に位置する膜で分離された第１及び第２の容器に加えられた所与
の試料のアンモニアまたはアンモニウムイオンのレベルを検出する能力を有するシステム
の例示的図である。
【図２】１つを超えるインドフェノール反応を並行して行うことができる複数の容器を含
むシステムの例示的図である。
【図３】ベルテロー反応またはインドフェノール反応としても知られる、例示的反応を示
す図である。
【図４】マイクロ流体検査デバイスの例示的実施形態を示す図である。
【図５】本開示の実施形態を使用する定量的ポイントオブケア高アンモニア血センシング
の方法の例示的フローチャートを示す図である。
【図６】電子的検査デバイスとともに使用するための血液検査ストリップの例示的実施形
態を示す図である。
【図７】インドフェノール反応を行うために配置された容器に曝露された電極を含む電子
回路、アナログ－デジタル変換器、ディスプレイと電子通信しているマイクロチップを含
むデバイスの例示的実施形態を示す図である。
【図８】Ｎａｆｉｏｎの化学組成を示す図である。
【図９】どのようにナトリウム塩の濃度が試料からのアンモニアの高回収率及び移行をも
たらすかを示す実験データの図である。
【図１０】塩基性緩衝剤として酢酸ナトリウム使用する場合対塩化ナトリウムを使用する
場合の、デバイスの性能の差異を示す実験データを示す図である。
【図１１】センシング実験に利用される２分割されたウェルを形成するためにＮａｆｉｏ
ｎの周りに一緒にスナップ留めした、３Ｄ印刷したモジュール部品を示す写真である。
【図１２】インドフェノール反応が０．９９３９のＣＯＤで、０～７５０μＭに及ぶ塩化
アンモニウム濃度での線形曲線をもたらすことを示す図である。
【図１３】インドフェノール反応用の試薬が室温で保管され、１００日にわたって一定間
隔でアンモニア検量線を作成するのに使用されたことを示す図である。５００μＭのアン
モニアへの応答は、７５日目で低下し始めた。インドフェノール反応の試薬は、様々な濃
度のアンモニアへのその反応が悪化し始める前に、最高５０日間、室温で安定である。
【図１４】１ｍＭ濃度の２１種のアミノ酸のそれぞれを、インドフェノール反応を使用し
て検査したことを示す図である。インドフェノール反応の後に各アミノ酸について６３５
ｎｍで測定した吸光度を、１ｍＭ塩化アンモニウムを用いるインドフェノール反応からの
応答のパーセンテージとして計算した。レーダーグラフは、塩化アンモニウムと比較した
応答パーセントを示す。最高の応答は、アンモニアの応答のほんの７％に過ぎない吸光度
値を生じたスレオニンであった。
【図１５】１倍ＰＢＳ中の様々なアンモニア濃度に対する構築したセンサーの応答を示す
図である。ｎ＝５試料で、ＣＯＤは０．９７５８である。
【図１６】血中アンモニア濃度決定する最初の実験が限定的な応答を実証したことを示す
図である。応答は妨げられ、０．３５という吸光度を超えなず、ある程度の干渉を示す。
【図１７】１倍ＰＢＳ中の５００ｍＭアンモニア及びヒツジの全血の分析において、２～
１０×次亜塩素酸塩の濃度を利用したことを示す図である。インドフェノール反応で利用
した次亜塩素酸塩の濃度を増大させると、小血中分子がインドフェノール反応に対して有
する負の干渉を低減させた。３倍より高い濃度では、反応自体が低下し始めた。次亜塩素
酸塩濃度の３倍の増大が至適であった。
【図１８】２分割ウェルセンサーを再び使用して、ヒト全血のアンモニアを抽出したこと
を示す図である。３倍次亜塩素酸塩改変インドフェノール反応を用いて、抽出したアンモ
ニア溶液を検査し、６３５ｎｍで吸光度を測定した。０～５００μＭの範囲において、ｎ
＝５試料で、ＣＯＤは０．９５７３であった。
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【図１９】０～１５０μＭに及ぶ血中アンモニア濃度へのセンサーの応答を示す図である
。相対標準偏差は約１０％であり、ｎ＝５試料で０．９７７７のＣＯＤである。
【図２０】一実施形態のウェルプレートの前面のＣＡＤスケッチである。
【図２１】デバイスの製造を完了する前に粘着性シリコーンを付着する必要がある、一実
施形態のウェルプレートの領域（黒色の領域）を示す、ＣＡＤスケッチである。
【図２２】ウェルを２つの区分に分割するためにＮａｆｉｏｎ（登録商標）の周りに一緒
にスナップ留めした、３Ｄ印刷したモジュール式の左側及び右側の部品を示す写真である
。
【図２３】３Ｄ印刷したウェルの製品図面を示す図である。
【図２４】ｍｍでの寸法による、使い捨てカートリッジの上部部品のＣＡＤスケッチであ
る。チャネル１から５までがラベル付けされている。
【図２５】チャネル６がラベル付けされた、チップの下部部品のＣＡＤスケッチである。
【図２６】４０マイクロリットルの全血試料をウェル番号６にロードしてからｉ）ｔ＝０
秒（ｓ）；ｉｉ）ｔ＝１３ｓ及びｉｉｉ）ｔ＝２４ｓ後の濃度プロファイルの図示である
。
【図２７】全血中のアンモニアレベルを定量するのに使用されるマイクロ流体デバイスを
含む一実施形態の上半分を示す図である。
【図２８】全血中のアンモニアレベルを定量するのに使用されるマイクロ流体デバイスを
含む一実施形態の下半分を示す図である。
【図２９】流体交換開口部に位置する膜で分離された第１及び第２の容器に加えられた所
与の試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオン及びアミノ酸のレベルを検出する能力
を有するシステムの例示的図である。ここでは、反応は酵素によって触媒される。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
　本開示の方法及び他の態様に関する様々な用語が、本明細書及び特許請求の範囲の全体
を通して使用される。そうした用語は、別段指示がない限り、当技術分野でのそれらの通
常の意味を示すものとする。他の具体的に定義された用語は、本明細書で提供される定義
と一致するように解釈されるものとする。
【００４８】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用する場合、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔ
ｈｅ」は、文脈において特に明記しない限り、複数の指示物を含む。
【００４９】
　本明細書で使用する「約」は、量、持続時間などの測定可能な値に言及する場合、特定
の値から±２０％、±１０％、±５％、±１％または±０．１％の変動を包含することを
意図し、これは、そのような変動は開示される方法を実施するのに適切であるからである
。
【００５０】
　本明細書で使用する場合、「付着する」、「付着」、「接着する」、「接着した」、「
接着性の」という用語または同様の用語は、一般に、物理的吸収、化学結合及び同様のプ
ロセスまたはそれらの組み合わせになどによって、例えば、基、化合物または酵素を表面
に固定化するまたは固着することを指す。
【００５１】
　本明細書で使用する場合、「生検」という用語は、分析のために、対象または患者から
取り出された細胞試料、細胞の採取物または体液を意味する。いくつかの実施形態では、
生検は、骨髄生検、パンチ生検、内視鏡生検、針生検、薄片生検、切開生検、切除生検、
または外科的切除である。
【００５２】
　本明細書で使用する場合、「体液」という用語は、必ずしも限定されないが、血液試料
、血清試料、全血試料、尿試料、粘液試料、唾液試料及び汗試料を含めた、対象から分離
した任意の流体を意味する。試料は、静脈内穿刺、生検、スワブ、毛細管吸引、ランセッ
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ト、針穿刺吸引、排出流体の単純な捕獲による採取などの任意の手段によって、対象から
得ることができる。
【００５３】
　本明細書で使用する場合、「電子媒体」という用語は、ハードディスク、ＲＯＭ、ＥＥ
ＰＲＯＭ、ＲＡＭ、フラッシュメモリー、不揮発性メモリー、または実質的に及び機能的
に等価の任意の媒体を含めた、電子的アクセス技術を用いる任意の物理的記憶装置を意味
する。いくつかの実施形態では、ソフトウェア記録装置は、本開示の一実施形態を実施す
るプロセッサーと同じ場所に位置してもよく、またはソフトウェア記録装置の少なくとも
一部は遠隔地に位置してもよいが、必要な場合にアクセス可能である。
【００５４】
　本明細書で使用する場合、「例示的（ｅｘｅｍｐｌａｒｙ）」という語は、「実施例（
ｅｘａｍｐｌｅ）、例（ｉｎｓｔａｎｃｅ）または例証（ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ）と
しての役割を果たす」ことを意味する。本明細書に記載の実施形態は、制限するものでは
なく、むしろ例示的なものに過ぎない。記載される実施形態は、必ずしも他の実施形態よ
りも好ましいまたは有利であると解釈されるとは限らないことを理解されたい。さらに、
「本発明の実施形態」、「実施形態」または「発明」という用語は、本発明のすべての実
施形態が、論じられる特長、利点または動作モードを含むことを必要とするわけではない
。さらに、当業者は、開示されるものよりも何桁も大きいまたは小さい試料とともに使用
するために開示される設計または関連した設計に組み込まれ得るスケールのサイズ設定の
幅広い変動を認識するであろう。
【００５５】
　本明細書で使用する場合、「アミノ酸代謝異常症」という用語は、対象の体においてア
ミノ酸の生成過剰または生成不足をもたらす、アミノ酸の代謝的触媒作用の機能障害を特
徴とする疾患及び障害を指すことが意図される。アミノ酸代謝異常症の例は、本出願にお
いて互換的に使用される用語である代謝疾患の定義に列挙される。
【００５６】
　本明細書で使用する場合、「配列同一性」は国立バイオテクノロジー情報センター（Ｎ
ＣＢＩ）のｆｔｐサイトから検索することができる、２つの配列をブラストするための独
立実行可能なＢＬＡＳＴエンジンプログラム（ｂｌ２ｓｅｑ）を使用して、デフォルトパ
ラメーター（Ｔａｔｕｓｏｖａ　ａｎｄ　Ｍａｄｄｅｎ，ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
　Ｌｅｔｔ．，１９９９，１７４，２４７－２５０；参照によりその全体が本明細書に組
み込まれる）を使用して、決定される。「と相同である」という用語を使用することは、
測定される「配列同一性」と同義である。いくつかの実施形態では、一実施形態が、ある
配列同一性パーセントを有する、ある核酸配列またはアミノ酸配列を含む場合は、この用
語は、その全長にわたって、開示されるある配列とある相同性を有する、開示されるある
核酸配列またはアミノ酸配列を指す。
【００５７】
　「対象」という用語は、体液試料が採られる動物を説明するために本明細書全体を通し
て使用される。ある実施形態では、動物はヒトである。ヒトなどの特定の対象に対して特
異的な状態の診断については、「患者」という用語が互換的に使用され得る。本開示の説
明のいくつかの場合では、「患者」という用語は、特定の疾患または障害を罹患するヒト
患者を指す。いくつかの実施形態では、対象は、アミノ酸代謝異常症を有する疑いがある
、またはアミノ酸代謝異常症を発症する危険性があると特定されるヒトであり得る。いく
つかの実施形態では、対象は少なくとも１つのアミノ酸代謝異常症を有すると診断され得
る。いくつかの実施形態では、対象は、高アンモニア血症を有する疑いがあるか、高アン
モニア血症と診断されている。いくつかの実施形態では、対象は、高アンモニア血症を有
する疑いがある、または高アンモニア血症を発症する危険性があると特定されるヒトであ
り得る。いくつかの実施形態では、対象は、分離される体液試料の供給源として機能する
哺乳動物であり得る。いくつかの実施形態では、対象は、体液試料が分離される、または
提供される非ヒト動物であり得る。「哺乳動物」という用語は、ヒト及び非ヒトの両方を
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タが挙げられるが、これらに限定されない。
【００５８】
　本明細書で使用する場合、「保存的」アミノ酸置換は、以下の表Ａ、ＢまたはＣに示さ
れるように定義することができる。代謝酵素は、本明細書に開示されるポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチドの改変によって、保存的置換が導入されたアミノ酸配列を含む
。アミノ酸は、物理的性質並びに二次及び三次タンパク質構造への寄与によって分類する
ことができる。保存的置換は、あるアミノ酸の、同様の性質を有する別のアミノ酸による
置換として当技術分野で認識される。例示的保存的置換を表Ａに示す。
【表Ａ】

【００５９】
　あるいは、保存的アミノ酸は、表Ｂに示されるように、Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ，（Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ；Ｗｏｒｔｈ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒ
ｓ，Ｉｎｃ．ＮＹ，Ｎ．Ｙ．（１９７５），ｐｐ．７１－７７）に記載されているように
グループ分けすることができる。

【表Ｂ】

【００６０】
　あるいは、例示的保存的置換は表Ｃに示される。
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【表Ｃ】

【００６１】
　本明細書に記載の細胞外基質と関連するポリペプチド配列を含むポリペプチドは、アミ
ノ酸残基の１つまたは複数の挿入、欠失もしくは置換またはそれらの任意の組み合わせ、
及びアミノ酸残基の挿入、欠失または置換以外の改変を有するポリペプチドを含むことが
意図されることを理解されたい。
【００６２】
　本明細書で使用する場合、「予後予測する」という用語は、疾患のあり得る経過及び／
または転帰を決定することを意味する。
【００６３】
　本明細書で使用する場合、用語、インドフェノール関連化合物という用語は、インドフ
ェノール反応の反応生成物である低分子化学化合物である。ある実施形態では、４、５、
６員環中に少なくとも１つの炭素原子を含み、光源が放射する光によってこの低分子化学
化合物が励起される際に、可視光波長を放射する。いくつかの実施形態では、低分子化学
化合物は、インドフェノール反応の生成物であり、光源が放射する光によってこの化学化
合物が励起される際に、ヒトの眼に見える光の波長を放射する。いくつかの実施形態では
、光源からの光によって放射される際に、低分子化学化合物は約４００ｎｍ～約６００ｎ
ｍの波長を放射する。いくつかの実施形態では、バイオセンサー、デバイス及び／または
システムは、光源並びにインドフェノールまたはインドフェノール関連化合物によって放
射される光を測定することができる、少なくとも１つのダイオード及び／もしくは分光光
度計または他のデバイスを含む。
【００６４】
　本明細書で使用する場合、「容器」という用語は、任意のチャンバー、へこみ、容器、
入れ物またはスペースである。いくつかの実施形態では、容器は、約１，０００、９００
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、８００、７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００、５０、４０、３
０、２０、１５、１２、１０、９、８、７、６、５、４、３、２または１μＬ以下の体液
試料を保持することができるウェルである。
【００６５】
「膜」という用語は、固相の任意のモノマーまたはポリマーを意味する。いくつかの実施
形態では、膜は、イオノマーを含む。いくつかの実施形態では、膜は、ガスクロマトグラ
フィーの能力がない。
【００６６】
　本明細書に開示される「ポイントオブケア」という用語は、アンモニアなどの反応生成
物及び／またはアミノ酸などの試料成分の存在、非存在または量を、約１、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５または３０分以下の期間内に分析すること
ができる、デバイス、バイオセンサー、システム、検査ストリップまたはカートリッジを
、個々に、または１つまたは複数の成分とともに機能するように配置された状態で指す。
いくつかの実施形態では、この用語は、アンモニア及び／もしくはアミノ酸の存在、非存
在または量を約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５または３
０分以下の期間内に分析することができる、またはアンモニア及び／もしくはアミノ酸の
存在、非存在もしくは量を、試料を得た箇所の近くもしくは実質的に近くで分析すること
ができる、デバイス、バイオセンサー、システム、検査ストリップまたはカートリッジを
個々に、または１つまたは複数の成分とともに機能するように配置された状態で指す。例
えば、いくつかの実施形態では、試料は、高アンモニア血症もしくは高アンモニア血症関
連障害の疑いがある対象または高アンモニア血症もしくは高アンモニア血症関連障害と以
前に診断された対象から得ることができる。いくつかの実施形態では、ポイントオブケア
デバイスまたはバイオセンサーまたはシステムは、試料を試料の供給源から別の場所に送
り、試料のアンモニア含量を分析することになしに、試料中のアンモニアまたはアンモニ
ウムイオンの存在、非存在または量を検出することができるポイントオブケアデバイスで
ある。
【００６７】
　「流体交換開口部」という用語は、流体が１つの容器からその１つの容器と流体連通し
た隣接する容器または別の容器に流れることができる、任意のスペースまたは空隙を意味
する。
【００６８】
　特許請求される要素に関する「個々に含む」という用語は、１つの特許請求される要素
のみが列挙される要素のそれぞれを含み、指定された他の要素と組み合わせて含まないこ
とを意味する。
【００６９】
　「フェノール置換基を含む化合物」という用語は、少なくとも１つの炭素原子を含む４
、５、６員またはそれ以上の原子環に付着したフェニル基を含む、任意の分子を意味する
。
【００７０】
　本明細書で使用する場合、「イオノマー」はイオンを含む任意のポリマーを指す。いく
つかの実施形態では、イオノマーは過フッ素化イオノマーである。いくつかの実施形態で
は、イオノマーは式Ｉまたはその塩を含む。
【化２】

　式中、Ｘ１＝Ｆ－０－ＣＦ２－Ｙ、Ｆ２－ＳＯ２またはＦ２－ＣＦ２－ＣＯ２ＣＨ３

　Ｘ２＝ＣＦ３、またはＸ１がＦ２である場合Ｘ２は存在せず、
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　Ｙ＝ＣＦ２－ＳＯ２Ｆ、ＣＦ２－ＣＦ－ＳＯ２ＦまたはＣＦ３－ＣＯ２ＣＨ３である。
【００７１】
　いくつかの実施形態では、イオノマーは以下の１つまたは組み合わせを含む：
【化３】

　またはそれらの塩（式中、ｎ及びｍは任意の正の整数である）。いくつかの実施形態で
は、ｎ及び／またはｍは、１、２、３、４、５、６、７、８、９もしくは１０またはそれ
以上である。いくつかの実施形態では、ｎ及び／またはｍは、独立に可変であり、約１～
約１０００の任意の正の整数である。いくつかの実施形態では、ｎ及び／またはｍは、独
立に可変であり、約１～約５００の任意の正の整数である。
【００７２】
　「体液」という用語は、ヒトまたは非ヒト動物を含めた動物から得られた任意の試料を
意味する。
【００７３】
　本明細書で使用する場合、「機能的断片」という用語は、断片の基になる野生型ポリペ
プチドの機能と類似しているまたは実質的に類似している少なくとも部分的な生物学的機
能を有するのに十分な長さである、開示されるポリペプチドの任意の部分を意味する。い
くつかの実施形態では、代謝酵素の機能と関連するポリペプチドの機能的断片は、本明細
書に開示される任意のポリペプチドの少なくとも７０％、７５％、８０、８５、９０、９
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５、９６、９７、９８または９９％の配列同一性を含み、ポリペプチドに結合する１種ま
たは複数の基質に少なくとも部分的な結合親和性を有するのに十分な長さを有するポリペ
プチドである。いくつかの実施形態では、断片は本明細書に開示される任意のポリペプチ
ドの断片であり、少なくとも約１０、約２０、約３０、約４０、約５０、約６０、約７０
、約８０、約９０または約１００個の連続的なアミノ酸の長さを有する。いくつかの実施
形態では、断片は本明細書に開示される任意のポリペプチドの断片であり、少なくとも約
５０アミノ酸の長さを有する。いくつかの実施形態では、断片は本明細書に開示される任
意のポリペプチドの断片であり、少なくとも約１００アミノ酸の長さを有する。いくつか
の実施形態では、断片は本明細書に開示される任意のポリペプチドの断片であり、少なく
とも約１５０アミノ酸の長さを有する。いくつかの実施形態では、断片は本明細書に開示
される任意のポリペプチドの断片であり、少なくとも約２００アミノ酸の長さを有する。
いくつかの実施形態では、断片は本明細書に開示される任意のポリペプチドの断片であり
、少なくとも約２５０アミノ酸の長さを有する。
【００７４】
　本明細書で使用する場合、「代謝酵素と関連するポリペプチド配列」という用語は、本
明細書に開示される代謝酵素またはそれらの機能的断片である、任意の高分子（例えば糖
分子または高分子）によって修飾または修飾されていない任意のポリペプチドまたはその
断片を意味する。いくつかの実施形態では、ポリペプチド配列は、合成的に生成されるか
、任意の多細胞生物または単細胞生物において組換え的に生成される。いくつかの実施形
態では、細胞外基質と関係があるポリペプチド配列は、配列が表２に開示されているポリ
ペプチドのうちのいずれかを含む任意のポリペプチドである。いくつかの実施形態では、
代謝酵素と関連するポリペプチド配列は、表２に開示されているポリペプチドのいずれか
を含む任意のポリペプチド配列、または表２に開示されているポリペプチドと８５、９０
、９５、９６、９７、９８または９９％の配列同一性を有する配列、またはそれらの機能
的断片である。いくつかの実施形態では、代謝酵素と関係があるポリペプチド配列は、表
２に開示されているポリペプチドのうちのいずれか、または表２に開示されているポリペ
プチドと８５、９０、９５、９６、９７、９８または９９％の配列同一性を有する配列か
ら成る。
【００７５】
　「塩」という用語は、無機酸及び／または有機酸を用いて形成される酸性塩並びに無機
塩基及び／または有機塩基を用いて形成される塩基性塩を指す。こうした酸及び塩基の例
は、当業者に周知である。そうした酸付加塩は、通常医薬的に許容可能であるが、医薬的
に許容可能でない酸の塩は、問題の化合物の調製及び精製において有用であり得る。塩と
しては、塩酸、臭化水素酸、硫酸、リン酸、クエン酸、酒石酸、乳酸、ピルビン酸、酢酸
、コハク酸、フマル酸、マレイン酸、メタンスルホン酸及びベンゼンスルホン酸から形成
されるものが挙げられる。
【００７６】
　いくつかの実施形態では、デバイス、システム、膜または容器は、開示される試薬また
は本明細書に開示される配合物または任意の塩のうちのいずれかを含むことができる。塩
は、その遊離塩基または塩、それらの鏡像異性体またはラセミ体を、１当量またはそれ以
上の適切な酸と反応させることによって形成することができる。いくつかの実施形態では
、本発明の塩は、少なくとも１つの塩基性基または少なくとも１つの塩基性ラジカルを有
する、開示される試薬または本明細書に開示される配合物の塩を指す。いくつかの実施形
態では、本発明の塩は、酸付加塩を形成する、遊離アミノ基、遊離グアニジノ基、ピラジ
ニルラジカル、またはピリジルラジカルを有する、開示される試薬または本明細書に開示
される配合物の塩を指す。いくつかの実施形態では、本発明の塩は、（例えば）、無機酸
（例えば塩酸、硫酸またはリン酸）との、または適切な有機カルボン酸もしくはスルホン
酸（例えば脂肪族モノ－もしくはジ－カルボン酸、例えばトリフルオロ酢酸、酢酸、プロ
ピオン酸、グリコール酸、コハク酸、マレイン酸、フマル酸、ヒドロキシマレイン酸、リ
ンゴ酸、酒石酸、クエン酸もしくはシュウ酸）、もしくはアミノ酸（例えばアルギニンも
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しくはリジン）、芳香族カルボン酸（例えば安息香酸、２－フェノキシ－安息香酸、２－
アセトキシ安息香酸、サリチル酸、４－アミノサリチル酸）、芳香族－脂肪族カルボン酸
（例えばマンデル酸もしくは桂皮酸）、複素芳香族カルボン酸（例えばニコチン酸もしく
はイソニコチン酸）、脂肪族スルホン酸（例えばメタン－、エタン－もしくは２－ヒドロ
キシエタン－スルホン酸）、もしくは芳香族スルホン酸（例えばベンゼン－、ｐ－トルエ
ン－もしくはナフタレン－２－スルホン酸）との対象化合物の酸付加塩である、開示され
る試薬または本明細書に開示される配合物の塩を指す。いくつかの塩基性基が存在する場
合、モノ－またはポリ－酸付加塩が形成され得る。反応は、塩が溶解できない溶媒もしく
は媒体中で、または塩が溶解できる溶媒、例えば、水、ジオキサン、エタノール、テトラ
ヒドロフランもしくはジエチルエーテルもしくは溶媒の混合物中で行うことができ、これ
らを、真空中でまたは凍結乾燥によって取り除くことができる。反応は複分解法でもよく
、またはイオン交換樹脂上で行うことができる。本発明による塩は、無水形態で、または
水和結晶形態（１つまたは複数の水分子とともに錯体化または結晶化している）として見
出され得る。
【００７７】
　本明細書で使用する場合、「抗体」という用語は、天然であろうと、完全にまたは部分
的に合成的に生成されていようと、任意の免疫グロブリンを指す。いくつかの実施形態で
は、抗体は、それぞれが可変領域及び定常領域を含む４つの全長ポリペプチド鎖から成る
複合体であり、例えば、実質的にＢ細胞によって天然に生成される抗体の構造から成る。
いくつかの実施形態では、抗体は単鎖である。いくつかの実施形態では、抗体はラクダ型
（ｃａｍｅｌｏｉｄ）である。いくつかの実施形態では、抗体は抗体断片である。いくつ
かの実施形態では、抗体はキメラである。いくつかの実施形態では、抗体は２重特異性で
ある。いくつかの実施形態では、抗体は多重特異性である。いくつかの実施形態では、抗
体はモノクローナルである。いくつかの実施形態では、抗体はポリクローナルである。い
くつかの実施形態では、抗体はコンジュゲートされている（すなわち、他のタンパク質、
放射標識、細胞毒とコンジュゲートまたは融合した抗体）。いくつかの実施形態では、抗
体はヒト抗体である。いくつかの実施形態では、抗体はマウス抗体である。いくつかの実
施形態では、抗体はウサギ抗体である。いくつかの実施形態では、抗体はラット抗体であ
る。いくつかの実施形態では、抗体はロバ抗体である。いくつかの実施形態では、本明細
書に記載のバイオセンサーまたはシステムは、１つの抗体または複数の抗体を含む。
【００７８】
　特性：本明細書で使用する場合、「特性」という用語は、匹敵する体液試料との区別を
可能にする、体液試料の任意の検出可能な特徴を指す。いくつかの実施形態では、特性は
、体液、環境試料または水試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの量または識別
である。いくつかの実施形態では、特性は、アミノ酸の量、配列または改変である。いく
つかの実施形態では、特性は、炭水化物の量である。いくつかの実施形態では、特性は小
分子の量である。
【００７９】
　匹敵する：本明細書で使用する場合、「匹敵する」という用語は、比較を可能にするの
に十分なほど類似しているが、少なくとも１つの特徴が異なっている、２つの実体を指す
のに使用される。
【００８０】
　代謝酵素：本明細書で使用する場合、「代謝酵素」という用語は、１種または複数のア
ミノ酸の代謝経路中の少なくとも１つのステップの触媒作用に関与する酵素を意味する。
いくつかの実施形態では、代謝酵素は、フェニルアラニンデヒドロゲナーゼ、グルタミン
酸デヒドロゲナーゼ、それぞれの機能的断片またはそれらの組み合わせまたはそれらの融
合タンパク質である。
【００８１】
　本明細書で使用する場合、「代謝疾患」という用語は、１種もしくは複数のアミノ酸の
代謝経路の酵素ステップまたは細胞の中にもしくは外にある種のアミノ酸を輸送するのに
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必要であるタンパク質メディエーターの欠損に起因する一群の障害のうちのいずれか１つ
である。いくつかの実施形態では、代謝疾患は以下から選択される：アルギニン血症（Ａ
ＲＧ、アルギナーゼ欠損症）、アルギニノコハク酸尿症（ＡＳＡ、アルギニノスクシナー
ゼ）、シトルリン血症Ｉ型（ＣＩＴ－Ｉ、アルギニノコハク酸合成酵素）、シトルリン血
症ＩＩ型（ＣＩＴ－ＩＩ、シトリ欠損症）、ビオプテリンコファクター生合成の欠損（Ｂ
ＩＯＰＴ－ＢＳ）、ビオプテリンコファクター再生の欠損（ＢＩＯＰＴ－ＲＧ）、ホモシ
スチン尿症（ＨＣＹ、シスタチオニンβ合成酵素）、高フェニルアラニン血症（Ｈ－ＰＨ
Ｅ）、高メチオニン血症（ＭＥＴ）、メープルシロップ尿症（ＭＳＵＤ、分枝鎖ケト酸デ
ヒドロゲナーゼ）、フェニルケトン尿症（ＰＫＵ、フェニルアラニンヒドロキシラーゼ）
チロシン血症Ｉ型（ＴＹＲ－１、フマリルアセト酢酸ヒドラーゼ）、チロシン血症ＩＩ型
（ＴＹＲ－ＩＩ、チロシンアミノトランスフェラーゼ）及びチロシン血症ＩＩＩ型（ＴＹ
Ｒ－ＩＩＩ、ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ）。ここでは、各病態の後
の挿入句は、疾患の略語を、その病態を罹患する対象において一般に欠損している酵素と
ともに表す。
【００８２】
　ポリペプチド：本明細書で使用する場合、「ポリペプチド」という用語は、一般に、少
なくとも３つのアミノ酸のポリマーという、当分野で認識される意味を有する。「ポリペ
プチド」は、本明細書で列挙される完全な配列を有するポリペプチドを包含するだけでな
く、そうした完全なポリペプチドの機能的断片（すなわち、少なくとも１つの活性を有す
る断片）に相当するポリペプチドも包含することに関して、十分に一般的であることが意
図されることを、当業者なら認識するであろう。さらに、タンパク質配列は、一般に、活
性を損なうことまたは著しく低減させることなくある種の置換を許容することを、当業者
なら理解する。したがって、活性を維持し、且つ、同じクラスの別のポリペプチドと、少
なくとも約３０～４０％の全体的な配列同一性を有し、これは、しばしば約５０％、６０
％、７０％、７５％、８０％または８５％を越え、さらに、少なくとも３～４個、しばし
ば２０個まで、またはそれ以上のアミノ酸を通常含む、１つまたは複数の高度に保存され
た領域において、しばしば９０％を、または９５％、９６％、９７％、９８％もしくは９
９％さえも越える、はるかに高い同一性の少なくとも１つの領域を通常含む任意のポリペ
プチドは、本明細書で使用する関連「ポリペプチド」に含まれる。
【００８３】
　本明細書で使用する場合、「閾値」という用語は、試料中のアンモニアもしくはアンモ
ニウムイオンまたはアミノ酸の量が異常に高いまたは低いと考えられるかどうかを示し、
それによって、例えば代謝疾患などの特定の障害の診断またはそうした障害の疑いがある
診断がもたらされる、体液試料中のアンモニアもしくはアンモニウムイオンまたはアミノ
酸の濃度である。例えば、血液試料の場合には、ある種のアミノ酸代謝異常症に関する既
知の閾値が、以下の表１に示される：



(31) JP 6646579 B2 2020.2.14

10

20

30

40

50

【表１】

【００８４】
　いくつかの実施形態では、閾値または参照体液試料についての情報は、実験用体液試料
についての情報より前にまたはそれと同時に得られる。いくつかの実施形態では、参照細
胞または細胞型についての情報は履歴である。いくつかの実施形態では、閾値または参照
体液試料についての情報は、例えばコンピューター可読記憶媒体に記憶される。いくつか
の実施形態では、閾値または参照体液試料との特定の濃度値の比較によって、実験用体液
試料中のアンモニアの濃度値が閾値と区別され、それによって、１種もしくは複数の代謝
疾患を有する対象の診断、または１種もしくは複数の代謝疾患の重症度の変化の診断をも
たらす比較が可能になる。
【００８５】
　参照電極：文脈から理解されるように、参照電極または対照電極は、導電性支持体、例
えば、参照または対照電極と本明細書に開示されるヒドロゲル及び／または固定化酵素を
含む少なくとも１つの導電性支持体との間の電圧差の適切な比較を可能にするように、本
明細書に開示されるヒドロゲル及び／または固定化酵素を含む少なくとも１つの導電性支
持体とともに回路に設置される電極である。
【００８６】
　試料：本明細書で使用する場合、「試料」という用語は、本明細書に記載のように、目
的の供給源から得られるか、それに由来する生物学的試料を指す。いくつかの実施形態で
は、目的の供給源は動物またはヒトなどの生物を含む。いくつかの実施形態では、生物学
的試料は生物学的組織または流体を含む。いくつかの実施形態では、生物学的試料は、骨
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髄；血液；血球；腹水；組織もしくは細針生検試料；細胞含有体液；遊離浮遊核酸；痰；
唾液；尿；脳脊髄液、腹膜液；胸膜液；糞便；リンパ液；婦人科的流体；皮膚スワブ；膣
スワブ；口腔スワブ；鼻スワブ；乳管洗浄もしくは気管支肺胞洗浄などの洗液（ｗａｓｈ
ｉｎｇｓ）または洗浄液（ｌａｖａｇｅｓ）；吸引物；擦過物（ｓｃｒａｐｉｎｇｓ）；
骨髄検体；組織生検検体；外科検体；糞便、他の体液、分泌物及び／もしくは排泄物；並
びに／またはそれらに由来する細胞などでもよいし、これらを含んでいてもよい。いくつ
かの実施形態では、生物学的試料は体液であるか、体液を含む。いくつかの実施形態では
、試料は、任意の適切な手段によって目的の供給源から直接得られた「一次試料」である
。例えば、いくつかの実施形態では、一次生物学的試料は、生検（例えば、細針吸引また
は組織生検）、手術、体液（例えば、血液、リンパ液、糞便など）の採取などから成る群
から選択される方法によって得られる。いくつかの実施形態では、文脈から明らかである
ように、「試料」という用語は、一次試料を処理することによって（例えば、一次試料の
１種もしくは複数の成分を取り除くことによって、及び／または一次試料に１種もしくは
複数の薬剤を加える）得られる調製物を指す。例えば、半透膜による濾過である。そうし
た「処理された試料」は、試料から抽出される、またはｍＲＮＡの増幅もしくは逆転写、
ある種の成分の分離及び／もしくは精製などの技法に一次試料をかけることによって得ら
れる、例えば核酸またはタンパク質を含むことができる。いくつかの実施形態では、本明
細書に開示される方法は、処理された試料を含まない。
【００８７】
　いくつかの実施形態では、システム、検査ストリップ、デバイス、バイオセンサー及び
／またはカートリッジは、国際公開公報番号２０１５／０３１９１１の７８～８４頁に開
示される試薬のいずれか１つまたは組み合わせの濃度を含む。
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【００８８】
　本開示は、血中のアンモニアの総濃度を測定するための、アンモニアまたはアンモニウ
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ムイオンのバイオセンサーに関する。アンモニアバイオセンサーは、それぞれ基質として
働く複数の特定のアミノ酸に選択的に作用するメディエーター及び酵素を構成要素として
含む測定電極、並びに対電極を含む。アミノ酸バイオセンサーでは、酵素は、複数の特定
のアミノ酸のそれぞれに対して基質親和性を有する。酵素は、反応生成物を形成するため
に、基質としての複数の特定のアミノ酸のそれぞれにおいて反応を触媒するように作動す
ることができる。メディエーターは、アミノ酸の濃度測定の間、反応生成物と測定電極の
間で電子を運ぶように作動することができる。さらに、アミノ酸バイオセンサーは、複数
の特定のアミノ酸のそれぞれについての特定の濃度における印加電圧と電流値の間の関係
を表す分析曲線において、印加電圧が、同じ濃度及び同じ印加電圧においてアミノ酸に対
する様々な電流値を可能にする電圧であるような様式で、測定点において、測定電極と対
電極の間に電圧を印加するように設計されている。
【００８９】
　いくつかの実施形態では、測定電極（少なくとも第１の電極）は、構成要素として補酵
素または還元物質を含むヒドロゲルをさらに含む。いくつかの実施形態では、酵素は、デ
ヒドロゲナーゼから成る。さらに、反応生成物は、補酵素の還元によって得られる還元型
補酵素から成り、メディエーターは、アミノ酸の濃度測定の間、還元型補酵素から測定電
極へ電子を運ぶように作動することができる。
【００９０】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示されるバイオセンサーまたはシステムは、以
下の１つまたは組み合わせとともに使用される：
　１．電極と電気的に接続しており、作用電極面で還元型のメディエーターの拡散律速電
気酸化を起こすのに十分な電位差を電極間に与えることができる電源；並びに
２．電極と電気的に接続しており、上記電位差が印加され、還元型のメディエーターによ
って生成される拡散律速電流を測定することができる少なくとも１つの計器（例えば、分
光光度計、電圧計及び／または電流計）。
【００９１】
　計器は、通常は、アルゴリズムを電流測定に適用するように適合され、これによって、
アンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度が提供され且つ視覚的に示される。そのよう
な電源、計器及びバイオセンサーシステムの改良は、本発明の譲受人に譲渡された、米国
特許第４，９６３，８１４号（１９９０年１０月１６日発行）；米国特許第４，９９９，
６３２号（１９９１年３月１２日発行）；米国特許第４，９９９，５８２号（１９９１年
３月１２日発行）；米国特許第５，２４３，５１６号（１９９３年９月７日発行）；米国
特許第５，３５２，３５１号（１９９４年１０月４日発行）；米国特許第５，３６６，６
０９号（１９９４年１１月２２日発行）；Ｗｈｉｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５，４
０５，５１１号（１９９５年４月１１日発行）；及びＷｈｉｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，米国特
許第５，４３８，２７１号（１９９５年８月１日発行）の主題である。これらの開示は、
参照により本明細書に明確に組み込まれる。
【００９２】
　複数の試料からのアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度を、並行して分析するこ
とができる。例えば、ヒト及び非ヒトの体液、例えば、全血、血漿、血清、リンパ液、胆
汁、尿、精液、脳脊髄液、脊髄液、涙液及び便検体並びに当業者には容易に分かる他の生
体液を測定することができる。ヒト及び非ヒト動物由来の組織の流体調整物はまた、食物
、水試料、発酵生成物及び環境物質（これは環境汚染物を含む可能性がある）とともにア
ッセイすることができる。いくつかの実施形態では、ヒト血清は、開示されるバイオセン
サーを用いてアッセイされる。いくつかの実施形態では、バイオセンサーは、全血を含む
か、全血をアッセイするように配置される。
【００９３】
　反応が完了した後、電源（例えばバッテリー）は電極間に電位差を印加する。電位差が
印加される際、補助電極での酸化型のメディエーターの量及び電位差は、作用電極面にお
いて、還元型の少なくとも１つのメディエーターの拡散律速電気酸化を起こすのに十分で
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なければならない。いくつかの実施形態では、作用電極は本明細書に開示されるヒドロゲ
ルを含む。電流測定器（表示せず）は、作用電極面において還元型のメディエーターの酸
化によって生成される拡散律速電流を測定する。測定した電流は、以下の要件が満たされ
る場合、試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオン及び／または１種または複数のア
ミノ酸の濃度と正確に相関し得る：
　１．インドフェノール試薬の濃度に基づくインドフェノール反応の速度が、第１の容器
中の試料から作用電極面を含む第２の容器へのアンモニアの拡散速度によって決定される
。
【００９４】
　バイオセンサーを製造するために、金属蒸着フィルムのロールが、ガイドロールを介し
て切除／洗浄及び乾燥ステーションに供給される。下部プレート要素１４を切除ことがで
きるレーザーシステムは、当業者に既知である。その非限定例としては、切除のパターン
が鏡、レンズ及びマスクによって制御されるエキシマーレーザーが挙げられる。そうした
システムの非限定例はＬＰＸ－３００またはＬＰＸ－２００であり、両方とも、ＬＰＫＦ
　Ｌａｓｅｒ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ　ＧｍｂＨ，ｏｆ　Ｇａｒｂｓｅｎ，Ｇｅｒｍａｎ
ｙから市販されている。
【００９５】
　レーザーアブレーターでは、分離された電極セットのリボンを形成するために、金属蒸
着フィルムの金属層が所定のパターンで切除される。分離された電極セットが形成されて
電気化学的領域に隣接して位置する陥凹部を作出した後に、金属蒸着フィルムがさらに切
除される。次いで、リボンは、テンションループを用いて、より多くのガイドロールを通
過させられ、任意の検査カメラを通過させられる。カメラは、欠損を確認するための品質
管理に使用する。
【００９６】
　試薬は、調剤及び乾燥ステーションにおいて調合され、電気化学的領域の中央に液体形
態で加えられる。試薬を加える技法は、米国特許第５，７６２，７７０号に記載されてい
るように、当業者に周知であり、その開示は、参照により本明細書に明確に組み込まれる
。本開示に従って、試薬を液体または他の形態でアレイに加えることができ、電気化学的
領域の中央で乾燥または半乾燥することができることは認識されている。
【００９７】
　さらに、ロールまたは上部プレート要素材料が、スペーサー材料のロールとともに組立
ステーションに供給される。スペーサー材料のいずれかの側面にあるライナーがこのステ
ーションで取り除かれ、上部プレート要素または表面足場がスペーサー材料の片側に加え
られて、上部プレート要素／スペーサー部分組立品が形成される。上部プレート要素／ス
ペーサー部分組立品は、バイオセンサーの列に適した幅に細長く切られる。次に、新たな
リリースライナーが、カバーと反対側のスペーサー材料の側面に加えられ、部分組立品が
ロールに巻かれる。
【００９８】
　試薬でコーティングされた下部プレート要素のリボンは解かれ、上部プレート要素／ス
ペーサー部分組立品とともにセンサー組立ステーションに供給される。ライナーがスペー
サーから取り除かれ、試薬を覆うように、部分組立品が下部プレート要素上に設置される
。次に、組立てられた材料が切断されて個々のバイオセンサーが形成され、これらは選別
され、バイアルに詰められ、それぞれストッパーで閉じられて、パッケージ化されたセン
サー検査ストリップが得られる。
【００９９】
　陥凹部を切除することが本明細書に記載されるが、下部プレート要素に陥凹部を形成す
る方法も制限されないことが認識される。例えば、陥凹部は、（例えばフォトリソグラフ
ィック方法を使用する）エッチングによって、または上部プレート要素の表面の一部を取
り除くことによって形成することができる。最も近い表面の一部は、およそ、陥凹部から
約１０μｍ～約５００μｍ、または陥凹部から約１００μｍ～約４００μｍ、または陥凹
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部から約２００μｍ～約３００μｍである。本開示に従って陥凹部を伴って形成されるバ
イオセンサーは、概して均一な化学反応の厚さを有する試薬プロファイルをもたらす。概
して均一な化学反応の厚さは、より正確な試料分析を可能にする。
【０１００】
　上記のプロセス及び生成物は、特に診断デバイスとして個々に使用するための、または
高アンモニア血症、異常な機能、もしくは試料中のアンモニアの異常に高いもしくは低い
量を診断するように配置された他の構成要素、例えばポンプシステムもしくは分光光度計
と組み合わせて使用するための、使い捨てバイオセンサーを含む。
【０１０１】
　インドフェノール反応のバリエーション
　本開示は、乾燥、粉末または水相の独立可変相の試料を１種または複数の試薬と接触さ
せることに関する。反応物は以下の４つの主な成分を有する：フェニル基含有化合物、次
亜ハロゲン酸塩、触媒及びアルカリ緩衝剤。これらの試薬がアンモニアに曝露されると、
特定の波長の光源に曝露されたときに、特定の光波長を吸収及び／または放射する、イン
ドフェノール化合物が生成される。いくつかの実施形態では、本明細書に開示される方法
のうちのいずれかは、少なくとも第１の容器または第２の容器の内容物の吸光度を測定す
ることによってアンモニアまたはアンモニウムイオンの存在、非存在または量を検出する
ステップを含ませる。
【０１０２】
　フェノール類
　様々なフェニル基含有化合物を、化合物が少なくとも１つの炭素原子及び無置換の「パ
ラ位」を有する４、５または６員環を含む限り使用することができる。
【化４－１】
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【化４－２】

【０１０３】
　アルカリ条件
　試料由来のアンモニアと起こる反応のためのアルカリ微小環境を作出することができる
、任意の緩衝剤を使用することができる。いくつかの実施形態では、約８．５～約１３の
ｐＨを有するアルカリ緩衝剤を含む容器を、本明細書に開示されるバイオセンサー、検査
ストリップまたはシステムにおいて使用することができる。こうしたアルカリ条件を作出
することができる任意の化合物を使用することができ、これらとしては、水酸化ナトリウ
ム及び水酸化カリウムまたは酢酸ナトリウムもしくは酢酸カリウムが挙げられる。いくつ
かの実施形態では、アルカリ緩衝剤は、本明細書に開示されるバイオセンサーまたはキッ
ト内にある容器に入った粉末形態、凍結乾燥溶液または水溶液の状態である。
【０１０４】
　電極
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示されるバイオセンサー、システムまたは検査
ストリップは、１つまたは複数の電極を含む。いくつかの実施形態では、例えば、バイオ
センサー中の反応容器の吸光度を測定する分光光度計の場合には、１つまたは複数の電極
は、インドフェノール試薬と試料由来のアンモニアもしくはアンモニウムイオンの間の反
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応によって生成される電流変動を、及び／またはバッテリー供給源によって生成される電
流の変動を、光源または試料中のアンモニアレベルの読み出し情報を提供するのに必要な
他の機器に伝える。いくつかの実施形態では、電極は金属を含む。いくつかの実施形態で
は、電極は金属が堆積する炭素足場を含む。いくつかの実施形態では、電極はカーボンナ
ノチューブの炭素足場を含む。
【０１０５】
　本開示に適した電極構造及びそうした構造を生成する方法は、他の目的のためのバイオ
センサー技術において既に示唆されている。この関連で、米国特許第６，６４５，３５９
号が参照され、その内容は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。電極または
導電性トラックが、第１の面に作出されるか、分離される。トラックはバイオセンサーの
電極を表す。本明細書で使用する場合、「電極セット」という表現は、少なくとも２つの
電極、例えば２～２００個、または３～２０個の電極のセットである。これらの電極は、
例えば、作用（または測定）電極及び補助電極であり得る。いくつかの実施形態では、ト
ラックは協同して、陥凹部の周辺部内に位置する互いに組み合わさった電極アレイ、並び
に末端に向かってアレイから及び陥凹部の間に延びる導線を形成する。
【０１０６】
　トラックは導電性材料から構築される。導電性材料の非限定例としては、アルミニウム
、炭素（例えばグラファイト）、コバルト、銅、ガリウム、金、インジウム、イリジウム
、鉄、鉛、マグネシウム、水銀（アマルガムとして）、ニッケル、ニオブ、オスミウム、
パラジウム、白金、レニウム、ロジウム、セレン、シリコン（例えば、高度にドープされ
た多結晶シリコン）、銀、タンタル、スズ、チタン、タングステン、ウラン、バナジウム
、亜鉛、ジルコニウム、それらの混合物、及びこれらの元素の合金、酸化物または金属化
合物が挙げられる。好ましくは、トラックは、金、白金、パラジウム、イリジウム、また
はこれらの金属の合金を含む。これは、そのような貴金属及びそれらの合金が、生物シス
テムにおいて非反応性であるからである。いくつかの実施形態では、トラックは銀及び／
または塩化銀でできている作用電極であり、トラックは、同様に銀及び／または塩化銀で
できており、作用電極と実質的に同じサイズである、補助電極である。
【０１０７】
　トラックは、レーザー切除によって残りの導電面から分離される。レーザー切除を使用
して表面に電極を形成するための技法は既知である。レーザー切除を使用して表面に電極
を形成するための技法は既知である。例えば、１９９９年１０月４日に出願され、「ＬＡ
ＳＥＲ　ＤＥＦＩＮＥＤ　ＦＥＡＴＵＲＥＳ　ＦＯＲ　ＰＡＴＴＥＲＮＥＤ　ＬＡＭＩＮ
ＡＴＥＳ　ＡＮＤ　ＥＬＥＣＴＲＯＤＥ」と題する、米国特許出願第０９／４１１，９４
０号（その開示は参照により本明細書に明確に組み込まれる）を参照されたい。トラック
は、好ましくは、電極の周りに延びる領域から導電性材料を取り除くことによって作出さ
れる。したがって、トラックは、約５μｍ～約５００μｍの幅を有する間隙によって表面
の残りの導電性材料から分離され、好ましくは、間隙は約１００μｍ～約２００μｍの幅
を有する。あるいは、下部基板におけるレーザー切除のみによって、トラックを作出する
ことができることが認識される。さらに、トラックは、積層されてもよいし、スクリーン
印刷されてもよいし、フォトリソグラフィーによって形成されてもよい。
【０１０８】
　本開示によれば、多電極配置も可能である。例えば、さらなる導電性トラックを含むバ
イオセンサーが形成され得ることが意図される。図４に示す配置などの３電極配置では、
第１トラックは作用電極であり、第２は対電極であり、第３電極は参照電極である。トラ
ックが作用電極であり、第３電極が補助電極または参照電極として提供される代替の３電
極配置が可能であることも認識される。トラックの数及びアレイ中のトラック間の間隔が
本開示に従って変わり得ること、並びに当業者に認識されるように、いくつかのアレイが
形成され得ることが認識される。いくつかの実施形態では、電極は、プラスチック及び／
または紙材料を含む検査ストリップなどの固体支持体に包埋されるか、付着される。
【０１０９】
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　マイクロ電極アレイは、非常に小さな寸法の２つの電極を一般に有する構造物であり、
典型的には、各電極が共通の要素及び電極要素またはマイクロ電極を有する。「互いに組
み合わされた」場合、アレイは、交互の指のような様式で配置される（例えば米国特許第
５，６７０，０３１号を参照されたい）。これらは、一般にマイクロ電極のサブクラスで
ある。マイクロ電極の互いに組み合わされたアレイまたはＩＤＡは、所望の性能特性を示
し得、例えばその小さな寸法の結果、ＩＤＡは良好なシグナル対ノイズを示し得る。
【０１１０】
　互いに組み合わせるアレイは、集積回路フォトリソグラフィー法を使用して、シリコン
またはガラス基板などの非フレキシブル基板上に配置されている。ＩＤＡは非フレキシブ
ル基板上で使用されており、これは、ＩＤＡは、例えば、１～３マイクロメートル範囲の
特徴寸法を有する非常に小さな寸法を使用した場合に、優れた性能性を与えると考えられ
てきたからである。そのような小さな寸法では、基質の表面構造（例えば、平面度または
粗度）は、ＩＤＡの性能に重要になる。非フレキシブル基板、特にシリコンは、極めて滑
らかな、平坦な表面に処理することができるので、これらは、ＩＤＡとともに使用されて
いる。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの電極は、本明細書に開示される任意の
ＩＤＡの成分である。
【０１１１】
　膜
　いくつかの実施形態では、流体交換開口部に位置する膜はイオノマーを含む。いくつか
の実施形態では、膜は以下のポリマーの１つまたは組み合わせを含む：
【化５－１】
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【化５－３】

　式中、変数ｐ、ｑ、ｒ、ｓ、ｔ、ｕ、ｖ、ｗ、ｘ、ｙ及びｚのそれぞれは独立に可変で
あり、０または任意の正の整数であり；Ｒは、アミン、ヒドロキシ、ヒドロキシル、カル
ボニル、Ｈ、＝Ｏ、－ＯＨ、－ＣＯＯＨ、－Ｎ、－ＣＨ３、－ＣＨ２－Ｘ、ハロ、アリー
ル、アリールアルコキシ、アリールアルキル、アルキニル、アルケニル、アルキレン、ア
ルキル、アルキル－ハロ、アリールアミド、アルキル複素環、アルキルアミノ、アルキル
グアニジノ、アルカノール、アルキルカルボキシ、シクロアルキル、ヘテロアリール、ヘ
テロアリールアルキル、ヘテロアリールアルコキシもしくはヘテロシクリル；またはそれ
らの任意の塩から独立に選択される。
【０１１２】
　いくつかの実施形態では、Ｒ基は、酸性または電気陰性の置換基である。いくつかの実
施形態では、変数ｐ、ｑ、ｒ、ｓ、ｔ、ｕ、ｖ、ｗ、ｘ、ｙ、ｚは独立に可変であり、０
または約１～約２００の正の整数である。いくつかの実施形態では、変数ｐ、ｑ、ｒ、ｓ
、ｔ、ｕ、ｖ、ｗ、ｘ、ｙ、ｚは独立に可変であり、０または約１０～約１００の正の整
数である。いくつかの実施形態では、変数ｐ、ｑ、ｒ、ｓ、ｔ、ｕ、ｖ、ｗ、ｘ、ｙ、ｚ
は独立に可変であり、多くの種のポリマーを含む材料のマトリックス内の多くの種にわた
って、０または約１０～約１００の正の整数である。Ａ－は、スルホネート、カルボキシ
レートまたは他の同様の官能基を含み得る、陰イオン性または酸性の基を表す。Ｍ＋は、
対イオンを表し、Ｈ＋、Ｌｉ＋、Ｎａ＋または同様の陽イオンを含み得る。丸括弧または
角括弧を伴う文字（ｐ～ｚ）は、０～任意の整数値に及ぶ繰り返し単位を表す。イオン交
換膜を作出するのに使用することができる、炭素（Ｃ）、フッ素（Ｆ）、硫黄（Ｓ）、酸
素（Ｏ）、水素（Ｈ）、窒素（Ｎ）、リン（Ｐ）または任意の同様の元素の任意の組み合
わせを含む、任意のポリマーを利用することもできる。
【０１１３】
　イオン交換膜は、過フッ素化イオノマー（１＆２）、ポリホスファゼンベースのイオノ
マー（３）、ポリスチレンベースのイオノマー（４）、ポリスチレンベースのブロックコ
ポリマーのイオノマー（５）及びポリ（アリーレンエーテルスルホン）ベースのイオノマ
ー（６）を含めたポリマーから構築することができる。
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【０１１４】
　イオン交換膜に関する総酸含量は、約０．５７～約３．５ｍｅｑ／ｇに及び得る。いく
つかの実施形態では、イオン交換に関する総酸含量は、約０．５７～約４．０ｍｅｑ／ｇ
である。いくつかの実施形態では、イオン交換に関する総酸含量は、約０．５７～約３．
０ｍｅｑ／ｇである。いくつかの実施形態では、イオン交換に関する総酸含量は、約０．
５７～約２．９ｍｅｑ／ｇである。いくつかの実施形態では、イオン交換に関する総酸含
量は、約０．５７～約２．８ｍｅｑ／ｇである。いくつかの実施形態では、イオン交換に
関する総酸含量は、約０．５７～約２．７ｍｅｑ／ｇである。いくつかの実施形態では、
イオン交換に関する総酸含量は、約０．５７～約２．６ｍｅｑ／ｇである。いくつかの実
施形態では、イオン交換に関する総酸含量は、約０．５７～約２．５ｍｅｑ／ｇである。
いくつかの実施形態では、イオン交換に関する総酸含量は、約０．５７～約２．４ｍｅｑ
／ｇである。いくつかの実施形態では、イオン交換に関する総酸含量は、約０．５７～約
２．３ｍｅｑ／ｇである。いくつかの実施形態では、イオン交換に関する総酸含量は、約
０．５７～約２．２ｍｅｑ／ｇである。いくつかの実施形態では、イオン交換に関する総
酸含量は、約０．５７～約２．１ｍｅｑ／ｇである。いくつかの実施形態では、イオン交
換に関する総酸含量は、約０．５７～約２．０ｍｅｑ／ｇである。
【０１１５】
　これらのイオノマーから構築した膜は、厚さが約．０２５～約．６９ｍｍの厚さに及ぶ
。いくつかの実施形態では、膜は、約．００１～約０６９ｍｍの厚さである。いくつかの
実施形態では、膜は、約．００１～約０６８ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では
、膜は、約．００１～約０６７ｍｍの厚さである。
【０１１６】
　いくつかの実施形態では、膜は、約．００１～約０６６ｍｍの厚さである。いくつかの
実施形態では、膜は、約．００１～約０６５ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では
、膜は、約．００１～約０６４ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．
００１～約０６３ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．００１～約０
６２ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．００１～約０６１ｍｍの厚
さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．００１～約０６０ｍｍの厚さである。い
くつかの実施形態では、膜は、約．００１～約０５９ｍｍの厚さである。いくつかの実施
形態では、膜は、約．００１～約０５８ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜
は、約．００１～約０５０ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．００
１～約０４０ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．００１～約０３０
ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．００１～約０２０ｍｍの厚さで
ある。いくつかの実施形態では、膜は、約．００１～約０１０ｍｍの厚さである。いくつ
かの実施形態では、膜は、約．０２５～約０６５ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態
では、膜は、約．０２５～約０６４ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、
約．０２５～約０６３ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．０２５～
約０６２ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．０２５～約０６１ｍｍ
の厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．０２５～約０６０ｍｍの厚さである
。いくつかの実施形態では、膜は、約．０２５～約０５９ｍｍの厚さである。いくつかの
実施形態では、膜は、約．０２５～約０５８ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では
、膜は、約．０２５～約０５０ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．
０２５～約０４０ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．０２５～約０
３０ｍｍの厚さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．０２５～約０２０ｍｍの厚
さである。いくつかの実施形態では、膜は、約．０２５～約０１０ｍｍの厚さである。
【０１１７】
　総酸含量が高く、膜の厚さが薄いほど、拡散時間が早くなる。膜は、押出キャスティン
グ、ドロップキャスティング、高温圧縮または同様の方法を介して形成され得る。
【０１１８】
　カートリッジ及び使い捨てデバイス
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　バイオセンサー、デバイス、システム及びまたは検査ストリップは、カートリッジでも
よいし、カートリッジを含んでいてもよい。いくつかの実施形態では、カートリッジは１
回使用後に使い捨てであるか、アンモニアまたはアンモニウムイオンの検出イベントあた
り１回より多く使用することができる。いくつかの実施形態では、カートリッジは、複数
のマイクロ流体コンジットと流体連通している、カートリッジの貯蔵部、混合部及び読み
出し部を含む。貯蔵部は、結晶化した、乾燥した、凍結乾燥した、または溶液状態のイン
ドフェノール試薬の１つまたは組み合わせを貯蔵する複数のコンパートメントを含む。い
くつかの実施形態では、コンパートメントは、プラスチック壁または他の不活性な材料に
よって隣接するコンジットから区分され得る。カートリッジの混合部は、１種または複数
の試薬が、デバイスの貯蔵部から放出された後に貯蔵混合物になる、トランク形のコンジ
ットを含む。デバイスの貯蔵部に隣接したマイクロ流体チャネルの様々な箇所で、試薬を
試料と及び／または互いに混合することができる。デバイスのいくつかの実施形態では、
マイクロ流体コンジットの読み出し部は、デバイスの混合部に隣接している。デバイスの
いくつかの実施形態では、カートリッジは、貯蔵部及び読み出し部のみを含み、ここでは
、読み出し部は、試料中のアンモニアまたはアンモニウムの量を測定するが、その器具を
介して生じるいかなる検出または定量ステップよりも前に、試料の混合も可能にする器具
に整列するように配置された、マイクロ流体コンジットを含む。いくつかの実施形態では
、カートリッジは試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの量を検出するための器
具（分光光度計）を含まず、試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの量を測定す
ることができる器具にカートリッジの読み出し部を整列させるように配置される。いくつ
かの実施形態では、カートリッジは、試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの量
を検出するための器具、例えばフォトダイオードを含む。いくつかの実施形態では、カー
トリッジは、デバイスの混合部に隣接した検出または定量するためのマイクロ流体コンジ
ットを含む読み出し部を含む。いくつかの実施形態では、カートリッジは、試料中のアン
モニアまたはアンモニウムイオンの量を検出するための器具、例えばフォトダイオードを
含み、そうした器具は、デバイスの読み出し部に整列しているまたはデバイスの読み出し
部と連携している光源を含み、その結果、光源からの光が読み出し部を透過することがで
き、そうした器具は、読み出し部において光の波長の存在、非存在または吸光度を検出す
ることができる。
【０１１９】
　いくつかの実施形態では、カートリッジは、読み出し部とも流体連通している混合部と
流体連通している貯蔵部を含むマイクロ流体回路を含む。そのような一実施形態の流体は
、カートリッジの貯蔵部から混合部へ、及び混合部から読み出し部へ流動するように設計
されている。いくつかの実施形態では、貯蔵部は各インドフェノール試薬に関して１つの
コンパートメントを含む。いくつかの実施形態では、貯蔵部は、次亜ハロゲン酸塩（例え
ば次亜塩素酸塩）を含む第１コンパートメント、塩基性緩衝剤（例えばＮａＯＨなどの）
を含む第２コンパートメント及び少なくとも１つのインドフェノール試薬またはインドフ
ェノール関連化合物（例えば２－フェニルフェノール）を含む第３コンパートメントを含
む。いくつかの実施形態では、貯蔵部は、触媒またはカップリング試薬（例えばニトロプ
ルシドナトリウム）を含む第４コンパートメントを含む。いくつかの実施形態では、貯蔵
部は、アルカリ緩衝剤（例えば酢酸ナトリウムまたは酢酸カルシウムまたは酢酸亜鉛）を
含む第５コンパートメントを含む。いくつかの実施形態では、カートリッジは、マイクロ
流体コンジット間に流体交換開口部を含み、このコンパートメントは、アルカリ緩衝剤（
例えば酢酸ナトリウムまたは酢酸カルシウムまたは酢酸亜鉛）を含む。いくつかの実施形
態では、本明細書に開示される膜は、試料がアルカリ緩衝剤と接触する場合に、アンモニ
アが隣接するマイクロ流体コンジットに膜を超えて輸送され得るように、流体交換開口部
の少なくとも一部の上に位置する。
【０１２０】
　いくつかの実施形態では、貯蔵部は、任意に電極を含むコンパートメントを含む。いく
つかの実施形態では、任意に電極を含むコンパートメントは、固相または液相のアルカリ
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緩衝剤を含むコンパートメントに隣接し、そうしたコンパートメントは、カートリッジの
外部の箇所からカートリッジ中に試料を堆積させることができる開口部を有する。いくつ
かの実施形態では、カートリッジは、開口部を含み、任意に電極を含む、第６コンパート
メントを含み、そうしたコンパートメントは、カートリッジの外部の箇所からカートリッ
ジ中に試料を堆積させることができる開口部を有する。いくつかの実施形態では、カート
リッジは、開口部を含み、任意に電極を含む、第６コンパートメントを含み、そうしたコ
ンパートメントは、カートリッジの外部の箇所からカートリッジ中に試料を堆積させるこ
とができる開口部を有し；ここでは、カートリッジは、開口部を含むコンパートメントの
近くにまたは実質的に近くに位置する、アルカリ緩衝剤を含むコンパートメントをさらに
含み、その結果、開口部を有するコンパートメントに試料を装入する際に、アルカリ緩衝
剤が、開口部を含むコンパートメントへ輸送され、試料と混ざる。
【０１２１】
　いくつかの実施形態では、コンパートメントは、約１００マイクロリットル以下の流体
量を有する。いくつかの実施形態では、カートリッジ中の１つまたは複数のコンパートメ
ントは、約１００マイクロリットルを超えない流体量を有する。いくつかの実施形態では
、カートリッジ中の１つまたは複数のコンパートメントは、約９０マイクロリットルを超
えない流体量を有する。いくつかの実施形態では、カートリッジ中の１つまたは複数のコ
ンパートメントは、約８０マイクロリットルを超えない流体量を有する。いくつかの実施
形態では、カートリッジ中の１つまたは複数のコンパートメントは、約７０マイクロリッ
トルを超えない流体量を有する。いくつかの実施形態では、カートリッジ中の１つまたは
複数のコンパートメントは、約６０マイクロリットルを超えない流体量を有する。いくつ
かの実施形態では、カートリッジ中の１つまたは複数のコンパートメントは、約５０マイ
クロリットルを超えない流体量を有する。いくつかの実施形態では、カートリッジ中の１
つまたは複数のコンパートメントは、約４０マイクロリットルを超えない流体量を有する
。いくつかの実施形態では、カートリッジ中の１つまたは複数のコンパートメントは、約
３０マイクロリットルを超えない流体量を有する。いくつかの実施形態では、カートリッ
ジ中の１つまたは複数のコンパートメントは、約２０マイクロリットルを超えない流体量
を有する。いくつかの実施形態では、カートリッジ中の１つまたは複数のコンパートメン
トは、約１０マイクロリットルを超えない流体量を有する。
【０１２２】
　図２４から２８は、カートリッジである本発明の一実施形態を示す。カートリッジの半
分が図２４に示され、一方カートリッジの半分の逆面が２５より後の図で示される。カー
トリッジの２分割体は、１つまたは複数のマイクロねじ、合釘または留め具で一緒に合わ
せて固定することができる。カートリッジの２分割体は、１種または複数の不活性な材料
、例えばプラスチック及び／またはガラスから作製することができる。
【０１２３】
　図２４に開示されているカートリッジの半分は、第１、第２、第３、第４及び第５の貯
蔵コンパートメントを含む。図２４は、カートリッジの下半分のマイクロ流体コンジット
に直接隣接するが、それから区分される量を規定する、第１、第２、第３、第４及び第５
のコンパートメント（それぞれラベル１、２、３、４及び５）を示す。区分は、コンパー
トメントとマイクロ流体コンジットの間のスペースを２分割する小さな実線のダッシュで
描かれる（それぞれ、各コンパートメント１、２、３、４及び５に関してラベル１０、１
１、１２、１３及び１４）。本実施形態では、第１コンパートメントは次亜ハロゲン酸塩
を含み、第２コンパートメントは塩基性緩衝剤を含み、第３コンパートメントは触媒を含
み、第４コンパートメントはインドフェノール試薬（例えばフェノール化合物）を含み、
第５コンパートメントは、アルカリ緩衝剤（これは、水溶液である場合、約５００ｍＭ～
約１Ｍの濃度の酢酸ナトリウムでもよい）を含む。マイクロ流体回路の貯蔵部は、貯蔵箇
所１、２、３、４、５及び６を含む。全血などの試料を図２５のコンパートメント６に導
入する際に、試薬の混合が起こり得るように、本明細書に開示される任意の膜を、位置１
４または位置１４の近くに設置してもよい。コンパートメント５からの流体は、溶液中の
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試料及びアンモニアイオンと混合され、５及び６からデバイスの混合部２０に膜を超えて
移行され得る。コンパートメント１から４までの試薬も放出され、その結果、約４～５秒
後に、すべての試薬がデバイスの混合部２０に入れられる。混合部２０の上部分枝部は、
コンパートメント１、２、３及び４に含まれるインドフェノール試薬を混合するが、試料
由来のアンモニア及び５及び６の緩衝剤は、カートリッジの底部トランクで混ざる。使用
にあたって、図２６は、各コンパートメントからカートリッジの混合部への予想される流
体流動を示す。薄い色合いの灰色は、マイクロ流体回路を通じて、試薬が０秒（ｉ）；１
３秒（ｉｉ）；及び２４秒（ｉｉｉ）で移動するような、各コンパートメントからの試薬
の急速投入を示す。デバイスの混合部で混合が完了した後、すべての試薬は、回路の読み
出し部２５に最も近接する混合部部分で混ざる。デバイスの読み出し部では、カートリッ
ジは、光が移動し、ある種の測定可能な光の波長に流体を曝露することができる開口部を
有していてもよい。吸光度を測定するために、例えばフォトダイオードなどの器具が、デ
バイスの読み出し部の近くにまたはそれに隣接して存在していてもよい。
【０１２４】
　いくつかの実施形態では、カートリッジは、カートリッジの外部の箇所から試料を受け
取るように配置された容器において試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの有無
を検出する、少なくとも１つの電極を含む。試料の存在によって一旦電極が活性化される
と、カートリッジの貯蔵部が開き、その内容物を放出し、その結果、各コンパートメント
からの溶液がマイクロ流体コンジットの混合部に放出される。マイクロ流体コンジットは
、各コンパートメントからのすべての試薬を混合するのに十分な長さであり、その結果、
反応物の総流体量がカートリッジの読み出し部に達するときまでに、インドフェノール反
応が起こり、インドフェノール反応生成物（例えばインドフェノールまたはインドフェノ
ール関連化合物）がマイクロ流体コンジット中に形成される。
【表３】

【０１２５】
　ヒドロゲル
　いくつかの実施形態では、バイオセンサーは、ヒドロゲルを含む。ヒドロゲルは、水中
で膨張するが溶解しない架橋ポリマー材料でもよい。ヒドロゲルが、それ自体の重量の少
なくとも約１～約１０倍、及び一実施形態では少なくとも約１００倍の液体を吸収するこ
とができ得ることが、想定される。バイオセンサーで使用するために選択されるヒドロゲ
ルは、機能化方法に直接的に依存するはずである。ヒドロゲルが生体適合性であり得るこ
とが、想定される。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルはアルギン酸ナトリウムを含む
。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、約０．１％～約５％の重量／体積のアルギン
酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、約０．１％～約４％の重量／体積の
アルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、約０．１％～約３％の重量
／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、約０．１％～約２
％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、約０．１
％～約１％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、
約０．１％～約１％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロ
ゲルは、約０．２％～約１％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では
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、ヒドロゲルはアルギン酸ナトリウムを含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、
約０．３％～約１％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロ
ゲルは、約０．４％～約１％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では
、ヒドロゲルは、約０．５％～約１％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施
形態では、ヒドロゲルは、約０．６％～約１％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつ
かの実施形態では、ヒドロゲルは、約０．７％～約１％の重量／体積のアルギン酸を含む
。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、約０．８％～約１％の重量／体積のアルギン
酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、約０．９％～約１％の重量／体積の
アルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、約１．０％～約３．０％の
重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、約１．０％～
約２．０％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、
約１．０％～約１．５％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの実施形態では、ヒ
ドロゲルは、約１％、約２％または約３％の重量／体積のアルギン酸を含む。いくつかの
実施形態では、ヒドロゲルはアルギン酸ナトリウムを含む。アルギン酸は、バルク形態ま
たはモノマー、Ｇブロック、Ｍブロック及び／もしくはＧＭブロックの繰り返しパターン
で使用される、アルギン酸の任意の個々のポリマーでもよい。いくつかの実施形態では、
アルギン酸は以下の式を含む：
【化６】

　式中、ｍ及びｎは任意の正の整数である。いくつかの実施形態では、ｍ及びｎは独立に
可変であり、約１～約１０００の任意の正の整数である。いくつかの実施形態では、ヒド
ロゲルは、アクリル系モノマーから重合され得る。アクリル系モノマーは、以下の１つま
たは組み合わせでもよい：アクリルアミド－グリコール酸、アクリルアミド－メチル－プ
ロパン－スルホン酸、アクリルアミド－エチルホスフェート、ジエチル－アミノエチル－
アクリルアミド－、トリメチル－アミノ－プロピル－メタクリルアミド、Ｎ－オクチルア
クリルアミド、Ｎ－フェニル－アクリルアミド及びｔｅｒｔ－ブチル－アクリルアミド。
デバイスが架橋結合剤を含む実施形態では、例示的架橋結合剤は、Ｎ，Ｎ’－メチレン－
ビス－アクリルアミド、Ｎ，Ｎ’－メチレン－ビスメタクリルアミド、ジアリルタタリジ
アミド（ｄｉａｌｌｙｌｔａｔａｒｄｉａｍｉｄｅ）及びポリ（エチレングリコール）ジ
メタクリレートであり得る。適切なヒドロゲルの例としては、シリコンウエハ、ホウケイ
酸ガラス基板、２－ヒドロキシエチルメタクリレート（ＨＥＭＡ）、Ｎ－イソプロピルア
クリルアミド（ＮＩＰＡＡｍ）及びポリエチレングリコール（ＰＥＧ）も挙げることがで
きる。
【０１２６】
　ヒドロゲルは任意の数の分子を含むことができる。例えば、ヒドロゲルは、重合された
モノマーまたはヒドロゲル、架橋剤及び任意に化学物質またはＵＶ光活性化誘導剤を含む
ことができる。そうしたモノマーまたはダイマーの例としては、酢酸ビニル、ビニルピロ
リドン、ビニルエーテル、オレフィン、スチレン、塩化ビニル、エチレン、アクリレート
、メタクリレート、ニトリル、アクリルアミド、マレアート、エポキシ、エポキシド、ラ
クトン、エチレンオキシド、エチレングリコール、エチルオキサゾリン、アミノ酸、サッ
カリド、タンパク質、無水物、アミド、カーボネート、フェニレンオキシド、アセタール
、スルホン、フェニレンスルフィド、エステル、フッ素ポリマー、イミド、アミド－イミ
ド、エーテルイミド、イオノマー、アリールエーテルケトン、アミン、フェノール、酸、
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ベンゼン、シンナメート、アゾール、シラン、クロリド、及びエポキシド、Ｎ，Ｎ’－メ
チレンビスアクリルアミド、メチレンビスメタクリルアミド、エチレングリコール－ジメ
タクリレート、Ｎ，Ｎ’－メチレンビスアクリルアミド、ポリエチレングリコールジアク
リレート（ＰＥＧＤＡ）、ポリエチレングリコールジメタクリレート（ＰＥＧＤＭＡ）、
ポリエチレングリコールジアクリレート（ＰＥＧＤＡ）、ポリエチレングリコールジメタ
クリレート（ＰＥＧＤＭＡ）、ポリ（ビニリデンフルオリド）（ＰＶｄＦ）ベースのポリ
マー、ポリアクリロニトリル（ＰＡＮ）ベースのポリマー、ポリメチルメタクリレート（
ＰＭＭＡ）ベースのポリマー、ポリ塩化ビニル（ＰＶＣ）ベースのポリマー、並びにポリ
（ビニリデンフルオリド）（ＰＶｄＦ）ベースのポリマーとポリアクリロニトリル（ＰＡ
Ｎ）ベースのポリマーとポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）ベースのポリマーとポリ
塩化ビニル（ＰＶＣ）ベースのポリマーの混合物、並びにこれらの任意の２つ以上の混合
物が挙げられる。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、３，４－ジヒドロキシ安息香
酸（３，４－ＤＨＢ）またはその類似体を含まない。
【０１２７】
　架橋結合剤及び任意の化学物質またはＵＶ光活性化誘導剤としては、以下を挙げること
ができる。Ｎ，Ｎ’－メチレンビスアクリルアミド、メチレンビスメタクリルアミドエチ
レングリコール－ジメタクリレート及び薬剤Ｎ，Ｎ’－メチレンビスアクリルアミド。Ｉ
ｒｇａｃｕｒｅ２９５９（Ｃｉｂａ）；２，２－ジメトキシ－２－フェニルアセトフェノ
ン、２－メトキシ－２－フェニルアセトン、ベンジル－ジメチル－ケタール、硫酸アンモ
ニウム、ベンゾフェノン、エチルベンゾインエーテル、イソプロピルベンゾインエーテル
、α－メチルベンゾインエーテル、ベンゾインフェニルエーテル、２，２－ジエトキシア
セトフェノン、１，１－ジクロロアセトフェノン、２－ヒドロキシ－２－メチル－１－フ
ェニルプロパン１－オン、１－ヒドロキシシクロヘキシルフェニルケトン、アントラキノ
ン、２－エチルアントラキノン、２－クロロアントラキノン、チオキサントン、イソプロ
ピルチオキサントン、クロロチオキサントン、２，２－クロロベンゾフェノン、ベンジル
安息香酸及びベンゾイル安息香酸、ＴＥＭＥＤ並びに過硫酸アンモニウム（ＡＰＳ）。い
くつかの実施形態では、ヒドロゲルは、細胞によって細胞外環境に分泌される、タンパク
質、ペプチド、糖タンパク質、プロテオグリカン、グリコサミノグリカン及び／または炭
水化物を含む。いくつかの実施形態では、分泌されるタンパク質、ペプチド、糖タンパク
質、プロテオグリカン、グリコサミノグリカン及び／もしくは炭水化物またはそれらから
成る構造物。
【０１２８】
　いくつかの実施形態では、本開示は、少なくとも１つのコーティングを含むコーティン
グされたバイオセンサーデバイスに関し、バイオセンサーは、コーティングに共有結合ま
たは固定化される代謝酵素を含み、代謝酵素は、配列番号１または配列番号２に対して少
なくとも７０％の配列同一性を有するか、配列番号１または配列番号２の機能的断片に対
して少なくとも７０％の配列同一性を有する。いくつかの実施形態では、本開示は、少な
くとも１つのコーティングを含むコーティングされたバイオセンサーデバイスに関し、バ
イオセンサーは、コーティング内に共有結合または固定化される代謝酵素を含み、コーテ
ィングは、ヒドロゲルマトリックス含有組成物を含み、前記マトリックスは、以下のいず
れか１つまたは組み合わせを含む：アルギン酸、トレハロース、少なくとも１つの電子メ
ディエーター及び少なくとも１つの還元物質。いくつかの実施形態では、本開示は、少な
くとも１つのコーティングを含むコーティングされたバイオセンサーデバイスに関し、バ
イオセンサーは、コーティングに共有結合または固定化される代謝酵素を含み、コーティ
ングは、ヒドロゲルマトリックス含有組成物を含み、前記マトリックスは、以下のいずれ
か１つまたは組み合わせを含む：約１０００の分子量を有するポリ（エチレングリコール
）ジメチルアクリレート（ＰＥＧＤＭＡ－１０００）、２－ヒドロキシ－２メチルプロピ
オフェノン（ＨＭＰＰ）及び少なくとも１つのアクリレート（ここでは、アクリレートは
、メタクリル酸（ＭＡＡ）及びメチルメタクリレート（ＭＭＡ）から成る群から選択され
、ＰＥＧＤＭＡ：アクリレートの比は約１０：９０ｍｏｌ％～約７０：３０ｍｏｌ％であ
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【０１２９】
　いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約１ｎＭ～約９９９ｍＭの濃度
のトレハロースまたはその類似体を含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル
溶液は、約１μＭ～約１０ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では、
硬化前のヒドロゲル溶液は、約１μＭ～約９ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつか
の実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約１μＭ～約８ｍＭの濃度のトレハロース
を含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約１μＭ～約７ｍＭの濃
度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約１μ
Ｍ～約６ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲ
ル溶液は、約１μＭ～約５ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では、
硬化前のヒドロゲル溶液は、約１μＭ～約４ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつか
の実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約１μＭ～約３ｍＭの濃度のトレハロース
を含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約１μＭ～約２ｍＭの濃
度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約１μ
Ｍ～約１ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲ
ル溶液は、約１０μＭ～約１ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では
、硬化前のヒドロゲル溶液は、約１００μＭ～約１ｍＭの濃度のトレハロースを含む。い
くつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約２００μＭ～約１ｍＭの濃度のト
レハロースを含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約３００μＭ
～約１ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル
溶液は、約４００μＭ～約１ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では
、硬化前のヒドロゲル溶液は、約５００μＭ～約１ｍＭの濃度のトレハロースを含む。い
くつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約６００μＭ～約１ｍＭの濃度のト
レハロースを含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル溶液は、約７００μＭ
～約１ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では、硬化前のヒドロゲル
溶液は、約８００μＭ～約１ｍＭの濃度のトレハロースを含む。いくつかの実施形態では
、（電極と接触するより前の）ヒドロゲル溶液は、約９００μＭ～約１ｍＭの濃度のトレ
ハロースを含む。
【０１３０】
　酵素
　任意の１種または複数の代謝酵素を、本開示で使用するために選択することができる。
個々にまたは本明細書に開示されるバイオセンサー、システムまたは検査ストリップと組
み合わせて使用することができる代謝酵素としては、以下が挙げられる：フェニルアラニ
ンデヒドロゲナーゼ、ヒスチジンアンモニアリアーゼ、ヒスチジンオキシダーゼ、フェニ
ルアラニンリアーゼ、グルタミン酸デヒドロゲナーゼの任意の細菌性クローン。いくつか
の実施形態では、酵素は、以下に開示される酵素、または全長酵素もしくはそうした酵素
をコードする核酸と少なくとも７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７
％、９８％もしくは９９％相同であるそれらのそれぞれの機能的断片のいずれか１つまた
は組み合わせから選択される。
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【表３Ａ】

　配列番号２
【化７】

　配列番号７
【化８】

　配列番号８
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【化９】

　配列番号９
【化１０】

　配列番号１０
【化１１】

（配列番号１）
【０１３１】
　固体支持体
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　多くの形態のアンモニアまたはアンモニウムイオン測定デバイスが存在し、１つの一般
的タイプは、酵素ベースの検査ストリップを介して血液試料を受け取る携帯式測定器によ
って代表される。これらのシステムの使用においては、患者は、例えば、指または代わり
の身体部位を刺して血液試料を得ることができ、ストリップは、計器ハウジングの検査ス
トリップ開口部に挿入され、試料が検査ストリップに加えられ、計器の電子機器が、検査
ストリップにおける酵素反応によって生成される電流をアミノ酸の濃度値に変換する。
【０１３２】
　本開示の固体支持体は固体状でもよいが、フレキシブル基板である。本開示によれば、
互いに組み合わされたアレイまたは少なくとも１つの電極は、フレキシブル基板の近位に
、例えばその上に配置される。フレキシブル基板としての機能を果たすために、材料はフ
レキシブルでなければならず、絶縁性でもなければならず、典型的には比較的薄い。基板
は、ＩＤＡの成分またはセンサーのさらなる成分をその表面に接着できる必要がある。そ
うした薄い、絶縁性のフレキシブル基板は、フレキシブル回路及びフレックス回路フォト
リソグラフィーの分野で既知である。本開示による「フレキシブル基板」は、集積回路（
ＩＣ）フォトリソグラフィーで使用される非フレキシブル基板と対比され得る（フレキシ
ブル回路フォトリソグラフィーで使用されるものはそうでない）。ＩＣフォトリソグラフ
ィーで使用される非フレキシブル基板の例としては、シリコン、酸化アルミニウム及び他
のセラミックが挙げられる。これらの非フレキシブル基板は、非常に平坦な表面に処理で
きるように選択される。本開示で使用するための典型的なフレキシブル基板は、薄いプラ
スチック材料、例えばポリエステル、特に高温ポリエステル材料；ポリエチレンナフタレ
ート（ＰＥＮ）；及びポリイミド、またはこれらの２つ以上の混合物から構築される。ポ
リイミドは、例えば、Ｉ．Ｅ．ｄｕＰｏｎｔ　ｄｅ　Ｎｅｍｏｕｒｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐ
ａｎｙ　ｏｆ　Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，Ｄｅｌ．（ｄｕＰｏｎｔ）から商品名Ｋａｐｔｏ
ｎ（登録商標）で市販されている。ポリエチレンナフタレートは、同様にｄｕＰｏｎｔか
らＫａｌａｄｅｘ（登録商標）として市販されている。特に好ましいフレキシブル基板は
７ミル厚のＫａｌａｄｅｘ（登録商標）フィルムである。
【０１３３】
　本開示の互いに組み合わされたアレイは、電極を組み込むことが一般に既知の適用、特
に、電極の互いに組み合わされたアレイを含むことが既知の適用で使用することができる
。様々な適用が電子工学及び電気化学の分野で知られており、これには、プロセス及びフ
ローモニタリングまたは制御並びに化学分析的方法に関する適用が含まれる。アレイは、
フレキシブル基板の使用に価値、利点もしくは費用効率が加えられる場合、または非フレ
キシブル基板に従来配置されている互いに組み合わされたアレイの寸法よりも比較的大き
な寸法の互いに組み合わされたアレイを有することの価値、利点または費用効率がある場
合、電気化学センサーの構成要素として特に有用であり得る。
【０１３４】
　本開示の互いに組み合わされたアレイは、例えば、電気化学的検出法で使用される電気
化学センサー（「バイオセンサー」または単に「センサー」と称されることもある）に含
まれ得る。電気化学的検出法は、電気学及び化学または電気化学の原理に基づいて、例え
ば、物質を介して流れる電流の大きさ、物質の抵抗、または既知の電流が与えられる物質
の間の電圧を、物質内の化学種の存在に関連させる原理に基づいて操作する。これらの方
法のいくつかは、どのようにそれらが実施されるか、例えば、電位差または電流が制御さ
れるか測定されるかに応じて、ポテンシオメトリック、クロノアンペロメトリックまたは
インピーダンスと称され得る。本開示のセンサーを含めた方法及びセンサーは、特定の化
学化合物（例えば、分析物または電気的活性化合物）、例えば血液、血清、間質液または
別の体液内の化合物の存在に直接的または間接的に起因して、物質を通じて流れる電流を
測定して、例えば、アミノ酸、血液尿素、窒素、コレステロール、乳酸塩などのレベルを
特定することができる。いくつかの電気化学的方法及び電気化学センサーの適合、及びそ
れらの構築、電子機器及び電気化学的操作の特徴は、例えば、米国特許第５，６９８，０
８３号、第５，６７０，０３１号、第５，１２８，０１５号及び第４，９９９，５８２号
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に記載されており、これらのそれぞれは、参照によって本明細書に組み込まれる。
【０１３５】
　いくつかの実施形態では、上記のバイオセンサーカートリッジ、デバイスまたは方法の
いずれも、ある量の抗凝血薬を含む。いくつかの実施形態では、抗凝血薬の量は、約１０
マイクロリットルの量で本明細書に開示した。いくつかの実施形態では、抗凝血薬の量は
、約２０マイクロリットルの量で本明細書に開示した。いくつかの実施形態では、抗凝血
薬の量は、約３０マイクロリットルの量で本明細書に開示した。いくつかの実施形態では
、抗凝血薬の量は、約４０マイクロリットルの量で本明細書に開示した。いくつかの実施
形態では、抗凝血薬の量は、約５０マイクロリットルの量で本明細書に開示した。いくつ
かの実施形態では、抗凝血薬の量は、約１００マイクロリットルの量で本明細書に開示し
た。
【０１３６】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示される方法は、血液を含む試料を抗凝血薬、
例えばヘパリン、アセノクマロール、フェンプロクモン、アトロメンチン、ブロジファク
ム、フェニンジオン、クマジンなどと混合するステップを含む。いくつかの実施形態では
、バイオセンサー、カートリッジ、デバイスまたは検査ストリップは、バイオセンサー、
カートリッジ、デバイスまたは検査ストリップの少なくとも１つの容器、マイクロ流体コ
ンジットまたは混合部内で、１つまたは複数の量を振盪するように配置された、機械的な
振盪機メカニズムを含む。
【０１３７】
　方法
　本開示は、高アンモニア血症または高アンモニア関連障害を有する対象の臨床転帰を診
断するまたは予後予測する方法であって、本明細書に開示されるセンサー、システムまた
は検査ストリップを体液試料と接触させること、及び試料中のアンモニアまたはアンモニ
ウムイオンのレベルを定量すること；並びに試料中のアミノ酸のレベルを体液のアミノ酸
レベルの正常レベルと考えられる閾値と比較することを含む方法に関する。いくつかの実
施形態では、方法は、高アンモニア血症もしくは高アンモニア血症関連障害及び／または
少なくとも１つのアミノ酸代謝異常症を有する疑いがある、または以前にこれらと診断さ
れた対象の臨床転帰を診断するまたは予後予測する方法に関する。
【０１３８】
　いくつかの実施形態では、方法は、少なくとも１つの高アンモニア血症もしくは高アン
モニア血症関連障害を有する疑いがある、または以前にこれらと診断された対象の臨床転
帰を診断するまたは予後予測する方法に関する。各年齢タイプについてアンモニアまたは
アンモニウムイオンのどのレベルが正常であると考えられるかという範囲は、以下の表４
にある。本明細書で提供される定量ステップを行った後に、試料溶液中のアンモニアまた
はアンモニウムイオンの量が、提供される範囲を超えるまたは提供される範囲を下回る場
合、食事レジメン、運動レジメン及び／または医学的治療が開始または変更され得、その
結果、アンモニアまたはアンモニウムイオンのレベルが、対象のレベルが健康な範囲と考
えられる範囲内に安定するかその範囲に入るまで、モニターされる。
【表４】
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【０１３９】
　本開示は、体液中のアンモニアまたはアンモニウム関連障害の有無または量の検出方法
に関する。本開示は、対象の体液中のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度の定量
方法にも関する。定量は、本明細書に開示されるインドフェノール試薬のいずれか１つま
たは組み合わせを含む１つまたは複数の容器に対象由来の試料を曝露した後に回路内に検
出可能な電流が発生することに起因する、迅速な酵素反応の読み出しのために、ポイント
オブケアにおいて起こり得る。いくつかの実施形態では、本明細書に記載のデバイスまた
はシステムを利用して、異常に高いまたは低い血中アンモニアレベルをヒトが有するかど
うかを検出することができ、その後、次いで電子的メッセージまたは表示が、デバイスま
たはシステムのユーザーに提供され得るか、対象の試料中のアンモニアまたはアンモニウ
ムイオンの１つまたは複数の濃度値を含む１つまたは複数の記憶メモリーに遠隔的にまた
は直接的にアクセスする１つまたは複数のプロセッサーまたはマイクロチップによって、
ディスプレイ上に作動され得る。いくつかの実施形態では、複数の濃度値を同時にまたは
連続して得ることができ、本明細書に開示されるデバイスまたはシステムに作動可能に接
続された１つまたは複数のプロセッサーによって、比較または分析することができる。い
くつかの実施形態では、ある期間にわたる対象の複数の濃度値を、本明細書に開示される
デバイスまたはシステムに作動可能に接続された１つまたは複数のプロセッサーによって
比較または分析することができ、その後、濃度値及び／または閾値を含むメッセージが表
示される。いくつかの実施形態では、メッセージは、対象のアンモニアまたはアンモニウ
ムイオンのレベルを制御するために、対象が医学的治療を求めるまたは食事を変更する必
要があることを示す信号を任意に含む。
【０１４０】
　本開示は、以下を含む、肝機能障害を有する対象の診断方法にも関する：（ａ）本明細
書に開示されるバイオセンサー、システムまたは検査ストリップに対象由来の体液試料を
接触させること；
　（ｂ）試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を定量すること；
　（ｃ）試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を、健康な範囲にあると特定され
たアンモニア濃度の閾値と比較すること；及び
　（ｄ）試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値が閾値を超えるか下回る場合に、
代謝疾患を有するとして対象を特定すること。いくつかの実施形態では、試料が血液また
は全血である場合、方法は、ステップ（ａ）の前に、またはステップ（ａ）と同時に、試
料を抗凝血薬と接触させることを含む。
【０１４１】
　本開示は、以下を含む、高アンモニア血症を有する対象の診断方法にも関する：（ａ）
対象由来の体液試料を本明細書に開示されるバイオセンサー、システムまたは検査ストリ
ップに接触させること；
　（ｂ）試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を定量すること；
　（ｃ）試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を、健康な範囲にあると特定され
たアンモニア濃度の閾値と比較すること；及び
　（ｄ）試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値が閾値を超えるか下回る場合に、
代謝疾患を有するとして対象を特定すること。いくつかの実施形態では、試料が血液また
は全血である場合、方法は、ステップ（ａ）の前に、またはステップ（ａ）と同時に、試
料を抗凝血薬と接触させることを含む。
【０１４２】
　本開示は、以下を含む、試料中のアミノ酸量の定量方法にも関する：（ａ）対象由来の
体液試料を本明細書に開示されるバイオセンサー、システムまたは検査ストリップに接触
させること；
　（ｂ）試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を定量すること；
　（ｃ）試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値を、アミノ酸量と相関させて特定
されたアンモニア濃度の閾値と比較すること；及び
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　（ｄ）試料中のアンモニアの１つまたは複数の濃度値が閾値を超えるか下回る場合に、
アミノ酸レベルを特定すること。図１４の参照情報を使用して任意のアミノ酸を検出する
ことができ、ここでは、本明細書に開示されるバイオセンサー、システムまたは検査スト
リップは、本明細書に開示される酵素または本明細書に開示される任意の酵素に対して７
０、７５、８０、８５、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８もしく
は９９％の配列同一性を有する機能的断片を含む。例えば、表５に列挙されるアミノ酸の
存在、非存在または量を検出するために、本明細書に開示される１種または複数の組換え
または合成酵素またはそれらの機能的断片は、本明細書に開示される任意の配列（核酸ま
たはコードされるアミノ酸のいずれか）に対して、７０、７５、８０、８５、９０、９１
、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８または９９％の配列同一性を有することを
、当業者なら知っているであろう。
【０１４３】
　いくつかの実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約５０～約７
０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノール試薬ま
たはインドフェノール試薬は約５２～約７０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。い
くつかの実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約５４～約７０ｍ
ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノール試薬または
インドフェノール試薬は約５６～約７０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつ
かの実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約５８～約７０ｍｍｏ
ｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノール試薬またはイン
ドフェノール試薬は約６０～約７０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの
実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約６２～約７０ｍｍｏｌ／
リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノール試薬またはインドフ
ェノール試薬は約６４～約７０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施
形態では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約６６～約７０ｍｍｏｌ／リッ
トルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノ
ール試薬は約６８～約７０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態
では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約５０～約６８ｍｍｏｌ／リットル
の範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノール
試薬は約５０～約６６ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では
、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約５０～約６４ｍｍｏｌ／リットルの範
囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬
は約５０～約６２ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フ
ェノール試薬またはインドフェノール試薬は約５０～約６０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で
使用される。いくつかの実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約
５０～約５８ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノ
ール試薬またはインドフェノール試薬は約５０～約５６ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用
される。いくつかの実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約５０
～約５４ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノール
試薬またはインドフェノール試薬は約５０～約５２ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用され
る。いくつかの実施形態では、フェノール試薬またはインドフェノール試薬は約５９ｍｍ
ｏｌ／リットルの濃度で使用される範囲で使用される。いくつかの実施形態では、フェノ
ール試薬またはインドフェノール試薬は２－フェニルフェノールである。
【０１４４】
　いくつかの実施形態では、触媒は約７マイクロモル／リットルの濃度で使用される。い
くつかの実施形態では、触媒はニトロプルシドナトリウムである。
【０１４５】
　いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約５０～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲
で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１２０～約５００ｍｍｏｌ／
リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１４０～約５
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００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は
約１６０～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、
塩基性緩衝剤は約１８０～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの
実施形態では、塩基性緩衝剤は約２００～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用され
る。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約２２０～約５００ｍｍｏｌ／リットルの
範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約２４０～約５００ｍｍｏ
ｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約２６０～
約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝
剤は約２８０～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態で
は、塩基性緩衝剤は約３００～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつ
かの実施形態では、塩基性緩衝剤は約３２０～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用
される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約３４０～約５００ｍｍｏｌ／リット
ルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約３６０～約５００ｍ
ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約３８
０～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性
緩衝剤は約４００～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形
態では、塩基性緩衝剤は約４２０～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。い
くつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約４４０～約５００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で
使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約４６０～約５００ｍｍｏｌ／リ
ットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約４８０～約５０
０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約
１００～約４８０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩
基性緩衝剤は約１００～約４６０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実
施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約４４０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される
。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約４２０ｍｍｏｌ／リットルの範
囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約４００ｍｍｏｌ
／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約
３８０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤
は約１００～約３６０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では
、塩基性緩衝剤は約１００～約３４０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつか
の実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約３２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用さ
れる。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約３００ｍｍｏｌ／リットル
の範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約２８０ｍｍ
ｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００
～約２６０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩
衝剤は約１００～約２４０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態
では、塩基性緩衝剤は約１００～約２２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いく
つかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約２００ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使
用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約１８０ｍｍｏｌ／リッ
トルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１００～約１６０
ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約１
００～約１４０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、塩基
性緩衝剤は約１００～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施
形態では、塩基性緩衝剤は約５０ｍｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実
施形態では、塩基性緩衝剤は水酸化ナトリウムである。いくつかの実施形態では、塩基性
緩衝剤は約１００ｍｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、塩
基性緩衝剤は水酸化ナトリウムである。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約２０
０ｍｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は水
酸化ナトリウムである。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約３００ｍｍｏｌ／リ
ットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は水酸化ナトリウム
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である。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は約４００ｍｍｏｌ／リットルの濃度で
使用される。いくつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は水酸化ナトリウムである。いくつ
かの実施形態では、塩基性緩衝剤は約５００ｍｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。い
くつかの実施形態では、塩基性緩衝剤は水酸化ナトリウムである。
【０１４６】
　いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの
範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５２～約１２０ｍｍ
ｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５
４～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハ
ロゲン酸塩は約５６～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施
形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５８～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される
。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５８～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの
範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約６０～約１２０ｍｍ
ｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約６
２～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハ
ロゲン酸塩は約６４～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施
形態では、次亜ハロゲン酸塩は約６６～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される
。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約６８～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの
範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約７０～約１２０ｍｍ
ｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約７
２～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハ
ロゲン酸塩は約７４～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施
形態では、次亜ハロゲン酸塩は約７６～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される
。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約７８～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの
範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約８０～約１２０ｍｍ
ｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約８
２～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハ
ロゲン酸塩は約８２～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施
形態では、次亜ハロゲン酸塩は約８４～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される
。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約８６～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの
範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約９０～約１２０ｍｍ
ｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約９
２～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハ
ロゲン酸塩は約９４～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施
形態では、次亜ハロゲン酸塩は約９６～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される
。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約９８～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの
範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約１００～約１２０ｍ
ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約
１０２～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次
亜ハロゲン酸塩は約１０４～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつか
の実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約１０６～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使
用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約１０８～約１２０ｍｍｏｌ／
リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約１１０～
約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲ
ン酸塩は約１１２～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形
態では、次亜ハロゲン酸塩は約１１４～約１２０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される
。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約１１６～約１２０ｍｍｏｌ／リットル
の範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約１１８～約１２０
ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は
約５０～約１１８ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次
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亜ハロゲン酸塩は約５０～約１１６ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの
実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約１１４ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用さ
れる。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約１１２ｍｍｏｌ／リット
ルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約１１０
ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は
約５０～約１０８ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次
亜ハロゲン酸塩は約５０～約１０６ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの
実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約１０４ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用さ
れる。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約１０２ｍｍｏｌ／リット
ルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約１００
ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は
約５０～約９８ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜
ハロゲン酸塩は約５０～約９６ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施
形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約９４ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。
いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約９２ｍｍｏｌ／リットルの範囲
で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約９０ｍｍｏｌ／
リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約
８８ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸
塩は約５０～約８６ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、
次亜ハロゲン酸塩は約５０～約８４ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの
実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約８２ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用され
る。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約８０ｍｍｏｌ／リットルの
範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約７８ｍｍｏ
ｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０
～約７６ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲ
ン酸塩は約５０～約７４ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態で
は、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約７２ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつ
かの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約７０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用
される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約６８ｍｍｏｌ／リット
ルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約６６ｍ
ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約
５０～約６４ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハ
ロゲン酸塩は約５０～約６２ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形
態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約６０ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。い
くつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約５８ｍｍｏｌ／リットルの範囲で
使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約５６ｍｍｏｌ／リ
ットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩は約５０～約５
４ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次亜ハロゲン酸塩
は約５０～約５２ｍｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、次
亜ハロゲン酸塩は約１００ｍｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態
では、次亜ハロゲン酸塩は次亜塩素酸塩ナトリウムである。
【０１４７】
　いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．５～約１．０ｍｏｌ／リットルの範
囲で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．６～約１．０ｍｏｌ
／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．７～
約１．０ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝
剤は約０．８～約１．０ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では
、アルカリ緩衝剤は約０．９～約１．０ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつか
の実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．５～約０．９ｍｏｌ／リットルの範囲で使用さ
れる。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．５～約０．８ｍｏｌ／リットル
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の範囲で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．５～約０．７ｍ
ｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．
５～約０．６ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ
緩衝剤は約１．０ｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、アル
カリ緩衝剤は以下の１つまたは組み合わせである：酢酸カルシウム、塩化カルシウム、酢
酸亜鉛、塩化亜鉛または任意の等価の一、二もしくは三価のそれらの塩。いくつかの実施
形態では、アルカリ緩衝剤は酢酸ナトリウム／カルシウムである。いくつかの実施形態で
は、アルカリ緩衝剤は約０．５～約０．６ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつ
かの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約１．０ｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。い
くつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は以下の１つまたは組み合わせである：酢酸カル
シウム、塩化カルシウム、酢酸亜鉛、塩化亜鉛または任意の等価の一、二もしくは三価の
それらの塩。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は酢酸ナトリウム／カルシウムで
ある。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．５～約０．６ｍｏｌ／リットル
の範囲で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約１．０ｍｏｌ／リッ
トルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は以下の１つまたは
組み合わせである：酢酸カルシウム、塩化カルシウム、酢酸亜鉛、塩化亜鉛または任意の
等価の一、二もしくは三価のそれらの塩。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は酢
酸ナトリウム／カルシウムである。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．５
～約０．６ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩
衝剤は約１．０ｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、アルカ
リ緩衝剤は以下の１つまたは組み合わせである：酢酸カルシウム、塩化カルシウム、酢酸
亜鉛、塩化亜鉛または任意の等価の一、二もしくは三価のそれらの塩。いくつかの実施形
態では、アルカリ緩衝剤は酢酸ナトリウム／カルシウムである。いくつかの実施形態では
、アルカリ緩衝剤は約０．５～約０．６ｍｏｌ／リットルの範囲で使用される。いくつか
の実施形態では、アルカリ緩衝剤は約１．０ｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いく
つかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は以下の１つまたは組み合わせである：酢酸カルシ
ウム、塩化カルシウム、酢酸亜鉛、塩化亜鉛または任意の等価の一、二もしくは三価のそ
れらの塩。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は酢酸ナトリウム／カルシウムであ
る。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．５～約０．６ｍｏｌ／リットルの
範囲で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．５ｍｏｌ／リット
ルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は以下の１つまたは組
み合わせである：酢酸カルシウム、塩化カルシウム、酢酸亜鉛、塩化亜鉛または任意の等
価の一、二もしくは三価のそれらの塩。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は酢酸
ナトリウム／カルシウムである。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．６ｍ
ｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約０．
７ｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤は約
０．８ｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩衝剤
は約０．９ｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。いくつかの実施形態では、アルカリ緩
衝剤は約０．７５ｍｏｌ／リットルの濃度で使用される。
【０１４８】
　本開示は、以下を含む、対象の肝機能障害または高アンモニア血症の診断方法に関する
：
　（ａ）本明細書に開示されるシステム、カートリッジ、検査ストリップ、バイオセンサ
ーまたはデバイスに対象の試料を接触させること；
　（ｂ）アンモニアの存在、非存在または量を検出すること；
　（ｃ）アンモニアの量を試料中のアミノ酸のレベルと相関させること；
　（ｄ）試料のアンモニアレベルが約１００マイクロモル／リットルを超えると定量され
る場合、肝機能障害または高アンモニア血症を有するとして対象を診断すること。
【０１４９】
　本開示は、以下を含む、対象の肝機能障害または高アンモニア血症の診断方法に関する
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：
　（ａ）本明細書に開示されるシステム、カートリッジ、検査ストリップ、バイオセンサ
ーまたはデバイスに対象の試料を接触させること；
　（ｂ）アンモニアの存在、非存在または量を検出すること；
　（ｃ）アンモニアの量を試料中のアミノ酸のレベルと相関させること；
　（ｄ）試料のアンモニアレベルが約９０マイクロモル／リットルを超えると定量される
場合、肝機能障害または高アンモニア血症を有するとして対象を診断すること。
【０１５０】
　本開示は、以下を含む、対象の肝機能障害または高アンモニア血症の診断方法に関する
：
　（ａ）本明細書に開示されるシステム、カートリッジ、検査ストリップ、バイオセンサ
ーまたはデバイスに対象の試料を接触させること；
　（ｂ）アンモニアの存在、非存在または量を検出すること；
　（ｃ）アンモニアの量を試料中のアミノ酸のレベルと相関させること；
　（ｄ）試料のアンモニアレベルが約８０マイクロモル／リットルを超えると定量される
場合、肝機能障害または高アンモニア血症を有するとして対象を診断すること。
【０１５１】
　本開示は、以下を含む、対象の肝機能障害または高アンモニア血症の診断方法に関する
：
　（ａ）本明細書に開示されるシステム、カートリッジ、検査ストリップ、バイオセンサ
ーまたはデバイスに対象の試料を接触させること；
　（ｂ）アンモニアの存在、非存在または量を検出すること；
　（ｃ）アンモニアの量を試料中のアミノ酸のレベルと相関させること；
　（ｄ）試料のアンモニアレベルが約７０マイクロモル／リットルを超えると定量される
場合、肝機能障害または高アンモニア血症を有するとして対象を診断すること。
【０１５２】
　以下を含む、肝機能障害または高アンモニア血症を有する対象を治療する方法：
　（ａ）本明細書に開示されるシステム、カートリッジ、検査ストリップ、バイオセンサ
ーまたはデバイスに対象の試料を接触させること；
　（ｂ）試料のアンモニアレベルが約７０マイクロモル／リットルを超えると定量される
場合、肝機能障害または高アンモニア血症を有するとして対象を診断；並びに
　（ｃ）ステロイド、アルギニンサプリメント、安息香酸ナトリウム、酢酸フェニル及び
／またはグルコース溶液を投与することによって対象を治療すること。
【０１５３】
　以下を含む、肝機能障害または高アンモニア血症を有する対象を治療する方法：
　（ａ）本明細書に開示されるシステム、カートリッジ、検査ストリップ、バイオセンサ
ーまたはデバイスに対象の試料を接触させること；
　（ｂ）試料のアンモニアレベルが約８０マイクロモル／リットルを超えると定量される
場合、肝機能障害または高アンモニア血症を有するとして対象を診断すること；並びに
　（ｃ）ステロイド、アルギニンサプリメント、安息香酸ナトリウム、酢酸フェニル及び
／またはグルコース溶液を投与することによって対象を治療すること。
【０１５４】
　以下を含む、肝機能障害または高アンモニア血症を有する対象を治療する方法：
　（ａ）本明細書に開示されるシステム、カートリッジ、検査ストリップ、バイオセンサ
ーまたはデバイスに対象の試料を接触させること；
　（ｂ）試料のアンモニアレベルが約９０マイクロモル／リットルを超えると定量される
場合、肝機能障害または高アンモニア血症を有するとして対象を診断すること；並びに
　（ｃ）ステロイド、アルギニンサプリメント、安息香酸ナトリウム、酢酸フェニル及び
／またはグルコース溶液を投与することによって対象を治療すること。
【０１５５】
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　以下を含む、肝機能障害または高アンモニア血症を有する対象を治療する方法：
　（ａ）本明細書に開示されるシステム、カートリッジ、検査ストリップ、バイオセンサ
ーまたはデバイスに対象の試料を接触させること；
　（ｂ）試料のアンモニアレベルが約１００マイクロモル／リットルを超えると定量され
る場合、肝機能障害または高アンモニア血症を有するとして対象を診断すること；並びに
　（ｃ）ステロイド、アルギニンサプリメント、安息香酸ナトリウム、酢酸フェニル及び
／またはグルコース溶液を投与することによって対象を治療すること。
【０１５６】
　上記方法のいずれも、方法は、全血、水または微小環境から得られた試料、例えば、微
小環境から得られたスワブから再構成された検査溶液中のアンモニアまたはアンモニウム
イオンのレベルを検出することを含む。
【０１５７】
　本開示は、以下を含む、対象の代謝障害の診断方法に関する：
　（ａ）本明細書に開示されるシステム、カートリッジ、検査ストリップ、バイオセンサ
ーまたはデバイスに対象の試料を接触させること；
　（ｂ）アンモニアの存在、非存在または量を検出すること；
　（ｃ）アンモニアの量を試料中のアミノ酸のレベルと相関させること；
　（ｄ）アミノ酸レベルが表１に示されるレベルを超えると定量される場合、代謝障害を
有するとして対象を診断すること。
【０１５８】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示される任意の方法は、１つ、２つ、３つまた
はそれ以上の検査を同時にまたは連続して行うことによる、試料中のアンモニアの存在、
非存在または量を検出する複数のステップを用いることを含む。
【０１５９】
　いくつかの実施形態では、アンモニアの存在、非存在または量を検出するステップは、
インドフェノール反応生成物によって放射または吸収される波長を検出することを含む。
上記方法のいずれも、アンモニアの存在、非存在または量を検出するステップは、インド
フェノール反応生成物によって放射または吸収される波長を、１つまたは複数の容器中の
可視光を調べることによって検出することを含む。いくつかの実施形態では、アンモニア
の存在、非存在または量を検出するステップは、インドフェノール反応生成物によって吸
収される、約５００ｎｍ～約７００ｎｍの波長を検出することを含む。
【０１６０】
　いくつかの実施形態では、上記方法のいずれか、アンモニアの存在、非存在または量を
検出するステップは、インドフェノール反応生成物によって放射または吸収される波長を
検出することを含む。
【０１６１】
　いくつかの実施形態では、上記方法のいずれも、液体を気体に変換するステップまたは
ガスクロマトグラフィーを含むいかなるステップも含まない。
【０１６２】
　いくつかの実施形態では、上記のバイオセンサーカートリッジ、デバイスまたは方法の
いずれかは、約１０マイクロリットル～約１５０マイクロリットルの量で本明細書に開示
されるいずれかの試薬の量を混合することを含む。いくつかの実施形態では、上記のバイ
オセンサーカートリッジ、デバイスまたは方法のいずれかは、約１０マイクロリットル～
約１００マイクロリットルの量で本明細書に開示される試薬のうちのいずれかの量を混合
することを含む。いくつかの実施形態では、上記のバイオセンサーカートリッジ、デバイ
スまたは方法のいずれかは、約１０マイクロリットル～約１５０マイクロリットルの量で
本明細書に開示される試薬のうちのいずれかの量を含む。いくつかの実施形態では、上記
のバイオセンサーカートリッジ、デバイスまたは方法のいずれかは、約１０マイクロリッ
トルの量で本明細書に開示される試薬のうちのいずれかの量を含む。いくつかの実施形態
では、上記のバイオセンサーカートリッジ、デバイスまたは方法のいずれかは、約２０マ
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イクロリットルの量で本明細書に開示される試薬のうちのいずれかの量を含む。いくつか
の実施形態では、上記のバイオセンサーカートリッジ、デバイスまたは方法のいずれかは
、約３０マイクロリットルの量で本明細書に開示される試薬のうちのいずれかの量を含む
。いくつかの実施形態では、上記のバイオセンサーカートリッジ、デバイスまたは方法の
いずれかは、約４０マイクロリットルの量で本明細書に開示される試薬のうちのいずれか
の量を含む。いくつかの実施形態では、上記のバイオセンサーカートリッジ、デバイスま
たは方法のいずれかは、約５０マイクロリットルの量で本明細書に開示される試薬のうち
のいずれかの量を含む。
【０１６３】
　いくつかの実施形態では、本開示は、試料中のアンモニアまたはアンモニウムイオン及
び／またはアミノ酸濃度の、コンピューターにより実施される定量方法に関する。
【０１６４】
　いくつかの実施形態では、本開示は、対象の試料中のアミノ酸濃度の、コンピューター
により実施される定量方法を実行するプロセッサーを含むシステムに関する。いくつかの
実施形態では、システムは、任意に遠隔地に位置し且つインターネット接続によってアク
セス可能であり、経時的に対象の濃度値を記憶するコンピューター記憶メモリーに作動可
能に接続されたプロセッサーを含む。いくつかの実施形態では、対象または対象の健康管
理提供者は、インターネットにアクセスして、コンピューター記憶メモリーに連結したサ
ーバーと通信することができる。対象のデータレポートは、プロセッサーを介してリトリ
ーブコマンドを開始した後に、対象によって生成され、得られ得る。いくつかの実施形態
では、システムは、本明細書に開示されるバイオセンサーによって生成される電流信号を
試料中の特定のアミノ酸及び／またはアンモニアの濃度に変換する関数を実行するコンピ
ュータープログラム製品を含む。いくつかの実施形態では、本開示は、少なくとも１つの
プロセッサー及びコンピューター可読メモリーを含むシステムであって、前記コンピュー
ター可読メモリーが、体液試料中のアミノ酸濃度を定量するためのプログラムコードをそ
こに保存しているシステムに関し、これは、対象に関連するデータを記憶するための手段
；バイオセンサーまたはそのコンピューター記憶メモリーからの電流応答のレベルを受け
取り、ユーザーインターフェイスの一部としてユーザーに濃度値を提供することに対応す
る手段を含む。いくつかの実施形態では、ユーザーは対象または対象の健康管理提供者で
ある。いくつかの実施形態では、本開示は、少なくとも１つのプロセッサー、プロセッサ
ーで実行可能なプログラムコードを記憶するための、メモリーなどのプログラム記憶、並
びにデータ通信及び／または周辺デバイス及び／またはインターフェイスなどの１つまた
は複数の入力／出力デバイス及び／またはインターフェイスを含むシステムに関する。い
くつかの実施形態では、ユーザーデバイス及びコンピューターシステムまたはシステムは
、ローカルエリアネットワーク（ＬＡＮ）、インターネットなどのデータ通信ネットワー
ク（これは、いくつかの他のクライアント及び／またはサーバーコンピューターシステム
にも接続され得る）によって、通信可能に接続される。ユーザーデバイス並びにクライア
ント及び／またはサーバーコンピューターシステムは、適切なオペレーティングシステム
ソフトウエアをさらに含むことができる。
【０１６５】
　本開示は、一般に、対象の挙動の変容を特徴づける濃度値の定義付け及び／またはその
濃度値の使用に関する。いくつかの実施形態では、体液試料中のアミノ酸の濃度に対応す
る濃度値は、対象が食事を変更するまたは医学的治療を求めるように助言される程度を特
徴づける。
【０１６６】
　いくつかの実施形態では、本開示は、診断アッセイで使用するためのバイオセンサーま
たは検査ストリップを提供する。いくつかの実施形態では、バイオセンサー及び／または
検査ストリップは、診断または検出キットの一部として提供される。ある種の実施形態で
は、本開示に従って使用するためのキットは、１つまたは複数の参照試料；（例えば、試
料を処理すること、検査を行うこと、結果を解釈することなどについての）指示；媒体；
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及び／または検査を行うのに必要な他の試薬を含むことができる。
【０１６７】
　本開示は、固体支持体、少なくとも１つのコンジットと流体連通している少なくとも第
１の容器を含む検査ストリップであって、本明細書に開示されるヒドロゲルを含む検査ス
トリップを提供する。いくつかの実施形態では、固体支持体は、任意にポリマーでコーテ
ィングされたスライドである。いくつかの実施形態では、固体支持体は、ポリマーでコー
ティングされている。いくつかの実施形態では、ポリマーはポリアクリルアミドである。
いくつかの実施形態では、固体支持体は、以下から選択される材料である：ポリステレン
（ＴＣＰＳ）、ガラス、石英、石英ガラス、ポリ（エチレンテレフタレート）（ＰＥＴ）
、ポリエチレン、ポリビニルジフルオリド（ＰＶＤＦ）、ポリジメチルシロキサン（ＰＤ
ＭＳ）、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭ
Ａ）、ポリカーボネート、ポリオレフィン、エチレン酢酸ビニル、ポリプロピレン、ポリ
スルホン、ポリテトラフルオロエチレン、シリコーン、ポリ（メタ）アクリル酸、ポリア
ミド、ポリ塩化ビニル、ポリビニルフェノール及びコポリマー並びにそれらの混合物。い
くつかの実施形態では、検査ストリップは紙製品である。いくつかの実施形態では、少な
くとも１つの電極が固体支持体に付着している。
【０１６８】
　いくつかの実施形態によれば、本開示は、コンピューター可読記憶媒体にコードされ、
実行時に、アミノ酸の濃度値の計算に関する演算をもたらす命令（例えばプログラムされ
たスクリプトなど）を任意に含む、ソフトウェア構成要素または他の非一時的コンピュー
タープログラム製品を提供する。いくつかの実施形態では、コンピュータープログラム製
品はコンピューター可読記憶媒体にコードされ、これは、実行時に：１つまたは複数のア
ンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値を定量する；１つまたは複数のアンモニアま
たはアンモニウムイオンの濃度値をデータの対照セットに対して正規化する；対象のアミ
ノ酸プロファイルまたはシグネチャーを作出する；及びプロファイルまたはシグネチャー
をコンピュータープログラム製品のユーザーに表示する。いくつかの実施形態では、コン
ピュータープログラム製品はコンピューター可読記憶媒体にコードされ、これは、実行時
に：１つまたは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値を計算し、１つまた
は複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値を正規化し、アミノ酸シグネチャ
ーを作出し、ここでは、コンピュータープログラム製品は、任意に、アミノ酸シグネチャ
ー及び／または１つまたは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値を、ユー
ザーによって操作されるディスプレイに表示する。いくつかの実施形態では、本開示は、
１つまたは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値を定量する；及び１つま
たは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値をコンピュータープログラム製
品のユーザーに表示するための命令を含む、コンピューター可読記憶媒体にコードされる
非一時的コンピュータープログラム製品に関する。
【０１６９】
　いくつかの実施形態では、１つまたは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃
度値を計算するステップは、１種または複数の体液試料にデバイスまたは検査ストリップ
を接触させるという反復試験に対するカウントの平均及び標準偏差を定量することを含む
。
【０１７０】
　いくつかの実施形態では、１つまたは複数のヒドロゲルコーティング化電極は、固相支
持体に付着している。いくつかの実施形態では、固相支持体は、任意の固体または半固体
の表面を含む。いくつかの実施形態では、固相は、ペトリ皿、ビーカー、フラスコ、試験
管、マイクロタイタプレート及び／または培養スライドを含めた、培養で細胞を増殖させ
るまたは維持する任意の従来の実験材料を含む。いくつかの実施形態では、固相は、ガラ
ススライド、プラスチックスライド、紙製検査ストリップまたはそれらの組み合わせを含
む。
【０１７１】
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　いくつかの実施形態では、１つまたは複数のヒドロゲルコーティング化電極は、固相支
持体の別々のアドレス指定可能部位に付着している。いくつかの実施形態では、固相は、
ポリアミド、ポリエステル、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリアクリレート、ポリビ
ニル化合物（例えばポリ塩化ビニル）、ポリカーボネート、ポリテトラフルオロエチレン
（ＰＴＦＥ）、ニトロセルロース、綿、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）、セルロース、デキ
ストラン、ゼラチン、ガラス、フッ素ポリマー、フッ素化エチレンプロピレン、ポリビニ
リデン、ポリジメチルシロキサン、ポリスチレン、シリコン基板（例えば、融解シリカ、
ポリシリコンもしくはシリコン単結晶）またはそれらの組み合わせを含む。
【０１７２】
　いくつかの実施形態では、本開示は、１つまたは複数の本明細書に記載の方法からの検
査結果を含む、対象に関する医療記録のカタログに関する。いくつかの実施形態では、そ
うしたカタログは、無線インターネット接続を介して遠隔的にアクセス可能であるコンピ
ューター可読媒体に記憶される。
【０１７３】
　上記のように、本開示のある種の実施形態は、高アンモニア血症を有するまたは有する
疑いがある対象から得られる体液試料と代謝疾患を有さない対象から得られる体液試料と
を区別するのに使用することができる。このシステムは、例えば、対象の全血試料を検査
して疾患が存在するかどうかを決定する場合に、有用である可能性がある。１つまたは複
数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値を使用する患者の診断は、例えば、対
象由来の試料の１つまたは複数のアンモニアまたはアンモニウムイオンの濃度値を対象の
測定された参照値または閾値と比較することを含むであろう。
【０１７４】
　キット
　いくつかの実施形態では、本開示によるキットは、アミノ酸濃度を定量するのに使用す
ることができ、体液試料である。
【０１７５】
　本開示は、１種または複数の本明細書に開示されるポリペプチドまたは断片を含有する
１種または複数の容器を含むキットをさらに提供する。いくつかの実施形態では、キット
は、検査ストリップ及び／もしくは検査ストリップを含むバイオセンサー、または細胞の
培養もしくは増殖を増強する任意の動物ベースの血清誘導体を含む。いくつかの実施形態
では、キットは、本明細書に開示されるバイオセンサー、本明細書に開示される任意の検
査ストリップ、及び本明細書に開示される任意の方法のいずれか１つまたは複数のステッ
プを実行するための指示を任意に含む、本明細書に開示されるコンピュータープログラム
製品を含む。いくつかの実施形態では、キットは、細胞培地を含まない。いくつかの実施
形態では、キットは、本明細書に開示される膜を含む、及び／または本明細書に開示され
る少なくとも１つの電極が包埋された固体支持体を含み、任意に、次亜ハロゲン酸塩、塩
基性水溶液及びフェニル基を含む少なくとも１つの化合物のいずれか１つもしくは組み合
わせを、１つもしくは複数の容器中に含む。いくつかの実施形態では、キットは、ヒドロ
ゲルを固体支持体に固定するための機構を含む。
【０１７６】
　キットは、２つ以上の容器、パックまたはディスペンサーを、アレイの調製に関する指
示とともに含むことができる。いくつかの実施形態では、キットは、本明細書に記載のバ
イオセンサーまたはシステムを含む少なくとも１つの容器、並びにバイオセンサーの維持
、使用及び／または貯蔵のための溶液、例えば貯蔵緩衝剤を含む第２の容器を含む。いく
つかの実施形態では、キットは、溶液状態の、または凍結乾燥もしくは乾燥され、再水和
混合物を伴う、本明細書に開示される任意の分子を含有する組成物を含む。いくつかの実
施形態では、分子及び再水和混合物は、１つまたは複数のさらなる容器中に存在してもよ
い。いくつかの実施形態では、キットは、いずれか１つまたは組み合わせを含有する組成
物を含む。
【０１７７】
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　キットに含まれる組成物は、様々な成分の保存性が保たれ、且つ容器の材料によって吸
着または変質させられないような任意の種類の容器に入って供給され得る。例えば、適切
な容器としては、ガラス、有機ポリマー、例えばポリカーボネート、ポリスチレン、ポリ
プロピレン、ポリエチレン、セラミック、金属、または試薬もしくは食物を保持するのに
一般に用いられる任意の他の材料から作られ得る単純なボトル；アルミニウムまたは合金
などのホイル裏打ちされた内側から成り得る薬袋が挙げられる。他の容器としては、試験
管、バイアル、フラスコ及び注射器が挙げられる。容器は、取り除いた際に組成物の成分
が混合可能になる、容易に取り外し可能な膜で分離された２つのコンパートメントを有し
得る。取り外し可能な膜は、ガラス、プラスチック、ゴムまたは他の不活性な材料でもよ
い。
【０１７８】
　キットは、本明細書に記載のバイオセンサー並びに／または次亜ハロゲン酸塩、塩基性
水溶液及びフェニル基を含む少なくとも１つの化合物を含む検査ストリップを含むことが
できる。キットは、本明細書に開示される任意の膜を含む検査ストリップなどの固体支持
体を含むこともできる。
【０１７９】
　キットは、指示資料とともに供給することもできる。指示は紙または他の基材に印刷さ
れてもよく、及び／または電子的可読媒体、例えばフロッピーディスク（登録商標）、Ｃ
Ｄ－ＲＯＭ、ＤＶＤ－ＲＯＭ、ジップディスク、ビデオテープ、オーディオテープもしく
は他の可読メモリー記憶デバイスとして供給されてもよい。詳細な指示は、キットに物理
的に付随していなくてもよく；代わりに、キットの製造業者または販売業者によって指定
されるインターネットウェブサイトにユーザーを誘導してもよく、または電子メールとし
て供給されてもよい。
【０１８０】
　本開示は、固体支持体及び複数の電極（ここでは、少なくとも１つの電極は本明細書に
開示されるヒドロゲルを含む）を含むバイオセンサーを含むキットも提供する。いくつか
の実施形態では、ヒドロゲルは、固定化された代謝酵素またはそれらの機能的断片を含み
；及び任意にヒオハライト、水性塩基性緩衝剤（液体または固相）及びフェニル基を含む
少なくとも１つの化合物を含む少なくとも１つの容器を含む。いくつかの実施形態では、
キットは、以下の少なくとも１つをさらに含む：試料及び任意に、電子媒体を介して遠隔
的にアクセス可能である指示のセット。
【０１８１】
　図１～７を広く参照すると、ポイントオブケア高アンモニア血症センサーのためのシス
テム、方法及び装置を説明することができる。図によって説明される例示的実施形態では
、アンモニアレベル、アミノ酸レベル、または他の化合物レベルについて、インドフェノ
ール反応を利用するためのある種の試薬と共同で、試料を検査することができる。この反
応の色の変化を測定することができ、広範な色合わせシートとの手動比較または較正曲線
を使用する自動の電子分析によって、特定の化合物及び分子のある種の濃度に対応させる
ことができる。
【０１８２】
　図１は、様々な試料のアンモニアレベルを検出する能力を示すシステムの例示的一実施
形態を示す。ウェル１００は、プラスチック、木材、金属、複合材またはそれらの組み合
わせから作製することができる。さらに、ウェル１００は、合成化合物またはポリマー、
例えばシリコーンから成り得る。ウェル１００は、２つ以上の区分にさらに分けることが
でき、ウェルｌ００の中央に、またはその近くに挿入された膜フィルター１０５によって
分離することができる。膜フィルター１０５は、正に荷電した及び中性の小分子のみ、区
分の間を通過させるために、補遺の図Ａに示すＮａｆｉｏｎなどの陽イオン交換フィルタ
ーまたは同様の過フッ素化イオノマーから作製することができる。したがって、膜フィル
ター１０５は、電荷、サイズまたは同様の特性に基づいて、様々な分子または生物成分の
通過を可能にするように選択され得る。したがって、例えばアクリルアミド、ポリ（エチ
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レングリコール）ジアクリレート、ポリ（２－ヒドロキシルエチルメタクリレート）、ポ
リ（ビニルアルコール）または他の同様の高分子ヒドロゲル等の他の膜フィルターが、所
望の機能性のために使用され得る。高アンモニア血症センサーの膜フィルター１０５の選
択は、アンモニアなどの分子を通過させる膜の能力及びタンパク質、アミノ酸及び他の分
子または化合物の通過を制限する膜の能力に依存し得る。
【０１８３】
　さらに図１を参照すると、試薬区分１０１は、フェノール、２－フェニルフェノール、
サリチル酸ナトリウム、他のフェノール試薬もしくはポリマーまたはそれらの組み合わせ
などの試薬を含むことができる。さらに、試薬区分１０１は、ブリーチ、次亜塩素酸塩、
クロラミンＴ、同様の陰イオンまたはそれらの組み合わせ、ニトロプルシドなどの触媒、
及びアルカリ条件を維持するための水酸化ナトリウムまたは水酸化カリウムなどの塩基性
緩衝剤を含むこともできる。試料区分１０２は、検査が望まれる血清、血液、血漿または
他の液体を含むことができる。膜フィルター１０５は、区分１０２から区分１０１へのア
ンモニアの通過のみを可能にし得る。図３に記載されている化学反応は、アンモニアまた
は同様の分子が区分１０１中に受容された際に起こり得、区分１０３で示すように、試薬
を青色に変える。区分１０４は、反応が生じた後の検査試料を説明し得る。色シートが、
特定のアンモニウム濃度を表す色の間の定性的比較に利用でき得る。
【０１８４】
　Ｎａｆｉｏｎなどの陽イオン交換膜をこの適用で使用可能にするために、ある種の洗浄
の手順及び方法が開示され得る。過酸化水素水溶液中で膜を洗浄することができ、これは
沸騰温度でもよい。さらに、脱イオン水、エチレンジアミン四酢酸または他のキレート剤
、硫酸及び他の同様の水性材料中で膜を洗浄することができる。さらに洗浄を確実にする
ために、膜を極端な温度及び圧力に曝露することができる。
【０１８５】
　図２は、複数のウェルが取り付けられたデバイスの例示的実施形態を示す。ウェル２０
０は、取付けプレート２０３中のへこみでもよいし、溝でもよい。取付けプレート２０３
は、プラスチック、木材、金属、複合材またはそれらの組み合わせから成り得る。さらに
、取付けプレート２０３は、合成化合物またはポリマー、例えばシリコーンから成り得る
。示されるように、取付けプレート２０３は３つのウェル２００を有しているが、取付け
プレート２０３が、所望により、実質的により多くのまたはより少ないウェルを有するこ
とができることを当業者なら認識できる。膜フィルター２０５は、Ｎａｆｉｏｎまたは同
様の膜から作製することができ、任意の角度で、例えば図２で示すような垂直設置、水平
設置または所望通りの様々な角度で配置することができる。試薬区分２０１は、フェノー
ル、２－フェニルフェノール、他のフェノール試薬またはそれらの組み合わせ；ブリーチ
、次亜塩素酸塩、クロラミンＴ、同様の陰イオンまたはそれらの組み合わせ；アルカリ条
件を維持するための水酸化ナトリウム、水酸化カリウムまたは同様の塩基性緩衝剤；及び
ニトロプルシドなどの１種または複数の触媒で充填することができる。試料区分２０２は
、検査が望まれる血清、血液、血漿、または同様の材料で充填することができる。さらな
る正確性のために複数回試料を試験する目的で、または複数の異なる膜フィルターまたは
試薬で試料を試験する目的で、様々なウェル２００を相互接続して、それぞれの区分の間
の流体流動を促進することができる。一般に、試料区分２０２が十分なレベルのアンモニ
アを含む場合は、アンモニアは、膜フィルター２０５を介して試薬区分２０２中に拡散す
ることができ、これによって、図３に記載されている反応が起こることが可能になり得る
。
【０１８６】
　図３は、インドフェノール反応またはベルテロー反応として知られることもある、ポイ
ントオブケア高アンモニア血症センサーで起こり得る例示的反応を示す。反応３００、３
３０及び３６０は、図１～２に記載されているように、アンモニアが膜フィルターを介し
てウェルの１つの区分から別の区分へ拡散する際に、起こり得る。陰イオン３０２は、示
される次亜塩素酸塩、ブリーチ、次亜塩素酸カルシウム、次亜塩素酸塩ナトリウムまたは



(88) JP 6646579 B2 2020.2.14

10

20

30

40

50

他の同様の陰イオンであり得る。次いで、陰イオン３０２は、アンモニア３０１と反応し
得、クロラミン３０３または同様のアンモニア誘導体を生成し得る。次いで、クロラミン
３０３は、フェノール３３１などのさらなる試薬と反応し得る。フェノール－クロラミン
中間体３３３は、さらに、さらなるフェノール３３１分子と反応し得、これによって、色
が目に見えて青に見える可能性のあるインドフェノール３６３が生成される。フェノール
３３１は、さらなる有効性のために２－フェニルフェノールと、サリチル酸ナトリウムな
どの他のフェノール試薬と、フェノールポリマーと、またはそれらの組み合わせと置き換
えることもできる。ウェルまたはへこみの試薬区分における色の変化は、試料区分中のア
ンモニアの存在を示し得る。
【０１８７】
　図４は、マイクロ流体から成る検査デバイスのさらなる例示的実施形態を示す。マイク
ロ流体４００は、高アンモニア血症、様々なアミノ酸代謝異常症及び他の同様の適用に関
する継続的な、迅速な、信頼できる検査を提供するための、血糖測定器と同様の様式で自
宅使用に適し得る。デバイス４０１は、プラスチック、木材、金属、複合材もしくはそれ
らの組み合わせ、または合成ポリマーもしくは化合物、例えばシリコーンから製造するこ
とができる。ユーザーは、ランセットを使用して、指先または身体の他の場所から少量の
血液を出すこと、及び少量の血液、血清、血漿または同様の成分をコンジットチャネル４
０２の開口部に加えることができる。試料は、毛細管作用によって、コンジットチャネル
４０２を介して輸送され、試料区分４０３に到達し得る。試料区分４０３は、Ｎａｆｉｏ
ｎなどの陽イオン交換膜４０５によって試薬区分４０４から分離され得、これによって、
アンモニアが膜４０５を介して試薬区分４０４中に拡散することが可能になる。血液試料
を加えるより前に、乾燥または液体のブリーチ、次亜塩素酸塩、クロラミンＴ、または同
様の陰イオンのいずれかを含む圧搾可能なリザーバー４０６を手動でまたは電子的に刺激
することができ、これによって、挿入された試薬区分４０４中へのブリーチの流動が可能
になる。正確且つ適時の化学反応を確実にするために、ブリーチは、試薬区分４０４の試
薬から分離していてもよい。試薬区分４０４は、図１～３に開示されている液体または乾
燥した試薬成分、例えばフェノール、２－フェニルフェノール、他のフェノール試薬また
はそれらの組み合わせ；アルカリ条件を維持するための水酸化ナトリウム、水酸化カリウ
ムまたは同様の塩基性緩衝剤を含むことができ；ニトロプルシドなどの１種または複数の
触媒を含むこともできる。試料中に、あるレベルのアンモニウムが存在すると、試薬区分
４０４は青色に変化し得、これを別個のまたは含まれた色概略図と比較して、ユーザーが
特定することができる。
【０１８８】
　さらに図４を参照すると、マイクロ流体４００は複数回使用され得るか、または単回使
用デバイスであるように製造され得る。さらに、試料中のアミノ酸レベルを決定するのに
使用される設計及び化学物質の範囲に対して、変更を行うことができる。当業者なら、あ
るデバイスまたは同様のデバイスが、様々な生物学的または非生物学的試料、例えば、唾
液、尿、廃水、またはおそらく実験室または医療環境で使用される様々な化学物質に適合
する能力も認識し得る。
【０１８９】
　適用可能な試料におけるアンモニアの存在またはレベルを決定する定性的方法に加えて
、定量的な装置、システム及び方法が開示され得る。
【０１９０】
　図５は、試料中のアンモニアの量を正確且つ定量的に特定するために行われ得、図６～
７に開示さる例示的装置及びシステムと密接に関連する事象の順序の例示的フローチャー
トを示す。さらに、この様式または同様の様式での定量分析が図１～４に開示される装置
またはシステムのうちのいずれかに加えられることを、当業者なら認識することができる
。
【０１９１】
　したがって、図５は、定量的ポイントオブケア高アンモニア血センサーに関するステッ



(89) JP 6646579 B2 2020.2.14

10

20

30

40

50

プの例示的フローチャートを示す。これらのステップは、同様の結果を受け取る限り、時
系列的に互換的であり得ること、大きく変更または除去され得ることが認識され得る。ブ
ロック５０１は、血糖測定器の検査ストリップのサイズ設定と類似している、任意のサイ
ズの検査ストリップを指し得る。挿入メカニズムブロック５０１検査ストリップは、手動
でも良いし、自動でもよい。デバイスの挿入に際して、ブロック５０２は、プログラム制
御可で行われ得る一連の事象の開始をさらに開示し得る。ブリーチリザーバーは、デバイ
ス内の試薬区分に手動でまたは自動的に開かれ得る。試薬区分、試料区分または両方は、
インドフェノール反応に必要な試薬またはアミノ酸代謝異常症もしくは同様の疾患及び状
態を診断するのに使用される試薬を含むことができる。ブロック５０３は、ランセット排
出を介する血液試料の適用をさらに開示し得る。血液試料は他の生物学的試料に代えても
よく、次いでこれは、コンジットチャネルを介して、Ｎａｆｉｏｎなどの陽イオン交換膜
によって試薬区分の近くに分離された試料区分に輸送され得る。ブロック５０３は、タイ
ミングデバイスとして働くことができるプログラム制御下のマイクロチップをさらに起動
し、これによって、様々なステップの間の一定のタイミングが可能になる。このマイクロ
チップは、所望の時間幅にわたって休止のままであるように、フォトダイオードまたはフ
ォトレジスターに指示することができ、これによって、ある種の反応が起こるのに十分な
期間が可能になる。
【０１９２】
　さらに図５を参照すると、ブロック５０４は、任意の反応を惹起するための、試料区分
から試薬区分へのアンモニアまたは同様の化合物の拡散をさらに開示し得る。決められた
期間の後、試薬区分は、アンモニアの存在下で青になり得る。呈色の程度は、試料区分中
のアンモニアの量に依存し得、これによって、正確な定量分析が可能になる。ブロック５
０５は、呈色の程度を測定するための、試薬区分近くのフォトダイオードまたはフォトレ
ジスターの起動をさらに開示し得る。フォトダイオードまたはフォトレジスターは、呈色
に基づいてシステムの電流を変えることができ、これによって、ブロック５０６は、フォ
トダイオードまたはフォトレジスターの信号をアナログ信号からデジタル信号へ変換する
ステップを開示し得る。ブロック５０７は、プログラム制御下のマイクロチップへのデジ
タル信号の受信をさらに開示し得る。ブロック５０８でさらに開示されるように、受信の
際に、正確なアンモニア濃度値と信号を相関させるために、ブロック５０７のマイクロチ
ップは所定の較正曲線を利用することができる。ブロック５０９は、マイクロチップから
ディスプレイデバイスへのデータの伝達をさらに開示し得、ディスプレイデバイスは、ユ
ーザーのアクセスのしやすさを目的に、物理的または無線的にマイクロチップへ接続され
得る。この方法は、さらなるプログラム制御下において、より少ないまたは著しく多いマ
イクロチップ及びコントローラーの使用を含むことができる。さらなるマイクロチップは
、様々な検査、ディスプレイメカニズム、データ解析及び視覚美と聴覚美の両方に有用で
あり得る。マイクロチップは、例示的デバイスと自宅のコンピューター、携帯電話、ＴＶ
または他の一般のディスプレイ及び通信デバイスとの間の通信を促進することもできる。
【０１９３】
　図６は、さらに図７に開示される電子デバイスとともに使用するための血液検査ストリ
ップの例示的実施形態を示す。検査ストリップは、大型でも小型の性質のものでもよく、
研究室環境使用または個人の自宅使用のいずれかで使用するためのものであり得る。コン
ジットチャネル６０１は、検査される試料の受容箇所であり得る。ランセットによって出
された血液の小滴をコンジットチャネル６０１の遠位端に設置することができ、ここで、
毛細管作用によって試料が試料区分６０２に輸送され得る。試料区分６０２は、Ｎａｆｉ
ｏｎなどの陽イオン交換膜６０４を有する表面積を増大させるために、Ｕ形でもよい。膜
６０４の反対側では、試薬区分６０３を、インドフェノールまたはベルテロー反応ととも
に一般に使用される試薬で充填することができる。ある種の試薬の反応性を確実にするた
めに、ブリーチまたは同様の陰イオンを、検査ストリップ上または電子デバイス内のいず
れかの分離されたリザーバー中に置くことができる。
【０１９４】
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　図７は、プログラム制御下で検査デバイス及び定量分析を提示するためのディスプレイ
デバイスの例示的実施形態を示す。図６に開示されるストリップなどの血液検査ストリッ
プ７０１を検査デバイス７００上に位置するポートまたは開口部に挿入することができ、
血液の小滴７０２を血液検査ストリップ７０１上の遠位に位置するコンジット上に投入す
ることができる。挿入の際に、注入メカニズム７７０は、自動または手動のいずれかで、
ブリーチまたは同様の陰イオンを試薬区分７０３に加える。ブリーチ、クロラミンＴまた
は同様の乾燥もしくは液体の陰イオンがリザーバー７７５に貯蔵され得、所望通りに詰め
替え可能であり得る。フォトダイオードまたはフォトレジスター７７１は、マイクロチッ
プ７７３内の充填センサーが、フォトダイオードまたはフォトレジスターに、試薬区分７
０３の呈色に対応する信号を発生するように指示するまで、所定の期間にわたって休止の
ままでもよい。次いで、フォトダイオードまたはフォトレジスター７７１は、計測増幅器
の手段の有無にかかわらず、システムの電流または電圧を変えることができ、アナログ－
デジタル変換器７７２へ送られる信号を発することができる。デジタル信号へ変換する際
に、これは、分析及びさらなるプログラム制御のために、マイクロチップ７７３に送られ
てもよい。マイクロチップ７７３は信号をコンピューター処理することができ、予めプロ
グラムされた較正曲線によって、試料区分７０２内のアンモニウムまたは特定のアミノ酸
の濃度に一致させることができる。次いでマイクロチップ７７３は、ユーザーが読めるよ
うに、データ及び情報をディスプレイデバイス７７４に送ることができる。ディスプレイ
デバイス７７４は、検査デバイス７００に完全に挿入されてもよいし、物理的にまたは無
線的に検査デバイス７００に接続されてもよい。さらに、検査デバイス７００の代替実施
形態は、複数のマイクロチップを、さらなるプログラム制御のために組み込むことができ
、外部ディスプレイデバイス、例えばコンピューター、携帯電話、ＴＶ、ＬＣＤスクリー
ン、プリンターまたは同様のディスプレイ及び通信デバイスに無線的にまたは物理的に接
続することができる。検査デバイス７００は、ユーザーの医師または医療施設に情報移行
しやすくするために、病院または実験室のデバイスと通信することもできる。
【０１９５】
　図８は、Ｎａｆｉｏｎの化学組成を示す。他の同様の陽イオン交換膜または過フッ素化
イオノマー膜も互換的に使用することができる。
【０１９６】
　前述の説明及び添付の図は、本発明の原理、好ましい実施形態及び動作モードを例示す
る。しかし、本発明は、上述の特定の実施形態または適用に限定されると解釈されるべき
ではない。上述の実施形態のさらなる変形、修正及び適用が当業者に認識される。さらな
る変形及び修正としては、様々な異なるアミノ酸、例えばフェニルアラニン、ヒスチジン
、チロシン、グルタメート、スレオニン、セリン、ロイシン、イソロイシン、アスパルテ
ート、バリン、グリシン、アラニン、トリプトファン、プロリン、リジン、アルギニンな
どの検出を挙げることができるが、これらに限定されない。これらのアミノ酸の検出は、
デヒドロゲナーゼ酵素または他のアンモニアリアーゼ酵素を、血液、血清または血漿とと
もにウェルの試料区分に入れることを含み得る。アミノ酸の存在の検出についてのあり得
る適用は、フェニルケトン尿症または他のアミノ酸代謝異常症またはアミノ酸血症を診断
することである。
【０１９７】
　本明細書に開示されるありとあらゆる雑誌論文、特許出願、登録特許または他の引用参
考文献は、参照によりそれら各々の全体が組み込まれる。
【０１９８】
　ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ２０１３／０６５５４８号
　１．Ｊ．Ｚｓｃｈｏｃｋｅ，Ｇ．Ｆ．Ｈｏｆｆｍａｎｎ，Ｖａｄｅｍｅｃｕｍ　Ｍｅｔ
ａｂｏｌｉｃｕｍ（Ｍｉｌｕｐａ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｓ，Ｆｒｉｅｄｒｉｃｈｓｄｏｒ
ｆ，Ｇｅｒｍａｎｙ，ｅｄ．３ｒｄ，２０１１）．
　２．Ｂ．Ｃ．Ｌａｎｐｈｅｒ，Ａ．Ｌ．Ｇｒｏｐｍａｎ，Ｋ．Ａ．Ｃｈａｐｍａｎ，Ｕ
．Ｌｉｃｈｔｅｒ－Ｋｏｎｅｃｋｉ，Ｍ．Ｌ．Ｓｕｍｍａｒ，Ｕｒｅａ　Ｃｙｃｌｅ　Ｄ
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ｉｓｏｒｄｅｒｓ　Ｏｖｅｒｖｉｅｗ（ＮＣＢＩ　Ｂｏｏｋｓｈｅｌｆ，２００３）．
　３．Ｍ．Ｌ．Ｓｕｍｍａｒ，Ｓ．Ｋｏｅｌｋｅｒ，Ｄ．Ｆｒｅｅｄｅｎｂｅｒｇ，Ｃ．
Ｌｅ　Ｍｏｎｓ，Ｊ．Ｈａｂｅｒｌｅ，Ｈ．－Ｓ．Ｌｅｅ，Ｂ．Ｋｉｒｍｓｅ，Ｔｈｅ　
ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ　ｏｆ　ｕｒｅａ　ｃｙｃｌｅ　ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ．，Ｍｏｌ．Ｇ
ｅｎｅｔ．Ｍｅｔａｂ．１１０，１７９－８０（２０１３）．
　４．Ｒ．Ｈ．Ｓｉｎｇｈ，Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ　ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐ
ａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｕｒｅａ　ｃｙｃｌｅ　ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ．，Ｊ．Ｉｎｈ
ｅｒｉｔ．Ｍｅｔａｂ．Ｄｉｓ．３０，８８０－７（２００７）．
　５．Ｍ．Ｍｓａｌｌ，Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｏｕｔｃｏｍｅ　ｉｎ　Ｃｈｉｌｄ
ｒｅｎ　ｗｉｔｈ　Ｉｎｂｏｒｎ　Ｅｒｒｏｒｓ　ｏｆ　Ｕｒｅａ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
．ｐｄｆ，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３１０，１５００－１５０５（１９８４）．
　６．Ａ．Ｌ．Ｇｒｏｐｍａｎ，Ｍ．Ｌ．Ｂａｔｓｈａｗ，Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ　ｏｕｔ
ｃｏｍｅ　ｉｎ　ｕｒｅａ　ｃｙｃｌｅ　ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ．，Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．
Ｍｅｔａｂ．８１　Ｓｕｐｐｌ　１，Ｓ５８－６２（２００４）．
　７．Ｍ．Ｌ．Ｂａｔｓｈａｗ，Ｓ．Ｂｒｕｓｉｌｏｗ，Ｌ．Ｗａｂｅｒ，Ｗ．Ｂｌｏｍ
，Ａ．Ｍ．Ｂｒｕｂａｋｋ，Ｂ．Ｋ．Ｂｕｒｔｏｎ，Ｈ．Ｍ．Ｃａｎｎ，Ｄ．Ｋｅｒｒ，
Ｐ．Ｍａｍｕｎｅｓ，Ｒ．Ｍａｔａｌｏｎ，Ｄ．Ｍｙｅｒｂｅｒｇ，Ｉ．Ａ．Ｓｃｈａｆ
ｅｒ，Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｉｎｂｏｒｎ　Ｅｒｒｏｒｓ　ｏｆ　Ｕｒｅａ　Ｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３０６，１３８７－１３９２（１９８２）
．
　８．Ｆ．Ｆ．Ｐｏｏｒｄａｄ，Ｒｅｖｉｅｗ　ａｒｔｉｃｌｅ：ｔｈｅ　ｂｕｒｄｅｎ
　ｏｆ　ｈｅｐａｔｉｃ　ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ．，Ａｌｉｍｅｎｔ．Ｐｈａｒ
ｍａｃｏｌ．Ｔｈｅｒ．２５　Ｓｕｐｐｌ　１，３－９（２００７）．
　９．Ｒ．Ｆ．Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ，Ｊ．Ｆ．Ｇｉｇｕｅｒｅ，Ｊ．Ｍｉｃｈａｕｄ
，Ｊ．Ｌａｖｏｉｅ，Ｇ．Ｐ．Ｌａｙｒａｒｇｕｅｓ，Ａｍｍｏｎｉａ：ｋｅｙ　ｆａｃ
ｔｏｒ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｏｆ　ｈｅｐａｔｉｃ　ｅｎｃｅｐ
ｈａｌｏｐａｔｈｙ，Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ　Ｐａｔｈｏｌ　６，１－１２（１９８７）．
　１０．Ｒ．Ｆ．Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ，Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｈ
ｅｐａｔｉｃ　ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ：ａ　ｎｅｗ　ｌｏｏｋ　ａｔ　ａｍｍｏ
ｎｉａ．，Ｍｅｔａｂ．Ｂｒａｉｎ　Ｄｉｓ．１７，２２１－７（２００２）．
　１１．Ｊ．Ｓｔａｈｌ，Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｂｌｏｏｄ　Ａｍｍｏｎｉａ
　ｉｎ　Ｌｉｖｅｒ　Ｄｉｓｅａｓｅ，Ａｎｎ．Ｉｎｔｅｒｎ．Ｍｅｄ．５８（１９６３
）．
　１２．Ｉ．Ｅｉｊｇｅｌｓｈｏｖｅｎ，Ｓ．Ｄｅｍｉｒｄａｓ，Ｔ．Ａ．Ｓｍｉｔｈ，
Ｊ．Ｍ．Ｔ．ｖａｎＬｏｏｎ，Ｓ．Ｌａｔｏｕｒ，Ａ．Ｍ．Ｂｏｓｃｈ，Ｔｈｅ　ｔｉｍ
ｅ　ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ　ｎａｔｕｒｅ　ｏｆ　ｐｈｅｎｙｌｋｅｔｏｎｕｒｉａ：Ａ　
ｃｒｏｓｓ－ｓｅｃｔｉｏｎａｌ　ｓｔｕｄｙ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ　ｔｉｍｅ
　ｂｕｒｄｅｎ　ａｎｄ　ｃｏｓｔｓ　ｏｆ　ｐｈｅｎｙｌｋｅｔｏｎｕｒｉａ　ｉｎ　
ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ，Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．Ｍｅｔａｂ．１０９，２３７－
２４２（２０１３）．
　１３．Ｐ．Ｖ．Ｄ．Ｂｕｒｇ，Ｈ．Ｗ．Ｍｏｏｋ，Ａ　ｓｉｍｐｌｅ　ａｎｄ　ｒａｐ
ｉｄ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｍｍｏｎ
ｉａ　ｉｎ　ｂｌｏｏｄ，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ　８，１６２－１６４（１９６
２）．
　１４．Ｙ．Ｍｕｒａｗａｋｉ，Ｋ．Ｔａｎｉｍｏｔｏ，Ｃ．Ｈｉｒａｙａｍａ，Ｙ．Ｉ
ｋｕｔａ，Ｎ．Ｗａｔａｂｅ，Ａ　ｓｉｍｐｌｅ　ａｎｄ　ｒａｐｉｄ　ｍｉｃｒｏｄｉ
ｆｆｕｓｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｂｌｏｏｄ　ａｍｍｏｎｉａ　ｕｓｉｎｇ　ａ
　ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅ　ｍｅｔｅｒ　ａｎｄ　ａ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｐｌａｔｅ，ａ
ｎｄ　ｉｔｓ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｌｉｖｅｒ　ｄｉｓ
ｅａｓｅｓ．，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ１　１４４（１９８４）．
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　１５．Ｒ．Ｊ．Ｂａｒｓｏｔｔｉ，Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｍｍｏｎｉａ　
ｉｎ　ｂｌｏｏｄ，Ｊ．Ｐｅｄｉａｔｒ．１３８，Ｓ１１－Ｓ２０（２００１）．
　１６．Ｊ．Ｂｕｔｔｅｒｙ，Ｒ．Ｒａｔｎａｉｋｅ，Ｂ．Ｃｈａｍｂｅｒｌａｉｎ，Ｔ
ｈｅ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｅｒｙｔｈｒｏ－ｃｙｔｅ　ａｍｍｏｎｉａ　ｕ
ｓｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｈｙｌａｎｄ　ａｍｍｏｎｉａ　ｋｉｔ，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　
Ｃｌｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２０（１９８２）．
　１７．Ｓ．Ｄｉｅｎｓｔ，Ａｎ　ｉｏｎ　ｅｘｃｈａｎｇｅ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　
ｐｌａｓｍａ　ａｍｍｏｎｉａ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，Ｊ．　Ｌａｂ．Ｃｌｉｎ
．Ｍｅｄ．５８（１９６１）．
　１８．Ｊ．Ｈｕｉｚｅｎｇａ，Ｃ．Ｇｉｐｓ，Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂ
ｌｏｏｄ　ａｍｍｏｎｉａ　ｕｓｉｎｇ　ｔｈｅ　Ａｍｍｏｎｉａ　Ｃｈｅｃｋｅｒ，Ａ
ｎｎ　Ｃｌｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２０（１９８３）．
　１９．Ｈ．ｖａｎ　Ａｎｋｅｎ，Ｍ．Ｓｃｈｉｐｈｏｒｓｔ，Ａ　ｋｉｎｅｔｉｃ　ｄ
ｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｍｍｏｎｉａ　ｉｎ　ｐｌａｓｍａ，Ｃｌｉｎ　Ｃ
ｈｉｍ　Ａｃｔａ　５６（１９７４）．
　２０．Ｌ．Ｒｏｖｅｒ　Ｊuｎｉｏｒ，Ｊ．Ｃ．Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ，Ｇ．ｄｅ　Ｏｌ
ｉｖｅｉｒａ　Ｎｅｔｏ，Ｌ．Ｔ．Ｋｕｂｏｔａ，Ｅ．Ｋａｔｅｋａｗａ，Ｓ．Ｈ．Ｓｅ
ｒｒａｎｏ，Ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ＮＡＤＨ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｕｓｉｎｇ　ｕｌｔｒ
ａｖｉｏｌｅｔ－ｖｉｓｉｂｌｅ　ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃ　ａｎａｌｙ
ｓｉｓ　ａｎｄ　ｆａｃｔｏｒｉａｌ　ｄｅｓｉｇｎ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２
６０，５０－５（１９９８）．
　２１．Ｍ．Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ，Ｂ，Ｒｅｐｅｒｔ．Ｃｈｉｍ．Ａｐｐｌ．，２５４（
１８５９）．
　２２．Ｅ．Ｄ．Ｒｈｉｎｅ，Ｇ．Ｋ．Ｓｉｍｓ，Ｒ．Ｌ．Ｍｕｌｖａｎｅｙ，Ｅ．Ｊ．
Ｐｒａｔｔ，Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｆ
ｏｒ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　Ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｉｎ　Ｓｏｉｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｓ
　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒ，Ｓｏｉｌ　Ｓｃｉ．Ｓｏｃ．Ａｍ．Ｊ．６２（１９９８）．
　２３．Ｔ．Ｔ．Ｎｇｏ，Ａ．Ｐ．Ｈ．Ｐｈａｎ，Ｃ．Ｆ．Ｙａｍ，Ｈ．Ｍ．Ｌｅｎｈｏ
ｆｆ，Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｎ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｍｍｏ
ｎｉａ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　Ｈｙｐｏｅｈｌｏｒｉｔｅ－Ａｌｋａｌｉ　Ｐｈｅｎｏｌ　
Ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ，，４６－４９（１９８１）．
【０１９９】
　前述の説明及び添付の図面は、本開示の原理、好ましい実施形態及び動作様式を例示す
る。しかし、本開示は、上述の特定の実施形態または適用に限定されると解釈されるべき
ではない。上述の実施形態のさらなる変形、修正及び適用が当業者に認識される。さらな
る変形及び修正としては、様々な異なるアミノ酸、例えばフェニルアラニン、ヒスチジン
、チロシン、グルタメート、スレオニン、セリン、ロイシン、イソロイシン、アスパルテ
ート、バリン、グリシン、アラニン、トリプトファン、プロリン、リジン、アルギニンな
どの検出を挙げることができるが、これらに限定されない。これらのアミノ酸の検出は、
デヒドロゲナーゼ酵素または他のアンモニアリアーゼ酵素を、血液、血清または血漿とと
もにウェルの試料区分に入れることを含み得る。アンモニアまたはアンモニウムイオンの
存在の検出についてのあり得る適用は、フェニルケトン尿症または他のアミノ酸代謝異常
症を診断することである。
【０２００】
　したがって、上記の実施形態は、限定的ではなく例示としてみなされるべきである。し
たがって、以下の特許請求の範囲によって定義される本開示の範囲を逸脱することなく、
それらの実施形態に対する変形が当業者によって行われ得ることを認識されたい。
【実施例】
【０２０１】
　実施例１
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　本研究は、以前に知られている技術の体系的な調査が、どのようにして有効な血中アン
モニアセンサーの製作をもたらしたかを示す。インドフェノール反応を、高分子電解質膜
と合わせて、全血中のアンモニア濃度を定量する手段として探求した。
【０２０２】
　１倍リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中の０～７５０μＭの塩化アンモニウム濃度範囲を使
用して、アンモニア－インドフェノール検量線を作成した。以下の濃度をインドフェノー
ル反応で利用した：５９ｍＭの２－フェニルフェノールのエタノール溶液、７μＭのニト
ロプルシドナトリウム水溶液、５００ｍＭ水酸化ナトリウム水溶液及び０．２～０．２５
％の次亜塩素酸塩水。これらの濃度を１：１：１：０．５の比率で等量の目的のアンモニ
ウム溶液と混合し、室温で１０分間反応させた。得られた溶液の吸光度を６３５ｎｍの波
長で測定した。
【０２０３】
　実施例２
　安定性試験
　インドフェノール反応で利用した試薬を長期安定性について調査した。次亜塩素酸塩水
溶液、ニトロプルシドナトリウム、水酸化ナトリウム及び２－フェニルフェノールのエタ
ノール溶液を、遮光して、別々の５０ｍＬファルコンチューブ中に貯蔵した。３、５、７
、１５、２１、２８、３５、５０、７５及び１００日の間隔で、次亜塩素酸塩、ニトロプ
ルシドナトリウム、水酸化ナトリウム及び２－フェニルフェノールを利用して、０～７５
０μＭに及ぶアンモニア濃度を使用して検量線を作成した。最初の検量線からの有意な逸
脱によって、貯蔵試薬の分解が示された。各検査間隔において、新しいアンモニア試料を
利用したことに留意されたい。
【０２０４】
　アミノ酸への応答
　一級アミンもインドフェノール反応を受けることができる。血中の総アミノ酸濃度は２
．５ｍＭの高さほどであり得るので、２－フェニルフェノールの選択性をインドフェノー
ル反応において決定した。２１種のアミノ酸のそれぞれの１ｍＭ溶液を１倍ＰＢＳ中に調
製した。アンモニア検量線のための、インドフェノール試薬で利用した同じプロトコール
を、各アミノ酸溶液を用いて利用した。インドフェノール試薬とアミノ酸溶液を混合して
から１０分後に、６３５ｎｍでのその吸光度を、プレートリーダーを使用して測定した。
この応答を塩化アンモニウムの１ｍＭ溶液から見られる応答と直接的に比較し、アンモニ
ウム応答のパーセンテージとして表した。
【０２０５】
　センサーの設計
　１つの区分に血液を含み、もう１つの区分に高濃度のアルカリ溶液を含む２分割された
ウェルは、全血の陽イオン交換を起こすための手段を提供し、アンモニウムを強力に回収
するようにするであろう。再利用可能且つモジュール式であるウェルの、コンピューター
を利用した設計を３Ｄ印刷した。図１１で分かるように、２つのモジュール部品を、アク
リロニトリル－ブタジエン－スチレン熱可逆性物質から３Ｄ印刷した。部品は膜と一緒に
中央でスナップ留めとなり、Ｎａｆｉｏｎで２分割されたウェルを形成する。この設計は
、このセンシングメカニズムを含むすべての今後の実験に対する均一なプラットフォーム
を提供するために選択した。水密シールを確実にするために、１／６４インチ厚のシリコ
ーンガスケッチング材料を各ウェル半分の内面に接着した。次いで、機械的性質を向上さ
せるために、ウェルをポリジメチルシロキサンで再充填した。
【０２０６】
　図１１：センシング実験に利用される２分割されたウェルを形成するためにＮａｆｉｏ
ｎの周りに一緒にスナップ留めした、３Ｄ印刷したモジュール部品の写真。
【０２０７】
　リン酸緩衝食塩水及び全血中のアンモニアへのセンサーの応答
　１ｃｍ２片のＮａｆｉｏｎ膜とともに、３Ｄ印刷したウェを構築した。ウェルの２分割
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部分の１つに、１倍ＰＢＳ中の０～５００μＭ濃度範囲の塩化アンモニウムを加えた。反
対側の２分割部分に、１Ｍアルカリ溶液を加えた。アンモニウムのイオン交換を２０分間
生じさせた。次いで、アンモニアをこの時点で含むアルカリ溶液を取り出し、インドフェ
ノール反応で利用した。１０分後に、マイクロプレートリーダーを使用して、生じたイン
ドフェノール反応の吸光度を６３５ｎｍで測定した。
【０２０８】
　塩化アンモニウムを使用してヒトの全血をスパイクして、２５、５０、７５、１００、
１５０、２００、２５０、３００、４００及び５００μＭのアンモニア濃度を生成した。
得られた全血の真のアンモニア濃度を決定するために、アンモニアでスパイクされた血液
を生成するこの方法をＳｉｅｍｅｎｓ　ＲＸＬを利用して検証した。１倍ＰＢＳ中のアン
モニウムの場合で使用されるものと同一のプロトコールでのセンサーに、アンモニアでス
パイクされた全血をピペットで移した。ウェルの１つの区分に、アンモニアでスパイクさ
れた血液を加えた。もう１つの区分は高濃度のアルカリ溶液であった。２０分後にイオン
交換が起こり、アンモニアはアルカリ溶液中に抽出される。次いで、アンモニア含有アル
カリ溶液を次亜塩素酸塩水酸化ナトリウム、ニトロプルシドナトリウム及び２－フェニル
フェノールと混合した。１０分後に、生じたインドフェノール反応の吸光度を６３５ｎｍ
で測定した。
【０２０９】
　血中アンモニアへのインドフェノール応答に対する次亜塩素酸塩濃度の影響
　血中の還元種からの干渉を低減するために、従来利用されるよりも高い濃度の次亜塩素
酸塩を、ヒツジの全血から抽出したアンモニアを用いるインドフェノール反応に使用した
。１、２、３、５及び１０×濃度の次亜塩素酸塩を利用し、６３５ｎｍで得られた吸光度
を記録した。
【０２１０】
　アンモニア－インドフェノールの検量線
　図１２：インドフェノール反応は、０．９９３９のＣＯＤで、０～７５０μＭに及ぶ塩
化アンモニウム濃度での線形曲線を生成する。
【０２１１】
　インドフェノール反応の有効性を、その定量下限（ＬＬｏＱ）、分解能、範囲及び応答
時間について最初に評価した。図１２で示される２５～１０００μＭの塩化アンモニウム
の応答をもたらすように、利用試薬を最適化した。約１５％の平均誤差で２５μＭのＬＬ
ｏＱが記録されたので、濃度に関するセンサーの分解能は、低いアンモニウム濃度でより
高い。
【０２１２】
　安定性試験
　アンモニア濃度を決定するためにインドフェノール反応を使用することの主な利点の１
つは、これが、安定性の問題がありがちな、酵素などのいかなる生物成分も必要としない
ことである。インドフェノール反応に使用される溶液の保存性を１００日の経過にわたっ
て調べた。インドフェノール反応の成分は、一緒に混合される場合に安定でなく、これは
、次亜塩素酸塩及びカップリング薬剤のニトロプルシドナトリウムの反応性が原因である
可能性がある。塩化アンモニウム濃度範囲への応答は、５０日までの間安定であった。図
１３で分かるように、２５、１５０及び５００μＭの塩化アンモニウムへの応答は、７５
日まで有意に変化しなかった。
【０２１３】
　図１３：インドフェノール反応用の試薬を室温で保管し、１００日にわたって一定間隔
でアンモニア検量線を作成するのに使用した。５００μＭのアンモニアへの応答は７５日
目で低下し始めた。インドフェノール反応の試薬は、様々な濃度のアンモニアへのその応
答が悪化し始める前に、最高５０日間室温で安定である。
【０２１４】
　アミノ酸への応答
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　インドフェノール反応のメカニズムは、他の一級アミン含有化合物にも適用可能である
。全血の適用については、このことは不確かであり、これは、血中アンモニアを測定する
場合に干渉を起こすと思われる、アミノ酸などのアミン含有小分子が存在するからである
。インドフェノール反応で利用されるフェノール化合物である２－フェニルフェノールは
、反応にある程度の立体障害を与える多くのフェニル基のために、いくつかの形の選択性
を導入すると考えられる。異なるアミノ酸の大きな群を用いて、反応の選択性を検査した
。アミノ酸への応答が非常に遅かったので、アンモニアについて５００μＭの濃度を利用
し、アミノ酸について１ｍＭを利用した。アミノ酸について報告された吸光度値を、１０
０％の役を務めるアンモニアで正規化した。図１４のレーダーグラフは、各アミノ酸の応
答を示し、最高の応答は、アンモニア応答のほんの７％に過ぎないスレオニンであった。
【０２１５】
　図１４：１ｍＭ濃度の２１種のアミノ酸のそれぞれを、インドフェノール反応を使用し
て検査した。インドフェノール反応の後に各アミノ酸について６３５ｎｍで測定した吸光
度を、１ｍＭ塩化アンモニウムを用いるインドフェノール反応からの応答のパーセンテー
ジとして計算した。レーダーグラフは、塩化アンモニウムと比較した応答パーセントを示
す。最高の応答は、アンモニアの応答のほんの７％に過ぎない吸光度値を生じるスレオニ
ンであった。
【０２１６】
　全血の陽イオン交換
　インドフェノール反応の他の主な干渉源はタンパク質である。小量のタンパク質によっ
て、反応が完全に進行できなくなる場合がある。いかなるタンパク質も除くと同時に、全
血からアンモニウムを迅速に分離するために、陽イオン交換膜であるＮａｆｉｏｎを利用
した。Ｎａｆｉｏｎは、バイオセンサーでの以前の適用があるが、ほぼ完全に電気化学セ
ンサーの電極の保護目的であった。この場合、Ｎａｆｉｏｎは、電気化学センサーで使用
されているように、テフロン（登録商標）のナノ多孔性形態ではなく、陽イオン交換膜と
して作動している。Ｎａｆｉｏｎはフッ素化イオノマーのブロックコポリマーである。通
常、熱間プレス中の溶液からフィルムにキャストする場合、イオノマーブロックは、フッ
素ポリマーのマトリックスで取り囲まれたスルホンの長領域の孔の中に凝集する。孔は、
スルホン酸基により高度に負に荷電しており、一般に１～４ｎｍのサイズである。これら
の孔は、Ｎａｆｉｏｎを介する、分子及び陽イオンを含むヒドロキシルの迅速な拡散を可
能にするが、陰イオンを阻害し、高分子は完全に阻止する。これは、アンモニアの迅速な
拡散を可能にし、一方で、アミノ酸の拡散を低減させ、通過物から完全にタンパク質を除
去し、インドフェノール反応をできなくするであろう。
【０２１７】
　Ｎａｆｉｏｎを使用するアンモニウムのイオン交換は、分析物の回収の主なメカニズム
である。アンモニウムも同様に膜を超えて拡散するが、有益なポイント・オブ・ケアセン
サーには不十分な速度で拡散する。異なるイオン強度のアルカリ溶液を、ＰＢＳ溶液から
のアンモニウムとの交換におけるその効率について試験した。塩の濃度が高ければ高いほ
どアンモニウムの回収が多くなることが予想された。２分割されたウェルをＮａｆｉｏｎ
膜で調製した。ＰＢＳ中の５００ｍＭ塩化アンモニウム溶液を２分割されたウェルの「分
析物」側に設置し、高濃度のアルカリ水溶液を反対側の２分割に入れた。対照の場合の蒸
留水は１０％の回収であったが、高濃度のアルカリ水は、７５％のアンモニウム回収であ
った。メカニズムが単に受動拡散であった場合は濃度が等しくなると思われるので、アル
カリ溶液中のより高濃度のアンモニウム対分析物は、起こっているイオン交換メカニズム
を示す。
【０２１８】
　ＰＢＳ中のアンモニアへのセンサーの応答
　最初にＰＢＳ中の塩化アンモニウム溶液でセンサーを刺激してから、全血と同じくらい
複雑な環境を導入した。０～５００μＭに及ぶ濃度を解析した。健康な成人では、アンモ
ニアレベルは一般に５０～８０μＭであるが、１００μＭを越える濃度は疑わしい。これ
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らの数値は新生児ではより高く、１１０μＭ未満の場合が正常であり、１８０μＭまでは
他の病気に起因する可能性があり、２００μＭ超は懸念の原因である。重篤な場合では、
アンモニアレベルは５００μＭ程度になり得る（１）。
【０２１９】
　図１５：１倍ＰＢＳ中の様々なアンモニア濃度に対する構築したセンサーの応答。ｎ＝
５試料で、ＣＯＤは０．９７５８である。
【０２２０】
　センサーは、２０分でアンモニアを確実に抽出した。次いで、インドフェノール反応を
使用して、抽出された溶液を検査し、６３５ｎｍで吸光度を測定するプレートリーダーを
使用して、生じた色を分析した。このプロセスによって、図１５に見られる検量線を作成
した。ＰＢＳ中の検出に対するＣＯＤは、５～１５％の誤差で０．９７であった。０～１
００ｍＭの範囲では、約３０μＭアンモニウムの分解能があった。このセンサーは、ＰＢ
Ｓ中のアンモニアレベルの臨床的に妥当な範囲にわたって有効であった。
【０２２１】
　全血中のアンモニアへの初期センサーの応答
　血液における初期試験は、アンモニア濃度と吸光度の間に非直線関係をもたらした。応
答は、５００ｍＭの血中アンモニア濃度での０．３５という吸光度に限られていた。これ
らの応答は、同じ濃度のＰＢＳ中のアンモニアから顕著に低下した。これは、アンモニア
がＮａｆｉｏｎ膜を超えて拡散するのが阻害されること、または血液由来の小分子がイン
ドフェノール反応を干渉していることを示唆する。インドフェノール反応の負の干渉は、
ある種の小分子の存在によっても起こり得る。高濃度のアミン、チオール及び還元物質が
インドフェノール反応を乱し、それらすべてが血中に存在することが報告されている（２
３）。還元物質は、酸化剤である次亜塩素酸塩と容易に反応し、効率的にインドフェノー
ル反応をできなくする。これが当てはまるかどうか判定するために、ヒツジの全血から抽
出したアンモニアを、従来利用されるよりも２、３、５及び１０倍の高濃度の次亜塩素酸
塩を使用する改変インドフェノール反応に曝露した。図１７で分かるように、３倍まで次
亜塩素酸塩濃度を上げると、全血から抽出したアンモニアへの反応の応答が向上した。５
及び１０倍の高濃度の次亜塩素酸塩ではアンモニアへの反応の応答が低下し始め、このこ
とによって、血中に見られる還元物質によってもたらされる干渉を低減させるためには、
３倍次亜塩素酸塩が至適であることが示される。
【０２２２】
　全血中のアンモニアへの改変センサーの応答
　３倍次亜塩素酸塩－改変インドフェノール反応を、Ｎａｆｉｏｎベースの分離技法とと
もに、健康から病的レベルに相当する２５～５００μＭに及ぶ血中アンモニア濃度の識別
におけるその効率について調べた。図１８の得られた検量線によって、この範囲の応答が
示された。血中アンモニア濃度とインドフェノール反応の後に６３５ｎｍで得られた吸光
度との間に、０．９５７３のＣＯＤで有意な相関があった。
【０２２３】
　図１８：２分割ウェルセンサーを再び使用して、ヒト全血のアンモニアを抽出した。３
倍次亜塩素酸塩改変インドフェノール反応を用いて、抽出したアンモニア溶液を検査し、
６３５ｎｍで吸光度を測定した。０～５００μＭの範囲において、ｎ＝５試料で、ＣＯＤ
は０．９５７３であった。
【０２２４】
　処理効率を調べるのに高分解能測定が重要である２５～１５０μＭの範囲では、ＣＯＤ
は０．９７７７であり、図１９で見られる。この範囲の誤差は約１０％であり、１５μＭ
の予備的な分解能を与える。１０％の相対標準偏差は、ｎ＝５試料で１５％の相対標準偏
差を必要とする、生化学分析法の検証に関するＦＤＡガイド内に入る。２５μＭのＬＬｏ
Ｑは、少なくとも０．０４４８３＋／－０．００１１７の吸光度の平均バックグラウンド
読取値を３σ超える。さらに、このセンサーは、ｐ＝０．０００１で、５０μＭと１００
μＭの血中アンモニアを確実に区別することができる。
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【０２２５】
　図１９は、０～１５０μＭに及ぶ血中アンモニア濃度へのセンサーの応答を示す。相対
標準偏差は、ｎ＝５試料で、０．９７７７のＣＯＤでの、約１０％である。
【０２２６】
　血中アンモニアレベルを評価するために調査した生化学分析方法は、血中アンモニアと
センサーの応答の間に高い相関を示した。約２５～約１５０ｍＭの範囲で、相対標準偏差
は約１０％であった。センサーは約２０分の応答時間を有し、他の小分子からの干渉は大
きく低減した。使用される成分は、５０日間まで室温で安定あり、且つ安価である。
【０２２７】
　バイオセンサーの機能性の検証はまた、以下の実験計画を使用して行われる。フェニル
アラニンセンサーの有効性評価は、アルギン酸、ＣａＣｌ２、トルイジンブルー、フェニ
ルアラニンデヒドロゲナーゼ及びＮＡＤ（Ｐ）＋から成るアルギン酸ヒドロゲルを用いて
改変された、３炭素電極の構築を必要とする。ヒドロゲルは、全血中の小分子及びタンパ
ク質からの干渉を防止するためのフィルターとしての機能を果たす。最初に、約３５μＭ
～約２０００μＭに及ぶフェニルアラニン濃度を用いて３２の全血試料を検査する。具体
的にに、酵素電極で以下のＰｈｅ濃度を検査する：３５、１００、２５０、５００、１０
００、１２５０、１５００、２０００μＭ。この実験では、３５μＭは生理学的に正常な
濃度に相当し、１００μＭを超える他の各濃度は、様々な異なる病的濃度に相当する。こ
れらの濃度は、３５μＭより低い濃度の全血をドープすることによって生成する。さらに
、センサーが、患者の全血に関する予期しない異常による問題なしに作動することを確実
にするために、対象の試料を検査する。すべてのフェニルアラニン濃度を、血中のフェニ
ルアラニンレベルを決定するための基準である高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）
を使用することによって検証する。試料は、前処理を必要としない。ヘパリンナトリウム
真空管を使用して血液を採取し、次いで、より高いフェニルアラニン濃度で血液をドープ
することを除いて、改変せずに使用する。予期される検出限界は、３５～２０００μＭの
範囲及び２０μＭの分解能で、３５μＭである。統計評価を行って、濃度測定値の信頼性
を評価する。データの正規分布を仮定し、ＡＮＯＶＡ一因子分析を使用して濃度測定値を
分析することによって、群間の差を示す。信頼区間を評価し、方法の感度及び再現性を示
す。信頼度９５％（ｐ＜０．０５）以上を有する、正常な生理状態から病的状態に及ぶ濃
度測定値が、統計的に有意であるとみなされる。病的濃度レベルと健康な生理的濃度レベ
ルの間の統計的差異を最初に示す。その後の実験は、離散した濃度値の全範囲にわたる定
量を検証するのに使用する。
【０２２８】
　実施例３
　モジュラーウェルプレートによる全血中のアンモニアの測定
　材料
　２－フェニルフェノール、ニトロプルシドナトリウム、水酸化ナトリウム、次亜塩素酸
塩ナトリウム、酢酸ナトリウム及び塩化アンモニウムは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈか
ら購入した。Ｎａｆｉｏｎ１１１はＩｏｎ－Ｐｏｗｅｒから購入した。粘着性バッキング
を有する１／６４インチのシリコーンガスケットはＭｃＭａｓｔｅｒ－Ｃａｒｒから購入
し、アクリロニトリル・ブタジエン・スチレン樹脂。
【０２２９】
　方法
　試料調製
　・保存液の５９ｍＭの２－フェニルフェノールのエタノール溶液、７μＭのニトロプル
シドナトリウム水溶液、５００ｍＭの水酸化ナトリウム水溶液及び０．６～０．７５％の
次亜塩素酸塩ナトリウム水溶液を調製する。
　・保存液の１Ｍ酢酸ナトリウム水溶液を調製する。
　・３Ｄ印刷したウェルを、図２１に見られるモデルに基づいて、アクリロニトリル・ブ
タジエン・スチレンを使用する熱溶融樹脂法で生成する。



(98) JP 6646579 B2 2020.2.14

10

20

30

40

50

　・１／６４インチシリコーンの層を図２１で陰影が付けられたウェルの領域に付着させ
る。
　・２５μｍ厚のＮａｆｉｏｎ１１１をプラスチックバッキングから取り出し、これを１
．５Ｘ１．５ｃｍの正方形に切断する。
【０２３０】
　アンモニア交換
　・正方形のＮａｆｉｏｎの１つの周りに、モジュール式の３Ｄ印刷した部品の２つをス
ナップ留めし、２分割されたウェルを作出する。最終的な立体配置を図２２に示す。
　・４５μｌの酢酸ナトリウム溶液をウェルの区分Ｂにピペットで移す。
　・１００μＭのアンモニア含有試料（全血）をウェルの区分Ａにピペットで移す。
　・イオン交換が起こるのを２０分待つ。
【０２３１】
　データ収集
　・区分Ｂからの３５μｌの酢酸ナトリウム／アンモニア溶液を３８４ウェルプレートに
ピペットで移す。
　・それぞれ１０μｌの２－フェニルフェノール、ニトロプルシドナトリウム及び水酸化
ナトリウムの保存液を、酢酸ナトリウムと同じウェルにピペットで移す。
　・５マイクロリットルの次亜塩素酸塩ナトリウム溶液をウェルに加え、ピペットで完全
に混合する。
　・インドフェノール反応が進行するのを１０分待つ。
　・３８４プレートリーダーを使用して、ウェルの吸光度を６３５ｎｍで測定する。
　・測定した吸光度を検量線と比較して、未知のアンモニア濃度を決定する。
【０２３２】
　図２０：ウェルプレートの前面のＣＡＤスケッチ。
【０２３３】
　図２１：粘着性シリコーンが付着される必要があるウェルプレートの領域（黒色の領域
）を示すＣＡＤスケッチ。
【０２３４】
　図２２：ウェルを２つの区分に分割するためにＮａｆｉｏｎの周りに一緒にスナップ留
めした、３Ｄ印刷したモジュール部品の写真。
【０２３５】
　図２３：３Ｄ印刷したウェルの製品図面。
【０２３６】
　実施例４
　流体デバイスを用いた全血中のアンモニアの測定
　材料
　２－フェニルフェノール、ニトロプルシドナトリウム、水酸化ナトリウム、次亜塩素酸
塩ナトリウム、酢酸ナトリウム及び塩化アンモニウムは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈか
ら購入した。Ｎａｆｉｏｎ１１１はＩｏｎ－Ｐｏｗｅｒから購入した。
【０２３７】
　方法
　試料調製
　・保存液の５９ｍＭの２－フェニルフェノールのエタノール溶液、７μＭのニトロプル
シドナトリウム水溶液、５００ｍＭの水酸化ナトリウム水溶液及び０．７５％次亜塩素酸
塩ナトリウム水溶液を調製する。
　・保存液の１Ｍ酢酸ナトリウム水溶液を調製する。
　・デバイスの２つの個々の部品について、３Ｄプリンターから型枠を生成する。
　・型枠をＰＤＭＳエラストマーで充填し、６０℃で１時間加熱する。
　・デバイスの各側面を型枠から、へらで取り出す。
　・２５μｍ厚のＮａｆｉｏｎ１１１をプラスチックバッキングから取り出し、１．５Ｘ
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　・ＰＤＭＳを使用して、正方形のＮａｆｉｏｎをチャネル６のウェル上に接着する。
　・ＰＤＭＳを使用して、デバイスの上部部品を下部部品に接着し、チャネル６をチャネ
ル５と確実に整列させる。
　・デバイスを１時間６０℃に加熱する。
【０２３８】
　アンモニア交換
　・デバイスの下部を通して針をウェル６に挿入し、４０μＬの血液で充填する。
　・チャネル１～４を、それぞれ５μlの２－フェニルフェノール、ニトロプルシドナト
リウム、水酸化ナトリウム及び次亜塩素酸塩ナトリウムで充填する。
　・チャネル５を２０μlの酢酸ナトリウム溶液で充填する。
　・イオン交換が起こるのを２０分待つ。
【０２３９】
　データ収集
　・チャネル１から５に１ｍｍ／秒の流速を２４秒間加える。
　・インドフェノール反応が進行するのを１０分待つ。
　・カスタムフォトスペクトロメーターにデバイスを挿入して、吸光度データを取得する
。
　・測定した吸光度を検量線と比較して、未知のアンモニア濃度を決定する。
【０２４０】
　アンモニアレベルに基づいてアミノ酸を検出する方法を示す一実施形態を図２９に示す
。図２９の左手側に示すように血液を加えた後に、右手側に示すデバイスの左のウェルに
おけるインドフェノール試薬によるアンモニア反応の色の変化によって、アンモニアレベ
ルを可視化する。この左のウェルは、左手側（インドフェノール反応が生じる前）に示す
デバイスの左のウェルより灰色（青色を示す）である。
【０２４１】
　実施例５
　モジュラーウェルプレートを用いた、アンモニア生成酵素の使用による全血中のアミノ
酸の検出　
　デヒドロゲナーゼ及びアンモニアリアーゼは、一般に一級アミンを開裂することによっ
てアミノ酸に作用し、それによってアンモニアを生成する。本明細書に記載のアンモニア
検出モジュールのウェルプレートシステムを使用して、アンモニアを生成し、生じた色の
変化によって測定し、次いで、所与のアミノ酸の濃度と相関させることができる。本実施
例は、フェニルアラニンアンモニアリアーゼを使用してフェニルアラニンの存在について
検査するが、表５に列挙される適切な酵素（複数可）を使用して他のアミノ酸も試験する
ことができる。
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【表５】

【０２４２】
　材料
　２－フェニルフェノール、ニトロプルシドナトリウム、水酸化ナトリウム、次亜塩素酸
塩ナトリウム、酢酸ナトリウム及び塩化アンモニウムは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈか
ら購入した。Ｎａｆｉｏｎ１１１はＩｏｎ－Ｐｏｗｅｒから購入した。粘着性バッキング
を有する１／６４インチのシリコーンガスケットはＭｃＭａｓｔｅｒ－Ｃａｒｒから購入
し、アクリロニトリル・ブタジエン・スチレン樹脂、フェニルアラニンアンモニアリアー
ゼ、褐藻由来のアルギン酸ナトリウム（任意）、リン酸緩衝食塩水（任意）、０．１Ｍ　
ＣａＣｌ２溶液（任意）。
【０２４３】
　方法
　試料調製
　・保存液の５９ｍＭの２－フェニルフェノールのエタノール溶液、７μＭのニトロプル
シドナトリウム水溶液、５００ｍＭの水酸化ナトリウム水溶液及び０．６～０．７５％の
次亜塩素酸塩ナトリウム水溶液を調製する。
　・１Ｍ酢酸ナトリウム水溶液の保存液を調製する。
　・３Ｄ印刷したウェルを、図２１に見られるモデルに基づいて、アクリロニトリル・ブ
タジエン・スチレンを使用する熱溶融樹脂法で生成する。
　・１／６４インチシリコーンの層を図２１で陰影が付けられたウェルの領域に付着させ
る。
　・２５μｍ厚のＮａｆｉｏｎ１１１をプラスチックバッキングから取り出し、これを１
．５Ｘ１．５ｃｍの正方形に切断する。
【０２４４】
　２つの方法で酵素をアミノ酸含有試料（全血）に加えることができる。酵素を直接的に
試料に加えること、またはより大きな酵素安定性をもたらす、試料ウェルの内側に設置さ
れるゲルに酵素を固定化することのいずれかである。
【０２４５】
　遊離酵素を用いるアンモニア交換（オプション１）
　・正方形のＮａｆｉｏｎの１つの周りに、モジュール式の３Ｄ印刷した部品の２つをス
ナップ留めし、２分割されたウェルを作出する。最終的な立体配置を図２２に示す。
　・４５μlの酢酸ナトリウム溶液をウェルの区分Ｂにピペットで移す。
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　・１００μＭのアミノ酸含有試料（全血）をウェルの区分Ａにピペットで移す。
　・４０ユニットのフェニルアラニンアンモニアリアーゼを試料に加える。
　・イオン交換が起こるのを２０分待つ。
【０２４６】
　ゲル固定化酵素を用いるアンモニア交換（オプション２）
　・正方形のＮａｆｉｏｎの１つの周りに、モジュール式の３Ｄ印刷した部品の２つをス
ナップ留めし、２分割されたウェルを作出する。最終的な立体配置を図２２に示す。
　・４０単位のフェニルアラニンアンモニアリアーゼ及び１ｍＬの１倍リン酸緩衝食塩水
に入れた１％重量／体積の褐藻由来のアルギン酸ナトリウムのプレゲル溶液を調製する。
　・ウェルの区分Ａ（全血が移動する場所）に１０μＬのプレゲル溶液を設置する。
　・Ｂａｄｇｅｒ　２００Ｎエアブラシを７．５ｐｓｉで１秒間使用して、０．１Ｍ　Ｃ
ａＣｌ２溶液とともにプレゲル溶液をウェル中に噴霧し、約５μＬのＣａＣｌ２溶液を堆
積させる。ゲルを湿潤環境で３０分間硬化させる。
　・４５μlの酢酸ナトリウム溶液をウェルの区分Ｂにピペットで移す。
　・１００μＭのアミノ酸含有試料（全血）をウェルの区分Ａにピペットで移す。
　・イオン交換が起こるのを２０分待つ。
【０２４７】
　データ収集
　・区分Ｂからの３５μＬの酢酸ナトリウム／アンモニア溶液を３８４ウェルプレートに
ピペットで移す。
　・それぞれ１０μｌの２－フェニルフェノール、ニトロプルシドナトリウム及び水酸化
ナトリウムの保存液を、酢酸ナトリウムと同じウェルにピペットで移す。
　・５マイクロリットルの次亜塩素酸塩ナトリウム溶液をウェルに加え、ピペットで完全
に混合する。
　インドフェノール反応が進行するのを１０分待つ。
　３８４プレートリーダーを使用して、ウェルの吸光度を６３５ｎｍで測定する。
　・測定した吸光度を検量線と比較して、未知のアンモニア濃度を決定する。
【０２４８】
　実施例６　
　流体デバイスを用いた、アンモニア生成酵素の使用による全血中のアミノ酸の検出　　
　デヒドロゲナーゼ及びアンモニアリアーゼは、一般に、一級アミンを開裂することによ
ってアミノ酸に作用し、それによってアンモニアを生成する。本明細書に記載のアンモニ
ア検出モジュールのウェルプレートシステムを使用して、アンモニアを生成し、生じた色
の変化によって測定し、次いで、所与のアミノ酸の濃度と相関させることができる。本実
施例は、フェニルアラニンアンモニアリアーゼを使用してフェニルアラニンの存在につい
て検査するが、表５に列挙される適切な酵素（複数可）を使用して他のアミノ酸を試験す
ることができる。
【０２４９】
　材料
　２－フェニルフェノール、ニトロプルシドナトリウム、水酸化ナトリウム、次亜塩素酸
塩ナトリウム、酢酸ナトリウム及び塩化アンモニウムは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈか
ら購入した。Ｎａｆｉｏｎ１１１はＩｏｎ－Ｐｏｗｅｒから購入し、フェニルアラニンア
ンモニアリアーゼ、褐藻由来のアルギン酸ナトリウム（任意）、リン酸緩衝食塩水（任意
）、０．１Ｍ　ＣａＣｌ２溶液（任意）。
【０２５０】
　方法
　試料調製
　・保存液の５９ｍＭの２－フェニルフェノールのエタノール溶液、７μＭのニトロプル
シドナトリウムの水溶液、５００ｍＭの水酸化ナトリウム水溶液及び０．７５％次亜塩素
酸塩ナトリウム水溶液を調製する。



(102) JP 6646579 B2 2020.2.14

10

20

30

40

50

　・保存液の１Ｍ酢酸ナトリウム水溶液を調製する。
　・デバイスの２つの個々の部品について、３Ｄプリンターから型枠を生成する。
　・型枠をＰＤＭＳエラストマーで充填し、６０℃で１時間加熱する。
　・デバイスの各側面を型枠から、へらで取り出す。
　・２５μｍ厚のＮａｆｉｏｎ１１１をプラスチックバッキングから取り出し、１．５Ｘ
１．５ｃｍの正方形に切断する。
　・ＰＤＭＳを使用して、正方形のＮａｆｉｏｎをチャネル６のウェル上に接着する。
　・ＰＤＭＳを使用して、デバイスの上部部品を下部部品に接着し、チャネル６をチャネ
ル５と確実に整列させる。
　・デバイスを１時間６０℃に加熱する。
【０２５１】
　２つの方法で、酵素をアミノ酸含有試料（全血）に加えることができる。酵素を直接的
に試料に加えること、またはより大きな酵素安定性をもたらす、試料ウェルの内側に設置
されるゲルに酵素を固定化することのいずれかである。
【０２５２】
　遊離酵素を用いるアンモニア交換（オプション１）
　・デバイスの下部を通して針をウェル６に挿入し、４０μＬの血液で充填する。
　・４０単位のフェニルアラニンアンモニアリアーゼを血液試料に加える。
　・チャネル１～４を、それぞれ５μＬの２－フェニルフェノール、ニトロプルシドナト
リウム、水酸化ナトリウム及び次亜塩素酸塩ナトリウムで充填する。
　・チャネル５を２０μＬの酢酸ナトリウム溶液で充填する。
　・イオン交換が起こるのを２０分待つ。
【０２５３】
　ゲル固定化酵素を用いるアンモニア交換（オプション２）
　・４０ユニットのフェニルアラニンアンモニアリアーゼ及び１ｍＬの１倍リン酸緩衝食
塩水に入れた１％重量／体積の褐藻由来のアルギン酸ナトリウムのプレゲル溶液を調製す
る。
　・ウェルの区分Ａ（全血が移動する場所）に１０μＬのプレゲル溶液を設置する。
　・Ｂａｄｇｅｒ　２００Ｎエアブラシを７．５ｐｓｉで１秒間使用して、０．１Ｍ　Ｃ
ａＣｌ２溶液とともにプレゲル溶液をウェル中に噴霧し、約５μＬのＣａＣｌ２溶液を堆
積させる。ゲルを湿潤環境で３０分間硬化させる。
　・デバイスの下部を通して針をウェル６に挿入し、４０μＬの血液で充填する。
　・４０ユニットのフェニルアラニンアンモニアリアーゼを血液試料に加える。
　・チャネル１～４を、それぞれ５μＬの２－フェニルフェノール、ニトロプルシドナト
リウム、水酸化ナトリウム及び次亜塩素酸塩ナトリウムで充填する。
　・チャネル５を２０μＬの酢酸ナトリウム溶液で充填する。
　・イオン交換が起こるのを２０分待つ。
【０２５４】
　データ収集
　・チャネル１から５に１ｍｍ／秒の流速を２４秒間加える。
　・インドフェノール反応が進行するのを１０分待つ。
　・カスタムフォトスペクトロメーターにデバイスを挿入して、吸光度データを取得する
。
　・測定した吸光度を検量線と比較して、未知のアンモニア濃度を決定する。
【０２５５】
　均等物
　当業者なら、単に慣例的な実験を使用して、本明細書に記載される本開示の特定の実施
形態に対する多くの均等物を認識するか、確かめることができる。本開示の範囲は、上記
の説明に限定されることを意図するものではなく、むしろ以下の特許請求の範囲に記載さ
れる通りである。
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