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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
表面に近接した水溶液または有機溶液中の反応物の生体特異的相互作用を加速する方法で
あって、
（ａ）反応物と生体特異的に相互作用可能な表面分子と、該表面分子に取付けられた、水
溶液または有機溶液よりもマイクロ波加熱されやすい固体材料と、を含む複合材料を前記
反応物と接触させるステップと、
（ｂ）波長が１ｃｍ～１００ｍである電磁場を前記複合材料に印加して、水溶液や有機溶
液よりも熱く当該固体材料をマイクロ波加熱するステップと、
（ｃ）反応物が複合材料に熱的に近接し、加熱された固体材料からの熱移動によって反応
物は加熱され、加熱された固体材料からの加熱がない場合よりも大きな速度で反応物は表
面分子と生体特異的に相互作用し、生体特異的相互作用の熱的な加速を招くように、反応
物と表面分子を反応させるステップと、
を含み、
反応物又は表面分子がタンパク質又はペプチドである、方法。
【請求項２】
（ｄ）生体特異的相互作用の程度または速度を測定するステップをさらに含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
（ｄ）１個または複数のさらなる生体特異的相互作用のため、複合材料を１個または複数
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の追加の反応物と接触させるステップと、
（ｅ）１つまたは複数の生体特異的相互作用において前記追加の反応物を反応させるステ
ップと、
（ｆ）生体特異的相互作用の１つまたは複数の程度または速度を測定するステップと、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
（ｄ）１つまたは複数のさらなる生体特異的相互作用のために当該複合材料を１個または
複数の追加の反応物と接触させるステップと、
（ｅ）前記固体材料をマイクロ波加熱するのに十分な電磁場を前記複合材料に印加し、加
熱された固体材料からの熱伝達によって前記追加の反応物を加熱するステップと、
（ｆ）前記加熱された追加の反応物を１つまたは複数の生体特異的相互作用において反応
させ、それによって前記さらなる生体特異的相互作用の１つまたは複数を加速するステッ
プと、
（ｇ）前記さらなる生体特異的相互作用の１つまたは複数の程度または速度を測定するス
テップと、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
（ｄ）当該生体特異的相互作用の程度または速度を測定するステップと、
（ｅ）当該複合材料を１個または複数の追加の反応物と接触させるステップと、
（ｆ）当該固体材料をマイクロ波加熱するのに十分な電磁場を前記複合材料に印加し、加
熱された固体材料からの熱伝達によって前記追加の反応物を加熱するステップと、
（ｇ）前記加熱された第２の反応物の１個または複数を生体特異的相互作用において反応
させ、それによって前記さらなる生体特異的相互作用の１つまたは複数を加速するステッ
プと、
（ｈ）前記さらなる生体特異的相互作用の１つまたは複数の程度または速度を測定するス
テップと、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
当該生体特異的相互作用が非共有結合性吸着反応である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
当該反応物がアミノ酸である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
当該生体特異的相互作用が共有結合性共役反応である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
当該生体特異的相互作用の１つまたは複数が、蛍光特性の変化を含む反応等の化学発光反
応から選択される、請求項１、３、４または５の中のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１０】
当該反応物の１個または複数が酵素反応の生成物である、請求項１、３、４または５の中
のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１１】
マイクロ波加熱されやすい当該固体材料が誘電性材料を含み、電磁場を作用させることに
よって付加的に誘電加熱を生じさせる請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
表面に近接した水溶液または有機溶液中の生物活性な反応物の生体特異的相互作用を加速
する方法であって、
（ａ）反応物と生体特異的に相互作用可能な表面分子と、該表面分子に取付けられた、水
溶液または有機溶液よりもマイクロ波加熱されやすい固体材料と、を含む複合材料を前記
反応物と接触させるステップと、
（ｂ）波長が１ｃｍ～１００ｍである電磁場を前記複合材料に印加して、水溶液や有機溶
液よりも熱く当該固体材料をマイクロ波加熱するステップと、
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（ｃ）前記反応物と表面分子を反応させ、当該反応物が当該複合材料に熱的に近接し、そ
のため、加熱された固体材料が、熱的に近接する当該反応物を加熱し、そのようにして、
反応物が生物的活性を維持し、加熱された固体材料からの加熱がない場合よりも大きな速
度で表面分子と生体特異的に相互作用し、その結果、反応物の生物的活性を維持しつつ生
体特異的相互作用を熱的に加速するステップと、
を含み、
反応物又は表面分子がタンパク質又はペプチドである、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マイクロ波化学の分野に関する。本発明は、バイオテクノロジー、特にマイ
クロプレートおよびアレイチップを用いた調製化学および分析化学(microplate- and arr
ay chip-based preparative and analytical chemistry)の分野にも関する。
【０００２】
　本願は、ともに参照によりそれら全体を本明細書に援用する（２０００年１０月３日に
出願され、現在放棄された）米国特許出願第６０／２３７１９２号および（２００１年１
０月２日に出願された）同０９／９６８，５１７号の一部継続出願である。
【背景技術】
【０００３】
　これまで、本明細書に開示する化学調製を実施したものはいない。高周波／マイクロ波
エネルギーを放出する装置が使用される。エネルギーは、マイクロ波エネルギーを吸収す
る１種類または複数の材料を含む標的物体、例えば、マイクロアレイチップまたはマイク
ロタイタープレートに向けられる。マイクロ波によって発生する熱エネルギーは、標的物
体表面の所望の化学反応を加速する。
【０００４】
　マイクロ波化学
　（高周波またはＲＦ電磁放射を含めた）マイクロ波は、無線通信装置に広く使用されて
いる。マイクロ波伝送は、衛星および通信産業における（例えば、携帯電話および無線イ
ンターネットにおける）最近の著しい技術改善とともに進歩した。
【０００５】
　マイクロ波は、一般の台所用品においてもよく知られている。マイクロ波オーブン（電
子レンジ）は、水を含む食物を迅速に加熱する。それは、水がマイクロ波エネルギーを熱
エネルギーに効率的に変換するからである。台所のマイクロ波オーブンは、周波数２．４
５ＧＨｚのマイクロ波を放出する。この周波数は、水のマイクロ波吸収スペクトル内に十
分にある。水の吸収スペクトル外の周波数では、食物は同じようには加熱されない。
【０００６】
　マイクロ波の別の用途は、化学反応への応用である（Ｂｏｓｅ等、１９９７；Ｂｒａｄ
ｌｅｙ、２００１；Ｗａｔｈｅｙ等、２００２；Ｌｅｗ等、２００２）。マイクロ波化学
とは、化学反応を加速する(accelerate)ためにマイクロ波を使用するものである。反応は
、通常、反応物を含むバルク溶液を加熱するためにマイクロ波放射を使用して実施される
（Ｍｉｎｇｏｓ　＆　Ｂａｇｈｕｒｓｔ、１９９１；Ｚｌｏｔｏｒｚｙｎｓｋｉ、１９９
５）。これらの反応は非水溶媒中で実施されることが多い。バルク反応溶液のマイクロ波
化学の実施に使用するために特別に設計されたマイクロ波オーブンが市販されている（Ｃ
ＥＭ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｍａｔｈｅｗｓ、ＮＣ）、Ｍｉｌｅｓｔｏｎｅ，Ｉｎｃ
．（Ｍｏｎｒｏｅ、ＣＴ）、Ｐｅｒｓｏｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ＡＢ（Ｕｐｐｓａ
ｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）、ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｓｈｅｌｔ
ｏｎ、ＣＴ））。
【０００７】
　マイクロ波によって加速される反応は、アルミナ、シリカなどの無溶媒担体上で実施さ
れることがある（Ｖａｒｍａ、２００１；Ｂｏｓｅ、１９９７；Ｂｒａｍ等、１９９０）
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。担体は、例えば廃棄物を無毒化するのに試薬をドープすることができる。担体が選択さ
れるのは、目的試薬を非特異的に吸着／抽出する安価で再利用可能な薬剤であるからであ
る。（抗体などによる）特異的結合は、試薬を捕捉するために使用されない。
【０００８】
　マイクロ波によって促進される触媒作用も記述されている（Ｒｏｕｓｓｙ　＆　Ｐｅａ
ｒｃｅ、１９９５）。「マイクロ波によって促進される触媒作用」という用語は、水溶液
中の酵素様結合ポケットにおいて起こる触媒作用ではなく、従来の触媒作用を意味するた
めに使用される。「マイクロ波によって促進される触媒作用」という用語のこのような用
法の一例は、金属Ｐｔ／Ａｌ2Ｏ3触媒を用いた液体へキサンの異性化である。別の例は、
ＣａＯおよびＭｇＯをドープしたＳｍＬｉＯ2の酸化物である触媒を用いたガス状メタン
の部分酸化である（Ｒｏｕｓｓｙ　＆　Ｐｅａｒｃｅ、１９９５）。
【０００９】
　化学反応を加速するためにマイクロ波を応用する別の例は、バルク溶液の加熱を進める
ためにマイクロ波吸収粒子を使用するものである（Ｈｏｌｚｗａｒｔｈ等、１９９８）。
この場合には、分散コバルトおよび磁鉄鉱ナノ粒子が、バルクキシレン溶液を加熱するマ
イクロ波（２．４５ＧＨｚ）吸収体として使用された。キシレンは、２．４５ＧＨｚのマ
イクロ波によってはほとんど加熱されない非極性溶媒である。このような一例として、酵
素触媒反応の速度を加速するためにマイクロ波が使用された（Ｋｉｄｗａｉ等、１９９８
）。別の例では、Ｍｉｌｅｓｔｏｎｅ，Ｉｎｃ．（Ｍｏｎｒｏｅ、ＣＴ）は、化学合成中
に溶液のマイクロ波加熱を加速するために試験管中に入れるように設計されたＰＴＦＥと
グラファイトからなるマイクロ波吸収／加熱複合材料を販売している。しかし、これらの
例においては、マイクロ波は、表面を加熱するためではなく、バルク溶液を加熱するため
に使用される。
【００１０】
　別の応用例では、マイクロ波は、固相コンビナトリアル化学反応中にバルク溶媒を加熱
するために使用された（Ｋａｐｐｅ、２００１；Ｂｒａｄｌｅｙ、２００１；Ｌｉｄｓｔ
ｒｏｍ等、２００１）。これらの例では、通常の樹脂（例えば、ポリスチレン）が化学反
応の固体足場として機能する。バルク溶液は、マイクロ波加熱の標的であった。
【００１１】
　別の例では、マイクロ波は、貴金属と発色試薬の発色反応を加速するために使用された
。この分析反応は、フローインジェクション分析（ＦＩＡ）によって溶液中で実施された
（Ｊｉｎ等、１９９９）。この反応は、標的誘電材料の加熱ではなくバルク溶媒の加熱に
よるものであった。
【００１２】
　さらに別の例では、マイクロ波は、アルミニウムの蛍光性複合体の溶液相形成を進める
ために使用された（Ｋｕｂｒａｋｏｖａ、２０００）。溶液中のアルミニウムイオンを測
定するために蛍光強度を使用することができた。この場合も、反応は溶媒のバルク加熱に
よるものであった。
【００１３】
　さらに別の例では、マイクロ波加熱は生化学用途において使用された。一例は、マイク
ロ波加熱によって支援されるタンパク質染色である（Ｎｅｓａｔｙｙ等、２００２）。さ
らに別の例では（Ｂｏｏｎ　＆　Ｋｏｋ、１９８９）、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩ
ＳＡ）を加速するためにマイクロ波加熱が使用された。これらのいずれにおいても、マイ
クロ波加熱は、固体表面を対象としたものではなく、バルク水溶液標的を加熱するために
使用された。
【００１４】
　天然酵素および人工酵素
　自然は、生きている生物の機能に必要な特異反応を触媒するために、酵素と呼ばれる特
異的に折りたたまれたタンパク質を使用する。自然は、他の生物学的プロセスに作用する
ために、受容体、抗体などの非触媒作用性タンパク質も使用する。触媒作用性タンパク質
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と非触媒作用性タンパク質のどちらもそれらの表面に、精巧な特異性で適切な分子に結合
する優れたポケットを有する。酵素の場合には、適切な分子が（「活性部位」と呼ばれる
）結合ポケットに結合すると、分子（基質）を化学的に異なる分子（生成物）に変換する
化学反応が起こる。反応生成物は活性部位から解離し、（不変の）酵素が結合して、別の
反応「代謝回転」を触媒することが可能になる。
【００１５】
　タンパク質をもとにする酵素、受容体および抗体は、産業、医薬および診断学において
試薬として使用されることが多い。例えば、抗体は、癌およびリウマチ様関節炎を含めて
、様々な疾患に対する治療薬として使用される。酵素は、デニム地のジーパンを「退色」
させ、高フルクトースコーンシロップを加工するために使用される。抗体および酵素は、
医学的診断において免疫測定に使用される。天然の抗体および酵素が広く使用されている
にもかかわらず、多数の研究室が人工抗体、受容体および酵素を作製しようとしてきた。
天然タンパク質または改変天然タンパク質を実用目的で使用する上での１つの欠点は、タ
ンパク質が特に安定な分子ではないということである。人工試薬であれば、非生理学的な
温度、ｐＨ値、非水溶媒および塩濃度に対してより安定なはずである。また、天然タンパ
ク質は、他のタンパク質を加水分解によって切断し失活させるプロテアーゼと呼ばれる酵
素の混入によって分解しやすい。また、理想的な保存状態（適切な緩衝剤中での冷所保存
）にあっても、タンパク質の品質保持期間は極めて短いことがある。最後に、既知の自然
抗体または酵素がない結合試薬または触媒試薬が求められることが多い。例えば、メタノ
ールなどの極めて小さな分子に結合する抗体が求められ、あるいは選択された立体特異的
反応をファインケミカル調製中に起こす酵素が求められることがある。
【００１６】
　天然タンパク質の上記欠点のために、多くの研究室が、抗体または酵素として同じよう
に機能する非タンパク質生体模倣化合物を開発した。広範なクラスの化学構造が、人工タ
ンパク質として有用であることが判明した。すべての場合において、これらの人工生体分
子は、目的分子に特異的に結合する結合ポケットを有する。これらには、分子刷り込みポ
リマー（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ　ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒ）（Ｄａｉ等、
１９９９；Ｄｉｃｋｅｒｔ　＆　Ｔｈｉｅｒｅｒ、１９９６；Ｌｅｏｎｈａｒｄｔ　＆　
Ｍｏｓｂａｃｈ、１９８７）、キラル配位子（Ｍａｕｇｈ　１９８３ａ）、キャビタンド
（Ｍａｕｇｈ　１９８３ｂ、Ｂｒｅｓｌｏｗ等、１９８３）およびゼオライト、他の低分
子量有機合成受容体（Ｂｏｒｃｈａｒｔ　＆　Ｃｌａｒｋ、１９９４）などが含まれるが
、これらだけに限定されない。また、安定性（熱など）の高い天然タンパク質が探索され
、または改変されることも多い（Ｍａｕｇｈ、１９８４）。
【００１７】
　人工酵素または抗体／受容体を作製した人で、生体特異的化学反応を加速するために指
向性マイクロ波エネルギーを使用できる可能性を報告した人はいない。
【００１８】
　本発明は、これまで無関係であったこれら２つの分野の顕著な特徴を組み合わせたもの
である。これらの分野のある態様を組み合わせることで、マイクロ波放射エネルギーによ
って、かつ天然酵素の精巧な部位特異性および立体特異性で化学反応を加速することがで
きることを発見した。
【００１９】
　本発明は、選択された化学反応をマイクロ波エネルギーを用いて特異的に加速する新規
手段を開示する。この反応特異性は、マイクロ波が、所望の反応物に対して特異的結合部
位を含む損失性（下記定義参照）材料を対象にするということに由来する。本発明は、マ
イクロ波放射の新しい用途について述べる。類似分子および／または異なる分子の混合物
中の特定分子の反応を誘電加熱によって加速するようにする方法はまだ開示されていない
。このように、本発明は、新しい形態の人工酵素について述べる。これらの結果は、選択
されたマイクロ波放出周波数において水よりも実質的に加熱特性に優れた誘電材料を使用
することによって得られる。特定の反応物に結合する分子は、選択的に加熱された誘電材
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料と関係し、結合反応物の反応を促進させる。
【００２０】
　本発明は、このような反応の前に表面を調製するために、さらにマイクロ波を使用する
ことができる方法も開示する。上述したように、天然酵素および人工酵素は、少なくとも
２種類の化学成分間の特異的結合相互作用、および反応を起こす起動力（この場合、マイ
クロ波エネルギー）を必要とする。マイクロ波によって促進される表面調製としては、表
面へのタンパク質、ＤＮＡなどの生体分子の結合の加速、ペプチドまたは他のリガンドも
しくは基質の合成の加速などがあるが、これらだけに限定されない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２１】
　本発明は、特異的化学反応を加速する改善プロセスおよび装置を対象とする。本発明の
別の目的は、要求に応じた酵素様部位および立体特異性を反応に付与することである。本
発明のさらに別の目的は、このような改善された反応速度および特異性を、多数の様々な
化学反応に提供することである。本発明のさらに別の目的は、加速された反応が制御可能
であり、その結果、使用者が自由に、加速された反応を選択的に開始または終了すること
ができ、あるいは調整することができることである。本発明のさらに別の目的は、反応が
均一または不均一な溶液または懸濁液中であっても、あるいは固体担体（表面、ビーズな
ど）と結合または関係していても、特異反応が加速されることである。本発明のさらに別
の目的は、所望の反応物に構造が極めて類似しているが、さほど反応しない他の化合物の
存在下で、選択された反応を加速する方法を提供することである。本発明のさらに別の目
的は、化学反応を加速するマイクロ波を使用して、後続の生物分析（ｂｉｏａｎａｌｙｔ
ｉｃａｌ）反応用表面を調製することである。本発明のさらに別の目的は、マイクロ波標
的材料の圧電特性を使用して、生体分子の結合相互作用を加速することである。本発明の
さらに別の目的は、生物分析アレイチップおよびマイクロタイタープレートの表面にマイ
クロ波加熱を向けて、調製反応および分析反応を加速することである。本特許のさらに別
の目的は、生物分析試験後にマイクロ波加熱を用いて有害な生体分子または生体生物（ｂ
ｉｏｏｒｇａｎｉｓｍ）を失活させることである。
【課題を解決するための手段】
【００２２】
　本発明は、（触媒作用的または化学量論的）化学反応を加速することができ、精巧な酵
素様特異性を付与することができる手段を記載するものである。反応は、固相または表面
（以下、あわせて「固体担体(solid supports)」と称する）上で起こることが好ましい。
適切な固体担体は、誘電体（マイクロ波吸収）材料、および１個または複数の生物学的分
子が共有結合または非共有結合によって付着する反応物表面(reactant surface)を含むこ
とが好ましい。固体担体は様々な形をとることができ、最も注目すべきものはビーズおよ
び平面または曲面である。固体担体は、生物分析反応に使用されるマイクロチップ表面ま
たはマイクロタイタープレートのウェル(the wells)であることが多い。あるいは、固体
担体は、試験管、遠心管またはペトリ皿の形とすることができる。固体担体は、選択試薬
を含有する水溶液または有機溶液中に浸すことができる。次に、用途に応じて、固体担体
は溶媒中に残されるか、または例えば大気中などに取り出されることが好ましい。次いで
、マイクロ波が固体表面に放射される。固体担体が溶媒中に残留している場合には、マイ
クロ波は、溶媒よりも誘電体を加熱する周波数で放射される。機器出力、周波数およびマ
イクロ波放射期間は、実験室であらかじめ決定される。マイクロ波加熱後、試薬の変化は
、反応物から生成物が形成される際に生じる何らかの物理化学変化によって確認すること
ができる。特定の化学速度増加を、調製および／または分析用途に使用することができる
。分析用途においては、例えば医学的診断において、付随する観測可能な物理化学変化（
例えば、色の変化）によって反応を場合によってはモニターおよび／または定量してもよ
い。調製用途においては、マイクロ波誘電体層が存在することによって、後続の分析反応
用の固体担体を調製する界面化学を支援することができる。誘電体層を調製用に使用する
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ことができる２つの好ましい方法がある。このような好ましい１つの方法では、表面のマ
イクロ波加熱は、熱効果によって、例えば、表面に対する抗体または核酸の結合を加速す
ることによって、あるいはペプチドなどの小分子の表面での化学合成を加速することによ
って、化学反応を加速することができる。第２の好ましい方法は、圧電効果によって加速
されたタンパク質または核酸の結合によるものである。セラミックスなどの多数の誘電体
が圧電特性を有することが知られている。誘電体を電流が流れると、誘電体中に超音波振
動が生じ、生体分子結合が加速される。
【００２３】
　本発明の原理によれば、固体担体上の反応は、（１）固体担体上の多数の特異的結合部
位に結合することによって反応物濃度を調節すること、または（２）誘電体／人工酵素と
バルク溶液の温度差を調節することによって加速することができる。
【００２４】
　詳細には、本発明は、反応物を含む化学反応を加速する方法を提供する。この方法は、
　（ａ）誘電加熱されやすい固体材料を含む複合材料を前記反応物と接触させるステップ
と、
　（ｂ）前記固体材料を誘電加熱するのに十分な電磁場を前記複合材料に印加するステッ
プと、
　（ｃ）加熱中の前記複合材料を前記反応物と反応させるステップと、を含み、得られる
生成物が前記複合材料中に含まれ、それによって前記化学反応が加速される。
【００２５】
　本発明は、特に、化学反応の程度または速度を測定するステップをさらに含むこのよう
な方法の実施形態に関する。さらに、本発明は、
　（ｄ）前記複合材料を１個または複数の追加の反応物と接触させるステップと、
　（ｅ）前記追加の反応物を１つまたは複数の生体特異的相互作用において反応させるス
テップと、
　（ｆ）前記生体特異的相互作用の１つまたは複数の程度または速度を測定するステップ
と、をさらに含むこのような方法の実施形態にも関する。
【００２６】
　さらに、本発明は、
　（ｄ）１つまたは複数のさらなる反応のために前記複合材料を１個または複数の追加の
反応物と接触させるステップと、
　（ｅ）前記固体材料を誘電加熱するのに十分な電磁場を前記複合材料に印加し、前記加
熱固体材料からの熱伝達によって前記追加の反応物を加熱するステップと、
　（ｆ）前記加熱された追加の反応物を反応させ、それによって前記さらなる反応の１つ
または複数を加速するステップと、
　（ｇ）前記さらなる反応の１つまたは複数の程度または速度を測定するステップと、を
さらに含むこのような方法の実施態様にも関する。
【００２７】
　さらに、本発明は、
　（ｄ）前記反応の程度または速度を測定するステップと、
　（ｅ）前記複合材料を１個または複数の追加の反応物と接触させるステップと、
　（ｆ）前記固体材料を誘電加熱するのに十分な電磁場を前記複合材料に印加し、前記加
熱固体材料からの熱伝達によって前記追加の反応物を加熱するステップと、
　（ｇ）前記加熱された第２の反応物の１個または複数を反応させ、それによって前記さ
らなる反応の１つまたは複数を加速するステップと、
　（ｈ）前記さらなる反応の１つまたは複数の程度または速度を測定するステップと、を
さらに含む、このような方法の実施態様にも関する。
【００２８】
　さらに、本発明は、前記反応物が、アミノ酸、タンパク質、ペプチド、オリゴヌクレオ
チドおよびポリヌクレオチドからなる群から選択される、このような方法の実施態様にも
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関する。
【００２９】
　さらに、本発明は、前記反応が非共有結合性吸着反応であり、かつ／または前記反応物
がアミノ酸であり、かつ／または前記反応が共有結合性共役反応である、このような方法
の実施形態にも関する。
【００３０】
　さらに、本発明は、前記印加される電磁場の波長が１ｃｍ～１００ｍである、このよう
な方法の実施態様にも関する。
【００３１】
　さらに、本発明は、前記化学反応の１つまたは複数が、化学発光反応、可視色または紫
外色の変化をもたらす反応、および蛍光特性の変化を含む反応からなる群から選択される
、このような方法の実施態様にも関する。さらに、本発明は、前記反応物の１個または複
数が酵素反応生成物である、このような方法の実施態様にも関する。
【００３２】
　さらに、本発明は、前記かけられる場の波長が１ｃｍ～１００ｍである、このような方
法の実施態様にも関する。
【００３３】
　さらに、本発明は、上記方法によって得られる複合材料を含む複合材料にも関する。
【００３４】
　さらに、本発明は、誘電加熱に応答し、反応分子と生体特異的相互作用し得る表面分子
を有する固体材料を含む、このような複合材料の実施態様にも関する。
【００３５】
　さらに、本発明は、前記表面分子が、非共有結合性吸着反応によって前記表面に結合ま
たは固定されている、このような複合材料の実施態様にも関する。
【００３６】
　さらに、本発明は、前記表面が前記反応分子と共有結合性共役反応し得る、かつ／また
は前記表面がマイクロアレイチップ、マクロアレイチップ、試験管、ペトリ皿およびマイ
クロタイタープレートからなる群から選択される、このような複合材料の実施態様にも関
する。さらに、本発明は、前記固体材料が圧電特性を有する、このような複合材料の実施
態様にも関する。
【００３７】
　さらに、本発明は、反応物の化学反応を加速する方法にも関する。この方法は、
　（ａ）圧電超音波処理および誘電加熱されやすい固体材料を含む複合材料を１個または
複数の反応物と接触させるステップと、
　（ｂ）前記固体材料を圧電振動させるのに十分な電流を前記複合材料に印加するステッ
プと、
　（ｃ）前記反応物を前記複合材料と反応させ、それによって前記化学反応を加速するス
テップと、を含む。
【００３８】
　さらに、本発明は、
　（ｄ）前記複合材料を１個または複数の追加の反応物と接触させるステップと、
　（ｅ）前記固体材料を誘電加熱するのに十分な電磁場を前記複合材料に印加し、前記加
熱固体材料からの熱伝達によって前記追加の反応物を加熱するステップと、
　（ｆ）前記加熱された第２の反応物を反応させ、それによって前記第２の反応を加速す
るステップと、
　（ｇ）前記第２の反応の程度を測定するステップと、をさらに含む、このような方法の
実施態様にも関する。
【００３９】
　さらに、本発明は、前記複合材料がセラミック材料を含む、このような方法の実施態様
にも関する。
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【００４０】
　定義
　「加速する(Accelerate)」：化学反応速度を、好ましくは少なくとも１０％、より好ま
しくは少なくとも５０％、最も好ましくは少なくとも１００％以上増加させること。
　「水溶液(Aqueous Solution)」：水が５０体積％を超える液体媒体。
　「人工抗体（または受容体）(Artificial Antibody (or Receptor))」：それが結合す
る分子に対して形および／または変化が相補的であるように設計された結合ポケットを含
む、合成によって生成される分子。これは、小さな有機分子、人工ポリマーなどの単一分
子でできていてもよく、またはアクリルポリマー粒子、シリカ表面などのバルク物質であ
ってもよい。この人工生体分子は、相補的分子に特異的に結合する。
　「人工酵素(Artificial Enzyme)」：別の分子に対して形または変化が相補的である１
個または複数の結合部位を有する、合成によって生成される分子。人工酵素は、相補的分
子に結合し、その結合分子に化学変換を起こさせる。
　「生体特異的相互作用(Biospecific Interaction)」：３つ以上の空間的に異なる物理
相互作用による、生物学的分子と生物学的または非生物学的分子との接触。これらの相互
作用は、一般に、ファンデルワールス相互作用、水素結合およびイオン性相互作用である
。生体特異的相互作用は共有結合を含むことができる。
　「化学反応(Chemical Reaction)」：１個または複数の分子（生成物）を形成する１個
または複数の分子（反応物）の化学変換。この定義は、（加水分解などの）共有結合性変
換および（結合現象などの）非共有結合性変換を含む。
　「チップ(Chip)」：所望の化学反応を起こすための１個または複数の領域をその表面に
有する本質的に平面状の物体。チップは、片手で持てるほど十分小さくかつ十分軽量であ
ることが好ましい。生物学的分子が反応に関与する場合には、チップはバイオチップとし
ても知られる。
　「複合材料(Composite)」：２種類以上の異なるタイプの材料または分子でできた固体
。複合材料が複数の材料でできている場合には、これらの材料は混合されていてもよいし
、または物理的に分離されていてもよい。物理的に分離されている場合には、これらの材
料は、不可逆的に接合されていてもよいし（例えば、一緒に接着されている）、または可
逆的に接合されていてもよい（例えば、一緒に留められている）。
　「誘電加熱(Dielectric Heating)」：波長約５ｃｍ～１００ｍの電磁放射による誘電（
電気絶縁）材料の加熱。
　「損失性材料(Lossy Material)」：吸収したマイクロ波エネルギーを熱の形で損失する
（誘電）材料。
　「マクロアレイ(Macroarray)」：チップ上の１～１０００個の複数の反応領域のパネル
。
　「ＭＡＴＴＲ」：「マイクロ波加速標的トリガー反応（Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ－Ａｃｃｅ
ｌｅｒａｔｅｄ　Ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）」技術。
　「マイクロアレイ(Microarray)」：チップ上の１０００を超える数の反応領域のパネル
。
　「マイクロタイタープレート(Microtiter plate)」：生物医学研究室において一般に使
用される複数の反応ウェルを含む物体。一般に、マイクロタイタープレートは使い捨てさ
れ、透明アクリルでできており、２４（４×６アレイ配列）、９６（８×１２）、３８４
（１６×２４）または１５３６（３２×４８）個のウェルを有する。
　「マイクロ波(Microwave)」：３×１０2～３×１０4ＭＨｚ（１ｍ～１ｃｍの波長）の
範囲の電磁放射。誘電加熱はこの範囲で起こるが、これよりも長い（ラジオ）波長（最高
１００ｍ）でも起こり、別法としてこれを使用することもできる。概して、マイクロ波加
熱（本明細書では高周波誘電加熱も含むものとする）周波数は約１ｃｍ～１００ｍの波長
に及ぶ。
　「マイクロ波オーブン(Microwave Oven)」：マイクロ波放射を所定の波長で内部チャン
バ中に発する装置。チャンバは、マイクロ波が洩れるのを制限するために密閉されている
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。
　「分子刷り込み(Molecular Imprinting)」：選択した標的（刷り込み）分子に対して特
異的な結合部位を合成材料に導入するプロセス。結合材料は、通常、有機ポリマーである
。一般に、官能基モノマーと架橋モノマーが、分子テンプレートとして働く刷り込み分子
の存在下で共重合される。続いてテンプレート分子を除去すると、刷り込み分子に対して
形およびサイズが相補的である結合部位が現れる。このようにして、分子メモリーがポリ
マー中に導入され、高い特異性で刷り込み分子に再結合することができる。
　「有機溶液(Organic Solution)」：有機溶媒が５０体積％を超える液体媒体。
　「オリゴヌクレオチド(Oligonucleotide)」：５０個以下のヌクレオチド残基を有する
核酸分子。
　「圧電材料(Piezoelectric Materials)」：機械的に変形されたときに電荷を生成する
物質。逆に、外部電場が圧電材料にかけられたときには、圧電材料は機械的に変形する（
その物理的寸法を変化させる）。これらを総称して圧電効果と呼ぶ。
　「ポリヌクレオチド(Polynucleotide)」：５０個を超えるヌクレオチド残基を有する核
酸分子。
　「多孔質(Porous)」：水および他の液体分子が通過することができる経路を含む固体材
料。
　「熱的近接(Thermal Proximity)」：１個の物質が第２の物質と実質的な熱伝達がそれ
らの間で起こり得る十分な近さにある状況。好ましい実施形態においては、第１の物質お
よび第２の物質は、水溶液または有機溶液に浸されている。第２の物質のバルクは第１の
物質と熱的近接になく、したがって、第１の物質へのまたは第１の物質からの実質的な熱
伝達を受けない場合が多い。
　「熱電対(Thermocouple)」：一端が連結された２種類の異なる金属からなる温度測定用
センサー。これらの金属は、所与の温度において小さな特有の電圧を生じる。この電圧が
測定され、熱電対温度計によって読まれる。
　「導波路(Waveguide)」：選択された方向に波を伝播させる構造体。これは、境界上で
の波と、電流および電荷との密接な関係によってなされ、あるいは境界におけるある反射
条件によってなされる。
　「ゼオライト(Zeolite)」：化学反応を触媒するのに使用される多孔質無機固体。ゼオ
ライトは、酸素原子によって連結されたアルミン酸塩およびケイ酸塩四面体の規則的反復
パターンに基づく堅い構造体である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４１】
　マイクロ波加熱
　人類の歴史において最近まで、従来のバルク加熱（火など）は、温度上昇（および化学
反応の加速）をもたらす唯一の方法であった。半世紀前に新しい基本的に異なる形式の加
熱が開発されマイクロ波加熱と呼ばれている（本明細書では、誘電加熱を含むものとする
－定義参照）。マイクロ波加熱においては、電磁放射が試料にあてられる。適用周波数の
マイクロ波を吸収する誘電体である試料内の化合物は温度が上昇する。誘電材料は、周波
数と加熱能力の独特なスペクトル特性を有し、異種物質は異なる周波数でより有効に加熱
される（Ｇａｂｒｉｅｌ等、１９９８）。最も重要な点は、従来の加熱とは対照的に、誘
電加熱において熱が外側からかけられ内部に移動する場合には、特質上適切な誘電特性を
有する材料が加熱されることである。誘電加熱は本明細書ではマイクロ波加熱と称するが
、誘電加熱は高周波でも起こり得る。本発明は、これらの効果を含むものとする。
【００４２】
　アレニウス式によれば、反応速度は、活性化エネルギーの低下（すなわち、酵素のよう
な反応機構の変化）、または反応粒子間の衝突頻度および効率を反映した前指数因子(pre
-exponential factor)の増加によって増大させることができる。第２の理由は、物質に対
するマイクロ波の作用機構に密接に関係し、マイクロ波の場において化学プロセスが大き
く加速される主因である（Ｋｕｂｒａｋｏｖａ、２０００）。
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【００４３】
　誘電加熱は、マイクロ波照射の周波数およびその周波数における誘電体の吸収特性を含
めていくつかの要因に左右される。すべての誘電材料は、特徴的な吸収スペクトル（周波
数と加熱能力）を有する。例えば、従来の台所のマイクロ波オーブンにおいては、マイク
ロ波周波数（２．４５ＧＨｚ）は水を加熱するのには極めて良好であるが、他の材料（例
えば、水を入れたカップ）を加熱するのには向いていない。マイクロ波放射の周波数が変
われば、理論的には、（水とカップの相対的誘電吸収特性に応じて）水ではなくカップを
加熱することができる。したがって、誘電加熱を用いて、水を加熱することなく水中の材
料を加熱することができる。材料が加熱されれば、加熱された材料が断熱層で覆われてい
ない限り、隣接する水に熱が伝達されることは言うまでもない。
【００４４】
　誘電体を（最初に文献または化合物のスクリーニングによって）選択し、結合分子（例
えば、共有結合、吸着、捕捉（マクロ孔質またはメソ孔質絶縁層）などによって覆い、こ
の層を多孔質層によって被覆することができる。誘電体は、反応物の水溶液または有機溶
液に添加される。マイクロ波が照射され、適切な生成物が形成される。
【００４５】
　本発明の好ましい実施形態の物理的構成成分
　本発明の好ましい実施形態の物理的構成成分は以下のとおりである。
　１）マイクロ波／高周波源。反応は、マイクロ波発生器の空洞内、または導波路内で実
施することができる。マイクロ波は、マグネトロン、ソリッドステート装置（ブルートゥ
ース、Ｗｉ－Ｆｉ（ＩＥＥＥ　８１１．ｂ）など）、クライストロン、クロスフィールド
増幅器、進行波管、後進波管、またはそれらの任意の組合せを含めて、様々な装置によっ
て発生させることができる。マイクロ波放射の周波数は、３００～３０，０００ＭＨｚ（
１ｍ～１ｃｍの波長）の範囲にある。誘電加熱は、最低３ＭＨｚまでのより低い（ラジオ
）周波数（最高１００ｍの波長）においても起こり、別法ではこれを使用することもでき
る。概して、マイクロ波／誘電加熱周波数は約１ｃｍ～１００ｍの波長に及ぶ。この範囲
にわたる電磁気加熱は本発明の一部とみなされる。使用周波数は、加熱すべき誘電材料の
性質を含めた要因によって決まる。
【００４６】
　本発明で注目すべき周波数は、０．９１５ＧＨｚ、２．４５ＧＨｚ、５．８５ＧＨｚ、
２２．１２５ＧＨｚなどである。米国政府は、現在、産業用途、科学用途、医学用途にこ
れらの周波数を使用することを認めている（Ｂｏｏｎ　＆　Ｋｏｋ、１９８９）。マイク
ロ波チャンバ内の放射が（通信用マイクロ波との干渉を防止するために）十分に遮蔽され
ているのであれば他の周波数も注目される。「周波数可同調(Frequency-tunable)」マイ
クロ波オーブンを作製し本発明に使用することができる（Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ、Ｅａｇａｎ、ＭＮ；Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
＆　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｉｎｃ．、Ｌａｕｒｅｌ、ＭＤ）。他の周波数も商業的
に利用可能であるが、家庭の台所のマイクロ波を含めてほとんどの商業的に利用可能なマ
イクロ波は２．４５０ＧＨｚで放出される。例えば、Ｍｉｃｒｏｄｒｙ，Ｉｎｃ．（Ｃｒ
ｅｓｔｗｏｏｄ、ＫＹ）およびＣｏｂｅｒ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ（Ｎｏｒｗａｌｋ、
ＣＴ）は、０．９１５ＧＨｚマイクロ波装置を販売している。上記周波数のうち、２．４
５ＧＨｚは、家庭用マイクロ波オーブン、多数の無線通信装置（Ｗｉ－Ｆｉおよびブルー
トゥース）などの多数の既存の装置に使用される広く容認されている周波数なので注目さ
れる。これらの装置は広く使用されているので、マグネトロン、ソリッドステート装置を
含めて２．４５ＧＨｚエミッタの設計および製造のノウハウはよく知られている。０．９
１５ＧＨｚの周波数も、水を使用する用途では注目すべき周波数である。というのは、水
は、この周波数の誘電加熱に最も影響されないからである（Ｌａｓｌｏ、１９８０）。表
１に水のマイクロ波加熱における周波数依存性を示す。
【００４７】
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【表１】

【００４８】
　反応は、マイクロ波発生装置内で液相または固相反応混合物に浸漬された誘電体／結合
複合材料を用いて実施できると想定される。反応混合物中の誘電体にマイクロ波加熱を施
すことによって、液体／固体界面において複数の代謝回転（触媒作用）が可能になる。
【００４９】
　発生したマイクロ波は、マイクロ波オーブンチャンバなどの空洞中または導波路中の加
熱された誘電固相（マイクロチップ、マイクロタイタープレート、フレキシブルフィルム
など）に当たる。一般に、マイクロ波オーブン中で（例えば、マグネトロンによって）マ
イクロ波が生じたときには、マイクロ波は加熱すべき試料が置かれた空洞に導波路によっ
て導かれる。オーブンの空洞よりも導波路中に試料を置く方が有利である。マイクロ波は
導波路中では均一であるが、オーブン空洞中ではより不均一になり、定在波がしばしば「
ホットスポット(hotspots)」を形成する。
【００５０】
　本発明の好ましい実施形態の中心をなすのは、マイクロ波が、反応表面に接触している
誘電体に当たりそれを加熱するということである。マイクロ波は、複数の方向から、「反
応側」または「誘電体側(dielectric side)」から誘電体に入る（図２）。したがって、
反応物自体にマイクロ波を照射する必要はない。反応物は、誘電材料側から熱を受け取る
だけでよい。実際、反応表面を直接照射しない方が好ましい場合がある。例えば、直接の
マイクロ波照射がよくない材料（例えば、温度を測定する金属熱電対）を反応表面が含む
ことがある。
【００５１】
　バルク溶液なしで行われる反応は、分析用途において（例えば、医学的診断において）
有用である。診断学においては、反応物溶液は、患者からの体液を含むことができる。所
望の分子を捕捉した後に、マイクロ波によって加速される反応によって検出を容易にする
ことができる。例えば、マイクロ波は、分析物の色変化を起こすことができる。あるいは
、標識された抗分析物抗体などの情報伝達分子を添加することができる。抗体上の標識は
、マイクロ波照射によって反応して発光性または蛍光性信号を形成することができる。
【００５２】
　２）誘電材料。誘電材料は、反応物溶液に接触している固体担体が好ましい。担体は、
様々な形状のいずれでもよい。担体は、平面状表面（例えば、コーティング、チャンバ壁
、表面、チップまたはカートリッジの一部）とすることができる。適切な平面状誘電体は
、複数の分析物の使い捨てバイオアッセイチップ（タンパク質チップまたはＤＮＡチップ
）などのチップの一部またはマイクロタイタープレートの一部とすることができる。この
ような装置は、一般に、それらの表面に１個または複数のスポットとして誘電材料を有し
ていてもよいし、連続層を含んでいてもよい。あるいは、誘電材料は、ビーズなどの粒子
の形で懸濁液中に存在することができる。類似用途の誘電材料を、マイクロタイタープレ
ート、試験管、ペトリ皿、遠心管などの他のタイプの反応容器中で使用することができる
。誘電材料は、反応容器中に組み込むことができ（テフロン（登録商標）（ＰＴＦＥ）／
グラファイト複合材料など、または容器の底に置くことができ（チタン酸バリウム／ゼラ
チン接着剤など）、または反応容器から物理的に分離させることができる。後者の場合に
は、誘電体は、マイクロ波機器の一部とすることができる（図２Ｃ）。例えば、誘電体含
有反応容器ホルダーをオーブン空洞または導波路内に恒久的に固定することができる。本
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発明では、誘電体は、結合した生物学的分子の近傍で加熱されるだけでよく、誘電体が物
理的に反応容器（マイクロチップ、マイクロタイタープレートなど）の一部である必要は
ない。チップ自体が照射されるのではなく、下にある誘電材料からの伝導によってチップ
が熱を受け取るように、マイクロ波は「下」から誘電体に到達することができので、この
特定の実施形態は注目される。誘電体は、導波路の壁またはマイクロ波オーブン空洞に組
み込まれる。
【００５３】
　３）実施される反応。手短に述べると、反応は、熱によって加速されるあらゆる有機反
応または無機反応とすることができる。反応は、選択された条件下では室温でかなり遅い
が、高温では速いことが好ましい。分析用途では、反応は、検出方法（色の変化、発光な
ど）に応じて選択される。
【００５４】
　４）反応分子と特異的に相互作用する表面結合分子。反応分子に特異的に結合する分子
は、誘電材料表面に付着していることが好ましい。このような結合分子は、例えば、反応
物に特異的に結合することができる抗体（またはその誘導体）、受容体、受容体リガンド
、酵素（またはその誘導体）、ペプチド、アミノ酸、核酸、分子刷り込みポリマー、ゼオ
ライト、キャビタンド、あるいは任意の他の高分子量分子または低分子量分子とすること
ができる。結合分子は、誘電材料に熱的に近いことが好ましい。結合分子は、吸着するこ
とができ、物理的に捕捉することができ、共有結合することができ、またはその他の方法
で誘電材料と関係することができる（図２Ａ）。あるいは、膜などの層を、誘電体に接触
しているように誘電体上に成型または配置することができる。例えば、ニトロセルロース
またはナイロン膜を使用してＤＮＡを捕捉することができる（図２Ｂ、図２Ｃ）。捕捉試
薬（抗体またはＤＮＡなど）は、膜にスポット状に吸着される。使用可能な様々な膜が利
用可能である。捕捉試薬を含む粒子を膜に閉じ込めることができる（Ｊｏｎｅｓ、２００
１）。表面結合分子の共有結合または非共有結合による表面への固定は、近くにある誘電
体のマイクロ波誘導加熱によって促進することができる。
【００５５】
　５）（本発明の分析用途用）検出／モニタリング方法。反応物からの生成物の形成を伴
う物理化学変化が観察される。どの検出方法を使用するかは本発明自体には重要ではない
が（多数の検出方法が使用できる）、検出方法は、実施される反応に応じて選択されなけ
ればならない（例えば、比色(colorimetric)、発光(luminescent)）。検出器は機器に組
み込むことができ、または加熱後、別の機器または目視で検出することができる。モニタ
リング方法は、色の変化、蛍光、発光、質量、または他の任意の検出可能な性質とするこ
とができる。選択される検出方法は、選択された反応および反応の規模によって決まる。
多数の検出方法が周知である。
【００５６】
　６）任意選択の多孔質断熱層。誘電体／結合分子層に接触し、またはそれを包囲するよ
うに多孔質断熱層を場合によっては設けることができる。この層は、反応分子を通過させ
るが、誘電材料からバルクの水または他の溶媒への熱のバルク伝達を減少させる。例えば
、この絶縁層をマクロ孔質またはメソ孔質とすることができる。少なくとも１つの例にお
いては、分子刷り込みポリマー、断熱層および結合分子を同じにすることができる。任意
選択の多孔質層は、反応物および生成物を通過させる任意の材料とすることができ、ある
種の断熱特性を有する。本質的に、この層の目的は、誘電体からバルク水相への熱伝導を
遅らせることである。この層は、特に誘電体量が水の体積よりも少ない場合には、必要で
ない場合もある。多孔質材料のタイプの多くはポリマーである。
【００５７】
　一般に、多孔質層は、反応物が、その表面にある細孔を通過してその特異的結合部位に
到達することができる任意の材料とすることができる。多孔質層は、水の拡散を遅らせる
あらゆる機能が有利であるが、断熱特性を有する材料でできているべきである。使用可能
ないくつかの材料は有機ポリマーである。これは、架橋することができ、表面に形成する
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ことができ、または吸着および架橋されたデキストラン、ゼラチンもしくはアガロースと
することができる。それ以外には、アクリレート、ポリアクリルアミド、シリカ、ポリ（
スチレン－ジビニルベンゼン）などの合成ポリマーなどがある。
【００５８】
　７）任意選択の特別な容器。任意選択の多孔質断熱層に対する機能上の別法は、反応溶
液を入れる任意選択の特別な容器を有することである。この容器は、溶液を冷却する点で
「特別」である。したがって、この容器ライニングは、ペルチェ冷却素子、氷－水ライニ
ング、またはバルク溶液から熱を取り除く別の手段を含むことができる。このような冷却
容器の効果は、マイクロ波加熱がより選択的に誘電材料に向けられ、バルク溶液には向け
られないようにすることである。誘電体からバルク溶液に伝達された熱は、冷却容器ライ
ニングに伝達されることになる。冷却容器は、低温分光学研究に使用される分光光度計な
どの多数の機器において周知である。
【００５９】
　８）また、誘電体温度をモニターおよび／または制御することが望ましいことがある。
誘電体が構造的に適する場合（例えば、チップベースの誘電体には、熱電対を使用して誘
電体温度を測定することができる。一例は、誘電体が使い捨てチップ（すなわち、顕微鏡
スライド）上にコーティングされた場合である。熱電対は、加熱中にチップに接触して使
用され、温度をモニターすることができる。さらに、熱電対温度測定を使用して、マイク
ロ波オーブンの出力を制御することによって、温度を制御することができる。誘電体温度
があるレベル、例えば３００℃に達した場合に、マイクロ波を自動的に遮断することがで
きる。温度が例えば２９０℃に降下したときに、熱電対は、マイクロ波による加熱を再開
させることができる。このような熱電対による温度制御は周知の技術である（Ｈｕｈｍｅ
ｒおよびＬａｎｄｅｒｓ、２０００；ＡＳＴＭ、１９９３；Ｋｒｅｉｄｅｒ、１９８９）
。あるいは、非接触分光技術を用いて温度を測定することができる（Ｂｏｏｎ　＆　Ｋｏ
ｋ、１９８９；Ｓｌｙａｎｅｖ等、２００１）。熱電対と分光学的方法の両方を用いてマ
イクロチップ温度が測定された（ＨｕｈｍｅｒおよびＬａｎｄｅｒｓ、２０００；Ｓｌｙ
ａｎｅｖ等　２００１）。
【００６０】
　上では、本発明の好ましい実施形態の必要な要素および任意選択の要素について述べた
。以下はこれらの要素に関連する主要な変数である。（１）使用されるマイクロ波発生機
器および条件（発生器タイプ（マグネトロン、ソリッドステートチップなど）、周波数、
時間、出力、試料配置（オーブン空洞中と導波路中））、（２）誘電体の材料組成、（３
）実施する反応、（４）反応物に結合する分子（より一般的に言えば、実施するアッセイ
）、（４）（分析に応用するための）検出方法、（５）反応容器形式（マイクロアレイチ
ップ、マイクロタイタープレートなど、および誘電体が反応容器に組み込まれているか、
またはマイクロ波機器の一部か）、および（６）信号検出方法。用途が異なればこれらの
各々も異なり得る。以下、各変数を個々に考察する。
【００６１】
　１）マイクロ波機器：誘電材料が電磁気エネルギーを他の形式のエネルギー（熱）に変
換する能力を示すパラメータは損失係数または損失正接（Ｔａｎδ）である。すべての材
料で、Ｔａｎδは周波数に依存する。（所与の周波数において）選択溶媒よりもはるかに
高いＴａｎδ値を有する材料が本発明では注目される。周波数は、
【数１】

を最適にするように選択することができる。したがって、本発明がその潜在能力を余すと
ころなく発揮するためには、マイクロ波周波数、誘電体吸収特性（所望の高吸収性）およ
び溶媒（所望の低吸収性）が最適化されなければならない。複数の代謝回転（触媒作用）
が望まれる用途においては、誘電体が反応物溶液に浸され、
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【数１】

がより大きな妥当性を有しながら、マイクロ波照射を行うことができる。複数の代謝回転
が求められない場合（すなわち、化学量論以下の反応）には、マイクロ波放射の前に誘電
体を溶媒から除去することができる。したがって、例えば、空気中でマイクロ波放射する
ときには、

【数１】

は無関係になる。
【００６２】
　本発明にうまく適用することができる機器形式は多数ある。以下、それらについて個々
に述べる。
【００６３】
　ａ）マイクロ波源。上述したように、マイクロ波を発生する装置は多数ある。本発明で
最も注目すべきなのは、マグネトロンおよびソリッドステート装置である。台所のマイク
ロ波オーブンに一般的に見られる低出力マグネトロン（５００～１２００Ｗ）は本発明に
十分である。あるいは、ブルートゥースまたはＷｉ－Ｆｉチップなどのソリッドステート
装置は、無線通信装置に一般的に使用されている。これらは、台所のマイクロ波オーブン
と本質的に同じ周波数（２．４５ＧＨｚ）で低出力（＞１Ｗ）マイクロ波を放出する。こ
れらの装置は、白熱電球サイズのマグネトロンよりもはるかに小さく、家の鍵とほぼ同じ
サイズである。したがって、ソリッドステート装置は、ハンドヘルド装置中でマイクロ波
を出力することができる。特に誘電体が十分に加熱され、加熱される試料が導波路中に置
かれている場合には、低出力レベルは本発明での使用に十分である（下記参照）。
【００６４】
　（ｂ）反応容器中への誘電体の一体化または非一体化。加熱される誘電体は、分析的反
応を実施する生体分子の近傍にある。誘電体を反応容器に組み込むことが好都合な場合が
多い（すなわち、誘電体を含むマイクロアレイチップ）。しかし、反応容器から誘電体を
分離させることも別法では可能である。例えば、誘電体を含むマイクロチップホルダーを
マイクロ波機器設計中に含めることができる。分析されるマイクロアレイチップは、誘電
体を含まず、ホルダーに挿入されることになる。設計上極めて重要であるのは、誘電体が
、生物学的反応／分析が行われる固体担体表面に熱的に近接していなければならないこと
である。
【００６５】
　（ｃ）試料挿入位置（導波路またはオーブン空洞）。上述したように、固体担体（反応
物）および誘電体は、オーブン空洞中または導波路中でマイクロ波エネルギーを吸収する
ことができる。オーブンチャンバよりも導波路中での照射が有利な点は、（ａ）より均一
なマイクロ波浴（定在波によるホットスポットがない）、および（ｂ）発生マイクロ波エ
ネルギーのより多くの部分が実際に試料に当たること（より集中した出力吸収）などであ
る。別の利点は、導波路がオーブン空洞よりも一般に小さく、機器サイズが問題になると
きには有利なことである。
【００６６】
　２）誘電材料：１）で述べたように、水性反応の場合には、（触媒作用が所望であれば
）溶媒よりも高い損失正接を有する誘電材料を使用することが望ましい。（溶媒として）
水よりもＴａｎδの値が大きい材料のリストを以下に示す。これらの材料のすべて（およ
び、記載されていない他の材料）を本発明において使用することができる（注：研究者間
の差は、通常、データ収集時の差による）。
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【００６７】
【表２】

【００６８】
　固体温度に対するマイクロ波加熱の効果－１分間加熱：
　水：　　　（５６０Ｗ、２．４５ＧＨｚオーブン）８１℃
　炭素：　　（５００Ｗ、２．４５ＧＨｚオーブン）１２８３℃
　ニッケル：（５００Ｗ、２．４５ＧＨｚ）３８４℃
　酸化銅：　（５００Ｗ、２．４５ＧＨｚ）７０１℃（０．５分加熱）
【００６９】
【表３】

【００７０】
　高誘電率材料はチタン酸バリウム（ＢａＴｉＯ3）である。誘電率は（水の８０と比較
して）２００～１６，０００である。チタン酸バリウムは、フィルムに成形することがで
き、分析装置に使用されてきた（Ｅｗａｒｔ等、米国特許第５，９２２，５３７号）。さ
らに、チタン酸バリウムに加えて、他の強誘電性材料の薄いフィルムおよび厚いフィルム
を低温で作製する方法は着実に向上している。既知の高誘電率無機チタン酸塩、ニオブ酸
塩および強誘電性ポリマーは、低温化学気相成長、レーザー光フォトアブレーション付着
（ｌａｓｅｒ　ｐｈｏｔｏ－ａｂｌａｔｉｏｎ　ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ）、ゾルゲル法、
ＲＦマグネトロンスパッタリング、スクリーン印刷および焼成、（ポリマーの場合）スピ
ンコーティングおよび他の方法を含めて多数のプロセスによって作製することができる（
Ｙａｎｇ等、１９９８）。
【００７１】
　天然粘土も成形可能な誘電体として使用することができる（上表参照）。また、アルミ
ナ－マグネタイト（Ａｌ2Ｏ3－Ｆｅ3Ｏ4）の１：１ｗ／ｗ混合物も、強力に加熱される誘
電体担体として使用することができる（Ｂｒａｍ等、１９９１）。マグネタイト（Ｆｅ3

Ｏ4）粒子はそれ自体、マイクロ波照射によって十分に加熱される。粘土は、マイクロ波
吸収体として、２４５０ＭＨｚにおけるよりも９１５ＭＨｚにおいて水とは異なる（上表
における比較）。
【００７２】
　使用することができる別の材料は炭素である。炭素の形式は、カーボンブラック、活性
炭、グラファイト、炭素ナノチューブ、ナノスフェア（Ｃ60、Ｃ70など）などである。誘
電体としての炭素の使用は、本明細書に記載されている。
【００７３】
　マイクロ波照射中に水などの溶媒よりも実質的に速く加熱することができるかどうかで
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誘電体をスクリーニングすることによって、追加の多数の誘電材料を確認することができ
る。クラスＩ誘電体（一般に１５０未満の誘電率）およびクラスＩＩ誘電体（一般に６０
０～１８，０００の範囲の誘電率）を使用することができる（技術資料、Ｎｏｖａｃａｐ
，Ｉｎｃ．、Ｖａｌｅｎｃｉａ　ＣＡ）。他の適切な材料としては、有機ポリマー、アル
ミニウム－エポキシ複合材料、酸化ケイ素などがある。マイクロ波周波数も変えることが
できる。この簡単なスクリーニング手順によって、水を実質的に加熱せずに誘電材料を加
熱する条件（周波数および材料）が得られる。実際、Ｓｙｍｙｘ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ，Ｉｎｃ．（ｗｗｗ．ｓｙｍｙｘ．ｃｏｍ）社では、新規材料のコンビナトリアル合
成を常法に従って実施して、独特の誘電特性などの注目すべき品質を有する材料を発見し
ている（Ｓｃｈｕｌｔｚ等、米国特許第５，９８５，３５６号）。
【００７４】
　ＲＦ照射によって実質的に加熱されるさらに別の材料としては、フェライト、強誘電体
などがある。上記ＢａＴｉＯ3に加えて、ＮａＮｂＯ3、ＬａＣｏＯ3、ＬａＳｒＯ3、Ｌａ
ＭｎＯ3、ＬａＦｅＯ3などの他のペロブスカイト（化学構造がＡＢＸ3の鉱物）は、マイ
クロ波の場によって十分に加熱される。マイクロ波中で効率的に加熱され、本発明に使用
することができる他の材料としては、ＳｉＣ、ＡｌＮ、ＺｎＯ、ＭｇＯ－ＳｉＣ、Ａｌ2

Ｏ3、ＡｌＮ－ＳｉＣなどがある。
【００７５】
　マイクロ波照射によって劇的に加熱されることがよく知られている他のタイプの材料は
、様々なセラミックス、すなわち、酸化物（例えば、Ａｌ2Ｏ3）、非酸化物（例えば、Ｃ
ｒＢおよびＦｅ2Ｂ）および複合材料（例えば、ＳｉＣ／ＳｉＯ2）である。多数の材料が
、それらのマイクロ波加熱特性を利用して加工（焼結など）されている。（Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＵＳＡ、１９９４）。
【００７６】
　マイクロ波は、複合材料を加熱することができる。例えば、通常マイクロ波を透過する
材料は、極性液体または伝導性粒子を添加することによって加熱することができる。アル
ミナ、ムライト、ジルコン、ＭｇＯ、Ｓｉ3Ｎ4などの耐熱性酸化物は、ＳｉＣ、Ｓｉ、Ｍ
ｇ、ＦｅＳｉおよびＣｒ2Ｏ3の電気伝導性粒子を添加することによってマイクロ波を用い
て有効に結合される。Ａｌ2Ｏ3、ＳｉＯ2およびＭｇＯを含めた酸化物は、Ｆｅ3Ｏ4、Ｍ
ｎＯ2、ＮｉＯ、アルミン酸カルシウムなどの損失性材料を添加することによって有効に
加熱される。Ｎｂ、ＴａＣ、ＳｉＣ、ＭｏＳｉ2、Ｃｕ、Ｆｅなどの伝導性粉体の混合物
、およびＺｒＯ2、Ｙ2Ｏ3、Ａｌ2Ｏ3などの絶縁体は、マイクロ波によって十分に結合さ
れる。絶縁酸化物粉体のマイクロ波吸収を促進するために、良好な結合剤（ｃｏｕｐｌｅ
ｒ）である様々な材料（オキシ硝酸ジルコニウム、硝酸アルミニウムおよび硝酸イットリ
ウム）の溶液も添加される。黒鉛状炭素とテフロン（登録商標）の複合材料でできたマイ
クロ波吸収マントルヒーターが、Ｍｉｌｅｓｔｏｎｅ，Ｉｎｃ．によって販売されている
。
【００７７】
　粉体、薄片、球体、針状、チップまたは繊維を含めて様々な形の伝導性材料を添加する
ことによって、低損失材料が加熱される。例えば、０．１～１００μｍのサイズのカーボ
ンブラックまたは金属片を含有物として使用すると加熱特性を向上させることができる。
このような材料の性質および濃度は、必要以上の実験をせずに最適化することができる（
Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｎ　Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ｏｆ　Ｍａｔ
ｅｒｉａｌｓ等、１９９４）。
【００７８】
　上述したように、セラミックスは圧電特性を有することができることが知られている。
圧電材料は、超音波処理によって生体分子と表面または別の生体分子との結合を加速する
ために使用できることも知られている（Ｓｉｚｔｏ　＆　Ｇａｌｌｕｐ、１９８６；Ｗｏ
ｈｌｓｔａｄｔｅｒ等、２００２）。したがって、マイクロ波の標的となる誘電セラミッ
クを電気的に接続することによって（当分野で既知の技術）、結合を加速する超音波振動
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／バジング（ｂｕｚｚｉｎｇ）圧電体と分析反応を加速する加熱素子の両方として使用す
ることができる。
【００７９】
　３）実施される反応は、反応物を特異的結合試薬に結合させることができる実質的にあ
らゆる化学反応とすることができる。これには、すべての既知の酵素触媒反応およびすべ
ての既知のゼオライト反応が含まれる。本発明は、天然触媒によって触媒されることが知
られていない反応を実施するために使用することができる。重要な特徴は、（１）反応物
を特異的に結合させることができること、および（２）反応が熱によって加速されること
である。
【００８０】
　マイクロ波によって加速される特異反応のための表面を調製する、マイクロ波によって
加速される化学反応も企図される。一例は、タンパク質分子とプラスチック表面との調製
用の吸着反応である。別の例は、ペプチド、一本鎖核酸または小分子リガンドの段階的合
成である。
【００８１】
　実際には調製用の反応ではないが、誘電体のマイクロ波加熱は、分析後に残留するあら
ゆる有害生物（ウイルス、細菌）または生体分子を失活させるために使用することができ
る。例えば、誘電体チップまたはマイクロタイタープレートは、分析後、高温または長時
間マイクロ波加熱して、生物学的有害廃棄物を確実に減少させ、または破壊することがで
きる。これは、本発明の安全面での特徴である。
【００８２】
　マイクロタイタープレートは、生物学的分析を実施するために広く使用されている（Ｊ
ｏｈｎｓｏｎ、１９９９）。マイクロタイタープレートは、一般に、８×１２配列の９６
ウェルを有するが、２４、３８４および１５３６を含めて他の配置および数のウェルも有
することができる。マイクロタイタープレートは、アクリルまたはポリカーボネートでで
きた（通常は）使い捨て装置であるが、本質的にあらゆる材料で作製することができる。
ウェルの体積は、プレート当たりのウェルの数に応じて変わるが、９６ウェルプレートの
ウェルは、ほぼ１５０マイクロリットルの液体を含む。ＥＬＩＳＡ、酵素アッセイおよび
核酸アッセイを含めた免疫測定法は、一般に、ウェル中で実施される。各ウェル中で異な
るアッセイを実施すること（１：１）が最も多いが、低体積試薬スポッティング技術（例
えば、Ｃａｒｔｅｓｉａｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｉｒｖｉｎｅ、ＣＡ
）、ＢｉｏＤｏｔ，Ｉｎｃ．（Ｉｒｖｉｎｅ、ＣＡ））によって単一のウェル中で複数の
アッセイを実施することが次第に多くなっている。例えば、４×４配列のアッセイを９６
ウェルプレートの各ウェルにおいて実施し、１５８６種類のアッセイをそのプレート中で
実施することができる（１６×９６）。一般に、プレートは、ウェル内面に（全体的にま
たはアレイスポッティングによって）抗体などの特異的捕捉分子をコーティングすること
によって分析用に調製される。結合は、通常、非特異的吸収によって起こる。プレートを
高温でインキュベーションすることによって、表面コーティングプロセスが加速される。
３７℃で３０分間のインキュベーションは、２０℃で終夜のインキュベーションとほぼ等
価である。結合は表面現象であり、バルク加熱は、ウェルの水溶液中の生体分子を変性さ
せる恐れがあるので、ウェル表面を標的に加熱することが好ましい。これは、ウェル表面
に熱的に近接した誘電体を有するマイクロ波加熱マイクロタイタープレートによって行う
ことができる。これは、プレートの底部を誘電体でコーティングすることによって、例え
ば、塗布、またはプレート材料（プラスチック）に誘電体を組み込むことによって実施す
ることができる。あるいは、従来のプレートを、誘電材料を含むホルダーまたはマントル
中に置くことができる。すべての場合において、誘電体は、生体分子が付着する表面に熱
的に近接している。ウェルコーティングの程度は、総タンパク質量または比色もしくは蛍
光性試薬を用いたＤＮＡ測定などの当分野で既知の標準的手段によって測定することがで
きる。コーティングは、機能に基づくアッセイによって分析することもできる（実施例１
１参照）。ウェルを目的分子でコーティングした後に、分析反応を実施することができる
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（ＤＮＡプローブアッセイ、免疫測定法）。
【００８３】
　実施可能な別のタイプの調製用反応は化学（有機または無機）合成である。合成は、単
一化合物または異なる化合物のアレイ、特にコンビナトリアルケミストリーによって調製
されたアレイとすることができる（Ｇａｌｌｏｐ、１９９４；Ｇｏｒｄｏｎ、１９９４；
Ｊａｃｏｂｓ　＆　Ｆｏｄｏｒ、１９９４；Ｄｏｌｌｅ、２０００）。続いて、化合物を
バイオアッセイに使用することができる。例えば、生物学的受容体を化学アレイに添加す
ることができ、次いで、アッセイを実施して、合成化合物のいずれかに対する受容体結合
を検出することができる。この実験タイプは、「化学ゲノミクス」および「化学プロテオ
ミクス」の分野に特有である。コンビナトリアルケミストリーには多数の形式があるが、
本発明において特に重要なのはマイクロチップ上でのコンビナトリアルケミストリーであ
る。化学反応が小規模であると、化合物ライブラリの低コストスクリーニングが可能にな
る。マイクロアレイチップ上での合成は、多量の有機溶媒および他の有害廃棄物が発生す
るのを回避することができる。チップ上での分析用調製において、同じチップ上でのマイ
クロ波支援化合物合成は、今までに実施されても企図されてもいない。マイクロ波支援コ
ンビナトリアルケミストリーの報告が公表され（Ｋａｐｐｅ、２００１；Ｂｏｒｍａｎ、
２００１）、チップ上でのコンビナトリアルケミストリーも報告された（Ｆｏｄｏｒ等、
１９９３；Ｋｒａｍｅｒ　＆　Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ－Ｍｅｒｇｅｎｅｒ、１９９８；Ｍａ
ｃＢｅａｔｈ等、１９９９；Ｈｅｒｇｅｎｒｏｔｈｅｒ、２０００；ＬｅＰｒｏｕｓｔ、
２０００、Ｋｏｒｂｅｌ、２００１；Ｇｒａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｄｅｓｉｇｎ、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ、Ｇｅｒｍａｎｙ；Ｘｅｏｔｒｏｎ　Ｃｏｒ
ｐ．、Ｈｏｕｓｔｏｎ、ＴＸ）。固体担体（マイクロアレイチップまたはマイクロタイタ
ープレート）に対する誘電体の熱的近接の概念によって、本発明は、担体上での固相化学
合成を初めて可能にした。さらに、誘電体の熱的近接によって、表面化学合成だけでなく
、後続の表面分析反応におけるマイクロ波誘導加熱も可能になる（例えば、マイクロ波に
よって惹起されるマイクロアレイチップまたはマイクロタイタープレート上での化学発光
反応）。
【００８４】
　４）反応結合分子は、試薬と特異的に相互作用することができるあらゆる分子とするこ
とができる。１回を超える代謝回転が必要な場合には、結合分子も熱的に安定なものとす
べきである。熱的に安定でない場合には、十分な代謝回転が可能になる時間が過ぎるまで
、マイクロ波加熱を適用すべきではない。分子は、低分子量でも高分子量でもよく、天然
でも人工のものでもよい。典型的な結合分子は、抗体、酵素、受容体、核酸、分子刷り込
みポリマーおよびゼオライトとすることができる。これらの分子は、特異的結合ポケット
または間隙を有する。あるいは、結合ポケットを持たないが、結合部位を有する分子によ
って特異的に認識される分子を固定することもできる。これには、酵素基質、酵素阻害剤
、受容体リガンドおよび受容体拮抗物質が含まれる。誘電体に対する種々の付着形式のい
ずれでも使用することができる。例えば、分子刷り込みポリマーを、誘電体ビーズまたは
粒子の周囲で重合することができる。分子刷り込みポリマーを表面に薄層として形成させ
ることができる（Ｓｈｉ等、１９９９；Ｇｌａｄ等、１９８５；Ｋｅｍｐｅ等、１９９５
；ＢｕｒｏｗおよびＭｉｎｏｕｒａ、１９９６；Ｍａｔｈｅｗ－ＫｒｏｔｚおよびＳｈｅ
、１９９５；Ｄａｉ等、１９９９；Ｎｏｒｒｌｏｗ等、１９８４）。ゼオライト結晶を誘
電体表面で成長させることができ、または浸漬被覆技術によってコーティングすることが
できる（ｖａｎ　Ｂｅｋｋｕｍ等、１９９４；Ｊａｎｓｅｎ等、１９９４）。タンパク質
および核酸を多数の表面に非特異的にコーティングすることができる。小分子は、マイク
ロ波誘導反応によって加速されてもされなくても、つなぎ鎖（ｔｅｔｈｅｒ）によって付
着させることができ、または多孔質担体中に捕捉することができる。
【００８５】
　５）反応容器の物理的形式。指向性マイクロ波化学を実施する上ではさほど重要ではな
いが、その上で反応が起こる好ましい固相タイプがある。形式に関しては、生物学的反応



(20) JP 4996052 B2 2012.8.8

10

20

30

40

50

は、チップ（またはスライド）、マイクロタイタープレート、試験管、遠心分離管、マイ
クロ遠心管およびビーズ上で実施されることが最も多い。最も重要な特徴は、生体分子が
付着し、そこで生化学反応が起こる表面を固体担体が持たなければならず、その表面はマ
イクロ波加熱誘電材料に熱的に近接していなければならないことである。
【００８６】
　誘電材料が反応表面に熱的に近接することができる好ましい方法が３つある。１つは、
固体担体を構成する材料中に誘電体を組み込むことである。例えば、テフロン（登録商標
）とグラファイトまたはチタン酸バリウムとの複合材料を作製することができる（Ｍｉｌ
ｅｓｔｏｎｅ，Ｉｎｃ．、Ｍｏｎｒｏｅ、ＣＴ）。マイクロアレイチップまたはマイクロ
タイタープレートは、複合材料から押出成形または射出成形することができる。第２に、
固体担体上のコーティングまたは層として誘電体を付着または堆積させることができる。
誘電体を（例えば、チタン酸バリウムまたは炭素ペーストとして）チップまたはプレート
の裏面に塗布または点在させることができる。「サンドイッチ」層としてチップ内に入れ
ることもできる。第３に、誘電体を、反応前に固体担体をその中またはその上に置く固体
マントルまたはホルダーとすることができる。この第３の形式では、チップまたはプレー
トは使い捨てすることができるが、誘電体マントルは再使用することができる。誘電体マ
ントルでは、誘電材料がかなりの質量（何グラムも）を有することもでき、迅速なマイク
ロ波加熱が容易になる。
【００８７】
　６）検出方法は、マイクロ波によって加速される化学反応に伴う物理化学変化を検出す
るあらゆる方法とすることができる。検出器は、発光、色変化、蛍光変化、質量変化など
を検出することができる。発光、例えば、化学発光反応を検出するＰＭＴ、ＣＣＤカメラ
、フォトダイオードアレイ、ｘ線フィルムなどの検出器は、マイクロ波反応と一体化され
ることが好ましい。同様に、レーザーまたはタングステン電球または白熱灯を光検出装置
（ＰＭＴなど）とともに使用して、吸光度変化または蛍光変化を検出することができる。
【００８８】
　好ましい方法および組成物
　本発明を実施する方法は多数ある。いくつかの変数としては、マイクロ波周波数および
出力、マイクロ波感受性材料の性質、反応表面形状（平面状または球状）、試薬捕捉メカ
ニズム（抗体、ＤＮＡ、共有結合、非共有結合など）、および加速すべき反応の性質を変
えること、ならびに実際的応用（分析、生物分析、調製など）が含まれる。以下は、いく
つかの変数の簡単な概要およびそれらの実際的応用である。マイクロ波加速標的反応を実
施する現時点で最良の方法も記述する。
【００８９】
　本発明の極めて注目すべき一形式は、「チップ」、すなわち、顕微鏡スライド（例えば
、１×３インチ（３×８ｃｍ）矩形ガラスまたは５インチ（１３ｃｍ）×５インチ（１３
ｃｍ）ガラス板）上にできていることが多い使い捨て平面上でそれを使用することである
。別の注目すべき形式は、「マイクロタイタープレート」上でそれを使用することである
。インクジェット印刷または他の高解像度堆積方法を用いたスポッティングによって、チ
ップ表面の１個から数千個の反応点、あるいは個々のマイクロタイタープレートウェル内
の１個から数個（例えば、４×４配列）の点が得られる。当分野で既知の多数の手動およ
び自動スポッティング手段がある。スポッティングロボット（Ｂｉｏｄｏｔ、Ｃａｒｔｅ
ｓｉａｎ）および簡単で安価なスポッティング装置（Ｘｅｎｏｐｏｒｅ）を販売している
多数の市販の供給業者が存在する。このようないわゆる「マイクロチップ」（Ｓｃｈｍａ
ｌｚｉｎｇ等、２０００）上での少量分析によって、膨大な数のアッセイを単一チップ上
で実施することが可能になる。チップ上またはマイクロタイタープレート内のアレイ（「
マクロアレイ」または「マイクロアレイ」）は分析目的で使用することができる。数千の
アッセイを、当分野で既知の堆積技術を用いて、商業的に広範に利用可能な単一チップま
たはプレート上で実施することができる（Ｐａｓｉｎｅｔｔｉ、２００１；Ｌｅｎｎｏｎ
、２０００；Ｃｏｏｐｅｒ、２００１；Ｄｒａｇｈｉｃｉ、２００１；Ｚｕｂｒｉｔｓｋ
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ｙ、２００１）。例えば、スポットのアレイを使用して、無数の遺伝子中の遺伝子突然変
異を検出することができる。別の例は、抗体を点在させる免疫測定法である。別の例は、
特異的タンパク質受容体を捕捉するアルカロイド、ペプチドなどの小分子が存在するリガ
ンドアッセイである。チップおよびプレートは、生化学研究、医学的診断、水質検査、食
物病原体検査および化学／生物学兵器検査を含めて、これらだけに限定されない多数の分
析用途に使用することができる。
【００９０】
　分析用途に加え、またはそれに代わって、表面標的マイクロ波加熱を調製用に使用する
ことができる。上記マイクロチップおよびマイクロタイタープレートを応用して、チップ
およびプレートを、指向性マイクロ波反応を用いた後続の分析用途用に調製することがで
きる。一般的な一領域は、プレートまたはチップに対する捕捉タンパク質の結合を強化す
るための標的マイクロ波加熱の使用である。別の一般的領域は、ペプチド、アルカロイド
などの小分子化合物のオンチップまたはオンプレート高速合成に標的マイクロ波加熱を使
用することである。
【００９１】
　オンチップまたはオンプレート有機合成を支援するために指向性マイクロ波加熱を使用
するという点では、本発明は、小型コンビナトリアルケミストリーライブラリ（Ｄｏｌｌ
ｅ、２０００）の調製用に注目される。多数の独特の化学物質をチップ上でｉｎ　ｓｉｔ
ｕで合成することができる。例えば、数千の様々なペプチドを従来の固相手順によってチ
ップ上で調製することができる。次いで、コンビナトリアルケミストリーチップを分析に
使用して固相化学ライブラリを評価することができる。例えば、チップを化学発光標識酵
素溶液に曝し、結合を検出することができる。このようなアッセイ形式は、酵素阻害剤を
発見するために使用することができる。同様に、リガンド候補のコンビナトリアルライブ
ラリに対する受容体結合を実施することができる。マイクロ波照射を使用してオンチップ
ライブラリ合成を加速し、その後、そのチップを分析することができる（例えば、マイク
ロ波誘導化学発光によって）。
【００９２】
　チップ（または誘電体表面）は、バルク溶液から分析物を固相抽出するための材料でコ
ーティングすることもできる。固相抽出は非特異的（吸着）、免疫吸収とすることができ
、または分子刷り込みポリマーを使用することができる（Ｆｌｅｉｓｈｅｒ　＆　Ｂｏｏ
ｓ、２００１；Ｋｒｉｓｈｎａｎ　＆　Ｉｂｒａｈａｍ、１９９４）。
【００９３】
　マイクロ波標的反応の多数の注目すべき用途候補がバイオテクノロジー／医薬品分野に
はある。これらの場合において、測定される分析物は、生物学的機能を有する。免疫測定
法、ＤＮＡプローブアッセイなどのあらゆる従来アッセイを前記技術によって実施するこ
とができる。これらのアッセイにおいては、周知の化学変換が起こり、あるレベルの検出
可能な物理化学変化が起こる。例えば、発色反応、蛍光発生反応または発光反応を実施す
ることができる。
【００９４】
　使用可能なさらに別のアッセイ形式は分子ビーコン技術（Ｒｏｂｉｎｓｏｎ等、２００
０）である。分子ビーコンを用いると、核酸のハイブリッド形成鎖が、末端標識核酸プロ
ーブによる蛍光放射および蛍光消光によって検出される。一端はフルオロフォアを有し、
もう一端はクエンチャーを有する。ハイブリッドが形成されると、両端が分離され、蛍光
を検出することができる。マイクロ波加熱を使用すると、ある温度でプローブを遊離して
溶液に戻すことができる。分離温度（融解温度）は、遊離するときの蛍光消光によって求
めることができる。最も注目すべき検出形式は化学発光（ＣＬ）である。これらについて
は、医薬品における試験的実際的用途を概説したセクションにおいてさらに詳述する。
【００９５】
　この手順を実施する好ましい方法は、誘電体として炭素粒子を使用することである。炭
素は、活性炭／木炭（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）、カー



(22) JP 4996052 B2 2012.8.8

10

20

30

40

50

ボンブラック（Ｃｏｌｕｍｂｉａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｍａｒｉｅｔｔａ、ＧＡ；Ｒｅ
ａｄｅ　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ、Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｅ、ＲＩ）、黒鉛
化炭素粒子（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ、ＰＡ）または
デキストラン被覆木炭ビーズ（Ｒｅｓｅａｃｈ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．）と
することができる。炭素ビーズは、反応物を刷り込んだポリマーでコーティングされてい
る（理想的には、炭素の周囲で重合された）ことが好ましい。
【００９６】
　他の非選択化学物質の存在下で、単一の選択化学物質の特異反応を加速することが望ま
しい場合が多い。調製用化学反応の例では、薬物製造において、様々なタイプの分子の混
合物（例えば、バルクラセミ混合物）の存在下で、１種類の鏡像異性体の化学反応（例え
ば、エステル加水分解）を加速することが望ましい場合が多い。分析化学反応の例では、
医学的診断において、膨大な他のタイプの分子の中で１つの特定タイプの分子の存在を示
すために特異的化学反応を加速することが望ましい。本発明は、特異的化学反応を加速す
る改良手段を提供するものであり、したがって、調製化学反応および分析化学反応の両方
で多数の実際的用途を有する。
【００９７】
　分析上有用な反応としては、色、発光、蛍光、電気化学、またはあらゆる他の検出可能
な物性の変化をもたらす反応などがある。調製用反応としては、加水分解および／または
エナンチオ選択的反応などがある。水溶液または有機溶液中でのあらゆる調製用反応が本
発明の対象になる。分析用途同様、調製用反応は、色、発光、蛍光、またはあらゆる他の
検出可能な物性の変化によってモニターすることができる。
【００９８】
　好ましい反応は、ルミノールと過酸化水素の化学発光反応である。以下に示すように、
この反応は、医学的診断、生物医学研究などの様々な分野において使用される周知の情報
伝達反応である。この反応は温度に異存し、ｐＨを最適値よりも低く調節することによっ
て減速し適切に温度制御することができる（実施例９および１０参照）。
【００９９】
　ルミノール－過酸化物反応などの化学発光反応は、フィルム（例えば、Ｘ線フィルム）
の使用を含めた多数の方法で、または光電子増倍管（ＰＭＴ）もしくは電荷結合素子（Ｃ
ＣＤ）カメラを用いて電子的にモニターし、定量することができる。ＰＭＴを用いる機器
は、光を測定する窓を備えたマイクロ波放射装置を含む。ＰＭＴまたはＣＣＤカメラを用
いた測定値は、パーソナルコンピュータおよび従来の市販のデータ収集／解析ソフトウェ
ア（例えば、ＬａｂＶＩＥＷ）を用いて収集し解析される。現時点で好ましい方法は、フ
ィルムを使用するものである。
【０１００】
　上述したように、誘電材料は、様々な形式をとることができる。現時点で最も注目すべ
き形式は、チップ上のスポットまたは層である。「誘電体チップ」を使用すると、複数の
分析物を高感度で検出することができる。実際、マイクロアレイチップまたはマイクロチ
ップは、本発明の注目すべき用途である。
【０１０１】
　例示的実際的用途の説明
　標的トリガーマイクロ波反応の実際的用途は多数ある。多くは分析化学反応および調製
化学反応の分野である。ただし、非分析的な分野もある。例えば、ある反応は、毒素（神
経ガスなど）を対象としてその毒素を特異的に失活させることができる。本発明は、化学
反応が求められ、その反応が選択分子に特異的であることが重要であるあらゆる実際的用
途において有用となり得る。
【０１０２】
　極めて注目すべき用途は生物医学分析である。生体分子の分析は、診断評価／予後評価
に極めて重要である。さらに、科学的な研究は、特異的生体分子の検出および測定能力に
左右される。このような生体分子としては、タンパク質（免疫測定検出）、核酸（ハイブ
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【０１０３】
　本発明は、標的マイクロ波加熱を使用して、表面でまたは表面に熱的に近接して起こる
分析反応を加速する方法を開示する。本発明は、マイクロ波加熱が、後続の分析反応用調
製において表面を改変する反応を加速することができる方法も開示する。
【０１０４】
　代替分析技術との比較
　医学現場または研究現場におけるマイクロ波加速化学発光（ＣＬ）分析は、通常使用さ
れる技術に優るいくつかの利点を有する。チップ上でのマイクロ波加速ＣＬに基づく分析
は、本明細書では「マイクロ波加速標的トリガー反応」技術（ＭＡＴＴＲ）と称する。
【０１０５】
　ＭＡＴＴＲは、既存の方法に優る明らかな利点がある。比較可能な技術には２つのタイ
プがある。１つは、主流の化学発光分析技術（Ｂｏｗｉｅ等、１９９６；Ｒｏｄａ等、２
０００）である。これらの技術を市場に出している会社には、酵素ベースのＣＬレポータ
ーを販売するＴｒｏｐｉｘ（ＰＥ　Ｃｏｒｐ．の系列会社）、ＣＬを用いたゲルブロッテ
ィング検出システムを販売するＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
などがある。ＣＬを用いた従来製品を有する他の会社としては、Ｌｕｍｉｇｅｎ、Ｌｉｆ
ｅｃｏｄｅｓ、Ｖｅｃｔｏｒ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｐｉｅｒｃｅなどがある。従来の
分析的ＣＬ法よりもＭＡＴＴＲが注目される点を表３に示す。ＣＬ反応は、一般に、「閃
光型」または「グロー型」である。閃光型反応は瞬時であり、したがって、素早い試薬混
合および分析が求められる。グロー型ＣＬ反応は、低レベルの光を長時間（数分または数
時間）にわたって放出する。
【０１０６】
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【表４】

【０１０７】
　典型的なグロー型反応は、化学発光ジオキセタン化合物の加水分解である。図３に示す
ように、加水分解性ジオキセタン発光は、温度依存性が高い。したがって、ジオキセタン
は優れたＭＡＴＴＲ標識になる。典型的な閃光型反応は、化学発光アクリジニウムエステ
ルである。アクリジニウムエステルのＣＬの閃光は、化学開始剤と混合するとすぐに化学
的に引き起こされる。反応速度は、開始剤濃度を低下させることによって、知覚できない
ほどに遅くなる。マイクロ波加熱によって高速の反応速度が回復し、化学発光閃光を生じ
る（Ｗｏｏｄ、１９８４）。
【０１０８】
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　ＭＡＴＴＲ技術は、いくつかの判定基準を満たす。それによって、ＭＡＴＴＲ技術は、
画期的生物分析技術となり、ＣＬを用いた従来の生物分析を著しく改善するものとみなさ
れる。
【０１０９】
　・「要求に応じて」（試薬混合によってではなく電子的に）信号を発生するＣＬ技術。
ＭＡＴＴＲにおいては、マイクロ波エネルギーは要求に応じてかけられ、好都合には、迅
速な物理混合ではなく電子的にＣＬ反応が引き起こされる。
【０１１０】
　・コストを削減し、保守を最小限に抑えた物理的に簡単な分析機器。ＭＡＴＴＲは、拡
散性のマイクロ波入力を必要とし、したがって、集束光入力を必要とする技術（蛍光また
は分光測光法）よりも簡単である。
【０１１１】
　・高感度および極めて迅速な分析。引き起こされる急速標的マイクロ波加熱は、確立さ
れた高感度ＣＬ化学反応を用いて膨大なＣＬ光を生じる。
【０１１２】
　・マイクロチップを用いる多重アッセイが可能な技術。マイクロ波加熱は、例えば、パ
ターン形成された誘電体スポットによってマイクロアレイチップ上の特定の領域に空間的
に向けることができる。多数のタイプのアッセイに有用な広範な可能化技術。ＭＡＴＴＲ
は、確立された発光標識を取り入れているので、従来のすべての形式のＣＬなどに使用す
ることができる。免疫測定法およびＤＮＡプローブアッセイに有用となる見込みがある。
【０１１３】
　生物医学分析におけるＭＡＴＴＲ計測手段
　上述したように、ＭＡＴＴＲチップからのＣＬは、（ＰＭＴまたはＣＣＤカメラを用い
て）フィルム上でまたは電子的に測定することができる。ＰＭＴまたはカメラを使用する
場合には、「ＭＡＴＴＲ機器」が使用される。好ましいＭＡＴＴＲ機器の基本的な構成成
分を図４に示す。この好ましい機器は、チップから放出される光がそこを通ってＰＭＴま
たはカメラによって検出される窓を備えるマイクロ波オーブンを含む。マイクロ波照射（
ＣＬ反応の加速）、光測定およびデータ分析の開始は、例えば、適切なソフトウェアを備
えた標準ＰＣを用いて実施される。適切なデータ収集／解析ソフトウェアは当分野で一般
的であり既知である。
【０１１４】
　チップ上でサイトカインを測定するようにすることができるＭＡＴＴＲ機器の一タイプ
を以下に示す。
【０１１５】
　・適切なマイクロ波オーブンは、マイクロ波水分／固体分析計（モデルＭ２、Ｄｅｎｖ
ｅｒ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ　Ｃｏ．、Ａｒｖａｄａ、ＣＯ）から作製される。このオー
ブンは、均一な出力密度を与える単一モードマイクロ波チャンバを備えることが好ましい
。このようなオーブンのマイクロ波チャンバは小さく円柱状であり、エネルギーは試料に
集中する。マイクロ波放射の操作周波数は２４５０ＭＨｚである。マイクロ波出力は５５
０Ｗである。電源は１１５Ｖ、６０Ｈｚである。
【０１１６】
　・オーブンチャンバの内部には、光ファイバーケーブルと並ぶチップホルダーが備わっ
ている。光ファイバーは、マイクロ波内部からオーブン外部のＰＭＴに伸びている。チッ
プホルダーは、様々なサイズ（例えば、１×３インチ（３×８ｃｍ）から５×５インチ（
１３×１３ｃｍ）まで）の使い捨て誘電体アッセイチップを保持する。
【０１１７】
　・マイクロ波チャンバ内のチップ画像化可能な光ファイバー検出システム。光ファイバ
ーは、チップから、ＣＬ反応から放出される光を捕捉する光記録光電子増倍管（ＰＭＴ、
ＨａｍａｍａｔｓｕモデルＨ５７８４－０１）に伸びる。
【０１１８】
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　・パーソナルコンピュータは、ＰＭＴおよびマイクロ波源を制御し同期させることが好
ましい。コンピュータは、ＬａｂＶＩＥＷソフトウェア（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｒ
ｕｍｅｎｔｓ　Ｃｏｒｐ．）などの多様なデータ収集、制御、分析および表示ソフトウェ
アパッケージも実行することが好ましい。
【０１１９】
　生物分析アッセイ用ＭＡＴＴＲ化学発光化合物
　光を効率的に放出し、生物分析目的に使用することができる極めて多数の化学発光反応
が知られている。ＣＬ反応のクラスの一部（その各々は構造が様々に変化する）は、１，
２－ジオキセタン、シュウ酸アリール、アクリジニウムエステル、ルミノールおよびルシ
ゲニンである。これらのクラスのすべてが、免疫測定法における標識としてまたは化学発
光酵素基質として分析に使用される。ほとんどの場合において、生じる光放出化学反応は
、酸化剤を含むことが多い２分子反応である。過酸化水素および水酸化ナトリウムは一般
的な第２の試薬である。反応のすべてを、温度上昇によって加速することができる。遊離
ＣＬ化合物、および免疫測定法に使用されるタンパク質修飾用リンカーで標識されたＣＬ
化合物のようなこれらの化合物の供給業者がある。
【０１２０】
　ＭＡＴＴＲ　ＣＬ反応に極めて有用であるＣＬ反応物クラスの一タイプは、１，２－ジ
オキセタン反応である。ジオキセタンは、過酸化水素などの第２の試薬なしで光を放出す
る。また、ジオキセタンＣＬ反応は、図３に示すように、温度依存性が著しい。ジオキセ
タンは、アルカリホスファターゼ、グルクロニダーゼ、グルコシダーゼおよびベータ－ガ
ラクトシダーゼの酵素免疫測定法および酵素アッセイにおいてグロー型試薬として使用さ
れる（Ｔｒｏｐｉｘ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）。図３からわかるように、これら
は、高温を使用することによってグロー型試薬から閃光型試薬に変換することができる。
様々なジオキセタンがＴｒｏｐｉｘおよび他の供給源から市販されており、それらをタン
パク質に結合させる方法が公表されている。また、Ｔｒｏｐｉｘは、タンパク質に連結す
ることができる抱合体も販売している。
【０１２１】
　アクリジニウムエステルは、ＭＡＴＴＲにおいて有用な別のクラスのＣＬ試薬である。
これらの化合物は、酸化剤の存在下で酸および塩基と反応し、閃光型ＣＬを生じる。いく
つかのアクリジニウムエステルが市販されている。Ｌｕｍｉｇｅｎ，Ｉｎｃ．（Ｓｏｕｔ
ｈｆｉｅｌｄ、ＭＩ）は、簡単な化学反応によって惹起されて急速な閃光としてＣＬを発
生する小さな水溶性化学発光標識アクリジニウムエステルを販売している。これらの化合
物は、タンパク質、核酸および他の生体分子に共有結合するように改変される。これらの
化合物の化学反応速度は、トリガー試薬を慎重に希釈して遅くすることができる。閃光Ｃ
Ｌは、マイクロ波加熱によって回復する。別の会社のＡｓｓａｙ　Ｄｅｓｉｇｎｓ，Ｉｎ
ｃ．（Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ、ＭＩ）もアクリジニウムエステル標識キットを販売している
。これらのアクリジニウムエステルは、ＮＨＳエステル官能基を介してタンパク質に結合
する。Ａｓｓａｙ　Ｄｅｓｉｇｎｓは、発光に影響を及ぼすトリガー溶液も販売している
。
【０１２２】
　ＭＡＴＴＲチップを用いた免疫測定法
　ＭＡＴＴＲを用いた免疫測定法は、多種多様な形式のいずれかで実施することができる
。例えば、その表面に特異的捕捉分子を有するＭＡＴＴＲチップを分析物溶液に曝し、続
いて（必要に応じて）二次抗体結合、および（必要に応じて）洗浄することができる（図
５）。免疫測定法は、競合またはサンドイッチ免疫測定形式を用いて実施される。情報伝
達標識である低分子量化学発光レポーター分子が、適切な表面結合分子上に置かれる。結
合および洗浄が終了した後に、チップをＭＡＴＴＲ機器内に置き、分析を実施する。
【０１２３】
　血管形成増殖因子の免疫測定検出
　ＭＡＴＴＲ技術の１つの応用例は、癌関連血管形成タンパク質の免疫測定法による検出
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におけるものである。血管形成は、血管新生とも呼ばれ、創傷治癒中の健康な体内、女性
の毎月の生殖周期、および妊娠において起こる。血管形成は、一連の「オン」および「オ
フ」調節スイッチによって体内で制御される。主要な「オン」スイッチは、血管形成増殖
因子（サイトカイン）として知られ、主要な「オフ」スイッチは、内因性血管形成阻害剤
として知られる。健康な体内では、血管成長が適切になるように、血管形成因子と抗血管
形成因子のバランスがとられている。
【０１２４】
　腫瘍は、それら自体の血液供給を補充するために多量の血管形成増殖因子を発現する。
固形腫瘍は、癌細胞がその成長の優位性を維持するために、血管を一定して供給する必要
がある。腫瘍細胞によって比較的多量の血管新生因子が分泌されるために、腫瘍血管系は
、管腔が異常に広く、血流が不規則であり、静止領域があり、透過性が高い。多種多様な
血管形成タンパク質があるので、多分析物チップを用いた検出および測定が注目される。
血管形成因子の分析は、生物医学研究において、および癌を含めた様々な疾患の治療に対
する診断において重要である。
【０１２５】
　抗血管形成治療は、有望な抗癌戦略を提供する（Ｆｏｌｋｍａｎ、１９９７）。血管形
成阻害は、さらなる血管成長を防止し、転移を抑制し、したがって腫瘍成長を阻害する。
この理念は広範に探究されている。現在、２０種を超える驚くべき多様なグループの抗血
管形成薬物が臨床試験で評価されており（Ｓａａｒｉｓｔｏ等、２０００）、それを上回
る多数の薬物が様々な研究および開発段階で評価されている。
【０１２６】
　免疫測定法の例は、腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦα）に対するものである。ＴＮＦα
は、血管形成増殖因子タンパク質である。高品質が要求される試薬、ＴＮＦαおよび適切
な抗体対の市販の供給源がいくつかある。Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌ
ｉｓ、ＭＮ）は、ＭＡＴＴＲを用いたアッセイに使用することができ、このタンパク質に
対するＣＬを利用したアッセイを販売している。このアッセイは、サンドイッチ酵素免疫
測定法である。ＭＡＴＴＲを用いると、当分野で既知の手段によって化学発光化合物の複
数のコピーで二次抗体が標識される。
【０１２７】
　ＴＮＦαの典型的なＭＡＴＴＲアッセイは、チタン酸バリウム／接着剤複合材料が下塗
りされた顕微鏡スライドをチップとして使用する。試薬の結合は、必要以上の実験をせず
に、試薬供給業者（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ；Ｓｉｇｍ
ａ　Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）の指示によって実施することができる
。抗ＴＮＦα抗体（対応セット）、洗浄緩衝剤およびブロッキング緩衝剤は、Ｒ＆Ｄ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓによって販売されている。まず、マウス抗ヒト抗体をスポッティングによっ
てチップ上に固定する。ブロッキング後、ヒトＴＮＦα（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を添
加し、結合させる。捕捉されたＴＮＦαに、ビオチン化検出抗体（ヤギ抗ヒト）を添加し
、それにイソルミノール－ストレプトアビジン（Ｓｉｇｍａ　Ｐｒｏｄｕｃｔ　Ｓ８５３
２、ストレプトアビジン当たり３．５個のイソルミノール分子）を結合させる。中性過酸
化物を添加し、マイクロ波加熱することによって、完全なチップ結合サンドイッチ複合体
（抗体－ＴＮＦα－抗体－ストレプトアビジン／イソルミノール）がＭＡＴＴＲを用いて
検出される。放出光は、オートラジオグラフィーフィルム、光電子増倍管（ＰＭＴ）また
は電荷結合素子（ＣＣＤ）カメラを含めた様々な手段のいずれかによって検出される。
【０１２８】
　ＭＡＴＴＲチップを用いた核酸プローブアッセイ：癌細胞遺伝子発現分析
　誘電体チップ上でのマイクロ波加速化学発光の別の実際的用途は、癌細胞の核酸検出に
おけるものである。分子腫瘍学は、診断および予後目的で複数の生物マーカーを使用する
方向に次第に向かっている（Ｓｉｄｒａｎｓｋｙ、１９９７；Ａｂａｔｉ　＆　Ｌｉｏｔ
ｔａ、１９９６；Ｍａｒｘ、２０００）。個々の腫瘍がどのように増殖し、治療に対して
どのように応答するかを理解することは、細胞分子が相互作用して細胞増殖、転移、およ
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び抗腫瘍剤に対する応答に影響を及ぼす仕方を理解することに基づいている。癌は極めて
特有な疾患であり、１つの疾患ではなく数百の疾患であるので、単に１個や２個の腫瘍マ
ーカーではなく、多数の腫瘍マーカーを同時に検出できることが将来極めて重要になる。
個人化された腫瘍学の分野は２つの特徴、すなわち、１）癌タンパク質の複雑な分子的役
割の理解、および２）個々の腫瘍特性を決定する多数の鍵となる分子の検出および測定能
力を中心にする。ＭＡＴＴＲは、両方の面で重要な役割を果たすことができる。ＭＡＴＴ
Ｒチップは、研究者が腫瘍経路の地図を描くのに役立ち、癌患者を個別に有効に治療する
のに必要な重要な情報を医師に提供することができる。長期的には、潜在的に重要な役割
は、癌検診、診断、病期分類、監視および治療モニタリングにおいて、ＭＡＴＴＲに基づ
いて遺伝子発現をプロファイリングすることにある。
【０１２９】
　ＭＡＴＴＲは、癌病期分類においてアッセイパネルの検出に適用することができる。癌
が診断された後に、治療計画を決定する前に癌の程度または「段階」が決定される。試験
を実施して、腫瘍病期分類（腫瘍サイズ／程度）、リンパ節病期分類（リンパ節の関与）
および転移病期分類（転移の有無）を決定する。血中および前哨リンパ節における腫瘍細
胞に対する分子試験をある程度使用して病期分類を実施する。腫瘍病期分類は、ＭＡＴＴ
Ｒアレイ試験の極めて注目すべき適用例である。というのは、これによって、医師は、治
療戦略、特にアジュバント療法を処方するかどうかについて決定することができるからで
ある。
【０１３０】
　第２の予測される核酸診断上のＭＡＴＴＲチップ適用例は、微小残存病変（ＭＲＤ）の
検出である。治療の判断は、他の方法では検出不可能な低レベルの循環癌細胞を検出する
ことができる多分析物ｃＤＮＡパネル表示によって極めて容易になるはずである。ＭＡＴ
ＴＲを用いると、臨床および病理学的寛解にある一部の患者は、明確な診断上および治療
上の意味を有する「分子病」の形跡を示す。分子診断学は、ＭＲＤを特定するのに極めて
大きな可能性を有する。
【０１３１】
　将来の試験が、様々な癌関連生物マーカーの検出および測定を必要とすることは明らか
である。多分析物パネルは、単一分析物試験よりも明らかに利点がある。複数のマーカー
を用いると、偽陽性／陰性の確率がかなり低くなる。また、おそらく最も重要なことは、
複数の生物マーカーによって、腫瘍特性のより明確な、より完全な像が描かれることであ
る。例えば、薬剤抵抗性または転移可能性の見込みを自信を持って決定することができる
。ほとんどの癌においては、これらを判定するのに理想的なパネルはまだ明確ではない。
ＭＡＴＴＲチップ技術は、臨床試験および基礎研究の強力なツールにもなり得る。汎用性
のあるアレイは、重要な分析アレイを開発するのに有用である。
【０１３２】
　ＭＡＴＴＲ技術は、癌細胞中のｍＲＮＡを検出して、いくつかの重要な癌タンパク質の
うちどれが産生されているかを決定するために使用することができる。分析は、ＲＴ－Ｐ
ＣＲによって細胞のｍＲＮＡから調製されるｃＤＮＡに対して実施される。ＲＴ－ＰＣＲ
は、特異的細胞のｍＲＮＡを増幅する強力で高感度な方法であり（Ｌａｔｃｈｍａｎ、１
９９５）、定性分子診断学と定量分子診断学の両方の強力な方法となりつつある（Ｆｒｅ
ｅｍａｎ等、１９９９）。ＲＴ－ＰＣＲにおいては、ｍＲＮＡ（全ＲＮＡまたはポリアデ
ニル化ＲＮＡ）が単離される。次いで、ＲＮＡは、レトロウイルス酵素である逆転写酵素
（「ｒｔ」）を用いて相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）に逆転写される。逆転写を開始するために
は（遺伝子特異的または汎用）プライマーが必要である。ポリメラーゼ連鎖反応法（「Ｐ
ＣＲ」）などのように生成物ｃＤＮＡは増幅されて検出可能な量のｃＤＮＡを生成する。
ＲＴ－ＰＣＲは、癌遺伝子発現を検出するために使用されることが多い確立された方法で
ある（総説としてＳｅｉｄｅｎ　＆　Ｓｋｌａｒ、１９９６を参照されたい）。癌遺伝子
発現のＲＴ－ＰＣＲ分析のほとんどすべての公表報告書において、単一タイプのｍＲＮＡ
のみが検出され、検出は、電気泳動、および放射能標識または染色による検出である。
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【０１３３】
　現在、個々の遺伝子変異および発現の単一試験が、腫瘍細胞を検出するための腫瘍学に
おいて臨床的に使用されている。やがて、膨大なｃＤＮＡマイクロアレイが、ゲノム全体
のレベルで腫瘍細胞を検出し、特徴づけるために一般的に使用されるはずである（Ｓｃｈ
ｅｎａ等、１９９５；Ｈａｒｋｉｎ、２０００）。短期的には、より小さなパネルの選択
的試験が、腫瘍細胞の高感度検出およびキャラクタリゼーションに極めて貴重なものにな
るはずである。癌遺伝子発現のアレイ試験は、より信頼できる診断を提供するだけでなく
、はるかに情報価値のある患者の予後の像も提供する。
【０１３４】
　核酸分析
　ＭＡＴＴＲに基づく核酸分析は、同じ技術による免疫測定分析と共通点が多い。主要な
相違を本明細書で述べる。アッセイは以下のように行われる。
【０１３５】
　（１）特異的捕捉分子をその表面に有するＭＡＴＴＲチップ（図６）を分析物溶液に曝
すと、分析物がその表面に結合する。アッセイの一タイプにおいては、捕捉された分析物
は、それ自体がＣＬ分子であらかじめ標識されているので検出可能である（Ｓｃｈｅｎａ
等、１９９５）。標的ｃＤＮＡは、多数の周知の方法および試薬のいずれかを用いて標識
することができる（ＴｒｉＬｉｎｋ　ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．Ｓａｎ
　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ；Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｒｐ．、Ｓｔｅｒｌｉｎｇ、Ｖ
Ａ）。標的を複数のＣＬレポーター基で標識することが好ましい。例えば、ＤＮＡは、化
学的にビオチン化することができ、ビオチン－ＤＮＡ分子は、複数のルミノール分子で標
識されたストレプトアビジンに結合することができる。あるいは、２次プローブを使用す
るサンドイッチタイプ形式を使用することができる（Ｋｒｉｃｋａ、１９９９）。この形
式では、チップ上に固定された１次プローブが非標識標的分子を捕捉し、非標識標的分子
はＣＬ－標識された二次プローブを捕捉する。
【０１３６】
　捕捉分子層はナイロン膜上に置かれる（図６）。ナイロンは、フルサイズのオーバーコ
ートでも、小さな円に打ち抜いたものでもよい。実際のスポッティングプロセスは、標準
の１”×３”顕微鏡スライド上にスポットを置くことができる手動マイクロアレイスポッ
ター（Ｘｅｎｏｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．）を用いて実施される。手動マイクロアレイ装置は
、寸法がわずか５”×５”で重量が３ポンド（１ｋｇ）未満の簡単なベンチトップ型装置
である。これは、外部電源が不要である。
【０１３７】
　コーティングされていない、または被覆されたガラス顕微鏡スライド、カバーガラス、
多孔質膜、ゲルまたはプラスチック。
【０１３８】
　（２）結合が完結した後に、チップをＭＡＴＴＲ機器のチップホルダー中に置き、測定
する。予想されるように、マイクロ波によって発生する熱は分析物を変性させるが、信号
は影響を受けないことに留意されたい。
【０１３９】
　特異的ｍＲＮＡの分析の説明
　腫瘍細胞系における特異的癌遺伝子の発現は、例えば、腫瘍細胞系中のＥＧＦＲ　ｍＲ
ＮＡを検出するのにＲＴ－ＰＣＲを使用したＬｅｉｔｚｅｌ等の方法（１９９８）を改良
して検出することができる。ＥＧＦＲは、乳癌の有名な予後マーカーである。
【０１４０】
　ＥＧＦＲを発現する適切な細胞系（Ａ４３１類表皮癌細胞（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｉｓ
ｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）および対照
細胞系が培養されている。ＭＡＴＴＲチップ上で使用して、ＥＧＦＲ　ｃＤＮＡが検出さ
れたことを示すことができる適切なハイブリッド形成プライマーが、Ｌｅｉｔｚｅｌ等（
１９９８）によって開示されている。全ＲＮＡが細胞から単離され、ＲＴ－ＰＣＲが実施
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される。ｃＤＮＡは、確立された手順によって、ＲＴ－ＰＣＲ中にビオチンで標識される
。ビオチン化ｃＤＮＡは、特定のプライマーによってナイロン被覆ＭＡＴＴＲチップ上で
捕捉される。次いで、ルミノール標識ストレプトアビジンが添加され、捕捉されたビオチ
ンに結合する。少量の過酸化物を添加し、マイクロ波照射すると発光し、フィルムまたは
電子的手段によって検出される。
【０１４１】
　別の調製用技術との比較
　タンパク質または核酸のマイクロタイタープレートまたはマイクロアレイチップを用い
た分析は、特異的タンパク質または核酸によるコーティングを含めて、分析前にプレート
またはチップを調製することがほぼ確実に必要である（Ｐｒｉｃｅ　＆　Ｎｅｗｍａｎ、
１９９７；Ｗｉｌｄ、２０００）。指向性マイクロ波加熱は、近くの誘電体に熱を向けて
プレートまたはチップの表面を選択的に加温することによって、これらの調製を加速する
ために使用することができる。
【０１４２】
　プレート表面指向性マイクロ波加熱は、例えば、３７℃インキュベーターチャンバ内で
の従来のバルク加熱と比較して、優れた結果が得られる。この優位性は、バルクインキュ
ベーター内ではプレート全体およびその内容物が均一に加温されるのに対して、表面標的
マイクロ波加熱においては、プレート結合表面が優先的に加温されるということと関係が
ある。したがって、表面結合反応が優先的に加速される。
【０１４３】
　数千の様々なタイプのプレートまたはチップ調製用反応があるが、一般に、それぞれ結
合巨大分子（タンパク質または核酸）または小分子リガンドの固定化を必要とする。ペプ
チド、他の小さな有機分子などの小分子リガンドのアレイ（ライブラリ）は、コンビナト
リアルケミストリー方法を用いてｉｎ　ｓｉｔｕで合成されることが多い。本発明の巨大
分子固定化および小有機分子コンビナトリアルケミストリー技術を既存の技術と以下に比
較する。
【０１４４】
　表面マイクロ波加熱が、調製用反応と、同じ場所における後続の分析反応との両方に使
用できることは本発明の明確な利点である。以下に述べるのは、調製用マイクロ波反応お
よび分析用マイクロ波反応を連続して使用することができる革新的な方法である。
【０１４５】
　タンパク質および核酸固定化における本発明の利点：
　免疫測定法およびＤＮＡプローブアッセイの前に、捕捉分子をマイクロチップまたはマ
イクロタイタープレート上に固定する。固定化は、ガラスまたはプラスチック表面への捕
捉分子の簡単な吸着によることが多い。この手順は、通常、室温で数時間、または３７℃
で約２時間のインキュベーションを必要とする。暖かいチャンバ（インキュベーター）中
で高温加熱が起こる。本発明は、分子を固定化することができる２つの新しい改善された
方法を開示する。これらの新しい方法は、単独でまたは一緒に使用することができる。１
つの方法は、下にある誘電体のマイクロ波加熱を使用して表面を約３７℃で徐々にインキ
ュベートするものである。もう１つの方法は、下にあるセラミック誘電体の圧電特性を使
用して超音波振動（超音波処理）を起こし、生体分子を、超音波処理のないときよりも速
く固体担体に結合させるものである。これら２つの方法を以下でさらに詳細に述べる。
【０１４６】
　（１）標的マイクロ波加熱を用いた高速固定。タンパク質、核酸などの巨大分子の結合
は表面現象である。表面が加温されている場合には、結合は速く起こる。マイクロ波表面
標的加温の利点が驚くべきことに発見された。通常行われるバルク液相ではなく結合表面
をマイクロ波加熱することによって、熱は表面近くの分子に向けられる。誘電体表面加熱
を使用する別の利点は、前例のない捕捉分子結合速度に加えて、同じ誘電体を後で分析目
的に使用することができることである。タンパク質またはＤＮＡ捕捉分子は、マイクロ波
を用いて結合され、次いでマイクロ波を用いて分析物検出における反応（例えば、化学発
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と、表面へのタンパク質の非特異的付着と、固相上の生体特異的（例えば、抗体－抗原）
結合の両方が加速されることが見出された。本明細書に記載する指向性マイクロ波表面加
熱によって、両方のタイプの結合を加速することができる。
【０１４７】
　（２）超音波処理を起こすセラミック誘電体の圧電効果を用いた高速固定。タンパク質
または核酸結合を容易にする第２の方法は、誘電体、特にセラミック誘電体の圧電効果を
利用するものである。圧電効果が溶液超音波処理を起こし、それが生体分子－表面結合を
加速することがこれまでに判明している（Ｓｉｚｔｏ　＆　Ｇａｌｌｕｐ、１９９６；Ｗ
ｏｈｌｓｔａｄｔｅｒ等、２００２）。本発明は、誘電体が、結合の加速と分析／調製化
学反応（例えば、化学発光）の加速の両方で機能することができることを見出した。圧電
超音波処理は、ガラスまたはプラスチック表面に対する分子の結合を加速し、生体分子－
生体分子（分析物）結合（捕捉）も加速する。
【０１４８】
　固相コンビナトリアルケミストリーにおける本発明の利点：
　次第に大きな低分子量化合物ライブラリが、タンパク質または核酸がそれらに結合する
かどうかでスクリーニングされ、または試験されている。本発明は、驚くべきことに、（
チップまたはプレートまたは他の固体担体上での）合成と後続の分析の両方で使用するこ
とができる。まず、指向性マイクロ波加熱は、表面上での化学合成を加速するのに使用さ
れ、次いで、表面の分析（例えば、化学発光受容体結合アッセイまたは免疫測定法に使用
される。小規模合成と後続の分析の利点は、発生する廃棄物が少なく（環境に対する感受
性が高い方法）、小規模でのマイクロ波加熱はエネルギー消費が少ないということである
（マイクロ波加熱は一般に「環境に配慮した技術（ｇｒｅｅｎ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）
」とみなされている）。
【０１４９】
　多数の化学固相ライブラリが合成されている。例えば、タンパク質受容体に結合するリ
ード化合物を探索するためにペプチドライブラリを作製することができる。合成は、本発
明者らのロボット工学を用いて、外気中、または空気に敏感な反応では気密プラスチック
チャンバに入れて、表面で行うことができる。
【０１５０】
　より小さなライブラリ（２～１０００個の異なる化学物質）は、集中型（ｆｏｃｕｓｅ
ｄ）ライブラリと呼ばれる。マイクロ波表面誘電加熱を用いて集中型化合物ライブラリを
作製することができる。次いで、同じチップ上でマイクロ波加速反応を用いてライブラリ
を分析して、結合または触媒作用を検出することができる。
【０１５１】
　マイクロ波加速化学反応は、ほぼ２０年間文献に掲載されており、コンビナトリアルケ
ミストリーおよび創薬に関わる有機化学者に次第に普及している（Ｌｅｗ等、２００２；
Ｗａｔｈｅｙ等　２００２；Ｋａｐｐｅ、２００２）。増大する要求を満たすために、少
なくとも３つの会社、すなわち、Ｐｅｒｓｏｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｕｐｐｓａｌ
ａ、Ｓｗｅｄｅｎ）、ＣＥＭ（Ｗｉｌｓｏｎ、ＮＣ）およびＭｉｌｅｓｔｏｎｅ（Ｉｔａ
ｌｙ）が、溶液相反応用機器およびキットを提供している。市販の製品はすべて照射管中
での溶液相合成を必要とする。まだ十分に商用化されていないが、固相、無溶媒マイクロ
波化学も科学文献に次第に見られるようになってきている（Ｗａｔｈｅｙ等、２００２）
。マイクロ波化学は、反応時間を１／１０以下に短縮することが多く、一方、収率は実質
的に増加する（表４）。
【０１５２】
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【表５】

【０１５３】
　オンチップ誘電体指向性マイクロ波コンビナトリアルケミストリー（ＭＡＴＴＲ）は今
までに報告されていない。ＭＡＴＴＲにおいては、反応混合物はマイクロ波の直接標的と
はならない。誘電体チップが標的であり、近くの反応物への熱伝達によって反応が進めら
れる。蒸発は、必要に応じて、不活性ＰＴＦＥチップカバーによって最小限に抑えられる
。本質において、ＭＡＴＴＲによって初めて、マイクロアレイ、コンビナトリアルケミス
トリーおよびマイクロ波化学の各分野が統合される。
【０１５４】
　今まで、オンチップ合成は、実験で得られる情報によって労力が報われることが少ない
ので、注目されなかった。１回または２回しか使用されず、次いで、廃棄されるチップを
調製するのに従来の（長い）反応時間を必要とした。ＭＡＴＴＲによって、合成時間が著
しく減少し、合成と分析を１日で実施することができる。さらに、ＭＡＴＴＲは、廃棄物
をほとんど生成しない、低溶媒体積化学である。ここまで本発明を概説してきたが、本発
明は以下の実施例を参照することによってより容易に理解されるはずである。以下の実施
例は、説明のために提供するものであって、特に示さない限り、本発明を限定するもので
はない。
【実施例１】
【０１５５】
　水中懸濁炭素粒子を優先的に対象とするマイクロ波
　水中の炭素粒子が、それらが懸濁されている水よりも実質的に速く加熱されるかどうか
を試験するために実験を実施した。実験には、従来の台所用マイクロ波オーブン（Ｐａｎ
ａｓｏｎｉｃ　ＮＮ－Ｓ９４９、出力１１００Ｗ、２．４５ＧＨｚ）を使用した。炭素は
、この放出周波数では水よりも損失の大きいことが知られている。したがって、炭素（約
２００ｍｇ）の水（約１００ｍＬ）中懸濁液は、純粋な水よりも速く加熱されるはずであ
る。（木炭練炭（Ｓｕｐｅｒ　Ｇ、Ｌａｎｄｏｖｅｒ、ＭＤ）を乳鉢と乳棒を用いて粉砕
して粉体にした）粉末炭素の非存在下または存在下で水（１００ｍＬ）を加熱した。マイ
クロ波加熱１．０分後に、炭素含有水は水単体（７４°Ｆ（２３℃））よりも９°Ｆ（５
℃）高く（８３°Ｆ（２８℃）加温された。（加熱された炭素はその熱を水に伝達し、そ
れを本発明者が測定した）。実験を繰り返し、類似の結果（炭素存在下で９°Ｆ（５℃）
の上昇）を得た。これは、誘電加熱によって物質を水中で優先的に加熱することができる
ことを示している。あるいは、２．４５ＧＨｚにおいて炭素よりもはるかに速く加熱され
る異なる誘電材料を使用することができ、または水をあまり加熱しない異なる周波数を使
用することができ、またはそれら両方を使用することができる。
【実施例２】
【０１５６】
　水和粘土を優先的に対象とするマイクロ波
　水和粘土が水よりも実質的に速く加熱されるかどうかを試験するために３通りの実験を
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実施した。Ｂｕｆｆｌｅｒ　＆　Ｒｉｓｍａｎによる報告（１９９６）によれば、粘土は
、特に９１５ＭＨｚにおいて、水よりも速く加熱される。粘土は成形可能であり、ビーズ
のコア誘電体として、またはカートリッジ中の平面として使用することができる。この仮
説を検定するために、２４５０ＭＨｚ放射マイクロ波オーブンを使用した。Ｂｕｆｆｌｅ
ｒ　＆　Ｒｉｓｍａｎの報告に基づいて、これらの（２４５０ＭＨｚ）実験におけるあら
ゆる明白な結果は、９１５ＭＨｚにおいてはるかに良好な結果が得られることを示してい
る。
【０１５７】
　実験１：実施例１で示したのと同じ電子レンジを用いて、電子レンジ用プラスチックカ
ップ中で湧水約１００ｍＬを６０秒間加熱した。温度は、２５．０℃から９２．５℃に上
昇した。約２００ｍｇの粘土（Ｇｒｅａｔ　Ｌａｋｅｓ　Ｃｌａｙ　ａｎｄ　Ｓｕｐｐｌ
ｙ　Ｃｏ．、Ｃａｒｐｅｎｔｅｒｓｖｉｌｌｅ、ＩＬから乾燥粉体として供給されたベン
トナイト２００粘土）を含む同じ体積の水もマイクロ波によって加熱された。温度は２５
．０℃から９４．５℃に上昇した。この実験によれば、粘土は水よりも加熱され、粘土存
在下での温度変化は（熱い）粘土粒子からバルク水への（わずかな）熱伝達によるもので
ある。
【０１５８】
　実験２：同じ電子レンジを用いて、電子レンジ用プラスチックカップ中で湧水約２００
ｍＬを４５秒間加熱した。温度は１９．０℃から４９．０℃に上昇した。同じ電子レンジ
を用いて、約５０ｍｇの粘土（ベントナイト２００粘土）を含む同じ体積の水も加熱した
。温度は１９．０℃から５２．０℃に上昇した。この実験によって、粘土が水よりも加熱
され、粘土存在下での温度変化は（熱い）粘土粒子からバルク水への（わずかな）熱伝達
によるものであることが検証された。
【０１５９】
　実験３：同じ電子レンジを用いて、電子レンジ用プラスチックカップ中で室温の湧水約
５０ｍＬを３０秒間加熱した。温度は６８．０℃に上昇した。同じ電子レンジを用いて、
同体積の室温の水和ベントナイト２００粘土（最低量の液体の水）も加熱した。温度は８
４．０℃に上昇した。この実験によって、２４５０ＭＨｚ（１１００Ｗ）マイクロ波照射
に曝すと粘土は水よりも速く加熱されることが確認された。この実験は、実験１および２
における粘土含有水の温度上昇が、実質的により熱い粘土からより冷たい水への（わずか
な）熱伝達によるものであることも示している。マイクロ波加熱は、水の存在下で粘土に
向けられた。
【実施例３】
【０１６０】
　Ｌ－フェニルアラニン－ｐ－ニトロアニリドに結合する炭素含有分子刷り込みポリマー
粒子の調製
　人工生体分子がマイクロ波加熱誘電体に熱的に近接した物理形式は多数考えられる。形
式の１つは、ビーズまたは粒子である。本明細書に記載する実施形態においては、炭素粒
子（誘電体）と分子刷り込みポリマー（人工生体分子）は複合材料粒子を形成する。
【０１６１】
　ポリマーは、プリント（テンプレート）分子の両方を含有する溶液中でモノマーと架橋
剤から調製される。懸濁液中には炭素粒子も存在する。重合が起こると、成長する架橋ポ
リマーは、テンプレート分子と炭素粒子の両方を包み込む。ポリマー／炭素粒子複合材料
は小さな断片に粉砕される。この、炭素粒子とポリマー中の刷り込み結合部位とは近接し
て存在する。
【０１６２】
　この実施例は、このような誘電体／人工生体分子複合材料の調製について詳述する。複
合材料は、Ｌ－とＤ－鏡像異性体の混合物からＬ－フェニルアラニン－ｐ－ニトロアニリ
ドを選択的に加水分解するために使用することができる。
【０１６３】
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　Ｄ－およびＬ－フェニルアラニン－ｐ－ニトロアニリドの合成（Ｏ’Ｓｈａｎｎｅｓｓ
ｙ等、１９８９ａ）。Ｄ－およびＬ－フェニルアラニンアニリドは、１，３－ジシクロヘ
キシルカルボジイミド／１－ヒドロキシベンゾトリアゾールを縮合剤として用いてＮ，Ｎ
－ジメチルホルムアミド中で、対応するＢＯＣ－誘導体をアニリンとカップリングさせる
ことによって合成される。トリフルオロ酢酸を用いて脱保護した後、得られた固体を０．
１Ｍ　ＨＣ１を用いて可溶化し、ろ過し、トルエンで抽出する。１Ｍ　ＮａＯＨを添加し
て水相のｐＨを９に調節し、アニリドの遊離塩基を酢酸エチル中に抽出した。次いで、こ
のアニリドの遊離塩基を１－プロパノール／へキサンから結晶化させる。
【０１６４】
　炭素粒子の調製。小さな炭素粒子は、上記実施例１に記載したとおり木炭から調製する
ことができる。あるいは、活性炭（Ｄａｒｃｏ（登録商標）ＫＢ、１００メッシュ、Ａｌ
ｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ、ＷＩ）を使用することが
できる。どちらの場合においても、炭素を乳鉢と乳棒を用いて粉砕して微粒子を作製する
。炭素粒子をクロロホルム中に懸濁させ、１０μｍのふるいにかける。ふるいを通過する
クロロホルムを、炭素粒子がある程度濃縮された懸濁液が得られるまで蒸発させる。この
炭素懸濁液を、分子刷り込み重合中の溶媒として使用する。
【０１６５】
　分子刷り込みポリマー／炭素複合材料の調製（Ｏ’Ｓｈａｎｎｅｓｓｙ等、１９８９ａ
；Ｏ’Ｓｈａｎｎｅｓｓｙ等、１９８９ｂ）。上記炭素粒子含有クロロホルムを溶媒とし
て使用する。５０ｍＬガラス管に、プリント分子のＬ－フェニルアラニン－ｐ－ニトロア
ニリド（ＰＰＮＡ）１．９５６ｍｍｏｌ、官能基モノマーのメタクリル酸（ＭＭＡ）７．
８６ｍｍｏｌ、架橋剤のエチレングリコールジメタクリレート（ＥＤＭＡ）３９．３ｍｍ
ｏｌ、溶媒１２ｍＬ、および開始剤の２，２’－アゾビス（２－メチルプロピオニトリル
（ＡＩＢＮ）０．５７ｍｍｏｌを添加する。この管を密封し、超音波処理によって完全に
溶解させる。この混合物を超音波処理によって脱気し、窒素を５分間注入する。混合物を
４℃に冷却する。この温度で、懸濁炭素粒子が沈降するのを防止するためにごく緩やかに
撹拌しながら、標準の実験室用ＵＶ源（３６６ｎｍ）を用いて、混合物に終夜照射する。
【０１６６】
　形成されたポリマー（固体）を小さな豆粒大の断片に粉砕し、次いで、乳鉢と乳棒を用
いて粉体にすり潰す。この粉体をクロロホルムに懸濁し、次いで、１００μｍふるいを通
してろ過する。焼結ガラス漏斗を用いて、溶媒交換によってプリント分子を除去する。水
酸化アンモニウム（ＮＨ4ＯＨ）とアセトニトリル（ＣＨ3ＣＮ）の３０：７０混合物を使
用し、続いてＣＨ3ＣＮのみを使用する。最後に、複合材料粒子を乾燥させる。
【実施例４】
【０１６７】
　Ｌ－フェニルアラニン－ｐ－ニトロアニリドのマイクロ波加水分解；反応物溶液に接触
している分子刷り込みポリマー誘電体粒子
　Ｌ－フェニルアラニン－ｐ－ニトロアニリド（Ｌ－ＰＰＮＡ）を、実施例３に記載した
刷り込み複合材料粒子の存在下で加水分解する。粒子（０．２ｇ）をＬ－ＰＰＮＡ溶液（
０．１ｍＭ）５０ｍＬ中に懸濁させる。Ｌ－ＰＰＮＡ溶媒は８０％ＣＨ3ＣＮ／２０％Ｈ2

Ｏである（水は中性ｐＨである）。
【０１６８】
　粒子／基質溶液を１１００Ｗ／２．４５０ＧＨｚマイクロ波中に置く。粒子表面の反応
を加速するのに十分な時間マイクロ波を発生させる。対照として、同じ実験（Ｌ－ＰＰＮ
Ａ溶液のマイクロ波加熱）を粒子の非存在下で反復する。
【０１６９】
　ｐ－ニトロアニリン量の分析を、分光光度分析またはＨＰＬＣ分析（両方のタイプの分
析が当業者には知られている）によって実施する。結果は、粒子の存在下ではより多くの
ｐ－ニトロアニリンが生成されることを示している。
【０１７０】
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　マイクロ波加水分解が、粒子に対するＬ－ＰＰＮＡの非特異的結合の結果ではないこと
を示すために、Ｄ－ＰＰＮＡを用いて実験を繰り返す。その結果、同一条件下では、Ｌ－
ＰＰＮＡがＤ－ＰＰＮＡよりも加水分解されることがわかる。これらの結果は、加水分解
性結合部位が、Ｌ－ＰＰＮＡの場合に鏡像異性特異性を有することを示している。
【０１７１】
　触媒作用による分子刷り込みポリマー（人工酵素）は、すでに記述されているが（Ｌｅ
ｏｎｈａｒｄｔおよびＭｏｓｂａｃｈ、１９８７；Ｂｙｓｔｒｏｍ等、１９９３）、これ
は、マイクロ波による指向性加熱によって触媒作用が加速される人工酵素の最初の記述で
ある。
【実施例５】
【０１７２】
　Ｌ－フェニルアラニン－ｐ－ニトロアニリドのマイクロ波加水分解；空気に接している
分子刷り込みポリマー誘電体粒子
　Ｌ－フェニルアラニン－ｐ－ニトロアニリド（Ｌ－ＰＰＮＡ）の加水分解を、実施例３
に記載の刷り込み複合材料粒子の存在下で実施する。粒子（０．２ｇ）をＬ－ＰＰＮＡの
溶液（０．１ｍＭ）５０ｍＬに懸濁させる。Ｌ－ＰＰＮＡ溶媒は、８０％ＣＨ3ＣＮ／２
０％Ｈ2Ｏ（水は中性ｐＨである）である。
【０１７３】
　Ｌ－ＰＰＮＡが分子刷り込みポリマーと結合平衡に達するのに十分な時間の後に、複合
材料粒子を反応物溶液からろ過し、水で簡単に洗浄して過剰の反応物を除去する。
【０１７４】
　ろ過粒子を１１００Ｗ／２．４５０ＧＨｚマイクロ波オーブン中に置く。マイクロ波を
、粒子表面での反応を加速するのに十分な時間発生させる。対照として、同じ実験（マイ
クロ波加熱Ｌ－ＰＰＮＡ溶液）を粒子の非存在下で繰り返す。
【０１７５】
　ｐ－ニトロアニリン量の分析を、分光光度分析またはＨＰＬＣ分析（両方のタイプの分
析が当業者には知られている）によって実施する。結果は、対照（非刷り込み）粒子より
も刷り込み粒子の存在下でより多くのｐ－ニトロアニリンが生成されることを示している
。
【０１７６】
　マイクロ波加水分解が、粒子に対するＬ－ＰＰＮＡの非特異的結合の結果ではないこと
を示すために、Ｄ－ＰＰＮＡを用いて実験を繰り返す。その結果、同一条件下では、Ｌ－
ＰＰＮＡがＤ－ＰＰＮＡよりも加水分解されることがわかる。これらの結果は、加水分解
性結合部位が、Ｌ－ＰＰＮＡの場合に鏡像異性特異性を有することを示している。
【実施例６】
【０１７７】
　ゼオライト被覆粘土誘電体表面の調製
　ゼオライトは、原油からガソリンへの転化、ならびに排ガスからＣＯ、ＮＯｘおよび炭
化水素を除去する自動車用マフラーを含めて、多数の用途において特異的化学反応を触媒
するのに使用される多孔質無機固体である（Ｒｏｕｈｉ、２０００）。これらの反応は、
ゼオライト内部の狭い空隙内で起こる。あらゆる化学反応と同様に、ゼオライト空間にお
ける反応速度は温度とともに増加する。
【０１７８】
　ゼオライトは、誘電マイクロ波反応性材料の表面を含めて、多孔質および非多孔質固体
表面に固定することができる（ｖａｎ　Ｂｅｋｋｕｍ等、１９９４；Ｊａｎｓｅｎ等、１
９９４）。ゼオライトコーティングは、フィルムでも層でもよい。フィルムは、担体上に
並列したマイクロ多孔質結晶の連続固相である。層は、担体上に多少無秩序に配向したマ
イクロ多孔質結晶の（不）連続固相である。ゼオライトコーティングの調製は周知である
（Ｊａｎｓｅｎ等、１９９４）。コーティングは、形成されたゼオライトを適用すること
によって、または表面上でゼオライトを成長させることによって、形成させることができ
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る。
【０１７９】
　この実施例においては、Ｙゼオライト（Ｚｅｏｌｙｓｔ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
、Ｖａｌｌｅｙ　Ｆｏｒｇｅ、ＰＡ）を、ベントナイト２００粘土の約０．５ｃｍ×０．
５ｃｍの表面に浸漬コーティング技術によって固定する。（あるいは、炭素などの他の誘
電材料を担体として使用することができる。）浸漬コーティングは、表面にゼオライトを
塗布する効率的で十分実績のある方法であり、ほとんどの担体表面に使用することができ
る（ｖａｎ　Ｂｅｋｋｕｍ等、１９９４）。Ｙゼオライトは、溶解重合物質を含むスラリ
ーにされ、溶媒除去後、連続相の層を形成する。通常添加されるバインダーは、硬化する
と、表面に強く結合したゼオライト層を形成するのに役立つ。
【実施例７】
【０１８０】
　ゼオライトＹ被覆粘土誘電体表面での１－ナフチルフェニルアセテートのマイクロ波加
速均等開裂
　ゼオライトＹ被覆粘土チップ（実施例６）を５０ｍＬビーカーの底に置く。１－ナフチ
ルフェニルアセテート（ＮＰ）（１０ｍＭ）を含有するへキサン（２０ｍＬ）を添加する
（Ｇｕ等、１９９９）。ビーカーをマイクロ波オーブン（Ｐａｎａｓｏｎｉｃ　ＮＮ－Ｓ
９４９、出力１１００Ｗ、２．４５ＧＨｚ）中に置き、ゼオライト表面で反応が起きるま
でマイクロ波を発生させる。照射後、バルクへキサン溶液を既報のとおりガスクロマトグ
ラフィーで分析する（Ｇｕ等、１９９９）。表面ゼオライトを純粋なへキサン中に抽出し
、抽出物をやはりＧＣで分析する。ＮＰの反応率は、バルクへキサン溶液中よりもゼオラ
イト抽出物中の方が高い（生成物／反応物濃度比が高い）。
【０１８１】
　第２の実験においては、２個のゼオライト被覆粘土チップを、１０ｍＭ　ＮＰのへキサ
ン溶液を含む別々のビーカーに浸漬する。一方のビーカーをマイクロ波照射に曝し、もう
一方のビーカーをマイクロ波照射に曝さない。ゼオライト粘土チップをへキサンで抽出し
、ＧＣで分析する。マイクロ波照射ゼオライトは、非マイクロ波加熱ゼオライトよりも生
成物／反応物比が高い。
【実施例８】
【０１８２】
　誘電分子刷り込みポリマーへの絶縁メソ孔質シリカ層のコーティング
　誘電体／人工酵素複合材料をさらに封じ込める必要がある場合もある。多孔質断熱カプ
セルまたは層は、誘電体からバルク溶媒への熱伝達を低下させる。（冷却容器を用いてバ
ルク溶液を冷却することによって同じ結果が得られることも上で述べた。）
【０１８３】
　いくつかの材料、主にポリマーを絶縁層として使用することができる。このような材料
の要件は、少なくとも最低限、反応物を通過させながら、熱伝達を抑えなければならない
ことである。多孔質層の厚さは、触媒すべき反応、使用する材料のタイプ、および所望の
特定の用途を含めて様々な要因に応じて最適化することができる。
【０１８４】
　分子刷り込みポリマーの場合には、１つの技術は、刷り込みポリマー表面を、プリント
分子を除いた同じポリマーでコーティングすることである。したがって、各材料の順序は
、誘電体／刷り込みポリマー／非刷り込みポリマー／バルク溶液の順である。上で言及し
たように、ポリマー層を形成することは当分野で既知である。
【０１８５】
　本実施例は、多孔質シリカ層を使用して誘電体／人工酵素複合材料をコーティングし、
断熱する方法について述べる。分子刷り込みポリマー層をコーティングした誘電体表面を
シリカでコーティングする。刷り込みポリマーをシリカ層でコーティングするために、原
液をまず調製する（Ｍａｋｏｔｅ等、１９９８）。この溶液は、テトラメトキシシラン（
ＴＭＯＳ）、フェニルトリメトキシシラン（ＰＴＭＯＳ）、エトキシエタノール（ＥＥ）
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、水および０．１Ｍ塩酸を含む。ＴＭＯＳとＰＴＭＯＳの比は１０：１である。溶液のｐ
Ｈは、水酸化カリウムを用いて７まで上げられる。３０分後に、この溶液を誘電体／分子
刷り込みポリマーにコーティングする。コーティング方法には、スピンコーター（Ｍａｋ
ｏｔｅ等、１９９８）、またはスプレー、または浸漬コーティングを使用することができ
る。得られた被覆表面をデシケーター中で室温で乾燥させる。シリカコートの絶縁特性を
さらに向上させるために、コーティングプロセスを複数回繰り返して複数の層を形成させ
ることができる。
【実施例９】
【０１８６】
　マイクロ波加速化学発光のフィルムによる検出
　化学発光反応を使用して本発明を試験するためにいくつかの実験を実施した。実験では
、顕微鏡スライドを、ルミノール／過酸化物反応がその上で起こり発光する「チップ」と
して調製した。このチップは、簡単なもの（ガラス）でも誘電体を有していてもよい。使
用される誘電体はチタン酸バリウムまたは活性炭である。マイクロ波照射してもしなくて
も、ＣＬ反応からの光を検出するためにフィルムを使用した。
【０１８７】
　実験：
　チップ：誘電体チップを標準顕微鏡スライド（１インチ×３インチ（３ｃｍ×８ｃｍ）
×１ｍｍ）（ＶＷＲ　Ｍｉｃｒｏ　Ｓｌｉｄｅｓ）から作製した。２つのタイプのチップ
を作製した。誘電体スラリーを顕微鏡スライド上に置くことによって１つのタイプを作製
した。スポットは、直径が約０．５ｃｍであった。次いで、ＣＬ反応を誘電体上で（誘電
体に接触して）直接行った。他のタイプのチップは、２個の顕微鏡スライドを何も挟まず
に重ねたもの（対照チップ）またはスライド間に接触誘電体フィルムをサンドイッチした
ものであった。「サンドイッチチップ」を用いて、誘電体層に接触していない上部ガラス
スライド上でＣＬ反応を実施した。使用した誘電体は、チタン酸バリウム（Ａｌｄｒｉｃ
ｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、２０、８１０－８）および活性炭（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅ
ｍ．Ｃｏ．Ｃ４３８６）であった。水と混合して高濃度誘電体スラリーを調製した。チタ
ン酸バリウムは高濃度ペーストを形成し、木炭はそれよりも薄い混合物を形成した。
【０１８８】
　化学発光反応：ルミノール（３－アミノフタルヒドラジド一ナトリウム塩、Ａｌｆａ　
Ａｅｓａｒ　４４００７）は、アルカリ性ｐＨで過酸化水素と反応する。ルミノール溶液
は、約７．９～１０．２の様々なｐＨで調製された。これらの溶液は、硫酸銅（ＩＩ）五
水和物および緩衝剤（重炭酸ナトリウム）も含んだ。様々な濃度およびｐＨ値を試したが
、ｐＨ８．０を使用することに最終的に決定し、ルミノールのルミノール濃度は４．４ｍ
Ｍであった（過酸化物溶液と１：１で混合されて反応を開始する原液）。ｐＨ値がこれよ
りも高いと反応が速すぎ、１分で半分以上終了してしまうことが明白であった。ｐＨがこ
れよりも低いと反応ははるかに遅く進行する。これよりも低いルミノール濃度も可能であ
ったが、フィルム上で鮮やかなスポットを得るためには４．４ｍＭが望ましかった。
【０１８９】
　ルミノール溶液を等体積の希過酸化水素と混合してＣＬ反応を開始した。過酸化水素３
％を１：２０希釈した。これを原液（０．１５％）とした。
【０１９０】
　チップ上で、スポットの総容積は、６．０μＬ（ルミノールおよび過酸化物それぞれ３
．０）または３．０μＬ（それぞれ１．５）であった。
【０１９１】
　データ記録：この技術は、感度を最大にするためにＣＬ光のＣＣＤまたはＰＭＴ検出お
よび分析を使用する。あるいは、特に、定量化が重要ではないが、ある信号を定性的に測
定する必要がある場合には、フィルムを使用することが好都合である。また、使い捨てが
必要である場合には、例えばＣＣＤカメラではなく、フィルムを用いるシステムが注目さ
れることがある。
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【０１９２】
　データは、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｈｙｐｅｒ　ＥＣＬフィルムのシート上に記録され、従
来の方法によって現像された。すべての場合において、マイクロ波照射下でもそうでなく
ても、フィルムをＣＬチップに２０秒間暴露した。フィルム現像は従来の手段によった（
Ｋｏｄａｋ　Ｄ－１９現像液）。
【０１９３】
　チップホルダー：チップホルダーを音楽ＣＤケースから作製した。透明メタクリル酸メ
チル製ケースは断熱体として働き、フィルムが熱くなるのを防止した。これによって、フ
ィルムが反応表面に接触するのも防止された。ＣＤケースは、その中に厚紙を挿入してチ
ップが動くのを防止した。フィルムの縁部をチップ越しにＣＤボックスの外側にテープで
軽く留め、光を通さない段ボール箱内にＣＤボックスを置いた。次いで、この箱をマイク
ロ波オーブンに入れた（オーブンの説明については実施例１参照）。
【０１９４】
　実施した実験および結果：すべての場合において、チップを１回使用して廃棄した。マ
イクロ波加熱を回転トレイ上で実施して不均一な加熱を抑えた。不均一加熱による人為的
結果の形跡は認められなかった（複数の実験から、互いに一致する結果が得られた）。
【０１９５】
　１）スポットチップ。スポットチップを用いた初期の研究ではあいまいな結果が得られ
た。これは、試薬が誘電材料上に直接置かれたためと考えられる。反応物が誘電体層中に
いくらか染み込む場合もあり、不均一に広がる場合もあった。このため、炭素誘電体層と
チタン酸バリウム誘電体層の両方を用いても実験の成功や失敗を決定することは困難であ
った。誘電体と結合試薬が直接接触することは本発明の要件ではないことに留意されたい
（図２Ｃ参照）。
【０１９６】
　２）サンドイッチチップ。いわゆるサンドイッチチップを用いた結果は、スポットチッ
プよりもはるかに良好であった。上述したように、サンドイッチチップは、３層、すなわ
ち、顕微鏡スライド、中間誘電体層、および別の顕微鏡スライドを含む。これらのチップ
は、上で使用したスポットチップよりも２つの主要な利点がある。１つは、反応が、平坦
でない誘電体スポット上ではなくガラス（既知の表面）上で起こることである。第２の利
点は、誘電体層が大きく、スライド全体の１×３インチ（３×８ｃｍ）の表面を覆うこと
である。誘電体が大きいということは、チップがより高温になるということである。（サ
ンドイッチチップ表面は、追加の非隣接層を加えることによって高温領域と低温領域に分
割できることに留意されたい。）
【０１９７】
　ａ）一実験においては、ルミノール原液３μＬを過酸化物原液３μＬと混合した。ガラ
ス（誘電体なし）、チタン酸バリウムおよび活性炭の３個のチップの各々の上には２個の
スポットがあった。これらのチップはチップホルダー中に並列して置かれ、フィルムがホ
ルダーにテープで留められた。チップを２０秒間マイクロ波加熱し、フィルムを現像した
。現像されたフィルムによって、ガラスチップからはいくらか光が放出されたが（２個の
スポットを見ることができた）、チタン酸バリウムスポットおよび木炭スポットからはそ
れよりもはるかに多量の光が放出されたことが判明した。実際、木炭チップは膨大な量の
散乱光を放出し、熱（２０秒）があまりにも強力で試薬スポットが吹き飛ばされたことが
示唆された。マイクロ波加熱後にチップホルダーを開けると、チップはすべて目視では無
傷であり、誘電体チップは、触れると、対照チップよりも格段に熱かった。
【０１９８】
　ｂ）第２の実験においては、ａ）で述べた実験を繰り返した。本質的に同じ結果が得ら
れた。
【０１９９】
　ｃ）第３の実験においては、１回のアッセイにつきルミノールおよび過酸化物の各々１
．５μＬ（上記使用量の半分）を用いて３個のチップに再度スポットを形成した。室温で
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数分間安定して発光したことが目視によって観察された。このため、チップを最初に室温
で評価し（フィルムに２０秒間暴露）、次いで、新しいフィルムとともに電子レンジに置
き、マイクロ波加熱中にさらに２０秒間暴露した。現像後、２つのフィルムを比較した。
マイクロ波加熱前にチップ（２０秒）に暴露したフィルムでは、３個すべての船（ｓｈｉ
ｐ）上でＣＬ反応に対応する光スポットが見られた。（すべてかなり弱かったが、チタン
酸バリウムチップでは、対照実験において一貫してより暗いスポットが得られ、誘電体の
白色が光を上方のフィルムに反射したことが示唆された。）マイクロ波加熱中にスライド
に暴露されたフィルムは、まったく異なって見えた。ガラス（誘電体なし）チップは、室
温暴露と変わりがなく、スポットは明るかった。しかし、フィルムは、誘電体チップ上で
格段に多量の光を捕捉した。チタン酸バリウムチップでは、対照（室温）実験においてよ
り暗いスポットが得られた。先に見られたように、活性炭スポット画像は極めて強く散乱
し、極めて多量の光が放出され、温度が極めて高かったことが示唆された。この実験によ
って、上記同様、マイクロ波加熱が誘電体チップ上のＣＬ反応を加速することが示された
。
【０２００】
　ｄ）ｃ）に記載した実験を繰り返し実質的に同一の結果が得られた。室温スポットは弱
いが、（対照スポット以外は）マイクロ波スポットでは、フィルム上で暗い画像が得られ
た。これらのデータは、マイクロ波標的加速反応の進行が遅いことを明確に示している。
【０２０１】
　ｅ）フィルム上に見られた暗いスポットが実際にＣＬ反応によるものであり、チップ自
体の人為的結果ではないことを検証するために実験を行った。４個のチップ、すなわち、
対照（２枚のガラス顕微鏡スライド）、チタン酸バリウム、活性炭、および（脱イオン水
を用いて粉体から調製された）ベントナイト粘土を含む別の誘電体チップを調製した。Ｃ
Ｌ試薬はチップ上に置かなかった。これら４個のチップをチップホルダー中に置き、Ｘ線
フィルムを取り付け、ホルダーを２０秒間マイクロ波加熱した。現像されたフィルムには
まったく何も写されておらず、フィルム上に見られた暗黒はすべてＣＬ発光に起因してい
ることが示唆された。
【０２０２】
　ｆ）ｃ）およびｄ）に記載された実験を、２つの変更点を除いて繰り返した。１つの変
更点は、より少量の活性炭をチップに使用したことであった。もう１つの変更点は３個の
代わりに４個のチップを使用した、すなわち、ベントナイト粘土誘電体チップを追加した
ことであった。図７に結果を示す。各垂直レーンは、顕微鏡スライドを用いた１個のチッ
プから得られた画像である。フィルム上では、対照レーンに２個のかすかなスポットが見
られる。これらは、ガラスのみのチップ上の２個のアッセイスポットから得られるＣＬ放
射である。他のチップ、すなわち、チタン酸バリウムスポット、活性炭、およびベントナ
イト粘土は、より強い発光を示す。これらの物質はすべて、チップ上で化学反応を加速す
るために使用することができる。
【実施例１０】
【０２０３】
　グルコースオキシダーゼによって生成される過酸化水素を用いたＭＡＴＴＲ信号増幅
　核酸アッセイまたは免疫測定法において信号を増幅する酵素を使用することが有利また
は必要な場合がある。これは、従来の核酸アッセイおよび免疫測定法（酵素結合免疫吸着
検定法またはＥＬＩＳＡ）によってなされることが多い。酵素によって生成される信号は
、比色、蛍光、化学発光などである。手短に述べると、ＥＬＩＳＡにおいては、分析物は
免疫特異的固相に捕捉される。生体特異的分析物の結合を、信号発生酵素で標識された分
析物と競合させることができる（競合アッセイ）。あるいは、信号発生酵素で標識された
二次抗体を使用することができる（サンドイッチアッセイ）。両方の場合において、結合
した酵素は、基質を生成物に触媒作用によって変換して、信号変化を生じる。信号の増幅
は、各酵素（標識）分子が多数の基質（信号）分子を代謝回転することによって起こる。
【０２０４】



(40) JP 4996052 B2 2012.8.8

10

20

30

40

50

　マイクロ波によって誘導されるＥＬＩＳＡ信号の生成は今まで報告されていない。マイ
クロ波誘導ＥＬＩＳＡにおいては、酵素は、１個または複数の分子の物理化学的諸特性が
変化する反応を触媒するが、試料がマイクロ波加熱されるまで信号変化はほとんどまたは
まったく生じない。信号変化（化学発光など）は、マイクロ波照射によって起こる。
【０２０５】
　マイクロ波誘導ＥＬＩＳＡを試験するために、標識酵素としてアスペルギルスニガー（
Ａ．ｎｉｇｅｒ）由来のグルコースオキシダーゼ（ＧＯｘ）（Ｓｉｇｍａ　Ｇ－９０１０
）を用いて実験を行った。ＧＯｘは、ＥＬＩＳＡにおける信号発生酵素として使用される
ことが多い。これは、グルコースの酸化を触媒して過酸化水素を発生し、過酸化水素は比
色または発光反応に関与することができる。この系は、マイクロ波誘導ルミノール－過酸
化物化学発光に理想的である。グルコースオキシダーゼはｐＨ５．０～７．０で最も効率
的に機能するが、ルミノール－過酸化物はｐＨ９．０～１１．０でより速く反応する。し
たがって、酵素反応は、まず、ｐＨ７．０で効率的に進行して過酸化物を生成する。この
中性ｐＨでは、過酸化物は、マイクロ波を照射されるまでルミノールとほとんど反応しな
い。照射によって反応物が加熱され、その速度が大きく加速され、すぐに化学発光を起こ
す。
　試薬：（ａ）グルコースオキシダーゼ（２．０単位／１．５μＬ）、（ｂ）グルコース
（１０ｍＭ／１．５μＬ）、（ｃ）０．２ｇ／Ｌおよび０．４ｇ／Ｌのルミノール／Ｃｕ
ＳＯ4原液それぞれを１８μＭ／１．５μＬのルミノール濃度に２５０ｍＭ　ＮａＨＣＯ3

で希釈した。
　誘電体チップ：チタン酸バリウムサンドイッチチップを使用した（２個の顕微鏡スライ
ド間の水性ペースト）。
　計測手段／検出：マイクロ波オーブンおよびＸ線フィルム検出は、実施例９に記載した
とおりである。
　実験１：グルコースおよびＧＯｘ（上記体積）の反応をオンチップで２分間実施した。
また、グルコースのみおよびＧＯｘのみの対照スポットをインキュベートした。ルミノー
ルをスポットに添加し、チップを１５秒間マイクロ波加熱した。Ｘ線フィルム上にスポッ
トは見られなかった。
　実験２：反応を１５分間行う以外は実験を繰り返した。今回は、ＧＯｘ／グルコースス
ポットはフィルム上で暗いスポットとなったが、２個の対照スポットは検出可能な光を放
出しなかった。先の対照実験（実施例９）は、類似の条件下ではマイクロ波加熱なしでは
ほとんどまたはまったく発光しなかった。
【０２０６】
　この実験によれば、マイクロ波誘導化学発光信号を酵素によって増幅することができる
。生化学物質（ＧＯｘおよびグルコース）はこのシステムを用いて検出できることも示さ
れた。マイクロ波加熱は反応を加速することができるので、両立しない反応（酸性ｐＨに
おいて最適なＧＯｘとアルカリ性ｐＨにおいて最適なルミノール／過酸化物）をこの系で
一緒に実施できることも示された。
【実施例１１】
【０２０７】
　マイクロタイタープレートのアビジンコーティングを加速するための指向性マイクロ波
加熱の使用
　誘電体被覆プレートのマイクロ波加熱が、マイクロタイタープレートウェルへのタンパ
ク質の結合を促進することができるかどうか試験するために実験を行った。
【０２０８】
　材料および方法：
　プレート：「誘電体プレート」を以下のとおり調製した。Ｎｕｎｃ　ＭａｘｉＳｏｒｐ
９６ウェル平底マイクロタイタープレート（ストリップウェル形式）の下面に誘電体ペー
ストを手塗りした。ペーストは、チタン酸バリウム粉体と、ポリ酢酸ビニルを主成分とす
る接着剤（Ｅｌｍｅｒ’ｓ　Ｇｌｕｅ－Ａｌｌ）とを混合して作製した。ペーストを乾燥
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させてからプレートを使用した。
　試薬：ＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅアビジン（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｐｒｏｄ．＃２１１２１）、ビ
オチン標識西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ－ビオチン）（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｐｒｏｄ
．＃２９１３９）。
　マイクロ波オーブン：ＧＥモデル　ＪＥ６３５、６００Ｗ
　分光光度計：Ｔｅｃａｎ　ＳＬＴプレートリーダー
【０２０９】
　実験および結果：
　実験１）アビジンコーティングに対するマイクロ波加熱マイクロタイタープレートの効
果を試験した。３タイプ、すなわち、（１）対照－非加熱、塗装プレート、（２）対照－
加熱、非塗装プレート、および（３）加熱、塗装プレートのプレート処理を実施した。加
熱すべきプレートウェル（プレート処理２および３）を１．０分間マイクロ波加熱して予
熱した（解凍サイクル、６０Ｗ）。コーティング溶液（アビジン（１０μｇ／ｍＬ）１０
０μＬの炭酸塩緩衝剤溶液、ｐＨ８．５）を３タイプのプレートのすべてに添加した。次
いで、加熱すべきプレートウェル（２および３）を同じ方法で再度加熱した。プレートを
５分間静置し、次いで、ＰＢＳで１回リンスした。遮断薬のＢＳＡ（０．１ｍｇ／ｍＬを
２５０μＬ）を添加し、プレートを終夜４℃で貯蔵した。次いで、プレートをＰＢＳで４
回洗浄した。ＨＲＰ－ビオチン（１００μＬ、１０，０００：１希釈）を各ウェルに添加
し、プレートを２０分間インキュベートした。次いで、プレートをＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ（
０．０５％）で４回、ＰＢＳのみで１回洗浄した。ＴＭＢ基質（１００μＬ）を各ウェル
に添加し、６０秒間インキュベートし、次いで、１Ｍ　Ｈ2ＳＯ4（１００μＬ）を添加し
た。吸光度を４５０ｎｍで読取った。
【０２１０】
　その結果、平均吸光度は、対照１（非加熱、塗装）が１．２４３（ｎ＝８）、対照２（
加熱、非塗装）が０．６１０（ｎ＝８）、および実験ウェル（加熱、塗装）が２．４８２
（ｎ＝８）であった。これらのデータによれば、実験塗装プレートは、対照プレートより
もアビジン結合が多かった。結合アビジンが生物活性（ビオチン結合能力）を保持してい
ることも示された。この方法を使用して生物分析用プレートを調製できることも判明した
。これらの結果は、すべての場合において高度の結合が見られたので（使用したアビジン
量はおそらく過剰であった）、使用試薬の量を最適化するためにある軽微な実験が必要で
あることを示した。
　実験２）第１の実験の結果を最適化し検証するために第２の実験を実施した。アビジン
を炭酸塩緩衝剤で濃度５μｇ／ｍＬ（ウェル当たり１００μＬを使用した、または５μｇ
）に希釈した。実験には以下のウェルセット、すなわち、実験（加熱、塗装、５分間アビ
ジンインキュベーション）、対照１（加熱、非塗装、５分間アビジンインキュベーション
）、対照２（非加熱、非塗装、５分間アビジンインキュベーション）、対照３（非加熱、
非塗装、３０分間アビジンインキュベーション）を使用した。上で特に断らない限り、以
下の加熱処理を実施した。すなわち、ウェルを１分間マイクロ波照射し（機器全出力）、
次いで、アビジン（１００μＬ）を添加し、次いで、ウェルを２０秒間照射し（１０秒オ
ン／２０秒オフ／１０秒オン／２０秒オフ）、次いで、室温で５分間（対照３は３０分間
）インキュベートした。すべてのプレートのウェルをＰＢＳでリンスし、次いで、０．１
ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡを添加してウェルを終夜４℃でブロックした。実験１）に記載したよ
うにＨＲＰ－ビオチンに結合できるかどうかウェルを分析した。
【０２１１】
　実験データおよび２個の対照の結果を図８に示す。対照２は、データが信頼できないと
考えられたので示していない（読みは０．５３９であった）。これらの結果は、実験１）
の知見を裏づけるものであり、わずか１回の試行で最適化に大きな前進が見られた。誘電
体塗装プレートを使用することによって、マイクロタイタープレートへのアビジン結合が
明らかに改善される。
【実施例１２】
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【０２１２】
　誘電体アレイチップ上でのｃ－Ｍｙｃペプチドの合成
　マイクロ波加熱は、表面での化合物の合成を加速することによって、誘電体チップまた
はマイクロタイタープレートの調製を加速することができる。固相マイクロ波化学は周知
の分野である。しかし、本明細書での他と異なる特徴は、分子がその上に構築される足場
として固相が使用されることである。本明細書での他と異なる別の特徴は、完成した、化
学的に改変された表面が、生体特異的結合現象を含む生体分子分析に使用されることであ
る。
【０２１３】
　固相ペプチド合成の前に２個の誘電体チップを作製する。まず、チタン酸バリウムの水
性ペーストを２個の標準ガラス顕微鏡スライドの間にサンドイッチし、その縁部を塞いで
チタン酸バリウムを密封する。この「サンドイッチ誘電体チップ」の表面に、それに合わ
せて切ったセルロースの「スポット」膜（Ｓｉｇｍａ－Ｇｅｎｏｓｙｓ）の切片を（縁部
の周囲で）接着する。このセルロース膜は、ペプチド合成用の４個の受容体スポットを有
する。２個のスポットはｃ－ｍｙｃペプチド用であり、２個は非ｃ－ｍｙｃペプチド用の
対照スポットである。したがって、１個は「マイクロ波」チップと呼ばれ、もう１個は「
非マイクロ波」チップと呼ばれる２個の同一のチップを調製する。両方のチップは、ｃ－
ｍｙｃペプチド用の２つ組スポットと、非ｃ－ｍｙｃペプチド用の２つ組スポットの４個
のスポットを含む（図９）。
【０２１４】
　マイクロ波加熱チップ：ＳＰＯＴｓキット（Ｓｉｇｍａ－Ｇｅｎｏｓｙｓ）を使用して
、スポット上で２種類のペプチドを合成する。一方のペプチドは、ＥＱＫＬＩＳＥＥＤＬ
（配列番号：１）であり、これはｃ－ｍｙｃタンパク質に由来する（ｐ６２c-mycプロト
－オンコプロテイン）（Ｈｉｌｐｅｒｔ等、２００１）。もう一方の対照ペプチドは同じ
ペプチドであるが、ペプチドの第４の残基においてロイシンがヒスチジンで置換されてい
る（すなわち、ＥＱＫＨＩＳＥＥＤＬ（配列番号：２））。Ｈｉｌｐｅｒｔ等によれば、
マウス抗体９Ｅ１０がｃ－ｍｙｃペプチドに強く結合するためにはこの位置のロイシンが
必須である。合成手順は、反応時間が適宜１／２～１／２０に短縮され、短縮された反応
がマイクロ波オーブン中でのマイクロ波照射下で実施される以外は、既報（Ｈｉｌｐｅｒ
ｔ等、２００１およびその中で引用されている参考文献、ならびにＳｉｇｍａ－Ｇｅｎｏ
ｓｙｓ技術書）のとおりである。
【０２１５】
　非マイクロ波加熱チップ：マイクロ波をチップに照射しない以外は、マイクロ波加熱チ
ップの手順を繰り返す（反応時間は文献値よりも短縮されている）。
【０２１６】
　成功の決定：成功したかどうかは、３通りの方法で測定される。第１に、カップリング
収率が酸加水分解、溶液相ニンヒドリン染色および可視分光法によって求められる。第２
に、ペプチド分析として定量アミノ酸分析を実施する。最後に、合成されたペプチドの免
疫測定を以下の実施例１３に示すように実施する。
【実施例１３】
【０２１７】
　ペプチドライブラリ誘電体チップ上での標識抗体を用いた抗ｃ－ｍｙｃペプチドのアッ
セイ
　抗体９Ｅ１０がｃ－ｍｙｃペプチドに結合し、置換ペプチドに結合しないかどうかを明
らかにするために、実施例１２において調製された２個のペプチド改変誘電体チップであ
る「マイクロ波加熱」および「非マイクロ波加熱」を評価する。ＭＡＴＴＲ技術を使用し
てチップを評価する。アッセイ手順には、抗ｃ－ｍｙｃマウスモノクローナル抗体９Ｅ１
０（Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ、Ｆｌａｎｄｅｒｓ、ＮＪ）が
必要である。抗体９Ｅ１０をスポットとともにインキュベートする。結合させ、洗浄して
過剰の抗体を除去した後に、スポットをグルコースオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス抗体（
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除去した後に、結合グルコースオキシダーゼを、過酸化物を生成するグルコースを用いて
検出し、次いで、過酸化物をルミノールを用いて中性ｐＨで検出する。信号は、上述した
ように、マイクロ波加熱によって生成され、Ｘ線フィルムによって可視化される。
【０２１８】
　「マイクロ波加熱」チップの結果は、光が、置換ペプチドからではなく、ｃ－ｍｙｃペ
プチドの場所から主に放出されていることを示している。これは、マイクロ波合成が成功
し、調製されたペプチドを免疫測定法において検出することができることを示している。
また、これらの結果は、マイクロ波を使用してチップ上で化学物質ライブラリを構築する
ことができ、ライブラリもマイクロ波発光技術を用いてスクリーニングできることを示し
ている。
【０２１９】
　「非マイクロ波加熱」チップの結果によれば、マイクロ波加熱なしでは、合成手順がマ
イクロ波加熱ほどには成功しないことが示された。このチップ上のｃ－ｍｙｃスポットか
ら放出される光は、「マイクロ波加熱」チップ上よりも少なかった。
【実施例１４】
【０２２０】
　マイクロ波感受性誘電体の圧電特性を用いた生体分子の高速結合
　マイクロ波と十分結合して熱を発生する誘電材料の中には、偶然、圧電特性を有するも
のもある。例えば、チタン酸バリウムを含むものなどのセラミックスは、マイクロ波加熱
可能であり、かつ圧電特性を有する。これは、マイクロアレイチップまたはマイクロタイ
タープレートまたはＭＡＴＴＲマイクロ波発生機器の誘電体成分を使用して、熱を発生し
て化学反応を引き起こすだけでなく、印加電圧下で振動することができることを意味する
。圧電振動（音波処理または超音波処理）を使用して、生体分子の反応、特に結合反応、
例えばリガンドとその受容体の結合反応の速度を加速することができることが示された（
Ｓｉｚｔｏ　＆　Ｇａｌｌｕｐ、米国特許第４，５７５，４８５号；Ｗｏｈｌｓｔａｄｔ
ｅｒ等、米国特許第６，４１３，７８３号）。
【０２２１】
　セラミック誘電体含有プレートまたはチップによって、電流は誘電材料を通過すること
ができる。必要以上の実験をせずに、適切な電圧を印加して圧電バジングを起こすことが
できる。マイクロタイタープレート中またはマイクロアレイチップ上での表面または別の
タンパク質へのタンパク質の結合速度は、少なくとも２倍、好ましくは１０倍以上加速さ
れる（Ｓｉｚｔｏ　＆　Ｇａｌｌｕｐ、米国特許第４，５７５，４８５号；Ｗｏｈｌｓｔ
ａｄｔｅｒ等、米国特許第６，４１３，７８３号）。続いて、免疫測定アッセイを実施す
ることができる（マイクロ波干渉または火花発生を防止するために必要に応じて誘電体へ
のリード線は外される）。セラミック誘電体は、マイクロ波加熱の標的となり、加熱によ
って情報伝達反応（例えば、化学発光）が加速される。
【０２２２】
参考文献
　本明細書において引用された刊行物は次のとおりである。
【０２２３】
　誘電加熱、誘電材料及びマイクロ波化学
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【表６】
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【表７】

【０２２４】
分子刷り込み、ゼオライト、及び他の結合分子
【表８】
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【表９】

【０２２５】
マイクロチップ／マイクロアレイ／マイクロタイタープレート及びアレイ
【表１０】

【０２２６】
生体医学における応用

【表１１】
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【表１２】

【０２２７】
マイクロ波化学／化学的マイクロアレイ

【表１３】
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【表１４】

【０２２８】
　本明細書に記載するすべての出版物および特許は、個々の出版物または特許出願の各々
が参照によりその全体を本明細書に援用されるように具体的かつ個々に示されたとおなじ
程度に、参照により本明細書に援用される。
【０２２９】
　本発明をその具体的実施形態に関連して記述したが、さらなる改変形態が可能であり、
本願は、一般に本発明の原理に従い、本発明が関係する技術分野で公知または慣行となり
上に記載した本質的特徴に適用することができる本開示からの逸脱を含めて、本発明のあ
らゆる変形、使用または手直しを含むものであることを理解されたい。
【図面の簡単な説明】
【０２３０】
【図１】指向性マイクロ波化学を示す図である。２つの最も重要な特徴は、（１）マイク
ロ波を吸収し、（２）に接触または接近している目的誘電体、（２）目的反応物を捕捉す
る結合表面である。要するに、マイクロ波吸収誘電体によって熱が反応物に向けられる。
それによって、マイクロ波照射は、誘電体表面またはその近くで特異反応を引き起こす。
【図２Ａ】指向性マイクロ波化学用平面材料（例えば、マイクロアレイチップ上またはマ
イクロタイタープレートのウェル中）を示す図である。最も重要な特徴は、図１の凡例に
記載されている。反応が起こる表面は、図２Ａに示すように誘電体を含むことができ、ま
たは図２Ｂおよび図２Ｃに示すように誘電体に隣接することができる。誘電体が反応表面
に隣接する場合には、誘電体は、図２Ｂに示すように、常に付着している成分とすること
ができ（例えば、マイクロアレイチップまたはマイクロタイタープレートの一部）、ある
いは図２Ｃに示すように、反応表面（例えば、マイクロアレイチップまたはマイクロタイ
タープレート）は、マイクロ波反応中に誘電体プラットホーム上に単に置くことができる
（例えば、誘電体をマイクロ波放出機器の恒久成分とすることができる）。
【図２Ｂ】指向性マイクロ波化学用平面材料（例えば、マイクロアレイチップ上またはマ
イクロタイタープレートのウェル中）を示す図である。最も重要な特徴は、図１の凡例に
記載されている。反応が起こる表面は、図２Ａに示すように誘電体を含むことができ、ま
たは図２Ｂおよび図２Ｃに示すように誘電体に隣接することができる。誘電体が反応表面
に隣接する場合には、誘電体は、図２Ｂに示すように、常に付着している成分とすること
ができ（例えば、マイクロアレイチップまたはマイクロタイタープレートの一部）、ある
いは図２Ｃに示すように、反応表面（例えば、マイクロアレイチップまたはマイクロタイ
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タープレート）は、マイクロ波反応中に誘電体プラットホーム上に単に置くことができる
（例えば、誘電体をマイクロ波放出機器の恒久成分とすることができる）。
【図２Ｃ】指向性マイクロ波化学用平面材料（例えば、マイクロアレイチップ上またはマ
イクロタイタープレートのウェル中）を示す図である。最も重要な特徴は、図１の凡例に
記載されている。反応が起こる表面は、図２Ａに示すように誘電体を含むことができ、ま
たは図２Ｂおよび図２Ｃに示すように誘電体に隣接することができる。誘電体が反応表面
に隣接する場合には、誘電体は、図２Ｂに示すように、常に付着している成分とすること
ができ（例えば、マイクロアレイチップまたはマイクロタイタープレートの一部）、ある
いは図２Ｃに示すように、反応表面（例えば、マイクロアレイチップまたはマイクロタイ
タープレート）は、マイクロ波反応中に誘電体プラットホーム上に単に置くことができる
（例えば、誘電体をマイクロ波放出機器の恒久成分とすることができる）。
【図３】アダマンチリデンアダマンティン１，２－ジオキセタンの半減期と温度を示すグ
ラフである。この図は、ジオキセタン半減期が温度に大きく依存することを示している（
ジオキセタンの分解によってＣＬが惹起される）。横軸スケールは対数であることに注意
されたい。
【図４】マイクロ波加速標的トリガー反応（「ＭＡＴＴＲ」）機器を示す図である。機器
の構成成分は、ＭＡＴＴＲ使い捨てチップ用一体型ホルダーを備えたマイクロ波オーブン
である。このチップは、マイクロ波加熱すると発光し、その光はＰＭＴ（窓を通して直接
的に、または光ファイバーを介して）またはＣＣＤカメラによって捕捉される。マイクロ
波発生、カメラ記録および画像解析はすべてＰＣを用いて実施される。あるいは、光をオ
ートラジオグラフィーフィルムで捕捉することができ、電子画像装置およびコンピュータ
は不要である。
【図５】ＭＡＴＴＲに基づくサンドイッチ免疫測定法ＴＮＦα免疫測定法を示す図である
。マイクロ波加熱すると、複数のＣＬ標識からの発光によって分析物ＴＮＦαが存在する
ことがわかる。
【図６】ＭＡＴＴＲに基づく核酸マイクロアレイアッセイを示す図である。マイクロ波加
熱すると、複数のＣＬ標識からの発光によって分析物が存在することがわかる。
【図７】マイクロ波加速トリガー化学発光反応（Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ－Ａｃｃｅｌｅｒａ
ｔｅｄ　Ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ　Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）
実験を示す図である。この図は、「ブランク」のガラス顕微鏡スライドを用いたチップ（
標識対照）と比較して、チタン酸バリウム、活性炭またはベントナイト粘土を含む誘電体
チップが、マイクロ波照射下でルミノール／過酸化物の化学発光反応を実質的に加速する
ことを示している。
【図８】マイクロタイタープレートへのＭＡＴＴＲに基づくタンパク質結合の効果を示す
グラフである。
【図９】ＭＡＴＴＲチップ上で合成されるＣ－ｍｙｃ由来ペプチドアレイ（２×２）を示
す図である。指向性マイクロ波加熱を使用してオンチップ反応が加速される。



(50) JP 4996052 B2 2012.8.8

【図１】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】

【図３】

【図４】

【図５】

【図６】

【図７】



(51) JP 4996052 B2 2012.8.8

【図８】

【図９】

【配列表】
0004996052000001.app



(52) JP 4996052 B2 2012.8.8

10

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｇ０１Ｎ  33/566    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/566   　　　　          　　　　　
   Ｈ０５Ｂ   6/80     (2006.01)           Ｈ０５Ｂ   6/80    　　　Ｚ          　　　　　

(72)発明者  ソール，　リチャード
            アメリカ合衆国　メリーランド州　２０８８２，　ゲイサーズバーグ，　６　ゴシェン　コート

    合議体
    審判長  鈴木　正紀
    審判官  川端　修
    審判官  川村　健一


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

