
(57)【要約】
本発明は、検量システムの正確性を改善するために、内部検量線をマイクロアレイの一部
として用いることができるという認識に基づいている。内部検量線により、１つのマイク
ロアレイ内でアレイを検量すると同時に、サンプル中の標的アナライトの未知の濃度を特
定することができる。
本発明の第１の態様によれば、支持材は、離散的な複数の第１の反応領域アレイであって
、それぞれが固定化された第１のアナライトまたは第１のアナライトに対する親和性を有
する分子を含む第１の反応領域アレイと、異なる既知濃度の第２のアナライトを含む一連
の第２の反応領域と、を備える。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
支 持 材 で あ っ て 、
離 散 的 な 複 数 の 第 １ の 反 応 領 域 ア レ イ で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 固 定 化 さ れ た 第 １ の ア ナ ラ イ
ト ま た は 第 １ の ア ナ ラ イ ト に 対 す る 親 和 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 含 む 第 １ の 反 応 領 域 ア レ イ
と 、
支 持 材 に 固 定 化 さ れ た 異 な る 既 知 濃 度 の 第 ２ の ア ナ ラ イ ト を 含 む 一 連 の 第 ２ の 反 応 領 域 と
、 を 備 え た こ と を 特 徴 と す る 支 持 材 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 支 持 材 で あ っ て 、
第 １ お よ び 第 ２ の ア ナ ラ イ ト は 、 抗 原 ま た は 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 支 持 材 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 支 持 材 で あ っ て 、
第 ２ の ア ナ ラ イ ト は 、 共 有 結 合 に よ り 支 持 材 に 固 定 化 さ れ た こ と を 特 徴 と す る 支 持 材 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か １ に 記 載 の 支 持 材 で あ っ て 、
第 ２ の ア ナ ラ イ ト は 、 た ん ぱ く 質 ま た は 抗 体 に 結 合 可 能 な ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す
る 支 持 材 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か １ に 記 載 の 支 持 材 で あ っ て 、
支 持 材 は 、 約 １ ｃ ｍ ２ で あ る こ と を 特 徴 と す る 支 持 材 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ な い し ５ の い ず れ か １ に 記 載 の 支 持 材 で あ っ て 、
第 ２ の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 は 、 ２ × １ ０ － ４ ｎ ｇ か ら ４ ０ ｎ ｇ で あ る こ と を 特 徴 と す る 支 持
材 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か １ に 記 載 の 支 持 材 で あ っ て 、
３ な い し ２ ０ 個 の 第 ２ の 反 応 領 域 が あ る こ と を 特 徴 と す る 支 持 材 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ な い し ７ の い ず れ か １ に 記 載 の 支 持 材 で あ っ て 、
５ な い し １ ５ 個 の 第 ２ の 反 応 領 域 が あ る こ と を 特 徴 と す る 支 持 材 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ な い し ８ の い ず れ か １ に 記 載 の 支 持 材 で あ っ て 、
７ な い し １ ０ 個 の 第 ２ の 反 応 領 域 が あ る こ と を 特 徴 と す る 支 持 材 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ な い し ９ の い ず れ か １ に 記 載 の 支 持 材 の 上 で 第 ２ の 反 応 領 域 を 内 部 検 量 制 御 と し
て 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
第 １ の ア ナ ラ イ ト と マ イ ク ロ ア レ イ デ バ イ ス 上 に 固 定 化 さ れ た 第 １ の リ ガ ン ド と の 結 合 の
検 出 を 改 良 す る 方 法 で あ っ て 、
異 な る 既 知 濃 度 の 第 ２ の ア ナ ラ イ ト を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ デ バ イ ス 上 の 一 連 の 反 応 領 域 を
用 い て 、 検 出 を 検 量 す る ス テ ッ プ を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
サ ン プ ル 中 の 第 １ の ア ナ ラ イ ト の 量 を 測 定 す る 分 析 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） 第 １ の ア ナ ラ イ ト に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド を 含 む １ つ ま た は そ れ 以
上 の 反 応 領 域 と 、 異 な る 既 知 濃 度 を 有 す る 固 定 化 さ れ た 第 ２ の ア ナ ラ イ ト を 含 む 一 連 の 第
２ の 反 応 領 域 と 、 を 備 え た デ バ イ ス に サ ン プ ル を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
（ ｉ ｉ ） 結 合 し な い す べ て の 第 １ の ア ナ ラ イ ト を 取 り 除 く ス テ ッ プ と 、
（ ｉ ｉ ｉ ） 検 出 可 能 に 標 識 さ れ 、 第 １ の ア ナ ラ イ ト に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン
ド を 含 む デ バ イ ス と 、 第 ２ の ア ナ ラ イ ト に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 ３ の リ ガ ン ド と を 接 触
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さ せ る ス テ ッ プ と 、
（ ｉ ｖ ） 結 合 し な い 第 ２ お よ び 第 ３ の ア ナ ラ イ ト を 取 り 除 く ス テ ッ プ と 、
（ ｖ ） 支 持 材 に 結 合 し た 第 ２ お よ び 第 ３ の リ ガ ン ド を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、 を 有 し 、
第 ３ の リ ガ ン ド の 測 定 結 果 を 用 い て 、 検 量 線 を 決 定 し 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 第 １ の ア ナ
ラ イ ト の 量 を 特 定 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
こ の デ バ イ ス は 、 請 求 項 １ な い し ９ の い ず れ か １ に 記 載 の 支 持 材 で あ る こ と を 特 徴 と す る
方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 技 術 分 野 ）
本 発 明 は 、 診 断 的 分 析 法 、 と り わ け 定 量 的 な 免 疫 学 的 測 定 法 （ イ ム ノ ア ッ セ イ ） で 用 い ら
れ る マ イ ク ロ ア レ イ の 機 能 を 改 善 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
免 疫 学 的 測 定 法 と は 、 リ ガ ン ド 結 合 分 析 法 で あ っ て 、 ア ナ ラ イ ト の 特 定 の 結 合 領 域 に 対 す
る 抗 体 の 特 異 的 な 認 識 を 利 用 し て い る 。 免 疫 学 的 測 定 法 は 、 通 常 、 リ ガ ン ド （ 抗 体 、 他 の
た ん ぱ く 質 、 ハ プ テ ン な ど ） を 固 相 （ 支 持 材 ） に 固 定 化 さ せ る こ と を 含 み 、 こ れ は 、 特 定
す べ き ア ナ ラ イ ト に よ り 認 識 さ れ る 。 特 異 的 に 標 識 さ れ た 検 出 剤 を 用 い る こ と に よ り 、 水
性 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 し 、 定 量 化 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る ア
ナ ラ イ ト 量 は 、 結 合 し た 標 識 検 出 剤 の 関 数 で あ っ て 、 競 合 ア ッ セ イ に 反 比 例 し 、 非 競 合 ア
ッ セ イ に 正 比 例 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
さ ま ざ ま な 免 疫 学 的 測 定 法 が 報 告 さ れ て お り 、 こ の と き リ ガ ン ド を 含 む 固 相 は 、 プ ラ ス チ
ッ ク チ ュ ー ブ （ 米 国 特 許 第 ３ ， ６ ４ ６ ， ３ ４ ６ 号 ） 、 デ ィ ス ク （ J. Lab. お よ び Clin. Me
d 70: 820,1967） 、 多 孔 質 支 持 材 （ 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ０ ８ ， ９ ３ ２ 号 お よ び 米 国 特 許 第 ４
， ４ ５ ９ ， ３ ６ ０ 号 ） 、 お よ び ビ ー ズ （ Clin Chem. 37: 1521, 1991） で あ る 。 こ れ ら の
シ ス テ ム に お け る ア ナ ラ イ ト の 定 量 化 は 、 個 々 の 外 部 の 検 量 線 、 す な わ ち 個 々 の 固 相 ユ ニ
ッ ト 中 に あ る 各 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 決 定 す る こ と に よ り 実 現 さ れ る 。 特 定 の ア ナ ラ イ ト を
測 定 す る 必 要 が あ る 場 合 に 、 サ ン プ ル の 実 験 を 制 御 す る た め に 、 検 量 線 が 記 録 さ れ 、 利 用
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
マ イ ク ロ ア レ イ に 基 づ い た 技 術 に よ り 、 複 数 の ア ナ ラ イ ト を 特 定 す る こ と の 意 義 に つ い て
、 現 在 広 く 認 識 さ れ つ つ あ る 。 こ れ ら の シ ス テ ム に よ れ ば 、 よ り 柔 軟 性 に 富 み 、 汎 用 性 が
高 く 、 収 量 お よ び 感 度 が 良 好 で あ る 。 複 数 の リ ガ ン ド を 支 持 材 の 表 面 上 に 配 設 す る こ と が
で き 、 そ れ ぞ れ は 一 定 少 量 （ ｐ ｌ ま た は ｎ ｌ ） の 個 別 の 離 散 的 な テ ス ト 領 域 （ Ｄ Ｔ Ｒ ） を
構 成 し 、 １ つ の サ ン プ ル に お け る 複 数 の ア ナ ラ イ ト の 同 時 の 複 合 的 な 検 出 お よ び 定 量 化 を
実 現 す る こ と が で き る 。 分 析 に 必 要 な サ ン プ ル の 量 は 、 同 様 に 、 実 質 的 に 低 減 さ せ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
英 国 特 許 公 開 公 報 第 ２ ３ ２ ４ ８ ６ ６ 号 は 、 免 疫 学 的 測 定 法 で 用 い ら れ る 好 適 な マ イ ク ロ ア
レ イ を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
（ 発 明 の 要 約 ）
本 発 明 は 、 検 量 シ ス テ ム の 正 確 性 を 改 善 す る た め に 、 内 部 検 量 線 を マ イ ク ロ ア レ イ の 一 部
と し て 用 い る こ と が で き る と い う 認 識 に 基 づ い て い る 。 内 部 検 量 線 に よ り 、 １ つ の マ イ ク
ロ ア レ イ 内 で ア レ イ を 検 量 す る と 同 時 に 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 ア ナ ラ イ ト の 未 知 の 濃 度 を 特
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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本 発 明 の 第 １ の 態 様 に よ れ ば 、 支 持 材 は 、 離 散 的 な 複 数 の 第 １ の 反 応 領 域 ア レ イ で あ っ て
、 そ れ ぞ れ が 固 定 化 さ れ た 第 １ の ア ナ ラ イ ト ま た は 第 １ の ア ナ ラ イ ト に 対 す る 親 和 性 を 有
す る 分 子 を 含 む 第 １ の 反 応 領 域 ア レ イ と 、 異 な る 既 知 濃 度 の 第 ２ の ア ナ ラ イ ト を 含 む 一 連
の 第 ２ の 反 応 領 域 と 、 を 備 え る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
異 な る 既 知 濃 度 の 第 ２ の ア ナ ラ イ ト を 含 む 一 連 の 第 ２ の 反 応 領 域 に よ り 、 検 量 線 を 確 立 す
る こ と が で き 、 こ れ を 用 い て 、 第 １ の 反 応 領 域 上 で 起 こ る 反 応 を 定 量 化 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 第 ２ の 態 様 に よ れ ば 、 サ ン プ ル 中 の 第 １ の ア ナ ラ イ ト の 量 を 測 定 す る 分 析 方 法 は
、
（ ｉ ） 第 １ の ア ナ ラ イ ト に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 １ の リ ガ ン ド を 含 む １ つ ま た は そ れ 以
上 の 反 応 領 域 と 、 異 な る 既 知 濃 度 を 有 す る 固 定 化 さ れ た 第 ２ の ア ナ ラ イ ト を 含 む 一 連 の 第
２ の 反 応 領 域 と 、 を 備 え た デ バ イ ス に サ ン プ ル を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
（ ｉ ｉ ） 結 合 し な い す べ て の 第 １ の ア ナ ラ イ ト を 取 り 除 く ス テ ッ プ と 、
（ ｉ ｉ ｉ ） 検 出 可 能 に 標 識 さ れ 、 第 １ の ア ナ ラ イ ト に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 ２ の リ ガ ン
ド を 含 む デ バ イ ス と 、 第 ２ の ア ナ ラ イ ト に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 ３ の リ ガ ン ド と を 接 触
さ せ る ス テ ッ プ と 、
（ ｉ ｖ ） 結 合 し な い 第 ２ お よ び 第 ３ の ア ナ ラ イ ト を 取 り 除 く ス テ ッ プ と 、
（ ｖ ） 支 持 材 に 結 合 し た 第 ２ お よ び 第 ３ の リ ガ ン ド を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、 を 有 し 、
第 ３ の リ ガ ン ド の 測 定 結 果 を 用 い て 、 検 量 線 を 決 定 し 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 第 １ の ア ナ
ラ イ ト の 量 を 特 定 す る 。 第 １ お よ び 第 ２ の ア ナ ラ イ ト は 、 同 じ で あ っ て も よ い し 、 異 な っ
て い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 第 ３ の 態 様 に よ れ ば 、 第 １ の ア ナ ラ イ ト と マ イ ク ロ ア レ イ デ バ イ ス 上 に 固 定 化 さ
れ た 第 １ の リ ガ ン ド と の 結 合 の 検 出 を 改 良 す る 方 法 は 、 異 な る 既 知 濃 度 の 第 ２ の ア ナ ラ イ
ト を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ デ バ イ ス 上 の 一 連 の 反 応 領 域 を 用 い て 、 検 出 を 検 量 す る ス テ ッ プ
を 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 第 ４ の 態 様 に よ れ ば 、 一 連 の 反 応 領 域 が 支 持 材 上 に 配 設 さ れ 、 反 応 領 域 は 、 ア ナ
ラ イ ト の 異 な る 既 知 濃 度 を 含 み 、 こ れ を 用 い て 、 結 合 ア ッ セ イ 中 の 内 部 検 量 が 制 御 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 簡 易 的 で 、 便 利 で 、 有 効 な 手 法 で 、 結 合 ア ッ セ イ の 検 量 を 制 御 す る こ と
が で き る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 標 的 ア ナ ラ イ ト の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 支 持
材 と 同 じ 支 持 材 上 に 、 検 量 制 御 反 応 を 配 置 す る こ と に よ り 、 個 別 の 支 持 材 に 対 す る 必 要 性
を 低 減 し 、 す べ て の 反 応 を 同 時 に 開 始 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ 発 明 の 説 明 ）
図 面 を 参 照 し な が ら 本 発 明 を 説 明 す る 。
本 発 明 は 、 従 来 式 の マ イ ク ロ ア レ イ デ バ イ ス を 利 用 す る 。 こ れ ら は 、 通 常 、 シ リ コ ン 、 プ
ラ ス チ ッ ク 、 セ ラ ミ ッ ク 、 ま た は ガ ラ ス な ど の 適 当 な 支 持 材 料 を 有 し 、 そ の 上 に 個 別 の 反
応 領 域 が 設 け ら れ 、 各 領 域 は 固 定 化 ア ナ ラ イ ト （ 検 体 、 被 分 析 物 ） を 含 む 。 適 当 な デ バ イ
ス が 英 国 特 許 公 開 公 報 第 ２ ３ ２ ４ ８ ６ ６ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 そ の 内 容 が 参 考 と し て こ こ
に 一 体 に 統 合 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 で 用 い ら れ る 支 持 材 料 は 、 任 意 の 適 当 な 寸 法 ま た は 形 状 を 有 し 、 好 適 に は ２ ｃ ｍ ２

未 満 で 、 よ り 好 適 に は 約 １ ｃ ｍ ２ 未 満 で あ る 。 個 々 の 反 応 領 域 を 従 来 式 の 手 法 で 配 置 し て
も よ い 。 反 応 領 域 は 、 ２ ０ ０ μ ｍ 未 満 、 よ り 好 適 に は １ ０ ０ μ ｍ 未 満 、 最 も 好 適 に は １ ０
～ １ ５ μ ｍ だ け 離 間 し て い る 。 支 持 材 料 は 、 好 適 に は 、 平 坦 な 平 面 表 面 を 有 し 、 そ の 上 に
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ア ナ ラ イ ト が 固 定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
ア ナ ラ イ ト は 、 従 来 式 の 手 段 を 用 い て 、 材 料 表 面 上 に 固 定 化 し て も よ い 。 共 有 結 合 的 な 固
定 化 が 好 ま し い 。 同 様 に 、 受 動 的 な 吸 着 作 用 を 用 い て も よ い が 、 こ の 形 態 に よ る 固 定 化 は
、 ｐ Ｈ 、 温 度 、 お よ び イ オ ン 強 度 の 変 化 に 対 し て 影 響 を 受 け や す く 、 い く つ か の 例 に お い
て 、 結 合 力 の 弱 い 分 子 が 培 養 お よ び 洗 浄 ス テ ッ プ 中 に 放 出 さ れ る こ と が あ り 、 再 現 性 に 劣
る こ と が あ る 。 固 定 化 処 理 さ れ た 後 は 、 当 然 に 、 分 子 は 最 大 の 活 性 を 有 す る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
一 般 に 、 所 定 の 条 件 下 で 活 性 化 で き る 化 学 反 応 す る リ ン カ 分 子 を 用 い る な ど 、 従 来 式 の 手
法 を 用 い て 、 共 有 結 合 的 な 固 定 化 を 実 現 す る こ と が で き る 。 好 適 な リ ン カ 分 子 の 具 体 例 は
、 英 国 特 許 公 開 公 報 第 ２ ３ ２ ４ ８ ６ ６ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
検 量 シ ス テ ム に お い て 用 い ら れ る ア ナ ラ イ ト は 、 ア ッ セ イ 中 の テ ス ト サ ン プ ル か ら 特 定 す
べ き も の と 同 じ も の で あ っ て も よ い し 、 異 な っ て い て も よ い 。 ア ナ ラ イ ト は 、 特 定 の リ ガ
ン ド に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 任 意 の 分 子 で あ っ て も よ い 。 ア ナ ラ イ ト は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ
、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 機 能 的 類 似 体 な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 択 一 的 に は 、 例
え ば 、 酵 素 、 抗 体 、 受 容 体 、 ま た は ホ ル モ ン な ど の た ん ぱ く 質 や ペ プ チ ド を 用 い て も よ い
。 ま た 、 こ の 分 子 は 、 ウ ィ ル ス ま た は 有 機 化 合 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
こ の デ バ イ ス は 、 好 適 に は 、 抗 体 ま た は 抗 原 が ア ナ ラ イ ト で あ る 場 合 の 免 疫 学 的 測 定 法 （
イ ム ノ ア ッ セ イ ） に お い て 用 い ら れ る 。 免 疫 学 的 測 定 技 術 は 、 当 業 者 に よ り 広 く 用 い ら れ
て お り 、 こ れ ら を 実 現 す る 方 法 は 、 明 ら か で あ る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ は
、 検 量 シ ス テ ム を 形 成 す る 既 知 濃 度 の ア ナ ラ イ ト を 含 む 一 連 の （ 第 ２ の ） 反 応 領 域 と 、 標
的 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る ア ナ ラ イ ト に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 固 定 化 リ ガ ン ド を 含 む 一 連 の
（ 第 １ の ） 反 応 領 域 と 、 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
固 定 化 さ れ た リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 特 定 の 抗 体 、 抗 原 、 ま た は テ ス ト サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ
イ ト に よ り 標 的 と さ れ た 特 定 の 酵 素 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の す べ て は 、 従 来 式 の 技 術 に
基 づ い て 、 当 業 者 に と っ て 自 明 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
テ ス ト サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 検 出 、 お よ び ／ ま た は 検 量 シ ス テ ム の 検 出 は 、 検 出 可 能
に 標 識 さ れ 、 ア ナ ラ イ ト に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 別 の リ ガ ン ド を 追 加 す る こ と に よ り 、 実
現 さ れ る 。 例 え ば 、 ア ナ ラ イ ト が 抗 体 Ｉ ｇ Ｅ で 、 検 出 リ ガ ン ド が 蛍 光 ラ ベ ル で 標 識 さ れ た
抗 － Ｉ ｇ Ｅ で あ っ て も よ い 。 こ の 検 出 形 態 は 、 従 来 式 の 免 疫 学 的 測 定 法 で 用 い ら れ た も の
と 同 じ も の で あ り 、 そ の ス テ ッ プ を 実 現 す る 手 法 は 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
好 適 な 標 識 は 、 従 来 式 の 検 出 シ ス テ ム に 基 づ い て 、 当 業 者 に 明 ら か な も の で あ る 。 例 え ば
、 ラ ベ ル は 、 螢 光 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 、 比 色 定 量 分 析 、 ま た は 生 物 発 光 ル ミ ネ セ ン ス で あ
っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
そ れ ぞ れ の デ バ イ ス は 、 既 知 量 の 異 な る ア ナ ラ イ ト を 含 む 一 連 の 個 別 の 反 応 領 域 を 有 す る
。 こ れ を 用 い て 、 内 部 検 量 線 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
こ の 文 脈 に お い て 、 本 発 明 で 用 い る 上 で 必 要 な 反 応 領 域 毎 の ア ナ ラ イ ト 濃 度 は 、 ア ナ ラ イ
ト な ど の 特 性 に 依 存 し て 、 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 疑 義 を 払 拭 す る た め に 、 検 量 シ ス
テ ム を 構 成 す る 各 反 応 領 域 は 、 同 一 の 支 持 体 上 に あ っ て 、 同 一 の 流 体 サ ン プ ル と 接 触 し な
い よ う に す る 壁 ま た は 障 壁 に よ り 分 離 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
検 量 の 制 御 の た め に 用 い ら れ る ア ナ ラ イ ト の 濃 度 範 囲 は 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る 。 濃
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度 範 囲 は 、 通 常 、 ア ッ セ イ 中 に 用 い ら れ る 固 定 化 ア ナ ラ イ ト の 最 大 濃 度 を 含 む 。 好 適 な 実
施 形 態 に お い て 、 濃 度 は 、 ２ × １ ０ － ４ ｎ ｇ な い し ４ ０ ｎ ｇ の 範 囲 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
必 要 な 数 の 反 応 領 域 を 有 す る マ イ ク ロ ア レ イ デ バ イ ス 上 で 内 部 検 量 を 調 整 す る こ と が で き
る 。 通 常 、 ３ な い し ２ ０ 個 の 反 応 領 域 が 用 い ら れ る 。 好 適 に は ４ な い し １ ５ 個 、 最 も 好 適
に は ４ な い し １ ０ 個 の 反 応 領 域 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
一 連 の 検 量 反 応 領 域 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ デ バ イ ス の 所 定 位 置 、 通 常 、 特 定 が 容 易 な １ つ の
角 部 に 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
以 下 の 実 施 例 に よ り 、 本 発 明 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ 実 施 例 １ ）
＜ １ つ の バ イ オ チ ッ プ （ マ イ ク ロ ア レ イ ） に お け る ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ の 上 昇 濃 度 の 検 出 ＞
こ の 実 験 に お い て 、 精 製 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ の 上 昇 濃 度 を 含 む 個 別 テ ス ト 領 域 （ Discrete Test Re
gion Ｄ Ｔ Ｒ ） 毎 に ２ ０ ｎ ｌ 容 量 が 、 ｐ Ｈ ９ ． ５ で ０ ． ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ の
カ ー ボ ネ イ ト 緩 衝 液 中 の バ イ オ チ ッ プ に 直 接 的 に 適 用 さ れ た 。 適 用 さ れ た 濃 度 範 囲 は 、 Ｄ
Ｔ Ｒ 毎 に 、 ０ 、 ０ ． ０ ７ 、 ０ ． １ ５ 、 ０ ． ３ ０ 、 ０ ． ６ ０ 、 １ ． ２ ５ 、 ２ ． ５ 、 ５ 、 １ ０
、 ２ ０ 、 ４ ０ ｎ ｇ が 適 用 さ れ た 。 そ の 後 、 検 定 剤 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗
体 が 添 加 さ れ た 。 ト リ ス 緩 衝 剤 、 ト ゥ ィ ー ン ２ ０ （ Tween 20） 洗 浄 剤 を 含 む 生 理 食 塩 水 、
お よ び 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 現 像 液 を 用 い て 洗 浄 す る ス テ ッ プ の 後 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ の 検 量 線 が バ
イ オ チ ッ プ 上 で 検 出 さ れ る 。 図 １ は 、 実 施 例 １ を 示 す 。 グ ラ フ 表 示 （ ａ ， ｂ ） お よ び 視 覚
的 描 写 （ ａ ’ ， ｂ ’ ） は 、 バ イ オ チ ッ プ 上 の 精 製 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ の （ 標 準 ） 検 量 線 を 示 す 。 ａ
， ａ ’ で 指 定 さ れ た も の は 、 Ｇ Ｏ Ｐ Ｓ 活 性 化 表 面 を 示 し 、 ｂ ， ｂ ’ で 指 定 さ れ た も の は 、
Ｉ Ｃ Ｐ Ｔ Ｅ Ｓ 活 性 化 表 面 を 示 す （ 英 国 特 許 公 開 出 願 第 ２ ３ ２ ４ ８ ６ ６ 号 ） 。 相 対 発 光 量 を
縦 軸 に 、 Ｄ Ｔ Ｒ 毎 の ｎ ｇ 単 位 の 精 製 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ 量 を 横 軸 に プ ロ ッ ト し て 、 こ の グ ラ フ を 得
た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
（ 実 施 例 ２ ）
＜ １ つ の バ イ オ チ ッ プ に お け る ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ の 上 昇 濃 度 の 検 出 ＞
こ の 実 験 に お い て は 、 精 製 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ の 増 大 濃 度 を 含 む 、 Ｄ Ｔ Ｒ 毎 に １ ０ ｎ ｌ の 容 量 が 、
ｐ Ｈ ９ ． ５ で ０ ． ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ の カ ー ボ ネ イ ト 緩 衝 液 中 の バ イ オ チ ッ プ
に 直 接 的 に 適 用 さ れ た 。 適 用 さ れ た 濃 度 範 囲 は 、 Ｄ Ｔ Ｒ 毎 に 、 ０ 、 ０ ． ０ ４ ２ 、 ０ ． ０ ８
５ 、 ０ ． １ ７ 、 ０ ． ３ ４ 、 ０ ． ６ ８ 、 １ ． ３ ６ 、 ５ ． ４ ６ 、 １ ０ ． ９ ２ 、 ２ １ ． ８ ５ ｎ ｇ
が 適 用 さ れ た 。 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ お よ び 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 現 像 液 に よ る 洗 浄 ス テ ッ プ の 後 、 検 定 剤
、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 を 添 加 し て 、 バ イ オ チ ッ プ 上 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の 検
量 線 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
図 ２ は 、 実 施 例 ２ の 結 果 を 示 す 。
グ ラ フ 表 示 （ ａ ） お よ び 視 覚 的 描 写 （ ａ ’ ） は 、 １ つ の バ イ オ チ ッ プ 上 の Ｇ Ｏ Ｐ Ｓ 活 性 化
表 面 に お け る 精 製 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ に 対 す る （ 標 準 ） 検 量 線 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ 実 施 例 ３ ）
＜ １ つ の バ イ オ チ ッ プ に お け る ヒ ト Ｆ Ｓ Ｈ の 上 昇 濃 度 の 検 出 ＞
こ の 実 験 に お い て は 、 ヒ ト Ｆ Ｓ Ｈ の 増 大 濃 度 を 含 む 、 Ｄ Ｔ Ｒ 毎 に ２ ０ ｎ ｌ の 容 量 が 、 ｐ Ｈ
９ ． ５ で ０ ． ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ の カ ー ボ ネ イ ト 緩 衝 液 中 の バ イ オ チ ッ プ に 直
接 的 に 適 用 さ れ た 。 濃 度 は 、 ０ 、 ０ ． ３ ２ 、 ０ ． ６ ４ 、 １ ． ２ ８ 、 ２ ． ６ ｍ Ｉ Ｕ ／ Ｄ Ｔ Ｒ
で あ っ た 。 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ お よ び 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 現 像 液 に よ る 洗 浄 ス テ ッ プ の 後 、 検 定 剤 お よ
び 抗 ヒ ト Ｆ Ｓ Ｈ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 を 添 加 す る と 、 ヒ ト Ｆ Ｓ Ｈ の ４ つ の 上 昇 濃 度 が
バ イ オ チ ッ プ 上 で 同 時 に 検 出 さ れ た 。 図 ３ は 、 実 施 例 ３ の 結 果 を 示 す 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
（ 実 施 例 ４ ）
＜ バ イ オ チ ッ プ 上 の １ 列 の サ ン プ ル に 含 ま れ る 高 精 製 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 検 量 用 試 料 、 総 Ｉ ｇ Ｅ 、
お よ び 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ の 同 時 検 出 ＞
こ の 実 験 に お い て は 、 １ ０ ｎ ｌ の 反 応 領 域 の ２ 列 が Ｄ Ｔ Ｒ を 構 成 す る 。 第 １ 列 は 、 ３ つ の
Ｄ Ｔ Ｒ か ら な り 、 特 に 対 象 と な る ア ナ ラ イ ト 、 す な わ ち ピ ー ナ ッ ツ お よ び 草 木 花 粉 混 合 物
に 対 す る 総 Ｉ ｇ Ｅ 、 お よ び 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ と 結 合 す る リ ガ ン ド を 含 む 。 第 ２ 列 の 反 応 領 域 は
、 骨 髄 腫 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 検 量 用 試 料 か ら 精 製 さ れ 、 Ｄ Ｔ Ｒ 毎 に 、 ０ 、 ５ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ７ ０ ０ 、
１ ０ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ Ｉ ｇ Ｅ ｋ Ｕ ／ Ｌ の 増 大 濃 度 を 有 す る ６ つ の Ｄ Ｔ Ｒ に よ り 構 成 さ れ る 。
こ の リ ガ ン ド お よ び Ｉ ｇ Ｅ 検 量 用 試 料 は 、 ｐ Ｈ ９ ． ５ で ５ ０ ｍ Ｍ の カ ー ボ ネ イ ト 緩 衝 液 中
の バ イ オ チ ッ プ に 適 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
患 者 の サ ン プ ル を 培 養 し 、 ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 － ト ゥ ィ ー ン ２ ０ を 用 い て 洗 浄 し た 後 、
検 定 剤 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 を 添 加 し た 。 免 疫 反 応 が 完 了 し た 後 、 非
結 合 反 応 物 を 除 去 す る た め に 、 他 の 洗 浄 ス テ ッ プ を 行 っ た 。 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 現 像 液 を 用
い る と 、 マ イ ク ロ ア レ イ 化 さ れ た バ イ オ チ ッ プ 上 に お い て 、 同 時 の 検 定 、 視 覚 化 （ 表 象 化
） 、 検 量 、 お よ び 総 Ｉ ｇ Ｅ と 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ の 測 定 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
ア レ ル ギ 患 者 か ら 総 Ｉ ｇ Ｅ と 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ に 対 す る 結 果 が 、 こ の 装 置 を 用 い て 、 同 時 に 定
量 化 さ れ た 。
サ ン プ ル １ ： 草 木 花 粉 お よ び ピ ー ナ ッ ツ 陽 性 サ ン プ ル ：
総 Ｉ ｇ Ｅ ： ９ ６ ８ ｋ Ｕ ／ Ｌ
草 木 花 粉 Ｉ ｇ Ｅ ： ８ ８ ｋ Ｕ Ａ ／ Ｌ
ピ ー ナ ッ ツ Ｉ ｇ Ｅ ： ６ ２ ｋ Ｕ Ａ ／ Ｌ
サ ン プ ル ２ ： ピ ー ナ ッ ツ 陽 性 サ ン プ ル ：
総 Ｉ ｇ Ｅ ： ７ １ ７ ． ５ ｋ Ｕ ／ Ｌ
草 木 花 粉 Ｉ ｇ Ｅ ： ０ ｋ Ｕ Ａ ／ Ｌ
ピ ー ナ ッ ツ Ｉ ｇ Ｅ ： ９ ９ ． ５ ｋ Ｕ Ａ ／ Ｌ
サ ン プ ル ３ ： 草 木 花 粉 陽 性 サ ン プ ル ：
総 Ｉ ｇ Ｅ ： ８ ８ ３ ｋ Ｕ ／ Ｌ
草 木 花 粉 Ｉ ｇ Ｅ ： １ ２ ８ ｋ Ｕ Ａ ／ Ｌ
ピ ー ナ ッ ツ Ｉ ｇ Ｅ ： ０ ｋ Ｕ Ａ ／ Ｌ
サ ン プ ル ４ ： 樹 木 花 粉 陽 性 サ ン プ ル ：
総 Ｉ ｇ Ｅ ： ４ １ ５ ｋ Ｕ ／ Ｌ
草 木 花 粉 Ｉ ｇ Ｅ ： ０ ｋ Ｕ Ａ ／ Ｌ
ピ ー ナ ッ ツ Ｉ ｇ Ｅ ： ０ ｋ Ｕ Ａ ／ Ｌ
図 ４ は 、 実 施 例 ４ の 結 果 を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 存 在 す る Ｉ ｇ Ｍ の 測 定 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 存 在 す る Ｉ ｇ Ｇ の 測 定 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 存 在 す る 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン の 測 定 結 果 を 示 す グ ラ フ
で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 草 木 花 粉 お よ び ピ ー ナ ッ ツ （ ａ ／ ａ ’ ） 、 ピ ー ナ ッ ツ （ ｂ ／ ｂ ’ ） 、 草
木 花 粉 （ ｃ ／ ｃ ’ ） お よ び 樹 木 花 粉 （ ｄ ／ ｄ ’ ） に 関 す る Ｉ ｇ Ｅ の 測 定 結 果 を 示 す グ ラ フ
で あ っ て 、 水 平 軸 が Ｄ Ｔ Ｒ 毎 の ｋ Ｕ ／ Ｌ 単 位 の Ｉ ｇ Ｅ 濃 度 を 示 し 、 垂 直 軸 が 相 対 発 光 量 （
Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
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