
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】

の母集団含んでなる化学的分析
システムであって、

システム。
【請求項２】

【請求項３】

【請求項４】

【請求項５】
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光ファイバーアレイ中の複数の光ファイバー、及び微小球
該光ファイバーアレイの一方の末端にウェルが形成され、複数のウェ

ルが該微小球の少なくとも１個を含んでいる、

ａ）別々の亜母集団を含む微小球の母集団、及び
ｂ）光ファイバーアレイ
を含んでなる化学的分析システムであって、各亜母集団は、
ｉ）標的アナライトと相互作用する化学的官能基、及び
ｉｉ）該化学的官能基を同定するのに使用できるコード化用光学的特性
を有し、該微小球は、該光ファイバーアレイの一方の末端のウェル内に配置されている、
化学的分析システム。

該コード化用光学的特性は、少なくとも１つの蛍光染料からなる請求項２に記載の化学的
分析システム。

該コード化用光学的特性は、少なくとも２つの蛍光染料間の比率からなる請求項２又は３
に記載の化学的分析システム。



【請求項６】

【請求項７】

【請求項８】

【請求項９】

【請求項１０】

【請求項１１】

【請求項１２】

【請求項１３】

【請求項１４】

【請求項１５】

【請求項１６】

【請求項１７】

【請求項１８】
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該化学的官能基は、抗体および酵素からなる群から選択される請求項２～４のいずれかに
記載の化学的分析システム。

該化学的官能基は、蛍光物質、発色団、リン光体、 pH指示薬、金属イオン指示薬、酸素指
示薬および二酸化炭素指示薬からなる群から選択される請求項２～５のいずれかに記載の
化学的分析システム。

さらに、標的アナライトの存在または不存在を同定するのに使用できる、各亜母集団用の
検出用光学的特性を含む、請求項２～６のいずれかに記載の化学的分析システム。

該検出用光学的特性が、蛍光物質、発色団およびリン光体からなる群から選択される少な
くとも１種の染料である請求項７に記載の化学的分析システム。

さらに光源を含む請求項１～８のいずれかに記載の化学的分析システム。

さらに検出器を含む請求項９に記載の化学的分析システム。

試料中の標的アナライトの存在を決定する方法であって、
ａ）該試料を、下記化学的分析システム：
ｉ）別々の亜母集団を含む微小球の母集団、及び
ii）光ファイバーアレイ
を含んでなり、各亜母集団は、
１）標的アナライトと相互作用するための化学的官能基、及び
２）該化学的官能基を同定するのに使用できるコード化用光学的特性
を有し、該微小球は、該光ファイバーアレイの一方の末端のウェル内に配置されている化
学的分析システム
と接触させ、
ｂ）標的アナライトの存在または不存在を決定する
ことを含んでなる方法。

さらに、該末端上の各微小球亜母集団の位置を同定することを含む請求項１１に記載の方
法。

該コード化用光学的特性は、少なくとも１つの蛍光染料からなる請求項１１または１２に
記載の方法。

該コード化用光学的特性は、少なくとも２つの蛍光染料間の比率からなる請求項１２又は
１３に記載の方法。

該化学的官能基は、抗体および酵素からなる群から選択される請求項１２～１４のいずれ
かに記載の方法。

該化学的官能基は、蛍光物質、発色団、リン光体、 pH指示薬、金属イオン指示薬、酸素指
示薬および二酸化炭素指示薬からなる群から選択される請求項１２～１５のいずれかに記
載の方法。

さらに、標的アナライトの存在または不存在を同定するのに使用できる、各亜母集団用の
検出用光学的特性を供給することを含む、請求項１２～１６のいずれかに記載の方法。

該検出用光学的特性が、蛍光物質、発色団およびリン光体からなる群から選択される少な



【請求項１９】

【請求項２０】

【請求項２１】

【請求項２２】

【請求項２３】

【発明の詳細な説明】

光ファイバーおよび光ファイバーストランドを、光吸収性染料と組み合わせて、化学分析
の測定に用いることは、特にこの十年の間、急速な開発の対象となっている。このような
目的および技術に光ファイバーを用いることは、次のような文献に記載されている： Mila
novichら， "Novel Optical Fiber Techniques For Medical Application", Proceedings 
of the SPIE 28th Annual International Technical Symposium On Optics and Electro-
Optics, 494巻 , 1980; Seitz, W.R., "Chemical Sensors Based On Immobilized Indicat
ors and Fiber Optics", C.R.C. Critical Reviews In Analytical Chemistry 19巻 , 198
8, 135-173頁 ;Wolfbeis, O.S., "Fiber Optical Fluorosensors In Analytical Chemistr
y", Molecular Luminescence Spectroscopy, Methods and Applications (S.G. Schulman
, 編者 ), Wiley ＆  Sons, New York (1988); Angel, S.M., Spectroscopy 2(4):38 (1987
); Waltら , "Chemical Sensors and Microinstrumentation", ACS Symposium Series, 40
3巻 , 1989, 252頁，および Wolfbeis, O.S., Fiber Optic Chemical Sensors，編者 CRC Pr
ess, Boca Raton, FL, 1991, 第 2巻。
光ファイバーは、インビトロ／インビボセンサーとして使用する場合、１またはそれ以上
の光吸収性染料を、光ファイバーの末梢端付近に配置している。代表的には、適切な光源
からの光を、光ファイバーの基部端から伝送して染料に照射する。光は、光ファイバーの
全長に沿って伝送され、伝送された光は、その一部が光ファイバー末梢端から出射され、
染料によって吸収される。光吸収性染料は、固定または非固定状態であってもよく、また
光ファイバー自体に直接または間接的に取り付けた状態であってもよく、さらに、１また
はそれ以上の分析対象としてのアナライトを含んでいる流体サンプル中に懸濁または非懸
濁状態であってもく、加えて、第２の光学測定でのその後の使用のために保存または非保
存状態であってもよい。
光は、染料に吸収されると、種々の波長および光度を有するある種の光は、同じ光ファイ
バーまたは回収用光ファイバーのいずれかを通って伝送され、検出機器に戻り、ここで、
観察、測定される。光ファイバーによって伝送された光と、光吸収性染料の特性との間の
相互作用によって、定性的測定および定量的測定の両者についての光学的基礎データが得
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くとも１種の染料である請求項１７に記載の方法。

ａ）光ファイバーアレイの末端にウェルを形成し、
ｂ）該ウェルに微小球を配置する
ことを含んでなる、化学分析システムの製造方法であって、該微小球は、別々の亜母集団
を含み、各亜母集団は、
ｉ）標的アナライトと相互作用するための化学的官能基、及び
ｉｉ）該化学的官能基を同定するのに使用できるコード化用光学的特性
を有する、製造方法。

該ウェルの形成は、該アレイの個々の光ファイバーのコアを異方性エッチングすることか
らなる請求項１９に記載の製造方法。

該微小球の配置は、亜母集団をウェルに連続的に添加することを含む請求項１９または２
０に記載の製造方法。

さらに、標的アナライトの存在または不存在を同定するのに使用できる、各亜母集団用の
検出用光学的特性を供給することを含む請求項１９～２１のいずれかに記載の製造方法。

該検出用光学的特性の供給が、蛍光物質、発色団およびリン光体からなる群から選択され
る少なくとも１種の染料を各亜母集団に分配することを含む請求項２２に記載の製造方法
。

従来の技術



られる。
従来から、種々の分析目的のために光ファイバーストランドおよび光ファイバー繊維束と
一緒に使用される多種類の光吸収性染料のうち、ごく一般的な組成物として、光の吸収後
に発光する蛍光物質（フルオロホアー）と呼ばれるものや、光の吸収後、発光するのでは
なく、吸収した光を内部で熱に変換する発色団と呼ばれるものがある。
蛍光は、ある種の分子が特定波長の光（光子）を吸収し、その後、より長い波長の光を低
エネルギーで発光する特性に基づく、物理的現象である。蛍光物質は、共通する種々の特
性を有する：ある波長（λ a b）で光エネルギーを吸収し、励起エネルギー状態に達し、そ
の後に、別の波長（λ e m）で発光する特性。吸収スペクトルおよび蛍光発光スペクトルは
、各発光物質について特異的で、しばしばグラフ上で２つの別々の曲線を示し、これらの
曲線は、わずかに重複しているにすぎない。一般に、励起光の波長に拘わらず、同じ蛍光
発光スペクトルが観察され、したがって、励起光の波長およびエネルギーは、所定の範囲
で変えることができる。しかし、蛍光物質が発する光は、常に同じ発光スペクトルを形成
する。最後に、蛍光シグナルの強度は、発光した光の量子収量として測定することができ
る。蛍光量子収量は、（発光した光子の数）対（蛍光物質が当初に吸収した光子の数）の
比率である。これらの特性について、より重要な技術情報は、次のような文献が推奨され
る： Lakowicz, J.R., Principles of Fluorescence Spectroscopy, Plenum Press, New Y
ork, 1983; Freifelder, D., Physical Biochemistry, 第 2版 , W.H. Freeman and Compan
y, New York, 1982; "Molecular Luminescence Spectroscopy Methods and Applications
: Part ■ " (S.G. Schulman, 編著 ), Chemical Analysis, 77巻 , Wiley ＆  Sons, Inc., 
1985; The Theory of Luminescence, Stepanov and Gribkovskii, Iliffe Books, Ltd., 
London, 1968。
これに対し、光を吸収しても蛍光を発しない物質は、通常、吸収した光を熱や運動エネル
ギーに変換する。吸収した光を内部変換する能力によって、そのような染料は発光団とし
て認識される。発光団として光エネルギーを吸収する染料は、各波長のエネルギーをその
ように吸収し、その波長における特有のモル吸光係数によって特徴付けられる。光ファイ
バーストランドおよび吸収分光分析法を採用し、可視光線および紫外線波長を吸光係数と
組み合わせて用いる化学分析法によれば、スペクトルの測定によって、分析対象となる特
定のアナライトの濃度を測定することができる。光ファイバーによる吸光度測定では、ご
く一般的には、濃度は、ベールの法則に従い算出、決定する。すなわち、単一の吸光度波
長では、所定波長の光エネルギーを吸収する組成の量が多くなればなるほど、試料の光学
密度はより大きくなる。このように、吸収された光の全量は、試料中の組成の量と直接的
に相関関係がある。
定量分析および定性分析測定の両者に関する、光ファイバーセンサーを用いる近年の改善
の多くは、光ファイバー末梢端に種々の吸光染料を付着および／または固定化させること
の要求に関する。この方法に関し、種々の光ファイバー化学センサーおよび方法が、ｐＨ
測定、酸素検出、二酸化炭素分析などの特定の分析測定および用途について報告されてい
る。このような開発は、次のような文献によって例示される： Freemanら ,Anal. Chem. 53
:98 (1983); Lippitschら , Anal. Chem. Acta. 205:1, (1988); Wolfbeisら ,Anal.Chem. 
60:2028 (1988); Jordanら , Anal. Chem. 59:437 (1987); Lubbersら , Sens. Actuators 
1983; Munkholmら , Talanta 35:109 (1988); Munkholmら , Anal. Chem. 58:1427 (1986);
 Seitz, W.R., Anal. Chem. 56:16A-34A (1984); Petersonら , Anal. Chem. 52:864 (198
0); Saariら , Anal. Chem. 54:821 (1982); Saariら , Anal. Chem. 55:667 (1983); Zhuj
unら , Anal. Chem. Acta. 160:47 (1984); Schwabら ,Anal. Chem. 56:2199 (1984); Wolf
beis, O.S., "Fiber Optic Chemical Sensors", 編著 CRC Press, Boca Raton, FL, 1991,
 第 2巻 ; および Pantano, P., Walt, D.R., Anal. Chem., 481A-487A, 67巻 ,(1995)。
近年、光ファイバーセンサーは、多数の染料を、各光ファイバーからなる単一繊維束と共
に使用しうるように、構成されている。米国特許番号 5,244,636および 5,250,264（ Waltら
）は、異なる多数の染料を繊維束の末梢端に付着させるシステムを開示しているが、これ
ら特許の各開示をもって本明細書の記載とする。開示された形態によれば、繊維束の光フ
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ァイバーは、各々、各染料に光学的にアクセスすることができる。これは、各染料から戻
る光の別々のシグナルをデコンボルビング（ deconvolving）する問題を回避する。これは
、 2またはそれ以上の染料からのシグナルを合する場合に起こり、各染料は、異なるアナ
ライトに対し感受性を示すが、各染料の発光スペクトルが実質的に重複するからである。

上記２つの特許の改善点は、多数の化学的官能基を、単一の光ファイバー繊維束センサー
の端部に配置することであった。この形態では、代表的には小さい繊維束によって遠隔モ
ニターしうる分析化学センサーが得られる。しかしながら、その欠点として、化学的官能
基に関する種々の化学物質を、センサー端部に適用することが困難である。すなわち、化
学的官能基は、センサー端部に連続形態で形成されるが、これは、ゆっくりとしたプロセ
スで、実際には 10個の化学的官能基しか適用できない。
本発明は、２つの相乗的知見に基づく：（ 1）ビーズベース分析化学システムの開発、光
学的相互伝送可能なコード化法を用いて、各ビーズを同定する能力を保持しつつ、異なる
化学的官能基を担持するビーズ（微小球とも言う）を一緒に混合できること、および（ 2
）光ファイバー繊維束センサーの開発、別々のビーズまたは微小球（マイクロスフェアー
、 microsphere）を所望により、繊維束内の各光ファイバーまたは一群の光ファイバーに
連結することができること。各知見は、別々に適用できるが、一緒に実施した場合には、
数千またはそれ以上の、多数の別々の化学的官能基を支持でき、かつ製造および使用が比
較的容易である光ファイバーを得ることができる。
一般に、本発明の一つの要旨によれば、本発明は、ビーズまたは微小球の母集団を含んで
なる分析化学システムを提供する。募集団内において、別々の亜母集団が存在し、各亜母
集団は、標的アナライトの存在下にビーズの光学的特性を変化させる化学的官能基を担持
する。この光学的特性の変化は、多数の異なるメカニズムによって起こすことができる。
例えば、染料 -標的アナライトをビーズに結合させたり、染料種をビーズ上またはその付
近に形成したり、存在する染料種を破壊したり、アナライトとビーズ上染料とを相互に反
応させて光学的シグナルを変化させることなどが挙げられ、光学的に相互伝送可能なメカ
ニズムであれば、他のいずれであってもよい。各亜母集団は、相互に、ランダムに混合で
きるが、各ビーズ上の化学的官能基は、化学的官能基の記述（内容または特徴）によって
コード化される光学的特性によって測定される。その結果、特定のビーズの光学的特性が
変化しているか否かを観察し、次いでビーズの化学的官能基の光学的特性を解読し、これ
により、化学的官能基が標的としているアナライトの存在または不存在を決定することが
できる。
特定の具体例によれば、ビーズは、ビーズ内に好適には捕捉された染料を用いてコード化
され、化学的官能基はビーズ表面上に付加される。染料は、発色団またはリン光体であっ
てよいが、好適には蛍光染料であり、これは、その強力なシグナルによって、解読に関し
、シグナル／ノイズの良好な比率が得られる。コード化は、少なくとも２つの染料の比率
によって達成できるが、例えば、より大きいコード化サイズを所定寸法のビーズに付加す
ることができる。
本発明の別の要旨によれば、本発明は、分析化学用光ファイバー繊維束センサーを提供す
る。このセンサーは、繊維束またはその付近において化学的官能基を担持するビーズの母
集団を有する。個々のビーズまたは多数のビーズに関連した光学的特性の変化をモニター
する能力は、これらの光学的特性の変化を、繊維束の各光ファイバーまたは一群の光ファ
イバーに接続して、その基部端に伝送し、ここで、使用者による手作業で分析を行うかま
たは画像処理技術により自動的に分析を行うことによって得られる。
本発明の好適な具体例によれば、各ビーズは、光ファイバー繊維束の終端に形成した別々
のウェル内に配置される。このようなマイクロウェルは、クラッドに関し、光ファイバー
のコアを異方性エッチングすることによって形成される。
また好適な具体例では、ビーズの母集団は、代表的には繊維束を横断する配列でランダム
に分布させた別々の亜母集団を含み、各亜母集団は、異なる化学的官能基、および化学的
官能基を記述した光学的相互伝送可能なコードを担持する。
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発明の概要



各センサーは、ビーズ亜母集団のウェル内分布が異なっている点で、相異なっているが、
プラスの光学的応答変化または特性変化を示すビーズのみを解読する必要がある。したが
って、センサーの製造よりも分析に負担がかかる。加えて、ビーズおよび光ファイバーア
レイは、単分散とできるため、シグナル発生に起因する蛍光区域は、非常に均一であり、
このため市販の顕微鏡分析ソフトウェアーの使用によって自動的に分析することができる
。かかる画像処理ソフトウェアーは、異なるスペクトル区域を自動的に決定でき、また各
区域内のセグメントの数を数秒でカウントすることができる。
次に、添付の図面を参照しながら、構造上の新規な詳細事項、各パーツの組み合わせおよ
び他の利点を含め、本発明の前記した特徴および他の特徴を、さらに詳しく説明し、以下
の請求の範囲に記載した。本発明を具体化した特定の方法および装置は、説明のために示
したもので、本発明を制限するものではないものと、理解すべきである。本発明の原理お
よび特徴は、本発明の範囲を逸脱しない限り、種々の具体例において採用することができ
る。

添付の図面において、異なる図面を通じて同じ部分に同じ番号を付した。図面は、必ずし
も同じ尺度ではなく、本発明の原理の説明部分は、強調して図示した。各図面は、次のと
おりである。
図 1は、本発明に従い微小球をコード化および化学的官能化する光学的特性を説明する模
式図、
図 2は、本発明の微小球の製造、コード化および化学的官能化を説明するプロセス図、
図 3は、異なる化学的官能基および化学的官能基のコード化した記述を有する微小球を含
んでなる、微小球系の模式図、
図 4は、本発明の光ファイバーセンサー、および関連装置および制御システムを示す模式
図、
図 5Aおよび 5Bは、各々、微小球を光ファイバー繊維束の末梢端に付着または取り付けるた
めの方法を示す顕微鏡写真、
図 6は、光ファイバー繊維束の形成および微小球のウェル内への取り付けを詳しく説明す
るプロセス図、
図 7Aおよび図 7Bは、各々、微小球のウェルへの静電気結合を証明する、物理的撹拌、タッ
ピングおよび空気脈動の前後における微小球のウェル内アレイを示す顕微鏡写真、
図 8A、図 8Bおよび図 8Cは、各々、フルオレセイン発光波長、 DiICのコード化波長および TR
Cのコード化波長において、二リン酸フルオレセインにさらした場合のアルカリ性リン酸
分解酵素微小球の顕微鏡写真、
図 9Aおよび図 9Bは、各々、フルオレセイン発光波長および DiICのコード化波長において、
フルオレセインβ -ガラクトピラノシドにさらした場合のβ -ガラクトトシダーゼ微小球か
らの光学的シグナルを示す顕微鏡写真、および
図 10Aおよび図 10Bは、各々、フルオレセインラベル化抗原への暴露の前後における、 x-ウ
サギ抗体微小球からの光学応答を示す顕微鏡写真である。

図 1は、本発明の原理に従うビーズまたは微小球 10の構造を示す。先行技術では一般に、
微小球 10は、化学的官能基 12を有し、これは、代表的には微小球表面に適用される。化学
的官能基は、標的とされるアナライトの存在下に、微小球（化学的官能基を囲む領域を恐
らくは含む）の光学的特性を変化させるように設計されている。
ビーズまたは微小球は、球体である必要はなく、不規則形態のビーズも使用することがで
きる。ビーズは、代表的にはプラスチックまたはセラミックから構成され、ナノメートル
オーダー、例えば 500nm～ミリメートルオーダー、例えば 1mm範囲のビーズ粒粒を使用する
ことができる。さらに、種々のビーズ化学物質を使用することができる。メチルスチレン
、ポリスチレン、アクリル系ポリマー、ラテックス、常磁性物質、トリアゾル、カーボン
、グラファイトおよび酸化チタンを含んでなるビーズまたは微小球など、種々のものが可
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【図面の簡単な説明】

好適な具体例の詳細な記載
１．微小球



能である。
"Microsphere Detection Guide", Bangs laboratories, Fishers INが参考となる。
本発明の微小球は、化学的官能基の記述によってコード化される光学的特性を有する。好
適な具体例によれば、レポーター染料 14を微小球 10に添加すると、コード化は、 2または
それ以上の染料の比率で生じる。レポーター染料 14は、発色団タイプのものであってよい
。しかしながら、蛍光染料が好適である。なぜなら、蛍光シグナルの強度によって、解読
の際に良好なシグナル／ノイズ比率が得られるからである。加えて、 2またはそれ以上の
染料の比率によるコード化は、レポーター染料光学的特性および検出器感度を相互に伝送
するのに使用される光度に対し、非感受性を示すため、単一の染料濃度の場合よりも好適
である。
図 2は、微小球の製造法を示すプロセス図である。工程 50において、微小球素材のアリコ
ートを真空ろ過して、ドライケークを生成する。一具体例によれば、メチルスチレン（ 87
％）およびジビニルベンゼン（ 13％）の微小球を用い、これは、 3.1μ mの直径を有する。
微小球は、所望の化学的官能基を予め備えた状態で手に入れることができる。このような
予め調製した微小球は、現在、多数の会社から市販されており、自由に選択できる。これ
とは別の態様として、「ブランク」微小球を用いることができ、これは、使用者が所望の
化学的官能基を容易に取り付けうる表面化学物質を有する。ブランク微小球の、このよう
な表面化学物質の例は、以下の表１に掲げた。
次いで、ドライケークをばらばらに砕き、これに、染料溶液を工程 52で添加して、微小球
の光学的特性を、意図した表面化学的官能基に関する情報によってコード化する。染料は
、微小球表面に共有結合することができるが、これは、化学的官能基のために望ましくは
蓄えるべき表面結合部位を消費してしまう。好適には、微小球は、この微小球を膨潤させ
うる有機溶媒（例えばジメチルホルムアミド（ DMF））中に溶解した 2またはそれ以上の蛍
光レポーター染料を所定の比率で含んでなる染料溶液中に入れる。微小球の染料溶液中へ
の浸漬時間は、その強度および比率の範囲を決定する。浸漬時間が長ければ、強度はより
高く、比率範囲は、より広くなる。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
代表的な二染料系として、テキサスレッドカダベリン（ Texas Red Cadaverine, TRC）（
これは、λ a b＝ 580mmで励起、λ e m＝ 630mmで発光）を、インドジカルボシアニン（ DiIC）
（λ a b／λ e m＝ 610／ 670）と組み合わせて用いた。一般に、染料は、分析に使用される化
学物質に適合性を示し、スペクトル上適合性を示すように、選択すべきである。染料の発
光波長は、化学的官能基が微小球の光学的特性変化を誘発する光学的スペクトル領域と、
重複すべきではない。これにより、重複発光スペクトル領域に寄与しうるコード化染料比
率およびアナライトの両者の存在を起因とし、シグナル寄与測定の際に伴うデコンボルー
ション（ decomvolution）の問題が回避される。
使用しうる他の染料の例は、オキサジン（ 662／ 705）、 IR-144（ 745／ 825）、 IR-140（ 74

10

20

30

40

50

(7) JP 3886161 B2 2007.2.28



6／ 882）、 IR-125（ 786／ 800）（ Exiton）および Bodipy（ 665／ 676）（ Molecular Probes
）、およびナフトフルオレセイン（ 605／ 675）（ Molecular Probes）である。 Lanthideも
使用できる。近赤外領域以外で発光する蛍光染料も使用することができる。発色団染料も
、例えば、ラマン散乱系染料または極性化染料を用いるより魅力的な組成物として、光学
的相互伝送可能な特性を形成する別の代用物に相当する。
異なる化学的官能基のためにコード化する特定の染料対の識別能力は、比率計測定法の感
度限界に依存する。控えめに言えば、いずれの染料対も、少なくとも 20の異なる比率を識
別しうる能力を有すべきである。特定の染料セットでなされる、２つの染料についての特
定の組み合わせの数は、次の表２に示す。
　
　
　
　
　
　
　
すなわち、 6個の染料および各染料対について 20個の識別比率を用いれば、 300個の別々の
化学的官能基を所定の母集団の微小球にコード化することができる。２以上の染料を組み
合わせると、コード化の組み合わにおいて、付加的な多様性が得られる。
工程 54では、微小球を真空ろ過して過剰の染料を除去する。次いで、微小球を水または、
微小球非潤滑性の他の液体で洗浄するが、ここでは、染料は、未だに可溶性である。この
ため、微小球から染料を洗い流すことなく、残留染料を洗い落すことができる。
工程 56では、化学的官能基を微小球表面化学物質に取り付ける（存在しない場合）。なお
、表面化学物質は、微小球本体全体に存在してもよく、物理的な円周表面に限定されるも
のではないことに、注意すべきである。
先行技術によれば、化学的官能基の大きいスペクトルは、微小球について現れ、標的アナ
ライトの存在下に光学的相互伝送可能な変化を形成する。このような化学的官能基には、
４つの広範な分類上の微小球センサーが包含される：（ 1）基本的なインジケーター化学
センサー、（ 2）酵素系センサー、（ 3）免疫系センサー、および（ 4）ゲノセンサー。
多数の基本的なインジケーター微小球センサーは、以前からその有用性が証明されている
。例えば、以下の表３を参照のこと。
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表３に掲げた化学物質の各々は、標的アナライトの存在下に光学的相互伝送可能なシグナ
ルまたは光学的特性を直接形成する。
酵素系微小球センサーは、その性能が証明されており、微小球について明示することがで
きる。例えば、以下の表４に示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一般に、酵素感受性化学物質アナライトの存在により誘発される、光学的特性の変化は、
この種の化学的官能基では間接的に起こる。微小球結合酵素、例えばグルコースオキシダ
ーゼは、標的アナライト、例えばグルコースを分解し、共基質、例えば酵素を消費するか
、またはある種の副生成物、例えば過酸化水素を生成する。次いで、酸素感受性染料の使
用によって、特性変化を開始する。
酵素の微小球への固定化法は、従来技術として知られている。一例によれば、 NH2表面化
学物質微小球を用いる。表面の活性化は、リン酸塩緩衝生理食塩水中 2.5％グルタルアル
デヒド（ 10mM、ｐＨ 6.9）（ NaCl： 138mM、 KCl:2.7mM）で達成される。これは、撹拌床に
より、室温で約 2時間撹拌する。次いで、微小球を超純水＋ 0.01％～ 0.02％ツイーン 20（
界面活性剤）で洗浄し、再度、ｐＨ 7.7の PBS＋ 0.01％ツイーン 20で洗浄する。最後に、酵
素を、好適には 0.45μ m超微粒子マイクロピュアーフィルターで予めろ過した後に、溶液
に添加する。
免疫系微小球センサーは、農薬、除草剤、 PCB、 PAHなどの環境汚染物質の検出についてそ
の性能が証明されている。加えて、このセンサーは、次のような用途に使用されている：
診断剤、例えば細菌（例えば、癩病、コレラ、リンパ炎（ lyme）およびターブルクロシス
（ turburculosis））、ウイルス（例えば、 HIV、単純ヘルペス、サイトメガロウイルス）
、真菌（例えば、アスペルギルス症、カンジダ症、クリプトコックス症）、マイコプラズ
マ（例えば肺炎マイコプラズマ）、原虫類（例えば、アメーバー症、トキソプラズマ症）
、リケッチア（例えばロッキー山紅斑点熱）および妊娠試験。
微小球ゲノセンサーも、その性能が証明されている。これは、代表的には、プローブ配列
を微小球表面化学物質に、一般に NH2基によって取り付けることで、構成される。蛍光染
料分子、例えばフルオレセインを、溶液中の標的配列に取り付ける。その光学的相互伝送
可能な特性変化は、標的配列の微小球への結合によって起こる。これにより、溶液全体よ
りも微小球周囲の染料濃度がより高くなる。性能が証明された数種のプローブおよび標的
配列（ Ferguson, J.A.ら , Nature Biotechnology, 14巻 , Dec. 1996参照）を、以下の表
５に示す。
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図 3は、異なる化学的官能基を有する微小球による分析化学システム 100の構成を説明する
。亜母集団微小球は、 10a、 10b、 10cとして示され、各々、プローブ配列 60a、 60bおよび 6
0cを官能基の例示として担持する。これら亜母集団は、製造されると、相互に合され、混
合される。合して得られた母集団は、ランダムに分布した各化学的官能基を有する微小球
を含む。
一般には、異なる官能基を有する微小球を混合すると、対応する標的配列の各々の選択性
に関し、情報が喪失する。プローブ配列 60a、 60bおよび 60cの各々を有する微小球の溶液
において、蛍光マーカー染料 64の濃度を、微小球 10について観察すると、少なくとも１つ
の標的配列 62a、 62bおよび 62cの存在を測定することができる。しかしながら、プローブ
配列 60a、 60bおよび 60cが活性を発生していることは、測定する方法がない。なぜなら、
亜母集団を混合した際に、この微小球がこのプローブ配列を含んでいることに関する情報
が喪失されているからである。
これとは対照的に、本発明によれば、各亜母集団において、各微小球は、共通の光学的特
性によってコード化されている。図示した例では、微小球 10aで示される亜母集団は、 10
： 1の２つのレポーター染料間についての比率を有し、微小球 10bの亜母集団は、同じレポ
ーター染料の比率 1： 1を有し、微小球 10cの亜母集団は、同じレポーター染料の比率 1： 10
を有する。
したがって、ランダムに混合した亜母集団の微小球は、担持した化学的官能基 60a～ 60c各
々をベースとする別々の分析化学システムとして有用である。系 100は、ある種の化学的
官能基が相互作用しうる、分析対象となるアナライトに添加される。いずれの相互作用も
、例えば蛍光染料 64の微小球への結合によって、対応する微小球の光学的応答を変化させ
る。コード化した染料の組み合わせを用い、光学的特性が変化した微小球の化学的官能基
を同定することによって、アナライトの化学的同一性および濃度に関する情報を、プロー
ブ中に含まれる各官能基との相互作用または非相互作用に基いて、得ることができる。
光学的特性の変化または活性を示す微小球は、顕微鏡による各微小球の手動的観察法の利
用によって同定することができる。解読は、用いた特定のレポーター染料に応じて、手動
で行うことができる。フィルターのような光学的器具を用いて、レポーター染料の発光波
長の微小球からの光を観察することも有用である。この方法が可能な場合、好適な具体例
では、分析化学微小球系は、本発明の光ファイバーセンサーとして使用される。

図 4は、本発明の光ファイバーセンサー 200および関連する制御システム 210を示す模式的
ブロック図である。光ファイバーセンサー 200は、光ファイバー繊維束 202を含んでなり、
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これは、光が光ファイバー間で混合しないように別々のクラッド光ファイバーから構成さ
れる。微小球系 100は、繊維束の末梢端 212に取り付け、基部端 214には、 z-変換ステージ 2
16および x-yマイクロポジショナー 218が接続されている。これら２つの構成要素は、適切
に配置した繊維束 202基部端 214と共に、顕微鏡対物レンズ 220に対し作用する。対物レン
ズ 220で集光した光は、３つの指針形キューブスライダー 222を備える反射光蛍光付属装置
に伝送する。付属装置 222によって、光は、 75Wキセノンランプ 224から、繊維束 202内に連
結される対物レンズ 220内に入ることができる。電源 224からの光は、集光レンズ 226で集
光し、次いでフィルターおよびシャッターホイール 228でろ過および／またはシャッター
処理し、その後 NDフィルタースライド 230内を通過する。
繊維束 202の末梢端 212から戻ってきた光は、付属装置 222を通過して、倍率変換器 232に達
する。この倍率変換器 232は、光ファイバー基部端または末梢端の画像寸法を調節するこ
とができる。倍率変換器 232を通過した光は、第二ホイール 234でシャッター処理およびろ
過する。次いで、光は、電荷結合素子（ CCD）カメラ 236で映像化する。コンピュータ 238
は、画像処理ソフトウェアーを実行し、 CCDカメラ 236からの情報を処理し、要すれば第一
および第二シャッターおよびフィルターホイール 228,234を制御する。光ファイバーセン
サー 200専用の装置、即ち繊維束 202の基部端から左手に記載の装置は、次の文献を参照さ
れたし： Bronkら , Anal. Chem. 1995, 67巻 , 17号 , 2750-2752頁。
微小球系 100は、光ファイバー繊維束の末梢端に、種々の好適な方法で取り付けることが
できる。重要なこととして、微小球は、繊維束の端部に接近して配置する。これにより、
各光ファイバーに戻ってくる光は、主として、単一の微小球のみから入ることが保証され
る。この特徴は、個々の微小球の光学的特性が相互に伝送可能になって、微小球官能基に
伴う反応を同定し、また、これら微小球中に含まれる染料比率を解読するのに必要である
。しかしながら、接着または付着技術では、微小球をアナライトから化学的絶縁する必要
がある。
図 5Aおよび図 5Bは、繊維束 202末梢端 212の微小球の顕微鏡写真であり、微小球 10の繊維束
202への取り付けのための好適な技術を示す。ウェル 250は、繊維束 202の各光ファイバー 2
52の中央において形成される。図 5Bに示すように、ウェル 250の寸法は、微小球 10のウェ
ル 250内への配置が可能になるように、微小球 10の寸法に調整する。すなわち、繊維束 202
の各光ファイバー 252は、光を、ウェル内に含まれる単一の微小球 10から伝送する。その
結果、繊維束 202端部を CCDアレイ 236に対し映像化することによって、微小球 10の光学的
特性は、個別的に相互に伝送することができる。
図 6は、マイクロウェル 250の形成法、および微小球 10のウェル内への配置法を説明する。
１ mmの六角形充填画像化光ファイバーは、約 20,600本の別々の光ファイバー（横断寸法約
3.7μ mのコアを有する）を含む（ Part No. ET26, Galieo Fibers）。代表的には、各光フ
ァイバーのコアは、ガラスの硬度および光ファイバー製造時の延伸の結果として六角形に
形成される。しかしながら場合により、その形態は円形であってもよい。
工程 270では、繊維束 202の基部端および末梢端の両端 212,214は、 12μ m、 9μ m、 3μ m、 1
μ mおよび 0.3μ mのラッピングフィルム上で連続的に研磨される。その後、両端は、アト
ミックホース（ atomic force）顕微鏡で傷について検査することができる。工程 272では
、繊維束 202末梢端 212のエッチングを行う。蒸留水 600μ lおよび HF（フッ化水素酸） 100
μ l（ 50％保存液）含有 0.2gNH4 F（フッ化アンモニウム）溶液を用いることができる。末
梢端 212は、この溶液で所定の時間、好適には約 80秒間エッチングする。
この溶液から取り出して、繊維束端部を直ちに脱イオン水中に入れ、いずれの付加的なエ
ッチングを停止する（ 274）。光ファイバーを次いで水道水で洗浄した。この段階で、好
適には超音波処理を数分行っていずれの塩生成物を反応から除去する。光ファイバーを次
いで風乾する。
以上の方法に従い、繊維束 202の各光ファイバー用のクラッド 256に関し、光ファイバーコ
ア 254を好適に異方性エッチングすることによってウェルを形成する。ウェルは、ほぼコ
ア 254の直径 3.7μ mを有する。この直径は、一例では、用いる微小球の直径 3.1μ mよりも
わずかに大きくなるように選択される。優先的なエッチングが起こる。なぜなら、純シリ
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カのコア 254は、フッ化水素酸の存在下に、ゲルマニウムドープシリカクラッド 256よりも
エッチングされるからである。
微小球は、次いでウェル 250内に、工程 276において種々の方法で配置される。微小球の配
置は、ランダムに混合した所望の亜母集団微小球含有溶液の末梢端 212への滴下、繊維束
の超音波処理による微小球のウェル内への沈降および微小球溶媒の蒸発によって達成する
ことができる。これとは別の態様として、亜母集団は、繊維束端部に連続的に添加するこ
とができる。微小球は、次いでウェル 250内に、スルホン化ナフィオン Nafion希釈液の端
部への滴下によって固定することができる。溶媒蒸発によって、薄膜のナフィオンは、微
小球を覆うように形成し、微小球を所定の場所に保持する。この方法は、 FITC官能基を担
持するｐＨ指示用の微小球の固定に適している。固定微小球の得られたアレイは、スルホ
ン化ナフィオンの水素イオン浸透性によってｐＨ感受性を保持する。しかしながら、この
方法は、一般に採用できない。なぜなら、ナフィオンは殆どの水溶性種に対し不浸透性を
示すからである。同様な方法を異なるポリマー用いて採用することができる。例えば、ポ
リエチレングリコール、ポリアクリルアミド、またはポリヒドロキシメチルメタクリレー
ト（ポリ HEMA）の溶液も、水性種に対し必要な浸透性を示す限り、ナフィオンに代えて使
用することができる。
別の固定化法では、微小球膨潤を用いて、各微小球 10を対応するマイクロウェル 250内に
捕捉する。この方法によれば、微小球は、まずマイクロウェル 250内に、末梢端 212上のマ
イクロウェルアレイの存在下に非膨潤性溶液中に懸濁化した微小球の超音波処理によって
分布する。マイクロウェル内への配置の後、微小球は、その後膨潤性の水性緩衝液に暴露
すると、膨潤することによって、マフィン（ muffin）をマフィンスズで洗浄する場合と同
様に、物理的に捕捉される。
ごく一般な微小球組成の１つは、テンタゲル（ tentagel）、スチレン -ポリエチレングリ
コールコポリマーである。この微小球は、ヘキサンのような無極性溶媒中で膨潤しないが
、極性がより高い溶媒または水性溶媒への暴露によって約 20～ 40容量％で膨潤する。この
方法は、微小球自体の分散特性または浸透性を実質的に損なうことがないため、非常に望
ましい。
図 7Aおよび図 7Bは、初期配置後並びにタッピングおよび空気脈動後のウェル 250中のポリ
マー被覆微小球 12を示す。図 7Aおよび図 7Bは、特別な固定技術を施さなくとも、機械的撹
拌によってウェルから微小球が実質的に喪失していないことを示す。この効果は、恐らく
微小球と光ファイバーとの間の静電気力によるものであろう。この静電気力は、微小球を
ウェル内に結合させる傾向を示す。すなわち、殆どの環境において、微小球の化学的また
は物理的固定を用いることが不要である。
別の具体例では、微小球寸法のような付加的なコード化パラメーターを付加することがで
きる。必要なセンサーの数が数百を越える場合、異なる寸法の微小球を用いて、微小球の
コード化サイズを拡大することができる。光ファイバーアレイは、異なる光ファイバー直
径を有するピクセル（ pixel）を含むように製造することができる。異なる寸法を用いれ
ば、最も大きいウェルに、最も大きい微小球を充填でき、ついで移動させて漸進的により
小さい微小球をより小さいウェルに充填し、全ての寸法のウェルに充填することができる
。この方法では、同じ染料比率を用いて、異なる寸法の微小球をコード化でき、これによ
り、アレイに存在する、数種の異なるオリゴヌクレオチド配列または化学的官能基を拡大
することができる。

化学的官能基：アルカリ性リン酸分解酵素（フォスファターゼ）
標的基質：二リン酸フルオレセイン（ FDP）
レポーター染料比： DiIC： TRC＝比率 1： 1〔 DiICは、ヨウ化 1， 1',3,3,3',3',-ヘキサメチ
ル -インドジカルボシアニン、 TRCは、テキサスレッドカダベリン（ cadaverine）〕
光度の比率の範囲は、２つの染料の量子収量に基づき、亜母集団の染料比率について代表
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実験結果
１．酵素系センサー
亜母集団 A



的な光学的特性となるように選択した。この亜母集団の光学的特性は次のとおりである。
（ DiIC λ光度－ DiIC平均バックグラウンド）／（ TRC λ光度－ TRC平均バックグラウンド
）＝ 0.847± 0.23

化学的官能基： B-ガラクトシダーゼ
標的基質：フルオレセインジ -B-ガラクトピラノシド（ FDG）
レポーター染料比： DiIC： TRC＝比率 10： 1、これは、次のような光学的特性に変換される
。
（ DiIC λ光度－ DiIC平均バックグラウンド）／（ TRC λ光度－ TRC平均バックグラウンド
）＝ 4.456± 1.27

化学的官能基： B-グルクロニダーゼ
標的基質：フルオレセインジ -B-D-グルクロニド（ FDGicu）
レポーター染料比： DiIC： TRC＝比率 1： 10、これは、次のような光学的特性に変換される
。
（ DiIC λ光度－ DiIC平均バックグラウンド）／（ TRC λ光度－ TRC平均バックグラウンド
）＝ 0.2136± 0.03
微小球母集団が、 1またはそれ以上の基質の存在下にある場合、微小球上の各酵素は、基
質の分解を触媒して、フルオレセイン（蛍光物質、 490nmでの励起により 530nmで発光）を
生成する。次いで、特定のビーズに局在するフルオレセインの生産をモニターする。この
方法では、フルオレセインの微小球周囲への局在化は、グリセロール 90％および基質 10％
の基質溶液を用いて増大させる。グリセロールは、発生したフルオレセインの微小球反応
部位からの拡散を防止する。
実験の間、コード化波長の画像をまずとった。なぜなら、 DiICおよび TRCの両者とも、 577
nmで励起されるからである。微小球の 670nmでの発光（ DiICの存在を表示）および微小球
の 610nmでの発光（ TRCの存在を表示）を、 595nmの二色性物質および習得時間 5秒（ CCD236
）を用いて記録した。
次に、光ファイバー繊維束の末梢端 212を緩衝液に入れ、 490nmのビームを照射させながら
、別の画像を撮った。 530nmのフルオレセイン波長の発光を、 505nmの二色性物質（ジクロ
リック）を用いて記録した。この場合、 CCD習得時間 1秒を用いた。この方法によって、バ
ックグラウンド標準化画像が得られる。緩衝液を除去し、光ファイバーを乾燥して、基質
溶液の希釈を避けた。
基質溶液を、次いで導入し、 CCD画像を 30秒～ 1分毎に、 30分間得た。微小球に 490nmの光
を照射しながら、 530nm範囲の発光を集めた。光ファイバーを緩衝液に戻し、別のバック
グラウンド画像を得た。フルオレセインの生成を示すシグナルを形成するビーズを、解読
した。２つのレポーター染料からの光度の比率に応じて、光学活性ビーズの化学的官能基
を、以下の表に従い解読することができる。
　
　
　
　
この方法を、残りの２つの基質について繰り返した。
図 8A～図 8Cは、ビーズ母集団を二リン酸フルオレセインに暴露した場合に CCD236によって
形成した画像である。図 8Aは、 490nmで励起した場合のアルカリ性リン酸分解酵素微小球
からのシグナルを示し、 530nmの発光を記録した。この波長での発光は、フルオレセイン
の生成を示すものである。図 8Bは、微小球を 577nmで励起した場合に CCDで撮った画像を示
し、 670nmの発光を記録した。この波長は、微小球上の DiIC濃度を示すコード化波長であ
る。最後に、図 8Cは、微小球を 577nmの光で励起した場合の画像を示し、微小球の TRC濃度
を表示する 610nm範囲の発光を記録した。
同様な方法で、図 9Aおよび図 9Bは、微小球をフルオレセイン d-β -ガラクトトシダーゼに
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亜母集団 B

亜母集団 C



暴露した場合の画像である。図 9Aは、フルオレセイン生成を表示する 530nmでの発光を示
す。図 9Bは、 DiICの存在を表示する 670nm範囲で発した光を示す。
顕微鏡写真、図 8A～図 8Cおよび図 9A～図 9Bは、微小球周囲のフルオレセイン生成を示すが
、これらの微小球は、この微小球の化学的官能基に伴う反応を示す光学的特性の変化とし
て検出することができる。顕微鏡写真は、光学的特性を解読して、各微小球についてその
化学的官能基を決定することができる。

３つの別々の亜母集団のビーズを用いた。亜母集団 Aでは、 x-ウサギ抗体（ Ab）を微小球
表面に付着した。亜母集団 Bでは、 x-ヤギ抗体を微小球に付着した。亜母集団 Cでは、 x-マ
ウス抗体を微小球に付着した。これら３つの別々の亜母集団は、前記実験と同様な DiIC：
TRCのコード化比率を用いて同定した。
実験の第一工程のため、コード化波長の画像は、 577nm励起を用いて得、 610nmおよび 670n
mでの発光を調べた。これを解読した後、光ファイバーを緩衝液に入れ、 490nm励起を用い
て 530nmの画像を撮った。これにより、フルオレセイン発光波長において、バックグラウ
ンド標準化シグナルを得た。次に、光ファイバーを、フルオレセインラベルウサギ IgG抗
原（ Ag）に入れた。次いで、画像を、フルオレセイン 530nm発光波長において、数分ごと
に得た。図 10Aおよび図 10Bは、ウサギ抗原への暴露の前後において CCDで得た画像を示し
、これは、母集団内の選択微小球の反応を明確に示す。
注意すべきは、抗原溶液からのフルオレセインバックグラウンドが、抗体 -抗原シグナル
を調べるのにあまりにも高い場合には、光ファイバー繊維束を緩衝液に入れてもよい。こ
れにより、 Ab-Agシグナルのみを放出するバックグラウンド蛍光が除去される。
以上、本発明の好適な具体例を参照しながら、本発明を記載し、説明したが、当業者なら
ば、添付の請求の範囲に規定した本発明の範囲および精神を逸脱することなく、種々の変
形例もなすことができるものと、理解すべきである。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ８ Ｃ 】

【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】

【 図 １ ０ Ａ 】
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【 図 １ ０ Ｂ 】
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