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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　表面を有する基材を含む試料提示器具であって、前記表面が、湿潤性の異なる複数のゾ
ーンを含み、
　該湿潤性の異なる複数のゾーンは、
　分析物を捕捉するように構成された第一の捕捉ゾーン、
　試料に接触した場合に、他のゾーンと比較して試料に関して最も湿潤性が高いゾーンで
あって、前記分析物を分析するために構成された第二の分析ゾーン、及び
　分析すべき試料に関して実質的に非湿潤性のゾーンであって、前記第一の捕捉ゾーン内
に液体を封じ込めるように構成された第三の境界ゾーン
を含み、
　前記第一の捕捉ゾーンおよび前記第二の分析ゾーンが、前記第一の捕捉ゾーンから前記
第二の分析ゾーンへの液流を促進するために異なる湿潤性で構成されており、前記第一の
捕捉ゾーンの湿潤性が前記第二の分析ゾーンの湿潤性よりも小さく、かつ前記第一の捕捉
ゾーンは前記第二の分析ゾーンに接続している、前記器具。
【請求項２】
　複数の前記第一の捕捉ゾーンおよび複数の前記第二の分析ゾーンを含み、複数の前記第
一の捕捉ゾーンが前記表面上にアレイとして分布し、前記第一の捕捉ゾーンのそれぞれが
複数の前記第二の分析ゾーンのうちの対応する一つと接続しており、前記表面が前記複数
の第一の捕捉ゾーンを分離するように適応されている第三の境界ゾーンをさらに含む、請
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求項１に記載の試料提示器具。
【請求項３】
　前記基材が自己組織化単分子膜を含む、請求項１に記載の試料提示器具。
【請求項４】
　前記第一の捕捉ゾーンが、以下の特徴の一以上を含む、請求項１に記載の試料提示器具
：
ａ）抗体を含む、
ｂ）分析物を捕捉するための部分を含み、前記部分は分析物と特異的又は非特異的に結合
する生物学的又は化学的部分から選択されることで、クロマトグラフィーを実施するため
に構成されている、
ｃ）固定化Ｆｅ（ＩＩＩ）を含む、
ｄ）固定化Ｎｉ（ＩＩ）を含む、
ｅ）固定化金属アフィニティクロマトグラフィー表面を含む、及び／又は
ｆ）タンパク質、ペプチド、またはヌクレオチドを捕捉するように適応されている。
【請求項５】
　前記第二の分析ゾーンが、分析物に対する認識可能なアフィニティ又は結合を示さない
点で実質的に非結合性である、請求項３に記載の試料提示器具。
【請求項６】
　前記第一の捕捉ゾーンが分析物を捕捉するための抗体を含む、請求項３に記載の試料提
示器具。
【請求項７】
　前記第一の捕捉ゾーンが、分析物を捕捉するための部分を含み、前記部分は分析物と特
異的又は非特異的に結合する生物学的又は化学的部分から選択されることで、クロマトグ
ラフィーを実施するために構成されている、請求項３に記載の試料提示器具。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の試料提示器具上に分析物を提示すること；および
　分析物を検出すること
を含む分析物を分析する方法。
【請求項９】
　前記検出行為が前記分析物の上のレーザー脱着イオン化質量分析を実施することを含む
、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の試料提示器具上に分析物を提示すること；および
　前記分析物の化学的特性を測定すること
を含む分析物を分析する方法。
【請求項１１】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の試料提示器具において、試料液を前記基材の表面
上へ導入すること、但し、前記試料液は分析物を含む；
　前記表面上の第一の捕捉ゾーン中の前記試料液についてクロマトグラフィーを実施する
こと；
　前記試料液を前記表面上の第二の分析ゾーンへ移動すること；および
　前記表面上の前記第二の分析ゾーン内で前記分析物を検出すること
　を含む、試料液を精製する方法。
【請求項１２】
　前記クロマトグラフィーがイオン交換クロマトグラフィーを含む、請求項１１に記載の
方法。
【請求項１３】
　前記クロマトグラフィーが逆相クロマトグラフィーを含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記表面が自己組織化単分子膜を含む、請求項１１に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、分析測定の実施に有用である試料提示器具に関する。さらに、本発明は試料
提示器具の製造および使用に関する。
［関連出願へのクロスリファレンス］
【０００２】
　本出願は、それぞれ全体が参照により本開示に含まれる、２００４年５月２１日出願の
米国特許仮出願第６０／５７３，４４０号、名称『試料提示器具』の利益を主張する、２
００４年１月１３日出願の米国特許出願公開第１１／０３６，７０７号、名称『試料提示
器具』の継続出願である。
【０００３】
　試料のある種の化学的および生物学的分析を伴う科学分野の大部分では、研究者が水溶
液中に見出された化合物または分析物を同定および測定できることが要求されている（た
とえば、血漿タンパク質の測定または流水からの流液内の殺虫剤の測定）。ここで、分析
物とは一般に調査者の目的の液体試料の成分のことをいう。典型的に、分析物を含む液体
試料は、容器（たとえば、試験管、マルチ・ウエルプレートまたはキュベット）または他
の提示器具（たとえば、スライドまたはバイオチップ）によって分析測定機器に提示され
る。多数の試料を迅速に測定すること（いわゆる試料の「高処理量」測定）が最優先に関
心を持たれているため、自動分析機器と関連して用いることができる標準容器および器具
を開発することに多くの関心が寄せられてきた。たとえば、創薬分野では、医薬候補のス
クリーニングに関心を持つ研究者は、しばしばさまざまな分析技術（たとえば、蛍光偏光
測定）を用いて、何千またはさらに何百万の潜在的な医薬候補をスクリーニングし、その
うち多くは医薬候補を含む試料溶液を含む標準３８４ウェルプレートを用いた。このよう
に試料提示器具は、ゲノミクスおよびプロテオミクスから、薬剤開発、臨床診断、および
環境学的または生物学的毒素または製剤の分析（たとえば、環境汚染の評価および生物テ
ロに使用される可能性のある薬剤のスクリーニング）にわたる幅広い科学分野において、
研究者の分析器具の極めて重要な構成要素を構成する。
【０００４】
　ゲノミクスおよびプロテオミクスにおいて、たとえば、ＤＮＡ／ＲＮＡおよびタンパク
質／ペプチドの同定および試験にそれぞれ焦点があてられている。これら分野は、生きて
いる生物体中の化学的および生物学的部分、それらの相互反応およびそれらを区別するた
めに必要な分析技術の体系的な試験のことを総合的に言う。個々の細胞成分よりも複雑な
生物系を理解することは、現在の生物学および生物医学研究の両分野での主要な注目点で
ある。具体的には、ゲノミクスの主要目的は、生物全体の遺伝子含有物の大きなデータベ
ースを配列決定しおよび生成することである。細菌、酵母、線虫、ショウジョウバエ、お
よび最近になって、ヒトのゲノムが編集されている。同様に、プロテオミクスは、細胞内
で特定の時間に発現したすべてのタンパク質の検討であり、その主要な目的は、完全にタ
ンパク質を配列決定するのとは対照的に、データベース合致ツールとともに用いることが
できる部分的タンパク質アミノ酸配列を得てタンパク質を同定することである。タンパク
質の同定は、タンパク質発現の検討（疾患状態に対する異なる条件およびバイオメーカー
のもとで異なって発現するタンパク質を同定するために重要）およびタンパク質相互反応
のマッピング（細胞構造の像を策定する際に役に立つ）を可能にする。タンパク質は生物
体の主要な成分であり、および調節反応から酸素の輸送まで実質的にすべての重要な生物
機能を行い、細胞および細胞外構造を提供するため、タンパク質の役割を理解することは
、われわれが生物系を理解するために重要である。ゲノミクスと同様に、ヒトおよび他の
プロテオミクスの急成長分野は結果としてヒトおよび他の生物体のプロテオームに関する
情報を生成し、および一方、この情報は依然として不完全なままであり、この情報の大部
分はデータベースに保存されおよび今後も保存されるであろう。生物系の将来の理解の大
部分が、これらゲノムおよびプロテオームデータベースから抽出されることが期待されて
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いる。
【０００５】
　臨床診断の分野では、研究者は幅広い分析物の同定および測定に焦点を当てる。目的の
分析物は、医薬候補が生物体全体に存在する程度を明らかにする臨床試験の過程で実施さ
れるバイオアベイラビリティ試験の例でのように、実際の医薬候補でありうる。代替的に
、目的の分析物は、キナーゼ酵素反応のリン酸化反応産物の存在または非存在の測定の場
合のように、医薬候補に対する生理的反応を反映しうる。キナーゼ酵素は細胞の成長およ
び増殖に重要であるため、成長が異常である疾患（たとえば、がん）の患者において高レ
ベルのキナーゼ活性が観察される。キナーゼ活性の低下を結果として生じる医薬は、した
がって、抗がん剤候補であり、およびそのような医薬候補の効力を検出する分析方法はし
ばしば、キナーゼ酵素反応産物の形の分析物の存在または非存在の測定に着目する。臨床
診断および医薬開発に重要な分析物の、これらおよびその他の種類の直接および間接測定
は、分析技術および測定を円滑にする試料提示器具の存在に依存する。
【０００６】
　試料提示器具の重要性は、決して生物医学的文脈に限定されない。たとえば、環境汚染
（または改善）の拡大を決定することに関心を持つ研究者たちは、水、空気および土壌試
料を含むすべての種類の環境試料をスクリーニングできる必要がある。そのような試料を
分析するために用いられる多くの分析技術は、有機および／または無機溶媒中で希釈する
ことによって抽出されてさまざまな成分を除去した水質の検討の場合または土壌試料の場
合と同じように、液体試料の分析を伴う。分析のための液体試料を提示できる試料提示器
具は、したがってこれらの種類の分析測定を達成する重要なツールである。試料中のＫＣ
ＮＣ１のタンパク質産物の検出および無調節な発現差に基づく。
【０００７】
　９・１１テロ以後の世界では、軍事および非軍事の両方のシナリオにおいて化学物質お
よび生物物質の検出を容易にするプラットフォームおよび分析技術の必要性に政府は直面
している。生物戦検出のための課題は、試料回収および無害な生物と有害な生物との識別
を含む。生物物質に関する現在の戦場技術は、生体化合物を質量分析（ＭＳ）によってよ
り容易に検出することができる低分子へ変換する熱分解を利用する。しかし、タンパク質
またはペプチドバイオマーカーに基づく技術の開発が期待されており、なぜならそれは現
在知られる方法よりも特異性が高く、および呼気検査、尿検査、または採血技術と組み合
わせて、兵器への曝露の可能性を測定するのに使用しうるためである。警報装置としての
独立型バイオセンサーもまた、戦場および公共の場での使用について高い関心が持たれる
。これらの方法のすべてが、試料回収、前処理、および検出器への試料の提示において課
題を提出する。
【０００８】
　血清中のＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質、およびペプチド、環境試料における環境毒素と
いった、液体試料中の目的の化合物を同定および測定するために広範な分析技術が開発さ
れていた。これら分析技術のそれぞれが独自のやり方において有用である一方、それぞれ
は使用される試料提示器具の種類に少なくとも部分的に依存している。したがって、その
ような器具に固有の制限は、これら分析技術を用いた目的の化合物の測定に有害に影響し
うる。
【０００９】
　さらに、液体試料中の分析物を同定、単離または測定することに着目した多くの分析技
術は、試料が別々の処理前段階－すなわち、目的の分析物の存在および量を決定するため
に特定の分析技術に曝露する前の試料の処理に供することを必要とする。たとえば、多く
のタンパク質細胞抽出技術は、複合タンパク質混合物を産出し、質量分析に干渉し、タン
パク質の分析の前に除去しなければならない界面活性剤および塩を組み入れる。現在の分
画および精製の方法には時間がかかる。タンパク質を精製するために用いられる液体クロ
マトグラフィーおよびゲル電気泳動といった、他の精製方法は多くの場合１０μＬより大
きい容量の試料の回収を含み、さまざまなタンパク質検出技術（たとえば、ＭＡＬＤＩ－
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ＭＳ）による分析の前に追加的な濃縮が必要になる。現在知られている分析技術－および
それらに関連して用いられる試料提示器具の需要は、試料精製、試料調製、自動データ取
り込み、および自動データ分析の重要性を強調する。
【００１０】
　たとえば、プロテオミクスの分野で用いられる最も一般的でおよび好ましい種類の質量
分析は、マトリクス支援レーザー脱離イオン化質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）である。Ｍ
ＡＬＤＩ－ＭＳは、大過剰モルの酸性でＵＶ吸収性の化学マトリクス（たとえば、ニコチ
ン酸）の存在下で、相対的に高分子量のタンパク質が表面上に付着する、標準的なレーザ
ー脱離飛行時間質量分析の変法である。この技術は、これらの高分子量の不安定な巨大分
子の完全な状態での脱離を可能にする。質量分析は、質量精度、高感度検出、および抑え
たコストでの微量の試料の迅速な分析を提供するため、プロテオーム研究において重要な
分析手段となっている。
【００１１】
　しかし、ＭＡＬＤＩ－ＭＳは、さまざまな不利益、特に試料調製に伴う問題を有する。
総合的に、今日のＭＡＬＤＩ－ＭＳ試料担体は、２μＬを超える試料容量に適しないとい
う点で厳しい試料容量制限がある。最大２μＬまでの容量が通常用いられ、および１ｍｍ
ないし２ｍｍの直径を有する乾燥小滴を与える（カラス（Ｋａｒａｓ），Ｍ．およびヒレ
ンカンプ（Ｈｉｌｌｅｎｋａｍｐ），Ｆ．Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．１９８８，６０，２２９
９－２３０１、参照により本開示に含まれる）。シングルサイトデータ取り込み中に、レ
ーザーは乾燥小滴の小さな一部だけを照射するため（０．０１５ｍｍ２ないし０．０３０
ｍｍ２）、試料中のすべてのタンパク質が検出される保証は無い。加えて、試料容量（最
大２μＬ）は、精製後に試料が通常回収される容量よりも顕著に小さく、ＭＡＬＤＩ－Ｍ
Ｓの前にさらに濃縮が必要になる；たとえば、液体クロマトグラフィーおよび電気泳動法
によって精製されたペプチドおよびタンパク質試料は、１０μＬより大きい容量で通常回
収される。結果として、そのような試料はＭＡＬＤＩ－ＭＳの前にさらに濃縮しなければ
ならない。多くの試料はまた、質量分析に干渉する界面活性剤および塩を含み、ＭＡＬＤ
Ｉ－ＭＳの前に除去が必要になる。
【００１２】
　ＭＡＬＤＩ－ＭＳに伴う別の不利益は、試料均一性の欠如である。２μＬの小容量でさ
え、試料適用に乾燥小滴法が用いられる場合には、試料不均一性のために問題となりうる
。０．５～２．０μＬの範囲の試量容量が通常用いられおよび乾燥され、これは１ｍｍな
いし２ｍｍの直径を有する乾燥小滴を与える（カラス（Ｋａｒａｓ），Ｍ．およびヒレン
カンプ（Ｈｉｌｌｅｎｋａｍｐ），Ｆ．Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．１９８８，６０，２２９９
－２３０１，参照により本開示に含まれる）。結果として、乾燥小滴のわずかな一部だけ
（０．０１５ｍｍ２ないし０．０３０ｍｍ２）が、シングルサイトデータ取り込み中にレ
ーザーによって照射される。残念ながら、０．５～２．０μＬの小容量でさえ試料不均一
性（分析物の不均一な付着）を結果として生じることが知られており、これは、乾燥小滴
の異なる領域にレーザーを当てた際に、ピークの存在、強度、分解能および質量精度に顕
著な変動を生じる（ストルパット（Ｓｔｒｕｐａｔ），Ｋ．；カラス（Ｋａｒａｓ），Ｍ
．；ヒレンカンプ（Ｈｉｌｌｅｎｋａｍｐ），Ｆ．Ｉｎｔ’ｌ．Ｊ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃ
ｔｒｏｍ．Ｉｏｎ　Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ　１９９１，１１１，８９－１０２；コーエン（
Ｃｏｈｅｎ），Ｓ．Ｌ．およびチャイト（Ｃｈａｉｔ），Ｂ．Ｔ．Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．
１９９６，６８，３１－３７；およびアマド（Ａｍａｄｏ），Ｆ．Ｍ．Ｌ．；ドミンゲス
（Ｄｏｍｉｎｇｕｅｓ），Ｐ．；サンタナ－マルケス（Ｓａｎｔａｎａ－Ｍａｒｑｕｅｓ
），Ｍ．Ｇ．；フェラー－コレイア（Ｆｅｒｒｅｒ－Ｃｏｒｒｅｉａ），Ａ．Ｊ．；トー
マー（Ｔｏｍｅｒ），Ｋ．Ｂ．Ｒａｐｉｄ　Ｃｏｍｍｕｎ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ
．１９９７，１１，１３４７－１３５２，すべてが参照により本開示に含まれる）。これ
らの現象のため、質量分析データの批判的な検分および試料当たり多数のシングルサイト
スペクトルの蓄積が必要になる。したがって、１日に機器１台当たり数百の試料しか分析
できず、および自動化データ取り込みはしばしば不可能である。
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【００１３】
　スポット直径がレーザー直径の位まで落ちるため、試料不均一性の問題を最小化できる
ことが実証されてきた。その場合、試料の大部分を同時に照射することができ、感度およ
び再現性を改善する（リトル（Ｌｉｔｔｌｅ），Ｄ．Ｐ．；コーニッシュ（Ｃｏｒｎｉｓ
ｈ），Ｔ．Ｊ．；オドネル（ＯＤｏｎｎｅｌ），Ｍ．Ｊ．；ブラウン（Ｂｒａｕｎ），Ａ
．；コッター（Ｃｏｔｔｅｒ），Ｒ．Ｊ．；コステール（Ｋｏｓｔｅｒ），Ｈ．Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１９９７，６９，４５４０－４５４６；お
よびゴボム（Ｇｏｂｏｍ），Ｊ．；ノードホフ（Ｎｏｒｄｈｏｆｆ），Ｅ．；ミロゴロヅ
カヤ（Ｍｉｒｇｏｒｏｄｓｋａｙａ），Ｅ．；エクマン（Ｅｋｍａｎ），Ｒ．；ロプスト
フ（Ｒｏｅｐｓｔｏｒｆｆ），Ｐ．Ｊ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．１９９９，３４，
１０５－１１６，参照により本開示に含まれる）。米国特許第６，２８７，８７２号に記
載の試料担体がさらに記載されており（シュエレンバーグ（Ｓｃｈｕｅｒｅｎｂｅｒｇ）
，Ｍ．；ルバー（Ｌｕｂｂｅｒｔ），Ｃ；イックホフ（Ｅｉｃｋｈｏｆｆ），Ｈ．；カル
クン（Ｋａｌｋｕｍ）．Ｍ；レフラック（Ｌｅｈｒａｃｈ），Ｈ．；ノードホフ（Ｎｏｒ
ｄｈｏｆｆ），Ｅ．Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．２０００，７２，３４３６－３４４２，参照に
より本開示に含まれる）、分析物の付着を小さいスポット直径に閉じ込めることは試料不
均一性に伴う問題を低減するだけでなく、結果として検出感度の大幅な増加をもたらす。
この不利益は、この目的のスポットのサイズを得るために、試料容量を２μＬ未満まで減
少させなければならないことである。
【００１４】
　これらの試料容量および不純物の問題を克服するために、研究者は、試料を前処理する
ために設計された試料担体または用いられるミニカラムを使用している。そのような試料
担体の一例は、アンカーチップ（ＡｎｃｈｏｒＣｈｉｐ）（登録商標）としてブルカー・
ダルトニクス社（Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ　ＧｍｂＨ）より市販されている。
アンカーチップ製品は、試料を正確に決められた位置で濃縮することによってＭＡＬＤＩ
－ＭＳ感度を改善し、および具体的には、濡れやすい親水性スポットのアレイを有する濡
れない疎水性材料の薄層を含む。アンカーチップの使用に伴う主な制限は、各アンカーに
加えられる液体試料の容量を０．５０μＬないし３．０μＬに制限する必要性である（ア
ンカーチップ標的上での試料調製のための一般規則１番、参照により本開示に含まれる『
アンカーチップ技術（ＡｎｃｈｏｒＣｈｉｐ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）』１．６版、ブル
カー・ダルトニクス社、２０００年１１月を参照）；本製品の資料に含まれる製造元提供
の例はさらに、液体試料滴容量を０．５μＬまたは１．０μＬに制限する。別の制限は、
分析物および夾雑物（塩、界面活性剤）の両方がレーザー照射領域でしばしば濃縮される
ことである。したがって、試料をまず、上記の通りの質量分析試料担体上への添加前に、
ジップチップ（ＺｉｐＴｉｐ）（登録商標）または同様のミニカラム試料調製器具上で脱
塩および／または濃縮しなければならない。（ジップチップは、ミリポア社（Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．）製で、小さいピペットチップに逆相クロマトグラフィーメディア
を充填して調製した、試料濃縮および脱塩用のマイクロカラムである（ルスコニ（Ｒｕｓ
ｃｏｎｉ），Ｆ．；シュミッター（Ｓｃｈｍｉｔｔｅｒ），Ｊ．；ロッシャー（Ｒｏｓｓ
ｉｅｒ），Ｊ．；ル・メール（ｌｅ　Ｍａｉｒｅ），Ｍ．Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．１９９８
，７０，３０４６－３０５２，参照により本開示に含まれる））。しかし、自家製マイク
ロカラムまたは市販のジップチップの使用は時間がかかり、相当なコストを加え、自動化
が困難であることが明らかになっており、およびしばしば試料物質の中等度の回収しかで
きない。したがって、アンカーチップは他の今日のＭＡＬＤＩ－ＭＳ試料担体に伴う同じ
制限の多数を有する。
【００１５】
　血清試料のタンパク質プロファイリングのために、ＭＡＬＤＩ－ＭＳへの代替技術が開
発されてきた。この技術は、表面増強レーザー脱離／イオン化質量分析（ＳＥＬＤＩ－Ｍ
Ｓ）と呼ばれ、および卵巣がんのバイオマーカーの発見、および前立腺がんと良性の前立
腺肥大との鑑別に関して成果を出してきた。ＳＥＬＤＩ－ＭＳ中では、分析物は最初にア
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フィニティ捕捉器具として作用する官能基化された表面を有する試料担体上に選択的に保
持される。次いで保持された分析物によって、他の複合液体クロマトグラフィー質量分析
法のために必要とされるような、捕捉時点でレーザー脱離によってイオン化され、保持力
のある表面からの回収を達成する必要なしでの検出が可能になる。ＳＥＬＤＩ－ＭＳは、
米国特許第５，７１９，０６０号；第５，８９４，０６３号；第６，０２０，２０８号；
第６，０２７，９４２号；第６１２，１３７号；６，２２５，０４７号；および６，５７
９，７１９号に記載されており、すべてが参照により本開示に含まれる。最近報告された
結果にかかわらず、生物学的分析物の保持に関して最適な表面がレーザー付着イオン化中
の分析物の提示に関して最適未満の性能を示すため、ＳＥＬＤＩ－ＭＳ法は多くの場合問
題である。
【００１６】
　タンパク質といった分析物を単離および精製するために用いられるさらに別の技術が使
用されている。たとえば、２Ｄゲル電気泳動および多次元液体クロマトグラフィーの時間
がかかる技術による生物学的試料のための分画および精製手法はよく知られており、クロ
マトグラフィーベッドを含む消耗品のカラムまたはピペットチップといったより迅速で低
感度の技術もまたよく知られている。タンパク質混合物を分離する役割を果たすゲル電気
泳動は、一次元または二次元でありうる。１Ｄゲル電気泳動、別名ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ド
デシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動）では、タンパク質混合物は分
子量のみによって分離される。２Ｄゲル電気泳動、別名２Ｄ－ＰＡＧＥでは、混合物は等
電点によって分離され、次いで分子量によって分離される。本技術の一つの欠点は、本方
法の分解能が低いこと、すなわち、分離された各スポットは二つ以上のタンパク質を含み
うることである。別の欠点は、分離を見るために用いられる色素がすべてのタンパク質を
染色しないことである。液体クロマトグラフィー（ＬＣ）は、「高速液体クロマトグラフ
ィー」（ＨＰＬＣ）、または、二つ以上のクロマトグラフィーカラムが用いられるならば
「多次元液体クロマトグラフィー」として知られる。一般的にＬＣの長所は、多様なカラ
ム化学を利用できることである。低分子ペプチドを効率的に分離することができないゲル
電気泳動とは対照的に、ＬＣは酵素消化物に由来するペプチド混合物を分離するのに用い
ることができる。固相抽出（ＳＰＥ）は精製の迅速な方法を提供し、および有機合成から
環境試料回収まで多数の分野で用いられる。固相抽出は液－液抽出またはＨＰＬＣよりも
迅速であり、溶媒消費がより少なく、および気体または液体試料から分析物を抽出するの
に用いることができる。ＳＰＥの技術は、いくつかを挙げればピペットチップ、カラム、
膜、および３８４ウェルプレートといったさまざまな器具で提供される。
【００１７】
　創薬において、既知の分析方法での使用のためのさらに別の試料提示器具が開発されて
きた。たとえば、膜に埋め込まれたＣ１８ＲＰ（逆相）溶媒であるエムポアカードを用い
たＡＤＭＥＴ（吸収・分布・代謝・排泄・毒性）試験（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．３ｍ．ｃ
ｏｍ／ｅｍｐｏｒｅ）は、および負荷された試料が乾燥されたままであるため試料精製に
おける段階数、および保存および濃縮の可能性を減少できるとうたわれている。試料精製
には、試料をカードに負荷する；カードを溶出器に移動する；および試料の１００％を直
接質量分析器へ溶出する：の３つの段階を必要とする。溶出量ができるかぎり低く保たれ
る場合に、エムポアカードはペプチド消化物をＭＳに負荷する投入するために用いられる
であろう。そうでなければ、低い濃縮ペプチドは検出限界を下回る。
【００１８】
　したがって、生物学的および化学的部分を高感度で検出するさまざまな分析方法と関連
して用いることができる試料提示器具の必要性が存在する。さらに、液体クロマトグラフ
ィーおよび電気泳動分離およびその他の種類の分離／精製技術から通常回収される試料容
量と適合し、試料不均一性に伴う問題を最小化するべく分析物を封じ込められた領域に封
じ込める液体試料に導き、その結果検出感度の増加をきたす、試料提示器具への必要性が
存在する。このような試料提示器具を利用できることは、たとえば、ライフサイエンス産
業のマルチ・ウエルプレート処理器および液体取り扱いロボットといった自動化試料処理
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を可能にするであろう。より重要にはそれらによって、クロマトグラフィー溶出物の直接
回収およびその後のＭＡＬＤＩ－ＭＳ分析が可能になる。さらにこれら能力は、当業者に
公知であるさまざまな分析技術を用いて生物学的および化学的部分の検出および測定の処
理量を向上させるであろう。本発明のこれらおよび他の長所を、より詳細に下記に説明す
る。
【発明の開示】
【００１９】
　本発明の試料提示器具は、化学的および生物学的存在物の同定のために使用されるさま
ざまな分析方法に用いられる既知の試料提示器具への魅力的な代替を提供する。加えて、
本発明は、この装置を用いて液体試料に含まれる分析物の幅広い分析測定を実施する方法
を提供する。本発明の試料提示器具の独自の性質は、既知の分析技術およびこれらに関連
して用いられる試料提示器具または容器に関連する多数の欠点（上述）を取り扱う。
【００２０】
　ゲノミクス、プロテオミクス、創薬、臨床診断、バイオセンサー、および環境毒素およ
び物質の検出といった分野では、質量分析は化学的および生物学的部分を同定するのに用
いられる技術であり、しばしば非常に少量の試料のみが利用可能であり、および多数の試
料の処理量が望ましい。蛍光偏光、免疫蛍光分光法、ゲルクロマトグラフィー、イオン交
換クロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィーといった他の分析物検出方法も
また、高処理量の生物学的および化学的部分の検出に用いることができ、およびしたがっ
て本発明の試料提示器具と組み合わせて用いることができる。
【００２１】
　本発明の試料提示器具は、さまざまな分析方法に用いられる既知の試料提示器具の魅力
的な代替を提供する。たとえば、本発明は最大１００μＬの容量のバイオチップの表面上
で分析物を選択的に保持しおよび濃縮することを可能にする。さらに、分析物は、実質的
に非結合性または結合抵抗性であるように設計される試料提示器具の一部から検出される
ため、バイオチップ系のアフィニティ捕捉器具の表面上での直接検出、または器具の表面
が分析物に対して大きなアフィニティを有する他の試料提示器具と比較して、高感度で検
出されうる。
【００２２】
　本発明は、好ましい実施形態での試料提示器具は単回の液体操作のみを必要とするため
、分析物の一表面から別の表面への移動に伴う損失の可能性をさらに極小化する。この結
果、試料提示器具表面の分析物抵抗性とあいまって、既知の方法のような目的の分析物の
損失を低減する。ＳＥＬＤＩ－ＭＳとは対照的に、本発明はアフィニティ捕捉器具による
結合分析物の捕捉点からの脱離を含まず、しかしむしろ分析物の表面への感知できるアフ
ィニティまたは結合を有さない表面から分析物が脱離する試料提示器具を用いる。
【００２３】
　さらに液体試料は、本発明の試料提示器具の表面上で制御された態様で操作および移動
することができる。これによって、試料は、分析物の試料提示器具の表面への実質的な結
合がない分析ゾーンへと濃縮できる。さらにこれによって、分析物を含む試料を表面上の
異なるゾーンに移動させることができ、各ゾーンは分析物に関して異なる性質を有し、こ
のため検出前に分析物を精製、単離および／または修飾できる。さらに、本発明は、さま
ざまな化学的または物理的刺激（たとえば、熱、紫外線）に反応して表面のさまざまな部
分の性質が変わることによって、分析物に関するこのような表面の性質が試料取り扱い中
に操作できる試料提示器具を含む。そのような表面性質の変化は、可逆的にもまたは可逆
的にも設計しうる。
【００２４】
　本発明の試料提示器具のこれらおよび他の特徴をより詳細に下記に記載する。本発明は
、試料提示器具、試料提示器具を作成する方法、および試料提示器具を使用する方法を含
む。
試料提示器具
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【００２５】
　本発明は、分析測定の実施に有用な試料提示器具に関する。一実施形態では、本発明は
分析すべきさまざまな試料に関して湿潤性の異なる一つ以上のゾーンのある表面を有する
試料提示器具を含む。これら湿潤性の異なるゾーンは、結果として液体試料中の分析物の
保持、濃縮、および移動能力の異なるゾーンを生じる。これらゾーンは、さまざまな形状
およびサイズであってもよく、および互いについて連続性または不連続性であってもよい
。
【００２６】
　本発明の試料提示器具は、うち一つは液体試料の保持に関して最適である別個のゾーン
から成ってもよい。本発明の試料提示器具はさらに、うち一つが分析物の高感度検出に関
して最適である湿潤性の異なる別個のゾーンを含んでもよい。
【００２７】
　本発明の試料提示器具は、それぞれが湿潤性の異なる二つ以上のゾーンを有する二次元
または三次元の表面を含んでもよい。
【００２８】
　本発明の試料提示器具は、たとえば、ガラス、半導体、金属、ポリマー（たとえば、プ
ラスチック）、および他の水酸化材料、たとえば、ケイ素上のＳｉＯ２、アルミニウム上
のＡｌ２Ｏ３などを含むがそれらに限定されない、さまざまな物質から成りうる基材を含
む。好ましくは、基材は金のような金属、またはケイ素のような半導体である。
【００２９】
　本発明の試料提示器具はさらに、湿潤性に関して異なる性質を有するさまざまなゾーン
を基材の表面上に作製するために、当業者に知られた方法によって表面修飾された基材を
含む。このような表面修飾は、自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）、ポリマー（線状および分
岐）、およびラングミュア－ブロジェット組織の基材への添加を含むがそれらに限定され
ない。一例としてＳＡＭを用いると、基材に添加される際に、ＳＡＭは液体試料が曝露し
うる試料提示器具の表面を作製する。用いられる特定のＳＡＭの組成に応じて、本発明の
試料提示器具の表面は、液体試料中の分析物に対して湿潤性の点で、およびアフィニティ
（またはその欠如）の点で異なる性質を持ってもよい。ゾーンの性質が特定のゾーンに用
いられるＳＡＭを反映している別個のゾーンを作製する態様で、ＳＡＭを本発明の試料提
示器具に添加してもよい。当業者に公知の他の表面修飾技術もまた本発明に含まれる。
【００３０】
　試料提示器具の表面が含みうるゾーンの種類に関して、それらは分析すべき試料に関し
て異なる湿潤性の効用によって主として特徴付けられ、この結果、液体試料中の分析物を
保持または結合する能力の異なるゾーンを生じる。これらゾーンは、「境界ゾーン」「液
体保持ゾーン」および「分析ゾーン」と広く呼ばれている。本発明は二種類のゾーンの存
在を必要とするだけであるが、二種類以上のゾーンを含むことも意図されている。本発明
はそれぞれの種類の二つ以上のゾーンも含みうる。たとえば試料提示器具は、それぞれが
液体試料および／またはそこに含まれる分析物に関して異なる性質を持ちうる複数の液体
保持ゾーンを含んでもよい。
【００３１】
　第一の種類のゾーンは「境界ゾーン」と呼ばれ、および分析すべき試料に関して実質的
に非湿潤性のゾーンを含む。境界ゾーンは、他のゾーンと比較して試料と最高の接触角を
有するゾーンである。
【００３２】
　「液体保持ゾーン」と呼ばれる第二の種類のゾーンは、境界ゾーンと比較して分析すべ
き試料に関して相対的により湿潤性が高い（および下記の分析ゾーンよりも相対的に湿潤
性が低い）。液体保持ゾーンは、境界ゾーンの接触角よりも相対的に低い接触角（および
下記の分析ゾーンの接触角よりも相対的に高い接触角）を有する。液体保持ゾーンは、最
初は分析ゾーンと等しいかまたはそれより低い接触角を有しうるが、しかし化学的または
物理的刺激のために、液体保持ゾーンは化学的または物理的刺激の前の分析ゾーンよりも
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高い接触角を取りうり、結果として液体試料が他よりも優先的に一つのゾーンに導かれる
。
【００３３】
　液体保持ゾーンは二種類の亜型(subtype)でありうる。一つの亜型では、液体保持ゾー
ンは液体試料保持目的のために作用するように設計され、一方で実質的に分析物結合抵抗
性である。第二の亜型では、液体保持ゾーンは液体試料を保持するように、しかしまた実
質的に液体試料中で分析物を結合するように設計され、およびしたがってそれが分析物を
捕捉する点で「捕捉ゾーン」と呼ぶことができる。この第二の亜型はまた、実質的に分析
物結合であるが、たとえば、紫外線、電気、または熱といった化学的または物理的刺激に
供される際に実質的に非結合性になる表面も含みうる。
【００３４】
　第三の種類のゾーンは、「分析ゾーン」と呼ばれ、およびそれ以外のゾーンと比較して
試料に関して最も湿潤性が高い（および最も低い接触角を有する）ゾーンである。分析ゾ
ーンは、分析物結合抵抗性であるように設計される。分析ゾーンは、サイズ、形状、およ
び表面性質に関して最適化することができ、目的の抽出物の分析感度を向上させる。
【００３５】
　本発明の試料提示器具の液体の能力は、ゾーンのサイズに依存する。３ｍｍの直径の円
形ゾーンの場合、液体の能力は最大約１００μｌにまでなりうる。試料提示器具は、物理
的境界、貯蔵容器、またはウェルの必要性なしにこの量の液体試料を含むことができる。
たとえば、質量分析器具といったさまざまな分析機器上での高い処理量での自動化を円滑
にしまたは適合できるために、さまざまなゾーンを精密に位置決めすることができる。
【００３６】
　本発明の試料提示器具の別の一実施形態では、試料提示器具は「標的チップ」と呼ぶこ
とができ、およびＴｎと略され、ここで「ｎ」は試料提示器具の表面上の別個のゾーンの
数を表す数表示であり、「ｎ」は２ないし無限の任意の数でありうる。したがって、たと
えば、Ｔ２標的チップは二個のゾーンを有し、Ｔ３標的チップは三個のゾーンを有するな
どである。本発明は、２または３ゾーンよりずっと多数を含む試料提示器具を考慮し、お
よび決して特定数のゾーンに限定されない。ゾーンの数が増加するにつれ、全体の効果は
勾配に近づく。標的チップは、分析物結合に対して抵抗性であるように設計された一つ以
上のゾーンから成る試料提示器具である。
【００３７】
　Ｔ２標的チップに関して、たとえば試料提示器具は二つのゾーン－すなわち境界ゾーン
および分析ゾーンを含む。液体試料に接触するゾーンの表面は分析物結合抵抗性であるよ
う設計されている。すなわち、分析ゾーンは分析物結合抵抗性である。液体試料に接触す
るゾーンの表面は、分析前の乾燥段階中に分析物を効果的に閉じ込める。
【００３８】
　Ｔ３標的チップに関して、試料提示器具は三つのゾーン－すなわち、境界ゾーン、液体
保持ゾーン、および分析ゾーンを含む。液体試料に接触するゾーンの表面は、分析物結合
抵抗性であるよう設計されている。－すなわち、液体保持ゾーンおよび分析ゾーンは分析
物結合抵抗性である。液体試料に接触するゾーンの表面は、乾燥段階中に効果的に分析物
を分析ゾーンに濃縮する。
【００３９】
　したがって本発明の試料提示器具は、それぞれが分析物に関して極小の吸着を示す別個
のゾーンを含んでもよい。
【００４０】
　本発明の試料提示器具の別の一実施形態では、試料提示器具は「捕捉チップ」または「
捕捉／濃縮チップ」と呼ぶことができ、およびＸｎと略され、ここで「ｎ」は試料提示器
具の表面上のゾーンの数を表す数表示であり、ここで「ｎ」は２ないし無限の任意の数で
ありうる。したがって、たとえば、Ｘ２捕捉チップは二個のゾーンを有し、Ｘ３捕捉チッ
プは三個のゾーンを有するなどである。本発明は、２または３ゾーンよりずっと多数を含
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む試料提示器具を考慮し、および決して特定数のゾーンに限定されない。ゾーンの数が増
加するにつれ、全体の効果は勾配に近づく。捕捉チップおよび捕捉／濃縮チップは、分析
物を結合するよう設計された一つ以上のゾーンから成る試料提示器具である。
【００４１】
　Ｘ２捕捉チップに関して、たとえば、試料提示器具は二つのゾーン－すなわち、境界ゾ
ーンおよび捕捉ゾーンを含む。液体試料に接触するゾーンの表面は、分析物を捕捉するよ
う設計されている。すなわち、捕捉ゾーンの表面の化学的または生物学的性質に基づいて
、捕捉ゾーンは分析物と結合する。液体試料に接触するゾーンの表面は、分析前の乾燥段
階中に分析物を効果的に閉じ込める。
【００４２】
　Ｘ３捕捉／濃縮チップに関して、試料提示器具は三つのゾーン－すなわち、境界ゾーン
、捕捉ゾーン、および分析ゾーンを含む。境界ゾーンは、実質的に非湿潤性であるように
設計される。捕捉ゾーンは、分析物を捕捉および結合するように設計される。分析ゾーン
は、分析物結合抵抗性であるように設計される。分析物は捕捉ゾーンと分析ゾーンとの間
を移動し、さまざまな既知の分析的検出方法のうち一つによる分析の前に行われる。液体
試料を含む分析ゾーンの表面は、分析前の乾燥段階中に分析物を効果的に閉じ込める。捕
捉ゾーンから分析ゾーンへの液体試料の移動は、捕捉ゾーンの表面の性質の効用によって
達成されうる。すなわち、捕捉ゾーンが分析ゾーンよりも低い程度の湿潤性を有するなら
ば、物理的介入なしに液体試料は捕捉ゾーンから分析ゾーンへと移動する。代替的に、捕
捉ゾーンは、その性質が化学的または物理的刺激（たとえば、熱、紫外線）に反応して変
化することができ、捕捉ゾーンが分析ゾーンよりも低い程度の湿潤性を有し、およびした
がって液体試料を捕捉ゾーンから分析ゾーンへと移動させるよう設計しうる。
【００４３】
　本発明の試料提示器具のさらに別の一実施形態では、試料提示器具は上述の標的および
捕捉チップの組み合わせでありうる。この実施形態では、試料提示器具は、異なる機能を
有する表面から成る。これらの種類の試料提示器具は、機械的手段（たとえばピペッティ
ングによって）またはその他（たとえばゾーン間の湿潤性の差によって）による、一つの
ゾーンから別のゾーンへの液体試料の移動を含みうる。一例として、「捕捉－移動－濃縮
チップ」、略してＸ２－移動－Ｔ３は、二つのゾーン（すなわち、境界ゾーンおよび捕捉
ゾーン）から成るＸ２チップ、および三つのゾーン（すなわち、境界ゾーン、液体保持ゾ
ーン、および分析ゾーン）から成るＴ３チップの両方から成る試料提示器具である。分析
物の移動（機械的またはその他）は、Ｘ２チップの捕捉ゾーンとＴ３チップの液体保持ゾ
ーンとの間で起こる。加えて、捕捉ゾーンおよび液体保持ゾーンの組み合わせを含む試料
提示器具の実施形態は、検出前に液体試料中の分析物を単離、濃縮、精製、および修飾す
るために組み合わせた方法で用いることができる。そのため、たとえば、試料中の分析物
が分析ゾーンに閉じ込められるように液体試料をＴ２チップ上に置くことができる。その
試料を次いで、境界ゾーン、捕捉ゾーン、および分析ゾーンを含むＸ３チップへ移動させ
ることができる。この例では、試料がＸ３チップに用いられる際に境界ゾーンから捕捉ゾ
ーン（より高い程度の湿潤性を有する）へ移動し、試料中の脂質部分が捕捉ゾーンの表面
に結合し、および残りの試料が分析ゾーンへ移動する（分析ゾーンが最高度の湿潤性を有
するため）ように、捕捉ゾーンを、液体試料から脂質部分を結合（およびそのようにして
除去）するように設計しうる。この例では、分析ゾーンから分析される最終試料が濃縮さ
れおよび脂質を除去精製されるように、液体試料はＴ２チップ上に閉じ込められ、および
次いで脂質がＸ３チップ上で移動する。捕捉ゾーンは多数の異なる分析物を結合するよう
に設計することができるため、およびこれらのゾーンのうち任意のもののさまざまな組み
合わせを用いることができるため、広汎な範囲の精製、濃縮、単離、および修飾能力（一
つ以上の分析物に対する）を有する試料提示器具を作製することができる。
【００４４】
　一つの試料提示器具から他への液体試料の移動の機構は異なってもよい。上記の例を用
いて、Ｔ２からの濃縮された試料を（たとえば、ピペッティングによって）機械的に除去
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しておよび分離されたＸ３試料提示器具に置いてもよい。代替的に、Ｔ２およびＸ３試料
提示器具はゾーンによって接続されてもよく、その湿潤性は化学的または物理的刺激（た
とえば、紫外線）に反応して変化してもよく、それらの間のゾーンの紫外線への曝露の結
果、Ｔ２器具の分析ゾーンよりも高いがしかしＸ３器具の捕捉ゾーンよりも低い湿潤性が
生じ、試料がＴ２からＸ３へと移動する際に、Ｔ２試料提示器具の分析ゾーンにおける濃
縮された試料が、Ｘ３器具の捕捉ゾーンの上に移動してもよい。ここでも、（異なる湿潤
性および分析物結合性質を有する）多数の表面およびその構造を有するため、広範な範囲
の精製、濃縮、単離、および修飾能力（一つ以上の分析物に対する）を有する試料提示器
具を作製することができる。
【００４５】
　本発明の試料提示器具は、異なる形状またはパターンを有する湿潤性の異なるゾーンを
さらに提供する。たとえば一実施形態では試料提示器具は、中心ゾーンが分析ゾーンであ
り、液体保持ゾーンによって囲まれ、境界ゾーンによって囲まれた同心円形状のゾーンを
有してもよい。ゾーンは、さまざまな光パターン化技術を用いて作製することができるた
め、および、既知の光パターン化技術は結果として生じるパターンに莫大なばらつきを提
供するため、さまざまなゾーンの広範な範囲の可能な形状、パターン、および構成が存在
する。さらに、湿潤性の異なるゾーンのさまざまな性質によって、分析物を表面上の一つ
以上の指示されたまたは事前に決定された位置（たとえば、アドレス可能な部位、レーン
、またはフィールド）へと導くことができる試料提示器具を作製することができる。
【００４６】
　本発明の試料提示器具は、生物学的および非生物学的液体試料の両方の取り扱いに適し
ている。それらはまた、たとえば、質量分析法、さまざまなクロマトグラフィー法、免疫
蛍光分光法、および液体試料中の分析物を検出および測定する他の既知の分析法を含むが
それらに限定されない、幅広い分析物検出方法における用途にも適している。
【００４７】
　上述の変法のそれぞれが、既知の方法よりも検出および分析のための分析物を提示する
より優れた能力を有する試料提示器具の設計および使用に最大の柔軟性を与えるように設
計される。したがって、本発明の試料提示器具は、分析物を分析物の高感度検出を向上さ
せるよう設計された分析ゾーンへと導く能力を有する。本発明の試料提示器具はしたがっ
て、改善した分析物の付着を与える。
試料提示器具の製造
【００４８】
　本発明のさらに別の実施形態は、上記の試料提示器具を作製または製造する方法を含む
。
【００４９】
　用いられるＳＡＭ間の差に応じて別個のゾーンを形成する自己組織化単分子膜（ＳＡＭ
）から成る実施形態では、本発明の試料提示器具は既知の光パターン化技術によって形成
されるさまざまなＳＡＭゾーンを含んでもよい。したがって、本発明はさらに、一つの好
ましい方法として光パターン化技術を用いるＳＡＭから成る試料提示器具を作製する方法
を含む。
【００５０】
　本発明の試料提示器具の基材の表面は、典型的には、当業者に公知である方法によって
修飾またはパターン化されている。一例として、基材の表面は、試料提示器具の基材の表
面を修飾しおよびその露出した表面が特定の化学を基材に与えうる自己組織化単分子膜（
ＳＡＭ）を適用することによって修飾またはパターン化されうる。特定の基材のための１
°、２°、３°、または４°組成を含む選択されたさまざまなＳＡＭは、基材の表面に独
自の表面特性および性質を提供する。特に、複数のＳＡＭの適用は、複数のゾーンを含み
各ゾーンが異なる表面特性および性質を有するような、基材のパターン化を結果として生
じる。ＳＡＭをパターン化する方法は本分野で公知であり、および、紫外光パターン化、
フォトリソグラフィーによるパターン化、マイクロスタンピング、電子ビームパターン化
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、および反応性イオンエッチングを含む。
【００５１】
　基材の表面上に作製されるゾーンは、任意の形状であることができ、円形が好ましい。
加えて、ゾーンは他のゾーンに対して連続性または不連続性あってもよい。すなわち、ゾ
ーンはすべて互いについて隣接していてもよく、または一つ以上のゾーンは一つ以上の他
のゾーンと隣接していなくてもよい。試料提示器具の基材の表面上に作製されるゾーンは
、分析すべき試料に関して湿潤性の異なる複数のゾーンを好ましくは有する。
【００５２】
　本発明の他の実施形態として、自動データ取り込みを円滑にするべく分析物を精密に位
置決めする能力を有する試料提示器具を製造する方法が提供される。
試料提示器具の使用および用途
【００５３】
　別の一実施形態では、本発明の試料提示器具は、さまざまな分析技術および手順と組み
合わせた多くの使用を見出す。したがって、本発明は前述の試料提示器具を用いる方法を
含む。より具体的には本発明は、試料中の分析物の存在を同定し、および一つの試料提示
器具上のまたは複数の試料提示器具上の複数の試料を分析するために、本発明の試料提示
器具を用いる方法を含む。
【００５４】
　液体試料中の分析物の検出、同定、または測定を可能にする実質的に任意の分析方法が
、本発明の試料提示器具と組み合わせて用いることができる。そのような分析方法の例は
、ＭＡＬＤＩ－ＭＳまたはエレクトロスプレー・イオン化ＭＳを含むがそれらに限定され
ない。これら試料提示器具は、たとえば試料提示器具分析ゾーンが高処理量データ取り込
みを促進するような態様で構成されてたＭＡＬＤＩ－ＭＳでの使用のために、高処理量分
析測定技術と組み合わせた使用に特に適している。
【００５５】
　本発明の試料提示器具は液体試料、およびその中に含まれる分析物を操作するために用
いてもよい。性質試料提示器具の表面が持つよう設計された異なる湿潤性および捕捉性に
基づいて、試料提示器具は液体試料またはその中に含まれる分析物を、操作、濃縮、位置
決め、保存、（機械的介入を伴いまたは伴わずに）移動、（機械的介入を伴いまたは伴わ
ずに）回収、分析、修飾または（試料提示器具上の分析物修飾試薬の使用による）処理、
または分画するよう設計してもよい。さらに、本発明の試料提示器具は、化学的または物
理的刺激（たとえば、熱、紫外線、圧力、電磁放射）に反応して、これらのうち任意の機
能を達成するよう設計してもよいため、本発明の試料提示器具は、これら機能を可逆的に
または不可逆的に達成してもよく、および外力に反応してこれら機能のさまざまな組み合
わせを実施してもよい。
【００５６】
　本発明の試料提示器具に関連して任意の液体試料（および分析物）を用いることができ
る。たとえば、本発明は液体クロマトグラフィーから回収した画分を分析するのに用いる
ことができる。本発明は、２Ｄゲル電気泳動から切り出したタンパク質スポット、または
アフィニティクロマトグラフィー（すなわち、ＩＣＡＴ（同位体コードアフィニティータ
グ））から回収した画分のどちらかからから調製された分析酵素消化物を用いることがで
きる。本発明はバイオセンサーから回収した分析試料を用いるために使用することができ
る。本発明は、標準マルチウェル形式のロボットおよび検出法による１：１の試料移動に
も使用することができる。実際、本発明の試料提示器具は、そのような試料が実験室での
実験結果であろうがなかろうが（上記に同定された酵素消化物およびバイオセンサー試料
の例といった）実質的に任意のソースから得られた、環境（川からの試料の水質といった
）から得た、または生きている生物体から直接得た（ヒト尿試料といった）液体試料を取
り扱いおよび操作するのに用いることができる。
【００５７】
　本発明は分析目的のためまたは別の目的のための試料の保存にも用いることができる。
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すなわち、液体試料に含まれる分析物の検出および分析は、液体試料の分析ゾーンへの移
動の直後に起こる必要はない。
【００５８】
　したがって、本発明のさまざまな実施形態は、試料／分析物の取り扱い、および液体の
付着、保持、移動、位置決めおよび再位置決め、および保存を含むがそれらに限定されな
いさまざまな液体取り扱い機能を果たす試料提示器具を提供する。
特徴および利点
【００５９】
　上記の発明の要旨の節に記載した本発明の多くの特徴およびの利点に加えて、追加的な
特徴およびの利点は少なくとも下記を含む：
【００６０】
　ＭＡＬＤＩ－ＭＳといった、液体試料中に存在する分析物を検出する分析方法を、実質
的に分析物非結合性である単一の表面から実施することができ、結果として、分析の感度
向上、結果の再現性向上、および、異なる捕捉ゾーンからの比較できる結果が得られる。
【００６１】
　試料液体取り扱いに関して、増大した試料容量（直径３ｍｍのゾーンについて最大約１
００μｌ）を分析することができ、表面をＳＢＳ（Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）規格ウェル形式（すなわち、９６／３８４／１５
３６ウェル形式）を有するパターンにすることができ、およびしたがって共通のロボット
および他の高処理量分析方法に適合させることができる。
【００６２】
　高処理量データ取り込みのために精密配置されるという点で、さまざまな分析方法（た
とえば、ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）の増大した処理量を達成することができる。ＭＡＬＤＩ－Ｍ
Ｓに関して、分析ゾーンは最適なサイズ（すなわち、２ｍｍ２未満、および好ましくは１
ｍｍ２未満）である。試料／マトリクスは、結晶化を改善し、その結果分析ゾーン内のイ
オン化濃度を改善することができる。乾燥したスポット分析と比較して分析ゾーンが小さ
い結果、調査する面積が少なくなり、結果として高処理量分析となる。
【００６３】
　本発明の試料提示器具は、分析ゾーン中の分析物の濃縮によって希釈された試料の分析
を可能にする。
【００６４】
　液体試料中の分析物の分離は、分析物をイオン交換クロマトグラフィーカラムに結合し
およびついでその後の洗浄段階で分析物をカラムから単離しなければならないといった、
複数の分離段階の必要無しに可能である。実際、異なる分析物と結合するよう設計された
異なる表面化学のＳＡＭを用いることによって、特定の分析物の特異性の高い単離および
精製が可能である。
【００６５】
　上述の既知の提示器具および分析方法の欠点を回避する広範な液体試料および分析物を
本発明の試料提示器具によって取り扱うことができる。一方、本発明の試料提示器具は、
プロテオミクス分野およびレーザー脱離イオン化質量分析法への使用に特に適しており、
下記に詳細に記載されるように、主張された器具の使用は決してその分野のみに限定され
ない。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６６】
　下記の詳細な説明は、図面を参照して読まれるべきであり、異なる図面において類似の
要素は同一の参照番号で示す。図面は、必ずしも縮尺されておらず、選択された実施形態
を示し、および本発明の範囲を限定するよう意図されていない。詳細な説明は、本発明の
原理を一例として明らかにし、限定としては示さない。この説明は、当業者は本発明を明
確に作製および使用することができ、および、本発明を実施するための最良の形態と現在
考えられているものを含む本発明のいくつかの実施形態、適合、変法、代替例および使用
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を記載する。
定義
【００６７】
　別に定義されない限り、本明細書で用いられるすべての技術用語および科学用語は、本
発明が属する分野の当業者に一般的に理解される意味を有する。ここでは、下記の用語は
、別に規定されない限り、与えられた意味を有する。
【００６８】
　「分析物」とは、試料の望ましくは検出される成分をいう。その語は、試料中の単一の
成分または複数の成分をいうことができる。
【００６９】
　「試料」とは、試料提示器具の表面上に提示された、生物学的または非生物学的起源に
由来する任意の物質をいう。試料は、元の未処理の形で、および／または、修飾、分画、
抽出、および濃縮を含むがそれらに限定されない処理後に、試料提示器具に加えることが
できる。本発明の試料は液体または非液体試料であることができる。
【００７０】
　「基材」とは、表面を提示または支持することができる材料をいう。
【００７１】
　「表面」とは、物体または基材の外側または上側の境界をいう。
【００７２】
　「実質的に非結合性」または「結合抵抗性」または「分析物結合抵抗性」とは、分析物
に対する認識可能なアフィニティまたは結合を示さない、本発明の試料提示器具に関連し
て用いられるある表面の特性をいう。いくらかの結合が起こりうる一方、これらの表面は
、使用する分析法の検出限界を下回るレベルへ結合を最小化するように特に設計される。
【００７３】
　「表面張力」とは、表面付近の不均等な分子凝集力のため、表面上に付けられた液滴が
可能な最小の接触面積へ収縮する傾向がある液体の特性をいう。
【００７４】
　「湿潤性」とは、固体表面が液体試料によって濡れる程度をいう。特記されない限り、
液体試料は本質的に水性である。
【００７５】
　「接触角」とは、固体表面の平面と、三相接触（固体／液体／気体）の点に始まる液滴
境界との接線との間の角度をいう。
【００７６】
　「マトリクス」とは、ＭＡＬＤＩ－ＭＳまたはＳＥＬＤＩ－ＭＳといった質量分析技術
に用いられる、レーザーのエネルギーを吸収およびそのエネルギーを分析物分子へ移動し
、不安定な高分子のイオン化を可能にするための材料をいう。ＳＥＬＤＩ－ＭＳでは、マ
トリクスは「ＥＡＭ」または「エネルギー吸収分子」と呼ばれる。生物学的分析物の検出
のためのマトリクスとしてよく用いられる試薬は、トランス－３，５－ジメトキシ－４－
ヒドロキシ桂皮酸（シナピン酸、ＳＡ）、α－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸（ＨＣＣＡ
）および２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）を含むがそれらに限定されない。他
の適当なマトリクスは当業者に公知である。
【００７７】
　「ＳＡＭ」とは自己組織化単分子膜をいう。ＳＡＭは界面活性剤の有機溶媒溶液への適
当な基材の浸漬によって自然に形成される分子集合体である。
【００７８】
　本明細書および付属の請求項では、文脈で明らかにそうでないと指示されない限り、単
数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は複数の対象物を含むことに注意する。したがっ
て、たとえば、「分子(a compound)」は一個の分子または分子の組み合わせを意味するこ
とが意図され、「液体(a fluid)」は一種類以上の液体、またはその混合物を意味するこ
とが意図される。
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試料提示器具の説明
【００７９】
　本発明の試料提示器具の下記の説明は、発明の要旨で上記説明されたよりも、より詳細
な理解を提供する。しかし、本発明の試料提示器具は、それぞれは下記に詳細に説明され
る、図面、本発明の試料提示器具を製造する方法、および本発明の試料提示器具の使用お
よび用途を参照することによってさらに説明される。
【００８０】
　上述のとおり、本発明の試料提示器具は、化学的および生物学的存在物の同定のために
用いられるさまざまな分析方法に用いられる既知の試料提示器具に対する魅力的な代替を
提供する。さらに本発明は、試料提示器具を作成する方法および液体試料中に含まれる分
析物の幅広い分析測定を実施する方法を提供する。本発明の試料提示器具の独自の性質は
、既知の分析技術およびそれに関連して用いられる試料提示器具または容器に伴う（上記
背景の節に記載された）欠点の多数を扱う。
【００８１】
　より具体的には、本発明の試料提示器具は、幅広い分析方法に用いられる既知の試料提
示器具に対する魅力的な代替を提供する。それらはたとえば、液体試料中の分析物を、最
大１００μＬまでの容量でバイオチップの表面上に選択的に保持されおよび濃縮されると
いった追加的な利点を有する。さらに、分析物は、実質的に非結合性または結合抵抗性で
あるように設計された試料提示器具の部分から検出されるため、バイオチップに基づくア
フィニティ捕捉器具の表面上の直接的な検出、または器具の表面が分析物に対して大きな
アフィニティを有する他の試料提示器具と比較して、高感度で分析物が検出される。
【００８２】
　本試料提示器具は好ましい実施形態ではわずか一回の液体操作を必要とするため、本発
明は、一つの表面から他の表面への分析物の移動に関連する損失の可能性をさらに最小化
する。これは、試料提示器具表面の分析物抵抗性と組み合わせて、結果として目的の分析
物の損失の低減をきたす。
【００８３】
　さらに分析物は、たとえば、ＳＥＬＤＩ－ＭＳバイオチップのように、アフィニティ捕
捉器具に結合しないため、液体試料は、本発明の試料提示器具の表面上で制御された態様
で操作および移動することができる。これによって、分析物の試料提示器具の表面への実
質的な結合がない分析ゾーンへの試料の濃縮を可能にする。さらにこれによって、分析物
を含む試料を、各ゾーン分析物に関して異なる性質を有する表面上の異なるゾーンに移動
させることができ、これによって検出前に分析物の精製、単離および／または修飾を可能
にする。
【００８４】
　本発明は、試料取り扱い中に分析物に関する表面の性質が操作できるよう、さまざまな
化学的または物理的刺激（たとえば、熱、紫外線）に反応して表面のさまざまな部分の性
質が変化しうる試料提示器具を含む。そのような表面性質への変化は、可逆性または非可
逆性であるよう設計してもよい。
【００８５】
　したがって本発明は、分析測定の実施に有用である試料提示器具に関する。一実施形態
では本発明は、さまざまな分析すべき試料に関して湿潤性の異なる一つ以上のゾーンのあ
る表面を有する、試料提示器具を含む。これら湿潤性の異なるゾーンによって、液体試料
中の分析物の保持、濃縮、および移動する能力の異なるゾーンが結果として生じる。これ
らゾーンは、さまざまな形状およびサイズであってもよく、およびたがいに対して連続性
または不連続性であってもよい。本発明の試料提示器具は、それぞれが湿潤性の異なる二
つ以上のゾーンを有する、二次元または三次元表面を含んでもよい。
【００８６】
　本発明の試料提示器具は、たとえば、ガラス、ケイ酸塩、半導体、金属、ポリマー（た
とえば、プラスチック）、および他の水酸化材料、たとえば、ケイ素上のＳｉＯ２、アル
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ミニウム上のＡｌ２Ｏ３、などを含むがそれらに限定されない、さまざまな材料から成り
うる基材を含む。好ましくは、基材は金のような金属、またはケイ素のような半導体であ
る。本発明の試料提示器具はさらに基材の表面上にさまざまなゾーンを作成するために、
当業者に知られている方法によって表面修飾された基材を含み、前記ゾーンは湿潤性に関
する異なる性質を有する。そのような表面修飾は、自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）、ポリ
マー（線状および分岐）、およびラングミュア－ブロジェット組織の基材への添加を含む
がそれらに限定されない。一例としてＳＡＭを用いると、基材に添加される際に、ＳＡＭ
は液体試料が曝露しうる試料提示器具の表面を作成する。用いられる特定のＳＡＭの組成
に応じて、本発明の試料提示器具の表面は、液体試料中の分析物に対して湿潤性の点でお
よびアフィニティ（またはその欠如）の点で異なる性質を持ってもよい。ＳＡＭは、性質
が特定のゾーンに用いられるＳＡＭを反映する別個のゾーンを作成する態様で、本発明の
試料提示器具に添加してもよい。当業者に公知の他の表面修飾技術もまた本発明に含まれ
る。
【００８７】
　本発明の試料提示器具は、うち一つが液体試料の保持に関して最適な別個のゾーンから
成ってもよい。本発明の試料提示器具は、うち一つが分析物の高感度検出に関して最適な
、湿潤性の異なる別個のゾーンをさらに含んでもよい。
【００８８】
　試料提示器具の表面が含みうるゾーンの種類に関して、それらは分析すべき試料に関し
て異なる湿潤性の効用によって主として特徴付けられ、この結果、液体試料中の分析物を
保持または結合する能力の異なるゾーンを生じる。これらゾーンは、「境界ゾーン」「液
体保持ゾーン」および「分析ゾーン」と広く呼ばれている。本発明は二種類のゾーンの存
在を必要とするだけであるが、二種類を超えるゾーンを含むことも意図されている。本発
明はそれぞれの種類の二つ以上のゾーンも含みうる。たとえば試料提示器具は、それぞれ
が液体試料および／またはそこに含まれる分析物に関して異なる性質を持ちうる複数の液
体保持ゾーンを含んでもよい。さまざまなゾーンは、たとえば質量分析器具といったさま
ざまな分析機器上での高処理量の自動化を円滑にしまたは適合するために、精密に位置決
めすることができる。
【００８９】
　「境界ゾーン」は、分析すべき試料に関して実質的に非湿潤性であるゾーンを含む。境
界ゾーンは、それ以外のゾーンと比較して、試料に関して最高の接触角を有するゾーンで
ある。
【００９０】
　「液体保持ゾーン」は、分析すべき試料に関して境界ゾーンと比較して相対的により湿
潤性である（および下記の分析ゾーンよりも相対的に湿潤性が低い）。液体保持ゾーンは
境界ゾーンの接触角よりも相対的に低い接触角（および下記の分析ゾーンよりも相対的に
高い接触角）を有する。液体保持ゾーンはまた、最初は分析ゾーンと等しいかまたはより
低い接触角を有しうるが、しかし化学的または物理的刺激のために、液体保持ゾーンは化
学的または物理的刺激の前の分析ゾーンよりも高い接触角を取ることができ、この結果と
して液体試料が他のゾーンよりも優先的に一つのゾーンへ導かれる。さらに、液体保持ゾ
ーンは二種類の亜型(subtype)でありうる。一つの亜型では、液体保持ゾーンは液体試料
保持目的のために作用するように設計され、その一方で実質的に分析物結合抵抗性である
。別の亜型では、液体保持ゾーンは液体試料を保持するように、しかしまた実質的に液体
試料中で分析物を結合するように設計され、およびしたがってそれが分析物を捕捉する点
で「捕捉ゾーン」と呼ぶことができる。この第二の亜型はまた、実質的に分析物結合性で
あるがたとえば、紫外線、電気、または熱といった化学的または物理的刺激に供される際
に実質的に非結合性になる表面も含みうる。
【００９１】
　「分析ゾーン」は、それ以外のゾーンと比較して分析する試料に関して最も湿潤性の高
い（および最も低い接触角を有する）ゾーンである。分析ゾーンは、分析物結合抵抗性で
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あるように設計される。分析ゾーンは、目的の抽出物の分析感度を向上させるために、サ
イズ、形状、および表面性質に関して最適化することができる。
【００９２】
　他の利点の中でも、本発明の試料提示器具は、ゾーン間の湿潤性の差を理由に、試料取
り扱いに用いられる他のバイオチップよりも大量の液体試料容量を保持および取り扱うこ
とができる。一方、本発明の試料提示器具の液体の能力は、ゾーンのサイズに依存する。
３ｍｍの直径の円形ゾーンの場合、液体の能力は最大約１００μｌまで、少なくとも約７
０μＬでありうる。試料提示器具は、物理的境界、貯蔵容器、またはウェルの必要性なし
にこの量の液体試料を含むことができる。
【００９３】
　本発明の試料提示器具の別の一実施形態では、試料提示器具は「標的チップ」と呼ぶこ
とができ、およびＴｎと略され、ここで「ｎ」は試料提示器具の表面上の別個のゾーンの
数を表す数表示であり、「ｎ」は２ないし無限の任意の数でありうる。したがって、たと
えば、Ｔ２標的チップは二個のゾーンを有し、Ｔ３標的チップは三個のゾーンを有するな
どである。本発明は、２または３ゾーンよりずっと多数を含む試料提示器具を考慮し、お
よび決して特定数のゾーンに限定されない。ゾーンの数が増加するにつれ、全体の効果は
勾配に近づく。標的チップは、分析物結合に対して抵抗性であるように設計された一つ以
上のゾーンから成る試料提示器具である。Ｔ２標的チップに関して、たとえば、試料提示
器具は二つのゾーン－すなわち境界ゾーンおよび分析ゾーンを含む。液体試料に接触する
ゾーンの表面は分析物結合抵抗性であるよう設計されている。すなわち、分析ゾーンは分
析物結合抵抗性である。液体試料に接触するゾーンの表面は、分析前の乾燥段階中に分析
物を効果的に閉じ込める。Ｔ３標的チップに関して、試料提示器具は三つのゾーン－すな
わち境界ゾーン、液体保持ゾーン、および分析ゾーンを含む。液体試料に接触するゾーン
の表面は、分析物結合抵抗性であるよう設計されている。すなわち、液体保持ゾーンおよ
び分析ゾーンは分析物結合抵抗性である。液体試料に接触するゾーンの表面は、乾燥段階
中に効果的に分析物を分析ゾーンに濃縮する。したがって本発明の試料提示器具は、それ
ぞれが分析物に関して極小の吸着を示す別個のゾーンを含んでもよい。
【００９４】
　本発明の試料提示器具の別の一実施形態では、試料提示器具は「捕捉チップ」または「
捕捉／濃縮チップ」と呼ぶことができ、およびＸｎと略され、ここで「ｎ」は試料提示器
具の表面上のゾーンの数を表す数表示であり、ここで「ｎ」は２ないし無限の任意の数で
ありうる。したがって、たとえば、Ｘ２捕捉チップは二個のゾーンを有し、Ｘ３捕捉チッ
プは三個のゾーンを有するなどである。本発明は、２または３ゾーンよりずっと多数を含
む試料提示器具を考慮し、および決して特定数のゾーンに限定されない。ゾーンの数が増
加するにつれ、全体の効果は勾配に近づく。捕捉チップおよび捕捉／濃縮チップは、分析
物を結合するよう設計された一つ以上のゾーンから成る試料提示器具である。分析物を捕
捉する責任を有する部分は、典型的には捕捉ゾーン際立った特徴として設計された特異的
な表面修飾を含む。これら表面修飾は、分析物と特異的に（モノクローナル抗体、など）
または非特異的に（静電気引力に基づいて結合する荷電基、など）またはそのような引力
の任意の組み合わせで結合する生物学的および化学的部分を含んでもよい。目的の分析物
を捕捉する能力に加えて、これら表面修飾は、液体試料中に分析物を保持することによっ
てその後の修飾を許容してもよい。そのため、たとえば、表面修飾がモノクローナル抗体
である捕捉ゾーンを含む本発明の試料提示器具は、液体試料からの相補的抗原を結合し、
およびその抗原を保持する一方、液体試料の残りが物理的な移動または湿潤性の差のどち
らかによって器具表面の他の部分へと移動してもよい。保持された抗原は、試料提示器具
の捕捉ゾーン上への他の化合物の添加（たとえば、抗原の一部を開裂する酵素の添加）に
よって修飾してもよい。修飾された抗原は次いでさらなる取り扱いのために試料提示器具
の他の部分に移動する、または既知の技術による分析のために器具から除去することがで
きる。
【００９５】
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　Ｘ２捕捉チップに関して、たとえば、試料提示器具は二つのゾーン－すなわち境界ゾー
ンおよび捕捉ゾーンを含む。液体試料に接触するゾーンの表面は、分析物を捕捉するよう
設計されているすなわち、捕捉ゾーンの表面の化学的または生物学的性質に基づいて、捕
捉ゾーンは分析物と結合する。液体試料に接触するゾーンの表面は、分析前の乾燥段階中
に分析物を効果的に閉じ込める。Ｘ３捕捉／濃縮チップに関して、試料提示器具が三つの
ゾーン-すなわち境界ゾーン、捕捉ゾーン、および分析ゾーンを含む。境界ゾーンは、実
質的に非湿潤性であるように設計される。捕捉ゾーンは、分析物を捕捉および結合するよ
うに設計される。分析ゾーンは、分析物結合抵抗性であるように設計される。分析物は捕
捉ゾーンと分析ゾーンとの間を移動し、さまざまな既知の分析的検出方法のうち一つによ
る分析の前に行われる。液体試料を含む分析ゾーンの表面は、分析前の乾燥段階中に分析
物を効果的に閉じ込める。捕捉ゾーンから分析ゾーンへの液体試料の移動は、捕捉ゾーン
の表面の性質の効用によって達成されうる。すなわち、捕捉ゾーンが分析ゾーンよりも低
い程度の湿潤性を有するならば、物理的介入なしに液体試料は捕捉ゾーンから分析ゾーン
へと移動する。代替的に、捕捉ゾーンは、その性質が化学的または物理的刺激（たとえば
、熱、紫外線）に反応して変化することができ、捕捉ゾーンが分析ゾーンよりも低い程度
の湿潤性を有し、およびしたがって液体試料を捕捉ゾーンから分析ゾーンへと移動させる
よう設計しうる。
【００９６】
　本発明の試料提示器具の別の一実施形態では、試料提示器具は、上述の標的および捕捉
チップの組み合わせでありうる。この実施形態では、試料提示器具は、異なる機能を有す
る表面から成る。これらの種類の試料提示器具は、機械的手段（たとえばピペッティング
によって）またはその他（たとえばゾーン間の湿潤性の差によって）による、一つのゾー
ンから別のゾーンへの液体試料の移動を含みうる。一例として、「捕捉－移動－濃縮チッ
プ」、略してＸ２－移動－Ｔ３は、二つのゾーン（すなわち、境界ゾーンおよび捕捉ゾー
ン）から成るＸ２チップ、および三つのゾーン（すなわち、境界ゾーン、液体保持ゾーン
、および分析ゾーン）から成るＴ３チップの両方から成る試料提示器具である。分析物の
移動（機械的またはその他）は、Ｘ２チップの捕捉ゾーンとＴ３チップの液体保持ゾーン
との間で起こる。
【００９７】
　これら試料提示器具は、表面が一つ以上の分析物との結合アフィニティを示しうるよう
、二つ以上の「捕捉ゾーン」を含みうる。液体試料が一つのゾーンから別のゾーンへと試
料提示器具の表面上を移動する際に、分析物を順次結合する能力は、機械的介入を用いて
物理的に画分を分離する必要無しに液体試料の多くの異なる画分の分析を円滑にするとい
う本発明の特徴である。その代わりに、本発明の試料提示器具の異なる湿潤性性質は、異
なる捕捉ゾーンと結合する分析物を放置する工程中で液体試料を器具の異なるゾーンへと
導くことができ、およびこれによって液体試料を逐次処理する。
【００９８】
　より具体的には、捕捉ゾーンおよび液体保持ゾーンの組み合わせを含む試料提示器具の
実施形態は、検出前に液体試料中の分析物を単離、濃縮、精製、および修飾するために組
み合わせた態様で用いることができる。そのため、たとえば、試料中の分析物が分析ゾー
ンに閉じ込められるように液体試料をＴ２チップ上に置くことができる。次いでその試料
を、境界ゾーン、捕捉ゾーン、および分析ゾーンを含むＸ３チップへ移動させることがで
きる。この例では、試料がＸ３チップに用いられる際に境界ゾーンから捕捉ゾーン（より
高い程度の湿潤性を有する）へ移動し、試料中の脂質部分が捕捉ゾーンの表面に結合し、
および残りの試料が分析ゾーンへ移動する（分析ゾーンが最高度の湿潤性を有するため）
ように、捕捉ゾーンを、液体試料に由来する脂質部分を結合（およびそのようにして除去
）するように設計しうる。この例では、分析ゾーンから分析される最終試料が濃縮されお
よび脂質を除去精製されるように、液体試料はＴ２チップ上に閉じ込められ、および次い
で脂質がＸ３チップ上で移動する。捕捉ゾーンは多数の異なる分析物を結合するように設
計することができるため、およびこれらのゾーンのうち任意のもののさまざまな組み合わ
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せを用いることができるため、広汎な範囲の精製、濃縮、単離、および修飾能力（一つ以
上の分析物に対する）を有する試料提示器具を作製することができる。
【００９９】
　一つの試料提示器具から他への液体試料の移動の機構は異なってもよい。上記の例を用
いて、Ｔ２からの濃縮された試料を機械的に除去して（たとえば、ピペッティングによっ
て）および分離されたＸ３試料提示器具に載せてもよい。代替的に、Ｔ２およびＸ３試料
提示器具はゾーンによって接続されてもよく、その湿潤性は化学的または物理的刺激（た
とえば、紫外線）に反応して変化してもよく、その結果、それらの間のゾーンの紫外線へ
の曝露の結果、Ｔ２器具の分析ゾーンよりも高いがしかしＸ３器具の捕捉ゾーンよりも低
い湿潤性が生じ、試料がＴ２からＸ３へと移動する際に、Ｔ２試料提示器具の分析ゾーン
における濃縮された試料が、Ｘ３器具の捕捉ゾーンの上に移動してもよい。ここでもまた
、多数の表面（異なる湿潤性および分析物結合性質を有する）およびその構造を有するた
め、広範な範囲の精製、濃縮、単離、および修飾能力（一つ以上の分析物に対する）試料
提示器具を作製することができる。
【０１００】
　本発明の試料提示器具は、上記の実施形態のそれぞれにおいて異なる形状またはパター
ンを有する異なる湿潤性のゾーンをさらに提供してもよい（いくつかの例を図に示す）。
たとえば一実施形態では、試料提示器具は、中心ゾーンが分析ゾーンであり、液体保持ゾ
ーンによって囲まれ、境界ゾーンによって囲まれた同心円形状のゾーンを有してもよい。
ゾーンは、さまざまな光パターン化技術を用いて作製することができるため、既知の光パ
ターン化技術は結果として生じるパターンに莫大なばらつきを提供するため、および、さ
まざまなゾーンの広範な範囲の可能な形状、パターン、および構成がある。さらに、湿潤
性の異なるゾーンのさまざまな性質は、分析物を表面上の一つ以上の指示されたまたは事
前に決定された位置（たとえば、アドレス可能な部位、レーン、またはフィールド）へと
導くことができる試料提示器具の作製を可能にする。この文脈における「アドレス可能な
」は、それら指示された位置に保持された液体試料または分析物が、目的の分析物を測定
する分析器具によって処理できるよう、事前に決定された位置、レーンまたはフィールド
が、本発明の試料提示器具と連携して作用する自動処理器具によって指示できることを単
に意味する。さらに、これら事前に決定された位置にある液体試料または分析物は、他の
試料提示器具によるその後の取り扱いまたは操作（たとえば、修飾、精製、濃縮、など）
のために、試料提示器具から除去してもよい。
【０１０１】
　本発明の試料提示器具は、生物学的および非生物学的液体試料の両方の取り扱いに適し
ている。それらはまた、たとえば、質量分析法、さまざまなクロマトグラフィー法、免疫
蛍光分光法、および液体試料中の分析物を検出および測定する他の既知の分析方法含むが
、それらに限定されない、幅広い分析物検出方法にも適している。
【０１０２】
　上述の変法のそれぞれが、既知の方法よりも検出および分析のための分析物を提示する
能力が向上した試料提示器具の設計および使用に最大の柔軟性を与えるように設計される
。したがって、本発明の試料提示器具は、分析物の高感度検出を向上させるよう設計され
た分析ゾーンへと分析物を導く能力を有する。したがって本発明の試料提示器具は、改善
した分析物の付着を与える。
【０１０３】
　本発明の試料提示器具は、最大約１００μＬ、および少なくとも約７０μＬの容量の液
体試料受けおよび保持することができる器具をさらに含んでもよい。本発明の試料提示器
具は、分析物の付着物を約２平方ミリメートル（２ｍｍ２）未満、および好ましくは約ｌ
ｍｍ２未満と測定された表面積へと分析物を導く試料位置決め器具として使用してもよい
。約１ｍｍ未満と測定された表面積へと分析物の付着物を導くことによって、分析物の付
着の改善を円滑にし、自動データ取り込みおよび検出感度の両方の簡便さを増加させる。
結果として、本発明の試料提示器具は、液体保持能力および分析物の制御された付着の両
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方に関して、実質的な有用性を示す表面を提供する。好ましい実施形態では、この属性の
組み合わせは、既知の試料担体と比較して約４倍から約１００倍を上回る検出感度を与え
る。
【０１０４】
　一実施形態では、本発明の試料提示器具は基材から成り、基材の表面は同心配置に組織
された三つの隣接するゾーンからさらに成り、中央分析ゾーンは液体保持ゾーンに囲まれ
、および液体保持ゾーンは境界ゾーンに囲まれる。代替的に、本発明の試料提示器具は基
材から成ってもよく、表面は隣接する配置に組織された三つの隣接するゾーンからさらに
成り、分析ゾーンの一部および液体保持ゾーンの一部は互いに隣接しており、および互い
に連続していない分析ゾーンおよび液体保持ゾーンのそれら部分が共通の境界ゾーンに囲
まれている。
【０１０５】
　本発明の試料提示器具の実施形態では、分析ゾーンの表面は好ましくは約４０°未満の
、より好ましくは約３０°未満の、および最も好ましくは約２０°未満の接触角を有する
。分析ゾーンの表面は、好ましくは分析物に関して極小のアフィニティまたは結合を示す
。液体保持ゾーンの表面は、好ましくは約４０°から約９５°の範囲の、より好ましくは
約６０°から約９５°の範囲の、最も好ましくは約８０°から約９５°の範囲の接触角を
有し、およびさらに好ましくは分析物に関して極小のアフィニティまたは結合を示す。境
界ゾーンの表面は、好ましくは約９５°より大きく、より好ましくは約１０５°より大き
く、最も好ましくは約１１５°より大きい接触角を有し、およびさらに好ましくは液体試
料に関して極小の湿潤性を示す。
【０１０６】
　本発明の試料提示器具の別の一実施形態では、分析ゾーンの接触角は、液体保持ゾーン
の接触角よりも、少なくとも約１０°、好ましくは少なくとも約２０°、より好ましくは
少なくとも約３０°、および最も好ましくは少なくとも約４０°少なく、液体保持ゾーン
の接触角は、境界ゾーンの接触角よりも、好ましくは少なくとも約１０°、より好ましく
は少なくとも約１５°、および最も好ましくは少なくとも約２０°少ない。本発明の試料
提示器具の実施形態では、液体保持ゾーンの表面積は、分析ゾーンの表面積よりも、好ま
しくは少なくとも約４倍大きく、より好ましくは少なくとも約１０倍大きく、および最も
好ましくは少なくとも約５０倍大きく、および分析ゾーンの表面積は、好ましくは約１ｍ
ｍ２未満であり、より好ましくは約０．２ｍｍ２から約０．８ｍｍ２の範囲にあり、およ
び最も好ましくは約０．４ｍｍ２から約０．６ｍｍ２の範囲にある。
【０１０７】
　本発明の試料提示器具は、さらに基材から成ってもよく、基材の表面は、対の分析ゾー
ンおよび液体保持ゾーンは同心性の対または隣接する対のどちらかとして配置され、およ
び対の分析および液体保持ゾーンは共通の境界ゾーンに囲まれており、１から１５３６対
の分析ゾーンおよび液体保持ゾーンからさらに成ってもよいがそれらに限定されない。複
数の対の分析ゾーンおよび液体保持ゾーンのから成る試料提示器具は、規定のマルチウェ
ルプレート処理器および実験室液体取り扱いロボットと適合するように好ましくは標準的
な９６ウェル、３８４ウェルおよび１５３６ウェルプレートと類似の方法で構成される。
図面の説明
【０１０８】
　下記に続く説明は単に例示的であり、他の箇所で説明された本発明の開示の補助であっ
て、本発明の範囲を限定しない。
【０１０９】
　図１ａおよび１ｂを参照すると、本発明の試料提示器具が図解され、基材の表面が同心
配置に組織された三つの隣接するゾーンからさらに成り、中央分析ゾーン２が液体保持ゾ
ーン３に囲まれ、および液体保持ゾーン３が境界ゾーン４に囲まれる、基材１を示す。分
析ゾーン２の表面は、好ましくは約４０°未満の、より好ましくは約３０°未満の、およ
び最も好ましくは約２０°未満の接触角を示し、およびさらに好ましくは分析物に関して
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極小の結合を示す。液体保持ゾーン３の表面は、好ましくは約４０°から約９５°の範囲
の、より好ましくは約６０°から約９５°の範囲の、最も好ましくは約８０°から約９５
°の範囲の接触角を示し、およびさらに好ましくは分析物に関して極小の結合を示す。境
界ゾーン４の表面は、好ましくは約９５°より大きく、より好ましくは約１０５°より大
きく、最も好ましくは約１１５°より大きい接触角を示し、およびさらに好ましくは液体
試料に関して極小の湿潤性を示す。
【０１１０】
　図１ａおよび１ｂをさらに参照すると、本発明の試料提示器具の好ましい実施形態は、
分析ゾーン２の接触角が液体保持ゾーン３の接触角よりも好ましくは少なくとも約１０°
、より好ましくは少なくとも約２０°、より好ましくは少なくとも約３０°、および最も
好ましくは少なくとも約４０°少なく、液体保持ゾーン３の接触角は境界ゾーン４の接触
角よりも、好ましくは少なくとも約１０°、より好ましくは少なくとも約１５°、および
最も好ましくは少なくとも約２０°少なく、液体保持ゾーン３の表面積は分析ゾーン２の
表面積よりも、好ましくは少なくとも約４倍大きく、より好ましくは少なくとも約１０倍
大きく、および最も好ましくは少なくとも約５０倍より大きく、および分析ゾーン２の表
面積は好ましくは約２ｍｍ２未満、より好ましくは約０．２ｍｍ２から約１．８ｍｍ２の
範囲、および最も好ましくは約０．４ｍｍから約１．６ｍｍの範囲にある器具である。
【０１１１】
　図２に関して、本発明の試料提示器具は、表面が同心の１６対の分析ゾーン６および液
体保持ゾーン７から成り、これらはすべて共通の境界ゾーン８に囲まれる基材５から成る
。この例では、対の標的および液体保持ゾーンは９ｍｍの中心に配列され、これによって
これら器具のうち６個を標準的な９６ウェルプレートに対応する規格へと組み合わせるこ
とが可能になるであろう。
【０１１２】
　図２にさらに関して、本発明の試料提示器具の好ましい実施形態は、分析ゾーン６の接
触角が液体保持ゾーン７の接触角よりも好ましくは少なくとも約１０°、より好ましくは
少なくとも約２０°、より好ましくは少なくとも約３０°、および最も好ましくは少なく
とも約４０°少なく、液体保持ゾーン７の接触角は境界ゾーン８の接触角よりも、好まし
くは少なくとも約１０°、より好ましくは少なくとも約１５°、および最も好ましくは少
なくとも約２０°少なく、液体保持ゾーン７の表面積は分析ゾーン６の表面積よりも、好
ましくは少なくとも約４倍大きく、より好ましくは少なくとも約１０倍大きく、および最
も好ましくは少なくとも約５０倍より大きく、および分析ゾーン６の表面積は好ましくは
約２ｍｍ２未満、より好ましくは約０．２ｍｍ２から約１．８ｍｍ２の範囲、および最も
好ましくは約０．４ｍｍから約１．６ｍｍの範囲にある器具である。
【０１１３】
　図１ａに図解するように、分析ゾーンまたは液体保持ゾーンのいずれも円形であっては
ならないことに留意することが重要である。分析ゾーンおよび液体保持ゾーンの両方とも
、試料提示器具の性能を最適化するよう要求されるとおり、特定の用途に関してさまざま
な形状を取ることができる。加えて、図１ａおよび２に図解するように、分析ゾーンまた
は液体保持ゾーンのいずれも互いに同心性であってはならないことに留意することが重要
である。分析ゾーンおよび液体保持ゾーンの両方とも、試料提示器具の性能を最適化する
よう要求されるとおり、特定の用途に関し位置決めすることができる。
【０１１４】
　図３に関して、本発明の試料提示器具は、分析ゾーン１０の一部および液体保持ゾーン
１１の一部が互いに隣接しており、および互いに連続していない分析ゾーンおよび液体保
持ゾーンのそれら部分が共通の境界ゾーン１２に囲まれている、隣接する配置に組織され
た三つの隣接するゾーンからさらに成る表面を有する基材９から成る。分析ゾーン１０の
表面は分析物に関して、好ましくは約４０°未満の、より好ましくは約３０°未満の、お
よび最も好ましくは約２０°未満の接触角を示し、およびさらに好ましくは極小の結合を
示す。液体保持ゾーン１１の表面は分析物に関して、好ましくは約４０°から約９５°の
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範囲の、より好ましくは約６０°から約９５°の範囲の、最も好ましくは約８０°から約
９５°の範囲の接触角を示し、およびさらに好ましくは極小の結合を示す。境界ゾーン１
２の表面は液体試料に関して、好ましくは約９５°より大きく、より好ましくは約１０５
°より大きく、最も好ましくは約１１５°より大きい接触角を示し、およびさらに好まし
くは極小の湿潤性を示す。
【０１１５】
　図３にさらに関して、本発明の試料提示器具の好ましい実施形態は、分析ゾーン１０の
接触角が液体保持ゾーン１１の接触角よりも好ましくは少なくとも約１０°、より好まし
くは少なくとも約２０°、より好ましくは少なくとも約３０°、および最も好ましくは少
なくとも約４０°少なく、液体保持ゾーン１１の接触角は境界ゾーン１２の接触角よりも
、好ましくは少なくとも約１０°、より好ましくは少なくとも約１５°、および最も好ま
しくは少なくとも約２０°少なく、液体保持ゾーン１１の表面積は分析ゾーン１０の表面
積よりも、好ましくは少なくとも約４倍大きく、より好ましくは少なくとも約１０倍大き
く、および最も好ましくは少なくとも約５０倍より大きく、および分析ゾーン１０の表面
積は好ましくは約２ｍｍ２未満、より好ましくは約０．２ｍｍ２から約１．８ｍｍ２の範
囲、および最も好ましくは約０．４ｍｍから約１．６ｍｍの範囲にある器具である。
【０１１６】
　図１ａ、２および３に図解するように、分析ゾーンまたは液体保持ゾーンのいずれも円
形であってはならないことに留意することが重要である。分析ゾーンおよび液体保持ゾー
ンの両方とも、試料提示器具の性能を最適化するよう要求されるとおり、特定の用途に関
してさまざまな形状を取ることができる。
【０１１７】
　図４ａに関して、本発明の試料提示器具は、中央の分析ゾーン１４が液体保持ゾーン１
５に囲まれ、および液体保持ゾーン１５が境界ゾーン１６に囲まれ、隣接する配置に組織
された三つの隣接するゾーンからさらに成る表面を有する基材１３から成る。図４ｂに関
して、分析ゾーン１４の形状（正方形）は、サイズの点で３６領域のラスターに対応する
ということから質量分析データの自動取り込みを促進してもよい。
【０１１８】
　図５に関して本発明の試料提示器具は、表面が分析ゾーン１８および液体保持ゾーン１
９の９６対から成り、すべてが共通の境界ゾーン２０に囲まれている基材１７から成る。
この例では、同心の対のゾーンは、標準的な９６ウェルプレートに対応する９ｍｍの中心
に配列される。液体保持ゾーン１９は、液体保持能力を最大化し、および各列における隣
接するゾーン間の距離を最小化するように延長される。蛇行パターンが、試料提示器具の
最初の二行に重ねられ、自動化画分回収中のクロマトグラフィー溶出液の液流の付着によ
って描かれる経路を示す。
【０１１９】
　図５にさらに関して、本発明の試料提示器具の好ましい実施形態は、分析ゾーン１８の
接触角が液体保持ゾーン１９の接触角よりも、好ましくは少なくとも約１０°、より好ま
しくは少なくとも約２０°、より好ましくは少なくとも約３０°、および最も好ましくは
少なくとも約４０°少なく、液体保持ゾーン１９の接触角は境界ゾーン２０の接触角より
も、好ましくは少なくとも約１０°、より好ましくは少なくとも約１５°、および最も好
ましくは少なくとも約２０°少なく、液体保持ゾーン１１の表面積は分析ゾーン１８の表
面積よりも、好ましくは少なくとも約４倍大きく、より好ましくは少なくとも約１０倍大
きく、および最も好ましくは少なくとも約５０倍より大きく、および分析ゾーン１８の表
面積は好ましくは約２ｍｍ２未満、より好ましくは約０．２ｍｍ２から約１．８ｍｍ２の
範囲、および最も好ましくは約０．４ｍｍ２から約１．６ｍｍ２の範囲にある器具である
。
試料提示器具の製作
【０１２０】
　本発明のさらに別の実施形態は、上述の試料提示器具作成または製作する方法を含む。
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たとえば、表面が、用いられるＳＡＭの差に応じて別個のゾーンを形成する一つ以上の自
己組織化単分子膜（ＳＡＭ）から成る実施形態において、本発明の試料提示器具は、既知
の光パターン化技術によって形成されるさまざまなＳＡＭゾーンを含んでもよい。したが
って、本発明はさらに、一つの好ましい方法として、光パターン化技術を用いたＳＡＭか
ら成る試料提示器具を作成する方法を含む。
【０１２１】
　より一般的には、本発明の試料提示器具の基材の表面は、典型的には、当業者に公知で
ある方法によって修飾またはパターン化されている。一例として、基材の表面は、試料提
示器具の基材の表面を修飾しおよびその曝露した表面が特定の化学を基材に与えうる自己
組織化単分子膜（ＳＡＭ）を適用することによって修飾またはパターン化されうる。特定
の基材のための１°、２°、３°、または４°組成を含む選択されたさまざまなＳＡＭは
、基材の表面に独自の表面特性および性質を提供する。特に、複数のＳＡＭの適用は、複
数のゾーンを含み各ゾーンが異なる表面特性および性質を有するような、基材のパターン
化を結果として生じる。ＳＡＭをパターン化する方法は本分野で公知であり、および、紫
外光パターン化、フォトリソグラフィーによるパターン化、マイクロスタンピング、電子
ビームパターン化、および反応性イオンエッチングを含む。
【０１２２】
　基材の表面上に形成されるゾーンは、任意の形状であることができ、円形が好ましい。
さらに、ゾーンはそれ以外のゾーンに対して連続性または不連続性あってもよい。すなわ
ち、ゾーンはすべて互いに隣接していてもよく、または一つ以上のゾーンは一つ以上の他
のゾーンと隣接していなくてもよい。試料提示器具の基材の表面上に形成されるゾーンは
、分析すべき試料に関して湿潤性の異なる複数のゾーンを好ましくは有する。
【０１２３】
　本発明の他の実施形態として、自動データ取り込みを円滑にするよう精密に分析物を位
置決めする能力を有する試料提示器具を製造する方法が提供される。
【０１２４】
　より具体的には、表面パターン化、適当な基材の選択、自己組織化単分子膜の調製への
アプローチ、および表面修飾への他のアプローチが下記に記載される。これら説明は単に
例示的であって、および本発明の範囲を限定しない。
【０１２５】
　本発明の試料提示器具の表面は、好ましくは下記を含むがそれらに限定されないいくつ
かのアプローチのうち一つによってパターン化される：（１）硬貨鋳造(coinage)金属表
面上のアルキルチオールから調製された自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）紫外光パターン化
；（２）硬貨鋳造(coinage)金属表面上のアルキルチオールから調製されたＳＡＭのフォ
トリソグラフィーによるパターン化；（３）硬貨鋳造(coinage)金属表面上のアルキルチ
オールから調製されたＳＡＭのマイクロスタンピング；および（４）アルキルシランから
調製されたＳＡＭのフォトリソグラフィーによるパターン化；（５）電子ビームパターン
化、および（６）反応性イオンエッチング。好ましくは、試料提示器具の表面のパターン
化は、両方ともが参照により本開示に含まれる、米国特許第５，５１４，５０１号に記載
された紫外光パターン化工程の適用によって、または米国特許第５，５１２，１３１号に
記載されたマイクロスタンピング工程によって達成される。代替的に、試料提示器具の表
面のパターン化は、文献に記載されおよび当業者に理解されるフォトリソグラフィーによ
るパターン化工程によって達成されうる。
【０１２６】
　図６ａから６ｈに関して、金表面上のアルキルチオールから成るＳＡＭの紫外光パター
ン化に対する段階的な工程を示す。最初は、シリコンウエハ（７５０μｍ）といった適当
な基材２１が、湿式処理およびアルゴンプラズマエッチングの組み合わせによって適切に
清浄される。まずクロムまたはチタンおよびタングステン（９：１）のどちらかの接着層
（２５～５０μｍ）が、次いで金２２の薄膜（１００～１０００ｎｍ）をウエハの表面に
適用される。金属付着は、単位時間当たりの金属付着（厚さ）に関して較正されたスパッ
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タリング（蒸着）工程によって達成される。スパッタリング工程は、無傷のウエハでまた
はウエハからさいの目に切られた各片で行ってもよい。
【０１２７】
　図６ｂに関して、第一の単分子膜２３が０．０５ないし５ｍＭアルキルチオールを含む
エタノール溶液中での１ないし２４時間の期間の基材のインキュベートによって金表面上
に集合する。表面修飾した基材を次いでエタノールで洗浄して過剰のアルキルチオールを
除去しおよび窒素気流下で乾燥する。第一の単分子膜２３は、約１００°より大きい接触
角を示しおよびさらに液体試料について極小の湿潤性を示す表面を与えるアルキルチオー
ルから調製される。
【０１２８】
　図６ｃに関して、表面修飾された基材が酸素の存在下で第一のマスク２４を介して紫外
光源への曝露によって光パターン化することによって、曝露ゾーンに存在するモノマーを
酸化し、これによって金表面に対して低いアフィニティを示すモノマースルホン酸塩を生
成する。マスク２５における開口は結果として、液体保持ゾーンに対応するサイズおよび
形状の特徴の作成をきたす。
【０１２９】
　図６ｄから６ｅに関して、その後の金表面の洗浄によって、モノマースルホン酸塩を除
去し、および金２６の修飾されない領域を提供する。第二の単分子膜２７が、０．０５な
いし５ｍＭアルキルチオールを含むエタノール溶液中での１ないし２４時間の期間の基材
のインキュベートによって金表面上に集合する。表面を修飾した基材を次いでエタノール
で洗浄して過剰のアルキルチオールを除去しおよび窒素気流下で乾燥する。第二の単分子
膜２７は、約４０°から約９５°の範囲の接触角を示しおよびさらに分析物について極小
の結合を示す表面を与えるアルキルチオールから調製される。
【０１３０】
　図６ｆに関して、パターン化された基材が酸素の存在下で第二のマスク２８を介して紫
外光源への曝露によってさらに光パターン化することによって、曝露ゾーンに存在するモ
ノマーを酸化し、これによって金表面に対して低いアフィニティを示すモノマースルホン
酸塩を生成する。マスク２９における開口は結果として、分析ゾーンに対応するサイズお
よび形状の特徴の作成をきたす。
【０１３１】
　図６ｇから６ｈに関して、その後の金表面の洗浄によって、モノマースルホン酸塩を除
去し、および金３０の修飾されない領域を提供する。第三の単分子膜３１が、０．０５な
いし５ｍＭアルキルチオールを含むエタノール溶液中での１ないし２４時間の期間の基材
のインキュベートによって金表面上に集合する。表面を修飾した基材を次いでエタノール
で洗浄して過剰のアルキルチオールを除去しおよび窒素気流下で乾燥する。第三の単分子
膜３１は、約４０°から約９５°の範囲の接触角を示しおよびさらに分析物について極小
の結合を示す表面を与えるアルキルチオールから調製される。
【０１３２】
　このようにして、金表面上のアルキルチオールから調製された自己組織化単分子膜の紫
外光パターン化に対する段階的な工程が、本発明の試料提示器具を調製するのに利用され
る。金表面上のアルキルチオールから調製された自己組織化単分子膜の紫外光パターン化
の上述の工程は、単に例示的であって、および本発明の範囲を限定しない。
【０１３３】
　図７ａから７ｈに関して、金表面上のアルキルチオールから成るＳＡＭの紫外光パター
ン化に対する段階的な工程を示す。シリコンウエハといった適当な基材３２が適切に清浄
され、および接着層および金３３の薄膜（１００～１０００ｎｍ）をその上にスパッタリ
ングする。
【０１３４】
　図７ｂに関して、第一の単分子膜３４は０．０５ないし５ｍＭアルキルチオールを含む
エタノール溶液中での１ないし２４時間の期間の基材のインキュベートによって金表面上
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に集合する。表面を修飾した基材を次いでエタノールで洗浄して過剰のアルキルチオール
を除去しおよび窒素気流下で乾燥する。第一の単分子膜３４は、４０°未満の接触角を示
しおよびさらに分析物について極小の結合を示す表面を与えるアルキルチオールから調製
される。
【０１３５】
　図７ｃに関して、表面修飾された基材はリソグラフィーの前にフォトレジスト３５で被
覆される。このレジストは、ネガ型またはポジ型のどちらでもよい。ネガ型レジストは結
果として、レジストの曝露領域における溶解性を低下させ、したがってマスクに対してネ
ガ型イメージを与える。ポジ型レジストは結果として、レジストの曝露領域における溶解
性を上昇させ、したがってマスクに対してポジ型イメージを与える。ポジ型レジストの使
用を示す。レジストは、ディップ型の工程を介して適用されてもよいが、しかしスピンコ
ーターを用いて適用されるのが好ましい。レジスト厚さおよび硬化時間に関する製造業者
の推奨はガイドラインのとおりに用いられる。
【０１３６】
　図７ｄに関して、使用される特定のレジストに関連した使用に求められるように、表面
修飾された基材が紫外光源への曝露によって光パターン化される。フォトマスク３６は、
クロム－水晶、マイラー、酢酸塩、および金属ステンシルを含むがそれらに限定されない
多数の一般に用いられる材料から調製してもよい。マスク３７における開口部は結果とし
て、分析ゾーンに対応するサイズおよび形状の特徴を作成する。
【０１３７】
　図７ｅに関して、最初に、基材は、使用されるレジストに特異的なレジストの曝露領域
を溶解する市販の溶液で処理され、一方、紫外光源に曝露されない領域３８は、相対的に
不溶解性のままである。曝露されたレジストの除去後、酸素プラズマまたは紫外線／オゾ
ン処理を使用して、曝露ゾーン内でアルキルチオールモノマーを酸化し、これによって金
表面に関して低いアフィニティを示すスルホン酸モノマーを生成する。その後の金表面の
洗浄によってスルホン酸モノマーを除去し、および金３９の非修飾領域を与える。
【０１３８】
　図７ｆに関して、第二の単分子膜４０は、０．０５ないし５ｍＭアルキルチオールを含
むエタノール溶液中での１ないし２４時間の期間の基材のインキュベートによって金表面
上に集合する。基材を次いでエタノールで洗浄して過剰のアルキルチオールを除去しおよ
び窒素気流下で乾燥する。第二の単分子膜４０は、約４０°から約９５°の範囲の接触角
を示しおよびさらに分析物について極小の結合を示す表面を与えるアルキルチオールから
調製される。
【０１３９】
　図７ｇおよび７ｈについて、残りのフォトレジスト３８は、未曝露のレジストを溶解す
ることが知られているいくつかの有機溶媒の一つ（たとえばアセトン、１－メチル－２－
ピロリジノン、など）を用いての基材のさらなる洗浄によって除去され、およびここで二
つの特徴的なゾーンから成るパターン化された基材は、上記の通りのリソグラフィーの前
にフォトレジスト４１で被覆される。
【０１４０】
　図７ｉおよび７ｊについて、パターン化された基材が紫外光源への曝露によって上述の
第二のフォトマスク４２を介して光パターン化される。マスク４３における開口部は結果
として、液体保持ゾーンに対応するサイズおよび形状の特徴を作成する。最初に、基材は
、使用されるレジストに特異的なレジストの曝露領域を溶解する市販の溶液で処理され、
一方、紫外光源に曝露されない領域４４は、相対的に不溶解性のままである。曝露された
レジストの除去後、酸素プラズマまたは紫外線／オゾン処理を使用して、曝露ゾーン内で
アルキルチオールモノマーを酸化し、これによって金表面に関して低いアフィニティを示
すスルホン酸モノマーを生成する。その後の金表面の洗浄によってスルホン酸モノマーを
除去し、および金４５の非修飾領域を与える。
【０１４１】
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　図７ｋおよび７ｌについて、第三の単分子膜４６が０．０５ないし５ｍＭアルキルチオ
ールを含むエタノール溶液中での１ないし２４時間の期間の基材のインキュベートによっ
て金表面上に集合する。基材を次いでエタノールで洗浄して過剰のアルキルチオールを除
去しおよび窒素気流下で乾燥する。第三の単分子膜４６は、１００°より大きい接触角を
示しおよびさらに液体試料について極小の湿潤性を示す表面を与えるアルキルチオールか
ら調製される。最後に、残りのフォトレジスト４４は、未曝露のレジストを溶解すること
が知られているいくつかの有機溶媒うち一つで基材をさらに洗浄することによって除去し
、三つの特徴的なゾーンから成るパターン化された表面を与える。
【０１４２】
　このようにして、金上のアルキルチオールから成るＳＡＭの光リソグラフィーパターン
化に対する段階的な工程が、本発明の試料提示器具を調製するのに利用される。示された
パターン化の順序（分析ゾーン、次いで液体保持ゾーン、次いで境界ゾーン）が任意に選
択されたこと、および逆の順序（境界ゾーン、次いで液体保持ゾーン、次いで分析ゾーン
）もまた図解された順序と同様適切とわかるであろうことに着目するべきである。金上の
アルキルチオールから調製された自己組織化単分子膜の紫外光パターン化の上述の工程は
、単に例示的であって、および本発明は記載された工程に限定されない。
【０１４３】
　多数のアルキルチオールモノマーが、本発明の試料提示器具の調製に適している。アル
キルチオールモノマーの合成、それらの単分子膜への集合、および集合した表面の表面張
力についてのそれらの分類が記載されている（レイビニス（Ｌａｉｂｉｎｉｓ），Ｐ．Ｅ
．；パルマー（Ｐａｌｍｅｒ），Ｂ．Ｊ．；リー（Ｌｅｅ），Ｓ．－Ｗ．；ジェニングズ
（Ｊｅｎｎｉｎｇｓ），Ｇ．Ｋ．（１９９８）『有機チオールの合成および金表面上での
単分子膜への集合』（”Ｔｈｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｏｔｈｉｏｌｓ
　ａｎｄ　Ｔｈｅｉｒ　Ａｓｓｅｍｂｌｙ　ｉｎｔｏ　Ｍｏｎｏｌａｙｅｒｓ　ｏｎ　Ｇ
ｏｌｄ”）Ｔｈｉｎ　Ｆｉｌｍｓ，Ｖｏｌ．２４（ウルマン（Ｕｌｍａｎ），Ａ．編）ｐ
ｐ．１－４１，アカデミックプレス社（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）、カリフォルニ
ア州サンディエゴ）、参照により本開示に含まれる。
【０１４４】
　前述の総説は、アルキルチオールＳＡＭに随伴する末端部分を、集合した表面の表面エ
ネルギーについて分類している。高度に湿潤性である表面を与えおよびしたがって分析ゾ
ーンモノマーの調製に適する部分は：ＣＯ２Ｈ、Ｂ（ＯＨ）２、ＰＯ３Ｈ２、ＣＯＮＨ２

およびＯＨを含むがそれらに限定されない。前述の部分のそれぞれは、約４０°未満の接
触角を示す表面を与えることが報告されている。一般的に言って、高度に湿潤性である表
面を与える部分は、水素結合受容体、水素結合供与体、およびその組み合わせから成る。
中等度の湿潤性の表面を与えおよびしたがって液体保持ゾーンモノマーの調製に適する末
端部分は：ＣＮ（６０°、１０）、Ｏ２ＣＣＣＨ３（６３°、１１）、ＣＯ２ＣＨ３（６
７°、１０）、ＮＨＣＯＣＨ３（６８°、１１）、ＳＣＯＣＨ３（７０°、１１）、ＯＣ
Ｈ３（７４°、１１）、ＣＯＮＨＣＨ３（７６°、１１）、ＮＨＣＯＣＦ３（７７°、１
１）およびＣＯ２ＣＨ２ＣＨ３（８９°、１０）を含むがそれらに限定されない。集合し
た表面に伴う接触角および対応するアルキル鎖長を括弧内に示す。一般的に言って、中等
度に湿潤性である表面を与える部分は、双極子－双極子相互反応に関与する官能基から成
る傾向がある。極小に湿潤性である表面を与えおよびしたがって境界ゾーンモノマーの調
製に適する末端部分は：Ｏ（ＣＨ２）２ＣＨ３（１０４°、１１）、Ｏ（ＣＨ２）３ＣＨ

３（１１３°、１６）、ＮＨＣＯ（ＣＦ２）７ＣＦ３（１１４．５°、２）、Ｏ（ＣＨ２

）４ＣＨ３（１１５°、１６）、Ｏ（ＣＨ２）５ＣＨ３（１１５°、１６）、ＯＣＨ２Ｃ
Ｆ２ＣＦ３（１１８°、１１）、および（ＣＦ２）５ＣＦ３（１１８°、２）を含むがそ
れらに限定されない。集合した表面に伴う接触角および対応するアルキル鎖長を括弧内に
示す。一般的に言って、極小に湿潤性である表面を与える部分は、疎水性および疎油性の
官能基から成る傾向がある。
【０１４５】
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　好ましくは、本発明の試料提示器具の標的および液体保持ゾーンの両方が、集合した表
面上にタンパク質の抵抗性を与えるモノマーから調製される。金表面上のアルキルチオー
ルから調製された多数のＳＡＭは、タンパク質の吸着について特異的に特徴付けられてき
た。これまで報告された表面の最もタンパク質抵抗性を示すものは、オリゴ（エチレン酸
化物）（ＯＣＨ２ＣＨ２）単位を提示するモノマーに由来する。これら表面の有用性は最
初、プライム（Ｐｒｉｍｅ）Ｋ．Ｌ．およびホワイトサイヅ（Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ）Ｇ
．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ、１９９３、１１５、１０７１４－２１、参照により本開
示に含まれる）によって記載された。タンパク質吸着に抵抗を示す表面の構造特性関係が
みられた（オスツニ（Ｏｓｔｕｎｉ），Ｅ．；チャプマン（Ｃｈａｐｍａｎ），Ｒ．Ｇ．
；ホルムリン（Ｈｏｌｍｌｉｎ），Ｒ．Ｅ．；タカヤマ（Ｔａｋａｙａｍａ），Ｓ．；ホ
ワイトサイヅ（Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ），Ｇ．；ラングムール（Ｌａｎｇｍｕｉｒ），２
００１，１７，５６０５－５６２０，参照により本開示に含まれる）。近年、多くの両性
ＳＡＭが、タンパク質の吸着に良好な抵抗性を示してきた（ホルムリン（Ｈｏｌｍｌｉｎ
）；Ｒ．Ｅ．；チェン（Ｃｈｅｎ），Ｘ．；チャプマン（Ｃｈａｐｍａｎ），Ｒ．Ｇ．；
タカヤマ（Ｔａｋａｙａｍａ），Ｓ．；ホワイトサイヅ（Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ），Ｇ．
；ラングムール（Ｌａｎｇｍｕｉｒ），２００１，１７，２８４１－５０，参照により本
開示に含まれる）、およびしたがって、高度に湿潤性である表面およびタンパク質吸着へ
の良好な抵抗性の組み合わせを理由に、分析ゾーンとして潜在的に有用である。
【０１４６】
　好ましい実施形態では、本発明の試料提示器具の分析ゾーンは、一般式Ｉ：ＨＳ（ＣＨ

２）１１－（ＯＣＨ２ＣＨ２）ｍＯＨ、ｍが３から７であるモノマーから調製される。こ
の一般式のモノマーは、約３０°から約３８°の範囲の接触角を示す表面を与える。これ
ら表面は可能な最小の接触角を示さないが、タンパク質の結合を最小化することについて
の優れた性能を理由に、好ましくは利用される。さらに、一般式Ｉの分析ゾーンモノマー
は、好ましくは、約６０°より大きい接触角を示す表面を与える液体保持ゾーンモノマー
と併せて利用される。
【０１４７】
　同様におよび好ましくは、本発明の試料提示器具の液体保持ゾーンは、一般式ＩＩ：Ｈ
Ｓ（ＣＨ２）１１－（ＯＣＨ２ＣＨ２）ｍＲ、ここでｍ＝３から７、Ｒ基は表面張力およ
び湿潤性に影響を及ぼす末端部分であるモノマーから調製される。好ましくはしかし排他
的ではなく、Ｒ基は、ＯＣＨ３、ＯＣＨ２ＣＮ、ＣＯ２ＣＨ３、ＣＯＮＨＣＨ３、および
ＣＯ２ＣＨ２ＣＨ３部分のうち一つから選択される。上記の末端部分のそれぞれが、約６
２°から約８９°の範囲の接触角を示す表面を与える。
【０１４８】
　代替的におよび好ましくは、本発明の試料提示器具の液体保持ゾーンは、式ＨＳ（ＣＨ

２）１１ＯＣＨ２Ｃ６Ｈ５のモノマーから調製されてもよい。末端ベンジル部分（ＣＨ２

Ｃ６Ｈ５）は、有機溶媒中で溶解した試料に関して特定の有用性を示し、および約９０°
の接触角を示す表面を与える。
【０１４９】
　好ましい実施形態では、本発明の試料提示器具の境界ゾーンは、モノマーから調製され
る液体試料に関して極小の湿潤性を与え、分析物は水性緩衝液、有機溶媒およびそれらの
混合物中で溶解する。末端にペルフルオロ化部分を提供するモノマーは、この点において
特定の有用性を示すことが示されてきた（ノード（Ｎａｕｄ），Ｃ；カラス（Ｃａｌａｓ
），Ｐ．；ブランコウ（Ｂｌａｎｃｏｕ），Ｈ，；コメイラス（Ｃｏｍｍｅｙｒａｓ），
Ａ．Ｊ．Ｆｌｕｏｒｉｎｅ Ｃｈｅｍ．，２０００，１０４，１７３－１８３，参照によ
り本開示に含まれる）。
【０１５０】
　本発明の好ましい実施形態は、分析ゾーンが式ＨＳ（ＣＨ２）１１－（ＯＣＨ２ＣＨ２

）３ＯＨのモノマーから調製され、液体保持ゾーンが式ＨＳ（ＣＨ２）１１（ＯＣＨ２Ｃ
Ｈ２）３ＯＣＨ３のモノマーから調製され、および境界ゾーンが式ＨＳ（ＣＨ２）１１Ｏ
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ＣＨ２（ＣＦ２）５ＣＦ３モノマーから調製される。モノマーのこの組み合わせは、分析
ゾーン、液体保持ゾーン、および境界ゾーンの接触角がそれぞれ約３８°、６２°および
１１７°である表面を与える。
【０１５１】
　本発明の別の好ましい実施形態は、分析ゾーンが式ＨＳ（ＣＨ２）１１－（ＯＣＨ２Ｃ
Ｈ２）３ＯＨのモノマーから調製され、液体保持ゾーンが式ＨＳ（ＣＨ２）１１ＯＣＨ２

Ｃ６Ｈ５のモノマーから調製され、および境界ゾーンが式ＨＳ（ＣＨ２）１１ＯＣＨ２Ｃ
Ｈ２（ＣＦ２）５ＣＦ３モノマーから調製されるものである。モノマーのこの組み合わせ
は、分析ゾーン、液体保持ゾーン、および境界ゾーンの接触角がそれぞれ約３８°、９１
°および１１７°である表面を与える。
【０１５２】
　二個のアルキルチオールモノマーから調製された混合の（二成分）自己組織化単分子膜
が、精密に表面接触角および湿潤性を制御するために用いられてきた。（セマル（Ｓｅｍ
ａｌ），Ｓ．；バウチア（Ｂａｕｔｈｉｅｒ），Ｃ．；ヴー（Ｖｏｕｅ），Ｍ．；バンデ
ンインド（Ｖａｎｄｅｎ Ｅｙｎｄｅ），Ｊ．Ｊ．；グーテンバロン（Ｇｏｕｔｔｅｂａ
ｒｏｎ），Ｒ．；デコニンク（Ｄｅ Ｃｏｎｉｎｃｋ），Ｊ．Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．
Ｂ，２０００，１０４，６２２５－６２３２，参照により本開示に含まれる）。高度に湿
潤性である表面および中等度に湿潤性である表面を調製するのに用いられたモノマーを混
合することによって、４０°より大きい角へと接触角が調整されてきた。好ましくは、二
成分のＳＡＭが、分析ゾーンまたは液体保持ゾーンのどちらかを調製するのに使用されて
きた。代替的に、三成分および四成分の自己組織化単分子膜を使用して分析ゾーンまたは
液体保持ゾーンを調製してもよい。三成分および四成分ＳＡＭは、置換アルキルチオール
およびヘテロ置換不斉アルキルジスフィルド（すなわち、ＨＳ（ＣＨ2）11Ｒ

1およびＲ2

（ＣＨ2）11Ｓ－Ｓ（ＣＨ2）11Ｒ
3）または二個のヘテロ置換不斉アルキルジスフィルド

（すなわち、Ｒ1（ＣＨ2）11Ｓ－Ｓ（ＣＨ2）11Ｓ－Ｓ（ＣＨ2）11Ｒ
3およびＲ3（ＣＨ2

）11Ｓ－Ｓ（ＣＨ2）11Ｒ
4）のどちらかの二成分混合物から調製される。

【０１５３】
　図８ａから８ｌに関して、ケイ素表面上のアルキルシランから成るＳＡＭのフォトリソ
グラフィーによるパターン化に対する段階的な工程を示す。アルキルジメチルクロロシラ
ン、アルキルジメチルアルコキシシラン、アルキルトリハロシラン、またはアルキルトリ
アルコキシシランのいずれかとの反応によるケイ素およびガラス修飾が、文献に記載され
、および当業者に理解される。
【０１５４】
　図８ａに関して、シリコンウエハ、ガラスウエハ、またはその上に二酸化ケイ素を付着
した金属基材といった適当な基材４７が、表面夾雑物の除去次いで表面の酸化によりシラ
ノール（Ｓｉ－ＯＨ）部分を生成することを含む工程によって、アルキルシランへの共有
結合のために適切に活性化される。好ましくは、基材を簡潔に酸素プラズマで処理し、酸
化性溶液（ピラニア溶液）で洗浄し、および次いで再び酸素プラズマで処理して、４．９
Ｓｉ－ＯＨ／ｎｍ２に近い平均シラノール濃縮を提示する活性化された表面４８を与える
。
【０１５５】
　図８ｂに関して、表面活性化の後、第一のアルキルシラン単分子膜４９の下記のケイ素
表面上に集合する。シラン化は、溶液付着によって、または蒸着によって巧妙に実施して
もよい。第一のアルキルシラン単分子膜４９は、液体試料に関して好ましくは１００°よ
り大きい接触角を示し、およびさらに極小の湿潤性を示す表面を与えるアルキルシランか
ら調製される。
【０１５６】
　図８ｃに関して、シラン化された基材は、リソグラフィーの前にフォトレジスト５０で
被覆される。レジストは、ネガ型またはポジ型のどちらでもよい。ネガ型レジストは結果
として、レジストの曝露領域における溶解性を低下させ、したがってマスクに対してネガ
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型イメージを与える。ポジ型レジストは結果として、レジストの曝露領域における溶解性
を上昇させ、したがってマスクに対してポジ型イメージを与える。ポジ型レジストの使用
を図６に示す。レジストは、ディップ型の工程を介して適用されてもよいが、しかしスピ
ンコーターを用いて適用されるのが好ましい。レジスト厚さおよび硬化時間に関する製造
業者の推奨事項は、ガイドラインのとおりに用いられる。
【０１５７】
　図８ｄに関して、使用される特定のレジストに伴う使用に求められるように、基材が紫
外光源への曝露によって光パターン化される。フォトマスク５１は、クロム－水晶、マイ
ラー、酢酸塩、および金属ステンシルを含むがそれらに限定されない多数の一般に用いら
れる材料から調製してもよい。マスク５２における開口部は結果として、分析ゾーンに対
応するサイズおよび形状の特徴を作成する。
【０１５８】
　図８ｅおよび８ｆに関して、最初に、基材は、使用されるレジストに特異的なレジスト
の曝露領域を溶解する市販の溶液で処理され、一方、紫外光源に曝露されない領域５３は
、相対的に不溶解性のままである。曝露されたレジストの除去後、酸素プラズマ処理を使
用して、さらなるシラン化のための表面を活性化する。第二のアルキルシラン単分子膜５
５が活性化されたケイ素表面上に集合する。シラン化は、溶液付着によって、または蒸着
によって巧妙に実施してもよい。第二のアルキルシラン単分子膜４９は、約４０°から約
９５°の範囲にある接触角を示す表面を与え、およびさらに分析物に関して極小の結合を
示す表面を与えるアルキルシランから調製される。
【０１５９】
　図８ｇおよび８ｈに関して、残りのフォトレジスト５３は、未曝露のレジストを溶解す
ることが知られているいくつかの有機溶媒の一つ（たとえばアセトン、１－メチル－２－
ピロリジノン、など）で基材をさらに洗浄することによって除去される。二つの特徴的な
ゾーンから成るパターン化された基材は、上記の通りのリソグラフィーの前にフォトレジ
スト５６で被覆される。
【０１６０】
　図８ｉおよび８ｊについて、パターン化された基材が紫外光源への曝露によって上述の
第二のフォトマスク５７を介して光パターン化される。マスク５８における開口部は結果
として、分析ゾーンに対応するサイズおよび形状の特徴を作成する。次いで基材は、使用
されるレジストに特異的なレジストの曝露領域を溶解する市販の溶液で処理され、一方紫
外光源に曝露されない領域５９は、相対的に不溶解性のままである。曝露されたレジスト
の除去後、酸素プラズマ処理を使用して、さらなるシラン化のための表面６０を活性化す
る。
【０１６１】
　図８ｋおよび８ｌについて、第三の単分子膜６１が活性化されたケイ素表面上に集合す
る。シラン化は、溶液付着によって、または蒸着によって巧妙に実施してもよい。第三の
単分子膜６１は、約４０°未満の接触角を示す表面を与え、およびさらに分析物に関して
極小の結合を示す表面を与えるアルキルシランから調製される。最後に、残りのフォトレ
ジスト５９は、未曝露のレジストを溶解することが知られているいくつかの有機溶媒うち
一つで基材をさらに洗浄することによって除去し、三つの特徴的なゾーンから成るパター
ン化された表面を与える。
【０１６２】
　このようにして、シリコン上のアルキルシランから調製されたＳＡＭの光リソグラフィ
ーパターン化に対する段階的な工程が、本発明の試料提示器具を調製するのに利用される
。示されたパターン化の順序（分析ゾーン、次いで液体保持ゾーン、次いで境界ゾーン）
が、任意に選択されたことおよび反対の順序（境界ゾーン、次いで液体保持ゾーン、次い
で分析ゾーン）もまた図解された順序と同様適切とわかることに着目するべきである。ケ
イ素上のアルキルシランから調製された自己組織化単分子膜の紫外光パターン化の上述の
工程は、単に例示的であって、本発明は記載された工程に限定されない。
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【０１６３】
　多数のアルキルシランが、本発明の試料提示器具の調製における使用に適切である。ア
ルキルシランの大部分は市販されており、およびその合成および表面修飾における使用は
理解されている（シュライバー（Ｓｈｒｉｖｅｒ）－レイク（Ｌａｋｅ），Ｌ．Ｃ．（１
９９８）『生物医学固定のためのシラン修飾表面、分析における生物分子：実践的なアプ
ローチ（”Ｓｉｌａｎｅ－ｍｏｄｉｆｅｄ　ｓｕｆａｃｅｓ　ｆｏｒ　ｂｉｏｍａｔｅｒ
ｉａｌ　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ， Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃ
ｕｌｅｓ　ｉｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ： Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ”）
』，キャス（Ｃａｓｓ），Ｔ．およびリグラー（Ｌｉｇｌｅｒ），Ｆ．Ｓ．編）第一章、
オックスフォード大学出版(Oxford University Press)、英国オックスフォード、参照に
より本開示に含まれる）。
【０１６４】
　上記に概説したものと若干異なるアプローチを使用して、活性化されたケイ素表面を最
初に、求核性部分を有する適切なアルキルシランで誘導体化し、さらに所要の湿潤性を与
える官能基化された末端部分を付加してもよい。代替的に、末端部分を備えたアルキルシ
ランが利用可能である場合は、表面は、１回の手順で修飾してもよい。本発明の試料提示
器具の調製における使用に適した末端部分は、上述の部分を含むがそれらに限定されない
。
【０１６５】
　好ましい実施形態では、本発明の試料提示器具の分析ゾーンは最初に３－アミノプロピ
ルトリメトキシシランから調製され、および次いでさらに官能基化されて一般式ＩＩＩ：
（ＸＯ）３Ｓｉ－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＮＨＣＯＣＨ２（ＯＣＨ２ＣＨ２）ｎＯＨの固定化
シランを与え、ここでＸはケイ素表面または隣接する固定化シランのどちらかへの結合で
あり、およびｎは４ないし８である。一般式ＩＩＩのモノマーは、約３０°ないし約４０
°の範囲にある接触角を示す表面を与える。これらの表面は可能な最小の接触角を示さな
いが、それらは、タンパク質の結合を最小化することについて優れた性能のために好まし
くは利用される。さらに、一般式ＩＩＩの分析ゾーンモノマーは、好ましくは、約６０°
より大の接触角を示す表面を与える液体保持ゾーンモノマーと併せて用いられる。
【０１６６】
　同様におよび好ましくは、本発明の試料提示器具の液体保持ゾーンは、最初に３－アミ
ノプロピルトリメトキシシランから調製され、および次いで、一般式ＩＶ：（ＸＯ）３Ｓ
ｉＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＮＨＣＯＣＨ２（ＯＣＨ２ＣＨ２）ｎＲ’、ここでＸが基材または
隣接するモノマーに対する結合であり、ここでｎは４から８までであり、およびここでＲ
基は表面張力および湿潤性に影響する末端部分である。好ましくは、しかし、排他的にで
なくＲ基´は、ＣＨ３、ＣＨ２ＣＮ、ＣＨ２ＣＯ２ＣＨ３、ＣＨ２ＣＯＮＨＣＨ３および
ＣＨ２ＣＯ２ＣＨ２ＣＨ３部分のうちの一つから選択される。前述の末端部分のそれぞれ
は、約６０°から約９０°の範囲の接触角を示す表面を与える。
【０１６７】
　他の好ましい実施形態では、本発明の試料提示器具の境界ゾーンは、一般式Ｖ：（ＣＨ

３）２（Ｘ’）ＳｉＣＨ２ＣＨ２－（ＣＦ２）７ＣＦ３、ここでＸ’は表面反応性部分で
ある、水性試料に関して最小の湿潤性を与えるアルキルシランから単一の段階で調製され
る。
【０１６８】
　さまざまな代替的な表面修飾化学および表面パターン化方法を、本発明の試料提示器具
を調製するために利用してもよい。タンパク質抵抗性表面のパターン化に関して、近年、
物質のポリマー組成物が注目を集めている。アルキルチオールまたはアルキルシランＳＡ
Ｍのいずれかから最初に調製されたパターン化された表面は、表面にポリマー組成物を移
植させるかまたは表面から高分子組成物を成長させることによって、さらに官能基化され
たてきた（たとえば、フセマン（Ｈｕｓｅｍａｎｎ），Ｍ．；メセレイス（Ｍｅｃｅｒｒ
ｅｙｅｓ），Ｄ．；ホーカー（Ｈａｗｋｅｒ），Ｊ．Ｌ．；ヘドリック（Ｈｅｄｒｉｃｋ
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），Ｒ．Ｓ．；アボット（Ａｂｂｏｔｔ），Ｎ．Ｌ．，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．
Ｅｄ．１９９９，３５，６４７－６４９；シャー（Ｓｈａｈ），Ｒ．Ｒ．；メレセイズ（
Ｍｅｒｒｅｃｅｙｅｓ），Ｄ．；フセマン（Ｈｕｓｅｍａｎｎ），Ｍ．；リーズ（Ｒｅｅ
ｓ），Ｉ，アボット（Ａｂｂｏｔｔ），Ｎ．Ｌ．；ホーカー（Ｈａｗｋｅｒ），Ｃ．Ｊ．
；ヘドリック（Ｈｅｄｒｉｃｋ），Ｊ．Ｌ．，Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ２０００，
３３，５９７－６０５、およびヒュン（Ｈｙｕｎ），Ｊ．およびチルコチ（Ｃｈｉｌｋｏ
ｔｉ），Ａ．Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ２００１，３４，５６４４－５６５２、これ
らはすべて参照によって本明細書に組み込まれる）。近年では、ブロック共重合体の吸着
による表面パターン化の最初の報告が登場した（デン（Ｄｅｎｇ），Ｔ．；ハ（Ｈａ）Ｙ
．Ｈ．；チェン（Ｃｈｅｎｇ），Ｊ，Ｙ．；ロス（Ｒｏｓｓ），Ｃ．Ａ．；トーマス（Ｔ
ｈｏｍａｓ），Ｅ．Ｌ．Ｌａｎｇｍｕｉｒ，２００２，７５，６７１９－６７２２（参照
にて本明細書に組み込まれる）。ＳＡＭに移植された重合薄膜は、ある程度はトリ（エチ
レングリコール）基を示すＳＡＭと同等またはそれより良い程度で、タンパク質の吸着に
抵抗することを示した（チャプマン（Ｃｈａｐｍａｎ），Ｒ．Ｇ．；オスツニ（Ｏｓｔｕ
ｎｉ），Ｅ．；リアン（Ｌｉａｎｇ），Ｍ．Ｎ．；メルレニ（Ｍｅｌｕｌｅｎｉ），Ｇ．
；キム（Ｋｉｍ），Ｅ．；ヤン（Ｙａｎ），Ｌ．；ピエール（Ｐｉｅｒ），Ｇ．；ウオー
レン（Ｗａｒｒｅｎ），Ｈ．Ｓ．；ホワイトサイズ（Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ），Ｇ．Ｍ．
，Ｌａｎｇｍｕｉｒ　２００１，７７，１２２５－１２３３（参照にて本明細書に組み込
まれる）。
【０１６９】
　非特異性の態様のみであっても、最も湿潤性の低い表面でさえも、液体試料に由来する
所定の部分を保持できることが理解される。事実このような表面は、たとえばその後の分
析の標的でない部分の除去によって分析物を濃縮する能力を強化することによって、本発
明の試料提示器具の利点に寄与しうる。これは、分析物の分析に干渉しうる非生物学的部
分の保持という文脈において特に有用でありうる。しかし、試料提示器具の表面は、この
例だけに限定されず、むしろ、分析ゾーン以外の領域中の部分と結合し、分析物含有試料
から分離して取り扱いまたは処理されうる表面を含んでもよい。実際、分析生化学方法に
より分析されうる任意の部分を、本発明の試料提示器具を使用して、保持、保存、輸送、
およびその後の分析を行うことができる。したがって本発明は、最高度の湿潤性を有する
ゾーン以外のゾーン中の部分のある程度の保持が可能であること、および、それら部分の
その後の分析が望ましいことを提供する。しかし、目的の分析物の相当な量は、典型的に
は、最高度の湿潤性を有するゾーン以外のゾーン中では保持されない。したがって、レー
ザー脱着分光学による分析物の分析の例の文脈において、最も湿潤性の高いゾーン中で保
持される標的分析物は、試料提示器具の表面との結合状態からは脱離されない。
試料提示器具の使用および用途
【０１７０】
　後に続く本発明の試料提示器具のさまざまな使用および用途の説明は、単に例示的であ
っておよび本発明の範囲を限定しない。
【０１７１】
　本発明の試料提示器具は、さまざまな分析技術および手順と組み合わせて多くの使用を
見出す。このように本発明は、上述した試料提示器具を使用する方法を含む。より具体的
には本発明は、本発明の試料提示器具を使用して、試料中の分析物の存在を同定し、およ
び一つの試料提示器具上のまたは複数の試料提示器具上の複数の試料を分析する方法を含
む。
【０１７２】
　液体試料中の分析物の検出、同定または測定を可能にする実質的に任意の分析法が、本
発明の試料提示器具と組み合わせて用いることができる。こういった分析法の例は、ＭＡ
ＬＤＩ－ＭＳまたはエレクトロスプレー・イオン化ＭＳを含むが、それらに限定されない
。試料提示器具は、たとえば、試料提示器具の分析ゾーンが高処理量のデータ取り込みを
促進するような態様で構成されるＭＡＬＤＩ－ＭＳ用にといった高処理量の分析測定技術
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と組み合わせた使用に特に適している。
【０１７３】
　本発明の試料提示器具は液体試料およびそこに含まれる分析物を操作するために用いて
もよい。試料提示器具の表面に備わるように設計されうる異なる湿潤性および捕捉性に基
づいて、試料提示器具は、液体試料またはそれに含まれる分析物を操作、濃縮、位置決め
、保存、輸送（機械的介入の有無にかかわらず）、復帰（機械的介入の有無にかかわらず
）、分析、（試料提示器具上の試薬を修飾する分析物の使用を介して）、修飾または処理
、または分画するよう設計されうる。さらに、本発明の試料提示器具は、化学的または物
理的な刺激（たとえば、熱、紫外線、圧力、電磁放射）に反応してこれらの機能のいずれ
かを達成するように設計されうるので、本発明の試料提示器具は可逆的にまたは不可逆的
にこれらの機能を達成することができ、および外力に反応してこれらの機能のさまざまな
組み合わせをさらに実施することができる。
【０１７４】
　実質的に任意の液体試料（および分析物）を、本発明の試料提示器具と関連して用いる
ことができる。たとえば、本発明は、液体クロマトグラフィーから回収される分画を分析
するために用いることができる。本発明は、２Ｄゲル電気泳動から切除したタンパク質の
点、または、親和性クロマトグラフィー（すなわちＩＣＡＴ）から回収される分画のいず
れかから調製される酵素消化物を分析するために用いることができる。本発明は、表面プ
ラスモン共鳴バイオセンサーから回収される試料を分析するのに用いることもできる。本
発明は、標準マルチ・ウェル形式ロボットおよび検出法との１：１の試料輸送に使用する
ことができる。実際本発明の試料提示器具は、実質的に任意のソースから得られる、すな
わちこれら試料が実験の結果であるか（たとえば、上述のとおり同定される酵素消化物お
よび表面プラスモン共鳴バイオセンサー試料）、環境（たとえば川からの水質試料）から
得られるか、または生きている有機体（たとえばヒト尿試料）から直接に得られるかどう
かにかかわらず、液体試料を処理および操作するために用いることができる。
【０１７５】
　本発明は、保存目的での試料の貯蔵のために、または、別の分析のために使うこともで
きる。言い換えれば、液体試料に含まれる分析物の検出および分析は、液体試料の分析ゾ
ーンへの輸送の直後に発生する必要はない。
【０１７６】
　したがって本発明のさまざまな実施形態は、試料／分析物の取り扱い、および液体の付
着、保持、輸送、位置決めおよび再位置決めおよび保存を含むがそれらに限定されない、
さまざまな液体処理機能に役に立つ試料提示器具を提供する。本発明の試料提示器具のこ
れら使用のいくつかの例が提供されている。
【０１７７】
　図９ａから図９ｆに関して、試料乾燥のさまざまな段階が例示されている。本発明の試
料提示器具の断面図は、中央分析ゾーン６３が液体保持ゾーン６４に囲まれ、および液体
保持ゾーン６４が境界ゾーン６５にさらに囲まれている、３つの特徴的なゾーンから成る
基材６２の上付着した表面を示す。
【０１７８】
　図９ｂに関して、最初に液体試料滴６６を試料提示器具の表面上に付着させた結果、分
析ゾーン６３および液体保持ゾーン６４の表面に、試料滴容量の同時封じ込めが生じる。
試料滴の封じ込めは、境界領域６５の限られた湿潤性に伴う表面張力を原因とする。付着
と同時に、試料滴の接触角は、液体保持ゾーン上にのみ存在する滴の接触角とほぼ等しい
。
【０１７９】
　図９ｃから９ｅに関して、試料滴が蒸発によって乾燥するにつれて、滴の半径および接
触角の両方が、滴の半径が分析ゾーンの半径に一致するまで、減少する。
【０１８０】
　図９ｆに関して、試料滴６７の半径と分析ゾーン６３の半径とが一致する場合、試料滴
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の接触角が分析ゾーンに存在する滴のそれにほぼ等しいことがわかる。試料滴が蒸発によ
って乾燥し続けると、試料滴の半径はさらには減少せず、しかし、分析物が分析ゾーンの
表面上の薄膜として付着するため、一定のままである。このような態様で、試料提示器具
の表面に付着した最高約１００μＬ量の可変量の水性試料は、分析ゾーンに対応する領域
内に封じ込められる分析物の薄膜を乾燥させると即座に提供される。
【０１８１】
　たとえば、３．０ｍｍの直径（約７．０６９ｍｍ２の表面積）を有する液体保持ゾーン
および０．５ｍｍの直径（約０．１９６ｍｍ２の表面積）を有する分析ゾーンを有する本
発明の試料提示器具は、分析物の付着を、液体保持ゾーンの表面積よりも約３６倍小さい
分析ゾーンの表面積に封じ込め、平均表面分析物濃度において約３６倍同時に増加する。
したがって原則的に、上記の試料滴乾燥工程は、潜在的に感度を約３６倍増加させるであ
ろう。
【０１８２】
　図１０ａから１０ｄに関して、分析ゾーンの非存在時に（液体保持ゾーン６８および境
界ゾーン６９のみが存在する場合）、試料滴７０は半径の大幅な減少なしに乾燥し、液体
保持ゾーン７１の表面の多くの部分の上に分析物の付着が結果として生じる。図１０ｅか
ら１０ｈに関して、液体保持ゾーンの非存在時に（分析ゾーン７２および境界ゾーン７３
のみが存在する場合）、試料滴７４の量は、分析ゾーン７２の液体保持能力によって制限
される。試料滴７４は半径の大幅な減少なしに乾燥し、液体保持ゾーン７５の表面の多く
の部分の上に分析物の付着が結果として生じる。
【０１８３】
　検出感度の大幅な増大は、図９ｂから９ｆに記載されている工程から生じる。この現象
は、図９ａから９ｄおよび図１０ａから１０ｄに関して最も良く理解される。分析ゾーン
の非存在時に（図１０ａを参照）、図１０ａに表される液体保持ゾーン６８中の単位面積
あたりの平均分析物表面濃度は、総分析物濃度を表面積で除算したものに等しい。しかし
、図９ａに表される分析ゾーンの存在時には、分析物の付着は分析ゾーンに限定され、こ
こでは単位面積あたりの平均分析物表面濃度を分析ゾーンの表面積によって除算したもの
に等しい。したがってＦｉＧ．９ａにおいて表される分析ゾーン６３の存在によって、分
析物の平均表面濃度を増加させ、濃度は図１０ａに表される液体保持ゾーン６８の表面積
の図９ａに表される分析ゾーン６３の表面積に対する比率に等しい。分析ゾーンの表面積
が液体保持ゾーンの表面積より大幅に小さいため、分析物付着を分析ゾーンの表面領域に
限定すると、結果として、質量分析計に提示された分析物の平均表面濃度を大幅に増加さ
せ、検出感度も付随して増加する。
【０１８４】
　たとえば、３．０ｍｍの直径（約７．０６９のｍｍ２の表面積）を有する液体保持ゾー
ンおよび０．５ｍｍの直径（約０．１９６のｍｍ２の表面積）を有する分析ゾーンを有す
る本発明の試料提示器具は、分析物の付着を液体保持ゾーンの表面積よりも約３６倍小さ
い分析ゾーン表面積に限定し、付随して平均表面分析物濃度が約３６倍増加する。したが
って、原則的に、上記の試料滴乾燥工程は約３６倍の感度に増加を潜在的にもたらしうる
。
【０１８５】
　検出感度の上昇をもたらす分析ゾーンの分析物制限特性は、図１１ａから１１ｈに示さ
れるビデオ接触角の画像において実証される。図１１ａに関して、本発明の試料提示器具
は、約１．６ｍｍのＯＤの値の液体保持ゾーンおよび約０．７ｍｍのＯＤの値の分析ゾー
ンで、調製した。集束作用の観察を円滑にするために、分析ゾーンは、中心から外して配
置した。水滴は、バイオチップの表面に加えられ、急速にそれ自体を液体保持ゾーンおよ
び分析ゾーンに相当する表面積へと制限することが観察された。最初の左側および右側の
接触角が記録され、および両方とも５７．１°であり、この値は液体保持ゾーンのモノマ
ーのみから調製される表面によって示される値であった。滴が蒸発のために乾燥するにつ
れ（図１１ｂから１１ｈを参照）、滴の半径が分析ゾーンの半径に一致するまで、観察さ
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れた半径および接触角の両方が減少した。さらに、滴が乾燥すると、滴が分析ゾーンの上
の中心に来るよう滴の中心が右へ移動したことが観察された。図１１ｈにおいて記録され
た左側および右側の接触角は両方とも、３５．４°であり、この値は分析ゾーンのモノマ
ーだけから調製される表面によって示される値に対応した。図１１ａから１１ｈに表され
る画像の取り込みに関連して記録された滴の高さ、幅および接触角のデータは、図１２に
視覚的にまとめられる。
【０１８６】
　液体保持ゾーンの傑出した液体保持能力は、図１３において実証される。本発明の１６
部位試料提示器具の実例は、５μＬから７０μＬの範囲の試料滴容量の保持を示す。試料
滴容量を大幅に制限するように見える唯一の要因は、隣接する対の分析および液体保持ゾ
ーンの相対的な近さである。
【０１８７】
　分析ゾーンの分析物制限特性は、図１４ａおよび１４ｂにさらに示される。第一の図（
図１４ａ）は、１６部位のうち８ヶ所の表面に付着した５μｌから４０μＬの範囲の試料
滴容量を有する本発明の１６部位試料提示器具の図である。それぞれの試料滴は、可溶性
染料の等量を含んでいた。第二の図（図１２ｂ）は、試料滴を乾燥させることができる同
じ試料提示器具の図を示す。ここで染料は、分析ゾーンに近接したバイオチップの表面に
付着する。分析ゾーンおよび液体保持ゾーンの相対寸法が、比較目的のためにバイオチッ
プに重ねられる。この場合、強く集中した分析物の点を生じない可視材料を提供するため
に過剰な量の染料が必要となった。
【０１８８】
　本発明の試料提示器具は、下記から選択されるがそれに限定されない化学的および生物
学的分析物の高感度質量分析検出を容易にするために活用してもよい：ペプチド、タンパ
ク質、酵素、酵素基質、酵素基質の類似体、酵素阻害物質、ポリヌクレオチド、オリゴヌ
クレオチド、核酸、炭水化物、少糖類、多糖類、アビジン、ストレプトアビジン、レクチ
ン、ペプスタチン、プロテアーゼ阻害剤、タンパク質Ａ、凝集素、ヘパリン、タンパク質
Ｇ、コンカナバリンといった生体高分子；核酸断片、ペプチド断片、およびタンパク質断
片といった上記の生体高分子の断片；核酸錯体、タンパク質－ＤＮＡ錯体、遺伝子転写錯
体、遺伝子翻訳錯体、膜、リポソーム、膜受容体、受容体リガンド錯体、シグナリング経
路錯体、酵素－基質、酵素阻害物質、ペプチド錯体、タンパク質錯体、炭水化物錯体、お
よび多糖類錯体）といった上記の生体高分子の錯体；およびアミノ酸、ヌクレオチド、ヌ
クレオシド、糖、ステロイド、脂質、金属イオン、薬剤、ホルモン、アミド、アミン、カ
ルボン酸、ビタミンおよび補酵素、アルコール、アルデヒド、ケトン、脂肪酸、ポルフィ
リン、カロチノイド、植物成長調整剤、リン酸エステルおよびヌクレオシドジホスホ糖と
いった生体小分子；および薬学的にまたは治療的に有効な薬剤、モノマー、ペプチド類似
体、ステロイド類似体、阻害剤、突然変異原、発癌物質、細胞分裂抑制剤、抗生物質、イ
オノフォア、代謝拮抗物質、アミノ酸類似体、抗菌薬、輸送阻害剤、表面活性剤（界面活
性剤）、アミンを含有する組み合わせライブラリ、染料、毒素、ビオチン、ビオチン化さ
れた化合物、ＤＮＡ、ＲＮＡ、リジン、アセチルグルコサミン、プロシオンレッド、グル
タチオン、アデノシン一リン酸、ミトコンドリアおよび葉緑体機能阻害剤、電子ドナー、
キャリアおよびアクセプタ、プロテアーゼの合成基質および類似体、ホスファターゼの合
成基質および類似体、エステラーゼおよびリパーゼの合成基質および類似体、およびタン
パク質修飾試薬などの合成小分子。さらに、本発明の試料提示器具によって処理できる分
析物は、非生物学的であってもよく、およびオリゴマー、ポリアルキレン、ポリアミド、
ポリ（メタ）クリレート、ポリスルホン、ポリスチレン、ポリエーテル、ポリビニールエ
ーテル、ポリビニールエステル、ポリカーボネート、ポリビニールのハロゲン化物、ポリ
シロキサンといった合成ポリマー、および上記の二つまたはそれ以上ならびに殺菌剤とい
った他のから成る共重合体生物学的分析物を含むが、それらに限定されない。
【０１８９】
　分析物は、水性緩衝液、有機溶剤またはそれらの混合物に溶解してもよい。緩衝液は、



(36) JP 4906725 B2 2012.3.28

10

20

30

40

50

下記を含むがそれらに限定されない揮発成分から調製されるものから選択される：酢酸ア
ンモニウム、重炭酸アンモニウム、炭酸アンモニウム、クエン酸アンモニウム、酢酸トリ
エチルアンモニウムおよび炭酸トリエチルアンモニウム、ギ酸トリエチルアンモニウム、
酢酸トリメチルアンモニウム、炭酸トリメチルアンモニウムおよびギ酸トリメチルアンモ
ニウム。高濃度（＞０．１％）の非揮発性界面活性剤を含む水性試料は、界面活性剤は反
作用する可能性がありまた分析ゾーンの分析物制限特性があるため、分析の前に脱塩する
べきである。有機溶剤は、水性緩衝液中で混合されることおよび生物学的分析物の可溶性
を促進することが公知であるものであって、下記を含むがそれらに限定されない：酢酸、
アセトン、アセトニトリル、エタノール、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）、Ｎ
，Ｎ－ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、ギ酸、ヘプタフルオロ酪酸、メタノール、Ｎ
－メチルピロリドン（ＮＭＰ）、２，２，２－トリフルオロエタノールおよびトリフルオ
ロ酢酸。
【０１９０】
　試料提示器具は、高沸点有機溶剤の蒸発を促進するために、または、単に試料乾燥に必
要な時間を低減するために、（ヒートブロックの表面上、赤外線ランプの下、または熱気
流の下のいずれかで）試料乾燥工程の間に加熱してもよい。
【０１９１】
　本発明の試料提示器具を用いた分析物を測定する好ましい分析法である飛行時間型のレ
ーザー脱着質量分析は、試料提示器具の表面に塗布して、エネルギーを吸収することによ
って分析物のイオン化を援助する材料（マトリクス）を必要とする。生物学的分析物の検
出のためのマトリクスとして高頻度に用いられる試薬は、トランス－３，５－ジメトキシ
－４－桂皮酸（シナピン酸、ＳＡ）、α－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸（ＨＣＣＡ）お
よび２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢＡ）を含む。上記の水中のマトリクスの限定
された可溶性のために、これら試薬の貯蔵液は、多くの場合５０％から１００％の有機溶
剤を含む。本発明の試料提示器具に伴って利用される場合、マトリクスを含有する貯蔵液
は、試料を試料提示器具の表面に塗布する前に水性試料に塗布される。あるいは、マトリ
クスを含有する貯蔵液は、試料付着および乾燥の後、試料提示器具の表面に塗布してもよ
い。この場合、高いパーセンテージの有機溶剤を含有する貯蔵液が、分析ゾーンの表面に
付着する分析物の貯蔵液中での溶解することを最小化するために、好ましくは利用される
。
【０１９２】
　多数の用途が、本発明の試料提示器具を使用するために存在する。本発明において使用
しうる試料の種類の例は、分析前にいかなる処理もなしに直接的に分析される試料、なら
びにある種の処理が発生した後に試料が分析されるという点において間接的に分析される
試料を含むが、それらに限定されない。
【０１９３】
　分析の前に行われるいかなる処理もなしに直接的に分析される試料のカテゴリに分類さ
れる、本発明において使用できる試料の種類の例は、生体液；組織および細胞抽出物およ
び分画；細胞、細菌、ウイルス；培養基；環境流体；環境大気サンプリング；環境メディ
ア抽出物（土壌抽出物、固体廃棄物抽出物、ワイプからの溶出、エアフィルタからの溶出
）；法医学試料；およびライブラリ、（コンビナトリアル・ケミストリー、オリゴヌクレ
オチド、ペプチド、糖、脂質、細胞および成分；染色体、および、ウイルスおよびその他
大きなタンパク質および核タンパク質集合）：を含むが、それらに限定されない。
【０１９４】
　間接的に、すなわち試料にある種の処理が発生した後に、分析される試料のカテゴリに
分類される、本発明において使用できる試料の種類の例は：液体クロマトグラフィー（Ｌ
Ｃ）出力；ガスクロマトグラフィー（ＧＣ）出力；ゲルからの溶出物；ＬＣ出力またはゲ
ル溶出物からの消化された試料；質量分析出力；表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ）または他
のバイオセンサーからの溶出物；脱塩コラム出力；固相抽出物出力；液相分画環境試料；
上記のいずれかに関する誘導体化された試料；および、他の化学的または物理的な工程お



(37) JP 4906725 B2 2012.3.28

10

20

30

40

50

よびそれらの任意の組み合わせ：を含むがそれらに限定されない。
【０１９５】
　本発明の試料提示器具はさらに、カラム液体クロマトグラフィーまたは電気泳動を利用
する分画方式から回収された生物学的分析物の質量分析を円滑にする。とりわけ、有用性
は、器具の液体保持能力（クロマトグラフィー分画、電気泳動により精製される試料、試
料提示器具から回収される試料、および事前の試料容量の減少なしにバイオセンサーから
回収される試料の直接回収を可能にする）および試料の正確な位置決め、および検出感度
の増加（それは、自動化されたデータ取り込みを可能にする）の組み合わせの結果生じる
。本発明の試料提示器具により提供される液体保持能力は、下記にあるがこれら技術に制
限されない技術であるが：親和性クロマトグラフィー、疎水性相互反応クロマトグラフィ
ー、イオン交換クロマトグラフィー、固定された金属イオン親和性クロマトグラフィー、
およびサイズ排除クロマトグラフィー、から回収性される分画、ならびに列挙されるクロ
マトグラフィー方法のうちの二つ以上の連続的な利用を伴う直角分離から回収される分画
からの直接的な回収を可能にする。さらに、標準９６ウェル、３８４ウェル、および１５
３６ウェル形式に試料提示器具の利用可能性は、有効性ロボットを扱っているマルチ・ウ
エルプレート処理器具および研究所の液体取り扱いロボット上のバイオチップに基づく試
料回収および処理を可能にする。したがって試料提示器具は、プロテオミクスの出現およ
び化学および生物工学の他の重要な分野を支援するために必要なため、高処理量の質量分
析プラットフォームを可能にするために活用することができる。
【０１９６】
　現代のタンパク質の同定は、しばしば、カラム液体クロマトグラフィーまたは２次元電
気泳動ゲルからの切除のいずれかによって精製されたタンパク質の酵素消化物を伴う。一
般にタンパク質消化物は、質量分析の前に、逆相液体クロマトグラフィー（ＲＰＬＣ）ま
たは固相抽出（ＳＰＥ）上の脱塩を必要とする。本発明の試料提示器具は、高性能ＲＰＬ
ＣまたはＳＰＥにより脱塩されたタンパク質消化物の直接的な回収およびその後の分析に
適している。
【０１９７】
　具体的な例として、表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ）バイオセンサーは、固定されたタン
パク質を利用して、タンパク質－タンパク質および他の生物学的相互反応を研究する。残
念なことに、大量の溶離剤はバイオセンサーから分析物を回収することを必要とし、およ
び、試料中の分析物の濃度は最適な質量分析のためには低すぎる。本発明の試料提示器具
は、バイオセンサ・システムから回収される分析物の直接的な回収に適している；試料提
示器具は、すでにバイオセンサ・システムに組み込まれた試料回収器具と互換性を持つよ
う標準９６ウェル形式へ構成されてもよく、および質量分析のための自動化された試料回
収を可能にするよう利用してもよく、および大量の液体試料を集中できる。
【０１９８】
　既知の質量分析計試料提示器具に伴う液体保持能力の限界によって、微小量のクロマト
グラフィーメディアを充填した小型ピペットチップ（たとえば、ＺｉｐＴｉｐｓ（登録商
標）の使用を伴うさまざまなマイクロカラム液体クロマトグラフィー法の開発を促進した
。マイクロカラム法は、試料が直接、試料を保持するために試料を従来の質量分析器具に
直接塗布することを可能にするために十分だと報告されている試料容量の同時の減少とと
もに、タンパク質消化物の脱塩を可能にする。本発明の試料提示器具は、マイクロカラム
ＲＰＬＣにより脱塩されたタンパク質消化物の直接的な回収およびその後の分析に適して
いる。
【０１９９】
　一般に、本発明の試料提示器具は、上記の試料に関して下記を達成するために用いるこ
とができる：濃縮；希釈；位置決め；輸送；保存；分析のために提示；分画；（消化、誘
導体化、溶出を含む）洗浄；塗布後処理。このリストが包括的でなく、および本発明の試
料提示器具が用いることができるさまざまな適用に関して一般的な意味において例を提供
することを理解するべきである。
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【０２００】
　ひとたび本発明の試料提示器具に試料が塗布され、および試料がその上の液体試料の動
きに関して上記に確認された動作のいずれかに供されると、下記の適用を、試料提示器具
自体に対して、または、器具から除去した後、実施することができる：ＭＡＬＤＩ－ＭＳ
；他の質量分析技術；表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ）；蛍光；原子力顕微鏡検査（ＡＦＭ
）；生物学および化学発光；Ｘ線光電子分光法；偏光解析法；電気化学的検出；リン光；
および紫外線、可視光および赤外線分光学。これが、こういった用途の部分的なリストに
すぎないことを理解するべきである。上記の分析の任意のものを組み合わせおよび／また
は連続することが可能であり、および、必要に応じて、これら分析が分析物に対して直接
的にまたは間接的に実施してもよいことを理解するべきである。
【０２０１】
　多くの使用分野が、本発明の試料提示器具に適用可能であると考えられ、これらはゲノ
ミクス、プロテオミクス、薬理ゲノミクス、フィジオミクス、トキシコミクス、メタボノ
ミクス、創薬／薬剤開発／臨床試験モニタリング、毒物学、診断、環境、バイオセンサー
および生物および化学兵器／バイオテロリズムといった分野を含むが、これら分野に限定
されない。次に、試料提示器具の適用の２、３の具体的な例について下記に説明する。続
く説明は、単に例示的なものであり、および本発明の範囲を限定しない。
【０２０２】
　ゲノミクス：遺伝子型および表現型の問題に質量分析法を適用することは、イオン化の
前に核酸分析物を脱塩するという必須の前提条件がある。伝統的には、試料がＭＡＬＤＩ
ソースに配置される前に、この脱塩は実行される。一実施形態において、Ｘ３形式の試料
提示器具は、核酸分析物の濃縮との同時の脱塩を達成することができる。この例は、逆相
捕捉ゾーンおよび分析物を結合する抵抗分析ゾーンから成る。別の実施形態は、２つの捕
捉ゾーンおよび単一の分析ゾーンが使用されるＸ４から成ることができる。同心的な配置
において、外側の捕捉ゾーンは、補完的なハイブリダイゼーションによって、ポリヌクレ
オチド被検物質を固定された捕捉プローブと特異的に結合するであろう。内側の捕捉ゾー
ンは上述の脱塩機能を実施し、および、分析ゾーンは検出のための分析物を提示する。こ
れら実施形態の両方において、脱塩および同一チップ上の分析のための提示を実行するこ
とによって、処理量を増加させ、試料損失を最小化して、コストを低減する。
【０２０３】
　創薬／開発／臨床試験監視：多くの薬剤は、母集団の一部にのみ有効である。この現象
の例は、薬剤ハーセプチンであり、乳癌患者の約３０％に対してのみ有用である。ハーセ
プチンの場合、感度の遺伝的およびタンパク質的な基礎は、薬剤の設計とは同一であった
が、しかし、ほとんどの場合、高価なおよび長期の臨床試験の前に母集団を可能性の高反
応者および非反応者に分けることができない。こういった臨床試験の結果を解釈するとい
う主要な困難の１つは、反応および非反応の生物学的および／または化学的な根拠を理解
することである。その知識は、次いで、母集団の標的化のために、および、薬剤自体のさ
らなる改善のために用いることができる。
【０２０４】
　この問題への一つのアプローチは、治療の前、中および後に患者からプロフィール（た
とえばタンパク質、炭水化物、脂質）を得て、これらのプロフィールを治療結果に関連さ
せることである。本器具のいくつかの実施形態をこのような研究に適用することができる
。患者から得られる試料（たとえば血液、尿、組織）は、多次元液体クロマトグラフィー
といった上記の節において列挙された前処理方法のうち一つ以上に供することができ、お
よび、その方法によって生成された分画された物質は、質量分析のための濃縮および提示
のために本器具に適用される。あるいは、最小の処理に供される試料は、既知の特異性の
捕捉ゾーンを有する本器具の一つ以上に適用することができる。次いで、分析物は、分析
ゾーンへの輸送の前に補完的な特異性を持つ捕捉ゾーンへ、または、直接的に分析ゾーン
へと輸送される。このように、異なる特異性を有する表面を、分画された分析物が質量分
析のために同一の分析ゾーンに提示された状態で、直接および並列の両方で自動化された
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方法で用いることができる。
【０２０５】
　質量分析は、目的の具体的な分子部分のプロフィール（完全な質量スペクトル）および
明確に同定する機会の両方を提供する。次いで質量スペクトルはデータベースに回収する
ことができ、および多因子分析ツールがプロフィールを患者の反応に関連付けるために適
用される。このようにして、治療への反応の予測；治療への反応のモニタリング；および
治療への反応に影響を及ぼす分子部分の同定を可能にするプロフィールおよび／または特
異的な分子部分内にあるパターンを発見することができ、したがってますます高度な薬剤
設計が可能になる。
【０２０６】
　この科学探求の分野は、本明細書中において記載される他と同じように、液体溶液中の
分析物を測定する能力にある程度依存している。本発明の試料提示器具および本明細書中
に記載される使用は、さらなる研究を行うために用いることができる重要なツールを代表
している。
【０２０７】
　環境：混入物の存在がないかに関して環境試料を分析することは、世界的な取り組みで
ある。こういった研究が直面する特定の問題の中には、混入物が気体、液体、および固体
の物質中に存在しうるため、分析物の低い濃度および研究しなければならない試料の多様
性がある。一般に、こういった分析は、回収、抽出、誘導体化、分画および検出段階を伴
う。
【０２０８】
　本器具は、環境試料の分析に対する多数の方法において適用することができる。これら
実施例は、代表的であり、しかし決して完全でない。捕捉ゾーンを有する器具を、気体ま
たは液体のメディアからの分析物の直接的な回収のために用いることができる。たとえば
、疎水性表面による水溶液からの疎水性殺菌剤残渣の捕捉は、液体／液体抽出を置換しう
るが、時間がかかりおよび有害廃棄物を生成する。次いで回収された材料は、直接分析ゾ
ーンへと輸送するか、分析ゾーンへの輸送の前に補完的な特異性を持つ捕捉ゾーンに直接
または並列輸送により分画するか、または、上記の節において列挙された技術のうち一つ
以上による分析を可能にするために器具から輸送することができる。一般に、質量分析法
は、殺菌剤残渣の同定のために用いられるが、しかし、免疫測定法といった他の技術も適
用してもよい。本器具は、前述したように、上記の環境分析の段階のいずれかから生じた
材料を提示しおよび／または分画するために用いることもできる。本器具は、分析物を誘
導体化して、分析のためのそれらを改変した形態で提示するためのプラットフォームとし
て用いることができる。たとえば、シリルおよび／またはアセチル部を、装置上に固定さ
れた殺菌剤に添加して、分子構造の明確な同定を可能にすることができる。
【０２０９】
　生物および化学兵器／バイオテロリズム：米国政府は、軍事および非軍事の両方のシナ
リオにおいて、化学物質および生物物質の検出を容易にするプラットフォームおよび分析
技術の必要性に直面している。生物戦検出のための課題は、試料回収および無害な生物と
有害な生物との識別を含む。生物物質に関する現在の戦場技術は、生体化合物ＭＳによっ
て容易に検出することができる低分子へ変換する熱分解を利用する。ペプチドバイオマー
カーに依存する技術は、現在の方法よりも特異的であるため、大きく期待されている。兵
器への曝露の可能性を測定する個人に対する試験は、呼気検査または採血している技術を
含むべきである。警報装置としての独立型バイオセンサーに対しても、公的な位置または
戦場での使用に対して大きく関心が持たれている。これら方法すべては、試料回収、前処
理、およびロボットまたは他の遠隔手段による検査者に対する試料の提示における困難さ
を示す。試料を保存、操作、濃縮または精製することができる技術、または現在使用され
ているエアゾールインパクターに連結できる技術は、防御省庁の関心を引きつける可能性
がある。本器具は、環境試料のために記載されたものと類似した方法で、生物戦／バイオ
テロリズム検出に適用することができる。加えて、特別製の捕捉ゾーンを有する装置が、
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環境または生体液試料に由来する目的の微生物を回収し、キーマーカーを放出するための
細胞（またはウイルス）の処理を可能にし、および検出のためにそれらマーカーを提示す
ることができる。
【０２１０】
　以下の実施例は、本発明の試料提示器具の構成、製造および使用について詳細的な追加
的事項を提供するが、しかしこれらは例示的にすぎず、および本発明の範囲を決して制限
しない。
実施例Ｉ
１１－（３，３，４，４，５，５，６，６，７，７，８，８，８－トリデカフルオロオク
チルオキシ）ウンデカ－１－エン（１）の調製
【化１】

【０２１１】
　褐色バイアル（４０ｍＬ）に３．０ｍＬの１Ｈ，１Ｈ，２Ｈ，２Ｈ－ペルフルオロオク
タノール（１３．７ｍｍｏｌ）を入れ、およびこれに１．４ｍＬの５０％水酸化カリウム
水溶液（１３．７ｍｍｏｌ）を加えた。溶液を８０℃へ加温し、３０分間攪拌し、および
３．３ｍＬの１１－ブロモウンデカ－１－エン（１．５ｍｍｏｌ）を加えた。ＴＬＣ分析
（ヘキサン）が開始物質が消費されたことを示すまで、反応を８０℃にて５２時間維持し
た。産物を室温まで冷却し、１００ｍＬの酢酸エチルへ加え、および水（２ｘ５０ｍＬ）
および食塩水（１ｘ５０ｍＬ）で抽出した。酢酸エチル抽出物を硫酸マグネシウム上で乾
燥し、ろ過しおよび溶媒を減圧して蒸発し、油状の残渣を与えた。残渣をシリカゲルフラ
ッシュカラム（５０ｘ３００ｍｍ、０％酢酸エチル／ヘキサン、続いて１０％酢酸エチル
／ヘキサン）で精製した。目的の産物を含む画分を合わせ、および溶媒を蒸発させて、４
．５２ｇ（６４％）の１を無色の油として与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣ
ｌ３）：δ５．８０（ｍ，１Ｈ）、４．９５（ｍ，２Ｈ）、３．６９（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈ
ｚ，２Ｈ）、３．４３（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ）、２．３９（ｍ，２Ｈ）、２．０３
（ｍ，２Ｈ）、１．５５（ｍ，２Ｈ）、１．３６（ｍ，２Ｈ）、１．２７（ｂｒｏａｄ 
ｍ，１０Ｈ）。
実施例ＩＩ
チオ酢酸Ｓ－［１１－（３，３，４，４，５，５，６，６，７，７，８，８，８－トリデ
カフルオロオクチルオキシ）ウンデシル］エステル（２）の調製
【化２】

【０２１２】
　乾燥した丸底フラスコ（１００ｍＬ）に１．０ｇの１（１．９ｍｍｏｌ）をアルゴン下
で入れ、および１０ｍＬの乾燥メタノールを加えた。結果として生じた溶液に、４２６μ
Ｌのチオール酢酸（６．０ｍｍｏｌ）、続いて５２ｍｇの２，２’－アゾビス（２－メチ
ルプロピオンアミジン）二塩酸塩（０．２ｍｍｏｌ）を加えた。反応はホイルテントで覆
い、および低圧水銀灯からの光に曝露した。４時間後、ＴＬＣ分析（５％酢酸エチル／ヘ
キサン）が、開始物質が消費されてしまったことを示した。溶媒を減圧して蒸発し、油性
の残渣を与えた。残渣をシリカゲルフラッシュカラム（４０ｘ３００ｍｍ、０％酢酸エチ
ル／ヘキサン、続いて５％酢酸エチル／ヘキサン）で精製した。目的の産物を含む画分を
合わせ、および溶媒を蒸発させて、８５６ｍｇ（７６％）の２を無色の油として与えた。
１Ｈ　ＮＭＲ（４００　ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ３．６９（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ
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）、３．４３（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ）、２．３９（ｍ，２Ｈ）、２．３１（ｓ，３
Ｈ）、１．５５（ｍ，２Ｈ）、１．３３（ｍ，２Ｈ）、１．２５（ｂｒｏａｄ　ｍ，１０
Ｈ）。
実施例ＩＩＩ
１１－（３，３，４，４，５，５，６，６，７，７，８，８，８－トリデカフルオロオク
チルオキシ）ウンデカン－ｌ－チオール（３）の調製
【化３】

【０２１３】
　褐色バイアル（２０ｍＬ）にテフロン被覆シリコンセプタムを付け、８５０ｍｇの２（
１．１ｍｍｏｌ）および５ｍＬの３Ｎメタノール酸塩酸（１５ｍｍｏｌ）を加えた。結果
として生じる溶液を４０℃に４時間加温した。溶媒を除去して、７８２ｍｇ（９８％）の
３を無色の油として与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ３．６９（
ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ）、３．４３（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ）、２．５１（ｄｄ
，Ｊ＝７．３，７．６Ｈｚ，２Ｈ）、１．７４（ｍ，２Ｈ）、１．５８（ｍ，２Ｈ）、１
．３４（ｔ，ＩＨ）、１．２１－１．３０（ｂｒｏａｄ　ｍ，１４Ｈ）、１．５８（ｍ，
４Ｈ）、１．３２（ｔ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，１Ｈ）、１．２５（ｂｒｏａｄ　ｍ，１２Ｈ）
。
実施例ＩＶ
１１－｛２－［２－（２－メトキシエトキシ）エトキシ］エトキシ｝ウンデカ－１－エン
（４）の調製

【化４】

【０２１４】
　丸底フラスコ（２００ｍＬ）に２７．４ｍＬのトリエチレングリコールモノメチルエー
テル（１７１ｍｍｏｌ）を入れ、および９．１ｍＬの５０％水酸化ナトリウム水溶液（１
１４ｍｍｏｌ）を加えた。淡黄色の溶液を８０℃へ加温し、３０分間攪拌し、および２６
．６ｍＬの１１－ブロモウンデカ－１－エン（１１４ｍｍｏｌ）を滴下して加えた。ＴＬ
Ｃ分析（１００％酢酸エチル）が開始物質が消費されるのを示すまで、反応を８０℃にて
７．５時間維持した。産物を室温まで冷却し、５０ｍＬの水で希釈し、およびヘキサン（
３ｘ５０ｍＬ）で抽出した。ヘキサン抽出物を合わせ、硫酸マグネシウム上で乾燥し、ろ
過しおよび溶媒を減圧して蒸発し、２０ｇ（５６％）の４を透明な無色の油として与えた
。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ ５．８１（ｍ，１Ｈ）、４．９６（
ｍ，２Ｈ）、３．６８－３．５６（ｍ，１２Ｈ）、３．４４（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ
）、３．３８（ｓ，３Ｈ）、２．０４（ｍ，２Ｈ）、１．５７（ｍ，２Ｈ）、１．３６（
ｍ，２Ｈ）、１．２７（ｂｒｏａｄ ｓ，１０Ｈ）。
実施例Ｖ
チオ酢酸Ｓ（１１－｛２－［２－（２－メトキシエトキシ）エトキシ］エトキシ｝ウンデ
シル）エステル（５）の調製
【化５】

【０２１５】
　乾燥した丸底フラスコ（２００ｍＬ）に５．０ｇの４（１５．８ｍｍｏｌ）をアルゴン
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下で入れ、および１０ｍＬの乾燥メタノールを加えた。これに、３．６ｍＬのチオール酢
酸（５０ｍｍｏｌ）、続いて４３４ｍｇの２，２’－アゾビス（２－メチルプロピオンア
ミジン）二塩酸塩（１．６ｍｍｏｌ）を加えた。反応はホイルテントで覆い、および低圧
水銀灯からの光に曝露した。１５．５時間後、ＴＬＣ分析（酢酸エチル／ヘキサン、１：
３）が、開始物質が消費されてしまったことを示した。溶媒を減圧して蒸発し、強い硫黄
様臭気を有する残渣を与えた。残渣をシリカゲルフラッシュカラム（４０ｘ３００ｍｍ、
３０％酢酸エチル／ヘキサン、および５０％酢酸エチル／ヘキサン）で精製した。目的の
産物を含む画分を合わせ、および溶媒を蒸発させて、５．８３ｇ（９４％）の５を無色の
油として与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ３．６７－３．５４（
ｍ，１２Ｈ）、３．４４（ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，２Ｈ）、３．３８（ｓ，３Ｈ）、２．８
６（ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，２Ｈ）、２．３２（ｓ，３Ｈ）、１．５７（ｍ，４Ｈ）、１．
３６－１．２６（ｂｒｏａｄ ｍ，１４Ｈ）。
実施例ＶＩ
１１－｛２－［２－（２－メトキシエトケシ）エトケシ］エトケシ｝ウンデカン－ｌ－チ
オール（６）の調製
【化６】

【０２１６】
　テフロン被覆シリコンセプタムを付けた褐色バイアル（２０ｍＬ）に、５．０ｇの５（
１２．７ｍｍｏｌ）および７ｍＬの３Ｎメタノール酸塩酸（２１ｍｍｏｌ）を加えた。溶
液を４０℃に６時間加温した。溶媒を蒸発させて、４．４０ｇ（９８％）の６をろう様の
無色のゲルとして与えた。溶媒を除去して、７８２ｍｇ（９８％）の３を無色の油として
与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ３．６７－３．５４（ｍ，１２
Ｈ）、３．４４（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ）、３．３７（ｓ，３Ｈ）、２．５１（ｄｄ
，Ｊ＝７．３，８．０Ｈｚ，２Ｈ）、１．５７（ｍ，４Ｈ）、１．３２（ｔ，Ｊ＝７．６
Ｈｚ，１Ｈ）、１．２６（ｂｒｏａｄ ｍ，１４Ｈ）。
実施例ＶＩＩ
２－［２－（２－ウンデカ－１０－エニルオキシエトキシ）エトキシ］エタノール（７）
の調製

【化７】

【０２１７】
　丸底フラスコ（２５０ｍＬ）に６７．ｍＬのトリエチレングリコールモノメチルエーテ
ル（０．５ｍｍｏｌ）を入れ、および８．０ｍＬの５０％水酸化ナトリウム水溶液（８ｍ
Ｌ、０．１ｍｍｏｌ）を加えた。溶液を１００℃へ加温し、３０分間攪拌し、および２２
．０ｍＬの１１－ブロモウンデカ－１－エン（０．１ｍｍｏｌ）を滴下して加えて、臭化
ナトリウムの付着物を精製する淡黄色の溶液を与えた。ＴＬＣ分析（メタノール／酢酸エ
チル／ヘキサン、１：１：８）が開始物質が消費されるのを示すまで、反応を１００℃に
て２．５時間維持した。反応を室温まで冷却し、３００ｍＬの水で希釈し、およびヘキサ
ン（３ｘ１００ｍＬ）で抽出した。有機抽出物を合わせ、塩水（５０ｍＬ）で洗い、硫酸
マグネシウム上で乾燥し、およびろ過した。溶媒を減圧して蒸発し、油性の残渣を与えた
。残渣をシリカゲルフラッシュカラム（５０ｘ４００ｍｍ、メタノール／酢酸エチル／ヘ
キサン、５：５：９０）で精製した。目的の産物を含む画分を合わせ、および溶媒を蒸発
させて、２０．８ｇ（６９％）の７を無色の油として与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨ
ｚ，ＣＤＣｌ３）：δ５．７８（ｍ，１Ｈ）、４．９３（ｍ，２Ｈ）、３．７２－３．５
５（ｍ，１２Ｈ）、３．４２（ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，２Ｈ）、２．６４（ｔ，Ｊ＝５．６



(43) JP 4906725 B2 2012.3.28

10

20

30

40

50

Ｈｚ，１Ｈ）、２．０１（ｍ，２Ｈ）、１．５４（ｍ，２Ｈ）、１．３４（ｍ，２Ｈ）、
１．２５（ｂｒｏａｄｓ，１０Ｈ）。
実施例ＶＩＩＩ
チオ酢酸Ｓ－（１１－｛２－［２－（２－ヒドロキシエトキシ）エトキシ］エトキシ｝ウ
ンデシル）エステル（８）の調製
【化８】

【０２１８】
　乾燥した丸底フラスコ（１００ｍＬ）に２．０ｇの７（６．６ｍｍｏｌ）をアルゴン下
で入れ、および１０ｍＬの乾燥メタノールを加えた。これに、２．８５ｍＬのチオール酢
酸（４０ｍｍｏｌ）、続いて２７２ｍｇの２，２’－アゾビス（２－メチルプロピオンア
ミジン）二塩酸塩（１．０ｍｍｏｌ）を加えた。反応はホイルテントで覆い、および低圧
水銀灯からの光に曝露した。６時間後、ＴＬＣ分析（メタノール／酢酸エチル／ヘキサン
、１：１：８）が、開始物質が消費されてしまったことを示した。溶媒を減圧して蒸発し
、黄色の油を与えた。油をシリカゲルフラッシュカラム（５０ｘ３００ｍｍ、３０％メタ
ノール／酢酸エチル／ヘキサン、１：１：８）で精製した。目的の産物を含む画分を合わ
せ、および溶媒を蒸発させて、２．４４ｇ（９８％）の８を淡黄色の油として与えた。１

Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ３．７１－３．５４（ｍ，１２Ｈ）、３．
４２（ｔ，Ｊ＝６．６Ｈｚ，２Ｈ）、２．８３（ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，２Ｈ）、２．６６
（ｂｒｏａｄ ｓ，１Ｈ）、２．２９（ｓ，３Ｈ）、１．５２（ｍ，４Ｈ）、１．３６－
１．２３（ｂｒｏａｄ ｍ，１４Ｈ）。
実施例ＩＸ
２－｛２－［２－（１１－メルカプトウンデシルオキシ）エトキシ］エトキシ｝エタノー
ル（９）
【化９】

【０２１９】
　褐色バイアル（２０ｍＬ）にテフロン被覆シリコンセプタムを付け、２．４０ｇの８（
６．４ｍｍｏｌ）および５．０ｍＬの３Ｎメタノール酸塩酸（１５ｍｍｏｌ）を加えた。
結果として生じる溶液を４０℃に４時間加温した。次いで、溶媒を蒸発させて、２．０５
ｇ（９５％）の９をろう様の無色のゲルとして与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，Ｃ
ＤＣｌ３）：δ３．７２－３．５５（ｍ，１２Ｈ）、３．４３（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２
Ｈ）、２．７１（ｂｒｏａｄ ｓ，１Ｈ）、２．５０（ｄｄ，Ｊ＝７．６，７．４Ｈｚ，
２Ｈ）、１．６２－１．５２（ｍ，４Ｈ）、１．３１（ｔ，Ｊ＝７．６Ｈｚ，１Ｈ）、１
．２６（ｂｒｏａｄ ｍ，１４Ｈ）。
実施例Ｘ
ウンデカ－１０－エニル－オキシメチルベンゼン（１０）の調製
【化１０】

【０２２０】
　乾燥した丸底フラスコ（１００ｍＬ）に５．０ｇのウンデカ－１０－エン－１－オール
（２９．４ｍｍｏｌ）をアルゴン下で入れ、および２５ｍＬの乾燥Ｎ，Ｎ－ジメチルホル
ムアミドを加えた。結果として生じた溶液を０℃に冷却し、および２．１６ｇの６０％水
素化ナトリウムを含む鉱油（４５ｍｍｏｌ）を一度に加えた。泡立つ混合物をアルゴン下



(44) JP 4906725 B2 2012.3.28

10

20

30

40

50

で０℃にて３０分間攪拌した。冷却し攪拌した溶液へ、７．７ｇのブロモメチルベンゼン
（４５ｍｍｏｌ）を含む５ｍＬの乾燥Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミドを滴下して加え、お
よび反応を室温まで温める一方、３時間攪拌した。反応を１００ｍＬの酢酸エチルの緩や
かな添加によって停止し、１Ｎ塩酸（２ｘ５０ｍＬ）および食塩水（１ｘ５０ｍｌ）で抽
出した。有機層を硫酸マグネシウム上で乾燥し、ろ過しおよび溶媒を蒸発し、油状の残渣
を与えた（９．５ｇ）。残渣をシリカゲルフラッシュカラム（５０ｘ３００ｍｍ、９４：
５：１ヘキサン／トルエン／酢酸エチル）で精製し、および目的の産物を含む画分を合わ
せた。最後に、溶媒を減圧して蒸発し、７．１ｇ（９３％）の１０を無色の油として与え
た。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ７．３２（ｄ，４Ｈ）、７．２８（
ｍ，１Ｈ）、５．８１（ｍ，１Ｈ）、４．９５（ｍ，２Ｈ）、４．４９（ｓ，２Ｈ）、３
．４６（ｔ，２Ｈ）、２．０３（ｍ，２Ｈ）、１．６１（ｍ，２Ｈ）、１．３５（ｂｒｏ
ａｄ ｍ，４Ｈ）、１．２４（ｂｒｏａｄ ｓ，１０Ｈ）。
実施例ＸＩ
チオ酢酸Ｓ－（１１－ベンジルオキシウンデシル）エステル（１１）の調製

【化１１】

【０２２１】
　ジャケット付き光反応容器（２５０ｍＬ）にまず５．０ｇの１０（１９．２ｍｍｏｌ）
および０．５２０ｇの２，２’－アゾビス（２－メチルプロピオンアミジン）二塩酸塩（
１．９２ｍｍｏｌ）を入れた。容器を密封し、脱気し、およびアルゴンで逆流置換した（
数サイクル）。アルゴン下での一方、６０ｍＬの無水メタノールおよび０．５２０ｇのチ
オ酢酸（９２ｍｍｏｌ）を反応容器に注入し、および容器の内容を攪拌した。容器を再び
脱気し、およびアルゴンで逆流置換した（数サイクル）。紫外灯を点灯し、および混合物
をアルゴン下で一定に攪拌して３時間照射した。反応を連続的に冷却し（水ジャケット）
および光反応処理中の温度は３８℃未満を維持した。反応容器を室温まで冷却させ、およ
び溶媒を蒸発させて淡黄色の油を与えた（１０．８ｇ）。油をシリカゲルフラッシュカラ
ム（５０ｘ３００ｍｍ、９８：２ヘキサン／酢酸エチル）で精製し、および目的の産物を
含む画分を合わせた。最後に、溶媒を減圧して除去し、５．０ｇ（７７％）の１１を無色
の油として与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ７．３２（ｄ，４Ｈ
）、７．２８（ｍ，１Ｈ）、４．４９（ｓ，２Ｈ）、３．４６（ｔ，２Ｈ）、２．８６（
ｔ，２Ｈ）、２．３１（ｓ，３Ｈ）、１．５０－１．６６（ｍ，４Ｈ）、１．２０－１．
４０（ｂｒｏａｄ ｍ，１４Ｈ）。
実施例ＸＩＩ
１１－ベンジルオキシウンデカン－１－チオール（１２）の調製

【化１２】

【０２２２】
　褐色バイアル（４０ｍＬ）にテフロン被覆シリコンセプタムを付け、３．０４ｇの１１
（９．０３ｍｍｏｌ）、次いで２ｍＬのジクロロメタン、１ｍＬのヘキサンおよび１２ｍ
Ｌの４．９Ｎエタノール酸塩酸を加えた。結果として生じる溶液を４０℃に４．５時間加
温した。次いで、溶媒を減圧して蒸発し、無色の油状の残渣を与えた（２．８ｇ）。残渣
をシリカゲルフラッシュカラム（２５ｘ４５０ｍｍ、９：１ヘキサン／クロロフォルム）
で精製し、および目的の産物を含む画分を合わせた。溶媒を減圧して蒸発し、２．５ｇ（
９４％）の１２を無色の油として与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：
δ７．３２（ｄ，４Ｈ）、７．２８（ｍ，１Ｈ）、４．４９（ｓ，２Ｈ）、３．４６（ｔ
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，２Ｈ）、２．５１（ｑ，２Ｈ）、１．５５－１．６５（ｍ，４Ｈ）、１．２０－１．４
０（ｂｒｏａｄ ｍ，ｂｒｏａｄ ｔ，１５Ｈ）。
実施例ＸＩＩＩ
金被覆されたシリコン基材上での自己組織化単分子膜の調製
【０２２３】
　シリコンウエハ（２００ｍｍ、Ｐ型、Ｐｒｉｍｅ　Ｇｒａｄｅ　Ｓｉｌｉｃｏｎ１００
）は、個々の基材へと角切りにし、清浄にして、基材あたり１０個未満の粒子（０．１６
μｍから３０００μｍ）を有する表面を与えた。金属付着を、５×１０－７ｍｍの底面圧
で、ＣＰＡ９９００スパッタリングシステム中で実施した。スパッタリングチャンバ内で
は、アルゴン・プラズマによって基材を清浄にし、およびチタンおよびタングステンの接
着剤層（１：９）を５Å／ｓの速度で厚さ２５０Åへとスパッタリングした。次いで、金
を１０００Åの厚さまで５Å／ｓの速度でスパッタリングした。基材は、アルゴン流下で
除去の前に冷却した。
【０２２４】
　単分子膜の組織化の前に、金で被覆された基材を、３００ｓのための２００Ｗで、アル
ゴン・プラズマによる処理によって、２００Ｗで３００秒間清浄した。基材を、エタノー
ルで洗浄して、および次いで０．１ｍＭの３（１１－（３，３，４，４，５，５，６，６
，７，７，８，８，８－トリデカフルオロオクチルオキシ）ウンデカン－ｌ－チオール）
のエタノール溶液に輸送し、および、１～２４時間の範囲の時間、室温でインキュベート
した。最後に、表面修飾基材を集合バスから取り出し、１０００ｒｐｍにてエタノールで
スピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。表面修飾基材に付けられた水滴（０．５μ
Ｌ）の前進接触角は、１１４°から１２０°の範囲にあった。表面修飾基材を、透明褐色
の紫外線耐性蓋付きの、適合するプラスチック容器に保存した。
実施例ＸＩＶ
パターン化された試料提示器具の調製
【０２２５】
　２４個の表面修飾基材を上記の通りに調製し、特別製の配列治具に入れ、および液体保
持ゾーンとサイズおよび形状が対応する性質を有する、ピンレジスターエッチングしたス
テンレス鋼シャドーマスク（０．００２インチ）で覆った。治具を１２０Ｗ／ｃｍ２定格
の低圧水銀光源を付けた空冷紫外硬化システムの動くベルトに付け、および１時間の期間
にわたって４５から７５回、光源の下を通した。ＵＶ曝露後、基材を治具から取り出し、
１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。曝露され
た基材を、０．１ｍＭの６（１１－｛２－［２－（２－メトキシエトキシ）エトキシ］エ
トキシ｝ウンデカン－１－チオール）のエタノール溶液に入れ、および室温にて１ないし
２４時間の範囲の期間インキュベートした。パターン化された表面修飾基材を集合バスか
ら取り出し、２４００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥し
た。液体保持ゾーンに付けられた水滴の前進接触角は６０°から６５°の範囲にあり、お
よび境界ゾーンに付けられた場合は１１０°から１１９°の範囲にあった。
【０２２６】
　パターン化された表面修飾基材を特別製の配列治具に入れ、および分析ゾーンとサイズ
および形状が対応する性質を有する、第二のピンレジスターエッチングしたステンレス鋼
シャドーマスクで覆った。治具を紫外硬化システムの動くベルトに付け、および１時間の
期間にわたって４５から７５回、光源の下を通した。ＵＶ曝露後、基材を治具から取り出
し、１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。曝露
された基材を、０．１ｍＭの９（２－｛２－［２－（１１－メルカプトウンデシルオキシ
）エトキシ］エトキシ｝エタノール）を含むエタノール溶液に入れ、および室温にて１～
２４時間インキュベートした。最後に、二回パターン化された表面修飾基材を集合バスか
ら取り出し、１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥し
た。分析ゾーンに付けられた水滴の前進接触角は４７°未満であった。二回パターン化さ
れた表面修飾基材は、透明褐色の紫外線耐性蓋付きの、適合するプラスチック容器に保存
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した。
【０２２７】
　本発明のさまざまな実施形態が上記に説明されている一方、それらは単に例として示さ
れおよび限定ではないことが理解される。特に、分析ゾーン、液体保持ゾーン、および境
界ゾーンの物理的配列は上記の例によって限定されない。したがって、本発明の幅および
範囲は、上述の典型的な実施形態のいずれによっても限定されない。
実施例ＸＶ
試料封じ込めおよび位置決め
【０２２８】
　検出感度の上昇を与える、分析ゾーンの分析物を閉じ込める特性が、図１１ａから１１
ｈに示される接触角分析像に実証される。図１１ａに関して、本発明の試料提示器具が、
約１．６ｍｍＯＤの値の液体保持ゾーンおよび約０．７ｍｍＯＤの値の分析ゾーンを伴っ
て調製された。集束作用の観察を円滑にするため、分析ゾーンは中心から外れて配置され
た。水滴がバイオチップの表面に加えられ、および液体保持ゾーンおよび分析ゾーンに相
当する表面積へ速やかに閉じ込められるのが観察された。最初の左側および右側接触角を
記録し、および両方が５７．１°であったことが見出され、液体保持ゾーンモノマーだけ
から調製された表面によって示されるのと一致する値であった。滴が蒸発のために乾燥す
る際（図１１ｂから１１ｈを参照）、観察された半径および接触角の両方が、滴の半径が
分析ゾーンの半径に一致するまで小さくなった。さらに、滴が乾燥する際、滴が分析ゾー
ンの中心に来るように、滴の中心が右へ移動するのが観察された。図１１ｈで記録された
左側および右側接触角は両方とも３５．４°であったことが見出され、分析ゾーンモノマ
ーだけから調製された表面によって示されるのと一致する値であった。図１１ａから１１
ｈに表される画像の取り込みに伴って記録された滴の高さ、幅および接触角データを図１
２に図式的に要約する。
実施例ＸＶＩ
パターン化された試料提示器具の液体保持能力
【０２２９】
　液体保持ゾーンの傑出した液体保持能力が図１３に実証される。本発明の１６部位試料
提示器具の写真は、５μＬから７０μＬの範囲の試料滴容量の保持を示す。試料滴容量を
大幅に制限するように見える唯一の要因は、標的および液体保持ゾーンに隣接する対の相
対的な近さである。
実施例ＸＶＩＩ
分析物誘導および濃縮
【０２３０】
　分析ゾーンの分析物を閉じ込める特性がさらに図１４ａおよび１４ｂに実証される。第
一の写真（図１４ａ）は、１６部位のうち８個の表面に付けた５μＬから４０μＬの範囲
にある試料滴容量を伴う本発明の１６部位試料提示器具の写真である。試料滴のそれぞれ
は等量のＨＣＣＡを含んだ。図１４ｂは、図１４ａに表された試料提示器具上の試料乾燥
のために濃縮しおよび分析ゾーンへ導かれているＨＣＣＡの写真である。分析ゾーンおよ
び液体保持ゾーンの相対サイズが、比較のためにＨＣＣＡの上に重ねられている。
捕捉チップ
【０２３１】
　本発明の別の実施態様において、試料提示器具は一つ以上の分析物結合領域を含む。結
合領域は、試料提示器具上でのさらなる処理および／または測定のための分析物を保持す
るために適用されてもよい。一用途において、目的の分析物が結合領域により捕捉された
後、試料提示器具の表面は望まれない種を除去するために洗浄される。目的の分析物は次
いで、結合領域から放出され、そのためさらなる測定および／または処理のための分析ゾ
ーンへと導かれてもよい。あるいは、結合領域は、望まれない種（たとえば塩類、洗剤、
タンパク質等）をろ過／分離／除去するために適用されてもよい。一用途において、望ま
れない種の少なくとも一部は捕捉ゾーンに保持され、一方、試料の残りは、目的の分析物
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を運搬し、測定および／または処理のために分析ゾーンへと進むことができる。
【０２３２】
　一変形では、試料提示器具は、「捕捉チップ」または「捕捉／濃縮チップ」と呼び、お
よびＸｎと略すことができる、ここで、「ｎ」は試料提示器具の表面上のゾーンの数を示
す数表示であり、ここで「ｎ」は、２ないし無限の任意の数でありうる。したがって、た
とえば、Ｘ２標的チップは二個のゾーンを有し、Ｘ３標的チップは三個のゾーンを有する
などである。本発明は、２または３ゾーンよりずっと多数のゾーンを含む試料提示器具を
考慮し、および決して特定数のゾーンに限定されない。ゾーンの数が増加するにつれて、
全体の効果は勾配に近づく。捕捉チップおよび捕捉／濃縮チップは、分析物を結合するよ
うに設計されている一つ以上のゾーンから成る試料提示器具である。典型的に分析物を捕
捉することに責任を負う部分は、捕捉ゾーンの特性として設計された特異的な表面修飾を
含む。これら表面修飾は、分析物を特異的に（たとえばモノクローナル抗体）または非特
異的に（たとえば、それは、静電気引力を基礎として結合する荷電基、など）結合する、
生物学的および／または化学的部分、またはこういった引力の任意の組み合わせを含んで
もよい。次いでこれらの結合された分析物は、分析の前にさらに表面に加工することがで
きる。これら処理段階、さまざまな洗浄段階による目的の分析物の精製、化学的、生化学
的または物理的方法による分析物の修飾、およびその後の使用のための分離を含むが、そ
れらに限定されない。次いで、結合された分析物は、ｐＨの変化、溶媒成分の変化、紫外
線、電気または熱といった化学的または物理的な刺激に供した後に放出してもよい。放出
後ただちに、次いで分析物を、溶媒の蒸発の直後に分析ゾーンへと濃縮することができる
。
【０２３３】
　図１５に例示される一変形では、捕捉チップ１８０は、図１５の手順（ａ）で示すよう
に、分析ゾーン１８２、分析ゾーン１８２の周辺で同心円を形成する捕捉ゾーン１８４、
および捕捉ゾーン１８４を囲んでいる境界ゾーン１８６を有する表面を含む。捕捉ゾーン
１８４内のＳＡＭは、（たとえば、化学的、生物化学的）分析物を捕捉するための結合領
域１８８を含む。図１５は、目的分子を液体から抽出し、および次いで目的分子を分析ゾ
ーン１８２上で濃縮するために捕捉ゾーン１８４を使用する一例を示す。図１５の段階（
ｂ）に示すように、目的の分析物１９２（たとえばタンパク質、ペプチド、など）および
望まれない分子１９４、１９６、１９８（たとえば、塩類、洗剤、混入物等）の分析物を
含む流体１９０は、捕捉ゾーン１８４によって画成される境界内に配置される。図１５の
段階（ｃ）に示すように、分析物１９２は、捕捉ゾーン１８４の表面上の官能基と結合す
る。図１５の段階（ｃ）に示すように、この結合相互反応が発生できるようにする期間が
設けられた後、図１５の段階（ｃ）および（ｄ）の間に示すように、望まれない分子１９
４、１９６、１９８を運搬する液体２００を次いで洗い流す。図１５の段階（ｄ）に示す
ように、望まれない分子を含まない液体２０２の新しい滴は次いで、捕捉ゾーン１８４お
よび分析ゾーン１８２上に導かれる。次いで目的の分析物１９２は、捕捉ゾーン１８４の
表面から放出される。目的分子１９２のこの放出は、液体２０２の新しい滴への化学物質
の導入、目的分子の放出を円滑にする特定の固有特性を有する液体または溶媒の導入、光
子の刺激、ｐＨの変化、温度の変化、または他の化学的および／または物理的変化によっ
て達成してもよい。次いで、液体は、捕捉ゾーン１８４および分析ゾーン１８２から蒸発
または当業者に周知の他の手段によって除去され、図１５の段階（ｅ）に示すように、目
的分子１９２に分析ゾーン１８２上に濃縮したままとしておく。
【０２３４】
　さらに、ＳＡＭはタンパク質検定に好まれうる。自己組織化分子膜は基材上に直接形成
されうる。好ましくは、基材は金のような金属、またはケイ素のような半導体であるが、
しかし、たとえば、ガラス、ケイ酸塩、半導体、金属、ポリマー（たとえば、プラスチッ
ク）、および他の水酸化材料、たとえば、ケイ素上のＳｉＯ２、アルミニウム上のＡｌ２

Ｏ３、などを含むがそれらに限定されないさまざまな材料を含みうる。しかし、金表面上
のアルキルチオール、またはケイ素またはガラス表面上の有機シランの自己組織化単分子
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膜を形成することが好ましい。特定のゾーンに用いられるＳＡＭを反映する特性を持つ別
個のゾーンを生じるような方法で、ＳＡＭを本発明の試料提示器具に付加することができ
る。自己組織化層を形成するために用いられる分子は、基材表面と反応する、末端チオー
ルまたはシラン基といった反応基を有しうる。アルキル部分のような炭化水素鎖もまた、
分子の一部を形成しうる。分子はまた、側鎖分枝がほとんどまたは全く無いオリゴマー鎖
またはポリマー鎖を有しうる。これらの鎖はまた随意的に、捕捉部分として直接用いるこ
とができる（たとえばビオチンまたは抗体）、またはさらに誘導体化されて捕捉表面を生
じうる官能基を有しうる。表面修飾がモノクローナル抗体である捕捉ゾーンを含む本発明
の試料提示器具は、液体試料から相補的抗原を結合し、および液体試料の残りが器具の表
面の別の部分へ物理的移動または湿潤性の差によって移動する間にその抗原を保持しうる
。保持された抗原は、その後、試料提示器具の捕捉ゾーンへの他の化合物の添加（たとえ
ば、抗原の一部を切断する酵素の添加）によって修飾されうる。修飾された抗原は次いで
、分析ゾーンへ移動、または捕捉表面自体として使用されうる。同様に、表面修飾がビオ
チンである捕捉ゾーンを含む本発明の試料提示器具は、液体試料からストレプトアビジン
結合分析物を結合し、および液体試料の残りが器具の表面の別の部分へ物理的移動または
湿潤性の差によって移動する間にその分析物を保持しうる。保持されたストレプトアビジ
ン結合分析物は、その後、試料提示器具の捕捉ゾーンへの他の化合物の添加によって修飾
されうる。修飾された分析物は次いで、分析ゾーンへ移動、または捕捉表面自体として使
用されうる。
【０２３５】
　収束法によって作製された捕捉ゾーンを含む本発明の試料提示器具は、末端に反応基を
提示している表面によって作製されうる。これらは、アミン末端を有するおよびカルボキ
シ末端を有するＳＡＭを含みうるがそれらに限定されない。続いて捕捉ゾーン表面を作製
するため、アミン反応性またはカルボキシ反応性種を導入できる。このように、アミン末
端を有する表面は、無水マレイン酸部分および、一部飽和していてよい短鎖（Ｃ４－Ｃ１

１）アルキル基、一部飽和していてよい長鎖（Ｃ１２－Ｃ２４）アルキル基、置換されて
いてもいなくてもよい芳香基、荷電基、求核基、求電子基などを含むがそれらに限定され
ないさまざまな他の基を含む共重合体で処理されうる。これは、アミン末端と形成された
アミド結合を介して表面と結合した共重合体を生じ、および、捕捉表面としての使用のた
めのポリマーの機能部分を提示する。
【０２３６】
　一つの特定の用途では、境界ゾーン１８６のＳＡＭは１１－（３，３，４，４，５，５
，６，６，７，７，８，８，８－トリデカフルオロオクチルオキシ）ウンデカン－１－チ
オールを含み（実施例ＩＩＩ）、捕捉ゾーン１８４のＳＡＭはカルボキシ末端を有するポ
リエーテルアルキルチオラートを含み（ホワイトサイド（Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ）Ｇ．Ｍ
．，ラヒリ（Ｌａｈｉｒｉ）Ｊ．，アイザックス（Ｉｓａａｃｓ）Ｌ．，ティエン（Ｔｉ
ｅｎ）Ｊ．Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．１９９９，７１（４）、７７７－７９０）、および分析
ゾーン１８２のＳＡＭはヒドロキシ末端を有するポリエーテルチオラートを含む（実施例
ＩＸ）。塩化ナトリウムおよびドデシル硫酸ナトリウムといった望まれない分子を、血清
由来のたとえばペプチドおよびタンパク質といった目的分析物と共に含む試料液滴が、こ
の捕捉チップでの処理に提供されうる。質量分析を用いた分析用に目的の分子を抽出する
ために、図１５に示す処理が次いで実施されうる。「試料洗浄」段階によって望まれない
分子が除去された後、質量分析を捕捉ゾーン１８４で実施でき、および図１６ａに示すス
ペクトルを生じる。「分析物集中」段階が、分析物を分析ゾーン１８２へ濃縮するために
実施される。質量分析を次いで分析ゾーン１８２で実施でき、図１６ｂに示すのと同様の
スペクトルを生じる。図１６ｂのスペクトルを図１６ａと比較して、集中段階が目的分子
の質量分析測定のシグナル対ノイズ比を顕著に改善しうることがわかる。捕捉チップ構成
の上記の例は血清試料との使用に特に有用でありうるが、この捕捉チップはまた、分析物
について分析または測定を実施する前の分析物の精製および／または濃縮が望ましい場合
の他の用途にも導入されうることを当業者は理解する。
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【０２３７】
　さらに別の変形では、分析ゾーンは分析物を捕捉および／または結合する結合表面より
構成され、その一方で、分析ゾーンを囲んでいる液体保持ゾーンおよび他の表面領域は実
質的に非結合性特性を有するＳＡＭで覆われている。この設計によって、試料液滴が分析
ゾーン上で濃縮することができ、およびさらに分析物が分析ゾーンの表面と結合すること
ができる。次いで、質量分析または他の検出機構は、分析ゾーンの表面上に捕捉された分
析物に対して実施してもよい。
【０２３８】
　別の変形では、分析ゾーンおよび液体保持ゾーンは結合／捕捉表面から構成される。た
とえば、液体保持ゾーンは１種類の分子と結合するように構成されてもよく、一方、分析
ゾーンは異なる種類の分子と結合するように構成されてもよい。複数の結合ゾーンを有す
るこれら構成は、分析ゾーンが目的分子を捕捉するために実施され、一方、液体保持ゾー
ンが一つ以上の望まれない分子を捕捉するために実施さされている用途において適用可能
であってもよい。あるいは、一つの領域が１種類の分子を捕捉するために用いられ、一方
で、他の領域が分析のために異なる種類の分子を捕捉するために用いられる。分子は、結
合領域のちょうど上で分析してもよい。随意的には、捕捉された分子の異なる種類を、結
合領域から選択的に放出でき、およびさらなる処理または測定のための分析ゾーンへ輸送
してもよい。
【０２３９】
　本発明の別の実施態様は、表面上の（たとえば、化学的、生化学的、生物学的）分析物
をろ過および／または濃縮する方法を含む。好ましくは、本方法は、複数のＳＡＭ領域を
有する表面に対して実行される。一変形では、方法は、下記の段階を含む：第一に、目的
の分析物および望まれない種を含む液体を表面上に送る；次いで、表面の第一の領域上の
目的の分析物を捕捉または結合する；望まれない種を洗浄する；目的の分析物を、第一の
領域から放出して、表面上の第二の領域へと導かれる；目的の分析物を、第二の領域上に
集中および／または濃縮してもよい；次いで分析および／またはさらなる処理を目的の分
析物に対して実施してもよい。液体は、表面上の異なる領域における液表面張力のばらつ
きによって、表面上を流れるよう導いてもよい。好ましくは、第二の領域は、実質的に非
結合性である。加えて、本方法は、異なるＳＡＭによって画成された一連の同心リングを
含む表面上で実施してもよい。
【０２４０】
　別の変形では、目的の分析物および望まれない種の両方を含む液体が表面上に導かれる
。望まれない種の少なくとも一部が、表面上の第一の領域上で捕捉される。目的の分析物
を運搬する液体は、表面上の異なる領域における液表面張力のばらつきによる第二の領域
へと導かれる。目的の分析物は、次いで第二の表面領域上に集中および／または濃縮して
もよい。次いで分析および／またはさらなる処理を、第二の領域内の目的の分析物に実行
してもよい。液体は、表面上の異なる領域における液表面張力のばらつきによって、表面
上を流れるよう導いてもよい。好ましくは、第二の領域は、実質的に非結合性である。加
えて、本方法は、異なるＳＡＭによって画成された一連の同心リングを含む表面上で実行
してもよい。試料提示器具を利用するさまざまな方法も、本明細書中において、記載され
ている。
実施例ＸＶＩＩＩ
捕捉チップの一変形の調製
【０２４１】
　２４個の表面修飾基材を実施例ＸＩＩＩに記載の通りに調製し、配列治具に入れ、およ
び液体保持ゾーンとサイズおよび形状が対応する性質を有する、ピンレジスターエッチン
グしたステンレス鋼シャドーマスク（０．００２インチ）で覆った。治具を１２０Ｗ／ｃ
ｍ２定格の低圧水銀光源を付けた空冷紫外硬化システムの動くベルトに付け、および１時
間の期間にわたって４５から７５回、光源の下を通した。ＵＶ曝露後、基材を治具から取
り出し、１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。
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曝露された基材を、０．１ｍＭの１１－アミノ－１－ウンデカンチオール（同仁化学（Ｄ
ｏｊｉｎｄｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）製品コード
Ａ４２３－１０）のエタノール溶液に入れ、および室温にて１ないし２４時間の範囲の期
間インキュベートした。パターン化された表面修飾基材を集合バスから取り出し、２４０
０ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。液体保持ゾーン
に付けられた水滴の前進接触角は４８°から５５の範囲にあり、および境界ゾーンに付け
られた場合は１１０°から１１９°の範囲にあった。
【０２４２】
　上記のパターン化表面修飾基材を配列治具に入れ、および分析ゾーンとサイズおよび形
状が対応する性質を有する、第二のピンレジスターエッチングしたステンレス鋼シャドー
マスクで覆った。治具を紫外硬化システムの動くベルトに付け、および１時間の期間にわ
たって４５から７５回、光源の下を通した。ＵＶ曝露後、基材を治具から取り出し、１０
００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。曝露された基
材を、０．１ｍＭの６（１１－｛２－［２－（２－メトキシエトキシ）エトキシ］エトキ
シ｝ウンデカン－１－チオール）を含むエタノール溶液に入れ、および室温にて１～２４
時間インキュベートした。最後に、二回パターン化された表面修飾基材を集合バスから取
り出し、１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。
分析ゾーンに付けられた水滴の前進接触角は４７°未満であった。
【０２４３】
　これらの二回パターン化された表面を次いでアミン反応部位を含む長鎖ポリ（アルキル
）共重合体の溶液（０．５％ｖ／ｖピリジンを含む、１ｍｇ／ｍＬを含むジクロロメタン
）へ室温にて４時間曝露した。基材を続いて温クロロフォルムで洗浄し（２回）、続いて
アセトニトリル／エタノール／水（８４：１３：３）の混合液で洗浄し、およびその後１
０％アンモニア溶液に３０分間入れた。アンモニア溶液を続いて水での３回洗浄によって
置換し、および基材をエタノールスピン洗浄に供した（上記参照）。液体保持ゾーンに付
けられた水滴の前進接触角は８４～８９°であった。
実施例ＸＩＸ
捕捉チップ上での分析物の精製
【０２４４】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦスペクトル法では、分析物（たとえば；ペプチド、タンパク質、糖
、オリゴヌクレオチド、など）のイオン化、およびしたがって検出は、分析すべき試料の
純度および組成によって相当に影響される。塩（たとえば；塩化ナトリウム）、界面活性
剤（たとえば；ドデシル硫酸ナトリウム、ＳＤＳ）、緩衝液（たとえばトリス）および尿
素といった材料は、特により希薄な試料では、分析物の検出を完全に抑制しうる。これら
の材料は、試料に内因性であるかまたは何らかの試料処理段階中に導入される可能性があ
り、およびＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析の前に追加の精製段階の必要を生じる。したがって、
この処理に利用される現在の技術は、これらの望ましくない混入物を除去するための、逆
相液体クロマトグラフィーまたはジップチップ（Ｚｉｐｔｉｐｓ）を含む固相抽出を含む
。これらの追加の試料精製段階を用いる場合、容量保持能力がこれらの処理段階に一般的
である溶出液量以内であるＴ３表面を、分析を実施するために使用できる。しかし、長鎖
アルキル（ＬＣＡ）基を液体保持ゾーン（ＬＲＺ）に含むＸ３表面の使用は、これらの混
入物を含む試料に由来する分析物の検出を促進しうる。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析のために
、表面上精製および続いて試料の集中を可能にすることによって、追加の処理段階（およ
び装置および材料）の必要性が除かれうる。
【０２４５】
　ペプチドを分析するための捕捉チップの使用を説明する例を下記に説明する。酵母エノ
ラーゼ消化物（ウォーターズ社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１８６００２３２５、
スイスプロットＰ００９２４）を、さまざまな混入物を含む２０％アセトニトリル（ＡＣ
Ｎ）／８０％水の混合溶液に溶解した。水溶液部分はすべて０．１％トリフルオロ酢酸（
ＴＦＡ）および下記のうちの一つを含んだ：１Ｍ塩化ナトリウム（ＮａＣｌ）、１Ｍ尿素
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（尿素）、１Ｍトリス緩衝液（トリス）、および０．１％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤ
Ｓ）。このように、エノラーゼ消化物をこれらの４種類の溶液のそれぞれに溶解し、およ
び分析物の終濃度を１ｆｍｏｌ／μＬに調整した。
【０２４６】
　分析物を含む溶液を、実施例ＸＶＩＩＩに記載のＸ３チップの液体保持ゾーン（ＬＲＺ
）（２ｘ８アレイの１６部位）へ１０μＬ部分標本（１０ｆｍｏｌ総分析物）で加え、お
よび表面上で２０分間インキュベートした。並行して、作用を比較するために、同一の溶
液をステンレス鋼ＭＡＬＤＩプラットフォーム（ブルカー・ダルトニクス社（Ｂｒｕｋｅ
ｒ　Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ）品番２６７５５）へ加えた。ステンレス鋼表面の容量限界のた
めに、試料１０μＬの全量は付けられなかった。
【０２４７】
　Ｘ３チップ上でのインキュベート後、溶液の大部分を除去し、および次いでその部位を
０．１％ＴＦＡ（３回）でピペットを用いて洗浄した。３回目の洗浄後の表面上の残液を
乾燥させ、および次いでマトリクスのα－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸（ＣＨＣＡ、ウ
ォーターズ社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１８６００２３３１、０．２５ｍｇ／ｍ
Ｌを含むアセトニトリル／エタノール／０．１％ＴＦＡ　８４：１３：３）を含む溶液２
μＬを各部位に加えた。マトリクス溶液は広がって部位の直径３．０ｍｍを満たした。乾
燥に際して、試料およびマトリクスは、随伴するＸ３部位の分析ゾーン（ＡＺ）へ濃縮さ
れた。試料は次いでＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析用にホルダーへ固定された。同様に、ＭＡＬ
ＤＩステンレス鋼プレートについて洗浄を試み、マトリクスを加えおよびプレートをＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦ分析用に準備した。
【０２４８】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析は、陽イオンモードで、アキシマ（Ａｘｉｍａ）ＣＦＲ（シマ
ヅ・バイオテク社（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）によるクレイトス・アナリティ
カル社（Ｋｒａｔｏｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ）、英国マンチェスター）で、パルスＮ２

レーザー（３３７ｎｍ）、遅延引き出し、および加速電圧２０ｋＶを用いて実施した。装
置はリフレクトロンモードで半自動化手順を用いて操作し、全般的に、２５～５０ラスタ
ー点／部位、２０～５０ショット／ラスター点を生じた。データは全ラスター点の平均と
して回収および保存し、および次いでＭＡＳＣＯＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｔｒｉ
ｘｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ）を用いたペプチド質量フィンガープリント法（ＰＭＦ）によ
る分析に供した。ＭＡＳＣＯＴとは、タンパク質を一次構造から同定するための、質量ス
ペクトル中の観察されたフラグメント（ピーク）を用いる検索エンジンである。
【０２４９】
　４例すべてで、ステンレス鋼上での直接分析は、実用にならないデータを結果として生
じた。各混入物は、スペクトル中で真のピークがノイズと識別できない、ノイズの多いス
ペクトルの原因となった。きれいな（すなわち、意図的に混入されていない）消化物のス
テンレス鋼表面への直接使用は、ＰＭＦを実施できるスペクトルを確かに生じた。対照的
に、Ｘ３表面はシグナル対ノイズ（Ｓ／Ｎ）比が高くおよびピークが多いスペクトルを与
えた。図１７ａ～１７ｄは、記載の混入物の存在下での表面上精製後に生じたスペクトル
を図解する。図１７ａは１Ｍ　ＮａＣｌの混入した試料から得られた結果を示し、図１７
ｂは１Ｍ尿素の混入した試料から得られた結果を示し、図１７ｃは１Ｍトリスの混入した
試料から得られた結果を示し、一方、図１７ｄは０．１％ＳＤＳの混入した試料から得ら
れた結果を示す。Ｘ３表面からのこれらのスペクトルのＭＡＳＣＯＴ分析はすべて、正し
い消化されたタンパク質を最も高確率の答えとして特定した。これらの結果は、Ｘ３表面
が目的のペプチドを、一般的な混入物の存在下で、追加の精製段階の必要無しに直接分析
する能力を明らかにする。
実施例ＸＸ
ゲル内消化されたタンパク質の直接使用および分析
【０２５０】
　ゲル内でのタンパク質の酵素消化は、プロテオミクスの分野で用いられる一般的な手法
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である。１－Ｄまたは２－Ｄ電気泳動および染色の完了時に、ゲル片を切り出しおよび消
化前に脱色し、およびその後続いて還元および遊離チオールのアルキル化を行う。結果と
して生じたペプチドをその後、可溶化および酸性溶液中へ放出しうる。試料はこの段階で
はしばしば希薄でありおよび混入物（たとえば塩、低分子、など）を含むため、ＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦによる分析前に精製および濃縮計画が有益でありうる。この精製のための現在
の方法は、液相クロマトグラフィーまたは固相抽出カートリッジの使用を含む。液体クロ
マトグラフィーは機器に依存する処理であり、および市販の固相抽出製品（たとえばジッ
プチップ（ＺｉｐＴｉｐ））は先端間性能の問題を有しうる。この必要は分析を処理量の
低い工程にする可能性がある。したがって、これらの干渉する混入物の少なくとも一部を
除去する能力を有する試料測定表面が望ましい可能性がある。そのような試料測定表面は
、分析物検出および測定のための再現可能なおよび高処理量のプラットフォームを提供し
うる。
【０２５１】
　一つの具体的用途では、ウサギ筋由来ホスホリラーゼｂ（シグマ社（Ｓｉｇｍａ）品番
Ｐ６６３５、スイスプロットＰ００４８９）を１８ＭΩ水に溶解してストック溶液とした
。このストックを次いで、１－Ｄゲル電気泳動用のタンパク質を調製するのに用いた。こ
のように、Ｌａｅｍｍｌｉ緩衝液（バイオラッド社（Ｂｉｏ－ｒａｄ）品番１６１－０７
３７）を取扱説明書に従って調製し、およびタンパク質ストックを使用前に希釈するのに
用いた。ゲル電気泳動はトリスＨＣｌ緩衝液中プレキャスト４～１５％ＳＤＳ　ＰＡＧＥ
ゲル（バイオラッド社（Ｂｉｏ－ｒａｄ）製品番号１６１－１１７６）を用いて７０Ｖ定
電圧で実施した。泳動の完了時に、ゲルをゲルコードブルー（Ｇｅｌ　Ｃｏｄｅ　Ｂｌｕ
ｅ）（ピアース社（Ｐｉｅｒｃｅ）製品番号２４５９０）を用いて一夜染色し、および続
いて水で洗浄した。材料を次いでトリプシンを用いるゲル内消化のために準備した。市販
のゲル内トリプシン消化キット（ピアース社（Ｐｉｅｒｃｅ）製品番号８９８７ＩＸ）を
使用しおよび取扱説明書に従ったが、しかし試料は液体クロマトグラフィー精製に供しな
かった。消化された試料ストックの終濃度は約７．５ｐｍｏｌ／μＬであり、および希釈
を実施して作業用溶液濃度７．５ｆｍｏｌ／μＬ含有２５％アセトニトリル／０．１％Ｔ
ＦＡを与えた。消化試料ストックの一部をまた、取扱説明書に従ってジップチップ（Ｚｉ
ｐＴｉｐ）μ１８（ミリポア社（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）品番ＺＴＣ１８Ｍ）に通した。こ
の試量の濃度を次いで７．５ｆｍｏｌ／μＬ含有２５％アセトニトリル／０．１％ＴＦＡ
に調整した。この精製試料をその後、比較のためにＴ３表面に用いた。
【０２５２】
　分析物を含む溶液（１０μＬ）を、実施例ＸＶＩＩＩに記載のＸ３型の液体保持ゾーン
（ＬＲＺ）へ加え（７５ｆｍｏｌ総分析物）および表面上で２０分間インキュベートした
。インキュベート後、溶液の大部分を除去し、および次いでその部位を１０μＬの０．１
％ＴＦＡ（３回）でピペットを用いて洗浄した。３回目の洗浄後の表面上の残液を乾燥さ
せ、および次いでマトリクスのα－シアノ－４－ヒドロキシ桂皮酸（ＣＨＣＡ、ウォータ
ーズ社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１８６００２３３１、０．０６５ｍｇ／ｍＬを
含むアセトニトリル／エタノール／０．１％ＴＦＡ８４：１３：３）を含む溶液２μＬを
各部位に加えた。マトリクス溶液は広がって部位の直径３．０ｍｍを満たした。乾燥に際
して、試料およびマトリクスは、随伴するＸ３部位の分析ゾーン（ＡＺ）へ濃縮された。
試料表面は次いでＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析用にホルダーへ固定された。
【０２５３】
　同様に、精製した消化物試料（１０μＬ）をＴ３の液体保持ゾーン（ＬＲＺ）へ加え（
７５ｆｍｏｌ総分析物）および集中および乾燥させた。その後、マトリクスのα－シアノ
－４－ヒドロキシ桂皮酸（ＣＨＣＡ、ウォーターズ社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番
１８６００２３３１、０．０６５ｍｇ／ｍＬを含むアセトニトリル／エタノール／０．１
％ＴＦＡ８４：１３：３、１０ｍＭクエン酸アンモニウム含有）を含む溶液２μＬを各部
位に加えた。マトリクス溶液は広がって部位の直径３．０ｍｍを満たした。乾燥に際して
、試料およびマトリクスは、随伴するＴ３部位の分析ゾーン（ＡＺ）へ濃縮された。試料
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表面は次いでＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析用にホルダーへ固定された。
【０２５４】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析は、陽イオンモードで、アキシマ（Ａｘｉｍａ）ＣＦＲ（シマ
ヅ・バイオテク社（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）によるクレイトス・アナリティ
カル社（Ｋｒａｔｏｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ）、英国マンチェスター）で、パルスＮ２

レーザー（３３７ｎｍ）、遅延引き出し、および加速電圧２０ｋＶを用いて実施した。装
置はリフレクトロンモードで半自動化手順を用いて操作し、全般的に、２５～５０ラスタ
ー点／部位、２０～５０ショット／ラスター点を生じた。データは全ラスター点の平均と
して回収および保存し、および次いでＭＡＳＣＯＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｔｒｉ
ｘｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ）を用いたペプチド質量フィンガープリント法（ＰＭＦ）によ
る分析に供した。ＭＡＳＣＯＴとは、タンパク質を一次構造から同定するための、質量ス
ペクトル中の観察されたフラグメント（ピーク）を用いる検索エンジンである。
【０２５５】
　試料のステンレス鋼表面への直接使用は、識別可能なスペクトルを生じなかった。１０
ｐｍｏｌ試料の例を図１８ｃに示す。ステンレス鋼上のこれ未満のすべての濃度は、スペ
クトル中のノイズだけを結果として生じた。Ｘ３表面はペプチドを精製しおよび分析ゾー
ン（ＡＺ）へ集中することができた。図１８ａに示す通り、スペクトルは特にｍ／ｚ値１
３００ダルトンを上回るフラグメントピークに富んだ。ジップチップ（ＺｉｐＴｉｐ）／
Ｔ３法もまた、ピークに富むスペクトルを結果として生じたが、しかし質量範囲は図１８
ｂに示す通り、低分子量（２０００ダルトン未満）種側へ歪んでいる。
【０２５６】
　Ｘ３手順またはジップチップ（Ｚｉｐｔｉｐ）／Ｔ３手順の結果として生じたスペクト
ルは外見が確かに異なるが、両方の方法がこの種類の分析に適している。ジップチップ（
Ｚｉｐｔｉｐ）の、脱塩のためのＴ３表面と組み合わせた使用は、観察されたピークの３
７％が理論的に決定されるフラグメントと一致する結果を与えた。一致するペプチドは、
予想されるトリプシン消化物フラグメントの配列カバー度３７％に相当する。ゲル内消化
物のＸ３表面への直接使用は、ピークの４４％が、配列カバー度３９％に相当する理論的
に予想されるフラグメントと一致するスペクトルを生じた。これらの値は、ジップチップ
（Ｚｉｐｔｉｐ）での精製およびＭＡＬＤＩ試料プレートへの移動の、しかし追加の試料
調製段階を含まない処理によって得られた値に相当する。
実施例ＸＸＩ
Ｘ３表面の拡大された質量範囲カバー度
Ｘ３－アセトニトリル－ＴＦＡ手順
【０２５７】
　ウサギホスホリラーゼＢ（ウォーターズ社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１８６０
０２３２６、スイスプロットＰ００４８９）を、５０％アセトニトリル（ＡＣＮ）／５０
％トリフルオロ酢酸の混合溶液に溶解し、および終濃度を１ｆｍｏｌ／μＬに調整した。
分析物を含む溶液（１０μＬ）を、実施例ＸＶＩＩＩに記載のＸ３型表面の液体保持ゾー
ン（ＬＲＺ）に加え（１０ｆｍｏｌ総分析物）、および表面上で２０分間インキュベート
した。インキュベート後、溶液の大部分を除去し、および次いでその部位を１０μＬの０
．１％ＴＦＡ（２回）でピペットを用いて洗浄した。３回目の洗浄後の表面上の残液を乾
燥させ、および次いでマトリクスの２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢ、ウォーター
ズ社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１８６００２３３３、０．６５ｍｇ／ｍＬを含む
１０ｍＭクエン酸アンモニウム含有アセトニトリル／０．１％ＴＦＡ、４：１）を含む溶
液２μＬを各部位に加えた。マトリクス溶液は広がって部位の直径３．０ｍｍを満たした
。乾燥に際して、試料およびマトリクスは、随伴するＸ３部位の分析ゾーン（ＡＺ）へ濃
縮された。試料表面は次いでＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析用にホルダーへ固定された。
Ｘ３－アセトニトリル－ＭＯＰＳ手順
【０２５８】
　別に、ウサギホスホリラーゼＢ（ウォーターズ社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１
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８６００２３２６、スイスプロットＰ００４８９）を、５０％アセトニトリル（ＡＣＮ）
／５０％３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ、２００ｍＭ、ｐＨ６．
５）の混合溶液に溶解し、および終濃度を１ｆｍｏｌ／μＬに調整した。分析物を含む溶
液（１０μＬ）を、実施例ＸＶＩＩＩに記載のＸ３型表面の液体保持ゾーン（ＬＲＺ）に
加え（１０ｆｍｏｌ総分析物）、および表面上で２０分間インキュベートした。インキュ
ベート後、溶液の大部分を除去し、および次いでその部位を１０μＬの２０ｍＭ酢酸アン
モニウム（２回）でピペットを用いて洗浄した。３回目の洗浄後の表面上の残液を乾燥さ
せ、および次いでマトリクスの２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢ、ウォーターズ社
（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１８６００２３３３、０．６５ｍｇ／ｍＬを含む１０
ｍＭクエン酸アンモニウム含有アセトニトリル／０．１％ＴＦＡ、４：１）を含む溶液２
μＬを各部位に加えた。マトリクス溶液は広がって部位の直径３．０ｍｍを満たした。乾
燥に際して、試料およびマトリクスは、随伴するＸ３部位の分析ゾーン（ＡＺ）へ濃縮さ
れた。試料表面は次いでＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析用にホルダーへ固定された。
Ｔ３－アセトニトリル－ＴＦＡ手順
【０２５９】
　ウサギホスホリラーゼＢ（ウォーターズ社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１８６０
０２３２６、スイスプロットＰ００４８９）を、５０％アセトニトリル（ＡＣＮ）／５０
％トリフルオロ酢酸の混合溶液に溶解し、および終濃度を１ｆｍｏｌ／μＬに調整した。
分析物を含む溶液（１０μＬ）を、実施例ＸＩＩＩに記載のＴ３型表面の液体保持ゾーン
（ＬＲＺ）に加え（１０ｆｍｏｌ総分析物）、および表面上で２０分間インキュベートし
た。インキュベート後、溶液の大部分を除去し、および次いでその部位を１０μＬの０．
１％ＴＦＡ（２回）でピペットを用いて洗浄した。３回目の洗浄後の表面上の残液を乾燥
させ、および次いでマトリクスの２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢ、ウォーターズ
社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１８６００２３３３、０．６５ｍｇ／ｍＬを含む１
０ｍＭクエン酸アンモニウム含有アセトニトリル／０．１％ＴＦＡ、４：１）を含む溶液
２μＬを各部位に加えた。マトリクス溶液は広がって部位の直径３．０ｍｍを満たした。
乾燥に際して、試料およびマトリクスは、随伴するＴ３部位の分析ゾーン（ＡＺ）へ濃縮
された。試料表面は次いでＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析用にホルダーへ固定された。
【０２６０】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析は、陽イオンモードで、アキシマ（Ａｘｉｍａ）ＣＦＲ（シマ
ヅ・バイオテク社（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）によるクレイトス・アナリティ
カル社（Ｋｒａｔｏｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ）、英国マンチェスター）で、パルスＮ２
レーザー（３３７ｎｍ）、遅延引き出し、および加速電圧２０ｋＶを用いて実施した。装
置はリフレクトロンモードで半自動化手順を用いて操作し、全般的に、２５～５０ラスタ
ー点／部位、２０～５０ショット／ラスター点を生じた。データは全ラスター点の平均と
して回収および保存し、および次いでＭＡＳＣＯＴを用いたペプチド質量フィンガープリ
ント法（ＰＭＦ）による分析に供した。
【０２６１】
　Ｘ３型表面上で両方の方法が、高いシグナル対ノイズ比を有するピークに富むスペクト
ルを与えたが、しかし配列の完全な重複は無かった。ＴＦＡ手順は、図１９ａに示す通り
、配列カバー度４４％のスペクトルを与える。ＭＯＰＳ手順は、図１９ｂに示す通り、配
列カバー度４６％のスペクトルを結果として生じたが、しかし、より重要なことに、試料
自体に関する新しい情報を明らかにした。各手順からの同定されたフラグメントを合わせ
る場合、配列カバー度はホスホリラーゼｂのトリプシン消化からの予測されるフラグメン
トの５７％に上昇する。これは、図１９ｃに示す通り、精製された消化物試料を加えた後
にＴ３型表面から得られた結果とよく一致する。この場合、配列カバー度は５８％であり
、および試料からの容易に検出可能な目的断片の代表でありうる。
捕捉機構として抗体を利用する例
【０２６２】
　複雑な溶液（たとえば、血清，混合タンパク質分解消化物、血漿など．）に由来する分
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析物の特異的単離および検出は、さまざまな生物、生化学および化学分析処理に決定的に
重要である。抗体は、利用可能な最も選択性が高くおよび高感度な手法の一つであり、お
よびさまざまな分析物に対して容易に作製できる。抗体は、臨床化学、環境分析、および
研究開発に幅広く用いられているイムノアッセイの基礎を成す。抗体を用いて精製された
分析物は、典型的には、分析基材（たとえばＭＡＬＤＩ基材、など）への使用前に一つ以
上のオフライン精製および濃縮段階を必要とし、それは相当な試料損失を結果として生じ
うる。
【０２６３】
　単一の基材上で分析物の捕捉および濃縮段階の実施が可能な器具は、試料損失を最小化
および検出能力を改善しうる。抗体および分析物を特異的に捕捉する他のリガンドを、試
料提示器具上の表面へ固定化して捕捉ゾーンを形成できる。たとえば、Ｘ３表面をさまざ
まな化学によって修飾して、固定化抗体を有する捕捉ゾーンを作製できる。Ｘ３チップは
その結果、選択的捕捉、濃縮、およびＭＡＬＤＩ－ＭＳ用の提示を単一の器具上で与える
ために利用でき、そのことは追加の処理段階の必要性を解消しうる。
【０２６４】
　一例では、抗体を固定するための表面を有する試料提示器具の調製用の化学物質を生じ
るために、下記の群の化学物質が合成された。
２－［２－（２－｛２－［２－（２－ウンデカ－１０－エニルオキシエトキシ）エトキシ
］エトキシ｝エトキシ）エトキシ］エタノール（１３）。
【化１３】

【０２６５】
　１００ｍＬ丸底フラスコにヘキサエチレングリコール（２６．９ｍＬ、０．１ｍｏｌ）
を入れ、およびこれに５０％水酸化ナトリウム水溶液（１．７２ｍＬ、２２ｍｍｏｌ）を
加えた。溶液を１００℃へ加温しおよび３０分間攪拌した。この時、１１－ブロモウンデ
カ－１－エン（４．７ｍＬ、２１ｍｍｏｌ）を滴下して加え、および反応を１００℃にて
１８時間、ＴＬＣ分析が開始材料が消費されるのを示すまで継続し、およびその後室温へ
冷却した。溶媒を減圧して蒸発し、油性の残渣を与えた。この残渣をカラムクロマトグラ
フィー（ＳｉＯ２、４０ｘ２００ｍｍ、２０％メタノール／酢酸エチル）に供し、次いで
目的の産物を含む画分を合わせ、および溶媒を蒸発させて、２．０ｇ（２１％）の１３を
淡黄色の油として与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ５．７８（ｍ
，ＩＨ）、４．９４（ｍ，２Ｈ）、３．６９－３．５４（ｍ，２４Ｈ）、３．４２（ｔ，
Ｊ＝７．０Ｈｚ，２Ｈ）、２．３８（ｂｓ，ＩＨ）、２．０１（ｍ，２Ｈ）、１．５５（
ｍ，２Ｈ）３　１．３３（ｍ，２Ｈ）、１．２３（ｂｓ，１０Ｈ）。
｛２－［２－（２－｛２－［２－（２－ウンデカ－１０－エニルオキシエトキシ）エトキ
シ］エトキシ｝エトキシ）エトキシ］エトキシ｝－酢酸ｔｅｒｔ－ブチルエステル（１４
）。
【化１４】

【０２６６】
　５０ｍＬ丸底フラスコに１３（２．０ｇ、４．６ｍｍｏｌ）を無水条件下で入れた。こ
れを１０ｍＬの乾燥ジメチルホルムアミドに溶解し、および０℃へ外から冷却した。この
冷溶液へ水素化ナトリウム（６０％含有鉱油、２６７ｍｇ、６．９ｍｍｏｌ）を一度に加
え、および泡立つ混合物をアルゴン下で０℃にて１０分間攪拌した。この時、ブロモ酢酸
ｔｅｒｔ－ブチル（１．０２ｍＬ、６．９ｍｍｏｌ）を滴下して加え、および反応を２０
℃へ８時間加温した。ＴＬＣ分析は、この時点で反応は進行停止していたことを示した。
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反応を水１０ｍＬの緩やかな添加によって停止し、酢酸エチル５０ｍＬで希釈し、および
水（２ｘ５０ｍＬ）で抽出した。有機層を硫酸マグネシウム上で乾燥し、ろ過しおよび溶
媒を蒸発し、油状の残渣を与えた。残渣を次いでカラムクロマトグラフィー（ＳｉＯ２、
４０ｘ２００ｍｍ、１００％酢酸エチル）に供し、次いで目的の産物を含む画分を合わせ
、および溶媒を減圧して蒸発させて、１．６４ｇ（６５％）の１４を無色の油として与え
た。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ５．７９（ｍ，１Ｈ）、４．９４（
ｍ，２Ｈ）、４．００（ｓ，２Ｈ）、３．７１－３．５４（ｍ，２４Ｈ）、３．４２（ｔ
，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ）、２．０１（ｍ，２Ｈ）、１．５４（ｍ，２Ｈ）、１．４５（
ｓ，９Ｈ）、１．３４（ｍ，２Ｈ）、１．２４（ｂｓ，１０Ｈ）。
（２－｛２－［２－（２－｛２－［２－（１１－アセチルスルファニルウンデシルオキシ
）エトキシ］エトキシ｝エトキシ）エトキシ］－エトキシ｝エトキシ）酢酸ｔｅｒｔ－ブ
チルエステル（１５）。
【化１５】

【０２６７】
　５０ｍＬ丸底フラスコに１４（１．６４ｇ、３．０ｍｍｏｌ）を無水条件下で入れ、お
よびこれを２０ｍＬの乾燥メタノールに溶解した。これに２、２’－アゾビス（２－メチ
ルプロピオンアミジン）二塩酸塩（８１ｍｇ、０．３ｍｍｏｌ）を加え、次いでチオール
酢酸（７１５μＬ、１０ｍｍｏｌ）を加えた。反応はホイルテントで覆い、および低圧水
銀灯からの光に曝露した。４時間後、ＴＬＣ分析が、開始物質が消費されてしまったこと
を示した。溶媒を減圧して蒸発し、油状の残渣を与えた。残渣を次いでカラムクロマトグ
ラフィー（ＳｉＯ２、４０ｘ２００ｍｍ、１００％酢酸エチル）に供し、次いで目的の産
物を含む画分を合わせ、および溶媒を蒸発させて、１．４８ｇ（７９％）の１５を無色の
油として与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ４．０２（ｓ，２Ｈ）
、３．７３－３．５６（ｍ，２４Ｈ）、３．４４（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ）、２．８
６（ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，２Ｈ）、２．３２（ｓ，３Ｈ）、１．５６（ｍ，４Ｈ）、１．
４８（ｓ，９Ｈ）、１．２５（ｂｓ，１４Ｈ）。
（２－｛２－［２－（２－｛２－［２－（１１－メルカプトウンデシルオキシ）エトキシ
］エトキシ｝エトキシ）エトキシ］－エトキシ｝エトキシ）酢酸（１６）。
【化１６】

【０２６８】
　テフロン／シリコンセプタムキャップ付き２０ｍＬ褐色バイアルに１５（２．０ｇ、３
．２ｍｍｏｌ）を入れ、およびこれを３Ｎメタノール塩酸（５ｍＬ、１５ｍｍｏｌ）に溶
解し、および５０℃に加温した。溶液を５０℃に２時間保った。溶媒を次いで減圧して除
去し、および残渣を、残渣の添加前に脱酸素してあった、５０％水酸化カリウム水溶液を
含むメチルスルホキシド（１：１）５ｍＬに溶解した。混合物を室温にて１時間攪拌し、
および次いで溶媒を減圧して蒸発して、１．６ｇ（９５％）の１６を透明な油として与え
た。本発明の化合物はさらにクロマトグラフィー精製を要しなかった。１Ｈ　ＮＭＲ（４
００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ９．９８（ｂｓ，１Ｈ）、４．１４（ｓ，２Ｈ）、３．７
４－３．５７（ｍ，２４Ｈ）、３．４４（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ）、２．５１（ｑ，
Ｊ＝７．２，２Ｈ）、１．５７（ｍ，４Ｈ）、１．３２（ｔ，Ｊ＝７．６Ｈｚ，ＩＨ）、
１．２６（ｂｓ，１４Ｈ）。
実施例ＸＸＩＩ
パターン化試料提示器具の調製
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（Ｘ３式、ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスクシニミド）例）
【０２６９】
　抗体を用いた捕捉ゾーンを備えた試料提示器具を製造する工程において、抗体を受容し
および固定するために修飾された意図された捕捉ゾーンを備えた器具を最初に調製しても
よい。次いで、製造された試料提示器具は、意図された用途に応じて特異的な抗体をカス
タマイズしてもよい。既成の試料提示装置は大量生産工程に活用して製造コストを最小化
してもよい。たとえば、大量の既製の試料提示装置を最初に作製して、次いで製造の選択
的なバッチに特異的な種類の抗体をカスタマイズしてもよい。別の用途では、既製の試料
提示装置をエンド・ユーザーに提供してもよい。次いでエンド・ユーザーは、試料提示装
置の捕捉ゾーン中の特異的な抗体を固定することによって既製の試料提示器具をカスタマ
イズしてもよい。
【０２７０】
　既製の試料提示器具を作製する方法の例を下記に記載する。この実施例では、試料提示
器具上の捕捉ゾーンは、抗体を固定するために用いてもよいようＮＨＳ－エステル基によ
って誘導される。２４個の表面修飾基材を実施例ＸＩＩＩに記載の通りに調製し、特別製
の配列治具に入れ、および液体保持ゾーンとサイズおよび形状が対応する性質を有する、
ピンレジスターエッチングしたステンレス鋼シャドーマスク（０．００２インチ）で覆っ
た。治具を１２０Ｗ／ｃｍ２定格の低圧水銀光源を付けた空冷紫外硬化システムの動くベ
ルトに付け、および１時間の期間にわたって４５から７５回、光源の下を通した。ＵＶ曝
露後、基材を治具から取り出し、１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および
窒素気流下で乾燥した。曝露された基材を、５％の１６－メルカプトヘキサデカン酸およ
び９５％の６（０．１ｍＭの全チオール濃度）を含有する混合エタノール溶液中に入れ、
室温に冷却し、および室温にて１ないし２４時間の範囲の期間インキュベートした。パタ
ーン化された表面修飾基材を集合バスから取り出し、２４００ｒｐｍにてエタノールでス
ピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。
【０２７１】
　パターン化表面修飾基材を特別製の配列治具に入れ、および分析ゾーンとサイズおよび
形状が対応する性質を有する、第二のピンレジスターエッチングしたステンレス鋼シャド
ーマスクで覆った。治具を紫外硬化システムの動くベルトに付け、および１時間の期間に
わたって４５から７５回、光源の下を通した。ＵＶ曝露後、基材を治具から取り出し、１
０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。曝露された
基材を、０．１ｍＭの９を含むエタノール溶液に入れ、および室温にて１～２４時間イン
キュベートした。最後に、二回パターン化された表面修飾基材を集合バスから取り出し、
１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。
【０２７２】
　これらの二回パターン化された表面を次いで２５ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ８．０中で１
５分間インキュベートした。二回パターン化された表面を次いで緩衝溶液から取り出し、
および１－［３－（ジメチルアミノ）プロピル］－３－エチルカルボジイミド塩酸塩（Ｅ
ＤＣ；０．４Ｍ）およびＮ－ヒドロキシスクシニミド（ＮＨＳ；０．１Ｍ）を含む水溶液
で６０分間室温にて処理した。基材を続いてＵＨＰ水で洗浄し、次いでアセトンで洗浄し
および窒素気流下で風乾した。ＮＨＳ－エステル基の存在は、図２０に示す通り、仰角Ｆ
ＴＩＲ（～１７４２ｃｍ－１）によって確認された。
実施例ＸＸＩＩＩ
抗体固定化ならびに緩衝液および希釈血清試料からの抗原検出
【０２７３】
　抗体を固定化して試料提示器具上に捕捉ゾーンを形成し、およびそれらを複雑な検出物
からヒトペプチドホルモンを特異的に捕捉および検出するために使用する例を下記に説明
する。ヒト副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）のＣ末端（アミノ酸１８－３９；セロテッ
ク社（Ｓｅｒｏｔｅｃｈ）、品番ＭＣＡ２０００）またはＮ末端（アミノ酸１－２４；バ
イオデザイン社（Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ）品番Ｅ５４０５７Ｍ）部分のどちらかに対するモ
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ノクローナル抗体、および非特異的マウス免疫グロブリン（ＩｇＧ；ケミコン社（Ｃｈｅ
ｍｉｃｏｎ）、品番ＰＰｌＯＯ）調製物を、２５ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ８．０およ
び０．１％ツィーン－２０を含む緩衝液に溶解して終濃度０．５ｍｇ／ｍＬとした。
【０２７４】
　抗体溶液１０μＬを、実施例ＸＸＩＩに記載のＸ３チップの液体保持ゾーンに加え、お
よび６０分間、相対湿度（ＲＨ）１００％に保たれたチャンバー内でインキュベートした
。抗体溶液をチップから、０．０５％ツィーン－２０（ＴＢＳ／ツィーン）を含むトリス
－緩衝生理食塩水溶液の過剰量で、スプレー瓶を用いて洗い流した。過剰の洗浄溶液をそ
の部位から緩やかな振とうで除去し、次いで１０μＬの５０ｍＭエタノールアミン（シグ
マ社（Ｓｉｇｍａ）品番Ｅ９５０８）、ｐＨ９．０、０．１％ツィーン－２０を含む溶液
を部位に加え、および３０分間１００％ＲＨにてインキュベートした（この操作は残存す
る活性化ＮＨＳ基があれば停止させおよびそれらが他の材料と共有結合するのを防ぐ）。
インキュベート後、エタノールアミン溶液を、スプレー瓶からのＴＢＳ／ツィーンを用い
て上記のように洗い流した。各部位を次いで、０．５％ツィーン－２０を含むウシ血清ア
ルブミン（ＢＳＡ；シグマ社（Ｓｉｇｍａ）品番Ａ３０５９）１％溶液５μＬで処理して
、分析物の添加前に非特異的結合部位があればブロックした。ＢＳＡ溶液をチップ上で３
０分間１００％ＲＨにてインキュベートし、次いで上記の通り洗浄した。
【０２７５】
　ＡＣＴＨペプチド（完全長、アミノ酸１－３９、バケム社（Ｂａｃｈｅｍ）品番Ｈ－４
９９８；またはＣ末端、アミノ酸１８－３９、バケム社品番Ｈ－１２１５）を含む１０％
ウサギ血清またはＴＢＳ／ツィーンの希釈物の５μＬ部分試料を、２ｎＭないし１００ｎ
Ｍの範囲のペプチド濃度で部位に加えた。ペプチドをチップ上で３０分間１００％ＲＨに
てインキュベートし、次いでスプレー瓶からのＴＢＳ／ツィーン、その後ＵＨＰ水で洗浄
した。チップを次いで窒素気流下で乾燥した。マトリクスの２、５－ジヒドロキシ安息香
酸（ＤＨＢ；ブルカー・ダルトニクス社（Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ）品番２０
３０７４）、０．５ｍｇ／ｍＬを含む、１０ｍＭクエン酸二アンモニウム含有アセトニト
リル／エタノール／０．１％ＴＦＡ（８４：１３：３）溶液２μＬを各部位に加えた。マ
トリクス溶液は広がって部位の直径３．０ｍｍを満たした。乾燥に際して、試料およびマ
トリクスは、随伴するＸ３部位の分析ゾーン（ＡＺ）へ濃縮された。試料は次いでＭＡＬ
ＤＩ－ＴＯＦ分析用にホルダーへ固定された。
【０２７６】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析は、陽イオンモードで、アキシマ（Ａｘｉｍａ）ＣＦＲ（シマ
ヅ・バイオテク社（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）によるクレイトス・アナリティ
カル社（Ｋｒａｔｏｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ）、英国マンチェスター）で、パルスＮ２

レーザー（３３７ｎｍ）、遅延引き出し、および加速電圧２０ｋＶを用いて実施した。装
置はリフレクトロンモードで半自動化手順を用いて操作し、全般的に、２５～５０ラスタ
ー点／部位、２０～５０ショット／ラスター点を生じた。データは全ラスター点の平均と
して回収および保存した。スペクトルを、予測されたｍ／Ｚで明確なピークの存在または
非存在がないか評価した。
【０２７７】
　１０％ウサギ血清で終濃度１０ｎＭに希釈された両方のＡＣＴＨペプチドは、ＡＣＴＨ
のＣ末端に対するモノクローナル抗体（ｍＡｂ）が固定化された部位上で、ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ分析によって容易に検出された。非特異的マウスＩｇＧを有する部位からのスペク
トルは、どちらのＡＣＴＨペプチドの捕捉も示さなかった。１０％ウサギ血清をステンレ
ス鋼プレートに加えた場合は、追加のＡＣＴＨペプチドを含んでも含まなくても、有用な
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦスペクトルを得ることはできなかった。
【０２７８】
　ＴＢＳ／ツィーン緩衝液での各ＡＣＴＨペプチドの一連の希釈の使用は、これらのＸ３
チップ上での抗原捕捉および検出の特異性および感度をさらに明らかにした。図２１は抗
体／抗原対合が２ｎＭ濃度でのペプチドの検出を可能にすることを示す一方、ミスマッチ
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ペアのスペクトルは高濃度（１００ｎＭ）溶液からペプチドの結合を示さなかった。抗Ａ
ＣＴＨＣ末端抗体捕捉ゾーンを用いて、ＡＣＴＨ１８－３９（Ｃ末端）およびＡＣＴＨ１
－３９（完全長）ペプチドの両方について２ｎＭの低さの抗原濃度は、検出陽性を結果と
して生じた。抗ＡＣＴＨ　Ｎ末端抗体捕捉ゾーンを用いて、ＡＣＴＨ１８－３９（Ｃ末端
）ペプチド抗原と組み合わせた場合、ペプチド濃度が１００ｎＭの高さである場合さえ、
予想通り陰性結果が得られる。抗ＡＣＴＨ　Ｎ末端抗体捕捉ゾーンを用いて、ＡＣＴＨ１
－３９（完全長）ペプチド抗原と組み合わせた場合、濃度が２ｎＭの低さである場合さえ
、予想通り陽性結果が得られた。捕捉ゾーン上に非特異的マウスＩｇＧ抗体を使用する対
照群を用いて、ＡＣＴＨ１８－３９（Ｃ末端）ペプチドおよびＡＣＴＨ１－３９（完全長
）ペプチドの両方が、１００ｎＭの高さの濃度で、予想通り結果として検出陰性を生じた
。これらのデータは、本器具が高感度でありおよび低濃度（たとえば２ｎＭ）で抗原検出
が可能であることを示唆する。同時に、本器具は抗原濃度が非常に高い（たとえば１００
ｎＭ）場合でさえ検出陰性によって示された通り、偽陽性結果に対する高い耐性を有する
。
【０２７９】
　これらの結果は、このＸ３表面が抗体を固定化し、およびこれらの抗体を、特異的にお
よび高感度に生物分子を複雑な混合物から、別の精製または濃縮段階の必要無しに検出す
るために使用する能力を説明する。
捕捉機構として固定化金属イオンを利用する例
【０２８０】
　別の変形では、金属イオンを捕捉ゾーンに負荷して、特定の分析物を捕捉するための選
択的結合インターフェースを提供できる。適当な金属イオンを捕捉ゾーンに負荷すること
によって、固定化金属アフィニティクロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）表面を捕捉ゾーンに
形成できる。
【０２８１】
　一つの変形では、鉄（すなわち、Ｆｅ（ＩＩＩ））が捕捉ゾーンに負荷される。別の変
形では、ニッケル（すなわち、Ｎｉ（ＩＩ））が捕捉ゾーンに負荷される。捕捉ゾーンに
負荷された金属は、選択された分析物を捕捉するためのさまざまな用途に利用されうる。
一例では、捕捉ゾーンに負荷されたＦｅ（ＩＩＩ）を有する試料提示器具が、リン酸化ペ
プチドを捕捉するのに用いられる。別の一例では、捕捉ゾーンに負荷されたＮｉ（ＩＩ）
を有する試料提示器具が、Ｈｉｓタグ化種を捕捉するのに用いられる。本開示を利用する
当業者は、さまざまな金属を試料提示器具の捕捉ゾーンに選択的に負荷できること、およ
び次いで対応する生物製剤、生化学物質、および／または化学物質を、分析および／また
は処理のために捕捉するのに使用できることを理解する。
【０２８２】
　たとえば、金属負荷された捕捉ゾーンを有する試料提示器具は、プロテオミクス研究に
特に有用でありうる。多数のプロテオミクス研究は、疾患経路に関与するタンパク質の翻
訳後修飾における差異を特に探索する。一つのそのような修飾は、経路をオンまたはオフ
に切り替えるスイッチとして作用しうるタンパク質リン酸化である。ホスホペプチドおよ
びタンパク質を単離するために一般的に用いられる方法は、固定化金属アフィニティクロ
マトグラフィー（ＩＭＡＣ）である。しかし、典型的なＩＭＡＣ手順は扱いにくいおよび
／または費用を要する可能性があり、および通常は複数の試料液移動段階を必要とする。
金属負荷捕捉表面を有する試料提示器具を利用して、使用者は試料移動を最小化および／
または標的分子検出能力を増大できる可能性がある。一例では、金属イオンを含むＸ３表
面が、ホスホペプチドまたはタンパク質をキレート化するために用いられ、それが次いで
非結合材料を洗い去ることを可能にする。キレート化されたリン酸化試料をその後溶出し
およびＭＡＬＤＩ－ＭＳ用にマトリクスと共結晶化できる。これは全体の試料取り扱い段
階を減少でき、およびしたがって試料損失および混入の危険を最小化する。
【０２８３】
　別の変形では、試料提示器具は捕捉ゾーン中の別のＩＭＡＣ表面と構成される。一例で
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は、既製の試料提示器具がＮｉ（ＩＩ）負荷表面へ変換される。結果として生じる試料提
示器具は、Ｈｉｓタグ材料を試料溶液から捕捉するために利用されうる。Ｈｉｓタグは、
精製を容易にするためにしばしば組み換えタンパク質に組み込まれる。すべての非結合材
料をよく洗浄後、結合したタンパク質をさまざまな手段（たとえば、過剰のイミダゾール
または酸性条件下で、など）によって溶出および単離できる。このように、Ｘ３　ＩＭＡ
Ｃ表面を、Ｈｉｓタグを有しないタンパク質を除外して、Ｈｉｓタグ化タンパク質を捕捉
するのに使用できる。
【０２８４】
　本開示を利用できる当業者は、本明細書中に記載された方法が、さらなる処理または分
析のために選択的な種（たとえば、リン酸化チロシン、Ｈｉｓタグ種、など）を捕捉する
さまざまな器具において表面を調製するのに利用できることを理解する。さらに、特異的
な分析物を捕捉するための選択的な結合界面を提供するために他の金属（たとえばＺｎ、
Ｃｕ、など）も捕捉ゾーンへと負荷されてもよいことが意図されている。
【０２８５】
　一例では、選択的な金属イオンを受容および結合するために構成された捕捉ゾーンを有
する既製の試料提示器具の調製用の化学物質を生じるために、下記の群の化学物質が合成
された。
１，２，３，４，５－ペンタフルオロ－６－ウンデカ－１０－エニルオキシメチル－ベン
ゼン（１７）。
【化１７】

【０２８６】
　乾燥した２００ｍＬ丸底フラスコに１０－ウンデセニルアルコール（５．１１ｇ、３０
ｍｍｏｌ）をアルゴン下で入れ、および３０ｍＬの乾燥テトラヒドロフラン（ＴＨＦ）を
加えた。結果として生じる溶液を０℃へ冷却し、およびカリウムｔ－ブトキシド（１４．
６７ｇ、２００ｍｍｏｌ）を含むＴＨＦ６０ｍＬの溶液を滴下して加えた。混合物をアル
ゴン下で０℃にて９０分間攪拌した。冷却した攪拌された溶液へ、臭化２，３，４，５，
６－ペンタフルオロベンジル（５．０７ｍＬ、３６ｍｍｏｌ）を滴下して加え、および反
応を９０分間０℃にて継続させた。反応を水３０ｍＬの緩やかな添加によって停止し、お
よび溶液の総量を３０～４０ｍＬ以下へ、溶媒のロータリーエバポレーションによって減
らした。これを次いで２００ｍＬへ酢酸エチルで希釈し、および次いで食塩水（１ｘ２０
０ｍＬ）および水（２ｘ２００ｍＬ）で抽出した。有機層を硫酸マグネシウム上で乾燥し
、ろ過しおよび溶媒を蒸発し、１７を油として与えた。残渣を「そのまま」次の反応に用
いた。
チオ酢酸１１－ペンタフルオロフェニルメトキシ－ウンデシルエステル（１８）。

【化１８】

【０２８７】
　乾燥したジャケット付き２５０ｍＬ光反応容器に、１７（１０．５２ｇ、３０ｍｍｏｌ
）およびチオール酢酸（１０．７２ｍＬ、１５０ｍｍｏｌ）を入れた。これらを１５０ｍ
Ｌの乾燥メタノールに溶解し、および次いで２，２’－アゾビス（２－メチルプロピオン
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アミド）二塩酸塩（８１４ｍｇ、３ｍｍｏｌ）を加えた。紫外灯を点灯し、および混合物
をアルゴン下で一定に攪拌して４時間照射した。反応を連続的に冷却し（水ジャケット）
および光反応処理中の温度は３８℃未満を維持した。反応容器を室温まで冷却させ、およ
び溶媒を蒸発させて淡黄色の油を与えた。油をシリカゲルクロマトグラフィー（４１ｘ３
００ｍｍ、１％酢酸エチル／ヘキサン、酢酸エチル濃度を２カラム容ごとに１％上昇させ
る）に供し、および目的の産物を含む画分を回収し、合わせ、および溶媒を減圧して蒸発
し、３．７４ｇ（２９％、２段階）の１８を無色の油として与えた。１Ｈ　ＮＭＲ（４０
０ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ４．４６（ｐｔ，２Ｈ）、３．４６（ｔ，２Ｈ）、４．１６
（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，２Ｈ）、２．８５（ｔ，Ｊ＝６．０Ｈｚ　２Ｈ）、２．３１（ｓ
，３Ｈ）、１．７２（ｍ，２Ｈ）、１．５６（ｍ，２Ｈ）、１．２４－１．３６（ｂｒｏ
ａｄ ｍ，１４Ｈ）。
１１－ペンタフルオロフェニルメトキシ－ウンデカン－１－チオール（１９）。
【化１９】

【０２８８】
　４０ｍＬ褐色バイアルにテフロン被覆シリコンセプタムを付け、および１８（１．５５
ｇ、３．６ｍｍｏｌ）を入れた。これを１０ｍＬの４．９Ｎエタノール塩酸に溶解し、お
よび結果として生じる溶液を４０℃に２．５時間加温した。溶媒を次いで減圧して蒸発し
、無色の油状の残渣を与えた。残渣をシリカゲルクロマトグラフィー（４１ｘ４５０ｍｍ
、５％酢酸エチル／ヘキサン）に供し、および次いで目的の産物を含む画分を回収しおよ
び合わせた。溶媒を減圧して蒸発し、１４４ｍｇ（１０％）の１９を無色の油として与え
た。１Ｈ　ＮＭＲ（４００　ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ４．４６（ｐｔ，２Ｈ）、４．１
７（ｔ，Ｊ＝６．４Ｈｚ，２Ｈ）、２．５１（ｄｄ，Ｊ＝７．６，１４．６Ｈｚ，２Ｈ）
、１．７４（ｍ，２Ｈ）、１．５８（ｍ，２Ｈ）、１．３４（ｔ，ＩＨ）、１．２１－１
．３０（ｂｒｏａｄ ｍ，１４Ｈ）。
実施例ＸＸＩＶ
パターン化された試料提示器具（Ｘ３、Ｃ１５－ＣＯ２Ｈの実施例）の調製
【０２８９】
　２４個の表面修飾基材を実施例ＸＩＩＩに記載の通りに調製し、特別製の配列治具に入
れ、および液体保持ゾーンとサイズおよび形状が対応する性質を有する、ピンレジスター
エッチングしたステンレス鋼シャドーマスク（０．００２インチ）で覆った。治具を１２
０Ｗ／ｃｍ２定格の低圧水銀光源を付けた空冷紫外硬化システムの動くベルトに付け、お
よび１時間の期間にわたって４５から７５回、光源の下を通した。ＵＶ曝露後、基材を治
具から取り出し、１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾
燥した。曝露された基材を、５％の１６－メルカプトヘキサデカン酸および９５％の１９
（０．１ｍＭの全チオール濃度）を含有する混合エタノール溶液中に入れ、室温に冷却し
、および室温にて１ないし２４時間の範囲の期間インキュベートした。パターン化された
表面修飾基材を集合バスから取り出し、２４００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、
および窒素気流下で乾燥した。
【０２９０】
　パターン化された表面修飾基材を特別製の配列治具に入れ、および分析ゾーンとサイズ
および形状が対応する性質を有する、第二のピンレジスターエッチングしたステンレス鋼
シャドーマスクで覆った。治具を紫外硬化システムの動くベルトに付け、および１時間の
期間にわたって４５から７５回、光源の下を通した。ＵＶ曝露後、基材を治具から取り出
し、１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。曝露
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された基材を、０．１ｍＭの９のエタノール溶液に入れ、および室温にて１～２４時間イ
ンキュベートした。最後に、二回パターン化された表面修飾基材を集合バスから取り出し
、１０００ｒｐｍにてエタノールでスピン洗浄し、および窒素気流下で乾燥した。
実施例ＸＸＶ
ＮＨＳチップの調製および続いてＮＴＡ（ニトリロトリ酢酸）リガンドへの付加
【０２９１】
　実施例ＸＸＩＶに記載の通りの酸性基を有するＸ３表面を、アンモニア１０％溶液で５
分間洗浄しおよび次いで水ですすいだ。表面を次いで窒素気流で乾燥した。各ウェルへ、
０．１％（ｖ／ｖ）オクチル－β－グルコシド（ＯＢＧ、ピアース社（Ｐｉｅｒｃｅ）２
８３１０）を含む２５ｍＭリン酸ナトリウム（シグマ社（Ｓｉｇｍａ）Ｓ９７６３）ｐＨ
８を２０μＬ加え、および１０分間静置してインキュベートした。表面を次いで、１０μ
Ｌの０．１％ＯＢＧ（ｖ／ｖ）でピペットを用いて２回洗浄する。酸性基を次いで、５０
ｍＭ　ＮＨＳ（ピアース社（Ｐｉｅｒｃｅ）２４５００）および２００ｍＭＥＤＣ（ピア
ース社（Ｐｉｅｒｃｅ）２２９８１）を含む０．１％ＯＢＧ溶液１０μＬを加えおよび２
０分間静置してインキュベートすることによってＮＨＳと反応させる。表面を次いで、１
０μＬの０．１％ＯＢＧ（ｖ／ｖ）でピペットを用いて２回洗浄する。次の段階は、表面
上に形成されたＮＨＳエステルを、キレート化リガンドと反応させることを含む。２０ｍ
ＭＡＢ－ＮＴＡ（同仁化学（Ｄｏｊｉｎｄｏ）Ａ２９６）を含む０．１％ＯＢＧ含有２５
ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液ｐＨ８の１０μＬを表面に加え、および３０分間静置してイ
ンキュベートする。表面を次いで、１０μＬの０．１％ＯＢＧ（ｖ／ｖ）でピペットを用
いて２回洗浄する。
実施例ＸＸＶＩ
ＮＴＡ表面へのＦｅ（ＩＩＩ）負荷およびその後の試料添加
【０２９２】
　次の段階は、金属キレート化が起こる緩衝液中へ導入することである。表面はしたがっ
て１００ｍＭＡｃＯＨ（酢酸）を含む０．１％ＯＢＧ１０μＬで２回洗浄される。金属は
次いで１ｍＭ　ＦｅＣｌ３（シグマ社（Ｓｉｇｍａ）Ｆ－１５１３）の０．１％ＯＢＧ含
有１ｍＭ　ＡｃＯＨ（ｐＨ３以下）溶液１０μＬを加えおよび１０分間静置してインキュ
ベートすることによって負荷される。経時によって酸化する傾向があるため、ＦｅＣｌ３

溶液は新しく作製することが重要である。１０分間の金属負荷後、表面を１００ｍＭ　Ａ
ｃＯＨを含む０．１％ＯＢＧ１０μＬで２回、および次いで１Ｍ尿素（ストラタジーン社
（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）３００１９１）を含む１００ｍＭ　ＡｃＯＨ含有０．１％ＯＢ
Ｇ１０μＬで１回洗浄する。試料を次いで同じ溶液中で加え、および２０分間静置してイ
ンキュベートする。表面を続いて試料緩衝液１０μＬで１回、および次いで１００ｍＭＡ
ｃＯＨ１０μＬで２回洗浄する。表面を次いで風乾する。試料を次いでＸ３表面から前溶
出し、および１：１ＡＣＮ（アセトニトリル）：０．１％リン酸溶液２μＬを各ウェルへ
加えることによって中心へ乾燥させる。これはホスホペプチドをＦｅ（ＩＩＩ）－ＮＴＡ
表面から溶液中へ放出させ、溶液を次いで中心へ濃縮させる。一旦ウェルが乾燥したら、
マトリクス２μＬを各ウェルに加える。マトリクス処方は０．５ｍｇ／ｍＬＤＨＢ含有９
０：１０　ＡＣＮ：クエン酸アンモニウム（５ｍＭ）である。本処方は、ウェル全体にわ
たり結晶の均一なパッドを生じる。
【０２９３】
　ゲル内トリプシン消化物からホスホペプチドを取り出すためにＦｅ（ＩＩＩ）負荷試料
提示器具を利用する使用例を下に記載する。ウシ乳由来β－カゼイン（シグマ社（Ｓｉｇ
ｍａ）品番Ｃ６９０５、スイスプロットＰ０２６６６）を１８ＭΩ水に溶解してストック
溶液とした。このストックを次いで、１－Ｄゲル電気泳動用のタンパク質を調製するのに
用いた。このように、Ｌａｅｍｍｌｉ緩衝液（バイオラッド社（Ｂｉｏ－ｒａｄ）品番１
６１－０７３７）を取扱説明書に従って調製し、およびタンパク質ストックを使用前に希
釈するのに用いた。ゲル電気泳動はトリスＨＣｌ緩衝液中プレキャスト４～１５％ＳＤＳ
ＰＡＧＥゲル（バイオラッド社（Ｂｉｏ－ｒａｄ）製品番号１６１－１１７６）を用いて
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１１０Ｖ定電圧で実施した。泳動の完了時に、ゲルを水でよく洗浄してＳＤＳの大部分を
除去した。ゲルを次いで１０％ＭｅＯＨ、７％ＡｃＯＨ溶液に２０分間入れて固定した。
ゲルを次いでサイプロ・ルビー（Ｓｙｐｒｏ　Ｒｕｂｙ）（バイオラッド社１７０－３１
２５番）を用いて一夜染色し、および後で１０％ＭｅＯＨ、７％ＡｃＯＨを用いて脱色し
た。バンドを暗室内でトランスイルミネーターを用いて目視し、および各切片を除去後に
エタノールで清拭した剃刀を用いてゲルから切り出した。ゲル内トリプシン消化は公知の
手順（Ｒａｐｉｄ　Ｃｏｍｍ．ｉｎ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃ．２００１，７５，１４１６－
１４２１）にしたがって実施したが、しかし、ゲル切片はＴＦＡ混合物で最後に抽出せず
、およびスピードバック（Ｓｐｅｅｄｖａｃ）エバポレーターをゲルまたはゲル抽出物を
乾燥するのに使用しなかった。このように、ゲル内消化（２０μＬ／切片）からの上清を
、さらに精製または濃縮無しで使用した。消化試料ストックの終濃度は約２５ｆｍｏｌ／
μＬであり、およびさらに希釈無しで使用した。
【０２９４】
　Ｆｅ（ＩＩＩ）－ＮＴＡ表面は、１Ｍ尿素を含む１００ｍＭ　ＡｃＯＨ含有０．１％Ｏ
ＢＧ１０μＬを用いたインキュベートまでは、前の手順に記載の通りに調製した。ここで
、ゲル内消化物上清５μＬを各ウェルに加え、ウェル当たり総容量１５μＬとなった。こ
れを表面上で２０分間インキュベートし、および手順の残りは前記の通りである。ゲル混
入物が表面に結合していた場合に予想されるような、溶液の集中の問題は無かった。
【０２９５】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析は、陽イオンモードで、アキシマ（Ａｘｉｍａ）ＣＦＲ（シマ
ヅ・バイオテク社（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）によるクレイトス・アナリティ
カル社（Ｋｒａｔｏｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ）、英国マンチェスター）で、パルスＮ２
レーザー（３３７ｎｍ）、遅延引き出し、および加速電圧２０ｋＶを用いて実施した。装
置はリフレクトロンモードで半自動化手順を用いて操作し、全般的に、２５～５０ラスタ
ー点／部位、２０～５０ショット／ラスター点を生じた。データは全ラスター点の平均と
して回収および保存した。
【０２９６】
　図２２に示す通り、主要ピーク（８８０ｍ／ｚのマトリクスクラスター以外）は、β－
カゼインの消化から予想される２種類のホスホペプチド（２０６４ｍ／ｚおよび３１２４
ｍ／ｚ）である。トリプシン自己消化ピークが存在しないのが判る。
【０２９７】
　別の使用例では、Ｆｅ（ＩＩＩ）負荷Ｘ３　ＩＭＡＣ表面が、バックグラウンドトリプ
シン消化物からホスホペプチドを取り出すのに用いられる。１００ｆｍｏｌのホスホリラ
ーゼｂ消化物（ウォーターズ社（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ．）品番１８６００２３２６、
スイスプロットＰ００４８９）および５ｆｍｏｌのβ－カゼイン消化物の混合物を、Ｘ３
　ＩＭＡＣ表面へ、前記の通りの変更しない手順を用いて加えた。ホスホリラーゼｂはリ
ン酸化アミノ酸を含まず、およびここでは試料混入物として作用する。図２３に見られる
通り、混合タンパク質消化物試料溶液をＴ３表面上に置いた場合、バックグラウンドノイ
ズは十分高かったため、スペクトル中でホスホペプチドのピークを特定するのは困難であ
る。Ｔ３表面は、ホスホペプチドを捕捉および望ましくない種からホスホペプチドを単離
する結合表面を有しない。しかし、混合タンパク質消化物試料溶液がＸ３　ＩＭＡＣ表面
上で処理された際、シグナル対ノイズ比は有意に改善した。図２４に示す通り、Ｘ３　Ｉ
ＭＡＣ表面はホスホペプチド（２０６４ｍ／ｚおよび３１２４ｍ／ｚ）の強い結合を示し
、それらはＴ３上に捕捉されたスペクトルには見られない（図２３）。
【０２９８】
　Ｆｅ（ＩＩＩ）負荷された試料提示器具を、低レベルのホスホチロシンを含む化合物を
検出する器具能力を検証するため、次いでさまざまな濃度のリン酸化チロシンペプチドに
対して試験した。さまざまな量のリン酸化チロシンペプチド、ｐｐ６０Ｃ－ＳＲＣカルボ
キシ末端リン酸調節ペプチド（バケム社（Ｂａｃｈｅｍ）、Ｈ－３２５８）を、Ｆｅ（Ｉ
ＩＩ）負荷されたＸ３　ＩＭＡＣへ、前に記載された手順に従って負荷した。図２５に示
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す通り、アキシマ（Ａｘｉｍａ）ＣＦＲを用いて良好な感度が達成された。
実施例ＸＸＶＩＩ
ＮＴＡ表面へのＮｉ（ＩＩ）負荷およびその後の試料添加
【０２９９】
　この例では、金属キレート化は０．１％　ＯＢＧ中で起こった。金属は、０．１％ＯＢ
Ｇ含有１０　ｍＭ　ＮｉＳＯ４・６Ｈ２Ｏ（シグマ社（Ｓｉｇｍａ）２２７６７６）溶液
１０μＬを加えおよび１０分間静置してインキュベートすることによって負荷される。１
０分間の金属負荷後、表面を０．１％ＯＢＧ１０μＬで１回、および次いで、０．１％Ｏ
ＢＧ含有１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジンエタン
スルホン酸；シグマ社（Ｓｉｇｍａ）Ｈ－４０３４）ｐＨ７．４、１５０　ｍＭ　ＮａＣ
ｌ（カルビオケム社（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）５６７４４１）１０μＬで２回洗浄した。
試料を次いで同じ溶液中で５μＬ加え、および２０分間静置してインキュベートした。表
面を続いて試料緩衝液１０μＬで３回、および次いで水１０μＬで２回洗浄した。表面を
次いで風乾した。試料を次いでＮｉ（ＩＩ）－ＮＴＡ表面から前溶出し、および１：１Ａ
ＣＮ：０．１％リン酸溶液２μＬを各ウェルへ加えることによって中心へ乾燥させる。こ
れらの酸性条件は、Ｈｉｓタグ化タンパク質をＩＭＡＣ表面から溶液中へ放出させ、溶液
を次いで中心へ濃縮させる。一旦ウェルが乾燥したら、マトリクス２μＬを各ウェルに加
える。マトリクス処方は０．５ｍｇ／ｍＬＤＨＢ含有９０：１０　ＡＣＮ：５ｍＭ　クエ
ン酸アンモニウムである。本処方は、ウェル全体にわたり結晶の均一なパッドを生じる。
【０３００】
　ウシ赤血球由来ユビキチン（シグマ社（Ｓｉｇｍａ）Ｕ－６２５３）およびユビキチン
、Ｈｉｓタグ組み換え（カルビオケム社（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）６６２０６０）を１８
ＭΩ水に溶解し、および２０ｆｍｏｌ／μＬへ上記のＨＥＰＥＳ緩衝液で希釈した。上記
の手順の下で、１００ｆｍｏｌのユビキチンおよびＨｉｓタグ組み換え変異体をチップに
負荷した。ユビキチン（ｍ／ｚ－８５００）の結合は無く、およびＨｉｓタグ組み換えユ
ビキチン（ｍ／ｚ－９５００、図２６）について強いシグナルが見えた。
追加的な提示器具構成の実施例
【０３０１】
　上記の通り、本明細書に記載の発明は、液体を表面の周囲に移動させるさまざまなパタ
ーン、形状または構成に適用してもよい。加えて、一つ以上の表面を分析物および／また
は望まれない種を捕捉するよう構成してもよい。
【０３０２】
　先に記載された一変形は、中心領域への液体の移動を円滑にし、および結果として分析
物を運搬する液体を濃縮する。一設計において図１ａに示すように、試料提示器具は境界
ゾーンが結合した二個の同心円を含む。
【０３０３】
　試料提示器具は、分析または処理のために中心領域へと液体を移動する三個またはそれ
以上の同心円から構成されてもよい。たとえば図２７ａに図示するように、試料提示器具
は、三個の同心円を含んでもよい。各領域は湿潤性値を有し、および、隣接する領域の湿
潤性は異なる。同心リングは、中心円１０２の表面の接触角（ＣＡ１）が内側の同心リン
グ１０４の表面の接触角（ＣＡ２）より小さく、ＣＡ１は外側の同心リング１０６の接触
角（ＣＡ３）より小さく、およびＣＡ３は境界ゾーン１０８の接触角（ＣＡ４）より小さ
い（すなわちＣＡｌ＜ＣＡ２＜ＣＡ３＜ＣＡ４）。
【０３０４】
　加えて、表面領域１０２、１０４、１０６の一つ以上は、結合領域として役立つために
修飾してもよい。さまざまな結合領域は、目的の分析物、望まれない種またはそれらの組
み合わせを捕捉するために構成されてもよい。たとえば、第一の領域は分析物Ａを捕捉す
るよう構成されてもよく、第二の領域は分析物Ｂを捕捉するよう構成されてもよく、一方
、第三の領域は分析ゾーンとして構成されてもよい。別の例では、第一の領域は望まれな
い種Ｃを捕捉するために構成され、第二の領域は望まれない種Ｄを捕捉するために構成さ
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れ、一方、第三の領域は分析ゾーンとして構成される。さらに別の例では、第一の領域は
分析物を捕捉するよう構成され、一方、第二の領域は望まれない種を捕捉するよう構成さ
れ、一方、第三の領域は分析ゾーンとして構成される。特定の用途のために、実質的に非
結合性の表面を有する分析ゾーンを構成することが望ましいこともありうる。しかし、他
の用途で、分析ゾーンは、結合表面で構成してもよい。
【０３０５】
　一実施例の用途において、第一の領域は第一の抗原を捕捉する第一の抗体表面で構成さ
れ、その一方で、第二の領域は第二の抗原を捕捉する第二の抗体表面で構成される。第一
および第二の抗原の両方を含む試料液体は、試料提示器具上に導かれる。抗原の抗体表面
との結合を可能にするインキュベーション期間の後、試料提示器具を洗浄していかなる残
留する試料液体も除去する。次いで第一の抗原は、第一の抗体表面から放出され、および
分析ゾーン上に濃縮することができる。次いでさらなる処理および／または測定を、第一
の抗原に実施することができる。第一の抗原が分析された後、オペレータは第一の抗原を
洗い落とし、および第二の抗原を処理し続けることができる。第二の抗原は、第二の抗体
表面から放出され、および分析ゾーン上に濃縮することができる。次いで化学処理および
／または測定を第二の抗原に実施することができる。
【０３０６】
　本明細書中において開示された試料提示器具は、上で述べた同心の表面領域に限定され
ない。本発明のさまざまな機能を説明するための例として、同心の設計が提供されている
。試料提示器具がさまざまな非円形パターン／形状で構成できることも意図されている。
【０３０７】
　一変形は、図２１ｂに示され、「滴下ゾーン」１１２は、図１ａに示されるものと同様
の同心円設計１１４に加えられている。この構成において、滴下ゾーン１１２は、試料提
示器具１１６に送られる液体を受容する目的のために提供されている。好ましくは、滴下
ゾーン１１２は、境界線域１１８の接触角より小さくおよび液体保持ゾーン１２０の接触
角より大きい接触角を有する。滴下ゾーン１１２に送られる液滴は、液体保持ゾーン１２
０の方に向かって進むことができ、結局分析ゾーン１２２に濃縮する。液体保持ゾーンは
、捕捉ゾーンとして役立つために修飾されてもよい。別の変形では、滴下ゾーンは、複数
の液体保持ゾーンおよびそれらに対応する分析ゾーンに試料液体を供給するように構成さ
れる。
【０３０８】
　別の変形では、試料提示器具１３２は液体の複数の液滴を異なる位置で受けた二つ以上
の滴下ゾーン１３４、１３６、１３８、１４０により構成され、次いで、試料提示器具１
３２の表面上へ放出された後分析ゾーンへと流れるよう導かれる。４つの滴下ゾーン構成
を示す例が図２７ｃに示される。試料提示器具上に送られたさまざまな液滴は、同一の化
学組成または異なる組成を有してもよい。さらに、試料提示器具上の一つ以上のゾーンは
、結合表面で構成してもよい。たとえば、液体保持ゾーン１４１は、目的の分析物を捕捉
するよう修飾してもよい。
【０３０９】
　図２７ｃに示される器具は、複数の液体を単一の領域に導入するために特に有用であり
うる。たとえば、器具は、反応物質または触媒を滴下ゾーンに次々と導入することによっ
て、一連の化学反応を実施するために用いてもよい。高処理量の用途において、各反応物
質は、それぞれの分析ゾーンに専用の滴下ゾーンの上に反応物質を送ることによって、同
じピペットで導入してもよい。たとえば、試料提示チップは９６個の分析ゾーンを有して
もよく、各分析ゾーンは液体保持ゾーンに囲まれており、および各液体保持ゾーンは各分
析ゾーンに特異的な４個の専用の滴下ゾーンに接続してもよい。９６個の異なる鉛化合物
を、それ自身の分析ゾーンの９６個の鉛化合物それぞれを試料提示器具上の自己の分析ゾ
ーンに配置することによって、このチップ上で同時に試験を行うことができる。４個の異
なる反応物質を、一度に一個または二個導入してもよい。４つの反応物質のそれぞれが、
各分析領域ごとに専用の滴下ゾーンを介して９６個の分析ゾーンに導入してもよいため、
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送出ピペットによる交差汚染を回避できる。さらに、ひとたび反応が完了されると、最終
産物の分析は分析中に直接行うことができる（たとえば、質量分析、など）。
【０３１０】
　さらに別の変形では、図２７ｃに示す試料提示器具は、試料提示器具の一領域から他の
へと液体を輸送する接触角勾配または移行ステップを有する液体輸送領域より構成される
。たとえば、表面は、対応する接触角ＣＡ２１、ＣＡ２２、ＣＡ２３、ＣＡ２４、ＣＡ２
５およびＣＡ２６を備える６つの領域（すなわち領域１から６）１４２、１４４、１４６
、１４８、１５０、１５２を含んでもよい。領域は、ＣＡ２１＜ＣＡ２２＜ＣＡ２３＜Ｃ
Ａ２４＜ＣＡ２５＜ＣＡ２６となるよう構成してもよい。好ましくは、接触領域のそれぞ
れは、ＳＡＭで構成される。
【０３１１】
　別の実施例では、図２７ｅの試料提示器具は、滴下ゾーン１６２、液体輸送領域１６３
、液体保持ゾーン１６４、および分析ゾーン１６６から構成される。この特定の例におい
て、液体輸送領域は、湿潤性が異なる３つの領域１７０、１７２、１７４のみを含むが、
当業者は、液体輸送領域が４つまたはそれ以上の湿潤性の異なる領域を含んでもよいこと
を理解する。たとえば液体輸送領域は、液体輸送領域の表面に対する液体接触角の連続的
な変化があるよう、一端から他端までの連続的な表面張力勾配で構成されてもよい。これ
らの連続勾配または多段階で変化する勾配は、さまざまな目的のために、平坦な表面上で
液体試薬を移動するのに用いてもよい。たとえば、化学反応が起こりうるよう二つ以上の
試薬をチップ上の２つの異なる位置から単一の位置へとしてもよい。別の変形では、さま
ざまな化学物質または流体を表面張力勾配を用いて分離またはろ過してもよい。たとえば
、一つ以上の液体輸送領域は、目的の分析物および／または望まれない種を捕捉するため
の結合表面で構成してもよい。一変形では、液体輸送領域は、異なる抗原を捕捉するため
の抗体表面のさまざまな断面で構成される。次いで試料提示器具は、滴下ゾーン１６２の
上に付けた試料液体から望まれない抗原をろ過するのに利用してもよい。別の変形では液
体輸送領域１６３は、一つ以上のクロマトグラフィー表面／ゾーン（たとえばイオン交換
面、逆相面、など）で適応されている。
【０３１２】
　一変形では、試料提示器具は、それぞれが特定の目的（たとえば、試料の負荷、試料の
精製／捕捉、液体保持、次いで分析ゾーンへの濃縮およびその後の分析、など）のあるサ
イズの異なる複数の複数並列を含む。一つの例は図２８ａに示すように、８×１２列の処
理部位３２２、３２４、３２６、３２８、３３０、３３２を含む（９６個の処理部位のう
ち一部のみを図２８ａに示す）。図２８ｂは、図２８ａの試料提示器具３００からの個別
の処理部位３２２を示す。試料負荷ゾーン３０２は、試料の処理のための機能的な化学的
性質を含んでもまたは含まなくてもよい。一つのゾーンから別のゾーンへの液体試料の移
動の機序はさまざまでありえる。試料負荷ゾーン３０２に負荷される試料は、（たとえば
、ピペッティングなどによって）機械的に移動しておよび次のゾーンに入れてもよい。上
記の試料提示器具において説明されたさまざまなゾーン３０２、３０４、３０６、３０８
は、接続ゾーン３４２、３４４、３４６によって接続されてもよく、およびその湿潤性は
一個のゾーンから他のゾーンへの液流を可能にしてもよい。一変形では、異なるゾーン３
０２、３０４、３０６、３０８、３１０、３４２、３４４、３４６はそれぞれ、一個のゾ
ーンから他のゾーンへの液流を促進するために、異なる表面張力で構成される。たとえば
各処理部位３３２は、負荷ゾーン３０２から分析ゾーン３１０への液流を促進するために
、表面張力勾配で構成してもよい。別の変形では、接続ゾーン３４２、３４４、３４６の
それぞれの湿潤性が、化学的または物理的な刺激（たとえば、紫外線）に反応して変化し
てもよく、その結果、試料負荷ゾーンに付けられた試料が次のゾーン３０４（たとえば、
イオン交換ゾーン）へと、二つのゾーン間のゾーン３４２の紫外線への曝露の結果湿潤性
およびその後の液流が変更する場合に、移動する。次いで類似の工程を用いて、イオン交
換ゾーン３０４からの試料を逆相ゾーン３０６に、および究極的には液体保持ゾーン３０
８に輸送してもよい。この時点で処理される試料は、分析ゾーン３１０に濃縮することが
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できるであろう。代替的には試料は、溶媒の添加によってゾーンからゾーンまで移動して
もよいが、結果として次のゾーンで「オーバフロー」が生じるであろう。この工程は、精
製された試料が液体保持ゾーン３０８に存在するまで繰り返してもよい。この場合も、（
異なる湿潤性および／または分析物結合特性を有する）非常に多数の表面およびその構成
があるため、（一つ以上の分析物に対して）広大な範囲の精製、濃縮、隔離および修飾能
力を有する試料提示器具を作製できる。
【０３１３】
　イオン交換は、タンパク質、ポリペプチド、核酸、ポリヌクレオチドおよび他の帯電生
体分子の分離および精製のために最も頻繁に用いられるクロマトグラフィー技術の一つで
ある（『適切な時間の適切なステップ』（Ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ　ｓｔｅｐ　ａｔ　ｔｈｅ
　ｒｉｇｈｔ　ｔｉｍｅ）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，４，９５４－９５８（１９８
６），ボネジェラ（Ｂｏｎｎｅｒｊｅｒａ），Ｊ．，オウ（Ｏｈ），Ｓ．，ホアル（Ｈｏ
ａｒｅ），Ｍ．，ダンヒル（Ｄｕｎｈｉｌｌ），Ｐ．）。したがって、さまざまな化学分
析および／または合成用途のために、試料提示器具上の機能ゾーンにイオン交換能力を提
供することが有利かもしれない。イオン交換工程は、分析ゾーン内での試料液体の分析前
に発生する唯一の活性化された化学工程として、試料提示器具上で実施してもよい。別の
変形では、イオン交換は、試料提示器具上で発生する一連の二つ以上の化学処理段階内の
一つの処理段階として実施してもよい。イオン交換能力は、一つ以上の捕捉ゾーンを有す
る試料提示器具上でも実施することができる。
【０３１４】
　イオン交換クロマトグラフィーの分離は、電荷が逆の固定されたイオン交換基への帯電
溶質分子の可逆吸着に依存する。これらのイオン交換基は陽イオンまたは陰イオンでもよ
く、および、「弱い」または「強い」としばしば分類される。したがって、試料提示器具
上のイオン交換ゾーンは、強い陽イオン官能基（たとえば、スルホネート基）、弱い陽イ
オン基（たとえば、カルボン酸塩基）、強い陰イオン基（たとえば、第４級アミン）また
は弱い陰イオン基（たとえば、第３級アミン）を含むよう構成してもよい。表面の官能基
は、これらの官能基を含むさまざまなＳＡＭの集合を介して制御してもよい。表面の湿潤
性は、たとえば、集合工程で実施される１°、２°、３°または４°の使用によって制御
してもよい。
【０３１５】
　上記の例に示すように、逆相クロマトグラフィーは、試料提示器具上の機能ゾーン内で
実施しうる別の化学的な工程である。タンパク質、ペプチドおよび核酸といったある程度
の疎水性を有する分子は、優れた回収性および分解能を備えた逆相クロマトグラフィーに
よって分離してもよい。加えて、移動相中のイオン対修飾子の使用によって、完全に脱保
護されたオリゴヌクレオチドおよび親水性ペプチドといった帯電溶質の逆相クロマトグラ
フィーを可能にしうる。一変形では、逆相ゾーンはｎ－アルキル炭化水素または芳香基を
含み、これによって疎水性相互反応を介して相互に反応できる。表面官能基は、これら官
能基を含むさまざまなＳＡＭの集合を介して制御してもよい。表面の湿潤性は、たとえば
集合工程で実施される１°、２°、３°または４°の使用によって制御してもよい。この
開示を利用する当業者は、分析ゾーン中の試料液体の分析前に発生する唯一の活性化され
た化学工程として、または、試料提示器具に発生する一連の工程の一つとして、逆相を試
料提示器具上で実施してもよいことを理解する。逆相能力は、一つ以上の捕捉ゾーンを有
する試料提示器具上でも実施してもよい。
【０３１６】
　イオン交換ゾーンおよび逆相ゾーンは、試料提示器具上で実施できる潜在的な官能的な
領域／ゾーンの例として、本明細書中において用いられる。この開示を利用する技術の当
業者は、機能ゾーン内のＳＡＭ表面上の表面化学を修飾することによって、さまざまな他
の化学工程を官能基領域中に実施できることを理解する。
【０３１７】
　加えて、これら試料提示器具は、ＳＢＳ（Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃ
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ｕｌａｒ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）の形式にしたがって調製してもよい。したがって、たと
えば、部位は８×１２配列で９ｍｍの間隔で配置し、使用のために９６個の部位を与えて
もよい。図２８ａに示す図において、間隔を提供するために各部位は分析ゾーンの直角位
置に対して４５°の角度で作製される。３８４ヶ所または１５３６ヶ所の配列と互換性を
持つバージョンも、同様に作成できるであろう。この開示を利用する技術の当業者は、試
料提示器具が試料処理部位のさまざまな配列構造で構成してもよいことを理解する。
【０３１８】
　一つ以上の機能ゾーン（たとえば、イオン交換ゾーン、逆相ゾーン、捕捉ゾーン、など
）を有する試料提示器具は、さまざまな生物学的、生化学的および／または、化学的試料
を処理するのに用いられる。たとえば、その後のタンパク質／ペプチド分析に干渉しうる
さまざまな種を含む生物学的粗試料（たとえば血清、プラズマ、など）を、試料提示器具
で処理してもよい。特に、試料の「浄化」は、最近粗試料に由来する不必要な、干渉する
材料を除去することを目的とした最近の研究の主要領域となった。現在の方法論の多くは
、それぞれがクロマトグラフィーを制御する計測器および粗試料を処理するカラムを必要
とする一連の表面外クロマトグラフィー段階を伴う。粗試料を加工する一つ以上の機能ゾ
ーンを有する試料提示器具によって、オペレータが表面上でクロマトグラフィー処理を実
施することができ、および追加的な計測具およびツールの必要性を回避する。
追加的な提示器具の実施
【０３１９】
　別の変形では、提示装置は、捕捉ゾーンおよび分析ゾーンを有する表面を含む。捕捉ゾ
ーンおよび分析ゾーンを囲む随意的な境界ゾーンも設けてもよい。捕捉ゾーンは抗原を捕
捉するよう活性化されることができるよう構成されている。たとえば、捕捉ゾーンは、化
学物質または生化学物質（たとえばヌクレオチド、ペプチド、タンパク質、など）を表面
上へ共有結合することによって活性化してもよい。次いで活性化された表面は、試料溶液
（たとえば生物流体、など）中の分析物との非共有結合性相互反応によって、分析物を捕
捉するために利用してもよい。ひとたび目的の分析物が捕捉ゾーンに結合すると、試料流
体中の残りの種を提示装置の表面から除去してもよい（たとえば、試料提示器具の表面の
洗浄）。
【０３２０】
　ひとたび残りの種が除去されると、目的の分析物は捕捉ゾーンから放出されてもよく、
および次いで測定のための分析ゾーンへと移動してもよい。一つの方法において、このよ
うに、分析物を活性化された表面に結合している非共有結合は、化学的（たとえば化学薬
品の導入、など）または物理的（たとえば紫外線照射、など）方法によって、崩壊し、お
よび活性化された表面から分析物の放出を強制する。次いで放出された分析物は、分析ゾ
ーンへ移動するように導かれてもよい。たとえば、放出された分析物は、捕捉ゾーンおよ
び分析ゾーンとの間で異なる表面張力に起因して、分析ゾーンへと移動してもよい。一設
計変形では、分析物が分析ゾーン上へと濃縮するよう、捕捉ゾーンは分析ゾーンより大き
い表面積を有する。ひとたび分析物が分析ゾーンに存在すると、次いでさまざまな化学分
析技術は分析物を検出／測定するよう実施してもよい。一変形では、分析ゾーンは、実質
的に非結合性の表面を含む。別の変形では、分析ゾーンは、分析のための分析物を捕捉す
るための結合表面を含む。別の設計変形では、捕捉ゾーンからの分析物の放出の前に分析
物が捕捉ゾーンにおいて捕捉された後、分析ゾーンの結合特性を活性化してもよい。
【０３２１】
　別の変形では、分析物は、捕捉ゾーンを含む基内で共有結合を切断することによって、
捕捉ゾーンから放出される。次いで表面官能基の切断された端部に付いた放出された分析
物は、分析またはさらなる処理のために分析ゾーンに輸送してもよい。
【０３２２】
　この開示を利用する技術の当業者は、捕捉ゾーンの活性化および捕捉ゾーン内の捕捉は
、上記に述べられる共有結合および非共有結合に限定されないことを理解する。試料提示
器具の変形は、単独でまたは共有／非共有結合と組み合わせて、イオンおよび他の化学結
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合特性を利用して、捕捉ゾーン内の捕捉ゾーンおよび捕捉光源を活性化するために実施さ
れうる。
【０３２３】
　別の用途では、本試料提示器具は、カスタマイズ可能な器具として第三者に送られおよ
び／または販売される。カスタマイズ可能な器具は、第三者が分析のための特異的な分析
物を捕捉するために捕捉ゾーンを選択的に修飾できるよう、修飾可能な捕捉ゾーンで構成
される。一変形では、試料提示器具上の捕捉ゾーンは、抗体と共有結合で結合できる表面
で適合している。たとえば、捕捉ゾーンは、ＮＨＳエステル基を含むＳＡＭ面で適合して
もよい。第三者は、試料提示器具を修飾するエンド・ユーザーでもよく、および、次いで
その後、目的の特定の分析物を分析および／または処理するために、カスタマイズされた
試料提示器具を利用してもよい。別の用途では、第三者は、特定の種類の分析物を捕捉す
るために試料提示器具をカスタマイズし、および次いで、カスタマイズされた試料提示器
具をエンド・ユーザーでもありうる他の関係者に提供および／または販売してもよい。別
の例では、捕捉ゾーンは、ＮＴＡリガンドを含むＳＡＭ面で適合される。次いで第三者は
、既製のＮＴＡ試料提示器具を利用して、異なる生化学物質を捕捉するために異なる金属
イオンを有する試料提示器具を生産してもよい。
【０３２４】
　さらに別の変形では、カスタマイズ可能な試料提示器具が、他の化学物質／溶液ととも
にキットとして使用者に提供され、これによって使用者は目的の抗原を捕捉するための特
定の化学物質／生化学物質で、捕捉ゾーンを活性化することができる。一変形ではキット
は、抗体を固定するために活性化することができる捕捉ゾーンおよび抗体を活性化および
固定するために利用できる化学溶液を有する試料提示器具を含む。たとえばキットは、（
１）チップ；（２）試薬；（３）緩衝液；（４）キャリブラントおよび（５）ツールを含
んでもよい。別の変形では、キットは、リンペプチドを捕捉するために活性化できる捕捉
ゾーンを有する試料提示器具を含む。たとえばキットは、（１）チップ；（２）試薬；（
３）緩衝液；（４）キャリブラント；および（５）ツールを含んでもよい。適当な化学物
質／生化学物質（たとえばヌクレオチド、ペプチド、タンパク質、モノクローナル抗体、
鉄イオン、など）を捕捉ゾーン上に共役結合、負荷および／または固定することによって
活性化させる方法についての指示も、キット内に提供してもよい。別の変形では、捕捉ゾ
ーンに共役結合、負荷、固定および／または他の方法で取り付けられる活性化剤の一つ以
上をキットの範囲内に設けてもよい。たとえば、キットは３種類のモノクローナル抗体を
備えてもよく、このため、使用者は対応する抗原のうちの一つを捕捉するためにチップを
カスタマイズすることができる。
さまざまな検出／測定機構を利用する使用例
【０３２５】
　上述のとおり、試料提示器具は、さまざまな検出および測定装置で、さまざまな化学、
生化学および／または、生物学的試料の検出および測定のために実施することができる。
試料提示器具を用いて、さらなる処理のために、および／または追加的な化学反応を起こ
すために、化学、生化学および／または生物学的粒子をろ過および／または濃縮してもよ
い。
【０３２６】
　一変形では試料提示器具４０２は、反映された光子の検出に基づく測定（たとえば、光
学分光学、蛍光検出、など）に基づくシステムとともに利用される。図２９に示すように
システムは、光エミッタ４０４（たとえば、紫外線、可視光または赤外線光源、など）お
よび光検出器４０８（たとえば光学センサ、など）で構成してもよい。
【０３２７】
　別の変形では、提示装置は、試料提示器具４０２上の分析物をイオン化し、およびイオ
ン化された粒子を検出器４１６へと導くシステムとともに利用される。たとえばシステム
は、図３０に示す質量分析計でもよい。ミラー４１２によって導かれるレーザー４１０は
、試料提示器具４０２の表面上の分析物を励起するために利用してもよく、および、イオ
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ン化された粒子は加速電極４１４を介して検出器４１６に向かって加速される。
【０３２８】
　さらに別の変形では試料提示器具は、光子が試料提示器具自体を通過できるよう構成し
てもよい。たとえば試料提示装置４０２の基材は、上部に金の薄層をスパッタリングした
ガラス系の層、および金の上に付着したＳＡＭ層を含む。金の薄層は、光子の伝送を可能
にする。一つの特定の用途において、試料提示器具４０２は、提示装置４０２の分析ゾー
ン４２０を介して光を透過する光学エミッタ４１８（たとえば赤外線光源、など）で利用
される。図３１に示すように、光学式検出器４２２（たとえば赤外線光線検出器、など）
は、提示装置４０２を通過する光の量および分析ゾーン４２０における分析物位置（たと
えば、赤外線吸収スペクトルの測定）を測定するために、提示装置４０２の反対側に置か
れる。この開示を利用する技術の当業者は、他の検出および／または測定装置も、本明細
書中に記載の試料提示器具で実施できることを理解する。
【０３２９】
　ここまで本発明を記載し、および本発明の具体的な例を描写してきた。本発明は特定の
変形および具体的な図において記載してきた一方、当業者は本発明が記載された変形また
は図に限定されないことを認識する。特に、分析ゾーン、液体保持ゾーンおよび境界ゾー
ンの物理的配列は、上記の例に限定されない。加えて、上述した方法および段階が所定の
順序で発生している所定のイベントを示す場合、当業者は所定の段階の順序は修飾しても
よく、および、こういった修飾が本発明の変形に従うと認識している。加えて、所定の段
階は、可能な場合並行した工程と同時に実施してもよく、および上記の通り順次実施して
もよい。したがって、請求項にみとめられる本発明の開示または等価物の精神の範囲内に
ある発明の変形の範囲内で本発明の変形が存在するかぎり、本特許がそれら変形も同様に
包含することが意図されている。最後に、本明細書中において引用されたすべての刊行物
および特許出願はすべて、あたかも個々の刊行物または特許出願が特別におよび個別に示
されたかのように、参照によって全文に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０３３０】
【図１】図１ａは本発明の試料提示器具を表し、中央分析ゾーンと周辺の液体保持ゾーン
とは互いについて同心であり、液体保持ゾーンは境界ゾーンに囲まれている。図１ｂは、
図１ａに表される試料提示器具の断面図を示す。
【図２】図２は、本発明の試料提示器具の表面を表し、表面がさらに１６対の分析ゾーン
および液体保持ゾーンから成り、分析ゾーンおよび液体保持ゾーンとは互いについて同心
であり、および対の分析ゾーンおよび液体保持ゾーンは共通の境界ゾーンに囲まれている
。この場合、試料提示器具は、標準９６ウェルプレートに対応する図形に組織されている
。
【図３】図３は、本発明の試料提示器具の表面を表し、分析ゾーンおよび液体保持ゾーン
の一部が互いに隣接しており、互いに連続していない分析および液体保持ゾーンの部分は
共通の境界ゾーンに囲まれており、および分析ゾーンの表面積は液体保持ゾーンの表面よ
りも小さい。
【図４】図４ａは、本発明の試料提示器具の表面を表し、分析ゾーンの形状は質量スペク
トルデータの自動取り込みを促進するよう設計されてきた。図４ｂは分析ゾーンの拡大図
を示し、約１００μｍ２を測定し、および質量分析中にレーザーによってサンプリングさ
れうる個々の領域に対応する３６の領域を示す。
【図５】図５は本発明の試料提示器具の表面を表し、表面がさらに９６対の分析ゾーンお
よび液体保持ゾーンから成り、分析ゾーンおよび液体保持ゾーンは互いについて同心であ
り、および対の分析ゾーンおよび液体保持ゾーンは共通の境界ゾーンに囲まれている。こ
の場合、試料提示器具は標準的な９６ウェルプレートに対応する図形に組織されている。
液体保持ゾーンは、液体保持能力を最大化しおよび隣接するゾーン間の距離を最小化する
ように延長される。蛇行パターンが試料提示器具の最初の二行に重ねられ、自動化画分回
収中のクロマトグラフィー溶出液の液流の付着によって描かれる経路を示す。
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【図６－１】図６ａから６ｈは、金表面上のアルキルチオールが表面修飾に用いられおよ
び紫外光パターン化が表面パターン化に利用される場合に、本発明の試料提示器具の製造
に含まれる段階を図解する。
【図６－２】図６ａから６ｈは、金表面上のアルキルチオールが表面修飾に用いられおよ
び紫外光パターン化が表面パターン化に利用される場合に、本発明の試料提示器具の製造
に含まれる段階を図解する。
【図７－１】図７ａから７ｌは、金表面上のアルキルチオールが表面修飾に用いられおよ
びフォトリソグラフィーが表面パターン化に利用される場合に、本発明の試料提示器具の
製造に含まれる段階を図解する。
【図７－２】図７ａから７ｌは、金表面上のアルキルチオールが表面修飾に用いられおよ
びフォトリソグラフィーが表面パターン化に利用される場合に、本発明の試料提示器具の
製造に含まれる段階を図解する。
【図８－１】図８ａから８ｌは、ケイ素表面上のアルキルシランが表面修飾に用いられお
よびフォトリソグラフィーが表面パターン化に利用される場合に、本発明の試料提示器具
の製造に含まれる段階を図解する。
【図８－２】図８ａから８ｌは、ケイ素表面上のアルキルシランが表面修飾に用いられお
よびフォトリソグラフィーが表面パターン化に利用される場合に、本発明の試料提示器具
の製造に含まれる段階を図解する。
【図９】図９ａから９ｆは、本発明の試料提示器具の表面上に付着した大量の水性試料が
分析ゾーンに対応する領域内で乾燥する工程中におけるさまざまな段階を図解する。
【図１０】図１０ａから１０ｄは、液体保持ゾーンを持ちおよび分析ゾーンを持たない試
料提示器具に伴う表面および液滴の乾燥特性を示す。図１０ｅ　から１０ｈは、分析ゾー
ンを持ちおよび液体保持ゾーンを持たない試料提示器具に伴う表面および液滴の乾燥特性
を示す。
【図１１－１】図１１ａから１１ｈは、本発明の試料提示器具の表面上の液滴の乾燥中に
ビデオ接触角器具に記録された画像を示し、分析ゾーンは直径０．６ｍｍでありおよび液
体保持ゾーンは直径１．５ｍｍである。
【図１１－２】図１１ａから１１ｈは、本発明の試料提示器具の表面上の液滴の乾燥中に
ビデオ接触角器具に記録された画像を示し、分析ゾーンは直径０．６ｍｍでありおよび液
体保持ゾーンは直径１．５ｍｍである。
【図１２】図１２は、図１１ａから１１ｈに表される画像に関連する接触角、滴幅および
滴高さを要約するグラフである。
【図１３】図１３は、液体容量５μＬないし７０μＬが付着した本発明の試料提示器具を
図解する。
【図１４】図１４ａは、５μＬないし４０μＬの液滴を付着させた直後に撮られた、本発
明の試料提示器具を図解する。液滴のそれぞれは等量のアルファ－シアノ－４－ヒドロキ
シ桂皮酸（ＨＣＣＡ）を含んだ。図１４ｂは、図１４ａに表される試料提示器具上での試
料乾燥のために濃縮されおよび分析ゾーンへ導かれているＨＣＣＡを図解する。同心ゾー
ンの見本が乾燥したＨＣＣＡの上に重ねられている。
【図１５】図１５は、分析物試料提示器具を利用する分析のために目的の分析物を抽出す
るための処理の変法を図解する。
【図１６】図１６ａは、試料提示器具の捕捉ゾーンに結合している目的分析物を図解する
。随伴する質量分析スペクトルの図もまた示す。図１６ｂは、試料提示器具の分析領域へ
濃縮されている目的の分析物を図解する。随伴する質量分析スペクトルの図もまた示す。
【図１７】図１７ａは、捕捉チップで処理されている、１Ｍ　ＮａＣｌが混入している試
料からの質量分析スペクトルを図解する。図１７ｂは、捕捉チップで処理されている、１
Ｍ尿素が混入している試料からの質量分析スペクトルを図解する。図１７ｃは、捕捉チッ
プで処理されている、１Ｍトリスが混入している試料からの質量分析スペクトルを図解す
る。図１７ｄは、捕捉チップで処理されている、１ＭＮａＣｌが混入している試料からの
質量分析スペクトルを図解する。
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【図１８】図１８ａは、Ｘ３チップに直接加えられた試料の質量分析スペクトルを図解す
る。図１８ｂは、ジップチップ（Ｚｉｐｔｉｐ）ろ過後にＴ３チップに加えられた試料の
質量分析スペクトルを図解する。図１８ｃは、ステンレス鋼表面に直接加えられた試料の
質量分析スペクトルを図解する。
【図１９】図１９ａは、ＴＦＡ手順を用いてＸ３型表面から得られたスペクトルを図解す
る。図１９ｂは、ＭＯＰＳ手順を用いてＸ３型表面から得られたスペクトルを図解する。
図１９ｃは、Ｔ３型表面から得られた精製消化物のスペクトルを図解する。
【図２０】図２０は、ＮＨＳ－エステル基の存在を確認するＦＴＩＲスペクトルである。
【図２１】図２１は、さまざまな抗体（抗ＡＣＴＨ、Ｃ末端に対し抗ＡＣＴＨ、Ｎ末端に
対し非特異的マウスＩｇＧ）を用いた試料提示器具についての抗原検出結果を示す。二種
類の抗原（ＡＣＴＨ１８－３９（Ｃ末端）およびＡＣＴＨ１－３９（完全長）を、各抗体
表面についての２つの別々の試験に用いた。記号＋および－は、分析物が検出されたかど
うかを示す。濃縮（括弧内）は、対応する陽性／陰性結果を生じた実際の抗原溶液濃度で
ある。
【図２２】図２２は、実施例ＸＸＶＩで作製したＩＭＡＣ－ＦｅＸ３チップ上のβ－カゼ
インゲル内消化物１２５ｆｍｏｌについてのスペクトルを図解する。
【図２３】図２３は、Ｔ３チップ上に配置した１００ｆｍｏｌホスホリラーゼｂ溶液消化
物＋５ｆｍｏｌβ－カゼイン溶液消化物から得られたスペクトルを図解する。
【図２４】図２４は、実施例ＸＸＶＩで作製したＩＭＡＣ－ＦｅＸ３チップ上での処理後
の、１００ｆｍｏｌホスホリラーゼｂ溶液消化物＋５ｆｍｏｌβ－カゼイン溶液消化物か
ら得られたスペクトルを図解する。
【図２５】図２５は、ホスホチロシンを含むペプチドの、さまざまな濃度（５０ｆｍｏｌ
、５ｆｍｏｌ、および５００ａｍｏｌ）のペプチドを含む試料溶液中の、実施例ＸＸＶＩ
で作製したＩＭＡＣ－ＦｅＸ３チップを用いた検出を図解する。（＊はホスホチロシンペ
プチドのスペクトルピークの位置を示す）。
【図２６】図２６は、Ｈｉｓタグ化（ｍ／Ｚ－９５００）および非Ｈｉｓタグ化ユビキチ
ン（ｍ／Ｚ－８５００）の両方を含む混合物からの、その混合物が実施例ＸＸＶＩで作製
したＩＭＡＣ－ＮｉＸ３チップで処理された後のスペクトルを図解する。図２６に示す通
り、ユビキチンのＨｉｓタグ化体だけが見える。
【図２７】図２７ａは、３個の同心円を含む、試料提示器具の一変形を図解する。円の表
面は、中心領域へ向かう液体の動きを促進するように構成されている。図２７ｂは、試料
提示器具の別の変形を示し、「液滴ゾーン」は液体試料に供されるよう設けられている。
図２７ｃは、４個の統合された液滴ゾーンを備えた試料提示器具の別の変形を示す。図２
７ｄは、試料提示器具の表面を横切って液体を輸送する液体輸送領域を含む試料提示器具
の別の変形を示す。図２７ｅは、液滴ゾーン、液体輸送領域、液体保持ゾーンおよび分析
ゾーンを含む試料提示器具のさらに別の変形を示す。これら領域のうち一つまたは複数が
、試料提示器具によって処理される試料溶液中の分析物と結合または反応する化学的活性
表面を有してもよい。
【図２８】図２８ａは、試料提示器具の一変形上の処理部位のアレイの小区分を示す。図
２８ｂは、図２８ａに示すアレイからの個々の処理部位のうち一つを示す。
【図２９】図２９は、光エミッタおよび光検知器を活用して試料提示器具上に提供された
分析物を測定する一用途を示す。
【図３０】図３０は、試料提示器具上の分析物を検出／測定するシステムの別の変形を示
す。この変形では、試料提示器具上の分析物をイオン化しおよびイオン化した粒子を検出
器に導く器具を活用する。
【図３１】図３１は、試料提示器具上に提示された試料を分析するためにエネルギーが試
料提示器具を介して伝送される別の用途を示す。
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