
(57)【要約】

　本発明は、免疫学的方法を用いて多岐にわたるアナラ

イトを検出するための新規オスミウムベースの電気化学

種を提供する。本発明は、さらにまた、該オスミウムベ

ースの電気化学種と一緒に使用可能な電極構造を支持す

る試験センサー及び診断キットも提供する。そのような

試験センサーは、低濃度で存在し得るアナライトを分析

するのに求められる電気的信号の増幅を可能とするよう

に設計された電極のインターデジテイテッドアレイを支

持するように製造することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 式 (II)：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、
　 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-二 置
換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,7-二
置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ メ チ
ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、 エ チ
ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て オ ス ミ ウ
ム に 配 位 し て お り ；
　 R 2 は 、 水 素 、 メ チ ル 又 は エ チ ル で あ り ；
　 --L--は 、 リ ン カ ー で あ り ；
　 Eは 、 3価 の リ ン カ ー で あ り ；
　 Bは 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド を 含 む 基 で あ り ；
　 Zは 、 ク ロ ロ 又 は ブ ロ モ で あ り ；
　 Xは 、 対 イ オ ン で あ り ；
　 yは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ；
　 mは 、 2～ 4で あ る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 R及 び R 1 が 同 一 で あ っ て 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 又 は メ チ ル 基 、 エ チ ル 基 若 し く は フ ェ ニ ル
基 で 置 換 さ れ て い る 4,4'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 若 し く は 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Lが -(CH 2 ) n Q-を 含 み 、 Qが O、 NR 3 又 は S(こ こ で 、 R 3 は 、 H、 CH 3 又 は C 2 H 5 で あ る )で あ り 、
nが 1～ 10の 整 数 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Lが -(CH 2 ) n N-で あ り 、 nが 1～ 10の 整 数 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Eが 三 座 芳 香 族 基 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Eが 、 1以 上 の 酸 素 置 換 基 を 有 す る 三 座 脂 肪 族 基 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Bが 、 ア ナ ラ イ ト に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 に よ り 認 識 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請
求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ８ 】
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　 Bが 、 生 物 戦 用 因 子 、 濫 用 物 質 、 治 療 薬 、 環 境 汚 染 物 質 、 タ ン パ ク 質 又 は ホ ル モ ン か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ナ ラ イ ト に 結 合 可 能 な エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合
物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 Xが 、 塩 化 物 イ オ ン 、 臭 化 物 イ オ ン 、 ヨ ウ 化 物 イ オ ン 、 フ ッ 化 物 イ オ ン 、 テ ト ラ フ ル オ
ロ ホ ウ 酸 イ オ ン 、 過 塩 素 酸 イ オ ン 、 硝 酸 イ オ ン 、 硫 酸 イ オ ン 、 炭 酸 イ オ ン 及 び 亜 硫 酸 イ オ
ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 式 (III)：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、
　 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-二 置
換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,7-二
置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ メ チ
ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、 エ チ
ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て Osに 配 位
し て お り ；
　 R 2 は 、 1～ 10個 の 炭 素 原 子 を 有 す る 、 飽 和 又 は 不 飽 和 の 、 置 換 さ れ て い る か 又 は 置 換 さ
れ て い な い 、 直 鎖 又 は 分 枝 鎖 の ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 で あ り ；
　 -R 3 は 、 H、 CH 3 又 は C 2 H 5 で あ り ；
　 Lは 、 (CH 2 ) i Qで あ り 、 こ こ で 、 iは 1～ 10の 整 数 で あ り 、 Qは O、 S又 は NR 3 で あ り ；
　 Bは 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド を 含 む 基 で あ り ；
　 Xは 、 対 イ オ ン で あ り ；
　 yは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ；
　 mは 、 4～ 8で あ る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 R及 び R 1 が 同 一 で あ っ て 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 又 は メ チ ル 基 、 エ チ ル 基 若 し く は フ ェ ニ ル
基 で 置 換 さ れ て い る 4,4'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 若 し く は 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Lが -(CH 2 ) n NR

3 で あ り 、 nが 1～ 10の 整 数 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 置 換 基 R 2 が 、 1～ 10個 の 炭 素 を 有 す る 飽 和 脂 肪 族 基 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 化 合 物
。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Bが 、 ア ナ ラ イ ト に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 に よ り 認 識 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請
求 項 １ ０ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Bが 、 生 物 戦 用 因 子 、 濫 用 物 質 、 治 療 薬 、 環 境 汚 染 物 質 、 タ ン パ ク 質 又 は ホ ル モ ン か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ナ ラ イ ト に 結 合 可 能 な エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 化
合 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Lが -(CH 2 ) n Sで あ り 、 nが 1～ 10の 整 数 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 Xが 、 塩 化 物 イ オ ン 、 臭 化 物 イ オ ン 、 ヨ ウ 化 物 イ オ ン 、 フ ッ 化 物 イ オ ン 、 テ ト ラ フ ル オ
ロ ホ ウ 酸 イ オ ン 、 過 塩 素 酸 イ オ ン 、 硝 酸 イ オ ン 、 硫 酸 イ オ ン 、 炭 酸 イ オ ン 及 び 亜 硫 酸 イ オ
ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 式 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、
　 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-二 置
換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,7-二
置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ メ チ
ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、 エ チ
ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て Osに 配 位
し て お り ；
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　 R 3 は 、 H、 CH 3 又 は C 2 H 5 で あ り ；
　 Lは 、 (CH 2 ) i Qで あ り 、 こ こ で 、 iは 1～ 10の 整 数 で あ り 、 Qは O又 は NR 3 で あ り ；
　 Bは 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド を 含 む 基 で あ り ；
　 Zは 、 塩 素 又 は 臭 素 で あ り ；
　 Xは 、 対 イ オ ン で あ り ；
　 yは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ；
　 mは 、 1又 は 2で あ る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 R及 び R 1 が 同 一 で あ っ て 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 又 は メ チ ル 基 、 エ チ ル 基 若 し く は フ ェ ニ ル
基 で 置 換 さ れ て い る 4,4'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 若 し く は 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Lが -(CH 2 ) n NR

3 で あ り 、 nが 1～ 10の 整 数 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Qが NR 3 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 Bが 、 ア ナ ラ イ ト に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 に よ り 認 識 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請
求 項 １ ８ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 Bが 、 生 物 戦 用 因 子 、 濫 用 物 質 、 治 療 薬 、 環 境 汚 染 物 質 、 タ ン パ ク 質 又 は ホ ル モ ン か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ナ ラ イ ト に 結 合 可 能 な エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 化
合 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 Xが 、 塩 化 物 イ オ ン 、 臭 化 物 イ オ ン 、 ヨ ウ 化 物 イ オ ン 及 び フ ッ 化 物 イ オ ン か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 液 体 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 サ ン プ ル の 一 部 を 、 該 ア ナ ラ イ ト 用 の 特 異 的 結 合 相 手 及 び 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 化 合 物 を 含 む
；
　 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 使 用 し て 、 第 一 作 用 電 極 に 対 す る 第 一 ポ テ ン シ ャ ル 電 位 と 、
第 二 作 用 電 極 に 対 す る 第 二 ポ テ ン シ ャ ル 電 位 と を 同 時 に 印 加 す る ス テ ッ プ ；
及 び
　 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 し て い な い 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 一 部 に よ っ て 生 じ た
電 流 を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 式 ：
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、
　 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-二 置
換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,7-二
置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ メ チ
ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、 エ チ
ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て Osに 配 位
し て お り ；
　 R 3 は 、 H、 CH 3 又 は C 2 H 5 で あ り ；
　 Lは 、 (CH 2 ) i Qで あ り 、 こ こ で 、 iは 1～ 10の 整 数 で あ り 、 Qは O又 は NR 3 で あ り ；
　 Aは 、 -(CH 2 ) j -NR

3 、 -(CH 2 ) j -SH又 は 活 性 化 エ ス テ ル で あ り 、 こ こ で 、 jは 、 1～ 5の 整 数
で あ り ；
　 Zは 、 塩 素 又 は 臭 素 で あ り ；
　 Xは 、 対 イ オ ン で あ り ；
　 yは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ；
　 mは 、 1又 は 2で あ る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Aが -(CH 2 ) j -NH 2 で あ り 、 jが 1～ 5の 整 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 液 体 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 サ ン プ ル の 一 部 を 、 該 ア ナ ラ イ ト 用 の 特 異 的 結 合 相 手 及 び 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 該 ア ナ ラ イ ト の 特 異 的 結 合 相 手 に
結 合 可 能 な リ ガ ン ド に 結 合 し た 2個 又 は 4個 の オ ス ミ ウ ム 原 子 を 有 す る 電 気 化 学 的 標 識 を 含
む ；
　 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 使 用 し て 、 第 一 作 用 電 極 に 対 す る 第 一 ポ テ ン シ ャ ル 電 位 と 、
第 二 作 用 電 極 に 対 す る 第 二 ポ テ ン シ ャ ル 電 位 と を 同 時 に 印 加 す る ス テ ッ プ ；
及 び
　 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 し て い な い 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 一 部 に よ っ て 生 じ た
電 流 を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
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　 酸 化 電 流 又 は 還 元 電 流 の い ず れ か を 該 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 量 又 は 濃 度 に 相 関 さ せ
る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 使 用 し て 、 第 一 作 用 電 極 と 参 照 電 極 の 間 の カ ソ ー ド 電 位 を 制
御 す る ス テ ッ プ 及 び 第 二 作 用 電 極 と 参 照 電 極 の 間 の ア ノ ー ド 電 位 を 制 御 す る ス テ ッ プ を 含
む 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 液 体 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 サ ン プ ル の 一 部 を 、 該 ア ナ ラ イ ト 用 の 特 異 的 結 合 相 手 及 び 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む イ ム ノ ア ッ セ イ 、 こ こ で 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 該 ア ナ ラ イ
ト の 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド に 結 合 し た 2個 又 は 4個 の オ ス ミ ウ ム 原 子 を 有 す
る 電 気 化 学 的 標 識 を 含 む ；
及 び
　 上 記 接 触 後 、 約 10秒 以 内 に 、 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 し て い な い 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 一 部 に よ っ て 生 じ た 定 常 電 流 を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 非 酵 素 標 識 ア ッ セ イ を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 均 一 系 イ ム ノ ア ッ セ イ を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 接 触 後 、 約 5秒 以 内 に 、 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 し て い な い 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 一 部 に よ っ て 生 じ た 定 常 電 流 を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 液 体 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 サ ン プ ル の 一 部 を 、 該 ア ナ ラ イ ト 用 の 特 異 的 結 合 相 手 及 び 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む イ ム ノ ア ッ セ イ 、 こ こ で 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 該 ア ナ ラ イ
ト の 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド に 結 合 し た 親 水 性 リ ン カ ー を 有 す る 1個 又 は 2個
又 は 4個 の オ ス ミ ウ ム 原 子 を 有 す る 電 気 化 学 的 標 識 を 含 む ；
及 び
　 上 記 接 触 後 、 約 10秒 以 内 に 、 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 し て い な い 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 一 部 に よ っ て 生 じ た 定 常 電 流 を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 測 定 域 及 び 反 応 チ ャ ン バ ー と 流 体 連 通 し て い る サ ン プ ル ポ ー ト を 支 持 す る 基 材 と ；
　 該 反 応 チ ャ ン バ ー 又 は 該 測 定 域 に 配 置 さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 効 な 酸 化 還 元 可 逆 的 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト と ；
　 単 一 の 測 定 域 内 に 配 置 さ れ た イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ を 含 む 電 極 構 造 で あ っ
て 、 該 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ は 少 な く と も 第 一 作 用 電 極 、 第 二 作 用 電 極 、 対
向 電 極 及 び 参 照 電 極 を 有 し 、 該 第 一 作 用 電 極 と 該 第 二 作 用 電 極 は 約 0.5μ m～ 約 25μ mの 間
隙 で 隔 て ら れ て お り 、 該 電 極 構 造 は 全 体 と し て 約 20mm 2 ～ 約 40mm 2 の 有 効 電 極 表 面 積 を 有 し
か つ バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト と 一 緒 に 使 用 す る た め に 構 成 さ れ て い る 、 電 極 構 造 と
を 含 ん で 成 る 試 験 セ ン サ ー で あ っ て 、 サ ン プ ル を 該 サ ン プ ル ポ ー ト に 導 入 後 約 10秒 以 内 に
ア ッ セ イ 結 果 を 提 供 す る 、 前 記 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 測 定 域 が 約 2μ L～ 約 10μ Lの 液 体 を 含 む よ う に 構 成 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載
の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 第 一 作 用 電 極 及 び 前 記 第 二 作 用 電 極 そ れ ぞ れ の 幅 が 約 0.5μ m～ 約 25μ mで あ る 、 請
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求 項 ３ ８ に 記 載 の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 測 定 域 が 内 壁 部 分 を 有 す る チ ャ ン バ ー に よ り 画 定 さ れ て お り 、 前 記 第 一 作 用 電 極 及
び 前 記 第 二 作 用 電 極 が 同 一 の 壁 部 分 に 位 置 し て い る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 測 定 域 が 内 壁 部 分 を 有 す る チ ャ ン バ ー に よ り 画 定 さ れ て お り 、 前 記 第 一 作 用 電 極 が
第 一 壁 部 分 に 位 置 し て お り 、 前 記 第 二 作 用 電 極 が 該 第 一 壁 部 分 か ら 間 隔 を 置 い て 配 置 さ れ
た 誘 電 物 質 上 に 配 置 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 サ ン プ ル を サ ン プ ル ポ ー ト に 導 入 後 、 約 5秒 以 内 に 定 常 電 流 を 提 供 す る 、 請 求 項 ３ ８ に
記 載 の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 サ ン プ ル を サ ン プ ル ポ ー ト に 導 入 後 、 約 2秒 以 内 に 定 常 電 流 を 提 供 す る 、 請 求 項 ４ ３ に
記 載 の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 電 極 構 造 が 、 約 25～ 約 750の フ ィ ン ガ ー を 有 す る イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ
イ を 含 む 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ が 、 垂 直 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ を
含 む 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト を 含 む 液 体 サ ン プ ル を 分 析 す る た め の 試 験 セ ン サ ー で あ っ て 、
　 測 定 域 及 び 反 応 チ ャ ン バ ー と 流 体 連 通 し て い る サ ン プ ル ポ ー ト を 支 持 す る 基 材 と ；
　 該 反 応 チ ャ ン バ ー 又 は 該 測 定 域 に 配 置 さ れ た 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト 用 の 結 合 リ ガ ン ド 及
び イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 効 な 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と ；
　 単 一 の 測 定 域 内 に 配 置 さ れ た イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ を 含 む 電 極 構 造 で あ っ
て 、 該 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ は 少 な く と も 第 一 作 用 電 極 、 第 二 作 用 電 極 、 参
照 電 極 及 び 対 向 電 極 を 有 し 、 該 電 極 構 造 は 約 0.03cm - 1 未 満 の セ ル 定 数 を 有 す る よ う に 構 成
さ れ て い る 、 電 極 構 造 と
を 含 ん で な り 、 サ ン プ ル を 該 サ ン プ ル ポ ー ト に 導 入 後 約 10秒 以 内 に ア ッ セ イ 結 果 を 提 供 す
る 、 前 記 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 セ ル 定 数 が 約 0.02cm - 1 未 満 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 セ ル 定 数 が 約 0.002cm - 1 未 満 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 免 疫 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て 被 検 液 中 の 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 測 定 す る た め の キ
ッ ト で あ っ て 、
　 ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 と ；
　 反 応 チ ャ ン バ ー 及 び 測 定 域 を 有 す る 基 材 を 含 む 試 験 セ ン サ ー で あ っ て 、 該 測 定 域 内 に は
第 一 作 用 電 極 と 第 二 作 用 対 向 電 極 が そ れ ぞ れ 配 置 さ れ て お り 、 該 第 一 作 用 電 極 は 第 一 接 点
に 連 結 し て お り 、 第 二 作 用 電 極 は 第 二 接 点 に 連 結 し て お り 、 該 基 材 は 該 反 応 チ ャ ン バ ー に
流 体 連 通 し て い る サ ン プ ル エ ン ト リ ー ポ ー ト を 有 し て い る 試 験 セ ン サ ー と ；
　 該 反 応 チ ャ ン バ ー 内 に 配 置 さ れ た 試 薬 組 成 物 で あ っ て 、 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト の う ち の
選 択 さ れ た 1種 類 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た 結 合 剤 及 び 該 結 合 剤 に 結 合 す る よ う に 提 供
さ れ た 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 試 薬 組 成 物 と ；
　 該 制 御 装 置 に 機 能 し 得 る 形 で 連 結 さ れ て お り 、 該 第 一 接 点 及 び 第 二 接 点 に 接 続 す る た め
の バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト 接 続 を 含 む モ ジ ュ ー ル と ；
を 含 ん で な る 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
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　 前 記 ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 が 携 帯 情 報 端 末 を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 が ラ ッ プ ト ッ プ コ ン ピ ュ ー タ ー を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 試 験 セ ン サ ー が イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 第 一 作 用 電 極 及 び 前 記 第 二 作 用 電 極 が い ず れ も 前 記 反 応 チ ャ ン バ ー の 同 一 の 表 面 に
支 持 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 第 一 作 用 電 極 及 び 前 記 第 二 作 用 電 極 が 前 記 反 応 チ ャ ン バ ー の 異 な っ た 表 面 に 支 持 さ
れ て い る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ が 25～ 1000の 電 極 対 を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 第 一 作 用 電 極 と 前 記 第 二 作 用 電 極 が 20ミ ク ロ ン 未 満 の 間 隙 で 隔 て ら れ て い る 、 請 求
項 ５ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 結 合 剤 が 、 生 物 戦 用 因 子 、 濫 用 物 質 、 治 療 薬 、 環 境 汚 染 物 質 、 タ ン パ ク 質 又 は ホ ル
モ ン に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 試 験 セ ン サ ー が 少 な く と も 1の 電 極 対 を 含 む 第 二 反 応 チ ャ ン バ ー を 含 む 、 請 求 項 ５
０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 試 験 セ ン サ ー が 複 数 の 反 応 チ ャ ン バ ー を 含 み 、 各 反 応 チ ャ ン バ ー が 、 少 な く と も 1
つ の 第 一 作 用 電 極 及 び 少 な く と も 1つ の 第 二 作 用 電 極 を む 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 試 験 セ ン サ ー が 、 被 検 サ ン プ ル 中 の 濃 度 が 0.1μ モ ル 以 下 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る
よ う に 構 成 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー を 画 定 す る 容 器 を 含 み 、 前 記 試 験 セ ン サ ー が 該 容 器 の 上 に 取 り
付 け ら れ て お り か つ 該 チ ャ ン バ ー 内 に 収 容 さ れ た サ ン プ ル と 接 触 で き る よ う に 構 成 さ れ て
い る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 容 器 が 、 そ の 中 に 収 容 さ れ た サ ン プ ル の 移 動 を 防 ぐ た め に 密 閉 可 能 で あ る 、 請 求 項
６ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 容 器 が 取 り 外 し 可 能 な 蓋 を 含 み 、 前 記 試 験 セ ン サ ー が 該 蓋 の 上 に 取 り 付 け ら れ て い
る 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 モ ジ ュ ー ル が ポ ー タ ブ ル で あ り 、 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 免 疫 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て 被 検 液 中 の 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 測 定 す る た め の キ
ッ ト で あ っ て 、
　 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 含 む ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 と ；
　 反 応 チ ャ ン バ ー 及 び 測 定 域 を 有 す る 基 材 を 含 む 試 験 セ ン サ ー で あ っ て 、 該 測 定 域 内 に は
第 一 作 用 電 極 と 第 二 作 用 電 極 が そ れ ぞ れ 配 置 さ れ て お り 、 該 第 一 作 用 電 極 は 第 一 接 点 に 連
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結 し て お り 、 第 二 作 用 電 極 は 第 二 接 点 に 連 結 し て お り 、 該 基 材 は 該 反 応 チ ャ ン バ ー に 流 体
連 通 し て い る サ ン プ ル エ ン ト リ ー ポ ー ト を 有 し て い る 試 験 セ ン サ ー と ；
　 該 反 応 チ ャ ン バ ー 内 に 配 置 さ れ た 試 薬 組 成 物 で あ っ て 、 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト の う ち の
選 択 さ れ た 1種 類 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た 結 合 剤 及 び 該 結 合 剤 に 結 合 す る よ う に 提 供
さ れ た 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 試 薬 組 成 物 と ；
　 該 制 御 装 置 に 機 能 し 得 る 形 で 連 結 さ れ て お り 、 該 第 一 接 点 及 び 第 二 接 点 に 接 続 す る た め
の 接 続 を 含 む モ ジ ュ ー ル と
を 含 ん で な る 、 前 記 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 流 体 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る た め の シ ス テ ム 、 試 薬 及 び 方 法 に 関 す る 。 よ
り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 非 限 定 的 に 、 流 体 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 及 び 分 析 す る た
め の 電 気 化 学 イ ム ノ ア ッ セ イ シ ス テ ム 及 び 試 薬 、 並 び に 、 そ れ ら の 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 電 気 化 学 バ イ オ セ ン サ ー は 、 血 液 、 尿 及 び 唾 液 な ど の 生 物 学 的 な サ ン プ ル に 含 ま れ て い
る 特 定 の 生 物 学 的 に 重 要 な ア ナ ラ イ ト の 存 在 を 検 出 し 及 び 濃 度 を 測 定 す る た め に 、 イ ン ビ
ト ロ で の 診 断 に お い て 使 用 さ れ て き た 。 糖 尿 病 患 者 の 血 中 グ ル コ ー ス の モ ニ タ リ ン グ は 、
電 気 化 学 バ イ オ セ ン サ ー の 最 も 一 般 的 で 且 つ 良 好 な 結 果 が 得 ら れ て い る 商 業 的 用 途 の 一 つ
で あ る 。 別 の 診 断 バ イ オ セ ン サ ー の 用 途 も 開 発 さ れ て お り 、 そ の よ う な 用 途 に は 、 乳 酸 イ
オ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 ク レ ア チ ニ ン 、 血 液 ガ ス 及 び 電 解 質 な ど が あ る 。 AC電 気 化 学 的 測
定 法 及 び DC電 気 化 学 的 測 定 の 両 方 が 用 い ら れ 、 そ れ ら に は 、 電 流 測 定 、 電 位 差 測 定 、 電 量
分 析 及 び イ ン ピ ー ダ ン ス な ど が あ る 。 現 在 の バ イ オ セ ン サ ー 技 術 の 大 部 分 は 、 ア ナ ラ イ ト
に 対 す る 生 体 認 識 要 素 と し て 、 選 択 さ れ た 遊 離 酵 素 に 頼 っ て い る 。 さ ら に 、 こ の 技 術 は 、
典 型 的 に は 、 mMの 範 囲 の 比 較 的 高 い 濃 度 の ア ナ ラ イ ト を 正 確 に 測 定 す る こ と が で き る 。 従
っ て 、 電 気 化 学 的 検 出 は 、 増 幅 技 術 を 使 用 せ ず に 、 マ ク ロ 電 極 を 用 い て 達 成 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 関 心 の あ る 別 の ア ナ ラ イ ト は 、 グ ル コ ー ス と 比 較 し て 、 は る か に 低 い 濃 度 で 見 い だ さ れ
る 。 そ の よ う な ア ナ ラ イ ト と し て は 以 下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る ： 乱 用 薬 、 例 え ば 、
ア ン フ ェ タ ミ ン 、 コ カ イ ン 、 フ ェ ン シ ク リ ジ ン (PCP)及 び テ ト ラ ヒ ド ロ カ ン ナ ビ ノ ー ル (TH
C)な ど ； 治 療 薬 、 例 え ば 、 テ オ フ ィ リ ン 、 ジ ゴ キ シ ン 、 ジ ギ ト キ シ ン 及 び メ ト ト レ キ サ ー
ト な ど ； 環 境 汚 染 物 質 、 例 え ば 、 PCB及 び ア ト ラ ジ ン な ど ； 生 物 戦 用 因 子 (biowarfare age
nt)、 例 え ば 、 炭 疽 菌 、 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 及 び サ リ ン な ど ； タ ン パ ク 質 ； 並 び に 、 ホ ル モ ン
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ら の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る た め に 、 標 識 を 使 用 す る 様 々 な ア フ ィ ニ テ ィ ー ベ ー ス ア
ッ セ イ 法 が 探 求 さ れ て き た 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー に 基 づ く 技 術 に は 、 以 下 の も の を 使 用 す る 技
術 な ど が あ る ： 酵 素 標 識 、 放 射 性 同 位 体 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 蛍 光 標 識 、 及 び 、 電 気 化 学
的 酸 化 還 元 標 識 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 技 術 の 多 く は 、 多 大 な 労 働 力 を 必 要 と し 、 研 究
室 内 で 熟 練 技 術 者 に よ っ て 最 も 適 切 に 行 わ れ る 多 く の ス テ ッ プ を 必 要 と す る 。 ス テ ッ プ の
数 と 複 雑 さ に よ り 、 こ れ ら の 技 術 を 「 現 場 」 で 日 常 的 に 使 用 す る こ と が で き な い 。 こ れ ら
の 試 験 の 多 く は 、 競 合 的 な 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 (ELISA)の 変 形 を 利 用 し て い る 。 そ の
例 に は 、 Strategic Diagnostics製 及 び EnviroLogix, Inc.製 の ア ト ラ ジ ン ア ッ セ イ な ど が
あ る が 、 こ れ ら は 、 い ず れ も 、 手 動 に よ る 多 く の ス テ ッ プ (例 え ば 、 そ れ ぞ れ 、 15分 間 及
び 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 )を 有 す る 。 ELISAを ベ ー ス と す る 類 似 し た ア ッ セ イ 及
び 別 の イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト が 、 多 く の 産 業 に わ た る 多 様 な ア ッ セ イ に 適 用 可 能 で
あ る こ と が 認 め ら れ る で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 現 場 で 迅 速 に 行 う こ と が で き る 定 量 的 ア
ッ セ イ は ほ と ん ど 無 い 。 迅 速 な 試 験 又 は ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 装 置 に 使 用 さ れ る 最 も 一 般 的 に
利 用 可 能 な イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト の 1つ は 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー ア ッ セ イ (lateral flow
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 assay)と し て 知 ら れ て お り 、 こ れ は 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 利 用 し て い る 。 こ れ ら
の 製 品 の 殆 ど は 「 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 」 で あ り 、 ラ イ ン の 存 在 又 は 非 存 在 に よ っ て 示
さ れ る 定 性 的 な 結 果 (ポ ジ テ ィ ブ /ネ ガ テ ィ ブ )を 提 供 す る 。 結 果 は 、 多 く の 場 合 、 視 覚 的
に 読 み 取 ら れ 、 ま た 、 多 く の 場 合 、 小 さ な ラ イ ン 又 は 部 分 的 な ラ イ ン が 存 在 し て い る 場 合
に 解 釈 が 困 難 で あ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ の 殆 ど は 、 結 果 が ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た 場 合 、 GC/M
S又 は HPLCな ど の 別 の 方 法 に よ る フ ォ ロ ー ア ッ プ が 必 要 で あ る 。 多 様 な 産 業 に 対 し て 、 ア
フ ィ ニ テ ィ ー に 基 づ く 迅 速 な 検 出 を 可 能 と す る 技 術 を 提 供 す る こ と が 強 く 求 め ら れ て い る
。 迅 速 な 検 出 に よ り 、 す ぐ に 使 用 可 能 な 結 果 を す ぐ に 得 る こ と が で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 電 気 化 学 的 酸 化 還 元 標 識 (こ れ は 、 電 子 移 動 剤 又 は 電 気 化 学 的 メ デ ィ エ ー タ ー 標 識 と も
称 さ れ る )を 使 用 す る こ と に よ り ア フ ィ ニ テ ィ ー を ベ ー ス と す る 電 気 化 学 的 ア ッ セ イ に お
い て 実 際 的 で 信 頼 で き る 結 果 が 得 ら れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 酸 化 還 元 標
識 を 定 量 す る の に 電 気 化 学 的 検 出 技 術 を 使 用 す る こ と 、 従 っ て 、 酸 化 還 元 標 識 の 濃 度 を ア
ナ ラ イ ト の 濃 度 と 相 関 さ せ る こ と に は 、 問 題 が と も な っ て き た 。 電 気 化 学 的 測 定 は 、 測 定
の 精 度 及 び 感 度 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 多 く の 影 響 (例 え ば 、 電 極 構 造 自 体 の 変 化 に 対 す る メ デ
ィ エ ー タ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 適 切 な 選 択 に 関 連 し た 影 響 、 及 び /又 は 、 サ ン プ ル の バ ラ ツ
キ に 由 来 す る マ ト リ ッ ク ス 効 果 に 関 連 し た 影 響 な ど )を 受 け や す い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 多 く の 種 類 の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 慣 習 的 な マ ク ロ 電 極 上 で の 電 気 化 学 的 検 出 を 用 い て 現
在 達 成 可 能 な 検 出 限 界 よ り も は る か に 低 い 検 出 限 界 を 要 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の ア ッ セ イ
に シ グ ナ ル 増 幅 技 術 を 用 い て 、 電 気 化 学 的 検 出 限 界 を 大 き く 改 善 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 記 問 題 に 鑑 み て 、 関 連 す る 分 野 、 例 え ば 、 種 々 の ア ナ ラ イ ト (例 え ば 、 治 療 薬 、 乱 用
薬 、 疾 患 状 態 、 食 品 検 査 用 ア ナ ラ イ ト 、 環 境 上 重 要 な ア ナ ラ イ ト 及 び 生 物 戦 用 因 子 (biowa
rfare agents)な ど )の 検 出 分 析 の 増 強 に 関 連 す る 改 善 さ れ た シ ス テ ム 、 方 法 、 組 成 物 及 び
試 薬 な ど に お け る 進 歩 が 引 き 続 き 求 め ら れ て る 。 本 発 明 は 、 そ の よ う な 進 歩 で あ り 、 さ ま
ざ ま な 利 益 と 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 一 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ で 使 用 可 能 な 新 規 オ ス ミ ウ ム ベ ー ス の 電 気
化 学 種 を 提 供 す る 。 該 オ ス ミ ウ ム 種 は 、 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る た め の 特 異 的 結
合 リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な オ ス ミ ウ ム 種 は 、 種 々 の 連 結 基 を 用 い
て 特 異 的 結 合 リ ガ ン ド に 結 合 す る 1、 2又 は 4個 の オ ス ミ ウ ム 中 心 を 含 有 し 得 る 。 連 結 基 は
、 ア ナ ラ イ ト の 特 異 的 型 に 対 し て 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る か 、 又 は 、 ア ナ ラ イ ト が 示 す
種 々 の 特 性 に 適 応 さ せ る た め に 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 連 結 基 を 選 択 す る こ
と に よ り 、 さ ま ざ ま な 程 度 の 親 水 性 (又 は 、 そ れ と は 逆 に 、 疎 水 性 )を 付 与 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 新 規 オ ス ミ ウ ム ベ ー ス の 電 気 化 学 種 を 用 い て 、 関 心 の あ る 種 々 の ア ナ ラ イ ト (
例 え ば 、 生 物 戦 用 因 子 、 治 療 薬 、 環 境 汚 染 物 質 、 タ ン パ ク 質 及 び ホ ル モ ン )に つ い て 検 出
及 び 分 析 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム ベ ー ス の 電 気 化 学 種 は 、 種 々 の 試 験 セ ン サ ー (test sensor)及 び 診
断 キ ッ ト と 一 緒 に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 形 態 で は 、 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る
た め に 、 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム ベ ー ス の 電 気 化 学 種 を 均 一 系 イ ム ノ ア ッ セ イ で 用 い る 。 本 発
明 に よ る ア ッ セ イ 法 は 、 種 々 の 試 験 セ ン サ ー 及 び 計 測 器 と 一 緒 に 使 用 す る こ と が で き る 。
特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 特 に 低 濃 度 の 所 望 ア ナ ラ イ ト を 含 ん で い る サ ン プ ル を 分 析 す
る た め に 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 を 用 い る こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 極 め て 短 い 試
験 時 間 (好 ま し く は 、 約 10秒 間 )の 間 に 信 頼 で き る ア ッ セ イ 結 果 を 提 供 す る た め に 、 本 発 明
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の ア ッ セ イ 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ (interdigitated arra
ys of electrodes)を 含 ん で い る 新 規 試 験 セ ン サ ー を 提 供 す る 。 該 電 極 ア レ イ は 、 第 一 作
用 電 極 及 び 第 二 作 用 電 極 、 並 び に 、 対 向 電 極 及 び 参 照 電 極 を 含 み 得 る 。 作 用 電 極 と 参 照 電
極 (又 は 、 対 向 電 極 )の さ ま ざ ま な 組 合 せ の 間 の 種 々 の 電 位 を 制 御 す る た め に 、 バ イ ポ テ ン
シ オ ス タ ッ ト を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 形 態 で は 、 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト は 、 「 現 場 で (in the field)」 容 易 に 使 用 可 能 な ポ
ー タ ブ ル 試 験 装 置 を 含 み 得 る 。 ポ ー タ ブ ル 試 験 装 置 は 、 試 験 セ ン サ ー 及 び 構 成 変 更 可 能 な
(configurable)ポ ー タ ブ ル 計 測 器 を 含 む こ と が で き 、 さ ら に 、 場 合 に よ り 、 サ ン プ ル 収 集
チ ャ ン バ ー も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら な る 目 的 、 特 徴 、 態 様 、 形 態 、 利 点 及 び 利 益 に つ い て は 、 本 明 細 書 及 び そ れ に 含 ま
れ て い る 図 面 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 種 々 の ア ナ ラ イ ト を 分 析 す る た め の さ ま ざ ま な 方 法 及 び シ ス テ ム を 提 供 す る 。
該 方 法 で は 、 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト に 対 し て 選 択 さ れ た 特 異 的 結 合 相 手 と 一 緒 に 、 新 規 な
電 気 化 学 的 メ デ ィ エ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 該 シ ス テ ム は 、 所 望 の ア ナ ラ イ ト を
検 出 又 は 分 析 す る た め の 異 な っ た 電 極 配 置 及 び 化 学 を 有 す る さ ま ざ ま な 試 験 セ ン サ ー を 含
む こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 該 試 験 セ ン サ ー と 一 緒 に さ ま ざ ま な 試 験 計 測 器 及 び 構 成 変
更 可 能 な プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 用 い て 、 正 確 で 信 頼 性 の あ る 使 い や す い ア ッ セ イ 方 法 を 提 供
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 示 さ れ て い る 用 語 は 、 以 下 の 定 義 に よ り 規 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 用 語 「 電 極 構 造 」 は 、 サ ン プ ル 、 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (redox reversible co
njugate)及 び /又 は オ ス ミ ウ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 接 触 し 得 る 全 て の 有 効 電 極 領 域 と 、 接 触
パ ッ ド へ と 通 じ る 電 極 ト レ ー ス と 、 計 測 器 又 は 別 の 機 器 と の 電 気 的 接 触 を 可 能 と す る 接 触
パ ッ ド を 組 み 合 わ せ た も の を 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 用 語 「 有 効 電 極 領 域 」 は 、 IDA電 極 と 関 連 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 サ ン プ ル と 接 触 す る 電
極 領 域 を 包 含 し 、 参 照 電 極 、 並 び に 、 酸 化 還 元 -可 逆 的 化 学 種 に 依 存 す る 所 定 の カ ソ ー ド
電 位 と ア ノ ー ド 電 位 を 作 用 電 極 に 印 加 し た と き に サ ン プ ル 中 の 拡 散 性 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の 拡 散 リ サ イ ク リ ン グ (diffusional recycling)を 可 能 と す る 寸 法 を 有 す る 少
な く と も 第 一 電 極 及 び 第 二 電 極 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 酵 素 増 幅 の 場 合 は 、 「 有 効 電 極 領 域 」 は 、 サ ン プ ル と 接 触 す る 電 極 領 域 を 包 含 し 、 参 照
電 極 と 少 な く と も 第 一 作 用 電 極 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 用 語 「 IDA電 極 」 は 、 し ば し ば 一 対 の 櫛 型 電 極 と し て 描 か れ る イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド
ア レ イ (Interdigitated Array)電 極 を 示 す が 、 該 用 語 は 、 電 極 間 の 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン
グ を 可 能 と す る た め に 極 め て 接 近 し た 2つ 以 上 の 電 極 を も た ら す 別 の 形 状 も 包 含 し 得 る 。
こ の 定 義 に は 、 異 な っ た 平 面 内 で 空 間 的 に 隔 て ら れ 得 る 電 極 も 包 含 さ れ 、 そ の よ う な 電 極
は 、 垂 直 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ 電 極 (Vertical Interdigitated Array electrode
s, VIDA)と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 用 語 「 作 用 電 極 」 は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 測 定 イ ベ ン ト (即 ち 、 酸 化 及 び /又 は
還 元 )が 起 こ り 、 結 果 と し て 生 じ た 電 流 を ア ナ ラ イ ト の 濃 度 の 指 標 と し て 測 定 可 能 な 電 極
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を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 用 語 「 ア ノ ー ド 電 位 」 は 、 ア ノ ー ド に 印 可 さ れ た よ り 高 い 正 電 位 を 示 し 、 「 カ ソ ー ド 電
位 」 は 、 カ ソ ー ド に 印 可 さ れ た あ ま り 高 く な い 正 電 位 又 は 負 電 位 を 示 す (Ag/AgClな ど の 参
照 電 極 と の 対 比 )。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 試 験 セ ン サ ー 」 は 、 構 造 物 と 試 薬 の 組 合 せ を 示 し 、 全 て の サ ブ コ ン ポ ー ネ ン ト 、 例 え
ば 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ス ペ ー サ ー 及 び 接 着 剤 、 並 び に 、 特 異 的 構 造 要 素 、 例 え ば 、 毛 管 、 測
定 域 及 び 電 極 構 造 を 含 ん で い る 。 試 験 セ ン サ ー は 、 シ ン グ ル ア ッ セ イ 用 と し て 必 須 の 構 成
要 素 、 構 造 物 及 び 試 薬 を 含 む こ と が 可 能 で あ る か 、 又 は 、 そ れ は 、 マ ル チ ア ッ セ イ 用 と し
て 必 要 と さ れ る 構 成 要 素 、 構 造 物 及 び 試 薬 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 試 験 セ ン サ
ー は 、 測 定 域 に 加 え て 、 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー 及 び /又 は 混 合 チ ャ ン バ ー も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 用 語 「 測 定 域 」 は 、 有 効 電 極 領 域 に 接 触 し て い て ア ッ セ イ 中 に 応 答 す る こ と が 可 能 な 酸
化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 内 の 試 験 セ ン サ ー の 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 構 成 変 更 可 能 な 試 験 セ ン サ ー の 設 計 に お け る こ の 領 域 は 、 ア ッ セ イ に 特 異 的 な 試 薬 と ID
A電 極 の 寸 法 を 除 い て 、 全 て の ア ッ セ イ で 実 質 的 に 同 一 で あ る べ き で あ る 。 マ ル チ ア ッ セ
イ の 設 計 は 、 米 国 特 許 第 6,294,062号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 種 々 の 酸 化 還 元 電 位 を 有 す
る 複 合 酸 化 還 元 メ デ ィ エ ー タ ー を 用 い る 場 合 を 除 い て 、 複 数 の 測 定 域 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 妨 害 物 質 」 は 、 全 て の 化 学 種 を 包 含 し 、 ア ナ ラ イ ト か ら の 所 望 の シ グ ナ ル を 増 大 又 は
低 減 さ せ る 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト を 包 含 す る 。 妨 害 物 質 は 、 血 中 又 は 尿 中 で 酸 化 さ れ 得 る
尿 酸 及 び ア ス コ ル ビ ン 酸 な ど の よ う に 、 サ ン プ ル マ ト リ ッ ク ス 中 に そ の 一 部 と し て 固 有 に
存 在 す る も の で あ り 得 る 。 タ ン パ ク 質 又 は 疎 水 性 分 子 (例 え ば 、 THC)は 、 電 極 表 面 上 に 不
動 態 化 層 を 形 成 し て 期 待 さ れ る 反 応 を 低 減 す る こ と に よ り 、 電 極 へ の 電 子 の 移 動 を 妨 害 し
得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト 」 は 、 参 照 電 極 及 び 対 向 電 極 に 同 調 し て 、 同 一 の 電 気 化 学 セ
ル 内 の 2つ の 作 用 電 極 ("WE1"及 び "WE2")の 電 位 を 別 々 に 独 立 し て 制 御 す る こ と を 可 能 に す
る 測 定 エ ン ジ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 電 気 化 学 的 標 識 」 は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 液 体 サ ン プ ル 中 で 可 逆 的 な 酸 化 及
び 還 元 が 可 能 な 化 学 種 を 示 す 。 電 気 化 学 的 標 識 と し て は 、 遷 移 金 属 、 例 え ば 、 鉄 (フ ェ ロ
セ ン 及 び フ ェ ロ セ ン 誘 導 体 )、 ル テ ニ ウ ム 及 び オ ス ミ ウ ム な ど の 錯 体 な ど を 挙 げ る こ と が
で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 用 の 電 気 化 学 的 標 識 は 、 オ ス ミ ウ ム 有 機 金 属 種 と
し て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー 」 は 、 ア ナ ラ イ ト を 含 ん で い る 検 体 と 最 初 に 接 触 す る 領 域 で
あ る 。 そ の 例 に は 、 毛 管 充 填 域 (capillary fill zone)、 キ ュ ベ ッ ト 、 カ ッ プ 、 又 は 、 ア
ナ ラ イ ト を 含 ん で い る サ ン プ ル を 受 け 取 る た め の 別 の サ ン プ ル 受 け 入 れ 容 器 な ど を 挙 げ る
こ と が で き る 。 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー は 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場 合 、 続 い て 所 望 の ア
ッ セ イ を 実 施 す る の に 充 分 な 容 積 の サ ン プ ル を 収 集 す る 領 域 で あ る 。 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン
バ ー は 、 サ ン プ ル の 全 て 又 は 一 部 を す ぐ に サ ン プ ル 受 け 入 れ 域 又 は 測 定 域 ま で 通 過 さ せ て
ア ッ セ イ を 実 施 し て も よ い か 、 又 は 、 し ば ら く 後 に 装 置 を 作 動 さ せ て サ ン プ ル を 適 切 な 帯
域 ま で 通 過 さ せ る ま で 、 サ ン プ ル を 保 持 し て い て も よ い 。 選 択 さ れ た 実 施 形 態 で は 、 サ ン
プ ル 収 集 、 サ ン プ ル 受 け 入 れ 、 反 応 チ ャ ン バ ー 又 は 帯 域 、 及 び 測 定 域 は 、 同 一 の 帯 域 又 は
領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 反 応 チ ャ ン バ ー 又 は 反 応 域 」 は 、 サ ン プ ル が 試 薬 と 相 互 作 用 し 得 る 領 域 で あ る 。 こ れ
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は 、 単 一 の 試 薬 の 単 な る 水 和 若 し く は 溶 解 で あ り 得 る か 、 又 は 、 複 数 の 試 薬 と の 反 応 の 逐
次 的 な ス キ ー ム で あ り 得 る 。 サ ン プ ル 受 け 入 れ 域 は 、 混 合 を 促 進 す る こ と が 可 能 で あ り 、
ま た 、 サ ン プ ル を 測 定 域 ま で 通 過 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 少 な く と も 1つ の 実 施 形 態 で
は 、 サ ン プ ル 受 け 入 れ 域 は 、 測 定 域 と 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 用 語 「 抗 体 」 は 、 (a)慣 習 的 に 使 用 さ れ る 動 物 の い ず れ か 、 例 え ば 、 ヒ ツ ジ 、 ウ サ ギ 、
ヤ ギ 又 は マ ウ ス な ど か ら 得 た 種 々 の ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の い ず れ か 、
例 え ば 、 IgG、 IgMな ど ； (b)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； (c)抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 完 全 な 分 子 又 は 「 フ ラ グ メ ン ト 」 を 示 し 、 こ こ で 、 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗
体 の 結 合 領 域 を 含 ん で い る フ ラ グ メ ン ト 、 即 ち 、 Fc部 位 を 欠 い て い る フ ラ グ メ ン ト (例 え
ば 、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 )で あ る か 、 又 は 、 完 全 な 抗 体 の 重 鎖 成 分 を 連 結 し て い る ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 を 還 元 的 に 切 断 す る こ と に よ り 得 ら れ た 、 い わ ゆ る 「 半 分 子 」 フ ラ グ メ ン ト で
あ る 。 そ の よ う な 抗 体 の 調 製 に つ い て は 、 当 技 術 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 概 し て 、 本 発 明 は 、 非 常 に 多 く の 種 類 の ア ナ ラ イ ト の 検 出 及 び 分 析 を 対 象 と す る 。 関 心
の あ る ア ナ ラ イ ト は 、 さ ま ざ ま な 源 (ヒ ト 、 動 物 、 植 物 、 食 品 、 廃 水 及 び 地 下 水 )の 中 に 見
い だ す こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ナ ラ イ ト は 、 興 味 深 い 。 そ れ は 、 そ の よ う な ア ナ ラ イ
ト が 、 そ の イ ン ビ ボ で の 濃 度 及 び 活 性 が 健 康 な 生 活 及 び 患 者 の 治 療 に と っ て 興 味 深 い 治 療
薬 及 び 乱 用 薬 で あ り 得 る か ら で あ る 。 関 心 の あ る 別 の ア ナ ラ イ ト に は 、 環 境 上 関 心 の あ る
ア ナ ラ イ ト な ど が あ り 、 殺 虫 剤 、 除 草 剤 又 は 別 の 汚 染 物 質 に つ い て 水 及 び 備 蓄 食 糧 な ど を
モ ニ タ リ ン グ す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 診 断 法 は 、 電 気 化 学 イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 、 ア ナ ラ イ ト を 検 出 及 び 分 析 す る
。 好 ま し い イ ム ノ ア ッ セ イ で は 、 電 気 化 学 的 に 検 出 可 能 な 標 識 を 使 用 す る 。 好 ま し い 実 施
形 態 で は 、 該 標 識 は 、 電 極 に お い て 又 は 電 極 上 で 標 識 が 多 重 酸 化 還 元 サ イ ク ル を 受 け た と
き に 発 生 し た 電 流 を 測 定 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 検 出 可 能 な 標 識 の 酸 化
/還 元 に よ り 発 生 す る 電 流 は 極 め て 小 さ く 、 所 望 の ア ナ ラ イ ト の 正 確 で 再 現 可 能 な 分 析 を
可 能 と す る た め に は 、 該 電 流 を 増 幅 し な け れ ば な ら な い 。 該 電 流 は 、 定 常 状 態 条 件 下 で の
拡 散 リ サ イ ク リ ン グ 及 び /又 は 酵 素 リ サ イ ク リ ン グ に よ り 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ア ナ ラ イ ト の 検 出 及 び 分 析 は 、 さ ま ざ ま な 構 成 要 素 を 含 ん で い る 試 験 キ ッ ト を 用 い て 実
施 す る こ と が で き る 。 最 小 限 の 構 成 要 素 に は 、 計 測 器 、 試 験 セ ン サ ー 及 び サ ン プ ル が 含 ま
れ て い る 。 好 ま し く は 、 特 異 的 試 験 セ ン サ ー ア ッ セ イ で 作 動 す る よ う に 構 成 さ れ た 携 帯 用
計 測 器 を 用 い る こ と に よ り 、 ア ッ セ イ 方 法 を 簡 素 化 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、
計 測 器 は 、 種 々 の 試 験 セ ン サ ー に 合 わ せ て 構 成 変 更 す る こ と が 容 易 な よ う に 設 計 さ れ た 携
帯 用 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 計 測 器 は 、 市 販 さ れ て い る PDA
又 は 別 の ポ ー タ ブ ル コ ン ピ ュ ー タ 機 器 と 、 そ の よ う な 機 器 に プ ラ グ で 接 続 す る か 又 は 取 り
付 け る バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト モ ジ ュ ー ル か ら な る 。 こ の よ う な 構 成 の た め 、 種 々 の 試 験
セ ン サ ー ア ッ セ イ と 共 に ソ フ ト ウ ェ ア を 変 更 す る こ と で 、 同 一 の モ ジ ュ ー ル を 使 用 す る 構
成 に し て 異 な っ た 多 く の 製 品 及 び 市 場 に 対 す る ア ッ セ イ を 開 発 す る こ と が で き る 。 分 析 は
、 ア ッ セ イ 当 た り 約 4μ L～ 約 50μ Lの 少 量 の サ ン プ ル 容 積 で 実 施 す る 。 試 験 セ ン サ ー 用 の
サ ン プ ル 収 集 容 積 は 、 そ の 用 途 に 対 し て 何 が 実 際 的 で あ る か に 応 じ て 変 動 す る 。 ラ ン セ ッ
ト で 傷 を 付 け た 指 か ら 収 集 し た 血 液 は 、 多 く の 場 合 、 15μ L未 満 の 容 積 で あ る が 、 尿 サ ン
プ ル 収 集 装 置 は 、 慣 習 的 に 、 比 較 的 大 き な 容 積 を 扱 う 必 要 が あ る 。 従 っ て 、 試 験 セ ン サ ー
の 構 成 は 変 え ら れ る が 、 基 本 的 な 電 極 構 造 及 び 測 定 域 は 、 電 気 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び ア
フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 相 手 (抗 体 )な ど の ア ッ セ イ に 特 異 的 な 試 薬 を 除 き 、 一 般 に 、 全 て の 試 験
セ ン サ ー で 同 じ ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 電 極 構 造 の 有 効 電 極 領 域 に は 、 少 な く と も 、 第 一 作 用 電 極 、 第 二 作 用 電 極 、 参 照 電 極 及
び 対 向 電 極 が 含 ま れ て い る 。 第 一 作 用 電 極 と 第 二 作 用 電 極 は 、 所 定 の ア ノ ー ド 電 位 と カ ソ
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ー ド 電 位 を 作 用 電 極 に 同 時 に 印 加 し た と き に 、 サ ン プ ル 中 の 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト と の 拡 散 リ サ イ ク リ ン グ が 可 能 と な る よ う な 寸 法 と す る 。 拡 散 リ サ イ ク リ ン グ が 可 能 と
な る よ う な 寸 法 に 作 ら れ た 電 極 は 、 典 型 的 に は 、 マ イ ク ロ デ ィ ス ク 、 マ イ ク ロ ホ ー ル 又 は
マ イ ク ロ バ ン ド な ど の ア レ イ の 形 態 に あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 電 極 は 、 ミ ク ロ ン 又 は サ ブ
ミ ク ロ ン の 間 隔 を 有 す る マ イ ク ロ バ ン ド 電 極 の イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 配 列 の 形 態 に あ る
。 2つ の 別 々 に 分 極 し た 電 極 の 間 の 間 隔 が 充 分 に 狭 い 場 合 、 拡 散 層 が 重 な り 合 う 。 1つ の 電
極 で 酸 化 さ れ た 酸 化 還 元 種 が 隣 接 す る 電 極 に 拡 散 し 、 そ の 電 極 で 還 元 さ れ る 。 そ の 結 果 、
該 酸 化 還 元 種 が 繰 り 返 し 酸 化 及 び 還 元 さ れ る こ と に 起 因 し て 、 増 幅 さ れ た 電 流 シ グ ナ ル が
生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 該 試 験 セ ン サ ー は 、 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー 及 び 液 体 サ ン プ ル を 受 け 取 る た め の サ ン プ
ル 受 け 入 れ チ ャ ン バ ー を 含 み 得 る 。 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー は 、 例 え ば 、 毛 管 充 填 域 (cap
illary fill zone)、 キ ュ ベ ッ ト 、 カ ッ プ 、 又 は 、 ア ナ ラ イ ト を 含 ん で い る サ ン プ ル を 受
け 取 る た め の 別 の サ ン プ ル 受 け 入 れ 容 器 等 を 含 み 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 収 集 チ
ャ ン バ ー と サ ン プ ル 受 け 入 れ チ ャ ン バ ー は 、 同 一 の チ ャ ン バ ー で あ り 得 る 。 さ ら に 別 の 実
施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー と サ ン プ ル 受 け 入 れ チ ャ ン バ ー と 測 定 域 は 同 一 の チ
ャ ン バ ー で あ り 得 る 。 別 個 の サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー 又 は 帯 域 を 有 す る 実 施 形 態 は 、 特 定
の 試 験 セ ン サ ー ア ッ セ イ 用 の 好 ま し い サ ン プ ル 収 集 方 法 を 効 率 よ く 且 つ 都 合 よ く 集 め る た
め に 設 計 す る こ と が で き る 。 幾 つ か の 好 ま し い サ ン プ ル 収 集 方 法 に は 、 指 穿 刺 か ら 血 液 を
引 き 抜 く た め の 毛 管 チ ャ ン バ ー 、 又 は 、 別 の 手 段 (例 え ば 、 バ ル ク サ ン プ ル へ の 浸 漬 又 は
シ リ ン ジ 若 し く は ピ ペ ッ ト を 介 す る 手 段 )に よ る サ ン プ ル の ポ ー ト 導 入 が 含 ま れ て い る 。
別 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 セ ン サ ー は 、 地 下 水 、 廃 水 又 は 尿 を 収 集 す る の に 有 用 な カ ッ プ な
ど の 比 較 的 大 き な サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー を 含 む で あ ろ う 。 種 々 の 産 業 に お い て 、 追 加 サ
ン プ ル を 維 持 す る こ と 及 び /又 は 不 正 開 封 防 止 シ ー ル で サ ン プ ル を 密 封 す る こ と が 重 要 で
あ る 場 合 、 大 き な サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー を 有 す る 試 験 セ ン サ ー が 望 ま し い 場 合 が あ る 。
こ れ は 、 法 的 な 証 拠 と な る 問 題 を 有 し て い る サ ン プ ル 又 は 生 物 学 的 に 危 険 な 汚 染 物 質 を 含
ん で い る 疑 い が あ る サ ン プ ル に と っ て 、 特 に 有 利 で あ る 。 あ る い は 、 該 試 験 セ ン サ ー は 、
サ ン プ ル 収 集 及 び サ ン プ ル 受 け 入 れ 域 と し て の 役 目 も 果 た す 測 定 域 の み を 含 ん で い る こ と
も 可 能 で あ る 。 い ず れ の 場 合 に お い て も 、 該 試 験 セ ン サ ー の 電 気 化 学 イ ム ノ ア ッ セ イ 部 位
で は 、 所 定 量 の 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び 特 異 的 結 合 相 手 に 接 触 し て そ れ ら を 溶
解 さ せ る の に 充 分 な 少 量 の サ ン プ ル が 必 要 な だ け で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 電 極 構 造 は 、 チ ャ ン バ ー の 1以 上 の 壁 面 上 に 支 持 す る こ と は 可 能 で あ り 、 そ の 際 、 該 電
極 構 造 の 少 な く と も 一 部 (有 効 電 極 領 域 )は 、 液 体 サ ン プ ル と 接 触 し て い る 。 電 極 構 造 が 接
触 領 域 を 有 す る こ と に よ り 、 計 測 器 又 は 測 定 モ ジ ュ ー ル は 、 そ れ ぞ れ の カ ソ ー ド 電 位 及 び
ア ノ ー ド 電 位 を 作 用 電 極 に 印 可 し て 、 本 発 明 を 実 施 す る こ と が で き る 。 ア ノ ー ド 電 位 及 び
カ ソ ー ド 電 位 は 、 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 、 参 照 電 極 (通 常 、 Ag/AgClイ ン ク )に
対 し て 印 可 さ れ る 。 該 電 極 構 造 は 、 場 合 に よ り 、 電 流 を 制 御 す る た め の 対 向 電 極 を 含 ん で
い て も よ い 。 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 、 第 一 カ ソ ー ド 電 位 を 第 一 作 用 電 極 に 印 可
し 、 第 一 ア ノ ー ド 電 位 を 第 二 作 用 電 極 に 印 可 す る (こ こ で 、 第 一 の カ ソ ー ド 電 位 及 び ア ノ
ー ド 電 位 は 、 第 一 の 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 拡 散 リ サ イ ク リ ン グ に 起 因 し て サ ン
プ ル を 通 る 電 流 フ ロ ー が 確 立 さ れ る の に 必 要 な そ れ ぞ れ の 電 位 に 相 当 す る )。 場 合 に よ り
、 一 方 の 作 用 電 極 の 電 位 を 第 一 の 拡 散 性 化 学 種 に 依 存 す る ア ノ ー ド 電 位 に 設 定 す る こ と も
可 能 で あ り 、 電 流 フ ロ ー は 、 も う 一 方 の 作 用 電 極 の 電 位 が 所 定 の 拡 散 性 化 学 種 に 依 存 す る
カ ソ ー ド 電 位 に 相 当 す る 電 位 に よ り 掃 引 さ れ る 時 に 測 定 さ れ る (又 は 、 そ の 逆 )。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 そ れ ぞ れ の 可 逆 的 酸 化 還 元 化 学 種 に 対 す る 適 切 な カ ソ ー ド 電 位 及 び ア ノ ー ド 電 位 は 、 サ
イ ク リ ッ ク ボ ル タ ン メ ト リ ー (CV)な ど の 実 験 的 測 定 に よ り 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
こ の 技 術 を 用 い て 、 酸 化 還 元 電 位 、 及 び 、 電 気 化 学 的 メ デ ィ エ ー タ ー と 標 識 の 可 逆 性 を 決
定 し た 。 さ ら に 、 リ サ イ ク リ ン グ CVを 用 い て 、 IDA電 極 が 既 知 濃 度 の 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン
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ジ ュ ゲ ー ト を リ サ イ ク ル す る 能 力 も 測 定 し 、 効 果 的 な 増 幅 を 決 定 し た 。 第 一 作 用 電 極 電 位
を 酸 化 電 位 又 は 還 元 電 位 の い ず れ か に 固 定 し 、 次 い で 、 酸 化 と 還 元 の 間 で 第 二 作 用 電 極 を
ス キ ャ ン す る こ と に よ り 、 リ サ イ ク リ ン グ CVを 実 施 す る 。 CV及 び リ サ イ ク リ ン グ CVの 両 方
と も 、 CH Instruments(Austin, Texas)製 の CHI 832A電 気 化 学 検 出 器 を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し い 電 気 化 学 的 メ デ ィ エ ー タ ー は 、 以 下 の 1つ 以 上 を 包 含 す る 幾 つ か の 特 性 を 有 す
る よ う に 選 択 さ れ た 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る ： 低 い 酸 化 還 元 電 位 、 速 い メ デ
ィ エ ー シ ョ ン 速 度 、 電 極 表 面 に お け る 速 い 電 子 伝 達 速 度 、 ア ナ ラ イ ト コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン
の 容 易 さ 、 安 定 性 、 溶 解 性 、 毒 性 、 及 び 、 特 異 的 結 合 相 手 (抗 体 )と 対 を 成 し た と き の 酸 化
還 元 リ サ イ ク リ ン グ の 防 止 。 米 国 特 許 第 6,352,824号 で 論 じ ら れ て い る ビ ピ リ ジ ル オ ス ミ
ウ ム 錯 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び 米 国 特 許 第 6,262,264号 で 論 じ ら れ て い る イ ミ ダ ゾ ー ル -オ ス
ミ ウ ム 錯 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 い ず れ も 、 適 切 な 特 性 を 有 す る メ デ ィ エ ー タ ー の 例 で あ る
。 上 記 特 許 に 記 載 さ れ て い る メ デ ィ エ ー タ ー は 、 概 し て 、 所 望 さ れ る 特 性 を 満 足 し て お り
、 ア ッ セ イ を 開 発 す る た め の メ デ ィ エ ー タ ー の 選 択 に お け る 原 点 と 見 な す こ と が で き る 。
メ デ ィ エ ー タ ー の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 し て 、 ア ン フ ェ タ ミ ン 、 テ オ フ ィ リ ン 、 コ カ イ ン
、 PCP、 モ ル ヒ ネ 、 THC及 び メ ト ト レ キ サ ー ト な ど の 関 心 の あ る さ ま ざ ま な ア ナ ラ イ ト に つ
い て の ア ッ セ イ と し て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 前 の ク ラ ス の 電 気 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は 標 識 は 、 所 望 さ れ る ア ッ セ イ の 殆 ど に お い
て 良 好 に 機 能 し た が 、 特 定 の 電 気 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 良 好 に 機 能 し な い 。 そ の 例 と し て
、 以 下 の オ ス ミ ウ ム ヒ ス タ ミ ン 結 合 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 オ ス ミ ウ ム THC-2(化 合 物 )、
オ ス ミ ウ ム THC-1(化 合 物 )及 び オ ス ミ ウ ム メ ト ト レ キ サ ー ト (化 合 物 )は 、 全 て 、 望 ま
し い 電 気 化 学 特 性 の 多 く を 満 た す が 、 い ず れ も 、 溶 解 度 と 抗 体 認 識 に 関 し て 欠 点 を 有 す る
。 オ ス ミ ウ ム メ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 水 性 PBSTマ ト リ ッ ク ス に は 溶 解 せ ず 、
DMFを 添 加 す る こ と が 必 要 で あ っ た 。 オ ス ミ ウ ム メ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 溶 解
さ せ る た め に 、 30： 70の DMF： PBSTを 使 用 し た 。 ア ッ セ イ に お け る こ れ ら の 特 定 の 困 難 性
を 克 服 す る た め に 、 さ ら な る コ ン ジ ュ ゲ ー ト 構 造 を 提 案 し 、 合 成 し た 。 よ り 長 い 長 さ を 有
し 、 よ り フ レ キ シ ブ ル で 、 よ り 高 い 親 水 性 を 示 す リ ン カ ー (本 明 細 書 で は 、 PEG-リ ン カ ー
と 称 す る )を 、 Nova Biochemか ら 、 O-(N-Boc-2-ア ミ ノ エ チ ル )-O-(N-ジ グ リ コ リ ル )-2-ア
ミ ノ エ チ ル ヘ キ サ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (化 合 物 )と し て 購 入 し た 。 オ ス ミ ウ ム -PEG-ア ミ
ン 誘 導 体 の 合 成 は 、 化 合 物 と し て 示 し て あ り 、 図 30及 び 図 31の 合 成 ス キ ー ム を 用 い て 誘
導 し た 。 次 い で 、 こ の 化 合 物 を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 図 32及 び 図 33の 合 成 ス キ ー ム に 示 さ れ て
い る よ う に 、 THC(化 合 物 )と メ ト ト レ キ サ ー ト (化 合 物 )に つ い て の 電 気 化 学 的 標 識 を
調 製 し た 。 THCと メ ト ト レ キ サ ー ト は 疎 水 性 を 示 し 、 ま た 、 開 発 さ れ て い る 別 の ア ッ セ イ
に 比 較 し て 必 要 と さ れ る 検 出 限 界 が 低 い こ と 及 び 利 用 可 能 な 抗 体 が 少 な い こ と か ら 、 そ れ
ら の ア ッ セ イ に は あ る 程 度 困 難 性 が と も な う と 予 想 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 検 出 感 度 を 適 度 に 改 善 す る た め に 、 親 水 性 PEGリ ン カ ー に 加 え て 、 有 用 な 第 二 の コ ン ジ
ュ ゲ ー ト タ イ プ を 調 製 し た 。 複 合 酸 化 還 元 中 心 を 有 す る オ ス ミ ウ ム 錯 体 が 提 案 さ れ た 。 1
つ の ア ナ ラ イ ト 結 合 部 位 当 た り 2つ 及 び 4つ の オ ス ミ ウ ム 酸 化 還 元 中 心 に 対 し て 、 合 成 ス キ
ー ム を 作 成 し た 。 こ れ ら の 新 規 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト で は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 量 が 増 大 し て
い る の で 、 拡 散 係 数 「 D」 は 小 さ く な る こ と が 期 待 さ れ た 。 し か し な が ら 、 利 用 可 能 な 酸
化 還 元 部 位 が 2倍 又 は 4倍 に 増 え た こ と に よ り 、 リ サ イ ク リ ン グ が 増 加 す る 可 能 性 が あ っ た
。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 THC-1及 び メ ト ト レ キ サ ー ト に 対 す る オ ス ミ ウ ム -PEG-リ ン カ ー に よ り 、 通 常 の オ ス ミ ウ
ム 疎 水 性 抗 原 と 比 較 し て 、 溶 解 性 が 改 善 さ れ た 。 両 方 と も 、 以 前 に は 使 用 し て い た 有 機 溶
媒 を 使 用 す る こ と な く 、 PBSTマ ト リ ッ ク ス 中 に 溶 解 さ せ る こ と が で き た 。 こ の リ ン カ ー は
長 く フ レ キ シ ブ ル で あ り 、 親 水 性 で あ る こ と か ら 、 該 リ ン カ ー に よ り 抗 体 に 対 す る ア ク セ
シ ビ リ テ ィ ー も 改 善 さ れ 得 る と い う こ と も 示 唆 さ れ る 。 こ の オ ス ミ ウ ム -PEG-コ ン ジ ュ ゲ
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ー ト 及 び ジ オ ス ミ ウ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 CV及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 用 量 反 応 曲 線 な ど の 電 気
化 学 的 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 か な り 良 好 に 機 能 し た 。 こ れ ら の 新 規 メ デ ィ エ
ー タ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 多 く の ア ッ セ イ で 良 好 に 機 能 し 、 疎 水 性 抗 原 (例 え ば 、 テ ト ラ
ヒ ド ロ カ ン ナ ビ ノ ー ル (tetrahydrocannibinol)抗 原 及 び メ ト ト レ キ サ ー ト 抗 原 な ど )の メ
デ ィ エ ー タ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト な ど の 当 技 術 分 野 で 使 用 さ れ て い る メ デ ィ エ ー タ ー に と も な
う あ る 種 の ア ッ セ イ の 困 難 性 を 克 服 す る た め の 特 定 の 改 善 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 水 性 溶 液 中 で は 、 第 一 作 用 電 極 及 び 第 二 作 用 電 極 の 電 位 の 利 用 可 能 な 範 囲 を 、 Ag/AgCl
参 照 電 極 に 対 し て 約 600mVか ら -600mVと な る よ う に 選 択 し て 、 水 の 酸 化 又 は 還 元 を 回 避 す
る こ と が で き る 。 尿 酸 及 び ア ス コ ル ビ ン 酸 な ど の よ う な 存 在 し 得 る 酸 化 可 能 な 妨 害 物 に よ
る 妨 害 を 回 避 す る た め に は 、 低 い 酸 化 還 元 電 位 を 有 す る 電 気 化 学 的 標 識 が 好 ま し い 。 米 国
特 許 第 6,294,062号 で は 、 異 な る 酸 化 還 元 電 位 を 有 す る 複 数 の メ デ ィ エ ー タ ー を 一 緒 に 混
合 し た も の は 、 可 逆 的 酸 化 還 元 化 学 種 を 酸 化 還 元 電 位 が 少 な く と も 50mV異 な る よ う に 選 択
し た 場 合 、 IDA電 極 上 で 互 い に 独 立 に 測 定 可 能 で あ る と い う こ と が 論 じ ら れ て い る 。 さ ら
に 、 異 な る 可 逆 的 酸 化 還 元 化 学 種 を 異 な っ た 測 定 チ ャ ン バ ー の 中 に 別 々 に 分 離 し て 入 れ た
場 合 、 複 数 の ア ナ ラ イ ト を 類 似 し た 又 は 異 な っ た 電 位 の メ デ ィ エ ー タ ー を 用 い て 測 定 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 IDA電 極 上 に お け る 未 結 合 メ デ ィ エ ー タ ー の 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ
に と も な う 定 常 電 流 の 測 定 は 、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 に 比 例 す る 。 該 電 流 は 、 WE1若 し く は WE2
に お い て 、 又 は 、 そ の 両 方 に お い て 測 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 を 用 い て 、 単 一 サ ン プ ル 中 の 2種 以 上 の ア ナ ラ イ ト を 同 時 に 測 定 す る こ と が で き
る 。 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 一 連 の 電 極 セ ッ ト 又 は 電 極 構 造 を 含 ん で お り 、
こ こ で 、 電 極 の 各 セ ッ ト は 、 別 々 の サ ン プ ル チ ャ ン バ ー 内 に 配 置 さ れ て い る 。 該 液 体 サ ン
プ ル を 、 そ の 別 個 の サ ン プ ル チ ャ ン バ ー に 供 給 す る 。 例 え ば 、 試 験 セ ン サ ー に は 、 第 一 の
電 極 セ ッ ト に つ い て 上 記 で 記 載 し た よ う に 構 成 さ れ た 第 二 の 電 極 セ ッ ト を 支 持 す る 第 二 の
サ ン プ ル チ ャ ン バ ー を 少 な く と も 含 ま せ る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 別 々 の サ ン プ ル チ
ャ ン バ ー は 、 異 な っ た 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 該 方 法 は 、 サ ン プ ル 中 の 所 望 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 に 相 関 し て い る 未 結 合 電 気 化 学 的 標 識
の 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る こ と を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 表 １ は 、 血 中 グ ル コ ー ス の モ ニ タ リ ン グ と 比 較 し た 、 ア ナ ラ イ ト の 可 能 な 検 出 範 囲 を 示
し て い る 。 従 っ て 、 該 診 断 法 は 、 高 い 感 度 を 有 し て い る べ き で あ る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー に 基
づ く ア ッ セ イ 技 術 は 、 こ れ ら の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る た め の 感 度 を 提 供 す る こ と が で き る
。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 最 近 、 ア ナ ラ イ ト と 「 特 異 的 結 合 相 手 」 の 間 の 複 合 体 か ら 得 ら れ た 情 報 に 頼 る 電 気 化 学
的 ア フ ィ ニ テ ィ ー バ イ オ セ ン サ ー 技 術 に お い て 、 重 大 な 進 歩 が あ っ た 。 そ の よ う な 技 術 は
、 典 型 的 に は 、 標 的 ア ナ ラ イ ト の 標 識 化 リ ガ ン ド 類 似 体 を 使 用 す る が 、 そ の 際 、 リ ガ ン ド
類 似 体 は 、 該 ア ナ ラ イ ト と 競 合 し て 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 す る よ う に 選 択 す る 。 標 識 化 リ
ガ ン ド 類 似 体 が 該 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 す る 程 度 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ れ を 、
サ ン プ ル 中 の 該 ア ナ ラ イ ト の 存 在 及 び /又 は 濃 度 に 相 関 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 ア ナ ラ
イ ト と そ の 特 異 的 結 合 相 手 の 例 を 下 記 表 ２ に 挙 げ る 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 一 形 態 で は 、 電 気 化 学 的 標 識 の 結 合 基 は 、 抗 原 決 定 基 、 エ ピ ト ー プ 又 は リ ガ ン
ド 類 似 体 を 、 典 型 的 に は 1以 上 の リ ン カ ー 基 を 介 し て 含 ん で い て 、 上 記 で 記 載 し た 「 酸 化
還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 を 形 成 し て い る 。 用 語 「 リ ガ ン ド 類 似 体 」 は 、 本 発 明 で 使 用
さ れ る 場 合 、 そ の 意 味 の 中 に 、 測 定 さ れ る ア ナ ラ イ ト と 同 じ 特 異 的 結 合 相 手 と 複 合 体 を 形
成 す る こ と が で き る 化 学 種 を 包 含 し て お り 、 ア ナ ラ イ ト 自 体 を 含 む こ と も 可 能 で あ る 。 本
発 明 の 方 法 を 実 施 す る の に 使 用 さ れ る 拡 散 に 基 づ く 電 気 化 学 的 検 出 技 術 を 考 慮 し て 、 低 分
子 量 化 学 種 が 最 も 望 ま し い 。 従 っ て 、 該 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 約 50,000ダ ル
ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る の が 好 ま し く 、 約 10,000ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る の が さ
ら に 好 ま し い 。 最 も 好 ま し く は 、 該 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 分 子 量 は 、 約 500ダ
ル ト ン ～ 約 5,000ダ ル ト ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る た め の リ ガ ン ド 類 似 体 の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下
の も の を 挙 げ る こ と が で き る ： ペ プ チ ド ホ ル モ ン (例 え ば 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン (TSH)、 黄
体 形 成 ホ ル モ ン (LH)、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン (FSH)、 イ ン ス リ ン 及 び プ ロ ラ ク チ ン な ど )若 し く
は 非 ペ プ チ ド ホ ル モ ン (例 え ば 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 、 例 え ば 、 コ ル チ ゾ ー ル 、 エ ス ト ラ
ジ オ ー ル 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 及 び テ ス ト ス テ ロ ン な ど )若 し く は 甲 状 腺 ホ ル モ ン (例 え ば 、 チ
ロ キ シ ン (T4)及 び ト リ ヨ ー ド チ ロ ニ ン な ど )、 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ
ピ ン (hCG)、 癌 胎 児 性 抗 原 (CEA)及 び α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン (AFP)な ど )、 薬 物 (治 療 用 途 用 薬
物 、 乱 用 薬 物 及 び /又 は 規 制 薬 物 、 例 え ば 、 ア ン フ ェ タ ミ ン 、 糖 類 、 毒 物 又 は ビ タ ミ ン 類
な ど )、 及 び 、 生 物 戦 用 因 子 。 本 発 明 に よ る リ ガ ン ド 類 似 体 と し て 含 め る こ と が で き る リ
ガ ン ド 類 似 体 の 特 定 の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の を 挙 げ る こ と で
き る ： コ カ イ ン 、 ア ン フ ェ タ ミ ン 、 モ ル ヒ ネ 、 バ ル ビ ツ ー ル 薬 、 テ オ フ ィ リ ン 、 フ ェ ン シ
ク リ ジ ン (phenylcyclidine)(PCP)、 テ ト ラ ヒ ド ロ カ ン ナ ビ ノ ー ル (THC)、 メ ト ト レ キ サ ー
ト 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 フ ェ ニ ト イ ン 、 カ ル バ マ ゼ ピ ン 、 フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル 、 ゲ ン タ マ
イ シ ン 、 ア ミ カ シ ン 、 バ ン コ マ イ シ ン 、 ト ブ ラ マ イ シ ン 、 プ ロ カ イ ン ア ミ ド 、 リ ド カ イ ン
、 キ ニ ジ ン 、 バ ル プ ロ 酸 、 ジ ゴ キ シ ン 、 ジ ギ ト キ シ ン 、 三 環 系 抗 鬱 薬 (TCA)、 例 え ば ： ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ア ミ ト リ プ チ リ ン (amitrptyline)、 デ シ プ ラ ミ ン 、 イ ミ プ ラ ミ ン 、 ノ ル
ト リ プ チ リ ン 、 ド キ セ ピ ン 、 免 疫 抑 制 薬 。 本 発 明 で の 使 用 に 含 め る こ と が 可 能 な 戦 争 又 は
生 物 戦 用 因 子 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る ： ラ
シ ン (racin)、 炭 疽 菌 (B. anthracis.)、 天 然 痘 、 ボ ト ッ ク ス 及 び ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

10

20

30

40

50

(19) JP 2007-530413 A 2007.11.1



　 図 １ は 、 サ ン プ ル 流 体 中 の 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 及 び /又 は 分 析 す る た め の シ ス テ
ム 又 は 診 断 キ ッ ト (10)の 概 略 図 で あ る 。 キ ッ ト (10)に は 、 試 験 セ ン サ ー (12)、 測 定 モ ジ ュ
ー ル (14)及 び 携 帯 用 即 ち ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 (16)が 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 示 さ れ て い る 実 施 形 態 で は 、 試 験 セ ン サ ー (12)は 電 極 構 造 (22)を 含 ん で い る 。 該 電 極
構 造 内 の 電 極 は 、 互 い に 平 行 で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、 該 電 極 は 、 検 出 チ ャ ン バ ー
の 同 一 の 壁 面 に 支 持 さ れ て い る こ と が 可 能 で あ る か 、 又 は 、 互 い に 対 向 し て い て 、 1つ の
電 極 が 1つ の 壁 面 に 支 持 さ れ て い て 、 も う 1つ の 電 極 が 検 出 チ ャ ン バ ー の 隣 接 す る 壁 面 若 し
く は 対 向 す る 壁 面 に 支 持 さ れ て い る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 該 電 極 セ
ッ ト は 、 例 え ば イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ (IDA)の よ う な 、 マ ル チ ア レ イ 電 極 を 含 ん
で い る 。 IDA内 の 各 電 極 は 、 複 数 の 「 フ ィ ン ガ ー 」 を 含 ん で い て 、 こ れ は 、 も う 一 方 の 電
極 の 「 フ ィ ン ガ ー 」 と イ ン タ ー デ ジ テ イ ト す る 。 IDA内 の 個 々 の 電 極 は 、 互 い に 平 行 で あ
り 得 る か 、 又 は 、 互 い に 対 向 で あ り 得 る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 該 マ ル チ ア レ イ 電 極 は 垂 直
イ ン テ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ 電 極 と し て 製 作 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ に つ い て は 、
下 記 で さ ら に 充 分 に 記 述 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 試 験 セ ン サ ー (12)を 用 い て 、 サ ン プ ル 溶 液 中 の 1種 以 上 の ア ナ
ラ イ ト の 逐 次 分 析 が 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 、 試 験 セ ン サ ー (12)上 に 供 給 さ れ る 試 薬 は 乾
燥 形 態 で 提 供 さ れ 、 そ の 際 、 試 験 サ ン プ ル 中 の 流 体 が 分 析 を 実 施 す る た め の 媒 体 と な る 。
　 試 験 セ ン サ ー (12)は 、 可 撓 性 ス ト リ ッ プ 又 は 剛 性 ス ト リ ッ プ の い ず れ か と し て 提 供 す る
こ と が で き る が 、 こ れ に つ い て は 、 下 記 で さ ら に 充 分 に 論 じ る 。 剛 性 試 験 セ ン サ ー は 、 例
え ば 、 シ リ コ ン ウ ェ ハ 上 の 集 積 回 路 技 術 を 用 い て 製 作 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 試 験 セ ン サ ー (12)は 、 第 一 端 部 (26)と 、 そ の 反 対 側 の 第 二 端 部 (28)を 含 ん で い る 。 サ ン
プ ル ポ ー ト (30)が 試 験 セ ン サ ー (12)上 に 、 第 一 端 部 (26)に 隣 接 し て 配 置 さ れ て い る 。 代 替
的 な 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル ポ ー ト (30)は 、 試 験 セ ン サ ー (12)の 側 面 に 位 置 さ せ る こ と も
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 第 二 端 部 (28)は 、 複 数 の 接 触 パ ッ ド を 含 ん で い る 。 さ ら に 、 第 二 端 部 (28)は 、 第 二 端 部
(28)を 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)に 連 結 又 は 挿 入 す る の に 試 験 セ ン サ ー (12)が 必 ず 唯 一 の 向 き を
と る よ う に す る た め に 、 突 起 、 隆 起 又 は ノ ッ チ (34)な ど の よ う な 物 理 的 な 「 鍵 」 を 含 む こ
と が 可 能 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 二 端 部 (28)は 、 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)へ の 該 試 験 セ
ン サ ー の 正 確 な 向 き 及 び /又 は 挿 入 を 確 実 な も の と す る た め に 、 1以 上 の 電 気 的 接 続 を 含 む
こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 1以 上 の 電 気 的 接 続 及 び 接 触 を 用 い て 、 品 質 管 理 分 析 用 の 製
造 ロ ッ ト 及 び /若 し く は 試 験 セ ン サ ー の 型 の 識 別 、 ど の ア ナ ラ イ ト を 分 析 す る た め に 試 験
セ ン サ ー が 構 成 さ れ て い る か 、 並 び に /又 は 、 ア ナ ラ イ ト の 予 想 さ れ る 濃 度 範 囲 に よ り 、
特 定 の 試 験 セ ン サ ー を 識 別 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)は 、 第 二 端 部 (28)を 受 け る た め の 連 結 部 又 は レ セ プ タ ク ル (36)を 含
ん で い る 。 レ セ プ タ ク ル (36)は 、 物 理 的 な 鍵 が 存 在 し て い る 場 合 に は 、 対 応 す る 「 錠 」 を
含 ん で お り 、 ま た 、 電 気 若 し く は 磁 気 コ ネ ク タ 又 は 接 点 と 結 合 す る た め の 対 応 す る 数 の 電
気 的 接 触 を 含 ん で い て 、 試 験 セ ン サ ー (12)に 接 触 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)は 少 な く と も 1つ の バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 含
ん で い る 。 該 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト は 、 試 験 セ ン サ ー (12)上 の 2つ の 異 な っ た 電 極 セ ッ
ト の 電 圧 を 同 時 に 印 加 及 び 制 御 す る よ う に 構 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は
、 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)は 、 2つ 以 上 の バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 含 ん で お り 、 各 バ イ ポ テ
ン シ オ ス タ ッ ト が 2つ の 異 な っ た 電 極 セ ッ ト の 電 圧 を 印 可 及 び 制 御 す る よ う に 構 成 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 該 測 定 モ ジ ュ ー ル は 、 サ ン プ ル と 接 触 し て い る 電 極 構 造 上 の 電
位 を 制 御 す る た め に 、 1つ 以 上 の プ ロ グ ラ ム 可 能 な バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 含 ん で い る
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こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 該 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト は 、 下 記 で 記 述
す る デ ス ク ト ッ プ 又 は 携 帯 用 計 測 器 (16)の 中 に 含 ま せ る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 さ ら に 、 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)は 、 被 検 サ ン プ ル 中 の 選 択 さ れ た 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト の 1
以 上 の 分 析 及 び 同 定 を 実 施 す る た め の 命 令 を 提 供 す る ハ ー ド ウ ェ ア 、 ソ フ ト ウ ェ ア 又 は フ
ァ ー ム ウ ェ ア を 含 ん で い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)は 、 さ ら に ま た 、 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)を ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 (16)に
機 能 し 得 る よ う に 連 結 す る た め の コ ネ ク タ ー (38)も 含 ん で い る 。 図 示 さ れ て い る 実 施 形 態
で は 、 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)は コ ネ ク タ ー (38)を 含 ん で お り 、 こ れ は 、 ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置
(16)上 の レ セ プ タ ク ル (40)の 内 部 に 受 容 さ れ る よ う に 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 (16)は 、 多 種 多 様 な 携 帯 用 電 子 デ バ イ ス の 中 に 提 供 す る こ と が 可 能
で あ る 。 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 (16)は 、 種 々 の 携 帯 情 報 端 末 (PDA
)の 内 の 1種 と し て 提 供 さ れ る 。 携 帯 情 報 端 末 (PDA)は 市 販 さ れ て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は
、 ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 (16)は 、 ポ ー タ ブ ル (好 ま し く は 、 専 用 の )コ ン ピ ュ ー タ ー 又 は CPU
と し て 提 供 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 (16)は 、 視 覚 的 出 力 面 (46)を 含 ん
で お り 、 ま た 、 (含 む こ と は 必 須 で は な い が )1つ 以 上 の 入 力 装 置 (44)(ボ タ ン 、 ス イ ッ チ な
ど )を 含 ん で い る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 市 販 さ れ て い る 種 々 の PDAで は 一 般 的 で あ る
よ う に 、 デ ー タ 入 力 /出 力 面 (46)に は 、 ス タ イ ラ ス (48)で 入 力 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)が 機 能 し 得 る よ う に ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 (16)に 連 結 さ れ て い る 場 合
、 使 用 に 際 し て は 、 測 定 モ ジ ュ ー ル (14)に 常 駐 し て い る ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 自 動 的
に ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 (16)に ア ッ プ ロ ー ド さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 ア ッ プ ロ ー ド さ れ た
プ ロ グ ラ ム は ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 (16)上 で 起 動 し て 、 特 定 の 情 報 を 入 力 す る よ う に 使 用 者
に 働 き か け る こ と 及 び /又 は 指 定 さ れ た 試 験 を 実 行 す る よ う に 使 用 者 に 指 示 を 与 え る こ と
を 始 め る 。 さ ら に 、 該 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 定 常 電 流 に 関 す る 値 の 測 定 、 そ れ ら の 値 の 保 存 、
ア ナ ラ イ ト 濃 度 の 計 算 、 デ ー タ 管 理 、 品 質 管 理 、 校 正 、 試 験 セ ン サ ー の 識 別 (製 造 ロ ッ ト
、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 範 囲 、 及 び /又 は 、 ア ナ ラ イ ト の 種 類 )、 及 び 、 集 中 化 実 験 室 情 報 シ ス
テ ム へ の 接 続 に つ い て の 1つ 以 上 の 命 令 を 含 ん で い る こ と が 可 能 で あ る か 、 又 は 、 そ れ ら
を 実 施 す る 能 力 を 有 し て い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 制 御 装 置 (16)は 、 日 付 と 時 間 が 表 示 さ れ て い る 薬 物 モ ニ タ リ ン グ シ ス
テ ム の 画 面 か ら 開 始 す る 。 次 の 画 面 は 、 使 用 者 に 対 し て オ ペ レ ー タ ー の 身 分 証 明 を 入 力 す
る よ う に 指 示 す る 。 従 っ て 、 必 要 に 応 じ て 、 適 切 な 訓 練 を 受 け た 特 定 の 使 用 者 の み が ア ク
セ ス し て ア ッ セ イ を 実 施 で き る よ う に 制 御 装 置 (16)を セ ッ ト ア ッ プ す る こ と が 可 能 で あ る
。 オ ペ レ ー タ ー の 身 分 証 明 は 、 数 字 又 は 英 数 字 コ ー ド と し て 入 力 す る こ と が で き る 。 次 の
指 令 、 即 ち 、 次 の 画 面 は 、 メ イ ン メ ニ ュ ー 画 面 で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の メ イ ン メ ニ
ュ ー 画 面 に よ り 、 例 え ば 、 特 定 の 薬 物 試 験 、 対 照 試 験 又 は 結 果 の 検 討 な ど を 選 択 す る こ と
が で き る 。 「 薬 物 試 験 」 を 選 択 す る と 、 使 用 者 に 対 し て 患 者 の 身 分 証 明 又 は 名 前 を 入 力 す
る よ う に 指 示 が 与 え ら れ る 。 次 い で 、 次 の 画 面 で 、 使 用 者 は 、 適 切 な 試 験 又 は 条 件 を 選 択
す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 制 御 装 置 (16)(又 は 、 測 定 モ ジ ュ ー ル (14))は 、 患 者 と 一 緒 に
使 用 さ れ る か 若 し く は 使 用 さ れ る こ と に な っ て い る 特 定 の 試 験 セ ン サ ー 又 は 選 択 さ れ た 試
験 若 し く は 試 験 条 件 で 使 用 さ れ る か 若 し く は 使 用 さ れ る こ と に な っ て い る 特 定 の 試 験 セ ン
サ ー を 確 認 及 び 識 別 す る た め の 認 識 ソ フ ト ウ ェ ア 又 は 認 識 ハ ー ド ウ ェ ア を 含 ん で い る こ と
が 可 能 で あ る 。 特 定 の 試 験 を 選 択 し た 後 、 使 用 者 は 、 1つ 又 は 複 数 の 試 験 セ ン サ ー を 測 定
モ ジ ュ ー ル (14)に 挿 入 す る よ う に 指 示 さ れ る 。 選 択 さ れ た 試 験 及 び /又 は 挿 入 さ れ た 試 験
セ ン サ ー が 適 合 し な い か 又 は 認 識 さ れ な い 場 合 は 、 制 御 装 置 (16)は 、 試 験 を ブ ロ ッ ク す る
こ と が で き る 。 試 験 セ ン サ ー が 適 合 し た か 又 は 認 識 さ れ た 場 合 、 制 御 装 置 は 、 サ ン プ ル を
試 験 セ ン サ ー に 供 給 す る 状 態 に な っ て い る 。 サ ン プ ル が 適 用 さ れ る と 試 験 が 開 始 さ れ る 。
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制 御 装 置 は 、 試 験 が 完 了 し た と き に 使 用 者 に 信 号 で 知 ら せ る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、 ア
ッ セ イ 期 間 の 最 後 に 結 果 を レ ポ ー ト す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 制 御 装 置
は 、 ア ッ セ イ に 対 し て 所 望 さ れ る 要 件 に 応 じ て 、 定 量 的 な 値 又 は 定 性 的 な 値 を レ ポ ー ト す
る 能 力 を 有 す る 。 結 果 は 該 機 器 に 保 存 さ れ 、 レ ポ ー ト は 、 該 機 器 の IRポ ー ト 41を 介 し て 、
IRシ グ ナ ル を 受 信 す る 機 能 を 備 え た プ リ ン タ ー に 直 接 プ リ ン ト ア ウ ト す る こ と が 可 能 で あ
る 。 デ ー タ は 、 IRポ ー ト 、 ハ ー ド ウ ェ ア 連 結 を 介 し て 、 及 び /又 は 、 ク レ ー ド ル 内 に 配 置
さ れ た 制 御 装 置 の 手 動 式 「 ホ ッ ト シ ン ク 」 を 用 い て ダ ウ ン ロ ー ド す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 2は 、 本 発 明 で 使 用 す る た め の 試 験 セ ン サ ー (50)の 一 実 施 形 態 の 斜 視 図 で あ る 。 試 験
セ ン サ ー (50)は 、 単 一 の サ ン プ ル 流 体 中 の 複 数 の 異 な っ た ア ナ ラ イ ト を 分 析 す る よ う に 例
示 さ れ て い る 。 試 験 セ ン サ ー (50)は 、 単 一 の 投 与 ポ ー ト 又 は サ ン プ ル ポ ー ト (51)と 、 複 数
の 試 薬 チ ャ ン バ ー (53)へ と 通 じ る 複 数 の チ ャ ン ネ ル (52)を 含 ん で い る 。 種 々 の 試 薬 、 バ ッ
フ ァ ー 及 び 標 識 化 リ ガ ン ド 類 似 体 な ど は 、 そ れ ぞ れ の 異 な っ た 試 薬 チ ャ ン バ ー (53a)、 (53
b)、 (53c)な ど の 中 に 配 置 さ れ る 。 そ れ ぞ れ が 異 な っ た 試 薬 又 は 試 薬 の セ ッ ト を 含 ん で い
る 2つ 以 上 の 異 な っ た 試 薬 チ ャ ン バ ー を 異 な っ た ア ッ セ イ 法 (例 え ば 、 逐 次 結 合 法 又 は 置 換
結 合 法 な ど )に 使 用 可 能 で あ る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 チ ャ ン ネ ル (54)は 、 試 薬 チ ャ
ン バ ー (53)か ら 測 定 域 (55)に 通 じ て い る 。 か さ ね て 、 そ れ ぞ れ の チ ャ ン ネ ル が そ れ ぞ れ 別
個 の 試 薬 チ ャ ン バ ー か ら 異 な っ た 検 出 チ ャ ン バ ー へ と 通 じ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 示 さ れ て い る 実 施 形 態 で は 、 可 溶 性 試 薬 、 バ ッ フ ァ ー 及 び /又 は 標 識 化 リ ガ ン ド 類 似
体 は 乾 燥 さ れ て い る が 、 基 材 又 は マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 は さ れ て い な い 。 典 型 的 に は 毛 管
作 用 に よ り 、 流 体 サ ン プ ル の 一 部 を サ ン プ ル ポ ー ト (51)の 中 に 引 き 入 れ る 。 サ ン プ ル 流 体
は 、 チ ャ ン ネ ル (52)を 通 っ て そ れ ぞ れ の 試 薬 チ ャ ン バ ー ま で 進 ん で い き 、 そ こ で 、 サ ン プ
ル 中 の ア ナ ラ イ ト は 、 結 合 相 手 、 直 接 結 合 分 析 に お け る 標 識 化 結 合 相 手 に 結 合 す る か 、 又
は 、 逆 に 、 該 ア ナ ラ イ ト は 、 ア ナ ラ イ ト 、 そ の 誘 導 体 若 し く は 標 識 化 リ ガ ン ド 類 似 体 か ら
結 合 し た 相 手 を 排 除 す る こ と が で き る 。 反 応 生 成 物 を 含 ん で い る サ ン プ ル 流 体 は 、 試 薬 チ
ャ ン バ ー か ら 検 出 チ ャ ン バ ー ま で 進 ん で い き 、 そ こ で 、 結 果 と し て 生 じ た 標 識 化 リ ガ ン ド
類 似 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 電 気 化 学 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 1種 以 上 の 試 薬 、 バ ッ フ ァ ー 及 び 標 識 化 リ ガ ン ド を 、 試 薬 チ ャ ン バ
ー 内 で 固 定 す る こ と が で き る か 、 又 は 、 試 験 セ ン サ ー 上 の 流 体 回 路 の 別 の 部 位 で 固 定 す る
こ と が で き る (例 え ば 、 検 出 チ ャ ン バ ー 内 で 固 定 す る こ と が で き る )。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 図 3は 、 試 験 セ ン サ ー (50)と 同 様 に 構 成 さ れ た 試 験 セ ン サ ー (60)の 代 替 的 な 実 施 形 態 の
斜 視 図 で あ る 。 従 っ て 、 類 似 し た 構 造 に 対 し て は 、 同 じ 参 照 番 号 を 使 用 し て い る 。 試 験 セ
ン サ ー (60)は 、 別 々 の 投 与 ポ ー ト (61a)、 (61b)、 (61c)・ ・ ・ を 含 ん で い る こ と で セ ン サ
ー (50)と は 異 な っ て お り 、 こ れ ら の 投 与 ポ ー ト は 、 別 個 の 試 薬 チ ャ ン バ ー (63a)、 (63b)、
(63c)の そ れ ぞ れ に 対 す る も の で あ る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 異 な っ た サ ン プ ル を 異 な っ た
ポ ー ト (61a)、 (61b)、 (61c)・ ・ ・ に 適 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、 異 な っ た サ ン プ
ル の そ れ ぞ れ は 、 同 じ 試 薬 と 同 じ 条 件 を 用 い て 分 析 す る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 同
一 の バ ル ク サ ン プ ル を 異 な っ た ポ ー ト (61a)、 (61b)、 (61c)・ ・ ・ に 導 入 す る こ と が 可 能
で あ り 、 異 な っ た 試 薬 チ ャ ン バ ー (63a)、 (63b)及 び (63c)に は 、 該 バ ル ク サ ン プ ル に つ い
て の 異 な っ た 分 析 を 実 施 す る た め の 異 な っ た 試 薬 を 含 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 図 4は 、 本 発 明 で 使 用 す る た め の 試 験 セ ン サ ー (70)の さ ら に 別 の 実 施 形 態 の 分 解 図 で あ
り ； 図 5は 、 試 験 セ ン サ ー (70)の 斜 視 図 で あ る 。 試 験 セ ン サ ー (70)は 、 試 験 セ ン サ ー (50)
及 び (60)と 同 様 に 、 複 数 の 試 薬 チ ャ ン バ ー 及 び 電 極 構 造 を 含 ん で い る 。 試 験 セ ン サ ー (70)
は 、 互 い の 上 に 積 層 さ れ た 複 数 の 支 持 体 ス ト リ ッ プ (72)、 (74)、 (76)、 (78)及 び (80)を 含
ん で い る 。 図 示 さ れ て い る 実 施 形 態 で は 、 各 支 持 体 は 、 サ ン プ ル ポ ー ト 、 反 応 チ ャ ン バ ー
、 測 定 域 及 び 電 極 構 造 を 含 ん で い る 。 一 形 態 で は 、 支 持 体 ス ト リ ッ プ (72)、 (74)、 (76)、
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(78)及 び (80)の 各 々 は 、 そ れ ぞ れ 、 サ ン プ ル ポ ー ト (82)、 (84)、 (86)、 (88)及 び (90)を 含
ん で い て 、 そ れ に よ り 、 サ ン プ ル を 単 一 の サ ン プ ル ポ ー ト (例 え ば 、 ポ ー ト (82))に 導 入 す
る こ と が 可 能 と な る 。 導 入 さ れ た サ ン プ ル は 、 流 れ て い っ て 、 試 験 セ ン サ ー (70)の 各 ア ッ
セ イ に 投 薬 さ れ る 。 サ ン プ ル ポ ー ト は 別 に し て 、 そ れ ぞ れ の 支 持 体 ス ト リ ッ プ (72)、 (74)
、 (76)、 (78)及 び (80)は 、 サ ン プ ル と 試 薬 を 通 さ な い 層 に よ り 、 隣 接 す る 試 験 セ ン サ ー か
ら 分 離 さ れ て い る 。 さ ら に 、 セ ン サ ー の そ れ ぞ れ の 反 応 チ ャ ン バ ー に は 、 同 一 の 試 薬 を 含
ま せ る こ と が で き る か 、 又 は 、 異 な っ た 試 薬 を 含 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 使 用 に 際 し て は 、 サ ン プ ル を 単 一 の ポ ー ト (例 え ば 、 ポ ー ト (82))に 導 入 し 、 導 入 さ れ た
サ ン プ ル は 、 残 り の サ ン プ ル ポ ー ト ま で 流 れ て い く 。 そ の サ ン プ ル は 、 次 い で 、 反 応 チ ャ
ン バ ー ま で 流 れ た 後 、 測 定 域 ま で 流 れ て い き 、 そ こ で 、 結 果 と し て 生 じ た 化 学 種 に 応 答 さ
せ る 。 試 験 セ ン サ ー (70)を 、 垂 直 方 向 に 間 隔 を 置 い て 配 置 さ れ た 電 極 パ ッ ド を 有 す る 積 層
型 試 験 セ ン サ ー を 収 容 す る よ う に 構 成 さ れ た 計 測 器 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 試 験 結 果 の 視
覚 的 表 示 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 6は 、 試 験 セ ン サ ー (102)及 び 計 測 器 (104)を 含 ん で い る 診 断 キ ッ ト (100)の 一 実 施 形 態
を 示 し て い る 。 試 験 セ ン サ ー (102)を 計 測 器 に 挿 入 し た 後 、 「 浸 漬 線 (dip line)」 (103)ま
で サ ン プ ル 中 に 浸 漬 す る 。 試 験 セ ン サ ー (102)は 、 上 記 で 記 述 し た 試 験 セ ン サ ー の い ず れ
で あ る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 7は 、 単 一 の サ ン プ ル (例 え ば 、 ラ ン セ ッ ト で 傷 を 付 け た 指 か ら の 血 液 )を 投 与 す る こ
と が 可 能 な マ ル チ -ア ナ ラ イ ト 試 験 用 に 構 成 さ れ た 診 断 キ ッ ト (110)の 別 の 実 施 形 態 を 示 し
て い る 。 単 一 の サ ン プ ル を 、 多 く の 種 類 の 異 な っ た ア ナ ラ イ ト の 存 在 及 び /又 は 量 に つ い
て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 図 8は 、 ピ ペ ッ ト で 投 与 す る こ と が 可 能 な シ ン グ ル ア ッ セ イ 用 に 構 成 さ れ た 、 試 験 セ ン
サ ー (122)と 計 測 器 (124)を 有 す る 診 断 キ ッ ト (120)を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 図 9は 、 マ ル チ -ア ナ ラ イ ト 試 験 用 に 構 成 さ れ た 、 試 験 セ ン サ ー (132)と 計 測 器 (134)を 含
ん で い る 診 断 キ ッ ト (130)を 示 し て い る 。 試 験 セ ン サ ー (132)は 、 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー
(136)の 壁 面 に 固 定 し て 置 か れ て い る 。 コ ネ ク タ (133)で 、 試 験 セ ン サ ー (132)の 接 点 ま で
電 気 的 に 接 続 す る 。 図 示 さ れ て い る 実 施 形 態 で は 、 試 験 セ ン サ ー (132)は カ ッ プ の 蓋 (138)
に 付 い て い る 。 こ の 実 施 形 態 は 、 サ ン プ ル の 収 集 を 可 能 に す る の で 、 特 に 有 利 で あ る 。 次
い で 、 収 集 チ ャ ン バ ー を 密 閉 し 、 必 要 に 応 じ て 、 貯 蔵 又 は 保 存 す る 。 さ ら に 、 コ ネ ク タ (1
33)の 連 結 部 が サ ン プ ル 適 用 ポ ー ト と 収 集 チ ャ ン バ ー の 間 の 密 閉 を 開 放 し て い る 。 サ ン プ
ル は 、 収 集 直 後 に 試 験 す る こ と が 可 能 で あ る か 、 又 は 、 し ば ら く 経 っ て か ら 試 験 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 セ ン サ ー は 、 収 集 チ ャ ン バ ー (136)の 別 の 壁 面 内
又 は 壁 面 上 に 置 く こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 セ ン サ ー (132)は 、 取 り 外 し 可
能 な よ う に 収 集 チ ャ ン バ ー (136)に 取 り 付 け る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 図 10は 、 定 常 電 流 の 条 件 を 図 示 し て い る 本 発 明 の 微 小 電 極 ア レ イ (160)の 部 分 断 面 図 で
あ る 。 こ の 部 分 微 小 電 極 ア レ イ (160)は 、 2つ の カ ソ ー ド 又 は 還 元 電 極 (161)及 び (163)、 並
び に ア ノ ー ド 又 は 酸 化 電 極 (162)を 含 ん で い る 。 メ デ ィ エ ー タ ー Mは 、 二 者 択 一 的 に カ ソ ー
ド 電 極 (161)又 は (163)で 還 元 さ れ 、 ア ノ ー ド 電 極 (162)で 酸 化 さ れ る 。 参 照 線 (166)で 示 さ
れ て い る カ ソ ー ド 電 極 (161)と ア ノ ー ド 電 極 (162)の 間 の 間 隙 は 、 定 常 電 流 を 維 持 す る よ う
に 選 択 す る こ と が 可 能 で あ り 、 従 っ て 、 以 下 で さ ら に 充 分 に 論 じ ら れ て い る よ う に 、 シ グ
ナ ル 増 幅 が 可 能 と な る 。 上 記 で 述 べ た よ う に 、 該 電 極 構 造 は 、 参 照 電 極 と 、 所 定 の 電 位 を
作 用 電 極 に 印 可 し た と き に サ ン プ ル 中 の 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 拡 散 リ サ イ ク リ
ン グ が 可 能 と な る 寸 法 を 有 す る 少 な く と も 第 一 作 用 電 極 及 び 第 二 作 用 電 極 を 含 ん で い る 。
フ ィ ン ガ ー の 幅 Wと 間 隙 W g の 寸 法 を 小 さ く す る と 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ が 増 大 す る が 、
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効 果 的 な 電 流 増 幅 に と っ て は 、 電 極 対 の 長 さ と 数 を 大 き く す る こ と も 好 ま し い 。 参 照 線 (1
66)で 示 さ れ て い る 間 隙 は 、 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト と サ ン プ ル 中 の そ の 濃 度 又 は 予 測 さ れ
る 濃 度 を 考 慮 し て 、 望 ま し い よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 隣 接 す る 電 極 間
の 間 隙 は 、 約 25μ m未 満 と な る よ う に 、 好 ま し く は 、 約 10μ m未 満 と な る よ う に 、 さ ら に 好
ま し く は 、 約 2μ m未 満 と な る よ う に 選 択 さ れ る 。 極 め て 低 い 感 度 が 必 要 な 場 合 に は 、 サ ブ
ミ ク ロ ン の 間 隙 が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 図 11は 、 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ (IDA)(170)の 一 実 施 形 態 の 平 面 図 で あ る 。 IDA(
170)は 、 本 発 明 に よ り バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ を 測 定 す
る の に 適 し た 平 面 電 極 構 造 と し て 示 さ れ て い る 。 IDA(170)は 、 2つ の 作 用 電 極 (172)及 び (1
74)(図 示 さ れ て い る )を 含 ん で お り 、 こ れ ら が 6対 の 電 極 フ ィ ン ガ ー (176)を 規 定 し て い る
。 さ ら に ま た 、 IDA(170)に は 、 参 照 電 極 (178)及 び 対 向 電 極 (180)も 含 ま れ て い る 。 図 10の
(166)で 示 さ れ て い る 隣 接 す る 2つ の フ ィ ン ガ ー 間 の 間 隙 及 び フ ィ ン ガ ー の 総 数 は 、 IDA(17
0)に つ い て 特 定 の ア ナ ラ イ ト を 適 用 す る の に 望 ま し い よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 好 ま
し い 実 施 形 態 で は 、 IDA(170)に 示 さ れ て い る よ り も 多 く の 電 極 対 を 有 す る IDAを 作 製 す る
の が 望 ま し い 。 例 え ば 、 適 切 な 増 幅 を 達 成 す る た め に は 、 少 な く と も 25対 の 電 極 を 有 す る
の が 最 も 望 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 50対 の 電 極 を 有 す る か 、 又 は 、 750電 極
対 、 さ ら に は 、 1000対 を 超 え る 電 極 を 有 す る 。 増 幅 は 、 該 幅 と 間 隙 が 小 さ く な る に つ れ て
増 大 し 、 ま た 、 フ ィ ン ガ ー 対 の 長 さ と 数 が 大 き く な る に つ れ て 増 大 す る 。 IDA(170)内 の 電
極 構 造 の そ れ ぞ れ は 、 電 極 (172)と 電 極 (174)が 所 定 の ア ノ ー ド (酸 化 )電 位 と カ ソ ー ド (還
元 )電 位 で 平 衡 状 態 に あ る と き に サ ン プ ル 中 の 拡 散 性 酸 化 還 元 可 逆 的 メ デ ィ エ ー タ ー の 拡
散 リ サ イ ク リ ン グ が 可 能 と な る よ う な 寸 法 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 微 小 電 極 ア レ イ は さ ま ざ ま な 技 術 を 用 い て 製 造 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の よ う な 技 術
に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 WO03/044511記 述 さ れ て い る 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 法
、 電 子 ビ ー ム リ ソ グ ラ フ ィ ー 法 、 イ オ ン ビ ー ム ミ リ ン グ 法 、 ナ ノ イ ン プ リ ン ト リ ソ グ ラ フ
ィ ー 法 及 び レ ー ザ ア ブ レ ー シ ョ ン 法 な ど が あ る 。 前 記 特 許 は 、 参 照 に よ り 組 み 入 れ る 。 イ
ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ (IDA)は 、 さ ま ざ ま な 絶 縁 基 板 (非 限 定 的 に は 、 ガ ラ ス 、
シ リ コ ン 、 Upilex、 Kapton、 Kaladex、 Melinex、 又 は 別 の 高 分 子 物 質 な ど )の 上 に デ ポ ジ
ッ ト さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 バ イ オ セ ン サ ー シ ス テ ム 用 の 計 測 器 の 構 造 と 設 計 に お け る 改 良 に つ い て は 、 米 国 特 許 第
4,999,632号 ； 米 国 特 許 第 5,243,516号 ； 米 国 特 許 第 5,366,609号 ； 米 国 特 許 第 5,120,420号
； 米 国 特 許 第 5,141,868号 ； 米 国 特 許 第 5,192,415号 ； 米 国 特 許 第 5,264,103号 ； 米 国 特 許
第 5,352,351号 ； 米 国 特 許 第 5,405,511号 ； 米 国 特 許 第 5,437,999号 ； 米 国 特 許 第 5,438,271
号 ； 及 び 、 米 国 特 許 第 5,575,895号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら 特 許 の 開 示 内 容 は 、 参 照 に
よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 電 極 対 の 寸 法 (又 は 、 表 面 積 )及 び 数 は 、 と り わ け 、 ア ナ ラ イ ト (類 )、 そ れ ら の 濃 度 、 及
び サ ン プ ル 媒 体 に 応 じ て 選 択 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 所 与 の 一 組 の 条 件 に
対 し て 電 極 フ ィ ン ガ ー 対 の 寸 法 及 び /又 は 数 を 選 択 す る た め の 実 験 用 構 成 物 も 提 供 す る 。
該 構 成 物 に つ い て は 、 以 下 で 充 分 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ (170)の 構 成 要 素 は 、 マ ク ロ 電 極 ア レ イ を 提 供 す る よ
う な 寸 法 と す る こ と が で き る 。 マ ク ロ ア レ イ 用 の 電 極 の 寸 法 と 電 極 間 の 間 隙 は 、 大 き く 変
え る こ と が 可 能 で あ る が 、 試 験 セ ン サ ー の 寸 法 と 利 用 可 能 な サ ン プ ル の 容 積 に よ っ て の み
制 限 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 図 12は 、 本 発 明 に よ る 垂 直 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ (VIDA)(190)の 側 面 図 で あ る
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。 図 13は 、 ア レ イ (190)の 一 実 施 形 態 の 平 面 図 で あ る 。 ア レ イ (190)は 、 基 板 又 は 絶 縁 基 板
(192)を 含 ん で お り 、 そ の 上 に 第 一 の 導 電 性 材 料 を 導 電 層 (194)と し て デ ポ ジ ッ ト さ せ て 、
第 一 電 極 (195)と す る 。 導 電 層 (194)と 基 板 (192)の 上 に 誘 電 性 絶 縁 層 (196)デ ポ ジ ッ ト さ せ
る 。 第 二 の 導 電 性 材 料 (193)を 誘 電 層 (196)の 上 に デ ポ ジ ッ ト さ せ る 。 次 い で 、 第 二 の 誘 電
層 (図 示 せ ず )を デ ポ ジ ッ ト さ せ 、 第 二 の 導 電 性 材 料 (193)上 に パ タ ー ニ ン グ し て 、 複 数 の
非 導 電 性 フ ィ ン ガ ー (図 示 せ ず )を 規 定 す る 。 露 出 し た 第 二 の 導 電 性 材 料 を 除 去 し た 後 、 露
出 し た 誘 電 層 を 除 去 す る 。 こ れ に よ り 、 非 導 電 性 フ ィ ン ガ ー (196)の 上 に デ ポ ジ ッ ト さ せ
、 複 数 の 電 極 フ ィ ン ガ ー (198)を 規 定 す る よ う に パ タ ー ニ ン グ さ れ た 電 極 フ ィ ン ガ ー (193)
の 第 二 の セ ッ ト が 残 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 VIDAの 電 極 の 間 隙 は 、 導 電 層 の 間 に 挟 ま れ た 誘 電 絶 縁 層 (196)の 厚 さ に よ っ て 規 定 さ れ
る 。 従 っ て 、 サ ブ ミ ク ロ ン の 分 解 能 を 有 さ な い 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 、 ミ ク ロ ン ～ サ ブ ミ
ク ロ ン の 間 隙 を 作 る こ と が で き る 。 こ れ を 達 成 す る こ と が で き る の は 、 VIDAフ ィ ン ガ ー の
間 隙 又 は 形 状 が 、 パ タ ー ニ ン グ 技 術 の 限 界 に は 依 存 せ ず に 、 む し ろ 、 適 用 可 能 な 誘 電 絶 縁
体 の 薄 さ (又 は 、 厚 さ )の 関 数 で あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 該 間 隙 は 、 約 1μ m未 満 と な る よ う に 選 択 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 望
ま し い 間 隙 の 幅 は 、 1μ m～ 3μ Mで あ る よ う に 選 択 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 該 垂 直 電 極 ア レ イ を 覆 う よ う に 側 壁 (202)及 び (204)並 び に 上 面 又 は 頂 部 (206)を 作 製 し
て 、 検 出 チ ャ ン バ ー (208)を 規 定 す る こ と が で き る 。 検 出 チ ャ ン バ ー (208)の 総 容 積 は 、 所
望 さ れ る よ う に 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 試 験 セ ン サ ー の 所 望 寸 法 と ス ト リ ッ プ 上 に
形 成 さ れ る 検 出 チ ャ ン バ ー の 数 に よ っ て の み 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 VIDA(190)は 、 上 記 IDAに よ り 提 供 さ れ る 有 利 点 に 加 え て 、 さ ら に 、 単 位 表 面 積 当 た り の
電 極 対 の 密 度 が 高 い な ど の 有 利 点 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の 電 極 が 平 面 IDAと 同 じ
表 面 積 を 有 す る 同 じ 数 の 電 極 対 を 含 む 、 よ り 小 さ な チ ャ ン バ ー を 作 る こ と が 可 能 で あ る 。
さ ら に 、 試 験 セ ン サ ー は 、 IDAの み を 含 ん で い る 試 験 セ ン サ ー と 比 較 し て 、 よ り 多 く の VID
Aを 含 む こ と が 可 能 で あ る (こ こ で 、 2つ の 試 験 セ ン サ ー の 表 面 積 は 同 じ で あ り 、 チ ャ ン バ
ー は 、 そ れ ぞ れ 、 同 じ 数 の 同 じ 寸 法 の 電 極 対 を 含 ん で い る )。 こ の こ と に よ り 、 試 験 セ ン
サ ー に 重 要 な 改 良 を 加 え る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の よ う な 試 験 セ ン サ ー は 、 多 く の 異 な っ
た ア ナ ラ イ ト を 同 時 に 検 出 /分 析 す る よ う に 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 VIDA電 極 を 示 し て い る 図 12に お い て 、 誘 電 層 (196)は 、 2つ の 作 用 電 極 の 間 の 領 域 に 穴 が
存 在 し て な い 。 典 型 的 な VIDAの 設 計 は 、 剛 性 基 板 又 は 可 撓 性 基 板 上 に 金 属 -誘 電 体 -金 属 の
構 成 を 含 ん で い る 。 誘 電 層 の イ ン テ グ リ テ ィ は 、 装 置 の 電 気 化 学 的 機 能 に と っ て 重 要 で あ
る 。 内 部 誘 電 層 が 絶 縁 破 壊 さ れ る と 、 電 気 が シ ョ ー ト し 、 装 置 が 機 能 し な く な る 。 ス パ ッ
タ リ ン グ 及 び ス ピ ン コ ー ト 誘 電 体 な ど の 種 々 の プ ロ セ ス に よ り 絶 縁 体 を デ ポ ジ ッ ト さ せ る
こ と が で き る 。 ド ラ イ エ ッ チ ン グ 技 術 を 用 い て 、 所 望 の 領 域 の 絶 縁 層 を 第 一 導 電 層 に 至 る
ま で 除 去 す る こ と が で き る 。 VIDA電 極 の 製 造 方 法 は 上 記 方 法 に 限 定 さ れ な い 。 上 記 方 法 は
、 例 と し て の み 挙 げ て あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 溶 液 の 抵 抗 率 は 、 系 内 に 溶 解 し て い る 全 て の イ オ ン の 濃 度 と 移 動 度 を 合 わ せ た も の で 決
定 さ れ る 溶 液 に 固 有 の 特 性 で あ る 。 サ ン プ ル の Ohm× cmで 表 さ れ る こ の 抵 抗 率 (ρ )は 、 該
サ ン プ ル (こ こ で 、 サ ン プ ル は 、 小 数 の 例 を 挙 げ れ ば 、 電 気 化 学 的 標 識 、 バ ッ フ ァ ー 、 塩
類 及 び 抗 体 を 含 ん で い る )を 混 合 す る サ ン プ ル マ ト リ ッ ク ス 及 び 試 薬 の 影 響 を 受 け る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 セ ル 内 の 2つ の 電 極 間 に 電 界 を 印 可 し た 場 合 、 電 極 の 界 面 の 二 重 層 が 、 印 加 電 界 に 対 向
し て 最 終 的 に は そ れ を 相 殺 す る の に 充 分 な ほ ど 充 電 す る ま で イ オ ン が 移 動 す る 。 二 重 層 の
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充 電 は 、 該 溶 液 抵 抗 と 直 列 の コ ン デ ン サ の よ う に 作 用 す る 。 測 定 さ れ た 溶 液 抵 抗 は 、 接 触
抵 抗 と 電 極 材 料 に 固 有 の 抵 抗 に 起 因 す る 一 定 の 付 加 的 な 直 列 抵 抗 を 有 す る 。 電 気 化 学 セ ル
内 で 測 定 さ れ た 高 周 波 抵 抗 は 、 該 溶 液 の 固 有 抵 抗 率 ρ に 比 例 し 、 そ の 比 例 定 数 は 、 「 セ ル
定 数 」 と 称 さ れ る 。 高 周 波 は 、 電 気 化 学 セ ル の リ ア ク タ ン ス 特 性 (容 量 特 性 )を 安 全 に 無 視
し 得 る 周 波 数 範 囲 と し て 定 義 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 セ ル 定 数 は 、 溶 液 の 抵 抗 率 の 変 化 に 対 す る セ ル の 感 度 に お い て 重 要 な 因 子 で あ り 、 電 極
の 構 成 に よ り 大 き く 変 化 す る 。 本 発 明 に と っ て 興 味 深 い 形 状 は 、 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド
ア レ イ (IDA)で あ る 。 こ こ で 、 同 一 平 面 上 に あ る 多 数 の ア ノ ー ド と カ ソ ー ド の 対 は 、 繰 り
返 し 交 互 に イ ン タ ー レ ー ス さ れ て い る か (interlaced)又 は イ ン テ ー デ ジ テ イ ト さ れ て い て
(interdigitated)、 よ り 大 き な イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ 電 極 を 形 成 し て い る 。 イ ン
タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ に 関 し 、 高 周 波 抵 抗 は 、 下 記 方 程 式 １ に よ り 溶 液 の 抵 抗 率 に 関
連 づ け ら れ る 。
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 従 っ て 、 IDAに つ い て の セ ル 定 数 は 、 方 程 式 ２ に よ っ て 定 義 さ れ 、 こ こ で 、 mは 、 IDAの
マ イ ク ロ バ ン ド 電 極 対 の 数 で あ り 、 bは 、 該 バ ン ド の 長 さ (cm)で あ り 、 Gは 、 電 極 形 状 フ ィ
ン ガ ー の 幅 (W)と 間 隙 (W g )の 無 次 元 関 数 で あ る 。 Gは 、 方 程 式 ３ で 定 義 さ れ る 式 の よ う に 近
似 す る こ と が で き る 。 セ ル 定 数 は 、 電 極 の 構 成 の 有 用 な パ ラ メ ー タ で あ り 、 こ れ は 、 計 算
す る こ と も 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 IDA電 気 化 学 セ ル の セ ル 定 数 は 、 そ の 構 造 、 特 に
電 極 の 形 状 に 依 存 す る が 、 場 合 に よ っ て は 、 該 セ ル の 上 部 境 界 (毛 管 高 さ )も 、 役 割 を 果 た
し 得 る 。 IDAに つ い て の セ ル 定 数 は 、 該 方 程 式 と Aokiら の 研 究 に よ り 評 価 さ れ る が 、 そ の
評 価 は 、 単 に 、 IDA電 極 対 の 数 と そ れ ら の 寸 法 の 関 数 で あ る 。 従 っ て 、 セ ル 定 数 は 、 電 極
の 種 々 の 形 状 を 比 較 す る の に 利 用 可 能 な 単 一 の 値 で あ る 。 同 じ セ ル 定 数 を 有 す る 電 極 は 、
本 発 明 の 電 極 の 適 用 に お い て 、 類 似 し た 特 性 を 示 す 。
【 数 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Gは 、 IDAに 関 し て は 、 Aokiに よ る 近 似 方 程 式 ３ に よ り 評 価 し 得 る 。
【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
こ こ で 、 W g は 、 隣 接 す る 作 用 対 向 電 極 バ ン ド 間 の 間 隙 の 幅 で あ り 、 Wは 、 各 (電 極 フ ィ ン ガ
ー )マ イ ク ロ バ ン ド の 幅 で あ る 。 こ の モ デ ル 近 似 に よ り 、 ア レ イ 端 部 (つ ま り 、 該 ア レ イ 及
び 電 解 質 を 含 ん で い る 電 気 化 学 セ ル )の 効 果 は そ れ ほ ど 大 き く は な く 、 セ ル の 境 界 に お い
て 電 界 の 力 線 を 歪 ま せ る こ と は な い こ と が 推 定 さ れ る (即 ち 、 IDAは 、 第 一 の フ ィ ン ガ ー と
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最 後 の フ ィ ン ガ ー に つ い て 隣 接 フ ィ ン ガ ー が 存 在 し な い こ と に よ り 電 流 が 有 意 に 変 え ら れ
る の を 防 止 す る た め に 、 充 分 な 数 の フ ィ ン ガ ー を 有 し て い な け れ ば な ら な い )。 さ ら に ま
た 、 こ の モ デ ル に よ り 、 マ イ ク ロ バ ン ド ア ノ ー ド 電 極 フ ィ ン ガ ー と マ イ ク ロ バ ン ド カ ソ ー
ド 電 極 フ ィ ン ガ ー が 、 同 じ 幅 を 有 し て い る と 考 え ら れ る 。 W g /(W+W g )が 0.1か ら 0.9ま で 変
動 す る の に と も な い 、 Gは 、 約 2.5か ら 約 0.5ま で 変 動 す る 。 Wと W g が 等 し い 場 合 、 W g /(W+W g
)は 0.5で あ り 、 Gは 約 1で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Koichi Aokiら の 文 献 中 の 多 く の 論 文 は 、 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ 電 極 に お け る
反 応 の 理 解 、 モ デ ル 化 及 び 予 測 が 優 れ て い る よ う に 思 わ れ た 。 以 下 の 刊 行 物 は 、 こ の 分 野
に お い て 公 表 さ れ た 多 く の 論 議 及 び 数 学 的 計 算 の サ ン プ ル で あ る ： "Theory of chronoamp
erometric curves at microbandelectrodes", J. Electroanal. Chem., 225(1987)19-32
； "Derivation of an approximate equation for chronoamperometric curves at microb
and electrodes and its experimental verification", J. Electroanal. Chem 230(1987
)61-67； "Quantitative analysis of reversible diffusion-controlled currents of re
dox soluble species at interdigitated array electrodes under steady-state condit
ions", J. Electroanal. Chem., 256(1988)269-282； "Time-dependence of diffusion-co
ntrolled currents of a soluble redox couple at interdigitated microarray" J. Ele
ctroanal. Chem., (1989)11-20； 及 び 、 "Approximate models of interdigitated array 
electrodes for evaluating steady-state currents", J. Electroanal. Chem 284(1990)
35-42。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 方 程 式 ４ も 上 記 文 献 に よ り 導 き 出 さ れ た も の で あ り 、 定 常 状 態 条 件 下 に あ る IDA電 極 上
で の 酸 化 還 元 可 溶 性 メ デ ィ エ ー タ ー の 可 逆 的 拡 散 に よ り 制 御 さ れ る 電 流 を 評 価 す る た め に
使 用 さ れ る 。 こ の 方 程 式 を 用 い て 、 図 15の IDA電 極 と VIDA電 極 の 勾 配 を 予 測 し た 。 こ の 方
程 式 に お い て 、 mは IDAの マ イ ク ロ バ ン ド 電 極 対 の 数 で あ り 、 bは 該 バ ン ド の 長 さ (cm)で あ
り 、 nは 該 酸 化 還 元 反 応 に 関 与 し て い る 電 子 の 数 で あ り 、 Fは フ ァ ラ デ ー 定 数 [9.65E+04C/
当 量 ]で あ り 、 cは 酸 化 還 元 分 子 の バ ル ク 濃 度 で あ り 、 Dは 酸 化 還 元 分 子 の 拡 散 係 数 [オ ス ミ
ウ ム 遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー で は 、 5E-06cm 2 /sec.]で あ り 、 Wは cmで 表 さ れ る マ イ ク ロ バ ン ド
電 極 (ア ノ ー ド 又 は カ ソ ー ド )の 幅 で あ り (こ こ で 、 W a =W c )、 W g は そ れ ぞ れ ア ノ ー ド 電 極 と
カ ソ ー ド 電 極 の 間 の 間 隙 で あ る 。
【 数 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
　 定 常 電 流 を 予 測 す る た め の こ の 方 程 式 と Gと セ ル 定 数 の 間 に は あ る 関 係 が 存 在 し て い る
こ と が 認 め ら れ る で あ ろ う 。 定 常 電 流 に つ い て の 式 は 、 |I|=mbnFcDGと 書 き 換 え る こ と が
可 能 で あ る 。 該 式 を 書 き 換 え た こ と に よ り 、 セ ル 定 数 と の 以 下 の 関 係 (下 記 方 程 式 ５ )が 得
ら れ る 。 こ れ は 、 定 常 状 態 DC電 流 が IDA電 極 の セ ル 定 数 に 反 比 例 す る こ と を 意 味 し て い る
。 所 与 の 濃 度 及 び 拡 散 係 数 に 対 し て 、 セ ル 定 数 が 小 さ く な る と 、 そ れ に 応 じ て 定 常 状 態 DC
電 流 が 大 き く な る 。 セ ル 定 数 が 小 さ く な る と 、 さ ら に 、 定 常 状 態 DC条 件 へ の 移 行 も 速 く な
る 。
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【 数 ５ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 予 測 さ れ る 電 流 を イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド の IDA電 極 の 面 積 (面 積 =2(W+W g )mb100)で 割 る
こ と に よ り 、 定 常 電 流 に つ い て の 方 程 式 ４ を 単 位 面 積 に 対 し て 標 準 化 す る こ と が で き る 。
方 程 式 ６ は 、 図 15に お け る 標 準 化 さ れ た 予 測 勾 配 を 計 算 す る の に 使 用 さ れ る 方 程 式 を 示 し
て い る 。 電 流 は 、 10 9 を 掛 け る こ と に よ り 、 nAに 変 換 さ れ て お り 、 面 積 は 、 100を 掛 け る こ
と に よ り 、 cm 2 か ら mm 2 に 変 換 さ れ て い る 。
【 数 ６ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 図 15は 、 調 製 さ れ た IDAと VIDAの さ ま ざ ま な 実 施 形 態 に つ い て 記 載 し て い る 表 ３ を 提 供
す る 。 各 電 極 に 関 し 、 電 極 の 形 状 に つ い て 評 価 す る 。 上 記 で 論 じ た 方 程 式 ４ 及 び 方 程 式 ６
を 用 い て 、 予 測 勾 配 及 び 標 準 化 さ れ た 予 測 勾 配 に 関 し て 特 定 の 電 極 を モ デ ル 化 し た 。 さ ら
に 、 実 験 値 は 、 CHI Instruments(Austin, Texas)製 の CHI 802Aバ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト 又
は CHI 832Aバ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト の い ず れ か を 用 い て 得 ら れ た ア ン ペ ロ メ ト リ ッ ク バ イ
ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト 用 量 反 応 曲 線 及 び リ サ イ ク リ ン グ CVか ら 得 た も の を 示 し て あ る 。 表 ４
は 、 こ れ ら の 電 極 の 4種 類 に つ い て の セ ル 定 数 を 示 し て い る が 、 方 程 式 ２ を 使 用 す る こ と
に よ り 、 図 15に 示 さ れ て い る 各 電 極 の セ ル 定 数 は 、 VIDA電 極 も 含 め て 、 計 算 可 能 で あ る 。
　 該 方 程 式 を 用 い て 予 測 値 と 実 験 値 を 比 較 す る の に 加 え て 、 特 定 の イ ム ノ ア ッ セ イ に つ い
て 所 望 の 反 応 を 得 る 電 極 を 実 現 す る た め に 、 方 程 式 ２ 、 方 程 式 ４ 及 び 方 程 式 ６ を 、 適 切 な
寸 法 を 有 す る 電 極 を 設 計 す る た め の ツ ー ル と し て も 使 用 し た 。 該 方 程 式 を 設 計 用 の ツ ー ル
と し て 使 用 す る た め に 、 約 0.5～ 1nAが 大 量 生 産 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト 装 置 に つ い て の 最
低 検 出 感 度 で あ ろ う と 推 定 さ れ た 。 こ れ ら の 基 準 を 満 た す 試 作 品 モ ジ ュ ー ル を 設 計 し 、 Ha
ndsprings Visor PDAと 接 続 す る よ う に 作 製 し た 。 図 15の 表 ３ に 挙 げ て あ る 、 フ ィ ン ガ ー
幅 及 び フ ィ ン ガ ー 間 隙 が 2μ mで 、 そ れ ぞ れ が 6mmの 長 さ の 750の マ イ ク ロ バ ン ド 対 を 有 す る
平 面 IDAを 設 計 し 、 作 製 す る こ と に よ り 、 理 想 的 な 場 合 に は 検 出 感 度 を 約 5nMま で 改 善 さ せ
た (1000nM/215nA=4.65nM/nA)。 こ の 2μ m IDAの 設 計 で は 、 図 16に 示 さ れ て い る よ う に 、 10
μ m、 15μ m及 び 21μ mの 間 隙 を 有 す る 電 極 と 比 較 し て 、 増 幅 が 有 意 に 改 善 さ れ た 。 分 解 能
が 1nAで あ り 且 つ 測 定 さ れ た 勾 配 が 152nA/μ Mで あ る と 仮 定 す る と 、 感 度 は 約 7nMと な る で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 図 49は 、 上 記 IDA電 極 (750フ ィ ン ガ ー , 2μ m)を 用 い て 調 製 し た オ ス ミ ウ ム ビ オ チ ン ア ッ
セ イ か ら 得 た グ ラ フ で あ る 。 該 ア ッ セ イ は 、 オ ス ミ ウ ム ビ オ チ ン の 濃 度 に 基 づ い て 、 約 10
00nMま で の ア ナ ラ イ ト 測 定 用 に 設 定 し た 。 こ の ア ッ セ イ で 試 験 し た 最 低 レ ベ ル は 250nMで
あ っ た が 、 こ れ は 、 容 易 に 識 別 す る こ と が で き た 。 感 度 を 1nA分 解 能 に 外 挿 す る こ と に よ
り 、 感 度 が 約 20nMの ア ッ セ イ と な る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 図 14の 三 次 元 プ ロ ッ ト は 、 W及 び W g が さ ま ざ ま で あ る 一 連 の 平 面 IDAに つ い て の 、 標 準 化
電 流 対 電 極 寸 法 を 示 し て い る 。 図 14は 、 た と え μ mの 間 隔 の IDAを 用 い て も 、 Wと W g を 小 さ
く す る こ と に よ り 、 標 準 化 さ れ た 電 流 を 有 意 に 改 善 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 し て い
る 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　 図 16は 、 オ ス ミ ウ ム 遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー (ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )イ ミ ダ ゾ ー ル ク ロ ロ オ
ス ミ ウ ム (III)ジ ク ロ リ ド )を 用 い て 種 々 の IDA電 極 で 測 定 し た 電 流 (nA)を プ ロ ッ ト し て い
る グ ラ フ で あ る 。 該 IDAは 本 明 細 書 に 記 載 し て あ る よ う に 調 製 し た 。 該 IDAは 、 そ れ ぞ れ が
約 21μ mの 幅 (W)と 10μ m、 15μ m及 び 21μ mの 間 隙 (W g )を 有 す る 50の フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る
電 極 構 造 を 含 ん で い た 。 別 の 電 極 構 造 は 、 750の フ ィ ン ガ ー 対 (そ れ ぞ れ 、 W=W g =2μ m)を 有
し て い た 。 全 て の 電 極 の フ ィ ン ガ ー 長 (b)は 6mmで あ っ た 。 こ の プ ロ ッ ト は 、 種 々 の 形 状 の
IDA電 極 で 試 験 し た IDA増 幅 の 大 き さ を 示 し て い る 。 本 発 明 の IDA電 極 の 1つ の 特 徴 は 、 か な
り 大 き な 電 極 面 積 (36mm 2 )と 多 数 の フ ィ ン ガ ー (750対 )を 作 製 可 能 で あ る こ と 及 び 電 気 化 学
イ ム ノ ア ッ セ イ に 使 用 可 能 で あ る こ と で あ る 。 上 記 グ ラ フ 及 び 方 程 式 か ら 、 W及 び W g を 小
さ く す る こ と と フ ィ ン ガ ー の 数 を 多 く す る こ と は 全 て 、 IDAで 測 定 可 能 な 電 流 を 増 大 さ せ
る こ と に 寄 与 し 得 る と い う こ と が 認 め ら れ た 。 さ ら に ま た 、 図 16は 、 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ
ン グ が 存 在 し な い 場 合 、 IDAに 関 し て 特 に 小 さ な 電 流 が 得 ら れ た こ と も 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 「 セ ル 定 数 」 は 、 特 定 の 電 極 の 形 状 に 関 し て 計 算 す る こ と も 測 定 す る こ と も 両 方 と も 可
能 な 、 有 用 な 値 で あ る 。 同 じ セ ル 定 数 を 有 す る 2つ の 電 極 の 特 徴 は 、 本 発 明 の 電 極 の 適 用
に お い て 同 様 に 機 能 す る は ず で あ り 、 ま た 、 さ ま ざ ま な 電 極 の 形 状 を 比 較 す る の に 使 用 可
能 で あ る 。 本 発 明 に 関 し て 興 味 深 い 電 極 は 、 表 ４ に 示 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の 均 一 系
電 気 化 学 イ ム ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る の に 使 用 さ れ る セ ル 定 数 と ほ ぼ 等 し い か 又 は そ れ よ り
も 小 さ な セ ル 定 数 を 有 す る 電 極 で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 電 極 に つ い て の IDAセ ル 定
数 は 、 高 濃 度 の ア ナ ラ イ ト (例 え ば 、 テ オ フ ィ リ ン )に 対 し て 約 0.03cm - 1 未 満 で あ り 、 さ ら
に 好 ま し い の は 、 セ ル 定 数 が 約 0.02cm - 1 未 満 の 電 極 構 造 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 約 0.00
2cm - 1 未 満 で あ る 。 セ ル 定 数 が 約 0.0025cm - 1 未 満 で あ る IDA電 極 で は 、 均 一 系 電 気 化 学 イ ム
ノ ア ッ セ イ に 関 し て 本 明 細 書 で 論 じ た オ ス ミ ウ ム 電 気 化 学 的 メ デ ィ エ ー タ ー コ ン ジ ュ ゲ ー
ト を 用 い て 良 好 な 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ 及 び 増 幅 が 得 ら れ る 。 下 記 表 ４ に は 、 さ ま ざ ま
な 電 気 化 学 的 測 定 に 関 し て 研 究 及 び 報 告 さ れ て い る 典 型 的 な IDA電 極 の 一 部 に つ い て の セ
ル 定 数 と 一 緒 に 本 発 明 の 電 極 に つ い て の セ ル 定 数 が 記 載 さ れ て い る 。 該 表 か ら 、 本 発 明 に
と っ て 好 ま し い 電 極 が 、 必 ず し も 、 文 献 に 一 般 に 記 載 さ れ て い る 電 極 よ り も 小 さ な 電 極 間
隙 と 電 極 幅 を 有 す る 必 要 は な い が 、 文 献 に 一 般 に 記 載 さ れ て い る 電 極 の セ ル 定 数 よ り も 小
さ な セ ル 定 数 を 有 す る こ と は 明 ら か で あ る 。 殆 ど の 研 究 者 は 、 よ り 密 接 し た IDA電 極 の 幅
と 間 隙 に 向 か っ て い る が 、 彼 ら は 、 多 く の 場 合 、 フ ィ ン ガ ー の 長 さ も 有 意 に 小 さ く し て き
た 。 従 っ て 、 電 極 セ ル は 全 体 的 な 寸 法 が ず っ と 小 さ な も の と な っ て い る 。 従 っ て 、 本 発 明
に 関 し て 望 ま し い 小 さ な セ ル 定 数 は 、 通 常 、 こ れ ま で 認 識 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 小 さ な 形 状 の IDA電 極 を 製 造 す る の に 、 ｅ -ビ ー ム リ ソ グ ラ フ ィ ー な ど の 技 術 が よ り 一 般
に 使 用 さ れ る よ う に な っ て き て い る 。 現 在 の と こ ろ 、 こ の 技 術 は 、 高 容 積 で 低 コ ス ト の 使
い 捨 て セ ン サ ー に は な じ み に く い 。 本 発 明 の 好 ま し い 電 極 は 、 必 要 と さ れ る イ ム ノ ア ッ セ
イ 感 度 に 基 づ い て 必 要 と さ れ る シ グ ナ ル 増 幅 を 達 成 す る よ う に 設 計 す る 。 標 準 的 な フ ォ ト
リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 術 及 び レ ー ザ ア ブ レ ー シ ョ ン な ど の 高 速 オ ー プ ン リ ー ル 式 加 工 に な じ み
や す い 電 極 は 、 使 い 捨 て イ ム ノ ア ッ セ イ セ ン サ ー に と っ て 最 も 好 ま し い 。 必 ず し も 電 極 の
形 状 を 最 も 小 さ く す る 必 要 は な い が 、 セ ル 定 数 を で き る 限 り 小 さ く す る 設 計 は 、 好 ま し い
電 極 の 設 計 で あ る 。 電 極 の 形 状 が 小 さ い こ と は 、 セ ル 定 数 も 同 様 に 小 さ く な る 場 合 に は 好
ま し い が 、 こ れ は 、 IDAフ ィ ン ガ ー の 長 さ 及 び /又 は 数 を 調 節 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と
が で き る 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 IDA増 幅 に 代 わ る も の と し て 、 均 一 系 電 気 化 学 イ ム ノ ア ッ セ イ を 酵 素 増 幅 を 用 い て 開 発
す る こ と も 可 能 で あ る 。 一 部 の 抗 原 に 対 し て は 、 調 製 し た メ デ ィ エ ー タ ー の 酸 化 還 元 リ サ
イ ク リ ン グ が コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 一 緒 に 適 切 に は リ サ イ ク ル し な か っ た の で 、 酵 素 増 幅 が 好
ま し い 方 法 で あ っ た 。 1つ の 例 は 、 下 記 オ ス ミ ウ ム モ ル ヒ ネ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い た も の
で あ っ た 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
　 コ カ イ ン 、 モ ル ヒ ネ 、 THC及 び ビ オ チ ン な ど の 、 酵 素 ア ッ セ イ の 幾 つ か の 例 を 開 発 し た
。 酵 素 増 幅 に つ い て の 前 提 は 、 電 気 化 学 的 メ デ ィ エ ー タ ー 標 識 が 酵 素 に よ り 還 元 さ れ 、 ま
た 、 電 極 表 面 上 で 酸 化 さ れ る こ と で あ る 。 酵 素 は 極 め て 効 果 的 で あ る こ と か ら 、 こ の 方 法
は 、 IDA増 幅 技 術 と 充 分 に 匹 敵 し 、 多 く の ア ッ セ イ に 適 用 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 酵
素 増 幅 に は 幾 つ か の 欠 点 が 存 在 し て お り 、 そ の よ う な 欠 点 に は 、 妨 害 物 質 な ど の ノ イ ズ 源
を 増 幅 す る 能 力 な ど が あ る 。 機 器 に 酵 素 を 添 加 し た 場 合 、 酵 素 の 安 定 性 を 保 証 す る た め に
は 付 加 的 な 試 薬 も 必 要 と な る 。 さ ら に 、 抗 体 に 対 し て 酵 素 の pHを 調 和 さ せ る こ と も 必 要 で
あ る 。 有 利 な 点 と し て は 、 グ ル コ ー ス セ ン サ ー に お い て 用 い ら れ る 電 極 構 造 と 同 様 の 比 較
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的 単 純 な 電 極 構 造 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 本 発 明 の さ ま ざ ま な ア ッ セ イ ス キ ー ム に つ い て 、 以 下 に 記 載 す る 。 こ れ ら の ス キ ー ム の
全 て に お い て 、 試 験 セ ン サ ー の 1以 上 の 領 域 で 試 薬 を 乾 燥 さ せ る こ と が 必 要 で あ る 。 ア ッ
セ イ が 実 用 的 な も の で あ る た め に は 、 サ ン プ ル を 添 加 し た と き に 試 薬 が 速 や か に 溶 解 す る
こ と が 求 め ら れ る 。 こ の よ う な 理 由 に よ り 、 電 気 化 学 的 標 識 、 結 合 相 手 及 び 別 の 補 助 試 薬
が サ ン プ ル マ ト リ ッ ク ス 中 で 溶 解 す る こ と が 極 め て 望 ま し い 。 こ の よ う な 理 由 に よ り 、 疎
水 性 抗 原 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で は 、 多 く の 場 合 、 オ ス ミ ウ ム -PEG-THC-2(化 合 物 37)及 び PEG-
メ ト ト レ キ サ ー ト (化 合 物 38)な ど の よ う に 、 親 水 性 リ ン カ ー を 使 用 し て 試 薬 の 溶 解 性 を 改
善 す る こ と が 必 要 で あ る 。 さ ら に 、 サ ン プ ル 中 又 は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 上 の 抗 原 自 体 の 疎 水 性
も 、 非 特 異 的 結 合 と 疎 水 的 相 互 作 用 の 懸 念 を 有 し て お り 、 こ の 非 特 異 的 結 合 と 疎 水 的 相 互
作 用 は 、 結 合 に 利 用 可 能 な 抗 原 が 減 少 さ せ る こ と に よ り コ ン ジ ュ ゲ ー ト 反 応 及 び ア ッ セ イ
結 果 の 低 減 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 疎 水 性 抗 原 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 一 方 の 末 端 が 親 水 性
で あ り 且 つ も う 一 方 の 末 端 が 疎 水 性 で あ る こ と か ら 、 そ れ ら は 、 さ ら に ま た 、 凝 集 し 得 る
か 又 は ミ セ ル を 形 成 し 得 る 。 電 気 化 学 を 阻 害 す る 電 極 の 付 着 物 又 は 汚 染 も 懸 念 さ れ る 。 ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ピ ル -β -シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を 該 試 薬 に 添 加 し て 使 用 す る こ と に よ り 上 記 懸
念 を 有 す る ア ッ セ イ が 著 し く 改 善 さ れ る こ と が 分 か っ て い る 。 お そ ら く 、 疎 水 性 部 分 が シ
ク ロ デ キ ス ト リ ン の キ ャ ビ テ ィ 内 に 入 り 込 む の で あ ろ う 。 さ ら に 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル -
β -シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を 使 用 し て も 結 合 イ ベ ン ト は 阻 害 さ れ な い よ う に 見 え る こ と も 示
さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 に 基 づ い て 、 幾 つ か の ア ッ セ イ ス キ ー ム を 使 用 す る こ と が で き る 。 該 ス キ ー ム に
は 、 均 一 系 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 と 不 均 一 系 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ て い る 。 好 ま し い 方 法
は 、 結 合 し た メ デ ィ エ ー タ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら 分 離 す る こ と な く 未 結 合 メ デ ィ エ ー タ ー
コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 直 接 測 定 す る こ と を 可 能 に す る 均 一 系 競 合 的 イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。 従
っ て 、 そ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 1種 類 の 反 応 混 合 物 中 で 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る
。 不 均 一 系 イ ム ノ ア ッ セ イ に つ い て は 詳 細 に は 論 じ な い が 、 不 均 一 系 イ ム ノ ア ッ セ イ で は
、 結 合 し た メ デ ィ エ ー タ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 遊 離 標 識 化 物 か ら 分 離 す る た め の 分 離 ス テ ッ
プ を 用 い る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 均 一 系 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の 「 ポ イ ン ト オ ブ ケ ア 」 装 置 又 は 「 イ ン フ ィ ー ル ド 」
装 置 に 、 よ り 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 2つ の タ イ プ の 競 合 結 合 ア ッ セ イ を 用 い た
。 第 一 の 競 合 結 合 ア ッ セ イ は 、 メ デ ィ エ ー タ ー 標 識 化 抗 原 を 予 め 抗 体 (又 は 、 別 の 結 合 相
手 )に 結 合 さ せ て お く 置 換 ア ッ セ イ で あ る 。 次 い で 、 非 平 衡 条 件 下 で 抗 原 を 添 加 し て 、 メ
デ ィ エ ー タ ー 標 識 化 抗 原 を 置 換 さ せ る 。 次 い で 、 こ の ア ッ セ イ に よ り 未 結 合 メ デ ィ エ ー タ
ー 標 識 の 量 を 測 定 し て 、 そ れ を ア ナ ラ イ ト の 濃 度 に 相 関 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 第 二 の
競 合 結 合 ア ッ セ イ は 、 最 初 に 抗 原 を 過 剰 量 の 抗 体 (又 は 、 別 の 結 合 相 手 )に 接 触 さ せ た 後 、
メ デ ィ エ ー タ ー 標 識 化 抗 原 を 添 加 し 、 こ の 抗 原 が 残 存 し て い る 抗 体 (又 は 、 別 の 結 合 相 手 )
に 結 合 す る ア ッ セ イ で あ る 。 置 換 ア ッ セ イ の 場 合 と 同 様 に 、 こ の ア ッ セ イ に よ り 未 結 合 メ
デ ィ エ ー タ ー 標 識 の 量 を 測 定 し て 、 そ れ を ア ナ ラ イ ト の 濃 度 に 相 関 さ せ る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 電 気 化 学 的 メ デ ィ エ ー タ ー 標 識 化 抗 原 の 特 異 的 活 性 は 、 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度
に 従 っ て 変 わ る 。 生 じ た 電 流 は 、 存 在 し て い る ア ナ ラ イ ト の 量 の 関 数 と な る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 図 17は 、 逐 次 的 結 合 を 用 い る 競 合 的 電 気 化 学 均 一 系 イ ム ノ ア ッ セ イ 試 験 セ ン サ ー の 一 実
施 形 態 を 例 示 し て い る 。 こ の 図 は 、 異 な っ た 試 薬 と 電 極 構 造 が 配 置 さ れ て い る 毛 管 試 験 セ
ン サ ー を 示 し て い る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 試 薬 (抗 体 及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト )は 、 測 定 域 の 上
流 に 位 置 す る 場 所 の 可 溶 性 マ ト リ ッ ク ス 中 で 乾 燥 さ せ る 。 測 定 域 に は 、 さ ら に 、 有 効 電 極
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領 域 が 含 ま れ て い る 。 抗 原 を 含 有 し て い る 可 能 性 の あ る サ ン プ ル を 毛 管 を 満 た す の に 充 分
な 容 積 で サ ン プ ル 適 用 ポ ー ト に 適 用 す る 。 サ ン プ ル が 毛 管 を 満 た し 、 試 薬 を 溶 解 さ せ る と
、 さ ま ざ ま な 結 合 イ ベ ン ト が 起 こ る 。 サ ン プ ル と 試 薬 が 測 定 域 に 達 し た と き 、 未 結 合 メ デ
ィ エ ー タ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の 基 本 的 な シ ス テ ム に つ い て い く
つ か の 変 形 態 様 を 想 定 す る こ と が で き る が 、 そ れ ら は 、 本 発 明 の 一 部 と し て 包 含 さ れ る 。
別 の 実 施 形 態 で は 、 試 薬 を 一 緒 に 混 合 し 、 測 定 域 内 の 有 効 電 極 表 面 又 は 測 定 域 の 別 の 表 面
の い ず れ か で 乾 燥 さ せ る 。 こ の 構 成 で は 、 追 加 の チ ャ ン バ ー 又 は 領 域 は 必 要 で は な い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 図 示 さ れ て い る 均 一 系 電 気 化 学 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 抗 原 と 抗 体 の 間 の 特 異 的 ア フ ィ ニ テ
ィ ー に 基 づ い て い る 。 関 心 の あ る 抗 原 (例 え ば 、 薬 物 、 ペ プ チ ド 又 は ビ オ チ ン )を 電 気 活 性
酸 化 還 元 メ デ ィ エ ー タ ー で 標 識 し て 、 酸 化 還 元 可 逆 的 メ デ ィ エ ー タ ー 標 識 化 抗 原 (メ デ ィ
エ ー タ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト )を 得 る 。 ア ッ セ イ さ れ る サ ン プ ル は 、 関 心 の あ る 抗 原 に 対 し て
予 想 さ れ る 過 剰 量 の 抗 体 と 混 合 す る 。 抗 原 が サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い る 場 合 、 抗 原 と 抗 体
の 間 で 結 合 が 生 じ る 。 結 果 と し て 得 ら れ た 、 結 合 し た 抗 原 -抗 体 と 過 剰 量 の 未 結 合 抗 体 の
混 合 物 を 、 次 い で 、 酸 化 還 元 可 逆 的 メ デ ィ エ ー タ ー 標 識 化 抗 原 と 合 す る 。 未 結 合 の 抗 体 は
、 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 抗 原 に 結 合 し て 、 結 合 複 合 体 を 形 成 す る 。 得 ら れ た 混
合 物 は 、 酸 化 還 元 可 逆 的 未 結 合 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 結 合 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 ん で い る 。 結 合
コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ は 、 大 き な 分 子 量 の 結 合 相 手 の 結 合 に よ り 阻 害
さ れ る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 関 心 の あ る 抗 原 に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 所 定 量 を サ ン プ ル と 合
し 、 そ の 後 、 所 定 量 の 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 添 加 す る 。 未 結 合 酸 化 還 元 可 逆 的
標 識 が 電 極 で 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ を 受 け る よ う に 選 択 さ れ た 電 位 を 印 可 す る こ と に よ
り 、 電 流 が 生 じ る 。 こ の 電 流 を 測 定 し て 、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 と 関 連 さ せ る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 上 記 例 示 は 、 抗 原 と 抗 体 の 間 の 特 異 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー に 基 づ い て い る 。 抗 原 /抗 体 の 組
合 せ の 代 わ り に 、 関 心 の あ る 任 意 の ア ナ ラ イ ト と そ の 特 異 的 結 合 相 手 を 使 用 す る こ と が 可
能 で あ る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 所 定 量 の 抗 体 を 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 合 し て 個 々 の
複 合 体 を 形 成 さ せ た 後 、 そ れ ら の 成 分 を 液 体 サ ン プ ル と 合 す る こ と も 可 能 で あ る 。 後 者 の
場 合 、 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 そ の そ れ ぞ れ の 抗 体 か ら 離 れ て 、 そ の 対 応 す る
抗 原 に よ っ て 置 き 換 え ら れ る 、 そ れ に よ り 、 液 体 サ ン プ ル 中 の 抗 原 の 濃 度 に 比 例 し た 濃 度
の 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 生 じ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 試 薬 、 即 ち 、 抗 原 に 対 す る 所 定 量 の 抗 体 と 所 定 量 の 対 応 す る 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト は 、 例 え ば 、 所 定 容 積 の 液 体 サ ン プ ル を 受 け 取 る 容 器 内 に デ ポ ジ ッ ト さ せ る こ と が で
き る 。 液 体 サ ン プ ル を 容 器 に 添 加 し 、 そ の 後 、 又 は 、 同 時 に 、 液 体 サ ン プ ル を 電 極 構 造 に
接 触 さ せ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ア ッ セ イ に 関 し 、 2つ の 均 一 系 イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 実 施 す る こ と が で き る ：
置 き 換 え 、 及 び 、 逐 次 結 合 。 い ず れ の ア ッ セ イ に お い て も 、 一 連 の ア ッ セ イ の 最 後 に 、 遊
離 (未 結 合 )コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 量 を 電 気 化 学 的 に 検 出 す る 。 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ
(IDA)電 極 又 は 酵 素 を 用 い て 、 メ デ ィ エ ー タ ー 標 識 の 酸 化 還 元 サ イ ク リ ン グ を 介 し て 電 流
シ グ ナ ル を 増 幅 す る 。 測 定 さ れ た 酸 化 還 元 サ イ ク リ ン グ に よ る 電 流 は 、 遊 離 (未 結 合 )コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の 量 に 比 例 し 、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 と と も に 増 大 す る 。 IDA増 幅 の 場 合 、 サ ン プ
ル を 適 用 し 、 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 介 し て 適 切 な 酸 化 還 元 電 位 を 第 一 作 用 電 極 及 び 第
二 作 用 電 極 に 印 可 し て か ら 数 秒 以 内 に 定 常 状 態 反 応 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い た リ サ イ ク リ ン グ か ら は 、 2つ の 測 定 値 が 得 ら れ る が 、
そ れ ら は 、 大 き さ は 等 し い が 、 符 号 は 反 対 で あ る 。 こ れ は 、 期 待 さ れ る 値 か ら の 偏 差 の 原
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因 と な る 非 リ サ イ ク リ ン グ 性 妨 害 物 質 (non recycling interferent)に 起 因 す る 妨 害 作 用
が 存 在 し て い る か ど う か を 決 定 す る 上 で 明 確 な 利 点 を 提 供 す る 。 典 型 的 に は 、 妨 害 物 質 が
充 分 に 低 い 濃 度 で 存 在 し て い る 場 合 、 及 び 、 そ れ ら が 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ を 受 け な い
場 合 、 短 い 時 間 が 経 過 し た 後 で は 、 最 終 的 な 定 常 電 流 に は 潜 在 的 な 妨 害 物 は 存 在 し な い 。
所 望 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 の 10倍 ～ 100倍 の 濃 度 の 非 リ サ イ ク リ ン 性 妨 害 物 質 も 、 該 妨 害 物
質 は リ サ イ ク リ ン グ し な い の で 、 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ 測 定 を 用 い る 場 合 は 無 視 す る こ
と が で き る 。 充 分 に 高 い 濃 度 の 妨 害 物 質 (即 ち 、 尿 中 の ア ス コ ル ビ ン 酸 で 起 こ り 得 る よ う
な 妨 害 物 質 )は 、 酸 化 反 応 で は 大 き な 増 大 を 示 す 場 合 が あ り 、 ま た 、 還 元 反 応 で は 期 待 さ
れ る 値 よ り も 小 さ な 減 少 を 示 す 場 合 が あ る 。 酸 化 反 応 と 還 元 反 応 の 両 方 を 用 い る こ と に よ
り 、 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト を 数 学 的 な 計 算 で 校 正 し 得 る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ア ス コ ル ビ ン 酸 (ビ タ ミ ン Ｃ )の 濃 度 は 、 劇 的 に 変 動 し 得 る 。 尿 の
無 作 為 サ ン プ ル 中 で は 、 該 濃 度 は 、 60μ Mか ら 400μ Mの 範 囲 で 変 動 し 得 る 。 血 漿 中 で は 、
該 範 囲 は 34～ 91μ Mで あ り 、 全 血 中 で は 、 40～ 114μ Mで あ る 。 ア ス コ ル ビ ン 酸 は 強 力 な 還
元 剤 で あ る 。 従 っ て 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 は 、 容 易 に 酸 化 さ れ て 、 臨 床 試 験 の 電 気 化 学 的 妨 害
の 源 で あ り 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 一 研 究 に お い て 、 1μ M、 5μ M及 び 10μ Mの オ ス ミ ウ ム 遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー を 用 い て 、 21
μ mの IDA電 極 上 で ア ス コ ル ビ ン 酸 の 効 果 に つ い て 調 べ た 。 ア ス コ ル ビ ン 酸 は 、 100μ M、 20
0μ M及 び 400μ Mの 値 で 変 え た 。 測 定 は 、 CHI 832Aバ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト (WE1=250mV, WE
2=0mV)を 用 い て 行 っ た 。 100μ Mの サ ン プ ル は 対 照 か ら の 偏 差 を 殆 ど 示 さ な か っ た が 、 200
μ M及 び 400μ Mの サ ン プ ル は 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 の 還 元 特 性 を 強 く 示 す 。 対 照 と 比 較 し て 、
、 200μ M及 び 400μ Mの サ ン プ ル で は 、 酸 化 電 流 が 大 き く 増 大 し 、 還 元 電 流 は 低 減 し た 。 酸
化 に 関 し て は 、 OSFM応 答 の 勾 配 に お け る 増 大 及 び Ｙ 切 片 の 増 大 が 観 察 さ れ た 。 還 元 で は 、
逆 の 傾 向 (勾 配 の 低 減 及 び Ｙ 切 片 の 低 減 )が 観 察 さ れ た 。 よ り 速 い リ サ イ ク リ ン グ IDA電 極 (
W及 び W g が よ り 小 さ な 電 極 )を 用 い る と 非 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ 妨 害 物 か ら の 妨 害 が 少 な
く な る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 該 方 法 は 、 生 物 学 的 流 体 (例 え ば 、 唾 液 、 尿 又 は 血 液 な ど )を 含 ん で い る 液 体 サ ン プ ル で
実 施 可 能 で あ る か 、 又 は 、 液 体 サ ン プ ル は 環 境 中 の ソ ー ス に 由 来 す る も の で あ り 得 る 。 該
液 体 サ ン プ ル は 、 「 そ の ま ま で 」 何 も 加 え ず に 分 析 す る こ と が 可 能 で あ る か 、 又 は 、 予 備
的 処 理 (例 え ば 、 バ ッ フ ァ ー 溶 液 で の 希 釈 、 濃 縮 、 若 し く は 、 別 の 方 法 に よ る 標 的 ア ナ ラ
イ ト の 検 出 を 最 適 化 す る た め に 処 置 な ど )を 施 す こ と が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 血
液 サ ン プ ル は 、 細 胞 成 分 を 可 溶 化 す る た め に 、 溶 解 さ せ る か 、 及 び /又 は 、 別 の 方 法 で 変
性 さ せ る こ と が で き る 。 別 の 例 に お い て 、 尿 の サ ン プ ル は 、 所 定 量 の ア ス コ ル ビ ン 酸 オ キ
シ ダ ー ゼ と 混 合 す る こ と が で き る 。 疎 水 性 ア ナ ラ イ ト を 含 ん で い る サ ン プ ル に ヒ ド ロ キ シ
プ ロ ピ ル -β -シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を 添 加 し て 、 サ ン プ ル 収 集 容 器 の 表 面 、 試 薬 又 は 測 定 域
へ の 該 ア ナ ラ イ ト の 非 特 異 的 結 合 を で き る 限 り 少 な く す る こ と も で き る 。 該 方 法 は 、 さ ま
ざ ま な サ ン プ ル 取 扱 技 術 を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 検 出 及 び /又 は 分 析 し よ う と す る 各 ア ナ ラ イ ト に 対 し て 少 な く と も 1種 の 電 気
化 学 的 標 識 を 含 ん で い る 。 本 発 明 で 使 用 す る た め の オ ス ミ ウ ム 電 気 化 学 的 標 識 の 例 証 的 な
例 は 、 化 合 物 の 錯 体 で あ る 。
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
式 中 、 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-
二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,
7-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル か ら 選 択 す
る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、 エ チ ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、
R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て オ ス ミ ウ ム に 配 位 し て お り ； qは 、 1又 は 0で あ
り ； R 7 は 、 B-(L) k -Q(CH 2 ) i で あ り ； R 2 は 、 qが 1の 場 合 は 、 水 素 、 メ チ ル 又 は エ チ ル で あ り
、 ま た 、 R 2 は 、 qが 0の 場 合 は 、 B-(L) k -Q(CH 2 ) i で あ り ； 基 B-(L) k -Q(CH 2 ) i に 関 し て 、 Qは
、 O、 S又 は NR 4 で あ り 、 こ こ で 、 R 4 は 、 水 素 、 メ チ ル 又 は エ チ ル で あ り ； --L--は 、 2価 の
リ ン カ ー で あ り ； kは 、 整 数 1又 は 0で あ り ； iは 、 整 数 1、 2、 3、 4、 5又 は 6で あ り ； Bは 、
特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド を 含 ん で い る 基 で あ り ； Zは 、 ク ロ ロ 又
は ブ ロ モ で あ り ； mは 、 +1又 は +2で あ り ； Xは 、 対 イ オ ン (例 え ば 、 1価 ア ニ オ ン 又 は 2価 ア
ニ オ ン 、 例 え ば 、 塩 化 物 イ オ ン 、 臭 化 物 イ オ ン 、 ヨ ウ 化 物 イ オ ン 、 フ ッ 化 物 イ オ ン 、 テ ト
ラ フ ル オ ロ ホ ウ 酸 イ オ ン 、 過 塩 素 酸 イ オ ン 、 硝 酸 イ オ ン 、 硫 酸 イ オ ン 、 炭 酸 イ オ ン 又 は 亜
硫 酸 イ オ ン な ど )で あ り ； 及 び 、 nは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る た め の オ ス ミ ウ ム 電 気 化 学 的 標 識 の 例 証 的 な 第 二 の 例 は 、 化 合 物 で
表 さ れ る 。
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
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式 中 、 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-
二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,
7-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ
メ チ ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、
エ チ ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て オ ス
ミ ウ ム に 配 位 し て お り ； R 2 は 、 水 素 、 メ チ ル 又 は エ チ ル で あ り ； --L--は 、 リ ン カ ー で あ
り ； Eは 、 3価 の リ ン カ ー で あ り ； Bは 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド
を 含 ん で い る 基 で あ り ； Zは 、 ク ロ ロ 又 は ブ ロ モ で あ り ； Xは 、 対 イ オ ン で あ り ； yは 、 中
性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ； 及 び 、 mは 、 2～ 4で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る た め の オ ス ミ ウ ム 電 気 化 学 的 標 識 の 例 証 的 な 第 三 の 例 は 、 化 合 物 で
表 さ れ る 。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ０ 】
式 中 、 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-
二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,
7-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ
メ チ ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、
エ チ ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て Osに
配 位 し て お り ； R 2 は 、 1～ 10個 の 炭 素 原 子 を 有 す る 、 飽 和 又 は 不 飽 和 の 、 置 換 さ れ て い る
か 又 は 置 換 さ れ て い な い 、 直 鎖 又 は 分 枝 鎖 の ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 で あ り ； -R 3 は 、 H、 CH 3 又
は C 2 H 5 で あ り ； Lは 、 (CH 2 ) i Qで あ り 、 こ こ で 、 iは 1～ 10の 整 数 で あ り 、 Qは O、 S又 は NR 3 で
あ り ； Bは 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド を 含 ん で い る 基 で あ り ； Xは
、 対 イ オ ン で あ り ； yは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ； 及 び 、 mは 、 4～ 8で あ る 。
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【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る た め の オ ス ミ ウ ム 電 気 化 学 的 標 識 の 例 証 的 な 第 四 の 例 は 、 化 合 物 で
表 さ れ る 。
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
式 中 、 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-
二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,
7-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ
メ チ ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、
エ チ ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て Osに
配 位 し て お り ； R 3 は 、 H、 CH 3 又 は C 2 H 5 で あ り ； Lは 、 (CH 2 ) i Qで あ り 、 こ こ で 、 iは 1～ 10の
整 数 で あ り 、 Qは O又 は NR 3 で あ り ； Bは 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド
を 含 ん で い る 基 で あ り ； Zは 、 塩 素 又 は 臭 素 で あ り ； Xは 、 対 イ オ ン で あ り ； yは 、 中 性 塩
を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ； 及 び 、 mは 、 1又 は 2で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 化 合 物 の 前 駆 物 質 (式 中 、 B置 換 基 が A(-(CH 2 ) j -NR

3 、 -(CH 2 ) j -SH又 は 活 性 化 エ ス テ ル (
こ こ で 、 jは 1～ 5の 整 数 で あ る ))で 置 き 換 え ら れ て い る )も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る
。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 化 合 物 、 化 合 物 及 び 化 合 物 に つ い て 上 記 で 説 明 し た よ う に 、 該 オ ス ミ ウ ム メ デ ィ
エ ー タ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 少 な く と も 2つ の 成 分 を 含 み 、 場 合 に よ り 少 な く と も 3つ の 成
分 を 含 ん で い て も よ い と い う こ と を 想 定 す る こ と が で き る 。 該 オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー
コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 1以 上 の 有 機 金 属 オ ス ミ ウ ム 基 、 1以 上 の 連 結 基 、 及 び 、 リ ガ ン ド 類 似
体 を 含 ん で い る こ と が 可 能 で あ る 。 該 有 機 金 属 オ ス ミ ウ ム 種 は 、 そ れ 自 体 、 遊 離 塩 と し て
電 気 化 学 的 に 検 出 可 能 で あ る か 、 又 は 、 中 性 イ ミ ダ ゾ ー ル 基 を 有 す る 状 態 で 電 気 化 学 的 に
検 出 可 能 で あ る 。 オ ス ミ ウ ム 中 心 上 の ジ -キ レ ー ト 配 位 子 (即 ち 、 ビ ピ リ ジ ル リ ガ ン ド 及 び
フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル リ ガ ン ド )は 、 酸 化 還 元 電 位 及 び 溶 解 性 な ど の 所 望 の 特 性 を 有 す る コ
ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 る の に 望 ま し い よ う に 変 え る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 あ る 種 の 流 体
サ ン プ ル 又 は 特 異 的 ア ナ ラ イ ト に 関 し て 、 増 大 し た 疎 水 性 を 示 す オ ス ミ ウ ム コ ン ジ ュ ゲ ー
ト を 用 い る の が 望 ま し い 場 合 が あ り 得 る 。 ジ -キ レ ー ト 配 位 子 を 2,2'-ビ ピ リ ジ ル リ ガ ン ド
か ら 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル リ ガ ン ド に 変 え る こ と に よ り 、 オ ス ミ ウ ム 錯 体 の 疎 水 性 が
増 大 す る 。 同 様 に 、 該 ジ -キ レ ー ト 配 位 子 に ア ル キ ル 置 換 基 を 加 え る こ と に よ っ て も 、 オ
ス ミ ウ ム 錯 体 の 疎 水 性 が 増 大 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る た め の 連 結 基 Lは 、 分 析 し よ う と す る 特 定 の ア ナ ラ イ ト 、 そ の 濃 度 及
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び サ ン プ ル 媒 体 な ど の 種 々 の 要 因 に 応 じ て 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態
で は 、 該 連 結 基 は 、 関 心 の あ る 特 定 の ア ナ ラ イ ト 、 サ ン プ ル 媒 体 中 の そ れ (又 は 、 そ れ ら )
の 濃 度 及 び サ ン プ ル 媒 体 自 体 に 基 づ い て 選 択 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 の 連
結 基 は 2価 連 結 基 で あ る こ と も 可 能 で あ る 。 一 形 態 で は 、 本 発 明 の 連 結 基 は 、 親 水 性 で あ
る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 連 結 基 を 適 切 に 選 択 す る こ と に よ り 特 定 の ア ナ ラ イ ト の
検 出 及 び 分 析 に 大 き な 影 響 を 与 え る こ と が で き る と い う こ と が 確 認 さ れ て い る 。 例 え ば 、
高 い 親 水 性 を 有 す る ア ナ ラ イ ト は 、 反 応 チ ャ ン バ ー 内 の サ ン プ ル 媒 体 中 の 酸 化 還 元 可 逆 的
コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 移 動 度 に 影 響 を 与 え 得 る 。 こ れ が 、 次 に 、 定 常 状 態 条 件 下 で の 拡 散 リ サ
イ ク リ ン グ 及 び /又 は 酵 素 リ サ イ ク リ ン グ を 介 し て 電 流 増 幅 に 影 響 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー を リ ガ ン ド 類 似 体 に 連 結 す る の に 使 用 可 能 な 多 く の タ イ プ の
コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 化 学 反 応 が 存 在 す る 。 オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー -ペ プ チ ド コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を 調 製 す る の に 用 い ら れ る 以 下 の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 化 学 反 応 は 、 タ ン パ ク 質 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め に も 一 般 に 用 い ら れ て き た ： (1)反 応 性 エ ス テ ル と 第 一 級 ア ミ
ン に よ る ア ミ ド 結 合 の 形 成 ； 及 び 、 (2)マ レ イ ミ ド と ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に よ る チ オ エ ー テ
ル 結 合 の 形 成 ； 及 び 、 オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー の ア ミ ノ 基 を 薬 物 誘 導 体 の イ ソ シ ア ネ ー
ト 官 能 基 又 は イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 官 能 基 と 反 応 さ せ る こ と に よ る 尿 素 結 合 又 は チ オ 尿 素 結
合 の 形 成 。 ア ミ ド 結 合 は チ オ エ ー テ ル 結 合 よ り も 好 ま し い が 、 そ れ は 、 ア ミ ド 結 合 が 一 般
に よ り 安 定 で あ る か ら で あ る 。 好 ま し い コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 化 学 反 応 に 基 づ き 、 第 一 級 ア
ミ ン 基 又 は カ ル ボ ン 酸 基 の い ず れ か を 用 い て 、 オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー 上 の リ ガ ン ド を
官 能 基 化 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 官 能 基 の 最 も よ い 位 置 は 、 オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ
ー の イ ミ ダ ゾ ー ル リ ガ ン ド の C-4位 又 は C-5位 で あ る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 非 -オ
ス ミ ウ ム -錯 体 化 イ ミ ダ ゾ ー ル 環 の 窒 素 原 子 を 介 し て 官 能 基 化 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 一 部 の オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー に お い て は 、 適 切 な 反 応 性 基 が 存 在 し て い る 場 合 、 又
は 、 適 切 な 反 応 性 基 を リ ガ ン ド 類 似 体 上 に 提 供 す る こ と が 可 能 な 場 合 は 、 ヒ ス タ ミ ン リ ガ
ン ド 上 の ア ミ ン 基 を 該 リ ガ ン ド 類 似 体 に 直 接 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 オ ス
ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー の ヒ ス タ ミ ン リ ガ ン ド 上 の ア ミ ン 基 は 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 上 の 活 性
化 カ ル ボ キ シ ル 基 と 容 易 に 反 応 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 2価 連 結 基 の 内 の 1つ 以 上 を 充 分 な 親 水 性 を 示 す よ う
に 選 択 し て 、 水 性 媒 体 中 に お け る 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 移 動 度 を 増 大
さ せ る 。 2価 連 結 基 の 例 と し て は 、 以 下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る ： モ ノ マ ー 、 ダ イ マ
ー 、 オ リ ゴ マ ー 又 は 短 鎖 ポ リ マ ー と し て の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル  PEG。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 該 リ ン カ ー 自 体 を 、 1以 上 の 架 橋 基 に 連 結 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 化 合 物 、 化 合 物 又 は 化 合 物 の い ず れ か に つ い て 上 記 で 説 明 し た 化 学 種 に お
い て 、 最 初 に 、 ヒ ス チ ジ ル (histadyl)基 (ヒ ス タ ミ ン か ら 誘 導 さ れ た も の )を オ ス ミ ウ ム 金
属 中 心 に 結 合 さ せ る 。 ヒ ス タ ミ ン 自 体 が 、 第 一 の 連 結 基 又 は 連 結 部 分 で あ る 。 オ ス ミ ウ ム
錯 体 と 一 緒 に 多 種 多 様 な 連 結 基 を 使 用 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ る だ ろ う 。 得 ら れ
た 錯 体 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 及 び そ の 利 点 に つ い て の さ ら な る 理 解 及 び 評 価 を 助 成 に す る た
め に 提 供 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 下 記 実 施 例 が 例 示 で あ っ て 、 決 し て 限 定 的 な も の で
は な い と い う こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ １ 】

　 用 語 「 オ ス ミ ウ ム 遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー 」 又 は 「 遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー 」 又 は 「 OSFM」 は 、
い ず れ も 、 ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )イ ミ ダ ゾ ー ル ク ロ ロ オ ス ミ ウ ム (III)ジ ク ロ リ ド の 使 用
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を 示 し て い る 。 こ の ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )イ ミ ダ ゾ ー ル ク ロ ロ オ ス ミ ウ ム (III)ジ ク ロ リ
ド は 、 米 国 特 許 第 5,589,326号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の メ デ ィ エ ー タ ー は 、 多 く の 場 合 、
種 々 の IDA電 極 上 で の 酸 化 還 元 増 幅 を 評 価 及 び 比 較 す る た め に モ デ ル 電 気 化 学 的 メ デ ィ エ
ー タ ー と し て 使 用 さ れ る 。 該 メ デ ィ エ ー タ ー の 構 造 を 以 下 に 示 す 。
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
　 表 記 「 PBS」 は 、 Sigma社 の 製 品 #P4417か ら 調 製 し た 、 10mM リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 と 2.7
mM 塩 化 カ リ ウ ム と 137mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 マ ト リ ッ ク ス を
示 す か 、 又 は 、 類 似 の 生 理 食 塩 水 緩 衝 液 マ ト リ ッ ク ス を 示 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 表 記 「 PBST」 は 、 10mM リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 と 2.7mM 塩 化 カ リ ウ ム と 137mM 塩 化 ナ ト
リ ウ ム と 約 0.1%～ 0.5%の Tween 20か ら な る リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 マ ト リ ッ ク ス を 示 す 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 「 外 部 Ag/AgCl」 に つ い て 言 及 さ れ て い る 場 合 、 そ れ は 、 市 販 さ れ て い る Ag/AgCl電 極 (
例 え ば 、 Abtech Scientific Inc.(Richmond, Virginia)製 の RE 803 ミ ニ -参 照 電 極 な ど )
の こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 「 内 部 Ag/AgCl」 は 、 電 極 セ ル の 1つ の 電 極 の サ ン プ ル 接 触 領 域 に 塗 布 さ れ た Ag/AgClイ
ン ク を 示 す 。 ほ と ん ど の 場 合 、 こ れ は 、 Ercon(Wareham, Massachusetts)か ら 市 販 さ れ て
い る イ ン ク (製 品  E2414)で あ っ た 。 本 発 明 者 ら の 電 極 上 に 構 築 し た 内 部 参 照 電 極 の 電 位 シ
フ ト は 、 外 部 Ag/AgCl参 照 電 極 と 比 較 し て 、 約 100mVで あ っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】

　 ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )イ ミ ダ ゾ リ ル ク ロ ロ オ ス ミ ウ ム (III)ジ ク ロ リ ド (オ ス ミ ウ ム 遊
離 メ デ ィ エ ー タ ー )は 、 多 く の 酸 化 還 元 酵 素 に 対 す る 優 れ た 電 子 メ デ ィ エ ー タ ー で あ る こ
と が 分 か っ て い る (米 国 特 許 第 5,589,326号 )。 そ れ は 、 速 い メ デ ィ エ ー シ ョ ン 速 度 (mediat
ion kinetics)(グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ と 一 緒 に 用 い た フ ェ リ シ ア ン 化 物 よ り も 約 500倍
速 い )と 、 比 較 的 低 い 酸 化 還 元 電 位 (Ag/AgClに 対 し て 、 +150mV)を 示 す 。 そ れ は 、 さ ら に ま
た 、 電 極 表 面 に お い て 極 め て 速 い 電 子 伝 達 速 度 も 有 す る 。 重 要 な こ と に は 、 オ ス ミ ウ ム コ
ン ジ ュ ゲ ー ト の 有 機 リ ガ ン ド は 、 オ ス ミ ウ ム 中 心 の 酸 化 還 元 特 性 に 対 し て 悪 影 響 を 及 ぼ さ
ず に 別 の 分 子 に 共 有 結 合 す る こ と が で き る よ う に 、 官 能 基 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 オ ス
ミ ウ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 こ れ ら の 類 の な い 特 性 を 有 し て い る こ と に よ り 、 ア フ ィ ニ テ ィ
ー セ ン サ ー に つ い て の 理 想 的 な 電 気 化 学 的 標 識 で あ る 。 該 オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー は 、
米 国 特 許 第 6,294,062号 、 米 国 特 許 第 6,352,824号 及 び 米 国 特 許 第 6,262,264号 に 記 述 さ れ
て い る 方 法 に 準 じ て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を
本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ れ ら の 新 規 リ ガ ン ド を 有 す る オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー は 、 オ ス ミ ウ ム 遊 離 メ デ ィ エ
ー タ ー を 合 成 す る の に 用 い た 方 法 と 同 じ 方 法 又 は 類 似 し た 方 法 を 用 い て 合 成 し た 。 そ れ ら
の 合 成 は 、 下 記 に 略 述 し て あ る よ う に 、 2つ の 主 要 な プ ロ セ ス ス テ ッ プ か ら な る 。 そ れ ら
の プ ロ セ ス ス テ ッ プ の 詳 細 に つ い て は 、 以 下 で 説 明 す る 。
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【 ０ １ ３ ８ 】
　 第 一 プ ロ セ ス ス テ ッ プ で は 、 以 下 の ス キ ー ム を 用 い て 、 市 販 さ れ て い る オ ス ミ ウ ム 塩 か
ら オ ス ミ ウ ム 中 間 体 の シ ス -ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )ジ ク ロ ロ オ ス ミ ウ ム (II)を 合 成 す る 。
こ の 中 間 生 成 物 は 、 氷 浴 中 で 再 結 晶 さ せ る こ と に よ り 単 離 す る 。
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ０ 】
　 第 二 プ ロ セ ス ス テ ッ プ で は 、 上 記 オ ス ミ ウ ム 中 間 体 と ヒ ス タ ミ ン を 反 応 さ せ て 所 望 の オ
ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー を 生 成 さ せ る 。 こ の 所 望 の 生 成 物 を 、 次 い で 、 テ ト ラ フ ル オ ロ ホ
ウ 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 す る こ と に よ り 溶 液 か ら 沈 澱 さ せ る 。
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ れ ら の オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー は 、 テ ト ラ フ ル オ ロ ホ ウ 酸 ニ ト ロ ソ ニ ウ ム を 用 い て
、 酸 化 さ れ た 形 態 (即 ち 、 Os(III))に 容 易 に 変 換 す る こ と も 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、
こ の 酸 化 さ れ た 形 態 へ の 変 換 は 必 要 で は な い 。 そ れ は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 反 応 中 に ア ル カ リ
条 件 下 で オ ス ミ ウ ム が 還 元 さ れ た 形 態 に 戻 り 、 ま た 、 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー ア ッ セ イ は バ イ オ
セ ン サ ー 上 で の 検 出 に 際 し て 酸 化 さ れ た 形 態 の Os(III)を 必 要 と は し な い か ら で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 一 般 に 、 オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー (化 合 物 )内 の ヒ ス タ ミ ン の 遊 離 ア ミ ノ 基 を 用 い て
薬 物 誘 導 体 の 活 性 化 エ ス テ ル に 結 合 さ せ 、 そ れ に よ り 、 薬 物 -オ ス ミ ウ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 得 る 。 同 様 の オ ス ミ ウ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 米 国 特 許 第 6,262,264号 に 記 述 さ れ て い る
よ う に し て 、 HbA1c及 び HbA 0 ペ プ チ ド に 対 し て 調 製 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 図 18は 、 主 要 な 中 間 体 で あ る ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )-ヒ ス タ ミ ン -ク ロ ロ -オ ス ミ ウ ム メ
デ ィ エ ー タ ー (化 合 物 )を 合 成 す る た め の 改 善 さ れ た 手 順 に つ い て 例 示 し て い る 。 元 の 手
順 に は 、 還 流 条 件 下 に エ タ ノ ー ル 中 で ヒ ス タ ミ ン を シ ス -ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )ジ ク ロ ロ
オ ス ミ ウ ム (II)と 反 応 さ せ る こ と が 含 ま れ て い る 。 し か し な が ら 、 得 ら れ た 所 望 生 成 物 の
収 率 が 劣 っ て い る こ と か ら 、 出 発 物 質 と し て 保 護 さ れ た ヒ ス タ ミ ン 誘 導 体 を 用 い る 代 替 的
な 合 成 ル ー ト へ と 至 っ た 。 有 機 化 学 に お け る 保 護 基 の 使 用 は 、 当 技 術 分 野 で は よ く 知 ら れ
て い る ("Protecting Groups in Organic Synthesis" by T.W. Green, John Wiley & Sons
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, 1981)。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 従 っ て 、 ヒ ス タ ミ ン の 第 一 級 ア ミ ノ 基 は 、 適 切 な 保 護 基 で 保 護 す る こ と が 可 能 で あ り 、
最 も 好 ま し く は 、 t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 保 護 基 (t-BOC)又 は ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基
を 用 い て 保 護 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ス タ ミ ン 二 塩 酸 塩 を THF中 で 二 炭 酸 ジ t-ブ チ ル と
反 応 さ せ て 、 ジ t-Boc保 護 ヒ ス タ ミ ン 誘 導 体 を 得 た 。 メ タ ノ ー ル 中 で ト リ エ チ ル ア ミ ン と
反 応 さ せ る こ と に よ り 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 窒 素 か ら t-Boc基 を 選 択 的 に 除 去 し た 。 一 保 護 ヒ ス
タ ミ ン を Os I I (bPy) 2 Cl 2 と 結 合 さ せ て 、 保 護 ヒ ス タ ミ ン 錯 体 (化 合 物 )を 得 た 。 ト リ フ ル
オ ロ 酢 酸 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 保 護 ヒ ス タ ミ ン の t-Boc基 を 脱 保 護 し て 、 オ ス ミ ウ ム (bP
y) 2 (ヒ ス タ ミ ン )Cl(化 合 物 )を 得 た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 数 種 類 の オ ス ミ ウ ム ヒ ス タ ミ ン 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 し た 。 代 表 的 な 例 は 、 図 19で
示 さ れ て い る 、 オ ス ミ ウ ム (bPy) 2 (ヒ ス タ ミ ン )Cl(化 合 物 )と ア ン フ ェ タ ミ ン NHSエ ス テ
ル (化 合 物 )の 反 応 で あ る 。 得 ら れ た オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン 錯 体 の ト リ フ ル オ ロ ア
セ ト ア ミ ド 基 を 50mM 炭 酸 カ リ ウ ム と 反 応 さ せ る こ と に よ り 脱 保 護 し て 、 ア ン フ ェ タ ミ ン
オ ス ミ ウ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )を 得 た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 オ ス ミ ウ ム テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )は 、 図 20に 示 さ れ て い る よ う に 調 製
し た 。 テ オ フ ィ リ ン ア ミ ン (化 合 物 )は 、 WO87/07955に お い て 公 表 さ れ て い る 手 順 に 従 っ
て 調 製 し た 。 テ オ フ ィ リ ン ア ミ ン (化 合 物 )を 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン の 存 在 下 で 、 テ レ フ タ
ル 酸 ジ N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル と 反 応 さ せ て 、 テ オ フ ィ リ ン N-ヒ ド ロ キ シ ス
ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル (化 合 物 )を 得 た 。 こ の 活 性 化 エ ス テ ル を 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン の 存
在 下 で 、 オ ス ミ ウ ム (bipy) 2 (ヒ ス タ ミ ン )Cl(化 合 物 )と 結 合 さ せ て 、 オ ス ミ ウ ム テ オ フ
ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )を 得 た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 PCP NHSエ ス テ ル (化 合 物 )を 用 い て 、 PCP-オ ス ミ ウ ム 錯 体 (化 合 物 )を 合 成 し た 。 こ
れ は 、 図 21に 示 さ れ て い る 。 PCP NHSエ ス テ ル (化 合 物 )は 、 米 国 特 許 第 5,939,332号 に お
い て 公 表 さ れ て い る 手 順 に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 オ ス ミ ウ ム THC-2コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )の 合 成 は 、 図 22に 記 載 し て あ る 。 THC-2誘 導
体 (化 合 物 )の 合 成 は 、 EP 0736529A1に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 オ ス ミ ウ ム THC-1コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )の 合 成 は 、 図 23に 記 載 し て あ る 。 THC-1誘 導
体 (化 合 物 )の 合 成 は 、  1986, , 5463-5465に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 オ ス ミ ウ ム メ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成 ス キ ー ム は 図 24に 示 し て あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 マ ル チ -オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー を 使 用 す る 。 マ ル チ -オ
ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り ア ッ セ イ に お け る 検 出 感 度 が 改 善 さ れ る こ
と が 見 い だ さ れ た 。 複 数 の オ ス ミ ウ ム 酸 化 還 元 中 心 を 有 す る オ ス ミ ウ ム 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト の 合 成 に つ い て 設 計 し た 。 付 加 的 な 保 護 さ れ た 異 な る 官 能 性 を 有 す る オ ス ミ ウ ム メ デ ィ
エ ー タ ー ア ミ ン に 結 合 さ せ る た め に 、 多 官 能 化 脂 肪 族 リ ン カ ー 及 び 多 官 能 化 芳 香 族 リ ン カ
ー を 設 計 し た 。 こ れ ら の 一 保 護 マ ル チ -オ ス ミ ウ ム 標 識 を 脱 保 護 し た 。 そ れ ら を 用 い て 、
薬 物 又 は 関 心 の あ る 別 の ア ナ ラ イ ト に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 と し て 、 ジ オ ス ミ ウ ム
THC-1コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 図 25～ 図 28に 示 さ れ て い る よ う に 調 製 し た 。 従 っ て 、 塩 基 (最 も
好 ま し く は 、 炭 酸 カ リ ウ ム )の 存 在 下 で 、 3,5-ジ ヒ ド ロ キ シ ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル を 適 切 に
保 護 さ れ た ハ ロ ア ル キ ル 化 剤 (最 も 好 ま し く は 、 ブ ロ モ 酢 酸 t-ブ チ ル )と 反 応 さ せ て 、 二 置
換 生 成 物 で あ る 化 合 物 を 得 た 。 一 連 の 置 換 反 応 に よ り 、 化 合 物 の ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル
官 能 基 を メ シ ラ ー ト 基 に 変 換 し た 後 、 ア ジ ド 基 に 変 換 し た 。 水 素 化 し 、 次 い で 、 ト リ フ ル
オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基 と し て 保 護 す る こ と に よ り 、 化 合 物 の ア ジ ド 基 を ア ミ ノ 官 能 基 に 変
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換 し 、 そ れ に よ り 化 合 物 を 得 た 。 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 で 処 理 す る こ と に よ り t-ブ チ ル エ ス
テ ル 官 能 基 を 除 去 し て 、 対 応 す る 二 酸 化 合 物 を 得 た 。 こ れ を 二 酸 塩 化 物 に 変 換 し 、 オ ス
ミ ウ ム ヒ ス タ ミ ン ア ミ ン (化 合 物 )と 反 応 さ せ て 、 所 望 の ジ オ ス ミ ウ ム 芳 香 族 が 結 合 し た
モ ノ -ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド (化 合 物 )を 得 た 。 一 置 換 生 成 物 (化 合 物 )も 同 様 に 単
離 し 、 電 気 化 学 的 ア ッ セ イ に 対 す る 検 出 感 度 の 測 定 に お い て 比 較 の た め に 評 価 し た 。 化 合
物 の ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基 は 、 塩 基 性 条 件 下 (最 も 好 ま し く は 、 水 性 炭 酸 カ リ ウ
ム )で 除 去 可 能 で あ り 、 そ れ に よ り ジ オ ス ミ ウ ム メ デ ィ エ ー タ ー が 得 ら れ る 。 こ れ は 、
適 切 な 活 性 化 基 を 有 す る 抗 原 (即 ち 、 薬 物 誘 導 体 ； 図 28を 参 照 さ れ た い )に 結 合 さ せ る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 同 様 に 、 脂 肪 族 リ ン カ ー を 有 す る ジ オ ス ミ ウ ム 錯 体 も 調 製 し た 。 脂 肪 族 リ ン カ ー は 、 図
30に 示 さ れ て い る よ う に 、 適 切 に 活 性 化 さ れ た 抗 原 (例 え ば 、 薬 物 誘 導 体 )に 結 合 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 図 30～ 図 32に 示 さ れ て い る よ う に 、 親 水 性 リ ン カ ー を
有 す る オ ス ミ ウ ム 錯 体 を 調 製 し た 。 親 水 性 リ ン カ ー を 有 す る オ ス ミ ウ ム ヒ ス タ ミ ン メ デ ィ
エ ー タ ー は 、 THCな ど の 疎 水 性 ア ナ ラ イ ト で 見 ら れ る ア ッ セ イ 開 発 の 困 難 性 を 克 服 す る と
い う こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 適 切 な 官 能 性 を 有 す る 市 販 の 親 水 性 リ ン カ ー (化 合 物 )を 利
用 す る こ と が で き る 。 こ の PEGリ ン カ ー は 、 保 護 さ れ て い る ア ミ ノ 官 能 基 と 遊 離 カ ル ボ ン
酸 を 有 す る 。 こ の PEGリ ン カ ー の 酸 基 は 、 活 性 化 エ ス テ ル (好 ま し く は 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク
シ ン イ ミ ド エ ス テ ル )に 変 換 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、 塩 基 (好 ま し く は 、 ト リ エ チ ル
ア ミ ン )の 存 在 下 で オ ス ミ ウ ム ヒ ス タ ミ ン ア ミ ノ 誘 導 体 (化 合 物 )に 結 合 さ せ て 、 化 合 物
を 得 る こ と が で き る 。 化 合 物 の t-Boc官 能 基 は 、 酸 性 条 件 下 、 好 ま し く は 、 ト リ フ ル オ

ロ 酢 酸 を 用 い て 、 除 去 し た 。 オ ス ミ ウ ム PEGリ ン カ ー (化 合 物 )の 遊 離 ア ミ ノ 基 は 、 活 性
化 エ ス テ ル が 結 合 し た 薬 物 、 例 え ば 、 THC-2-NHS(化 合 物 )と 反 応 さ せ て 、 オ ス ミ ウ ム -PE
G-THCコ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 図 33に 示 さ れ て い る ス キ ー ム に 従 っ て 、 オ ス ミ ウ ム -PEGリ ン カ ー (化 合 物 )を メ ト ト レ
キ サ ー ト に 結 合 さ せ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 図 34～ 図 36は 、 テ ト ラ オ ス ミ ウ ム 標 識 を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
中 間 体 の ブ ロ モ 誘 導 体 (化 合 物 )を 塩 基 の 存 在 下 で 3,5-ジ ヒ ド ロ キ シ ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル
と 反 応 さ せ て 、 対 応 す る 二 置 換 生 成 物 (化 合 物 )を 得 る こ と が で き る 。 上 記 類 似 手 順 に 従
い 、 化 合 物 の ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 基 を 対 応 す る ア ミ ン (化 合 物 )に 変 換 す る こ と が 可 能
で あ る 。 こ の ア ミ ン 基 は 、 適 切 な 保 護 基 (最 も 好 ま し く は 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基
及 び t-ブ チ ル エ ス テ ル 基 )を 用 い て 保 護 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ ら の 保 護 基 は 、 そ の
後 、 酸 性 条 件 下 で 除 去 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た 化 合 物 の テ ト ラ カ ル ボ ン 酸 官 能 基 は
、 対 応 す る 酸 塩 化 物 に 変 換 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、 化 合 物 の オ ス ミ ウ ム ヒ ス タ ミ
ン ア ミ ン に 結 合 さ せ て ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド で 保 護 さ れ た ア ミ ン を 有 す る テ ト ラ オ ス
ミ ウ ム 芳 香 族 標 識 を 得 る こ と が で き る 。 こ の ア ミ ノ 基 は 塩 基 性 条 件 下 で 解 放 す る こ と が 可
能 で あ り 、 得 ら れ た 化 合 物 を 適 切 に 活 性 化 さ れ た 抗 原 (例 え ば 、 薬 物 誘 導 体 )と 反 応 さ せ
て 、 抗 原 -テ ト ラ オ ス ミ ウ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 オ ス ミ ウ ム ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ヒ ス タ ミ ン 化 合 物 の 合 成 に つ
い て 記 述 さ れ る 。 こ の 化 合 物 は 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 な ど の サ ン プ ル 中 に 同 様 に 存 在 し 得 る 望
ま し く な い 酸 化 可 能 な 化 学 種 に よ る 起 こ り 得 る 妨 害 を 避 け る た め に 、 低 い 酸 化 還 元 電 位 を
有 す る よ う に 開 発 さ れ た 。 ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル の 合 成 に つ い て は 、 図 37に 記 載 さ れ て い る 。
　 従 っ て 、 グ リ オ キ サ ー ル を ア ン モ ニ ア と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 ビ イ ミ ダ ゾ ー ル (化 合
物 )が 得 ら れ る 。 化 合 物 の ジ メ チ ル 誘 導 体 を 、 塩 基 (好 ま し く は 、 水 素 化 ナ ト リ ウ ム )
の 存 在 下 で p-ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 と 反 応 さ せ て 、 化 合 物 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ を 、
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DMF中 180℃ で オ ス ミ ウ ム ト リ ク ロ リ ド と 反 応 さ せ て 、 オ ス ミ ウ ム ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ジ ク ロ
リ ド (化 合 物 )を 得 る こ と が で き る 。 塩 基 (好 ま し く は 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン )の 存 在 下 で 化
合 物 と ヒ ス タ ミ ン t-Boc(化 合 物 )を 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 化 合 物 が 得 ら れ る 。 化
合 物 の t-Boc基 を 、 酸 性 条 件 下 、 好 ま し く は ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い て 、 除 去 し て 、 化
合 物 を 得 る こ と が で き る 。 オ ス ミ ウ ム ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ヒ ス タ ミ ン (化 合 物 )の 遊 離 ア
ミ ノ 基 を 薬 物 誘 導 体 の 活 性 化 エ ス テ ル に 結 合 さ せ て 、 薬 物 -オ ス ミ ウ ム ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル
ヒ ス タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 オ ス ミ ウ ム ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ヒ ス タ ミ ン (化 合 物 )は 、 低 い 酸 化 還 元 電 位 (Ag/AgClに 対
し て 、 E 1 / 2 ～ 540mV)を 示 す 。 米 国 特 許 第 6,294,062号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 低 い 電 位
を 有 す る メ デ ィ エ ー タ ー も マ ル チ ア ナ ラ イ ト 測 定 に 必 要 で あ る 。 こ の 場 合 、 複 数 の 電 気 化
学 的 標 識 又 は メ デ ィ エ ー タ ー が 必 要 で あ り 、 そ の 際 、 電 気 化 学 的 標 識 又 は メ デ ィ エ ー タ ー
は 、 そ れ ぞ れ が 、 各 電 気 化 学 的 標 識 を 独 立 に 取 り 扱 う こ と が で き る よ う に 隔 て ら れ た 異 な
っ た 酸 化 還 元 電 位 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　
　 Os-テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 図 20に 例 示 し て あ る よ う に 調 製 し た 。 こ の 酸 化 還 元
可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に つ い て 、 テ オ フ ィ リ ン に 対 し て ア ッ セ イ 反 応 を 起 こ す よ う に 設 計
さ れ た 一 連 の 電 気 化 学 的 測 定 を 用 い て 評 価 し た 。 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 術 を 用 い て 、 ID
A微 小 電 極 を 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 製 造 し た 。 該 IDAは 、 50の フ ィ ン ガ ー 対 (こ こ で 、
該 フ ィ ン ガ ー 対 は 、 そ れ ぞ れ が 、 約 21μ mの 幅 (W)、 10μ m、 15μ m及 び 21μ mの 間 隙 (W g )、 6
mmの 長 さ (b)を 有 す る )を 有 す る 金 電 極 構 造 を 含 ん で い た 。 さ ら に ま た 、 各 IDAは 、 対 向 電
極 及 び 参 照 電 極 と し て 使 用 す る た め の 付 加 的 な 2つ の 金 電 極 領 域 も 含 ん で い た 。 電 気 化 学
的 測 定 は 、 CH Instruments バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト  モ デ ル 802A又 は モ デ ル 832Aを 用 い て
行 っ た 。 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い た 電 流 測 定 に よ る 測 定 は IDA増 幅 に 対 し て 行 っ た
。 ま た 、 酵 素 増 幅 に 対 し て は 、 単 一 電 位 電 流 測 定 法 (single potential amperometric tec
hnique)を 用 い た 。 各 測 定 で は 、 外 部 参 照 電 極 を 用 い る 場 合 は 、 約 20μ Lの サ ン プ ル を ピ ペ
ッ ト で 電 極 上 に 量 り と る 必 要 が あ り 、 Ag/AgClイ ン ク の 内 部 参 照 電 極 及 び 有 効 電 極 構 造 を
覆 う キ ャ ピ ラ リ ー ル ー フ を 用 い る 場 合 は 、 5～ 10μ Lの サ ン プ ル を ピ ペ ッ ト で 電 極 上 に 量 り
と る 必 要 が あ っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 図 38は 、 50フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る IDA電 極 (10μ m間 隙 (W g ), 21μ m(W))上 の オ ス ミ ウ ム -
テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト の CVを 示 し て い る 。 該 CVは 、 酸 化 と 還 元 の 対 照 的 な ピ ー ク 、
及 び 、 Ag/AgClに 対 し て 約 125mVの E 1 / 2 を 示 し て い る 。 こ れ に よ り 、 電 流 測 定 に よ る 測 定 に
対 し て 適 切 な ア ノ ー ド 電 位 及 び カ ソ ー ド 電 位 を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、 バ イ ポ
テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 適 切 な ア ノ ー ド 電 位 及 び カ ソ ー ド 電 位 を 制 御 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 図 39は 、 50フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る IDA電 極 (21μ m間 隙 (W g ), 21μ m(W))上 の 種 々 の 濃 度 で
測 定 し た オ ス ミ ウ ム -テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 対 す る 酸 化 的 定 常 状 態 反 応 を 例 示 し
て い る 。 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト は 、 WE1と WE2に 印 可 さ れ た 適 切 な ア ノ ー ド 電 位 及 び カ ソ
ー ド 電 位 で 使 用 し た 。 こ の グ ラ フ は 、 こ の 大 き な 寸 法 の IDAで さ え 数 秒 内 に 定 常 状 態 に 達
す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 図 40は 、 50フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る IDA電 極 (21μ m間 隙 (W g ), 21μ m(W))上 の 種 々 の 濃 度 の
オ ス ミ ウ ム -テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 用 量 反 応 曲 線 を 例 示 し て い る 。 電 極 電 位 は バ
イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 制 御 し た 。 再 度 、 酸 化 と 還 元 が 絶 対 等 級 で ほ ぼ 等 し い と い
う こ と を 観 察 す る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 該 電 極 に お け る 電 流 測 定 を 妨 害 す る 別 の 化
学 種 が サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
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　 本 明 細 書 の 用 量 反 応 曲 線 が マ ル チ メ ー タ バ イ ア ス を 示 す こ と が 観 察 さ れ る で あ ろ う 。 用
語 「 マ ル チ メ ー タ バ イ ア ス (multimeter bias)」 は 、 電 極 及 び 機 器 類 が 単 に 高 イ ン ピ ー ダ
ン ス マ ル チ メ ー タ (こ の 場 合 は 、 10MOhmの 入 力 イ ン ピ ー ダ ン ス を 有 す る Fluke 87 マ ル チ メ
ー タ )に も 接 続 さ れ て い る と い う こ と の 結 果 と し て 生 じ る 、 収 集 さ れ た デ ー タ に お け る バ
イ ア ス を 意 味 す る 。 電 流 測 定 に よ る 測 定 (例 え ば 、 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト に よ り 制 御 さ
れ た 電 流 測 定 に よ る 測 定 )に 関 し 、 バ イ ア ス は 、 一 定 の I=V/R[こ こ で 、 Vは 、 各 電 極 に 印 可
さ れ た 電 圧 (ボ ル ト )で あ り 、 R=10MOhmで あ る ]で あ る 。 印 可 電 圧 が Ag/AgClに 対 し て 0mVで
あ る 場 合 、 バ イ ア ス は 0nAと な る が 、 印 加 電 圧 が 200mVで あ る 場 合 、 バ イ ア ス は 20nAと な る
で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 図 41は 、 溶 解 し て い る 抗 体 の 濃 度 の 増 大 に と も な う コ ン ジ ュ ゲ ー ト 反 応 の 阻 害 を 例 示 す
る プ ロ ッ ト で あ る 。 実 施 例 で は 、 溶 解 し て い る 抗 体 の 濃 度 は 増 大 し た が 、 オ ス ミ ウ ム -テ
オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 濃 度 は 、 約 25μ Mに 維 持 し た 。 該 阻 害 曲 線 か ら 、 こ の 実 施 例 の
場 合 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 対 抗 体 の 最 適 の 比 率 は 2： 1で あ る と 決 定 さ れ た 。 そ れ は 、 抗 体 の 濃
度 が さ ら に 増 大 し た 場 合 、 該 阻 害 曲 線 の 勾 配 が 減 少 し て い る か ら で あ る 。 抗 体 は 2価 で あ
る の で 、 該 比 率 は 、 化 学 量 論 的 な 比 で あ る 1： 1に 相 当 す る 。 該 反 応 も マ ル チ メ ー タ バ イ ア
ス を 示 す と い う こ と も 留 意 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 42は 、 血 清 キ ャ リ ブ レ ー タ に お い て テ オ フ ィ リ ン ア ッ セ イ を 実 施 し た も の で あ り 、 オ
ス ミ ウ ム -テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 関 し て 得 ら れ た IDA増 幅 電 流 を プ ロ ッ ト し て い る
。 試 験 は 、 テ オ フ ィ リ ン の 濃 度 は 変 化 さ せ な が ら 、 オ ス ミ ウ ム -テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 濃 度 約 25μ M及 び 抗 体 濃 度 約 12.5μ Mで 行 っ た 。 該 ア ッ セ イ は 、 治 療 域 未 満 か ら 毒 性 域
に ま で 及 ぶ 広 い ア ッ セ イ 範 囲 を 有 し て い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　
　 Os-ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (10)を 図 19に 例 示 し て あ る よ う に 調 製 し た 。 こ の 酸
化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に つ い て 、 一 連 の 電 気 化 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 し た 。 フ
ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 術 を 用 い て 、 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ (IDA)微 小 電 極 を 本 明
細 書 に 記 載 し た よ う に 製 造 し た 。 各 IDAは 、 50対 の 「 フ ィ ン ガ ー 」 (こ こ で 、 各 フ ィ ン ガ ー
は 、 幅 が 21μ mで あ り 、 フ ィ ン ガ ー 間 の 間 隙 が 15μ mで あ る )を 含 ん で い た 。 電 気 化 学 的 測
定 は 、 CH Instruments バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト  モ デ ル 802A又 は モ デ ル 832Aを 用 い て 行 っ
た 。 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い た 電 流 測 定 に よ る 測 定 は IDA増 幅 に 対 し て 行 っ た 。 ま
た 、 酵 素 増 幅 に 対 し て は 、 単 一 電 位 電 流 測 定 法 を 用 い た 。 各 測 定 で は 、 外 部 参 照 電 極 を 用
い る 場 合 は 、 約 20μ Lの サ ン プ ル を ピ ペ ッ ト で 電 極 上 に 量 り と る 必 要 が あ り 、 Ag/AgClイ ン
ク の 内 部 参 照 電 極 及 び 有 効 電 極 構 造 を 覆 う キ ャ ピ ラ リ ー ル ー フ を 用 い る 場 合 は 、 5～ 10μ L
の サ ン プ ル を ピ ペ ッ ト で 電 極 上 に 量 り と る 必 要 が あ っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 図 43は 、 PBST溶 液 中 で 調 製 し た 100μ M Os-ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト の サ イ ク リ ッ
ク ボ ル タ モ グ ラ ム を 示 し て い る 。 該 図 は 、 単 一 の フ ィ ン ガ ー セ ッ ト を 有 す る CV、 及 び 、 両
方 の フ ィ ン ガ ー セ ッ ト が 一 緒 に な っ て シ ョ ー ト し て い て 作 用 電 極 と し て 使 用 さ れ て い る 場
合 の CVを 示 し て い る 。 該 CVは 、 酸 化 と 還 元 の 対 称 的 な ピ ー ク 、 及 び 、 Ag/AgClに 対 し て 約 1
25mVの E 1 / 2 を 示 し て い る 。 こ れ に よ り 、 適 切 な ア ノ ー ド 電 位 及 び カ ソ ー ド 電 位 を 選 択 す る
こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 図 44は 、 電 位 を 制 御 す る の に バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 使 用 し た 、 15μ mの IDA電 極 上 の
100μ M オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト の リ サ イ ク リ ン グ CVで あ る 。 WE1は 、 -
100mVか ら 400mVま で ス キ ャ ン し た が 、 WE2は -100mVで 一 定 に 保 っ た 。 該 CVは 、 酸 化 還 元 の
リ サ イ ク リ ン グ を 受 け て い る メ デ ィ エ ー タ ー を 示 し て い る 。 該 CVは 、 約 600nA.又 は 6nA/μ
Mの 定 常 状 態 反 応 を 示 し て い る 。 該 リ サ イ ク リ ン グ CVは 、 酸 化 電 流 と 還 元 電 流 が 等 し い 大
き さ 又 は 反 対 の 大 き さ を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 電 流 は 、 リ サ イ ク リ ン グ に よ り 増 幅 さ
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れ て い る 。 リ サ イ ク リ ン グ CVを 測 定 す る た め に 、 WE2を 還 元 電 位 -100mVに 固 定 し 、 WE1は 、
還 元 電 位 -100mVと 酸 化 電 位 400mVの 間 で ス キ ャ ン し た 。 リ サ イ ク リ ン グ は 、 一 方 の フ ィ ン
ガ ー セ ッ ト が 酸 化 へ と 向 か い 、 他 方 の フ ィ ン ガ ー セ ッ ト が 還 元 へ と 向 か う と き に 起 こ る 。
一 般 に 、 掃 引 速 度 が あ ま り 速 く な い 間 は 、 電 流 の 大 き さ は 掃 引 速 度 に 比 例 し な い 。 こ れ は
、 反 応 が 掃 引 速 度 と 共 に 増 大 す る 通 常 の CVと は 異 な っ て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 図 45は 、 15μ mの 間 隙 と 21μ mの 幅 を 有 す る IDA上 の オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 用 量 反 応 で あ る 。 オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 PBST中 で 、 0μ M
～ 100μ Mの 濃 度 で 調 製 し た 。 CH Instruments バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 測 定 を 行
っ た 。 作 用 電 極 #1と 作 用 電 極 #2の 両 方 で 観 察 さ れ た 電 流 は 、 (マ ル チ メ ー タ バ イ ア ス を 引
い た 場 合 )絶 対 等 級 及 び 勾 配 が ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。 内 部 Ag/AgCl参 照 電 極 を 有 す る 15μ mIDA
と WE1=300mV及 び WE2=0mVを 用 い て 、 プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 阻 害 に つ い て も 、 15μ mの 間 隙 と 21μ mの
幅 を 有 す る IDA上 で 、 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 評 価 し た 。 内 部 参 照 電 極 に 対 し て
、 WE1=250mV及 び WE2=-150mVで 、 電 極 は 平 衡 状 態 に あ っ た 。 Os-ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ
ー ト を 、 Rocheか ら 入 手 し た 種 々 の 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ア ン フ ェ タ ミ ン 抗 体 [<AMPH>M-2.
17.22>]と 混 合 し 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 対 抗 体 の 比 率 の 最 適 比 率 は 、 化 学 量 論 的 な 比 率 2： 1で
あ る と 決 定 さ れ た 。 こ れ は 、 該 抗 体 が 2価 で あ る の で 、 化 学 量 論 的 比 率 に 相 当 す る 。 従 っ
て 、 こ の 比 率 を 用 い て 、 IDA増 幅 を 利 用 す る ア ン フ ェ タ ミ ン ア ッ セ イ を 実 施 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 図 46は 、 ア ン フ ェ タ ミ ン ア ッ セ イ の プ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 種 々 の 濃 度 の d,l-ア ン フ ェ
タ ミ ン 薬 物 を 、 一 定 濃 度 の 抗 体 と 混 合 し た 後 、 一 定 濃 度 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 混 合 し た 。 最
終 溶 液 マ ト リ ッ ク ス は 、 20μ Mの オ ス ミ ウ ム ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 10μ Mの 抗 体
、 及 び 、 0～ 25μ Mの 濃 度 の ア ン フ ェ タ ミ ン を 含 ん で い た 。 各 溶 液 を 混 合 し 、 直 ち に 、 IDA
電 極 上 に 移 し 、 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 電 流 反 応 を 測 定 し た 。 測 定 し た 酸 化 電 流
反 応 及 び 還 元 電 流 反 応 を 薬 物 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト し て 、 ア ッ セ イ 用 量 反 応 曲 線 を 得 る 。
該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 由 来 の 電 流 反 応 は 、 よ り 多 く の 薬 物 を 添 加 し て 抗 体 に 結 合 さ せ る の に と
も な っ て 増 大 し 、 そ の 結 果 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 阻 害 が 低 減 し た 。 該 ア ッ セ イ 用 量 反 応 曲 線 は
、 SAMHSAに よ り 指 定 さ れ て い る カ ッ ト オ フ 濃 度 の 1000ng/mL又 は 6.7μ Mを 有 す る ア ン フ ェ
タ ミ ン 薬 物 乱 用 ア ッ セ イ に 必 要 な 範 囲 を 包 含 し て い る 。 ア ン フ ェ タ ミ ン 反 応 は 、 15μ mの
間 隙 と 21μ mの 幅 を 有 す る IDA上 で 、 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 評 価 し た 。 内 部 参 照
電 極 に 対 し て 、 WE1=250mV及 び WE2=-150mVで 、 電 極 は 平 衡 状 態 に あ っ た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　
　 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ 電 極 は 、 Roche Diagnostics用 に あ つ ら え て 、 Premitec,
 Inc.(Raleigh, NC.)に 製 造 さ せ た 。 各 IDAは 、 750対 の 電 極 (こ こ で 、 各 電 極 は 、 長 さ が 6m
mで あ り 、 間 隙 及 び 幅 は 2μ mで あ る )を 含 ん で い た 。 こ れ ら の 電 極 の イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ
ド 領 域 は 、 総 計 36mm 2 で あ っ た 。 こ の 大 き な 寸 法 は 、 低 い 検 出 限 界 を 達 成 す る と い う 実 際
的 な こ と を 考 慮 し て 選 択 し た 。 機 器 類 (特 に 、 携 帯 用 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト )は 、 検 出 可
能 な 最 小 電 流 に 関 し て 限 界 を 有 し て い る 。 当 時 は 、 携 帯 用 機 器 類 の ノ イ ズ を 考 慮 す る こ と
に よ り 、 1nAが ア ッ セ イ に 関 し て 測 定 さ れ る 最 小 電 流 で あ る と 想 定 さ れ て い た 。 こ の 情 報
を 、 予 想 さ れ る 電 流 反 応 と 一 緒 に 用 い て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 感 度 に お い て か な り 大 き な 改 善
を も た ら す こ と が 可 能 と な る よ う に 電 極 の 寸 法 を 決 定 し た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 電 極 は 、 方
程 式 １ に よ り 予 想 さ れ る 改 善 さ れ た 増 幅 を 実 証 す る た め に 、 計 算 に よ る 感 度 を 実 際 に 観 察
さ れ た 感 度 と 比 較 す る よ う に も 製 造 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 オ ス ミ ウ ム -ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (下 記 化 合 物 )は 、 米 国 特 許 第 6,262,264号 に 記 載
さ れ て い る 方 法 と 同 様 の 方 法 に よ り 調 製 し た 。
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【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ３ 】
　 マ イ ク ロ 遠 心 管 の 中 に 、 以 下 の 濃 度 の ビ オ チ ン 20μ Lを 入 れ た ： 0μ M, 1.25μ M, 2.5μ M
, 3.75μ M, 5μ M, 7.5μ M, 10μ M。 こ れ ら の 溶 液 の そ れ ぞ れ に 、 20μ Lの 1.25μ M ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン と 40μ Lの PBSTを 添 加 し た 。 各 溶 液 に 20μ Lの 5μ M ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 添
加 し 、 少 し の 間 (～ 2秒 間 )混 合 し 、 2μ Mの IDA電 極 上 に 形 成 さ れ た 毛 管 状 の ス ペ ー ス の 間 に
に ピ ペ ッ ト で 移 し た 。 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト に よ る 測 定 を 直 ち に 開 始 し 、 Ag/AgClに 対
し て 、 WE1を 250mVに 、 ま た 、 WE2を 0mVに 制 御 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 図 47は 、 Wと W g が 2μ mの 750の フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る 平 面 IDA電 極 上 で 、 25μ Mの オ ス ミ ウ
ム 遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー (ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )イ ミ ダ ゾ ー ル ク ロ ロ オ ス ミ ウ ム (III)ジ ク
ロ リ ド )を 用 い て 得 た リ サ イ ク リ ン グ サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ モ グ ラ ム (CV)定 常 状 態 反 応 を 示
し て い る 。 リ サ イ ク リ ン グ CVは 、 -100mVか ら 400mVま で ス キ ャ ン さ れ る ジ ェ ネ レ ー タ で あ
る WE1と -100mVに 維 持 さ れ て い る コ レ ク タ で あ る WE2を 用 い て 実 施 し た 。 こ の 反 応 は 、 約 38
00nA又 は 152nA/μ Mの 定 常 状 態 反 応 で 優 れ た 増 幅 と 優 れ た 効 率 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 図 48は 、 Wと W g が 2μ mの 750の フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る 平 面 IDA電 極 上 で の オ ス ミ ウ ム ビ オ
チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 0～ 5μ Mの 用 量 反 応 曲 線 を 示 し て い る 。 こ の 測 定 で は 、 CHI Instrumen
ts バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い て 、 WE1=250mV及 び WE2=0mVを 制 御 し た 。 酸 化 の 測 定 と
還 元 の 測 定 の 勾 配 は 、 ほ ぼ 同 一 及 び 反 対 で あ り 、 こ の こ と は 、 酸 化 還 元 リ サ イ ク リ ン グ 効
率 が 良 好 で あ る こ と を 示 し て い る 。 オ ス ミ ウ ム ビ オ チ ン に よ る 勾 配 約 126nA/μ Mは 、 極 め
て 良 好 な 反 応 で あ り 、 こ れ は 、 オ ス ミ ウ ム 遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー に つ い て 図 47の CVか ら 計 算
し て 得 た 152nA/μ Mに 比 較 し て ほ ん の 僅 か に 小 さ い の み で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 デ ー タ は 、 0.5秒 間 隔 で 、 40秒 間 に わ た り 収 集 し た 。 ア ッ セ イ 反 応 は 、 幾 つ か の 時 点 で
評 価 し た が 、 0.5秒 の 時 点 を 含 む 全 て の 時 点 で 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 図 49は 、 0.5秒 、 2
秒 及 び 10秒 の 時 点 に お け る ビ オ チ ン ア ッ セ イ 反 応 を 示 し て い る 。 ア ッ セ イ 試 薬 は 、 0～ 1μ
Mの ア ッ セ イ 範 囲 に 対 し て 選 択 さ れ 、 こ れ は 達 成 さ れ た 。 時 間 に 対 し て 定 常 電 流 を 示 す 典
型 的 な プ ロ ッ ト は 、 図 50に 示 し て あ る 。 こ の デ ー タ は 、 定 常 状 態 反 応 が 、 印 加 電 位 の 開 始
か ら ほ と ん ど 即 座 に 達 成 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 定 常 状 態 は 、 そ れ ぞ れ の 電 極 で 生 成 さ
れ た 酸 化 化 学 種 と 還 元 化 学 種 が 等 し い 場 合 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Premitec Inc.(Raleigh, North Carolina)に お い て ウ エ ハ ー ID#0702H
IDA1...14か ら 調 製 し た 2μ M IDA電 極 を 用 い て 収 集 し た 。 最 終 ア ッ セ イ 濃 度 は 、 1μ Mの オ
ス ミ ウ ム ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 0.25μ Mの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 及 び 0～ 2μ Mの ビ オ チ ン
で あ っ た 。 こ の ア ッ セ イ は 、 CH Instruments(Austin, Texas)製 の CHI-802A バ イ ポ テ ン シ
オ ス タ ッ ト を 用 い て 実 施 し た 。
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【 ０ １ ７ ８ 】
　 図 51及 び 図 54は 、 そ れ ぞ れ 、 モ ノ オ ス ミ ウ ム -芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 リ
ン カ ー (化 合 物 )と ジ オ ス ミ ウ ム -芳 香 族 リ ン カ ー (化 合 物 )の 両 方 を 用 い て 実 施 し た 通
常 の CVを 示 し て い る 。 該 CVは 、 合 成 さ れ た メ デ ィ エ ー タ ー が 、 Ag/AgClに 対 し て 約 20～ 40m
Vの 適 度 に 低 い E 1 / 2 電 位 を 有 す る 酸 化 還 元 可 逆 的 化 合 物 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。 両 方
と も 、 Wが 21μ mで W g が 15μ mの 50の フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る 平 面 IDA電 極 上 で 、 200μ Mの 濃 度
で 実 施 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 図 53は 、 モ ノ オ ス ミ ウ ム -芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 リ ン カ ー (化 合 物 及 び
化 合 物 )と オ ス ミ ウ ム 遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー (ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )イ ミ ダ ゾ ー ル ク ロ ロ
オ ス ミ ウ ム (III)ジ ク ロ リ ド )に つ い て の 用 量 反 応 の 比 較 を 示 し て い る 。 こ れ ら は 、 全 て 、
Wが 21μ mで W g が 15μ mの 50の フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る 平 面 IDA電 極 上 で 実 施 し た 。 オ ス ミ ウ ム
遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー と モ ノ オ ス ミ ウ ム -芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 リ ン カ ー は
同 様 の 反 応 を 示 し た が 、 ジ オ ス ミ ウ ム -芳 香 族 リ ン カ ー の 反 応 は 、 僅 か に 改 善 さ れ て い た
。 該 ジ オ ス ミ ウ ム 化 合 物 の 反 応 は 、 酸 化 還 元 部 位 の 数 が 2倍 で あ る こ と で 最 初 に 期 待 さ れ
る で あ ろ う 2倍 で は な か っ た 。 低 い 反 応 に つ い て の 幾 つ か の 理 由 は 、 ジ オ ス ミ ウ ム 錯 体 の
サ イ ズ (MW)が 大 き い た め に 電 極 間 の 拡 散 が 遅 い と い う こ と 、 及 び /又 は 、 平 均 し て ジ オ ス
ミ ウ ム 錯 体 の 1つ の 部 位 の み が 実 際 に 酸 化 及 び 還 元 さ れ る (常 に 、 1つ の オ ス ミ ウ ム 中 心 の
み が 酸 化 又 は 還 元 さ れ る )と い う こ と で あ り 得 る 。 い ず れ の 場 合 も 、 CVと 僅 か に 改 善 さ れ
た 用 量 反 応 曲 線 に 基 づ い て 、 こ の 新 規 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 単 一 の オ ス ミ ウ ム 中 心 を 有 す る
メ デ ィ エ ー タ ー に 取 っ て 代 わ る 実 用 的 な 代 替 物 で あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 図 54は 、 Wが 21μ mで W g が 15μ mの 50の フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る 平 面 IDA電 極 上 で 200μ Mの 濃
度 で 実 施 し た ジ オ ス ミ ウ ム -THC1コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )の CVを 示 し て い る 。 こ の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の ス ト ッ ク は 、 有 機 溶 媒 を 使 用 せ ず に 、 PBST中 で 0.75mgの 該 化 合 物 か ら 調 製 し
た 。 該 CVは 、 該 メ デ ィ エ ー タ ー が 可 逆 的 で は あ る が 、 還 元 の ピ ー ク が 酸 化 の ピ ー ク 電 流 に
比 較 し て 僅 か に 小 さ く 見 え る こ と を 示 し て い る 。 該 反 応 は 、 ジ オ ス ミ ウ ム -芳 香 族 リ ン カ
ー (化 合 物 )に 比 較 し て 、 約 50%小 さ い 。 こ の 低 減 し た 反 応 は 、 THC分 子 の 疎 水 性 を 示 し て
い る 用 に 思 わ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 図 55は 、 Wが 21μ mで W g が 15μ mの 50の フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る 平 面 IDA電 極 上 に お け る オ ス
ミ ウ ム -PEG-THC-2(化 合 物 )の 用 量 反 応 曲 線 で あ る 。 測 定 は 、 CHI Instruments バ イ ポ テ
ン シ オ ス タ ッ ト で 制 御 し た (WE1=250mV, WE2=0mV)。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ス ト ッ ク 溶 液 を 、 有
機 溶 媒 を 使 用 せ ず に PBSTに 溶 解 さ せ た 。 PBST中 で 、 6.25μ Mか ら 500μ Mま で の 間 で 連 続 希
釈 を 行 っ た 。 10μ Lを 電 極 セ ル 上 に 形 成 さ れ た 毛 管 に 適 用 し た 。 ジ オ ス ミ ウ ム -THC1コ ン ジ
ュ ゲ ー ト (化 合 物 )の 場 合 と 同 様 に 、 還 元 反 応 (勾 配 )は 、 酸 化 勾 配 に 比 較 し て 僅 か に 小 さ
か っ た 。 両 方 の 勾 配 は 、 オ ス ミ ウ ム 遊 離 メ デ ィ エ ー タ ー を 用 い て 見 ら れ る 勾 配 よ り も 約 10
倍 小 さ い 。 示 さ れ て い る ア ッ セ イ デ ー タ は 、 電 位 を 印 可 し た 5秒 後 の 結 果 で あ る 。 こ れ ら
の 結 果 は 、 4反 復 の 平 均 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 図 56は 、 酵 素 増 幅 を 用 い た オ ス ミ ウ ム -PEG-THC-2(化 合 物 )の 用 量 反 応 曲 線 で あ る 。 酵
素 で 増 幅 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト 反 応 の 勾 配 は 、 IDA増 幅 よ り も 改 善 さ れ て い る 。 THCの 疎 水 性
に 対 し て 可 能 性 の あ る 懸 念 を 克 服 す る た め に 、 5%の ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル -β -シ ク ロ デ キ ス
ト リ ン を 添 加 す る こ と で 、 反 応 に お け る 有 意 な 増 大 が 認 め ら れ る と い う こ と も 留 意 さ れ る
。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 図 57は 、 Wが 21μ mで W g が 15μ mの 50の フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る 平 面 IDA電 極 上 で 150μ Mの 濃
度 で 実 施 し た オ ス ミ ウ ム -PEG-メ ト ト レ キ サ ー ト (化 合 物 )の CVを 示 し て い る 。 こ の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の ス ト ッ ク は 、 有 機 溶 媒 を 使 用 せ ず に 、 PBST中 で 0.49mgの 該 化 合 物 か ら 150μ M
の 濃 度 で 調 製 し た 。 該 CVは 、 対 称 的 な 可 逆 的 酸 化 還 元 ピ ー ク を 示 し て い る 。 別 の メ デ ィ エ
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ー タ ー の CVと 比 較 す る 場 合 、 こ の CVに 対 し て コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 使 用 濃 度 が 低 い こ と 及 び フ
ィ ン ガ ー の 幅 (21μ M)が 広 い こ と は 考 慮 に 入 れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 図 58は 、 Wが 21μ mで W g が 21μ mの 50の フ ィ ン ガ ー 対 を 有 す る 平 面 IDA電 極 上 の オ ス ミ ウ ム
-PEG-メ ト ト レ キ サ ー ト (化 合 物 )の 用 量 反 応 曲 線 で あ る 。 測 定 は 、 CHI Instruments バ
イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト で 制 御 し た (WE1=0.25mV, WE2=0mV)。 150μ Mの ス ト ッ ク 溶 液 か ら PBS
T中 で 希 釈 を 行 っ て 、 25μ M、 10μ M、 5μ M、 2.5μ M及 び 1.25μ Mの 濃 度 の も の を 調 製 し た 。
20μ Lの 該 溶 液 を 、 外 部 Ag/AgCl参 照 電 極 を 用 い て 電 極 セ ル 上 に 形 成 さ れ た 毛 管 内 の 電 極 に
適 用 し た 。 毛 管 と 該 毛 管 領 域 の す ぐ 外 側 に 位 置 す る 外 部 毛 管 の 中 の サ ン プ ル 間 の ギ ャ ッ プ
を 埋 め る の に は 、 こ の 20μ Lの 容 積 が 必 要 で あ っ た 。 こ の メ デ ィ エ ー タ ー に つ い て の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト 反 応 の 勾 配 は 、 オ ス ミ ウ ム -PEG-THC2反 応 の 勾 配 よ り も 大 き か っ た 。 こ れ ら の
結 果 は 、 4反 復 の 平 均 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 さ ら な る 例 は 、 "The Latest Development in Biosensor Immunoassay Technology for 
Drug Assays"と い う 表 題 の 論 文 の 中 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 論 文 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体
を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】

：
　 全 て の 溶 媒 は 、 J.T.Bakerか ら 入 手 し た 。 分 析 的 逆 相 HPLCに よ る 分 析 は 、 ダ イ オ ー ド ア
レ イ 検 出 器 と 4つ 一 組 の ポ ン プ で 構 成 さ れ て い る Agilent HP1100 LC/MSシ ス テ ム で 実 施 し
た 。 LC/MS分 析 は 、 AJO-4287(C-180DS)カ ー ト リ ッ ジ を 有 す る Phenomenex KJO-4282ガ ー ド
キ ッ ト を 備 え た Vydac 218TP54カ ラ ム (300A, 5μ ； C18, 4.6mm× 250mm)を 用 い て 実 施 し た
。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 流 れ は 、 カ ラ ム の 後 で 、 MS検 出 器 の 中 に 移 し た 。 用 い た MSDは 、
エ レ ク ト ロ ス プ レ ー ポ ジ テ ィ ブ モ ー ド ("ES(+)mode")で 作 動 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 HPLCフ ラ ク シ ョ ン は 凍 結 乾 燥 さ せ た 。 ア セ ト ニ ト リ ル を 減 圧 下 に 蒸 発 さ せ た 後 、 水 性 残
渣 を 、 例 え ば ド ラ イ ア イ ス /ア セ ト ン 浴 を 用 い て 、 凍 結 さ せ 、 そ の 後 、 凍 結 乾 燥 機 を 用 い
て 凍 結 乾 燥 さ せ た 。 残 渣 を 分 取 RP-HPLCで 精 製 し て 、 10.2mg(6.6× 10 - 3 mmol, 20%)の THC-
オ ス ミ ウ ム PEG誘 導 体 ( )を 得 た (LC/MS M+H 1501.6)。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 分 取 逆 相 HPLCで は 、 (1)Varian Dynamax(Rainin)ガ ー ド モ ジ ュ ー ル R00083221G(C-18, 8
μ )を 有 す る R00083221C(Microsorb 60-8, C-18, 250mm× 21.4mm)又 は (2)Varian Dynamax(
Rainin)ガ ー ド モ ジ ュ ー ル R00083241G(C-18, 8μ )を 有 す る R00083241C(Microsorb 60-8, C
-18, 250mm× 41.4mm)の い ず れ か を 有 す る Varian Dynamaxラ ジ ア ル コ ン プ レ ッ シ ョ ン カ ラ
ム を 用 い た 。 HPLCは 、 0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有 す る 水 -ア セ ト ニ ト リ ル の 勾 配 系 を 用
い て 実 施 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ア ン フ ェ タ ミ ン NHSエ ス テ ル (化 合 物 )は 、 "Dual Analyte Immunoassay"、 EP 0574782A2
に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た 。 THC-1NHSエ ス テ ル (化 合 物 )は 、 "Reagents for the 
Determination of Drugs"、 EP 0386644に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た 短 連 鎖 誘 導 体 で
あ る 。 THC-2NHSエ ス テ ル (化 合 物 )は 、 "Novel Cannabinol Derivatives and Improved I
mmunoassay"、 EP 0276732A2に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た 長 鎖 誘 導 体 で あ る 。 テ オ フ
ィ リ ン ア ミ ン (化 合 物 )は 、 PCT WO 87/07955に お い て 公 表 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 調 製
し た 。 テ オ フ ィ リ ン NHSエ ス テ ル (化 合 物 )は 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン の 存 在 下 で 、 テ オ フ ィ
リ ン ア ミ ン (化 合 物 )を テ レ フ タ ル 酸 ジ N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル と 反 応 さ せ
る こ と に よ り 調 製 し た 。 O-(N-Boc-2-ア ミ ノ エ チ ル )-O-(N-ジ グ リ コ リ ル )-2-ア ミ ノ エ チ ル
)ヘ キ サ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (化 合 物 )は 、 VWRを 介 し て 、 Nova Biochemか ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】

：
　 4.18g(8.6mmol)の ヘ キ サ ク ロ ロ オ ス ミ ウ ム 酸 カ リ ウ ム と 3.05g(19.5mmol)の 2,2'-ジ ピ リ
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ジ ル の 混 合 物 に 、 100mLの ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 1時 間 加 熱
還 流 し 、 室 温 ま で 冷 却 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 濾 過 し 、 残 渣 を 5mLの DMFで 洗 浄 し た 。
濾 液 を 室 温 で 撹 拌 し 、 そ の 反 応 混 合 物 に 4.76g(0.027mol)の ジ チ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 430mL
の 水 に 溶 解 さ せ た 溶 液 を 滴 下 し て 加 え た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 氷 浴 内 に 置 い て 所 望 の 生
成 物 を 沈 澱 さ せ た 。 得 ら れ た 固 体 を 収 集 し 、 15mLの 水 で 2回 洗 浄 し た 後 、 15mLの エ ー テ ル
で 2回 洗 浄 し た 。 得 ら れ た 褐 色 の 固 体 を 減 圧 下 (0.5mmHg)に 50℃ で 乾 燥 さ せ 、 4.3g(7.4mmol
, 87%)の 所 望 の 生 成 物 を 暗 褐 色 の 固 体 と し て 得 た 。
【 ０ １ ９ １ 】

：
　 3.68g(20mmol)の ヒ ス タ ミ ン 二 塩 酸 塩 と 160mLの ア セ ト ニ ト リ ル と 14mL(0.10mol)の ト リ
エ チ ル ア ミ ン と 13.1g(0.060mol)の 二 炭 酸 ジ t-ブ チ ル の 混 合 物 を 室 温 で 3日 間 撹 拌 し た 。 こ
の 反 応 混 合 物 を 濃 縮 し 、 残 渣 を 150mLの ヘ キ サ ン で 洗 浄 し た 。 残 渣 を 100mLの エ ー テ ル で 3
回 洗 浄 し た 。 エ ー テ ル 部 分 を 全 て 合 し 、 濃 縮 し て 、 白 色 の 粉 状 物 を 得 た (LC/MS M+NA 334.
1)。
【 ０ １ ９ ２ 】

：
　 4-(2-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -エ チ ル )-イ ミ ダ ゾ ー ル -1-カ ル ボ ン 酸 t-ブ チ ル エ ス
テ ル に 、 100mLの メ タ ノ ー ル 及 び 800mL(5.73mol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 得 ら れ
た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 4日 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し て 油 状 物 と し た 。 こ の 残 渣 に 、 40mLの エ ー テ
ル 及 び 80mLの ヘ キ サ ン を 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 室 温 で 静 置 す る こ と に よ り 、 生 成 物 が 白
色 の 固 体 と し て 沈 澱 し た 。 こ の 沈 澱 物 を 収 集 し た 。 収 量 は 、 1.7g(8.0mmol, 40%)で あ っ た
(LC/MS M+H 212.1)。
【 ０ １ ９ ３ 】

：
　 300mg(0.52mmol)の ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )ジ ク ロ ロ オ ス ミ ウ ム と 268mg(1.26mmol)の ヒ
ス タ ミ ン t-Bocの 混 合 物 に 、 54mLの エ タ ノ ー ル を 添 加 し た 後 、 1.6mL(11.4mmol)の ト リ エ チ
ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 80℃ で 5日 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 、 水 と 0.1%ト
リ フ ル オ ロ 酢 酸 含 有 ア セ ト ニ ト リ ル の 勾 配 を 用 い る 分 取 HPLCに よ り 精 製 し て 、 250mg(0.32
mmol, 61%)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル t-Bocヒ ス タ ミ ン (化 合 物 )を 褐 色 の 粉 状 物 と し て
得 た (LC/MS M+H 749.1)。
【 ０ １ ９ ４ 】

：
　 50mg(0.063mmol)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル t-Bocヒ ス タ ミ ン (化 合 物 )に 、 2mLの 塩 化
メ チ レ ン 及 び 2mLの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 20分 間 撹 拌 し
、 減 圧 下 に 濃 縮 し た 。 残 渣 に 5mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し 、 濃 縮 し た 。 こ の 5mLの 塩 化 メ チ
レ ン の 添 加 と そ れ に 続 く 濃 縮 の 手 順 を さ ら に 4回 繰 り 返 し 、 全 部 合 わ せ た 残 渣 を 乾 燥 さ せ
て 、 40mg(0.058mmol, 93%)の (化 合 物 )を 褐 色 の 粉 状 物 と し て 得 た (LC/MS M+H 649)。
【 ０ １ ９ ５ 】

：
　 82mg(0.104mmol)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル t-Bocヒ ス タ ミ ン (化 合 物 )に 、 1.5mLの ト
リ フ ル オ ロ 酢 酸 及 び 0.5mLの 1,2-ジ ク ロ ロ エ タ ン を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温
で 30分 間 撹 拌 し た 後 、 濃 縮 し た 。 得 ら れ た 残 渣 に 5mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し 、 次 い で 、
濃 縮 し た 。 上 記 の 5mLの 1,2-塩 化 メ チ レ ン の 添 加 と 濃 縮 の プ ロ セ ス を さ ら に 3回 繰 り 返 し 、
全 部 合 わ せ た も の を 減 圧 下 で 2時 間 乾 燥 さ せ た 。 得 ら れ た 残 渣 に 、 1mLの 無 水 DMF及 び 0.2mL
(1.43mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 撹 拌 し な が ら 、 そ れ に 、 50
mg(0.09mmol)の ア ン フ ェ タ ミ ン NHSエ ス テ ル を 1mLの 1,2-ジ ク ロ ロ エ タ ン と 0.5mLの DMFに 溶
解 さ せ た 溶 液 を 滴 下 し て 加 え た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し た 後 、 減 圧 下
に 濃 縮 し た 。 残 渣 を 分 取 逆 相 HPLCで 精 製 し て 、 68mg(0.060mmol, 67%)の ア ン フ ェ タ ミ ン -
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4-(2-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -エ チ ル )-イ ミ ダ ゾ ー ル -1-カ ル ボ ン 酸 t-ブ チ ル エ ス テ
ル の 調 製

[2-(1H-イ ミ ダ ゾ ー ル -4-イ ル )-エ チ ル ]-カ ル バ ミ ン 酸 t-ブ チ ル エ ス テ ル の 調 製

オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル t-Bocヒ ス タ ミ ン (化 合 物 ４ )の 調 製

４

ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )-ヒ ス タ ミ ン -ク ロ ロ -オ ス ミ ウ ム [オ ス ミ ウ ム (bPy) 2 (ヒ ス タ ミ ン )C
l](化 合 物 ５ の 調 製

４

５

ア ン フ ェ タ ミ ン -オ ス ミ ウ ム ヒ ス タ ミ ン TFA保 護 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 ９ )の 調 製
４



オ ス ミ ウ ム ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 化 合 物 (化 合 物 )を 暗 褐 色 の 固 体 と し て 得 た (L
C/MS M+H 1083.63)。
【 ０ １ ９ ６ 】

：
　 60mg(0.053mmol)の ア ン フ ェ タ ミ ン -オ ス ミ ウ ム ヒ ス タ ミ ン TFA保 護 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合
物 )に 、 25mLの 50mM 炭 酸 カ リ ウ ム 及 び 10mLの メ タ ノ ー ル を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を
室 温 で 3日 間 撹 拌 し た 後 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 分 取 逆 相 HPLCで 精 製 し て 、 13.6mg(0.013mmol,
 25%)の オ ス ミ ウ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )を 得 た (LC/MS M+H 987.2)。 出 発 物 質 の ア ン
フ ェ タ ミ ン -オ ス ミ ウ ム ヒ ス タ ミ ン TFA保 護 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )(18.3mg)も 回 収 し た
。
【 ０ １ ９ ７ 】

：
　 54mg(0.068mmol)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル -t-Bocヒ ス タ ミ ン (化 合 物 )に 、 1.5mLの ト
リ フ ル オ ロ 酢 酸 及 び 0.5mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 30分 間 撹 拌 し 、
濃 縮 し た 。 塩 化 メ チ レ ン (5mL)を 添 加 し 、 得 ら れ た 溶 液 を 濃 縮 し た 。 上 記 塩 化 メ チ レ ン の
添 加 と 濃 縮 の 手 順 を さ ら に 3回 繰 り 返 し た 。 得 ら れ た 残 渣 に 1mLの 無 水 DMFを 添 加 し た 後 、 2
00μ L(1.43mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 撹 拌 し 、 30mg(
0.060mmol)の THC-2 NHS誘 導 体 (化 合 物 )を 0.5mLの 無 水 DMFと 1mLの 塩 化 メ チ レ ン に 溶 解 さ
せ た 溶 液 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 分 取 逆 相 HPLCで
精 製 し て 、 33.3mg(0.031mmol)の オ ス ミ ウ ム THC-2ヒ ス タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )を
褐 色 の 粉 状 物 と し て 得 た (LC/MS M+H 1034.2)。
【 ０ １ ９ ８ 】

：
　 57mg(0.125mmol)の メ ト ト レ キ サ ー ト (Sigma)に 、 1mLの 無 水 DMFを 添 加 し た 後 、 22mg(0.1
5mmol)の 4-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 及 び 27mg(0.13mmol)の N,N'-ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ
ド を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 4時 間 撹 拌 し た 。 得 ら れ た メ ト ト レ キ サ ー ト
活 性 化 エ ス テ ル (化 合 物 )は 、 単 離 す る こ と な く そ の ま ま 次 の ス テ ッ プ で 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 100mg(0.14mmol)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル t-Bocヒ ス タ ミ ン (化 合 物 )に 1mLの ト リ フ
ル オ ロ 酢 酸 を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 30分 間 撹 拌 し 、 減 圧 下 に 濃 縮 し た 。
残 渣 に 5mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し 、 濃 縮 し た 。 5mLの 塩 化 メ チ レ ン の 添 加 及 び 濃 縮 の プ ロ
セ ス を さ ら に 4回 繰 り 返 し た 。 残 渣 に 1mLの DMFを 添 加 し た 後 、 200μ L(1.43mmol)の ト リ エ
チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 室 温 で 撹 拌 し た 。 上
記 で 調 製 し た メ ト ト レ キ サ ー ト の 活 性 化 エ ス テ ル (化 合 物 )を 滴 下 し て 加 え た 。 こ の 反 応
物 を 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 室 温 で 18時 間 撹 拌 し 、 減 圧 下 に 濃 縮 し た 。 残 渣 を 分 取 逆 相 HPLC
で 精 製 し て 、 52.5mg(0.046mmol, 32%)の オ ス ミ ウ ム メ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化
合 物 )を 褐 色 の 粉 状 物 と し て 得 た (LC/MS M+H 1086.2)。
【 ０ ２ ０ ０ 】

：
　 こ れ は 、 テ オ フ ィ リ ン NHSエ ス テ ル (化 合 物 )か ら 出 発 し て 、 例 え ば オ ス ミ ウ ム THC-2ヒ
ス タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )の 調 製 で 記 述 し た 方 法 と 同 様 の 方 法 で 、 調 製 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】

：
　 こ れ は 、 PCP NHSエ ス テ ル (化 合 物 )か ら 出 発 し て 、 例 え ば オ ス ミ ウ ム THC-2ヒ ス タ ミ ン
コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )の 調 製 で 記 述 し た 方 法 と 同 様 の 方 法 で 、 調 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

：
　 こ れ は 、 THC-1 NHSエ ス テ ル (化 合 物 )か ら 出 発 し て 、 例 え ば オ ス ミ ウ ム THC-2ヒ ス タ ミ
ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )の 調 製 で 記 述 し た 方 法 と 同 様 の 方 法 で 、 調 製 し た 。 こ の メ デ
ィ エ ー タ ー の PBST中 の 溶 解 度 が 劣 っ て お り 、 DMFを 使 用 す る 必 要 が あ っ た 。
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THC-1オ ス ミ ウ ム ヒ ス タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 19)の 調 製
18

17



【 ０ ２ ０ ３ 】

：
　 5g(35mmol)の 3,5-ジ ヒ ド ロ キ シ ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル に 、 250mLの 乾 燥 DMF、 11.85mL(80mm
ol)の ブ ロ モ 酢 酸 t-ブ チ ル 、 14.8g(107mmol)の 無 水 炭 酸 カ リ ウ ム 及 び 34.5g(105mmol)の 炭
酸 セ シ ウ ム を 添 加 し た 後 、 3gの 4Å モ レ キ ュ ラ ー シ ー ブ を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物
を 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 80℃ で 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 却 し 、 濾 過 し 、 残
渣 を 200mLの 酢 酸 エ チ ル で 洗 浄 し た 。 全 て の 濾 液 を 合 し て 濃 縮 乾 固 さ せ た 。 残 渣 を 150mLの
ジ エ チ ル エ ー テ ル に 再 度 溶 解 さ せ 、 200mLの 水 で 3回 洗 浄 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 、 ヘ キ サ ン
中 の 70%ジ エ チ ル エ ー テ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し て 、 7.5
g(20mmol, 57%)の (化 合 物 )を 無 色 の ゴ ム 状 物 と し て 得 た (LC/MS M+Na 391.1)。
【 ０ ２ ０ ４ 】

：
　 1g(2.7mmol)の (化 合 物 )に 48mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し 、 -40℃ に 冷 却 し た 後 、 640μ L
(4.58mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン 及 び 400μ L(5.16mmol)の メ タ ン ス ル ホ ニ ル ク ロ リ ド を 添 加
し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を -40℃ で 3時 間 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 に 、 32mLの 新 た に 蒸
留 し た THF及 び 800mg(9.21mmol)の 臭 化 リ チ ウ ム を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 4℃ で 18時
間 撹 拌 し 、 次 い で 、 濃 縮 乾 固 さ せ た 。 こ れ を 、 50mLの 塩 化 メ チ レ ン と 20mLの 水 の 中 に 溶 解
さ せ た 。 有 機 層 を 分 離 し 、 水 層 を 30mLの 塩 化 メ チ レ ン で 4回 抽 出 し た 。 有 機 層 を 合 し て 脱
水 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し て 、 1.16g(2.68mmol, 99%)の (化 合 物 )を 得 た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】

：
　 1.16g(2.68mmol)の ブ ロ モ 誘 導 体 (化 合 物 )に 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 50℃ で 、 30mLの 無
水 DMF及 び 1.79g(27.5mmol)の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 72時 間 か け て 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物
を 室 温 ま で 冷 却 し 、 濾 過 し 、 残 渣 を 濃 縮 乾 固 さ せ た 。 残 渣 に 、 50mLの 酢 酸 エ チ ル 及 び 25mL
の 水 を 添 加 し た 。 有 機 層 を 分 離 し 、 水 層 を 25mLの 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 合 し て
脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し て 、 1.04g(2.64mmol, 99%)の ア ジ ド 化 合 物 (化 合 物 )を 白 色 の ゴ
ム 状 固 体 と し て 得 た (LC/MS M+Na 416.1)。
【 ０ ２ ０ ６ 】

：
　 2.9g(7.3mmol)の (化 合 物 )に 、 140mLの エ タ ノ ー ル 、 4.5g(71.3mmol)の ギ 酸 ア ン モ ニ ウ
ム 及 び 1.39gの 10%Pd-Cを 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し 、 CELITE(
登 録 商 標 )で 濾 過 し た 。 残 渣 を 50mLの エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し た 。 濾 液 を 濃 縮 し 、 150mLの ク ロ
ロ ホ ル ム に 再 度 溶 解 さ せ た 。 こ れ を 、 75mLの 脱 イ オ ン 水 で 3回 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、
濃 縮 し て 、 2.4g(6.53mmol, 89%)の ア ミ ノ 誘 導 体 (化 合 物 )を オ フ ホ ワ イ ト の 半 固 体 と し
て 得 た (LC/MS； M+ Na 390.1, 2M+1 735.3)。
【 ０ ２ ０ ７ 】

：
　 862mg(2.34mmol)の (化 合 物 )に 、 20mLの 新 た に 蒸 留 し た THF、 1mL(7.17mmol)の ト リ エ
チ ル ア ミ ン 及 び 426μ L(3.57mmol)の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 エ チ ル を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混
合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し た 。 こ れ を 濃 縮 乾 固 さ せ 、 50mLの ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 さ せ た 。
有 機 層 を 50mLの 水 で 3回 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し た 。 残 渣 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し て 、 604mg(1.3mmol, 56%)の ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 保 護 生 成 物 (
化 合 物 )を 白 色 の ゴ ム 状 固 体 と し て 得 た (LC/MS M+NA 486)。
【 ０ ２ ０ ８ 】
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：
　 500mg(1.07mmol)の (化 合 物 26)に 、 20mLの 塩 化 メ チ レ ン 及 び 20mLの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を
添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 72時 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 に 30mLの 塩 化 メ チ レ ン
を 添 加 し 、 濃 縮 し た 。 上 記 の 30mLの 塩 化 メ チ レ ン の 添 加 と 濃 縮 の プ ロ セ ス を さ ら に 3回 繰
り 返 し て 、 376mg(1.07mmol, 99%)の 二 酸 誘 導 体 (化 合 物 )を 白 色 の 固 体 と し て 得 た (LC/MS
 M+NA 374)。
【 ０ ２ ０ ９ 】

：
　 51.2mg(0.145mmol)の (化 合 物 27)に 、 3mLの 塩 化 メ チ レ ン 及 び 205μ L(2.33mmol)の 塩 化 オ
キ サ リ ル 及 び 10mLの 無 水 DMFを 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し
た 。 残 渣 に 5mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し 、 濃 縮 し た 。 上 記 の 5mLの 塩 化 メ チ レ ン の 添 加 と 濃
縮 の プ ロ セ ス を さ ら に 3回 繰 り 返 し て 、 二 酸 塩 化 物 (化 合 物 )を 得 た 。 こ れ は 、 そ れ 以 上
精 製 す る こ と な く 次 の ス テ ッ プ で 使 用 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】

：
　 320mg(0.407mmol)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル t-Bocヒ ス タ ミ ン (化 合 物 )を 、 8mLの 塩 化
メ チ レ ン と 8mLの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 の 中 に 溶 解 さ せ た 。 得 ら れ た 混 合 物 を 室 温 で 20分 間 撹
拌 し た 後 、 溶 媒 を 除 去 し た 。 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し 、 次 い で 、 減 圧 下 に 除 去 し た 。 こ の 塩
化 メ チ レ ン の 添 加 と 除 去 を さ ら に 3回 繰 り 返 し た 。 次 い で 、 得 ら れ た 固 体 を 3mLの 塩 化 メ チ
レ ン に 溶 解 さ せ 、 室 温 で 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 に 、 全 て の (化 合 物 28)(上 記 で 調 製 し
た も の )を 3mLの 塩 化 メ チ レ ン に 溶 解 さ せ た 溶 液 を 添 加 し た 後 、 2mL(14.3mmol)の ト リ エ チ
ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 室 温 で 3日 間 撹 拌 し た 。 こ
の 混 合 物 を 、 次 い で 、 濃 縮 し 、 分 取 逆 相 HPLCで 精 製 し て 、 55.9mg(0.033mmol, 23%)の ジ オ
ス ミ ウ ム 芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 錯 体 (化 合 物 )(LC/MS M+H 1614.3)及 び 71
.8mg(0.070mmol, 48%)の モ ノ オ ス ミ ウ ム 芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 錯 体 (化 合
物 )(LC/MS M+H 983.2)を 得 る と 共 に 、 69.2mgの オ ス ミ ウ ム (bPy) 2 (ヒ ス タ ミ ン )Cl(化 合
物 )を 回 収 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】

：
　 53.6mg(0.031mmol)の ジ オ ス ミ ウ ム 芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 錯 体 (化 合 物
)に 、 25mLの 50mM 炭 酸 カ リ ウ ム 及 び 10mLの メ タ ノ ー ル を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温
で 3日 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 分 取 逆 相 HPLCで 精 製 し て 、 24mg(0.015mmol, 47%)の ジ
オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル ヒ ス タ ミ ン 芳 香 族 リ ン カ ー (化 合 物 )を 褐 色 の 粉 状 物 と し て 得 た
(LC/MS M+H 1519.2)。
【 ０ ２ １ ２ 】

：
　 11mg(6.9× 10 - 3 mmol)の ジ オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル ヒ ス タ ミ ン 芳 香 族 リ ン カ ー (化 合 物
)に 、 1.96mLの DMF、 196μ L(1.40mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン 及 び 7.86mg(0.0178mmol)の THC-
1-NHSエ ス テ ル 誘 導 体 (化 合 物 )を 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 室 温 で 1
8時 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し た 。 LC/MSに よ り 、 所 望 の 生 成 物 が 形 成 さ れ た こ と が 示 さ れ た (LC/MS
 M+H 1846.4)。 8mg(5.03× 10 - 3 mmol)の ジ オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル ヒ ス タ ミ ン 芳 香 族 リ ン
カ ー (化 合 物 31)と 1.43mLの DMFと 143μ L(1.01mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン と 5.72mg(0.012mmo
l)の THC-1-NHS(化 合 物 )を 添 加 す る こ と に よ り 、 上 記 反 応 を 繰 り 返 し た 。 得 ら れ た 反 応
混 合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し た 。 両 方 の 反 応 生 成 物 を 混 合 し 、 分 取 逆 相 HPLCで 精
製 し て 、 8.7mg(4.5× 10 - 3 mmol, 11%)の ジ オ ス ミ ウ ム THC-1コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )を 褐
色 の 粉 状 物 と し て 得 た (LC/MS, M+H 1846.4)。
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-酢 酸 [芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 リ ン カ ー ](化 合 物 27)の 調 製

27

{3-ク ロ ロ カ ル ボ ニ ル メ ト キ シ -5-[(2,2,2-ト リ フ ル オ ロ -ア セ チ ル ア ミ ノ )-メ チ ル ]-フ ェ
ノ キ シ }-ア セ チ ル ク ロ リ ド (化 合 物 28)の 調 製

28

ジ オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル ヒ ス タ ミ ン ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 芳 香 族 リ ン カ ー (化
合 物 29)の 調 製

４

29

30
５

ジ オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル ヒ ス タ ミ ン 芳 香 族 リ ン カ ー [ジ オ ス ミ ウ ム 芳 香 族 リ ン カ ー ](化
合 物 31)の 調 製

29

31

ジ オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル ヒ ス タ ミ ン THC-1コ ン ジ ュ ゲ ー ト [ジ オ ス ミ ウ ム THC-1コ ン ジ ュ
ゲ ー ト ](化 合 物 32)の 調 製

31

18

18

32



【 ０ ２ １ ３ 】
：

　 120mg(0.20mmol)の O-(N-Boc-2-ア ミ ノ エ チ ル )-O-(N-ジ グ リ コ リ ル )-2-ア ミ ノ エ チ ル ヘ
キ サ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (化 合 物 )(Nova Biochem)に 、 2mLの 塩 化 メ チ レ ン 、 128mg(0.67m
mol)の 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 、 72mg(0.62mmol)
の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し た 。 得
ら れ た 活 性 化 PEG NHSエ ス テ ル (化 合 物 )は 、 単 離 す る こ と な く そ の ま ま 次 の ス テ ッ プ で
使 用 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 120mg(0.15mmol)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ ピ リ ジ ル t-Bocヒ ス タ ミ ン (化 合 物 )に 2.5mLの ト リ
フ ル オ ロ 酢 酸 を 添 加 し 、 得 ら れ た 混 合 物 を 室 温 で 1時 間 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 濃 縮
し 、 15mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し 、 濃 縮 乾 固 さ せ た 。 残 渣 に 、 1.5mLの DMFを 添 加 し た 後 、
500μ L(mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 撹 拌 し 、 そ れ に 、
活 性 化 PEG NHSエ ス テ ル (化 合 物 )の 上 記 溶 液 を 滴 下 し て 加 え た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を
室 温 で 18時 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 分 取 逆 相 HPLCで 精 製 し て 、 93mg(0.074mmol, 36%)
の オ ス ミ ウ ム PEGリ ン カ ー  t-Boc保 護 (化 合 物 )を 褐 色 の 粉 状 物 と し て 得 た (LC/MS M+H 12
16.4)。
【 ０ ２ １ ５ 】

：
　 90mg(0.071mmol)の オ ス ミ ウ ム PEGリ ン カ ー  t-Boc保 護 (化 合 物 )に 2mLの ト リ フ ル オ ロ
酢 酸 を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 40分 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し て 、 81mg(0.070mmol
, 99%)の オ ス ミ ウ ム PEGリ ン カ ー (化 合 物 )を 暗 褐 色 の 濃 密 な ゴ ム 状 物 と し て 得 た (LC/MS 
M+H 1116.2)。
【 ０ ２ １ ６ 】

：
　 39mg(0.033mmol)の オ ス ミ ウ ム PEGリ ン カ ー (化 合 物 )に 、 1mLの DMF及 び 200μ L(1.43mmo
l)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 室 温 で 撹 拌 し
、 そ れ に 、 16mg(0.032mmol)の THC-2 NHSエ ス テ ル (化 合 物 )を 1mLの 塩 化 メ チ レ ン に 溶 解
さ せ た 溶 液 を 滴 下 し て 加 え た 。 得 ら れ た 反 応 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し 、 減 圧 下 に 濃 縮 し た
。 残 渣 を 分 取 逆 相 HPLCで 精 製 し て 、 10.2mg(6.6× 10 - 3 mmol, 20%)の オ ス ミ ウ ム PEG THC-2
コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )ｗ 得 た (LC/MS M+H 1501.6)。
【 ０ ２ １ ７ 】

：
　 19mg(0.041mmol)の メ ト ト レ キ サ ー ト (Sigma)に 、 0.4mLの 無 水 DMFを 添 加 し た 後 、 8mg(0.
06mmol)の 4-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 及 び 9mg(0.043mmol)の N,N'-ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ
ド を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 4時 間 撹 拌 し た 。 得 ら れ た 活 性 化 エ ス テ ル (化
合 物 )は 、 単 離 す る こ と な く そ の ま ま 次 の ス テ ッ プ で 使 用 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 22.9mg(0.019mmol)の オ ス ミ ウ ム PEGリ ン カ ー (化 合 物 )に 、 500μ Lの DMFを 添 加 し た 後
、 100μ L(0.71mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 撹 拌 し 、 上
記 で 調 製 し た メ ト ト レ キ サ ー ト 活 性 化 エ ス テ ル (化 合 物 )の 溶 液 を 滴 下 し て 加 え た 。 得 ら
れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 時 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 分 取 逆 相 HPLCで 精 製 し て 、
7.8mg(4.9× 10 - 3 mmol, 25%)の オ ス ミ ウ ム PEGメ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 )
を 得 た (LC/MS M+H 1554.5)。
【 ０ ２ １ ９ 】

：
　 2g(8.6mmol)の 4-オ キ ソ ピ メ リ ン 酸 ジ エ チ ル に 20mLの メ タ ノ ー ル を 添 加 し た 後 、 6.7g(86
mmol)の 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 713mg(8.6mmol)の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び 5mLの 氷 酢 酸 を 添 加 し た
。 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 に 、 150mLの 酢 酸 エ チ ル 及 び 100
mLの 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 飽 和 水 溶 液 を 添 加 し た 。 有 機 層 を 分 離 し 、 水 層 を 追 加 の 100mLの 酢
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オ ス ミ ウ ム -PEGリ ン カ ー  t-Boc保 護 (化 合 物 35)の 調 製
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34

４
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オ ス ミ ウ ム PEGリ ン カ ー (化 合 物 36)の 調 製
35
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オ ス ミ ウ ム PEG THC-2コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 37)の 調 製
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オ ス ミ ウ ム PEGメ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト (化 合 物 38)の 調 製
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38

4-ア ミ ノ -ヘ パ ン 二 酸 (hepanedioic acid)ジ エ チ ル エ ス テ ル 塩 酸 塩 (化 合 物 39)の 調 製



酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 合 し て 100mLの 飽 和 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム で 2回 洗 浄 し 、 脱 水 し
(Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し て 、 油 状 物 を 得 た 。 こ の 油 状 物 に 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル 中 の 2M HCl(5mL)
を 添 加 し た 。 白 色 の 固 体 が 沈 澱 し た 。 こ れ を 濾 過 し て 、 1.2g(4.48mmol, 52%)の ア ミ ノ 生
成 物 を 塩 酸 塩 (化 合 物 )と し て 得 た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】

：
　 500mg(1.86mmol)の ア ミ ノ 生 成 物 (化 合 物 )に 15mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し た 後 、 1.2mL
(8.5mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 に 、 646mg(2.95mmol)の 二 炭 酸
ジ t-ブ チ ル を 添 加 し 、 次 い で 、 25mg(1.12mmol)の 4-ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン を 添 加 し た 。
得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 濾 過 し 、 減 圧 下 に 濃 縮 し た 。 残 渣 に 150mLの ク ロ ロ ホ
ル ム を 添 加 し 、 100mLの 水 で 2回 洗 浄 し た 。 有 機 層 を 脱 水 し (Na 2 SO 4 )し 、 濃 縮 し て 、 油 状 物
を 得 た 。 こ れ を 、 8： 2の ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー で 精 製 し て 、 396mg(1.19mmol, 64%)の 4-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -ヘ プ タ ン 二 酸
ジ エ チ ル エ ス テ ル 生 成 物 (化 合 物 )を 得 た 。
【 ０ ２ ２ １ 】

：
　 380mg(1.14mmol)の 4-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -ヘ プ タ ン 二 酸 ジ エ チ ル エ ス テ ル (化
合 物 )を 、 3mLの メ タ ノ ー ル を 含 ん で い る THFに 溶 解 さ せ た 。 こ の 反 応 混 合 物 に 、 481mg(1
1.5mmol)の 水 酸 化 リ チ ウ ム 水 和 物 を 6mLの 水 に 溶 解 さ せ た 溶 液 を 添 加 し 、 得 ら れ た 反 応 混
合 物 を 室 温 で 18時 間 撹 拌 し た 。 こ れ を 減 圧 下 に 濃 縮 し た 。 ５ mLの 水 を 添 加 し 、 得 ら れ た 溶
液 の pHを 、 濃 H 3 PO 4 を 用 い て pH-5に 調 節 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 75mLの 酢 酸 エ チ ル で 3回 抽
出 し た 。 有 機 層 を 合 し て 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し て 、 310mg(1.12mmol)の (化 合 物 )を 白
色 の 粉 状 物 と し て 得 た [LR-MS-ER(-)(M-H 274.2)]。
【 ０ ２ ２ ２ 】

：
　 44mg(0.15mmol)の 4-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -ヘ プ タ ン 二 酸 (化 合 物 )に 、 5mLの 塩
化 メ チ レ ン 、 76mg(0.39mmol)の 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 及 び 46mg(0.39mmol)の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 室
温 で 18時 間 撹 拌 し た 。 15mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し た 。 有 機 層 を 、 15mLの 水 で 2回 洗 浄 し
、 15mLの 飽 和 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム で 2回 洗 浄 し 、 及 び 、 15mLの 水 で 1回 洗 浄 し た 。 有 機 層 を 脱
水 し (Na 2 SO 4 )、 減 圧 下 に 濃 縮 し て 、 39mg(0.08mmol, 52%)の 4-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ
ノ -ヘ プ タ ン 二 酸 ビ ス (2,5-ジ オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル )エ ス テ ル 生 成 物 (化 合 物 )を 白
色 の 固 体 と し て 得 た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】

：
　 20mg(0.040mmol)の 4-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -ヘ プ タ ン 二 酸 ビ ス (2,5-ジ オ キ ソ -ピ
ロ リ ジ ン -1-イ ル )エ ス テ ル (化 合 物 )に 44mg(0.064mmol)の オ ス ミ ウ ム (bPy) 2 (ヒ ス タ ミ ン
)Cl(化 合 物 )を 添 加 し た 後 、 2mLの 塩 化 メ チ レ ン 及 び 0.5mLの DMFを 添 加 し た 。 こ の 反 応 混
合 物 に 200μ L(1.43mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し 、 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 、 反 応 を 完
結 さ せ る た め に 、 必 要 に 応 じ て 、 室 温 で 24～ 48時 間 撹 拌 す る 。 そ の 反 応 混 合 物 を 減 圧 下 に
濃 縮 し 、 分 取 逆 相 HPLCで 精 製 し て 、 ジ オ ス ミ ウ ム t-Boc保 護 脂 肪 族 リ ン カ ー (化 合 物 )を
得 た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】

：
　 10mgの ジ オ ス ミ ウ ム t-Boc保 護 脂 肪 族 リ ン カ ー (化 合 物 )に 1mLの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 添
加 し 、 室 温 で 1～ 2時 間 撹 拌 し た 。 こ れ を 減 圧 下 に 濃 縮 し て 、 ジ オ ス ミ ウ ム 脂 肪 族 リ ン カ ー
(化 合 物 )を 得 た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】

：
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4-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -ヘ プ タ ン 二 酸 ジ エ チ ル エ ス テ ル (化 合 物 40)の 調 製
39

40

4-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -ヘ プ タ ン 二 酸 (化 合 物 41)の 調 製

40

41

4-t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -ヘ プ タ ン 二 酸 ビ ス (2,5-ジ オ キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル )エ
ス テ ル (化 合 物 42)の 調 製

41

42

ジ オ ス ミ ウ ム t-Boc保 護 脂 肪 族 リ ン カ ー (化 合 物 43)の 調 製

42
５

43

ジ オ ス ミ ウ ム 脂 肪 族 リ ン カ ー (化 合 物 44)の 調 製
43

44

ビ イ ミ ダ ゾ ー ル (化 合 物 45)の 調 製



　 25mLの グ リ オ キ サ ー ル (水 中 40重 量 %)に 25mLの 水 を 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 氷 浴 で
冷 却 し た 。 そ の 混 合 物 に 、 ア ン モ ニ ア ガ ス を 、 7時 間 に わ た り 徐 々 に 通 気 し た 。 反 応 混 合
物 を 濾 過 し て 、 710mgの ビ ジ イ ミ ダ ゾ ー ル (bidiimdazole)(化 合 物 を 灰 色 の 粉 状 物 と し
て 得 た 。 こ れ は 、 そ れ 以 上 精 製 す る こ と な く 次 の ス テ ッ プ で 使 用 し た (LC/MS M+H 135.0)
。
【 ０ ２ ２ ６ 】

：
　 60mg(0.44mmol)の ビ イ ミ ダ ゾ ー ル に 1mLの 無 水 DMFを 添 加 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 氷 浴 で
冷 却 し 、 27mg(0.67mmol)の NaH(油 中 60%)を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 0℃ で 1時 間 撹
拌 し た 。 140μ L(0.92mmol)の p-ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 メ チ ル を 添 加 し 、 得 ら れ た 反 応 混 合 物
を 0℃ で さ ら に 1時 間 撹 拌 し 、 次 い で 、 室 温 で 2日 間 撹 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 濃 縮 し 、 メ タ
ノ ー ル 中 の 50%酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し て 、 60mg(0.36
mmol, 83%)の ジ メ チ ル ビ イ ミ ダ ゾ ー ル (化 合 物 )を 得 た (LC/MS M+H 163.1)。
【 ０ ２ ２ ７ 】

：
　 150mg(0.50mmol)の OsCl 3 に 112mg(0.69mmol)の ジ メ チ ル ビ イ ミ ダ ゾ ー ル (化 合 物 )を 添
加 し た 後 、 280mg(6.6mmol)の 塩 化 リ チ ウ ム 及 び 10mLの 無 水 DMFを 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応
混 合 物 を 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 3.5時 間 還 流 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 分 取 RP-HPLCで 精 製 し て
、 95mg(0.15mmol, 30%)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ジ ク ロ リ ド (化 合 物 )を 暗 褐 色 の
粉 状 物 と し て 得 た (LC/MS M+H 586.0)。
【 ０ ２ ２ ８ 】

：
　 50mg(0.080mmol)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ジ ク ロ リ ド (化 合 物 )に 71mg(0.33mmol
)の [2-(1H-イ ミ ダ ゾ ー ル -4-イ ル )-エ チ ル ]-カ ル バ ミ ン 酸 t-ブ チ ル エ ス テ ル (化 合 物 )を
添 加 し た 後 、 300μ L(2.14mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン 及 び 10mLの エ タ ノ ー ル を 添 加 し た 。 こ
の 混 合 物 を 18時 間 加 熱 還 流 し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 分 取 逆 相 HPLCで 精 製 し て 、 13mg(0.016mm
ol, 20%)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ヒ ス ト -t-Boc(化 合 物 )を 暗 褐 色 の 粉 状 物 と し て
得 た (LC/MS M+H 761.2)。
【 ０ ２ ２ ９ 】

：
　 4mg(5.02× 10 - 3 mmol)の オ ス ミ ウ ム ジ ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ヒ ス ト -t-Boc(化 合 物 )に 、 750μ
Lの 塩 化 メ チ レ ン 及 び 750μ Lの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温
で 20分 間 撹 拌 し 、 減 圧 下 に 濃 縮 し た 。 残 渣 に 5mLの 塩 化 メ チ レ ン を 添 加 し 、 濃 縮 し た 。 塩
化 メ チ レ ン の 添 加 と 濃 縮 の プ ロ セ ス を さ ら に 3回 繰 り 返 し 、 残 渣 を 乾 燥 さ せ て 、 3mg(4.3×
10 - 3 mmol, 88%)の オ ス ミ ウ ム (ジ メ チ ル ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ) 2 ヒ ス タ ミ ン リ ン カ ー (化 合 物 )
を 得 た (LC/MS M+H 661.1)。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 該 オ ス ミ ウ ム (ジ メ チ ル ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ) 2 ヒ ス タ ミ ン リ ン カ ー は 、 比 較 的 低 い 酸 化 還 元
電 位 を 示 す メ デ ィ エ ー タ ー の 例 と し て 調 製 し た 。 よ り 低 い 酸 化 還 元 電 位 は 、 高 い 電 位 で 容
易 に 酸 化 す る 化 合 物 を 妨 害 す る の を 避 け る た め の 電 気 化 学 的 ア ッ セ イ に と っ て 興 味 深 い 。
よ り 低 い メ デ ィ エ ー タ ー は 、 米 国 特 許 第 6,294,062号 に お い て 検 討 さ れ て い る よ う に 、 バ
イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 用 い た 各 メ デ ィ エ ー タ ー の 独 立 し た 測 定 を 可 能 と す る た め に 、 各
メ デ ィ エ ー タ ー の 酸 化 還 元 電 位 が 最 低 50～ 100mV隔 て ら れ て い る こ と が 必 要 な 混 合 メ デ ィ
エ ー タ ー 法 に と っ て も 必 要 と さ れ る 。 CVは 、 1mgの 該 メ デ ィ エ ー タ ー を 1mLの PBSTに 約 1.4m
Mの 濃 度 と な る よ う に 溶 解 さ せ る こ と に よ り 、 該 メ デ ィ エ ー タ ー の 未 精 製 物 質 を 用 い て 行
っ た 。 該 CVに よ り 、 こ の メ デ ィ エ ー タ ー に つ い て の E 1 / 2 電 位 が 、 調 製 し た 別 の メ デ ィ エ ー
タ ー よ り も 有 意 に 低 い こ と が 示 さ れ た 。 そ の E 1 / 2 電 位 は 、 Ag/AgClに 対 し て 、 約 -520mVで
あ っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ １ 】
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【 図 １ 】 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト の 一 実 施 形 態 を 図 式 的 に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ２ 】 関 心 の あ る 複 数 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 及 び 分 析 す る の に 有 用 な 電 極 平 面 ア レ イ を 有
す る 、 本 発 明 の 試 験 セ ン サ ー の 一 実 施 形 態 の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 関 心 の あ る 複 数 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 及 び 分 析 す る の に 有 用 な 電 極 平 面 ア レ イ を 有
し 、 複 数 の サ ン プ ル ポ ー ト を 有 す る 、 本 発 明 の 試 験 セ ン サ ー の 別 の 実 施 形 態 の 斜 視 図 で あ
る 。
【 図 ４ 】 複 数 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 及 び 分 析 す る の に 有 用 な 試 験 セ ン サ ー の さ ら に 別 の 実 施
形 態 の 分 解 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ４ の 試 験 セ ン サ ー の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 サ ン プ ル 中 に 浸 漬 す る こ と が 可 能 な 、 マ ル チ ア ナ ラ イ ト 試 験 用 に 構 成 し た 試 験 セ
ン サ ー で あ る 。
【 図 ７ 】 ラ ン セ ッ ト で 傷 を 付 け た 指 か ら 血 液 を 供 給 す る こ と が 可 能 な シ ン グ ル ア ッ セ イ 試
験 用 に 構 成 し た 試 験 セ ン サ ー 及 び 計 測 器 の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 ピ ペ ッ ト で 供 給 す る こ と が 可 能 な シ ン グ ル ア ッ セ イ 試 験 用 に 構 成 し た 試 験 セ ン サ
ー 及 び 計 測 器 の 斜 視 図 を 示 し て い る 。
【 図 ９ 】 サ ン プ ル 収 集 チ ャ ン バ ー に 取 り 付 け ら れ た ア ッ セ イ を 含 む マ ル チ ア ナ ラ イ ト 試 験
用 に 構 成 さ れ た 試 験 セ ン サ ー 及 び 計 測 器 の 斜 視 図 を 示 し て い る 。
【 図 １ ０ 】 1対 の 電 極 の 部 分 断 面 図 で あ り 、 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 フ ィ ン ガ ー 上 で
酸 化 さ れ る か 又 は 還 元 さ れ る 可 逆 的 メ デ ィ エ ー タ ー (M)の 拡 散 に よ り 制 限 さ れ る 定 常 電 流
の 条 件 を 例 示 し て い る 。
【 図 １ １ 】 可 逆 的 メ デ ィ エ ー タ ー の 酸 化 還 元 循 環 を 測 定 す る の に 適 す る よ う に 構 成 さ れ た
本 発 明 の 平 面 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ (IDA)電 極 の 拡 大 平 面 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 可 逆 的 メ デ ィ エ ー タ ー 測 定 用 に 構 成 さ れ た 本 発 明 の 垂 直 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ
ド ア レ イ 電 極 の 部 分 断 面 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 12の 垂 直 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド ア レ イ 電 極 の 拡 大 平 面 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 物 理 的 な 電 極 領 域 に 対 し て 標 準 化 さ れ た 平 面 IDAに つ い て の 電 流 次 元 対 電 極 次
元 の 三 次 元 プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 １ ５ 】 本 発 明 に よ り 調 製 し 且 つ 評 価 し た IDA及 び Ｖ IDAの さ ま ざ ま な 実 施 形 態 が 記 載 さ
れ て い る 表 を 提 供 し て い る 。
【 図 １ ６ 】 本 発 明 の IDA中 の 電 極 間 の 間 隙 の 幅 を 狭 く す る こ と に よ り 電 流 増 幅 を 増 大 さ せ
る 能 力 に つ い て 例 示 す る グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ７ 】 本 発 明 の 連 続 結 合 ア ッ セ イ (sequential binding assay)の 一 実 施 形 態 を 例 示 す
る 略 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 本 発 明 の Os(ビ ピ リ ジ ル )ヒ ス タ ミ ン 電 気 化 学 的 標 識 を 調 製 す る た め の 一 合 成 ス
キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 １ ９ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 合 成 ス
キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ ０ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム -テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ
ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ １ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム -PCPコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 例 示
し て い る 。
【 図 ２ ２ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム -THC-2コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 例
示 し て い る 。
【 図 ２ ３ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム -THC-1コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 例
示 し て い る 。
【 図 ２ ４ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム -メ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 合 成
ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ ５ 】 本 発 明 で 使 用 す る た め の 芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド で 保 護 さ れ た リ ン カ
ー を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ ６ 】 本 発 明 の ジ オ ス ミ ウ ム 芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 及 び モ ノ オ ス ミ ウ ム 芳
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香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド で 保 護 さ れ た リ ン カ ー 又 は 電 気 化 学 的 標 識 を 調 製 す る た め
の 合 成 ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ ７ 】 本 発 明 の 芳 香 族 リ ン カ ー 含 有 ジ オ ス ミ ウ ム 電 気 化 学 的 標 識 を 調 製 す る た め の 合
成 ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ ８ 】 本 発 明 の ジ オ ス ミ ウ ム THC-1コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を
例 示 し て い る 。
【 図 ２ ９ 】 本 発 明 の 脂 肪 族 リ ン カ ー 含 有 ジ オ ス ミ ウ ム 電 気 化 学 的 標 識 を 調 製 す る た め の 合
成 ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ ０ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム -PEG(リ ン カ ー )電 気 化 学 的 標 識 を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ
ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ １ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム -PEG(リ ン カ ー )電 気 化 学 的 標 識 を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ
ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ ２ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム PEG THC-2コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム
を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ ３ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム PEGメ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る た め の 合
成 ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ ４ 】 本 発 明 の テ ト ラ カ ル ボ ン 酸 リ ン カ ー 基 を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 例 示 し
て い る 。
【 図 ３ ５ 】 本 発 明 の テ ト ラ オ ス ミ ウ ム ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 電 気 化 学 的 標 識 の 保 護 さ
れ た 前 駆 体 を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ ６ 】 本 発 明 の テ ト ラ オ ス ミ ウ ム 電 気 化 学 的 標 識 の テ ト ラ カ ル ボ ン 酸 リ ン カ ー を 脱 保
護 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ ７ 】 本 発 明 の オ ス ミ ウ ム (ジ メ チ ル ビ イ ミ ダ ゾ ー ル ) 2 ヒ ス タ ミ ン リ ン カ ー 又 は 電 気
化 学 的 標 識 を 調 製 す る た め の 合 成 ス キ ー ム を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ ８ 】 オ ス ミ ウ ム -テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 電 気 化 学 的 標 識 の CVス ペ ク ト ル で あ
る 。
【 図 ３ ９ 】 オ ス ミ ウ ム -テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 電 気 化 学 的 標 識 の 定 常 状 態 反 応 を 例
示 す る プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ４ ０ 】 オ ス ミ ウ ム -テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 電 気 化 学 的 標 識 の 用 量 反 応 の プ ロ ッ
ト で あ る 。
【 図 ４ １ 】 オ ス ミ ウ ム -テ オ フ ィ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 電 気 化 学 的 標 識 の 抗 体 阻 害 の プ ロ ッ
ト で あ る 。
【 図 ４ ２ 】 血 清 マ ト リ ッ ク ス に お け る テ オ フ ィ リ ン ア ッ セ イ 反 応 の プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ４ ３ 】 オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 電 気 化 学 的 標 識 の CVス ペ ク ト ル で
あ る 。
【 図 ４ ４ 】 オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 電 気 化 学 的 標 識 の リ サ イ ク リ ン グ C
Vで あ る 。
【 図 ４ ５ 】 オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン 電 気 化 学 的 標 識 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 反 応 の プ ロ ッ ト
で あ る 。
【 図 ４ ６ 】 オ ス ミ ウ ム -ア ン フ ェ タ ミ ン 電 気 化 学 的 標 識 の 存 在 下 で 得 ら れ た PBSTに お け る
ア ン フ ェ タ ミ ン に つ い て の ア ッ セ イ 曲 線 で あ る 。
【 図 ４ ７ 】 750の イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 対 を 含 ん で い る 2μ M間 隙 /幅 の イ ン タ ー デ ジ
テ イ テ ッ ド ア レ イ 電 極 上 の ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )イ ミ ダ ゾ ー ル ク ロ ロ オ ス ミ ウ ム (III)ジ
ク ロ リ ド に つ い て の リ サ イ ク リ ン グ CVで あ る 。
【 図 ４ ８ 】 2μ mIDA電 極 上 の オ ス ミ ウ ム ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 用 量 反 応 で あ る 。
【 図 ４ ９ 】 2μ mIDA電 極 上 の ビ オ チ ン ア ッ セ イ に つ い て 、 サ ン プ ル 導 入 の 0.5秒 後 、 2秒 後
及 び 10秒 後 に 記 録 さ れ た 定 常 状 態 反 応 の プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ５ ０ 】 図 49の ビ オ チ ン ア ッ セ イ の 代 表 的 な 濃 度 の 定 常 状 態 反 応 の 電 流 対 時 間 の プ ロ ッ
ト で あ る 。
【 図 ５ １ 】 モ ノ オ ス ミ ウ ム 芳 香 族 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド で 保 護 さ れ た リ ン カ ー の CVス
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ペ ク ト ル で あ る 。
【 図 ５ ２ 】 ジ オ ス ミ ウ ム 芳 香 族 リ ン カ ー 電 気 化 学 的 標 識 の CVス ペ ク ト ル で あ る 。
【 図 ５ ３ 】 ジ オ ス ミ ウ ム リ ン カ ー と モ ノ オ ス ミ ウ ム リ ン カ ー と ビ ス (2,2'-ビ ピ リ ジ ル )イ
ミ ダ ゾ ー ル ク ロ ロ オ ス ミ ウ ム (III)ジ ク ロ リ ド の 用 量 反 応 曲 線 を 比 較 し て い る グ ラ フ で あ
る 。
【 図 ５ ４ 】 ジ オ ス ミ ウ ム -THC-1コ ン ジ ュ ゲ ー ト の CVス ペ ク ト ル で あ る 。
【 図 ５ ５ 】 オ ス ミ ウ ム -PEG-THC-2コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 反 応 の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ ６ 】 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル ベ ー タ シ ク ロ デ キ ス ト リ ン の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 に お け る
オ ス ミ ウ ム -PEG-THC-2電 気 化 学 的 標 識 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 反 応 の 酵 素 増 幅 プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ５ ７ 】 オ ス ミ ウ ム -PEG-メ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト の CVス ペ ク ト ル で あ る 。
【 図 ５ ８ 】 オ ス ミ ウ ム -PEG-メ ト ト レ キ サ ー ト コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 用 量 反 応 の グ ラ フ で あ る
。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】
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【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】 【 図 ３ １ 】
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【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】

【 図 ３ ４ 】 【 図 ３ ５ 】
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【 図 ３ ６ 】 【 図 ３ ７ 】

【 図 ３ ８ 】

【 図 ３ ９ 】

【 図 ４ ０ 】

【 図 ４ １ 】

【 図 ４ ２ 】
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【 図 ４ ３ 】

【 図 ４ ４ 】

【 図 ４ ５ 】

【 図 ４ ６ 】

【 図 ４ ７ 】

【 図 ４ ８ 】

【 図 ４ ９ 】

【 図 ５ ０ 】
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【 図 ５ １ 】

【 図 ５ ２ 】

【 図 ５ ３ 】

【 図 ５ ４ 】 【 図 ５ ５ 】
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【 図 ５ ６ 】

【 図 ５ ７ 】

【 図 ５ ８ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 2月 22日 (2006.2.22)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 式 (II)：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、
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　 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-二 置
換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,7-二
置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ メ チ
ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、 エ チ
ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て オ ス ミ ウ
ム に 配 位 し て お り ；
　 R 2 は 、 水 素 、 メ チ ル 又 は エ チ ル で あ り ；
　 --L--は 、 リ ン カ ー で あ り ；
　 Eは 、 3価 の リ ン カ ー で あ り ；
　 Bは 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド を 含 む 基 で あ り ；
　 Zは 、 ク ロ ロ 又 は ブ ロ モ で あ り ；
　 Xは 、 対 イ オ ン で あ り ；
　 yは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ；
　 mは 、 2～ 4で あ る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 式 (III)：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、
　 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-二 置
換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,7-二
置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ メ チ
ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、 エ チ
ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て Osに 配 位
し て お り ；
　 R 2 は 、 1～ 10個 の 炭 素 原 子 を 有 す る 、 飽 和 又 は 不 飽 和 の 、 置 換 さ れ て い る か 又 は 置 換 さ
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れ て い な い 、 直 鎖 又 は 分 枝 鎖 の ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 で あ り ；
　 -R 3 は 、 H、 CH 3 又 は C 2 H 5 で あ り ；
　 Lは 、 (CH 2 ) i Qで あ り 、 こ こ で 、 iは 1～ 10の 整 数 で あ り 、 Qは O、 S又 は NR 3 で あ り ；
　 Bは 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド を 含 む 基 で あ り ；
　 Xは 、 対 イ オ ン で あ り ；
　 yは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ；
　 mは 、 4～ 8で あ る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 式 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、
　 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-二 置
換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,7-二
置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ メ チ
ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、 エ チ
ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て Osに 配 位
し て お り ；
　 R 3 は 、 H、 CH 3 又 は C 2 H 5 で あ り ；
　 Lは 、 (CH 2 ) i Qで あ り 、 こ こ で 、 iは 1～ 10の 整 数 で あ り 、 Qは O又 は NR 3 で あ り ；
　 Bは 、 特 異 的 ア ナ ラ イ ト 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド を 含 む 基 で あ り ；
　 Zは 、 塩 素 又 は 臭 素 で あ り ；
　 Xは 、 対 イ オ ン で あ り ；
　 yは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ；
　 mは 、 1又 は 2で あ る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 液 体 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 サ ン プ ル の 一 部 を 、 該 ア ナ ラ イ ト 用 の 特 異 的 結 合 相 手 及 び 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 請 求 項 ３ に 記 載 の 化 合 物 を 含 む ；
　 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 使 用 し て 、 第 一 作 用 電 極 に 対 す る 第 一 ポ テ ン シ ャ ル 電 位 と 、
第 二 作 用 電 極 に 対 す る 第 二 ポ テ ン シ ャ ル 電 位 と を 同 時 に 印 加 す る ス テ ッ プ ；
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及 び
　 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 し て い な い 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 一 部 に よ っ て 生 じ た
電 流 を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 式 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、
　 R及 び R 1 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な っ て い て 、 そ れ ぞ れ 、 2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 4,4'-二 置
換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 5,5'-二 置 換 -2,2'-ビ ピ リ ジ ル 、 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 4,7-二
置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 、 5,6-二 置 換 -1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 又 は N,N'-ジ メ チ
ル 2,2'-ビ イ ミ ダ ゾ ー ル か ら 選 択 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 各 置 換 基 は 、 メ チ ル 基 、 エ チ
ル 基 又 は フ ェ ニ ル 基 で あ り 、 ま た 、 R基 及 び R 1 基 は 、 そ れ ら の 窒 素 原 子 を 介 し て Osに 配 位
し て お り ；
　 R 3 は 、 H、 CH 3 又 は C 2 H 5 で あ り ；
　 Lは 、 (CH 2 ) i Qで あ り 、 こ こ で 、 iは 1～ 10の 整 数 で あ り 、 Qは O又 は NR 3 で あ り ；
　 Aは 、 -(CH 2 ) j -NR

3 、 -(CH 2 ) j -SH又 は 活 性 化 エ ス テ ル で あ り 、 こ こ で 、 jは 、 1～ 5の 整 数
で あ り ；
　 Zは 、 塩 素 又 は 臭 素 で あ り ；
　 Xは 、 対 イ オ ン で あ り ；
　 yは 、 中 性 塩 を も た ら す よ う に 選 択 さ れ ；
　 mは 、 1又 は 2で あ る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 液 体 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 サ ン プ ル の 一 部 を 、 該 ア ナ ラ イ ト 用 の 特 異 的 結 合 相 手 及 び 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 こ こ で 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 該 ア ナ ラ イ ト の 特 異 的 結 合 相 手 に
結 合 可 能 な リ ガ ン ド に 結 合 し た 2個 又 は 4個 の オ ス ミ ウ ム 原 子 を 有 す る 電 気 化 学 的 標 識 を 含
む ；
　 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 使 用 し て 、 第 一 作 用 電 極 に 対 す る 第 一 ポ テ ン シ ャ ル 電 位 と 、
第 二 作 用 電 極 に 対 す る 第 二 ポ テ ン シ ャ ル 電 位 と を 同 時 に 印 加 す る ス テ ッ プ ；
及 び
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　 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 し て い な い 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 一 部 に よ っ て 生 じ た
電 流 を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 液 体 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 サ ン プ ル の 一 部 を 、 該 ア ナ ラ イ ト 用 の 特 異 的 結 合 相 手 及 び 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む イ ム ノ ア ッ セ イ 、 こ こ で 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 該 ア ナ ラ イ
ト の 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド に 結 合 し た 2個 又 は 4個 の オ ス ミ ウ ム 原 子 を 有 す
る 電 気 化 学 的 標 識 を 含 む ；
及 び
　 上 記 接 触 後 、 約 10秒 以 内 に 、 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 し て い な い 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 一 部 に よ っ て 生 じ た 定 常 電 流 を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 液 体 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 サ ン プ ル の 一 部 を 、 該 ア ナ ラ イ ト 用 の 特 異 的 結 合 相 手 及 び 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む イ ム ノ ア ッ セ イ 、 こ こ で 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 該 ア ナ ラ イ
ト の 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 可 能 な リ ガ ン ド に 結 合 し た 親 水 性 リ ン カ ー を 有 す る 1個 又 は 2個
又 は 4個 の オ ス ミ ウ ム 原 子 を 有 す る 電 気 化 学 的 標 識 を 含 む ；
及 び
　 上 記 接 触 後 、 約 10秒 以 内 に 、 特 異 的 結 合 相 手 に 結 合 し て い な い 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 一 部 に よ っ て 生 じ た 定 常 電 流 を 測 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 測 定 域 及 び 反 応 チ ャ ン バ ー と 流 体 連 通 し て い る サ ン プ ル ポ ー ト を 支 持 す る 基 材 と ；
　 該 反 応 チ ャ ン バ ー 又 は 該 測 定 域 に 配 置 さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 効 な 酸 化 還 元 可 逆 的 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト と ；
　 単 一 の 測 定 域 内 に 配 置 さ れ た イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ を 含 む 電 極 構 造 で あ っ
て 、 該 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ は 少 な く と も 第 一 作 用 電 極 、 第 二 作 用 電 極 、 対
向 電 極 及 び 参 照 電 極 を 有 し 、 該 第 一 作 用 電 極 と 該 第 二 作 用 電 極 は 約 0.5μ m～ 約 25μ mの 間
隙 で 隔 て ら れ て お り 、 該 電 極 構 造 は 全 体 と し て 約 20mm 2 ～ 約 40mm 2 の 有 効 電 極 表 面 積 を 有 し
か つ バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト と 一 緒 に 使 用 す る た め に 構 成 さ れ て い る 、 電 極 構 造 と
を 含 ん で 成 る 試 験 セ ン サ ー で あ っ て 、 サ ン プ ル を 該 サ ン プ ル ポ ー ト に 導 入 後 約 10秒 以 内 に
ア ッ セ イ 結 果 を 提 供 す る 、 前 記 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト を 含 む 液 体 サ ン プ ル を 分 析 す る た め の 試 験 セ ン サ ー で あ っ て 、
　 測 定 域 及 び 反 応 チ ャ ン バ ー と 流 体 連 通 し て い る サ ン プ ル ポ ー ト を 支 持 す る 基 材 と ；
　 該 反 応 チ ャ ン バ ー 又 は 該 測 定 域 に 配 置 さ れ た 関 心 の あ る ア ナ ラ イ ト 用 の 結 合 リ ガ ン ド 及
び イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 効 な 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と ；
　 単 一 の 測 定 域 内 に 配 置 さ れ た イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ を 含 む 電 極 構 造 で あ っ
て 、 該 イ ン タ ー デ ジ テ イ テ ッ ド 電 極 ア レ イ は 少 な く と も 第 一 作 用 電 極 、 第 二 作 用 電 極 、 参
照 電 極 及 び 対 向 電 極 を 有 し 、 該 電 極 構 造 は 約 0.03cm - 1 未 満 の セ ル 定 数 を 有 す る よ う に 構 成
さ れ て い る 、 電 極 構 造 と
を 含 ん で な り 、 サ ン プ ル を 該 サ ン プ ル ポ ー ト に 導 入 後 約 10秒 以 内 に ア ッ セ イ 結 果 を 提 供 す
る 、 前 記 試 験 セ ン サ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 免 疫 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て 被 検 液 中 の 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 測 定 す る た め の キ
ッ ト で あ っ て 、
　 ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 と ；
　 反 応 チ ャ ン バ ー 及 び 測 定 域 を 有 す る 基 材 を 含 む 試 験 セ ン サ ー で あ っ て 、 該 測 定 域 内 に は
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第 一 作 用 電 極 と 第 二 作 用 対 向 電 極 が そ れ ぞ れ 配 置 さ れ て お り 、 該 第 一 作 用 電 極 は 第 一 接 点
に 連 結 し て お り 、 第 二 作 用 電 極 は 第 二 接 点 に 連 結 し て お り 、 該 基 材 は 該 反 応 チ ャ ン バ ー に
流 体 連 通 し て い る サ ン プ ル エ ン ト リ ー ポ ー ト を 有 し て い る 試 験 セ ン サ ー と ；
　 該 反 応 チ ャ ン バ ー 内 に 配 置 さ れ た 試 薬 組 成 物 で あ っ て 、 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト の う ち の
選 択 さ れ た 1種 類 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た 結 合 剤 及 び 該 結 合 剤 に 結 合 す る よ う に 提 供
さ れ た 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 試 薬 組 成 物 と ；
　 該 制 御 装 置 に 機 能 し 得 る 形 で 連 結 さ れ て お り 、 該 第 一 接 点 及 び 第 二 接 点 に 接 続 す る た め
の バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト 接 続 を 含 む モ ジ ュ ー ル と ；
を 含 ん で な る 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 免 疫 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て 被 検 液 中 の 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 測 定 す る た め の キ
ッ ト で あ っ て 、
　 バ イ ポ テ ン シ オ ス タ ッ ト を 含 む ポ ー タ ブ ル 制 御 装 置 と ；
　 反 応 チ ャ ン バ ー 及 び 測 定 域 を 有 す る 基 材 を 含 む 試 験 セ ン サ ー で あ っ て 、 該 測 定 域 内 に は
第 一 作 用 電 極 と 第 二 作 用 電 極 が そ れ ぞ れ 配 置 さ れ て お り 、 該 第 一 作 用 電 極 は 第 一 接 点 に 連
結 し て お り 、 第 二 作 用 電 極 は 第 二 接 点 に 連 結 し て お り 、 該 基 材 は 該 反 応 チ ャ ン バ ー に 流 体
連 通 し て い る サ ン プ ル エ ン ト リ ー ポ ー ト を 有 し て い る 試 験 セ ン サ ー と ；
　 該 反 応 チ ャ ン バ ー 内 に 配 置 さ れ た 試 薬 組 成 物 で あ っ て 、 1種 以 上 の ア ナ ラ イ ト の う ち の
選 択 さ れ た 1種 類 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た 結 合 剤 及 び 該 結 合 剤 に 結 合 す る よ う に 提 供
さ れ た 酸 化 還 元 可 逆 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 試 薬 組 成 物 と ；
　 該 制 御 装 置 に 機 能 し 得 る 形 で 連 結 さ れ て お り 、 該 第 一 接 点 及 び 第 二 接 点 に 接 続 す る た め
の 接 続 を 含 む モ ジ ュ ー ル と
を 含 ん で な る 、 前 記 キ ッ ト 。
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