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(57)【要約】
本開示はマルチプレックス分光法のための増強ラマン表
面を有するマイクロ流体光学チャンバーを備えたマイク
ロチップの分野に関する。本発明の態様は、分光法で使
用される従来のキュベットまたはデバイスに比較して、
検出速度が速く、ハイスループットなだけでなく、極微
量の試料の使用も可能である。特定の態様は、科学的お
よび医学的研究、がん、心血管疾患、糖尿病などの疾患
の診断、特にバイオマーカーの検出および関連性のある
科学的および医学的用途を有するタンパク質活性の測定
に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　入口ポートを通して試料を受け取り、かつ出口ポートを通して試料を排出するように構
成されたチャンバーであって、入口ポートおよび出口ポートがチャンバーの第1側面に配
置されている、チャンバー;
　チャンバーの第1側面のナノ粒子構造を有する表面と連結している多数の酵素基質伸長
物;
　チャンバーの第1側面の反対側にある第2側面に配置され、かつ多数の酵素基質伸長物の
うちの選択された1つに励起ビームを提供するように配置されている照明器; ならびに
　選択された酵素基質伸長物から反射されたビームを受け取り、かつ選択された酵素基質
伸長物が試料によって変化を生じたかどうかをそこから判定するように構成された分析モ
ジュール
を含む、試料の分析のために構成された装置。
【請求項２】
　選択された酵素基質伸長物に対して照明器および分析モジュールを配置するように構成
されたステップ制御モーターをさらに含む、請求項1記載の装置。
【請求項３】
　分析モジュールがミラーおよび分光計を含む、請求項1記載の装置。
【請求項４】
　分光計における波形ピークが、選択された酵素基質伸長物の、試料による変化を示す、
請求項3記載の装置。
【請求項５】
　ナノ粒子構造が、ナノピラミッドアレイに堆積された金属を含む、請求項1記載の装置
。
【請求項６】
　励起ビームがレーザーを含む、請求項1記載の装置。
【請求項７】
　分析モジュールがデジタル光処理機(DLP)を含む、請求項1記載の装置。
【請求項８】
　多数の酵素基質伸長物の少なくとも1つがポリペプチドを含む、請求項1記載の装置。
【請求項９】
　多数の酵素基質伸長物の少なくとも1つが核酸を含む、請求項1記載の装置。
【請求項１０】
　多数の酵素基質伸長物の少なくとも1つが多糖を含む、請求項1記載の装置。
【請求項１１】
　変化が、選択された酵素基質伸長物と試料由来の酵素との間のリン酸化事象を含む、請
求項1記載の装置。
【請求項１２】
　変化が、選択された酵素基質伸長物と試料由来の酵素との間の脱リン酸化事象を含む、
請求項1記載の装置。
【請求項１３】
　変化が、選択された酵素基質伸長物と試料由来の酵素との間の開裂事象を含む、請求項
1記載の装置。
【請求項１４】
　シリコンウエハの各側面に多結晶シリコン層を堆積させる段階;
　シリコンウエハを貫通するビアホールを形成する段階;
　シリコンウエハの前面にパターニングを施す段階;
　前面のパターニングにより形成された領域においてシリコンナノ構造にエッチングを施
す段階;
　エッチングを施したシリコンナノ構造により形成された領域に金属を堆積させる段階;
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　残りのフォトレジストを除去し、かつ堆積された金属にアニール処理を施す段階; およ
び
　シリコンウエハから切り離されたチップを、処理ユニットと、マイクロ流体光学デバイ
スのチャンバーに連結された透明窓とに一体化させる段階
を含む、マイクロ流体光学デバイスを作製する方法。
【請求項１５】
　ビアホールの形成が化学的エッチングの使用を含む、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
　ビアホールの形成がレーザー穿孔の使用を含む、請求項14記載の方法。
【請求項１７】
　チップの一体化が、ビアホール形成のための入口ポートと出口ポートとの連結を含む、
請求項14記載の方法。
【請求項１８】
　入口ポートを通して液体試料を受け取り、かつ出口ポートを通して試料を排出する段階
であって、入口ポートおよび出口ポートがチャンバーの第1側面に配置されている、段階;
　多数の酵素基質伸長物のうちの選択された1つに励起ビームを提供する段階であって、
該酵素基質伸長物が、チャンバーの第1側面の表面と連結しており、該表面がナノ粒子構
造を有する、段階;
　選択された酵素基質伸長物から反射されたビームを分析モジュールにおいて受け取る段
階; ならびに
　選択された酵素基質伸長物が試料によって変化を生じたかどうかを、受け取った反射ビ
ームから判定する段階
を含む、液体試料の特徴付けを行う方法。
【請求項１９】
　選択された酵素基質伸長物に最も近い電圧を調整する段階をさらに含む、請求項18記載
の方法。
【請求項２０】
　選択された酵素基質伸長物に対して分析モジュールを配置する段階をさらに含む、請求
項18記載の方法。
【請求項２１】
　マイクロ流体光学チャンバーに流体試料を導入する段階であって、該マイクロ流体光学
チャンバーが、そこから伸長している多数の基質を有するラマン活性表面を備える、段階
;
　流体試料中の生体分子と多数の前記基質との間の特異的な相互作用を可能にする段階;
　レーザーを流体試料へと方向付ける段階であって、レーザーと流体試料との相互作用が
、生体分子と基質との間の相互作用に特異的なSERSシグナルをもたらす、段階; および
　対照試料のラマン散乱スペクトルと比較した場合の、生体分子のラマン散乱スペクトル
の変化を検出することにより、生体分子の活性を検出する段階
を含む、表面増強ラマン分光法(SERS)システムを用いて標的生体分子の活性を測定するた
めの方法。
【請求項２２】
　標的生体分子がタンパク質である、請求項21記載の方法。
【請求項２３】
　標的生体分子が酵素である、請求項21記載の方法。
【請求項２４】
　標的生体分子がキナーゼである、請求項21記載の方法。
【請求項２５】
　標的生体分子が抗体である、請求項21記載の方法。
【請求項２６】
　標的生体分子が酵素反応の基質である、請求項21記載の方法。
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【請求項２７】
　標的生体分子がDNA結合タンパク質であり、かつ基質が核酸である、請求項21記載の方
法。
【請求項２８】
　標的生体分子と多数の基質との間の相互作用が、タンパク質-リガンド結合相互作用で
ある、請求項21記載の方法。
【請求項２９】
　標的生体分子と多数の基質との間の相互作用が、タンパク質-タンパク質結合相互作用
である、請求項21記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
技術分野
　本開示の態様は、がん、心血管疾患、糖尿病、腎疾患、肺疾患、ウイルス性および細菌
性感染症、ならびに神経変性疾患、免疫疾患、代謝疾患などの科学的および医学的研究お
よび疾患の診断に関し、特に、バイオマーカーの検出および関連する科学的および医学的
用途を有するおよびタンパク質および酵素の活性、相互作用、阻害、活性化の測定を提供
する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　分子生理学における近年の急速な科学的理解の向上は、とりわけ、ヒトゲノムの配列決
定が完了し、生物学的にまたは医学的に興味深い被分析物の検出を目的とした高感度かつ
大規模並行処理システムが登場したことが理由となっている。特に、そういった対象とな
る生物学的被分析物またはバイオマーカーの検出システムについては、科学的研究におい
て、そして臨床における患者にとっても次第に重要性が増してきている。分光検出システ
ムを用いる分析方法はバイオマーカーの検出および定量において頻用され、バイオマーカ
ーとさまざまな被験分子との相互作用に関する情報を提供することが多い。そういった分
析方法は、分子診断の同定、特性決定、開発において初期に利用することができ、かつ生
物学的試料の分析に用いる分子診断検査として利用することができる。したがって、こう
いった分析方法を患者の健康状態の評価または医学的判断の裏づけとなりうる情報の提供
に利用することができる。
【０００３】
　ラマン分光法は単色光の非弾性散乱(ラマン散乱として知られる)を測定する分光技術で
あり、一般に試料分子の振動状態または回転状態を調べるために使用される。一般的に、
可視、近赤外、または近紫外領域のレーザーを使用して試料/システムを励起する。次に
、レーザー光子のエネルギーがシフトアップまたはシフトダウンされ(ラマン効果または
ラマンシフトとして知られる)、このエネルギーのシフト(波長、周波数、または波数)に
よりシステムの分子の振動状態または回転状態に関する情報が得られる。ラマン効果が生
じるのは、光が分子または複数の分子または原子を有する分子複合体の結合の電子雲と相
互作用する時である。 入射光によって生じる電子雲の歪みの大きさは、反射エネルギー
の強度および周波数ならびに特徴的で指紋のようなラマンスペクトルを決定する分子の分
極率を反映している。
【０００４】
　表面増強ラマン分光法(SERS)は少量の試料から放射される低確率または微弱なラマンス
ペクトルのシグナル強度を増幅することが可能な感度の高い方法である。SERSは実際、単
一分子のラマンスペクトルを検出することが証明されている。生物学的または医学的に興
味深い被分析物の検出を目的としたSERSシステムでは一般に、対象となる被分析物、基質
、または複合体が、ラマン増強能、抑制能、または調整能を備えた固体、通常は、金属表
面または合金表面、または他の非金属物質との複合金属に固定または固着される。これは
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しばしばSERS活性構造と呼ばれる。対象となる被分析物、基質、または複合体と金属表面
および金属表面誘導体との相互作用により、ラマン散乱放射の強度および特定のプロファ
イルの増強または変調が生じる。結果的に、リン酸化および脱リン酸化のようなさまざま
な結合事象および化学的反応は、それらの事象や反応によって生み出される特徴的で指紋
のようなラマンスペクトルに基づいて、検出し比較することが可能である。
【０００５】
　生物学的および医学的用途におけるSERSの使用には、医学的および科学的に興味深い分
子相互作用ならびにタンパク質および酵素活性の直接測定において極めて高い可能性があ
る。特に、例えば、タンパク質-タンパク質、タンパク質-小分子、小分子-小分子、核酸-
タンパク質、リボタンパク質-核酸の相互作用を伴うものなどのタンパク質-基質の結合事
象および反応の測定にSERSを利用してもよい。そういった用途の感度は、おそらく単一分
子検出を可能にし、したがって極めてコピー数の少ないタンパク質および希少な細胞の溶
解物成分を検出できる可能性を提供する。近年、今日までにDNA (塩基配列決定)、RNA (
遺伝子発現技術)、タンパク質(プロテオミクス)のハイスループットな測定において進歩
がなされてきたが、タンパク質活性、特に酵素活性のハイスループットな測定は依然とし
て技術的に手の届く範囲にない。そういった情報は医学的にも科学的にも貴重であること
は明白である。例えば、ある患者の完全なDNA配列または細胞1個における全遺伝子または
全タンパク質の発現レベルを知ることが有用であることは明白であるが、細胞1個におけ
る全タンパク質の活性を理解することは実際、それよりも情報価値があり、高次の生物学
的情報になる。これはプロテオミクスレベルの情報が機能および細胞の表現型に直接結び
付くためである。
【０００６】
　マイクロ流体デバイスおよび一体型マイクロ流体デバイスのシステムでは、固体基板と
連結または一体化された細い管またはマイクロ流路を利用し、極小の規模で数多くの分析
的、化学的、生化学的用途においてさまざまな作業を行う。例えば、一体型マイクロ流体
デバイスではまず電場を利用して、対象となる核酸、タンパク質、またはそれ以外の高分
子を効率的に分離し、次に微小規模の検出システムにより分離産物の特性決定および分析
を行うことができる。そのようなマイクロ流体デバイスは著しく少ない反応量を用いてこ
れらの作業を遂行するが、この反応量は従来の方法よりも少なくとも数桁少ない量となり
うる。これらのシステムは小規模であることから、反応速度の向上が可能となり、使用す
る試薬量は少なく、研究、臨床、産業において占有するスペースがはるかに小さくなる。
このようにして、マイクロ流体システムは魅力的な効率上昇の可能性を提供し、その結果
として、多大な経済的利点を提供する。
【０００７】
　マイクロ流体デバイスは分光検出システムを利用する分析法の実施に特に適している。
マイクロ流体デバイスと併せて、ラマン分光法のような散乱分光法を含め、さまざまな分
光技術を利用することができる。研究または産業の場において、マイクロ流体デバイスは
、分光検出システムを用いて対象となる標識または非標識分子を定量する生化学的アッセ
イまたは細胞ベースのアッセイにおいて利用されることが一般的である。例えば、そのよ
うなアッセイでは、対象となる候補小分子または生物学的製剤によって処理した後、哺乳
動物細胞における緑色蛍光タンパク質の発現を測定する。別の例は、分光指標として挿入
蛍光色素を用いる遺伝子増幅および分析のためのマイクロ流体デバイスにおける定量的ポ
リメラーゼ連鎖反応法(PCR)の使用である。その他の例としては、一般的な酵素および生
化学的反応、化学的反応、相転移検出などが含まれるが、これらに限定されることはない
。
【０００８】
　マイクロ流体デバイスは一般的に物質が搬送、混合、分離、検出される微小規模の一体
型流路およびリザーバのネットワークを利用し、定量用のさまざまな検出器およびセンサ
ーが内蔵または外付けされ、アクチュエータおよびその他の流体試料操作用付属品を備え
ている。高性能の物質搬送システムの開発により、直ちに自動化可能で、高度に再現可能
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なシステムの開発が可能となった。そういった作業は自動化できる可能性があり、数々の
産業および研究用途において多大な利点を有するハイスループットなシステムに組み込む
こともできる。マイクロ流体デバイスでは基板としてプラスチックを使用することが多い
。高分子物質は容易な製造、低コスト、入手しやすさという利点を提供するが、蛍光を発
する傾向がある。例えば、試料に励起光を照射すると、特に励起経路および放射経路が同
一である場合、光錯乱によって顕著なバックグラウンドシグナルが生じる。ガラス、シリ
コン、金属、金属酸化物のような他の物質を使用してもよい。
【０００９】
　バイオマーカーの分析は、疾患の早期発見、患者の層化、治療有効性のモニタリングに
とって好まれる方法に急速になりつつある。バイオマーカーの変化を高速かつ高感度で検
出することは技術的に不可能であることが多いか、あるいは複数の処理段階を伴う煩雑な
手順を必要とし、大量の試料および長期間の診断/予後スケジュールを要する場合がある
。多くの場合、患者から採取した試料は量が限られており、処理時間を延長するような複
数の段階を必要とする処理または手順には適していない。本願のデバイスおよび方法はこ
れらの問題を軽減するのに役立つ多大な利点を提供することから、生物学的および化学的
試料のSERSスペクトル検出をリアルタイムのマイクロ流体環境で実施することが可能であ
る。
【発明の概要】
【００１０】
概要
　1つの態様では、マイクロ流体システムへのSERS基板の一体化を伴う。SERS基板にはナ
ノピラー、ナノリング、ナノトライアングル、ナノボウタイ、ナノスフェア、ナノロッド
、および/またはナノスパイラルのようなさまざまなナノスケール構造が含まれる。
【００１１】
　1つの態様では、本発明は表面増強ラマン分光法(SERS)システムを用いて標的生体分子
の活性を測定する方法を提供する。この方法は流体試料をマイクロ流体光学チャンバーに
導入する段階を含み、光学チャンバーは、そこから伸長している多数の基質を有するラマ
ン活性表面を備える。流体試料がマイクロ流体光学チャンバーを通過することにより、流
体試料中の生体分子と多数の前記基質との特異的な結合および/または相互作用が可能に
なる。流体試料中の酵素またはタンパク質は化学基の開裂または付加のいずれかにより、
表面に固定化された生体分子に作用を及ぼす。SERSを用いて表面上のラマンシグナルを読
み取ることにより、これらの変性作用を検出することが可能である。
【００１２】
　1つの態様では、本発明は流体試料の洗浄をほとんど、または全く必要としない。流体
試料中の分子から顕著な干渉を受けることなく、表面に結合された生体分子に対する変化
を測定することが可能である。
【００１３】
　いくつかの態様では、マイクロ流体光学チャンバー内の流体試料へとレーザーを方向付
け、そこでレーザーと流体試料との相互作用により、生体分子と基質との間の相互作用に
特異的なSERSシグナルがもたらされる。
【００１４】
　いくつかの態様では、生体分子が多数の基質に結合する際、そのラマン散乱スペクトル
の変化を記録することにより、生体分子の存在、量、および/または活性を検出してもよ
い。
【００１５】
　1つの態様では、細胞を溶解し、その溶解物をSERS表面上の標的分子に適用し、溶解物
由来の酵素の精製は行わない。酵素の精製段階が存在しないため、酵素活性を直接高速に
測定すること、さらに試料操作による結果のばらつきを軽減することが可能である。
【００１６】
　1つの態様では、標的タンパク質をさらなる標識で標識化する必要がない。
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【００１７】
　さらなる態様では、例えば、マイクロアレイフォーマット、直線状の列、または蛇行流
路のような折り畳み流路などの表面に一連のプロテアーゼ基質ペプチドを固定する。
【００１８】
　別の態様では、ラマン標識分子、金属イオン、および/またはナノコンポジットを酵素
基質に結合させ、ラマンシグナルを増強する。ラマンシグナルを増強するために、試料に
有機溶媒を添加してもよい。
【００１９】
　1つの態様では、例えば、マイクロアレイフォーマット、直線状の列、または蛇行流路
のような折り畳み流路などの表面に一連のキナーゼ基質ペプチドを固定する。
【００２０】
　1つの態様では、試料量は10μL以下であり、好ましくは、試料量は1μL未満である。検
出に必要な濃度範囲は1μM以下としてもよい。
【００２１】
　1つの態様では、当技術分野における標識方法が必要とするように、反応ダイナミクス
およびキネティクスの測定をエンドポイント法ではなくリアルタイムで検出してもよい。
1回の測定につき約1ミリ秒～1分間のデータ速度、1分間～24時間の期間で、複数のデータ
ポイントを反応から得てもよい。
【００２２】
　さらなる態様では、SERS検出は近接場光学的検出法であるため、リアルタイム測定にお
いて洗浄段階を必要としないことから、SERS基板表面における分子反応事象のみを検出す
ることができる。表面からおよそ100 nm離れたところで起こる反応はシグナルに顕著には
寄与しない。この態様では、SERS基板表面からのバックグラウンド化合物の自然なまたは
促進された拡散により、バックグラウンド化合物から生じるノイズの除去が実現される。
【００２３】
　別の態様では、多重流路マイクロ流体システムを利用することにより、多重流路測定を
実施することが可能である。これらの測定は互いに干渉しあうことなく、同時に完了でき
る。
【００２４】
　1つの態様では、適時に走査複数流路において高速光学的走査システムを用いることが
可能である。特定の態様では、高速光学システムでは複数試料の走査に電動式ガルボミラ
ーの使用を伴う。
【００２５】
　1つの態様では、試料の導入、試料の混合、試薬の交換、試料の加熱、温度調節などを
含むマイクロ流体の作業が完全に自動化される。流体のアクチュエーション法には機械的
ポンピング、光学的ポンピング、熱ポンピングなどを含むが、これらに限定されることは
ない。
【００２６】
　1つの態様では、試薬の混合を容易にするため、表面からの溶解性反応最終産物の拡散
を亢進するため、分子の沈降を防止するためなどに、光学的測定中に流体の流動を制御す
ることができる。
【００２７】
　さらなる態様では、励起源として偏光レーザーを使用してもよく、シグナル対ノイズ比
を高くすることにより分子キラリティを測定してもよい。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
　特定の態様は、以下の詳細な説明を添付の図面と合わせて読めば最もよく理解される。
一般の慣行に従って、図面の様々な形状は原寸に必ずしも比例していないことを強調して
おく。いくつかの例では、見やすいように、様々な形状の寸法は任意に拡大縮小されてい
る。
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【００２９】
【図１Ａ】本発明の態様によるシリコンベースの表面増強ラマン散乱(SERS)基板デバイス
の作製工程の一例を示す。
【図１Ｂ】本発明の態様によるシリコンベースの表面増強ラマン散乱(SERS)基板デバイス
の作製工程の一例を示す。
【図１Ｃ】本発明の態様によるシリコンベースの表面増強ラマン散乱(SERS)基板デバイス
の作製工程の一例を示す。
【図１Ｄ】本発明の態様によるシリコンベースの表面増強ラマン散乱(SERS)基板デバイス
の作製工程の一例を示す。
【図１Ｅ】本発明の態様によるシリコンベースの表面増強ラマン散乱(SERS)基板デバイス
の作製工程の一例を示す。
【図１Ｆ】本発明の態様によるシリコンベースの表面増強ラマン散乱(SERS)基板デバイス
の作製工程の一例を示す。
【図２Ａ】本発明の態様によるさまざまな分子プローブのSERSチップへのプリンティング
の工程図を示す。
【図２Ｂ】本発明の態様によるさまざまな分子プローブのSERSチップへのプリンティング
の工程図を示す。
【図２Ｃ】本発明の態様によるさまざまな分子プローブのSERSチップへのプリンティング
の工程図を示す。
【図２Ｄ】本発明の態様によるさまざまな分子プローブのSERSチップへのプリンティング
の工程図を示す。
【図２Ｅ】本発明の態様によるさまざまな分子プローブのSERSチップへのプリンティング
の工程図を示す。
【図２Ｆ】本発明の態様によるさまざまな分子プローブのSERSチップへのプリンティング
の工程図を示す。
【図３Ａ】本発明の態様によるマイクロ流体分子診断デバイスの組立工程の一例ならびに
完成組立体の一例を示す。
【図３Ｂ】本発明の態様によるマイクロ流体分子診断デバイスの組立工程の一例ならびに
完成組立体の一例を示す。
【図４】図4A～4Bは、本発明の態様による2流路デバイス作製用のマイクロ加工マスクの
使用の一例を示す。
【図５】図5A～5Bは、本発明の態様によるマイクロ流体SERSチップの一例におけるプロテ
アーゼおよび/またはヌクレアーゼバイオマーカー検出の原理を示す。
【図６】図6A～6Bは、リン酸化事象の原理を示す。本発明の態様によれば、バイオマーカ
ーの変化はマイクロ流体SERSチップの一例において検出される。
【図７】図7A～7Bは、本発明の態様による一体型ウェルプレートおよびシリコンマイクロ
流体デバイス構造の例を示す。
【図８】本発明の態様によるマイクロ流体プロテアーゼ/ヌクレアーゼバイオマーカー診
断デバイスにおける蛍光検出システムの構成の一例を示す。
【図９】本発明の態様によるマイクロ流体プロテアーゼ/ヌクレアーゼバイオマーカー診
断デバイスにおけるラマン検出システムの構成の一例を示す。
【図１０】本発明の態様によるマイクロ流体プロテアーゼ/ヌクレアーゼバイオマーカー
診断デバイスにおけるハイスループットなラマン検出システムの構成の一例を示す。
【図１１】本発明の態様によるキナーゼバイオマーカー検出におけるペプチドプローブの
ラマンシグナル増強の一例を示す。
【図１２】本発明の態様によるマイクロ流体光学デバイスにおける構造の作製方法の一例
のフロー図を示す。
【図１３】本発明の態様による流体試料の特徴に関する発見を得るためのデバイスの作製
方法の一例のフロー図を示す。
【図１４】本発明の態様による流体試料分析用の発見デバイスの使用方法の一例のフロー
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図を示す。
【図１５】ガルボミラーの図を示す。電動式ガルボミラーにより複数の基質の組み合わせ
の高速な走査が可能になる。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
詳細な説明
　本発明の態様の方法およびデバイスについて記述する前に、本発明は、記述する任意の
特定の態様に限定されることはなく、したがって、当然ながら、変更可能であることが理
解されるべきである。本明細書において用いられる専門用語は、特定の態様のみを記述す
ることを目的とするものであり、添付の特許請求の範囲によってのみ限定される本発明の
範囲を限定することを意図するものではないことも理解されるべきである。
【００３１】
　ある範囲の値が与えられた場合、文脈に明記されていない限り、下限値の単位の10分の
1までの各介在値が、また、その範囲の上限および下限の間で明確に開示されることも理
解されたい。ある規定された範囲における任意の規定値または介在値の間の、より小さい
各々の範囲、および、その規定された範囲におけるその他任意の規定値または介在値が、
本発明の範囲内に包含される。これらのより小さい範囲における上限および下限は、個別
にこの範囲に含まれるようにすることも、含まれないようにすることもでき、より小さい
範囲内にいずれかの限界が含まれ、いずれの限界も含まれず、または両方の限界が含まれ
るといった各範囲も本発明の範囲内に包含されるものであり、規定された範囲において任
意の限界を明確に除外することができる。規定された範囲が一方または両方の限界を含む
場合、含まれるこれらの限界の一方または両方を除外する範囲も本発明に含まれる。
【００３２】
　別段の定義がなければ、本明細書において用いられる全ての技術的および科学的用語は
、本発明が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同じ意味を有する。
本明細書において記述されるものと同様または同等の任意の方法および材料を本発明の実
践または試験において用いることができるが、好ましい方法および材料をこれから記述す
る。本明細書において言及される全ての刊行物は、引用した刊行物と関連する方法および
/または材料を開示および記述するために、参照により本明細書に組み入れられる。本開
示と参照により組み入れられる刊行物との間に矛盾がある範囲では、本開示が優先する。
【００３３】
　本明細書においておよび添付の特許請求の範囲において用いられる場合、単数形「1つ
の(a)」、「1つの(an)」および「その(the)」とは、文脈から明らかにそうでないと分か
る以外、複数の指示対象を含むことに留意されたい。したがって、例えば、「1つのペプ
チド」への言及は多数のそのようなペプチドを含み、「その方法」への言及は1つまたは
複数の方法および当業者に公知のその同等物への言及を含み、以下同様である。
【００３４】
　本明細書において論じられる刊行物は、本出願の出願日以前のその内容の開示のために
のみ提供される。本明細書において、先行発明に基づき本発明がそのような刊行物の内容
に先行する資格を有しないことを認めるものと解釈されるべきものは何もない。さらに、
提供される刊行物の日付は、実際の刊行日と異なる可能性があり、個別に確認する必要の
ある場合がある。
【００３５】
定義
　「核酸」および「ポリヌクレオチド」という用語は、一本鎖または二本鎖の形態のいず
れかの、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドおよびそれらの重合体をいう
よう本明細書において互換的に用いられる。これらの用語は、公知のヌクレオチド類似体
または改変された骨格残基もしくは結合を含有する核酸であって、合成の、天然のおよび
非天然のものであり、参照核酸と同様の結合特性を有し、かつ参照ヌクレオチドと同じよ
うに代謝されるものを広く包含する。そのような類似体の例としては、非限定的に、ホス
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ホロチオエート、ホスホロアミデート、メチルホスホネート、キラル-メチルホスホネー
ト、2-O-メチルリボヌクレオチド、ペプチド-核酸(PNA)が挙げられる。
【００３６】
　「アミノ酸」という用語は、天然アミノ酸および合成アミノ酸、ならびに天然アミノ酸
と同じように機能するアミノ酸類似体およびアミノ酸模倣体をいう。天然アミノ酸は、遺
伝暗号によってコードされるもの、ならびに後で改変されるそれらのアミノ酸、例えば、
ヒドロキシプロリン、γ-カルボキシグルタメート、およびO-ホスホセリンである。アミ
ノ酸類似体とは、天然アミノ酸と同じ基礎化学構造、例えば、水素、カルボキシル基、ア
ミノ基およびR基に結合しているα炭素を有する化合物、例えば、ホモセリン、ノルロイ
シン、メチオニンスルホキシド、メチオニンメチルスルホニウムをいう。そのような類似
体は、改変されたR基(例えば、ノルロイシン)または改変されたペプチド骨格を有するが
、天然アミノ酸と同じ基礎化学構造を保持する。アミノ酸模倣体とは、アミノ酸の一般的
な化学構造と異なる構造を有するが、天然アミノ酸と同じように機能する化合物をいう。
【００３７】
　本明細書において用いられる「生物学的試料」とは、関心対象の分析物を含有すること
が疑われる生体組織または化学的流体の試料である。例えば、試料は、体液、例えば全血
、血清、血漿、脳脊髄液、尿、リンパ液、ならびに呼吸器、腸管および尿生殖器管のさま
ざまな外分泌液、例えば涙液、唾液、精液、乳など; および他の生体液、例えば細胞培養
懸濁液、細胞抽出物、細胞培養上清を含む。試料は、例えば肺、肝臓、脳、目、舌、結腸
、腎臓、筋肉、心臓、胸部、皮膚、膵臓、子宮、頸部、前立腺、唾液腺などからの、組織
生検を含むこともできる。試料は微量生検、小試料、または患者から抽出され、その後、
例えば、レーザー捕捉顕微解剖を用いて処理された単一細胞でさえあってもよい。試料は
、例えば、緩衝液、抽出液、溶媒などに懸濁または溶解されてもよい。試料は、例えば、
ウイルス、原核生物または真核生物、および哺乳動物(例えば、げっ歯類、ネコ科の動物
、イヌ科の動物、および霊長類)を含む、任意の天然の生物または組み換え生物に由来し
てもよい。生物は罹患していない生物、罹患していることが疑われる生物、または罹患し
ている生物であってよい。試料が採取される哺乳動物被験体は、例えば、がん、自己免疫
疾患、または心血管疾患、肺疾患、胃腸疾患、筋骨格障害、中枢神経系障害、感染性疾患
(例えば、ウイルス、真菌または細菌の感染症)などの疾患を有する可能性があるか、有す
ることが疑われるか、または有する。生物学的試料という用語は、生物学的過程の研究ま
たは薬物候補の発見もしくはスクリーニングのために意図的に作出された研究試料もいう
。そのような例としては、細菌、ウイルス、DNA、ポリペプチド、天然タンパク質もしく
は組み換えタンパク質、金属イオンまたは薬物候補およびそれらの混合物を添加した水性
試料が挙げられるが、これらに限定されることはない。
【００３８】
　「ペプチド」および「ペプチド化合物」という用語は、コードおよび非コードアミノ酸
、化学的もしくは生化学的に修飾されたアミノ酸または誘導体化されたアミノ酸、L-アミ
ノ酸またはD-アミノ酸、修飾ペプチド骨格を有するペプチド、ならびにアミノ酸類似体を
含むペプチドを含みうる、約10～約50アミノ酸の重合体型アミノ酸(少なくとも10アミノ
酸かつ50アミノ酸以下からなりうる)をいうよう本明細書において互換的に用いられる。
アミノ酸は、ヒトにおいて天然に存在するアミノ酸だけに限定されうる。ペプチド化合物
は、(a) 天然アミノ酸残基; (b) 非天然アミノ酸残基、例えば、N-置換グリシン、アミノ
酸置換体など; または(c) 天然および非天然アミノ酸残基/置換体の両方の重合体であっ
てよい。換言すると、本ペプチド化合物はペプチドまたはペプトイドであってよい。ペプ
トイド化合物およびその調製方法はWO 91/19735に記述されており、その開示はその全体
が参照により本明細書に組み入れられる。本発明のペプチド化合物は、23アミノ酸または
18～28アミノ酸または20～26アミノ酸を含むか、またはそれからなることができる。本発
明の活性なアミノ酸配列は、インテグリン結合モチーフ配列、グリコサミノグリカン結合
モチーフ配列およびカルシウム結合モチーフである、重複してよい3つのモチーフを含む
か、またはそれからなる。
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【００３９】
　「タンパク質」とは、より高レベルの三次および/または四次構造を生じるのに十分な
鎖長であるアミノ酸の配列を意味する。これはそのような構造を持たない「ペプチド」ま
たは他の小分子量薬物と区別するためである。典型的には、タンパク質は約15～20 kDか
ら約20 kDの分子量を有すると考えられる。
【００４０】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」という用語は、アミノ酸残基の
重合体をいうよう本明細書において互換的に用いられる。これらの用語は、天然アミノ酸
重合体および非天然アミノ酸重合体にあてはまるほかに、1つまたは複数のアミノ酸残基
が、対応する天然アミノ酸の人工的な化学模倣体であるアミノ酸重合体にもあてはまる。
【００４１】
　「基質(substrate)」という用語は、生化学に関連して用いられる場合、酵素が作用す
る分子を意味する。酵素は、基質を伴う化学反応を触媒する。基質は酵素の活性部位に結
合し、酵素-基質複合体が形成される。基質は生成物に分解され、活性部位から放出され
る。
【００４２】
　「基板(substrate)」という用語は、材料科学に関連して用いられる場合、コーティン
グの沈着、核酸、ペプチド、糖および脂肪酸の付着などのような、新しい材料膜または層
をもたらすよう加工処理が行われる基礎の材料または表面を記述するために用いられる。
【００４３】
　「キナーゼ」とは、キナーゼ基質のような標的分子への(例えば、ATPまたはGTPからの)
リン酸基の転移を触媒し、基質のリン酸化をもたらす酵素である。
【００４４】
　「キナーゼ基質」とは、キナーゼによって部分的にまたは完全にリン酸化されうる分子
をいう。
【００４５】
　「ホスファターゼ」とは、ホスファターゼ基質からのリン酸基の除去を触媒し、それに
よってその基質の部分的なまたは完全な脱リン酸化を引き起こす酵素である。
【００４６】
　「ホスファターゼ基質」とは、ホスフェート(phosphate)によって部分的にまたは完全
に脱リン酸化されうる分子をいう。
【００４７】
　「処置」、「処置する」などの用語は、治療的処置も予防的措置もともにいうよう本明
細書において用いられる。処置を必要とするものは、障害を既に有するもの、および障害
が予防されるべきものを含む。総じて、これは所望の薬理学的効果および/または生理学
的効果、例えば、血管新生の刺激を得ることを包含する。効果は、疾患もしくはその症状
を完全にもしくは部分的に予防するという点で予防的であってもよく、ならびに/または
疾患および/もしくは疾患に起因する副作用を部分的にもしくは完全に治癒するという点
で治療的であってもよい。本明細書において用いられるこれらの用語は、哺乳動物、特に
ヒトにおける疾患の任意の処置を網羅し、(a) 疾患の素因を持ちうるが、疾患を有すると
未だ診断されていない被験体において疾患もしくは病態の発症を予防すること(例えば、
軟骨の喪失を予防すること); (b) 疾患を抑制すること、例えば、軟骨の喪失を抑止する
こと; または(c) 疾患を緩和すること(例えば、軟骨の発達を強化すること)を含む。
【００４８】
　「被験体」、「個体」、「患者」および「宿主」という用語は本明細書において互換的
に用いられ、任意の脊椎動物、詳細には任意の哺乳動物および最も詳細にはヒト被験体、
家畜および哺乳類愛玩動物を含むことをいう。被験体は、医者のような医療専門家の看護
の下にありうるが、必ずしもそうであるとは限らない。
【００４９】
　処置の目的で「哺乳動物」とは、ヒト、家畜および酪農動物、ならびにイヌ、ウマ、ネ
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コ、ウシなどのような、動物園動物、競技動物または愛玩動物を含む、哺乳類として分類
される任意の動物をいう。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
【００５０】
　「障害」とは、ペプチドによる処置から恩恵を受けうる任意の病態である。これには、
対象とする障害に哺乳動物をかかりやすくさせる病的状態を含む慢性および急性の障害ま
たは疾患が含まれる。本明細書において処置される障害の非限定的な例は、骨格の喪失ま
たは弱まりおよび骨の欠損または破損を含む。
【００５１】
　多くの場合SERSと略される「表面増強ラマン分光法」または「表面増強ラマン散乱」は
、粗い金属表面に吸着された分子によるラマン散乱の増強をもたらす表面高感度技術であ
る。増強係数は1014～1015もありえ、これにより、この技術は単一分子を検出するのに十
分に高感度でありうる。
【００５２】
　「ラマン散乱」または「ラマン効果」は、光子の非弾性散乱である。原子または分子か
ら光が散乱する場合、ほとんどの光子は弾性的に散乱する。散乱光子は入射光子と同じエ
ネルギー(周波数)および波長を有する。しかしながら、散乱光のごく一部が励起によって
散乱し、散乱光子は入射光子の周波数とは異なる周波数、通常は、入射光子の周波数より
も低い周波数を有する。
【００５３】
好ましい態様の説明
　本発明の特定の態様には、マルチプレックス光学検出を目的としたマイクロ流体試料の
流路、活性ナノ構造表面、光学窓、付属の分子プローブアレイを有するマイクロチップを
含む。試料量が極少量であること、従来の分子診断法およびデバイスよりも検出速度、ス
ループット、感度、信頼性、完全性が高いこと、コストが2～3桁低いことなどが利点であ
る。これは研究および臨床の環境における分子レベルでの疾患診断に適用することが可能
であり、前例のない感度および精度を持ち、これまでになく入手しやすい価格である。
【００５４】
　方法およびデバイスは、シリコンまたはプラスチックの基板におけるマイクロ流路から
の表面増強ラマン散乱(SERS)検出を目的としたデバイスに提供される。シリコンデバイス
は、適切なマスキングおよびさまざまな保護膜および保護層を用いて(深い微細構造を提
供する最終エッチング前に個々に除去してもよい)、さまざまな微細構造のエッチングお
よびマシニングを別途施すことにより、またSERS基板として独特なナノ構造を作製するた
め、化学的および物理的表面粗面化を施すことにより形成することが可能である。デバイ
スは平行な流体流に対応することが可能であり、集光レーザー光をSERS基板表面に照射さ
せる。高分子物質を用いる成形において、シリコンデバイスを二度複製してもよく、所望
の結果を得るためにポリマーとともに使用してもよい。
【００５５】
　本発明は、μL以下(sub-micro liter)の容量で、SERS分光法のためのナノ構造表面を備
える一体型マイクロスケール流体チャンバーを示す。マイクロスケール光学チャンバーは
一面の透明な表面を有しており、これによりチャンバー内へ光が透過され、SERS基板表面
上に照射される。また、これによりラマン散乱光はチャンバーの外へ透過され、集光され
る。ラマン測定に使用される従来の光学チャンバーまたはキュベットに比較し、本ラマン
検出流体チャンバーの容量は1μL未満となる。マイクロ流路をより短く、あるいは狭くす
ることで、チップにおける検出モジュールのさらなる小型化が可能となる。分光カメラに
よりSERSシグナルを検出することができるが、必要量は従来のラマン分光法で使用される
量の1000分の1未満とすることが可能である。光学チャンバーが微小寸法であることから
、1個のチップに複数の個々の光学チャンバーを組み込むことが可能となり、したがって
一度にすべての試料を収容する単一デバイスを使用し、2、3、8、16、32、48、96、192、
384、768、さらには1536の試料を用いたマルチプレックスSERS分光法を行うことが可能で
ある。
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【００５６】
　したがって、特定の態様は、SERSスペクトルの同時検出によるチップ上における高感度
生体分子検出を呈示する。マイクロスケールのチャンバー内の流体試料の流動および反応
温度は外部の電子機器および/または機械的マイクロポンプによって制御可能である。マ
イクロチップおよび流体試料の容量が比較的少ないため、流速および加熱/冷却速度は大
容量規模のチップおよび試料よりも数桁速くなり、これらによってオンチップPCRおよび
高速流体交換などの多くの特別な用途が可能になる。
【００５７】
　特定の態様は、継ぎ目なく作製されたナノ構造SERS基板を含んでおり、マイクロ流体環
境において生物学的/化学的試料のSERSスペクトル検出を実施できるよう、その基板はさ
らにマイクロ流体チャンバーに封入されている。本明細書中に記載されるとおり、独特の
マイクロ加工、ナノ加工、パッケージにより擬似水性生物学的環境におけるSERSスペクト
ルの検出が可能である。
【００５８】
　小さいペプチドおよびヌクレオチドのような複数の生物学的基質または酵素基質伸長物
をマイクロ流体チャンバー内のSERS基板に付着させてもよく、これらを例えば、がん、心
血管疾患、糖尿病、神経疾患に関連する酵素のような複数種のバイオマーカーに特異的な
ものとしてもよい。ヒトおよび動物の流体試料をマイクロ流体チャンバーに導入し、付着
されたプローブと反応させることができる。このプローブの化学的変化をSERSスペクトル
検出により検出することができる。
【００５９】
　従来、ラマン分光分析を行うには、化学的または生物学的試料をSERS基板に滴下し乾燥
させる。しかし、リアルタイムの生物学的事象は水溶液内でのみ生じうる。本発明の特定
の態様は、静的、動的双方の生化学的反応について擬似生物流体環境における生体分子ラ
マンシグナルの検出を可能にする。
【００６０】
　ナノ構造は、光学的シグナルの増強を提供するために、あるいは検出用に標的分子また
は粒子を捕獲する目的で酵素基質伸長物を固定するために、マイクロ流体流路の表面に設
けてもよい。抗体、アプタマー、DNAまたはRNAオリゴヌクレオチドなどの基質伸長物、お
よびペプチド、多糖、ポリマー、小分子などを含むさらに長い伸長物をチップ内のマイク
ロ流体チャンバーの表面に化学的に結合させることができる。酵素基質伸長物を、物理的
に作製されたナノ構造に結合させ、マイクロ流体チャンバー内でナノバイオハイブリッド
プローブを作製してもよい。
【００６１】
　本明細書において記述される特定の態様には、とりわけ、診断検査および分子診断にお
ける用途がある。例えば、分子診断、および具体的には、がんに関連するバイオマーカー
を検出する分子診断では、小分子代謝体もしくは代謝中間体、核酸、炭水化物、タンパク
質、タンパク質断片、タンパク質複合体および/もしくは誘導体またはそれらの組み合わ
せを含むバイオマーカーを測定する。分光学的検出システムを利用する分析的方法のよう
な化学的アッセイは、そのようなバイオマーカーの検出および定量化において用いること
ができ、小分子、酵素、炭水化物、核酸プローブ、核酸もしくはタンパク質アプタマー、
ペプチド核酸、ペプチド、またはポリクローナルもしくはモノクローナル抗体のような試
験分子とのバイオマーカーの相互作用に関する情報を与えることができる。そのようなア
ッセイ法は、分子診断薬の特定、特徴付けおよび開発中の初期に利用されてもよく、生物
学的試料をアッセイし、かくして患者の健康状態を測定するために、または医学的決断を
支持しうる情報を提供するために用いられる分子診断検査として利用されてもよい。
【００６２】
　特定の態様には、とりわけ、分子治療における用途もある。例えば、薬物標的の特定お
よび特徴付けは、生物学的試料におけるそのような薬物標的の検出および定量化を伴いう
る。分光学的検出システムを利用する化学的アッセイおよび分析的方法は、タンパク質、
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例えば細胞表面タンパク質、細胞外タンパク質、ペプチドホルモン、膜貫通タンパク質、
受容体タンパク質、シグナル伝達タンパク質、サイトゾルタンパク質もしくは酵素、核タ
ンパク質、DNA結合タンパク質、伝令RNAもしくはマイクロRNAを含むRNA分子、および/ま
たはDNAを含む潜在的な薬物標的を検出かつ定量化するために用いることができる。その
ようなアッセイおよび方法は、薬物、例えば小分子、ポリクローナルもしくはモノクロー
ナル抗体、治療用タンパク質もしくは治療用酵素、アンチセンス核酸、低分子干渉RNA、
核酸もしくはタンパク質アプタマー、ペプチド核酸、または他の薬物および潜在的な薬物
との薬物標的の相互作用に関する情報を与えることもできる。そのようなアッセイ法は、
分子治療薬の特定、特徴付けおよび開発中の初期に利用されてもよく、薬物または潜在的
な薬物による処置に対する個々の患者の応答を特定し、かくして医学的決断を支持しうる
有益な情報を提供するために試験のなかで利用されてもよい。
【００６３】
　シリコンウエハは、濃度しか検出できない従来の抗体親和性結合アッセイ基板よりも好
ましい。他の半導体ウエハ(例えば、GaAs、InP、GaP、GaSb、InSb、InAs、CaF2、LaAl2O3
、LiGaO2、MgO、SrTiOq、YSZおよびZnO)をある種の態様において用いることもできる。ウ
エハに適した半導体材料は周期表のII～VI族元素(ZnS、ZnSe、ZnTe、CdS、CdSe、CdTe、H
gS、HgSe、HgTe、MgS、MgSe、MgTe、CaS、CaSe、CaTe、SrS、SrSe、SrTe、BaS、BaSe、Ba
Teなど)およびIII～V族元素(GaN、GaP、GaAs、GaSb、InN、InP、InAs、InSbなど)およびI
V族元素(Ge、Siなど)、ならびにそれらの合金または混合物を含むが、これらに限定され
ることはない。表面コーティングに適した金属および金属酸化物は、Au、Ag、Co、Ni、Fe

2O3、TiO2などを含むが、これらに限定されることはない。表面コーティングに適したカ
ーボンナノ粒子は、例えば、カーボンナノスフィア、カーボンナノオニオン、カーボンナ
ノチューブおよびフラーレンを含む。
【００６４】
　特定の態様では、タンパク質濃度に加え、酵素活性を検出することができる。例えば、
前立腺腫瘍との関連で、現在、前立腺特異抗原(PSA)の濃度が検出されうるが、そのよう
なアッセイは、抗原が活性であるかそうでないかを必ずしも明確にせず、誤解を招く測定
結果を与える可能性がある。本発明のある種の態様の局面は、濃度にだけでなく、活性に
も関する情報をもたらすことを含む。さらに、特定の態様ではチップスキャナの代わりと
なる検出システムも含む。
【００６５】
　特定の態様における流体試料顕微分光法のシステムには通常、マイクロ流体光学デバイ
ス(例えばチップまたは集積回路(IC)部分)と連結している検出器(例えば器具部分)を含ん
でもよい。検出器には、特性決定を行う流体試料に光を透過させるための光源ならびにス
ペクトログラフおよび/または試料の分子による影響を受ける光(例えば蛍光、吸光など)
を分析するための分析ユニットを含むことができる。マイクロ流体光学デバイスは半導体
製造技術を用いて作製することが可能であり、その半導体を保護するため、および流体試
料の入口/出口ポートを収容するためにこれをパッケージしてもよい。
【００６６】
　図1A～図1Fを参照すると、本発明の態様によるシリコンベースの表面増強ラマン散乱(S
ERS)基板デバイスの作製工程の一例が示されている。
【００６７】
　図1Aは、単結晶ウエハ102の上部表面および下部表面への比較的薄い多結晶シリコン層1
04-0および104-1の熱成長を示す。例えば、多結晶シリコン層104-0および104-1は約200 n
m～約400 nm、より具体的には約300 nmというように、約100 nm厚から約500 nm厚の範囲
にできる。
【００６８】
　図1Bは、ウエハ102および多結晶シリコン104-0/104-1を貫通するビアホール116のレー
ザー穿孔または化学的エッチングを示す。エッチング剤は加熱した水酸化カリウムであっ
てもよく、30Wの炭酸ガスレーザーを利用してもよい。1つの態様では、ビアホール116の
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直径/幅を約100μmとしてもよい。もちろん、特定の態様では、これらのビアホールにと
ってあらゆる適切な幅(例えば約80μm～約120μmの範囲、または約50μm～約150μmの範
囲など)を利用することができる。例えば、以下で詳細に説明するように、大きな分子を
マイクロ流体光学チャンバーへ流入させないようにするなどして、フィルタリング機能を
もたらすようにこれらのビアホールの幅を構成してもよい。
【００６９】
　図1Cは、エッチングを施す領域のフォトリソグラフィによるパターニングを可能にする
ため、多結晶シリコン104-0の部分に塗布されるフォトレジスト106を示す。
【００７０】
　図1Dは、シリコンナノ構造110を形成するための多結晶層104-0のプラズマエッチング10
8を示す。プラズマエッチング108には、シリコンナノ構造110の表面に幾何学的形状また
は他の適切な「粗さ」を形成するために、複数の段階を含むことができる。例えば、HBr 
+ O2を含むプラズマ処理を最長約10秒施すことによりナノピラミッドアレイを作製するこ
とができる。HBrによるプラズマエッチングを約10秒～約20秒間行うことで、ナノピラー
アレイを作製することができる。その後、SF6などを含むプラズマエッチングによりピラ
ーから酸化部分を除去することができる。次に、HBrプラズマを用いて約1分～約2分間、
表面にプラズマエッチングを施すことができる。そういった方法により、約50 nm～約200
 nm、より具体的には約100 nmの高さを有するナノピラミッドを形成することができる。
【００７１】
　特定の態様において、あらゆる適切なタイプのナノ構造を実施することができる。以下
で詳細に説明する酵素基質の調節などにより、基質の変化後に固有の、あるいは出現する
特定の周波数の増強に対応するあらゆる形状を利用することができる。その他のナノ構造
の例には、増強特性を有するさまざまな形状、ナノリング、ナノスクエア、ナノワイヤ、
パラレルワイヤ、ナノグルーブなどを含めてもよく、電子ビーム、リソグラフィ、または
あらゆる適切な処理方法を用いてこれらの構造を形成することができる。
【００７２】
　図1Eは、薄膜114の金属堆積112を示す。例えば、堆積される金属114には金、銀、プラ
チナ、パラジウム、銅などを含むことができ、薄膜114の厚さは例えば約20 nm～約60 nm
、より具体的には約40 nmのように、約10 nm～約80 nmの範囲とすることができる。
【００７３】
　図1Fは、層114の平坦な金属被膜表面を形成するためのフォトレジスト106の除去および
金属薄膜化ナノ粒子114のアニール処理を示す。適切なアニール処理温度は約200～300℃
、より好ましくは250℃としてもよい。
【００７４】
　特定の態様における層114の表面は、比較的粗くてもよく、あるいは、鋭利な縁端/先端
などの周辺に増強電磁場を発生させるために、そのような縁端/先端などの他の幾何学的
特性を備えてもよい。
【００７５】
　図2A～図2Fを参照すると、本発明の態様によるSERSチップ上にさまざまな分子プローブ
をプリンティングする工程図が示されている。マイクロコンタクトピンまたは注入器を用
いて、金属で被覆されたナノ構造SERS基板上に、異なる種類のペプチドまたはヌクレオチ
ドを滴下してもよい。形成された酵素基質伸長物はSERS基板表面と共有結合することがで
きる。
【００７６】
　図2Aは、単結晶ウエハ102のいずれかの表面上の多結晶シリコン104-0および104-1、金
属ナノ粒子114、ビアホール116を示す。ペプチドまたはヌクレオチド202-0を滴下するよ
うプローブ204を配置することができる。図2Bは、金属ナノ粒子114とペプチド/ヌクレオ
チドの液滴202-0の共有結合から形成される酵素基質伸長物206-0を示す。
【００７７】
　図2Cは、さまざまな液滴202-1を有するプローブ204の再位置決めを示す。図2Dは、対応
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する酵素基質伸長物206-1を示す。金属ナノ粒子114に結合した多数の酵素基質伸長物を形
成するため、プローブ204の再位置決めは多数回行ってもよい。
【００７８】
　図2Eは、酵素基質伸長物206-0、206-1、206-2、206-3を示す。示すように、次にプロー
ブ204の再位置決めを行い、液滴202-4を遊離することができる。図2Fは、液滴202-4に対
応する伸長物206-4を含む、SERS基板チップ210における酵素基質伸長物の完成した一群を
示す。さらに、それぞれの酵素基質伸長物の周辺で電磁場を変化させてもよく、金属114
は特定の周波数の電磁励起または光子励起を増強させるものとして使用してもよい。
【００７９】
　図3Aおよび図3Bを参照すると、本発明の態様によるマイクロ流体分子診断デバイスの組
立工程の一例ならびに完成組立体の一例が示されている。一般に、これらの別個のユニッ
トを組立工程に含むことができる。上部層はポリジメチルシロキサン(PDMS)部分306-0お
よび流体試料の入口302および出口304により形成することができる。光学装置または器具
部分は入口/出口流路(例えば上部側)に対してチップの反対側(例えば下部側)に配置して
もよいため、光学的分析の状態に干渉することなく、入口流路および出口流路を設置する
ことについてはかなりの余裕がある。中央部のユニットには酵素基質伸長物を有するSERS
基板チップ210を含むことができる。下部層にはマイクロ流体流路を設けるために、PDMS
部分306-1および透明窓310を含むことができる。
【００８０】
　特定の態様では、透明窓310は通常比較的薄いため、窓への吸収による光学損失を最小
限に抑えることができる(例えば約10%未満)。一般的な窓の実装は約1～3 mm厚の範囲とす
ることができるが、特定の態様ではそのような窓の厚さを約200μm～約300μmとすること
もできる。さらに、特定の態様における透明窓は光のスペクトルを通す適切な物質(例え
ばSiO2、PDMS、環状オレフィンコポリマー(COC)ポリマー、またはあらゆる紫外(UV)透過
プラスチックなど)により形成することができる。
【００８１】
　図3Bは、組み立てられた発見ツールデバイスの一例を示す。図3Aに示す3個の別個のユ
ニットを結合して図3Bの組立体にするのに、シリコン表面上(例えば多結晶シリコン層104
-0、104-1)にある二酸化ケイ素とPDMS表面上(例えば306-0および306-1)にある活性シロキ
サン基との共有結合を利用することができる。組立には、入口302から受け取られ、出口3
04から排出される流体試料の分析を行うためのマイクロ流体光学チャンバー318の作製を
含むこともできる。
【００８２】
　一般に、特定の態様は、集積回路(IC)部分210ならびに下記でさらに詳しく解説する器
具部分を含むことができる。透明窓310は器具部分からIC部分210を分離するのに使用して
もよい。IC部分には半導体物質102と、そこに入口ポート302および出口ポート304を設け
るためのビアホール116を含むことができる。半導体物質102にはシリコン(Si)、ゲルマニ
ウム、二酸化ケイ素、砒化ガリウム(GaAs)のような適切な半導体物質を含むことができる
。ウエハの適切な半導体物質には、周期表のII～VI族(ZnS、ZnSe、ZnTe、CdS、CdSe、CdT
e、HgS、HgSe、HgTe、MgS、MgSe、MgTe、CaS、CaSe、CaTe、SrS、SrSe、SrTe、BaS、BaSe
、BaTeなど)、III～V族(GaN、GaP、GaAs、GaSb、InN、InP、InAs、InSbなど)、IV族(Ge、
Siなど)の元素およびそれらの合金または混合物を含むが、これらに限定されることはな
い。
【００８３】
　特定の態様では、同時に入口へ注入される異なる化学物質および/または複数の成分の
リアルタイム反応を観察できるように、光学チャンバー318における試料溶液の混合を制
御することができる。さらに、入口302および/または出口304はあらゆる適切なタイプの
管(例えばプラスチック管)に連結することができ、ビアホールの直径は約100μm～約1 mm
の範囲とすることができる。さらに、入口および出口の流路またはポートのサイズは変更
できるため、特定の用途に応じて、異なる試料量、分子サイズなどを可能にすることによ
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り、フィルタリング機能を提供する。
【００８４】
　1つの態様では、スルーホールはマイクロ流体光学チャンバー318内を流れる流体試料の
ための管路を提供できるため、その流体処理ユニットをマイクロスケール光学チャンバー
が配置されている側ではなく、シリコンチップの側に設置することができる。流体処理ユ
ニット(例えばリザーバ、コネクター、管、またはポンプ)がマイクロスケール光学チャン
バーを遮らないので、光学システムはチャンバー318を十分照射できる。また、特定の態
様におけるチャンバー318は、さまざまな酵素基質伸長物206に対応するために、例えば約
500μm～約2 cm、より具体的には約1 cmのように、約10μm～約10 cmの範囲で長さを延長
してもよい。チャンバー318の深さは、μLまたはμL以下の試料量を提供するために約10
μm～約200μmの範囲とすることができる。例えば、チャンバー318は約0.10μL～約2μL
の範囲で流体の試料量を保持することができる。
【００８５】
　入口302および/または出口304は、複数流路の経路設定が可能な場合、複数流路に連結
させてもよく、また、ロボットによる容易な導入ができるように(例えばそういった導入
にとって標準的な距離を設けるために)、アレイフォーマットの中に配置してもよい。ポ
リマー結合層は組立に使用されてもよく、適切な軟性および硬性プラスチックの層を含ん
でもよい(例えばPDMS、エポキシ、粘着性ゴム、金属など)。シリコンデバイスの表面はプ
ラズマ増強化学気相成長(PECVD)または電子ビーム蒸着によって酸化させてもよい。さら
に、シーリング材(例えばエポキシ、PDMS、ゴム、ガラス、石英など)で上部を覆うととも
に、流体処理パッケージで本構造の左端および右端を取り囲むことができる。
【００８６】
　図4Aを参照すると、本発明の態様による2流路デバイスを作製するためのマイクロ加工
マスクの平面図例が示されている。この例では、シリコンウエハ402をデバイスマスキン
グ、入口/出口リザーバ404マスキング、マイクロ流体光学チャンバー406マスキング、ビ
アホールマスキングの層により定義することができる。図4Bのマスク構造の拡大平面図に
示されるように、ビアホールマスキング層408はマイクロ流体光学チャンバー406の端部に
かつ入口/出口リザーバ404のマスキング層内に並置することができる。
【００８７】
　図5Aおよび図5Bを参照すると、本発明の態様によるマイクロ流体SERSチップの一例にお
けるプロテアーゼおよびヌクレアーゼバイオマーカー検出の原理が示されている。SERS基
板表面114上のさまざまなタイプの線は、206-3および206-4のようなペプチド/ヌクレオチ
ド酵素基質伸長物を示す。三角形のペア(例えば502および504)は、生物流体試料中のプロ
テアーゼおよび/またはヌクレアーゼバイオマーカーの例を示す。
【００８８】
　図5Bは、510(バイオマーカー酵素502および504の導入)、512(バイオマーカー酵素502お
よび504と酵素基質伸長物206-3および206-4の特異的結合)、514(酵素基質伸長物の限定的
切断)、516(変化した酵素基質伸長物206-3'および206-4'を残すための反応残留物の洗浄)
という一連の順序に従うバイオマーカー酵素反応の工程分解図である。
【００８９】
　図6Aおよび図6Bを参照すると、本発明の態様によるマイクロ流体SERSチップの別の一例
におけるキナーゼバイオマーカー検出の原理が示されている。SERS基板表面114上のさま
ざまなタイプの線は、206-1および206-2のような酵素基質伸長物の例を示す。三角形のペ
ア(例えば602および604)は生物流体試料中のキナーゼバイオマーカーを示す。基質伸長物
は酵素に限定されることはないが、本明細書で言及されるさまざまな他の分子、例えば、
抗体、アプタマー、DNAまたはRNAオリゴヌクレオチド、より長い伸長物(非酵素ペプチド
、多糖、ポリマー、小分子など)を含んでもよく、それらはいずれも流入する生物流体試
料中の分子により作用および/または変化を受ける可能性があることに注意する。そうい
った基質伸長物はいずれも、チップにあるマイクロ流体チャンバーの表面に化学的に結合
する能力を有する。同様に、602および604は必ずしも本発明のすべての態様における酵素
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バイオマーカーを示すものではない。むしろ、分析対象となる流入バイオマーカーは、核
酸(DNAおよびRNA)、その他の非酵素タンパク質、ペプチド、糖/炭水化物、代謝産物、小
化合物を含んでもよい。
【００９０】
　図6Bは、610(バイオマーカー酵素602および604の導入)、612(バイオマーカー酵素602お
よび604と酵素基質伸長物206-1および206-2の特異的結合)、614(酵素基質伸長物のリン酸
化606)、616(反応残留物の洗浄)という一連の順序に従う、バイオマーカー酵素反応の例
の工程分解図である。
【００９１】
　図7Aを参照すると、本発明の態様による一体型ウェルプレートおよびシリコンマイクロ
流体デバイス構造の平面図例が示されている。図7Bは、図7Aの構造例の断面図を示す。シ
リコンデバイス704の上にマイクロ流体ネットワーク層(例えばPDMS)706およびウェルプレ
ート702を置いてもよい。したがって、そういった多重流路バージョンは、マイクロ流体
流路またはルーティング層の構造の上部へ貫通するアクセスホールを備えることが可能で
ある。この方法では、マイクロ流体光学チップを標準マイクロウェルプレートの寸法に適
合しうる96ウェル、384ウェル、1536ウェルなどのマイクロウェルプレートと一体化させ
ることができる。マイクロ流体光学チップとマイクロウェルプレートの組立体は標準ロボ
ット流体処理システムに適合するものであってもよい。
【００９２】
　図8を参照すると、本発明の態様によるマイクロ流体プロテアーゼ/ヌクレアーゼバイオ
マーカー診断デバイスにおける蛍光検出システムの構成の一例が示されている。それぞれ
のペプチド/ヌクレオチドの遊離した末端にある蛍光酵素基質伸長物をタンパク質分解/核
酸分解反応により除去してもよく、バイオマーカー診断の光学的標識として使用してもよ
い。
【００９３】
　この方法では、酵素基質伸長物は試料溶液中の酵素に標的を提供することができ、それ
によってプロテアーゼが動的に認識して付着した後、触媒作用が生じうる。したがって、
特定の態様では、化学的反応は酵素基質伸長物(例えば206-3、206-4など)において生じる
。対照的に、従来の方法では一般的に表面上のDNAプローブを含み、このプローブは溶液
中の他のDNAを測定するが、基質を実際に変化させることなく、代わりに結合または認識
の結果を提供する。特定の態様では、初期の結合が生じるが、この後に触媒作用が観察さ
れることもある。これは、分析対象となる溶液中の酵素が効率的に基質を変化させる(例
えば、基質からリン酸基を除去することによって)という事実が原因である。
【００９４】
　図8において、光源802は蛍光励起フィルター814を用いてフィルタリングされた光ビー
ムを提供できる。次に、フィルタリングされた光ビームをダイクロイックミラー822によ
り反射させ、集束のために対物レンズ820を透過させて、光学透明窓310よりマイクロ流体
光学チャンバー318へ入射させることができる。光源802は、白色光、レーザー光(例えば
可視レーザー、紫外(UV)レーザー、近赤外(IR)レーザーなど)、発光ダイオード(LED)、ス
ーパールミネッセントダイオード、偏光、ハロゲンランプが発する光、連続またはパルス
キセノンランプ、水銀光源、アルゴン光源、重水素光源、タングステン光源、重水素-タ
ングステン-ハロゲン混合光源などの適切な形態の光であり得る照明/励起光ビームを提供
することができる。一般に、流体が入口ポート302を通して受け取られ、出口ポート304を
通して排出できる場合、マイクロ流体光学チャンバー318は特性決定の対象となる流体ま
たは試料の分子を収容することができる。
【００９５】
　マイクロ流体光学チャンバー318内で、選択された酵素基質伸長物から光が反射される
と、吸光は対物レンズ820により生じ、ミラー822を通過して、蛍光発光フィルター824に
送られ、検出器830で受け取ることが可能である。検出器830には、受け取った光ビームに
含まれるさまざまな波長を分析するための電荷結合デバイス(CCD)を含んでもよい。この
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方法では、検出器830で受け取った蛍光および/または吸光の分析に基づき、チャンバー31
8で確認される試料の1以上の特性を決定することができる。さらに、以下で詳細に説明す
るように、本明細書で提示される光学チャンバーが微小寸法であることから、複数の個々
の光学チャンバーを1個のチップに組み込むことが可能であり、それによって、2、96、さ
らには384もの試料を用いたマルチプレックス分光法を行うことが可能である。
【００９６】
　図9を参照すると、本発明の態様によるマイクロ流体プロテアーゼ/ヌクレアーゼおよび
/またはキナーゼ/ホスホリラーゼバイオマーカー診断デバイスの一例におけるラマン検出
システムの構築の一例が示されている。それぞれのペプチド/ヌクレオチドの遊離した末
端にあるラマン酵素基質伸長物は、タンパク質分解/核酸分解反応の結果として除去する
ことができる。また、それらをリン酸化/脱リン酸化反応によって変化させてもよい。し
たがって、それらをバイオマーカー診断の光学的標識として使用してもよい。
【００９７】
　この特定の例では、ポイント検出法により1度に1個の酵素基質伸長物の検出が可能とな
る。したがって、マイクロ流体光学デバイスおよび/または関連器具をそれぞれの酵素基
質伸長物を検出するために平行移動させてもよい。さらに、他のマイクロ流体光学デバイ
ス(例えば図4Aに示すように配置されたもの)も、器具部分を平行移動または角回転させる
ことにより利用することができる。ここで、器具部分にはレーザー902を含み、これはミ
ラー906から反射させるためのレーザービームを照射することができる。ビームスプリッ
ター908はミラー906から反射されたレーザービームを受け取ることができ、レンズ904を
通してスプリットビームをマイクロ流体光学チャンバー318に入射させてもよい。反射光
はレンズ904を通して戻り、ビームスプリッター908、ミラー912、ミラー910を通過し、分
光計914に入射して分析される。
【００９８】
　この例では、分光計914は反応を示さないスペクトルまたは波長範囲を示すが、異なる
スペクトルは特定の酵素基質伸長物上で反応が生じたことを示すこともある。反応が生じ
たかどうかの判定、または流体試料の別の特徴の決定には、新しいピークの出現、既存の
ピークの消失、既存のピークの変化、複数のピークの合体、ピークの分割、または分光計
での測定が可能なあらゆる変化を含むことができる。この方法では、酵素基質伸長物およ
び周辺領域の光学的および/または電磁的特性を用いて、化学的変化を検出することが可
能である。したがって、特定の態様では酵素基質の蛍光標識を必要としなくてもよい。そ
のような態様では、化学的特性、電磁的特性、音響的特性、または観察に関する複雑な情
報を有するあらゆる適切な特性の検出が利用される。
【００９９】
　観察可能な変化は比較的微細なものである場合もあるため、酵素基質伸長物(例えば206
-3、206-4など)付近の局所的電磁場を増強し、それによって検出を向上させるために、適
切なナノ構造の組み合わせ(例えば層114の表面上のナノピラミッド)を加えてもよい。さ
らに、標識段階を必ずしも利用せず、特定の態様における分析をリアルタイムで行っても
よい。この理由は、基質が精製を必要としなくてもよいため、そして、あらゆる蛍光反応
の発生に時間を必要としなくてもよいためである。
【０１００】
　1つの例では、腫瘍が血液で転移することがあり、腫瘍は正常細胞に比較してキナーゼ
活性プロファイルに影響を与える。キナーゼ活性を測定することにより、がんの特定の分
類または病期を明らかにすることができるため、例えば適切な化学療法および/または免
疫療法によりがんの処置を行うことが可能である。がんでは、特定のプロテアーゼがアッ
プレギュレートされることがある。また、これらは変化した酵素特性を呈することもあり
、請求項記載の発明の特定の態様を用いて同特性を同定することができる。生検材料を溶
液に入れ、中性洗剤を使用して細胞を溶解し、溶解物における分析にμL範囲の容量を提
供することができる。溶解物には多数の酵素(例えばプロテアーゼ、ヌクレアーゼ、キナ
ーゼ、ホスファターゼなど)を含んでもよい。さまざまな酵素を観察するために、それに
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対応してさまざまな酵素基質伸長物をマイクロアレイに配置する(例えば図4Aの配置を参
照)。複数の酵素反応を同時に測定するために、それぞれ異なる酵素基質伸長物をマイク
ロアレイに配置してもよい。さらに、請求項記載の発明の特定の態様は、酵素反応に加え
て結合反応を測定することもできる。そのような態様では、例えば、表面プラズモン共鳴
(SPR)を用いて、タンパク質とタンパク質の結合および/または相互作用を検出してもよい
。
【０１０１】
　本発明の特定の態様は、抗体に応じてスペクトルシグネチャが異なる可能性があるため
(例えば、切断など異なる事象のピーク、異なる化学的反応、結合および/または認識事象
)、抗体アレイを利用してもよい。特定の態様では、実質的な処理または試料調製を行わ
ずに使用できるあらゆるプラズマまたは流体(例えば唾液、尿、髄液など)を分析すること
ができる。しかし、干渉の可能性がある流体構成要素のため、調製された試料ではそれに
対応する未調製試料に比較してプロセスの測定が改善される可能性がある。分光計914は
比較的広い範囲に対応し、妨害バックグラウンドノイズからの測定可能なシグナルの分離
を可能にしている。
【０１０２】
　図10を参照すると、本発明の態様によるマイクロ流体プロテアーゼ/ヌクレアーゼバイ
オマーカー診断デバイスにおけるハイスループットなラマン検出システムの構成の一例が
示されている。点状レーザー励起を線状レーザー励起に変換するために、高速走査ミラー
1006を光路で使用してもよく、それによってSERS基板表面上の複数の酵素基質伸長物を励
起することができ、2次元スペクトログラフ1014を用いて1回に基質伸長物のSERSスペクト
ルを記録することにより、これらの基質伸長物を同時に検出することができる。
【０１０３】
　上述のように、特定の態様にはさまざまな酵素基質伸長物を一つずつ走査するために走
査プラットフォームを含んでもよい。器具部分の1以上の構成材のための移動台とともに
、走査ミラー1006が含まれる。高精度を期すため、そのそれぞれをモーター駆動式として
もよい。さらに、特定の態様は分析対象となる酵素基質伸長物に対する適正な光ビーム位
置調整のために、自動焦点および/または他のパターン認識を含むことができる。
【０１０４】
　特定の態様では、光の入射角をコンピュータフィードバック制御により微調整するため
に、デジタル光処理(「DLP」)デバイスを使用することができる。例えば、図10に示す構
成例に記載の走査ミラー1006をそういったDLPと置き換えることも可能である。
【０１０５】
　SERSに加えて、例えば、機械的、電磁および/または光学的など、散乱の他の分光法モ
ジュールおよび/またはタイプを用いることができる。例えば、測定対象となる分子の内
部周波数に関して回転または反転を測定するのに、さまざまな周波数の電磁方式または音
響方式およびIRを使用してもよい場合、分子の振動はさまざまな化学的反応により変化す
る可能性がある(例えば電磁波周波数のように、非常に低いものから高いものまで)。
【０１０６】
　図11を参照すると、本発明の態様によるキナーゼバイオマーカー検出におけるペプチド
プローブのラマンシグナル増強の一例が示されている。特定の態様におけるSERS基板には
ポリシリコンおよび金属が含まれるため、図示された基質伸長物を有する基板は導電性で
ある。リン酸化検出については、正の直流電圧をSERS基板(例えば金属部分114)に印加し
てもよく、負の直流電圧を関連する反応バッファに印加することもできる。1102では、負
電荷のキナーゼ酵素を正電荷のペプチドに近づける一方で、正電荷のペプチド伸長物を反
発させてまっすぐにさせてもよい。1104では、キナーゼ酵素はその近接性によりペプチド
に結合できる。1106では、リン酸化反応後、ペプチドは負電荷のリン酸基を有しているた
め、SERS基板表面に引き付けられ、一方、キナーゼ酵素は負電荷を失い、反発される可能
性がある。リン酸化反応後に生じるペプチドの比較的大きな立体配置的変化は、分析対象
となるSERSスペクトルのより劇的な変化を誘起する可能性が高い。
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【０１０７】
　検出または器具モジュールにおいて、供給される光の吸光および/または蛍光を分析す
ることができる。一般的に、蛍光は励起光よりも波長が長い。特定の態様は、励起波長が
発光波長よりも長い場合、光子励起または多光子励起を補助することができ、さらに別個
のフィルターを利用してもよい落射蛍光の利用も補助することができる。
【０１０８】
　特定の態様は、散乱光の測定にも対応可能である(例えばX線小角散乱分光法)。円二色
性(CD)の利用における偏光を用いて測定を行うこともでき、これにより試料分子の角度の
動きの反応程度が測定される。フーリエ変換赤外分光(FTIR)の使用ならびにラマン散乱お
よび発光において、蛍光の寿命を測定することもできる。
【０１０９】
　特定の態様では、SPRおよび核磁気共鳴(NMR)分光法にも対応可能である。そういった用
途においては、照明窓は光学的にポンピングされた超偏光を受け取ることができ、そのよ
うな光学的ポンピングは光学的実現とともに一般に近接して生じる。NMRは一般に測定に
均質な場を利用してもよいが、これは磁場が逆転しうる場合、この方法が通常金属コイル
を使用するからであり、チャンバー318の周辺に磁場が存在する場合、光学的ポンピング
はチャンバー318を介することも可能である。この方法では、マイクロ流体光学チャンバ
ーを光学的に活性化できる。
【０１１０】
　材料の試料を操作するため、その他の電磁源をマイクロ流体光学チャンバーに組み込む
こともできる。例えば、特定の態様は熱性、電磁性、光学性、誘電性、不均質性などの試
料の物理的特性の操作を行うことができる。
【０１１１】
　本発明の特定の態様の別の局面は、シリコン物質102の比較的高い熱伝導性を伴うため
、熱デバイス(加熱および/または冷却)と連結することにより、チャンバー318の温度を制
御することが可能となる。例えば、室温においてだけではなく、約0℃もの低温から最高
約300℃において、またはそれ以外の場合は試料物質自体の限界による定めに応じて、金
属ブロックまたは金属接合を使用して試料物質を測定することができる。したがって、タ
ンパク質が活性である場合、高温における変性を防ぐために、試料の測定を約37℃で行う
ことができる。別の態様では、耐熱性酵素(例えばTaqポリメラーゼ、好熱性微生物から分
離または作製された他の耐熱性酵素)によりさらに高温(例えば最高約99℃)での測定が可
能である。このタイプの測定は、比較的大規模な加熱/冷却部品を連結せずに標準キュベ
ットを用いる場合、可能ではないこともある。
【０１１２】
　特定の態様において、そういった温度制御および関連する検出ユニットをマイクロ流体
光学デバイスと一体化させることができる。例えば、そういった一体型温度制御および検
出ユニットはペルチェ接合型加熱器または金属線抵抗加熱器とすることができる。この方
法により、タンパク質の熱変性を防ぐための比較的低温やポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を
使用したリアルタイム遺伝子増幅のための高温のように、さまざまな温度における試料の
熱サイクル分析が可能となる。
【０１１３】
　この方法では、チャンバー318における温度に対する化学的、生物学的、および/または
物理的反応の測定に対応することができる。化学純度を測定するための化学物質の融点の
測定のように、あらゆる温度依存性特徴を分離することが可能である。さらに、いくつか
の用途にはカメラを含んでもよい。PCRは反応の蛍光の観察とともに(例えば約10ミリ秒/
フレーム～約1秒/フレーム)、リアルタイムのPCRシグナルを観察するためにサイクル温度
(例えば約55℃～約95℃)を含むことができる。さらに、本発明の特定の態様のマイクロ流
体光学チャンバーを用いて、ヌクレアーゼ、プロテアーゼ、キナーゼ、ポリメラーゼ、グ
リコシラーゼ、トポイソメラーゼ、リガーゼ、ホスファターゼなど、これらに限られるも
のではないが、あらゆる数のさまざまな酵素の濃度および活性を測定することができる。
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【０１１４】
　図12を参照すると、本発明の態様によるマイクロ流体光学デバイスにおける構造の作製
方法の一例のフロー図が示されている。フローは(1202)から始まり、単結晶シリコンウエ
ハの各側面に多結晶シリコン層を堆積させることができる(1204)。次に、例えば、化学的
エッチングまたはレーザー穿孔により、ビアホールを形成することができる(1206)。次に
、続いてエッチングを施すウエハの前面の領域に対し、フォトリソグラフィを用いてパタ
ーニングを施すことができる(1208)。次に、パターニングを施した領域において、シリコ
ンナノ構造にエッチングを施すことができる(例えばプラズマを使用して)(1210)。例えば
、そのようなナノ構造はナノピラミッドアレイのような適切な形状の表面の粗さを提供す
ることができる。次に、エッチングを施した領域に金属(例えば金、銀など)を堆積させる
ことができる(1212)。残りのフォトレジストを除去することができ、薄い金属ナノ粒子に
アニール処理を施すことができ(1214)、フローが完了する(1216)。
【０１１５】
　図13を参照すると、本発明の態様による流体試料の特徴の発見のためのデバイスを作製
する方法の一例のフロー図が示されている。フローは(1302)から始まり、少なくとも1つ
の酵素基質伸長物を、金属で被覆されたナノ構造表面に配置してもよい(1304)。マイクロ
流体光学チャンバーに伸長物が存在できるように、酵素基質伸長物を含む構造を逆さにす
ることができる(1306)。次に、入口および出口ポートを有する上部層を構造に結合させる
ことができる(1308)。次に、マイクロ流体分析用の光学チャンバーを有する発見デバイス
を形成するために、構造に対して透明窓を有する下部層をそこに結合させることができ(1
310)、フローが完了する(1312)。
【０１１６】
　図14を参照すると、本発明の態様による流体試料分析用の発見デバイスの使用方法の一
例のフロー図が示されている。フローは(1402)から始まり、流体試料を分析のためにマイ
クロ流体光学チャンバー内に受け取ることができる(1404)。次に、マイクロ流体光学チャ
ンバーの透明窓を通して励起光(例えばレーザーから)を酵素基質伸長物に提供することが
できる(1406)。次に、酵素基質伸長物からの戻り光(return light)を受け取ることができ
る(1408)。例えば、そのような戻り光を集光するのにレンズ、ミラー、スプリッターを利
用することができる。次に、戻り光を分析し(例えば分光計またはスペクトログラフを使
用して)、酵素基質伸長物を変化させる反応が生じたかどうかを判定することができ(1410
)、フローが完了する(1412)。
【０１１７】
　図15を参照すると、本発明の態様による高速システムを使用する方法の一例のフロー図
が示されている。電動式回転式ガルボミラー(1506)によりSERS表面上の複数の組み合わせ
の高速な走査が可能になる。それぞれの組み合わせはさまざまな生体分子により結合され
てもよく(1518)、例えば、関心対象の酵素または他の分子により標的とされてもよい。レ
ーザーなどからの励起光(1502)がミラー(1504)に接し、回転式ガルボミラーに転送される
(1506)。ここから光がダイクロイックミラー(1508)へ通過し、対物レンズ(1510)を透過す
る。ラマンフィルター(ロングパス)(1512)はスペクトログラフ(1514)の前に置く。それぞ
れの生体分子(1518)はチップ表面(1516)に結合する。
【０１１８】
　図15に描かれているように、特定の態様には、表面に結合された生体分子が含まれる。
例えば、そのような生体分子は核酸(DNAおよびRNA)、タンパク質、ペプチド、糖/炭水化
物、代謝産物および小化合物を含むことができる。さらに、表面に結合された生体分子お
よび化学分子は、生化学的アッセイの微小規模アレイを形成するようにパターニングされ
てもよい。さまざまな生化学的ライブラリがコンビナトリアル検出のためマイクロ流体光
学チャンバーの表面に堆積されてもよい。官能基は反応基を含むことができる。官能基は
、2つまたはそれ以上の異なる機能的標的(例えば、ペプチド、タンパク質、巨大分子、表
面コーティング/表面など)と結合を形成できる2つの反応基を有する二官能性架橋剤を含
むこともできる。いくつかの態様では、二官能性架橋剤は、2つの異なる反応基を有する
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ヘテロ二官能性架橋剤である。表面への生体分子の共有結合を可能とするために、適した
反応基は、例えば、チオール(-SH)、カルボキシレート(COOH)、カルボキシル(-COOH)、カ
ルボニル、アミン(NH2)、ヒドロキシル(-OH)、アルデヒド(-CHO)、アルコール(ROH)、ケ
トン(R2CO)、活性水素、エステル、スルフヒドリル(SH)、ホスフェート(-PO3)または光反
応性部分を含む。アミン反応基は、例えば、イソチオシアネート、イソシアネート、アシ
ルアジド、NHSエステル、スルホニルクロリド、アルデヒドおよびグリオキサル、エポキ
シドおよびオキシラン、カルボネート、アリール化剤、イミドエステル、カルボジイミド
、ならびに無水物を含むことができる。チオール反応基は、例えば、ハロアセチルおよび
アルキルハライド誘導体、マレイミド、アジリジン、アクリロイル誘導体、アリール化剤
およびチオール-ジスルフィド交換試薬を含む。カルボキシレート反応基は、例えば、ジ
アゾアルカンおよびジアゾアセチル化合物、例えばカルボニルジイミダゾールおよびカル
ボジイミドを含む。ヒドロキシル反応基は、例えば、エポキシドおよびオキシラン、カル
ボニルジイミダゾール、ペリオデートによる酸化、N,N'-ジスクシンイミジルカルボネー
トまたはN-ヒドロキシルスクシミジル(hydroxylsuccimidyl)クロロホルメート、酵素的酸
化、アルキルハロゲンおよびイソシアネートを含む。アルデヒドおよびケトン反応基は、
例えば、シッフ塩基形成または還元アミノ化のためのヒドラジン誘導体を含む。活性水素
反応基は、例えば、マンニッヒ縮合およびヨウ素化反応のためのジアゾニウム誘導体を含
む。光反応性基は、例えば、アリールアジドおよびハロゲン化アリールアジド、ベンゾフ
ェノン、ジアゾ化合物ならびにジアジリン誘導体を含む。
【０１１９】
　1つの態様では、ヘテロ二官能性架橋剤は、基質ペプチドと相互作用しうる複素環を形
成する2つの異なる反応基を含む。例えば、システインのような、ヘテロ二官能性架橋剤
は、誘導体化ペプチドのアルデヒドと相互作用するアミン反応基およびチオール反応基を
含むことができる。ヘテロ二官能性架橋剤のための反応基のさらなる組み合わせは、例え
ば、アミンおよびスルフヒドリル反応基、カルボニルおよびスルフヒドリル反応基、アミ
ンおよび光反応基、スルフヒドリルおよび光反応基、カルボニルおよび光反応基、カルボ
キシレートおよび光反応基、ならびにアルギニンおよび光反応基を含む。
【０１２０】
　同様に特定の態様では、マイクロ流体光学チップは、自動的に運搬され、関連した分光
学的結像システムと整列されてもよい。例えば、そのような輸送および/または整列は、
コンピュータにより最適化アルゴリズムを用いて制御することができる。同様に、特別な
マーカーがマイクロ流体チップに含まれてもよく、自動パターン認識において用いられて
もよい。
【０１２１】
　ある種の態様では、マイクロ流体光学チャンバーに電位差を印加して、キャピラリ電気
泳動システムを形成できるようなチャネルに集積された電極を提供することもできる。ひ
いては、例えば、電気泳動および等電点電気泳動を用いたDNAおよびタンパク質の分離を
実現することができ、生体分子の光学スペクトルをリアルタイムでモニターすることがで
きる。
【０１２２】
　同様にある種の態様では、マイクロ流体光学チャンバー内の内容物は、液体ではなく、
気相材料であってもよい。気体の光学的特性をリアルタイムで継続的に測定またはモニタ
ーすることができる。例えば、空気中の微粒子の濃度をモニターすることができる。
【０１２３】
　ある種の態様では、抗体をチップ表面に結合させる。試料中の対応抗原の存在および/
または濃度を測定することができる。がん診断を対象にする態様では、ある種のがんバイ
オマーカーに特異的な抗体を表面に結合させる。受容体チロシンキナーゼの中には、ヒト
のがんに最も高い頻度で関係している、EGFRおよびerb B2を含むEGF受容体遺伝子ファミ
リーがある。例えば、ヒト胃がんの場合にEGFRおよびerb B2の増幅が、それぞれ約3～5%
および10～20%で確認されている(Albino et al., (1995) Eur. J. Surg. Oncol., 21:56-
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60; Sato et al., (1997) Pathol. Int., 47, 179-182; Hung and Lao, (1999) Semin. O
ncol., 26:51-59)。腸型胃がんの場合にはガストリンおよびerb B2の同時増幅が報告され
ている(Vidgren et al., (1999) Genes Chromosomes Cancer, 24, 24-29)。このように、
ガストリンのレベル上昇を伴ったEGFRおよびerb B2タンパク質のレベルの増加は、腸がん
を示している。本発明の感度は、これらのタンパク質のレベルのわずかな増加の検出を容
易にする。大部分の胃がんは一層深刻な段階に進むまで診断されないので、この感度改善
は意義深い。さらに、本発明の方法におけるタンパク質レベルの測定は、わずかな試料容
量を必要とするだけであり、生検試料の検査に適している。本発明で用いるのに適した多
くの抗体がAbCam、BioMol、Sigmaなどのような製造供給元から市販されている。
【０１２４】
　特定の態様では、酵素活性および濃度を検出することもできる。酵素に対する基質を表
面のナノ構造に結合し、酵素を含む試験試料を、触媒反応の発生につながる条件において
基質に通す/基質とともにインキュベートする。基質は、プロテアーゼ、キナーゼ、ホス
ファターゼ、ヌクレアーゼ、メチルトランスフェラーゼ、アセチルトランスフェラーゼ、
アシルトランスフェラーゼ、トランスアミナーゼ、グリコシルトランスフェラーゼなどに
対するものでありうる。
【０１２５】
　基質は、典型的には、長さが少なくとも約4残基から約10、30、50、200または500残基
に及ぶ。したがって、プロテアーゼに対する基質は約4アミノ酸であり、約50、200または
500アミノ酸までであってよい。そのような基質は、酵素によって認識される1つまたは複
数の認識配列を持ってもよい。そのような基質はさらに、非天然のアミノ酸、ヌクレオチ
ド、および/または糖残基で構成されてもよい。さらに、そのような基質は、官能基を付
加または除去するために酵素または化学的過程によって修飾されてもよい。
【０１２６】
プロテアーゼ活性の検出
　特定の態様では、本発明は、プロテアーゼ活性を検出するために用いられる。プロテア
ーゼは正常な細胞機能の維持に必要であるだけでなく、さまざまなヒト疾患の発病の中核
をなすことも多い。寄生虫感染症、真菌感染症、ウイルス感染症、がん、炎症性疾患、呼
吸器疾患、心血管疾患および神経変性疾患は進行のためにはタンパク質分解活性を要する
。プロテアーゼ濃度および/または活性の検出は、疾患の存在または可能性に対する診断/
予後診断マーカーとして価値がある。さらに、プロテアーゼ活性の阻害の検出は、いくつ
かの病態の処置のためのプロテアーゼ阻害剤をスクリーニングする際に有用である。
【０１２７】
　本発明によって検出および/または定量化できる「プロテアーゼ」は、典型的には、タ
ンパク質/ペプチドにおける一対のアミノ酸の間のペプチド結合を加水分解し、より短い
タンパク質/ペプチドを産生する酵素である。この活性はタンパク質分解ともいわれる。
タンパク質/ペプチド基質のタンパク質分解は、SERS、電磁共鳴測定または音響測定によ
って得られたスペクトルの変化により検出可能である。プロテアーゼは、典型的には、酵
素の触媒中心における求核基を参照することによって定義される。最も一般的な求核基は
、セリン、アスパラギン酸およびシステインの側鎖から生じる。したがって、プロテアー
ゼは、セリンプロテアーゼ(Paetzel et al. (1997) Trends Biochem. Sci. 22:28-31)、
アスパルチルプロテアーゼ(Spinelli et al. (1991) Biochemie 73: 1391-1396)およびシ
ステインプロテアーゼ(Altschuh et al. (1994) Prot. Eng. 7:769-75, 1994)のようなプ
ロテアーゼファミリーに分類される。メタロプロテアーゼは、通常、触媒中心に亜鉛触媒
金属イオンを含む(Klimpel et al. (1994) Mol. Microbiol. 13: 1093-1100)。
【０１２８】
　「プロテアーゼ認識部位」は、特定のプロテアーゼによって加水分解される一対のアミ
ノ酸を含んだペプチドまたはタンパク質におけるアミノ酸の配列である。プロテアーゼ認
識部位におけるアミノ酸の特定の配列は、プロテアーゼの活性部位における官能基の性質
によって定義されるプロテアーゼの触媒機構に典型的には依存する。すなわち、トリプシ
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ンのようなプロテアーゼは、ペプチド/タンパク質の長さまたはアミノ酸配列とは無関係
に、そのカルボニル官能基がリジンまたはアルギニン残基のいずれかによって与えられる
ペプチド結合を加水分解する。その他のプロテアーゼは、より高い特異性を有し、例えば
、第Xa因子は配列Ile-Glu-Gly-Argを認識し、ArgのC末端側のペプチド結合を加水分解す
る。
【０１２９】
　種々の好ましいプロテアーゼ認識部位は、セリンプロテアーゼファミリー由来のプロテ
アーゼ、もしくはメタロプロテアーゼ由来のプロテアーゼ、もしくはシステインプロテア
ーゼ由来のプロテアーゼ、ならびに/またはアスパラギン酸プロテアーゼファミリー由来
のプロテアーゼ、および/もしくはグルタミン酸プロテアーゼファミリー由来のプロテア
ーゼに対するプロテアーゼ認識部位を含むが、これらに限定されることはない。
【０１３０】
　プロテアーゼ認識部位は当業者には周知である。ほぼ全ての公知のプロテアーゼについ
て認識部位が特定されている。したがって、例えば、カスパーゼに対する認識部位(ペプ
チド基質)は、参照により本明細書に組み入れられるEarnshaw et al. (1999) Annu. Rev.
 Biochem. 68: 383-424により記述されている。
【０１３１】
　ある種の態様では、キナーゼまたはホスファターゼに対する基質がデバイスのナノ構造
表面に付着される。付着はコンタクトピン、注入器または共有結合によって達成される。
異なるキナーゼまたはホスファターゼ基質を表面上の特定の位置に配置し、それによって
、1つもしくは複数のキナーゼおよび/もしくはホスファターゼの検出ならびに/または1つ
もしくは複数のキナーゼおよび/もしくはホスファターゼの活性の定量化のためのアレイ
を提供することができる。基質のリン酸化を検出することに関して器具、方法および組成
物を記述するが、これらの器具、方法および組成物は基質の脱リン酸化を検出する際にも
有用であることが認識されると考えられる。
【０１３２】
キナーゼ/ホスファターゼ活性の検出
　リン酸化は、タンパク質の一般的な翻訳後修飾であり、タンパク質の構造および機能に
対してならびに細胞生理学の全ての局面において重要な役割を果たす。タンパク質キナー
ゼは、よく保存されたモチーフを含み、ヒトゲノムにおいて最大のタンパク質ファミリー
を成す。タンパク質キナーゼの突然変異は、発がんおよびいくつかの他の病的状態に関わ
る。他の生体分子のリン酸化も細胞の生理機能および病態において重要な役割を果たす。
ホスホイノシチド-3キナーゼファミリーメンバーのような脂質キナーゼは、増殖因子、ホ
ルモンおよび神経伝達物質に対する細胞応答の重要な調節因子であり、がんに関わる。ヌ
クレオチドおよびヌクレオシドキナーゼは、リン酸供与体および核酸前駆体の細胞内レベ
ルを制御し、損傷および虚血に対する細胞応答に関わる。糖キナーゼは糖代謝、エネルギ
ー生成および転写活性化の速度を制御し、細胞の形質転換およびアポトーシスの過程に関
わる。したがって、キナーゼ活性の検出および/または測定は、細胞/組織恒常性、生理機
能の変化の検出、疾患状態の診断などにおいて有用である。
【０１３３】
　キナーゼによりリン酸化されかつ/またはホスファターゼにより脱リン酸化されうる任
意の分子を、本明細書において記述される器具、方法および組成物におけるキナーゼ/ホ
スファターゼ基質として用いることができる。これらの分子は、タンパク質、ペプチド、
糖(例えば、ヘキソース、グルコース、フルクトースなど)、核酸、アセテート、ブチレー
ト、脂質、セラミドなどを含む。表1は、本発明の方法を利用することにより検出できる
公知のキナーゼおよびその酵素番号(EC番号)の例示的なリストを提供する。キナーゼの名
称から、通常、酵素が作用する基質が特定される。リン酸化によって修飾される大部分の
基質をホスファターゼによって脱リン酸化できることは周知である。したがって、基質を
リン酸化することによってそれらを最初に修飾することにより、キナーゼ基質が付着され
た表面をホスファターゼアッセイにおいて用いることができる。
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【０１３４】
　（表１）例証となるキナーゼおよび対応する酵素(EC)番号
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【０１３５】
　大多数のキナーゼおよびホスファターゼに対する基質および/または基質共通配列が公
知である。共通モチーフに基づく短い合成ペプチドは、典型的には、キナーゼおよびホス
ファターゼに対する優れた基質である。表2は、本発明の方法を利用することにより検出
できる、特定のタンパク質における公知のリン酸化部位の例とともに、よく研究されてい
る各種タンパク質キナーゼの特定のモチーフに関する公知データのいくつかをまとめたも
のである。さらに広範なリストは、参照により本明細書に組み入れられるPearson and Ke
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【０１３６】
　（表２）いくつかの公知のキナーゼに対する認識モチーフおよび基質配列を列挙する。
対応するキナーゼによってリン酸化されるアミノ酸に下線を引いた。スラッシュ(/)は、
互いに機能的に置き換えることができるアミノ酸を示す。基質認識配列に寄与しないアミ
ノ酸を「X」で示す。
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【０１３７】
　多くのキナーゼ基質がSigma、BioMol International、Bio-Radなどのような種々の製造
供給元から市販されている。好ましいキナーゼ基質はヒスチジン、セリン、トレオニンお
よびチロシンキナーゼ、ならびに/または対応するホスファターゼに対する基質を含むが
、これらに限定されることはない。これらのキナーゼに対する多数の基質が当技術分野に
おいて周知である。さらに、基質の特定のための方法も知られている。例えば、キナーゼ
触媒ドメインの一次配列に基づいてセリン/トレオニンタンパク質キナーゼに対する基質
を予測するためにプログラムPREDIKINが用いられる。基質をデザインするためにPREDIKIN
を用いる方法は、参照により本明細書に組み入れられるRoss et al. (2003) PNAS, USA, 
100 (1): 74-79によって記述されている。同じ機能を果たす他のプログラムが、当技術分
野において周知である。
【０１３８】
　ある種のタンパク質キナーゼに特異的ないくつかの基質が公知である。表3に周知のチ
ロシンキナーゼ基質を列挙した。
【０１３９】
　（表３）公知のチロシンキナーゼ基質の一部のリストおよびリン酸化チロシン残基の位
置を示す。示したのは、本発明の方法によって検出することができる他の翻訳後タンパク
質修飾である。
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【０１４０】
　上記のキナーゼ/ホスファターゼ基質は、例証となることを意図しており、限定するこ
とは意図していない。本明細書において提供される教示および当技術分野において周知の
ものを用いて、当業者は他のキナーゼ基質を、本明細書において記述される器具、方法お
よび組成物において用いるために容易に利用することができると考えられる。
【０１４１】
SERS基板デバイスへのキナーゼ/ホスファターゼ基質の付着
　キナーゼおよび/またはホスファターゼ基質は当業者に周知のいくつかの方法のいずれ
かによってナノ粒子に、または表面上に存在する特徴(例えば、ラマン活性表面)に付着さ
せることができる。そのような方法は、微小のコンタクトピンまたは注入器または共有結
合の使用を含むが、これらに限定されることはない。
【０１４２】
　例えば、金ナノ構造を含むある種の態様では、キナーゼおよび/またはホスファターゼ
基質は、基質(例えば、ペプチド)の末端のシステイン基と金表面との間の金-チオール反
応によって形成される共有結合により金ナノ構造に結合される。種々の態様では、アレイ
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表面ならびに/またはキナーゼおよび/もしくはホスファターゼ基質は、ペプチド(または
他の基質)が表面に直接結び付けられ、またはリンカーを通じてカップリングされうるよ
うに、例えば、アミン、カルボキシル基、アルキル基、アルキレン(alkyene)基、ヒドロ
キシル基または他の官能基で誘導体化することができる。他の態様では、表面は、例えば
、キナーゼおよび/またはホスファターゼ基質との付着のためにアミン、カルボキシルま
たは他の官能基で官能性をもたせることができる。
【０１４３】
　適当なリンカーは、それぞれが各結合パートナー(キナーゼ/ホスファターゼ基質、表面
、または表面上の官能基など)と共有結合を形成できる2つまたはそれ以上の反応部位を含
んだヘテロ二官能性分子またはホモ二官能性分子を含むが、これらに限定されることはな
い。そのような部分を連結するのに適したリンカーは、当業者に周知である。例えば、タ
ンパク質分子は、ペプチドリンカー、直鎖もしくは分枝鎖の炭素鎖リンカーを含むが、こ
れらに限定されない種々のリンカーのいずれかによって、または複素環炭素リンカーによ
って容易に結び付けることができる。N-エチルマレイミドの活性エステルのようなヘテロ
二官能性架橋試薬が、タンパク質を他の部分に結び付けるために広く使われている(例え
ば、Lerner et al. (1981) Proc. Nat Acad. Sci. (USA), 78: 3403-3407; Kitagawa et 
al. (1976) J. Biochem., 79: 233-236; Birch and Lennox (1995) Chapter 4 in Monocl
onal Antibodies: Principles and Applications, Wiley-Liss, N.Y.などを参照のこと)
。
【０１４４】
　ある種の態様では、キナーゼおよび/またはホスファターゼ基質は、ビオチン/アビジン
相互作用を利用して表面に付着させることができる。ある種の態様では、例えば光解離性
の保護基を有するアビジンまたはビオチンを、表面におよび/またはキナーゼ/ホスファタ
ーゼ基質に付けることができる。対応するアビジンもしくはストレプトアビジン、または
ビオチンを持つ所望のキナーゼおよび/またはホスファターゼ基質の存在下での表面の照
射は、基質と表面とのカップリングを引き起こす。
【０１４５】
　種々の態様では、複数のキナーゼおよび/またはホスファターゼ基質、通常は少なくと
も約5個、好ましくは少なくとも10個、または少なくとも20個、50個、100個、500個、100
0個、10,000個もしくは100,1000個のものが表面に付着される。キナーゼ/ホスファターゼ
基質は、表面上へ複数のコピーで付着された、または表面の全体にさまざまな密度で付着
された単一の基質であってよい。基質の密度を変化させることでキナーゼ/ホスファター
ゼ活性の定量化が容易になると考えられる。すなわち、リン酸化反応の発生によって新し
いピークが現れるなら、ナノ構造表面のさまざまな位置に対応するピークの振幅は、付着
された基質の密度の増加にしたがって増すと考えられる。あるいは、多数の基質が表面上
のさまざまな位置に付着される。すなわち、いくつかの位置に陽性対照基質を、種々の密
度で、かつ他の位置に陰性対照基質を、同様に種々の密度で結合させる。
【０１４６】
　ある種の態様では、表面は、キナーゼおよび/またはホスファターゼ基質の高密度アレ
イを提供する。種々の態様では、そのようなアレイは少なくとも100種もしくは少なくと
も200種の異なる基質/cm2、好ましくは少なくとも300種、400種、500種または1000種の異
なる基質/cm2、およびより好ましくは少なくとも1,500種、2,000種、4,000種、10,000種
、または50,000種、または100,000種の異なる基質/cm2を含むことができる。
【０１４７】
　分子を表面上に高密度でパターニングするための方法は当業者に周知である。そのよう
な方法は、例えば、高密度マイクロアレイプリンタの使用を含む(例えば、Heller (2002)
 Ann. Rev. Biomed. Eng. 4: 129-153を参照のこと)。他のマイクロアレイプリンタでは
、参照により本明細書に組み入れられる「オンデマンド」の圧電液滴発生器(例えば、イ
ンクジェットプリンタ)を利用する(例えば、米国特許第6,395,562号、同第6,365,378号、
同第6,228,659号、ならびにWO 95/251116およびWO/2003/028868を参照のこと)。他の手法



(34) JP 2011-511933 A 2011.4.14

10

20

30

40

50

ではデノボ合成を伴う(例えば、参照により本明細書に組み入れられるFodor et al. (199
1) Science, 251:767-773ならびに米国特許第6,269,846号、同第6,271,957号および同第6
,480,324号を参照のこと)。いくつかのプリンタが市販されている(例えば、Aurora Biome
dのVERSAミニスポット・プリンティング・ワークステーション、Bio-RadのBIOODYSSEY CA
LLIGRAPHER MiniArrayer、Genomic SolutionsのOmniGrid Accentなどを参照のこと)。
【０１４８】
基質リン酸化/脱リン酸化アッセイ
　試料中の単一種のキナーゼおよび/またはホスファターゼの活性を検出および/または測
定することが望ましい場合には、単一種の基質がマイクロ流体デバイスのSERS表面に結合
される。試料中の多数のキナーゼおよび/またはホスファターゼの検出に関連する態様で
は、多数の基質がマイクロ流体デバイスのSERS表面に結合される。
【０１４９】
　本明細書において記述されるキナーゼおよび/またはホスファターゼ活性の検出/測定は
、いくつかの異なる試料のいずれかに関して行うことができる。例えば、キナーゼアンタ
ゴニストまたはアゴニストの特定のためのスクリーニングシステムにおいては、細胞/細
胞株および/もしくはその溶解物、または関心対象のキナーゼを含む適切な緩衝系を1つま
たは複数の試験化合物として接触させる/投与することができる。次いで、それに由来す
る試料を、どの試験化合物が、例えばキナーゼ阻害剤および/またはホスファターゼアゴ
ニストとしての、活性を示すかを、ならびにそれらの化合物が阻害および/または作動す
るキナーゼ/ホスファターゼ酵素がどれかを特定することによりキナーゼ活性についてス
クリーニングすることができる。
【０１５０】
　種々の診断に関する態様では、キナーゼおよび/もしくはホスファターゼ酵素の存在、
ならびに/またはその濃度、および/もしくは活性が生物学的試料において判定される。生
物学的試料は、アッセイの対象となる本質的にすべての生体材料を含むことができる。そ
のような生体材料は、生体液、例えば血液または血液分画、血漿、リンパ液、涙液、髄液
および肺液、脳脊髄液、精液、尿、唾液など、組織試料、細胞試料、組織または臓器の生
検または吸引物、組織学的標本などを含むが、これらに限定されることはない。
【０１５１】
　ある種の態様では、未加工の細胞溶解物をマイクロ流体デバイスに直接導入することが
でき、測定をインキュベーション中に行うことができる。試料はマイクロ流体チャンバー
を通じて反応チャンバーに導入される。試料全容量はマイクロリットル以下の容量まで減
らすことができる。
【０１５２】
　キナーゼ基質のリン酸化またはホスファターゼ基質の脱リン酸化は、SERS、電磁共鳴測
定または音響測定によって得られたスペクトルの変化により検出可能である。対照(試料
なしまたは対照試料)と比較したSERS表面のスペクトルの変化はキナーゼ/ホスファターゼ
活性を示すことができる。スペクトルの変化は、既存のピークの消失を伴う新しいピーク
の出現、ピークの移動、ならびにピークの融合および/または分裂でありうる。
【０１５３】
　そのような表面は1つもしくは多数のキナーゼおよび/もしくはホスファターゼの濃度お
よび/もしくは活性のリアルタイムスクリーニングのために、ならびに/または1つもしく
は複数のキナーゼおよび/もしくはホスファターゼの動態の定量化のために有効なツール
を提供する。1つまたは多数の試験剤(例えば化学的ライブラリ)のキナーゼおよび/または
ホスファターゼ阻害剤活性をスクリーニングするために、そのような表面を容易に用いる
こともできる。
【０１５４】
　ある種の態様では、キナーゼ/ホスファターゼ活性の検出および/または測定は、医師お
よび病院職員によるがんの個人向け分子診断において用いることができる。1つの態様で
は、本発明は、特定の種類のがんに特異的な分子マーカーの存在を検出するために用いら
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れる。
【実施例】
【０１５５】
実施例1
変化したプロテアーゼ活性の検出
　プロテアーゼのリアルタイムインサイチュー検出は、早期がんのスクリーニングに、お
よび処置方法の有効性の評価に欠かせない。1つの例示的な実例において、本発明は、生
物学的試料中のプロテアーゼ、前立腺特異抗原(PSA)の活性を検出するために用いられる
。PSAレベルは前立腺がんにおいて増大する。したがって、PSAは前立腺がんのバイオマー
カーとなる。血漿PSA濃度の測定では、前立腺がん患者と良性前立腺過形成を有する患者
とが区別されず、偽陽性率が高くなる。前立腺がんの早期検出マーカーとしてのPSAの臨
床的価値を高めるための努力の中には、PSAの各種の分子アイソフォームの特徴付けが含
まれてきた。各種のアイソフォームのなかで、タンパク質分解活性を有するPSA亜集団は
、血清中PSA濃度よりも有用な腫瘍マーカーおよび悪性予測因子として受け入れられてい
る(Wu et al. (2004) Prostate 58: 345-353; Wu et al. (2004) Clin. Chem., 50: 125-
129)。
【０１５６】
　PSAプロテアーゼ活性の検出に用いられるペプチド基質は、PSAにより認識されうるフラ
ンキング配列とセリン残基とを有するPSA特異的ペプチドの活性部位のアミノ酸配列を包
含する。したがって、ペプチドは、タンパク質分解活性を有するPSAに対して非常に高い
特異性を有することが知られている配列HSSKLQ-LAAACを含む(Denmeade et al., (1997) C
ancer Res 57:4924-4930)。HSSKLQ-LはマウスモデルにおいてインビボでPSAにより切断さ
れるが、その他任意のプロテアーゼにより切断されないことも示されている(Denmeade et
 al., (2003) J. Natl. Cancer Inst. 95: 990-1000)。したがって、無作為または公知の
配列部分、およびPSA特異的配列HSSKLQ-LAAACまたはHSSKLQ-Lをそれぞれが有する複数の
ペプチドを、SERS基板表面のナノ構造に付着させて、スクリーニングを行うことができる
。PSA加水分解部位はQとLとの間である。加水分解はペプチドの短縮をもたらし、これは
ペプチドに関連したスペクトルの変化によって検出可能である。ひいては、得られたスペ
クトログラフにおいてこれを観察することができる。
【０１５７】
　この特定の実施例では、SERS基板表面は金ナノ構造を有する。ペプチドは、ペプチドの
カルボキシル末端のシステインと金ナノ構造との間で形成される金-チオール共有結合を
介して表面に付着される。温度を37℃に維持したマイクロ流体チャンバーに、試験する試
料を導入する。試料を約2時間、デバイス内のSERS表面のペプチド基質と接触させた状態
で維持する。前立腺がんが疑われる患者由来の血漿試料から得られたスペクトルを、年齢
を適合させた非罹患者のものと比較する。検出アッセイ用の陽性対照として精製PSAを用
いる。
【０１５８】
　さらに、時間分解スペクトルの取得によりリアルタイムでタンパク質分解動態をモニタ
ーすることもできる。したがって、ピークの消失、出現、移動、融合または分裂をリアル
タイムで追跡することができる。
【０１５９】
　ナノ構造を用いることで、SERS表面に付着された特定の分子に関連したスペクトルの変
化の検出が容易になる。したがって、酵素基質を蛍光タグまたは放射性タグに融合する必
要はない。
【０１６０】
実施例2
変化したキナーゼ活性の検出
　タンパク質キナーゼは、全てのヒト遺伝子のおよそ1.7%に相当し、驚くことではないが
、重要な細胞調節タンパク質である(Manning et al. (2002) Science 298: 1912-1934)。
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30種の公知の腫瘍抑制遺伝子および100種を超える優性がん遺伝子の大部分は、タンパク
質キナーゼである(Futreal et al. (2001) Nature 409: 850-852)。チロシンキナーゼ受
容体は、正常細胞の増殖および分化に通じるシグナル伝達経路において鍵になる分子であ
る。ある種のチロシンキナーゼの不活性化およびそれ以外の活性増大をもたらす突然変異
は、腫瘍細胞の顕著な特徴である。関心対象のある種の組織に関連するチロシンキナーゼ
活性プロファイルを提供するために、本発明を用いることができる。本実施例では、組織
は、(正常のキナーゼ活性プロファイルを得るために)結腸がんのない者から得られた、お
よび(陽性対照のキナーゼ活性プロファイルを得るために)結腸がんに罹患した患者から得
られた結腸の生検試料である。正常組織および対照組織に対するチロシンキナーゼ活性プ
ロファイルが得られたら、結腸がんを有することが疑われる患者由来の結腸生検試料で同
じ手順を行う。正常のキナーゼ活性プロファイルスペクトルからの顕著な逸脱および/ま
たは陽性対照のキナーゼ活性プロファイルスペクトルとの類似性は、結腸がんを示す。
【０１６１】
　予冷したTLysis緩衝液0.1 mLとともにセラミックビーズを含有する特殊な遠心管(Roche
, Penzberg, Germany)に生検試料を移す。組織を、MagNA Lyser機で作った振動に6500 r/
分で120秒間供することができる。次いで溶解物を4℃で1時間、100,000 gで遠心分離し、
上清を取っておき、タンパク質濃度についてアッセイする(Lowry法)。
【０１６２】
　本発明のナノ構造表面に表3のチロシンキナーゼ基質を結合させる。37℃に維持したマ
イクロ流体チャンバーに、組織溶解物を導入することができる。溶解物を1時間チロシン
キナーゼ基質とともにインキュベートする。溶解物の導入の前に、インキュベーションの
間におよび溶解物を洗い流した後に、ナノ構造表面に付着された酵素基質に関連するスペ
クトルを測定する。このように、時間分解スペクトルの取得によりリアルタイムでリン酸
化動態をモニターする。この時間依存性のチロシンキナーゼ活性プロファイルは、データ
解釈の精度を高める。
【０１６３】
実施例3
転写因子活性プロファイリング
　腫瘍生検のような細胞試料を特徴付けるために、遺伝子発現プロファイリングが用いら
れることが多くなっている。試料中の選択された伝令RNAのレベルを測定することによっ
て、試料のサブタイプまたは分子プロファイルに関する推論を引き出し、処置代替案を含
む、医学的決断を支持しうる情報を提供することができる。RNAレベルを測定することに
代わる潜在的により情報価値のある代替案は、腫瘍生検または他の細胞試料におけるタン
パク質の活性を直接測定することである。DNA結合転写因子は、分子プロファイリングに
関して特に情報価値のあるタンパク質のクラスであり、試料における細胞の詳細な転写状
態に関する情報を提供する。
【０１６４】
　本実施例では、細胞試料におけるDNA結合転写因子の活性がマイクロ流体SERS検出装置
を用いて動力学的に測定される。この装置は、1つのまたは潜在的に多くの個々にアドレ
スされたオリゴヌクレオチドプローブがSERS基板表面のナノ構造に付着され、それぞれの
オリゴヌクレオチドが関心対象の特定の転写因子に対する結合部位を含んだ配列を有する
ように調製される。例えば、E-ボックス六量体配列CACGTGを含む25-merの二本鎖DNAオリ
ゴヌクレオチドを用いて、塩基性ヘリックス・ループ・ヘリックス転写因子のサブクラス
の活性を調べることができる。ミスマッチオリゴヌクレオチドを非特異的結合の対照とし
て用いることもでき、同一配列を重複して配置して測定精度を高めることができる。SERS
スペクトルの評価は、転写因子とオリゴヌクレオチドプローブとの結合、ならびにさらな
る転写補助因子およびTAFタンパク質を含みうるDNA-転写因子超複合体の形成に関する動
的情報を提供する。
【０１６５】
　細胞1×104個を含有する針生検を採取し、Sigma NXTRACT CELLYTIC NUCLEAR抽出キット
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を用い4℃で核抽出物を単離する。次いで核抽出物を、1 mM DTTを含有する冷10 mM Tris-
HCL緩衝液19μlに再懸濁する。Sigmaプロテアーゼ阻害剤カクテルP8340 1μlを加え、溶
液をマイクロ流体SERS検出装置に移す。25℃で、試料は微小規模のチャンバーに入り、入
射レーザー光および透過したSERSスペクトルの検出を用いリアルタイムでDNA結合事象を
測定する。転写因子結合活性プロファイルを各オリゴヌクレオチド(oligonucelotide)配
列について、以下の測定結果の1つまたは複数から作成または計算する: (1) 利用可能な
すべての部位のうちの一部分としての結合オリゴヌクレオチドの占有率; (2) 秒単位での
DNA-タンパク質複合体の平均安定度; および(3) 単位時間当たりの結合事象の総数。組織
型の全体にわたるおよび病変組織 vs 正常組織の全体にわたる転写因子結合活性プロファ
イルの比較は、組織試料の分子病態を特徴付け、処置代替案に対する診断指標となる可能
性がある。
【０１６６】
　（表４）さらなるプロテアーゼを提示する。その濃度および活性は本発明の方法の態様
を用いて検出かつ定量化することができる。
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【０１６７】
　（表５）さらなるキナーゼを提示する。その濃度および活性は本発明の方法の態様を用
いて検出かつ定量化することができる。
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【０１６８】
　上記のものは本発明の原理を例証しているにすぎない。本明細書において明記または明
示されていなくとも、本発明の原理を具現化し、かつ本発明の趣旨および範囲のなかに含
まれる種々の構成を当業者なら考案できることが理解されると考えられる。さらに、本明
細書に記載した全ての例および条件つきの表現は、主に、本発明の原理と、技術の進歩に
対して本発明者らが貢献する発想とを読者が理解する助けとなるよう意図されており、具
体的に記載したそれらの例および条件に限定するものではないと解釈されるべきである。
また、本発明の原理、局面および態様、ならびに本発明の具体例に関して述べている本明
細書の全ての記載は、本発明の構造的等価物も機能的等価物もともに包含するよう意図さ
れる。さらに、そのような等価物は、現在公知の等価物も将来開発される等価物、すなわ
ち、構造に関係なく同じ機能を実行する任意の開発要素もともに含むことも意図される。
それゆえ、本発明の範囲は、本明細書に示され記述される例示的な態様に限定されるよう
意図されるものではない。むしろ、本発明の範囲および趣旨は、添付の特許請求の範囲に
よって具現化される。
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