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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　表面にヒドロキシ官能基またはハイドライド官能基を含む固形支持体の機能化方法であ
って、以下の工程：
ａ）次の式（Ｉ）：
　　　　　　　　　Ａ－Ｘ－ＣＯＯＲ　（Ｉ）
［式中、
　　　－　Ａは、式（Ｉ）の２官能性化合物の、支持体のヒドロキシまたはハイドライド
官能基への共有結合を許容する基を表し、
　　　－　Ｒは、カルボン酸官能基を保護する基を表し、
　　　－　Ｘは、任意にＮ、ＯまたはＳから選ばれる一つ以上のヘテロ原子で中断されて
いてもよい、飽和または不飽和の、直鎖状または分枝鎖状のＣ2～Ｃ18炭化水素をベース
とする鎖を表す]
の保護されたカルボン酸官能基を含む少なくとも一つの２官能性化合物の共有結合による
グラフティング
ｂ）グラフティング工程ａ）の間に脱保護されなかったカルボン酸官能基の脱保護
を含み、工程ａ）が式（Ｉ）（ここで、Ａは単官能基である）の化合物を用いて５０～２
００℃の温度で行われること、および該方法が式（Ｉ）の化合物と反応しなかった支持体
の残留するヒドロキシまたはハイドライド官能基の不動態化の工程ｃ）も含むことを特徴
とする、固形支持体の機能化方法。
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【請求項２】
　固形支持体がプラスチック材料、金属酸化物、シリカおよびその誘導体、ならびに半導
体から選ばれることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　単官能基Ａが、ジアルキル(ジアルキルアミノ)シラン、ジアルキルハロシラン、ジフェ
ニル（ジアルキルアミノ）シラン、ジフェニルハロシラン、[（モノアルキル）、（モノ
フェニル）、(ジアルキルアミノ)]シラン、[(モノアルキル)、（モノフェニル）、(ハロ)
]シラン、アルケン、アルキンの群および有機金属化合物から選ばれる、請求項１または
２に記載の方法。
【請求項４】
　保護基Ｒが、Ｃ1－Ｃ4アルキル基または環状基であることを特徴とする請求項１～３の
いずれか一つに記載の方法。
【請求項５】
　固形支持体の表面が表面でヒドロキシ官能性を示すこと、および式（Ｉ）の化合物が次
の式（Ｉａ）：
【化１】

(式中、
－　Ａ1およびＡ2は　同一または異なって、Ｃ1－Ｃ4アルキルまたはフェニル基を表し、
－　Ａ3はＣ1－Ｃ4アルコキシ基、（Ｃ1－Ｃ4）ジアルキルアミノ基、または塩素のよう
なハロゲン原子を表し、
－　ＲはＣ1－Ｃ4アルキル基および環状基から選ばれる保護基を表し、
－　ｎは２～１８の整数である）
の有機シリコン化合物から選ばれることを特徴とする、請求項１～４のいずれか一つに記
載の方法。
【請求項６】
　式（Ｉａ）の化合物が、
－　Ａ1およびＡ2は同一であって、メチル基を表し、
－　Ａ3はジメチルアミノ基または塩素原子を表し、
－　ｎ=10であり、
－　Ｒはtert-ブチル基を表す）
のものから選ばれることを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　固形支持体の表面がその表面でハイドライド官能性を示すこと、および式（Ｉ）の化合
物がアルケン、アルキン、アルデヒド、過酸化物またはその他の有機金属化合物から選ば
れることを特徴とする、請求項１～４のいずれか一つに記載の方法。
【請求項８】
　式（Ｉ）の化合物が、ウンデシレン酸のメチルまたはtert-ブチルエステルから選ばれ
ることを特徴とする請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　工程ａ）が、以下の工程：
ｉ）固形支持体からの夾雑物の除去、およびその表面のヒドロキシ化、
ii）上で定義された一般式（Ia）の有機シリコン化合物の、無極性の炭化水素ベースの溶
媒、極性溶媒およびそれらの混合物から選ばれる溶媒への、不活性雰囲気下での導入、
iii）工程ii）で調製される溶液への浸漬による、工程ｉ）で得られる支持体のシラン化
、および
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iv）不活性雰囲気下、５０～２００℃までの温度、好ましくは１４０℃で２～７２時間の
溶媒の蒸発後、工程iii）で得られるシラン化された支持体の再硬化、
ｖ）工程iv）で得られる変性支持体の洗浄および乾燥
を含む、有機相でのシラン化工程であることを特徴とする、請求項１～６のいずれか一つ
に記載の方法。
【請求項１０】
　固形支持体が、ガラスまたはシリカ製の支持体であり、工程ａ）が以下の工程：
ｉ）固形支持体からの夾雑物の除去およびその表面の水和、
ii）無水メタノールのような無水アルコール中での支持体の洗浄、
iii）アルゴン下で予め脱酸素化したアルケンに支持体を接触させる、
iv）９０～２００℃の温度で２～２４時間触媒を添加することによる支持体のヒドロシリ
ル化
を含むヒドロシリル化工程であることを特徴とする、請求項１～４、７または８のいずれ
か一つに記載の方法。
【請求項１１】
　支持体を次の式（II）：
　　　　　　　(C1－C4 アルキル)3-Si-Y （II）
(ここで、Yはヨウ素、臭素または塩素のようなハロゲン原子を表す)
のシランと反応させてシリルエステルを形成することにより脱保護工程b）を行うことを
特徴とする、請求項１～１０のいずれか一つに記載の方法。
【請求項１２】
　シリルエステルの形成が、
- 室温でまたは約６０℃に加熱して、無水の有機溶媒中での支持体とヨードトリアルキル
シランとの反応によるか、
- あるいは室温または約４０℃で、無水アセトンまたはアセトニトリル中、ヨウ化ナトリ
ウムの存在下での、支持体とクロロトリメチルシランとの反応により、
得られることを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　工程ｃ）が工程ｂ）により同時に行われることを特徴とする、請求項１１または１２に
記載の方法。
【請求項１４】
　工程ｂ）が熱的脱保護工程であることを特徴とする、請求項１～１０のいずれか一つに
記載の方法。
【請求項１５】
　熱的脱保護工程が、工程ａ）の最後に単に温度を上げることにより、工程ａ）と同時に
行われることを特徴とする、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　請求項１～１５のいずれか一つに従って得られる機能化された固形支持体。
【請求項１７】
　アミノまたはヒドロキシ官能基を有する対象となる生物学的分子を共有結合により固定
化するための、請求項１６に記載の少なくとも一つの機能化された固形支持体の使用。
【請求項１８】
　生物学的分子が、核酸、ポリペプチド、脂質、炭水化物およびホルモンから選ばれるこ
とを特徴とする、請求項１７に記載の使用。
【請求項１９】
　次の工程：
ａ）請求項１～１５のいずれか一つに定義される方法による、エステルの形態にある末端
カルボン酸官能基を含む機能化された固形支持体の製造、
ｂ）末端カルボン酸官能基の脱保護および活性化、
ｃ）工程ａ）またはｂ）で得られる変性固形支持体に、末端の一つにアミン官能基、また
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はヒドロキシ官能基、または一級アミン官能基で官能化されたスペーサアームを有する固
定化すべき生物学的分子の一つ以上の溶液を局部的に適用して、該固体支持体を該溶液と
接触させること、
ｄ）カルボン酸官能基のレベルで生物学的分子の共有結合を生じさせるために、溶液の溶
媒を蒸発させること、
ｅ）生物学的分子と反応しなかった活性カルボン酸官能基の気相中または溶液中でのアミ
ンによる不活性化、および
ｆ）上記の生物学的分子が固定化されている固形支持体の洗浄
を含むことを特徴とする、機能化された固形支持体上の生物学的分子の固定化方法。
【請求項２０】
　工程ｅ）で用いられるアミンがメチルアミンおよびジメチルアミンから選ばれることを
特徴とする請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　工程ｅ）が同じ支持体の所定の領域においてのみ行われ、不活性化されてはならないこ
れらの領域が予め保護されていることを特徴とする、請求項１９または２０に記載の方法
。
【請求項２２】
　請求項１９～２１のいずれか一つに定義される固定化方法により得られる固形支持体。
【請求項２３】
　固定化される生物学的分子が核酸またはポリペプチドであり、それが核酸チップまたは
ポリペプチドチップを構成することを特徴とする、請求項２２に記載の固形支持体。
【請求項２４】
－固形支持体上での合成、
－分子の分離および精製、
－バイオセンサーとして
のための、請求項２２または２３に記載の固形支持体の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は固形支持体の機能化方法、該方法を用いて得られる機能化された固形支持体、
ならびに特に核酸、ポリペプチド、脂質、炭水化物およびホルモンのような生物学的分子
を固定化するためのそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　固定化された生物学的分子を担持する支持体は、生物学的種の検知および認知に有利に
用いられるが、支持体上での化学的な合成もしくは修飾、または支持体上での生物学的反
応の再強化のような、これらの支持体の他の適用も可能である。
【０００３】
　生物学的種の検知および認知という特別な場合においては、ある数の特性を発揮する機
能化された固形支持体をもつことが不可欠である。
【０００４】
　再生可能な固定化は、それ自体が再生可能である検知の一条件であるので、これらの支
持体は、特に対象となる生物学的分子の再生可能な固定化を許容しなければならない。
【０００５】
　これらの支持体は、対象となる生物学的分子の固定化を感度の良い方法で許容しなくて
はならない。機能化された固形支持体の感度は、固定化量およびシグナル検知方法、およ
び特に背景のノイズレベル(非特定シグナル)に依存している。
【０００６】
　背景ノイズの減少は、シグナル／ノイズ比を改善する。事実、生物学的種の存在を表面
付近で検知する装置では、固定化が望ましく、それゆえに制限されるべき対象となる生物
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学的分子以外の分子の非特定的な吸収から、背景ノイズは本質的に起こる。
【０００７】
　さらに、再使用可能な機能化された固形支持体をもつことが重要である。事実、現在利
用し得るほとんどの機能化された支持体は、使い捨てと記載されており、それは当然なが
ら利点であると使用者にみなされ得る。
【０００８】
　しかしながら、特に測定されるシグナルの実質的なドリフトにより、きわめて単純に何
回も使用することができないので、これらの支持体は使い捨てである。
「使い捨て」という用語は、よって「並の品質」と同意語となる。
【０００９】
　再使用可能な支持体をもつ可能性は、一つの同じ装置でいくつかの生物学的サンプルの
分析が可能になり、量的な比較を行うことができるようになるため、非常に有利である。
【００１０】
　さらに、再使用可能な支持体は同じサンプルになされるべきいくつかの測定を許容し、
このようなことは、統計的な見地から支持体上に生物学的分子が十分に固定化されていな
いため、あまりにも急速にドリフトする使い捨て支持体では想像できない、結果の改善を
可能ならしめる。
【００１１】
　最後に、汚れやリングのリスクを避けるため、固定化された種を正確にプロットに配置
することが望まれる機能化された支持体上で、固定化工程は、プロットの表面に対して明
確に局所化された、均一な方法で、行われなければならない。
【００１２】
　生物学的分子の固形支持体上への固定化は、通常、二つの異なる工程で行われる。
-     支持体に生物学的分子を確実に付着させる合成分子（カップリング剤）をグラフト
化することにより、その表面を化学修飾することからなる、支持体の機能化を含む最初の
工程；
-     生物学的分子とこれらの機能化された支持体との間の共有結合の形成からなる第二
の固定化工程
【００１３】
　かかる共有結合を形成するために、先ずカップリング剤の性質により、そして第二に固
定化される生物学的分子の性質に従って、種々のタイプの反応が行われる。
【００１４】
　かくして、（アミノスペーサアームを有する）プロテインまたはオリゴヌクレオチドの
付着については、表面との反応はアミン官能基を含む。そのような官能基の表面付着は、
主にチオ尿素またはアミドタイプの結合によってもたらされる。
【００１５】
　チオウレアの形成は、Ｚ．ＧｕｏらのNucleic Acid　Research、１９９４,２２，５４
５６－５４６５に記載されており、例えばフェニレンジイソチオシアネートのような硫黄
含有分子でアミノ化された表面を活性化し、次いでそのように活性化された表面に当該分
子を反応させることからなる。アミド結合の形成は、例えば、米国特許５　９１９　５２
３、５　６６７　９７６および６　０４３　３５３に記載の通り、一般に(例えば無水コ
ハク酸または重合反応で)アミノ化された支持体の化学修飾による、アミンとカルボン酸
との反応により得られる。
【００１６】
　カルボン酸での固形支持体上での直接的な機能化は、金のデポジット上でのアルカンチ
オール酸の自己組織化層の形成によって(M. BONCHEVA ら、Langmuir, 1999, 15, 4317-43
20; E. HUANGら、 Langmuir, 2000, 16, 3272-3280)、またはシリコン支持体上でのヒド
ロシリル化反応により行われ得る (T. Strother ら、J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 12
05-1209);  しかしながら、後者の場合、生物学的分子の付着は錯化反応を含む。
【００１７】
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　プロテインの固定化の特別な場合には、後で脱保護されるエステル基をもつシランで、
石英でできた支持体を機能化することがすでに提案されている (J.D.Brennanら、Can.J.C
hem.,1994,72,721-728)。
【００１８】
　生物学的分子の化学的な修飾は、他の固定化方法の開発も可能にした。かくして、ピロ
ールの重合に基づく電気化学的な固定化方法が提案されている(T. Livache ら、 Biosens
ors & Bioelectronics, 1998, 13, 629-634 およびF.Garnier ら、 Synthetic Metals, 1
999, 100, 89-94)。
【００１９】
　この方法は、ピロリル基を有する分子（オリゴヌクレオチド、ペプチド）を局在化され
た付着により固定化することを可能にしたが、伝導性の支持体の使用を必要とし、多重ア
ドレシングの方法を要する。
【００２０】
　ヒドラジド官能基への付着を許容するために、ジアルデヒド基でオリゴヌクレオチドを
修飾することも提案されている(D. Proudnikov ら、 Analytical Biochemistry, 1998, 2
59, 3441 および S.Dubiley ら、Nucleic Acid Research, 1997, 25, 22592265)。
【００２１】
　機能化された支持体は、この場合、ポリアクリルアミドのゲルまたはニトロセルロース
のゲルであり、これらは同じ表面に対して、固定化されたストランドの密度を高める利点
を有する、厚くてそれゆえ三次元のネットワークを形成する。しかしながら、これらのゲ
ルは、デポジットされるプロットの大きさおよびハイブリダイズされ得るＤＮＡストラン
ドの大きさに関して、ある限界を示す(G.Yershovら、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 199
6, 93, 4913-4918)。
【００２２】
　最後に、増加的に使用されているアプローチは、チオール官能基を末端に有すスペーサ
アームを有するオリゴヌクレオチドとハロアセテートで官能化された表面との反応を含む
(US 5412087 およびK.Tangら., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1999, 96, 10016-10020)
。
【００２３】
　ピリジルスルフィド基をオリゴヌクレオチドに加えた後のジスルフィド架橋またはチオ
エーテル結合の形成は(ＷＯ９９／２０６４０)、チオールで官能化された表面上で可能で
ある。チオール類は非常に反応性であり、湿度に影響されないように見えるが、これらの
官能基は酸化されてジスルフィドになりやすいため、使用するには慎重を要する。したが
って、再生可能な結果を得ようとするのであれば、ジスルフィドをその場所で予め還元す
ることがしばしば必要となる。
【００２４】
　したがって、対象となる生物学的分子の固定化を許容する機能化された支持体を製造す
るのに広範な可能性が存在する。しかしながら、現在までのところ、再生可能で感度のよ
い、対象となる生物学的分子の固定化、およびシグナル／ノイズ比を制限することによる
シグナルの検知を許容する、再使用できる機能化された固形支持体を、完全に満足の行く
方法で入手することはできていない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２５】
　この理由のため、発明者はかかる支持体を製造する目的を自らに課し、本発明の主題を
形成するものを開発してきた。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　本発明の第一の主題は、表面にヒドロキシまたはハイドライドの官能性を含む固形支持
体の機能化方法であり、次の工程を含む：
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ａ)  次の式（I）：
　　Ａ－Ｘ－ＣＯＯＲ　（Ｉ）
　　　［式中、
　　　－　Ａは、式（Ｉ）の２官能性分子の、支持体のヒドロキシまたはハイドライド官
能基への共有結合を許容する基を表し、
　　　－　Ｒは、カルボン酸官能基を保護する基を表し、
　　　－　Ｘは、任意にＮ、ＯまたはＳから選ばれる一つ以上のヘテロ原子で中断されて
いてもよい、飽和または不飽和の、直鎖状または分枝鎖状のＣ2～Ｃ18炭化水素をベース
とする鎖を表す]
の保護されたカルボン酸官能基を含む少なくとも一つの２官能性分子の共有結合によるグ
ラフティング(シリル化またはヒドロシリル化)
ｂ） グラフティング工程ａ）の間に脱保護されなかったカルボン酸官能基の脱保護。
【００２７】
　この方法は、工程a)が式（I）（ここで、Aは単官能基である）の化合物を用いて５０～
２００℃の間の温度で行われること、および該方法が、式（I）の上記分子と反応しなか
った支持体の残留するヒドロキシまたはハイドライド官能基の不動態化(Passivation)の
工程ｃ）も含むことを特徴とする。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２８】
　本発明によれば、式（I）の２官能性分子の炭化水素ベースの鎖は、２～１８の炭素原
子を含み；（２０炭素原子より少ない）そのような鎖の長さは、組織化された自己集合化
単層(self-assembled monolayer)（ＳＡＭ）を含む固形支持体の生成を可能ならしめない
。
【００２９】
　事実、A.ULMAN, Chem. Rev., 1996, 96, 1533-1554によれば、炭化水素ベースの鎖が少
なくとも２０の炭素原子を有するときに、アルキルトリクロロシランタイプの３官能性の
末端を含む有機シリコン化合物により、固形支持体上にＳＡＭを形成することができる。
【００３０】
　逆に、本発明によれば、分子の支持体への付着を許容する基Ａが単官能性である、式（
Ｉ）の分子の使用は、濃密なモノ分子またはサブモノ分子の層を、再生可能な状態で得る
ことを可能ならしめる。
【００３１】
　さらに、2官能性または３官能性の分子とは異なって、支持体の表面で付着する式（Ｉ
）の分子は、表面への直接係留点をそれぞれもっており、しばしば厚くて荒い、ほとんど
輪郭のはっきりしないグラフト層をもたらす。
【００３２】
　本方法により機能化され得る固形支持体は、有機表面（プラスチック材料）か、または
好ましくは多孔性または平坦な金属オキサイド、シリカおよびその誘導体（ガラス、石英
など）のようなタイプの無機表面であり、すなわち表面にヒドロキシ官能性を示す表面、
および表面にハイドライドを示すシリコンタイプの半導体である。
【００３３】
　単官能性の基Aは、特に、ジアルキル（アルキルアミノ）シラン、ジアルキルハロシラ
ン、ジフェニル（ジアルキルアミノ）シラン、ジフェニルハロシラン、[（モノアルキル
）、（モノフェニル）、（ジアルキルアミノ）]シラン、[（モノアルキル）、（モノフェ
ニル）（ハロ）]シラン、アルケン、アルキンの群、および有機マグネシウム化合物また
は有機リチウム化合物のような有機金属化合物から選択され得る。
【００３４】
　上記の式（Ｉ）の分子の保護基Ｒは、Protective groups in organic synthesis(T.W.G
REENら、2版、Wiley Interscience)に記載の、例えば、Ｃ1－Ｃ4アルキル基、または環状
の基のような群から選ばれ得る。
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【００３５】
　本方法の有利な形態によれば、固形支持体の表面がヒドロキシ官能性を表面に示すとき
、式（Ｉ）の分子は、好ましくは、次の式（Ｉａ）：
【化１】

[式中：
－    Ａ1およびＡ2は、同一または異なって、Ｃ1－Ｃ4 アルキル基またはフェニル基を
表し、
－    Ａ3はＣ1－Ｃ4アルコキシ基、(Ｃ1－Ｃ4)ジアルキルアミノ基、または塩素のよう
なハロゲン原子を表し、
－    ＲはＣ1－Ｃ4アルキル基およびベンジル基のような環状の基から選ばれる保護基を
表し、
－    ｎは２～１８の整数である]
の有機シリコン化合物から選ばれる。
【００３６】
　Ａ1およびＡ2のために定義されたＣ1－Ｃ4アルキル基のうち、メチル、エチル、プロピ
ルおよびブチル基が例示され、メチル基が特に好ましい。
　Ａ3のために定義された（Ｃ1－Ｃ4）ジアルキルアミノ基のうち、ジメチルアミノ基が
特に例示される。
　基Ｒのために定義されたＣ1－Ｃ4アルキル基のうち、メチル、エチル、イソプロピル、
およびtert-ブチル基が例示され、tert-ブチル基が特に好ましい。
【００３７】
　本発明によれば、式（Ｉａ）の化合物は、特に次のものから選ばれる：　　　
－　  A1 およびA2 は同一であってメチル基を表す、
－    A3はジメチルアミノ基または塩素原子を表す、
－    ｎ＝１０、そして
－    Ｒはtert-ブチル基を表す。
【００３８】
　A3がジメチルアミノ基を表す特別な場合、相当する分子((CH3)2N-Si(CH3)2-(CH2)10-C-
(O)-O-tert-ブチル)は、市販されていないが、ウンデシレン酸のエステル化(B.M.Trostら
、 "Comprehensive organic synthesis", 1991, 6, Pergamon Press; H.A.Staab ら、 "A
zolides in organic synthesis and biochemistry",1998, Wiley Weinheim) およびヒド
ロシリル化(I.Fleming, "Comprehensive organic synthesis", volume III, chapter 13)
に記載の通常の方法により製造することができる。
【００３９】
　本方法のもう一つの有利な形態によれば、固形支持体の表面がハイドライド官能性を表
面に示すとき、式（Ｉ）の分子は、好ましくは、アルケン、アルキン、アルデヒド、過酸
化物またはその他の有機金属化合物から選ばれる。これらの化合物のなかで、ウンデシレ
ン酸のメチルまたはtert-ブチルエステルが特に好ましい。
【００４０】
　工程ａ)が、シリル化工程であるとき、それは触媒の存在下または不存在下における有
機相または水相の両方で、または気相で行われる。
【００４１】
　それが有機相で行われるときは、工程ａ)は次の工程を含むのが有利である：
ｉ)固形支持体からの夾雑物の除去、およびその表面のヒドロキシ化、
ii)上で定義された一般式（Ia）の有機シリコン化合物の、無極性の炭化水素ベースの溶
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媒、極性溶媒およびそれらの混合物から選ばれる溶媒への、不活性雰囲気下での導入、
iii)工程ii)で調製される溶液への浸漬による、工程i)で得られる支持体のシラン化、お
よび
iv)不活性雰囲気下、５０～２００℃までの温度、好ましくは１４０℃で２～７２時間の
溶媒の蒸発後、工程iii)で得られるシラン化された支持体の再硬化（re-curing）、
v)工程iv)で得られる変性支持体の洗浄および乾燥。
【００４２】
　固形支持体の「夾雑物」という用語は、支持体の表面に存在し、支持体自体の化学構造
の一部をなさない、油脂、埃などのあらゆる化合物を意味する。
【００４３】
　固形支持体の性質に従って、工程i）は１つまたはそれ以上の溶媒、および／または酸
化剤および／またはヒドロキシ化剤（例えばスルホクロミック混合物）を用いた方法、洗
浄剤（例えばHellmanexR）を用いた方法、オゾンでの光化学的処理を用いた方法、または
その他の適切な処理により行うことができる。
【００４４】
　工程ii)で、式（Ia）の有機シリコン化合物の溶媒中での濃度は、好ましくは１０-5～
１モル／リットルである。
【００４５】
　工程a)がヒドロシリル化工程であるとき、および用いられる固形支持体がガラス製また
はシリカ製であるとき、該工程a)は次の工程を含むのが好ましい：
i)　　固形支持体からの夾雑物の除去およびその表面の水和、
ii)   無水メタノールのような無水アルコール中での支持体の洗浄、
iii)　アルゴン下で予め脱酸化されたアルケンに支持体を接触させること　　　、
iv)  ９０～２００℃の温度で２～２４時間、触媒（SpeierまたはKarstedt触媒、エチル
ジクロロアルミニウム）の添加による、支持体のヒドロシリル化。
【００４６】
　本発明によれば、グラフティング工程a)は、基体に対して１～８μモル／m2の量の式（
I）の分子を付着させることを可能ならしめる。
　グラフト層のより良好な構造、グラフティングの密度、および反応の再生性をも確保す
るために、グラフティング工程は、好ましくは、式（I）の２官能性分子のカルボン酸の
保護をそのままの完全な状態にしておかなくてはならない。しかしながら、場合によって
は、特定のヒドロシリル化反応中に、またはクロロシランが式（Ia）の化合物として用い
られるときに、カルボン酸官能基の脱保護が起こることがある。
　したがって、グラフティング工程a)が終了したとき、グラフティング工程の間に脱保護
されなかったカルボン酸官能基を脱保護する必要がある。
【００４７】
　本発明による方法の第１の変法によれば、好ましくは支持体を、次の式（II）：
　　　　(C1－C4 アルキル)3-Si-Y（II）
　（ここで、Yはヨウ素、臭素または塩素のようなハロゲン原子を表す）のシランと反応
させることにより水中で容易に加水分解されるシリルエステルを形成することからなる方
法による、緩和な条件下で脱保護工程b)を行うことができる。
【００４８】
　式（II）の少量のシラン分子の使用は、この少量のシラン分子がグラフティング反応中
に式（I）の２官能性分子と反応しなかった、またはヒドロシリル化工程中にシリコン上
の水素化物のヒドロキシ化により形成された、支持体の残留ヒドロキシ官能基とも反応す
るので、支持体のカバー(不動態化)を完全にするという長所を有する。
【００４９】
　これらのエステルの形成は、次の方法により得られる：
-     室温でもしくは約６０℃に加熱して、(クロロホルムもしくはジクロロメタンのよ
うな)無水の有機溶媒中での、支持体とヨードトリメチルシランのようなヨードトリアル
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キルシランとの反応によるか、
-     または、室温でまたは約４０℃で、無水アセトンもしくはアセトニトリル中、ヨウ
化ナトリウムの存在下での、支持体とクロロトリメチルシランとの反応による。
　それゆえ、この場合、不動態化工程c)は工程ｂ)により同時に行われる。
【００５０】
　本発明による方法の第２の変法によれば、工程ｂ）は熱脱保護である。この脱保護の方
法は、イソプロピルおよびtert-ブチルエステルのような特定のカルボン酸エステルに適
用できる。
【００５１】
　この熱脱保護は、不活性雰囲気(例えばアルゴンまたは窒素)下に、２５０～２８０℃の
温度で、３０～６０分間、機能化された支持体を処理することにより行うことができる。
【００５２】
　シリル化またはヒドロシリル化工程の後に行われるこの熱脱保護工程は、単に温度を上
げることにより、表面カルボン酸官能性をその場で発生させ得る。
　有利なことに、この熱脱保護工程は、したがって、単に工程a)の最後に温度を上げるこ
とにより、工程a)と同時に行うことができる。
　また、有利なことに、熱脱保護は、カルボン酸官能基が保護されたまま残る領域により
囲まれた活性化可能な領域を限定するために、例えばレーザー光線、またはその他の適切
な手段によって、局部的に温度を上げることにより、局部化された方法で行われ得る。
【００５３】
　本発明によれば、穏やかな条件下でのカルボン酸官能基の生成と支持体（支持体不動態
化工程）の残留ヒドロキシ官能基の阻止の両方をこの方法が可能ならしめるため、カルボ
ン酸官能基の脱保護は、シリルエステルの形成により行うのが好ましい。その結果、支持
体への不特定の分子の吸着を制限することが可能となる。実際、検出中に背景ノイズの原
因となっているのは、不特定の生物学的分子の吸着である。
【００５４】
　したがって、カルボン酸官能基の脱保護が熱により行われると、支持体のヒドロキシま
たはハイドライド官能性の不動態化工程は、次いで、例えば、該支持体を上記の式（II）
のシランと反応させることにより、または例えば支持体とヘキサメチルジシラザンとの反
応のような、当業者に知られているその他の一般的な方法により、あるいはメタノールの
ような小分子の強い吸着の方法により行われる。
【００５５】
　カルボン酸官能基の脱保護および支持体の不動態化工程が終了すると、機能化された支
持体は水洗され、例えば圧縮空気の噴射で乾燥される。
【００５６】
　本発明の主題は、本発明による官能化方法および上記のような官能化方法を用いて得ら
れる機能化された固形支持体でもある。
　これらの機能化された支持体は、対象となる生物学的分子の再生可能な固定化を許容し
、同時に不特定な分子の吸着を制限し、それゆえ検出中のシグナル／ノイズ比を増加する
。また、それらの試薬の滴の広がりを調節することにより、局部化された沈積物の汚染お
よびリングの制限も可能ならしめる。
【００５７】
　これらの機能化された支持体は、共有結合により、核酸、ポリペプチド(プロテイン、
酵素)、脂質、炭水化物またはホルモンのような、アミノまたはヒドロキシ官能基を有す
る対象となる生物学的分子を固定化するために、特に用いることができる。
【００５８】
　本発明の目的のため、および本文書の残り部分において、用語「核酸」はオリゴヌクレ
オチドおよびDNAもしくはRNAの両方、またはホスホジエステル結合の代わりにぺプチド結
合を含むペプチド核酸（PNA）のような、修飾された基幹もしくは修飾された塩基を有す
るその他の核酸を意味する。
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【００５９】
本発明の主題は、したがって、以下の工程を含むことにより特徴づけられる、機能化され
た固形支持体への生物学的分子の固定化方法でもある：
a）上で定義されたような方法による、エステルの形態にある末端カルボン酸官能基を含
む機能化された固形支持体の製造、
b）末端カルボン酸官能基の脱保護および活性化、
c）工程a)またはｂ）で得られる変性固形支持体を、末端の一つにアミン官能基、または
ヒドロキシ官能基、または一級アミン官能基で官能化されたスペーサアームを有する、固
定化される生物学的分子の、一つ以上の溶媒中の一つ以上の局部的に適用される溶液と接
触させること、
d）カルボン酸官能基のレベルで生物学的分子の共有結合を生じさせるための溶媒の蒸発
、
e）生物学的分子と反応しなかった活性化されたカルボン酸官能基の、気相中または溶液
中でのアミンによる不活性化、および
f）上記の生物学的分子が固定化されている固形支持体の洗浄。
【００６０】
　カルボン酸官能基の活性化工程b)は、例えば、N-ヒドロキシコハク酸イミド、カルボニ
ルジイミダゾールもしくはカルボジイミド、または当業者に知られている好適なその他の
活性化試薬の溶液を用いて行うことができる。
【００６１】
　例えば、この活性化工程は、カルボニルジイミダゾール（０．１M）の存在下に、無水
テトラヒドロフラン（THF）中、約２時間かけて室温で行うことができる。特に、このタ
イプの活性化により、求核性の試薬(アミン、アルコール、水)に関して非常に反応しやす
い活性化表面を得ることができる。
【００６２】
　この場合、生物学的分子は、その官能基のアミノ形態の存在を確実にするために、トリ
エチルアミンのような三級アミンの存在下に無水の溶媒中で反応させられる。
【００６３】
 工程c)の間、生物学的分子の溶液の濃度は、好ましくは１０-6～１０-3モル／リットル
である。
　工程c)の間、生物学的分子を可溶化するために、その良好な溶解性および、それに続く
溶液の蒸発の調整を許容する水性または無水の溶媒はいずれも用いることができるという
ことは、明かに理解される。溶媒の性質は、当然ながら、分離されるべき生物学的分子の
性質の機能として選ばれなければならない。非限定的な例として、リン酸緩衝液、ジメチ
ルスルホキシド（DMSO）、無水アセトニトリル、またはアセトニトリル／水混合液が挙げ
られる。
【００６４】
　固定化されるべき生物学的分子の各溶液は、マイクロデポジションの適当な方法により
支持体上の所定の場所に沈積され得る。
【００６５】
　かくして、例えばオリゴヌクレオチドを固定化するために、固定化反応が無水の条件下
で行われるとき、例えば無水のDMSOを使用することが可能である。この反応は、当然のこ
とながら、無水の環境下で行われる。この場合、オリゴヌクレオチドは、好ましくは溶液
中に１０-5～１０-3モル／リットルの濃度で存在する。
【００６６】
　DNAストランドおよびオリゴヌクレオチドは、水性溶液中にどのような比率でも溶解し
得る。その結果、このタイプの生物学的分子の固定化が望まれる場合、その固定化工程は
、水性の条件下で行われることが好ましい。N-ヒドロキシサクシンイミドでのカルボン酸
官能基の活性化は、水性の条件下でこの工程を行うことを可能にする。
【００６７】
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 本発明によれば、溶媒の蒸発による生物学的分子の固定化工程d)は、固定化方法を正し
く進めることが重要である。なぜなら、それは対象となる生物学的分子の機能化された支
持体への共有結合を許容するからである。事実、本発明による固定化方法は、生物学的分
子の（１０-6～１０-3モル／リットルのオーダーの）非常に希薄な溶液を用いることが好
ましく、その検出は共有結合によるグラフティングが行われなければ不可能であろう。こ
の蒸発工程は、ゆっくり、すなわちおよそ１～１０時間をかけて行われるのが好ましい。
【００６８】
　固定化工程を終えるとき、生物学的分子と反応しなかった活性化されたカルボン酸官能
基は、気相中または溶液中でアミンにより不活性化される(工程e)。
【００６９】
　この不活性化工程により、次の工程の間、液滴の汚れ、異物混入または汚染の問題を回
避できる。それはキャッピングとも言われる。
【００７０】
　本発明による固定化方法の有利な形態に従えば、この不活性工程は、メチルアミンまた
はジメチルアミン、好ましくはジメチルアミンを気相中で１５～４５分間反応させること
により行われる。
　この不活性工程は、いくつかの支持体を同時に処理することを容易に可能ならしめる。
【００７１】
　この発明のもう一つの有利な形態によれば、不活性化工程は、同じ支持体の予め定めら
れた領域でのみ行われる。不活性化されてはいけない領域は、例えば水、有機溶媒または
鉱油の液滴で予め保護される。
【００７２】
　非保護領域の脱活性化は、次いで、活性化されたまたは復活可能な領域、および化学的
に不活性な領域のネットワークの形成を可能ならしめる。
【００７３】
　本方法のこの形態は、例えば、(例えばカルボニルジイミダゾールで) 活性化されたカ
ルボン酸官能基を含む表面上に水滴を置き、続いて気相中でアミンを用いて影響を受けや
すい表面の不活性化工程を行ない、次いで支持体をすすぐことによって得られる、空間的
に分散した支持体の製造を可能ならしめる。水滴で不活性化された領域は、次いで生物学
的分子の共有結合の工程の前に再活性化され得る。
【００７４】
　最終の洗浄工程f)は、表面に吸着した生物学的分子の再生可能な濃度を得るために、本
発明による機能化された支持体に共有結合しなかった分子を脱着させることを意図してい
る。
【００７５】
　この洗浄工程は、例えば約８０℃で約１時間の水洗いから、例えばドデシル硫酸ナトリ
ウム（SDS）の１０％の濃度の水溶液中で８０℃、約１時間の洗浄、次いで任意に数分間
の音波処理を行うまで、厳しさが増す連続的洗浄工程に、上記の支持体を付すことによっ
て行われるのが好ましい。
【００７６】
　支持体の再使用は、再生可能なシグナルを得ることにより制約される。この洗浄工程は
、任意の次の検出工程の間、支持体がいかなる分子も放出しないことを保証し得るので、
これらの支持体の再利用に関して一つの役割を果たす。
【００７７】
　この洗浄工程の意義は、共有結合していないかなりの数の生物学的分子を除去し、結果
的に固定化量を低減させ、したがって検出シグナルの強度を低減することにあるが、この
洗浄工程は不特定の吸着量を減少させ、それゆえに検出中の背景ノイズも減少させること
ができる。この洗浄工程の全体的な成果は、したがってシグナル／ノイズ比および測定の
再現性の改善にもある。
【００７８】
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　本発明の主題は、本発明による固定化方法を用いて得られる固形支持体、すなわち、対
象となる生物学的分子が共有結合により固定化された固形支持体でもある。
【００７９】
　これらの固形支持体は、分析の道具（診断、配列決定など）として、製造のための道具
（単離、複雑な分子の分離）または特定の性質を有する表面のコーティング（クロマトグ
ラフィー用コーティング、静電気的コーティング、抗菌コーティングなどのアクティブコ
ーティング）のための道具としても使用され得る。
【００８０】
　したがって、次のような多くの分野での適用が見出される：
－    固形支持体上での合成、
－    分子の分離および精製（電気泳動、クロマトグラフィー）、
－　　特に固定化された生物学的分子が酵素であるときの、分子生物学において、
－    バイオセンサー（「イムノアッセイ」「マイクロアレイ」に基づくＤＮＡ分析技術
、例えばハイブリダイゼーションＳＢＨによる配列決定、シングルヌクレオチドポリモル
フィズム（ＳＮＰ）および生医学的診断）。
【００８１】
　本発明の機能化された固形支持体の使用は、種々のタイプの生物学的分子を固定化させ
、したがって例えばＤＮＡチップのような核酸チップ、プロテインチップのようなポリペ
プチドチップなどの種々のチップの製造を可能ならしめる。
【００８２】
　本発明による改良された固形支持体の使用は、ＤＮＡチップを製造するのに特に有利で
ある。すなわち、公知の配列を有する一組のＤＮＡが非常に正確な順序で共有結合してい
る支持体で、これらのチップは何度も再使用が可能である。そのようなＤＮＡチップは、
目的の核酸またはオリゴヌクレオチドで支持体上に固定化されたＤＮＡのハイブリダイゼ
ーションによって、これらの目的分子の配列を決定したり、または遺伝子発現を追跡した
りすることを可能ならしめる。新しい遺伝子、新しい医薬製品の発見、診断、毒性研究の
提供など、多くの適用がある。
【００８３】
　それゆえ、本発明の主題は、本発明による生物学的分子の固定化方法により得られるこ
とを特徴とする、核酸チップまたはポリペプチドチップでもあり、ここでいう生物学的分
子は核酸またはポリペプチドである。
【００８４】
　本発明による核酸チップまたはポリペプチドチップは安定であり、したがって何度も再
使用できるという利点を有する。特にＤＮＡチップは多くのハイブリダイゼーションおよ
び変性サイクルの中で再使用が可能である。
【００８５】
　上記の用途以外にも、本発明は以下の記載から浮かび上がる他の用途を含み、その記載
は固形支持体の機能化の実施例、オリゴヌクレオチドの固定化の実施例、および本発明に
よる固定化法の再現性を示す実施例に関するものである。
【００８６】
　しかしながら、これらの実施例は本発明の主題を説明するためだけに示され、制限する
ものでないことは、明白に理解されるべきである。
【実施例】
【００８７】
実施例１　　機能化された固形支持体の製造
 １）サンプルの洗浄およびヒドロキシ化
　ガラススライド（７６×２６ｍｍ）を硫酸と過酸化水素(７／３　ｖ／ｖ)の溶液中に８
０℃で１時間浸漬する。スライドを次いで超純水で完全にすすぎ、ガス送風機を用いて乾
燥する。最後にそれらをガラス反応器中に置く。
【００８８】
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２）シラン化
　ガラススライドを入れた反応器を１４０℃で１時間、真空下に加熱し、次いで乾燥した
不活性ガス(アルゴン、窒素)を排出しながら１時間加熱する。次いで反応器を氷水浴中で
冷却し、サンプルの表面を覆うように１５０ｍｌのペンタンを注入する。次いで、３００
μｌのシランを注入する。
　その後、ペンタンを真空下で蒸発させ、反応器を１４０℃に加熱し、１２時間かけて不
活性ガス(アルゴンまたは窒素)の気流で吹き流す。
【００８９】
3)サンプルのすすぎ
　シラン化の最後に、ガラススライドをテトラヒドロフラン（ＴＨＦ）中で超音速洗浄し
た後、貯蔵し、その他の機能化工程に付す。
【００９０】
実施例２　本発明による機能化支持体へのオリゴヌクレオチドの固定化
１)  カルボン酸官能基の脱保護
　実施例１で上記のようにして得られた機能化されたガラススライドを、不活性雰囲気下
に１４０℃で２時間乾燥する。それらを冷却後、アルミナで予め乾燥したジクロロメタン
（ＤＣＭ）の溶液中に浸漬し、０．１Ｍの濃度に達するのに十分な量のヨードトリメチル
シランを注入する。室温で一夜、加水分解を行う。反応の最後に、スライドを脱イオン水
で洗浄し、圧縮空気の噴射で乾燥する。
【００９１】
２）N-ヒドロキシサクシンイミドでのサンプルの活性化
　スライドをアルゴン下に１４０℃で２時間乾燥する。冷却後、それらをＮ－ヒドロキシ
サクシンイミド（０．１Ｍ）およびジイソプロピルカルボジイミド（０．１Ｍ）を含む無
水ＴＨＦの溶液中に浸漬する。室温で５時間、活性化を行う。次いで、スライドを無水の
ＴＨＦですすぎ、不活性雰囲気の暗所に保存する。
【００９２】
３)オリゴヌクレオチドの固定化
　オリゴヌクレオチド（２５－mers、アミン官能基（Ｃ6-ＮＨ2）で官能化されたスペー
サアームを有する）をＰＢＳ（ホスフェート-緩衝食塩水）リン酸緩衝液ｐＨ８.５に可溶
化する。１ｃm2の表面を５０μｌのオリゴヌクレオチド溶液で覆う。５０℃でのＰＢＳ緩
衝液をゆっくり蒸発させた後、オリゴヌクレオチドスペーサアームのアミン官能基と反応
しなかった酸官能基をブロッキング(キャッピング)することによりスライドを不活性化す
る。これを行うために、スライドを気相中のメチルアミンで３０分間処理する。
【００９３】
４)スライドの洗浄
　仕上げのため、次第に厳しくなる連続浴中で表面を洗浄する：１００℃の超純水中で４
５分間、次いで８０℃の１０％ＳＤＳ中で４５分間、最後に１０％ＳＤＳ中、超音波で５
分間。
【００９４】
実施例３　本発明による固定化方法の再生性の実証
　上記の実施例１の方法により機能化され、上記の実施例２の方法によりＮ－ヒドロキシ
サクシンイミドで活性化された種々のガラススライドを、オリゴヌクレオチドの１２μモ
ル／リットル溶液（１μｌ）を固定化するために用いた（２５－mers、３’の位置に一級
アミン官能基を含むスペーサアームを有する）。
【００９５】
　洗浄および相補配列のハイブリダイゼーションの後、４７℃で４５分間、塩化ナトリウ
ム（３Ｍ）とクエン酸ナトリウム（３Ｍ）の混合物を含む２０×ＳＳＣ緩衝液の１／２０
希釈液である１×ＳＳＣ(食塩水クエン酸ナトリウム)緩衝液で洗浄後に、三つの異なるス
ライド上でｃｍ2当たりハイブリダイズされたストランドの数に関する結果は、以下のと
おりであった（32Ｐで放射性標識により得られた定量的データ）。
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　　　　　－スライド　Ｎｏ．１：　２．２０×１０10

　　　　　－スライド　Ｎｏ．２：　２．２６×１０10

　　　　　－スライド　Ｎｏ．３：　２．２３×１０10

　これらの結果は、本発明の固定化方法の再生性が大きいことを示している。
【００９６】
　別のガラススライド上では、６０－塩基対のＰＣＲダブルストランドとの最初のハイブ
リダイゼーションが、３．９５×１０8ストランド／ｃｍ2のオーダーのハイブリダイゼー
ションを与えた。前の三つのスライドと同じ条件下で変性および再ハイブリダイゼーショ
ンを行った後、２．６×１０10 の密度のオリゴヌクレオチドストランド／ｃｍ2が得られ
た。
【００９７】
　したがって、この一組の結果から、バッチ間のスライドの再生性が大きいこと、および
シグナルの損失なく支持体を再使用できる可能性があることがわかる。
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