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(57)【要約】
　ここに定義された官能基及びスペーサ基修飾重合体組成物、該組成物に協働する物品、
並びに該物品を用いた標識独立検出方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アッセイ支持体であって、基体と、前記基体に直接又は間接的に付着した重合体と、を
含み、
　前記重合体は複数の反応性基及び複数のイオン化可能基を有し、前記反応性基の少なく
とも１つは前記重合体の骨格と前記反応性基の間に位置するスペーサ単位を有することを
特徴とする支持体。
【請求項２】
　前記基体は、プラスチック、重合体もしくは共重合体の物質、セラミック、ガラス、金
属、結晶構造の材料、貴金属もしくは半貴金属、金属もしくは非金属酸化物、無機酸化物
、無機窒化物、遷移金属、又はその任意の組み合せを含むことを特徴とする請求項１に記
載の支持体。
【請求項３】
　前記基体は、アミノシランを有する連結層で修飾され、前記重合体は、少なくとも１つ
のアミノ基又はこれらの組み合わせを有することを特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項４】
　前記重合体は、連結層によって直接又は間接的に基体に付着され、前記連結層は共有結
合的、静電結合的又はそれらの組み合わせにより前記基体の外表面に付着されることを特
徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項５】
　前記連結層は直鎖又は分岐鎖のアミノシラン、アミノアルコキシシラン、アミノアルキ
ルシラン、アミノアリールシラン、アミノアリールオキシシラン、アミノシロキサンチオ
ール又はこれらの組み合わせ又はこれらの塩の少なくとも１つを含む化合物から得られる
ことを特徴とする請求項３に記載の支持体。
【請求項６】
　前記連結層は３－アミノプロピルトリメトキシシラン、Ｎ－（ベータ－アミノエチル）
－３－アミノプロピルトリメトキシシラン、Ｎ－（ベータ－アミノエチル）－３－アミノ
プロピルトリエトキシシラン、Ｎ’－（ベータ－アミノエチル）－３－アミノプロピルメ
トキシシラン、又はアミノプロピルシルセスキクオアンを含む化合物から得られることを
特徴とする請求項３に記載の支持体。
【請求項７】
　前記反応性基は、無水物基、エポキシ基、アルデヒド基、活性化エステル、スクシンイ
ミド、イソシアネート、イソチオシアネート、スルホン酸クロリド、カーボネート、アリ
ールハロゲン化物もしくはアルキルハロゲン化物、アジリジン、マレイミド、トレシル、
ビニルスルホン、トシル、アシルアジド、カルボジイミド活性化カルボン酸、カルボジイ
ミド活性化ホスファート、ハロアセチル、ジスルフィド、ピリジルジスルフィド又はこれ
らの組み合わせを含むことを特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項８】
　前記イオン化可能基は正電荷基又は負電荷基に転換され得ることを特徴とする請求項１
に記載の支持体。
【請求項９】
　前記重合体は、無水マレイン酸共重合体及び第１単量体を含むことを特徴とする請求項
１に記載の支持体。
【請求項１０】
　前記第１単量体は、スチレン、テトラデセン、オクタデセン、メチルビニルエーテル、
トリエチレングリコールメチルビニルエーテル、ブチルビニルエーテル、ジビニルベンゼ
ン、エチレンアクリルアミド、ビニルピロリドン、ジメチルアクリルアミド、重合化可能
なオリゴ（エチレングリコール）もしくは重合化可能オリゴ（エチレンオキサイド）、プ
ロピレン、イソブチレン、ビニルアセテート、メタクリレート、アクリレート、アクリル
アミド、メタアクリルアミド、又はこれらの組み合わせを含むことを特徴とする請求項９
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に記載の支持体。
【請求項１１】
　前記重合体は、ポリ（ビニル酢酸塩－無水マレイン酸）、ポリ（スチレン－ｃｏ－無水
マレイン酸）、ポリ（イソブチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）、ポリ（無水マレイン酸
－ａｌｔ－１－オクタデセン）、ポリ（無水マレイン酸－ａｌｔ－１－テトラデセン）、
ポリ（無水マレイン酸－ａｌｔ－メチルビニルエーテル）、ポリ（トリエチレングリコー
ルメチルビニルエーテル－ｃｏ－無水マレイン酸）、ポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレ
イン酸）、又はこれらの組み合わせの少なくとも１つを含むことを特徴とする請求項１に
記載の支持体。
【請求項１２】
　前記重合体は、反応性基と、イオン化可能基と、記重合体骨格及び前記反応性基の間に
ある少なくとも１つスペーサと、を有するポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）を
含むことを特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項１３】
　前記重合体は、下記式の量体、
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ２－（Ｘ））－Ｒ１－｝

ｍ－
｛式中、
　Ｒ１が二価の－（Ｃ２－６アルキレン）－であり；
　Ｒ２が約６から約３０個の原子を含む二価のスペーサであり；
　Ｘが反応性基もしくはその塩であり；
　ｍが約１０から約１０，０００である｝
　又はその塩を含むことを特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項１４】
　前記重合体は、下記式の量体からなる共重合体、
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ２－（Ｘ））－Ｒ１－｝

ｍ－
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）－（Ｙ））－ＣＨ－Ｒ１－｝ｎ－
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ３）－Ｒ１－｝ｏ－
｛式中、
　Ｒ１が二価の－（Ｃ２－６アルキレン）－であり；
　Ｒ２が約６から約３０個の原子を含む二価のスペーサであり；
　Ｒ３が一価の－（Ｃ１－６アルキル）であり；
　Ｘが反応性基もしくはその塩であり；
　Ｙが表面実質的基もしくはその塩であり；
　ｍが約１０から約１０，０００であり；
　ｎが約１０から約１０，０００であり；
　ｏが約１０から約１０，０００である｝
　又はその塩を含むことを特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項１５】
　前記量体の式において、
　Ｒ１が－（－ＣＨ２－ＣＨ２－）－であり；
　Ｒ２が約２から約６個のアルキレングリコール単位を含むポリアルキレングリコール部
分からなる二価のスペーサであり；
　Ｒ３がプロピル基であり；
　Ｘがスルホ－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド基もしくはその塩であり；
　Ｙが表面実質的基であり；
　ｍが約１０から約１０，０００であり；
　ｎが約１０から約１０，０００であり；
　ｏが約１０から約１０，０００である｝
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　又はその塩を含むことを特徴とする請求項１４に記載の支持体。
【請求項１６】
　前記量体の式において、Ｒ２が下記式の二価のスペーサ、
－ＮＲ－（ＣＨ２）２－（Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２）ｐ－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－
｛式中、各Ｒが水素又は一価の－（Ｃ１－６アルキル）であり、かつｐが約２から約６で
あることを特徴とする請求項１４に記載の支持体。
【請求項１７】
　前記重合体の反応性基に付着された１つ以上の生体分子を更に含み、前記生体分子は、
自然の、合成もしくは修飾されたオリゴヌクレオチド、自然のもしくは修飾されたヌクレ
オチドもしくはヌクレオシド、核酸（ＤＮＡ）もしくは（ＲＮＡ）もしくはその断片、自
然のもしくは修飾されたアミノ酸を含むペプチド、抗体、ハプテン、生物学的リガンド、
キレート、アプタマ、脂質、糖類、小分子、レクチン、修飾された多糖類、合成複合巨大
分子、機能化されたナノ構造、合成重合体、蛍光団、発色団、又はこれらの組み合わせを
含むことを特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項１８】
　生体分子は共有結合的又は静電結合的に重合体へ結合されていることを特徴とする請求
項１７に記載の支持体。
【請求項１９】
　複数の生体分子は支持体上に存在し、前記生体分子は離散して支持体上の位置を確定し
てアレイを生成することを特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項２０】
　請求項１に記載の支持体を作成する方法であって、
　スペーサ基の付着を可能とする複数の基を有する重合体が直接又は間接的に付着した基
体を用意する工程と、
　付着した重合体をスペーサ基形成部に接触させる工程と、
　スペーサ基を有する結果の付着した重合体を反応性基形成部に接触する工程と、を含む
方法。
【請求項２１】
　スペーサ基及び反応性基を有する結果の付着した重合体を生体分子に接触させて、スペ
ーサ基と少なくとも１つの反応性基に付着した生体分子とを有する付着した重合体を有す
る支持体を生成する工程を更に含むことを特徴とする請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　検体のアッセイを実行するであって、
　請求項１７に記載の支持体を検体を含む試料に接触させる工程と、
　結合した検体を検出する工程と、を含む方法。
【請求項２３】
　イオン化可能基に対する付着した生体分子を有する反応性基の比が約０．５から約１０
であることを特徴とする請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　生体分子又は反応性基に付着した細胞を更に含むことを特徴とする請求項１に記載の支
持体。
【請求項２５】
　イオン化可能基に対する反応性基の比が約０．５から約１０であることを特徴とする請
求項１に記載の支持体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、標識独立検出のための表面及びその方法に関する。
　(先に出願した米国出願の利益の請求)
　本出願は、２００８年４月１０日に出願された米国特許出願「U.S. Provisional Appli
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cation Serial No. 61/123,609, filed on April 10, 2008.」の（優先権の）利益を請求
する。本願明細書の内容並びに言及される刊行物、特許及び特許文献の全ての開示を引用
し、本願明細書に含まれたものとする。
【背景技術】
【０００２】
　本開示は、標識独立検出方法及び標識独立検出のための被覆物品に関する。
【発明の概要】
【０００３】
　本出願の開示は表面被覆組成物、標識独立検出のための表面修飾基体、表面修飾基体と
合体する物品及び標識独立検出方法を提供する。本開示の物品及び方法は結合タンパク質
ための優れた受容力及び優れた検体検出感度を提供できる。
【図面の簡単な説明】
【０００４】
図１は、本開示の実施例における重合体被覆組成物の構造部分を示す図である。
図２は、本開示の実施例における重合体被覆組成物の反応性及び非反応性アミド酸基を有
する表面結合構造部分を示す図である。
図３は、本開示の実施例における重合体被覆組成物の反応性及び非反応性アミド酸基を有
する表面結合構造部分の一例を示す図である。
図４は、本開示の実施例における重合体被覆組成物の反応性及び非反応性アミド酸基を有
する表面結合構造部分の特定な例を示す図である。
図５Ａは、本開示の実施例における表面結合実体の活性部位へのリガンドアクセス抑制を
示す図である。
図５Ｂは、本開示の実施例における表面結合実体の活性部位へのリガンドアクセス増進を
示す図である。
図６は、本開示の実施例における２つの異なる溶媒中のスペーサ長の増加に伴う炭酸脱水
酵素ＩＩ（ＣＡＩＩ）固定化のＳｕｌｆｏ－ＮＨＳ活性化の低下傾向を示すグラフである
。
図７は、本開示の実施例におけるスペーサのある場合とない場合の被覆プレートの増進固
定化能力結果と比較結果を示すグラフである。
図８は、本開示の実施例におけるスペーサのある場合とない場合の被覆プレートの増進フ
ロセミド結合能力結果と比較結果を示すグラフである。
図９は、本開示の実施例における比較プレート及びスペーサを有する増進被覆プレートに
対する計算されたタンパク質有用性を示す表である。
図１０は、本開示の実施例における２つの異なる溶媒でのｐＨ及びスペーサ長の関数とし
てのＣＡＩＩ固定化結果を示すグラフである。
図１１は、本開示の実施例における２つの異なる溶媒でのｐＨ及びスペーサ長の関数とし
ての固定化されたＣＡＩＩのフロセミド結合結果を示すグラフである。
図１２は、本開示の実施例における本開示の被覆製品及び市販の被覆製品で得られたＣＡ
ＩＩ固定化の比較を示すセンサグラムである。
図１３は、本開示の実施例における本開示の被覆製品（上部曲線）及び市販の被覆製品（
下部曲線）で得られたＣＡＩＩ固定化の比較を示すセンサグラムである。
【発明を実施するための形態】
【０００５】
　図面を参照して本開示の様々な実施例について以下に詳細に説明する。様々な実施例に
対する言及は本発明の範囲を限定するものではなく、本明細書に添付した特許請求の範囲
のみによって制限される。さらに、本明細書に記載された例は、限定することを目的とせ
ず、単に特許請求の範囲に記載された発明の多くの可能な実施例を記載するだけである。
【０００６】
　定義：
　「アッセイ」、「分析する」又は同様の用語は、例えば、リガンド候補化合物などのよ
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うな外因性刺激による刺激時における、生体分子のもしくは細胞の、存在、非存在、量、
範囲、速度、動態力学、又は、生体分子のもしくは細胞の光学的もしくはバイオインピー
ダンス反応のタイプを確定するための分析をいう。
【０００７】
　「付着した」などの用語は、２つの成分又は化合物の間の任意の化学的相互作用を意味
する。形成され得る化学的相互作用のタイプは、選択された出発材料又は反応条件に依存
して変化する。開示されている付着の例は、例えば、共有結合、静電気結合、イオン結合
、水素結合又は疎水性結合を含む。「付着する」、「付着」、「接着する」、「接着した
」、「接着性の」「固定化した」又は同様の用語は、例えば、本開示の表面修飾物質、表
面被覆重合体、適合化剤、細胞、リガンド候補化合物及び同様の本開示の実体（entities
）を、物理吸着、化学的結合及び同様のプロセス又はこれらの組み合せによって表面に固
定化する又は不動化することを一般的にいう。バイオセンサ表面は、開示された表面被覆
、アンカー又は連結材料、適合化剤（例えばフィブロネクチン、コラーゲン、ラミン、ゼ
ラチン、ポリリジン、その他）などの修飾物質及びそれらの組み合わせを有するように、
修飾され、例えば、タンパク質結合及びリガンド検出などの特定の分子の又は細胞の実体
に向けバイオセンサ表面の受容力を増進するようになる。特に、「細胞付着」、「細胞吸
着」又は同様の用語は表面への細胞の結合又は相互作用を言い、例えば、培養による、又
は、アンカー物質、適合化剤（例えばフィブロネクチン、コラーゲン、ラミン、ゼラチン
、ポリリジン、その他）での相互作用による、又は、実体によるものである。
【０００８】
　「接触」又は「接触する」は例えば、少なくとも１つの物質が他の物質に近接して物理
的に対面又は接触することにより、晒される場合を意味する。
【０００９】
　「標的」などの用語は、その活性が細胞シグナリングの仲立ち又は細胞機能を調整する
細胞のタンパク質又は非細胞生体分子をいう。標的は、例えば、受容体、フォスファター
ゼ、キナーゼ、酵素、ＤＮＡ、ＲＮＡなどの実体である。受容体は、例えば、ａＧタンパ
ク質－共役型受容体（ＧＰＣＲ）、受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）、トランスポータ
、イオンチャネル、インテグリン受容体、ナトリウム／プロトン交換体などの実体である
。キナーゼは、例えば、タンパク質キナーゼＡ、タンパク質キナーゼＣ、分裂促進因子活
性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰ）、細胞外シグナル調節キナーゼ、Ｓｒｃキナーゼ、Ｒ
ｈｏキナーゼ、局所接着キナーゼなどの実体である。酵素は、例えば、膜結合アデニリル
シクラーゼ、可溶アデニリルシクラーゼ、プロテアーゼなどの実体である。
【００１０】
　「スクリーン」、「スクリーニング」などの用語は、例えば、特定の標的、細胞基型又
は細胞システムに作用しているそれらの薬理活性を検討するため１つ以上の化合物又は薬
剤候補物質又は生物学的製剤（例えばＲＮＡｉ、抗体）の系統学の調査をいう。薬理学的
又は生物学的活性は、生体上の薬剤の有益又は有害効果を説明する発現である。本開示の
態様は特に、バイオセンサ系の高いスループットスクリーニング（ＨＴＳ）応用に有効で
ある。
【００１１】
　「プロファイル」、「プロファイリング」又は同様の用語は、特定の標的を通して媒介
された細胞又はタンパク質の光学的又はバイオインピーダンス（bioimpedance）の応答の
振幅などの公知又は所定のシグナル出力量に基づいた、１つ以上の細胞の標的を通して生
細胞又は細胞システム上の薬剤候補物質化合物の薬理活性又は生物学的作用についての外
挿の情報である。
【００１２】
　「マーカ」又は同類語は、分子、生体分子又は少なくとも１つの細胞標的の活性を調整
することが可能である生物学的製剤をいい、（例えばＧｑ－共役型受容体、Ｇｓ－共役型
受容体、Ｇｉ－共役型受容体、Ｇ１２／１３－共役型受容体、イオンチャネル、受容体チ
ロシンキナーゼ、輸送体、ナトリウム－プロトン交換体、核受容体、細胞キナーゼ、細胞
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タンパク、その他）、これらにより、バイオセンサによって測定されて確実に検出可能な
バイオセンサ出力に結果としてなる。意図された細胞標的及びその次の細胞の現象の分類
に従い、マーカは、例えば、ＧＰＣＲ又は受容体チロシンキナーゼ、又は、イオンチャネ
ル又は核受容体、又は、細胞の酵素アデニル酸シクラーゼに対してアクティベータ、例え
ばアゴニスト、部分的アゴニスト、逆アゴニストとなりえる。マーカは、また、細胞標的
の特定の分類のための阻害剤、例えば、アクチンフィラメント又は微小管のための阻害剤
もしくは阻害物質、又は、Ｒｈｏキナーゼなどのキナーゼのための阻害剤、又は、抗上皮
成長因子受容体抗体などの細胞表面分子のための抗体など実体である。
【００１３】
　「検出」又は同類語は、リガンド－誘導応答を発見又は検出して、リガンド化合物の非
存在から検出した応答を区別する本開示のバイオセンサ装置及び方法の機能をいう。
【００１４】
　「識別」又は同類語は、リガンド化合物の標的上の影響の認識だけでなくリガンド化合
物の標的上の影響又は標的上の相互作用の性質を分類する本開示の装置及び方法の機能を
いう。
【００１５】
　「刺激」、「治療候補化合物」、「治療候補」、「予防候補」、「予防薬剤」、「リガ
ンド候補」、「リガンド化合物」又は同様の用語は、バイオセンサ表面に固定化され又は
付着した細胞標的又は分離標的と相互作用する可能性について関心ある天然の又は合成さ
れた分子又は物質をいう。治療又は予防候補物質は、例えば、化合物、生体分子、ペプチ
ド、タンパク、生体試料、医薬品候補の小分子、医薬品候補の生物学的分子、医薬品候補
の小分子－生物学的分子複合体及び同様の物質又は分子の実体又はそれらの組み合せを含
んでもよく、それらは具体的には、タンパク、ＤＮＡ、ＲＮＡ、イオン、脂質又は同様の
生細胞の構造又は成分などの細胞標的又は分離標的の少なくとも１つと相互作用又は結合
し得る。
【００１６】
　「バイオセンサ」又は同様の用語は、適切な装置と結合して所望の検体を検出できる物
品をいう。バイオセンサは、生物学的な構成要素を物理化学的な検出部構成要素と結合す
ることができる。バイオセンサは、通常３つの部分、すなわち、生物学的な成分又は構成
要素（例えば組織、微生物、病原体、細胞、細胞成分、受容体などの実体又はそれらの組
み合わせ）と、検出部構成要素（例えば光学的、圧電的、電気化学的、熱的、磁気的など
の物理化学的な方法で動作する）と、当該両構成要素と協働するトランスデューサと、か
ら構成されている。実施例において、バイオセンサは、タンパク質又は受容体などの表面
結合細胞成分又は細胞内にて起こる分子識別、分子相互作用、分子刺激などの現象を検出
可能な数量化できる信号に変換できる。ここで用いられるバイオセンサは、静的、動的又
はこれらの組み合わせである流体処理システムを含むことができる。実施例において、本
開示の１つ以上のバイオセンサはマイクロ－物品に併合することができる。バイオセンサ
は有効な手段であり、いくつかの典型的な使用及び構成は例えば、「PCT Application No
. PCT/US2006/013539 (Pub. No. WO 2006/108183), published Dec. 10, 2006, to Fang,
 Y., et al., entitled "Label-Free Biosensors and Cells"」及び「U.S. Patent No. 7
,175,980」に記載されている。貫通深さ、検出領域又は検知体積を有するバイオセンサに
基づく細胞アッセイは例えば、「Fang, Y., et al. "Resonant waveguide grating biose
nsor for living cell sensing," Biophys. J., 91, 1925-1940 (2006)」に記載されてい
る。マイクロ流体物品であり、いくつかの典型的な使用及び構成並びに製造方法は例えば
、「U.S. Patent Nos. 6,677,131, and 7,007,709」に記載されている。「U.S. Patent P
ublication 20070141231」、「U.S. Patent No. 7,175,980」はマイクロプレート組立体
及び方法を記載している。
【００１７】
　本開示の連結層化合物、スペーサ、第１単量体及び関係記載の前後関係において、「炭
化水素」、「ヒドロカルビル基」などの用語は任意の一価の（－Ｒ）又は二価の（－Ｒ－
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）基であり、例えば、ここに説明するように、アルキル炭化水素、芳香族もしくはアリー
ル炭化水素、アルキル置換アリール炭化水素、アルコキシ置換アリール炭化水素、ヘテロ
アルキル炭化水素、ヘテロ芳香族もしくはヘテロアリール炭化水素、アルキル置換ヘテロ
アリール炭化水素、アルコキシ置換ヘテロアリール炭化水素などの炭化水素基を含む。実
施例において、本開示の連結層化合物、スペーサ又は第１単量体などの化合物又はその部
分のいずれの炭化水素は、同一、類似又は少なくとも化学的もしくは物理的に互換性のあ
る炭化水素となるように選択され得、もしあれば、被覆重合体や、例えばガラスもしくは
処理たガラスなどの基体材料の無機重合体や、例えば有機金属置換ポリシロキサンなどの
有機無機ハイブリッド重合体やそれの組み合わせなどの基体の中又は上の含まれる。
【００１８】
　「含む」、「含む」などの用語は、制限的ではなく含むことを意味する。
【００１９】
　「約」は、本開示の実施例を記載する際に用いられる、例えば組成の成分の量、濃度、
体積、プロセス温度、プロセス時間、収率、流量、圧力、同様の値及び同様の範囲を修飾
し、例えば、化合物、組成物、濃度物、使用配合物を作るのに用いられる通常の測定又は
取扱処理、これらの処理における偶然誤差や、これらの方法を実行する際に用いられる製
造、ソース又は出発物質又は成分の純度の違い、及び同様の事項などにおいて生じうる数
量の変動をいう。用語「約」はまた、特定の初期濃度又は混合物を有する組成又は調合の
経年変化による違い、及び特定の初期濃度又は混合物を有する組成又は調合の混合又は処
理による違いを包含する。用語「約」により修飾された添付の特許請求の範囲は、これら
の量に等価な量を含む。
【００２０】
　実施例における「本質的に成る」「成る」は、例えば、表面組成、表面組成を生成又は
用いる方法、調合、バイオセンサ表面上の組成、物、装置、又は本開示の装置に対して云
い、特許請求の範囲に列挙の要素又はステップ、また組成、物品、装置及び本開示の製造
又は使用方法の基本的で新規な特性に実質的に影響を及ぼさない他の要素又はステップ、
を含むことであり、例えば特定の反応物、特定の添加物又は成分、特定の薬剤、特定の細
胞又は細胞株、特定の表面修飾物質又は状態、特定のリガンド候補物質、又は同様の構造
、物質又は選択されるプロセス変数である。例えば、実質的に本開示の要素又はステップ
の基本的な特性に影響を及ぼすか、又は望ましくない特性を現在の本開示に与えてもよい
アイテムは例えば、最初の被覆バイオセンサ表面に対する生物学的製剤又は生体分子の減
少した親和性、被覆に対する基体表面の減少した親和性、リガンド候補物質などの刺激に
応答する異常な又は反対する受容体結合などの特性を含む。いくつかの場合、望ましくな
い特性の前述の例は、その代わりに、例えば条件の発見又は表面被覆のための生物学的製
剤の親和性を減少させる被覆の本開示のバイオセンサ応用においてたいへん望ましく、有
益であり得る。
【００２１】
　このように請求の範囲に記載の発明は、第１に生物学的製剤又は生体分子に高い反応性
又は受容性を有する表面基を有し、第２に生体分子が結合した結果の高いリガンド感応性
の重合体表面を有する重合体を含みむバイオセンサ被覆組成物と；高い受容性重合体表面
を有するバイオセンサ物品の作成方法と；ここで記載するような重合体修飾表面を有する
物品を生体分子に接触させる工程を含む生体分子を固定化する方法と；重合体修飾表面を
有する物品と；重合体修飾接触表面を有する光学バイオセンサを含む標識独立検出（ＬＩ
Ｄ）装置と、を適切に又は本質的に成る。
【００２２】
　任意に、随意に、などの用語は、後述の事象又は状況が生じ又は生じないことも有り得
るが、本明細書ではそのような事象又は状況が生じる場合（あるいは生じない場合）を意
味している。
【００２３】
　不確定の物品の「ａ」又は「ａｎ」及びその対応する確定した物品の「ｔｈｅ」を含む
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用語は、数量が明らかに別を書き取らせない限り、少なくとも１つ又は複数の指示を意味
している。
【００２４】
　本明細書において、範囲は、「約」特定の数値から「約」他の特定の数値まで記載し得
る。かかる表現の場合、範囲は、当該特定の数値から当該他の特定の数値までを含む。同
様に、数値が「約」を用いた近似表現の場合、当該数値は他の態様を形成すると考える。
範囲のおのおのの端点は、それぞれ他方の点（終点及び始点）との関連において重要な意
味を持ち、且つ、当該他方の点（終点及び始点）とは独立した意味を有していると考える
。本明細書においては多くの数値が記載されているが、当該数値各に「約」等の表現が付
いていなくても、その数値は「約」が付いている数値と「約」が付いていない数値を含ん
でいると考える。例えば、「１０」という数値が記載されている場合、「１０」そのもの
と「約１０」が記載されていると考える。また数値が提示されている場合、当業者が認識
できる範囲を限度に、当該数値以下のものも含み、当該数値以上のものも含み、ある程度
の値（可能な値）同士の間の範囲も含むと本明細書において考える。例えば、例えば「１
０」という数値が記載されている場合、１０以下（のある程度の範囲）と１０以上（のあ
る程度の範囲）も記載されていると考える。本明細書及び図面においてデータが種々の形
式単位フォーマットで表示されており、データは始点や終点を示したり、始点から終点ま
での範囲を示している。例えば、「１０」というデータと「１５」というデータが記載さ
れている場合、これら数値より大きいもの、これら数値以上のもの、これら数値より小さ
いもの、これら数値以下のもの、及びこれら数値そのものが記載されていると考えると共
に、１０及び１５の間の範囲も記載されていると考える。例えば、「１０」と「１５」が
記載されている場合、それらの間の一単位である「１１」、「１２」、「１３」、「１４
」も全て記載されていると考える。
【００２５】
　本明細書には、本開示の方法により作られる物（製品）及び組成物に使用することがで
きる（又はそれらと共に使用できるか、それらを作るために使用できる）化合物、組成物
、構成物及び成分が開示されている。これら及びその他の材料は本明細書に開示されてお
り、当該材料の組み合わせ（全部又は一部の組み合わせ）、相互作用結果物、群などが記
載されている場合、個々の材料や組み合わされた材料が明記されていなかったりその化合
物の置換変更が明記されていないとしても、当該明記されていない材料等も開示されてい
るものと理解される。例えば、例えば、多くの異なる重合体及び生体分子が開示、説明さ
れている場合、当該重合体及び生体分子の組み合わせや置換の全ては開示されたものとす
る（但し、それを否定する説明がある場合を除く）。従って、分子Ａ、Ｂ、Ｃのクラスと
分子Ｄ、Ｅ、Ｆのクラスと組み合わせ分子Ａ－Ｄとが記載されている場合、たとえ個々の
分子が記載されていなくても個々の分子及びそれらの組み合わせは記載されているものと
する。つまり、上記の例の場合、Ａ、Ｂ、ＣとＤ、Ｅ、Ｆが開示され且つＡ－Ｄの組み合
わせが開示されているので、Ａ－Ｅの組み合わせ、Ａ－Ｆの組み合わせ、Ｂ－Ｄの組み合
わせ、Ｂ－Ｅの組み合わせ、Ｂ－Ｆの組み合わせ、Ｃ－Ｄの組み合わせ、Ｃ－Ｅの組み合
わせ及びＣ－Ｆの組み合わせは記載されていると考える。同様に、これらのサブセット（
部分組み合わせ）又は組み合わせも記載されていると考える。つまり、上記の例の場合、
例えば、Ａ－Ｅ、Ｂ－Ｆ、Ｃ－Ｅも記載されていると考える（やはり、Ａ、Ｂ、ＣとＤ、
Ｅ、Ｆが開示され且つＡ－Ｄの組み合わせが開示されているので）。この考え方は本明細
書の全ての記載に適用される。例えば、開示された化合物や混合物を製造したり使用した
りする方法の各工程（ステップ）に適用される。従って、追加できる工程（ステップ）が
ある場合、各追加工程は本明細書に開示された実施形態実施例又はこれらの組み合わせに
おいて実施することができるし、それらは本発明の範囲内のものと考えられる。
【００２６】
　従来技術における当業者にとって周知である略語、例えば、「ｈ」又は「ｈｒ」は時間
、「ｇ」又は「ｇｍ」はグラム、「ｍＬ」はミリリットル、「ＲＴ」は室温、「ｎｍ」は
ナノメートル、及び同様の略語、が用いられている。
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【００２７】
　開示された構成要素、成分、添加物、細胞タイプ、抗体などの態様及びそれらの範囲の
ために特定の又は好ましい値は説明のみのためであり、定められた範囲内の他の値又は他
の定められた値を除外するものではない。本開示の化合物、組成物、装置及び方法は、こ
こに記載されている値、特定の値、より特定の値及び好ましい値のいかなる値又はいずれ
かの組み合せを有するものを含む。
【００２８】
　本開示は、一般に標識独立検出（ＬＩＤ）のためのバイオセンサ分野に関する。本開示
は、特に、ＬＩＤバイオセンサ表面化学及びその調製方法に関する。本開示はさらに、特
に、検体検出に関して従前に報告されたよりもより高い濃度でかつより高い感度で受容体
（例えばタンパク質）を固定化することができる表面を生成する方法に関する。本開示の
ＬＩＤバイオセンサは、バイオ分子識別事象の検出のためのより高い感度を有することが
できる。本開示の組成物、物品及び方法は、例えばＥｐｉｃ（登録商標）システムなどの
標識独立検出（ＬＩＤ）又は表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）に基づいたバイオセンサにか
なり適している。本開示の組成物、物品及び方法は、ＬＩＤセンサの他の方式である二面
偏波式干渉法（ＤＰＩ）と互換性をも有する。
【００２９】
　ＬＩＤなど例えば、固定化された受容体へのリガンドの吸着によって誘導された局所屈
折率の変化に基づく検出技術のため、生体分子固定化は例えば約２ｎｇ／ｍｍ２以上が望
ましい。受容体－リガンド相互作用に起因している屈折率の変化などの結合シグナルは、
表面に固定化された受容体の数を増やして大量のリガンド捕獲を容易にするによって、さ
らに又は代わりに、固定化された受容体の活性又は有効性を増やすことによって増強され
得る。
【００３０】
　生体分子を固定するための１つの方法は、「WO2006/058237」（文献１）及び「WO2007/
078873」（文献２）に記載されているように、無水物化学作用の使用に基づいている。タ
ンパク質などの受容体は、例えば、Ｎ末端基のα－アミン、リジン側鎖のエプシロン－ア
ミン、システインスルフヒドリル基、チロシン残基のフェノラートイオン及びヒスチジン
のイミダゾリル環を含んでいる無水物基と容易に化学反応ができる官能基を有する（参照
１）。
このように、無水物基を含んでいる共重合体は、特に固定化工程の前に活性化工程を実行
しなければならないことのなく、かかる機能化された生体分子を固定することにかなり適
している。
また、中性ｐＨでの無水物基の高い反応性は、例えば、ガラス又はシリカなどからなる化
学的感応センサ表面への無水物共重合体の温和な条件下での付着を可能とし、かかる温和
な条件は、多糖（例えばカルボキシメチルデキストラン）の金素子上への付着のために必
要とされる過酷な基本的条件の場合ではない。
【００３１】
　従来技術の無水物ベースのセンサ表面に固定され得る多数の受容体（例えばタンパク質
）にもかかわらず、重大な欠点は、低い活性を呈する固定されたタンパク質のかなりの割
合であることである。理論によって束縛されないが、低い活性は、未変性タンパク質空間
的構造の不存在又は劣化に起因していると考えられる。従って、予想されるより、検体を
検出することに関する感度は、低い。新薬開発などの高いスループットスクリーニング応
用に役立てるためには、感度は高くすべきである。
【００３２】
　検出可能な結合シグナルを得るために、固定された受容体のネイティブ性質が好ましく
は表面にて維持され、そして、固定化された受容体への接触性は界面の層により影響を受
けないようにすること好まししい。受容体活性の改善及び固定されたタンパクの固有立体
配座の保存に関して、ポリエチレングリコールベース（ＰＥＧ）被覆は、広く使われてい
た。ＰＥＧ基体被覆は、親水環境を提供することができ、疎水性の表面上の吸着及び変性
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からの表面－固定されたタンパク質を保護することができる。その局面において、タンパ
ク質及びその活性の固有立体配座は、保存され得る。米国の「US 2002/0128234」（文献
３）は、特定の応用のために最適化された性質及び構造を有する多機能でポリイオン性の
共重合体について言及して、それは分析的で検知目的のためのｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ－
ｏｎ型又はａｐｐｌｉｅｄ－ｔｏ型基体表面である。被覆は例えば重合体であり、例えば
重合体骨格鎖上に付着したＰＥＧｓのような移植ＰＥＧｓを有し、被覆は適切な基体表面
上へ堆積される。しかし、単官能性状の表面移植ＰＥＧ（例えばＰＥＧブラシ）なので、
受容体（例えばタンパク質）の固定化密度が単層を上回ることができず検体の非常に低い
結合応答を導き、ＬＩＤセンサ応用のために不適合である。
【００３３】
　スペーサの単層での支持体上の生物学上活性タンパク質の固定化は、固定されたタンパ
ク質の活性を改良することが知られている。米国の「US 5,405,766」（文献４）に例えば
生物学上活性タンパク質に順番に結合される二機能性リン脂質に結合されるスペーサを形
成する単層の使用が記載されている。この化学作用がタンパク質の活性を改良することが
できるにもかかわらず、タンパク質の固定化密度は上回ることがでず、上述したＰＥＧ単
層として低い結合応答を導く。
【００３４】
　スペーサは薬物分子のような小さいリガンドを固定することに適していることが知られ
ている。スペーサは、低分子量分子から成る支持体及び配位子分子の間でリンク又は限界
として作用する。小さいリガンドが直接支持体に付着するときに、それは認識されべき（
例えばタンパク質）分子の結合ポケットに着くまでは伸びることができないか、又は十分
に長く支持体から突き出ることができない。スペーサを使用すれば、結果はリガンドにタ
ンパク質の良好な接触性を提供することができるスペーサの長さに等しい距離によって、
支持体又はマトリックス表面から突き出ている固定されたリガンドとなる。「Cuatreacas
as」（文献５）、そして、「Steers」（文献６）、「Salchert, et al.」（文献７）、そ
して、「Sperling, et al.」（文献８）は、小分子を固定するスペーサの使用を言及して
いる。Salchert及びSperlingは、小分子付着を改良して、接近しているタンパク質によっ
てより効率的な認識事象を提供するためにマレイミド共重合体に付着するスペーサに関し
ている。
【００３５】
　Hermansonによれば（文献９）、大きい分子（例えばタンパク質）の固定化のスペーサ
の役割は、小分子の固定化のためのそれと異なる。タンパク質のような大きい分子量分子
を固定するときに、スペーサ腕の使用がそのままの小さいリガンドを有する臨界として、
あってはならない。タンパク質分子の三次元大きさは、スペーサで最も長いものと比較し
て巨大である。スペーサは、タンパク質の全体的な幅の小さい百分率だけによって、マト
リックス表面からタンパク質を延長することができる。かかる例において、非部位特異的
化学作用が使われるときに、結果はスペーサを有するマトリックスに少しももしあればタ
ンパク質の直接型付着に勝る利点を提供しない。
【００３６】
　「WO2007/049269」（文献１１）は、リガンド分子の結合及び検体分子との相互作用に
おいて高い性能をを示すカルボン酸基を有する多糖類から成る結合層を言及している。関
連多糖類は、アラニンスペーサとの反応によって修飾された。文献は、表面改質がカルボ
キシメチレート化された多糖類類からカルボン酸基の活性化と比較してスペーサからカル
ボン酸基のより効率的な活性化を許すと述べている。文献も、合成重合体、ポリ（アクリ
ル酸）又はポリ（メタクリル酸）、効率的な活性化、そして、続く固定化を言及している
。しかし、おそらくこれらは重合体の生体適合性を下げるので、リガンド分子は低い活性
を呈する。
【００３７】
　大部分の自然の多糖類類は、大部分の有機溶剤の溶解性を制限しており、一般に水だけ
に可溶であり、有機溶剤中の重合体の析出又活性化を難しくしている。対照的に、合成重
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合体は、概して高く有機溶媒の可溶であるが、上述した低い活性を示す。上述した多糖類
又は合成重合体は、本質的に不活性であるので、一般に追加の特異反応又は活性化ステッ
プがセンサ表面の上へそれらを付着するために必要とされる。この追加ステップは資源の
消費やその可変性の時間を決め、そして、ガラス又はシリカからなる化学的に敏感なセン
サ表面に不適合な厳しい条件をしばしば必要とさせる。、本開示は、実施例において容易
にＬＩＤセンサ表面に付着することができる合成重合体に基づく界面化学を提供し、それ
は非常に高い固定化容量を有し、すなわち、並み外れた１層のタンパク質単層を捕らえて
、固定された生体分子の良好な有用性及び活性を提供して、非標識検出センサに互換性を
持つものである。
【００３８】
　標識独立検出（ＬＩＤ）プラットフォーム（例えば、表面プラスモン共振（ＳＰＲ）又
は共鳴導波格子（ＲＷＧ）センサ）を使用しているアッセイは、概して、２つのステップ
手順：ｉ）センサの表面上の結合パートナー（例えばタンパク質）のうちの１つの固定化
と；ｉｉ）固定されたタンパク質に対するリガンド（例えば薬剤、タンパク質、オリゴヌ
クレオチド、その他）の結合と；を使用して実行される。伝統的に、表面への生体分子の
結合は表面上のカルボン酸基、例えば、反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）
エステル（それから関心のタンパク質上のアミノ基に連結する）に対する活性化を含む。
この方法は、例えば、Biacore Affinity Biosensors社及びArtificial Sensing Instrume
nts社によって、それらのそれぞれのＬＩＤプラットフォームのため商業化された。効果
的な一方で、活性化ステップは時間がかかって、手間と化学物質の不必要な使用をもたら
している。
【００３９】
　他のアプローチは、「前活性化された」化学作用の使用を含むものである。例えば、ア
ルデヒド基を示している表面は、生体分子を結合するために用いられている。しかし、還
元ステップは、結合の後、結果として生じるシッフ塩基を安定させることを必要とする。
エポキサイド及びイソシアネート官能性を有する表面がも使われたが、しかし、エポキサ
イド基は反応するのが比較的遅くて、したがって、非常に基本的な条件の下で長く続くイ
ンキュベーション時間を必要とする。その一方で、イソシアナート基は極めて反応性があ
るので、貯蔵安定性問題を示す。これらの問題のため、ＬＩＤプラットフォームのための
前活性化された化学作用の使用のほとんど記録がない。
【００４０】
　無水マレイン酸は、アミノ基のような求核試薬とともに直ちに反応する。小分子、ＤＮ
Ａ、糖及びペプチドの固定化のための無水マレイン酸共重合体層を有する表面の改質が記
載されていたにもかかわらず、無水マレイン酸の加水分解安定性はむしろ低く、そして、
このために、それらは広く使われていなかった。疎水性モノマー（例えばスチレン）によ
って共重合化されるときに、無水マレイン酸の加水分解安定性は増加するが、しかし、こ
れは表面に生体分子の非特異結合を起こす問題に至る。これが質量分析のような若干の応
用のための効果であってもよい一方で、それはＬＩＤの問題となる。
【００４１】
　有効なＬＩＤ方法のための局面は、高い生物特異性にある。結合特性（検体による）及
び非特異性（遮断剤による）が界面の屈折率の換算に影響して、見分けがつかないので、
検体水溶液における「遮断剤」（例えばウシ血清アルブミン、ＢＳＡ）の取込みは望まし
くない。この問題は、複合試料が使用され又は検体が不純である場合、悪化させるだけで
ある。例えばタンパク質の生体分子固定化のための無水物類に関する事柄は、重合体にお
ける残留の負電荷の形成及び他の基(例えばスチレン、エチレン、メチルビニルエーテル
など)の影響により不特定の結合である。これらの理由により、LIDのための無水物重合体
の使用は潜在的事柄である。
【００４２】
　開示の支持体及び方法は、多数の効果を提供する。例えば、支持体は活性化される必要
はないく、それはユーザー時間、コスト及び複雑さを節約する。開示された支持体及び方
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法は生体分子の大量の充填を可能として、それは検体検出に関してより良い感度にを導く
。その上、支持体を製造する方法は、支持体の高い体積製造を可能とする。一般に、支持
体は安定しているので、結合能がほとんど減される期間を拡張（例えば約６ヵ月）して貯
蔵される得る。さらに、被覆基体は酸性条件下で加水分解を遅くして、重合体（例えば無
水物重合体）の周知技術を使用して、説明されていなかった条件の下で、それはさまざま
な生体分子の結合を可能とする。最後に、支持体及び方法は、アレイシグナル強さ、感度
及びタイムリで経済的な方法のアッセイ品質を高め、更にアッセイ特異性をも改善する。
【００４３】
　Ｉ．支持体及び作成方法：
　実施例において、本開示は、以下の重合体から成る標識独立検出支持体のための基体被
覆組成物を提供する。重合体は、生体分子を固定するために活性を有している１つ以上の
生体分子固定化基（「反応性基」）と；基体に付着するために活性を有している１つ以上
の基体付着基と；固定化基の活性を強化する活性を有している１つ以上の非反応性基と、
から成る。
【００４４】
　生体分子固定化基、基体付着基及び非反応性基は、ここで更に定義される。生体分子固
定化基は、重合体骨格鎖及び生体分子固定化基の間にあるスペーサ又は反応性基から更に
含むことができる。
【００４５】
　実施例において、本開示はアッセイを実行することに有効な支持体を提供する。実施例
において、アッセイを実行する支持体は、基体に直接又は間接的に付着した重合体を有す
る基体を含み、前記重合体は生体分子へ付着か結合できる複数の反応性基と複数のイオン
化可能基とを有し、イオン化可能基に対する付着した生体分子を有する反応性基の比が例
えば約０．５から約１０であり、そして前記重合体は前記重合体の骨格と前記反応性基の
少なくとも幾つかとの間に位置するスペーサ単位又はスペーサ基を有する。例えば、支持
体が標識独立検出法のために使われる例において、重合体は光反応性基を含む必要はない
。
【００４６】
　実施例において、本開示は標識独立検出のための物品を提供する。そして、当該物品は
、生体分子－反応性接触面組成物から成る基体と；
任意に、その層に堆積された上述の生体分子－反応性接触面組成物を有する連結層と、か
ら成る。
【００４７】
　基体は、生体分子固定化基又は反応性基のいずれにでも付着する１つ以上の生体分子を
更に含むことができる。
【００４８】
　実施例において、本開示は標識独立検出のための物品を提供する。そして、当該物品は
、
連結層及び重合体外被から成る重合体被覆接触面を有する基体と、
そして、接触面に付着する生体分子と、から成る。
【００４９】
　実施例において、本開示は標識独立検出のための装置を提供する。そして、当該装置は
、接触面をおおった重合体を有する上述した物品を有する光学バイオセンサから成る。
　実施例において、本開示は標識独立検出のための装置を提供する。そして、当該装置は
、上述の接触面を有する生体分子－反応性接触面を有する光学バイオセンサと、生体分子
固定化基のいずれでも付着するか又は化学反応した任意に１つ以上の生体分子と、から成
る。
【００５０】
　実施例において、本開示は支持体を作る方法を提供する。そして、当該方法は、直接又
は間接的に基体、生体分子を付着するか又は結合することができる複数の反応性基を有す
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る重合体及び複数のイオン化可能基に付着する工程を含み、例えば、イオン化可能基に対
する反応性基の比が約０．５から約１０．０まであり、そして、例えば、重合体は複数の
スペーサ基、重合体骨格鎖の間であっている各々のスペーサ基及び少なくともいくつかの
反応性基を有することができる。
【００５１】
　実施例において、本開示は支持体を作る方法を提供する。そして、当該方法は、複数の
生体分子－反応性基を有する重合体を直接又は間接的に基体に付着すること；付着した重
合体をスペーサ基反応物に接触させること；そして、結果としてのスペーサ基を有する付
着した重合体を生体分子－反応性基反応物に接触させること；から成る。生体分子－反応
性基反応物は、スペーサ基と反応して、生体分子－反応部位を加えることができる。生体
分子－反応性基反応物は、また、それに対して（必要に応じて）追加の生体分子－反応部
位を加えるために重合体上の他の利用できる基に反応することができる。
【００５２】
　実施例の、上記支持体を作る方法は、結果としてのスペーサ基及び反応性基を有する付
着した重合体を、生体分子に接触させて、スペーサ基を有する付かれた重合体及び少なく
とも１つの反応性基に付着する生体分子を有する支持体を提供することを更に含むことが
できる。実施例において、本開示は物品を作る方法を提供する。そして、当該方法は、重
合体受け入れ又は機能化された基体を提供する工程と；ここで定義されるように、標識独
立検出のための基体被覆組成物と重合体受け入れ又は機能化された基体とを接触させる工
程と、から成る。
【００５３】
　前記接触させる工程は、機能化された基体に、重合体組成物を、共有結合的又は静電気
的に付着させ沈着させて、初期、潜在性、又は開出した反応性基を有する被覆を負わせて
いる。例えば、機能化された基体は、固形基体と反応したシランである。例えば、強化さ
れた容量及びＬＩＤのための例えば小分子のための感度のために、開示された物品及び方
法は検出を有することができる。実施例において、固定されたタンパク質は強化された活
性を提供することができ、例えば、他の周知のＬＩＤの合成界面化学と比較して約２から
約５倍より大きい活性が得られる。増加する活性、増加する感度及びタンパク質のための
より大きい感受性の結果として、開示された組成、物品及び方法を使用しているアッセイ
において消費されるタンパク質は、遙かに少ない量となる。
【００５４】
　実施例において、本開示はアッセイを実行するための上述の支持体を使用する方法を提
供する。そして、当該方法は、上述の支持体及び検体の標識独立検出のための装置を提供
すること；スペーサ基及び少なくとも１つの反応性基に付着する生体分子を有する付着し
た重合体を有する支持体を、検体のアッセイのための試料に接触させること；検体を検出
すること、から成る。
【００５５】
　ａ．基体：
　好適な基体は、例えば、マイクロプレート、スライド、又は重合体に付着できる任意の
他の材料を含み得る。実施例において、基体がマイクロプレートのとき、ウェルの数及び
ウェルの質量は分析の規模と範囲に依存して変化する。有益である基体の他の例は、例え
ば、３８４ウェルマイクロプレートのような細胞培養表面、９６ウェルマイクロプレート
、２４ウェルディッシュ、８ウェルディッシュ、１０ｃｍディッシュ、又はＴ７５フラス
コを含み得る。
【００５６】
　光学又は電気に関する検出用途に対して、基体は、例えば、透明性、不浸透性もしくは
反射性、又は電気伝導性、半導体性もしくは絶縁体性を持ち得る。生物学的用途において
、基体材料は例えば、多孔性でも非多孔性でもあり得、有機物材料、無機物材料又はそれ
らの組み合わせから選択され得る。
【００５７】
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　実施例において、基体は例えば、プラスチック、重合体もしくは共重合体の物質、セラ
ミック、ガラス、金属、結晶構造の材料、貴金属もしくは半貴金属、金属もしくは非金属
酸化物、無機酸化物、無機窒化物、遷移金属など、又はその任意の組み合せを含む。また
、基体は、任意の検出デバイス内に設置されるように構成され得る。１つの態様において
、センサは例えば、基体の底又は底面に統合され、後の検出に使われる。これらのセンサ
は例えば、光回折格子、プリズム、電極、及び石英結晶微量天秤が含まれる。検出方法は
、蛍光発光、リン光、ケミルミネッセンス、屈折率、質量、電気化学を含むこともあり得
、実施例において、基体は共鳴導波管回折格子センサである。
【００５８】
　実施例において、基体は無機物から構成され得る。無機物材料の例は、例えば、金属、
半導体材料、ガラス、及びセラミック材料が含まれる。基体材料として使われることので
きる金属の例は、例えば、金、白金、ニッケル、パラジウム、アルミニウム、クロム、ス
チィール、ガリウムヒ素又はこれらの組み合わせが含まれる。基体材料として使われる半
導体材料は、例えば、シリコン及びゲルマニウムがある。基体材料として使われるガラス
及びセラミック材料は、例えば、石英、ガラス、焼結体、アルカリ性土壌アルミノボロシ
リケートガラス及び他の混合された酸化物が含まれ得る。無機物基体材料のさらなる例は
例えば、グラファイト、セレン化亜鉛、マイカ、シリカ、ニオブ酸リチウム及び無機単結
晶材料である。実施例において、基体は、例えば、金のセンサ素子などのような金又は金
被覆で作られ得る。
【００５９】
　実施例において、基体は、多孔性無機物層を包含する。「U.S. Patent No. 6,750,023
」に開示されているような基体を製造する方法による任意の浸透性基体が使用され得る。
実施例において、基体上の無機物層はガラス又は金属酸化物を包含する。実施例において
、無機物層は、シリケート、アルミノシリケート、ボロアルミノシリケート、ボロシリケ
ートガラス（ほう珪酸ガラス）、又はそれらの組み合せを含む。実施例において、無機物
層は、ＴｉＯ２、ＳｉＯ２、Ａｌ２Ｏ３、Ｃｒ２Ｏ３、ＣｕＯ、ＺｎＯ、Ｔａ２Ｏ５、Ｎ
ｂ２Ｏ５、ＺｎＯ２又はそれらの組み合せを包含する。実施例において、基体は、Ｔａ２

Ｏ５、Ｎｂ２Ｏ５、ＴｉＯ２、Ａｌ２Ｏ３、シリコン窒化物、又はそれらの混合物を含む
層を有するＳｉＯ２を包含し、その中で、前記層はＳｉＯ２の表面に近接している。窒化
ケイ素はＳｉＮＸの化学式によって表わされ、前記ケイ素及び窒素の化学量論比は変化し
得る。
【００６０】
　実施例において、基体は有機物質から生成され得る。有益な有機物質は例えばそれらの
寸法安定性及び溶媒に対する抵抗力によって重合体材料から作られる。有機物質の例は、
例えば、ポリエチレンテレフタレート、及びポリブチレンテレフタレート；ポリビニルク
ロリド；ポリビニリデンフルオリド；ポリテトラフルオロエチレン；ポリカーボネート；
ポリアミド；ポリ（メタ）アクリレート；ポリスチレンもしくはポリエチレンなどのポリ
ヒドロカルビル基；エチレン／ビニル酢酸塩共重合体などのような重合体、又はそれらの
組み合わせを含む。
【００６１】
　実施例において、基体は、１つ以上の生体分子を付着できる群を有する材料から生成さ
れ得る。例えば基体はここに記載されている１つ以上の重合体から生成されることができ
、すなわち、基体に被覆され、又はに任意の所望の形に成形され得る。よって、生体分子
及び他の成分は基体に付着される。
【００６２】
　ｂ．重合体：
　実施例において、生体分子を基体に結合できる１つ以上の反応性基を有する結合重合体
としても知られる重合体は、直接又は間接的に基体に付着できる。重合体上の「反応性基
」は生体分子の重合体への付着を可能にする。反応性基はまた、基体に結合する重合体の
付着を促進することができる。実施例において、重合体は共有結合的、静電結合的又はそ
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れらの組み合わせにより基体に付着され得る。実施例において、重合体は１つ以上の異な
る反応性基を有し得る。実施例において、２つ以上の異なる結合重合体もまた基体に付着
され得る。
【００６３】
　実施例において、反応性基は例えばアミン又はチオールのような求核基で共有結合を形
成することができる。アミン又はチオールは、基体（すなわち、連結層）の表面に付着さ
れた生体分子又は分子から誘起され、結合重合体を基体に間接的に付着するために使われ
る。反応性基の例は、例えば、無水物基、エポキシ基、アルデヒド基、活性化エステル（
例えば、脱離基を有するエステルであるｎ－ヒドロキシこはく酸イミド（ＮＨＳ））、イ
ソシアネート、イソチオシアネート、スルホン酸クロリド、カーボネート、アリールもし
くはアルキルハロゲン化物、アジリジン、マレイミド、トレシル、ビニルスルホン、トシ
ル、アシルでアジド、カルボジイミド活性化カルボン酸、カルボジイミド活性化ホスファ
ート、ヨードアセチルのようなハロアセチル、アクリロイル、ジスルフィド及びピリジル
ジスルフィドなどの反応性基、又はそれの組み合わせを含む。２つ以上の異なる反応性基
は重合体上に存在することができる。
【００６４】
　また、重合体は、複数のイオン化可能基も含み得る。イオン化可能基は、特定の反応条
件下において荷電される基（すなわち、イオン）に変化させられ得る基である。例えば、
塩基を用いて酸を処理することにより、カルボン酸（－Ｃ（＝Ｏ）－ＯＨ；イオン化可能
基）は、対応するカルボン酸塩（－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－；荷電基）へ変化され得る。荷電基
は、正電荷でも負電荷でもあり得る。正電荷の荷電基の例は、アンモニウム基である（－
ＮＨ３

＋）。負電荷の荷電基の例は、カルボン酸塩、スルホン酸塩、ホスホン酸塩基群を
含む。実施例において、２つ以上の異なるイオン化可能基は結合重合体上に存在すること
ができる。
【００６５】
　重合体は、重合体が基体に付着するために使われる技術に応じて、水溶性又は不溶性で
あり得る。重合体は、線形又は非線形の両方であり得る。例えば、重合体が非線形のとき
、重合体は、分岐、超分岐、交差結合、又は樹枝状重合体であり得る。重合体は単独重合
体又は共重合体であり得る。
【００６６】
　実施例において、重合体は無水マレイン酸及び第１単量体から調製された共重合体を含
む。実施例において、結合重合体における無水マレイン酸の量は、第１単量体の化学量論
（すなわち、モル濃度又はモル量）により、５％から５０％、５％から４５％、５％から
４０％、５％から３５％、５％から３０％、５％から２５％、１０％から５０％、１５％
から５０％、２０％から５０％、２５％から５０％、又は３０％から５０％である。実施
例において、第１単量体は、重合体の無水マレイン酸基の安定性を改善するように選択さ
れる。実施例において、第１単量体は基板に対する生体分子の非特異結合を低減する。実
施例において、重合体での無水マレイン酸の量は第１単量体の約５０％（モル：モル濃度
）である。実施例において、第１単量体は例えば、スチレン、テトラデセン、オクタデセ
ン、メチルビニルエーテル、トリエチレングリコールメチルビニルエーテル、ブチルビニ
ルエーテル、ジビニルベンゼン、エチレン、ジメチルアクリルアミド、ビニルピロリドン
、重合化可能なオリゴ（エチレングリコール）もしくは重合化可能オリゴ（エチレンオキ
サイド）、プロピレン、イソブチレン、ビニルアセテート、メタクリレート、アクリレー
ト、アクリルアミド、メタアクリルアミド、又はこれらの組み合わせを含む。
【００６７】
　実施例において、重合体は、ポリ（ビニル酢酸塩－無水マレイン酸）、ポリ（スチレン
－ｃｏ－無水マレイン酸）、ポリ（イソブチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）、ポリ（無
水マレイン酸－ａｌｔ－１－オクタデセン）、ポリ（無水マレイン酸－ａｌｔ－１－テト
ラデセン）、ポリ（無水マレイン酸－ａｌｔ－メチルビニルエーテル）、ポリ（トリエチ
レングリコールメチルビニルエーテル－ｃｏ－無水マレイン酸）、ポリ（エチレン－ａｌ
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ｔ－無水マレイン酸）、又は、それらの組み合わせを含む。
【００６８】
　実施例において、重合体は下記式及び図１に示すような第１単量体（Ｒ１）が足りない
量体を有する重合体を含む。
【００６９】
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ２－（Ｘ））－Ｒ１－｝

ｍ－
【００７０】
　実施例において、重合体は下記式の量体を有する共重合体を含む。
【００７１】
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ２－（Ｘ））－Ｒ１－｝

ｍ－
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）－（Ｙ））－ＣＨ－Ｒ１－｝ｎ－
【００７２】
　実施例において、重合体は下記式の量体を有する共重合体を含む。
【００７３】
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ２－（Ｘ））－Ｒ１－｝

ｍ－
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ３）－Ｒ１－｝ｏ－
【００７４】
　実施例において、重合は下記式の量体を有する共重合体を含む。
【００７５】
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ２－（Ｘ））－Ｒ１－｝

ｍ－
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）－（Ｙ））－ＣＨ－Ｒ１－｝ｎ－
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ３）－Ｒ１－｝ｏ－
【００７６】
　上記式において、
　Ｒ１が二価の－（Ｃ２－６アルキレン）－のようなヒドロカルビル基であり；
　Ｒ２が約６から約３０個の原子を含む二価のスペーサであり；
　Ｒ３が一価の－（Ｃ１－６アルキル）のようなヒドロカルビル基であり；
　Ｘが反応性基もしくはその塩であり；
　Ｙが表面実質的基もしくはその塩であり；
　ｍが約１０から約１０，０００であり；
　ｎが約１０から約１０，０００であり；
　ｏが約１０から約１０，０００であり、
　又はその塩である。
【００７７】
　実施例において、特定の共重合体は上記式であり、そこで、例えば、
　Ｒ１が二価のエチレン－（ＣＨ２－ＣＨ２）－であり；
　Ｒ２が例えば、約２から約６個のアルキレングリコール単位、約３から約５個のアルキ
レングリコール単位及び約４個のエチレングリコール単位を含むポリアルキレングリコー
ル部分からなる二価のスペーサであり；
　Ｒ３が一価のプロピル基であり；
　ＸがＮ－ヒドロキシスクシンイミド基（ＮＨＳ）又はスルホ－Ｎ－ヒドロキシスクシン
イミド基（ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ）又はその塩のような反応性基又は脱離基であり、置換又
は交換され例えばアミド－Ｃ（＝Ｏ）－ＮＨ－結合などの生体分子との連結であり；
　Ｙがカルボキシル基又はアミド形成部、－ＮＨ２、－ＮＨＲ、又は－ＮＲ２のような連
結層又は基体表面と共有結合又は静電的協働してアミド結合又はアミド連鎖－Ｃ（＝Ｏ）
ＮＨ－、－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨＲ－、又は－Ｃ（＝Ｏ）ＮＲ２－を形成する表面実質的基であ
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り；
　ｍが約１０から約１０，０００であり；
　ｎが約１０から約１０，０００であり；
　ｏが約１０から約１０，０００であり、
　又はその塩である。
【００７８】
　実施例において、Ｒ２二価のスペーサの特定の実施例は次式である。
【００７９】
－ＮＲ－（ＣＨ２）２－（Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２）ｐ－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－
【００８０】
　ここで、Ｒは独立に水素又は一価の－（Ｃ１－６アルキル）であり、ｐが約２から約６
である。実施例において、逆付も達成できる。可能であるが、アミノ末端は典型的に重合
体骨格に付着し、カルボキシ末端は典型的に反応性基に付着される。
【００８１】
　実施例において、Ｒ２二価のスペーサの他の特定の実施例の下記式を示す。
【００８２】
－ＮＲ－（ＣＨ２）２－（Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２）ｐ－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－
【００８３】
　ここで各Ｒは独立に水素又は一価の－（Ｃ１－６アルキル）であり、ｐが約３から約５
である。
【００８４】
　重合体は、光反応又は活性基を含まない。光反応性基は、例えば、同じような又は異な
る分子によって提供されるように、近接した化学構造に結合する結果得られた共有結合を
有する活性化種の生成を受ける特異的な提供された外部刺激に影響される。光反応性基は
分子における原子の基であり、分子はそれら共有結合を所有し、共有結合は蓄電条件下で
変化しないが、しかしながら、他の分子を有する共有結合から外部エネルギー源によって
活性化される。光反応性基は、フリーラジカル又は特にナイトレン、炭素、及び電磁エネ
ルギーが吸収したケトンの励起状態のような活性種を生成する。
【００８５】
　Ｃ．イオン化可能基に対する反応性基の比：
　実施例において、カルボキシｌ－Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ）基などのイオン化可能基に対する
ＮＨＳ又はｓＮＨＳなどの生体分子反応性基の比は、例えば、約０．０１から約１００（
０．０１≦Ｒ／Ｉ≦１００、ここでＲ／Ｉはイオン化可能基に対する反応性基の比を示す
）、及び約０．１から約１０であり得る。
【００８６】
　重合体の反応性基の数が例えば、反応可能及びイオン化可能なサイトすべてのの約１％
未満である時、まだ可能であるが、生体分子の付着は高い効率より低くなるであろう。加
えて、又は代わりに、反応可能及びイオン化可能なサイトすべての約１％未満の利用でき
るイオン化可能基がある場合、生体分子の付着及び続く結合された生体分子への結合は、
高い反応性基及びイオン化可能基が高い時に比べて高い効率より低くなるであろう。
【００８７】
　実施例において、イオン化可能基に対する反応性基の比は約０．５から５．０である。
実施例において、より低いエンドポイント比は、０．５、０．６、０．７、０、８、０、
９、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５、４．５、又は５．０であり、よ
り高いエンドポイントは、２．０、２．５、３．０、３．５、４．０、４．５、５．０、
５．５、６．０、６．５、７．０、８．０、９．０、９．５、又は１０．０であり任意の
より低い及びより高いエンドポイントは、前記比率の範囲を形成することができる。実施
例において、イオン化可能基に対する反応性基の比は、約０．５から９．０、約０．５か
ら８．０、約０．５から７．０、約０．５から６．０、約０．５から０．５、約０．５か
ら４．０、約０．５から３．０、約０．６から３．０、約０．６５から３．０、約０．６
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７から３．０である。
【００８８】
　当業者は、反応性基（例えばＮＨＳ）もイオン化可能な基（例えばＳｕｌｆｏ－ＮＨＳ
において見つかるスルホン酸基）を有することができると認識するであろう。例えばＳｕ
ｌｆｏ－ＮＨＳ試薬又は反応基形成部での完全活性化が可能な場合、ＮＨＳ基当たりのス
ルホン酸基の比は１であり、すなわち、ＮＨＳ反応性当たりの１つのスルホン酸基が形成
される。しかし、活性化は概して完全でないか又は１００％未満でない。その結果、反応
していないカルボン酸基は１未満のイオン化可能基に対する生体分子反応基の比を作る。
【００８９】
　重合体上に存在する反応性基及びイオン化可能基の構造及び数は多くの方法でコントロ
ールされ得る。実施例において、重合体はイオン化可能基を有する反応性基及び単量体を
有している単量体から合成され得る。実施例において、選択された単量体の化学量論は反
応性基及びイオン化可能基の比をコントロールできる。実施例において、まさに反応性基
を有する重合体は処理され、反応性基のいくつかは、基体に重合体が結合する前にイオン
化可能基に置換される。出発重合体は市販で入手することができ又は周知技術を使うこと
により合成され得る。実施例において、重合体は基体に付着することができ、付着された
重合体は、反応性基とイオン化可能基を塗布するために様々な試薬で処理され、反応性基
はイオン化可能基に置換される。実施例において、反応性基を有する重合体は基体に付着
することができ、基体は反応性基と反応しイオン化可能基を生成する。
【００９０】
　図２を参照すると、本開示の重合体（２００）は、例えば繰り返し単位の｛Ｒ１－無水
マレイン酸残基｝を有しており、ここで、Ｒ１は、例えば、エチレン、プロピレン、イソ
ブチレン、オクタデセン、テトラデセン、ビニル酢酸塩、スチレンや、メチルビニルエー
テル、ブチルビニルエーテル、トリエチレングリコールビニルエーテルなどのビニルエー
テル類や、（メタ）アクリレート類、（メタ）アクリルアミド、ビニルピロリジノンなど
のような、無水マレイン酸と共重合された不飽和単量体の残基であり得る。この重合体は
、溶液中又は基体表面に付着時に、例えば、"非反応性"基又は"不活性"基又は量体（２３
０）のようなＷ－Ｒ３ブロッキング薬剤（ここで、Ｗが例えば、ＮＨ２、ＯＨ又はＳＨ，
のような求核基であり、Ｒ３は水素又は置換もしくは非置換Ｃ１－Ｃ６アルキル基（直鎖
又は分岐鎖）、オリゴ（エチレン酸化物）又はオリゴ（エチレングリコール）、又はジメ
チルアミノプロピル又はジエチルアミノプロピルなどのジアルキルアミンである）と更に
反応でる。このように、"非反応性"基又は"不活性"基又は量体（２３０）は－ＮＨＲ３置
換基の"非反応性"だけに関連する。量体（２１０）及び量体（２２０）のような他の重合
体骨格カルボキシのようにＷ－Ｒ３での無水物環開から起こる同伴のカルボキシル基は、
重合体骨格鎖からスペーサ分離を有さずに生体分子と反応することにも利用できる。加え
て、又は代わりに、カルボキシルは選択的にイオン基又はイオン化可能基に変換され得る
。
【００９１】
　無水物のブロッキング薬剤との反応は環開してカルボン酸（例えば、イオン化可能基）
を生成する。これはプレブロックと称する。そこで、プリブロックされた重合体は必要で
あれば基体（２４０）の表面に適用され得る。基体が求核基Ｙを有し、Ｙが、例えば、Ｎ
Ｈ２、ＯＨ、又はＳＨである場合、これらの基は、予めブロックされた重合体上に存在す
る表面反応性量体（２２０）の無水マレイン酸基と反応して、予めプリブロックされた重
合体と基体との間に共有結合を形成して、結果、－Ｙ－となる。実施例において、表面と
化学反応した表面反応性量体（２２０）は、例えば、生体分子と更に反応できるカルボキ
シル基のような第２の反応性基を有することができる。このように、表面反応性量体（２
２０）の反応していないカルボキシル及び反応性量体（２１０）の反応していないカルボ
キシルは、スペーサを経て重合体骨格鎖に付着するか又はＲ２量体（２１０）のＲ２をつ
なぐ反応基（Ｘ）に加えて、生体分子との反応のための部位を提供できる。
【００９２】
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　イオン化可能基に対する反応性基の比は特定の量の試薬を使うことによってコントロー
ルされ得る。重合体の他の特性（例えば、疎水性）は重合体（例えば、疎水性単量体の選
択）を調製するために使われる出発材料をコントロールすることによって又は、誘導体化
剤又はブロッキング薬剤の適切な選択により必要に応じて変化し得る。実施例において、
イオン化可能基に対する反応性基の比は１つ以上の反応性基（２１０）を不活性基に変え
ることによってコントロールされ得る。実施例において、重合体上に存在している反応性
基の約１０％から約５０％は、ブロック又は不活性化されている。用語「ブロック」は、
不活性化基に対して重合体上に存在する反応性基の変換であり、不活性基は生体分子に共
有結合の付着を形成しない。実施例において、ブロックされている反応性基の量は約１０
％、約１２％、約１４％、約１６％、約１８％、約２０％、約２２％、約２４％、約２６
％、約２８％、約３０％、約３２％、約３４％、約３６％、約３８％、約４０％、約４２
％、約４４％、約４６％、約４８％、又は約５０％であり、任意の値が範囲の下位（下側
）エンドポイント及び上位（上側）エンドポイントを形成することができる。実施例では
、反応性基の量が約１０％から約４５％まで、１０％から約４０％まで、１０％から約３
５％まで、１５％から約３５％まで、２０％から約３５％まで、又は約２５％から約３５
％までがブロックされる。
【００９３】
　実施例において、ブロッキング薬剤は基体に結合重合体が付着する前に重合体と反応す
る。あるいは、重合体はブロッキング薬剤でブロッキングすることにより続いて初めに基
体に付着できる。実施例において、ブロッキング薬剤は例えば少なくとも１つの求核基を
含み、重合体は例えばは少なくとも１つの求電子基を含み、そしてブロッキング薬剤は例
えば求電子基と求核基との間の反応によって重合体に付着される。実施例において、ブロ
ッキング薬剤は例えば結合重合体に共有結合で付着されている。例えばブロッキング薬剤
は、アミノ基、ヒドロキシル基、又はチオール基を含むとき、結合重合体（例えば、エポ
キシ、無水物、活性化エーテル基）上に存在している求電子基と反応し共有結合共有結合
を生成する。
【００９４】
　実施例において、ブロッキング薬剤（遮断薬）は例えば、アルキルアミン、アルキルヒ
ドロキシアミン、又はアルコキシアルキルアミンを含む。「アルキル」は、メチル、エチ
ル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、ｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、ペン
チル、オクチル、デシル、テトラデシル、ヘキサデシル、エイコシル、テトラコシルなど
のような１から２５個の炭素原子の分岐又は非分岐飽和炭化水素基を示す。より長い鎖の
アルキル基の例は例えばオレイン酸基又はパルミテート基を含む。「低級アルキル」基は
、１から６個の炭素原子からなるアルキル基である。「アルキルヒドロキシ」は前記で定
義されたアルキル基であり、少なくとも１つの水素原子がヒドロキシ基に置き換えられて
いる。「アルキルアルコキシ」は前記で定義されているようにアルキル基であり、少なく
とも１つの水素原子は、アルコキシ基－ＯＲと置き換えられており、Ｒは前記で定義され
ているようにアルキル基である。
【００９５】
　実施例において、ブロッキング薬剤は、アンモニア、２－（２－アミノエトキシ）エタ
ノール、Ｎ，Ｎ－ジメチルエチレンジアミン、エタノールアミン、エチレンジアミン、ヒ
ドロキシルアミン、メトキシエチルアミン、エチルアミン、イソプロピルアミン、ブチル
アミン、プロピルアミン、ヘキシルアミン、２－アミノ－２－メチル－ｌ－プロパノール
、２－（２－アミノエチルアミノ）エタノール、２－（２－アミノエトキシ）エタノール
、ジメチルエタノールアミン、ジブチルエタノールアミン、１－アミノ－２－プロパノー
ル、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、４，７，１０－トリオキサ－
１，１３－トリデカンジアミン、ポリエチレングリコールもしくはアミン－終端－ポリエ
チレングリコール、トリツマ（Trizma）塩酸塩、又はその任意の化合物を含む。実施例に
おいて、ブロッキング薬剤は例えば、水、Ｈ２Ｓ、アルコール（ＲＯＨ）、又はアルキル
チオール（ＲＳＨ）を含み、ここで、Ｒは前記で定義されているようにアルキル基である
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。
【００９６】
　重合体上に存在するイオン化可能基に対する反応性基の比を有する開示されている支持
体は、先行技術のセンサ支持体に対して非常に多くの利点を有する。イオン化可能基に対
する反応性基の比は担持量の増加又は基体に対する重合体の付着（連結層の使用での直接
的に又は間接的な）を可能にする。以下に議論されているように、基体への重合体の付着
は穏やかな条件にあり、例えば、ＥＤＣ／ＮＨＳでの予めの活性化を必要としない。これ
は支持体の製造における時間とコストの節約になる。択一的に又は付加的に、疎水性又は
親水性のような結合重合体の他の特性でもってイオン化可能基に対する反応性基の比をコ
ントロールすることにより、支持体の有効性を増加することができる。
【００９７】
　実施例において、開示されている支持体は例えば、支持体と生体分子の間のより高い結
合能力を有する。理論に制限される必要はないが、より多くの結合重合体が基体に担持さ
れるならば、より多くの生体分子が重合体に付着すると考えられる。また、より多くの生
体分子が基体に付着されるならば、支持体の性能もまた増進される。実施例において、い
ったん生体分子が重合体に付着すると、固定化された生体分子は検体との結合のために更
に利用でき又はアクセスできる。実施例において、開示されている重合体はより優れた柔
軟性を持ち、また重合体と生体分子の間により優れた結合形成を可能にする。開示されて
いる重合体は、増加したアッセイの感度及びＳＮ比を提供する。
【００９８】
ｄ．支持体の調製
　基体に付着される重合体の量は、重合体、生体分子及び検出すべき検体の選択に応じて
変化し得る。実施例において、重合体は、少なくとも１つの単層を含む。実施例において
、重合体は約１０Åから約２０００Åの厚さを有する。実施例において、重合体被覆の膜
厚は、１０Å、２０Å、４０Å、６０Å、８０Å、１００Å、１５０Å、２００Å、３０
０Å、４００Å、又は５００Åの低限界値及び７５０Å、１０００Å、１２５０Å、１５
００Å、１７５０Å、又は２０００Åの高限界値を有し、任意の低限界値は厚い領域を形
成するために任意の高限界値と組み合わせることができる。
【００９９】
　実施例において、重合体は周知技術を使って基体に付着できる。例えば、基体は重合体
の溶液に浸され得る。実施例において、重合体は噴射され、蒸着され、スクリーン印刷さ
れ、又はロボット制御でピン印刷され又は基体にマークを付けられる。これは、十分にま
とめられた基体上かそれとも底辺挿入部上に（例えば、マイクロプレートを形成するため
に、穴のあるプレートに対して底辺挿入部が付着する前に）施されるであろう。
【０１００】
　実施例において、支持体は例えば、重合体を直接又は間接的に基体に付着することによ
って作られ、重合体は生体分子に付着できる複数の反応性基を有する。重合体が直接又は
間接的に基体に付着されるとき、重合体は共有結合的かそれとも非共有結合的（例えば、
静電的）に付着され得る。図２は重合体が基体に付着する１つの特徴を表現しており、求
核基Ｚ（例えば、アミノ基、ヒドロキシル基、又はチオール基）は、新しい共有結合を生
成するために重合体の無水物基と反応する。
【０１０１】
　実施例において、重合体が間接的に基体に付着するとき、連結層が使われる。連結層は
、基体の外表面に共有結合又は静電的に付着され得る。基体に関する「外表面」という表
現は、晒される又は操作を施される領域である。例えば、接触する際、溶媒又は試薬と接
触することができる基体上の任意の表面は、基体の外表面と見なされる。このように、連
結層は基体及び重合体に付着できる。
【０１０２】
　実施例において、開示されている基体は、基体に共有結合で結合した連結層を有してい
る。しかしながら、異なる連結層は共有結合で基体に結合されている連結層と結合して、
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他の方法によって基体に付着され得ると考えられる。例えば、１つの連結層は、基体に共
有結合で結合され得、第２の連結層は静電的に基体に結合され得る。実施例において、連
結層が静電的に基体に結合されるとき、連結層を形成するために使われる化合物は正電荷
を帯び、基体の外表面は網状に負電荷が存在するように処理され、その結果、連結層化合
物及び基体の外表面は静電結合を形成することができる。
【０１０３】
　実施例において、基体の外表面は、連結層との共有結合を形成できる基が存在するよう
に誘導化され得る。この連結層は基体に対して直接又は間接的に共有結合できる。連結層
が間接的に基体に結合される場合、基体と連結層の両方に共有結合できるリンカー保有基
が使われることができる。リンカー保有基の例は例えば、ヒドロカルビル基、アルキル基
、エーテル基、ポリエーテル基、ポリアミン基、又はポリチオエーテル基等がある。リン
カー保有基が使用され無い場合、連結層が基体に共有結合で結合され、これは直接の共有
結合性の付着として言及される。
【０１０４】
　実施例において、連結層は、結合重合体と反応できる１つ以上の反応官能基を含む化合
物から誘導される。連結層に関する「から誘導される」という表現は、それが基体に付着
されるとき結果的に生じる残基又は連結層化合物として定義される。重合体の官能基は重
合体の連結層への付着を可能にする。実施例において、連結層化合物の官能基は例えば、
アミノ基、チオール基、ヒドロキシ基、カルボキシル基、アクリル酸基、有機酸基及び無
機酸基、活性化エステル基、アルデヒド基、エポキシド基、イソシアネート基、イソチオ
シアネート基、それらの誘導物又はそれらの塩又はそれらの組み合せを含む。
【０１０５】
　実施例において、例えば、基体は、少なくとも１つのアミノ基を含む重合体でアミン修
飾され得る。このような重合体の例は、例えば、ポリリジン、ポリエチレンイミン、ポリ
（アリル）アミン又はシリル化されたポリエチレンイミンがある。実施例において、基体
はアミノシランで修飾され得る。実施例において、例えば、少なくとも１つアミノシラン
、又はアンモニアと反応したエポキシシランもしくは水と反応したイソシアナトシランな
どのアミン含有基へ変換できるシラン担持基を含むシラン混合物で、基体はアミン修飾さ
れる。実施例において、連結層は直鎖又は分岐鎖のアミノシラン、アミノアルコキシシラ
ン、アミノアルキルシラン、アミノアリールシラン、アミノアリールオキシシラン、又は
その誘導物又は塩から誘導される。実施例において、連結層は３－アミノプロピルトリメ
トキシシラン、Ｎ－（ベータ－アミノエチル）－３－アミノプロピルトリメトキシシラン
、Ｎ－（ベータ－アミノエチル）－３－アミノプロピルトリエトキシシラン、Ｎ’－（ベ
ータ－アミノエチル）－３－アミノプロピルメトキシシラン、又はアミノプロピルシルセ
スキクオアン（aminopropylsilsesquixoxane）などの化合物から誘導される。連結層化合
物又は好適な代替もしくは等価化合物は市販されもしくは容易に調製されている。一般的
に例えば、Pludemann,Silane Coupling Agents, (1982)、Gelest, Inc.,(www.gelest.com
)を参照。
【０１０６】
　実施例において、基体が金からなるとき、重合体は、例えば、１１－アミノ－１－ウン
デカンチオール塩酸塩などのようなアミノアルキルチオールによって付着される。
【０１０７】
　連結層は周知技術を使って開示されている任意の基体に付着できる。例えば、基体は連
結層化合物の溶液に浸漬され得る。実施例において、連結層化合物は、噴射され、蒸着さ
れ、スクリーン印刷され、又はロボット制御でピン印刷され又は基体にマークを付けられ
得る。これは、十分に組み立てられた基体上又は底辺挿入部上（例えば、マイクロプレー
トを形成する底辺挿入部の穴のあるプレートへの付着前に）に施され得る。
【０１０８】
　実施例において、基体は金のチップを含んでおり、重合体はアミノチオールによって基
体に間接的に付着されたポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）を含み、そして、重
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合体中におけるイオン化可能基に対する反応性基の比は、約０．６７から３．０である。
実施例において、基体は、Ｔａ２Ｏ５、Ｎｂ２Ｏ５、ＴｉＯ２、Ａｌ２Ｏ３、シリコン窒
化物、ＳｉＯ２又はその混合物を含む層を有するガラス基体を含み、重合体は連結層によ
って基体に間接的に付着されたポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）を包含し、連
結層はアミノプロピルシラン（例えば、ガンマ－アミノプロピルシラン）から誘導される
。イオン化可能基に対する反応性基の比は約０．６７から３．０である。実施例において
、ポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）は、重合体が基体に付着する前にメトキシ
エチルアミンでプリブロックされる。
【０１０９】
　ＩＩ．使用方法：
　実施例において、本開示は、生体分子を固定化する方法を提供し、当該方法は例えば、
上記重合体被覆物品を生体分子に接触する工程と、その接触物品を洗浄及び乾燥する工程
とを含む。生体分子は例えば、少なくともタンパク質もしくはタンパク質の混合物、核酸
、病原体、細胞構造成分、細胞，などの実体又はそれらの組み合わせである。
【０１１０】
　実施例において、本開示は、重合体修飾支持体で検体をアッセイする方法を提供する。
実施例において当該方法は、当該検体を有するサンプルを当該支持体に接触を行う工程と
結合された検体検出する工程を含み、当該支持体は基体とその基体に直接に又は間接的に
付着された重合体からなり、当該重合体は生体分子に結合することができる複数の反応性
基とイオン化可能基を有しており、当該イオン化可能基に対する当該反応性基の比は約０
．５から約１０であり、当該反応性基の少なくとも一部は重合体骨格と反応性基の間にス
ペーサ単位を有する。
【０１１１】
　実施例において、１つ以上の異なる生体分子は基体に付着され、様々な生物学的センサ
を作り出し得る。実施例において、生体分子は、結合重合体に共有結合又は静電的に付着
付着され得る。生体分子は共有結合又は非共有結合を通して他の分子に対して特有の親和
性を示すことができる。有効な生体分子の例は例えば、核酸分子、抗体、ペプチド、小分
子、レクチン、修飾された多糖類、合成複合巨大分子、機能化されたナノ構造、合成重合
体、修飾もしくはブロックされたヌクレオチドもしくはヌクレオシド、修飾もしくはブロ
ックされたアミノ酸、蛍光団、発色団、リガンド、キレート、アプタマ、薬物（例えば、
小分子）及びハプテンなどの実体又はそれらの組み合わせが含まれ得る。
【０１１２】
　実施例において、生体分子は例えば、タンパク質であり得る。タンパク質は、ペプチド
、タンパク質もしくはペプチドの断片、膜結合タンパク質、又は核タンパク質を含むこと
ができる。タンパク質は任意の長さであり、１つ以上のアミノ酸又はその変種を含むこと
ができる。タンパク質は分析する前に例えばプロテアーゼ消化によって断片化され得る。
分析されるタンパク質サンプルもまた、サンプルの複雑性を低下するために分画又は分離
される場合がある。断片化及び分画もまた同様のアッセイにおいて一緒に使用され得る。
このような断片化及び分画は、タンパク質の分析を単純化でき拡張することができる。
【０１１３】
　実施例において、生体分子はウィルスであり、例えば、１型単純ヘルペスウィルス、２
型単純ヘルペス、サイトメガロウィルス、エプスタインバーウィルス、水痘帯状ヘルペス
ウィルス、ヒトヘルペスウィルス６、ヒトヘルペスウィルス７、ヒトヘルペスウィルス８
、天然痘ウィルス、水痘性口内炎ウィルス、Ａ型肝炎ウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス、Ｃ型
肝炎ウィルス、Ｄ型肝炎ウィルス、Ｅ型肝炎ウィルス、ライノウィルス、コロナウィルス
、Ａ型インフルエンザ、Ｂ型インフルエンザ、麻疹ウィルス、ポリオーマウィルス属、ヒ
トパピローマウィルス、呼吸器合胞体ウィルス、アデノウィルス、コクサッキーウィルス
、テングウィルス、ムンプスウィルス、ポリオウィルス、狂犬病ウィルス、ラウス肉腫ウ
ィルス、黄熱病ウィルス、エボラウィルス、マールブルグウィルス、ラッサ熱ウィルス、
東方ウマ脳炎ウィルス、日本脳炎ウィルス、セントルイス脳炎ウィルス、マリーバレー脳
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炎ウィルス、ウェストナイルウィルス、リフトバレー熱ウィルス、ロタウィルスＡ、ロタ
ウィルスＢ、ロタウィルスＣ、シンドビスウィルス、サル免疫不全ウィルス、ヒトＴ細胞
白血病ウィルス１型、ハンタウィルス、風疹ウィルス、サン免疫不全ウィルス、ヒト免疫
不全ウィルス１型、ワクシアウィルス、重傷急性呼吸器症候群、ヒト免疫不全ウィルス２
型、レンチウィルス、バキュロウィルス、アデノウィルスなどのウィルス、又は、それら
の任意の菌株又は変異型が含まれる。
【０１１４】
　実施例において、生体分子は核酸を包含する。核酸は例えば、オリゴヌクレオチド、デ
オキシリボ核酸（ＤＮＡ）又はその断片、リボ核酸（ＲＮＡ）又はその断片、ペプチド核
酸（ＰＮＡ）又はその断片であり得る。核酸は任意の発生源から得られた核酸であり、例
えば、細胞内で自然に生じ細胞から得られる核酸、組み換え技術によって作成された核酸
、又は化学的に合成された核酸などがある。例えば、核酸はｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ又
は天然に生じるＤＮＡと一致するヌクレオチド配列を有するように合成されたＤＮＡであ
り得る。核酸もまた核酸（例えば、変化、欠失、置換又は少なくとも１つの核酸残基の添
加）又は天然に生じない核酸から突然変異又は修正される場合がある。
【０１１５】
　実施例において、核酸は発現ベクター（例えば、プラスミド又はウィルスベースのベク
ター）のようなベクター内に存在することができる。実施例において、ベクターは染色体
に組み込まれたベクターである。核酸は、線形又は円形であり、任意のサイズであり得る
。実施例において、核酸は１本鎖又は２本鎖のＤＮＡ又はＲＮＡであり得る。
【０１１６】
　実施例において、核酸は機能的な核酸であり得る。機能性核酸は、例えば標的分子に結
合する、特定の反応に触媒作用を及ぼす特有の機能を有する核酸分子である。機能性核酸
分子は分類され、例えば、アンチセンス分子、アプタマ、リボザイム、三重鎖形成分子、
ＲＮＡ干渉、及び外部ガイド配列を含む。機能性核酸分子は影響因子、阻害物質、修飾物
質、標的分子によって有された比活性の刺激因子として作用し、又は、機能性核酸分子は
任意の他の分子と独立してデノボ活性を有することができる。
【０１１７】
　重合体が基体に付着するとすぐに、１つ以上の生体分子は前記技術を使うことによって
重合体に付着され得る。実施例において、生体分子が核酸又はタンパク質であるとき、核
酸又はタンパク質は公知技術を使うことによって、重合体上に印刷され得る。重合体層に
付着できる生体分子の量は、例えば、選択された生体分子及び重合体及び検出された検体
中のものによって変化できる。実施例において、１つ以上の異なる生体分子は支持体上の
異なる位置に配置され得る。異なる生体分子が使用される場合、生体分子は、同時に又は
異なる時に印刷され得る。
【０１１８】
　実施例において、生体分子は、生体分子を含む組成物中にピンの先端を入れることによ
って支持体上に堆積（即ち、付着）され得る。組成物から先端を戻すとき、組成物中で先
端は組成物を含み支持体に組成物を移動する。例えば、この堆積は、ピンアレイを使うこ
とによって成し遂げられる。堆積ステップは例えば、自動のロボットによるプリンターに
よって実行される。このようなロボットによるシステムは、例えば、Intelligent Automa
tion Systems （ＩＡＳ）社、Cambridge,Mass社から市販で入手することができる。
【０１１９】
　ピンは固体又は空洞であり得る。固体ピンの先端は一般的に平らで、ピンの直径は基体
に移動した液体の量で決定される。くぼんだ底部を有する固体のピンもまた使用され得る
。実施例において、単一サンプルを有するマルチプルアレイの印刷を可能にするために、
くぼみのあるピンには、固体ピンより大きいサンプル量を保持し、それ故、単一の担持か
ら印刷される１つ以上のアレイを許可するものが使用される。くぼみピンは印刷毛細管、
ピンセット、割りピンを含む。好適な割りピンの例は、TeleChemInternational (Sunnyva
le,Calif.)社開発のマイクロスポッティッングピンである。実施例において、ここでは、
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PointTech製のピンが使用できる。ここに記載されたスポッティッング溶液には、例えば
、ジェネティックアンドバイオロボティックススポッタ（Genetixand Biorobotics spott
ers）を含む市販の多くのスポッタが使用できる。
【０１２０】
付着した１つ以上の生体分子を有する開示されている支持体のどれもは、支持体が検体に
接触する検体のアッセイに使うことができる。支持体が検体に接触すると、生体分子と検
体の間の化学相互作用が生じ、結合した検体を生成する。しかし、相互作用は重合体と検
体の間の或る範囲で起こり得る。生体分子と検体の間の相互作用の性質は生体分子と選択
された検体に非常に依存する。実施例において、生体分子と検体の間の相互作用は例えば
、静電気結合、水素結合、疎水結合或いは共有結合の形成をもたらし得る。実施例におい
ては、生体分子と検体の間で静電気相互作用が生じ得る。
【０１２１】
　検体は、任意の天然物又は化合物であり得る。基体上の生体分子に結合され得る検体の
例は、例えば、オリゴフクレオチド、核酸、タンパク質、ペプチド、抗体、抗原、ハプテ
ン、又は小分子（例えば、調合薬）が含まれる。前記の任意の生体分子は、開示されてい
る方法のための検体であり得る。実施例において、１つ以上の検体の溶液が調製され、マ
イクロプレートの外表面に付着された生体分子を有する１つ以上のウェルに加えられる。
実施例において、異なる生体分子は異なるウェルのマイクロプレートに付着され得る。従
って、異なる生体分子と異なる検体の間の多くの異なる相互作用を検出することが可能で
ある。実施例において、タンパク質はタンパク質と第２のタンパク質又は小分子との間の
相互作用を調べるためにマイクロプレート上に固定化され得る。また、小分子は、小分子
と第２の小分子との間の相互作用又はタンパク質を調べるために開示されている技術を使
うことによってマイクロプレート上に固定化され得る。実施例において、生体分子は第２
のオリゴヌクレオチド（すなわち、検体）を複合化（hybridize）できるオリゴヌクレオ
チドであり得る。実施例において、基体がマイクロプレートのときアッセイは高生産性（
ハイスループット）アッセイであり得る。
【０１２２】
　実施例において、アレイは開示の任意の方法において使用され得る。実施例において、
アレイは基体上に複数の生体分子を含んでおり、生体分子は支持体に接して別々の位置及
び規定された位置上にある。アレイは遺伝子発現、病気診断、創薬（薬理ゲノム学）及び
毒物学的研究（トキシコゲノミクス）のような広い範囲の用途に使われてきた。典型的は
方法はターゲットに結合するアレイ中において前記化合物を確認するために関心のあるタ
ーゲットを有する生体分子のアレイと接触することを含む。アレイは一般的にマクロアレ
イ又はマイクロアレイとして記載され、違いはサンプルのスポットのサイズである。実施
例において、アレイは少なくとも９６又は３８４個の明確かつ定義された位置を包含する
。
【０１２３】
」「
　アレイを生産する方法は周知である。例えば、「Fodor et al., 1991, Science, 251:7
67-773」は、小型化され、実質的にアドレス可能なペプチドのアレイを合成する戦略をマ
スキングするフォト‐プロテクトされたアミノ酸及びフォトリソグラフィックを利用する
in situ方式を記載している。このin situ方式は近年、オリゴヌクレオチド（U.S. Pat. 
No. 5,744,305）の小型化されたアレイの合成を拡大してきている。固定化されたオリゴ
ヌクレオチドの空間的にアドレス可能なアレイを製造する他のin situ合成方法は、「Sou
thern, 1992, Genomics, 13:1008-1017;」「 Southern & Maskos, 1993, Nucl. Acids Re
s., 21:4663-4669;」「Southern & Maskos, 1992, Nucl. Acids Res., 20:1679-1684;」
「 Southern & Maskos, 1992, Nucl. Acids Res., 20:1675-1678」参照。この方法におい
て、従来のオリゴヌクレオチド合成試薬は固定化されたオリゴヌクレオチドのアレイを作
成するために物理的にマスクされたガラススライド上に投薬された。米国の「U.S. Pat. 
No. 5,807,522」には、基体上に規定量液体をくみ上げるのに効果的な条件下、基体上で
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キャピラリーディスペンサーをしかけることによって各々のアレイのアドレスにおいて既
知の量の試薬を投薬することを含む生物サンプルのマイクロアレイを製造する堆積方法が
記載されている。
【０１２４】
　実施例において、核酸又はタンパク質のアレイは、開示されている基体のいずれかに印
刷され得る。米国の「U.S. Published Application No. 2003/0228601, to Sabatini」に
記載技術は、異なるアレイ又は開示されている方法において使用できる核酸ライブラリー
に関して使用できる。
【０１２５】
　実施例において、開示されている支持体は例えば、リファレンス領域とサンプル領域を
もつ表面を有している。いくつかの異なる体積技術（例えば、コンタクトピンプリンティ
ング、非接触プリンティング、マイクロコンタクトプリンティング、スクリーンプリンテ
ィング、スプレープリンティング、スタンピング、スプレーイング）は、単独の支持体上
においてリファレンス領域及びサンプル領域を作成するために使用され得る。サンプル領
域は、検体と固定化された生体分子との間の相互作用の検出を可能にし、一方、レファレ
ンス領域は検体と固定化された生体分子との間の相互作用の検出に悪影響を及ぼし得る誤
った変化の取り消しを可能にする。１つの実施例において、サンプル領域及びリファレン
ス領域はマイクロプレートのウェル内に取り込まれる。
【０１２６】
　実施例において、重合体を有する支持体の所定の領域は特に、ブロッキングを堆積させ
ることによって又は活性化剤によって不活性化される。例えば、重合体がポリ（エチレン
－無水マレイン酸）（ＥＭＡ）のような活性アミン被覆であるとき、前記ブロッキング剤
のいずれかは不活性化剤として使用され得る。また、アミンを含有していない試薬は、重
合体を不活性な状態にさせるために重合体上に存在する反応性基を加水分解するために使
われ得る。このように、生体分子は、不活性化剤で処理されていない領域でセンサに唯一
結合する。
【０１２７】
　実施例において、生体分子は重合体に付着され、支持体は不活性化因子に晒され、リフ
ァレンス領域として使われることができる支持体の印刷されていない領域を不活性化又は
ブロックする。
【０１２８】
　生体分子に付着した支持体が検体に接触するとすぐに、結合した検体は検出される。前
記のように、開示されている基体の利点の１つは検体の非特異的な結合が減らされること
である。
【０１２９】
　実施例において、結合された検体は検出の目的のために標識され得る。使用される検出
技術によっては、実施例において、検体は検出する前に検出可能なトレーサで標識され得
る。検体と検出可能なトレーサの間の相互作用は任意の化学的相互作用又は物理的相互作
用を含むことができ、例えば、共有結合、イオン相互作用、又はルイス酸－ルイス塩基相
互作用を含む。「検出可能なトレーサ」は、（１）前記のように検体と相互作用できる少
なくとも１つの基を有する化合物、（２）周知技術を使って検出できる少なくとも１つの
基を有する化合物、の任意の化合物として定義される。実施例において、検体は支持体に
接触する前に標識され得る。実施例において、検体は、検体が支持体と接触した後に標識
化することができる。検出可能なトレーサの例は例えば、蛍光及び酵素のトレーサを含む
。
【０１３０】
　実施例において、結合された検体の検出は例えば、蛍光、リン光、ケミルミネッセンス
、バイオルミネッセンス、ラマン分光法、光散乱分析、質量分析などの方法及び他の周知
技術を用いて行われる。実施例において、結合された検体は標識独立検出（ＬＩＤ）よっ
て検出される。ＬＩＤの例は例えば、屈折率センサ（表面プラズモン共鳴、共鳴導波路回
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折格子システム、又は偏光解析法）、音波センサ、又は質量分析又は水晶振動子微量天秤
などのような質量センサを含む。
【０１３１】
　要約すれば、開示されている支持体及び方法は多量の生体分子の担持を可能にし、検体
の検出に関してより高い感度をもたらす。開示されている支持体及び方法もまた多くの異
なる基体と相溶性が良い。開示されている支持体の調製は穏やかな条件を用い、結果得ら
れる支持体は、均一性に関連して優れた貯蔵安定性を示し、基体への生体分子の付着を安
定した再現性を有する。最終的に、支持体及び方法はまた、タイムリーで経済的な方法に
おいてアレイのシグナル強度、感度及びアッセイの品質を増加させ、さらに、アッセイの
特異性を向上させる。
【０１３２】
　実施例において、本開示は例えば、非標識又は標識独立検出（ＬＩＤ）センサに用いら
れる表面組成物を提供し、より詳しくは、結合生体分子のための表面組成物を提供する。
実施例において、組成物は例えば、合成重合体－被覆ＬＩＤ基体を含む。本開示の被覆セ
ンサは、現在利用できる被覆センサと比較してバイオアッセイの利点を有することができ
る。
【０１３３】
　センサ表面に付着するときに、本開示の重合体は少なくとも１つの反応性基、例えば生
体分子を結合するための少なくとも１つの反応の側鎖基を有するアミド酸基、を含むこと
ができる。アミド酸は、窒素と化合する酸、すなわちカルボン酸及びアミド基を含んでい
る化合物である。開示された重合体のアミド酸基は図１の一般式を有することができ、例
えば、Ｒ２がスペーサ例えば、線形の脂肪族鎖又は酸素を与えられた脂肪族鎖であり、そ
して、例えば、Ｘが反応性基、非反応性基又は両方の基である。実施例において、例えば
、Ｘは生体分子を結合するための反応性基である。例えば、Ｒ２は線状鎖である。Ｒ２は
例えば、それらが約２４個未満のアルキレングリコール単位又はそれの組み合わせを含む
ようなアルキル鎖、低分子量ポリエーテル鎖であり得る。アミド、エステル、炭酸エステ
ル基又はペプチド結合を含んでいる他の線状鎖も選ばれ得る。実施例において、Ｒ２がア
ルキルであるときに、例えば、それは約３から約８個の炭素原子まで、そして、約４から
約６個まで炭素原子を有することができる、そして、Ｒ２がポリ（アルキレングリコール
）であるときに、例えば、それは約２から約２４個のアルキレングリコール単位（例えば
エチレングリコール又はプロピレングリコール単位）を、又は約２から約６個のグリコー
ル単位（例えば４個のエチレングリコール又は４個のプロピレングリコール単位又はこれ
らの組み合わせ）を有することができる。
【０１３４】
　実施例において、例えば、Ｘは生体分子に対する結合ができるいかなる反応性基でもよ
い。適切なＸ基は、例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステルでもよく
、又は、ｓ置換Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、例えばＳｕｌｆｏ－ＮＨＳでもよい。Ｓ
ｕｌｆｏ－ＮＨＳは、タンパク質のアミン基及び表面のカルボン酸基の間のカルボジイミ
ド促進アミド結合形成のために使われ得る。ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳは、水及び有機溶剤の可
溶であって、長命で、水においてよりゆっくり加水分解されるので、特に適している（文
献１２）。
【０１３５】
　驚くべきことに、我々は、開示されたコー被覆組成物、物品及び方法が大量の生体分子
（例えばタンパク質）の捕獲を可能して、加えて、小分子での相互作用のための高い応答
をに提供するということを発見した。高い応答性は、結合応答に関連し、例えば、ＮＨＳ
活性カルボキシメチルデキストラン（ＮＨＳ／ＣＭ５）についての以前報告されたものよ
り約２から約５倍大きい、そして、下記実施例３の記載されているような結合応答を示し
ている。例えば、Ｂｉａｃｏｒｅ（ＮＨＳ／ＣＭ５）基体に実行されるフロセミド／ＣＡ
ＩＩ結合アッセイのための結合応答は約５０ＲＵであが、本開示のスペーサ及びｓｕｌｆ
ｏ－ＮＨＳ修飾アミド酸被覆基体上のものは約２５０ＲＵと比較される。例えば、図１３
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参照。本開示の被覆組成物及びそれらの成分重合体は、無水マレイン酸の共重合体のよう
な重合体担持無水物基でアミノ酸化合物から例えばアミノ基の間の反応によって容易に調
製され得る。例えば、ポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）又はポリ（メチルビニ
ルエーテル－ａｌｔ－無水マレイン酸）は優れた開始共反応物重合体材料である。重合体
の無水物反応基も重合体のセンサ表面への都合の良い付着を可能とし、例えば、ここで、
センサは例えば、アミノアルキルシラン特にガンマアミノプロピルシランのような第１級
アミノ基を有する連結層で予め被覆されている。無水物共重合体に化学反応するアミノ酸
化合物は、例えば、ガンマアミノ酪酸（ＧＡＢＡ）、アミノヘキサン酸、アミノオクタン
酸や、例えば、Quanta Biodesign (www.quantabiodesign.com)社から得られるアミノＰＥ
Ｇｎ酸、例えば、アミノＰＥＧ４酸、アミノＰＥＧ８酸、アミノＰＥＧ１２酸、アミノＰ
ＥＧ２４酸などの化合物の少なくとも１つででもよい。
【０１３６】
　アミノ－ｄＰＥＧ８酸（登録商標）の構造は、下記式である。
Ｈ３Ｎ＋－（ＣＨ２）２－（Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２）８－Ｃ（＝Ｏ）－Ｏ－
【０１３７】
　実施例において、開始ベース重合体は、反応性アミド酸基及び非反応性アミド酸基を含
む。非反応性アミド酸は例えば図２のＲ３のような側鎖基に関連して、それはアミド酸の
アミド一部に連結されるが、生体分子には化学反応しない。その状況において、非反応性
アミド酸が単官能アミノ化合物の反応によって作られ得る。かかる単官能アミノ化合物は
、例えば、エタノールアミン、メチルアミン、プロピルアミン、ブチルアミン、メトキシ
エチルアミンなどの化合物又はそれらの組み合わせ少なくとも１つである。
【０１３８】
　実施例において、本開示はＬＩＤセンサを調製するために用いることができる被覆組成
物を提供する。被覆組成物は非常に高いタンパク質固定化能力を有し、固定化されたタン
パク質の著しく改善された活性を有することができる。実施例において、"高いタンパク
質固定化能力"は例えば実施例３にて比較的に記載されているように、以前報告されたも
のより少なくとも約２から約５倍大きいことを意味する。例えば、これは本開示の物品及
び方法による３３，５００ＲＵのＢｉａｃｏｒｅ機器上のＣＡＩＩ固定化応答に相当し（
１，０００ＲＵ応答が固定化されたタンパク質約１ｎｇ／ｍｍ２に相当にすると仮定する
と、タンパク質の約３３．５ｎｇ／ｍｍ２）、一方、「Myszka et al., "Comparative an
alysis of 10 small molecules binding to carbonic anhydrase II by different inves
tigators using Biacore technology", Analytical Biochemistry, 359 (2006) 94-105」
によって報告されているように、セットアップでＮＨＳ／ＣＭ５を使って僅か約６，９５
０ＲＵ程度が得られた。
【０１３９】
　本開示の被覆のいずれも含むような非標識検出バイオセンサなどの本開示の物品は、例
えば、低分子量検体及び高分子量表面結合受容体（例えばタンパク質）間の生体分子認識
事象に高感度を提供することができる。固定化されたタンパク質は増進された活性を呈し
、無水物基のみ担持の重合体からなるものの他の表面化学反応に比較して例えば、約２か
ら約１０倍、そして約２から約６倍より大きい活性を示す。米国の「US2007/0154348, to
 Frutos」を参照。
【０１４０】
　センサ被覆の増進感度及び本開示により調製された物品は、例えば、薬剤発見又は他の
小分子発見研究に使用する例えば、高いスループットスクリーニング（ＨＴＳ）システム
の使用に互換性を持つことができる。
【０１４１】
　本開示は、低タンパク質濃度を使用している非標識検出のためのセンサ調製を可能とし
、更に、他の低感応性ＬＩＤ技術と比較してかなりのコストと時間限界の減少を有する非
標識又は標識独立アッセイを提供することができる。低タンパク質濃度は、アッセイが例
えば、約２５μｇ／ｍＬのタンパク質溶液や１０μｇ／ｍＬ以下のタンパク質溶液を使用
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して実行され得ることを意味する。従来のアッセイは、概してより高いタンパク濃度例え
ば約２５０μｇ／ｍＬ（以前の「Myszka,etal.,」を参照）を使用することで実行される
。
【０１４２】
　本開示の表面被覆の表面化学反応は容易に実行され、ＳＰＲに基づくような非標識検出
、Ｅｐｉｃ（登録商標）バイオセンサプレート（コーニング社から）のような共鳴グレー
ティング、二面偏波式干渉法（ＤＰＩ）、及びマイクロ流体処理システムを任意に含むも
のなど多くの非標識検出プラットフォームと互換性を有する。
【０１４３】
　図をまた参照すると、図３は例えば本開示の重合体と関連した特定の表面の一般式を示
す。
【０１４４】
　当該式中、例えばＲ１がエチレン残基－（ＣＨ２－ＣＨ２）－であり；
　Ｒ２が約６炭素原子又は例えば、４エチレングリコール単位を含むポリエチレングリコ
ール部分を含むスペーサであり；
　Ｒ３がプロピル基などのアルキル基であり；
　Ｚが例えば、スルホン酸基又はＮ－ヒドロキシスクシンイミド反応性エステル基と関連
したスルホン酸基の塩であり；
　Ｙが表面のアミド結合又は連結層ＮＨであり；
　ｍが約１０から約１０，０００であり；
　ｎが約１０から約１０，０００であり；
　ｏが約１０から約１０，０００であり得る。
【０１４５】
　本開示の表面修飾重合体被覆の一例が図４の表面反応生成物として例示される。図４は
、表面と協働する重合体とのｓｕｌｆｏ－ＮＨＳの反応を示す。表面重合体は市販のＥｐ
ｉｃ（登録商標）プレートにおけるプロピルアミン－誘導化ポリ（エチレン－ａｌｔ－無
水マレイン酸）とのアミノＰＥＧ４酸の反応によって調製された。結果の重合体は、スペ
ーサを有するｓ－ＮＨＳ基を有する反応性アミド酸量体及びスペーサを有さないもの（そ
れぞれ、太い矢印）、非反応性アミド酸量体（例えばプロピルアミン）、表面付着基（例
えば－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－）、並びにイオン化可能もしくは既イオン化（示された）カルボ
キシ基を含む。
【０１４６】
　図５Ａ及び５Ｂは、本開示の実施例における比較誘導化表面及び本開示の誘導化表面上
の直接タンパク質（例えば、炭酸脱水酵素ＩＩ）固定化の例を模式的に示す。図５Ａは、
無水マレイン酸共重合体処理された基質（５２０）（WO2006/058237及びWO2007/078873に
記載されたように処理された）上に固定化された炭酸脱水酵素ＩＩ（５１０）を示す。固
定化された炭酸脱水酵素ＩＩ（５１０）は、活性部位又は関心ある受容体部位（５３０）
及び阻害されたサイトアクセス（５４０）を有する。図５Ｂは、本開示のアミド酸及びス
ペーサ誘導化（５５０）表面（５２０）上の活性部位又は関心ある受容体部位（５３０）
を有する炭酸脱水酵素ＩＩ（５１０）を示す。図５Ａ及び５Ｂの矢印は、固定化されたタ
ンパク質の受容体結合部位又は活性部位への小分子候補物質のそれぞれ妨げられ又は制限
されたアクセス（５４０）及び寛容又は制限されないアクセス（５４５）を示す。
【０１４７】
　図６は、炭酸脱水酵素ＩＩ（ＣＡＩＩ）固定化のためのＳｕｌｆｏ－ＮＨＳ（ｓＮＨＳ
）を有する活性化上のスペーサの長さの関係を示し、そして、線（６１０）が水において
活性化したｓＮＨＳ反応基を有する開示の表面重合体のためのデータポイントを表し、線
（６２０）はＤＭＳＯにおいて活性化されるｓＮＨＳ反応基を有する開示の表面重合体の
ためのデータポイントを表す。驚くべきことに、約ｎ＝４より長かったＰＥＧスペーサは
、絶えず低い結合応答を示した。理論によって制限されないが、例えば、より長いＰＥＧ
修飾は、それらがそれらの親水挙動及び排除体積のためにタンパク質をはね返すことがで
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きるので、よりアクセスできることができないか又はより低い結合反応を有することがで
きないと信じられいる。これは、また、ＰＥＧｓが非特異的タンパク質吸着を防ぐ理由及
びＰＥＧｓがタンパク質の変性を防ぐ理由であり得る。それで、ＰＥＧｓがスペーサとし
て作用することができると共に、スペーサの分子量があまりに高い場合、それらはまた、
タンパク質をはね返すことができる。スペーサのカルボン酸基及び骨格鎖のカルボン酸基
の活性化は、いずれのＤＭＳＯ又は水においても達成された。上記したように、ＮＨＳ活
性化は、ＮＨＳ活性エステルにカルボン酸基を転換することができる。スペーサ端のカル
ボン酸は、ＮＨＳ活性エステルに変換される。例えば、全部カルボン酸に関するＥＤＣ及
びＮＨＳの相対量に応じて、重合体骨格鎖上の一部のカルボン酸はＮＨＳ活性化はエステ
ルへ変換され得る。例えば、図４参照。
【０１４８】
　図７は、本開示のスペーサを有する反応性アミド酸を使ってマイクロプレートが調製さ
れた（右側バー）時の比較例１（左側バー）のプレートと比較した、ＣＡＩＩのための増
進又は上級な固定化能力を示す。同様に、図８はＣＡＩＩが本開示のスペーサベース被覆
で固定化されたとき（ｄＥＭＡ－ＰＥＧ４ｓＮＨＳ；右側バー）の結合応答の典型的な著
しい改善を、比較例１（ｄＥＭＡ；左側バー）と比較して示す。
【０１４９】
　図９は、検体：受容体の比率は１：１（ストイキオメトリ）であり、相対屈折率増大増
加量（ＲＩＩ）並びに受容体及び検体分子量（Ｍｗ）を想定した観察された結合応答を考
慮して計算されたタンパク質の有用性、期待される結合応答の表を示す。結果は、受容体
又はアクセスに対する有用性の利得が、例えば、本開示の反応性アミド酸で被覆したマイ
クロプレート（ｄＥＭＡ－ＰＥＧ４－ｓＮＨＳ）を使って、比較例１のプレートと比較し
て約２倍から約３倍であることを示す。
図９に示されるｄＥＭＡデータ（上の表）及びｄＥＭＡ－ＰＥＧ４ｓＮＨＳデータ（下の
表）においては、薬剤のＭｗは３３１であり、タンパク質のＭｗは３０，０００であり、
薬剤のＲＩＩは０．３５７であり、そして、タンパク質のＲＩＩは０．１８０であった。
【０１５０】
　ＣＡＩＩ固定化及びフロセミド結合応答は図１０及び図１１のそれぞれのチャートに示
される。これらのＣＡＩＩ固定化及びフロセミド結合アッセイは、ＣＡＩＩが酢酸緩衝液
１００マイクログラム／ｍＬだけで固定されたことを除いて、実施例１にて説明したよう
に、実行された。さまざまなＰＥＧ量体スペーサ長ｓ（ｎ＝４、８、１２、及び２４）を
有するプレート表面は３つのｐＨ（それぞれ５．８、７．４及び９．２）にて水及びＤＭ
ＳＯにおいて評価されて、コントロール（ＥＡ／ｓＮＨＳａｔ　ｐＨ５．８）と比較され
た。ＥＡ／ＮＨＳコントロールは、エタノールアミンとの反応によって不活性化されてい
るエチレン－無水マレイン酸共重合体（ｄＥＭＡ）の無水物基の全てを有する重合体に関
連して、対応する非反応性アミド酸残基を形成し、まず最初に下式の量体を有する。
【０１５１】
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ２－（Ｘ））－Ｒ１－｝

ｍ－
【０１５２】
　式中、
　Ｒ１が二価の－（ＣＨ２－ＣＨ２）－であり；
　Ｒ２が二価の－（ＣＨ２－ＣＨ２）－であり；
　Ｘが－ＯＨであり；
　ｍが約１０から約１０，０００であり、
　又はその塩であり、そして、その後、ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳとの反応にて少なくとも下式
の量体となる。
【０１５３】
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ｓＮＨＳ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－ＣＨ２－ＣＨ２－（Ｏ
Ｈ））－（ＣＨ２－ＣＨ２）－｝ｍ－
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【０１５４】
　例：
　以下の例は本開示を使用する方法を充分に説明するのに役立てて、更に、本開示のさま
ざまな局面を実行するために考察される最良の態様の具体例を例示するものである。これ
らの例は、本開示の範囲を制限せず、図示する目的のためにむしろ示される。
【０１５５】
　比較例１：
　ＣＡＩＩの直接固定化は非反応性アミド酸のみ（WO2007/078873に記載のように）含み
反応性アミド酸基を含まない無水マレイン酸共重合体上で完成させた。この被覆製品は市
販品であり、例えば、コーニング社から入手可能な３８４－ウェルＣｏｒｎｉｎｇＥｐｉ
ｃ（登録商標）プレートである。比較表面を使用したウシ炭酸脱水酵素アイソザイムＩＩ
（ＣＡＩＩ）の固定化とフロセミドの結合は以下の実施例１に記載したように実行された
。
【０１５６】
　比較例２：
　比較表面として非反応性アミド酸とＥＤＣ／ＮＨＳで活性化されたカルボン酸を含むマ
レイン酸共重合体（すなわち加水分解された無水マレイン酸共重合体）上のＣＡＩＩの直
接固定化は以下の実施例１に記載したように実行された。
【０１５７】
　実施例１：
　反応性アミド酸スペーサを有する表面の調製：
　誘導化ポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）（"ｄＥＭＡ"は例えば米国の「US p
atent application publication US2007/0154348, to Frutos, et al., entitled Suppor
ts for Assaying Analytes and Methods of Making and Using Thereof, published July
 5, 2007」を参照）の表面被覆を有している市販のＥｐｉｃ（登録商標）プレート（Prod
uctID38043）は以下のように処理された。５０ｍＭホウ酸塩緩衝液ｐＨ９．２の２５マイ
クロリットル（マイクロＬ）の４００ｍＭアミノＰＥＧ－４酸スペーサ（Quanta Biodesi
gn社から）は、プレートの各々のウェル穴に添加された。溶液はピペッタで５分間、混合
され、プレートは１分間、回転を下げられて閉じ込められた気泡を除去し、それから周囲
室温（ＲＴ）で、約１時間インキューベートした。そしてインキューベートしたプレート
はピペッタを用いて水で６回洗浄された。洗浄後、ＤＭＳＯの２００ｍＭＥＤＣ／５０ｍ
ＭＳｕｌｆｏ－ＮＨＳの２５マイクロリットルは、プレートの各々のウェル穴に添加され
た。溶液はピペッタで５分間、混合され、８００ｒｐｍに１分間、回転を下げられた。プ
レートは周囲室温（ＲＴ）で５分間、放置された。最後にプレートはピペッタを用いて水
で６回洗浄された。
【０１５８】
タンパク質固定化：酢酸緩衝液の１００、７５、５０、２５、及び１０マイクログラム／
ｍＬＣＡＩＩ、ｐＨ５．５は、実施例１及び比較例２に従って調製されたプレートの各々
のウェル穴に添加された。そしてプレートは８００ｒｐｍに１分間、回転を下げられ、生
体分子固定化が４℃で約１６時間に亘って実行された。固定化応答はＥｐｉｃ（登録商標
）プラットフォームを使用して測定された。固定化応答は図７に示される。実施例１の結
果はｄＥＭＡ－ＰＥＧ４－ｓＮＨＳ（右側バー）及び比較例ｄＥＭＡ（左側バー）として
示される。
【０１５９】
　小分子の結合（フロセミド）：１０マイクロＭフロセミド溶液は、ここの前後に示した
調製表面を有するＥｐｉｃ（登録商標）プレートの各々のウェル穴に添加された。Ｅｐｉ
ｃ（登録商標）プラットフォームが用いられ、結合アッセイを達成して、結果を記録した
。
【０１６０】
　実施例２：
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　反応性アミド酸スペーサを有する調製表面：図１０及び１１は実施例の結果を示し、異
なる鎖長を有するスペーサの無水物重合体への付着に関するｐＨの影響を示す。３つのｐ
Ｈのもの、ｐＨ９．２（ホウ酸塩緩衝液）、７．４（ＰＢＳ）及び５．５（酢酸緩衝液）
がスペーサを重合体へ付着するために用いられた。市販のＥｐｉｃ（登録商標）プレート
（ProductID38043）が以下の手順で処理された。上記の緩衝液での１０ｍＭアミノＰＥＧ
－４酸、アミノＰＥＧ－８酸、アミノＰＥＧ－１２酸又はアミノＰＥＧ－２４酸スペーサ
（QuantaBiodesign）の１５マイクロリットルは別々に、Ｅｐｉｃ（登録商標）プレート
の各々のウェル穴に添加された。溶液はピペッタを用いて混合され、プレートは１分間、
回転を下げられて閉じ込められた気泡を除去し、それから周囲室温（ＲＴ）で、約３０分
間インキューベートした。インキューベート後、プレートは３回、水で洗浄された。洗浄
後、ＤＭＳＯ又は水での１０マイクロリットルの２００ｍＭＥＤＣ／５０ｍＭＳｕｌｆｏ
－ＮＨＳは１６－チャネルハンドピペッタを用いて各々のウェル穴に添加された。プレー
ト、８００ｒｐｍに１分間、回転を下げられた。プレートは周囲室温（ＲＴ）で３０分間
、放置された。最後に、プレートはプレート洗浄機で洗浄された。プレートはＣＡＩＩ固
定化のために評価された。図１０参照。フロセミド結合では図１１参照。
【０１６１】
　実施例３
　ＳＰＲバイオセンサアッセイ：ＣＡＩＩ固定化能力及びスルホンアミド（フロセミド）
結合の評価はＢｉａｃｏｒｅＴ１００機器（ＳＰＲバイオセンサ）によって達成された。
実施例１にて説明したように被覆は、メルカプトプロピルトリメトキシシラン及びアミノ
プロピルトリエトキシシランの加水分解及び縮合によって得られた混合ポリシロキサンか
らなるアミノ－シロキサン－チオール連結層を使用して、剥き出し金のセンサ素子に適用
され、そして、Ｂｉａｃｏｒｅ社から市販されているＳＰＲバイオセンサプレートの既被
覆センサ素子（"ＣＭ５"、カルボキシメチルデキストラン材料）と比較された。結果は、
実施例１の組成物でのＳＰＲバイオセンサプレート被覆がＣＭ５被覆ＳＰＲバイオセンサ
プレートの場合よりも約５倍を実行したことを示した。
【０１６２】
Ａ
　ＣＭ５センサ素子上の活性化及びＣＡＩＩ固定化：ＣＭ５センサ素子は受け取ったまま
で修飾なしで使用された。リン酸塩緩衝食塩水（ＰＢＳ）、ｐＨ７．４がランニング緩衝
液として使用された。ＣＭ５センサ素子は０．４ＭＥＤＣ及び０．１ＭＮＨＳの１：１の
割合の７分間注入（１０マイクロＬ／分）で活性化された。ＣＡＩＩは１０ｍＭ酢酸ナト
リウムｐＨ５．０での１００マイクログラム／ｍＬＣＡＩＩ溶液の７分間注入で表面に結
合された。残留する基は１．０ＭエタノールアミンｐＨ８．５の７分間注入で不活性化さ
れた。
【０１６３】
　実施例１の被覆上の活性化及びＣＡＩＩ固定化：ＡｎＳＩＡキットＡｕセンサ素子（剥
き出し金）（GEHealthcare;www.biacore.comから入手可能）は上記のアミノ－シロキサン
－チオールの薄膜連結層でまず被覆された。それから、４０ｍｏｌ％プロピルアミンで誘
導されたプロピルアミン誘導化ポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）被覆は、米国
の「US2007/0154348」にて以前に記載されたようにして、バイオセンサ表面に適用された
。そして、誘導化ポリ（エチレン－ａｌｔ－無水マレイン酸）被覆センサ素子は、５０ｍ
Ｍホウ酸塩緩衝液ｐＨ９．２での１０ｍＭアミノＰＥＧ－４酸スペーサの５ｍＬ中に３０
分間浸漬処理された。そしてセンサ素子は水で洗浄された。洗浄後、センサ表面は、０．
４ＭＥＤＣ及び０．１ＭＮＨＳの１：１の割合の１２分間注入（１０マイクロリットル／
分）で活性化された。ＣＡＩＩは２０ｍＭ酢酸ナトリウムｐＨ５．０での１００マイクロ
グラム／ｍＬＣＡＩＩ溶液の７分間注入で表面に結合された。残留する基は１．０Ｍエタ
ノールアミンｐＨ８の７分間注入で不活性化された。
【０１６４】
　スルホンアミド（フロセミド）結合：３０マイクロＭフロセミド溶液は３％ＤＭＳＯで
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ＰＢＳの希釈により調製された。フロセミド溶液は実施例１の表面及び市販のＣＭ５表面
へそれぞれ６０秒間の接触時間及び９００及び３００秒間の解離時間で注入された。除体
積効果を修正するために、ＤＭＳＯキャリブレーション系列は、調製された。センサグラ
ムは、溶媒修正が続くＣＭ５基準表面のために記録される結合応答を減算することによっ
て処理された。
【０１６５】
　図１２を参照すると、図１２は、本開示の被覆プレート生成物（１２２０；上方トレー
ス）市販の被覆ＣＭ５プレート生成物（１２１０；下方トレース）とでのＣＡＩＩ固定化
のために得られたセンサグラムの比較を示す。固定化は、ＣＭ５プレートの約６，９５０
応答単位ＲＵと比較して本開示の被覆プレート生成物では約３３，５２０応答単位であっ
た。本開示の被覆プレート生成物では、市販のＣＭ５被覆プレート生成物と比較して約５
倍（４．８）の向上が得られた。
【０１６６】
　図１３は、本開示の被覆プレート（１３２０；上方トレース）及び市販被覆プレート（
１３１０；下方トレース）でフロセミド結合のために得られたセンサグラムの比較を示す
。結合応答は、実施例１の被覆プレート及びＣＭ５被覆プレート上に固定化されたＣＡＩ
Ｉにおいて、それぞれ２５０ＲＵ及び５０ＲＵであり、フロセミド結合にて約５倍の向上
が得られた。
【０１６７】
　ＣＭ５被覆プレート上のＣＡＩＩ固定化の６，９５０応答単位（ＲＵ）及び結合応答の
５０ＲＵは非常に良好に公表データに一致していた。例えば「"Comparative analysis us
ing Biacore Technology," Papalia, et al., Anal Biochem. 359, 94-105 (2006)」を参
照。これらのまた他の結果は本開示の物品及び方法によって得られることができる有意な
利益であることを示す。
【０１６８】
　本開示は、さまざまな特定の実施例及び議出に関して記載された。しかし、本開示の精
神と範囲内の残ると共に、多くの変更及び改質が可能であると理解されなければならない
。
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【図１３】

【手続補正書】
【提出日】平成22年12月10日(2010.12.10)
【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】
　アッセイ支持体であって、基体と、前記基体に直接又は間接的に付着した重合体と、を
含み、
　前記重合体は複数の反応性基及び複数のイオン化可能基を有し、前記反応性基の少なく
とも１つは前記重合体の骨格と前記反応性基の間に位置するスペーサ単位を有することを
特徴とする支持体。
【請求項２】
　前記重合体は、下記式の量体、
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ２－（Ｘ））－Ｒ１－｝

ｍ－
｛式中、
　Ｒ１が二価の－（Ｃ２－６アルキレン）－であり；
　Ｒ２が約６から約３０個の原子を含む二価のスペーサであり；
　Ｘが反応性基もしくはその塩であり；
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　ｍが約１０から約１０，０００である｝
　又はその塩を含むことを特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項３】
　前記重合体は、下記式の量体からなる共重合体、
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ２－（Ｘ））－Ｒ１－｝

ｍ－
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）－（Ｙ））－ＣＨ－Ｒ１－｝ｎ－
－｛－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）（ＯＨ））－ＣＨ（Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ－Ｒ３）－Ｒ１－｝ｏ－
｛式中、
　Ｒ１が－（－ＣＨ２－ＣＨ２－）－であり；
　Ｒ２が約２から約６個のアルキレングリコール単位を含むポリアルキレングリコール部
分からなる二価のスペーサであり；
　Ｒ３がプロピル基であり；
　Ｘがスルホ－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド基もしくはその塩であり；
　Ｙが表面実質的基であり；
　ｍが約１０から約１０，０００であり；
　ｎが約１０から約１０，０００であり；
　ｏが約１０から約１０，０００である｝
　又はその塩を含むことを特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項４】
　前記重合体の反応性基に付着された１つ以上の生体分子を更に含み、前記生体分子は、
自然の、合成もしくは修飾されたオリゴヌクレオチド、自然のもしくは修飾されたヌクレ
オチドもしくはヌクレオシド、核酸（ＤＮＡ）もしくは（ＲＮＡ）もしくはその断片、自
然のもしくは修飾されたアミノ酸を含むペプチド、抗体、ハプテン、生物学的リガンド、
キレート、アプタマ、脂質、糖類、小分子、レクチン、修飾された多糖類、合成複合巨大
分子、機能化されたナノ構造、合成重合体、蛍光団、発色団、又はこれらの組み合わせを
含むことを特徴とする請求項１に記載の支持体。
特徴とする請求項１に記載の支持体。
【請求項５】
　請求項１に記載の支持体を作成する方法であって、
　スペーサ基の付着を可能とする複数の基を有する重合体が直接又は間接的に付着した基
体を用意する工程と、
　付着した重合体をスペーサ基形成部に接触させる工程と、
　スペーサ基を有する結果の付着した重合体を反応性基形成部に接触する工程と、を含む
方法。
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