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(57)【要約】
　弾性波バイオセンサー部品を提供する。弾性波バイオ
センサーは、有効な感知領域の表面を増加させるための
３Ｄマトリックス微細構造を伴うかまたは伴わない圧電
基材と、圧電基材の表面に共有結合したアンカー物質と
を含み、アンカー物質は、捕捉試薬に結合することがで
きる。圧電材料の表面を、アンカー物質を含む生物活性
フィルムでコーティングして、３Ｄバイオセンサー表面
および部品を作製するプロセスも提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　金属でコーティングされた基材と；結合タンパク質および少なくとも１つの硫黄原子を
有する官能基を含むアンカー物質と、を含み、前記アンカー物質は、前記官能基を介して
前記金属に直接結合し、金属でコーティングされた前記基材上に単層を形成し；前記アン
カー物質は、捕捉試薬に連結するように構成されている、バイオセンサー部品。
【請求項２】
　前記金属が、アルミニウム、金、アルミニウム合金、およびそれらの任意の組合せから
なる群から選択される、請求項１に記載のバイオセンサー部品。
【請求項３】
　前記金属がアルミニウムである、請求項１または２に記載のバイオセンサー部品。
【請求項４】
　前記官能基がチオール基である、請求項１から３のいずれか一項に記載のバイオセンサ
ー部品。
【請求項５】
　前記結合タンパク質が、アビジン、オリゴヌクレオチド、抗体、アフィマー、アプタマ
ー、またはポリヌクレオチドである、請求項１から４のいずれか一項に記載のバイオセン
サー部品。
【請求項６】
　前記結合タンパク質が、ニュートラアビジン、天然アビジン、ストレプトアビジン（st
repavidin）、およびそれらの任意の組合せからなる群から選択されるアビジンである、
請求項１から５のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項７】
　前記捕捉試薬が、前記アンカー物質の前記結合タンパク質に結合するためのビオチン部
分を含む、請求項１から６のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項８】
　前記捕捉試薬が、全細胞、細菌、真核細胞、腫瘍細胞、ウイルス、真菌、寄生虫、芽胞
、核酸、小分子またはタンパク質に結合する部分を含む、請求項１から７のいずれか一項
に記載のバイオセンサー部品。
【請求項９】
　前記部分が、抗体、アフィマー、またはアプタマーからなる群から選択される、請求項
８に記載のバイオセンサー部品。
【請求項１０】
　弾性波トランスデューサをさらに備える、請求項１から９のいずれか一項に記載のバイ
オセンサー部品。
【請求項１１】
　前記弾性波トランスデューサが、バルク弾性波を生成する、請求項１０に記載のバイオ
センサー部品。
【請求項１２】
　前記バルク弾性波が、厚みすべりモード、音響プレートモード、および水平プレートモ
ードからなる群から選択される、請求項１１に記載のバイオセンサー部品。
【請求項１３】
　フィルムバルク弾性波共振器ベース（ＦＢＡＲベース）のデバイスである、請求項１か
ら１２のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項１４】
　前記弾性波トランスデューサが、弾性表面波を生成する、請求項１０に記載のバイオセ
ンサー部品。
【請求項１５】
　前記弾性表面波が、横波型弾性表面波、表面横波、レイリー波、およびラブ波からなる
群から選択される、請求項１４に記載のバイオセンサー部品。
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【請求項１６】
　前記基材が圧電材料を含む、請求項１から１５のいずれか一項に記載のバイオセンサー
部品。
【請求項１７】
　前記金属が、前記基材上に向けてコーティングされている、請求項１から１６のいずれ
か一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項１８】
　前記基材が誘電体層をさらに備え、前記金属が前記誘電体層上にコーティングされてい
る、請求項１から１７のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項１９】
　請求項１から１８のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品を含むバルク波共振器。
【請求項２０】
　金属材料の表面を生物活性フィルムでコーティングするプロセスであって、
アンカー物質を含む第１の組成物を前記金属材料の前記表面に塗布して、前記表面上に単
層を形成するステップであって、前記アンカー物質は、結合タンパク質および少なくとも
１つの硫黄を有する官能基を含む、ステップと、
ビオチン化捕捉試薬を含む第２の組成物を前記アンカー物質の前記単層に塗布するステッ
プであって、前記ビオチン化捕捉試薬は、前記結合タンパク質を介して前記アンカー物質
に結合して、前記ビオチン化捕捉試薬の層を形成する、ステップと、
を含む、プロセス。
【請求項２１】
　前記アンカー物質の表面をプラズマ洗浄することをさらに含む、請求項１７に記載のプ
ロセス。
【請求項２２】
　圧電基材と、
　前記圧電基材の表面に結合した、スペーサーおよび結合成分を含むアンカー物質と、捕
捉試薬と、を含み、
前記アンカー物質は、前記結合成分を介して前記捕捉試薬と連結している、
バイオセンサー部品。
【請求項２３】
　前記結合成分が結合タンパク質である、請求項２２に記載のバイオセンサー部品。
【請求項２４】
　前記結合タンパク質が、アビジン、オリゴヌクレオチド、抗体、アフィマー、アプタマ
ー、またはポリヌクレオチドである、請求項２３に記載のバイオセンサー部品。
【請求項２５】
　前記結合タンパク質が、ニュートラアビジン、天然アビジン、ストレプトアビジン（st
repavidin）、およびそれらの任意の組合せからなる群から選択されるアビジンである、
請求項２２から２４のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項２６】
　前記結合成分が、１つまたは複数の官能基を有する結合化合物である、請求項２２に記
載のバイオセンサー部品。
【請求項２７】
　前記結合化合物が、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）、スルホ－ＮＨＳ、エポ
キシ、カルボン酸、カルボニル、マレイミドおよびアミンからなる群から選択される１つ
または複数の官能基を有する、請求項２６に記載のバイオセンサー部品。
【請求項２８】
　前記スペーサーがポリマーリンカーである、請求項２２から２７のいずれか一項に記載
のバイオセンサー部品。
【請求項２９】
　前記ポリマーリンカーが、ポリエチレングリコール、ポリビニルアルコール、またはポ
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リアクリレートである、請求項２８に記載のバイオシミラー部品。
【請求項３０】
　ポリマーリンカーがポリエチレングリコールである、請求項２３に記載のバイオセンサ
ー部品。
【請求項３１】
　前記アンカー物質が、前記圧電基材の前記表面上に層を形成している、請求項２２から
３０のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項３２】
　前記アンカー物質の単層が、前記圧電基材の前記表面上に自己組織化単分子層を形成し
ている、請求項３１に記載のバイオセンサー部品。
【請求項３３】
　前記アンカー物質の前記結合タンパク質が、前記スペーサーを介して圧電物質の表面か
ら離れて延びている、請求項２２から３２のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項３４】
　前記圧電基材が、水晶、ニオブ酸リチウムおよびタンタル酸リチウム、３６°Ｙ水晶、
３６°ＹＸタンタル酸リチウム、ランガサイト、ランガテート、ランガナイト、チタン酸
ジルコン酸鉛、硫化カドミウム、ベルリナイト、ヨウ素酸リチウム、四ホウ酸リチウム、
酸化ビスマスゲルマニウム、酸化亜鉛、窒化アルミニウム、ならびに窒化ガリウムからな
る群から選択される、請求項２２から３３のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項３５】
　ハウジングおよび流体チャンバをさらに含み、アンカー層を有する圧電材料の表面は、
前記チャンバの壁を形成する、請求項２２から３４のいずれか一項に記載のバイオセンサ
ー部品。
【請求項３６】
　前記アンカー物質が、シラン基を介して前記圧電基材の前記表面に結合している、請求
項２２から３５のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項３７】
　前記結合タンパク質が、アビジン、オリゴヌクレオチド、抗体、アフィマー、アプタマ
ー、またはポリヌクレオチドである、請求項２２から３６のいずれか一項に記載のバイオ
センサー部品。
【請求項３８】
　前記結合タンパク質が、ニュートラアビジン、天然アビジン、ストレプトアビジン（st
repavidin）、およびそれらの任意の組合せからなる群から選択されるアビジンである、
請求項２２から３７のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項３９】
　捕捉試薬をさらに含み、前記捕捉試薬が、前記アンカー物質の前記結合タンパク質に結
合するためのビオチン部分を含む、請求項２２から３８のいずれか一項に記載のバイオセ
ンサー部品。
【請求項４０】
　前記捕捉試薬が、全細胞、細菌、真核細胞、腫瘍細胞、ウイルス、真菌、寄生虫、芽胞
、核酸、タンパク質または小分子に結合する第３の部分を含む、請求項２２から３９のい
ずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項４１】
　弾性波トランスデューサをさらに備える、請求項２２から４０のいずれか一項に記載の
バイオセンサー部品。
【請求項４２】
　前記弾性波トランスデューサが、バルク弾性波を生成する、請求項４１に記載のバイオ
センサー部品。
【請求項４３】
　前記バルク弾性波が、厚みすべりモード、音響プレートモード、および水平プレートモ
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ードからなる群から選択される、請求項４２に記載のバイオセンサー部品。
【請求項４４】
　フィルムバルク弾性波共振器ベース（ＦＢＡＲベース）のデバイスである、請求項２２
から４３のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項４５】
　前記弾性波トランスデューサが、弾性表面波を生成する、請求項４１に記載のバイオセ
ンサー部品。
【請求項４６】
　前記弾性表面波が、横波型弾性表面波、表面横波、レイリー波、およびラブ波からなる
群から選択される、請求項４５に記載のバイオセンサー部品。
【請求項４７】
　請求項２２から４６のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品を含むバルク波共振器
。
【請求項４８】
　圧電材料の表面をバイオフィルムでコーティングするプロセスであって、
アンカー物質を含む第１の組成物を、金属でコーティングされた基材の表面に塗布して、
前記表面上に単層を形成するステップであって、前記アンカー物質は、結合成分に連結し
たスペーサーを含む、ステップと；ビオチン化捕捉試薬を含む第２の組成物を前記アンカ
ー物質の前記単層に塗布するステップであって、前記ビオチン化捕捉試薬は、前記アンカ
ー物質の前記結合成分を介して前記アンカー物質に結合して、前記ビオチン化捕捉試薬の
層を形成する、ステップと、
を含む、プロセス。
【請求項４９】
　試料中の分析物の存在または量を判定する方法であって
請求項１から１５および２２から４６のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品を試料
と接触させるステップと、
コーティングされた前記基材全体にわたって弾性波を生成させるステップと；分析物が前
記捕捉試薬に結合した結果としての、前記弾性波の振幅、位相または周波数の変化を測定
するステップと、
を含む、方法。
【請求項５０】
　圧電基材と、
　前記圧電基材上に固定化された捕捉試薬と、を含み、
前記圧電基材は、前記圧電基材上に固定化された捕捉試薬の数を増加させるように構成さ
れた三次元（３Ｄ）マトリックス微細構造を含み、前記捕捉試薬は、前記３Ｄマトリック
ス微細構造に結合することにより前記圧電基材上に固定化されている、
バイオセンサー部品。
【請求項５１】
　前記３Ｄマトリックス微細構造が、複数の細孔を含む、請求項５０に記載のバイオセン
サー部品。
【請求項５２】
　前記３Ｄマトリックス微細構造が、捕捉剤のマイクロアレイを含む、請求項５０または
５２に記載のバイオセンサー部品。
【請求項５３】
　前記３Ｄマトリックス微細構造がヒドロゲルマトリックスを含む、請求項５０から５２
のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項５４】
　ヒドロゲルマトリックスが、複数の細孔を含む、請求項５０に記載のバイオセンサー部
品。
【請求項５５】
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　前記ヒドロゲルマトリックスが、架橋ポリマーを含む、請求項５３に記載のバイオセン
サー部品。
【請求項５６】
　架橋ポリマーが親水性である、請求項５３に記載のバイオセンサー部品。
【請求項５７】
　前記３Ｄマトリックス微細構造がデンドリマーを含む、請求項５０から５２のいずれか
一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項５８】
　前記３Ｄマトリックス微細構造が前記ヒドロゲルマトリックスのマイクロアレイを含む
、請求項５０から５７のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項５９】
　前記３Ｄマトリックス微細構造が前記ヒドロゲルマトリックスの層を含む、請求項５０
から５７のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項６０】
　前記ヒドロゲルマトリックスが、全細胞、細菌、真核細胞、腫瘍細胞、ウイルス、真菌
、寄生虫、芽胞、核酸、有機小分子、ポリペプチド、またはタンパク質に対して不浸透性
である、請求項５６から６１のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項６１】
　前記捕捉試薬を前記３Ｄマトリックス微細構造または前記圧電物質に付着させるアンカ
ー物質をさらに含む、請求項５０から６１のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項６２】
　前記捕捉試薬が、前記アンカー物質の前記結合タンパク質に結合するためのビオチン部
分を含む、請求項５０から６１のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項６３】
　前記捕捉試薬が、全細胞、細菌、真核細胞、腫瘍細胞、ウイルス、真菌、寄生虫、芽胞
、核酸、有機小分子、ポリペプチド、またはタンパク質に結合する部分を含む、請求項５
０から６２のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項６４】
　前記部分が、抗体、アフィマー、またはアプタマーからなる群から選択される、請求項
６３に記載のバイオセンサー部品。
【請求項６５】
　アンカー物質をさらに含む、請求項６０から６４のいずれか一項に記載のバイオセンサ
ー部品。
【請求項６６】
　弾性波トランスデューサが、バルク弾性波を生成する、請求項６５に記載のバイオセン
サー部品。
【請求項６７】
　前記バルク弾性波が、厚みすべりモード、音響プレートモード、および水平プレートモ
ードからなる群から選択される、請求項６６に記載のバイオセンサー部品。
【請求項６８】
　フィルムバルク弾性波共振器ベース（ＦＢＡＲベース）のデバイスである、請求項５０
から６７のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品。
【請求項６９】
　前記弾性波トランスデューサが、弾性表面波を生成する、請求項６８に記載のバイオセ
ンサー部品。
【請求項７０】
　前記弾性表面波が、横波型弾性表面波、表面横波、レイリー波、およびラブ波からなる
群から選択される、請求項６９に記載のバイオセンサー部品。
【請求項７１】
　請求項５０から７０のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品を含むバルク波共振器
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。
【請求項７２】
　圧電基材上に３Ｄマトリックス微細構造を形成して、前記圧電基材の表面積を増加させ
るステップと；前記圧電基材上に１つまたは複数の捕捉試薬を固定化するステップと、を
含む、バイオセンサー部品を作製する方法。
【請求項７３】
　前記圧電基材上に細孔を形成するステップを含む、請求項７２に記載の方法。
【請求項７４】
　前記圧電基材上にヒドロゲルマトリックスを形成するステップを含む、請求項７２また
は７３に記載の方法。
【請求項７５】
　前記圧電基材上にヒドロゲルマトリックスのマイクロアレイを形成するステップを含む
、請求項７２から７４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７６】
　前記圧電基材上にヒドロゲルマトリックスの層を形成するステップを含む、請求項７２
から２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７７】
　前記ヒドロゲルマトリックスが、複数の細孔を含む、請求項７２から７６のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項７８】
　リソグラフィ印刷を使用して、前記圧電基材上に前記捕捉試薬のマイクロアレイを形成
するステップを含む、請求項７２に記載の方法。
【請求項７９】
　前記圧電基材上にデンドリマーの層を形成するステップを含む、請求項７２に記載の方
法。
【請求項８０】
　試料中の分析物の存在または量を判定する方法であって、
請求項５０から７０のいずれか一項に記載のバイオセンサー部品を試料と接触させるステ
ップと；
前記金属基材全体にわたって弾性波を生成させるステップと；分析物が前記捕捉試薬に結
合した結果としての、前記弾性波の振幅、位相または周波数の変化を測定するステップと
、
を含む、方法。
【請求項８１】
　前記試料が、環境試料または生体試料である、請求項５９および８０に記載の方法。
【請求項８２】
　前記生体試料が、血液、血清、血漿、尿、痰、または糞便である、請求項８１に記載の
方法。
【請求項８３】
　前記弾性波が、約１００～３０００ＭＨｚの入力周波数を有する、請求項４９、８１、
および８２のいずれか一項に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　この特許出願は、２０１７年７月７日出願の米国仮特許出願第６２／５２９，９８６号
および２０１７年７月１０日出願の米国仮特許出願第６２／５３０，７３５号の利益およ
び優先権を主張し、これらのそれぞれは、その全体が参照により本明細書に組み込まれる
。
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【０００２】
　本開示は、一般に、生物活性コーティング方法、および弾性表面波技術の圧電表面を使
用するマイクロフルイディクスを用いた単一または多重化バイオセンサーデバイスの３Ｄ
改変に関する。より詳細には、本開示は、緩衝液中の小分子、核酸配列、タンパク質、抗
体および細胞、感染した可能性のある患者または動物の生体試料の迅速な検出のためのサ
ンドイッチアッセイを実施するために、三次元（３Ｄ）表面を作製して、捕捉剤結合の密
度を高め、感度を向上させるため、圧電結晶または金属の表面にバイオコーティングする
方法に関し、バイオセンサーに基づく弾性表面の開発に好適なプラットフォーム技術を作
製する。
【背景技術】
【０００３】
　診断がなければ医学は盲目的であり、したがって診断領域では疾患および脅威を迅速か
つ正確に特定することが重要である。生物現象を診断するために使用される検出技術は、
従来、光センサーおよび化学センサーを使用しており、音響技術の最近の開発により、バ
イオセンシング用の音響法の使用可能性が生じている。音響法は、基本的なセンシング特
性として弾性波（すなわち、非常に高い周波数の音）の生成を伴う電気信号に応答する応
答性圧電材料の機能を利用する。弾性波が弾性波センサー材料の表面にわたってまたは表
面上で伝播するとき、分析物の結合によって波路における質量負荷および／または粘度変
化がもたらされ、これにより弾性表面波またはバルク弾性波の速度および／または振幅に
影響を与える場合がある。これらの変化は、それらの表面に結合した対応する量と相関し
ている場合があり、測定されて、前記分析物の感知／検出を提供する。残念ながら、標的
分子とセンサー表面との間の結合は弱い場合があり、したがって、弾性波センサーは多く
の場合感度が不足し、標的が提示されると効率的に動作しない。そのため、目的の生体分
子／分析物を表面に効率的に結合させて検出感度を高めることができる、受容体分子の、
安定な、高強度の固定化が必要である。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　一態様では、本開示は、金属でコーティングされた基材と；結合タンパク質および少な
くとも１つの硫黄原子を有する官能基を含むアンカー物質と、を含み、アンカー物質は、
官能基を介して金属に直接結合し、金属でコーティングされた基材上に単層を形成し；ア
ンカー物質は、捕捉試薬に連結するように構成されている、バイオセンサー部品を提供す
る。
【０００５】
　一実施形態では、金属は、アルミニウム、金、アルミニウム合金、およびそれらの任意
の組合せからなる群から選択される。
【０００６】
　一実施形態では、金属はアルミニウムである。
【０００７】
　一実施形態では、官能基はチオール基である。
【０００８】
　一実施形態では、結合タンパク質は、アビジン、オリゴヌクレオチド、抗体、アフィマ
ー、アプタマー、またはポリヌクレオチドである。
【０００９】
　一実施形態では、結合タンパク質は、ニュートラアビジン、天然アビジン、ストレプト
アビジン（strepavidin）、およびそれらの任意の組合せからなる群から選択されるアビ
ジンである。
【００１０】
　一実施形態では、捕捉試薬は、アンカー物質の結合タンパク質に結合するためのビオチ
ン部分を含む。
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【００１１】
　一実施形態では、捕捉試薬は、全細胞、細菌、真核細胞、腫瘍細胞、ウイルス、真菌、
寄生虫、芽胞、核酸、小分子またはタンパク質に結合する部分を含む。
【００１２】
　一実施形態では、部分は、抗体、アフィマー、またはアプタマーからなる群から選択さ
れる。
【００１３】
　一実施形態では、バイオセンサーは、弾性波トランスデューサをさらに備える。
【００１４】
　一実施形態では、弾性波トランスデューサは、バルク弾性波を生成する。
【００１５】
　一実施形態では、バルク弾性波は、厚みすべりモード、音響プレートモード（acoustic
 plate mode）、および水平プレートモード（horizontal plate mode）からなる群から選
択される。
【００１６】
　一実施形態では、バイオセンサー部品は、フィルムバルク弾性波共振器ベース（ＦＢＡ
Ｒベース）のデバイスである。
【００１７】
　一実施形態では、弾性波トランスデューサは、弾性表面波を生成する。
【００１８】
　一実施形態では、弾性表面波は、横波型弾性表面波、表面横波（surface traverse wav
e）、レイリー波、およびラブ波からなる群から選択される。
【００１９】
　一実施形態では、基材は圧電材料を含む。
【００２０】
　一実施形態では、金属は、基材上に向けてコーティングされている。
【００２１】
　一実施形態では、基材は誘電体層をさらに備え、金属は誘電体層上にコーティングされ
ている。
【００２２】
　一態様では、本開示は、前述のいずれか１つのバイオセンサー部品を含むバルク波共振
器を提供する。
【００２３】
　一態様では、本開示は、金属材料の表面を生物活性フィルムでコーティングするプロセ
スであって、アンカー物質を含む第１の組成物を金属材料の表面に塗布して、表面上に単
層を形成するステップであって、アンカー物質は、結合タンパク質および少なくとも１つ
の硫黄を有する官能基を含む、ステップと；ビオチン化捕捉試薬を含む第２の組成物をア
ンカー物質の単層に塗布するステップであって、ビオチン化捕捉試薬は、結合タンパク質
を介してアンカー物質に結合して、ビオチン化捕捉試薬の層を形成する、ステップと、を
含むプロセスを提供する。
【００２４】
　一実施形態では、アンカー物質の表面をプラズマ洗浄する。
【００２５】
　一態様では、本開示は、圧電基材と；圧電基材の表面に結合した、スペーサーおよび結
合成分を含むアンカー物質と、捕捉試薬と、を含み、アンカー物質は、結合成分を介して
捕捉試薬と連結している、バイオセンサー部品を提供する。
【００２６】
　一実施形態では、結合成分は結合タンパク質である。
【００２７】
　一実施形態では、結合タンパク質は、アビジン、オリゴヌクレオチド、抗体、アフィマ
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ー、アプタマー、またはポリヌクレオチドである。
【００２８】
　一実施形態では、結合タンパク質は、ニュートラアビジン、天然アビジン、ストレプト
アビジン（strepavidin）、およびそれらの任意の組合せからなる群から選択されるアビ
ジンである。
【００２９】
　一実施形態では、結合成分は、１つまたは複数の官能基を有する結合化合物である。
【００３０】
　一実施形態では、結合化合物は、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）、スルホ－
ＮＨＳ、エポキシ、カルボン酸、カルボニル、マレイミドおよびアミンからなる群から選
択される１つまたは複数の官能基を有する。
【００３１】
　一実施形態では、スペーサーはポリマーリンカーである。
【００３２】
　一実施形態では、ポリマーリンカーは、ポリエチレングリコール、ポリビニルアルコー
ル、またはポリアクリレートである。
【００３３】
　一実施形態では、ポリマーリンカーは、ポリエチレングリコールである。
【００３４】
　一実施形態では、アンカー物質は、圧電基材の表面上に層を形成している。
【００３５】
　一実施形態では、アンカー物質の単層は、圧電基材の表面上に自己組織化単分子層を形
成している。
【００３６】
　一実施形態では、アンカー物質の結合タンパク質は、スペーサーを介して圧電物質の表
面から離れて延びている。
【００３７】
　一実施形態では、圧電基材は、水晶、ニオブ酸リチウムおよびタンタル酸リチウム、３
６°Ｙ水晶、３６°ＹＸタンタル酸リチウム、ランガサイト、ランガテート、ランガナイ
ト、チタン酸ジルコン酸鉛、硫化カドミウム、ベルリナイト、ヨウ素酸リチウム、四ホウ
酸リチウム、酸化ビスマスゲルマニウム、酸化亜鉛、窒化アルミニウム、ならびに窒化ガ
リウムからなる群から選択される。
【００３８】
　一実施形態では、バイオセンサー部品は、ハウジングおよび流体チャンバをさらに含み
、アンカー層を有する圧電材料の表面は、チャンバの壁を形成する。
【００３９】
　一実施形態では、アンカー物質は、シラン基を介して圧電基材の表面に結合する。
【００４０】
　一実施形態では、結合タンパク質は、アビジン、オリゴヌクレオチド、抗体、アフィマ
ー、アプタマー、またはポリヌクレオチドである。
【００４１】
　一実施形態では、結合タンパク質は、ニュートラアビジン、天然アビジン、ストレプト
アビジン（strepavidin）、およびそれらの任意の組合せからなる群から選択されるアビ
ジンである。
【００４２】
　一実施形態では、バイオセンサー部品は、捕捉試薬をさらに含み、捕捉試薬は、アンカ
ー物質の結合タンパク質に結合するためのビオチン部分を含む。
【００４３】
　一実施形態では、捕捉試薬は、全細胞、細菌、真核細胞、腫瘍細胞、ウイルス、真菌、
寄生虫、芽胞、核酸、タンパク質または小分子に結合する第３の部分を含む。
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【００４４】
　一実施形態では、バイオセンサー部品は、弾性波トランスデューサをさらに備える。
【００４５】
　一実施形態では、弾性波トランスデューサは、バルク弾性波を生成する。
【００４６】
　一実施形態では、バルク弾性波は、厚みすべりモード、音響プレートモード、および水
平プレートモードからなる群から選択される。
【００４７】
　一実施形態では、バイオセンサー部品は、フィルムバルク弾性波共振器ベース（ＦＢＡ
Ｒベース）のデバイスである。
【００４８】
　一実施形態では、弾性波トランスデューサは、弾性表面波を生成する。
【００４９】
　一実施形態では、弾性表面波は、横波型弾性表面波、表面横波、レイリー波、およびラ
ブ波からなる群から選択される。
【００５０】
　一態様では、本開示は、前述のいずれか１つのバイオセンサー部品を含むバルク波共振
器を提供する。
【００５１】
　一態様では、本開示は、圧電材料の表面をバイオフィルムでコーティングするプロセス
であって、アンカー物質を含む第１の組成物を、金属でコーティングされた基材の表面に
塗布して、表面上に単層を形成するステップであって、アンカー物質は、結合成分に連結
したスペーサーを含む、ステップと；ビオチン化捕捉試薬を含む第２の組成物をアンカー
物質の単層に塗布するステップであって、ビオチン化捕捉試薬は、アンカー物質の結合成
分を介してアンカー物質に結合して、ビオチン化捕捉試薬の層を形成する、ステップと、
を含むプロセスを提供する。
【００５２】
　一態様では、本開示は、試料中の分析物の存在または量を判定する方法であって、前述
のいずれか１つのバイオセンサー部品を試料と接触させるステップと；コーティングされ
た基材全体にわたって弾性波を生成させるステップと；分析物が捕捉試薬に結合した結果
としての、弾性波の振幅、位相または周波数の変化を測定するステップと、を含む、方法
を提供する。
【００５３】
　一態様では、本開示は、圧電基材と；圧電基材上に固定化された捕捉試薬と、を含み、
圧電基材は、圧電基材上に固定化された捕捉試薬の数を増加させるように構成された三次
元（３Ｄ）マトリックス微細構造を含み、捕捉試薬は、３Ｄマトリックス微細構造に結合
することにより圧電基材上に固定化されている、バイオセンサー部品を提供する。
【００５４】
　一実施形態では、３Ｄマトリックス微細構造は、複数の細孔を含む。
【００５５】
　一実施形態では、３Ｄマトリックス微細構造は、捕捉剤のマイクロアレイを含む。
【００５６】
　一実施形態では、３Ｄマトリックス微細構造は、ヒドロゲルマトリックスを含む。
【００５７】
　一実施形態では、ヒドロゲルマトリックスは、複数の細孔を含む。
【００５８】
　一実施形態では、ヒドロゲルマトリックスは、架橋ポリマーを含む。
【００５９】
　一実施形態では、架橋ポリマーは親水性である。
【００６０】
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　一実施形態では、３Ｄマトリックス微細構造は、デンドリマーを含む。
【００６１】
　一実施形態では、３Ｄマトリックス微細構造は、ヒドロゲルマトリックスのマイクロア
レイを含む。
【００６２】
　一実施形態では、３Ｄマトリックス微細構造は、ヒドロゲルマトリックスの層を含む。
【００６３】
　一実施形態では、ヒドロゲルマトリックスは、全細胞、細菌、真核細胞、腫瘍細胞、ウ
イルス、真菌、寄生虫、芽胞、核酸、有機小分子、ポリペプチド、またはタンパク質に対
して不浸透性である。
【００６４】
　一実施形態では、バイオセンサー部品は、捕捉試薬を３Ｄマトリックス微細構造または
圧電物質に付着させるアンカー物質をさらに含む。
【００６５】
　一実施形態では、捕捉試薬は、アンカー物質の結合タンパク質に結合するためのビオチ
ン部分を含む。
【００６６】
　一実施形態では、捕捉試薬は、全細胞、細菌、真核細胞、腫瘍細胞、ウイルス、真菌、
寄生虫、芽胞、核酸、有機小分子、ポリペプチド、またはタンパク質に結合するための部
分を含む。
【００６７】
　一実施形態では、部分は、抗体、アフィマー、またはアプタマーからなる群から選択さ
れる。
【００６８】
　一実施形態では、バイオセンサー部品は、アンカー物質をさらに含む。
【００６９】
　一実施形態では、弾性波トランスデューサは、バルク弾性波を生成する。
【００７０】
　一実施形態では、バルク弾性波は、厚みすべりモード、音響プレートモード、および水
平プレートモードからなる群から選択される。
【００７１】
　一実施形態では、バイオセンサー部品は、フィルムバルク弾性波共振器ベース（ＦＢＡ
Ｒベース）のデバイスである。
【００７２】
　一実施形態では、弾性波トランスデューサは、弾性表面波を生成する。
【００７３】
　一実施形態では、弾性表面波は、横波型弾性表面波、表面横波、レイリー波、およびラ
ブ波からなる群から選択される。
【００７４】
　一態様では、本開示は、前述のいずれか１つのバイオセンサー部品を含むバルク波共振
器を提供する。
【００７５】
　一態様では、本開示は、圧電基材上に３Ｄマトリックス微細構造を形成して、圧電基材
の表面積を増加させるステップと；圧電基材上に１つまたは複数の捕捉試薬を固定化する
ステップと、を含む、バイオセンサー部品を作製する方法を提供する。
【００７６】
　一実施形態では、本開示は、圧電基材上に細孔を形成するステップを含む。
【００７７】
　一実施形態では、この方法は、圧電基材上にヒドロゲルマトリックスを形成するステッ
プを含む。
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【００７８】
　一実施形態では、この方法は、圧電基材上にヒドロゲルマトリックスのマイクロアレイ
を形成するステップを含む。
【００７９】
　一実施形態では、この方法は、圧電基材上にヒドロゲルマトリックスの層を形成するス
テップを含む。
【００８０】
　一実施形態では、ヒドロゲルマトリックスは、複数の細孔を含む。
【００８１】
　一実施形態では、この方法は、リソグラフィ印刷を使用して圧電基材上に捕捉試薬のマ
イクロアレイを形成するステップを含む。
【００８２】
　一実施形態では、この方法は、圧電基材上にデンドリマーの層を形成するステップを含
む。
【００８３】
　一態様では、本開示は、試料中の分析物の存在または量を判定する方法であって、前述
のいずれか１つのバイオセンサー部品を試料と接触させるステップと；金属基材全体にわ
たって弾性波を生成させるステップと；分析物が捕捉試薬に結合した結果としての、弾性
波の振幅、位相または周波数の変化を測定するステップと、を含む方法を提供する。
【００８４】
　一実施形態では、試料は、環境試料または生体試料である。
【００８５】
　一実施形態では、生体試料は、血液、血清、血漿、尿、痰、または糞便である。
【００８６】
　一実施形態では、弾性波は、約１００～３０００ＭＨｚの入力周波数を有する。
【００８７】
　さらに、いくつかの実施形態は、金属でコーティングされた基材と、結合タンパク質ま
たはヌクレオチドおよび少なくとも１つの硫黄原子を有する官能基を含むアンカー物質と
、を含み、アンカー物質は、捕捉試薬に連結するように構成されており、官能基を介して
金属に直接結合し、金属基材上に単層を形成する、バイオセンサー部品に関する。
【００８８】
　いくつかの実施形態は、アンカー物質を含む第１の組成物を金属／結晶材料の表面に塗
布して、表面上に単層を形成するステップであって、アンカー物質は、結合タンパク質お
よび少なくとも１つの硫黄を有する官能基を含む、ステップにより、金属材料表面／およ
び／または結晶平面を生物活性膜でコーティングするプロセスに関する。第２の組成物は
、アンカー物質の単層にビオチン化捕捉試薬を含み、ビオチン化捕捉試薬は、結合タンパ
ク質を介してアンカー物質に結合して、ビオチン化捕捉試薬の層を形成する。
【００８９】
　いくつかの実施形態は、バイオセンサー部品と、圧電基材と、圧電基材の表面に結合し
た、スペーサーおよび結合成分を含むアンカー物質と、捕捉試薬とに関し、アンカー物質
は、結合成分を介して捕捉試薬と連結している。
【００９０】
　いくつかの実施形態は、アンカー物質を含む第１の組成物を金属／結晶材料の表面に塗
布して、表面上に単層を形成するステップであって、アンカー物質は、結合成分に連結し
たスペーサーを含む、ステップにより、圧電材料の表面をバイオフィルムでコーティング
するプロセスに関する。第２の組成物は、アンカー物質の単層にビオチン化捕捉試薬を含
み、ビオチン化捕捉試薬は、アンカー物質の結合成分を介してアンカー物質に結合して、
ビオチン化捕捉試薬の層を形成する。
【００９１】
　いくつかの実施形態は、試料中の分析物の存在または量を判定する方法であって、本明
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細書に記載のバイオセンサー部品を試料と接触させるステップと、コーティングされた基
材全体にわたって弾性波またはバルク波を生成させるステップと、分析物が捕捉試薬に結
合した結果としての、弾性波またはバルク波の振幅、位相または周波数の変化を測定する
ステップと、を含む、方法に関する。
【００９２】
　いくつかの実施形態は、本明細書に記載のバイオセンサー部品を含むバルク波共振器に
関する。圧電基材は、圧電基材の表面に結合した、スペーサーおよび結合成分を含むアン
カー物質と、捕捉試薬とを伴い、アンカー物質は、結合成分を介して捕捉試薬と連結して
いる。
【００９３】
　いくつかの実施形態は、アンカー物質を含む第１の組成物を金属／結晶材料の表面に塗
布して、表面上に単層を形成するステップであって、アンカー物質は、結合成分に連結し
たスペーサーを含む、ステップにより、圧電材料の表面を生物活性コーティングでコーテ
ィングするプロセスに関する。第２の組成物は、アンカー物質の単層にビオチン化捕捉試
薬を含み、ビオチン化捕捉試薬は、アンカー物質の結合成分を介してアンカー物質に結合
して、ビオチン化捕捉試薬の層を形成する。
【００９４】
　いくつかの実施形態は、試料中の分析物の存在または量を判定する方法に関する。この
方法は、コーティングされた基材全体にわたって弾性波またはバルク波を生成させること
によりバイオセンサー部品を接触させるステップと、分析物が捕捉試薬に結合した結果と
しての、弾性波またはバルク波の振幅、位相または周波数の変化を測定するステップと、
を含む。
【００９５】
　いくつかの実施形態は、圧電基材と、圧電基材上に固定化された捕捉試薬と、を含み、
圧電基材は、圧電基材上に固定化された捕捉試薬の数を増加させるように構成された三次
元（３Ｄ）マトリックス微細構造を含み、捕捉試薬は、３Ｄマトリックス微細構造に結合
することにより圧電基材上に固定化されている、バイオセンサー部品に関する。
【００９６】
　いくつかの実施形態は、圧電基材上に３Ｄマトリックス微細構造を形成して、圧電基材
の表面積を増加させるステップと、圧電基材上に１つまたは複数の捕捉試薬を固定化する
ステップと、によって、バイオセンサー部品を作製する方法に関する。
【００９７】
　いくつかの実施形態は、試料中の分析物の存在または量を判定する方法であって、上記
の実施形態のいずれか１つのバイオセンサー部品を接触させるステップと、金属基材全体
にわたって弾性バルク波を生成させるステップと、分析物が捕捉試薬に結合した結果とし
ての、弾性波またはバルク波の振幅、位相または周波数の変化を測定するステップと、に
よる、方法に関する。
【００９８】
　いくつかの実施形態は、本明細書に記載のバイオセンサー部品を含むバルク波共振器に
関する。
【００９９】
　いくつかの実施形態は、ラブ波としてポリ（メタクリル酸メチル）（ＰＭＭＡ）ポリマ
ーを使用し、かつプラズマエッチングを使用して、センサーの表面に３Ｄ構造を作製し、
表面積を増加させる。
【０１００】
　以下の用語は、下記でそれらに与えられた意味を有するものとする。
【０１０１】
　「アンカー物質」とは、センサー表面の圧電基材（「直接」結合用）金属部分またはそ
の上の中間コーティングと、「捕捉試薬」（以下で定義する）との両方に結合するコーテ
ィング材料を指す。この用語には、アビジンであって、特異的結合パートナーとして機能
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するビオチンに結合する能力によって機能的に定義されたタンパク質ファミリーのメンバ
ーであるもの（例えば、アビジン、ストレプトアビジン、ニュートラアビジン）、ならび
に、特異的結合パートナーを有するオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドおよびタ
ンパク質であって、これらを使用して、捕捉試薬を改変し、したがって捕捉試薬をアンカ
ーコーティング圧電センサー材料に結合させることができるもの、が含まれる。また、炭
水化物群に結合する天然の炭水化物結合レクチンも含まれる（例えば、抗体および抗体断
片（すなわち、Ｆｅ断片）およびアプタマーなどのヌクレオチド断片における）。試験の
精度に影響を与える立体配座の変化または捕捉試薬の部分的な変性のリスクがあるため、
一般に、捕捉試薬をアンカーとして使用することは好ましくない。オリゴヌクレオチドお
よびポリヌクレオチドは、直接に、または適用された中間の銀コーティングを介し、（例
えば、イオン交換法により）、イオンまたは双極子部位を介して、圧電材料に結合するこ
とができる。それらの特異的結合パートナーは相補的ヌクレオチド分子であり、それらは
捕捉試薬を改変するために使用することができる。
【０１０２】
　「捕捉試薬」とは、生体試料中の分析物に特異的に結合し、生体試料からの分析物を捕
捉することにより、分析物を識別および／または定量するために使用することができる物
質を意味する。この用語には、抗体、アプタマー、およびそれらの抗体断片が含まれるが
、これらに限定されない。捕捉試薬は、アンカー物質の特異的結合パートナーであるリン
キング基による改変（例えば、ビオチン化または相補的核酸）の有無にかかわらず、アン
カー物質に結合する。換言すれば、捕捉試薬は、アンカー物質の特異的結合パートナーで
あるかまたはそれを含み、同時に分析物を認識する。
【０１０３】
　「有機小分子」とは、約１０ダルトン超約２５００ダルトン未満、好ましくは約２００
０ダルトン未満、好ましくは約１０～約１０００ダルトンの間、より好ましくは約１０～
約５００ダルトンの間の分子量を有する、天然または合成または組換えのいずれかの有機
分子を指す。
【０１０４】
　「アビジン」は、鳥類、爬虫類および両生類などの卵白に由来するタンパク質であり、
多くの生化学反応において使用されている。アビジンファミリーには、ニュートラアビジ
ン、ストレプトアビジンおよびアビジンが含まれ、これらすべてのタンパク質は、ビオチ
ンを高い親和性および特異性で結合する能力によって機能的に定義される。アビジンには
、ストレプトアビジンなどの細菌アビジン、およびニュートラアビジンなどの改変アビジ
ンも含まれる（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ製の脱グリコシル化アビジン：ｗｗ
ｗ．ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ．ｃｏｍ）。それらは小さなオリゴマータンパク
質であり、それぞれ４つ（または２つ）の同一のサブユニットを含み、各サブユニットは
ビオチンのための単一の結合部位を有する。本発明においてバイオセンサーの表面に結合
する場合、いくつかの部位は金属コーティング圧電材料表面に面していることがあり、し
たがってビオチン結合には利用することができない。他のいくつかの部位は、圧電材料か
ら離れて面しており、ビオチン結合に利用することができる。アビジンのビオチンへの結
合親和性は、非共有結合ではあるが、非常に高いため、不可逆的と見なすことができる。
アビジンの解離定数（ＫＤ）は約１０～１５Ｍであり、したがってこの結合は最も強力な
既知の非共有結合の１つとなっている。その四量体形態では、アビジンは６６～６９ｋＤ
ａのサイズであると推定される。分子量の１０パーセントは、４～５つのマンノースと３
つのＮ－アセチルグルコサミン残基で構成される炭水化物含有量に起因する。アビジンの
炭水化物部分には、構造および組成が類似した少なくとも３つの固有のオリゴ糖構造タイ
プが含まれている。
【０１０５】
　「ビオチン」は、ｄ－ビオチンまたはビタミンＨ、ビタミンＢ７、およびコエンザイム
Ｒとも呼ばれ、アビジンの特異的結合パートナーである。Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈを
含む複数の供給元から市販されている。
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【０１０６】
　本明細書で提供される範囲は、範囲内のすべての値の略記であると理解される。例えば
、１～５０の範囲には、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、
２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４
０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、または５０を含む群の任
意の数、数の組合せ、または部分範囲、ならびに前述の整数の間にあるすべての小数、例
えば、１．１、１．２、１．３、１．４、１．５、１．６、１．７、１．８、および１．
９が含まれると理解される。部分範囲に関しては、範囲のいずれかの端点から延びる「入
れ子になった部分範囲」が特に考えられる。例えば、１～５０の例示的な範囲の入れ子に
なった部分範囲は、ある方向に１～１０、１～２０、１～３０、および１～４０、または
他の方向に５０～４０、５０～３０、５０～２０、および５０～１０を含んでもよい。
【図面の簡単な説明】
【０１０７】
【図１】チオール化生物学的捕捉試薬を使用した非変性アルミニウム表面へのバイオコー
ティングの一実施形態を示す。
【図２】アルミニウム（Ａｌ）表面への優先的なニュートラアビジン（ＮＡｖ）の結合を
示す。図２Ａは、ビオチン化ＨＲＰ／ｏ－フェニレンジアミン二塩酸塩（ＯＰＤ）ペアを
使用した酵素アッセイの結果を示す。４１７ｎｍでの吸光度の強度は、センサーの表面に
結合したＮＡｖの量に比例した。Ａｌコーティング結晶表面上の結合ＮＡｖの量は、チオ
ール化ＮＡｖを使用した場合に大幅に増加した。図２Ｂは、表面ＮＡｖに結合したビオチ
ン化フルオレセイン分子の顕微鏡ベースの画像を示す（倍率５００倍）図２Ｃは、０．２
μｍポリスチレンビオチン化蛍光ビーズの結合を示す画像を示す（倍率５００倍）。
【図３】標的分析物を選択的に捕捉するためのニュートラアビジンによるバイオコーティ
ング開発の概略図を示す。
【図４】センサー上の水の接触角測定を示す。図４Ａは、接触角の大幅な減少をもたらす
プラズマ洗浄を示す。図４Ｂは、ＰＥＧ－シランでコーティングすると、センサーの疎水
性が著しく増加したことを示す。
【図５】ビオチン化フルオレセインの蛍光画像（図５Ａ、倍率５０倍）および蛍光ポリス
チレンビーズ（図５Ｂ、倍率５００倍）を示しており、表面バイオコーティングへの均一
な結合を示す。
【図６】標的分析物を選択的に捕捉するためのバイオコーティング開発（ニュートラアビ
ジンなし）を示す。
【図７】エポキシスペーサーを介して固定化された表面バイオコーティングに結合した蛍
光分析物を示す。図７Ａは対照（５００倍）であり、図７Ｂはエポキシコーティングセン
サー（５００倍）である。
【図８】ピコ秒レーザーシステムによって穿孔されたヒドロゲルマトリックス内の正弦波
構造のＳＥＭ画像および接触角を示す。図８Ａは、周期性が２５μｍ、高さが１２μｍの
正弦波構造を示す。図８Ｂは、周期性が３５μｍ、高さが４５μｍの正弦波構造を示す。
【図９】マイクロパターン／ナノパターンの作製のためのソフトリソグラフィプロセスを
示す。
【発明を実施するための形態】
【０１０８】
　本開示は、少なくとも部分的に、バイオセンサー基材を、コーティングの前に改変して
もよく、または金属でコーティングしてもよく、少なくとも１つの硫黄原子を有する官能
基を含む結合タンパク質（例えば、ポリペプチド、タンパク質、タンパク質複合体など）
を有するアンカー物質は、金属でコーティングされた基材に結合して、生物活性コーティ
ングを形成することができ、この生物活性コーティングは、バイオセンサーデバイス（例
えば、弾性表面波（Sound Acoustic Wave）（ＳＡＷ）センサー、バルク弾性波（ＢＡＷ
）センサーなど）に結合／連結して、バイオセンサーデバイスによって検出される信号の
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強度と感度を高めることができる、という発見に基づいている。
【０１０９】
　いくつかの実施形態では、アビジンなどのアンカー物質の金属コーティング圧電材料へ
の直接結合は、本明細書で議論される条件下で得ることができる。このプロセスを使用し
て、アンカー物質は、強力で安定な共有結合または化学吸着結合を介して金属コーティン
グ圧電基材表面に直接付着することに成功し、金属コーティング圧電表面上に単層を形成
する。アンカー物質の複数の層が音響信号に干渉することがあるため、単層はバイオセン
サーの最適かつ一貫した機能に寄与し得る。
【０１１０】
　本明細書に記載の音響技術により、高精度および高感度の生物学的センシングのための
音響法の使用が可能になる。本明細書に記載の技術を使用して、生物学的感受性薬剤を、
音響透過性材料の表面に適合させて、結合することができ、これは検出用途のための音響
法の使用をさらに拡大するのに役立つ。いくつかの実施形態は、生物材料と金属コーティ
ング結晶の表面との間に強力な接着を提供するためのシラン、反応性アミン、カルボキシ
ル残基およびエポキシ残基を有する化合物、ならびに炭水化物系材料などの化学剤の使用
に関する。いくつかの実施形態では、結晶表面は、水晶、および同様の材料、例えばニオ
ブ酸リチウムおよびタンタル酸リチウム、３６°Ｙ水晶、３６°ＹＸタンタル酸リチウム
、ランガサイト、ランガテート、ランガナイト、チタン酸ジルコン酸鉛、硫化カドミウム
、ベルリナイト、ヨウ素酸リチウム、四ホウ酸リチウム、酸化ビスマスゲルマニウム、酸
化亜鉛、窒化アルミニウム、ならびに窒化ガリウムであってもよい。
【０１１１】
　いくつかの実施形態は、生体材料または化学化合物の付着に適している金属で結晶の表
面をコーティングする方法に関する。いくつかの実施形態では、金属は、アルミニウム、
アルミニウム合金、金、銀、チタン、クロム、白金、タングステンなどであり得る。いく
つかの実施形態では、金属は、アルミニウムまたはアルミニウム合金であり得る。本明細
書に記載の方法により、従来、生体材料との結合が不十分であり得るいくつかの金属表面
を、使用することができる。例えば、アルミニウム自体は生体材料と弱い結合を形成し得
るが、本明細書に記載の方法および材料により、弾性表面波（ＳＡＷ）センサーにおいて
アルミニウム表面の幅広い用途が可能になる。生体材料を結合するための表面としてアル
ミニウムを使用すると、音響センサーと併用した場合に、信号損失を引き起こさず、結合
材料を破壊せず、ブラックプレイグまたはパープルプレイグを形成しないなどの利点があ
り得る。さらに、アルミニウムの表面は、より効果的に弾性波を伝播し得る。本明細書に
記載の方法は、生体分子または化学分子と金属（アルミニウムまたはアルミニウム合金）
コーティング表面との間の強力な結合を実現し、これにより、ＳＡＷセンサーにおいて金
属コーティング表面を使用することが可能になる。
【０１１２】
　本明細書に記載の方法および材料は、金属（アルミニウムまたはアルミニウム合金）コ
ーティング結晶表面および非コーティング結晶上に安定な共有結合バイオコーティングを
提供することができ、これらの表面結合生物活性コーティングは、機能的な生物活性を保
持することができる。さらに、本明細書に記載の方法および材料は、高感度の電気システ
ムおよび様々な改変と組み合わせた場合に、高感度のバイオセンサーを提供するのに役立
ち得る。
【０１１３】
　本明細書に記載の方法は、共有結合した親和性捕捉試薬を達成することができる。捕捉
試薬のいくつかの例には、小分子、抗体、タンパク質抗原、アプタマー、または標的分析
物の選択的捕捉に好適な他のそのような分子が含まれるが、これらに限定されない。いく
つかの実施形態では、表面接着により、標的分析物を選択的かつ特異的に捕捉するための
、アルミニウム表面上における前記親和剤の好適な配向がもたらされる。いくつかの実施
形態では、本明細書に記載の材料は、親和剤および活性化部分に共有結合した親和剤を固
着するために使用されるチオール官能基で活性化されたシランの組合せを含むことができ
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、活性化部分は、エポキシおよび他の好適な接着化学官能基を含むことができる。いくつ
かの実施形態では、活性化部分は、立体障害を最小化するためにＰＥＧ化炭水化物などの
スペーサーとともに使用されて、シグナル応答を増加させてもよい。いくつかの実施形態
では、活性化部分は、スペーサーとともに使用されなくてもよい。
【０１１４】
　本明細書に記載の生物学的アンカー物質は、多くの場合、生物活性であることが知られ
ており、アビジンなどの薬剤が含まれるが、これらに限定されない。アビジンは、結合の
安定性を高めながら、改変されたタンパク質、ポリマー、および炭水化物成分を含む広範
囲のビオチン化材料に結合することができる。本明細書に記載の方法は、ＳＡＷセンサー
の表面を活性化するために使用することができ、熱、プラズマ、放射線、および酸素また
は窒素などのガスが含まれるがこれらに限定されない。これらの異なるプロセスは、複数
の条件下で様々な処理を提供する。ＳＡＷセンサーのアルミニウムコーティング結晶表面
は、これらの条件下で活性化され、これにより生物学的に活性な捕捉試薬の共有結合が強
化される。これらの表面改変と材料との組合せは、所望の標的分析物分子を特異的に捕捉
するための任意の抗体または他の親和性捕捉剤でセンサーの表面を修飾する普遍的なプラ
ットフォームとして機能する。
【０１１５】
バイオセンサー部品
　センサーの表面は、圧電結晶材料上に堆積した金属層（アルミニウムまたはアルミニウ
ム合金）であってもよく、またはセンサーは、金属層のない非コーティング圧電材料であ
ってもよい。いくつかの実施形態では、ＳＡＷセンサーの表面は、圧電結晶材料上に堆積
した金属層（アルミニウムまたはアルミニウム合金）であり得る。いくつかの実施形態で
は、ＳＡＷセンサーのセクションは、結晶と交互に金属コーティングを含んでいても、ま
たは誘電体材料層で覆われていてもよい。いくつかの実施形態では、誘電体層はポリマー
またはセラミック層であり得る。いくつかの実施形態では、誘電体層は、ＳｉＯ２、ポリ
（メタクリル酸メチル）（ＰＭＭＡ）、酸化亜鉛、または窒化アルミニウムを含むことが
できる。いくつかの実施形態では、好適な結晶を種々の結晶カットとともに使用すること
ができる。いくつかの実施形態では、センサーのセクションは、圧電基材上に堆積した誘
電体層を含み得る。いくつかの実施形態では、センサーのセクションは、金属層上に堆積
した誘電体層を含んでもよく、さらに金属層は圧電基材上に堆積している。いくつかの実
施形態では、センサーのセクションは、誘電体層上に堆積した金属層を含んでもよく、さ
らに誘電体層は金属層上に堆積している。いくつかの実施形態では、センサーのセクショ
ンは、誘電体層上に堆積した第１の金属層を含んでもよく、さらに誘電体層は第２の金属
層上に堆積しており、さらに第２の金属層は圧電基材上に堆積している。標的分析物の検
出のためのセンサーの使用に関するすべての好適なアプローチは、本明細書に記載の好適
なコーティングでセンサー表面を修飾する能力に基づくことができる。生体分子の検出の
ために、センサー表面は、所望の標的分析物を選択的に捕捉することができる好適な材料
で固定化または改変することができる。いくつかの実施形態では、本明細書に記載のセン
サーはＳＡＷセンサーであり得る。いくつかの実施形態では、本明細書に記載のセンサー
はＢＡＷセンサーであり得る。
【０１１６】
　いくつかの実施形態は、金属層でコーティングされた基材、結合タンパク質および少な
くとも１つのチオール基を有する官能基を含むアンカー物質を含み、アンカー物質は、官
能基を介して金属層に直接結合し、アンカー物質は、捕捉試薬に連結するように構成され
ている、バイオセンサー部品に関する。いくつかの実施形態では、アンカー物質は、金属
層に結合した後、金属層上に単層を形成する。
【０１１７】
　いくつかの実施形態では、金属は、アルミニウム、金、アルミニウム合金、銀、チタン
、クロム、白金、タングステン、およびまたはそれらの任意の組合せからなる群から選択
される。いくつかの実施形態では、金属は、圧電基材または誘電体基材上に堆積している
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。いくつかの実施形態では、金属は、誘電体基材上に堆積しており、さらに、誘電体基材
は、別の金属層上に堆積している。
【０１１８】
　いくつかの実施形態では、基材は圧電材料を含む。いくつかの実施形態では、基材は、
圧電材料の真上に配置された誘電体層をさらに含む。
【０１１９】
　いくつかの実施形態では、結合タンパク質上の官能基は、チオール基である。
【０１２０】
　いくつかの実施形態では、結合タンパク質は、アビジン、オリゴヌクレオチド、または
ポリヌクレオチドである。いくつかの実施形態では、結合タンパク質は、抗体などの親和
性薬剤であり得る。いくつかの実施形態では、結合タンパク質は、ニュートラアビジン、
天然アビジン、ストレプトアビジン（strepavidin）、およびそれらの任意の組合せから
なる群から選択されるアビジンである。いくつかの実施形態では、結合タンパク質は、抗
体、アフィマー、およびアプタマーを含み得る。
【０１２１】
　捕捉試薬は、抗体、アプタマー、またはビオチン化オリゴヌクレオチド、ヌクレオチド
、核酸、タンパク質、ペプチド、およびＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥを含む抗体、酵
素、酵素補因子、酵素阻害剤、膜受容体、キナーゼ、プロテインＡ、ポリＵ、ポリＡ、ポ
リリジン受容体、多糖、キレート剤、炭水化物または糖から形成された他の特異的リガン
ドもしくは受容体であり得る。
【０１２２】
　いくつかの実施形態では、捕捉試薬は、全細胞、細菌、真核細胞、腫瘍細胞、ウイルス
、真菌、寄生虫、芽胞、核酸、タンパク質または小分子に結合するための部分を含んでも
よい。いくつかの実施形態では、部分は、抗体、タンパク質断片、ペプチド、ポリペプチ
ド、アフィマー、抗体断片、アプタマーまたはヌクレオチドからなる群から選択される。
いくつかの実施形態では、部分は、抗体、アフィマー、またはアプタマーからなる群から
選択される。
【０１２３】
　捕捉試薬は、結合タンパク質への特異的結合パートナーで改変することができる。いく
つかの実施形態では、捕捉試薬は、アンカー物質の結合タンパク質に結合するためのビオ
チン部分をさらに含む。
【０１２４】
　例示されたバイオセンサーおよび検出方法のいくつかは、捕捉試薬として付着した抗体
を有する表面として示されている。しかし、バイオセンサーは、捕捉試薬として抗体を使
用することに限定されず、センサー表面上にタンパク質断片、アフィマー、抗体断片、ア
プタマーまたはヌクレオチドを含むがこれらに限定されない他の捕捉剤を固定化するよう
に適合させることができる。
【０１２５】
　本明細書に記載のバイオセンサー部品は、弾性波またはバルク波トランスデューサをさ
らに備える。いくつかの実施形態では、弾性波トランスデューサは、バルク弾性波を生成
する。いくつかの実施形態では、バルク弾性波は、厚みすべりモード、音響プレートモー
ド、および水平プレートモードからなる群から選択される。いくつかの実施形態では、バ
イオセンサー部品は、フィルムバルク弾性波共振器ベース（ＦＢＡＲベース）のデバイス
である。
【０１２６】
　いくつかの実施形態では、弾性波トランスデューサは、弾性表面波を生成する。いくつ
かの実施形態では、弾性表面波は、横波型弾性表面波、表面横波、レイリー波、およびラ
ブ波からなる群から選択される。
【０１２７】
　いくつかの実施形態は、結晶層、結合タンパク質および少なくとも１つのチオール基を
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有する官能基を含むアンカー物質を含み、アンカー物質は、官能基を介して結晶層に直接
結合し、アンカー物質は、捕捉試薬に連結するように構成されている、バイオセンサー部
品に関する。
【０１２８】
　金属表面／材料と官能基（例えば、チオール基）との間の結合が記載されている実施形
態では、金属表面／材料は、結晶材料または他の圧電材料で置き換えることができる。
【０１２９】
スペーサー含有アンカー物質
　いくつかの実施形態は、金属でコーティングされた基材と、金属に結合した、スペーサ
ーおよび結合成分を含むアンカー物質と、捕捉試薬と、を含み、アンカー物質は、結合成
分を介して捕捉試薬と連結している、バイオセンサー部品に関する。いくつかの実施形態
では、基材は圧電材料を含むことができる。いくつかの実施形態では、スペーサーは、金
属コーティング上に共有結合を形成することができるシラン基を含む。したがって、いく
つかの実施形態では、アンカー物質は、シラン基を介して金属コーティング圧電基材の表
面に結合する。
【０１３０】
　いくつかの実施形態は、結晶材料と、結晶材料に結合した、スペーサーおよび結合成分
を含むアンカー物質と、捕捉試薬と、を含むバイオセンサー部品に関する。アンカー物質
は、結合成分を介して捕捉試薬と連結している。いくつかの実施形態では、スペーサーは
、シラン基を含む。シラン基は、結晶材料上に共有結合を形成することができる。したが
って、いくつかの実施形態では、アンカー物質は、シラン基を介して結晶材料の表面に結
合する。
【０１３１】
　いくつかの実施形態では、結合成分は、例えばアビジン、オリゴヌクレオチド、または
ポリヌクレオチドなどの結合タンパク質である。いくつかの実施形態では、結合タンパク
質は、ニュートラアビジン、天然アビジン、ストレプトアビジン（strepavidin）、およ
びそれらの任意の組合せからなる群から選択されるアビジンである。
【０１３２】
　いくつかの実施形態では、結合成分は、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）、ス
ルホ－ＮＨＳ、エポキシ、カルボン酸、カルボニル、マレイミドおよび／またはアミンか
らなる群から選択される１つまたは複数の官能基を有する結合化合物である。
【０１３３】
　いくつかの実施形態では、スペーサーは、ポリマーリンカーであり、ここで、ポリマー
リンカーは、ポリエチレングリコール、ポリビニルアルコール、またはポリアクリレート
である。いくつかの実施形態では、ポリマーリンカーは、約５０～約１０，０００、約１
００～約１０，０００、約２００～約８０００、約３００～約８０００、約４００～約８
０００、約５００～約６０００、約６００～約６０００、約７００～約６０００、約８０
０～約５０００、約９００～約５０００、約１０００～約５０００、約５００～約４００
０、約６００～約４０００、約７００～約４０００、約８００～約４０００、約９００～
約４０００、約１０００～約４０００、約５００～約３０００、約６００～約３０００、
約７００～約３０００、約８００～約３０００、約９００～約３０００、約１０００～約
３０００、約５００～約２０００、約６００～約２０００、約７００～約２０００、約８
００～約２０００、約９００～約５０００、または約１０００～約２０００の範囲の分子
量を有する直鎖ポリエチレンである。
【０１３４】
　いくつかの実施形態では、ポリマーリンカーは、約１０超、約５０超、約１００超、約
２００超、約３００超、約４００超、約５００超、約６００超、約７００超、約８００超
、約９００超、約１０００超、約１２００超、約１４００超、約１６００超、約１８００
超、または約２０００超の分子量を有する直鎖ポリエチレンである。いくつかの実施形態
では、ポリマーリンカーは、約５００未満、約６００未満、約７００未満、約８００未満
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、約９００未満、約１０００未満、約１２００未満、約１４００未満、約１６００未満、
約１８００未満、約２０００未満、約２２００未満、約２４００未満、約２６００未満、
約２８００未満、約３０００未満、約３５００未満、約４０００未満、約４５００未満、
約５０００未満、約５５００未満、約６０００未満、約６５００未満、約７０００未満、
約７５００未満、約８０００未満、約８５００未満、約９０００未満、約９５００未満、
または約１０，０００未満の分子量を有する直鎖ポリエチレンである。
【０１３５】
　結合化合物が１つまたは複数の官能基（例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨ
Ｓ）、スルホ－ＮＨＳ、エポキシ、カルボン酸、カルボニル、マレイミド、および／また
はアミン）を有する実施形態では、スペーサーの長さは、約０．１～５０、０．５～５０
、１～５０、１．５～５０、２～５０、２．５～５０、３～５０、４～５０、５～５０、
０．１～４０、０．５～４０、１～４０、１．５～４０、２～４０、２．５～４０、３～
４０、４～４０、５～４０、０．１～３０、０．５～３０、１～３０、１．５～３０、２
～３０、２．５～３０、３～３０、４～３０、５～３０、０．１～２０、０．５～２０、
１～２０、１．５～２０、２～２０、２．５～２０、３～２０、４～２０、５～２０、０
．１～１０、０．５～１０、１～１０、１．５～１０、２～１０、２．５～１０、３～１
０、４～１０、５～１０、０．１～８、０．５～８、１～８、１．５～８、２～８、２．
５～８、３～８、４～８、５～８、０．１～５、０．５～５、１～５、１．５～５、２～
５、２．５～５、３～５、４～５、０．１～３、０．５～３、１～３、１．５～３、２～
３、２．５～３、０．１～２．５、０．５～２．５、１～２．５、１．５～２．５、また
は２～２．５ｎｍの範囲であり得る。いくつかの実施形態では、スペーサーは、０．０５
ｎｍ超、０．１ｎｍ超、０．２ｎｍ超、０．３ｎｍ超、０．４ｎｍ超、０．５ｎｍ超、０
．６ｎｍ超、０．７ｎｍ超、０．８ｎｍ超、０．９ｎｍ超、１ｎｍ超、１．２ｎｍ超、１
．４ｎｍ超、１．６ｎｍ超、１．８ｎｍ超、２ｎｍ超、２．５ｎｍ超、３ｎｍ超、４ｎｍ
超、５ｎｍ超、６ｎｍ超、７ｎｍ超、８ｎｍ超、９ｎｍ超、１０ｎｍ超、２０ｎｍ超、３
０ｎｍ超、４０ｎｍ超、５０ｎｍ超、６０ｎｍ超、７０ｎｍ超、８０ｎｍ超、９０ｎｍ超
、または１００ｎｍ超の範囲の長さを有する。いくつかの実施形態では、スペーサーは、
１ｎｍ未満、１．５ｎｍ未満、２ｎｍ未満、２．５ｎｍ未満、３ｎｍ未満、４ｎｍ未満、
５ｎｍ未満、１０ｎｍ未満、２０ｎｍ未満、３０ｎｍ未満、４０ｎｍ未満、５０ｎｍ未満
、１００ｎｍ未満、１５０ｎｍ未満、２００ｎｍ未満、２５０ｎｍ未満、または５００ｎ
ｍ未満の範囲の長さを有する。
【０１３６】
　いくつかの実施形態では、アンカー物質は、金属コーティング圧電材料の表面上に単層
を形成する。いくつかの実施形態では、アンカー物質は、金属コーティング圧電材料の表
面上に自己組織化単分子層を形成する。一実施形態では、アンカー物質の結合タンパク質
は、スペーサーを介して金属の表面から離れて延びている。
【０１３７】
　いくつかの実施形態では、圧電基材は、ニオブ酸リチウム（ＬｉＮｂＯ３）、タンタル
酸リチウム（ＬｉＴａＯ３）、二酸化ケイ素（ＳｉＯ２）、およびホウケイ酸塩からなる
群から選択される。いくつかの実施形態では、金属コーティングは、アルミニウムまたは
アルミニウム合金であってもよい。
【０１３８】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載のバイオセンサー部品は、ハウジングおよび
流体チャンバをさらに備え、チャンバ壁は、アンカー物質および捕捉試薬を有するコーテ
ィング圧電基材の表面上に形成される。
【０１３９】
バルク弾性波共振器
　バルク弾性波（ＢＡＷ）共振器は、２つの電極の間に挟まれた少なくとも１つの圧電材
料で構成されるデバイスである。電極は、圧電材料に交番電界を印加し、これにより応力
が発生し、ＢＡＷ波が生成される。設計によっては、音響インピーダンスの高い層と低い
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層を付加して、ブラッグ反射器を構築し、および／またはこれらの層を懸架する。ＢＡＷ
共振器には、複数の層、圧電基材（ＡｌＮ、ＰＺＴ、水晶、ＬｉＮｂＯ３、ランガサイト
など）、電極（金、アルミニウム、銅など）、ブラッグ反射器（高音響インピーダンスま
たは低音響インピーダンス材料）、分析物を捕捉するための層（生物活性層、抗体、抗原
、ガス感受性層、パラジウムなど）層、または弾性波を伝播することができる任意の材料
を含めることができる。ＢＡＷセンサーは、本明細書に記載の種々の層の混合物であり得
る。感知層（分析物を捕捉する層）は、電極（Ａ）と直接接触してもよく、またはブラッ
グ反射器上にあってもよく、または弾性波を伝播することができる任意の材料上にあって
もよい。
【０１４０】
　いくつかの実施形態は、本明細書に記載のバイオセンサー部品を含むＢＡＷ共振器に関
する。液体またはガスセンシング用のＢＡＷセンサーの構築は、ＢＡＷセンサーの表面を
通過するものはすべて、その共振周波数を変更するという原則に基づいている。共振周波
数（測定または位相周波数）をトラッキングおよびデコードすることにより、センサーの
表面に付着した粒子の質量負荷および粘度を測定することができる。
【０１４１】
バイオコーティング法
　いくつかの実施形態は、金属材料の表面を生物活性フィルムでコーティングするプロセ
スであって、アンカー物質を含む第１の組成物を金属材料の表面に塗布して、表面上に単
層を形成するステップであって、アンカー物質は、結合タンパク質および少なくとも１つ
のチオール基を有する官能基を含む、ステップと；ビオチン化捕捉試薬を含む第２の組成
物をアンカー物質の単層に塗布するステップであって、ビオチン化捕捉試薬は、結合タン
パク質を介してアンカー物質に結合して、ビオチン化捕捉試薬の層を形成する、ステップ
と、を含む、プロセスに関する。
【０１４２】
　いくつかの実施形態は、結晶材料を生物活性フィルムでコーティングするプロセスであ
って、アンカー物質を含む第１の組成物を結晶材料の表面に塗布して、表面上に単層を形
成するステップであって、アンカー物質は、結合タンパク質および少なくとも１つのチオ
ール基を有する官能基を含む、ステップと、ビオチン化捕捉試薬を含む第２の組成物をア
ンカー物質の単層に塗布するステップであって、ビオチン化捕捉試薬は、結合タンパク質
を介してアンカー物質に結合して、ビオチン化捕捉試薬の層を形成するステップと、を含
む、プロセスに関する。
【０１４３】
　いくつかの実施形態は、アルミニウム表面を生物活性フィルムでコーティングするプロ
セスであって、アンカー物質を含む第１の組成物をアルミニウム表面に塗布して、アルミ
ニウム表面上に単層を形成するステップであって、アンカー物質は、結合タンパク質およ
びチオール官能基を含む、ステップと；ビオチン化捕捉試薬を含む第２の組成物をアンカ
ー物質の単層に塗布するステップであって、ビオチン化捕捉試薬は、結合タンパク質を介
してアンカー物質に結合して、ビオチン化捕捉試薬の層を形成するステップと、を含む、
プロセスに関する。このプロセスは、結晶表面または誘電体材料の表面のコーティングに
も使用することができる。
【０１４４】
　いくつかの実施形態は、金属コーティング圧電材料の表面を生物活性フィルムでコーテ
ィングするプロセスであって、金属コーティング圧電材料の表面を処理して金属表面を活
性化するステップと、アンカー物質の層を金属コーティング圧電基材の活性化表面に直接
適用するステップと、を含む、プロセスに関する。アンカー物質は、アンカー物質の特異
的結合パートナーを含むかまたは構成する捕捉試薬に結合する特性を有する。いくつかの
実施形態では、アンカー物質は、シラン官能基を含む。シラン官能基は、金属コーティン
グ圧電表面と反応することができる。いくつかの実施形態では、この方法は、圧電基材上
に金属層を堆積させるステップをさらに含む。いくつかの実施形態では、金属はアルミニ
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ウムである。このプロセスは、結晶表面または誘電体材料の表面のコーティングにも使用
することができる。
【０１４５】
　いくつかの実施形態では、この方法は、共有結合により金属表面上に化学吸着したアン
カー層を形成するステップを含む。
【０１４６】
　いくつかの実施形態は、生体液試料中の分析物の存在または量を判定する方法であって
、バイオセンサー部品を、捕捉試薬を含む組成物と接触させるステップであって、捕捉試
薬は、アンカー物質に対する特異的結合パートナーを含むか、または構成し、また分析物
を特異的に認識する、ステップと、捕捉試薬をアンカー物質に結合させ、捕捉試薬層を形
成させ、一方で、結合させた捕捉試薬層を生体液試料と接触させるステップと、圧電表面
にわたって／全体に弾性波を生成させるステップと、分析物が捕捉試薬層に結合した結果
としての、波の振幅、位相、時間遅延、または周波数の変化を測定するステップ、を含む
方法に関する。
【０１４７】
　いくつかの実施形態は、金属材料の表面を生物活性フィルムでコーティングするプロセ
スであって、アンカー物質を含む第１の組成物を金属材料の表面に塗布して、表面上に単
層を形成するステップであって、アンカー物質は、結合成分に連結したスペーサーを含む
、ステップと、ビオチン化捕捉試薬を含む第２の組成物をアンカー物質の単層に塗布する
ステップであって、ビオチン化捕捉試薬は、アンカー物質の結合成分を介してアンカー物
質に結合して、ビオチン化捕捉試薬の層を形成する、ステップと、を含む、プロセスに関
する。
【０１４８】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の方法は、アンカー物質の表面を活性化する
ステップをさらに含む。いくつかの実施形態では、アンカー物質の表面を活性化するステ
ップは、プラズマ洗浄を含む。いくつかの実施形態では、プラズマ洗浄は、酸素または酸
素／アルゴン混合物を使用して表面を処理するステップを含む。いくつかの実施形態では
、プラズマ洗浄は、１～１０分間、１～２０分間、１～３０分間、または１～６０分間続
く。いくつかの実施形態では、プラズマ洗浄は、１分、５分、１０分、２０分、３０分、
４０分、５０分、６０分、１．５時間、２時間、３時間、または４時間より長く続く。い
くつかの実施形態では、プラズマ洗浄は、５分、１０分、２０分、３０分、４０分、５０
分、６０分、１．５時間、２時間、３時間、または４時間未満続く。いくつかの実施形態
では、プラズマ洗浄は、５０～１５０ＫＨｚ、５０～２００ワットでの処理を含む。
【０１４９】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の方法は、直接コーティングである。いくつ
かの実施形態では、直接コーティングは、数時間ではなく数秒または数分で実行される単
純で迅速なコーティング化学を含み、単層の物質を配置するために必要な精度と能力を備
えた、インクジェット印刷などの、スケーラブルで連続的な、最小限のオペレーターの介
入で簡単に自動化されるインライン方式を使用して製造される。このコーティング方法は
、リジェクトの数が少なく、有害廃棄物の発生量がより少ない。このコーティング方法は
、材料の中間層なしで、圧電表面上にアンカー物質を直接堆積させる。
【０１５０】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の調製方法は、圧電基材表面を洗浄するステ
ップを含む。洗浄ステップは、酸処理、紫外線曝露、および反応性の高い種の生成を介し
て圧電基材の表面上のすべての有機汚染物質を実質的に除去することができるプラズマ処
理の種々の方法を含むが、これらに限定されない複数の方法によって達成することができ
る。いくつかの実施形態では、調製方法は、プラズマ洗浄するステップを含む。
【０１５１】
コーティングバイオセンサーへの分析物の結合
　いくつかの実施形態では、圧電基材表面上の結合アビジンは、目的の分析物を結合させ
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るために、活性化を必要とする。活性化には、目的の分析物抗原に特異的な、抗体などの
ビオチン化バインダーが含まれる。抗体または他の薬剤は、アビジンコーティングチップ
に付着される前にビオチン化される。抗体は、アビジン基質に付着する前または後に分析
物抗原に結合することができる。分析物ビオチン化抗体複合体は、センサーの外側で形成
することができ、複合体をセンサーと接触させることができ、これにより、抗体上のビオ
チンがアビジンコーティングチップに結合する。２つの方法のどちらが好ましいかは、分
析物および試料処理に依存する。両方法は、本開示の範囲内にある。チップ表面上のアビ
ジンに結合した特定の抗体による表面コーティングの分析により、再びＡＦＭを使用して
６～９ｎｍの深さを測定して、抗体が実際にアビジン層に結合していることが示された。
【０１５２】
　抗原特異的ビオチン化捕捉試薬を適用して、スクロース、トレハロース、グリセロール
などの当技術分野で既知のタンパク質安定剤も含む非乾燥媒体中で結合した過剰の遊離ビ
オチン化試薬からなる第２の層を形成する。多くの薬剤はビオチン化することができ、そ
れらの中で最も一般的に使用されるのは、目的の分析物を特異的に認識するビオチン化抗
体である。タンパク質捕捉試薬は、化学的にまたは酵素的にビオチン化することができる
。化学的ビオチン化は、種々の既知のコンジュゲート化学を利用して、アミン、カルボキ
シレート、スルフヒドリル、および炭水化物の非特異的ビオチン化をもたらす。また、Ｎ
－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）カップリングにより、タンパク質中の任意の第一
級アミンがビオチン化されることが理解されている。酵素的ビオチン化は、細菌ビオチン
リガーゼによる特定の配列内の特定のリジンのビオチン化をもたらす。ほとんどの化学的
ビオチン化試薬は、リンカーを介してビオチンの吉草酸側鎖に結合した反応基で構成され
ている。酵素的ビオチン化は、ほとんどの場合、目的のタンパク質をそのＮ末端、Ｃ末端
、または内部ループで、Ａｖｉタグ（AviTag）またはアクセプターペプチド（Acceptor P
eptide）（ＡＰ）と呼ばれる１５アミノ酸ペプチドに結合することによって実行される。
これらのビオチン化技術は当技術分野において既知である。
【０１５３】
　一旦結合すると、捕捉試薬は短時間、加熱空気に曝露され、塗布された流体から水分が
部分的に除去されて、保護および安定化ゲルを形成し、これにより、非乾燥ゲル層におい
て抗体のような結合タンパク質性バインダーの長期安定性が確保され、このことにより、
第２の抗原特異的バインダー層の本質的に完全な時間依存形成が可能になる。これらのガ
ラス様層は、カートリッジのパウチ内のシリカまたはモレキュラーシーブの乾燥剤ペレッ
トの存在下での保管のために任意に脱水される。カートリッジの上部チャンバは密閉され
て、流体区画を形成する。次いで、上部チャンバを備えたカートリッジは、プラスチック
製の保管パウチ内で、好ましくはＮ２雰囲気中で密閉される。
【０１５４】
　アンカー物質（アビジンなど）とビオチン化捕捉試薬との結合により、チップ上に第２
の捕捉試薬層が形成される。使用前に、保護ゲル層において残っている未結合のビオチン
化捕捉試薬およびその他の成分は、分析手順中にアッセイバッファーで、または試験体液
でも簡単に洗い流すことで容易に除去することができる。これらのセンサーは、抗原、分
析物の結合を検出し、バイオセンサーを使用して病気の検出をすることが実証されている
。
【０１５５】
　本明細書に記載のバイオセンサーに、目的の分析物に特異的に結合する捕捉剤を含む適
切なバイオフィルムコーティングを付与すると、様々な薬剤および生化学マーカーを検出
するのに使用することができる。この統合バイオセンサーが可能な使用例には、ヒト診断
および獣医の診断が含まれる。分析物は、感染性病原体中に存在する、または見出される
、またはそれによって生成され、かつ検出に使用することができる任意の物質として定義
され、これには、小分子、オリゴヌクレオチド、核酸、タンパク質、ペプチド、病原体断
片、溶解病原体、およびＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥを含む抗体、酵素、酵素補因子
、酵素阻害剤、毒素、膜受容体、キナーゼ、プロテインＡ、ポリＵ、ポリＡ、ポリリジン
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、多糖、アプタマー、およびキレート剤が含まれるが、これらに限定されない。抗原抗体
相互作用の検出は以前に記載されている（米国特許第４，２３６，８９３号明細書、第４
，２４２，０９６号明細書、および第４，３１４，８２１号明細書、これらはすべて参照
により本明細書に明示的に組み込まれる）。さらに、全細胞（病原菌などの原核細胞、真
核細胞、哺乳類腫瘍細胞を含む）、ウイルス（レトロウイルス、ヘルペスウイルス、アデ
ノウイルス、レンチウイルスなどを含む）、真菌、寄生生物、および芽胞（血清型（sero
vars）または血清型（serotypes）などの感染因子の表現型の変形形態を含む）の検出は
、本開示の範囲内である。
【０１５６】
　いくつかの実施形態は、試料中の分析物の存在または量を判定する方法であって、バイ
オセンサー部品を試料と接触させるステップと；弾性波を生成させるステップと；分析物
が捕捉試薬に結合した結果としての、弾性波の振幅、位相または周波数の変化を測定する
ステップと、を含む方法に関する。
【０１５７】
　いくつかの実施形態では、試料は、環境試料または生体試料である。いくつかの実施形
態では、生体試料は、血液、血清、血漿、尿、痰、または糞便である。
【０１５８】
　いくつかの実施形態では、金属でコーティングされた基材は圧電基材である。いくつか
の実施形態では、弾性波は、約１０～３０００ＭＨｚの入力周波数を有する。いくつかの
実施形態では、弾性波は、約１～１００００、１～８０００、１～６０００、１～５００
０、１～４０００、１～３０００、１～２０００、１～１０００、１０～８０００、１０
～６０００、１０～５０００、１０～３０００、１０～２０００、１０～１０００、５０
～８０００、５０～６０００、５０～５０００、５０～３０００、５０～２０００、５０
～１０００，１００～８０００、１００～６０００、１００～５０００、１００～３００
０、１００～２０００、１００～１０００、２００～８０００、２００～６０００、２０
０～５０００、２００～３０００、２００～２０００、２００～１０００ＭＨｚの範囲の
入力周波数を有する。いくつかの実施形態では、弾性波は、約１、５、１０、２０、３０
、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００ＭＨｚ超の入力周波数を有する。いくつ
かの実施形態では、弾性波は、約５００、１０００、２０００、３０００、４０００、５
０００、６０００、７０００、８０００、９０００、１００００ＭＨｚ未満の入力周波数
を有する。
【０１５９】
　本明細書にて開示された実施形態は、上記にて開示された２つのセンサークラスのそれ
ぞれに見出される独立した利点の組合せを示す個々の要素およびセンサーを提供する。例
えば、チオール官能基を有するアンカー物質を使用して圧電基材に結合する第１の実施形
態は、スペーサーを有するアンカー物質の実施形態と組み合わせることができる。
【０１６０】
アンカー剤のコーティング密度を改善するための３Ｄ表面
　多くのセンサー設計は、機能する酵素ヒドロゲルマトリックスなどの１つのマトリック
ス（または複数のマトリックス）を利用する。「マトリックス」という用語は、その内部
でまたはそこから何か他のものが発生する、発達する、形成される、および／または発見
されるもの、という、当技術分野で受け入れられている意味に従って、本明細書で使用さ
れる。例示的な酵素ヒドロゲルマトリックスは、典型的には、バイオセンシング酵素（例
えば、グルコースオキシダーゼまたは乳酸オキシダーゼ）、およびグルタルアルデヒドな
どの架橋剤で架橋されてポリマーネットワークを形成したヒト血清アルブミンタンパク質
を含む。次に、このネットワークを水溶液で膨潤させて、酵素ヒドロゲルマトリックスを
形成する。このヒドロゲルの膨潤の程度は、数週間の期間にわたって頻繁に増大し、これ
はおそらくネットワーク架橋の分解による。その原因に関係なく、観察されたこの膨張の
結果は、細孔の外側のヒドロゲルの突出または外側のセンサーチューブに切開された「窓
」である。これにより、センサーの寸法が設計仕様を超え、分析性能に悪影響を及ぼす。
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【０１６１】
　いくつかの実施形態は、複数の異なるマイクロパターンを利用して、標的分析物（例え
ば、細胞またはウイルス粒子の表面上に遊離したまたは発現した抗原）へのコンジュゲー
トに有効な結合部分（例えば、抗体）の立体配置を損なうことなく結合した固定化捕捉試
薬の有効表面積を増加させることに関する。センサーの性能を決定するには、結合した分
析物（抗原など）の表面密度が非常に重要であるため、標的分析物の拡散輸送が可能にな
り、捕捉試薬（例えば、ビオチンコンジュゲート抗体）が結合するアンカー物質（例えば
、アビジン分子）上の結合部分のサイズに対応する、比較的オープンな三次元マトリック
ス微細構造を確保する必要がある。いくつかの実施形態は、ウイルスおよび細菌を含む、
インタクトな病原体種を検出することに関するものであり、この検出には、捕捉試薬（例
えば、活性化ビオチン分子）を含むマトリックスを介してこれらの種の輸送を可能にする
ために、この三次元（３Ｄ）マトリックスを通る幅約０．０５ミクロン～約１０ミクロン
の通路を要する。
【０１６２】
　いくつかの実施形態は、強化された材料特性を有するバイオセンサー要素およびそのよ
うな要素から構築されたバイオセンサーに関する。本開示はさらに、そのようなセンサー
を作製および使用する方法を提供する。いくつかの実施形態は弾性波センサーに関するが
、本明細書にて開示される様々な要素（例えば、圧電基材および３Ｄマトリックス微細構
造設計）は、当技術分野において既知の多種多様なセンサーのいずれか１つを用いた使用
に適合させることができる。本明細書にて開示される分析物センサー要素、構造、および
これらの要素を作製および使用するための方法を使用して、種々の層状センサー構造を確
立することができる。このようなセンサーは、驚くべき感度および精度を示す。また、セ
ンサーは高度な柔軟性、汎用性、および特性を有し、このことによって多種多様なセンサ
ー構成を設計して、多種多様な分析種を調べることができる。
【０１６３】
　従来のＳＡＷセンサーと比較して、本明細書に記載のバイオセンサーの感度は、低濃度
の生物学的分析物の検出に、およびまた生体液中の感染粒子の数が少ない可能性のある細
菌またはウイルス感染の検出に十分である。さらに、本明細書に記載のセンサーは、生体
液の体積も制限される状況でも十分な感度を有する。
【０１６４】
　本明細書に記載の検出および定量化方法は、ピコモル範囲の生物学的分析物を検出する
のに十分な感度を有し得、生体液中の感染粒子の数が少ない（すなわち、＜１０粒子／ｍ
Ｌ）可能性のある細菌感染またはウイルス感染の検出にも十分な感度を有し得る。加えて
、本明細書に記載の検出方法は、その増強された感度によって、生体液の体積も制限され
ている場合（例えば、１０～２５０マイクロリットル）にも使用することができる。
【０１６５】
　３Ｄマトリックス微細構造には、３Ｄゲルまたはナノ構造表面を含めることができ、３
Ｄ超分子アーキテクチャを利用することができ、３Ｄマトリックス微細構造をバイオセン
サーに統合して、有効表面積とバイオセンサーの表面に固定化される捕捉剤の数を増やす
ことができる。デンドリマーは分岐構造で３Ｄ空間に高密度の官能基を提供するため、種
々のデンドリマーを使用して３Ｄマトリックス微細構造を作製することができる。周辺官
能基は、センサー表面上での抗原／抗体のコンジュゲートを促進する。デンドリマーは、
それらの分岐構造により、抗原と抗体との結合の立体障害も低減させ、したがって標的分
子の捕捉が促進される。ポリアミドアミン（ＰＡＭＡＭ）および／またはポリプロピレン
イミン（ＰＰＩ）デンドリマーを使用して、圧電基材の表面をコーティングすることがで
きる。デンドリマーは、共有結合または非共有結合のいずれかで、圧電基材の表面上にコ
ーティングすることができる。シアリル化法（Sialinization）を使用して、アミノシラ
ン、シアノシラン、エポキシシランなどを使用して圧電表面を官能化することができる。
デンドリマーは、官能化表面弾性表面と共有結合によりコンジュゲートすることができる
。デンドリマー層の高さは、５～２０ｎｍの間であり得る。次に、抗体、抗体断片、単一
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ドメイン抗体、小分子、ＤＮＡまたは抗原をデンドリマー表面の周辺に固定化して、標的
分子を捕捉することができる。
【０１６６】
三次元マトリックス微細構造の作製方法
　リソグラフィ技術を使用して、圧電基材上に３Ｄマトリックス微細構造を形成すること
ができる。フォトマスクおよびモールドを使用して、光重合プロセス中に微細パターンを
形成することができる。リソグラフィプロセス後、アンカー物質を微細構造に付着させる
ことができる。アンカー物質を３Ｄマトリックス微細構造に付着させた後、次に捕捉試薬
をアンカー物質に連結させることにより、微細構造に固定化させることができる。
【０１６７】
　いくつかの実施形態は、圧電基材上に３Ｄマトリックス微細構造を形成する方法に関し
、前記方法は、懸濁液を前記圧電基材に塗布して懸濁液層を形成するステップと、フォト
マスクを前記懸濁液層に適用するステップと、前記フォトマスクを紫外線光源に曝露し、
これにより前記フォトマスクによって覆われていない前記懸濁液層の前記部分を反応させ
るステップと、前記基材から未反応の懸濁液層を除去し、前記３Ｄマトリックス微細構造
が前記基材上に形成される、ステップを含む。
【０１６８】
　いくつかの実施形態は、圧電基材上に３Ｄマトリックス微細構造を形成する方法に関し
、前記方法は、前記圧電基材上に、少なくとも１つのマイクロチャネルを含むマイクロ流
体ネットワークを形成するステップと、前記マイクロチャネルをヒドロゲル前駆体溶液で
満たすステップと、前記ヒドロゲル前駆体を紫外線光源に曝露するステップと、前記マイ
クロ流体ネットワークを前記圧電基材から除去して、前記基材上に配置された前記三次元
ヒドロゲル微細構造を残す、ステップを含む。
【０１６９】
　いくつかの実施形態では、前記懸濁液層の一部は、前記フォトマスクで覆われていない
。
【０１７０】
　いくつかの実施形態では、前記懸濁液は、スピンコーティングにより前記基材に塗布さ
れる。
【０１７１】
　いくつかの実施形態では、前記懸濁液は、マイクロ流体チャネル内を流れることにより
、前記基材に塗布される。
【０１７２】
　いくつかの実施形態では、前記未反応の懸濁液層は、前記懸濁液層を溶媒中に溶解させ
ることにより、前記基材から除去し、溶媒は、水、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水ま
たは有機溶媒であり得る。いくつかの実施形態では、前記未反応の懸濁液層は、洗浄によ
り、前記圧電基材から除去する。
【０１７３】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の方法は、３Ｄマトリックス微細構造を、結
合試薬を含む溶液に曝露するステップをさらに含む。いくつかの実施形態では、結合試薬
はビオチンである。
【０１７４】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の方法は、３Ｄマトリックス微細構造をアン
カー物質の溶液に曝露するステップをさらに含み、３Ｄマトリックス微細構造は、結合試
薬を含み、３Ｄマトリックス微細構造は、結合試薬を介してアンカー物質に付着する。
【０１７５】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の方法は、アンカー物質を３Ｄマトリックス
微細構造に付着させた後、３Ｄマトリックス微細構造を捕捉剤の溶液に曝露するステップ
をさらに含む。
【０１７６】
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　いくつかの実施形態は、圧電基材上に３Ｄマトリックス微細構造を形成して、圧電基材
の表面積を増加させるステップと、圧電基材上に１つまたは複数の捕捉試薬を固定化する
ステップと、を含む、バイオセンサー部品を作製する方法に関する。
【０１７７】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の作製方法は、圧電基材上に細孔を形成する
ステップをさらに含む。
【０１７８】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の作製方法は、圧電基材上にヒドロゲルマト
リックスを形成するステップをさらに含む。
【０１７９】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の作製方法は、圧電基材上にヒドロゲルマト
リックスのマイクロアレイを形成するステップをさらに含む。
【０１８０】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の作製方法は、圧電基材上にヒドロゲルマト
リックスの層を形成するステップをさらに含む。
【０１８１】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の作製方法は、複数の細孔を含むヒドロゲル
マトリックスをさらに含む。
【０１８２】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の作製方法は、リソグラフィ印刷を使用して
圧電基材上に捕捉試薬のマイクロアレイを形成するステップをさらに含む。
【０１８３】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載の作製方法は、レーザーを使用して細孔を形
成するステップを含む。いくつかの実施形態では、レーザーは、ピコ秒またはフェムト秒
パルスレーザーである。
【０１８４】
[実施例１]
　センサー表面に直接付着する第１の層として、チオール化ニュートラアビジンを使用し
た。図１は、チオール化生物学的捕捉試薬を使用した非変性アルミニウム表面のバイオコ
ーティングを示す。例としてアルミニウムを提供したが、結晶上でも使用することができ
る。付着は、チオール化学に基づいていた。チオールは金表面に対して高い結合活性を有
し、安定な共有結合を形成する。図２Ａは、チオール化ニュートラアビジンもアルミニウ
ムに対して高い結合活性を示し、結晶に対し、アルミニウムへ予期せずに優先的に結合す
ることを示している。チオール化ニュートラアビジンのアルミニウム金属への優先的結合
を使用して、センサー上に任意の目的の領域を選択的に作製することができる。捕捉剤は
、チオール化ニュートラアビジンであり得、アプタマー、ヌクレオチド、および抗体を含
む任意のチオール化捕捉剤で置き換えることもできる。本明細書に記載の方法は、チタン
などの、弾性波の伝達に使用される他の材料に使用することができる。
【０１８５】
　ｄｄＨ２Ｏに１０～０．０１ｍｇ／ｍＬのニュートラアビジンを含む低マイクロリット
ル範囲の少量の液体を、センサー領域の標的表面に塗布し、結晶またはアルミニウム表面
の条件に基づいて、数分から数時間まで変化する一定時間、空気乾燥させた。その後、過
剰の非吸収ニュートラアビジンを、完全に洗い流した。図２Ａは、光学アッセイ法を使用
して、表面コーティングニュートラアビジンとチオール化ニュートラアビジンそれぞれに
対する、ビオチン化酵素プローブの結合を比較している。データは、チオール化ニュート
ラアビジンのアルミニウムへの吸収が、結晶表面への吸収よりも約６倍大きく、また（非
チオール化）ニュートラアビジンの吸収よりも大きかったことを示す。
【０１８６】
　図２Ａ～図２Ｃは、アルミニウム表面へのニュートラアビジン（ＮＡｖ）の優先的な結
合を示す。図２Ａは、ビオチン化ＨＲＰ／ｏ－フェニレンジアミン二塩酸塩（ＯＰＤ）ペ
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アを使用した酵素アッセイの結果を示す。Ｂｌｋ　ＬＴは、タンタル酸リチウムの結晶表
面を表す。４１７ｎｍでの吸光度の強度は、センサーの表面に結合したニュートラアビジ
ンの量に比例した。アルミニウムまたは結晶の表面上の結合ニュートラアビジンの量は、
チオール化ニュートラアビジンを使用した場合に大幅に増加した。図２Ｂは、表面ニュー
トラアビジンに結合したビオチン化フルオレセイン分子の顕微鏡ベースの画像を示し（倍
率５００倍）、図２Ｃは、０．２μｍポリスチレンビオチン化蛍光ビーズの結合を示す（
倍率５００倍）。ビオチン化フルオレセインおよびポリスチレン蛍光ビーズを使用したＳ
ＡＷセンサー上の表面結合蛍光の存在により、表面ニュートラアビジンバイオコーティン
グが機能的に活性であることを確認した。
【０１８７】
[実施例２]
　アルミニウムまたは結晶の表面を、最初にプラズマ洗浄（数分～数時間）によって活性
化させた。センサー表面をプラズマ洗浄に曝露することにより、官能基が生成され、これ
らは、水接触角を評価することにより容易に測定することができる。活性化表面に、試薬
をその後付着させるには、９０°よりかなり小さい接触角が最適であった。活性化表面を
、後でチオール化ニュートラアビジンに曝露し、表面に層を形成させた。コーティング後
、センサーを洗浄して、活性化アルミニウム表面または結晶表面から過剰なチオール化ニ
ュートラアビジンを除去した。次に、コーティングデバイスを乾燥させた。
【０１８８】
[実施例３]
　図３は、標的分析物を選択的に捕捉するためのニュートラアビジンによるバイオコーテ
ィング開発の概略図を示す。アルミニウムまたは結晶の表面を、最初にプラズマ洗浄（数
分～数時間）によって活性化させた。センサーをプラズマ洗浄に曝露することにより、官
能基が生成され、これらは、水接触角を評価することにより容易に測定することができる
。活性化表面に、試薬をその後付着させるには、９０°よりかなり小さい接触角が最適で
あった。図４Ａおよび図４Ｂは、センサー上の水の接触角測定を示す。図４Ａは、接触角
の大幅な減少をもたらすプラズマ洗浄を示し、図４Ｂは、ＰＥＧ－シランでコーティング
すると、センサーの疎水性が著しく増加したことを示す。
【０１８９】
　続いて、活性化表面を、種々の長さのＰＥＧ化化合物に付着したシラン（スペーサー）
でコーティングし、ビオチンをスペーサーの上部に共有結合により付着させた。ＰＥＧの
濃度は、単層を確保するために重要であり、使用する反応条件に依存していた。コーティ
ング後、センサーを洗浄して、活性化アルミニウム表面から過剰な未吸収のＰＥＧ－ビオ
チンを除去した。次に、コーティングデバイスを乾燥させた。次に、ＰＥＧ－ビオチンコ
ーティングの一体性を、水接触角測定で確認した。ＰＥＧスペーサーの長さは、分子量１
００～２０００の間であり得、目的の特定の結合剤に合わせて調整し得る。
【０１９０】
　図５Ａおよび図５Ｂは、ビオチン化フルオレセインの蛍光画像、および蛍光ポリスチレ
ンビーズの蛍光画像を示す。図５Ａはビオチン化フルオレセイン（倍率５０倍）であり、
図５Ｂは蛍光ポリスチレンビーズ（倍率５００倍）であり、表面バイオコーティングへの
均一な結合を示す。図５Ａおよび図５Ｂは、ビオチン化ポリスチレンビーズがセンサーの
活性化表面に接着し、得られた表面ニュートラアビジンが完全に機能していたことを示す
。同様に、ビオチン化抗体またはそれらの断片、アプタマーなどを含む任意のビオチン化
物質を、バイオコーティング上に作製することができる。示されている例では、ビオチン
化フルオレセインを、表面結合ニュートラアビジンのプローブとして使用した。表面上の
すべてのニュートラアビジン結合部位が、例えばビオチン化抗体によって取られた条件下
では、バイオコーティング上に後続のビオチン化フルオレセインの付加を観察することは
できない（データは示していない）。データは、コーティングが標的分析物の捕捉に好適
であったことを示している。したがって、分析物のセンサー表面への結合によって、ＳＡ
Ｗ技術を使用して定量的に検出することができるセンサー表面上の微小粘度および質量負



(30) JP 2020-526774 A 2020.8.31

10

20

30

40

50

荷における変化がもたらされるであろう。
【０１９１】
[実施例４]
　この例には、表面活性化および誘導体化に続くアルミニウムおよび／または結晶のバイ
オコーティングのプロセスが含まれる。短いＮＨＳまたはエポキシスペーサーを介した、
表面への生物学的捕捉剤（抗体など）の直接共有結合。
【０１９２】
　図６は、標的分析物を選択的に捕捉するためのバイオコーティング開発（ニュートラア
ビジンなし）を示す。センサー表面に付着した抗体または他の分析物捕捉分子に直接結合
することができる、スペーサー（例えば、ＰＥＧまたは炭水化物鎖）に付着した官能基を
使用した。この直接的なアプローチは、ニュートラアビジンの使用を回避し、それにより
、二分子層の全体の厚さおよび関連するプロセスステップの数が削減された。短いスペー
サー（２～２０ｎｍ長のＰＥＧまたは炭水化物鎖）を有するＮ－ヒドロキシスクシンイミ
ド（ＮＨＳ）、スルホ－ＮＨＳ、マレイミド、－ＣＯＯＨまたは－ＮＨ２または３－グリ
シドキシプロピル（エポキシ）官能基のいずれかを選択することができる。各場合におい
て、スペーサーで分離された官能基を結合するアンカー分子としてシランを使用した。官
能化スペーサーは、捕捉分子（例えば、抗体）と反応し、高密度および立体障害の減少を
もたらした。センサーのアルミニウム表面または結晶表面を、プラズマ洗浄によって活性
化させた。次に、シラン分子（５～１０％濃度－重量／体積）をセンサー表面に塗布し、
インキュベートさせた（数分～数時間）。過剰なシランを溶媒で洗い流した。ＮＨＳ官能
化のために、抗体／タンパク質（１－１０ｕｇ）をセンサーに直接塗布し、室温でインキ
ュベートした。ＮＨＳまたはエポキシのいずれかの官能化に続いて、蛍光分析物を付加し
て、表面のバイオコーティングの官能性を確認することができる。
【０１９３】
　図７Ａおよび図７Ｂは、エポキシスペーサーを介して固定化された表面バイオコーティ
ングに結合した蛍光分析物を示す。図７Ａは対照（５００倍）であり、図７Ｂはエポキシ
コーティングセンサー（５００倍）である。
【０１９４】
[実施例５]
　圧電基材における三次元マトリックスは、表面に細孔を開けて捕捉剤のためのより大き
な領域を露出することにより形成することができ、この構造は圧電基材の活性化領域の増
加に役立つ。各細孔の深さが増すと、細孔ごとに分析物に曝露されるアビジンの面積が増
加するため、細孔はできるだけ深いことが好ましい。しかし、各細孔の深さが増すと、細
孔のアスペクト比も増加し、このことにより分析物が細孔の底まで拡散しにくくなる場合
がある。１０（ｈ／Ｒ）より大きいアスペクト比は、分析物が細孔の全領域を覆うのに必
要な時間を過度に増加させ、機器の応答時間を引き起こすため、好ましくない。１０（ｈ
／Ｒ）以下のアスペクト比が好ましい。捕捉剤でコーティングされた圧電基材の面積が１
００ｍｍ２で、圧電基材に直径２０ミクロン、深さ１００ミクロンの細孔を付加する場合
、接触面積は１細孔あたり６２８０ミクロン２増加する。したがって、総接触面積を２倍
にするには１．６×１０４個の細孔が必要であり、接触面積を１０３倍増やすのに必要な
細孔の数は１．６×１０７個である。１．６×１０７個の細孔が占める表面積は５０平方
ミリメートルである。したがって、細孔の面積密度は５０％であり、ピコ秒パルスレーザ
ーのスキャンによりかなり達成可能である。１０３を超える表面積の増加には、より大き
な直径の細孔が好ましい。例えば、接触面積を２倍にする直径１００ミクロン、深さ５０
０ミクロンの細孔の数は、１．３×１０２個であり、１．０４ｍｍ２の総表面積を包含す
る。
【０１９５】
　図８Ａおよび図８Ｂは、１．０４μで動作するピコ秒レーザーシステムによって穿孔さ
れたヒドロゲルマトリックス内の正弦波構造のＳＥＭ画像および接触角を示す。図８Ａは
、周期性が２５μｍ、高さが１２μｍの正弦波構造を示し、図８Ｂは、周期性が３５μｍ
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、高さが４５μｍの正弦波構造を示す。親水性架橋マトリックスのこれらの寸法の細孔は
、ピコ秒またはフェムト秒パルスレーザーを使用して穿孔することが好ましい。
【０１９６】
[実施例６]
　ビオチンストレプトアビジン複合体のマイクロアレイは、圧電基材上に固定化されてい
る。好ましくは、各ドットは１０～２５ミクロンの直径を有し得、５～２０ミクロンの高
さを有し得る。好ましくは、従来のタンパク質マイクロアレイ技術を使用して、２５～５
０％の表面充填密度を達成することができる。タンパク質マイクロアレイは、ストレプト
アビジンおよびビオチンを含むタンパク質の吸着に対して非常に不活性なコーティング材
料としてポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を使用して、簡便に作製される。フォトリソ
グラフィ技術を使用して、ＰＥＧコーティングをパターン化し、ビオチンを付着させ、次
いでビオチンをストレプトアビジンに複合体化させ、その後抗体と複合体化したビオチン
を結合させる。
【０１９７】
[実施例７]
　ヒドロゲルマトリックスは、ＰＥＧなどの水溶性不活性希釈剤を組み込んだ親水性モノ
マー配合物の重合および架橋により形成する。ヒドロゲルマトリックスは、圧電基材上に
モノマー配合物の層を付加し、次にモノマー層を紫外線に曝露してそこで光開始剤を活性
化し、重合および架橋を行うことにより形成することができる。次に、ヒドロゲルマトリ
ックスを、マトリックスの厚さ、その親水性（平衡含水率）、および処理温度に応じて、
数分から数時間脱イオン水またはＰＢＳに浸漬させる。この処理により、希釈剤が除去さ
れ、マイクロキャビティを導入する水に置き換えられ、自由容積が強化されて、マトリッ
クスに付着したタンパク質分子のセグメントの局所的な移動性が可能になる。次に、ヒド
ロゲルマトリックスにビオチンを結合させるために、ビオチンの溶液（すなわち、リン酸
緩衝生理食塩水に溶解したＮＨＳ－ＬＣ－ビオチン）でマトリックスを溶出させる。次に
、ヒドロゲルマトリックスをストレプトアビジンの溶液でさらに溶出し、ストレプトアビ
ジンを、結合したビオチンに結合させる。次に、機能化されたヒドロゲルマトリックスは
、特定の病原体または他の生物剤を標的とする抗体とコンジュゲートしたビオチンで活性
化される状態になっている。
【０１９８】
[実施例８]
　実施例５～７に記載されている微細パターンおよび３Ｄマトリックスはすべて、圧電基
材上でソフトリソグラフィプロセスを使用して調製することができる。図９に示すように
、このアプローチは、特に自動化に適している。図９に示すマイクロパターン／ナノパタ
ーンの作製のためのソフトリソグラフィプロセスでは、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭ
Ｓ）製のモールドを利用することができる。
【０１９９】
[実施例９]
　ヒドロゲルマトリックスのマイクロアレイはまた、実施例７に記載された重合ステップ
および架橋ステップに従って調製することができる。ヒドロゲルマトリックスのこのマイ
クロアレイは、上記の実施例に記載された手順を使用して機能化することもできる。
【０２００】
[実施例１０]
　ヒドロゲルマトリックスは、層を形成するために調製することができる。ヒドロゲルマ
トリックスは、ポリビニルアルコールまたはポリ酢酸ビニルなどの水溶性ポリマーの小粒
子を含む配合物から形成される。マトリックスが形成されると、希釈剤を除去するために
、もしあれば粒子も溶解させるために、水または生理食塩水で洗浄する。粒子は、１０２

～１０６ミクロン３の範囲の特定の容積空間を残し、ランダムにかつ均一にマトリックス
内に分布する。最大１０６個の粒子を、１ｍＬのモノマー配合物に充填することができる
。それにより形成された各マイクロキャビティにより、アビジン分子に結合したビオチン
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上に存在する抗体部位へのアクセスが可能になる。
【０２０１】
[実施例１１]
　デンドリマー（例えば、ＰＭＭＡ、ＰＰＩ、またはそれらの組合せ）を調製して、層を
形成することができる。デンドリマーは、官能基を含むように形成することができる。マ
トリックスが形成されると、希釈剤を除去するために、もしあれば粒子も溶解させるため
に、水または生理食塩水で洗浄する。粒子は、１０２～１０６ミクロン３の範囲の特定の
容積空間を残し、ランダムにかつ均一にマトリックス内に分布する。最大１０６個の粒子
を、１ｍＬのモノマー配合物に充填することができる。それにより形成された各マイクロ
キャビティにより、アビジン分子に結合したビオチン上に存在する抗体部位へのアクセス
が可能になる。
 

【図１】 【図２】



(33) JP 2020-526774 A 2020.8.31

【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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