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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）１～９９重量部の少なくとも１つのアズラクトン官能性モノマーと、０～９９重量
部の少なくとも１つのコモノマーとから誘導される少なくとも１つの共重合体、および
　ｂ）少なくとも１つの光架橋剤を含む光硬化性および光パターナブル組成物であって、
　前記組成物が生体分子－アズラクトン結合を含有しない場合、光架橋剤上に存在するア
ズラクトン反応性官能基の数が、前記組成物中に存在するアズラクトン官能基の数よりも
少ない組成物。
【請求項２】
　請求項１の組成物を含むヒドロゲルを含む製品であって、前記組成物が光硬化され、前
記ヒドロゲルが基材に結合する製品。
【請求項３】
　前記ヒドロゲルが前記基材にそれぞれが結合する離散したゾーンに別れ、前記離散した
ゾーンの１つから選択された特徴および前記離散したゾーン間の間隙が、前記ヒドロゲル
層の平面において２００μｍ未満の最小の寸法を有する請求項２に記載の製品。
【請求項４】
　アズラクトン官能基の残基に共有結合した生物活性分子をさらに含む請求項１に記載の
組成物。
【請求項５】
　前記ヒドロゲルのアズラクトン官能基の残基に共有結合した生物活性分子をさらに含む



(2) JP 4350906 B2 2009.10.28

10

20

30

40

50

、請求項２または請求項３に記載の製品。
【請求項６】
　前記ヒドロゲルの異なる離散したゾーン内のアズラクトン官能基の残基に共有結合した
異なる生物活性分子をさらに含む、請求項３に記載の製品。
【請求項７】
　ａ）請求項１に記載の組成物の層を基材に適用するステップと、
　ｂ）前記層の少なくとも一部が硬化するように前記層を電磁線で照射して、ヒドロゲル
を形成するステップと、
を含む製品を製造する方法。
【請求項８】
　前記ヒドロゲルのアズラクトン官能基との反応によって、生物活性分子を前記製品の一
部に固定するステップをさらに含む請求項７項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の分野
この発明は、光架橋剤とアズラクトン官能性を有するポリマーとを含む光硬化性および光
パターナブル組成物に関する。組成物は基材上において高解像度でパターン化されて、生
物活性分子を結合するのに用いても良い。
【０００２】
発明背景
生体分子を基材に固定化するための様々な方法が開示されている。
【０００３】
ＵＳ５，５５２，２７０は、ＤＮＡオリゴヌクレオチドが基材上に担持されるゲル平方マ
トリックス中に固定化されるＤＮＡ塩基配列決定方法に関する。ＤＮＡは付加３’末端３
－メチルウリジンの酸化と、それに続く「比較的安定したモルホリン誘導体」が生成され
る基材に結合したヒドラジンとの反応によって基材に結合する（‘２７０の５欄４１～４
７行）。参考文献は一辺が２５～１００μｍの間であって、その２倍の間隙によって分割
されたゲル平方を開示する（‘２７０の２欄６０～６４行）。
【０００４】
ＵＳ５，７４４，３０５は、マスクを使用した光反応により各モノマー付加ステップに先
立って、保護基が選択的に除去される「光誘導合成」により現場で合成される、ＤＮＡま
たはペプチドオリゴマーパッチをはじめとする生物チッププレートに関する。各オリゴマ
ーストランドの最初のベースは、アミン官能基への付着によって基材に結合するようであ
る（‘３０５の図１および２）。
【０００５】
ＵＳ４，８７１，８２４は、生物活性分子固定化のための反応性担体として使用するため
のアズラクトン官能性ポリマーの低膨潤性ビーズに関する。
【０００６】
ＵＳ５，３４４，７０１は、アズラクトン官能性コーティングへの付着によって生体分子
を基材上に固定化する方法に関する。この参考文献は、フリーラジカル付加部位を有する
アズラクトン官能性モノマー、および任意にジビニルなどのフリーラジカル架橋剤の基材
への塗布、そして引き続く現場での重合を開示する。
【０００７】
ＵＳ５，７２５，９８９は、担体、光熱変換層、中間層、および熱転移層を含むレーザー
アドレス可能熱転写画像形成要素に関する。
【０００８】
発明の要約
手短に言えば本発明は、ａ）１～９９重量部の少なくとも１つのアズラクトン官能性モノ
マーと、０～９９部の少なくとも１つのコモノマーとから誘導される少なくとも１つの共
重合体、およびｂ）少なくとも１つの光架橋剤を含み、組成物が生物活性分子を結合する
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のに使用される光硬化性および光パターナブル組成物を提供する。
【０００９】
別の態様において、本発明は発明の硬化した組成物を含み生物活性分子を結合できるヒド
ロゲルを提供する。ゲルは有利なことに膨潤性であるので、コーティングとして使用され
ると単位面積辺りより高濃度の生物活性分子を提供する。
【００１０】
別の態様において、本発明は高解像度でパターン化でき硬化されても良い発明の組成物で
被覆された基材を提供し、組成物は生体分子と反応して生体分子を基材上に固定化できる
。
【００１１】
別の態様では、本発明は上述の被覆された基材を作る方法を提供する。
【００１２】
技術分野で既述されておらず本発明によって提供されるのは、アズラクトン官能性ポリマ
ーを光架橋剤と組み合わせて用いる、生体分子を固定化するのに有用な組成物および方法
である。さらに本発明の組成物は、高解像度で光パターン化することもできる。最後に、
得られる硬化したゲルは好ましくは膨潤性であり、単位面積辺りより高濃度の生体分子を
提供する。
【００１３】
ここでの用例では、
「アズラクトン」、「アズラクトン官能基」、および「アズラクトン部分」とは、式Ｉの
置換されたまたは置換されない２－オキサゾリン－５－オン基、および／または式ＩＩの
２－オキサジン－６－オン基を意味する。
【化１】

「アズラクトン官能性モノマー」とは、その構造が生体分子－アズラクトン結合を形成す
るアズラクトンの開環反応によって、任意に生体分子に結合されたアズラクトン部分を含
むモノマーを意味する。
「ヒドロゲル」とは、吸着または吸収などの物理的相互作用、または加水分解などの化学
的相互作用のいずれかによって水中で膨潤できるポリマー材料であり、水中での膨潤前ま
たは膨潤後のゲル材料を指す。
「光架橋剤」とは、電磁線の適用を受けて２つ以上のポリマー分子を結合でき、成長する
ポリマー鎖末端以外の部位でポリマー分子に付着できる化学種を意味する。
「共重合架橋剤」とは、２つ以上のポリマー分子を結合でき、成長するポリマー鎖の末端
でポリマーに付着する化学種を意味する。
「生物活性」は生化学的、免疫化学的、生理学または薬学的活性を含む。
「生物活性分子」および「生体分子」は区別なく使用され、抗体、抗原、酵素、補助因子
、阻害剤、ホルモン、受容体、凝固因子、アミノ酸、ヒストン、ビタミン、薬剤、細胞表
面マーカー、タンパク質およびポリペプチド、ＤＮＡオリゴヌクレオチドをはじめとする
ＤＮＡ、ＲＮＡオリゴヌクレオチドをはじめとするＲＮＡ、ＰＮＡおよび前出の誘導体を
含む。
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「置換された」とは、所望の生成物を妨害しない従来の置換基によって置換されたことを
意味し、例えば置換基は、アルキル、アルコキシ、アリール、フェニル、ハロ（Ｆ、Ｃｌ
、Ｂｒ、Ｉ）、シアノ、ニトロなどであることができる。
【００１４】
生体分子を基材に固定化するのに有用であり、多種多様の生体分子に適用可能であって高
解像度で光パターン化できる組成物および方法を提供することが、本発明の利点である。
【００１５】
好ましい実施態様の詳細な説明
本発明は、ａ）１～９９重量部の少なくとも１つのアズラクトン官能性モノマーと、０～
９９部の少なくとも１つのコモノマーとから誘導される少なくとも１つの共重合体、およ
びｂ）少なくとも１つの光架橋剤を含み、生物活性分子を結合するのに使用できる光硬化
性および光パターナブル組成物を提供する。
【００１６】
アズラクトン官能性モノマーの共重合体は、ポリオレフィン、ポリアミド、またはポリイ
ミドをはじめとするあらゆる適切なポリマータイプであって良い。好ましくはポリマーは
、ポリオレフィンである。共重合体は、ジビニル化学種などの共重合架橋剤から誘導され
る架橋を任意に含有しても良い。
【００１７】
アズラクトン官能性モノマーの共重合体は、ＵＳ４，４５１，６１９、ＵＳ４，７３７，
５６０、ＵＳ５，２００，４７１、ＵＳ５，２９２，８４０、ＵＳ５，３３６，７４２、
ＵＳ５，３４４，７０１、ＵＳ５，４０３，９０２、ＵＳ５，４５１，４５３、およびＵ
Ｓ４，８７１，８２４で開示された方法をはじめとするあらゆる適切な方法によって調製
されても良い。好ましい方法としては、フリーラジカル重合が挙げられる。好ましくは共
重合体の重合は、光架橋剤との反応前に完了する。
【００１８】
アズラクトン官能性モノマーは、構造ＩＩＩおよびＩＶ、
【化２】

（式中、Ｒ1はビニル、プロピレニル、およびヘキセニルなどの重合性官能基であり、各
Ｒ2は独立に１～１４個の炭素原子を有するアルキル基、３～１４個の炭素原子を有する
シクロアルキル基、５～１２個の環原子を有するアリール基、６～２６個の炭素および０
～３個のＳ、Ｎ、および非ペルオキシＯヘテロ原子を有するアレニル基であることができ
、あるいは２個のＲ2置換基はそれらが結合する炭素と一緒になって、４～１２個の環原
子を含有する炭素環を形成できる。）を有するモノマーをはじめとするアズラクトン官能
基を含有するあらゆる適切なモノマーであっても良い。好ましいアズラクトン官能性モノ
マーは、２－ビニル－４，４－ジメチル－２－オキサゾリン－５－オン（ビニルジメチル
アズラクトン、ＶＤＭ）である。
【００１９】
コモノマーはあらゆる適切なモノマーであっても良い。好ましいモノマーとしては、ビニ
ル基含有およびアクリロイル基含有化合物が挙げられる。このようなモノマーを代表する



(5) JP 4350906 B2 2009.10.28

10

20

30

40

50

リストには、アクリルアミド、メタクリルアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアクリルアミド、ジ
アセトンアクリルアミド、Ｎ－ビニルピロリドン、ヒドロキシエチルメタクリレート、２
－アクリルアミド－２－メチルプロパンスルホン酸とその塩、Ｎ－（３－メタクリルアミ
ド）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウム塩、Ｎ，Ｎ－ジメチルアミノエチルメタクリ
レート、アクリル酸、メタクリル酸、イタコン酸、およびそれらの組み合わせが含まれる
。好ましいコモノマーは、Ｎ，Ｎ－ジメチルアクリルアミドおよびＮ－ビニルピロリドン
である。
【００２０】
任意の共重合架橋剤は、２つ以上の重合性官能基があるあらゆる適切な化学種であっても
良い。適切な多官能性架橋モノマーとしては、エチレンジアクリレート、エチレンジタク
リレート、トリメチロールプロパントリアクリレート、およびトリメタクリレートなどの
エチレン性不飽和（α，β－不飽和）エステルと、メチレンビス（アクリルアミド）、メ
チレンビス（メタクリルアミド）、Ｎ，Ｎ’－ジアクリロイル－１，２－ジアミノエタン
、Ｎ，Ｎ’－ジメタクリロイル－１，２－ジアミノエタンなどのα，β－不飽和アミドと
、２－アルケニルアズラクトンおよび短鎖ジアミンの反応生成物とが挙げられる。
【００２１】
光架橋剤は、電磁線の適用を受けて２つ以上のポリマー分子を結合でき、成長するポリマ
ー鎖の末端以外の部位にポリマーを付着できるあらゆる適切な化学種であっても良い。光
架橋剤はポリマー重合の完了後、ポリマーに付着できなくてはならない。好ましい光架橋
剤としては、ビスアジド、ビスジアゾカルボニル、およびビスジアジリンが挙げられる。
ビスアジドは、使用の容易さに関して最も好ましい。アジド（－Ｎ3）基は、ＵＶ光の適
用に際して窒素（Ｎ2）を放出し、高度に反応性の二価の窒素、ニトレンが残る。反応性
カルベンは、ジアゾカルボニルまたはジアジリンの光分解によって生成できる。活性ニト
レンまたはカルベン化学種を初期重合されたポリマー上のＣ－ＣまたはＣ－Ｈ結合をはじ
めとする多くのタイプの結合に挿入して、架橋を提供できる。アジド、ビスアジド、アゾ
カルボニルおよびビスジアゾカルボニル架橋剤が、基材－ポリマー結合、並びにポリマー
－ポリマー架橋を形成できるので好ましい。好ましいジアジド化学種としては、２，６－
ビス（４－アジドベンジリデン）－４－メチルシクロヘキサノン（ＢＡＭＣ）、４，４’
ジアジドジフェニルエーテル、４，４’ジアジドジフェニルスルホン、４，４’ジアジド
ジフェニルアセトン、４，４’ジアジドジフェニルメタンが挙げられる。好ましいビスジ
アゾカルボニル化学種としては、１，４－ビス（α－ジアゾベンジル）ベンゼンが挙げら
れる。光架橋剤は、熱硬化並びに光硬化することもできる。
【００２２】
別の実施態様では光架橋剤は、ポリマーに付着する第１の官能基と、光の適用に際して架
橋を形成する第２の官能基とを有するヘテロ二官能価化合物でも良い。例えば４－［ｐ－
アジドサリチアミド］ブチルアミン（ＡＳＢＡ、イリノイ州ロックフォードのＰｉｅｒｃ
ｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．から入手できる）は、上述のようにアズラクトンに結合す
るアミン官能基と、ＵＶ光の適用に際し別のポリマー鎖との架橋を形成するアジド官能基
とを有する。
【００２３】
光架橋剤が、ポリマーのアズラクトン官能基を占有することによりポリマーに付着する場
合、架橋剤は生体分子を結合するのに必要なアズラクトン部位の全てを占有しないように
、１当量未満で存在しなくてはならない。換言すれば光架橋剤上に存在するアズラクトン
－反応性官能基の数は、ポリマー上に存在するアズラクトン官能基の総数に満たない。し
かし生体分子が光架橋前に付着する場合、すなわち組成物が既に生体分子－アズラクトン
結合を含有する場合は、この条件は当てはまらない。
【００２４】
本発明の組成物を基材上に塗布して硬化させ（すなわち光架橋させ）、パターン化して生
体分子と反応させても良い。方法を変化させ、これらの４つのステップをあらゆる順序で
実施しても良い。下で述べる写真平板パターン化およびレーザー誘導熱写真法（ＬＩＴＩ
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）パターン化などの多くの技術は、組成物のコーティング、硬化、またはパターン化から
選択される同時またはほぼ同時のステップを伴う。
【００２５】
基材は、ポリマーが接着するあらゆる適切な材料でも良い。有用な基材としては、ガラス
、セラミック、非加熱金属および非金属酸化物、粘土、ゼオライト、および有機ポリマー
などの無機固形物が挙げられる。好ましい基材は、光架橋剤と容易に反応するものである
。光架橋剤がアジド官能基を含有する場合、このような好ましい基材としては有機ポリマ
ーと、シロキサン変性ガラスをはじめとする表面処理ガラスとが挙げられる。
【００２６】
基材上の組成物のコーティングは、あらゆる適切な方法で達成されても良い。コーティン
グは１ｎｍ～５ｍｍの範囲の厚さを有しても良いが、好ましくは０．０５～１００μｍで
あり、最も好ましくは１～２０μｍである。
【００２７】
組成物は、溶剤の添加ありまたはなしで被覆されても良い。適切な方法としてはスピンコ
ーティング、スプレーコーティング、ナイフコーティング、浸漬またはローラーコーティ
ングが挙げられる。組成物は選択的に塗布されてパターン化された表面を提供しても良い
。このような方法としては、インクジェット印刷、オフセット、フレキソ印刷などの既知
の印刷方法が挙げられる。組成物が微小構造体中に存在しして、組成物のパターン化され
た配列を提供するように、組成物が微細構造化表面（例えばミクロンスケールの窪みまた
は溝を有する表面）上にナイフコーティングされても良い。
【００２８】
本発明の組成物は、電磁線、好ましくはＵＶ光、最も好ましくはＵＶ－Ａ光への曝露によ
って硬化されても良い。組成物は光への選択的曝露によって選択的に硬化されても良い。
選択的曝露方法としては、マスクまたはネガを通した曝露、あるいは光またはレーザー有
向ビームによる曝露が挙げられる。硬化しない組成物を次に例えば洗浄によって除去して
、パターン化されたコーティングを提供しても良い。組成物を次に光または熱硬化によっ
てさらに硬化しても良い。状況によっては、特にゲルがパターン化されない場合、または
機械的手段などの光パターン化以外の手段によってパターン化される場合、光硬化を熱硬
化で完全に置き換えても良い。
【００２９】
パターン化は、基材上での組成物の選択的コーティング、組成物の選択的硬化、または基
材からの組成物の選択的除去をはじめとする種々の手段によって達成されても良い。組成
物の選択的硬化によって、２μｍ未満の解像度に組成物が光パターン化されても良いこと
が本発明の利点である。典型的な徴群はサイズ１０００μｍ未満である。好ましくはパタ
ーン化されたコーティングは、サイズ２００μｍ未満、より好ましくは２０μｍ未満、そ
して最も好ましくは２μｍ未満の徴群を有する。上述のサイズ寸法は、被覆された徴群ま
たは被覆された徴群間の間隙の平面寸法である。
【００３０】
組成物は、米国特許番号第５，７２５，９８９号で述べられたようなレーザーアドレス可
能熱転写画像形成方法によって、基材上でパターン化されても良い。この方法では、担体
層、光熱変換層、およびパターン化される組成物を含む転移層を含む熱転写供与体要素が
構築される。供与体要素を受容体に接触させて画像に従って照射すると、メルトスティッ
ク転移過程が起きて、転移層含有組成物は受容体上に画像形成される。この発明の光架橋
性アズラクトン組成物は、このようなシステムの転移層内で使用できる。この光架橋性ア
ズラクトン組成物は、転移層への組み込み前、転移層への組み込み後、または受容体への
レーザーアドレス熱転写後に生体分子と反応できる。この発明のアズラクトン組成物は、
転移工程前または後に、熱または光化学的に架橋される。この方法は、受容体基材に結合
する個々のアズラクトン－生体分子のレーザーアドレス熱写真法に先だって、異なる生体
分子を本アズラクトン組成物を含む転移層上に予備パターンする機会を提供する。供与体
および受容体要素の位置合せが、転移ステップのいずれかまたは全ての間で自動装置によ
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り変更されて、転移層上での生体分子のパターン化とは異なる、受容体上の転移された要
素に関する所望の配列間隔およびサイズが構築されても良い。レーザーアドレス可能熱写
真法は、高解像度画像形成および高い位置合わせ精度を提供する。本発明の組成物の明確
な利点は、熱写真法の前または後に生体分子を結合し、転移後にサンプルを受容体に熱ま
たは光化学的に硬化する手段を提供する能力である。
【００３１】
ポリマーのアズラクトン官能基は、一級アミン、二級アミン、ヒドロキシ、およびチオー
ルを含む、生体分子上に存在する種々の付着官能基に結合しても良い。これらの基は、ア
ズラクトン官能基の残基と結合する生体分子の残基を生成する求核付加によって、適切な
触媒の存在下または不在下でアズラクトンと反応する。
【００３２】
典型的な反応経路は、
【化３】

（式中、Ｒ1はＨまたはＣＨ3であり、
Ｒ2およびＲ3は独立に１～１４個の炭素原子を有するアルキル基、３～１４個の炭素原子
を有するシクロアルキル基、５～１２個の環原子を有するアリール基、６～２６個の炭素
および０～３個のＳ、Ｎ、および非ペルオキシＯヘテロ原子を有するアレニル基であるこ
とができ、またはＲ2およびＲ3はそれらが結合する炭素と一緒に４～１２個の環原子を含
有する炭素環を形成することができ、
ｎは０または１の整数であり、
Ｘは－Ｏ－、－Ｓ－、－ＮＨ－、または－ＮＲ4－（式中、Ｒ4はＣ1～Ｃ20アルキル、Ｃ6

～Ｃ30アリール、またはＧへの第２の結合であることができる。）であり
ＨＸＧは付着する官能基ＨＸ－を有する生体分子であり、
ＸＧはポリマーに結合したままであるＨＸＧの残基である。）である。
【００３３】
生体分子の付着官能基によっては、効果的付着反応速度を達成するために触媒が必要なこ
ともある。一級アミン官能基は触媒を必要としない。トリフルオロ酢酸、エタンスルホン
酸、トルエンスルホン酸などの酸触媒は、ヒドロキシおよび二級アミン官能基に対して効
果的である。トリエチルアミン、１，８－ジアザビシクロ［５．４．０］ウンデク－７－
エン（ＤＢＵ）および１，５－ジアザビシクロ［４．３．０］ノン－５－エン（ＤＢＮ）
（どちらものウィスコンシン州ミルウォーキーのＡｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃ
ｏ．から入手できる）などのアミン塩基は、ヒドロキシおよびチオール付着官能基に対し
ても同様に効果的である。用いる触媒のレベルは、１００部のアズラクトンを基準にして
概して１～１０部、好ましくは１～５部である。本発明のアズラクトン官能基は、有利な
ことにポリペプチドおよびポリヌクレオチド配列末端に選択的に付着する。
【００３４】
生体分子をポリマーに付着するステップは、コーティング前または後、硬化の前または後
、パターン化の前または後に実施されても良い。
【００３５】
生体分子の付着後キャッピング群が添加されて、あらゆる未使用アズラクトン官能基を占
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有し、あらゆる好ましくない物質による後のゲル汚染を防止しても良い。キャッピング群
は好ましくはアズラクトンと容易に反応し、好ましくはゲルの所望の特徴を妨害しない。
好ましくはキャッピング基は水溶性で、そのためゲルの膨潤性を改善する。好ましいキャ
ッピング群は、一級アミンおよび水である。
【００３６】
膨潤性ゲルは基材の所定面積あたりより多量の生体分子と結合できることから、得られる
硬化したゲルは有利なことに膨潤性である。この面密度増大は標的部位の光学読み取りな
どの測定能力を改善し、より高度な小型化を可能にする。ゲルは有利なことに水に一晩浸
漬するとその乾燥容積の少なくとも２倍、好ましくはその乾燥容積の少なくとも３倍、よ
り好ましくは少なくとも４倍、そして最も好ましくはその乾燥容積の少なくとも５倍に膨
潤する。膨潤の程度は有利なことに、用いる光架橋剤の量を通じて制御できる。
【００３７】
この発明は、生体分子をテストプローブまたは参照基準として用いる分析装置において、
特に基材の狭い領域で種々の異なる生体分子を用いることが望ましい場合に有用である。
【００３８】
例えばマイクロチップ上でのＤＮＡ塩基配列決定操作の小型化は、速度およびコストにお
ける進歩を提供する。本発明のオリゴヌクレオチド含有ゲルパッドは、チップ表面にスポ
ットされた数千から数百万個程度のプローブを有する高密度ＤＮＡチップを作るのに使用
できる。ハイブリッド形成法による配列決定方法では、オリゴヌクレオチドプローブの完
全な配列（例えば可能な五量体１０２４個の全て、または可能な八量体６５，５３６個の
全て）が基材上にパターン化されて、配列決定されるＤＮＡサンプルを配列に特異的にハ
イブリッド形成させる。標的ＤＮＡ配列は、標的配列と共に完全な二重鎖を形成するオリ
ゴマーの重複セットの分析によって同定できる。このようなチップは、一例として多遺伝
子疾患の検出において要求されるような複数遺伝子変異の配列決定が必要な用途において
有用である。
【００３９】
低密度ＤＮＡチップは、概して３００個までのプローブを有することができ、特定の生物
または菌種の検出、または試験パネルが必要な診断用途に特に適している。低密度配列の
場合、本発明のオリゴヌクレオチド含有ゲルを例えば米国特許番号第５，６３２，９５７
号、および第５，６０５，６６２号で述べられるような、標的ＤＮＡハイブリッド形成法
の自由電界電気泳動制御のためにアドレスおよびプログラム可能電子マトリックスの役目
を果たす個別にアドレス可能な微小電極上で、パターン化することができる。ＤＮＡサン
プルは、１つの極小位置から次に電気泳動的に移動する。電子的切迫制御が使用されて、
各極小位置で捕捉プローブと一致するＤＮＡが保持される。
【００４０】
本発明の酵素含有ゲルパッドの極小配列を使用して、酵素阻害または活性化作用について
化合物をスクリーンできる。個々のゲルパッドは様々な用量の標的化合物に暴露され、各
ゲルパッド内の酵素活性の測定によって用量反応がモニターされる。
【００４１】
天然のまたは遺伝子操作された微生物を本発明の個々のゲルパッド上に固定化することも
できる。微生物の表面生体分子は、ゲルへの付着のための固着点の役目を果たす。化学的
刺激またはその他の環境条件に対する微生物の生物学的反応がモニターできる。代案とし
ては、このような微生物含有ゲルパッドは個々のバイオリアクターとして使用できる。
【００４２】
細胞の付着および成長（例えば成長因子またはコラーゲン）を促進する生物学的分子を含
有するゲルは、上述の方法および組成物を使用してパターン化できる。得られるパターン
化されたゲルを使用して、神経回路網、皮膚または血管などの二次元細胞構造を生成でき
る。
【００４３】
本発明の組成物は、担体免疫アッセイパネル、薬剤濫用パネル、酵素をベースとする電極
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およびオプトードにも使用できる。またゲルパッドの配列は、検出される微生物を含有す
る流体の規制量を吸い上げるのにも使用できる。成長栄養素および蛍光プローブをゲルパ
ッドに組み込むことができる。サンプル中の生存生物数は、蛍光反応を示すゲルパッド数
に相関できる。
【００４４】
この発明の目的および利点を以下の実施例によってさらに例証するが、これらの実施例で
述べる特定の材料およびそれらの量、並びにその他の条件と詳細は、この発明を不当に制
限するものではない。
【００４５】
実施例
特に断りのない限りあらゆる化学物質および試薬は、ウィスコンシン州ミルウォーキーの
Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．から入手され、または入手可能である。
【００４６】
実施例１：１：１ジメチルアクリルアミド：ビニルジメチルアズラクトン（ＤＭＡ：ＶＤ
Ｍ）共重合体の調製
２１０部のメチルエチルケトン（ＭＥＫ）中、７０部のジメチルアクリルアミド（ＤＭＡ
）および７０部の２－ビニル－４，４－ジメチル－２－オキサゾリン－５－オン（ビニル
ジメチルアズラクトン、ＶＤＭ、ニュージャージー州プリンストンのＳＮＰＥから市販さ
れる）の溶液を０．７部のＮ，Ｎ’－アゾビス（イソブチロニトリル）開始剤（ＡＩＢＮ
、バージニア州リッチモンドのＷａｋｏ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　ＵＳＡ，Ｉｎｃ．からＶ
ＡＺＯ６４TMとして市販される）と混合した。混合物を窒素で５分間スパージし、次にジ
ャーに入れて密封し、６０℃で２４時間ランドロメータ水浴中で混転した。得られた反応
混合物は、１２０℃で３時間サンプルを蒸発させると、重量的に４０．６％固形分を有す
ることが示された。
【００４７】
実施例２：２，６－ビス（４－アジドベンジリデン）－４－メチルシクロヘキサノン（Ｂ
ＡＭＣ）光架橋剤：ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）溶剤を使用した（ＤＭＡ：ＶＤＭ）
の平板印刷パターン化
５０：５０（ｗ／ｗ）ＤＭＡ：ＶＤＭ共重合体（実施例１で述べたようにして調製された
）は、メチルエチルケトン（ＭＥＫ）溶剤中４０％（ｗ／ｗ）溶液として調製された。Ｍ
ＥＫは真空デシケータ内で２４時間抽出された。乾燥した共重合体をジメチルホルムアミ
ド中で再溶解して４０％（ｗ／ｗ）溶液を作った。弱い照明条件（＜０．１フィート燭（
ｆｃ）、コネティカット州ウェストベリーのＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃｓ　Ｃｏｒｐ．からの
Ｓｐｅｃｔｒｏｌｉｎｅ　ＤＩＸ－５５５Ａ検出器を使用して５５５ｎｍで測定）下で、
２８ｍｇの濡れた２，６－ビス（４－アジドベンジリデン）－４－メチルシクロヘキサノ
ン（ＢＡＭＣ）（水３０％含有）を２３℃、およそ０．１ｍトルで真空デシケータ内で乾
燥し、次に２ｇのＤＭＡ：ＶＤＭ溶液を添加した。得られる混合物をスパチュラを使って
１．５ｃｍ×２．０ｃｍ×１ｍｍ厚さのポリ（メチルメタクリレート）シート（ＰＭＭＡ
、ＤＲＧ－１００、ペンシルベニア州フィラデルフィアのＡｔｏｈａａｓ　Ａｍｅｒｉｃ
ａｓ，Ｉｎｃ．）上に手で塗り広げた。離型剤として１％ドデシル硫酸ナトリウム水溶液
を使用して、溶融シリカ写真平板マスク（ＭＲＳ－３、マサチューセッツ州トップスフィ
ールドのＧｅｌｌｅｒ　Ｍｉｃｒｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）を浸
漬コーティングし、次に窒素ストリーム下で乾燥した。クロム酸塩パターンをＤＭＡ：Ｖ
ＤＭコーティングに接触させて、マスクを被覆されたＰＭＭＡシートに手で適用し、ラミ
ネートをＵＶ照射源（モデル：ＥＬＣ４００１，コネチカット州ダンベリーのＥｌｅｃｔ
ｒｏ－ｌｉｔｅ　Ｃｏｒｐ．１８ｍＷ／ｃｍ2の４００Ｗ水銀灯付き、コネティカット州
ウェストベリーのＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃｓ　Ｃｏｒｐ．からのＳｐｅｃｔｒｏｌｉｎｅ　
ＤＩＸ－３６５検出器により３６５ｎｍで測定）に３分間暴露した。弱い照明条件（上述
のように）下でマスクを除去し、暴露されないポリマーをＰＭＭＡから１００％イソプロ
ピルアルコールですすぎ落とした。得られた平板印刷でパターン化されたＤＭＡ：ＶＤＭ
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ヒドロゲルを窒素下で乾燥し、高解像度ゲル配列を提供した。２００倍での顕微鏡（ライ
カモデルＤＭＲＸ顕微鏡使用、ドイツ国ウェツラーのライカ）観察からは、２０μｍ×２
０μｍのゲルパッド、および５μｍ×２０μｍまでのゲルパッドが容易に製造されること
が示された。図１を参照されたい。
【００４８】
同様にして上述のＭＲＳ－３マスクを使用して、２μｍ未満の解像度を有するパターンを
提供し、ＰＭＭＡ上にヒドロゲルパターンを得た。拡大率１０００倍の顕微鏡写真（ライ
カモデルＤＭＲＸ顕微鏡を使用して撮影、ドイツ国ウェツラーのライカ）からは、アズラ
クトンヒドロゲルが、平板印刷で２μｍよりも良い解像度でパターン化できることが示さ
れた。図２を参照されたい。
【００４９】
実施例３：ＢＡＭＣ光架橋剤：ＭＥＫ／酢酸ブチル溶剤混合物を使用したＤＭＡ：ＶＤＭ
の平板印刷パターン化
５０：５０のＤＭＡ：ＶＤＭ共重合体のＭＥＫ中４０％（ｗ／ｗ）溶液（実施例１で述べ
たようにして調製された）を等量のＢＡＭＣの酢酸ブチル中２．８６％（ｗ／ｗ）溶液（
３０％水性懸濁液）と混合した。光レジストスピナー（モデル１－ＥＣ１０１Ｄ－Ｒ４３
５、テキサス州ガーランドのＨｅａｄｗａｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｃ．）上で、得ら
れる混合物の酢酸ブチル溶液を１．５ｃｍ×２．０ｃｍ×１ｍｍのＰＭＭＡシートに４，
５００ｒｐｍでスピン被覆した。コーティングを２３℃、およそ０．１ｍトルで真空デシ
ケータ内で１時間乾燥させた。顕微鏡で示されるように、実施例２で述べたような平板印
刷方法によって、実施例２に示すのと実質的に同一の解像度を有するゲルパターンを提供
した。
【００５０】
これらのゲルを加水分解させ水中で一晩膨潤させた。ゲルは約５００％膨潤し、３０日の
期間中顕著に形状を変えなかった。顕著なことに膨潤ゲルはＰＭＭＡ担体に結合したまま
であった。
【００５１】
光架橋された組成物の反応性を実証するために、第２のサンプルを調製して次のように処
理した。蛍光フルオレセインレポータープローブ（５’－ＦＩＴＣ－Ｔ8－３’－ＮＨ2、
カリフォルニア州サンフランシスコのＧｅｎｅｍｅｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、ＦＩＴＣ＝
イソチオシアン酸フルオレセイン）を含有する５４ｎＭのアミン末端オリゴヌクレオチド
八量体を２０μＬの炭酸重炭酸塩緩衝液（０．０５Ｍ、ｐＨ９．２）に溶解した。ＥＦＤ
３２ゲージのフラットチップ針（ロードアイランド州Ｅ．プロビデンスのＥＦＤ　Ｃｏｒ
ｐ．）を使用して、オリゴヌクレオチド溶液を光硬化したＤＭＡ：ＶＤＭコーティング上
にスポットした。サンプルをＤＩ水での洗浄前に密閉した加湿容器内に室温で２時間入れ
て、ＤＩ水中に１０時間定温放置した。アミンとアズラクトン官能基との反応を通じた、
オリゴヌクレオチドと光架橋されたゲルとの共有結合を示すＦＩＴＣレポーターを検出す
る蛍光分析顕微鏡（ライカ）を使用して、明るい蛍光スポットが観察された。
【００５２】
対照サンプルでは、硬化したＤＭＡ：ＶＤＭコーティングをＤＩ水中で１時間定温放置し
てアズラクトン環を加水分解し、次に窒素ストリーム中で乾燥した後に、アミン末端オリ
ゴヌクレオチド溶液をスポットして加湿容器内に２時間定温放置した。サンプルをＤＩ水
で洗浄し、蛍光顕微鏡の下で調べた。同一検出ゲインの下で、蛍光スポットは観察されな
かった。
【００５３】
これらの結果は、（１）反応性アズラクトン官能性が光架橋ステップ中に保存される、（
２）アミン末端オリゴヌクレオチドの共有結合は、これらの無処置のアズラクトン環との
反応を通じて迅速に進行する、そして（３）キャッピング反応（残留アズラクトンのカル
ボキシレートへの転換）が完結するとオリゴヌクレオチドの非特異的結合は起きないこと
の補強証拠を提供する。
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【００５４】
実施例４：４－（ｐ－アジドサリチアミド）ブチルアミン（ＡＳＢＡ）を使用したＤＭＡ
：ＶＤＭ平板印刷パターン化
弱い照明条件（上述のように）下で、２５ｍｇの４－（ｐ－アジドサリチアミド）ブチル
アミン（ＡＳＢＡ、イリノイ州ロックフォードのＰｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ
．から市販される）および１０ｍｇの１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）
カルボジイミド助触媒（ＥＤＣ、ＨＣｌ塩、イリノイ州ロックフォードのＰｉｅｒｃｅ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）を０．５ｍｌの９５：５（ｖ／ｖ）イソプロパノール：水に
溶解した。この溶液および１滴の１Ｎ　ＨＣｌ水溶液を５０：５０のＤＭＡ：ＶＤＭ共重
合体（実施例１）のＭＥＫ中４０％（ｗ／ｗ）溶液１ｍＬに添加した。ＡＳＢＡのブチル
アミン部分をアズラクトン官能基に、室温で２時間にわたり熱カップリングさせた。得ら
れる混合物のＭＥＫ溶液をＰＭＭＡ基材にスピンコーティングし、真空デシケータ内で１
５分間乾燥させた。ＭＲＳ－３マスクを３分間使用して、サンプルを３６５ｎｍでの測定
で１８ｍＷ／ｃｍ2（Ｓｐｅｃｔｒｏｌｉｎｅ　ＤＩＸ－３６５検出器、コネティカット
州ウェストベリーのＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃｓ　Ｃｏｒｐ．）のＵＶ照射に平板印刷で暴露
し、結合ＡＳＢＡのアジド部分を通じて光架橋した。マスクを除去し、サンプルを純性イ
ソプロピルアルコールで十分に洗浄した。ライカモデルＤＭＲＸ顕微鏡を使用して、実施
例２と比較できる解像度を有するゲルパターンが顕微鏡で観察された。この二重硬化アプ
ローチにより、ビス－アジド架橋剤に比べて架橋の効率が上がる。
【００５５】
実施例５：ＵＶ硬化性アクリレート接着剤を使用したＤＭＡ：ＶＤＭの平板印刷パターン
化
この実施例は、アズラクトンポリマーとＵＶ硬化性ポリマーとの混合物を使用して、アズ
ラクトン官能基のあるゲルが平板印刷でパターン化できることを実証する。このアプロー
チの利点は、ＵＶ硬化性ポリマーおよびアズラクトンポリマーを異なる割合で混合するこ
とにより、アズラクトン濃度が変えられることである。
【００５６】
５０：５０ＤＭＡ：ＶＤＭ共重合体（実施例１）のＭＥＫ中４０％（ｗ／ｗ）溶液を１：
１～１：３０ｖ／ｖ比の異なる量でＵＶ硬化性アクリレート接着剤（クラスＶＩ医療等級
接着剤、モデル４Ｍ０１、コネチカット州ダンベリーのＥｌｅｃｔｒｏ－ｌｉｔｅ　Ｃｏ
ｒｐ．）と混合した。混合物をＰＭＭＡの上に手で塗り広げた。実施例２で述べたような
平板印刷の手順に従い、５分間ＵＶ曝露した。アクリレート接着剤５部：アズラクトン共
重合体２部のｖ／ｖ比で、ゲル配列上に実施例２と比較できる解像度が得られた。
【００５７】
実施例６：ＢＡＭＣ光架橋剤を使用したＤＭＡ：ＶＤＭのレーザー誘導熱写真法（ＬＩＴ
Ｉ）
レーザー誘導熱写真法（ＬＩＴＩ）供与体シートは、アズラクトンヒドロゲル層、ポリア
クリレート中間層、およびポリエチレンテレフタレート基材上のカーボンブラック光熱変
換層から成る。これらの供与体シートは次のようにして調製した。
【００５８】
光熱変換層は、Ｙａｓｕｉ　Ｓｅｉｋｉ　Ｌａｂ　Ｃｏａｔｅｒ、モデルＣＡＧ－１５０
（インディアナ州ブルーミントンのＹａｓｕｉ　Ｓｅｉｋｉ　Ｃｏ．）で直線インチあた
り９０らせんセルの極小グラビアロールを使用して、放射線硬化性樹脂中のカーボンブラ
ック水性懸濁液を４ミルＰＥＴ基材上に塗布して調製された。コーティング組成物は、１
部のトリメチロールプロパントリアクリレート（ＳａｒｔｏｍｅｒTMＳＲ３５１ＨＰ、ペ
ンシルベニア州エクストンのＳａｒｔｏｍｅｒ　Ｃｏ．Ｉｎｃ．）、１．１５部の３Ｍ　
Ｍａｔｃｈｐｒｉｎｔ　Ｎｅｇａｔｉｖｅ　Ｂｌａｃｋ　Ｍｉｌｌｂａｓｅ（ミネソタ州
セントポールの３Ｍ　Ｃｏ．）、および５％の２－ヒドロキシ－２，２－ジメチルアセト
フェノン光開始剤（ＤａｒｏｃｕｒTM１１７３、ニューヨーク州タリータウンのＣｉｂａ
　Ｓｐｅｃｉａｌｔｙ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｃｏ．）であった。コーティングを引き続
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いてコーター上でインライン乾燥してＵＶ硬化した。被覆されたフィルムの透過吸光度（
ＴＯＤ＝－ｌｏｇＴ、式中Ｔは測定された部分透過率）は、１０６０ｎｍで２．３５であ
った。
【００５９】
ポリアクリレート中間層は、１３０ｇのトリメチロールプロパントリアクリレート（Ｓａ
ｒｔｏｍｅｒTMＳＲ３５１ＨＰ）、１３０ｇの３：１混合物（２５％固形分ｗ／ｗ／）お
よびポリビニルブチラール（ＢｕｔｖａｒTMＢ９８、ミズーリ州セントルイスのＭｏｎｓ
ａｎｔｏ　Ｃｏ．）、２２１ｇの１－メチル－２－プロパノール、３３１．５ｇのメチル
エチルケトン中の８．１３ｇのＤａｒｏｃｕｒTM１１７３の２０％固形分溶液として調製
され、それは次に１．０～１．２μｍの厚さで光熱変換層上に被覆され、Ｒａｄｉａｔｉ
ｏｎ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（イリノイ州プレーンフィールド）ＵＶ
　ＰｒｏｃｅｓｓｏｒモデルＮｏ．ＱＣ１２０２ＡＮ３ＴＲ（中圧ＵＶ灯、総曝露量約１
００ｍＪ／ｃｍ2、Ｎ2雰囲気）内での曝露を通じて化学線により硬化されて、中間層が生
成した。
【００６０】
６０：４０（ｗ／ｗ）ＤＭＡ／ＶＤＭ共重合体（５６部のＤＭＡおよび８４部のＶＤＭを
使用して実施例１に述べられたようにして調製した）固形物の４０％（ｗ／ｗ）溶液は、
シクロヘキサノン中で実施例２で述べられたようにして調製された。ＢＡＭＣ架橋剤の３
０％水性懸濁液２８ｍｇを乾燥して得られる残滓を２ｍＬのポリマー－シクロヘキサノン
溶液に溶かして、得られる混合物を弱い照明条件下、目標コーティング厚５μｍで中間層
に手で塗り広げ、ＬＩＴＩ供与体基材を完成した。
【００６１】
材料をＬＩＴＩによってガラス受容体シートに移した。ＬＩＴＩ装置は、連続波（ｃｗ）
モードで操作されるＹＡＧレーザー（フロリダ州オーランドのＣｏｎｔｒｏｌ　Ｌａｓｅ
ｒ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎからのモデル２６００）を使用した。ｃｗ出力ビームは、ど
ちらもカリフォルニア州スプリングフィールドのＩｓｏｍｅｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ
から入手できるモデル２３１Ａ　ｒｆ駆動装置によって駆動されるモデル１２０１Ｅ－２
音響光学的モジュレータ（ＡＯＭ）上に入射した。ＡＯＭによって一次回折されたＹＡＧ
レーザービームの構成成分は、アパチャによって選択され、３要素２．５インチ焦点距離
対物レンズにより１００μｍ径の点に集束された。ガラス受容体と接触するＬＩＴＩ供与
体シートをペンシルベニア州ピッツバーグのＡｅｒｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．からのモデル番
号ＡＴＳ５００３０　ｘｙ平行移動台上の対物レンズの焦点に置いた。ＡＯＭのためのｒ
ｆ駆動装置は、カリフォルニア州サンタクララのＨｅｗｌｅｔｔ－Ｐａｃｋａｒｄからの
モデル８１１６Ａ官能基発生装置によって、ゲートオンおよびオフされた。このようにし
てＬＩＴＩ供与体シート／受容体の組み合わせの異なる領域が、レーザービーム中に移動
され、レーザービームがオンおよびオフになって、０．１～１００ミリ秒範囲のパルス幅
で光学的パルスを生成した。供与体シートによるこれらのレーザーパルスの吸収の結果、
上述のＤＭＡ／ＶＤＭ共重合体層の急速な加熱と、共重合体のガラス受容体への熱転写が
起きた。
【００６２】
熱転写実験は、オレゴン州ポートランドのＭｏｌｅｃｔｒｏｎ　Ｄｅｔｅｃｔｏｒ，Ｉｎ
ｃ．からのモデルＪ３－０９検出器による測定で、ＬＩＴＩサンプルにおいて０．１２８
Ｗの値に設定されたレーザー出力で実施された。これらの実験では、光学的パルス幅は２
～７ミリ秒の間で変化した。共重合体がＢＡＭＣ架橋剤を含有しない供与体シートでは、
レーザービームに暴露しない領域でいくらかの共重合体転移があることが分かった。供与
体シートからの残留シクロヘキサノンの除去によってこの転移は低下したが、完全に除外
することはできなかった。架橋した共重合体材料は、いかなるブロック傾向も示さなかっ
た。ライカモデルＤＭＲＸ顕微鏡を使用した１００倍の顕微鏡観察で見られたように、６
～７ミリ秒のパルス幅で、５０μｍ径４μｍ厚のゲルパッドを架橋された供与体シートか
ら製造することが可能であった。図３を参照されたい。
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【００６３】
実施例７：ＢＡＭＣ光架橋剤を使用したＤＭＡ：ＶＤＭに結合した酵素のレーザー誘導熱
写真法（ＬＩＴＩ）
以下の変更を加えて実施例６に述べたようにして、レーザー誘導熱写真法（ＬＩＴＩ）供
与体シートを調製した。β－Ｄ－グルコシダーゼ酵素の５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液
（ｐＨ７．６）中１ｍｇ／ｍＬの溶液により、様々な位置でアズラクトンヒドロゲルコー
ティングを処理して乾燥させた。これにより酵素上の反応性ペンダント基とヒドロゲル組
成物のアズラクトン官能基との反応を通じて、酵素と供与体シート構造体のアズラクトン
転移層との共有結合が提供された。
【００６４】
実施例６で述べたのと類似の方法を使用し、ＬＩＴＩによって酵素含浸アズラクトンをＰ
ＶｄＣ（ポリ塩化ビニリデン）下塗ＰＥＴ受容体シートに転移した。この場合、１００μ
ｍ幅ストライプを受容体上に画像形成し、引き続いて架橋した。いくつかのストライプは
、酵素が塗布された供与体シートの領域に対応した。いくつかのストライプは、酵素が塗
布されない対照領域に対応した。全てのストタイプに、β－Ｄ－グルコシダーゼ酵素によ
る酵素的切断の結果として蛍光を発する指示薬（４メチル－ウンベリフェリル－β－Ｄ－
グルコシド）の０．０５ｍＭ溶液を接種した。ライカ蛍光分析顕微鏡を使用して、酵素含
浸ストライプで明るい青の蛍光が観察された一方、対照ストライプは蛍光を示さなかった
。これらの結果はヒドロゲル組成物への共有結合、組成物のＬＩＴＩ転移、および組成物
の架橋後、酵素活性が保持されることを示した。
【００６５】
この発明の精神と範囲を逸脱することなくこの発明の様々な変更と修正が可能であること
は、当業者には明らかであり、この発明は上で述べた例証を意図する実施態様により不当
に制限されないものとする。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、本発明によるヒドロゲルパッドを拡大率２００倍で撮影した顕微鏡写
真である。棒線は１００μｍを表す。
【図２】　図２は、本発明によるヒドロゲルパターンを拡大率１０００倍で撮影した顕微
鏡写真である。棒線は４０μｍを表す。
【図３】　図３は、本発明によるヒドロゲルパッドを拡大率１００倍で撮影した顕微鏡写
真である。中心と中心の間隔は２００μｍである。
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