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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　基板と、
　１平方ミリメートル当たり五百ウェルを超える密度を有する前記基板上に形成された複
数の不連続な部位と、を備え、各不連続な部位が、
　ウェルを形成するように前記基板上に配置された側壁であって、前記側壁が上に膜が形
成されるように硬く平坦な上面を有し、前記膜が前記ウェル全体にまたがり、前記ウェル
を封止するものであり、前記膜がナノ気孔を含むものである、および、
　前記ウェルの底部に配置される電極であって、前記ウェルの前記底部に配置される前記
電極が、電極の複数の群に整理され、電極の各群が、共通対電極を共有するものである、
を含む、バイオチップ。
【請求項２】
　前記ウェルの前記底部に配置される前記電極が、その信号のほとんどを前記電極に最も
近いナノ気孔または膜から導出する、請求項１に記載の前記バイオチップ。
【請求項３】
　前記側壁の表面が、前記表面が前記ウェル内のまたは前記ウェルに隣接する膜の形成を
促進するように、シリル化される、請求項１または２に記載の前記バイオチップ。
【請求項４】
　前記側壁の表面が、前記表面が前記ウェル内のまたは前記ウェルに隣接する疎水性膜の
前記形成を促進するように、疎水性である、請求項１に記載の前記バイオチップ。
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【請求項５】
　前記ウェル内のまたは前記ウェルに隣接する膜の前記形成を促進することが、
　前記膜の前記疎水性表面への接着を促進することを含む、請求項４に記載の前記バイオ
チップ。
【請求項６】
　前記側壁の表面が、前記側壁を有機官能性アルコキシシラン分子の層で被覆することに
よってシリル化される、請求項１～３のいずれか１項に記載の前記バイオチップ。
【請求項７】
　前記分子の層が、１分子の厚さである、請求項６に記載の前記バイオチップ。
【請求項８】
　前記基板が、基板上に配置される二酸化ケイ素の層を有する半導体基板であり、前記ウ
ェルが、二酸化ケイ素中に形成される、請求項１～７のいずれか１項に記載の前記バイオ
チップ。
【請求項９】
　前記電極が、実体がナノ気孔を通過するのに応答してナノ気孔を通るイオンの流れの変
化を検出することができるものであり、前記ウェルが、電極を再充電することなく少なく
とも１００個の実体を電極が検出できるように、好適に大きい体積を有するものであり、
および、前記電極が、ナノ気孔を通るイオンの流れからのその信号の少なくとも８０％を
検出するものである、請求項１～８のいずれか１項に記載の前記バイオチップ。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
相互参照
　本出願は、２０１３年１０月２３日出願の「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｆｏｒｍｉｎｇ
　Ｌｉｐｉｄ　Ｂｉｌａｙｅｒｓ　ｏｎ　Ｂｉｏｃｈｉｐｓ」と題される米国仮特許出願
第６１／８９４，６６１号の利益を主張するものであり、その全体が参照により本明細書
に組み込まれる。
【０００２】
　バイオチップは、核酸分子の配列決定を含む、様々な種類の分子検出及び検知のために
使用することができる。核酸配列決定は、核酸試料の配列情報を提供するために使用され
得るプロセスである。このような配列情報は、対象の診断及び／または治療に有用であり
得る。例えば、対象の核酸配列は、遺伝疾患を特定する、診断する、及び可能性としては
遺伝疾患に対する治療を開発するために使用することができる。別の例として、病原体の
研究は、伝染病に対する治療をもたらし得る。
【０００３】
　核酸を配列決定するために使用され得る利用可能な方法が存在する。しかしながら、そ
のような方法は高価であり、対象を診断及び／または治療するために必要とされ得る期間
内及び正確さで配列情報を提供しない場合がある。
【発明の概要】
【０００４】
　ナノ気孔は、核酸分子等の配列決定ポリマーを含むが、これに限定されない様々な分子
を検出するために使用することができる。改善されたバイオチップ及びバイオチップ（例
えば、ナノ気孔を含む）を作製するための方法に対する必要性が本明細書において認識さ
れる。いくつかの場合では、従来の半導体処理技法は、バイオチップとして使用するため
のケイ素装置の製造には不十分である。例えば、例えば、イオンを含む水溶液等の高度腐
食環境に耐え得る（例えば、高度腐食環境と接触しながら、または接触した後に動作可能
である）バイオチップを製造することができる方法が提供される。別の態様では、本明細
書に記載される方法は、有機膜（例えば、脂質二重層）の形成を促すバイオチップ表面を
創出する。別の態様では、本方法は、バイオチップ内のイオン電流の電気測定を実施する
ために必要とされる電気化学電極を提供する。
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【０００５】
　とりわけ、本明細書に記載される方法に従って製造されるバイオチップは、核酸分子特
定及びポリマー（例えば、核酸）配列決定のために使用することができる。いくつかの事
例では、ポリマーは、ナノ気孔を通過し、ポリマーの様々なサブユニット（例えば、核酸
のアデニン（Ａ）、シトシン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）、チミン（Ｔ）、及び／またはウラ
シル（Ｕ）塩基）は、ナノ気孔を通って流れる電流に影響する。本明細書に記載されるよ
うに、様々なサブユニットは、ナノ気孔及び／または膜を横断して印加される複数の電圧
での電流を測定することによって特定することができる。いくつかの場合では、標識され
たヌクレオチドの重合は、標識分子をナノ気孔に放出及び／または提示し、この標識分子
を、ナノ気孔及び／または膜を横断して印加される複数の電圧での電流を測定することに
よって特定することができる。
【０００６】
　一態様では、本開示は、（ａ）複数の検知電極と流体連通している流体流路を含むチッ
プを提供することと、（ｂ）脂質溶液を流体流路中に流入することと、（ｃ）少なくとも
１つの気泡を流体流路上に流入して、それにより、検知電極に隣接して脂質二重層を形成
することと、を含み、気泡は複数の検知電極にまたがり、気泡は、少なくとも約１秒間に
わたって検知電極に隣接する、ナノ気孔検知装置で使用するための脂質二重層を形成する
ための方法を提供する。いくつかの実施形態では、気泡は、約１ミリ秒間～約５分間にわ
たって検知電極に隣接する。
【０００７】
　いくつかの実施形態では、気泡は、少なくとも約３０秒間にわたって検知電極に隣接す
る。いくつかの実施形態では、気泡は、最大でも約５分間にわたって検知電極に隣接する
。いくつかの実施形態では、脂質二重層は、検知電極の少なくとも５０％にわたって形成
される。いくつかの実施形態では、脂質二重層は、検知電極の少なくとも７０％にわたっ
て形成される。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、本方法は、ナノ気孔を検知電極の各々に隣接する脂質二重層
内に挿入することを更に含む。いくつかの実施形態では、チップは、ウェルを含み、検知
電極は、ウェル内にある。
【０００９】
　別の態様では、本開示は、（ａ）複数の検知電極と流体連通している流体流路を含むチ
ップを提供することと、（ｂ）気泡が複数の検知電極にまたがるように、少なくとも１つ
の気泡を流体流路中に、かつ複数の検知電極に隣接して流入することと、（ｃ）気泡の周
辺部を脂質に接触させ、脂質が気泡の下及び流体流路の上に拡散し、それにより検知電極
に隣接して脂質二重層を形成することと、を含む、ナノ気孔検知装置で使用するための脂
質二重層を形成するための方法を提供する。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、気泡は、少なくとも約３０秒間にわたって脂質と接触させら
れる。いくつかの実施形態では、気泡は、約５ミリ秒～約５分間にわたって脂質と接触さ
せられる。いくつかの実施形態では、脂質二重層は、検知電極の少なくとも７０％にわた
って形成される。いくつかの実施形態では、本方法は、ナノ気孔を検知電極の各々に隣接
する脂質二重層内に挿入することを更に含む。いくつかの実施形態では、ナノ気孔は、マ
イコバクテリウム・スメグマチスポリンＡ（ＭｓｐＡ）、α溶血素、マイコバクテリウム
・スメグマチスポリンＡ（ＭｓｐＡ）もしくはα溶血素のうちの少なくとも１つと少なく
とも７０％の相同性を有する任意のタンパク質、またはそれらの任意の組み合わせである
。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、ナノ気孔を挿入することは、電気刺激を、該電極を通して適
用して、該脂質二重層内の該ナノ気孔の挿入を促進することを含む。いくつかの実施形態
では、該脂質二重層は、約１ＧΩを超える抵抗を呈する。
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【００１２】
　いくつかの実施形態では、該脂質二重層及び該ナノ気孔タンパク質はともに、約１ＧΩ
以下の抵抗を呈する。いくつかの実施形態では、該脂質は、有機溶媒を含む。いくつかの
実施形態では、該気泡は、蒸気気泡である。いくつかの実施形態では、チップは、ウェル
を含み、検知電極は、ウェル内にある。
【００１３】
　いくつかの実施形態では、該脂質は、ジフィタノイル－ホスファチジルコリン（ＤＰｈ
ＰＣ）、１，２－ジフィタノイル－ｓｎ－グリセロ－３ホスホコリン、１，２－ジ－Ｏ－
フィタニル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤｏＰｈＰＣ）、パルミトイル－オレ
オイル－ホスファチジル－コリン（ＰＯＰＣ）、ジオレオイル－ホスファチジル－メチル
エステル（ＤＯＰＭＥ）、ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）、ホスファ
チジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファチジ
ン酸、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルグリセロール、スフィンゴミエリン
、１，２－ジ－Ｏ－フィタニル－ｓｎ－グリセロール；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－
グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－
３５０］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ
－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－５５０］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－
グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－
７５０］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ
－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－１０００］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ
－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）
－２０００］；１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－
Ｎ－ラクトシル；ＧＭ１ガングリオシド、リゾホスファチジルコリン（ＬＰＣ）、または
それらの任意の組み合わせからなる群から選択される。
【００１４】
　別の態様では、本開示は、（ａ）複数の検知電極と流体連通している流体流路を含むチ
ップであって、該検知電極の各々が核酸取り込み事象時にイオン電流を検出するように構
成される、チップと、（ｂ）該チップに連結される制御システムであって、（ｉ）脂質溶
液を流体流路中に流入する、（ｉｉ）少なくとも１つの気泡を流体流路中に、かつ少なく
とも約１秒間の期間にわたって検知電極に隣接して流入する、ようにプログラムされる、
制御システムと、を備え、気泡が複数の検知電極にまたがり、気泡の流体流路中への流れ
が検知電極に隣接して脂質二重層を形成する、ナノ気孔検知システムを提供する。いくつ
かの実施形態では、気泡は、約５ミリ秒間～約５分間の期間にわたって検知電極に隣接す
る。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、チップは、ウェルを含み、検知電極は、ウェル内にある。い
くつかの実施形態では、制御システムは、該チップの外側にある。いくつかの実施形態で
は、制御システムは、コンピュータプロセッサを備える。いくつかの実施形態では、本方
法は、該制御システム及び該チップに動作可能に連結される流体流動システムを更に備え
、該流体流動システムは、該脂質溶液及び該気泡の流れを方向付けるように構成される。
【００１６】
　基板と、１平方ミリメートル当たり５００ウェルを超える密度を有する基板上に形成さ
れる複数の不連続な部位と、を備え、各不連続な部位が、ウェルを形成するように基板上
に配置される側壁と、ウェルの底部に配置される電極と、を含む、バイオチップが本明細
書に開示される。１つの実施形態では、ウェルは、ウェル間のクロストークを低下させる
ように形成される。いくつかの実施形態では、ウェルの底部に配置される電極は、その信
号のほとんどを電極に最も近いナノ気孔または膜から導出する。いくつかの実施形態では
、ウェルの底部に配置される電極は、電極の複数の群に整理される。いくつかの実施形態
では、電極の各群は、共通対電極を共有する。いくつかの実施形態では、ウェルの底部に
配置される電極は、専用の対電極を有する。いくつかの実施形態では、側壁の表面は、表
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面がウェル内のまたはウェルに隣接する膜の形成を促進するように、シリル化される。更
なる実施形態では、側壁の表面は、表面がウェル内のまたはウェルに隣接する疎水性膜の
形成を促進するように、疎水性である。追加の実施形態では、ウェル内のまたはウェルに
隣接する膜の形成を促進することは、膜のシリル化された表面への接着を促進することを
含む。いくつかの実施形態では、側壁の表面は、側壁を有機官能性アルコキシシラン分子
の層で被覆することによってシリル化される。更なる実施形態では、分子の層は、１分子
の厚さである。
【００１７】
　本開示の更なる態様及び利点は、本開示の例示的実施形態のみが示され、記載される、
以下の詳細な説明から当業者には容易に明らかになるだろう。理解されるように、本開示
は、他の及び異なる実施形態が可能であり、そのいくつかの詳細は、種々の明らかな点で
修正が可能であり、全ては、本開示から逸脱しない。したがって、図面及び説明は、本質
的に例示として見なされるべきであり、制限として見なされない。
【００１８】
参照による組み込み
　本明細書に記載される全ての刊行物、特許、及び特許出願は、各個別の刊行物、特許、
または特許出願が、明確かつ個別に参照により組み込まれることが示されているのと同程
度に、参照により本明細書に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
　本発明の新規の特徴は、添付の特許請求の範囲において詳細に記載される。本発明の原
理が利用される例示的実施形態を示す以下の詳細な説明、及び次の添付図面を参照するこ
とによって、本発明の特徴及び利点をより良く理解することができるだろう。
【００２０】
【図１】気孔式電子センサを示す。
【図２】ナノ気孔バイオチップを示す。
【図３】容器が対電極の役割を兼ねる電極アレイを示す。
【図４】共通対電極を有する電極アレイを示す。
【図５】センサのストリップが共通対電極を共有する電極アレイを示す。
【図６】各電極が個々の対電極を有する電極アレイを示す。
【図７】共通電解質プールを共有するセンサウェルの列の一例を示す。
【図８】半導体基板の一例を示す。
【図９】半導体基板上に堆積された二酸化ケイ素の層を示す。
【図１０】二酸化ケイ素層上に堆積されたフォトレジストを示す。
【図１１】ウェルの区域を画定するために放射線に曝露されるフォトレジストの区域を示
す。
【図１２】二酸化ケイ素の一部分がドライエッチング手順によって除去されていることを
示す。
【図１３】ウェルを創出するために更なる二酸化ケイ素がウェットエッチング手順によっ
て除去されていることを示す。
【図１４】チタン接着層の堆積を示す。
【図１５】白金保護層を伴う、または交互に白金が電極としての役割を果たす、窒化チタ
ン保護層の堆積を示す。
【図１６】銀電極材料の堆積を示す。
【図１７】フォトレジスト及びその上に配置される材料の剥離を示す。
【図１８】二酸化ケイ素のシリル化を示す。
【図１９】ゲルによるウェルの充填を示す。
【図２０】ウェル上のナノ気孔を有する膜の創出を示す。
【図２１】銀電極がウェルの側壁上に達するバイオチップを示す。
【図２２】複数の電極に隣接して保持される大気泡を示す。
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【図２３】プライミングされたセンサチップの１つ以上の流路上の電極にわたって脂質層
を形成するための方法の一例を示す。
【図２４】半導体センサチップの一例を示す。
【図２５Ａ】例となるフローセル構造を示す。
【図２５Ｂ】例となるフローセル構造を示す。
【図２５Ｃ】例となるフローセル構造を示す。
【図２６】パッケージ化されたチップの一例を示す。
【図２７】ポンプを用いる自動化された二重層形成及び破裂の一例を示す。
【図２８】自動チップ設定のためのフローチャートである。この試験は、チップ上のセル
の大半が許容可能であることを確認するものである。不十分な数のセル（操作者によって
決定される）が試験を通過する場合、全てのチップが不合格となるだろう。
【図２９】二重層形成のための自動ポンプのフローチャートである。
【図３０】センサチップのウェル上の様々な溶液及び／または気泡の流れの例示である。
流れの方向は、図の右下角のブロック矢印で示される。この図では、イオン溶液を表す第
１の長方形（３００１、芝生様の模様の長方形）は、既にウェル（３０１０）上を流れて
おり、脂質溶液（３０１５、斜交平行陰影の長方形）はチップ上にあり（及びこの描写で
はウェルの全てを被覆する）、イオン溶液並びに気泡を表す第２及び第３の長方形（３０
０５、中空の長方形）は、チップ上をまだ流れていない。長方形の大きさは、流体の量ま
たは気泡の大きさを表すものではない。イオン溶液－気泡－イオン溶液の並びは、二重層
の被覆率を増加させるために、非二重層の被覆率、例えば、ウェル上の脂質の多重層の積
み重なりを減少させるために、及び／または破裂試験後に二重層を再構築するために、数
回繰り返されてもよい。いったん本明細書に記載される方法が実施されると、ウェルの界
面（３０２０）（図示される）または実質的に平坦な電極（図示されない）において脂質
二重層が形成するだろう。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明の様々な実施形態が本明細書に図示されかつ記載されたが、そのような実施形態
は、例として提供されるにすぎないことが当業者には明らかである。当業者には、本発明
から逸脱することなく多数の変形例、変更例、及び置換例が想到され得る。本明細書に記
載される本発明の実施形態に対する様々な代替案が用いられてもよいことを理解されたい
。
【００２２】
　本明細書に使用する場合、「ナノ気孔」という用語は、概して、膜内に形成される、あ
るいは提供される気孔、チャネル、または通路を指す。膜は、脂質二重層等の有機膜また
はポリマー材料で形成される膜等の合成膜であってもよい。膜は、ポリマー材料であって
もよい。ナノ気孔は、検知回路、または例えば、相補型金属酸化物半導体（ＣＭＯＳ）も
しくは電界効果トランジスタ（ＦＥＴ）回路等の検知回路に連結される電極に隣接または
近接して配置され得る。いくつかの例では、ナノ気孔は、約０．１ナノメートル（ｎｍ）
～約１０００ｎｍの特徴的な幅または直径を有する。いくつかのナノ気孔は、タンパク質
である。α溶血素は、タンパク質ナノ気孔の一例である。
【００２３】
　本明細書に使用する場合、「ポリメラーゼ」という用語は、概して、重合反応を触媒す
ることができる任意の酵素を指す。ポリメラーゼの例には、限定することなく、核酸ポリ
メラーゼまたはリガーゼが挙げられる。ポリメラーゼは、重合酵素であってもよい。
【００２４】
　本明細書に使用する場合、「核酸」という用語は、概して、１つ以上の核酸サブユニッ
トを含む分子を指す。核酸は、アデノシン（Ａ）、シトシン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）、チ
ミン（Ｔ）、及びウラシル（Ｕ）またはそれらの変異形から選択される１つ以上のサブユ
ニットを含み得る。ヌクレオチドは、Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ、もしくはＵ、またはそれらの変異
形を含み得る。ヌクレオチドは、成長する核酸鎖に組み込まれ得る任意のサブユニットを
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含み得る。そのようなサブユニットは、Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ、もしくはＵ、あるいは１つ以上
の相補的Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ、もしくはＵ、またはプリン（すなわち、ＡもしくはＧ、または
それらの変異形）もしくはピリミジン（すなわち、Ｃ、Ｔ、もしくはＵ、またはそれらの
変異形）の相補体に特有の任意の他のサブユニットであり得る。サブユニットは、個々の
核酸塩基または塩基の群（例えば、ＡＡ、ＴＡ、ＡＴ、ＧＣ、ＣＧ、ＣＴ、ＴＣ、ＧＴ、
ＴＧ、ＡＣ、ＣＡ、またはそれらのウラシル相対物）が分解されるのを可能にし得る。い
くつかの例では、核酸は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）もしくはリボ核酸（ＲＮＡ）、ま
たはそれらの誘導体である。核酸は、一本鎖または二本鎖であってもよい。
【００２５】
　「ポリヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド」は、本明細書で定義される１つ以
上のヌクレオチドを含むポリマーまたはオリゴマーである。ポリヌクレオチドまたはオリ
ゴヌクレオチドは、ＤＮＡポリヌクレオチドもしくはオリゴヌクレオチド、ＲＮＡポリヌ
クレオチドもしくはオリゴヌクレオチド、あるいはＤＮＡポリヌクレオチドもしくはオリ
ゴヌクレオチド及び／またはＲＮＡポリヌクレオチドもしくはオリゴヌクレオチドの１つ
以上の部分を含み得る。
【００２６】
　本明細書に使用する場合、「ヌクレオチド」または「塩基」は、一次ヌクレオチドまた
はヌクレオチド類似体であってもよい。一次ヌクレオチドは、デオキシアデノシン一リン
酸塩（ｄＡＭＰ）、デオキシシチジン一リン酸塩（ｄＣＭＰ）、デオキシグアノシン一リ
ン酸塩（ｄＧＭＰ）、デオキシチミジン一リン酸塩（ｄＴＭＰ）、アデノシン一リン酸塩
（ＡＭＰ）、シチジン一リン酸塩（ＣＭＰ）、グアノシン一リン酸塩（ＧＭＰ）、または
ウリジン一リン酸塩（ＵＭＰ）である。ヌクレオチド類似体は、一次核酸塩基（Ａ、Ｃ、
Ｇ、Ｔ、及びＵ）、デオキシリボース／リボース構造、一次ヌクレオチドのリン酸基上に
修飾を有する一次ヌクレオチドの類似体または模倣体、またはそれらの任意の組み合わせ
である。例えば、ヌクレオチド類似体は、天然に存在するまたは人工いずれかの修飾塩基
を含み得る。修飾塩基の例には、限定することなく、メチル化核酸塩基、修飾プリン塩基
（例えば、ヒポキサンチン、キサンチン、７－メチルグアニン、ｉｓｏｄＧ）、修飾ピリ
ミジン塩基（例えば、５，６－ジヒドロウラシル及び５－メチルシトシン、ｉｓｏｄＣ）
、塩基（例えば、３－ニトロピロール及び５－ニトロインドール）、非結合塩基模倣体（
例えば、４－メチルベンズイミダゾール及び２，４－ジフルロトルエンまたはベンゼン）
、並びに非塩基（ヌクレオチド類似体が塩基を有しない脱塩基ヌクレオチド）が挙げられ
る。修飾デオキシリボース（例えば、ジデオキシグアノシン、ジデオキシアデノシン、ジ
デオキシチミジン、及びジデオキシシチジン等のジデオキシヌクレオシド）並びに／また
はリン酸塩構造（併せて骨格構造と称される）を有するヌクレオチド類似体の例には、限
定することなく、グリコールヌクレオチド、モルホリノ、及びロックされたヌクレオチド
が挙げられる。
【００２７】
　「相同性％」という用語は、本明細書の「同一性％」という用語と本明細書で交換可能
に使用され、配列アライメントプログラムを使用して整列されるとき、本発明のポリペプ
チドまたは本発明のポリペプチドのアミノ酸配列のうちのいずれかをコードする核酸配列
間の核酸またはアミノ酸配列同一性のレベルを指す。
【００２８】
　例えば、本明細書に使用する場合、８０％の相同性は、定義されるアルゴリズムで決定
される８０％の配列同一性と同じことを意味し、したがって、所与の配列の相同体は、所
与の配列の長さにわたって８０％を超える配列同一性を有する。配列同一性の例示的レベ
ルは、所与の配列、例えば、本明細書に記載される本発明のポリペプチドのうちのいずれ
かのコード配列に対する８０、８５、９０、９５、９８％以上の配列同一性を含むが、こ
れらに限定されない。
【００２９】
　２つの配列間の同一性を決定するために使用され得る例示的コンピュータプログラムは
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、インターネット上で公的に入手可能なＢＬＡＳＴプログラム一式、例えば、ＢＬＡＳＴ
Ｎ、ＢＬＡＳＴＸ及びＴＢＬＡＳＴＸ、ＢＬＡＳＴＰ、並びにＴＢＬＡＳＴＮが挙げられ
るが、これらに限定されない。Ａｌｔｓｃｈｕｌ，ｅｔ　ａｌ．，１９９０及びＡｌｔｓ
ｃｈｕｌ，ｅｔ　ａｌ．，１９９７も参照されたい。
【００３０】
　配列研究は、典型的には、ＧｅｎＢａｎｋ　ＤＮＡ配列及び他の公共データベース内の
核酸配列に対する所与の核酸配列を評価する場合、ＢＬＡＳＴＮプログラムを使用して行
われる。ＢＬＡＳＴＸプログラムは、ＧｅｎＢａｎｋタンパク質配列及び他の公共データ
ベース内のアミノ酸配列に対する全てのリーディングフレームに翻訳された核酸配列の研
究にとって好ましい。ＢＬＡＳＴＮ及びＢＬＡＳＴＸの両方は、１１．０のオープンギャ
ップペナルティ及び１．０の拡張ギャップペナルティのデフォルトパラメータを使用して
行われ、ＢＬＯＳＵＭ－６２行列を利用する。（例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．，
ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２，１９
９７を参照されたい。）
【００３１】
　選択される配列の好ましいアライメントは、２つ以上の配列間の「同一性％」を決定す
るために、例えば、１０．０のオープンギャップペナルティ、０．１の拡張ギャップペナ
ルティ、及びＢＬＯＳＵＭ　３０相似行列を含む、デフォルトパラメータを用いて操作さ
れる、ＭａｃＶｅｃｔｏｒバージョン１３．０．７のＣＬＵＳＴＡＬ－Ｗプログラムを使
用して実施される。
【００３２】
バイオチップ及び核酸配列決定
　気孔式センサ（例えば、バイオチップ）は、単一分子の電気インテロゲーションのため
に使用することができる。本開示の気孔式センサは、検知電極に隣接または近接して配置
される膜内に形成されるナノ気孔を含むことができる。センサは、対電極を含み得る。膜
は、トランス側（すなわち、検知電極に面する側）及びシス側（すなわち、対電極に面す
る側）を含む。
【００３３】
　これから図面を参照するが、ここで同様の番号は全体を通して同様の部品を指す。図面
及びその中の特徴は、必ずしも縮尺通りに描かれていないことが理解されるだろう。
【００３４】
　図１を参照して、典型的な電気測定は、気孔と密接に会合させられる（例えば、結合は
、化学的、機械的、電気的、または電気化学的であり得る）、試験下の分子上で動作する
ことができる。システムは、分子／気孔複合体を横断して刺激（電圧または電流）を与え
、その応答を測定することができる。気孔／分子複合体の測定値を隔てるために、気孔の
２つの側面は、一般的には、高度絶縁材料（例えば、脂質二重層）によって分離される。
【００３５】
　絶縁隔壁の反対側に囲まれる体積は、目的とする種（例えば、核酸分子または標識分子
）が検出中にシスからトランスへ動くという一般的定義を有するシスウェル及びトランス
ウェルと称される。トランスウェルは、一般的に、チップ電極の近位にある絶縁膜の側で
あり、チップ電極に電気的に接続される。
【００３６】
　図２は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２０１１／
０１９３５７０号に記載される方法に従って調製され得るような、温度制御を有するナノ
気孔バイオチップ（またはセンサ）の一例を示す。図２を参照して、ナノ気孔検出器は、
導電性溶液（例えば、塩溶液）２０７と接触している上部電極２０１を備える。下部導電
性電極２０２は、膜２０５内に挿入されるナノ気孔２０６の近くに、隣接して、近接して
いる。膜２０５は、ウェル２１０上に、または直接電極上に配置され得、センサ２０２は
ウェルの表面の一部を形成する。いくつかの事例では、下部導電性電極２０２は、半導体
基板２０４内に埋め込まれる電気回路である半導体２０３内に埋め込まれる。半導体２０
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３の表面は、疎水性に処理され得る。検出される分子は、ナノ気孔２０６内の気孔を通っ
て進む。半導体チップセンサは、パッケージ２０８内に設置され、これは次に、温度制御
要素２０９の近辺にある。温度制御要素２０９は、熱電加熱及び／または冷却装置（例え
ば、ペルチェ装置）であり得る。複数のナノ気孔検出器は、ナノ気孔アレイを形成するこ
とができる。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、バイオチップは、ウェル内に電極を有する電気回路を形成す
ることができる対電極を備える。いくつかの場合では、複数のウェル内の複数の電極は、
共通対電極を共有する。図３は、液体貯蔵周辺部（例えば、容器）が、対電極（例えば、
導電性であり、回路を形成する）として作用する共通対電極を有する電極アレイを示す。
対電極の別の実施形態が、図４に示され、対電極は、ナノ気孔の上部にわたるプレート（
例えば、導電性金属で作製される）である。図５及び図６に示されるように、複数のウェ
ル内の複数の電極は、共通対電極を共有する群に整理することができる。いくつかの場合
では（例えば、図６）、複数のウェル内の複数の電極は、各々が、専用の対電極を有する
。いくつかの場合では、複数の対電極を有することは、個々の検知電極またはほんのいく
つかの検知電極が、単一の対電極と対になることを可能にし、このようにして、検知－対
電極対の電気応答及び性能を潜在的に改善する。
【００３８】
　いくつかの場合では、複数のウェル（ウェルの総数の任意のサブセットを含む）は、共
通電解質プールを含む。図７に示されるように、ウェル７０１は、ウェルの列がウェル上
の共通電解質プールを共有するように、壁７０２によって列に分離され得る。バイオチッ
プをここに記載されるように部分に分離することは、（例えば、チップの異なる部分に異
なる試料を置くことによって）複数の試料が単一のバイオチップ上で分析されることを可
能にし得る。
【００３９】
　ナノ気孔センサは、電極（例えば、下部導電性電極２０２）に隣接する少なくとも１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、２０、３０、４０、５０、１００、または１０
００個のナノ気孔（例えば、溶血素もしくはアクアポリン等またはそれらの組み合わせ）
を含み得る。ナノ気孔センサは、ナノ気孔センサ（他のセンサではない）によってのみ使
用される上部電極（例えば、上部電極２０１）を含んでもよく、または代替として、上部
電極は、複数のナノ気孔センサによって使用するために提供されてもよい。
【００４０】
バイオチップ処理
　表面特性、ウェル空洞体積、並びに電極構成及び体積の制御は、ナノ気孔検知を目的と
した拡張可能な半導体ベースのマイクロウェルの平坦なアレイの開発における大きな課題
である。いくつかの事例では、理想的なナノ気孔ベースの半導体アレイ検知プラットフォ
ームは、以下の目標を達成するであろう：（１）平坦な絶縁膜を支持するチップ表面特性
、（２）良好に画定され、良好に制御された平坦な膜表面をもたらす差別化された表面特
性、（３）大きいトランスウェル電解質体積、（４）大きい電極体積、（５）アレイ上の
隣接するセンサ電極間の電気クロストークの低下、（６）非常に大きいアレイサイズを達
成するための高密度セル、並びに（７）主要パラメータ（電圧、抵抗等）がほぼ一定に保
ちながらの、かなりの長時間の安定した測定。
【００４１】
　例えば、目標（１）及び（２）の達成は、特に、高度な絶縁（抵抗）隔壁が、ウェルに
よって制御された膜区域及びトランスウェル体積で形成されることを確実にするために必
要とされ得るように、難しい場合がある。
【００４２】
　脂質二重層膜を形成する場合、チップの設計及び処理は、疎水性（または新油性）表面
及び親水性（または疎油性）表面を創出するように調整され得る。チップ表面の入念な制
御は、ウェルによって画定された親水性及び疎水性区域が画定されることを可能にする。
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次に、これは、形成された脂質二重層膜の構造及び特性を制御することができる。
【００４３】
　目標（３）は、典型的な測定期間中の結果に影響しないように、トランスウェル電解質
イオンが十分に富むことを確実にするために重要な場合がある。これは、イオンのどれか
一方を完全に枯渇させることによって、あるいは、様々なイオンの相対濃度を、それらが
測定結果を実質的に（すなわち、濃度勾配の変化及び結果として得られるネルンスト電位
を通して）変更するような度合いに変化させることによって、生じ得る。
【００４４】
　目標（４）は、測定を支持する電気化学反応の一部として消費または変換される犠牲電
極の場合に重要であり得る（例えば、銀－塩化物酸化反応に変換される銀）。高い電極体
積を有することは、（ｉ）実験を完全に中断させ得る、または測定されるデータにおける
大きな相違をもたらし得る「再充電」測定に干渉せずに測定が連続的に実施される時間を
増加させるために、並びに（ｉｉ）酸化及び還元電極成分の相対濃度の変化によって引き
起こされる電気化学電位シフトを低減させるために重要であり得る。いくつかの場合では
、電極材料（銀）の完全な枯渇は、実践的な連続測定時間に対する理論的な上限を設定す
る。
【００４５】
　残念なことに、これらの目標のうちのいくつかは、別の目標の犠牲にして１つの目標を
達成するという対立を引き起こし得る。例えば、ケイ素表面上を深い空洞にエッチングし
て、銀で完全に充填することで、金属／ケイ素表面において平坦な膜を達成することがで
き、それにより、目標（１）、（２）、及び（４）を達成するが、しかしながら、トラン
スウェル電解質に使用可能な体積を残さない。同様に、電気クロストークの最小化（目標
５）は、隣接するセルをかなり離して離間することによって達成することができるが、し
かしながら、これは、目標（６）の達成を犠牲にして達成される。
【００４６】
　様々な態様では、本明細書に記載されるバイオチップ及びバイオチップを作製するため
の方法は、核酸分子の配列決定が可能な態様で目標（１）～（６）を達成することができ
る。例えば、電解質及び電極材料の両方を支持するための深いウェルの垂直な空洞構造の
開発は、目標（３）及び（４）を達成することができる；ハイブリッドウェット／ドライ
エッチングは、目標（１）、（２）、（３）、及び（４）を達成することができる横寸法
、このため、トランスウェル体積を増加することができる；酸化表面の選択的シリル化は
、目標（１）及び（２）を達成することができる；ゲルの利用を使用して、目標（１）及
び（２）を達成すると同時に、目標（３）及び（４）のバランスを保つことができる；分
散した対電極の実装は、目標（５）及び（６）を同時に達成することができる；電極補充
の使用（再充電）は、目標（７）を達成することができる；非犠牲電極の使用（実行可能
な場合）は、目標（７）を達成することができる；電気メッキは、目標（４）を達成する
ための電極材料を増加することができる；またはそれらの任意の組み合わせである。
【００４７】
バイオチップ特性
　一態様では、バイオチップは、（ａ）半導体基板、（ｂ）ウェルが二酸化ケイ素中に形
成される、基板上に配置される二酸化ケイ素の層、（ｃ）ウェルの内側をコーティングす
る耐食材料、（ｄ）酸化物の表面と共平面になるように酸化物でウェルを完全に充填する
ことを含む、ウェルのいくつかの断片を充填するそのウェル内の電極材料、並びに（ｅ）
二酸化ケイ素をコーティングする有機官能性アルコキシシラン層を含む。いくつかの実施
形態では、バイオチップは、ウェル内の第１の流体をウェル外側の第２の流体から隔てる
膜を更に含む。本明細書に記載される方法のうちのいずれかによって作製されるバイオチ
ップ、並びに核酸分子を含むが、これに限定されないポリマーを配列決定するための本明
細書に記載されるバイオチップまたは本明細書に記載される方法によって製造されるバイ
オチップのうちのいずれかの使用もまた、本発明内に包含される。
【００４８】
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　いくつかの場合では、電極材料は、バイオチップの動作中に枯渇しない。一態様では、
バイオチップは、ウェルにわたって配置される膜と、実体が気孔を通過するのに応答して
膜内の気孔を通るイオンの流れの変化を検出することができるウェル内の電極であって、
検出中に枯渇しない電極と、を有する複数のウェルを含む。いくつかの実施形態では、電
極は、バイオチップの表面と実質的に平面である、すなわち、金属は、ウェル全体を充填
する。
【００４９】
　電極（例えば、銀または白金材料）は、任意の好適な質量または体積を有し得る。いく
つかの場合では、電極の体積は、約０．１フェムトリットル（ｆＬ）、約０．５ｆＬ、約
１ｆＬ、約５ｆＬ、または約１０ｆＬである。いくつかの事例では、電極の体積は、少な
くとも約０．１フェムトリットル（ｆＬ）、少なくとも約０．５ｆＬ、少なくとも約１ｆ
Ｌ、少なくとも約５ｆＬ、または少なくとも約１０ｆＬである。いくつかの実施形態では
、電極の体積は、最大でも約０．１フェムトリットル（ｆＬ）、最大でも約０．５ｆＬ、
最大でも約１ｆＬ、最大でも約５ｆＬ、または最大でも約１０ｆＬである。
【００５０】
　電極は、材料の混合物及び合金を含む任意の好適な材料から作製され得る。いくつかの
例には、白金、銀、またはそれらの任意の組み合わせが挙げられる。いくつかの場合では
、電極材料は、電極の動作中に消費されない。電極は、少なくとも２つの酸化状態を有す
る材料並びに／または電子の求引及び供与の両方が可能な材料を含むことができる。
【００５１】
深く密に詰められたウェルを有するチップ
　バイオチップ上に高密度のナノ気孔センサを有することは、小さい装置を有するために
、及び／または小さいバイオチップ装置で多数の分子を検知もしくは配列決定するために
、望ましい場合がある。表面は、任意の好適な密度（例えば、所与の時間でのまたは所与
の費用の核酸試料の配列決定に適した密度）の不連続な部位を含む。一実施形態では、表
面は、１ｍｍ２当たり約５００部位以上の密度の不連続な部位を有する。いくつかの実施
形態では、表面は、１ｍｍ２当たり約１００、約２００、約３００、約４００、約５００
、約６００、約７００、約８００、約９００、約１０００、約２０００、約３０００、約
４０００、約５０００、約６０００、約７０００、約８０００、約９０００、約１０００
０、約２００００、約４００００、約６００００、約８００００、約１０００００、また
は約５０００００部位の密度の不連続な部位を有する。いくつかの実施形態では、表面は
、１ｍｍ２当たり少なくとも約２００、少なくとも約３００、少なくとも約４００、少な
くとも約５００、少なくとも約６００、少なくとも約７００、少なくとも約８００、少な
くとも約９００、少なくとも約１０００、少なくとも約２０００、少なくとも約３０００
、少なくとも約４０００、少なくとも約５０００、少なくとも約６０００、少なくとも約
７０００、少なくとも約８０００、少なくとも約９０００、少なくとも約１００００、少
なくとも約２００００、少なくとも約４００００、少なくとも約６００００、少なくとも
約８００００、少なくとも約１０００００、または少なくとも約５０００００部位の密度
の不連続な部位を有する。
【００５２】
　高密度の不連続な部位を有するバイオチップは、一般的に、小さい面積のウェルをもた
らす。いくつかの事例では、ウェルは、適度に深い（例えば、ウェルが好適に大きい体積
を有するように）。いくつかの場合では、ウェルは、チップ表面と実質的に共平面である
（すなわち、金属は、ウェル全体を充填する）。一態様では、ウェルの体積は、イオン濃
度が電極の再充電前にウェル内で完全に枯渇しないように、適度に大きい。一態様では、
電極は、犠牲電極（例えば、銀等の検出中に体積を減少及び／または増加させる電極）で
あってもよく、ウェルの体積は、電極が、電極の再充電前に完全に枯渇しないように、適
度に大きい。いくつかの実施形態では、ウェルは、銀等の電極材料の十分に大きい体積を
収容する。とりわけこれらの態様では、ウェルの体積は、電極が電流を検出することがで
きる（すなわち、イオンが枯渇する及び／または電極材料が枯渇する前までの）時間を制
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限し得る。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、ウェルは、電極が、約５０マイクロ秒間、約１００マイクロ
秒間、約１５０マイクロ秒間、約２００マイクロ秒間、約２５０マイクロ秒間、約３００
マイクロ秒間、約３５０マイクロ秒間、約４００マイクロ秒間、約４５０マイクロ秒間、
約５００マイクロ秒間、約５５０マイクロ秒間、約６００マイクロ秒間、約６５０マイク
ロ秒間、約７００マイクロ秒間、約７５０マイクロ秒間、約８００マイクロ秒間、約８５
０マイクロ秒間、約９００マイクロ秒間、約９５０マイクロ秒間、約１ミリ秒間、約５ミ
リ秒間、約１０ミリ秒間、約５０ミリ秒間、約１００ミリ秒間、約５００ミリ秒間、約１
秒間、約５秒間、約１０秒間、約５０秒間、約１００秒間、約５００秒間、約１０００秒
間、または約５０００秒間にわたってイオン流（例えば、電流）を検出することができる
ように、好適に大きい体積を有する。いくつかの実施形態では、ウェルは、電極が、少な
くとも約５０マイクロ秒間、少なくとも約１００マイクロ秒間、少なくとも約１５０マイ
クロ秒間、少なくとも約２００マイクロ秒間、少なくとも約２５０マイクロ秒間、少なく
とも約３００マイクロ秒間、少なくとも約３５０マイクロ秒間、少なくとも約４００マイ
クロ秒間、少なくとも約４５０マイクロ秒間、少なくとも約５００マイクロ秒間、少なく
とも約５５０マイクロ秒間、少なくとも約６００マイクロ秒間、少なくとも約６５０マイ
クロ秒間、少なくとも約７００マイクロ秒間、少なくとも約７５０マイクロ秒間、少なく
とも約８００マイクロ秒間、少なくとも約８５０マイクロ秒間、少なくとも約９００マイ
クロ秒間、少なくとも約９５０マイクロ秒間、少なくとも約１ミリ秒間、少なくとも約５
ミリ秒間、少なくとも約１０ミリ秒間、少なくとも約５０ミリ秒間、少なくとも約１００
ミリ秒間、少なくとも約５００ミリ秒間、少なくとも約１秒間、少なくとも約５秒間、少
なくとも約１０秒間、少なくとも約５０秒間、少なくとも約１００秒間、少なくとも約５
００秒間、少なくとも約１０００秒間、または少なくとも約５０００秒間にわたってイオ
ン流（例えば、電流）を検出することができるように、好適に大きい体積を有する。
【００５４】
　電極を横断して印加される潜在的電圧を平衡させ、それにより、二重層気孔の両側にイ
オンを再充電または再分散することによって、気孔のデータ収集寿命は、１０、２０、も
しくは４８時間、またはそれ以上に著しく延長され得る。一例は、二重層気孔を横断して
、３０秒間にわたって＋１２０ｍＶを印加し、その後、電圧を４０秒間にわたって－１２
０ｍＶまで下げる、ｐＨ７．５で３００ｍＭ　ＫＣｌイオン溶液を有するナノ気孔システ
ムである。サイクルは、この遅い切り替えＤＣ方法で繰り返され、二重層気孔のシス及び
トランス側のイオン電荷分布は平衡のまま保たれ、１つ以上の銀電極に存在するＡｇ及び
ＡｇＣｌの構成もまた、平衡を維持する。その結果は、寿命の長いデータ収集気孔検出器
である。正及び負電圧のレベルまたは規模並びに＋または－極性で費やす時間は、塩また
はイオン溶液濃度及び使用される気孔の種類に適合するように異なり得る。
【００５５】
　検出時間は、ナノ気孔及び／または膜を横断して印加される少なくとも部分的に電圧の
規模に左右され得る（例えば、より高い電圧規模によって、より高いイオン電流、電極の
より速い枯渇、及びしたがって、比較的より短い検出期間をもたらす）。いくつかの実施
形態では、膜を横断する電圧差は、正または負で約０ｍＶ～約１Ｖ、例えば、約４０ｍＶ
、約６０ｍＶ、約８０ｍＶ、約１００ｍＶ、約１２０ｍＶ、約１４０ｍＶ、約１６０ｍＶ
、約１８０ｍＶ、約２００ｍＶ、約３００ｍＶ、約４００ｍＶ、または約５００ｍＶであ
る。いくつかの実施形態では、膜を横断する電圧差は、最大でも約４０ｍＶ、最大でも約
６０ｍＶ、最大でも約８０ｍＶ、最大でも約１００ｍＶ、最大でも約１２０ｍＶ、最大で
も約１４０ｍＶ、最大でも約１６０ｍＶ、最大でも約１８０ｍＶ、最大でも約２００ｍＶ
、最大でも約３００ｍＶ、最大でも約４００ｍＶ、または最大でも約５００ｍＶである。
いくつかの実施形態では、膜を横断する電圧差は、正または負で少なくとも約０ｍＶ～約
１Ｖ、例えば、少なくとも約４０ｍＶ、少なくとも約６０ｍＶ、少なくとも約８０ｍＶ、
少なくとも約１００ｍＶ、少なくとも約１２０ｍＶ、少なくとも約１４０ｍＶ、少なくと
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も約１６０ｍＶ、少なくとも約１８０ｍＶ、少なくとも約２００ｍＶ、少なくとも約３０
０ｍＶ、少なくとも約４００ｍＶ、または少なくとも約５００ｍＶである。電圧は、一定
または可変であり得る（例えば、任意の周期波形にわたって異なる）。
【００５６】
　いくつかの状況では、電極は、正または負で少なくとも約０ｍＶ～約１Ｖ、例えば、約
４０ｍＶ、約６０ｍＶ、約８０ｍＶ、約１００ｍＶ、約１２０ｍＶ、約１４０ｍＶ、約１
６０ｍＶ、約１８０ｍＶ、約２００ｍＶ、約３００ｍＶ、約４００ｍＶ、または約５００
ｍＶの加電圧下で、少なくとも約１分間（「ｍｉｎ」）、２分間、３分間、４分間、５分
間、６分間、７分間、８分間、９分間、１０分間、１５分間、２０分間、３０分間、４０
分間、５０分間、１時間、２時間、３時間、４時間、５時間、６時間、または１２時間の
動作寿命を有する。いくつかの例では、電極は、約８０ｍＶの加電圧下で少なくとも約１
５分間の動作寿命を有する。
【００５７】
　電極の動作寿命は、使用中の電極の枯渇（例えば、枯渇の速度）に基づいて評定され得
る。いくつかの場合では、電極材料は、電極の使用中、約６０分、３０分、２０分、１５
分、１０分、５分、４分、３分、２分、または１分以下の時間内に最大でも約５０％、４
０％、３０％、２０％、１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％、１
％、０．１％、または０．０１％枯渇する。いくつかの実施形態では、電極材料は、電極
の使用中、約６０分、３０分、２０分、１５分、１０分、５分、４分、３分、２分、また
は１分以下の時間内に枯渇しない。
【００５８】
　ウェルは、任意の好適な深さを有し得る。いくつかの場合では、ウェルの深さは、バイ
オチップの表面及び／または膜の下部から電極の上部及び／または電極の下部に向けて測
定される。いくつかの場合では、ウェルの深さは、酸化物層の厚さとほぼ同じである（例
えば、図２の２０３）。いくつかの実施形態では、ウェルは、約０．５マイクロメートル
（μｍ）、約１μｍ、約１．５μｍ、約２μｍ、約２．５μｍ、約３μｍ、約３．５μｍ
、約４μｍ、約４．５μｍ、約５μｍ、約６μｍ、約７μｍ、約８μｍ、約９μｍ、約１
０μｍ、または約２０μｍの深さである。いくつかの実施形態では、ウェルは、少なくと
も約０．５マイクロメートル（μｍ）、少なくとも約１μｍ、少なくとも約１．５μｍ、
少なくとも約２μｍ、少なくとも約２．５μｍ、少なくとも約３μｍ、少なくとも約３．
５μｍ、少なくとも約４μｍ、少なくとも約４．５μｍ、少なくとも約５μｍ、少なくと
も約６μｍ、少なくとも約７μｍ、少なくとも約８μｍ、少なくとも約９μｍ、少なくと
も約１０μｍ、または少なくとも約２０μｍの深さである。
【００５９】
　一態様では、バイオチップは、ウェルにわたって配置される膜と、実体が気孔を通過す
るのに応答して膜内の気孔を通るイオンの流れの変化を検出することができるウェル内の
電極と、を有する複数のウェルを含む。バイオチップは、１平方ミリメートル当たり少な
くとも５００個のウェルを含んでもよく、ウェルは、電極が電極を再充電することなく少
なくとも１００個の実体を検出することができるように、好適に大きい体積を有してもよ
い。
【００６０】
　いくつかの実施形態では、実体は、ヌクレオチド取り込み事象中に検出される標識分子
である。いくつかの事例では、ポリマーは、気孔を通過し、実体は、ポリマーのサブユニ
ットである。いくつかの場合では、ポリマーは、核酸であり、ポリマーのサブユニットと
は、核酸塩基である。
【００６１】
　バイオチップは、電極を再充電することなく任意の好適な数の実体を検出することがで
きる。いくつかの場合では、約１０、約５０、約１００、約５００、約１０００、約５０
００、約１００００、約５００００、約１０００００、約５０００００、約１０００００
０、約５００００００、または約１０００００００個の実体が検出される。いくつかの場
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合では、少なくとも約１０、少なくとも約５０、少なくとも約１００、少なくとも約５０
０、少なくとも約１０００、少なくとも約５０００、少なくとも約１００００、少なくと
も約５００００、少なくとも約１０００００、少なくとも約５０００００、少なくとも約
１００００００、少なくとも約５００００００、または少なくとも約１０００００００個
の実体が検出される。
【００６２】
密に詰められたウェル及び最小クロストークを有するチップ
　一態様では、ウェルは、密に詰められ、低量のクロストークを有する（例えば、電極は
、それらの信号の全てまたはそのほとんどを電極に最も近いナノ気孔及び／または膜から
導出する）。一態様では、バイオチップは、ウェルにわたって配置される膜と、イオンの
流れに応答して信号を検出するウェル内の電極と、を有する複数のウェルを含み、バイオ
チップは、１平方ミリメートル当たり少なくとも５００個のウェルを含み、電極は、互い
に電気的に隔てられる。バイオチップは、本明細書に記載される面積当たり任意の好適な
数のウェルを含む。
【００６３】
　いくつかの実施形態では、電極は、膜内のナノ気孔を通るイオンの流れからのその信号
の約８０％、約９０％、約９５％、約９９％、約９９．５％、または約９９．９％を検出
する。いくつかの事例では、電極は、膜内のナノ気孔を通るイオンの流れからのその信号
の少なくとも約８０％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、少なくとも約９９％
、少なくとも約９９．５％、または少なくとも約９９．９％を検出する。いくつかの場合
では、電極は、隣接するウェル内のナノ気孔を通るイオンの流れからのその信号の２０％
以下、１０％以下、５％以下、１％以下、０．５％以下、または０．１％以下を検出する
。
【００６４】
バイオチップを作製するための方法
　ある特定の方法を使用して、とりわけ、腐食性溶液に耐え、高い抵抗力を有するバイオ
チップ上に膜を形成することができる高品質のバイオチップを作製することができる。一
態様では、バイオチップを調製するための方法は、半導体基板を提供することと、基板上
または基板に隣接して電気測定を実施することができる電極を備える複数のウェルを形成
することと、を含み、本方法は、（ａ）腐食性溶液に耐えるように基板を処理することと
、（ｂ）高い抵抗力でウェルを封止する膜の形成のために基板を調製することと、を更に
含む。
【００６５】
　膜は、任意に好適な高い抵抗力を有し得る。いくつかの場合では、抵抗力は、約１０メ
ガオーム（ＭΩ）、約５０ＭΩ、約１００ＭΩ、約５００ＭΩ、約１ギガオーム（ＧΩ）
、約５ＧΩ、または約１０ＧΩである。いくつかの場合では、抵抗力は、少なくとも約１
０メガオーム（ＭΩ）、少なくとも約５０ＭΩ、少なくとも約１００ＭΩ、少なくとも約
５００ＭΩ、少なくとも約１ギガオーム（ＧΩ）、少なくとも約５ＧΩ、または少なくと
も約１０ＧΩである。
【００６６】
　いくつかの実施形態では、半導体基板は、ケイ素を含む。いくつかの事例では、膜は、
脂質二重層である。電極は、膜に埋め込まれたナノ気孔を通るイオン電流の流れを測定す
ることができる。
【００６７】
　装置は、任意の好適な腐食性溶液に耐え得る。いくつかの場合では、腐食性溶液は、水
性（水を含む）であり、イオン（例えば、Ｎａ＋、Ｃｌ－）を含むいくつかの場合では、
バイオチップは、何週間にもわたって１Ｍ　ＮａＣｌと接触した後に動作可能である。
【００６８】
　一態様では、バイオチップを調製するための方法は、（ａ）反応性酸化物基を有する材
料を半導体基板上に堆積させることと、（ｂ）ウェルを二酸化ケイ素中にエッチングする
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ことと、（ｃ）ウェル内に金属電極を形成することと、（ｄ）ウェルを除く基板の全ての
区域から金属を除去することと、（ｅ）基板を膜の接着に適した層でコーティングするこ
とと、を含む。いくつかの場合では、半導体基板は、ケイ素を含む。方法は、ナノ気孔を
使用する核酸配列決定に使用するためのバイオチップを調製することができる。
【００６９】
　いくつかの実施形態では、（ａ）における材料は、二酸化ケイ素である。材料は、その
表面と接触している溶液に対して、反応性酸化物（－ＯＨ）基の均一な被覆を呈する硬い
平面を示し得る。これらの酸化物基は、その後のシリル化プロセス（ｅ）のための結合点
であり得る。あるいは、親油性及び疎水性表面材料を堆積させ、ケイ素酸化物のエッチン
グ特性を摸倣してもよい。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、パッシベーション層が、（ａ）の半導体基板上に堆積し、こ
れは、反応性酸化物基を有してもよく、有しなくてもよい。パッシベーション層は、窒化
ケイ素（Ｓｉ３Ｎ４）またはポリミドを含み得る。いくつかの事例では、写真平版操作は
、膜がパッシベーション層上に形成される領域を画定するために使用される。
【００７１】
　図８～図２０は、バイオチップをもたらすことができる操作の一例を示す。全ての図面
は、必ずしも縮尺通りではない。
【００７２】
　図８を参照して、バイオチップを製造するための方法は、半導体基板から始めることが
できる。半導体（例えば、ケイ素）は、金属等の導電層を含むが、これらに限定されない
、その上に配置される任意の数の層を有し得る。導電層は、いくつかの事例では、アルミ
ニウムである。いくつかの場合では、基板は、保護層（例えば、窒化チタン）を有する。
層は、例えば、化学蒸着（ＣＶＤ）、原子層堆積（ＡＬＤ）、プラズマ増強ＣＶＤ（ＰＥ
ＣＶＤ）、プラズマ増強ＡＬＤ（ＰＥＡＬＤ）、金属有機ＣＶＤ（ＭＯＣＶＤ）、熱線Ｃ
ＶＤ（ＨＷＣＶＤ）、開始ＣＶＤ（ｉＣＶＤ）、修飾ＣＶＤ（ＭＣＶＤ）、軸蒸着（ＶＡ
Ｄ）、外側蒸着（ＯＶＤ）、及び物理蒸着（例えば、スパッタ堆積、蒸発堆積）等の様々
な堆積技法を用いて堆積し得る。
【００７３】
　いくつかの場合では、酸化物層は、図９に示されるように半導体基板上に堆積される。
いくつかの事例では、酸化物層は、二酸化ケイ素を含む。二酸化ケイ素は、テトラエチル
オルトケイ酸塩（ＴＥＯＳ）、高密度プラズマ（ＨＤＰ）、またはそれらの任意の組み合
わせを使用して堆積することができる。
【００７４】
　いくつかの事例では、二酸化ケイ素は、低温技法を使用して堆積する。いくつかの場合
では、プロセスは、ケイ素酸化物の低温化学蒸着である。温度は、チップ上の既存の金属
が損傷しないように、概して十分に低い。堆積温度は、約５０℃、約１００℃、約１５０
℃、約２００℃、約２５０℃、約３００℃、約３５０℃等であり得る。いくつかの実施形
態では、堆積温度は、約５０℃未満、約１００℃未満、約１５０℃未満、約２００℃未満
、約２５０℃未満、約３００℃未満、約３５０℃未満等である。堆積は、任意の好適な圧
力で実施され得る。いくつかの事例では、堆積プロセスは、ＲＦプラズマエネルギーを使
用する。
【００７５】
　いくつかの場合では、酸化物は、（例えば、１，０００℃付近または１，０００℃を超
える温度を使用することができる）熱成長酸化物手順では、堆積しない。
【００７６】
　二酸化ケイ素は、電極を含むウェルの形成に適した厚さまで、並びに、電極を再充電す
ることなく、核酸分子の少なくとも１００、少なくとも１０００、少なくとも１００００
、少なくとも１０００００、または少なくとも１００００００個の核酸塩基を配列決定す
ることができる電解質の体積まで、堆積し得る。
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【００７７】
　二酸化ケイ素は、任意の好適な厚さまで堆積し得る。いくつかの実施形態では、二酸化
ケイ素は、約０．５マイクロメートル（μｍ）、約１μｍ、約１．５μｍ、約２μｍ、約
２．５μｍ、約３μｍ、約３．５μｍ、約４μｍ、約４．５μｍ、約５μｍ、約６μｍ、
約７μｍ、約８μｍ、約９μｍ、約１０μｍ、または約２０μｍの厚さである。いくつか
の実施形態では、二酸化ケイ素は、少なくとも約０．５マイクロメートル（μｍ）、少な
くとも約１μｍ、少なくとも約１．５μｍ、少なくとも約２μｍ、少なくとも約２．５μ
ｍ、少なくとも約３μｍ、少なくとも約３．５μｍ、少なくとも約４μｍ、少なくとも約
４．５μｍ、少なくとも約５μｍ、少なくとも約６μｍ、少なくとも約７μｍ、少なくと
も約８μｍ、少なくとも約９μｍ、少なくとも約１０μｍ、または少なくとも約２０μｍ
の厚さである。
【００７８】
ウェルエッチング
　ウェルは、様々な製造技法を使用して二酸化ケイ素基板内で創出され得る。そのような
技法には、半導体製作技法が挙げられる。いくつかの場合では、ウェルは、半導体産業で
使用されるもの等の写真平版技法を使用して創出される。例えば、フォトレジスト（例え
ば、電磁放射線に曝露されるときの性質を変化させる材料）は、図１０に示されるように
、任意の好適な厚さまで二酸化ケイ素上にコーティングされ得る（例えば、ウエハのスピ
ンコーティング）。次いで、フォトレジストを含む基板は、電磁放射源に曝露される。ウ
ェルの区域を画定するために、マスクを使用してフォトレジストの一部からの放射線を遮
蔽することができる。フォトレジストは、ネガ型レジストまたはポジ型レジストであり得
る（例えば、マスクによって画定されるように、ウェルの区域が電磁放射線に曝露され得
るか、またはウェル以外の区域が電磁放射線に曝露され得る）。図１１では、その中にウ
ェルが創出される場所を覆っている区域は、電磁放射線に曝露され、二酸化ケイ素層内の
ウェルの場所及び分散に対応するパターンを画定する。フォトレジストは、ウェルに対応
するパターンを画定するマスクを通して電磁放射線に曝露され得る。次に、フォトレジス
トの曝露された部分は、例えば、洗浄操作（例えば、ＴＭＡＨ（テトラメチルアンモニウ
ム水酸化物）の２％溶液または当業者に既知の他の溶液）を用いて除去される。マスクの
除去された部分は、次いで、基板をエッチングするために化学エッチング液に曝露されて
もよく、ウェルのパターンを二酸化ケイ素層に移す。エッチング液には、例えば、硫酸（
Ｈ２ＳＯ４）等の酸が挙げられる。二酸化ケイ素層は、異方性様式でエッチングされても
よいが、いくつかの場合では、エッチングは、等方性であってもよい。例えば、図１３を
参照して、最終ウェルの区域に正確に一致しない区域が、エッチングされてもよい（例え
ば、ウェルは、フォトレジスト下でエッチングされてもよい）。
【００７９】
　様々なエッチング手順を使用して、ウェルが形成される区域内の二酸化ケイ素をエッチ
ングすることができる。図１２及び図１３に示されるように、エッチングは、等方性エッ
チング（すなわち、一方向に沿うエッチング速度が、直交方向に沿うエッチング速度と同
じである）、もしくは異方性エッチング（すなわち、一方向に沿うエッチング速度が、直
交方向に沿うエッチング速度を下回る）、またはそれらの変異形であってもよい。
【００８０】
　いくつかの場合では、異方性エッチングは、ウェルの体積の大半を除去する。約６０％
、約７０％、約８０％、約９０％、または約９５％を含む、ウェル体積の任意の好適な割
合が、除去され得る。いくつかの場合では、材料の少なくとも約６０％、少なくとも約７
０％、少なくとも約８０％、少なくとも約９０％、または少なくとも約９５％は、異方性
エッチングで除去される。いくつかの場合では、材料の最大でも約６０％、最大でも約７
０％、最大でも約８０％、最大でも約９０％、または最大でも約９５％が、異方性エッチ
ングで除去される。いくつかの実施形態では、異方性エッチングは、半導体基板に達する
まで全ての二酸化ケイ素材料を除去しない。等方性エッチングは、いくつかの事例では、
半導体基板に達するまで全ての二酸化ケイ素材料を除去する。
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【００８１】
　いくつかの場合では、ウェルは、ウェルを画定するために写真平版操作を使用してエッ
チングされ、ハイブリッドドライ－ウェットエッチングが続く。写真平版操作は、二酸化
ケイ素をフォトレジストでコーティングすること、並びにウェルを画定するパターンを有
するマスク（またはレクチル）を通してフォトレジストを電磁放射線に曝すことを含み得
る。いくつかの事例では、ハイブリッドドライ－ウェットエッチングは、（ａ）写真平版
操作によって、フォトレジスト内で画定されるウェル領域内の二酸化ケイ素の大半を除去
するためのドライエッチング、（ｂ）バイオチップの清浄、並びに（ｃ）ウェル領域内の
基板から残りの二酸化ケイ素を除去するためのウェットエッチング、を含む。
【００８２】
　バイオチップは、プラズマエッチング化学を用いて、または例えば、Ｈ２Ｏ２、Ｏ２、
またはＯ３等の酸化剤に曝すことによって、清浄することができる。清浄は、残留ポリマ
ーの除去、ウェットエッチングを遮断することができる材料の除去、またはそれらの組み
合わせを含んでもよい。いくつかの事例では、清浄は、プラズマ清浄である。清浄操作は
、任意の好適な時間（例えば、１５～２０秒間）にわたって継続してもよい。一例では、
清浄は、１００ｍＴ、２００Ｗ、２０Ｇ、２０Ｏ２の設定でＡｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｅｒ
ｉａｌｓ　ｅＭＡｘ－ＣＴ機械を用いて、２０秒間にわたって実施されてもよい。
【００８３】
　ドライエッチングは、横方向（例えば、半導体基板に平行）ではなく、（例えば、半導
体基板に対して）垂直にエッチングする、異方性エッチングであってもよい。いくつかの
事例では、ドライエッチングは、ＣＦ４、ＣＨＦ３、Ｃ２Ｆ６、Ｃ３　Ｆ６、またはそれ
らの任意の組み合わせ等のフッ素系エッチング液を用いるエッチングを含む。１つの例で
は、エッチングは、１００ｍＴ、１０００Ｗ、２０Ｇ、及び５０ＣＦ４の設定を有するＡ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ｅＭａｘ－ＣＴ機械を用いて、４００秒間にわたっ
て実施される。
【００８４】
　ウェットエッチングは、全方向で材料を除去する等方性エッチングであってもよい。い
くつかの事例では、ウェットエッチングは、フォトレジストの下を切り取る。フォトレジ
ストの下を切り取ることで、後の操作（例えば、フォトレジストの「剥離」）においてフ
ォトレジストを容易に除去することができる。一実施形態では、ウェットエッチングは、
バッファード酸化物エッチング（ＢＯＥ）である。いくつかの場合では、ウェット酸化物
エッチングは、エッチング速度を遅くさせるために（例えば、フッ化アンモニウムで）中
和され得るフッ化水素酸塩基を用いて室温で実施される。エッチング速度は、エッチング
されるフィルム並びにＨＦ及び／またはＮＨ４Ｆの特定の濃度に左右され得る。酸化物層
を完全に除去するために必要とされるエッチング時間は、典型的には、実験的に決定され
る。１つの例では、エッチングは、１５：１のＢＯＥ（バッファード酸化物エッチング）
を用いて２２℃で実施される。
【００８５】
　二酸化ケイ素層は、底にある材料層までエッチングされ得る。例えば、図１３を参照し
て、二酸化ケイ素層は、窒化チタン層までエッチングされる。
【００８６】
　一態様では、バイオチップを調製するための方法は、（ａ）ウェルを画定するための写
真平版操作、（ｂ）写真平版操作によって画定されるウェル領域内の二酸化ケイ素の大半
を除去するためのドライエッチング、並びに（ｃ）ウェル領域内の基板から残りの二酸化
ケイ素を除去するためのウェットエッチング、を使用して、ウェルを半導体基板上にコー
ティングされる二酸化ケイ素層内にエッチングすることを含む。いくつかの場合では、本
方法は、残留ポリマーの除去、ウェットエッチングを遮断することができる材料の除去、
またはそれらの組み合わせを更に含む。方法は、プラズマ清浄操作を含み得る。
【００８７】
　図１３に示されるように、フォトレジストは、いくつかの場合では、写真平版操作また
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はハイブリッドウェット－ドライエッチングに続いて、二酸化ケイ素から除去されない。
フォトレジストを残すことは、後の操作において、二酸化ケイ素の上部表面上にではなく
、ウェル内のみに金属を方向付けるために使用され得る。いくつかの場合では、半導体基
板は、金属でコーティングされ（例えば、図１３におけるアルミニウム）、ウェットエッ
チングは、金属を腐食から保護する成分を除去しない（例えば、図１３における窒化チタ
ン（ＴｉＮ））。いくつかの場合では、しかしながら、フォトレジスト層は、ＳＰＭ（硫
黄／過酸化物の混合物）または有機溶媒等の湿式化学を用いて除去され得る。他の実施形
態では、フォトレジスト層は、酸素プラズマを用いて除去されてもよい。
【００８８】
電極金属化
　本明細書に記載されるバイオチップは、ナノ気孔及び電気検出を用いて、分子を検出す
る、及び／または核酸分子を配列決定するために使用することができる。電気検出は、ウ
ェル内の電極及びウェルの外に位置する対電極を用いて実施することができる。金属電極
等の電極を創出するための方法が本明細書に提供される。電極は、検出中に可逆的に消費
される、検出中に消費されない、または検出中にかなり消費されない場合がある。
【００８９】
　分子検出中に可逆的に消費され得る電極の一例は、銀である。検出中にかなり消費され
得ない電極の一例は、白金である。
【００９０】
　電極は、様々な堆積技法を用いて基板に隣接して形成することができる。例えば、電極
は、電気メッキを用いて形成することができる。別の例としては、電極は、例えば、化学
蒸着（ＣＶＤ）、原子層堆積（ＡＬＤ）、プラズマ増強ＣＶＤ（ＰＥＣＶＤ）、プラズマ
増強ＡＬＤ（ＰＥＡＬＤ）、金属有機ＣＶＤ（ＭＯＣＶＤ）、熱線ＣＶＤ（ＨＷＣＶＤ）
、開始ＣＶＤ（ｉＣＶＤ）、修飾ＣＶＤ（ＭＣＶＤ）、軸蒸着（ＶＡＤ）、外側蒸着（Ｏ
ＶＤ）、及び物理蒸着（例えば、スパッタ堆積、蒸発堆積）等の蒸着技法を用いて形成す
ることができる。
【００９１】
　一態様では、バイオチップを調製するための方法は、（ａ）ウェルが二酸化ケイ素中に
エッチングされる、二酸化ケイ素の層でコーティングされた半導体基板を提供することと
（例えば、図１３に示されるように）、（ｂ）保護層をウェル表面上に堆積させることと
（例えば、図１５に示されるように、窒化チタンまたは白金）、（ｃ）電極材料をウェル
表面上に堆積させることと（例えば、図１６に示されるように銀）、を含む。方法は、金
属層と金属層の下の層との接着及び電気伝導率を提供するために、接着材料のフィルムを
ウェル表面上に堆積させることを更に含み得る。接着材料は、チタン、タンタル、窒化チ
タン（ＴｉＮ）、クロム、またはそれらの任意の組み合わせを含み得る。図１４を参照し
て、チタンを含む接着材料は、例えば、電気メッキまたは蒸着（例えば、化学蒸着）によ
って、窒化チタン層に隣接して堆積する。いくつかの場合では、金属の単一層は、２つ以
上の層（例えば、単一金属層は、接着層と保護層との両方）に置き換えられる。
【００９２】
　いくつかの場合では、保護層は、耐食性金属（例えば、白金、金）を含む。制限するこ
となく、保護層は、（ｉ）底にある伝導体（例えば、図１４のアルミニウム、または窒化
チタン）に電気接続性を提供する、（ｉｉ）底にある伝導体を反応溶液（例えば、水中の
塩化ナトリウム等の腐食性溶液）による攻撃から保護する、（ｉｉｉ）酸化還元反応にお
いて電極材料が消費されないように電子源及び／もしくはシンクを提供する（例えば、白
金は、電極が銀を含むとき、ソース及び／またはシンクとして作用し得る）、または（ｉ
ｖ）それらの任意の組み合わせが可能である。
【００９３】
　金属の様々な層（例えば、接着層、保護層、電極材料等）は、スパッタリング、堆積、
電気メッキ、またはそれらの組み合わせ等の任意の好適な技法で堆積することができる。
いくつかの事例では、電極材料は、例えば、マグネトロンスパッタリング等のスパッタリ
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ングによって堆積する。
【００９４】
　電極は、バイオチップの操作に必要とされる任意の好適な測定を行うことができる。い
くつかの場合では、電極材料は、ウェル内の分析物の電気測定を行う。分析物は、核酸、
アミノ酸、タンパク質、標識分子、またはそれらの任意の組み合わせを含み得る。電気測
定は、可逆酸化還元反応であり得る。いくつかの実施形態では、ウェル内の分析物に関わ
る酸化還元反応の検出を提供するために、電極材料の十分な体積がウェル中に堆積される
。
【００９５】
剥離手順
　図１６に示されるように、電極の金属化に続いて、フォトレジスト上に堆積された金属
の１つ以上の層が存在し得る。いくつかの事例では、フォトレジスト上に堆積された金属
は、ウェル内に堆積された金属をウェル内に残したまま、バイオチップから除去される。
ウェルの創出後、フォトレジストを残すことは（例えば、図１３に示されるように）、ウ
ェルではなくバイオチップの表面のみからの金属除去を達成するために有利であり得る。
【００９６】
　いくつかの状況では、ウェル及び電極の形成後、フォトレジストは省かれてもよく、電
極ウェルの外側の金属は、化学機械研磨、及び所望に応じて、その後のウェットまたは反
応性イオンエッチング（ＲＩＥ）によるエッチングを用いて除去されてもよい。一例では
、ＣＭＰを使用して、それをウェル内に保ったまま、チップの表面上の電極金属の積み重
なりを除去する（ダマシンプロセス）。別の例では、フォトレジスト及び任意の覆ってい
る層は、アセトンまたは別のレジスト溶剤を使用して除去される（剥離プロセス）。
【００９７】
バイオチップ表面のシリル化
　ウェル及びウェル内の電極の形成後、二酸化ケイ素層は、ウェル内またはウェルに隣接
して膜を形成するのに適した二酸化ケイ素層を与えるように処理されてもよい。いくつか
の場合では、例えば、二重層（例えば、脂質二重層）等の疎水性膜は、ウェルにわたって
形成される。膜は、例えば、エッチングされたウェルを、少なくとも約１０ギガオームの
抵抗力で覆っている液体から隔てることができる。本明細書に記載されるように、二酸化
ケイ素表面のシリル化（例えば、表面を疎水性にするための）は、膜の形成に適した表面
を形成する。
【００９８】
　膜を半導体界面に安定化させるための方法は、膜が、シリル化された表面を接着し、例
えば、少なくとも約１０ギガオームの抵抗力で、第１の流体（例えば、膜のシス側上）を
第２の流体（例えば、膜のトランス側上）から分離できるように、半導体表面をシリル化
することを含む。
【００９９】
　バイオチップを調製するための方法は、（ａ）二酸化ケイ素及び／もしくは金属（例え
ば、図１７に示される）を含む表面を有するパッケージ化されたバイオチップまたはバイ
オチップ前身を提供することと、（ｂ）例えば、有機官能性アルコキシシラン分子を使用
して表面（例えば、図１８に示される）をシリル化することと、を含む。いくつかの場合
では、有機官能性アルコキシシラン分子は、ジメチルクロロ－オクトデシル－シラン、ジ
メチルメトキシ－オクトデシル－シラン、メチルジクロロ－オクトデシル－シラン、トリ
クロロ－オクトデシル－シラン、トリメチル－オクトデシル－シラン、トリエチル－オク
トデシル－シラン、またはそれらの任意の組み合わせである。
【０１００】
　有機官能性アルコキシシラン分子は、二酸化ケイ素表面を被覆することができる（図１
８に示される）。シラン層は、１分子の厚さであり得る（図１８）。
【０１０１】
　シリル化に続いて、本方法は、漱ぎプロトコルによって残留シランを基板から除去する
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ことを更に含み得る。一例となる漱ぎプロトコルは、デカン、アセトン、エタノール、水
、及びエタノールによる５秒間の漱ぎに続く、空気乾燥及び９７℃で３０分間にわたる加
熱である。漱ぎプロトコルはまた、シラン層への適用前にチップを清浄するために使用す
ることもできる。
【０１０２】
　図２１は、銀及びその下の保護金属がウェルの側壁上でスパッタリングすることができ
、このため、シリル化がウェル中にまで達し得ないことを示す。いくつかの事例では、ウ
ェルの側壁の４分の３以上が、銀及びその下の保護層で被覆される。
【０１０３】
二重層の形成
　半導体ナノ気孔センサチップを作り出す、電極のアレイ上に脂質二重層及びナノ気孔（
例えば、個別に制御される）を創出するための方法が、本明細書に記載される。チップは
、核酸配列等のポリマー配列または任意の標識された分子の存在を決定するために使用す
ることができる。
【０１０４】
　半導体センサチップ上の電極のアレイにわたって脂質二重層を形成するための技法が、
本明細書に記載される。一実施形態では、脂質分子を含有する液体が、チップの表面に挿
入される。液体は、気泡によって分離され得る。脂質分子は、表面上に分散されてもよく
、気泡は、電極の各々にわたって脂質二重層を自然発生的に形成するように脂質を菲薄化
する。更なる電気刺激が、二重層形成を促進するために電極に適用されてもよい。ナノ気
孔タンパク質を含有する溶液が、堆積する脂質の上部の上に更に適用されてもよい。更に
多くの気泡が、二重層へのナノ気孔の挿入を促進するためにチップを横断して転がされて
もよい。これらの技法は、フローセルの有無に関わらず行うことができる。いくつかの場
合では、更なる刺激が、二重層または気孔の創出を誘導するために適用されてもよい。そ
のような刺激には、圧力、超音波処理、及び／または音波パルスが挙げられる。刺激は、
緩衝剤（約５．０～約８．５のｐＨ範囲）、イオン溶液（例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ；約
７５ｍＭ～約１Ｍ）、気泡、化学物質（例えば、ヘキサン、デカン、トリデカン等）、物
的移動、センサチップへの電気刺激もしくは電気刺激パルス、圧力もしくは圧力パルス、
温度もしくは温度パルス、超音波処理パルス、及びまたは音波パルスの任意の組み合わせ
を含み得る。
【０１０５】
　図２２に示されるように、気泡２２０５は、大きく、複数のウェル２２１０に隣接して
保持されることができ、各ウェル２２１０は、電極を備える。気泡は、脂質を電極に隣接
する領域からずらし、電極（複数可）を被覆する（ａ）脂質二重層（複数可）を生み出す
ことができる。いくつかの場合では、気泡の縁部は、脂質溶液２２１５と接触させられ、
脂質溶液のうちの一部は、気泡２２０５の下２２２０に拡散して、ウェル２２１０及び電
極（複数可）を被覆する（ａ）脂質二重層（複数可）を形成する。気泡は、気体（または
蒸気）気泡であり得る。気泡は、例えば、空気、酸素、窒素、アルゴン、ヘリウム、水素
、または炭素二酸化物等の単一気体または気体の組み合わせを含み得る。同様に、図３０
は、本明細書に提供される二重層形成方法の別の例示を提供する。
【０１０６】
　気泡は、任意の好適な数の電極を被覆する及び／またはそこに隣接することができる。
いくつかの場合では、気泡は、約１００、約１０００、約１００００、約１０００００、
約１００００００、または約１０００００００個の電極に隣接する。いくつかの事例では
、気泡は、少なくとも約１００、少なくとも約１０００、少なくとも約１００００、少な
くとも約１０００００、少なくとも約１００００００、または少なくとも約１０００００
００個の電極に隣接する。
【０１０７】
　気泡は、任意の好適な時間（例えば、脂質二重層を形成するのに十分長い間）電極に隣
接したままであってもよい。いくつかの場合では、気泡は、約１０ミリ秒間～約１０分間
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、例えば、０．５秒間（複数可）、約１秒間、約３秒間、約５秒間、約１０秒間、約２０
秒間、約３０秒間、約４５秒間、約６０秒間、約１．５分間（ｍｉｎ）、約２分間、約３
分間、約４分間、約５分間、または約１０分間にわたって電極に隣接して保持される。い
くつかの場合では、気泡は、少なくとも約０．５秒間（複数可）、少なくとも約１秒間、
少なくとも約３秒間、少なくとも約５秒間、少なくとも約１０秒間、少なくとも約２０秒
間、少なくとも約３０秒間、少なくとも約４５秒間、少なくとも約６０秒間、少なくとも
約１．５分間（ｍｉｎ）、少なくとも約２分間、少なくとも約３分間、少なくとも約４分
間、少なくとも約５分間、または少なくとも約１０分間にわたって電極に隣接して保持さ
れる。いくつかの場合では、気泡は、最大でも約０．５秒間（複数可）、最大でも約１秒
間、最大でも約３秒間、最大でも約５秒間、最大でも約１０秒間、最大でも約２０秒間、
最大でも約３０秒間、最大でも約４５秒間、最大でも約６０秒間、最大でも約１．５分間
（ｍｉｎ）、最大でも約２分間、最大でも約３分間、最大でも約４分間、最大でも約５分
間、または最大でも約１０分間にわたって電極に隣接して保持される。いくつかの事例で
は、気泡は、約１秒間～約１０分間、約１０秒間～約５分間、または約３０秒間～約３分
間にわたって電極に隣接して保持される。
【０１０８】
　一態様では、ナノ気孔検知装置において使用するための脂質二重層を形成するための方
法は、複数の検知電極と流体連通している流体流路を含むプライミングされたチップを提
供することと、脂質溶液を流体流路中に流入し、気泡を流体流路上に流入して、それによ
り、検知電極の各々に隣接して脂質二重層を形成することと、を含む。本明細書に使用す
る場合、プライミングされたチップは、ウェルまたはチャネルの全てを充填する、チップ
上のＫＣｌまたはイオン溶液の初期流動を有するチップである。図７は、２つの流体流路
を有する装置の一例を示し、図２４は、５つの流体流路を有する装置の一例を示す。いく
つかの実施形態では、気泡は、複数の検知電極にまたがり、少なくとも約１秒間にわたっ
て検知電極に隣接する。気泡は、少なくとも約１０ミリ秒間～約１０分間、例えば、５秒
間、少なくとも約１０秒間、少なくとも約３０秒間、及び／または最大でも約１分間、２
分間、３分間、４分間、５分間、もしくは１０分間にわたって検知電極または検知電極を
含有するウェルに隣接し得る。いくつかの場合では、ナノ気孔は、検知電極の各々に隣接
する脂質二重層内に挿入される。
【０１０９】
　一態様では、ナノ気孔検知装置において使用するための脂質二重層を形成するための方
法は、複数の検知電極と流体連通している流体流路を含むプライミングされたチップを提
供することと、気泡を流体流路上に流入することであって、気泡が複数の検知電極にまた
がることと、気泡の周辺部を脂質と接触させることと、を含む。脂質は、気泡の下及び流
体流路上に拡散し得る（例えば、それにより、検知電極の各々に隣接して脂質二重層を形
成する）。いくつかの場合では、本方法は、ナノ気孔を検知電極の各々に隣接する脂質二
重層内に挿入することを更に含む。
【０１１０】
　気泡は、任意の好適な時間（例えば、脂質二重層を形成するのに十分長い間）にわたっ
て脂質と接触させられ得る。いくつかの場合では、気泡は、約０．５秒間（複数可）、約
１秒間、約３秒間、約５秒間、約１０秒間、約２０秒間、約３０秒間、約４５秒間、約６
０秒間、約１．５分間（ｍｉｎ）、約２分間、約３分間、約４分間、約５分間、または約
１０分間にわたって脂質と接触させられる。いくつかの場合では、少なくとも約０．５秒
間（複数可）、少なくとも約１秒間、少なくとも約３秒間、少なくとも約５秒間、少なく
とも約１０秒間、少なくとも約２０秒間、少なくとも約３０秒間、少なくとも約４５秒間
、少なくとも約６０秒間、少なくとも約１．５分間（ｍｉｎ）、少なくとも約２分間、少
なくとも約３分間、少なくとも約４分間、少なくとも約５分間、または少なくとも約１０
分間にわたって脂質と接触させられる。いくつかの場合では、気泡は、最大でも約０．５
秒間（複数可）、最大でも約１秒間、最大でも約３秒間、最大でも約５秒間、最大でも約
１０秒間、最大でも約２０秒間、最大でも約３０秒間、最大でも約４５秒間、最大でも約
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６０秒間、最大でも約１．５分間（ｍｉｎ）、最大でも約２分間、最大でも約３分間、最
大でも約４分間、最大でも約５分間、または最大でも約１０分間にわたって脂質と接触さ
せられる。いくつかの事例では、気泡は、約１秒間～約１０分間、約１０秒間～約５分間
、または約３０秒間～約３分間にわたって脂質と接触させられる。
【０１１１】
　方法は、任意の割合の電極にわたって脂質二重層を形成することができる。いくつかの
場合では、脂質二重層は、検知電極の少なくとも約１０％、少なくとも約２０％、少なく
とも約３０％、少なくとも約４０％、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なく
とも約７０％、少なくとも約８０％、または少なくとも約９０％にわたって形成される。
いくつかの例では、脂質二重層は、検知電極の約１０％、約２０％、約３０％、約４０％
、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、または約９０％、または約１００％にわた
って形成される。
【０１１２】
　二重層は、脂質二重層のシス側の溶液と二重層のトランス側の溶液との間に電気抵抗を
提供することができる。いくつかの場合では、抵抗は、約１００メガオーム（ＭΩ）、約
５００ＭΩ、約１ギガオーム（ＧΩ）、約１０ＧΩ、または約１００ＧΩである。いくつ
かの場合では、抵抗は、少なくとも約１００メガオーム（ＭΩ）、少なくとも約５００Ｍ
Ω、少なくとも約１ギガオーム（ＧΩ）、少なくとも約１０ＧΩ、または少なくとも約１
００ＧΩである。いくつかの実施形態では、抵抗は、約１テラオーム（ＴΩ）である。
【０１１３】
　ナノ気孔を挿入することは、脂質二重層内のナノ気孔の挿入を促進するために電極を通
して電気刺激（例えば、電圧パルスまたは電流パルス）を適用することを含み得る。代替
として、または加えて、ナノ気孔は、例えば、圧力パルス、または緩衝剤（約５．０～約
８．５のｐＨ範囲）、イオン溶液（例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ；約７５ｍＭ～約１Ｍ）、
気泡、化学物質（例えば、ヘキサン、デカン、トリデカン等）、物的移動、センサチップ
への電気刺激もしくは電気刺激パルス、圧力もしくは圧力パルス、温度もしくは温度パル
ス、超音波処理パルス、及びまたは音波パルスの任意の組み合わせ等の１つ以上の他の刺
激を適用することによって挿入され得る。ナノ気孔は、任意のナノ気孔（例えば、タンパ
ク質ナノ気孔）であり得る。いくつかの実施形態では、ナノ気孔は、マイコバクテリウム
・スメグマチスポリンＡ（ＭｓｐＡ）、α溶血素、スメグマチスポリンＡ（ＭｓｐＡ）も
しくはα溶血素のうちの少なくとも１つと少なくとも７０％の相同性を有する任意のタン
パク質、またはそれらの任意の組み合わせである。
【０１１４】
　いくつかの事例では、二重層を横断する抵抗は、ナノ気孔の挿入に応じて低減される。
ナノ気孔挿入後の二重層は、脂質二重層のシス側の溶液と二重層のトランス側の溶液との
間に電気抵抗を提供することができる。いくつかの場合では、ナノ気孔挿入後の抵抗は、
約１メガオーム（ＭΩ）、約１０ＭΩ、約１００ＭΩ、約５００ＭΩ、約１ギガオーム（
ＧΩ）である。いくつかの場合では、ナノ気孔挿入後の抵抗は、最大でも約１メガオーム
（ＭΩ）、最大でも約１０ＭΩ、最大でも約１００ＭΩ、最大でも約１００ＭΩ、最大で
も約５００ＭΩ、最大でも約１ギガオーム（ＧΩ）である。
【０１１５】
　脂質は、任意の好適な脂質または脂質の混合物であり得る。いくつかの場合では、脂質
は、有機溶媒中で溶解される。いくつかの実施形態では、脂質は、ジフィタノイルホスフ
ァチジルコリン（ＤＰｈＰＣ）、１，２－ジフィタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
コリン、リゾホスファチジルコリン（ＬＰＣ）、１，２－ジ－Ｏ－フィタニル－ｓｎ－グ
リセロ－３－ホスホコリン（ＤｏＰｈＰＣ）、パルミトイル－オレオイル－ホスファチジ
ル－コリン（ＰＯＰＣ）、ジオレオイル－ホスファチジル－メチルエステル（ＤＯＰＭＥ
）、ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）、ホスファチジルコリン、ホスフ
ァチジルエタノールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファチジン酸、ホスファチジル
イノシトール、ホスファチジルグリセロール、スフィンゴミエリン、１，２－ジ－Ｏ－フ
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ィタニル－ｓｎ－グリセロール；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
エタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－３５０］；１，２－ジ
パルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエ
チレングリコール）－５５０］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
エタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－７５０］；１，２－ジ
パルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエ
チレングリコール）－１０００］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホス
ホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－２０００］；１，２
－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－ラクトシル；ＧＭ
１ガングリオシド、またはそれらの任意の組み合わせからなる群から選択される。
【０１１６】
　一態様では、ナノ気孔センサで使用するための脂質二重層を形成するための方法は、そ
の上に材料層を有する電極（または電極を備えるウェル）を含む流路に緩衝液を方向付け
ることを含む。緩衝液は、導電性であってもよく、材料層は、１つ以上の脂質を含み得る
。次に、緩衝液は、材料層と接触してもよく、１つ以上の電圧が、二重層形成を促すため
に電極に印加されてもよい。続いて、電極を通る電流を測定して、材料層の少なくとも一
部が電極を被覆しかつ封止しているか、及び／または電極の全てもしくは一部分にわたっ
て二重層を形成しているかどうかを決定することができる。印加電圧は、電極上の二重層
封止を破るのに十分であってもよく、短絡電流の流れを生じる。材料層の少なくとも一部
が電極を被覆しかつ封止しているか、及び／または電極の全てもしくは一部分にわたって
二重層を形成しているかの決定に基づいて、刺激は、材料層の少なくとも一部が電極に隣
接して脂質二重層を形成するように、電極の全て、電極の群、または個々の電極に同時に
適用されてもよい。
【０１１７】
　いくつかの実施形態では、刺激には、電極アレイの表面上の液体流、アレイの表面上の
１つ以上の異なる液体の後続の流れ、アレイの表面上の１つ以上の異なる液体及び気泡の
任意の組み合わせの後続の流れ、電気パルス、超音波処理パルス、圧力パルス、または音
波パルスのうちの少なくとも１つを含む。いくつかの実施形態では、刺激は、緩衝剤（約
５．０～約８．５のｐＨ範囲）、イオン溶液（例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ；約７５ｍＭ～
約１Ｍ）、気泡、化学物質（例えば、ヘキサン、デカン、トリデカン等）、物的移動、電
気刺激もしくは電気刺激パルス、圧力もしくは圧力パルス、温度もしくは温度パルス、超
音波処理パルス、及びまたは音波パルスの任意の組み合わせを含む。いくつかの場合では
、材料層は、少なくとも２つの種類の脂質を含む。いくつかの例では、刺激は、アレイの
表面上の１つ以上の液体及び気泡の後続の流れを含む。
【０１１８】
　一態様では、個別に制御された電極のアレイを作り出す多重電極の各々１つの上部の上
に脂質二重層を創出するための自動化方法、及び半導体センサ上の個別に制御された電極
のアレイ内の各電極の上の各二重層内に単一の気孔を挿入するための方法が記載される。
適切な外部刺激（例えば、電気刺激、圧力刺激、超音波処理、または音）を本質的に平面
上の電極に密接している脂質層に適用することによって、二重層は、電極のアレイ内の電
極にわたって形成されるように誘導され得る。更に、適切な外部刺激（例えば、電気刺激
、圧力刺激、超音波処理、または音を含む）を、１つ以上の電極上に脂質二重層を有し、
かつナノ気孔タンパク質を含有する溶液で被覆されているセンサチップ全てに個々の電極
から適用することによって、気孔は、二重層内に挿入するように誘導され得る。結果とし
て、刺激に応答して及び決定的な様式で、個別に制御された電極のアレイ内の多重電極に
わたって二重層が人手を介さず自動的に創出される。いくつかの場合では、単一のナノ気
孔は、刺激に応答して及び決定的な様式で、多重電極／二重層内に挿入され、したがって
、個別に制御された電気ナノ気孔センサの高度に並行なアレイを創出することができる。
個別に制御されたナノ気孔センサのこれらのアレイは、本質的に平坦な半導体表面上に創
出されてもよく、半導体材料内で、個々の電極を操作及び制御するために必要とされる電
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気回路構成の一部または全てが創出される。
【０１１９】
　二重層及び気孔を創出する上述のアプローチに加えて、本開示は、費用効率が高く、比
較的単純であり、１）既にセンサ上にある（事前に適用された）脂質または脂質－ポーリ
ンタンパク質混合物を活性化して、自然発生的な二重層創出または二重層－気孔創出を引
き起こすことと、２）既にセンサ上にある（事前に適用された）脂質または脂質－ポーリ
ンタンパク質混合物を活性化して、二重層及びもしくは気孔を創出するための電極におけ
る電気刺激またはシステムへの刺激を介して二重層及びまたは気孔を直接創出することと
、３）既にセンサ上にある（事前に適用された）脂質または脂質－ポーリンタンパク質混
合物を活性化して、気泡をセンサチップの表面に接触させるか、またはセンサチップの表
面を横断して気泡を流すことによって、二重層及びまたは気孔を直接創出することと、４
）既にセンサ上にある（事前に適用された）脂質または脂質－ポーリンタンパク質混合物
を活性化して、二重層及びもしくは気孔を創出するための電極における後続の電気刺激ま
たはシステムへの刺激のために表面を調製する、気泡を使用して混合物をセンサアレイの
表面上に分散して菲薄化することと、５）二重層がアレイ内の個々の多重電極にわたって
創出されるように、気泡を使用してセンサアレイの表面上に脂質混合物を適用、分散、及
び菲薄化することと、６）気泡を使用して脂質混合物を適用、分散、及び菲薄化して、多
重電極にわたって二重層を創出するための電極における後続の電気刺激またはシステムへ
の刺激に対して表面を調製することと、７）気孔がアレイ内の個々の多重電極にわたって
挿入されるように、気泡を使用してポーリンタンパク質混合物を、脂質混合物を用いて調
製されたセンサアレイの表面上に適用、分散、及び菲薄化することと、８）気泡を使用し
て、ポーリンタンパク質混合物を適用、分散、及び菲薄化して、アレイ内の多重電極にわ
たって単一の気孔を創出するための電極における後続の電気刺激またはシステムへの刺激
に対して表面を調製することと、９）電極の表面にわたる気泡の生成または適用を必要と
しない、電極の表面にわたって二重層を創出するために電気刺激を使用することと、１０
）１つ以上の電極もしくはセンサチップ全てに適用される超音波処理または圧力刺激を使
用して、電極もしくは多重電極の表面にわたって二重層及び／または気孔を創出すること
と、１１）上述の二重層及び気孔を確立するための方法と適合するナノ気孔電気検知のた
めに、電極の半導体アレイ上の電極の密度を上昇させることと、１２）多重電極－ナノ気
孔センサのアレイを備えるフローセルもしくは単一オープンセンサチップが、本明細書の
上もしくは他の箇所の方法を支持できない、または多重電極－ナノ気孔センサのアレイを
備える単一センサチップ上の単一フローセルが、本明細書の上もしくは他の箇所の方法を
支持することができる、または多重電極－ナノ気孔センサのアレイを備える単一センサチ
ップ上の多重フローセルが、本明細書の上もしくは他の箇所の方法を支持することができ
る、配置を使用することと、１３）液体または気泡の圧力を変化させて、成功する二重層
または気孔創出を改善することと、１４）センサチップ及び液体の温度を変化させて、二
重層または気孔創出を改善することと、を含む、個別に制御される電気／ナノ気孔センサ
のアレイ上に二重層及び気孔を創出するための方法を提供する。
【０１２０】
　本開示は、脂質二重層を創出し、気孔を二重層内に挿入するための様々なアプローチを
提供する。一実施形態では、多重電極を有する半導体チップが存在する。液体脂質溶液は
、チップのシリル化調製された表面に適用される。液体脂質溶液は、例えば、デカン、ヘ
キサン、トリデカン等の有機溶媒と、ジフィタノイルホスファチジルコリン（ＤＰｈＰＣ
）等の脂質分子及び／または上述の脂質のうちのいずれかとの溶液であってもよい。溶液
は、流入、注入、噴霧、及び／またはスキージーによって表面上に適用され得る。溶液は
、表面上まで乾燥させられる。溶液は、ＤＰｈＰＣ分子の粉末形態のみが残るように実質
的または完全に乾燥させられ得る。代替として、溶液は、粘着状態まで乾燥させられても
よい。したがって、チップの表面は、粉末形態または粘着溶液形態で事前に適用された脂
質分子によって官能化され得る。チップは、封止され、処理され、出荷されてもよい。
【０１２１】
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　半導体チップは、カバーを備えてもよく、カバーは、ユーザはチップを横断して液体を
送り込む及び送り出す（さもなければ、液体の動きを方向付ける）ことを可能にする。い
くつかの例では、ユーザは、乾燥状態または実質的に乾燥状態であり得る脂質分子を活性
化するために塩水等の緩衝液体（または溶液）をチップ中に適用する。いったん脂質分子
が緩衝液と接触すると、脂質分子は、水和される。流入する緩衝液体の圧力は、各電極表
面の上部の上に脂質二重層の形成を促進することができる。脂質二重層の形成は、自然発
生的であり得る。
【０１２２】
　いくつかの状況では、半導体チップは、カバーを備えなくてもよく、ユーザは、ピペッ
トまたは他の流体転移及び／もしくは移動装置（または器具）を使用して塩水等の緩衝液
体（または溶液）をチップ表面上に適用して、脂質分子を活性化する。いったん脂質分子
が緩衝液と接触すると、脂質分子は、水和される。流入する緩衝液体の圧力は、各電極表
面の上部の上に脂質二重層の形成を促進することができる。
【０１２３】
　半導体チップがカバーを備える状況では、緩衝液体がチップ中に適用された後、気泡が
、送り込まれてもよく、気泡の背面には、気泡の前面よりも多くの緩衝液が存在する。気
泡は、チップを横断して素早く通過し、新たに水和された事前に堆積された脂質混合物を
滑らかにして／菲薄化して、表面を横断して脂質分子を素早く通過させる。気泡が通して
流れた後、脂質二重層は、各電極表面の上部の上に形成され得る。
【０１２４】
　いくつかの場合では、気泡が適用され、チップを横断して素早く通過した後、電気信号
は、電極（複数可）に適用され、電気刺激は、電極（複数可）上に二重層（複数可）を形
成することができる。電位を有する電気刺激は、電極の表面と電極の周りの脂質材料との
間の界面を分断することができ、二重層の急な即時形成を引き起こす。
【０１２５】
　いくつかの実施形態では、液体脂質溶液は、マイコバクテリウム・スメグマチスポリン
Ａ（ＭｓｐＡ）またはα溶血素等の気孔タンパク質を更に含有し得る。脂質分子及び気孔
タンパク質を含有する溶液は、乾燥させられる。チップの表面は、表面を疎水性にするよ
うにシラン分子で調製される。脂質分子及び気孔タンパク質は、粉末形態または粘着状態
で堆積する。ユーザは、緩衝液をチップに適用することによってチップを活性化すること
ができる。脂質分子及び気孔タンパク質は、水和される。挿入されたナノ気孔を有する脂
質層は、各電極表面の上部の上に形成され得る。脂質層は、自然発生的に形成し得る。
【０１２６】
　いくつかの場合では、緩衝液体がチップ中に適用された後、気泡が送り込まれる。気泡
の背面には、気泡の前面よりもより多くの緩衝液が存在し得る。気泡は、チップを横断し
て素早く通過することができ、新たに水和された事前に堆積された脂質及び気孔の混合物
を滑らかにして菲薄化し、脂質及び／または気孔分子を、表面を横断して素早く通過させ
る。気泡が通して流れた後、脂質二重層は、本明細書の上または他の箇所に記載される様
式で各電極表面の上部の上に形成されてもよく、気孔タンパク質は、二重層内に挿入され
、ナノ気孔を形成することができる。
【０１２７】
　代替として、または加えて、気泡が適用されてチップを横断して素早く通過した後、電
気信号が電極に適用されてもよく、その電気刺激は、電極上に二重層を形成し、ナノ気孔
を二重層内に挿入させ得る。電位を有する電気刺激は、電極の表面を分断することができ
、電極の周りの脂質材料に作用して、二重層及び二重層内のナノ気孔の急な即時形成を引
き起こす。
【０１２８】
　別の実施形態では、半導体チップは、単にシリル化され、チップの表面を官能化する脂
質分子または気孔タンパク質等の任意の事前に適用される分子を有しない。チップの表面
は、最初に、塩水を使用して洗い流される、すなわち、プライミングされる。次いで、例
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えば、デカン等の有機溶媒中の脂質のアリコートは、チップ上に挿入される。気泡は、続
いて、脂質材料を塗抹し、チップの表面上に脂質材料を分散して菲薄化する。脂質二重層
は、気泡の接触及び分散を介して多重電極にわたって創出される。脂質二重層は、自然発
生的に形成し得る。
【０１２９】
　別の関連実施形態では、脂質二重層は、気泡の後に自然発生的に創出され得る。後続の
電気刺激及び／または他の刺激が、電極に適用される。電気パルス及び／または他の刺激
は、多重層を破壊して、電極上の単一の二重層の形成を促すことによって、単一の二重層
の創出を助けると考えられる。電気パルスは、二重層を電極上で形成するか、または破壊
する。
【０１３０】
　更に別の関連実施形態では、ＫＣＬは、チップを横断して流れ、チップが濡れる、すな
わち、プライミングされる。次いで、少量の脂質溶液は、チップに適用され、チップを横
断して流れ、その直後に、気泡は、チップを横断して脂質を菲薄化し分散する。次に、塩
水が、チップを横断して流れる。これに続いて、気孔タンパク質溶液は、チップ中に挿入
される。別の気泡は、続いて、気泡との接触または気泡からの圧力の形成を介して、気孔
がアレイ内の個々の多重電極にわたって挿入されるように、気孔タンパク質混合物をチッ
プの表面上に塗抹して菲薄化する。
【０１３１】
　更に別の関連実施形態では、気孔タンパク質溶液及び第２の気泡が挿入された後、後続
の電気刺激が電極で適用され、アレイ内の多重電極にわたって脂質二重層内にナノ気孔を
創出する。
【０１３２】
　別の実施形態では、例えば、デカン等の有機溶媒中の脂質のアリコートは、イオン溶液
（塩水等）で充填されたまたは被覆されたチップ内に挿入される。後続の電気刺激が、電
極に適用される。電気パルスは、二重層を電極上に形成する。この実施形態では、二重層
形成を促進するために挿入される気泡は存在しない。脂質は、チップの表面上で電極の周
りに分散されるウェルである。電極上に印加される電圧は、電極の縁部で脂質材料の分断
を生じさせ、脂質二重層の形成を誘導する。
【０１３３】
　半導体ナノ気孔センサチップは、液体、溶液、及び試薬がそこを通して流れることがで
きる１つ以上のチャネルを備えてもよい。いくつかの実施形態では、各チャネルは、２つ
のレールをチャネルの両側に１つずつ有する。電極は、チャネルの底面上にあってもよい
。電極は、更に、チャネルの側壁面上（レール上）にあってもよい。各チャネルに対する
電極の密度は、底面及び側壁面上に電極を創出することにより、上昇し得る。
【０１３４】
　１つ以上のフローセルは、半導体チップ上で利用され得る。各フローセルを使用して、
溶液及び気泡をチップ上のチャネルのうちの１つに対して挿入することができる。フロー
セルは、液体、気泡、及び試薬がそこを通って通過することができる経路である。フロー
セルの全体または一部として作用するチップ上のチャネルは、チップが個別に及び同時に
複数の異なる試料を処理することができるように、独立していてもよい。
【０１３５】
　いくつかの実施形態では、チップ上にチャネルまたはフローセルが存在しない。チップ
は、液体脂質溶液または液体脂質－気孔混合物溶液を事前に適用される。溶液は、粉末形
態または粘着状態に乾燥させられてもよい。液体緩衝液は、脂質または脂質－気孔混合物
を達成するためにチップに適用される。電気信号は、電極に適用され、電気刺激は、二重
層を電極上に形成することができる。電位を有する電気刺激は、電極の表面を分断させ、
電極の周りの脂質材料に影響して、二重層の急な即時形成を引き起こすことができる。更
に、活性化された気孔タンパク質が存在する場合、電気刺激は、気孔分子の脂質二重層内
への挿入を更に促進することができる。
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【０１３６】
　いくつかの実施形態では、液体または気泡の圧力は、二重層またはナノ気孔の創出を改
善するために異なり得る。いくつかの実施形態では、チップ及び液体の温度は、二重層ま
たは気孔の創出を改善するために異なり得る。例えば、二重層が形成されるときに、室温
よりも若干冷たい温度が適用されてもよく、ナノ気孔が脂質二重層内に挿入されるときに
、室温よりも若干温かい温度が適用されてもよい。
【０１３７】
　チップは、空いたままであり、接近することができる、封止されたチップの４つの側面
のうちの１つを有し得る。反対側もまた、管が接触及び接続することができる単一の穴を
有し得る。下部における穴及び管並びに上部におけるチップの開口端に垂直なように、チ
ップが位置付けられるか、さもなければ配置される場合、緩衝液体及び試薬を、上部を通
して添加することができ、次いで、気泡は、制御された速度で下部から放出され、封止さ
れる空洞を上方に移動し、チップを横断して流れることができる。このシステムは、チッ
プを横断して転がる液体断片を分離する気泡の繋がりを有し得る。それは、パッケージ化
されたチップの開口上部と通して添加される任意の物質を除去し、チップ内側の表面を流
れ落ちる。反対に、機器の下部における単一の管を通して液体及び試薬を挿入することが
可能であり、試薬の自動化された時系列の追加が必要とされ得るとき、これは有利であり
得る。
【０１３８】
　いくつかの状況では、センサチップは、二重層の自動化された創出、気孔の創出、それ
らの再創出を含む二重層及び気孔の維持、ナノ気孔センサチップに適用される生体分子の
捕捉及び読み出しを生じ、全てのセンサのステータス及び器具の性能の全ての特性のリア
ルタイム及び／またはエンドポイント詳細を提供するために、液体、試薬、気泡、電気刺
激パルス、圧力もしくは圧力パルス、温度もしくは温度パルス、超音波処理パルス、及び
または音波パルスの任意の組み合わせのセンサチップまたはセンサチップ内の液体、試薬
、もしくは気泡への適用を自動化することができる機器に連結され得るか、またはその中
に設置され得る。機器は、任意のレベルの操作者マニュアルの介入または特別試験の創出
を可能ｊにし得る。機器は、機器が完全にまたは実質的に自動的に動作することを可能に
する事前の試験信号または試薬の追加の結果に応じて、異なる信号及び／もしくは試薬を
適用する、または試料もしくはチップに従って作動することができる。そのようなシステ
ムは、経時的実験を操作者なしで実行することができる、または試験を続けるためにセン
サチップの表面を再び官能化するようにナノ気孔システムをリフレッシュすることができ
る。
【０１３９】
　また、二重層の創出または気孔の創出を誘導するための刺激の適用には、所望の、さも
なければ所定の二重層／気孔創出事象（複数可）を刺激するための、緩衝剤（約５．０～
約８．５のｐＨ範囲）、イオン溶液（例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ；約７５ｍＭ～約１Ｍ）
、気泡、化学物質（例えば、ヘキサン、デカン、トリデカン等）、物的移動、センサチッ
プへの電気刺激もしくは電気刺激パルス、圧力もしくは圧力パルス、温度もしくは温度パ
ルス、超音波処理パルス、及びまたは音波パルスの任意の組み合わせの適用が挙げられる
。
【０１４０】
　半導体チップは、カバーを備えてもよく、ユーザは、ピペットまたは他の器具を使用し
て手動であらゆる緩衝剤、試薬、及び気泡を適用することができる。これらの技法のこの
手動適用は、所望の二重層及び／または気孔形成を誘導するために、本明細書に概説され
る任意の適用される刺激を伴ってもよい。
【０１４１】
　本開示のフローセルまたは単純な気泡システムはまた、気孔タンパク質溶液をセンサチ
ップ表面の周りに均一に適用して、自然発生的な気孔挿入を生じることによって、または
緩衝剤（約５．０～約８．５のｐＨ範囲）、イオン溶液（例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ；約
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７５ｍＭ～約１Ｍ）、気泡、化学物質（例えば、ヘキサン、デカン、トリデカン等）、物
的移動、センサチップへの電気刺激もしくは電気刺激パルス、圧力もしくは圧力パルス、
温度もしくは温度パルス、超音波処理パルス、及びまたは音波パルスの任意の組み合わせ
の刺激が二重層内への気孔の即時挿入を促すことができるように表面を設定することによ
って、気孔の挿入を大きく支援することもできる。フローセルまたは単純な気泡システム
はまた、気泡の有無に関わらず適切な緩衝剤中で滑らかにするまたは混合させた後、自然
発生的な二重層及び気孔の両方を形成し得る乾燥した脂質－気孔－タンパク質混合物を水
和することもできる。
【０１４２】
　図２３は、プライミングされたセンサチップの１つ以上の流路上の電極にわたって脂質
層を形成するためのサンプル方法を例示する。センサチップは、流路の表面上に位置する
非導電性または半導体表面内に埋め込まれる、及び／または非導電性または半導体表面に
本質的に平坦である多重電極を含む平坦なチップであり得る。本方法は、流路の各々を通
して少なくとも１種類の脂質を含む脂質溶液を流入する第１の操作２３０１を含む。次に
、第２の操作２３０２では、脂質は、電極の表面上に、及び／または電極に隣接して堆積
される。第３の操作２３０３では、堆積される脂質は、流路の各々における後続の気泡で
滑らかにされ、菲薄化される。次に、第４の操作２３０４では、流路の各々は、再び、緩
衝液で充填される。緩衝液は、導電性であってもよい。第５の操作２３０５では、電流は
、電極を通して測定され、脂質二重層が、各電極にわたって適切に形成されたかどうかを
決定する。次に、第６の任意の操作２３０６では、任意の、全ての、または実質的に全て
の電極上に脂質二重層が適切に形成されていない場合、刺激（例えば、電気刺激）が適用
され、電極にわたって脂質二重層を形成するために表面上に脂質を誘導する。しかしなが
ら、いくつかの事例では、二重層を創出するための電圧は適用されない。
【０１４３】
　いくつかの実施形態では、脂質溶液は、少なくとも２つの種類の脂質を含む。脂質溶液
は、少なくとも１種類の気孔タンパク質を更に含み得る。気孔タンパク質は、マイコバク
テリウム・スメグマチスポリンＡ（ＭｓｐＡ）またはα溶血素を含み得る。気孔タンパク
質を含有する非脂質溶液は、流路の各々において堆積された脂質にわたって方向付けられ
てもよい。次いで、気孔タンパク質及び堆積された脂質は、気泡で流路の各々に菲薄化さ
れ得る。次に、気孔タンパク質溶液、追加の空気（または気体）気泡、及び追加の液体溶
液は、流路を通して方向付けられ得る。気孔タンパク質溶液及び液体溶液は、空気気泡に
よって分離され得る。次いで、電気刺激は、電極の少なくとも一部を通して適用され、脂
質二重層内への気孔タンパク質の挿入を促進し得る。流入溶液及び気泡の操作は、脂質二
重層形成及び二重層内へのナノ気孔の挿入を達成するために任意の順序及び組み合わせで
繰り返されてもよい。いくつかの例では、脂質は、ジフィタノイルホスファチジルコリン
（ＤＰｈＰＣ）、パルミトイル－オレオイル－ホスファチジル－コリン（ＰＯＰＣ）、ジ
オレオイル－ホスファチジル－メチルエステル（ＤＯＰＭＥ）、リゾホスファチジルコリ
ン（ＬＰＣ）、１，２－ジフィタノイル－ｓｎ－グリセロ－３ホスホコリン、１，２－ジ
－Ｏ－フィタニル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤｏＰｈＰＣ）、ジパルミトイ
ルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノー
ルアミン、ホスファチジルセリン、ホスファチジン酸、ホスファチジルイノシトール、ホ
スファチジルグリセロール、１，２－ジ－Ｏ－フィタニル－ｓｎ－グリセロール；１，２
－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポ
リエチレングリコール）－３５０］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホ
スホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－５５０］；１，２
－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポ
リエチレングリコール）－７５０］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホ
スホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－１０００］；１，
２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（
ポリエチレングリコール）－２０００］；１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－
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ホスホエタノールアミン－Ｎ－ラクトシル；ＧＭ１ガングリオシド、またはスフィンゴミ
エリンである。液体脂質溶液は、デカン等の有機溶媒を更に含有し得る。
【０１４４】
　いくつかの実施形態では、緩衝液は、塩化ナトリウムまたは塩化カリウム溶液等のイオ
ン溶液を含有し得る。緩衝液は、シアン化第一鉄またはアスコルビン酸、グルタミン酸ナ
トリウム、グルタミン酸カリウム、塩化テトラメチルアンモニウム、塩化テトラエチルア
ンモニウム、塩化アンモニウム等を更に含有する。また、トレハロース、蔗糖、または任
意の他の糖を含有してもよい。緩衝剤はまた、塩化マグネシウム、塩化カルシウム、塩化
ストロンチウム、塩化マンガン等の二価物を含有し得る。いくつかの実施形態では、気泡
及び／または流体の圧力は、二重層形成またはナノ気孔の挿入を改善するために実質的に
気圧に、または気圧を若干上回ってもしくは下回って調節される。
【０１４５】
　図２４は、本開示の実施形態に従って、サンプル半導体センサチップを例示する。セン
サチップ２４００は、複数の流路２４１０を含む。各流路は、流路２４１０の表面上に位
置する非導電性または半導体表面内に埋め込まれる、及び非導電性または半導体表面に平
坦もしくは実質的に平坦な多重電極２４２０を有する。電極以外の流路の表面は、疎水性
である。電極以外の流路の表面は、疎水性、親水性、またはそれらの任意の組み合わせで
あってもよい。異なる壁は、異なる特性のために処理され得る。流路２４１０は、流路に
沿うガイドレール２４４０によって分離される。チャネル幅は、２つ以上の列電極を収納
するのに十分広い場合がある。電極は、図２４に示されるように流路の底面並びにガイド
レールの側壁上に製作され得る。いくつかの実施形態では、流路の上部は、封止される。
【０１４６】
　別の態様では、プライミングされたセンサチップ、すなわち、チップ上を流れる緩衝液
を有しているチップの１つ以上の流路上の電極にわたって脂質二重層を形成するための方
法は、（ａ）流路の各々を通して少なくとも１つの種類の脂質を含む脂質溶液を流入する
ことと、（ｂ）脂質をチップの表面上に堆積することと、（ｃ）流路の各々の後続のまた
は追加の気泡で堆積された脂質を滑らかにして菲薄化することと、（ｄ）導電性である緩
衝液を流路の各々を通して更に流入することと、（ｅ）電極を通る電流を測定して、脂質
二重層が各電極にわたって形成されるかどうかを決定することと、（ｆ）電極のうちのい
ずれかの上に脂質二重層が形成されない場合、任意に、電極のうちの少なくとも１つに刺
激を適用し、表面上に脂質を誘導して、電極にわたって脂質二重層を形成することと、を
含む。刺激には、電気パルス、超音波処理パルス、圧力パルス、及び音波パルス、または
緩衝剤（約５．０～約８．５のｐＨ範囲）、イオン溶液（例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ；約
７５ｍＭ～約１Ｍ）、気泡、化学物質（例えば、ヘキサン、デカン、トリデカン等）、物
的移動、センサチップへの電気刺激もしくは電気刺激パルス、圧力もしくは圧力パルス、
温度もしくは温度パルス、超音波処理パルス、及びまたは音波パルスの任意の組み合わせ
のうちの少なくとも１つが挙げられる。
【０１４７】
　いくつかの実施形態では、脂質溶液は、少なくとも２つの種類の脂質を含む。いくつか
の実施形態では、脂質溶液は、少なくとも１種類の気孔タンパク質を更に含む。
【０１４８】
　いくつかの実施形態では、（ｃ）の後、気孔タンパク質を含有する非脂質溶液は、流路
の各々に堆積された脂質にわたって方向付けられる。次いで、気孔タンパク質及び堆積さ
れた脂質は、流路の各々の第２の気泡によって菲薄化することができる。上述の操作は、
任意の順序または組み合わせで少なくとも１回、２回、３回、４回、５回、またはより多
くの回数繰り返され得る。
【０１４９】
　いくつかの場合では、気孔タンパク質溶液、追加の空気気泡、及び追加の液体溶液は、
流路を通して方向付けられ得る。気孔タンパク質溶液及び液体溶液は、空気気泡によって
分離され得る。次に、刺激、例えば、緩衝剤（約５．０～約８．５のｐＨ範囲）、イオン
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溶液（例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ；約７５ｍＭ～約１Ｍ）、気泡、化学物質（例えば、ヘ
キサン、デカン、トリデカン等）、物的移動、センサチップへの電気刺激もしくは電気刺
激パルス、圧力もしくは圧力パルス、温度もしくは温度パルス、超音波処理パルス、及び
または音波パルスの任意の組み合わせが、脂質二重層内への気孔タンパク質の挿入を促進
するために電極の少なくとも一部、全て、または実質的に全てを通して適用され得る。
【０１５０】
　いくつかの実施形態では、脂質は、ジフィタノイルホスファチジルコリン（ＤＰｈＰＣ
）、パルミトイル－オレオイル－ホスファチジル－コリン（ＰＯＰＣ）、１，２－ジフィ
タノイル－ｓｎ－グリセロ－３ホスホコリン、１，２－ジ－Ｏ－フィタニル－ｓｎ－グリ
セロ－３－ホスホコリン（ＤｏＰｈＰＣ）、ジオレオイル－ホスファチジル－メチルエス
テル（ＤＯＰＭＥ）、ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）、リゾホスファ
チジルコリン（ＬＰＣ）、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホ
スファチジルセリン、ホスファチジン酸、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジル
グリセロール、１，２－ジ－Ｏ－フィタニル－ｓｎ－グリセロール；１，２－ジパルミト
イル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレング
リコール）－３５０］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノー
ルアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－５５０］；１，２－ジパルミト
イル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレング
リコール）－７５０］；１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノー
ルアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－１０００］；１，２－ジパルミ
トイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレン
グリコール）－２０００］；１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノ
ールアミン－Ｎ－ラクトシル；ＧＭ１ガングリオシド、またはスフィンゴミエリンである
。
【０１５１】
　いくつかの場合では、液体脂質溶液の少なくとも一部分は、有機溶媒（例えば、デカン
）を含有する。気孔タンパク質は、いくつかの例では、マイコバクテリウム・スメグマチ
スポリンＡ（ＭｓｐＡ）またはα溶血素を含み得る。いくつかの場合では、緩衝液は、１
つ以上のイオン（例えば、塩化ナトリウムまたは塩化カリウム）を含有するイオン溶液を
含有する。いくつかの事例では、緩衝液の少なくとも一部は、シアン化第一鉄またはアス
コルビン酸を含有する。いくつかの事例では、緩衝液はまた、グルタミン酸ナトリウム、
グルタミン酸カリウム、塩化テトラメチルアンモニウム、塩化テトラエチルアンモニウム
、塩化アンモニウム、フェロシアン化物、フェリシアン化物、酢酸カリウム等も含有し得
る。いくつかの事例では、緩衝液はまた、トレハロース、蔗糖、または任意の他の糖も含
有し得る。いくつかの事例では、緩衝液はまた、塩化マグネシウム、塩化カルシウム、塩
化ストロンチウム、塩化マンガン等の二価物も含有し得る。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、気泡及び／または流体の圧力は、実質的に気圧であるか、ま
たは気圧を若干上回る。気泡は、１０１ｋＰａ～１０１３ｋＰａの規模である圧力等の気
圧よりも大きい圧力を有し得る。
【０１５３】
　金属電極の表面は、親水性である。導電性ケイ素等の電極が金属でない可能性がある場
合において、潜在的電圧または異なる潜在的電圧が、シランが非金属電極に接着及び反応
することを止めるために、シリル化プロセス中に電極に適用されてもよい。低イオン緩衝
剤とシランとの混合物の±１０ｍＶ～最大±２Ｖの電圧及び異なる濃度が、使用され得る
。電極における電圧を循環させて、堆積後のシランを「消散する」ことによって、任意の
反応または残留したシランを金属または非金属電極から除去することも可能である。非金
属電極に関して、疎水性シランを消散するステップの後、親水性シランステップが追加さ
れてもよく、電極上の空間のみが、シランに反応するために開けられるだろう。その結果
、電極表面は、疎水性ではなく、親油性ではなく、親水性であるべきである。
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【０１５４】
　いくつかの事例では、電極以外の流路の表面は、疎水性である。いくつかの実施形態で
は、流路の表面（電極以外）は、疎水性、親水性、またはそれらの任意の組み合わせであ
ってもよい。異なる表面（壁またはチャネル床）は、異なる特性のために処理され得る。
【０１５５】
　いくつかの実施形態では、（ａ）の前に、電極以外の流路の表面は、シリル化、化学処
理、または特定の材料の電極以外の流路の表面を使用もしくは設計することによって疎水
性にされてもよく、複数の流路がチップの表面上に形成されてもよく、電極が流路の各々
の表面上に製作されてもよく、流路が流路に沿ってガイドレールを築くことによって分離
されてもよく、電極がガイドレールの各々の側面上に製作されてもよく、及び／または流
路の各々の上側が封止されてもよい。
【０１５６】
　いくつかの状況では、二重層を有するチップは、チップを横断してイオン溶液を流入す
ることによって創出され得る。その流れは、散在した脂質溶液及びイオン溶液アリコート
の「繋がり」であり得る（例えば、交互の脂質溶液及びイオン溶液）。その流れは、供給
管を通って及びチップを横断して進み得る。いくつかの例では、繋がりは、脂質の少なく
とも、またはおよそ０．１ｕＬ、１ｕＬ、２ｕＬ、３ｕＬ、４ｕＬ、もしくは５ｕＬ、次
いで、イオン溶液の少なくともまたはおよそ０．１ｕＬ、１ｕＬ、２ｕＬ、３ｕＬ、４ｕ
Ｌ、もしくは５ｕＬを有してもよく、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、また
はそれ以上の回数繰り返され得る。溶液の繋がりは、バイオチップの表面を横断して、約
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、またはそれ以上の回数押し戻し、かつ押し進め
られ得る。次いで、被覆率及び／または封止を電気的に確認することができる。いくつか
の実施形態では、脂質及び／またはイオン溶液（複数可）の繋がりは、約０．１ｕＬ～約
１０００ｕＬであり得る。
【０１５７】
　いくつかの場合では、溶液の繋がりの後、組立操作が続く。組立操作は、チップを横断
して気泡を流入することを含み得る。いくつかの事例では、電気的方法を使用して、セル
の被覆率（電極を含む）及び／または各電極における漏出もしくは封止抵抗を確認するこ
とができる。
【０１５８】
　いくつかの場合では、組立操作は、以下の試験結果の少なくとも一部または全てが得ら
れるまで繰り返される：（１）少なくとも約１００、１５０、１６０、１７０、１８０、
１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、またはそれ以上の電極が被
覆される、（２）少なくとも約１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６
０、１７０、１８０、１９０、または２００個の膜（例えば、脂質層）が、－１Ｖ未満の
印加電圧で破裂する、（３）（２）において破裂する脂質層の少なくとも４０、５０、６
０、７０、８０、９０、１００、またはそれ以上が、約－３００ｍＶ～－７００ｍＶで破
裂する、（４）約５０ギガオーム未満の封止抵抗を有する電極の数が、３０、２０、１５
、または１０未満である、並びに（５）任意の記録された漏出電流を示すセルの数が５０
を超える場合、封止抵抗の中央値は、１５０ギガオームを上回る。いくつかの場合では、
組立操作は、以下の試験結果の少なくとも一部または全てが得られるまで繰り返される：
（１）少なくとも約１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％
、９０％、９５％、またはそれ以上、例えば、１００％の電極が被覆される、（２）少な
くとも約１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、
９５％、またはそれ以上、例えば、１００％の膜（例えば、脂質層）が±１Ｖ未満の印加
電圧で破裂する、（３）（２）において破裂する脂肪層の少なくとも１０％、２０％、３
０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、またはそれ以上、例
えば、１００％が、約±３００ｍＶ～±７００ｍＶで破裂する、並びに（４）セルの最小
数が１０ＧＯｈｍｓを超える（例えば、少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５
０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または１００％）。
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【０１５９】
　これらの基準の一部または全てが満たされる場合、約１０マイクロリットル（ｕＬ）～
約１０００ｕＬの任意の大きさの気泡は、チップを横断して流れてもよく、ある量の緩衝
剤（例えば、約１０ｕＬ～約１０ｍＬ）が続き、（１）、（４）、及び（５）の最終試験
を実施することができる。＜これを通過する場合、プログラムは、気孔挿入プロトコルに
移動する。プログラムは、コンピュータシステムを用いて実装されてもよい（例えば、プ
ロセッサによる実行時）。
【０１６０】
　いくつかの場合では、気孔挿入プロトコルは、気孔を二重層内に挿入するために、少な
くともまたは約０．１ｕＬ、１ｕＬ、２ｕＬ、３ｕＬ、４ｕＬ、５ｕＬ、もしくは最大約
１ｍＬの気孔タンパク質溶液をチップに適用すること、並びに刺激を適用すること、例え
ば、電気穿孔することと、を含む。電気穿孔操作の最後に、チップは、気孔率に関してチ
ェックされてもよく、基準を通過する場合、試料及び試験試薬が適用される。
【０１６１】
　二重層創出及び気孔挿入の合計時間は、任意の好適な値であり得る。いくつかの場合で
は、合計時間は、約１分間、約５分間、約１０分間、約２０分間、約３０分間、約４５分
間、約１時間、または約２時間である。いくつかの場合では、合計時間は、約１分間未満
、約５分間未満、約１０分間未満、約２０分間未満、約３０分間未満、約４５分間未満、
約１時間未満、または約２時間未満である。いくつかの事例では、合計時間の約１０％、
約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、または約９
０％が、二重層形成に関する。合計時間の任意の割合が、二重層形成と気孔挿入とに分け
られ得る。いくつかの場合では、二重層が形成され、同時にナノ気孔が挿入される。いく
つかの事例では、二重層及び気孔挿入に対する合計時間は、平均で、二重層創出に対して
１５分間、気孔挿入に対して２０分間の合計３５分間である。
【０１６２】
　任意の数のウェルが、挿入された気孔（例えば、気孔率）を有する膜（例えば、脂質二
重層）で被覆され得る。いくつかの場合では、気孔率は、約１０％、約２０％、約３０％
、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％等である。いくつかの
場合では、気孔率は、少なくとも約１０％、少なくとも約２０％、少なくとも約３０％、
少なくとも約４０％、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、
少なくとも約８０％、少なくとも約９０％等である。
【０１６３】
　いくつかの実施形態では、電極チップ及び試験設定に適用されるパラメータは、１Ｍ　
ＫＣｌまたは３００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．５（約５．０～約８．５のｐＨ範囲）、電
流流動性流速（例えば、約１ｕＬ／秒～約１０００ｕＬ／秒）、海面気圧、及び室温であ
る。
【０１６４】
膜を支持するためにゲルを使用する。
　一態様では、バイオチップまたはセンサを形成するための方法は、基板を膜（例えば、
ナノ気孔を含む脂質二重層）の接着に適した層でコーティングすることを含む。基板は、
有機官能性アルコキシシラン分子でシリル化されてもよい。図１８は、膜がシリル化され
た表面上に配置され得るバイオチップを示す。
【０１６５】
　いくつかの場合では、膜は、形成することが難しく、及び／またはシリル化された二酸
化ケイ素上で支持されているが、ウェルにわたって支持されていない膜により、少なくと
も部分的に不安定である。ウェルをゲルで充填することは、ウェル区域にわたって膜を支
持することができ、それによって、膜を容易に形成することができ、及び／または膜を安
定化させることが、本明細書において認識及び記載される。いくつかの実施形態では、ウ
ェルの空の部分は、図１９に示されるようにゲルで充填される。ゲルは、ウェルにわたっ
て配置される膜に対する機械的支持を提供することができる。
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【０１６６】
　他の実施形態では、膜は、トレハロース、または他の糖を含む緩衝剤の使用によって化
学的に安定化させることができる。
【０１６７】
　一態様では、バイオチップを調製するための方法は、（ａ）ゲルを、電極及び検知回路
に近接しているウェル内にゲルを堆積することと、（ｂ）ウェルにわたって膜を形成する
ことと、を含み、膜は、少なくとも部分的にゲルによって支持される。
【０１６８】
　様々な実施形態では、ゲルは、非反応性、架橋され、液体電解質、またはそれらの任意
の組み合わせを含む。ゲルは、アガロース及び市販の専売ゲルマトリクス等の標準的試薬
ゲルが挙げられるが、これらに限定されない。例としては、Ｃｏｌｌａｇｅｎ、Ｌａｍａ
ｎｉｎ、Ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ、ＱＧｅｌ、及びＨｙｄｒｏＭａｘゲルがある。
【０１６９】
ナノ気孔の挿入
　いくつかの事例では、ナノ気孔は、膜内に挿入される（例えば、電気穿孔によって）。
ナノ気孔は、電気刺激、圧力刺激、液体流刺激、気体気泡刺激、超音波処理、音、振動、
またはそれらの任意の組み合わせ等の刺激信号によって挿入されてもよい。ナノ気孔は、
α溶血素もしくはマイコバクテリウムスメグマチス（ＭｓｐＡ）ナノ気孔等のタンパク質
ナノ気孔またはα溶血素もしくはＭｓｐＡのいずれかと少なくとも７０％の相同性を有す
るナノ気孔であり得る。
【０１７０】
　いくつかの実施形態では、ナノ気孔を挿入することは、該ナノ気孔の挿入を促進するた
めに該電極を通して刺激（例えば、電気穿孔パルス）を適用することを含む。いくつかの
場合では、これに、該ナノ気孔の該脂質二重層内への挿入を検出するための第２の電気検
出パルスが続く。検出パルスが続く電気穿孔パルスの使用は、電気穿孔パルスに対して使
用される電圧レベルを順次変化して、気孔が挿入され、検出が達成されるまで数回及び／
または何回も繰り返され得る。一実施形態では、最初の電気穿孔パルスは、約５０ｍＶ（
正または負）で１～１０回繰り返され、前の電気穿孔パルスから約１ｍＶ～最高約±７０
０ｍＶに上昇する、すなわち、上昇電圧の階段である、電気穿孔パルス（複数可）の各後
続バッチが続く。検出パルスは、各電気穿孔パルス間で＋１６０ｍＶである。このため、
例えば、ナノ気孔を脂質二重層内に挿入するプロセスは、５０ｍＶの電気穿孔パルスの適
用及び５回の検出パルスの適用、５１ｍＶの電気穿孔パルスの適用及びの５回の検出パル
スの適用等であろう。プロセスは、ナノ気孔が挿入されるまで（その場合、電極は止めら
れる）、または電極／ウェルが拒絶される、もしくは欠陥であると決定されるまで繰り返
される。
【０１７１】
　いくつかの場合では、酵素、例えば、ポリメラーゼ（例えば、ＤＮＡポリメラーゼ）ま
たは他の酵素（例えば、逆転写酵素）は、ナノ気孔に結合される、及び／またはナノ気孔
に近接して位置付けられる。ポリメラーゼ／酵素は、ナノ気孔が膜内に組み込まれる前ま
たは後にナノ気孔に結合され得る。いくつかの事例では、ナノ気孔及びポリメラーゼ／酵
素は、融合タンパク質（すなわち、単一のポリペプチド鎖）である。全体を通してポリメ
ラーゼが例示されるが、任意の好適な酵素が使用され得ることが理解される。
【０１７２】
　ポリメラーゼは、任意の好適な方法でナノ気孔に結合され得る。いくつかの場合では、
ポリメラーゼは、溶血素タンパク質単量体に結合され、次いで、大量のナノ気孔７量体が
構築される（例えば、結合されたポリメラーゼを有しない６つの溶血素単量体に対して結
合されたポリメラーゼを有する１つの単量体の割合）。次いで、ナノ気孔７量体は、膜内
に挿入され得る。
【０１７３】
　ポリメラーゼをナノ気孔に結合するための別の方法は、リンカー分子を溶血素単量体に
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結合すること、または溶血素単量体を結合部位を有するように変異させることと、次いで
、大量のナノ気孔７量体を構築することと、を含む（例えば、リンカー及び／または結合
部位を有しない６つの溶血素単量体に対してリンカー及び／または結合部位を有する１つ
の単量体の割合）。リンカー及び／または結合部位（Ｈ＋）を有する単量体とリンカー及
び／または結合部位（Ｈ－）を有しない溶血素単量体との組み合わせは、サブユニット、
例えば、（Ｈ＋）２（Ｈ－）５、（Ｈ＋）３（Ｈ－）４、（Ｈ＋）４（Ｈ－）３等の任意
の割合を有する７量体溶血素ナノ気孔を達成するために行われ得ることが理解される。次
いで、ポリメラーゼは、結合部位または結合リンカーに結合され得る（例えば、大量に、
膜内に挿入する前に）。ポリメラーゼはまた、（例えば、７量体）ナノ気孔が膜内に形成
された後、結合部位または結合リンカーに結合され得る。いくつかの場合では、複数のナ
ノ気孔－ポリメラーゼ対は、バイオチップの複数の膜（例えば、ウェル及び／または電極
にわたって配置される）内に挿入される。いくつかの事例では、ポリメラーゼのナノ気孔
複合体への結合は、上述の各電極のバイオチップ上で生じる。
【０１７４】
　ポリメラーゼは、任意の好適な化学（例えば、共有結合及び／またはリンカー）でナノ
気孔に結合され得る。いくつかの場合では、ポリメラーゼは、分子ステープルでナノ気孔
に結合される。いくつかの事例では、分子ステープルは、３つのアミノ酸配列（示される
リンカーＡ、Ｂ、及びＣ）を含む。リンカーＡは、溶血素単量体から延在してもよく、リ
ンカーＢは、ポリメラーゼから延在してもよく、次いで、リンカーＣは、リンカーＡ及び
Ｂを、ゆえにポリメラーゼをナノ気孔に結合することができる（例えば、リンカーＡ及び
Ｂの両方の周りを包むことによって）。リンカーＣはまた、リンカーＡまたはリンカーＢ
の一部分として構成されてもよく、このようにして、リンカー分子の数を低減する。リン
カーは、ビオチン及びストレプトアビジンであってもよい。
【０１７５】
　いくつかの事例では、ポリメラーゼは、Ｓｏｌｕｌｉｎｋ（商標）化学を使用してナノ
気孔に結合される。Ｓｏｌｕｌｉｎｋ（商標）は、ＨｙＮｉｃ（６－ヒドラジノ－ニコチ
ン酸、芳香族ヒドラジン）と４ＦＢ（４－ホルミルベンゾエート、芳香族アルデヒド）と
の間の反応であり得る。いくつかの事例では、ポリメラーゼは、クリック化学（例えば、
ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから入手可能である）を使用してナノ気孔に結合され
る。いくつかの場合では、亜鉛フィンガー突然変異が溶血素分子内に導入され、次いで、
分子を使用して（例えば、ＤＮＡ中間分子）、ポリメラーゼを溶血素上の亜鉛フィンガー
部位に結合する。
【０１７６】
二重層形成を検出するための方法
　上述のセンサ上に二重層を創出する試みの後、二重層が確立されているかどうか、また
は電極が二重層ではない層で単に被覆されているかどうかを決定するために電気刺激が適
用され得る。これを行う１つの方法は、非破壊的ＡＣ刺激を層で被覆された電極に適用し
て、電極が薄い容量性脂質二重層（または他の薄層）で被覆されていることを示す容量性
電流応答を探すことである。
【０１７７】
　塩、電圧、及び電極直径条件に対して適切な容量性読取値が検出される場合、二重層が
電極にわたって創出されており、操作者は気孔挿入ステップを開始する準備が整っている
ことが推察され得る。
【０１７８】
　代替として、破壊用途の順次増大する電圧パルスが、アレイの各電極に適用されてもよ
く、電極上の層が破壊される電圧が記録される。許容可能な数の電極を横断して見られる
電圧が、塩、電圧、及び電極直径条件に対して予期される二重層破壊電圧に対応する場合
、単一の気泡が、チップを横断して流れ、二重層を再度作製し、操作者は気孔挿入ステッ
プを開始する準備が整う。
【０１７９】
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ウェル及びナノ気孔装置を形成するためのシステム
　本開示の別の態様は、ウェルを含むナノ気孔装置を形成するためのシステムを提供する
。そのようなシステムを使用して、膜（例えば、脂質二重層）をウェルまたは電極に隣接
して形成し、ナノ気孔を膜内に挿入することができる。
【０１８０】
　システムは、堆積システム、堆積システムと流体連通しているポンプシステム、及びウ
ェルを形成するための方法を実装する機械可読コードを実行するためのコンピュータプロ
セッサ（または本明細書では「プロセッサ」）を有するコンピュータシステム（またはコ
ントローラ）を含み得る。コードは、本明細書に提供される方法のうちのいずれかを実装
することができる。ポンプシステムは、堆積システムをパージするまたは撤去させるよう
に構成され得る。いくつかの場合では、堆積システムは、除外される。
【０１８１】
　堆積システムは、ウェルの材料層を形成するための１つ以上の反応空間を含み得る。い
くつかの状況では、堆積システムは、（例えば、チャンバの中間の場所でパージまたはポ
ンプを用いて）流体的に互いに隔てられ得る１つ以上の相互接続された反応チャンバを有
するロールツーロール堆積システムである。
【０１８２】
　１つ以上の堆積システムを使用して、ウェルを形成することができる。堆積システムは
、例えば、化学蒸着（ＣＶＤ）、原子層堆積（ＡＬＤ）、プラズマ増強ＣＶＤ（ＰＥＣＶ
Ｄ）、プラズマ増強ＡＬＤ（ＰＥＡＬＤ）、金属有機ＣＶＤ（ＭＯＣＶＤ）、熱線ＣＶＤ
（ＨＷＣＶＤ）、開始ＣＶＤ（ｉＣＶＤ）、修飾ＣＶＤ（ＭＣＶＤ）、軸蒸着（ＶＡＤ）
、外側蒸着（ＯＶＤ）、及び物理蒸着（例えば、スパッタ堆積、蒸発堆積）等の様々な種
類の堆積技法とともに使用するために構成され得る。堆積システムは、写真平版術等の様
々な半導体製造技法を使用して層毎の形成を可能にするように構成され得る。
【０１８３】
　ポンプシステムには、ターボ分子（「ｔｕｒｂｏ」）ポンプ、拡散ポンプ、イオンポン
プ、低温（「ｃｒｙｏ」）ポンプ、及び機械式ポンプのうちの１つ以上等の１つ以上の真
空ポンプが挙げられる。ポンプには、１つ以上のバッキングポンプが挙げられる。例えば
、ターボポンプは、機械式ポンプによって逆行し得る。
【０１８４】
　いくつかの状況では、１つ以上のウェルを含むアレイは、堆積システムを用いて基板内
に形成される。堆積は、コントローラを用いて調節され得る。いくつかの実施形態では、
コントローラは、基板温度、前身の流速、成長速度、キャリアガス流速、及び堆積チャン
バ圧力等の１つ以上の処理パラメータを調節するように構成される。コントローラは、本
明細書に提供される方法を実装するように構成される機械実行可能コードの実行を補助す
るように構成されるプロセッサを含む。機械実行可能コードは、フラッシュメモリ、ハー
ドディスク、またはコンピュータ実行可能コードを記憶するように構成される他の物理的
記憶媒体等の物理的記憶媒体上に記憶される。
【０１８５】
　コントローラは、システムの様々な成分に連結され得る。例えば、コントローラは、１
つ以上の堆積システム及び／または流体流動システム（例えば、ポンプシステム）と連通
していてもよい。コントローラは、ポンプシステムと連通していてもよく、それは、コン
トローラに筺体の圧力を調節させることができる。
【０１８６】
　コントローラは、基板温度、前身の流速、成長速度、キャリアガス流速、前身の流速、
及び堆積チャンバ圧力等の１つ以上の処理パラメータを調節するようにプログラムされる
か、さもなければそのように構成され得る。いくつかの場合では、コントローラは、堆積
チャンバ内の前身の流れの終結（または調節）を補助する堆積チャンバのバルブまたは複
数のバルブと連通している。コントローラは、本明細書に提供される方法を実装するよう
に構成される機械実行可能コードの実行を補助するように構成されるプロセッサを含む。
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機械実行可能コードは、フラッシュメモリ、ハードディスク、またはコンピュータ実行可
能コードを記憶するように構成される他の物理的記憶媒体等の物理的記憶媒体上に記憶さ
れる。コントローラを使用して、脂質溶液の流体流路中への流れ、流体流路内の１つ以上
の気泡の流れ、及び１つ以上の刺激（例えば、電気刺激）の適用等の膜及び／または気孔
形成を調節することもできる。
【０１８７】
　本明細書に提供されるシステム及び方法の態様は、プログラミングにおいて具体化され
得る。技術の様々な態様は、典型的には、ある種類の機械可読媒体上で行われるまたはあ
る種類の機械可読媒体内で具体化される機械（またはプロセッサ）実行可能コード及び／
または関連データの形態の「製品」または「製造品」であると考えられ得る。機械実行可
能コードは、メモリ（例えば、可読専用メモリ、ランダムアクセスメモリ、フラッシュメ
モリ）またはハードディスク等の電子記憶ユニット上に記憶され得る。「記憶」型媒体は
、ソフトウェアプログラミングの任意に時点で非一時的記憶装置を提供し得る、コンピュ
ータ、プロセッサ等の有形メモリまたは様々な半導体メモリ、テープ装置、ディスクドラ
イブ等のそれらの関連モジュールのいずれかまたは全てを含み得る。ソフトウェアの全て
または一部は、インターネットまたは様々な他の電気通信ネットワークを通して通信され
ることもある。そのような通信は、例えば、一方のコンピュータまたはプロセッサから他
方へ、例えば、管理サーバまたはホストコンピュータからアプリケーションサーバのコン
ピュータプラットフォームにソフトウェアをロードすることができる。このため、ソフト
ウェア要素を保有し得る別の種類の媒体は、有線及び光地上線ネットワークを通って、様
々なエアリンク上でローカル装置間の物理界面を横断して使用されるような光波、電波、
及び電磁波を含む。有線または無線リンク、光リンク等のそのような波を搬送する物理的
要素も、ソフトウェアを保有する媒体として考えられ得る。本明細書に使用する場合、非
一時的な有形の「記憶」媒体に限定されない限り、コンピュータまたは機械「可読媒体」
等の用語は、実行用のプロセッサへの命令の提供に関与する任意の媒体を指す。
【０１８８】
　よって、コンピュータ実行可能コード等の機械可読媒体は、有形記憶媒体、搬送波媒体
、または物理的伝送媒体を含むが、これらに限定されない多くの形態をとる可能性がある
。不揮発性記憶媒体には、例えば、任意のコンピュータ（複数可）における記憶装置のう
ちのいずれか等、図面に示されるデータベースを実装するために使用されるもの等の光学
または磁気ディスクが挙げられる。揮発性記憶媒体は、そのようなコンピュータプラット
フォームのメインメモリ等のダイナミックメモリを含む。有形伝送媒体は、同軸ケーブル
、すなわち、コンピュータシステム内にバスを含むワイヤを含む銅線及び繊維光学部品を
含む。搬送波伝送媒体は、電気信号もしくは電磁信号、または無線周波（ＲＦ）赤外線（
ＩＲ）データ通信中に生成されるもの等の音波もしくは光波の形態であってもよい。した
がって、コンピュータ可読媒体の一般的な形態には、例えば、フロッピーディスク、フレ
キシブルディスク、ハードディスク、磁気テープ、任意の他の磁気媒体、ＣＤ－ＲＯＭ、
ＤＶＤ、もしくはＤＶＤ－ＲＯＭ、任意の他の光学媒体、パンチカード紙テープ、穴のパ
ターンを有する任意の他の物理的記憶媒体、ＲＡＭ、ＲＯＭ、ＰＲＯＭ、及びＥＰＲＯＭ
、ＦＬＡＳＨ－ＥＰＲＯＭ、任意の他のメモリチップもしくはカートリッジ、データもし
くは命令を輸送する搬送波、そのような搬送波を輸送するケーブルもしくはリンク、また
はコンピュータがプログラミングコード及び／もしくはデータを読み取ることができる任
意の他の媒体形態が挙げられる。コンピュータ可読媒体のこれらの形態の多くは、１つ以
上の命令の１つ以上のシーケンスを実行のためにプロセッサに搬送することに関与し得る
。
【０１８９】
　脂質二重層を形成する、ナノ気孔を脂質二重層内に挿入する、及び核酸分子を配列決定
するための方法は、ＰＣＴ特許公開第ＷＯ２０１１／０９７０２８号において見られ、こ
れは参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。いくつかの場合では、膜は、気泡を
用いて形成され、ナノ気孔は、電気刺激を用いて膜内に挿入される。
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【０１９０】
　バイオチップ及び／または本明細書に記載される方法で製造されるバイオチップの使用
が本明細書に記載される。バイオチップを使用して、核酸塩基の配列中のメチル化された
核酸塩基の存在を決定することができる。
【０１９１】
　本明細書に記載されるバイオチップは、トランス膜タンパク質または膜結合型タンパク
質の安定性または性能に対する薬物または任意の人工もしくは天然に生じる分子の効果を
決定するために使用され得る。検出器は、その上に本明細書に記載されるように人工もし
くは天然のセル膜または任意の絶縁層が作製される個別にアドレス可能な電極のアレイ（
例えば、２を超える）を創出することによって、設定され得る。これらの膜、層、または
絶縁層内に、任意の数の事前に選択されたまたは既知のトランス膜タンパク質は、本明細
書に記載される方法を使用して挿入され得る。任意のトランス膜タンパク質を、脂質二重
層（または任意の絶縁層）内に挿入することができ、これらのトランス膜タンパク質の安
定性または性能に対する化学物質、薬物、及び任意の生体もしくは人工分子の効果は、例
えば、特定の薬物の適用後、膜の分断を検出することによって、電気的に検知または検出
され得る。その存在がイオンまたは電気的に検出され得る任意のトランス膜タンパク質は
、電気刺激に対する分子応答の変化は、二重層／気孔に与えられる環境における特定の薬
物の適用または変化の適用と相関性があり得るため、上述のアッセイにおいて更に多くの
情報を提供する。
【０１９２】
　本明細書に記載されるバイオチップは、アレイセンサの異なる部分にわたって位置する
異なる膜の安定性または性能に対する薬物または任意の人工もしくは天然分子の効果を決
定するために使用され得る。本出願の図面において画定されるチャネルの使用によって、
異なる脂質二重層材料または絶縁層は、アレイチップの異なる区域に方向付けられてもよ
く、複数の異なる脂質膜または絶縁層は、試験溶液に提示されてもよく、各膜／層型は、
既知の場所に存在している。膜／層型または異なる膜に有効な任意の人工もしくは天然に
生じる分子に影響する薬物の能力が、検出され得る。
【０１９３】
　本明細書に記載されるバイオチップは、既知の溶液中の特定のタンパク質または特定の
生体分子の存在を検出する、捕捉する、選別する、及び捨てるために使用され得る。
【０１９４】
　本明細書に記載されるバイオチップを作製及び使用するバイオチップ及び方法は、電解
質溶液を使用してもよい。いくつかの場合では、電解質溶液中のイオンはナノ気孔を通し
て流れ、電極によって検出される。電極が犠牲電極（すなわち、検出中に枯渇されるもの
、例えば、銀）である場合、電極は、電解質が他のものではなく多少の塩を含むとき、比
較的長く持続する。いくつかの実施形態では、電解質は、カリウムイオンを含まない。（
例えば、カリウムイオンは、比較的短い電極寿命をもたらすため）。いくつかの実施形態
では、電解質は、塩化リチウム、塩化テトラメチルアンモニウム、トリエチル塩化アンモ
ニウム、塩化アンモニウム、塩化ナトリウム、グルタミン酸カリウム、グルタミン酸ナト
リウム、またはそれらの任意の組み合わせを含む（例えば、列記される塩は、比較的短い
電極寿命をもたらすため）。
【０１９５】
　本開示のバイオチップは、抵抗性、誘導性、または容量性検知を用いて測定値の検知を
実施することができる。いくつかの場合では、バイオチップは、膜または膜内のナノ気孔
と膜もしくはナノ気孔に隣接または近接する種との相互作用に応じて電極に隣接する膜の
キャパシタンスを検知することができる電極を含む。そのような測定は、適用される交流
電流（ＡＣ）波形または直流電流（ＤＣ）波形を用いて行うことができる。
【実施例】
【０１９６】
　以下の実施例は、本開示の様々な実施形態の例示であり、制限ではない。
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【０１９７】
実施例１．二重層の形成及び気孔の挿入
　手動シリンジ設定及び自動シリンジポンプ設定を使用するフローセル上の二重層の形成
及び気孔の挿入は、高い二重層及び単一の溶血素気孔率をもたらす。二重層は、脂質で被
覆されたチップ表面を横断して１Ｍまたは０．３Ｍ　ＫＣｌ溶液及び空気気泡を流入し、
かつ電気刺激を適用することによって、両方の設定において形成される。２つの溶血素の
適用方法は、高い単一の気孔率をもたらす。１つの方法は、以下の操作を含む：（１）溶
血素をデカン中で脂質と予備混合する、（２）溶血素－脂質混合物をチップ表面上に流入
し、数分間にわたって培養する、（３）二重層を形成する、並びに（４）電気刺激を適用
して、気孔を二重層内に電気穿孔する。第２の方法は、以下の操作を含む：（１）ＫＣｌ
をチップの表面上に流入する、（２）デカン中の脂質をチップ表面上に流入する、（３）
二重層を形成する、（４）溶血素をチップ表面を横断して流入する、または溶血素及び反
応混合物をチップ表面を横断して流入する（５）電気刺激を適用して、気孔を二重層内に
電気穿孔する、並びに（６）ＫＣｌをチップ表面を横断して流入して、遊離溶血素を除去
する。本方法は、続いて、読み取りを開始する前に試薬を混合してもよく、またはチップ
上で混合するために溶血素及び試薬を単に残してもよい。両方の適用方法における電気穿
孔操作中、チップは、より容易な溶血素挿入のため、二重層をより流動性にするように加
熱されてもよい。温度は、電気穿孔操作中または電気穿孔操作後のいずれかで室温以下ま
で低下させ、気孔の長い寿命を増加させる。
【０１９８】
実施例２．フローセル構造
　図２５及び図２６を参照して、フローセルは、半導体チップの上部の上にガスケットを
直接位置付けることによって、チップパッケージ上に構築される。ガスケット厚さは、５
０ｕｍ～５００ｕｍで異なる。ガスケットは、片側もしくは両側に感圧接着剤を用いてプ
ラスチックで、シリコーン膜で、またはＥＰＤＭ等の可撓性エラストマーで構成され得る
。ガスケットは、任意の形状に作製され得る。硬質プラスチック上部（例えば、ＰＭＭＡ
で作製される）は、ガスケットの上部（例えば、ＰＳＡ積層化ＰＭＭＡで作製される）に
位置付けられ、感圧接着剤によって、またはガスケットに圧縮力を適用するロッキング機
構によってガスケットに封止される。上部は、試薬及び空気を、フローセルを通して流入
するために使用される単一または複数の入口及び出口を有する。
【０１９９】
　いくつかの事例では、全体のガスケットの大きさは、４ｍｍ×４ｍｍの正方形である。
いくつかの場合では、フローセル体積は、５００ｕｍ厚のガスケット構造に対して約１．
５ｕｌである。いくつかの実施形態では、約１５～２０個の電極が、ガスケットの下で被
覆される。
【０２００】
実施例３．二重層形成プロトコル
　１．チップ上に／チャネルを通して３００ｍＭ　ＫＣｌを流入することによって、チッ
プ表面を湿らせる。
　２．２０ｕＬのデカン中７．５ｍｇ／ｍｌ　ＤＰｈＰＣに続いて、１２０ｕＬの３００
ｍＭ　ＫＣｌ、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５（「ＫＣｌ」）を通して流入する。
　３．３０ｐＡの不活性化を伴い、±２５０ｍＶ～±１Ｖの範囲の一連の負の電気パルス
を適用する。
　４．チップを２回（２０ｕＬのＫＣｌ、２０ｕＬの気泡）、次いで１２０ｕＬのＫＣｌ
で洗浄する。
　５．ステップ３を繰り返す。
　６．セルの少なくとも３０％が３００ｍＶ～７００ｍＶの規模のパルスで不活性化する
まで操作４及び５を繰り返す（例えば、約４～８回）。
　７．２回（２０ｕＬのＫＣｌ、２０ｕＬの気泡）及び１２０ｕＬのＫＣｌでセルを埋め
合わせる。
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　ステップ６は、多重薄層、多重堆積、または非二重層構造に対して単一の脂質二重層を
試験するための破壊試験である。単一の二重層構造を用いて最適な性能が達成される。
【０２０２】
　上述のステップ４及び６において使用される気泡は、約２ｕＬ～約３００ｕＬの範囲で
あった。（液体及び気泡の）流速は、約１ｕＬ／秒～約２５０ｕＬ／秒の範囲であり、好
ましい流速は、約１０ｕＬ／秒であった。
【０２０３】
　これは、手動で実施された。自動化方法が、以下の実施例６に記載される。
【０２０４】
実施例４．気孔挿入プロトコル
　方法１：実験の最初に溶血素を脂質と混合する
　１．二重層の形成後、フローセルの上部の上に携帯用カイロを設置する。
　２．１０ｐＡの不活性化を伴い、－５０ｍＶ～－６００Ｖの範囲の一連の負の電気パル
スを用いて気孔を二重層内に電気穿孔する。
次いで、３００ｍＭのＫＣｌでプレートを洗浄して、過剰な溶血素を除去する。
【０２０５】
　方法２：二重層上への溶血素の流入、続いて洗浄及び第１の電気穿孔：
　１．二重層の形成後、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ中０．３Ｍ　ＫＣｌ中２０ｕｌの１００ｕ
ｇ／ｍｌ溶血素、ｐＨ７．５（「ＫＣｌ」）、及び５％グリセロールを、フローセルを通
して流入する。
　２．２０ｕｌの気泡及び８０ｕＬの０．３Ｍ　ＫＣｌ、ｐＨ７．５で洗浄する。３００
ｍＭ　ＫＣｌ、ｐＨ７．５で、過剰な溶血素を洗い流す
　３．室温より温かい温度設定で、気孔を二重層内に電気穿孔する。
【０２０６】
　方法３：溶血素電気穿孔を用いた二重層形成
　１．洗浄ステップ（ステップ２）がないことを除いて、方法２と同様。
【０２０７】
実施例５．ポンプで自動化された二重層形成及び破裂
　図２７は、繰り返される二重層生成及び洗浄条件下における二重層が破裂する電圧をセ
ル位置に対して示す。自動化気泡及びＫＣｌ洗浄プロトコルは、一定の二重層形成を可能
にする。表１は、様々な条件下（例えば、溶血素及び脂質を用いるまたは溶血素を用いな
い）における二重層形成及び破裂率を示す。



(40) JP 6514692 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

【表１】

【０２０８】
実施例６：完全自動化二重層形成。
　この例は、チップに関する自動化二重層創出プロトコルの概要を提供する。このプロト
コルは、２つの部分に分けられる：チップを二重層形成に対して点検及び調製して、更に
菲薄化する、開始、チップ上への実際の二重層形成。
【０２０９】
開始
　開始プロトコルは、３つの主要ステップを有する：乾燥チェック、ショートチェック、
及び任意に、調整。乾燥チェックは、いずれも異常なデータ読取値を送らないことを点検
するために各電極に電圧を印加することからなる。これは、典型的には、電圧パルスを適
用して、電流を読み取るセルを数えることによって行われる。いずれかが実際に電流信号
を送る場合、その電極は、粗悪であると見なされる。あまりに多くのセルが粗悪である場
合、手順は終了する。次のステップは、ショートチェックである。所望の塩／緩衝液が、
チップ上に流入され、全てが短絡電流読取値を送ることを点検するために、電圧が各電極
に適用される。これは、典型的には、電圧パルスを適用して、軌道読取値（ｒａｉｌｅｄ
　ｒｅａｄｉｎｇ）を送るセルを数えることによって行われる。十分なセルが良好（すな
わち、軌道読取値を送る）でない場合、手順は終了する。開始プロトコルの最後のステッ
プは、任意の調整である。このステップは、ファラデー電極のために使用され、それらを
電気化学に理想的な状態にするために電極を働かせる。これは、典型的には、セルに一連
の電圧パルス及び／または傾斜を適用することによって行われる。
【０２１０】
菲薄化
　菲薄化プロトコルは、４つの主要ステップを有する：脂質追加、漏出試験、二重層破裂
、及び二重層の埋め合わせ。開始プロトコルの終了後、チップは所望の塩溶液で被覆され
、電極は残りの実験に対して良好な状態にある。第１のステップは、脂質をシステムに追
加することである。少量の脂質／有機溶媒混合物、続いてより多くの塩溶液を、チップ上
に流入する。次いで、事象のループに入り、菲薄化プロトコルにより、チップが十分な被
覆率及び二重層破裂を有すると見なされた場合にこのループは終了する。ループの第１の
部分は、漏出試験である。この試験は、上昇電圧の階段を印加し、それが脂質材料で被覆
されるかどうか、また被覆される場合、その被覆率の封止抵抗がいくつであるかという２
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つの事項に関してセルを試験する。十分なセルが被覆されず、かつ高い封止抵抗を有する
場合、より大きい体積の空気気泡がチップ上に流入された。これは、チップを横断するそ
の被覆率を増加させるように示された。別の漏出試験が、この空気気泡に続いた。このサ
イクルは、適度な被覆率及び封止抵抗が測定されるか、またはあまりに多くの試験が連続
して失敗するまで繰り返され、手順が終了されるだろう。典型的には、それは、初回の後
に通過し、手順は二重層破裂コードに移動するだろう。二重層破裂コードは、±１Ｖまで
ずっと上昇電圧の方形波を適用する。これは、二重層を破裂するが、二重層を有しない被
覆されたセルが破裂しない破裂試験である。典型的には、第１のラウンドにおいて不十分
な破裂が観察され、したがって、チップ上に気泡が流入された。理論に束縛されず、この
気泡は、脂質材料を再分散して、破裂したセル上に二重層を再形成し、また、破裂しなか
ったセル上に脂質材料を菲薄化すると考えられている。漏出試験、二重層破裂、及び気泡
のラウンド後、二重層がセルの大半にわたって形成されたことを示す破裂されたセルの閾
値が見出されるだろう。チップが完成していると見なされた後、チップは、ナノ気孔の挿
入の準備が整っている。
【０２１１】
コンピュータ実装
　上述のプロトコル（複数可）は、コンピュータシステムで自動化及び／または実装され
てもよい。バイオチップ上に脂質二重層を生み出すためのコンピュータ実装方法は、
　複数の流体タンクから流体を選択し、各流体を複数のウェルを含むバイオチップ上に分
注するためのものであって、各流体が事前に選択された順序で分注される、流体分注装置
と、
　各タンクが、緩衝剤、脂質液体、洗浄液体から選択される流体を含有する、複数の流体
タンクと、
　気泡が所定の回数で提供される、気泡生成システムと、
流体をバイオチップの複数のウェルから除去するための吸気器または重力供給除去システ
ムと、
　複数の電極を含み、該電極がポリマー配列を検出及び／または決定するために構成され
る、バイオチップと、
バイオチップ上に脂質二重層を形成するために流体及び気泡循環の処理を制御するための
制御システムと、を備える。
【０２１２】
　気泡生成システムは、空気に曝露されるバルブポートから空気を引き込むことによって
、または気体の供給口に結合されるバルブポートから気体を引き込み、システムを通して
それを押出すことによって、気泡が創出されるような、空気への開口部であってもよい。
【０２１３】
　本発明の好ましい実施形態が本明細書に図示されかつ記載されたが、そのような実施形
態は、例として提供されるにすぎないことが当業者には明らかである。当業者には、本発
明から逸脱することなく多数の変形例、変更例、及び置換例が今では想到されるであろう
。本明細書に記載される本発明の実施形態に対する種々の代替手段が、本発明の実施にお
いて採用され得ることを理解されたい。以下の特許請求の範囲が本発明の範囲を定義し、
これらの特許請求の範囲に含まれる方法及び構造、並びにそれらの均等物が、それによっ
て包含されることが意図される。
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