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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つの表面を備える基質と、及び前記少なくとも１つの表面の上に非金属コ
ア及び金属又は金属合金から製造されたコーティングを有する粒子の層とを含むチップで
あって、
　表面が非均一な金属又は金属合金から製造されたコーティングを提供するために、
　前記基質の表面上に非金属粒子を吸着させる工程と、及び、引き続いて、
　前記非金属粒子上に金属又は金属合金のコロイドを当該金属又は金属合金の表面が非均
一になるように吸着させる工程とによって得られるチップであり、
　前記金属又は金属合金のコロイドを吸着させる工程において、
　前記金属又は金属合金の１回の吸着によって、
　各非金属コアが、少なくとも１つの他の非金属コア及び／又は基質表面を備える、表面
が非均一な金属又は金属合金で囲まれた接触点を形成し、かつ、
　前記接触点の周囲領域のうち、当該接触点の中心角が２２０°以上となる範囲に対応す
る周囲領域を、前記表面が非均一な金属又は金属合金で囲むこと、
　を特徴とするチップ。
【請求項２】
　前記金属又は金属合金のコロイドを吸着させる工程は、前記非金属粒子上に金属又は金
属合金のコロイドを当該金属又は金属合金の表面が非均一になるように、かつ、当該金属
又は金属合金の平均的な膜厚が均一になるように、積層集積吸着により吸着させる工程で
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あること、
　を特徴とする請求項１に記載のチップ。
【請求項３】
　前記金属が、非金属コアの自由表面、すなわち他のコアとも前記基質表面とも接触して
いない表面を一様に被覆すること、を特徴とする請求項１又は２に記載のチップ。
【請求項４】
　前記非金属コアが球状形であり、前記金属が前記非金属コアの前記基質表面側の半球表
面を覆っていること、を特徴とする請求項１から３のいずれか一項に記載のチップ。
【請求項５】
　前記コーティングが、遷移金属又は遷移金属合金から製造されること、を特徴とする請
求項１から４のいずれか一項に記載のチップ。
【請求項６】
　金属又は金属合金から構成される層が、前記基質と非金属コア及び遷移金属又は遷移金
属合金から製造されたシェルを有する前記粒子の層との間に提供され、各非金属コアは、
少なくとも１つの他の非金属コアとの金属で囲まれた接触点を形成すること、を特徴とす
る請求項１から５のいずれか一項に記載のチップ。
【請求項７】
　金属又は金属合金から構成される前記層が、遷移金属、遷移金属合金、又はアルミニウ
ムから構成されること、を特徴とする請求項６に記載のチップ。
【請求項８】
　非金属層が、遷移金属又は遷移金属合金から構成される前記層と前記粒子の層との間に
提供されること、を特徴とする請求項６又は７に記載のチップ。
【請求項９】
　前記基質が、導波路材料からなる、又は導波路素子を含むこと、を特徴とする請求項１
から８のいずれか一項に記載のチップ。
【請求項１０】
　前記粒子の層が、少なくとも３５％の充填密度を備える単層であること、を特徴とする
請求項１から９のいずれか一項に記載のチップ。
【請求項１１】
　前記粒子が、表面上に１つのパターンで存在すること、を特徴とする請求項１から１０
のいずれか一項に記載のチップ。
【請求項１２】
　分析物に結合できる結合剤が、前記チップの表面上に固定化されること、を特徴とする
請求項１から１１のいずれか一項に記載のチップ。
【請求項１３】
　複数の前記結合剤が、前記チップ表面上の複数の場所に対応する２次元パターンで配列
されること、を特徴とする請求項１２に記載のチップ。
【請求項１４】
　表面が非均一な金属又は金属合金から製造されたコーティングを提供するために、
　基質の表面上に非金属粒子を吸着させる工程と、及び、引き続いて、
　前記非金属粒子上に金属又は金属合金のコロイドを当該金属又は金属合金の表面が非均
一になるように吸着させる工程とを含み、
　前記金属又は金属合金のコロイドを吸着させる工程において、
　前記金属又は金属合金の１回の吸着によって、
　各非金属コアが、少なくとも１つの他の非金属コア及び／又は基質表面を備える、表面
が非均一な金属又は金属合金で囲まれた接触点を形成し、かつ、
　前記接触点の周囲領域のうち、当該接触点の中心角が２２０°以上となる範囲に対応す
る周囲領域を、前記表面が非均一な金属又は金属合金で囲むこと、
　を特徴とする方法。
【請求項１５】



(3) JP 5278676 B2 2013.9.4

10

20

30

40

50

　前記金属又は金属合金のコロイドを吸着させる工程は、前記非金属粒子上に金属又は金
属合金のコロイドを当該金属又は金属合金の表面が非均一になるように、かつ、当該金属
又は金属合金の平均的な膜厚が均一になるように、積層集積吸着により吸着させる工程で
あること、
　を特徴とする請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　分析物を検出するための光学デバイスであって、請求項１から１３のいずれか一項に記
載のチップ、前記チップを照射するための光学システム、前記チップ表面から反射、送信
、散乱、又は回折された光線を検出するための検出システムを含むこと、
　を特徴とする光学デバイス。
【請求項１７】
　分析物の濃度を決定するための方法であって、
　請求項１から１３のいずれか一項に記載の前記チップから反射、送信、散乱、又は回折
された光線を検出する工程と、
　１つ以上の分析物を潜在的に含有する溶液を前記チップと接触させる工程と、及び
　前記溶液への曝露中又は曝露後に前記チップから反射、送信、散乱、又は回折された光
線を検出する工程とを含むこと、
　を特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、金属コーティングを備える非金属粒子の層を含むチップ、このチップを調製
する方法、このチップを含む光学デバイス及びこのチップを使用する分析方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　イムノアッセイ又はハイブリダイゼーションアッセイのような現代のバイオ分析法の大
多数は、分析物を検出するために、蛍光標識などの標識の使用を必要とする。しかしこの
ような標識の使用は、多くの理由から望ましくない。測定前のサンプルを洗浄する必要が
あることで、多大な時間を浪費し、一過性の相互作用、低親和性の結合事象及び結合動態
の観察を妨害する可能性もある。さらに、標識の導入には費用がかかり、望ましくない方
法、および時には予測できない方法で試験中の生体系を変化させることがある。最後に、
標識効率についての知識が不十分であれば、生物医学的分析において間違った結果が生じ
ることがある。
【０００３】
　標識を使用せずに分析物の検出を可能にする技術の１つには、表面プラズモン共鳴法（
ＳＰＲ）が含まれる。表面プラズモンは、金属薄膜と誘電材料との界面で自由電子を集団
で振動させる伝搬波である。波の伝搬は界面での誘電定数に影響されるため、界面での吸
着プロセスを高感度で検出できる。ＳＰＲセンサーは、例えば商標名ＢＩＡｃｏｒｅの下
で米国ニュージャージー州ピスカタウェイのＰｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒか
ら市販されている。
【０００４】
　これらのＳＰＲセンサーの主な制限は、表面プラズモンが金層内などにおいて、かなり
長距離に渡って伝搬するため、タンパク質アレイ又はＤＮＡアレイなどの同時に行なわれ
る小型生物学的アッセイにおいて必要とされる、極めて様々な分析物の検出のために使用
が阻害されるという事実である。
【０００５】
　金ナノ粒子を使用して限局性又はコロイド状ＳＰＲの現象を利用するという提案がなさ
れてきた。ＷＯ０３／０５０２９１は、ガラスなどの光学的に透明な基質上に金又は銀ナ
ノ粒子を沈着させることによって得られるセンサーについて記載している。ＵＳ２００３
／０１７４３８４Ａ１は、金表面上における、いわゆる金ナノシェルの使用について記載
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している。
【０００６】
　ＥＰ０９６５８３５Ａ２及びＳｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ２００
０，６３，ｐｐ．２４－３０は、その後に金コーティングが熱蒸着によってその上に形成
され、その結果、キャップ形状の金ナノ粒子が形成される単層のポリスチレン粒子の形成
について記載している。これらのセンサーチップは、良好な感受性を示すと報告されてい
る。
【０００７】
【特許文献１】国際公開第０３／０５０２９１号パンフレット
【特許文献２】米国特許出願公開第２００３／０１７４３８４号明細書
【特許文献３】欧州特許出願公開第０９６５８３５号明細書
【非特許文献１】"Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ"　Ｂ２０００，６３，
ｐｐ．２４－３０
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　先行技術を考慮すると、本発明の基本的な目的は、分析物を検出において改善された適
合性を示す光学デバイス及びセンサーチップを提供することである。
【０００９】
　本発明のまた別の目的は、標識を使用せずに様々な分析物の平行検出を可能にする分析
方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　これらの目的を達成するために、本発明は、少なくとも１つの、任意で誘電性の表面を
備える基質、及び少なくとも１つの表面上に、非金属コア及び金属又は金属合金から製造
されたコーティングを有する粒子の層を含むチップであって、各非金属コアが、概して、
少なくとも１つの他の非金属コア及び／又は基質表面を備える、金属で囲まれた接触点、
いわゆる開口部を形成することを特徴とするチップを提供する。
【００１１】
　本発明は、チップを調製する方法であって、
　基質の表面上に非金属粒子を吸着させる工程と、及び、引き続いて、
　非金属粒子上に金属又は金属合金のコロイドを吸着させる工程と、
　又はその代わりに、非金属粒子上に金属クラスター又は金属合金クラスターをスパッタ
リングする工程とを含む方法及びこの方法によって入手可能なチップも提供する。
【００１２】
　本発明は、分析物を検出するための光学デバイスであって、本発明のチップ、このチッ
プを照射するための光学系、及びこのチップ表面から反射、送信、散乱、又は回折された
光線を検出するための検出システムを含む光学デバイスをさらに提供する。
【００１３】
　最後に、本発明は、分析物の濃度を決定するための方法であって、
　本発明によるチップから反射、送信、散乱、又は回折された光線を検出する工程と、
　１つ以上の分析物を潜在的に含有する溶液をチップと接触させる工程と、及び
　この溶液への曝露中又は曝露後にチップから反射、送信、散乱、又は回折された光線を
検出する工程とを含む方法を提供する。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明者らは、驚くべきことに、本発明のチップはＥＰ０９６５８３５Ａ２から知られ
ているキャップ形状の金ナノ粒子を含む表面と比較して、及び粒子が閉殻を含むＵＳ２０
０３／０１７４３８４Ａｌに記載されたシステムと比較して、感受性において有意な向上
を提供することを見いだした。
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【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
基質
　本チップは、少なくとも１つの表面を備える基質を含む。基質の形状は限定されず、平
坦であっても湾曲していてもよい。例えば、基質は、円形断面を有していてよい。しかし
、好ましい実施形態では、基質は平坦である。基質は、当業者に既知の任意の好適な材料
から構成されてよい。基質として使用するのに好適な材料の具体例には、以下：ガラス；
石英；例えばポリカーボネート、ポリオレフィン（例えば、ポリスチレン）及びアクリル
及びメタクリル樹脂（例えば、ポリメチルメタクリレート、ＰＭＭＡ）などの有機基質；
例えばゲルマニウム、ヒ化ガリウム、ケイ素、ケイ素由来材料（例えば、溶融石英、シリ
コーンジェル及びポリシロキサン）及びスズ由来材料（例えば、酸化スズ及びインジウム
ドープ酸化スズ）などの無機材料などが含まれるがそれらに限定されない。特に好ましい
材料は、ガラス、ケイ素及び、例えばポリスチレン又はＰＭＭＡ基質などの有機基質であ
る。
【００１６】
　また別の好ましい実施形態では、基質は導波路材料からなる、又は基質を通過する光線
信号の伝導を可能にする導波路素子を含む。例えば、導波路材料は屈折率ｎ１を備えるポ
リマー基質からなり、その中にまた別の材料、例えば屈折率ｎ２＞ｎ１を備える第２ポリ
マーが光線を全内部反射によって第２材料内に誘導できるような方法で一体化される。又
は、ｎ２＞ｎ１を備える第２材料は、後者の物理化学的修飾によって、例えば選択された
領域内で後者のＵＶ処理によって統合材料から生成できる。本発明によると、非金属コア
は、好ましくはより高い屈折率を備える材料の表面と接触する。導波路材料の形状は限定
されず、平坦であっても湾曲していてもよい。好ましい実施形態では、それは平坦な基質
又はファイバーである。
【００１７】
　基質の表面は、バルク基質材料と同一材料から構成されてよい、又は基質上にコーティ
ングされた個別の金属又は非金属層から構成されてよい。この金属又は非金属層は、単一
又は複数の材料及び／又は副層から構成されてよい。副層の各々は、均質であっても、パ
ターン化されてもよい。金属及び非金属領域から構成されたパターン化された副層は、光
学信号の共鳴強化及び／又は電気信号の移送を提供できる。パターン化された副層は、基
質の選択された領域上への非金属粒子の指向性吸着のために使用することもできる。単一
又は複数の材料及び／又は副層の層は、上述した導波路材料であってよい。さらに、単一
又は複数の材料及び／又は副層の層は、蛍光色素及び／又は他の光学的に活性な材料を含
有していてよい。
【００１８】
　好ましい実施形態では、基質上にコーティングされた層は、金属又は金属合金、好まし
くは遷移金属又は遷移金属合金から構成される。そのような層に使用するために特に好適
な金属は、アルミニウム、金、銀、銅、白金、パラジウム、鉛、鉄などが含まれるがそれ
らに限定されない。金、銀、パラジウム及び／又は白金が好ましい。そのような金属の合
金又は不均質混合物もまた使用できる。金属又は金属合金（好ましくは遷移金属又は遷移
金属合金）から構成される層の厚さは、好ましくは２～５００ｎｍ、より好ましくは５～
１００ｎｍ、及び最も好ましくは１０～５０ｎｍである。
【００１９】
　金属層は、順に非金属、好ましくは誘電層でコーティングされてよい。非金属層は、好
ましくは１００ｎｍ未満、より好ましくは１～５０ｎｍの厚さを有していてよく、例えば
、多価電解質、スピンコートされたポリマー、スピンオンガラス、ＳｉＯ２、例えばケイ
素、ゲルマニウム、又はヒ化ガリウムなどの半導体、又はインジウムドープ酸化スズから
構成されてよい。好ましい実施形態では、誘電層は、有機分子の、例えば修飾されてもさ
れなくてもよい、及びＳＡＭを形成しても形成しなくてもよいアルカンチオール又はシラ
ンの単層から構成される。
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【００２０】
　好ましい実施形態では、一番上の副層は、様々な親水性基又は化学官能基を備える領域
などの別個の物理化学的特性を有する領域を備えてパターン化されてよい。
【００２１】
　好ましい実施形態では、パターンは、２０ｎｍ～１００μｍ，より好ましくは１μｍ～
３０μｍの間隙によって分離されている４００ｎｍ２～１０，０００μｍ２、より好まし
くは１μｍ２～１，０００μｍ２の化学構造（例えば、正方形）を提供する。また別の好
ましい実施形態では、パターンは、様々な化学官能基のマトリックス材料中に包埋された
円から構成される。円の好ましい径は、１００ｎｍ～１００μｍ、より好ましくは１μｍ
～３０μｍの範囲に及ぶ。
【００２２】
　例えば、パターン化は、マイクロコンタクト・プリンティング、フォトリソグラフィ、
又は電子線リソグラフィによって提供できる。
【００２３】
　化学的にパターン化された金表面（例えば、ポリスチレンなどの有機基質上に直接蒸着
させた１０～５０ｎｍの金層）は、様々な表面領域間の明確な化学的対照を提供するマイ
クロコンタクト・プリンティングを用いて調製できる（Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　１９９４，２６３，ｐｐ．６０－６２）。例えば、ミクロ構造エラストマ
ースタンプに第１チオールの溶液（例えば、１オクタデカンチオールの１ミリモル（ｍＭ
）エタノール溶液）をインクとして補給すると比較的疎水性である表面を提供する。乾燥
させた後、スタンプを基質上に柔らかく押し付ける（例えば、１０秒間～１分間）。スタ
ンプを取り除いた後、中間の間隙は、基質を親水性官能化チオール（例えば、１６－メル
カプトヘキサンデカン酸）の溶液中に浸漬させると充填される。そこで、ＣＯＯＨ－及び
ＣＨ３－末端基を備えるチオレートのパターンを備える表面が得られる。パターンの幾何
学的形状及びサイズは、エラストマースタンプのミクロ構造に依存する。好ましい側方寸
法は、０．５～５０μｍの範囲に及ぶ。好適なパターニングプロセスは、Ｋａｌｔｅｎｐ
ｏｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｄｖ．Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　２００３，１５，Ｎｏ．１３，
ｐｐ．１１１３－１１１８に記載されている。
【００２４】
　代替的に、表面特性のパターニングは、光化学反応によって達成できる。マスクを通し
て照射されると、ベンゾフェノン、ジアジリン又はアジド成分などの光不安定性基を備え
る分子は、明確に規定された構造内の有機マトリックスに結合する。非誘導体化表面領域
は、連続工程において他のタイプの分子と反応することができる。表面誘導体化における
問題は、望ましくない平行化学反応及び照明中に起こりうる微細化プロセスの結果として
発生する。この難題は、固定化プロセス後に定量的に除去される非光不安定性保護基を用
いて化学官能基を一時的にマスキングする工程によって克服できる。生成した化学構造の
寸法の範囲は、５００ｎｍ～１ｍｍの範囲に及ぶ（Ｐｈ．Ｄ．Ｔｈｅｓｉｓ，Ｊｕｅｒｇ
ｅｎ　Ｐｉｐｐｅｒ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｅｔ　Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，１９９９）。
【００２５】
　ナノメートルスケールでの化学的パターニングは、電子線リソグラフィによって達成で
きる。例えば、Ｓｉ基質上に沈着したアミノ末端化シランＳＡＭは、アミノ基の電子誘導
性開裂によって約８０ｎｍの分解能でパターニングすることができる。化学表面構造は、
電子線に曝露されていない領域上の非金属粒子の指向性吸着のためのテンプレートとして
機能できる（Ｈａｒｎｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．　２０
００，７６，Ｎｏ．１７，２４６６－２４６８）。又は、金の上の４’－ニトロ－１，１
’－ビフェニル－４－チオレートＳＡＭの末端ＮＯ２基は、電子線照射によってＮＨ２基
へ変換させることができるが、基礎にある芳香族塗膜は架橋している（“ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　ｎａｎｏｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙ”；Ｇｏｅｌｚｈａｅｕｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　
Ａｄｖ．Ｍａｔｅｒ．　２００１，１３，Ｎｏ．１１，ｐｐ．８０６－８０９）。現在達
成可能な最小構造は、幅２０ｎｍの線である。生成されたＮＨ２－末端を有するナノ構造
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は、その後の結合反応におけるテンプレートとして、つまり様々な化学表面修飾のための
基礎を形成することができる。
【００２６】
粒子の非金属コア
　好適な非金属コア材料には、二酸化ケイ素、硫化金、二酸化チタン、ゲルマニウム、ヒ
化ガリウム、ケイ素、ケイ素由来材料（例えば、溶融石英、シリコーンジェル及びポリシ
ロキサン）及びスズ由来材料、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）、ポリスチレン、
例えばデンドリマー、ポリ電解質、ヒドロゲル、ミセル及びベシクルなどの高分子が含ま
れるがそれらに限定されない。粒子は、蛍光色素、光学活性材料（すなわち、第１波長範
囲内の光線を吸収し、次に第１波長範囲とは相違する第２波長範囲内の光線を発光する材
料）を含有していてよい、及び／又はアミン基又はカルボキシレート基などの粒子を架橋
させるのに好適な化学基を用いて官能化することができる。好ましい非金属材料は、誘電
材料である。好ましい誘電性コア材料は、二酸化ケイ素又はポリスチレン（好ましくは硫
酸塩基を含有する）である。粒子の非金属コアの平均径は、好ましくは１０～１，０００
ｎｍ，より好ましくは５０～７００ｎｍ、及び最も好ましくは８０～５００ｎｍの範囲内
である。ある用途のためには、１０～１５０ｎｍの平均径が特に有益である。導波路材料
を含む基質の場合は、平均径は、好ましくは３～３０μｍの範囲内である。粒子の形態は
、球状又は針形状、キューブ形状、ピラミッド形状などの非球状であってよい。好ましい
のは球状コアである。好ましい実施形態では、平均径の１５％以下、より好ましくは１０
％以下、最も好ましくは５％以下の標準偏差を有する単分散性非金属コア材料が使用され
る。粒子の平均径は、レーザー光散乱測定法（レイリー（Ｒａｙｌｅｉｇｈ）散乱）によ
って決定される。
【００２７】
基質上への非金属コアの吸着
　金表面の上に金ナノシェルが吸着される、例えばＵＳ２００３／０１７４３８４Ａ１な
どに記載されたチップとは対照的に、本発明のチップは、最初に基質上に非金属コアを吸
着させる工程によって製造される。これを達成するためには、非金属コア粒子は好適な溶
液中に懸濁し、次に基質表面上に吸着される。
【００２８】
　基質上への粒子の吸着を媒介するためには、一般に知られている任意の方法を利用でき
る（Ｈｉｍｍｅｌｈａｕｓ　ａｎｄ　Ｔａｋｅｉ，　Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．Ｃｈｅｍ．Ｐ
ｈｙｓ．　２００２，４，ｐｐ．４９６－５０６）。例えば、表面張力に基づく物理的方
法（Ｌｅｎｚｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｈｅｍ．Ｍａｔｅｒ．　１９９４，６，ｐｐ
．１５６；Ｄｅｃｋｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．Ｖａｃ．Ｓｃｉ．Ｔｅｃｈｎｏ１．　
Ｂ１９８９，７，ｐｐ．１８３２）及び毛管力（Ｒａｋｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌａｎ
ｇｍｕｉｒ　１９９７，１３，ｐｐ．７１２１；Ｄｅｎｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌａｎ
ｇｍｕｉｒ　１９９２，８，ｐｐ．３１８３）を適用できる。追加の制御は、ブラウン運
動を最小限に抑えるために拘束された幾何学的形状内で水力学的流動場を使用して、又は
懸濁液を冷却することによって獲得できる（Ｂｕｒｍｅｉｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃ
ｈｅｍ．Ｅｎｇ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．　１９９８，２１，ｐｐ．７６１）。さらに、懸濁液
に加えられた高分子によって、非金属粒子と基質との間で引力を誘導するエントロピー力
を生成できる（Ｒｕｄｈａｒｄｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｈｙｓ．Ｒｅｖ．Ｌｅｔｔ．　１
９９８，８１，ｐｐ．１３３０）。物理的手段の他に、粒子の表面吸着を制御するために
は、化学的方法も適用できる。例えば、界面活性剤などの表面特性を変化させる塩又は化
学材料を懸濁液に添加することによって、非金属粒子の表面電荷を変化させる、したがっ
て粒子間の、及び粒子と基質との間の相互作用を変化させることができる（Ｃｈｅｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｌａｎｇｍｕｉｒ　２０００，１６，ｐｐ．７８２５；Ｈｉｍｍｅｌｈａ
ｕｓ　ａｎｄ　Ｔａｋｅｉ，　Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．Ｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．　２００２，
４，ｐｐ．４９６）。一般に、コロイド状懸濁液の安定化を変化させる、すなわち粒子間
及び粒子と表面との間の有効反発力を減少させる任意の方法は、表面上の非金属粒子の吸



(8) JP 5278676 B2 2013.9.4

10

20

30

40

50

着質層を形成するために利用できる。
【００２９】
　好ましい調製スキームでは、好ましくは１０～８００ｎｍの平均径を備える単分散の、
好ましくは硫酸塩化されたポリスチレン球が以下のようなまた別の加工法を用いて使用さ
れる：球懸濁液（好ましくは１～４容積％の球を含有する）が脱イオン水及び７．６のｐ
Ｈでリン酸緩衝液と（１～３）：（１～３）：（１～３）の容積比で混合される。混合す
る前に、ＥＤＣがリン酸緩衝液へ加えられる。次に、活性化された懸濁液が５分間以内に
基質へ置かれる。自然金上に粒子を吸着させる場合には、緩衝液１ｍＬ当たり１～１０ｍ
ｇのＥＤＣの数値は、表面上の粒子吸着の一様性に関して最高の結果を産生する。懸濁液
を表面上に置いておき（例えば、１時間）、次に多量の脱イオン水を用いて洗い流す。最
後に、このようにして入手したスチレン粒子の層を風乾させる。
【００３０】
　非金属コアは、単層として、又は多重層として吸着させることができる。単層の形成は
特に好ましい。単層を形成するために適用される方法に依存して、粒子は規則的又は無作
為の充填を達成できる。無作為の充填は、回折に関連する問題が生じないこと、及び大き
な面積の生成の容易さのために好ましい。本発明のコーティングプロセスを用いると、３
５％超、好ましくは４５％超、及び最も好ましくは５０％超の極めて高度な無作為充填密
度を達成できる。無作為の最密充填のための最高充填密度は、球の無作為順次吸着モデル
の妨害限界である完全被覆の５４．７％である（Ｈｉｎｒｉｃｈｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，
　Ｊ．Ｓｔａｔ．Ｐｈｙｓ．１９８６，４４，ｐｐ．７９３）。
【００３１】
　少なくとも２つの相違する平均径の粒子を使用することも好ましいことがある。特に好
ましい実施形態では、２００～８００ｎｍの範囲内の平均径を備える非金属コアが、１０
～１００ｎｍの範囲内の平均径を備える非金属コアと組み合わせて使用される。表面上に
は、小さな粒子が大きな粒子間の間隙を充填できるため、したがって表面上の全粒子密度
を増加させることができる。
【００３２】
　基質に特別仕様のトポロジー、様々な親水性又は化学的官能基などの様々な物理的又は
化学的特性の領域を提供するパターン化された層が提供される場合は、非金属コア粒子の
吸着は、粒子がこれらの領域の１つのみに、例えば、荷電表面の場合は粒子の電荷と反対
の電荷を備える領域に（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌａｎｇｍｕｉｒ　２０００，　１
６，ｐｐ．７８２５）、親水性／疎水性パターンの場合はより親水性の領域に（Ａｉｚｅ
ｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｈｙｓ．Ｒｅｖ．Ｌｅｔｔ．２０００，８４，ｐｐ．２
９９７）、及びカルボキシル及びメチル官能基の交互の領域の場合には化学活性カルボキ
シル基にのみ吸着させるような方法で実施できる。後者の場合には、吸着は、本発明によ
る好ましい方法である、ＥＤＣの添加（Ｈｉｍｍｅｌｈａｕｓ　ａｎｄ　Ｔａｋｅｉ，　
Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．Ｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．２００２，４，ｐｐ．４９６－５０６）によ
って媒介できる。図３は、金表面上の化学パターンのマイクロコンタクト・プリンティン
グ及び化学パターンへの曝露に先行した粒子懸濁液へのＥＤＣの添加によって作製された
パターン化された粒子単層を示している（詳細については、図１及び実施例１を参照され
たい）。
【００３３】
　導波路素子を含む基質の場合には、非金属粒子と導波路素子との間の光結合を提供する
ためにパターン化層を使用できる。
【００３４】
非金属コアの金属化
　本発明の好ましい実施形態によると、金属又は金属合金のコロイド、好ましくは遷移金
属又は遷移金属合金が、非金属粒子及び／又は基質を含む表面上に吸着される。
【００３５】
　コロイドは、球状、又は針様又は三角形などの非球状形を有していてよい。コロイドは
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、有機シェル内に包埋された場合はパターン状で吸着させることができる（Ｓｐａｔｚ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｍａｃｒｏｍｏｌ．１９９６，２９，，ｐｐ．３２２０）。
【００３６】
　吸着法は、非金属コアの性質に依存する。例えば、二酸化ケイ素粒子については、表面
は、（アミノプロピル）トリメトキシシランで活性化することができ、続いて、溶液中の
粒子については、Ｈａｌａｓ　ａｎｄ　ｃｏｗｏｒｋｅｒｓ　ｉｎ　Ｌａｎｇｍｕｉｒ　
１９９８，１４，ｐｐ．５３９６に記載されたプロセスに類似して、その上にコロイドが
引き続いて吸着される。ポリスチレン粒子については、実施例においてより詳細に記載し
たように、粒子懸濁液のためにＬｉｒｔｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．　ｉｎ　Ａｄｖ．　Ｍａ
ｔｅｒ．　２００１，１３，ｐｐ．１２５３によって記載された方法を採用することがで
きる。
【００３７】
　コロイドの吸着に引き続いて、（遷移）金属又は（遷移）金属合金被覆を増加させるた
め、及び／又はコロイド間の電気接触を改良するために、材料に無電界めっき工程（例え
ば、遷移金属塩及び還元剤を使用する）を受けさせることができる。コロイド沈着及び／
又は無電界めっき工程の方法は、Ｋａｌｔｅｎｐｏｔｈ　ｅｔ　ａｌ．（Ａｄｖ．Ｍａｔ
ｅｒ．　２００３，１５，ｐｐ．１１１３）に記載されたように高導電性コーティングを
達成するために１回以上繰り返すことができる。
【００３８】
　又は、コーティングは、当業者に知られているように、金属又は金属合金、好ましくは
遷移金属又は遷移金属合金をスパッタリングする工程によって入手できる。
【００３９】
　好ましい実施形態では、非金属コアのコーティングは、蛍光色素又は他の光学活性材料
を含有していてよい非金属中間層によって相互から分離された、相違する金属副層からな
る。そのような非金属中間層は、例えば非金属材料の蒸着又はスパッタリングによって調
製できる。又は、詳細には色素又は他の光学活性材料を中間層内に組み込むために、積層
集積（ＬＢＬ：ｌａｙｅｒ－ｂｙ－ｌａｙｅｒ）技術を使用できる（Ｃａｍｐｂｅｌｌ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｈｅｍ．Ｍａｔｅｒ．２００５，１７，ｐｐ．１８６－１９０；Ｄｅ
ｃｈｅｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｌｅｎｏｆｆ　（ｅｄｓ．），　Ｍｕｌｔｉｌａｙｅｒ　Ｔｈ
ｉｎ　Ｆｉｌｍｓ，　Ｗｉｌｅｙ－ＶＣＨ２００３）。
【００４０】
　本発明の好ましい実施形態によると、非金属コアのコーティングは、本質的に非金属コ
アの自由表面を一様な方法で被覆する。すなわち、コーティングは吸着のために利用でき
る全表面上に形成され、この表面は、それらが他の粒子、又は基質表面に接触するために
接近できない表面を除いて粒子表面である。コーティングは、単離されたコロイド、連続
コロイド層、又は（遷移）金属又は（遷移）金属合金の連続層から構成されてよい。コー
ティングの連続性は、例えば、上述したような連続的コロイド沈着及び無電界めっき工程
によって対応することができる。
【００４１】
チップ表面の特性解析
　金がポリスチレン粒子でコーティングされた表面上に熱蒸着し、それによりキャップ形
状の金ナノ粒子を備える表面を提供するＨｉｍｍｅｌｈａｕｓ　ａｎｄ　Ｔａｋｅｉ（Ｐ
ｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．Ｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．，　２００２，４，４９６－５０６；Ｓｅｎｓ
ｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ６３（２０００）２４－３０）によって記載さ
れた方法とは対照的に、本発明のチップは非金属コアを備える金属コーティング粒子を含
み、このとき各非金属コアは、概して、少なくとも１つの他の非金属コア及び／又は基質
表面を備える、金属で囲まれた接触点、いわゆる開口部を形成する。
【００４２】
　粒子のコア間の接触点は、好ましくは、概してそれらがθ＞２２０°の範囲まで金属又
は金属合金コーティングによって囲まれるように特徴付けられる（例えば、図５ｇ及びｈ
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を参照されたい）。好ましい実施形態では、金属又は金属合金コーティングは、粒子を共
通する接触点で連続的に結合する（図８ｂ及びｃ）。
【００４３】
　球状粒子の場合は、コーティングは、基質表面に方向付けられた粒子の半球中にも存在
する。
【００４４】
　粒子単層の場合は、各非金属コアは、概して、好ましくは少なくとも１つの他の、好ま
しくは少なくとも１．５の他の非金属コア及び基質表面の両方に接触する。粒子多重層の
場合には、各非金属コアは、概して、好ましくは少なくとも２つの他の非金属コアに接触
する。
【００４５】
　粒子のコア間で概して１未満の接触点が形成される場合には、金属又は金属合金が粒子
のコア及び基質を連続方法で被覆する（図５ｄ）。
【００４６】
　金属コーティングは、好ましくは非金属コアの自由表面、すなわち他のコア又は基質表
面と接触していない表面を一様に被覆する。
【００４７】
　走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を使用すると、接触点の存在を証明する、及び囲んでいる
金属又は金属合金コーティング（例えば、遷移金属又は遷移金属合金コーティング）及び
粒子及び／又は基質間の連続結合の形成を特徴付けることができる。このために、粒子層
の一部は両面接着テープ（図６Ａ、６Ｂ）によって基質から引き離すことができ、依然と
して吸着されている粒子と以前に吸着された粒子との境界が分析される。この方法にした
がったＳＥＭ分析の実施例は、図６Ａ、６Ｂのａ）～ｋ）に示されている。
【００４８】
　非球状粒子の場合は、接触点を検証するために球状粒子について上述した方法と同一の
分析方法を適用できる。しかし、開口部の形状、すなわち金属コーティング内の穴は、接
触領域の対称性に依存するであろう。
【００４９】
分析物を検出するための光学デバイス
　本発明のチップは、それらをセンサ及び生化学アレイにおいて使用するために特に有用
にする独特の光学特性を示す。金属薄膜、誘電材料、及び金ナノ粒子から構成された積層
状構造は、ＩＲからＵＶ領域において明確な吸光特性を示すことが証明されている。そこ
で本発明は、分析物を検出するための光学デバイスであって、本発明のチップ、このチッ
プを照射するための光学システム、チップ表面から反射、送信、散乱、又は回折された、
好ましくは反射された光線を検出するための検出システムを含む光学デバイスをさらに提
供する。測定された吸光スペクトルはチップ表面上への有機分子の吸着によって敏感に影
響を受けることもまた注目された。驚くべきことに、本発明者らによって見いだされたよ
うに、本発明によるチップは、先行技術のチップより有意に高感受性である。
【００５０】
　照射又は励起光は、非金属コア及び／又は基質の金属コーティング内の伝導電子の集合
的振動（プラズモン共鳴）を励起する。これらの集合的振動の励起は、表面から、又は表
面を通して反射、散乱、又は回折された光線の消失を誘導し、これは表面プラズモン励起
（例えば、共鳴波長及びピーク吸光度）の特性を決定するためにスペクトルによって、例
えば、光ファイバー分光計によって分析することができる。共鳴波長は、典型的にはスペ
クトルの紫外、可視、又は赤外領域内に位置する。方位分解情報は、例えば、ＣＣＤ検出
器の活性表面上へ表面から、又は表面を通して反射、散乱、又は回折された光線の光学イ
メージングによって入手できる。又は、反射、送信、散乱、又は回折された光線は、暗視
野顕微鏡、反射顕微鏡、内部全反射顕微鏡、又は近視野走査型光学顕微鏡を使用すること
によって、照射光（励起光）から分離できる。反射、送信、散乱、又は回折された光線の
スペクトル特徴は、次にＣＣＤカメラ、１つ以上の光ダイオード、光増倍管及び／又は分
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光計、単色光分光器及び／又はダイクロイックミラーと組み合わせた光ダイオードアレイ
によって分析かつ記録することができる。
【００５１】
　チップと一緒に使用できる単純な光学デバイスは、サンプルを照明するための光ファイ
バーに接続された白色光源、チップから反射、散乱又は回折された、又はチップを通して
送信された光線を検出するための第２ファイバー、及びデータ保存及び評価のために電子
機器に接続された光ファイバー分光計からなる（図８ａ及びｂ）。方位分解情報が望まし
い場合は、検出用ファイバー及びチップは相互に対して水平方向に走査することができる
。又は、検出のために使用する光ファイバーは、ＣＣＤチップ又はダイオードアレイ又は
関連する方位分解光学検出機器の活性領域上に全チップ表面を光学イメージングする光学
システムと取り換えることができる（図８ｃ）。白色光源は、１つ以上の単色光源、例え
ば相違する波長で作動する３～５個のＬＥＤ又はレーザーダイオードと取り換えることが
できる、又はスペクトル分解又は方位分解情報の獲得を促進するためにチップ表面を照明
する前にスペクトルフィルタリングシステムに接続することができる。
【００５２】
　少数の単色又は狭帯域光源、例えばＬＥＤ又はレーザーダイオードが利用される場合は
、表面の極めて近位での光学特性の変化のために各波長での反射、送信、散乱、又は回折
された光線強度の変化を使用すると、例えば内挿法によって、又はスペクトルをモデル関
数に当てはめることによって、全スペクトルの変化を決定することができる。
【００５３】
　また別のアプローチでは、表面に吸着した誘電粒子内部でのｗｈｉｓｐｅｒｉｎｇ　ｇ
ａｌｌｅｒｙモードは、例えば非金属粒子と、例えば平面的な導波管又は光ファイバーな
どの導波路材料又は導波路素子との間の光結合によって励起される。この場合には、径＞
５μｍを備える非金属粒子の使用は、電磁スペクトルの可視及び／又はＮＩＲ領域内での
光励起のために有益である（Ｏｒａｅｖｓｋｙ，　Ｑｕａｎｔｕｍ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉ
ｃｓ　２００２，３２，ｐｐ．３７７）。さらに、この場合には、粒子は好ましくは、そ
れらが隣接粒子との制御された数の接触点を有する、例えば全く接触しないような方法で
導波管表面上に沈着される。これは、例えば、粒径より小さなサイズを備える正方形のパ
ターンをプリントすることによる、マイクロコンタクト・プリンティングの適用（実施例
１を参照されたい）によって達成できる。粒子間の接触点を制御するまた別の例は、制御
された数の粒子の整列した配列である。さらに、これはマイクロコンタクト・プリンティ
ングによって達成できる（Ｋａｌｔｅｎｐｏｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｄｖ．Ｍａｔｅｒ
．　２００３，１３，ｐｐ．１１１３）。
【００５４】
結合剤の固定化
　チップを特定の分析物にとって選択的にするために、タンパク質、ペプチド、及び核酸
などの分析物に（好ましくは可逆的に）結合できる結合剤でチップ表面をコーティングす
ることが好ましい。金属表面へ結合剤をコンジュゲート化させるための方法は知られてお
り、本発明のチップ表面を誘導体化するために同等に好適である。例えば、本発明のチッ
プは、遷移金属（例えば、金）－チオール化学を用いることによって化学修飾できる。例
えば、金属コーティングした非金属コアを備える表面は、アミノ基でチップ表面を修飾で
きるようにアミノエタンチオールなどのアミノ基を有するチオール分子の溶液中に浸漬す
ることができる。次に、ｐＨ７～９の緩衝液中に懸濁させたＮ－ヒドロキシスクシンイミ
ドを用いて修飾したビオチンは、ＥＤＣによって活性化し、アミノ基によって以前に修飾
されたチップ表面に添加することができる。結果として、金属コーティングされた非金属
コアをビオチンで修飾できるようにアミド結合が形成される。次に、４つの結合部位を含
むアビジン又はストレプトアビジンをビオチンに結合させることができる。次に、タンパ
ク質、ペプチド、ＤＮＡ又は任意の他のリガンドなどの任意のビオチン誘導体化生体分子
は、アビジン修飾された金属コーティングされた非金属コアの表面に結合させることがで
きる。
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【００５５】
　代替的には、アミノ末端化表面は、グルタルアルデヒド水溶液と反応させることができ
る。基質を水で洗い流した後、基質は、それらのアミノ基を介して生体分子への共有結合
を促進するように、タンパク質又はペプチドの水溶液へ曝露される（Ｒ．Ｄａｈｉｎｔ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，　１９９４，６６，２８８８－２８９２）。チ
ップが、例えばメルカプトウンデカン酸のエタノール溶液に曝露させることによって最初
にカルボキシ末端化される場合は、末端官能基は、ＥＤＣ及びＮ－ヒドロキシスクシンイ
ミドの水溶液で活性化できる。最後に、タンパク質又はペプチドは、活性化された表面に
水溶液からのそれらのアミノ基を介して共有結合する（Ｈｅｒｒｗｅｒｔｈ　ｅｔ　ａｌ
．，　Ｌａｎｇｍｕｉｒ　２００３，１９，１８８０－１８８７）。
【００５６】
　表面での生体特異的相互作用を制御及び同定する際の一般的な問題は、非特異的吸着で
あ　る。この障害を克服するための一般的技術は、非特異的吸着部位を遮断するために官
能化された基質を他の強力に接着している生体分子へ曝露させることに基づいている。し
かし、このアプローチの効率は試験中の生体系に左右され、溶解した種と表面結合種との
間で交換プロセスが発生することがある。さらに、非特異的に吸着した生体分子の除去に
は、豊富な洗浄工程を必要とするため、低親和性を備える特異的結合事象の同定を妨害す
る可能性がある。
【００５７】
　この問題の解決策は、ポリ－（ＰＥＧ）及びオリゴ（エチレングリコール）（ＯＥＧ）
のフィルムなどの不活性材料中に結合剤を組み込むことである。生体特異的認識素子をＯ
ＥＧ－末端化ＳＡＭ内に組み込むために最も一般的技術は、タンパク質耐性ＥＧ分子及び
結合剤結合するのに好適な（又は結合剤自体を含有する）第２の官能化分子種から構成さ
れる二成分溶液からの共吸着に基づいている。又は、表面グラフト化末端化官能化ＰＥＧ
分子への結合剤の直接結合もまた報告されている。
【００５８】
　近年、金表面上に高密度ＳＡＭを形成するＣＯＯＨ－官能化ポリ（エチレングリコール
）アルカンチオールが合成されている。生体特異的受容体が共有結合した後、フィルムは
、高特異的認識を示しながら非特異的相互作用を効果的に抑制する（Ｈｅｒｒｗｅｒｔｈ
　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌａｎｇｍｕｉｒ　２００３，１９，ｐｐ．１８８０－１８８７）。
【００５９】
　表面に固定化された結合実体は、抗体、ペプチド、オリゴヌクレオチド又はＤＮＡ（特
異的標的オリゴヌクレオチド又はＤＮＡ、例えば単一ヌクレオチド多形（ＳＮＰ）、又は
炭水化物を含有していてよい特異的配列範囲の遺伝子にハイブリダイズする）などのタン
パク質であってよい。非特異的相互作用を減少させるために、結合実体は、好ましくは不
活性マトリックス材料内に組み込まれるであろう。
【００６０】
　本発明は、そこで分析物の濃度を決定するための方法であって、１つ以上の分析物を潜
在的に含有している溶液を本発明のチップと接触させ、その間にこのチップ表面を照射す
る工程と、及びチップ表面から反射、散乱、又は回折された、又はチップ表面を通して送
信された光線を検出する工程とを含む方法をさらに提供する。又は、反射、送信、散乱、
又は回折された光線は、溶液の除去後に検出することもできる。分析物の吸着前後の光学
表面特性を比較することによって、定性的及び定量的測定の両方が可能になる。より好ま
しくは、信号強度が連続的に記録される。これは吸着動態についての詳細な洞察を可能に
し、本明細書で請求された器具の有用性を増強する。
【００６１】
マイクロアレイ
　好ましい実施形態では、複数の結合剤が、チップ表面上の様々な場所を様々な結合剤に
指定できるような方法で表面上に固定化される。これを言い換えると、本発明は、核酸ア
レイ又はペプチドアレイなどの結合剤のマイクロアレイもまた提供する。マイクロアレイ
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は、複数の固定化された試薬の空間的に規定して順序化されたミクロ配列である。例えば
、結合剤は、アレイヤー又はマイクロアレイプリンターなどのスポッティング器具によっ
て様々な場所に指定することができる（例えば、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．
２００２，４１，ｐｐ．１２７６－１２８９を参照されたい）。
【００６２】
　完全結合剤分子を固定化するよりむしろ、ペプチド又は核酸などの結合剤をインサイチ
ューで表面上に形成することもできる。コンビナトリアル・ペプチド合成は、支持体上へ
の「単量体トナー粒子」の移動を可能にする修飾カラーレザープリンター（Ａ．Ｐｏｕｓ
ｔｋａ　ｅｔ　ａｌ．，　ＷＯＰａｔｅｎｔ００／３５９４０，２０００）を用いて実施
できる。粒子は、保護されたアミノ酸又はヌクレオチド及び「固体溶媒」からなる。表面
上に様々なアミノ酸を含有するトナー粒子の二次元パターンを形成した後に、温度が粒子
の融点を超えて上昇される。次に、固体溶媒は液化し、これまでに捕捉された単量体が支
持体へ結合する。コンビナトリアル方法でこれらの工程を繰り返すことによって、多数の
様々な結合剤を表面上で生成することができる。又は、ＥＰ－Ａ－６１９３２１に記載さ
れた技術もまた使用できる。コンビナトリアル合成が粒子の構造化又は非構造化層上で実
施される場合は、結合事象の標識を使用しない高スループットスクリーニングは、チップ
の光学特性における変化について局所的に試験することによって促進される。
【００６３】
　結合剤アレイを固定化するためのチップとしては、上述したように粒子がパターン状で
存在するチップを使用するのが特に好ましい。粒子がコーティングされた領域上に結合剤
を選択的に適用するのが特に好ましい。例えば、表面が正方形パターンで粒子がコーティ
ングされた領域を含む場合は、結合剤をこれらの領域上にスポッティングするのが好まし
い。これはほぼこれらの領域のサイズ又はわずかに小さい領域を被覆する結合剤容量又は
結合剤粒子（例えば、トナー粒子）を使用することによって達成できる。このアプローチ
は、個別領域間のクロストークを減少させる。
【００６４】
その他の用途
　チップ及び本発明に記載したチップを使用する光学デバイスは、基本的に、チップ表面
の直近における誘電特性における変化を測定する。このため、本発明は誘電特性、物理的
又は（生体）化学的信号を光学及び／又は電気信号に変換させるための尺度、すなわちト
ランスデューサーメカニズムとしてのチップ表面の近位における誘電特性、すなわち屈折
率における変化を利用できる任意の用途に適用できる。例えば、本チップ及び器具は、チ
ップ表面と接触している流体における温度変化を追跡するために使用できる。同一方法で
は、混合溶液中の溶質の濃度、例えば乱流に起因する流動プロファイルにおける不均質性
、２種の相違する流体を混合した場合の濃度、チップ表面と接触している粘弾性又は弾性
材料の密度における変化を測定できる。液体中の乱流の投影は、マイクロアレイの読み出
しについて記載された方位分解検出機序の使用によってチップ表面上で監視することがで
きよう。
【００６５】
　チップ表面が物理的又は化学的作用（例えば、力又は化学反応）に起因してその密度、
したがってその屈折率を変化させることのできる材料でコーティングされる場合は、チッ
プ及び光学デバイスを使用してこれらの変化を監視することができる。例えば、ヒドロゲ
ルをチップ表面上に固定化することができ、したがってｐＨ又は塩濃度、気体の湿度など
における変化を追跡できる。
【実施例１】
【００６６】
ＥＤＣ媒介性吸着によるチップ表面の調製
　ポリスチレン（ＰＳ）ナノビーズの高密度層でコーティングされたチップ表面を入手す
るために、本発明者らは以下のように進めた：約９ｍｍの径及び約１ｍｍの縁高さの９６
ウエルに分割されているポリスチレン製細胞培養プレート（ＦＡＬＣＯＮ、ＢＤ製の製品
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番号３００２）の上面の内側を蒸着によって膜厚２０ｎｍの金フィルム（９９．９９％）
でコーティングした。蒸着装置にはタングステン・フィラメントを装備し、５・１０－７

ｍｂａｒの基準圧で作動させた。蒸着後、基質のウエル内に沈着した金塗膜は、表面を親
水性にするために６０分間にわたりカルボキシル末端化アルカンチオールの水溶液（ＴＧ
、９７％；脱イオン水中で１０ｍＭ溶液）に曝露させた。６０分後、この溶液を脱イオン
水で洗い流した。次に、表面を以下の方法で調製した、３５０ｎｍの平均径を備える単分
散ポリスチレンビーズの水性懸濁液に曝露させた：水中に懸濁させた３５０ｎｍ　ＰＳビ
ーズ（標準偏差＜５％；Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ（米国ペンシルベニア州ウォリントン
）を脱イオン水及びリン酸緩衝液（ｐＨ７．６）と２：１：３の容積比で混合した。懸濁
液を混合する前に、少量のＥＤＣ（９９％；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）をリン酸緩衝
液に加えると約３ｍＭのＥＤＣ緩衝液が産生したため、次にこれを使用して懸濁液を調製
した。懸濁液を基質の円形ウエル内に充填し、１時間放置した。引き続いて、これを多量
の脱イオン水で洗い流し、風乾した。この手順に続いて、図２に示したような粒子の層が
得られた。
【００６７】
　パターン化されたＰＳビーズ層を入手するために、上述した手順を以下の方法で修飾し
た（図１）：ＴＧ水溶液に金表面を曝露させる前に、マイクロコンタクト・プリンティン
グによってオクタデカンチオール（ＯＤＴ）のパターンを金表面上に形成した（Ｋｕｍａ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９４，　２６３，　ｐｐ．６０－６２）。それ
により、エラストマー製レリーフスタンプ（ポリ（ジメチルシロキサン））をＯＤＴの１
ｍＭエタノール溶液と結合した。溶媒を蒸発させた後、スタンプを金表面上に柔らかく押
し付け、それによりレリーフの突出している領域からのみ金表面上にＯＤＴを移動させた
。次に、パターン化されていない表面の場合と同一の手順を適用した。すなわちチオグリ
コール酸塩の水溶液へ表面を曝露させ、引き続いてＥＤＣ活性化ＰＳビーズ懸濁液に曝露
させた。しかし、上述した手順とは対照的に、上記で使用した濃度の約２．５％の懸濁液
中のＥＤＣ全濃度を産生するためにはＥＤＣの量を減少させなければならなかった。洗い
流して乾燥させた後に、図３に示したパターン化されたＰＳビーズ表面が形成されていた
。
【実施例２】
【００６８】
積層集積吸着（ＬＢＬ）による非金属コアの金属化
　先行実施例に記載したように調製したチップ表面を以下の方法で金属コーティングによ
り被覆した：２～３ｎｍの平均径を備えるコロイド状金粒子は、１ｍＬの１％　ＨＡｕＣ
ｌ４・３Ｈ２Ｏ（水性）を１００ｍＬのＨ２Ｏと強力に攪拌しながら１分間混合し、その
後に１ｍＬの１％クエン酸Ｎａ３溶液を加えることによって調製した。１分後、１％クエ
ン酸Ｎａ３水溶液中の１ｍＬの０．０７５％　ＮａＢＨ４をこの溶液に加え、これをさら
に５分間攪拌した。この手順は、２～３ｎｍの平均径を備える、クエン酸安定化された、
すなわち負荷電のコロイド状金粒子の形成をもたらす。ＰＳビーズで被覆された表面上に
コロイド状金粒子を吸着させる目的で、正の表面電荷を提供するために表面を最初に多価
電解質でコーティングした。最初に、表面を９０μＬ（ここでは、及び以下では１ウエル
当たり９０μＬ）のポリ（スチレン）スルホン酸（ＰＳＳ）（１ｍＬの０．５モルのＮａ
Ｃｌ（水性）当たり１ｍｇのＰＳＳ）へ２０分間にわたり曝露させた。次に、表面を脱イ
オン水で洗い流した。第２工程では、表面を９０μＬのポリ（エチレンイミン）（ＰＥＩ
）（１ｍＬの０．５モルのＮａＣｌ（水性）当たり２ｍｇのＰＥＩ））へさらに２０分間
にわたり曝露させ、次に脱イオン水で洗い流した。この手順は、負荷電の金コロイドの固
定化を可能にする正荷電した表面を生じさせた。したがって、表面は引き続いて事前に調
製した９０μＬの金コロイドへ５時間にわたり曝露させた。脱イオン水で洗い流した後、
表面は金コロイドの吸着に起因する紫色の痕跡を示した。表面上のコロイド状金粒子の最
適密度を保証するために、最後の工程をもう１回繰り返した。次に、吸着した金粒子を無
電界めっき工程によって増加させた。そこで、表面を３．５ｍＬの０．１％　ＨａｕＣｌ



(15) JP 5278676 B2 2013.9.4

10

20

30

40

50

４・３Ｈ２Ｏ（水性）及び１．５ｍＬの０．０４Ｍ　ＮＨ２ＯＨ（水性）の混合物（１ウ
エル当たり９０μＬ）へ３分間曝露させた。次に、表面を脱イオン水で洗い流し、窒素気
流中で乾燥させた。この調製段階で、表面は白色光で照射すると反射光で濃い紫色を示し
た。図４ａは、結果として生じた表面の走査型電子顕微鏡写真を示している。
【実施例３】
【００６９】
スパッタリングによる非金属コアの金属化
　又は、表面吸着ＰＳビーズは、スパッタリングによって金薄膜で金属化した。５・１０
－７ｍｂａｒの基準圧及び５．１・１０－２ｍｂａｒのアルゴン圧で作動させたスパッタ
コーティングシステム（ＢＡＬ－ＴＥＣ、Ｍｅｄ０２０）によって、２０ｎｍの金をサン
プル表面上にスパッタリングした。サンプルを金標的から５０ｍｍの距離に装着し、３０
ｍＡで６７秒間にわたりスパッタリングした。図４ｃは、結果として生じた表面のＳＥＭ
顕微鏡写真を示している。
【００７０】
[比較例１]
蒸着による非金属コアの金属化
　以前の研究（Ｈｉｍｍｅｌｈａｕｓ　ａｎｄ　Ｔａｋｅｉ，　Ｓｅｎｓ．Ａｃｔｕａｔ
ｏｒｓ　Ｂ２０００，６３，ｐｐ．　２４－３０；Ｔａｋｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｏｐｔ
．Ｌｅｔｔ．　２００２，２７，ｐｐ．３４２）と直接比較するために、表面固定化ＰＳ
ビーズは、基質の金コーティングについて上述した同一方法で２０ｎｍの金の蒸着によっ
てコーティングした。それにより、図４ｂにおいてＳＥＭ顕微鏡写真によって視認される
ように、ＰＳビーズの上半分上にキャップ形状の金シェルが形成される。
【００７１】
[比較例２]
コア－シェル粒子を用いたチップ作製
　また別の比較は、以前に多数の研究者らによって公表されたように（Ｏｌｄｅｎｂｕｒ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．　１９９８，２８８，ｐｐ．２４
３；Ｌｉｒｔｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｄｖ．Ｍａｔｅｒ．　２００１，１３，ｐｐ
．１２５３，　Ｃａｓｓａｇｎｅａｕ　ａｎｄ　Ｃａｒｕｓｏ，　Ａｄｖ．Ｍａｔｅｒ．
　２００２，１４，ｐｐ．７３２；Ｋａｌｔｅｎｐｏｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｄｖ．Ｍ
ａｔｅｒ．２００３，１５，ｐｐ．１１１３）、誘電コア及び金属シェルからなるコア－
シェル粒子を用いて実施した。
【００７２】
　本発明者らの試験において使用する３５０ｎｍＰＳビーズのための金属コーティングを
入手するために、懸濁液中の誘電粒子についてＣａｒｕｓｏら（“Ｎａｎｏ－ｅｎｇｉｎ
ｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ｉｎｏｒｇａｎｉｃ　ａｎｄ　ｈｙｄｒａｔｅ　ｈｏｌｌｏｗ　ｓ
ｐｈｅｒｅｓ　ｂｙ　ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　ｔｅｍｐｌａｔｉｎｇ”，　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２８２：１１１１－１１４，１９９８）によって記載された積層集積吸着プロセスを適
用した。手短には、１２０ｍＬの３５０ｎｍＰＳビーズ水性懸濁液を１ｍＬのＰＥＩ溶液
（１ｍＬの０．５モルのＮａＣｌ（水性）当たり２ｍｇのＰＥＩ））及び５００μＬのリ
ン酸緩衝液（ｐＨ７．４）と２０～３０分間にわたり混合した。そこで、この混合液を流
体相から粒子を分離するために数回、８，０００ｒｐｍで１０分間にわたり遠心分離した
。各遠心分離工程後、流体の透明部分をピペッティングによって除去し、次に減損を補填
するために適正な量の脱イオン水を加えた。第１遠心分離サイクル中に懸濁液に加えた脱
イオン水は、０．５Ｍの濃度でＮａＣｌを含有していた。その後の３回の遠心分離サイク
ルは、純粋脱イオン水を用いて実施した。それにより、ＰＥＩコーティングした正荷電の
ＰＳビーズを含有する水性懸濁液が入手された。
【００７３】
　ＰＥＩコーティングＰＳビーズ上にコロイド状金粒子（実施例２を参照）を吸着させる
ために、２００μＬのＰＳビーズ懸濁液を３００μＬの脱イオン水で希釈した。次に、１
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．５ｍＬの金コロイド懸濁液を加えた。混合液の紫色が１２時間後に消失した場合は、金
コロイド懸濁液の添加を繰り返した。さらに１２時間後、３回の遠心分離サイクルで過剰
な金コロイドを除去した。
【００７４】
　ＰＳビーズの周囲で金属閉殻を形成するために、３５０μＬの０．１％　ＨＡｕＣｌ４

・３Ｈ２Ｏ（水性）及び１５０μＬの０．０４Ｍ　ＮＨ２ＯＨ（ａｑ）は、ＰＳビーズを
コロイド状金粒子で装飾した後に入手した懸濁液に加えた。この混合物を２～３分間振と
うし、遠心分離及びピペッティングによって直ちに分離した。生じたコア－シェル粒子は
、図７ａに表示されている。
【００７５】
　実施例２の結果と直接比較するために金コーティングＦＡＬＣＯＮ　ＰＳプレートのウ
エル（実施例１を参照）中にコア－シェル粒子の高密度層を形成するために、金表面を１
時間にわたりシステアミンの水溶液に曝露させ、引き続いて脱イオン水で洗い流した。上
述したように調製したコア－シェル粒子は、３０分間にわたり２００μＬのコア－シェル
粒子懸濁液を１ｍＬのＰＳＳ溶液（実施例２を参照）と混合することによってＰＳＳの追
加の層でコーティングした。３０分後に、上述したように、混合液を超遠心分離してピペ
ッティングによって分離した。容量の減損を補填するために脱イオン水を加えた。この手
順を３回繰り返した。次に、コア－シェル粒子懸濁液を２時間にわたりシステアミン官能
化金表面上に配置した。最後に、懸濁液を洗い流し、表面を風乾した。結果として生じた
粒子の層は、図７ｂに示されている。
【実施例４】
【００７６】
様々な金属化法によって金でコーティングした粒子の層のＳＥＭ顕微鏡写真
　図４ａ及び４ｂは、ＥＰ０９６５８３５Ａ２によって調製したチップ表面を示している
。図４ｃ及び４ｄは、本発明によってスパッタリングにより調製したチップ表面を示して
いる。図４ｅ及び４ｆは、本発明によってコロイドの吸着及びその後の無電界めっき工程
によって調製したチップ表面を示している。図４ｂ、ｄ及びｆは、粒子間で形成されてい
た開口部が視認できるように（図６を参照）、接着テープを用いた隣接粒子の一部を除去
した後の粒子の層を示している。図４ｄにおける基質表面上の暗色スポットは、除去され
た粒子の１つが位置している場所を指示している。同様に、除去された粒子の前方位置は
図４ａ及びｂに見ることができるが、これは金が以前に吸着された粒子によって影ができ
た領域には沈着していないからである。図４ｂでは、２つの粒子が約θ＝１８０°の範囲
まで蒸着によって沈着した金属コーティングによって囲まれている接触点を示している。
金属コーティングは、蒸着によって表面の蒸着源から直接視域内にあるそれらの領域しか
コーティングできないため、基質表面に向けて方向付けられた球の半分には存在しない。
【実施例５】
【００７７】
様々に調製した表面の光学特性解析
　上述した様々な方法によって金属化したＰＳビーズ表面の光学特性を決定するために、
表面から反射した光線の波長依存性励起を図８ａに描出した光ファイバーセットアップを
用いて測定した。照明及び反射光線のサンプリングのために使用した反射ファイバープロ
ーブを表面の上方で約１０ｍｍの間隔で配置し、表面に対して垂直に方向付けた。最初に
金コーティングＰＳ基質の未処理表面領域、すなわち２０ｎｍの蒸着させた金でのみコー
ティングしたウエルの内側領域から参照スペクトルを記録した。次に、ＰＳビーズでコー
ティングし、上述した様々な方法によって金属化したウエルを様々な場所（ウエルの中心
及び中心から外れた２～３スポット）で分析した。引き続いて、これらの層の吸光度を金
参照と比較して計算した。
【００７８】
　有機分子の吸着に関して様々な表面の感受性についての尺度として、表面を引き続き８
時間にわたりアルカンチオールのエタノール溶液（１ｍＭオクタデカンチオール（ＯＤＴ
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）、９５％；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）へ曝露させ、純粋エタノール（ｐ．ａ．等級
；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて洗い流し、窒素気流中で乾燥させた。続いて、
吸光度スペクトルを参照スペクトルと比較して記録した。機械的に制御した２Ｄトランス
レータステージによって、第１回測定において調査したスポットと同一スポットを＞３ｍ
ｍの検出領域の全径について＜０．１ｍｍの精度で分析できた。
【００７９】
　獲得したスペクトルは、全可視範囲内で著明なピークを観察できず、チオール吸着に起
因する吸光スペクトルにおける変化が些細であった比較例２によって調製したコア－シェ
ル粒子の層を除いて、図９に示されている。明らかに、（ａ）及び（ｂ）の場合には約５
６０ｎｍ及び（ｃ）の場合には６３０ｎｍの吸光度ピークは、チオールの吸着に応答して
明確な変化を示す。ピークの位置及び対応する吸光度の大きさは表１に列挙されている。
さらに、チオール吸着に起因するピーク位置における変化平均は、５サンプルにおける平
均として表示されている。吸光度における変化は比較的小さいが、ピーク位置における明
確な変化は特に、実施例２に記載したコロイド状金属粒子のＬｂＬ吸着によって調製した
金属化を用いたチップ表面について観察できる。
【００８０】
【表１】

表１：オクタデカンチオールの吸着前後の、チップ表面のＵＶ－可視スペクトルのピーク
位置及びピーク吸光度。これらの表面は、比較例１、実施例３、及び実施例２各々によっ
て、コロイド状金属粒子の蒸着、スパッタリング、及びＬｂＬ沈着によって調製した。最
後の２つの列に挙げたコア－シェル粒子は、比較例２による表面吸着前に溶液中で金属化
した。
【図面の簡単な説明】
【００８１】
【図１】本発明のチップを調製するための好ましい方法を示す図である。（ａ）疎水性チ
オール（オクタデカンチオール、ＯＤＴ）のマイクロコンタクト・プリンティングによる
金コーティングポリスチレン（ＰＳ）基質の表面官能化；（ｂ）チオグリコール酸塩（Ｔ
Ｇ）による、プリントされたＯＤＴ領域間の間隙の充填；（ｃ）ＴＧコーティング領域上
への１－エチル３－（３－（ジメチルアミノ）プロピル）塩酸カルボジイミド（ＥＤＣ）
化学による水溶液からのＰＳビーズの吸着；（ｄ）ＰＳ粒子の周囲に金コーティングを形
成するためにコロイド状金粒子及び引き続いての無電解めっきを用いたＰＳビーズの装飾
（詳細については、例えば、実施例１及び２を参照）。
【図２】金属化前の、実施例１に提示したルーチンによって調製したチップ表面のＳＥＭ
顕微鏡写真である。
【図３】金属化前の、実施例１によって調製したパターン化されたチップ表面のＳＥＭ顕
微鏡写真である。
【図４】図４ａ－４ｆは、金属化の様々な方法によって調製した金属コーティングした非
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金属粒子層のＳＥＭ顕微鏡写真である。
【図５】図５ａ－５ｇは、金属コーティングによって囲まれている、隣接粒子及び／又は
表面間の非金属接触点の形成を示す図である。図５ａ～ｃは、接触している２つの粒子の
接触点の中心を通る断面を示した図である。図５ａは、ＥＰ０９６５８３５Ａ２及びＳｅ
ｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ２０００，６３，ｐｐ．２４－３０（例え
ば、比較例１を参照）による蒸着による粒子の金属化を示している。図５ｂ及びｃは、例
えばスパッタリング（例えば、実施例３）又はコロイド状金属粒子の積層集積（例えば、
実施例２）による、本発明による金属化を示している。図５ｄは、他の粒子と接触してい
ない粒子の金属化を示している。金属コーティングは、粒子及び基質の両方を被覆してお
り、それによって粒子／基質界面で開口部を形成する。図５ｅは、蒸着による金属化によ
って達成されるように（図５ａを参照）、θ＝１８０°の範囲まで金属コーティングによ
って囲まれている接触点を示している。図５ｆは、本発明による金属化によって達成でき
るように（図５ｂ及びｃを参照）、θ＝３６０°の範囲まで金属コーティングによって囲
まれている接触点を示している。図５ｇ及びｈは、θ＞２２０°の範囲まで金属コーティ
ングによって囲まれている、非金属粒子の接触点の実施例を示している。
【図６Ａ】ＳＥＭを使用することによって粒子及び／又は基質間の開口部を検証する方法
を示した図である。ａ及びｂは、以前に吸着された粒子の一部が接着テープの使用によっ
て除去されているチップ表面を示している。ｃ及びｄは、表面上にまだ存在する粒子と取
り除かれた、以前は隣接していた粒子との接触点を示している。取り除かれた粒子の以前
の存在は、基質の金属コーティング内の開口部から判定できる。ｅ及びｆは、ｃ及びｄに
示した類似領域の上面図を示している。取り除かれた粒子の以前の位置を指示している粒
子上の金属残留物は、金属コーティングが隣接する粒子を結合することを示している；結
合は、粒子接触の検査によっても観察することができる。
【図６Ｂ】ｇは、以前に存在していた粒子が基質の金属コーティングに結合していること
を示している基質表面上の残留物を示している。ｈは、両面接着テープによって基質から
取り除かれた粒子を示している。このテープは、次に以前に基質と接触していた粒子表面
を検査するために上下逆にＳＥＭサンプルホルダー上に載荷された。明確に、基質との開
口部の形成を同定できる。ｉ～ｋは、第１及び第２粒子の層の粒子間の開口部の形成を示
している。以前には３つの隣接粒子と下方で接触していた１つの粒子のみが取り除かれて
いる。非金属接触点を囲む金属縁を明確に認識できる。
【図７】図７ａ～７ｂは、コア－シェル粒子（ａ）及び比較例２によって調製されたコア
－シェル粒子によって形成されたチップ表面を示した図である。
【図８】図８ａ～８ｂは、表面から反射、散乱、及び／又は回折された、又は表面を通し
て送信された光線を検出するために、光ファイバープローブを用いて吸光スペクトルを獲
得するための光学デバイスのセットアップを例示している図である。散乱を検出するため
に、追加して積分球を使用できる。図８ｃは、測定のためのまた別のイメージングセット
アップの例を示す図である。代替的に、基質を通過する送信においては同時方位分解測定
もまた実施できる。
【図９】図９ａは、ＥＰ０９６５８３５Ａ２によって調製されたチップ表面、及びこのチ
ップ上のチオール吸着実験前後の吸光スペクトルのグラフ表示である（例えば、実施例５
）。図９ｂは、本発明によって調製されたチップ表面、及びこのチップ上のチオール吸着
前後の吸光スペクトルのグラフ表示である。図９ｃは、本発明によってコロイド吸着及び
その後の無電解めっきによって調製されたチップ表面、及びこのチオール吸着実験前後の
吸光スペクトルのグラフ表示である。
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