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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　固体表面（２０３）に沿って堆積され、帯電したナノ粒子（２００）の連続勾配を調製
する方法であって、前記表面（２０３）の単位面積当たりの堆積され、帯電したナノ粒子
（２００）の数は、前記表面の一端において相対的に多く、前記表面の他端において相対
的に少なく、堆積時に、堆積した粒子間の距離は、溶液（４０２）中の前記ナノ粒子間の
静電反発力により調節され、前記溶液（４０２）中の粒子の静電反発力の程度は、ナノ粒
子を含む前記溶液（４０２）中の塩溶液（４０３）の拡散により得られることを特徴とす
る、方法。
【請求項２】
　前記塩溶液（４０３）の拡散が、ナノ粒子を含む、塩を含まない溶液（４０２）の層の
下で相対的に高い密度および濃度を有する塩溶液の層を形成することにより得られ、前記
連続勾配が拡散時間および前記塩溶液（４０３）中の塩の濃度により調節される、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　前記塩溶液（４０３）の拡散が、ナノ粒子の懸濁液（６０２）と接触して配置されるリ
ザーバ（６０３）内に前記塩溶液（４０３）を維持することにより得られ、前記懸濁液は
、ナノ粒子の拡散を可能にするが、対流を抑制するマトリクスをさらに含み、前記ナノ粒
子の懸濁液（６０２）は前記固体表面（２０３）と接触する、請求項１または２に記載の
方法。
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【請求項４】
　前記ナノ粒子（２００）が、金属、セラミック、または高分子材料からなる、請求項１
～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記固体表面（２０３）が、金属、セラミック、または高分子材料からなる、請求項１
～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記ナノ粒子（２００）と前記表面（２０３）との間の結合力が、共有結合、クーロン
相互作用、金属結合、ファンデルワールス結合、水素結合、双極子間結合またはイオン双
極子結合を含む、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記表面（２０３）が、結合したジチオール試薬を有する金であり、前記ナノ粒子（２
００）が、前記金の表面に結合したジチオール分子のチオール基に共有結合する、請求項
１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　負に帯電しているが、表面に結合していない粒子（６０４）が、表面に結合しているナ
ノ粒子（２００）と混合される、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記表面（２０３）に第１の別の表面（８０１）および第２の別の表面（８０２）を付
加する工程をさらに含み、前記第１の別の表面（８０１）は前記ナノ粒子（２００）と同
様の表面化学的性質を有し、前記第２の別の表面（８０２）は前記表面（２０３）と同様
の表面化学的性質を有する、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記表面（２０３）に目盛り（７０２、７０３、７０４）を付与する工程をさらに含む
、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は概して表面化学の分野に関する。より具体的には、本発明はナノスケール特性
を有する表面に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生きている生物組織との固体表面相互作用に関する問題は、医療技術分野において、例
えば生体材料、バイオセンサ、および制御薬物送達において繰り返されている主題である
。他の適用分野は、生物学的に産生される物質と望ましいまたは望ましくない相互作用が
存在する分野である、食品加工技術およびバイオ技術のプロセス化学である。したがって
、改良された機能および特徴を有する新規の材料についての必要性が常に存在し、特定の
用途分野に適切である実験的表面修飾の必要性が増加している。
【０００３】
　ナノテクノロジーの分野は、この１０年の間、主に１～１０００ｎｍの構造サイズを有
するナノ構造化材料が、生物学的流体および生体組織との最適化された相互作用に関して
非常に興味深い特性を有するという事実に起因して非常に進歩してきている。この特許出
願の中心は、約１０ｎｍのナノ構造を有するナノ構造化固体表面を生成する方法を記載し
ている最近公開された論文である［１］。その方法は、平坦な金表面が、１つのチオール
基を有する金表面に結合するチオール終端線形アルカン（ジチオール）と反応でき、一方
で他のチオール端部が元のチオール基のオーバーレイカーペットを構成する金表面を含む
。
【０００４】
　８～１２ｎｍのサイズ範囲の負に帯電した金粒子の安定なコロイド溶液は表面との接触
をもたらし、金粒子は上述の元のチオール基に吸着された。吸着された粒子間の距離は、
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吸着の間に使用したクエン酸緩衝液のイオン強度を変化させることにより制御され得るこ
とが観測された。緩衝液のモル濃度（濃度）が、走査電子顕微鏡法（ＳＥＭ）を用いて可
視化実験から判断して１０～０ｎＭの間で変動する場合、距離（中心間）は１０～１００
ｎｍの間で変動し得る。同様の結果が以前に、ガラス、二酸化ケイ素または雲母などの鉱
物質の表面に対して表面が帯電したポリマー粒子の静電的に安定した溶液を用いた粒子吸
着実験において実証されている［２～５］。加えて、同様の結果がまた、静電的に安定し
た溶液から、化学修飾に起因して陽性に帯電されたガラス面または二酸化ケイ素面までの
負に帯電した金表面ナノ粒子の吸着に関して示されている［６］。
【０００５】
　静電的に制御された粒子吸着の原理を図２に示す。表面が帯電したナノ粒子２００を含
有する静電的に安定した溶液２０２がビーカー２０１に付与される（図２Ａ）。表面調製
物２０３が容器内に導入され（図２Ｂ）、静電、半共有結合、共有結合または他の種類の
結合により粒子２００が表面２０３に結合でき、一定の時間の後に安定な吸着が得られる
ことが導かれる（図２Ｃ）。粒子は互いから一定の距離、ｒを有する。
【０００６】
　この状態は吸着のための最終状態を表し、長いインキュベーション時間でも粒子の表面
被覆率にさらなる影響を与えない。表面が粒子溶液から除去される場合、２つの隣接する
粒子間の距離は、ＤＬＶＯ理論による相互作用対ポテンシャルから推定され得る［１，７
］、図３。
【０００７】
　要するに、対ポテンシャルＵ（ｒ）（ここでｒは、２つの粒子間の距離である）は、粒
子間の分散力から発生する引力ポテンシャルＵ引力（ｒ）および粒子間の静電反発力から
発生する反発ポテンシャルＵ反発（ｒ）の合計として算出され得る。
【０００８】
　反発ポテンシャルの形状は異なる方法で算出され得るが、粒子表面の外側のポテンシャ
ルの偏差の近似測定であるいわゆるデバイ距離で常に変化する。短いデバイ距離は、反発
ポテンシャルが粒子表面の外側で急速に減少することを意味する。デバイ距離は次いで、
粒子溶液２０２中のイオン強度に依存し、以下のように表され得る：

【数１】

式中、εは比誘電率であり、ε０は真空中の誘電率Ｉであり、ｋはボルツマン定数であり
、Ｔは温度であり、ｅは素電荷であり、ＮＡはアボガドロ定数であり、イオン強度は
【数２】

であり、式中、ｃｉおよびｚｉは溶液中のｉイオンのモル濃度および電荷である。
【０００９】
　デバイ距離、および反発ポテンシャルの範囲は、したがって、コロイド溶液２０２中の
イオン濃度の増加とともに減少する。このことは、以下の条件

【数３】
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［式中、Ｕ（ｒ）は対ポテンシャルであり、ｋＴは熱エネルギーであり、λは定数であり
、より小さなｒに対して満たされる］
の場合、各粒子が表面上で他の粒子に近接して結合できることを意味する。
【００１０】
　上記および［１，８］において記載されているジチオールおよび金ナノ粒子で調製した
表面が生物学的実験で使用されている。これらの実験において、粒子間の間隔は、ジチオ
ール基と迅速に共有結合するコンジュゲートしたマレイミド試薬を用いるとタンパク質を
反発させた。マレイミドは、タンパク質および細胞について反発する粒子間の間隔を生じ
るポリエチレングリコール（ＰＥＧ）とコンジュゲートした。吸収した金粒子上の表面は
、後でチオール試薬、例えばメチル基を有するチオールにより修飾されてもよく、吸着さ
れる金粒子疎水性特性が得られる。このように生成された金粒子を有する表面は、ナノメ
ートルの範囲で非常に高度に制御された化学構造および物理組織を有し、このような表面
は異なる種類の接着（付着）研究に適したようになる。記載されている方法は、吸着した
粒子間で結合できるマレイミド機能を有する比較的多数の市販の物質、および吸着した金
粒子に結合できるチオール試薬に起因して接着研究について非常にフレキシブルになる。
【００１１】
　いわゆる「浸漬被覆」技術によって、ポリマーで安定化した金ナノ粒子をシリカおよび
ガラス表面に適用する同様の実験を実施した［９］。この方法は、表面全体にわたる粒子
の広がりを制御する粒子間の静電反発力を利用していないが、代わりに溶液中の粒子を取
り囲むポリマー構造により距離が規定されていることに留意されたい。吸着後に粒子が基
板内で焼結されなければならず、また周囲のポリマーが表面から消失するプロセスの理由
で、それらの粒子と吸着表面との間の相互作用は弱い。次いで金粒子周囲の表面は、機能
的シラン、例えばこの表面抵抗を生体接着性にするＰＥＧ修飾シランで修飾され得る下層
のシリカ基質となる。粒子の表面は、チオール試薬、例えばいわゆるＲＧＤ－ペプチド、
細胞相互作用を媒介するアミノ酸配列とコンジュゲートしたチオールで修飾され得る。
【００１２】
　この実験において、また、静電的に安定化した溶液中のポリマー粒子は帯電した鉱物質
の表面に吸着され、吸着した粒子間の距離は上記に従って静電反発力で制御されることも
記載されている［１０］。吸着表面は、そのままの正味電荷を有するか、または化学修飾
、例えば機能的シランにより帯電されている。表面と粒子との間の結合は主に静電気的性
質である。吸着したポリマー粒子を有する表面は、表面のポリマー粒子で覆われた部分が
、基板表面材料により囲まれた１０～１０００ｎｍのサイズ範囲の金の小島に変換される
リソグラフィックテンプレートとして使用されている。次いで周囲基板表面は例えばポリ
－Ｌ－リシン－ＰＥＧで修飾された。リシンは、正電荷のポリマーであり、負電荷の表面
により吸着し、ＰＥＧとコンジュゲートする特定の場合、それらの表面抵抗を生体付着性
にする。次いで金表面は、チオール試薬、例えば金表面疎水性を生じる線形アルカンチオ
ールで修飾され得る。それらの疎水性表面にタンパク質、例えばタンパク質ラミニンが吸
着され得る。そのような表面は、細胞増殖および細胞相互作用を研究するために使用され
ている。
【００１３】
　上記の技術の全ては、接着プロセスについての表面ナノ構造の重要性を研究するために
使用され得、所望の生物学的特性を有する材料を設計するためのプラットフォームとして
使用され得る。
【００１４】
　ほとんどの接着研究は一定の化学的機構を有する表面で実施される。１種類の表面修飾
の重要性を研究する場合、接着現象を独立して分析するために複数の表面調製物を使用す
ることが一般的な方法である。しかしながら、この手順は、複数の表面調製物が実験の各
シリーズについて調製されなければならないので時間および労力を浪費する。さらに、測
定の方法による誤差が比較的大きくなる場合があり、このことは、接着現象の意図した研
究の解釈が不正確になるかまたは見誤る恐れがあることを意味する。
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【００１５】
　表面を調製する方法による誤差を制限し、時間浪費を減少させる方法は、表面上の化学
特性に勾配を生じることである。このような方法の一例は、表面を一端で疎水性にし、他
端で親水性にする、いわゆる「湿潤性勾配」である［１１］。これらのエンドポイント間
で、化学特性の制御され、連続した勾配が見出される。この種の表面勾配は、調製する時
間および方法による誤差を著しく減少させ、多くの場合、学問的研究に使用されている［
１２～１４］。
【００１６】
　表面上に連続化学勾配を調製するいくつかの方法は知られており、それらのうちの１つ
は、周知の拡散法である（図１）。この場合、その方法の作用は、試薬００１、例えばメ
チルクロロシランを高密度００２で、例えばトリクロロエチレンアセテート（トリ－）と
溶媒中で混合することである。次いで混合物を異なる溶媒００３、例えば低密度のキシレ
ン下で層状にする。これらの層の間に、表面００４、例えばガラスが存在し、その上に勾
配が形成する。溶媒が互いに拡散し始める時間内に、試薬００１のセットもまた、拡散し
、表面００４に結合する。拡散の特定の時間に、疎水性メチル基の結合した勾配が親水性
ガラス表面上に生じる［１１］。試薬のいくらかは特定の位置において表面に結合するの
で、この位置における疎水性は、表面が試薬溶液に曝露されている間の時間と共にこの位
置における表面上の試薬００１のセットの濃度により決定される。このことは、得られる
勾配の特徴が速度支配により決定されることを意味する。
【００１７】
　上記の方法は困難である粒子密度の均一の勾配を製造するために、これらの粒子に結合
する表面に対する静電的に安定した溶液からのナノ粒子の結合は通常、粒子の拡散速度に
関して非常に速いプロセスである。これは、メチルクロロシランなどの低分子についての
拡散速度と比較して低い。粒子濃度およびインキュベーションの時間を変化させることに
より、ナノ粒子が静電的に安定化した溶液から結合表面に吸着される、表面上のナノ粒子
間の距離を制御する試みは、粒子の低密度勾配を制御することが困難であることが示され
ている。また、粒子は、それらが上記の静電的に制御された吸着の後になされるのと同じ
表面上の機構の一致を示さない［６，１５］。
【００１８】
　最近、結合粒子の構造化が良好である、シリカ基板上の金粒子の勾配が開示されている
［１６］。［１６］に記載されているこの勾配は、静電的制御または拡散勾配を使用せず
に修飾された「浸漬被覆」法に従って製造された。得られた勾配は動的が制限され、最小
の粒子距離は約５０ｎｍであった。勾配は、粒子と、粒子の上部のＲＧＤペプチドとの間
でＰＥＧを用いて化学的に修飾された。その後、勾配表面は細胞接着を研究する実験に使
用された。一般に、この文献は、上記の理由のために金粒子の表面結合した密度勾配を非
常に良好にする対象を開示している。しかしながら、［１６］による勾配を製造する技術
的解決法は本発明より著しく複雑である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１９】
　したがって、本発明は好ましくは、当該技術分野における上記の欠点および単独または
任意の組み合わせで不都合な点のうちの１つ以上を軽減するか、緩和するかまたは除外し
、添付の特許請求の範囲に係る方法、表面、生成物および使用を提供することにより少な
くとも上記の問題を解決することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　第１の態様によれば、固体表面に沿って堆積され、帯電したナノ粒子の連続勾配を調製
する方法が提供され、表面の単位面積当たりの堆積され、帯電したナノ粒子の数は、表面
の一端において相対的に多く、表面の反対端において相対的に少ない。堆積時に、堆積さ
れる粒子間の距離は溶液中のナノ粒子間の静電反発力により調節される。溶液中の粒子の
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静電反発力の程度は、ナノ粒子を含む溶液中の塩溶液の拡散により得られる。
【００２１】
　これは、表面上のナノ粒子の改良された勾配を形成できるため、有益である。
【００２２】
　塩溶液の拡散は、ナノ粒子を含む、実質的に塩を含まない溶液の層の下で相対的に高い
密度および濃度を有する塩溶液の層を形成することにより得られ得、濃度勾配は拡散の時
間および塩溶液中の塩の濃度により調節され得る。
【００２３】
　一実施形態において、塩溶液の拡散は、ナノ粒子の拡散を可能にするが、対流電流を妨
げるマトリクスをさらに含むナノ粒子の懸濁液と接触して配置されたリザーバ内に塩溶液
を維持することにより得られ得、ナノ粒子の懸濁液は固体表面と接触する。
【００２４】
　これは２次元で勾配を形成できるので有益である。
【００２５】
　ナノ粒子は、金属、セラミック、例えばガラスまたは高分子材料から構成されてもよい
。
【００２６】
　固体表面は、金属、セラミック、例えばガラスまたは高分子材料から構成されてもよい
。
【００２７】
　ナノ粒子と表面との間の結合力は、共有結合、クーロン相互作用、金属結合、ファンデ
ルワールス結合、水素結合、双極子間結合またはイオン双極子結合を含んでもよい。
【００２８】
　一実施形態において、表面は結合したジチオール試薬を有する金であり、ナノ粒子は、
金表面に結合したジチオール分子のチオール基に共有結合する。
【００２９】
　一実施形態において、負に帯電しているが、表面に結合していない粒子は、表面に結合
したナノ粒子と混合される。
【００３０】
　これは、表面に結合したナノ粒子の分散を改良でき、クラスター形成を防止できるので
有益である。
【００３１】
　この方法はさらに、上記表面に第１の別の表面および第２の別の表面を付加する工程を
含んでもよく、第１の別の表面はナノ粒子と同様の表面化学的性質を有し、第２の別の表
面は上記表面と同様の表面化学を有する。
【００３２】
　一実施形態において、目盛りが表面に加えられる。
【００３３】
　これに関する利点は接着分析の顕微分析を簡単にすることができることである。
【００３４】
　第２の態様によれば、堆積され、帯電されたナノ粒子の連続勾配を有する表面が提供さ
れる。
【００３５】
　勾配の長さは１ｍｍ～５０ｍｍであってもよい。
【００３６】
　ナノ粒子は１０～６０ｎｍの平均直径を有してもよい。
【００３７】
　ナノ粒子の平均距離は、勾配の一端において約１０～６０ｎｍであってもよく、勾配の
他端において約１００～１５０ｎｍであってもよい。
【００３８】
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　一実施形態において、勾配は線形である。
【００３９】
　ナノ粒子および／または表面は、金属、セミラック、例えばガラス、または高分子材料
から構成されてもよい。
【００４０】
　ナノ粒子および／または表面はそれらにコンジュゲートされた化合物を有してもよい。
化合物は、チオール群、例えばメチル終端、アミノ終端、酸終端、ペプチド終端、糖がコ
ンジュゲートしたもしくはＰＥＧがコンジュゲートしたチオール、またはチオールシラン
；ＰＥＧ、例えばポリ－Ｌ－リシン－ＰＥＧ、ＰＥＧで修飾したシラン、マレイミド－Ｐ
ＥＧ；およびアミノシランからなる群より選択されてもよい。
【００４１】
　第３の態様によれば、第２の態様に係る勾配表面、第１の別の表面および第２の別の表
面を含む、接着現象を分析する装置が提供され、表面は分離され、第１の別の表面はナノ
粒子と同様の表面化学的性質を有し、第２の別の表面は表面と同様の表面化学的性質を有
する。
【００４２】
　ナノ粒子、表面、第１の別の表面または第２の別の表面は、それらにコンジュゲートさ
れる同じまたは異なる化合物（複数も含む）を有してもよく、化合物（複数も含む）は、
チオール群、例えばメチル終端、アミノ終端、酸終端、ペプチド終端、糖がコンジュゲー
トしたもしくはＰＲＧがコンジュゲートしたチオール、またはチオールシラン；ＰＥＧ、
例えばポリ－Ｌ－リシン－ＰＥＧ、ＰＥＧで修飾したシラン、マレイミド（ｍａｌｅｍｉ
ｄｅ）－ＰＥＧ；およびアミノシランからなる群より選択されてもよい。
 
【００４３】
　第４の態様によれば、接着分析のための、第２の態様に係る表面、または第３の態様に
係る装置の使用が提供される。
【００４４】
　分析は、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）、電気化学、光学顕微鏡検査または走査型電子
顕微鏡法（ＳＥＭ）に基づいてもよい。
【００４５】
　本発明は、表面上のナノ粒子の改良された勾配の形成を可能にする、従来技術に対する
利点を提供する。
【００４６】
　本発明のこれらおよび他の態様、特徴および利点は、添付の図面と共に以下の本発明の
実施形態の詳細な説明から可能になり、明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００４７】
【図１】図１は従来技術の方法の例示である。
【図２】図２は従来技術の方法の例示である。
【図３】図３はＤＬＶＯ理論の物理学の例示である。
【図４】図４は一実施形態に係る方法の例示である。
【図５】図５は別の実施形態に係る方法の例示である。
【図６Ａ】図６Ａは実施形態の例示である。
【図６Ｂ】図６Ｂは実施形態の例示である。
【図６Ｃ】図６Ｃは実施形態の例示である。
【図７】図７は実施形態の例示である。
【図８Ａ】図８Ａは実施形態の例示である。
【図８Ｂ】図８Ｂは実施形態の例示である。
【図８Ｃ】図８Ｃは実施形態の例示である。
【図９】図９は実施形態の例示である。
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【図１０】図１０は実施形態の例示である。
【図１１】図１１はＳＥＭで分析した本発明の実施形態に係る表面の概観である。
【図１２】図１２はＳＰＲで分析した２つの勾配の結果を示す。
【図１３】図１３は正の制御表面についてのライン走査と併せた一実施形態に係る勾配の
ライン走査である。
【図１４】図１４は本発明の実施形態に係る分析の結果である。
【図１５】図１５は本発明の実施形態に係る分析の結果である。
【図１６】図１６は本発明の実施形態に係る分析の結果である。
【発明を実施するための形態】
【００４８】
　本発明のいくつかの実施形態は、当業者が本発明を実施できるように添付の図面を参照
して以下により詳細に記載されている。しかしながら、本発明は、多くの異なる形態で具
現化されてもよく、本明細書に記載されている実施形態の限定と解釈されるべきではない
。むしろ、これらの実施形態は、本開示が全体を通して完全になり、本発明の範囲を十分
に伝えるために当業者に提供される。これらの実施形態は本発明を限定するものではなく
、本発明は添付の特許請求の範囲のみにより限定される。さらに、添付の図面に例示され
る特定の実施形態の詳細な説明に使用される専門用語は本発明を限定するものと意図され
るわけではない。
【００４９】
　本発明の一態様によれば、勾配を有する吸着されたナノ粒子を有する表面の簡便な製造
方法が提供される。一実施形態において、この方法は以下のように説明され得る。
【００５０】
　１．１次元拡散
　図４に係る実施形態において、静電的に安定した粒子溶液から静電表面帯電ナノ粒子２
００に結合する能力を有する平面２０３がバイアル４０１に配置される。次いで、表面が
帯電した粒子２００を有する、塩を含まない、またはほとんど塩を含まない溶液４０２が
バイアルに加えられる。相対的に高い密度を有する塩溶液４０３が、溶液４０３と４０２
との間の重力依存相レベルが表面２０３の下側部分と同じ高さになるように、塩を含まな
い溶液４０２の下で注意深く層状にされる。やがて、塩溶液４０３は塩を含まない溶液４
０２内に拡散し、これにおいてイオン強度の勾配を形成する。
【００５１】
　当業者に理解されるように、表面は平面であることを必要とせず、任意の種類の曲率ま
たは形状を有してもよい。
【００５２】
　表面２０３に近接する緩衝液中のイオン強度が増加する場合、粒子間の静電的に依存し
た反発力は減少する。したがって、粒子は、溶液４０２と４０３との間の有機相レベルに
最も近接する粒子の最も高い密度で互いに近接して徐々に表面に吸着する。粒子の最も低
い密度は、イオン強度が低く、それ故、静電反発力が最も高いバイアルの上層に見られる
。拡散の制御した時間の後、溶液は、バイアルから、塩を含まない溶液４０２を含有する
粒子の下で塩溶液４０３を層状にする場合に使用したものと同じ管４０４を通して下から
排出される。
【００５３】
　対流の非存在下で、表面の下位レベル、ｘ＝０ｍｍからバイアルの底までの距離は十分
であり、表面の下位レベル、ｘ＝０ｍｍから塩を含まない溶液４０２の表面までの距離は
十分であり、拡散は非常に長い間、継続できず、表面２０３上の溶液中の塩濃度の漸進的
な分散は、１次元において拡散のフィックの第２法則で説明できる：
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【数４】

式中、上記の条件に関して：
【数５】

式中、ｃはモル塩濃度であり、ｘ＝０（表面２０３の下位レベルと一致する）に関してｘ
はバイアルにおける位置であり、ｔは拡散の時間であり、ｃ０はｔ＝０における溶液４０
３中の塩濃度であり、Ｄは対象の塩についての拡散定数である。
【００５４】
　このことは、獲得した粒子勾配の長さおよび傾きが、開始塩濃度ｃ０および拡散時間ｔ
を変化させることにより変化でき、非常に柔軟性のある製造方法を与えることを意味する
。
【００５５】
　図５に記載されている本発明のさらなる発展は、図４に記載されているいくつかの表面
が拡散の同じ手順で使用できるバイアル５０１を使用する。この方法の利点は、バイアル
における表面全てが、金粒子の同じ溶液、塩溶液のモル濃度、拡散の時間に曝露されるこ
とである。このことにより、表面が、同じ調製物において高い割合の一致性を有して調製
され得ることが確実にされる。
【００５６】
　図１および以前の文献［１１］に関して記載されている拡散方法は、記載している本発
明と技術的に同様であるが、いくつかの重要な態様が異なる。最も重要な相違は、表面に
結合する成分、ナノ粒子が一定濃度として存在し、勾配として拡散しないことであり、拡
散する塩は表面に結合せず、勾配を生じる要因（ナノ粒子間の勾配静電反発力）は、溶液
中のナノ粒子上で生じ、表面上では生じない。
【００５７】
　２．２次元拡散
　拡散勾配の１次元法によれば、表面は１次元、例えば勾配の一端における結合した粒子
の高密度および反対端における低密度で獲得される。図６に係る実施形態において、表面
上の粒子の循環勾配の生成が記載される。図６Ａは側面図であり、図６Ｂは上面図である
。
【００５８】
　ペトリ皿６０１の底において、平面２０３が配置される。ナノ粒子と、該ナノ粒子の拡
散を可能にするが、同時に対流を防ぐマトリクスとを含む、塩を含まないか、またはほと
んど塩を含まない懸濁液６０２がペトリ皿に注がれる。このような懸濁液は、粒子形態、
例えばゲル濾過、例えばＳｅｐｈａｄｅｘ　ｇ－２５または同様の材料に使用されるゲル
粒子を含有する水中の多糖からなり得る。無溶媒、例えば水が平らな懸濁液相から除去さ
れた後、吸取紙の円形部分などのリザーバ６０３が懸濁液上に配置される。リザーバ６０
３は、例えば吸取紙を高いモル濃度を有する塩溶液４０３に浸漬することによってこのよ
うな溶液で事前に満たされる。次いでこの系は拡散のための時間が与えられる。溶液４０
３は、懸濁液６０２中で拡散し、循環拡散前部は、しばらくしてから、イオンの半径濃度
勾配を有する最終的に円形面を生じる表面２０３に到達する。最終的に、懸濁液６０２は
、溶媒、例えば水で流される。最終結果は、表面の中央において密度が最も高く、周辺に
対して最も低い吸着した粒子の円形表面である。
【００５９】
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　記載している本発明の重要な態様は、表面単位当たりの最も多い数の吸着された粒子を
有する表面勾配の部分と、表面単位当たり最も少ない数の吸着された粒子を有する同じ勾
配表面の部分との間の範囲である解析力学である。この範囲が大きくなると、より分析的
な情報が接着および吸着実験において得られる。方法による誤差の源は、水が不規則に予
測不可能なパターンで表面に結合する傾向を有することなどの塩を含まない溶媒中の低濃
度の帯電粒子であり得る。このような不規則なパターンは、さらなる接着の解釈を生じ、
吸着実験をより困難にする。図６Ｃに係る実施形態において、不規則なパターンの形成を
防止する方法が提供される。この方法は、帯電した表面結合粒子２００を、表面２０３に
結合していない帯電した粒子６０４と混合することを含む。後者の粒子の機能は、結合の
パターンについて不規則にならないように、溶液中の帯電し、結合した粒子の分散を改良
することである。
【００６０】
　典型的な実験および評価方法
　結合した粒子を有する勾配領域は通常、１～５０ｍｍ、例えば１～１０ｍｍの間である
。この表面上で、生体高分子を用いる吸着実験および細胞を用いる接着実験が実施されて
もよい。次いでこの実験の結果は単位面積当たり結合した粒子の連続勾配に相関し得る。
簡単な生体高分子吸着実験において、高感度表面の光学的方法を使用することが可能であ
る。全細胞を含む実験において、光学顕微鏡検査法が細胞の詳細な研究のために使用され
てもよく、同様に蛍光顕微鏡法が詳細な研究のために使用されてもよい。
【００６１】
　本発明の１つの適用である図７において、粒子勾配が、顕微鏡による分析を容易にする
ために目盛りが加えられている表面７００に適用される。目盛りの数字は垂直７０２、水
平７０３または半径方向７０４であってもよい。目盛りおよび目盛りの数字は、異なる種
類の分析に適合するように異なる範囲、例えば視覚による分析のためにｍｍ範囲、または
光学顕微鏡による分析のために１０～５００μｍの範囲、または図７Ｂ、７０５に記載し
ているＳＥＭであってもよい。目盛りの数字は、完全または部分的に粒子が結合した表面
、例えばジチオール修飾金表面を通るエッチングであってもよく、それにより、下側の基
板、例えばガラスまたはシリカが露出される。代替として、目盛りの数字は、例えば粒子
が結合した表面、例えばチオールシラン修飾ガラスまたはシリカ表面上の金における隆起
部であってもよい。表面パターンは好ましくは、フォトリソグラフィー技術を用いて生成
される。
【００６２】
　本発明の別の適用である図８において、ナノ粒子勾配表面２０３または７００は、２つ
の追加の別の表面８０１および８０２と共にチップ表面８００、例えばスライドガラス上
に存在する。図８Ａは上面図であり、図８Ｂおよび８Ｃは２つの実施形態に係る側面図で
ある。２つの追加の別の表面は、表面８０２の１つが、ナノ粒子を有する表面と同じ表面
化学的性質を与えられるように化学的に修飾され、他方の表面８０１が、勾配において粒
子を取り囲む表面と同じ化学的性質を与えられるように化学的に修飾される。全ての３つ
の表面が生物学的実験、例えば細菌吸着において存在する場合、操作者は、勾配表面の領
域に細菌が吸着しているかどうかを顕微鏡により検査できる。操作者はまた、細菌が、ナ
ノ粒子を含有せず、混合されていない表面化学的性質のみを含有する表面に吸着する方法
に関する情報を得る。このように、操作者は、細菌の接着がナノ粒子の存在に関連するか
否かを決定でき、その粒子密度は吸着に必要である。異なる表面２０３／７００、８０１
、８０２は、表面の使用および製造を容易にするために障壁８０３を用いてチップ８００
上で分離されてもよい。障壁は、下側の基板８０４が露出されるように、チップ８００上
の表面２０３／７００、８０１、および８０２の間のエッチングまたはスペースから作製
されてもよい。代替として、障壁は、特に粒子勾配が下側の基板８０４に適用されている
これらの場合、表面２０３／７００、８０１、および８０２の間の隆起部からなってもよ
い。
【００６３】
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　本発明の適用は、例えば表面を含むチップ、例えば上記の３つの表面；１、粒子間の遊
離ジチオールが、マレイミド－ＰＥＧと反応するジチオールで修飾された金表面上に金ナ
ノ粒子勾配が製造される金ナノ粒子勾配表面であり、粒子の表面は機能的チオール、例え
ばメチル終端、アミノ終端、酸終端、またはペプチド終端と反応する；２、ジチオールお
よびマレイミド－ＰＥＧで修飾されている金表面；３、粒子上の表面と同じ機能的チオー
ルで修飾されている金表面、を有するスライドガラスを含む製品である。
【００６４】
　本発明の適用は、表面、例えば上記の３つの表面；１、粒子間の遊離ジチオールがマレ
イミドとコンジュゲートした分子、例えばメチル終端、アミノ終端、酸終端、またはペプ
チド終端、リン酸化、複素環、芳香族、カルボニル、糖、無機、金属含有粒子と反応する
ジチオールで修飾された金表面上に金ナノ粒子勾配が製造される金ナノ粒子勾配表面であ
り、粒子の表面はＰＥＧとコンジュゲートしたチオールと反応する；２、ジチオールおよ
びマレイミドとコンジュゲートした分子、例えばメチル終端、アミノ終端、酸終端、また
はペプチド終端で修飾された金表面；３、粒子上の表面と同じ機能的チオールで修飾され
た金表面、を有するスライドガラスを含む製品である。
【００６５】
　本発明の適用は、表面、例えば上記の３つの表面；１、粒子間の遊離ジチオールがマレ
イミド－ＰＥＧと反応するジチオール修飾金表面上に金ナノ粒子勾配が製造される金ナノ
粒子勾配表面；２、ジチオールおよびマレイミド－ＰＥＧで修飾されている金表面；３、
純金表面、を有するスライドガラスを含む製品である。この製品を用いて、操作者は、使
用されるべきチオール試薬を選択できる。接着に影響を与え得る多数の市販のチオール、
例えばアミノ基、単糖および多糖とコンジュゲートしたチオールが存在する。
【００６６】
　本発明の適用は、表面、例えば上記の３つの表面；１、金ナノ粒子勾配が、ジチオール
で修飾された金表面上に製造される金ナノ粒子勾配表面；２、ジチオールで修飾されてい
る金表面；３、純金表面、を有するスライドガラスを含む製品である。この製品を用いて
、操作者は、粒子間で結合されるマレイミド試薬および粒子上で結合されるチオール試薬
の両方を選択できる。したがって、実験を変更する可能性がさらに増加する。
【００６７】
　本発明の適用は、表面、例えば上記の３つの表面；１、金ナノ粒子勾配が、チオールシ
ランで修飾されたガラスまたはシリカ表面上に製造される金ナノ粒子勾配表面であり、粒
子間の遊離チオールシランはマレイミドＰＥＧと反応し、粒子上の表面は機能的チオール
、例えばメチル終端、アミノ終端、酸終端、またはペプチド終端と反応する；２、チオー
ルシランおよびマレイミド－ＰＥＧで修飾されているガラスまたはシリカ表面；３、粒子
の表面と同じ機能的チオールで修飾されている金表面、を有するスライドガラスを含む製
品である。
【００６８】
　本発明の適用は、表面、例えば上記の３つの表面；１、金ナノ粒子勾配が、チオールシ
ランで修飾されたガラスまたはシリカ表面上に製造される金ナノ粒子勾配表面であり、粒
子間の遊離チオールシランがマレイミドＰＥＧと反応する；２、チオールシランおよびマ
レイミドＰＥＧで修飾されているガラスまたはシリカ表面；３、修飾されていない金表面
、を有するスライドガラスを含む製品である。この製品を用いて、操作者は使用されるチ
オール試薬を選択できる。
【００６９】
　本発明の適用は、表面、例えば上記の３つの表面；１、金ナノ粒子勾配が、チオールま
たはアミノシランで修飾されたガラスまたはシリカ表面上に製造される金ナノ粒子勾配表
面であり、粒子の下および間のシランは、例えば、粒子がガラスまたはシリカ表面上で焼
結されるプラズマ処理によるような方法で除去され、粒子間の表面はＰＥＧ－シランと反
応し、粒子の表面は機能的チオール、例えばメチル終端、アミノ終端、酸終端またはペプ
チド終端と反応する；２、ＰＥＧ－シランで修飾されているガラスまたはシリカ表面；３
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、粒子の表面と同じ機能的チオールで修飾されている金表面、を有するスライドガラスを
含む製品である。
【００７０】
　本発明の適用は、表面、例えば上記の３つの表面；１、金ナノ粒子勾配が、チオールま
たはアミノシランで修飾されたガラスまたはシリカ表面上に製造される金ナノ粒子勾配表
面であり、粒子の表面は、機能的チオール、例えばＰＥＧ終端、メチル終端、アミノ終端
、酸終端またはペプチド終端と反応する；２、チオールまたはアミノシランで修飾されて
いるガラスまたはシリカ表面；３、粒子の表面と同じ機能的チオールで修飾されている金
表面、を有するスライドガラスを含む製品である。
【００７１】
　本発明の適用は、表面、例えば上記の３つの表面；１、金ナノ粒子勾配が、チオールま
たはアミノシランで修飾されたガラスまたはシリカ表面上に製造される金ナノ粒子勾配表
面であり、粒子の下および間のシランは、例えば、粒子がガラスまたはシリカ表面上で焼
結されるプラズマ処理によるような方法で除去され、粒子の間の表面はＰＥＧ－シランと
反応する；２、ＰＥＧ－シランで修飾されているガラスまたはシリカ表面；３、修飾され
ていない金表面、を有するスライドガラスを含む製品である。この製品を用いて、操作者
は使用されるチオール試薬を選択できる。
【００７２】
　本発明の適用は、表面、例えば上記の３つの表面；１、金ナノ粒子勾配が、チオールま
たはアミノシランで修飾されたガラスまたはシリカ表面上に製造される金ナノ粒子勾配表
面であり、粒子の下および間のシランは、例えば、粒子がガラスまたはシリカ表面上で焼
結されるプラズマ処理によるような方法で除去される；２、ガラスまたはシリカ表面；３
、修飾されていない金表面、を有するスライドガラスを含む製品である。この製品を用い
て、操作者は異なる表面についての表面化学的性質および修飾方法を選択できる。
【００７３】
　上記の適用に関して、製造において３つの典型的な表面は別個に製造されてもよく、次
いで接着剤を用いてスライドガラス上で合わされてもよい。これらの表面をスライドガラ
ス上で直接調製することも可能である。
【００７４】
　簡単な生体高分子吸着実験に関して、偏光解析法および表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）
などの高感度表面の光学的方法が使用されてもよい。ＳＰＲの特別な場合、いわゆる画像
化ＳＰＲ（ｉＳＰＲ）法により、完全な勾配領域におけるナノ粒子の吸着およびその後の
生体接着の両方の同時定量が可能となる（実施例を参照のこと）。勾配表面のｉＳＰＲ分
析についてのセットアップは図９Ａに示す。通常、コンピュータ９０５で制御される［１
７］に記載されているような画像化ＳＰＲのための装置９００は、薄い金層９０２が適用
されるガラス表面９０１を含むＳＰＲ－基質と接触して適用される。金層の上の溶液を含
有するチャンバ９０４が、例えば金層が溶液と接触するように緩衝液に配置される。チャ
ンバ９０４は、入口９０７および出口９０８を有してもよく、表面からおよび表面まで溶
液および検体を輸送する灌流システムとして機能する。
【００７５】
　本発明の適用において、金表面９０２は、溶液からのナノ粒子に結合するために層９０
３で化学的に修飾され、ナノ粒子の勾配は表面に適用される。分析時に、勾配表面上の異
なる位置からのＳＰＲ反応はこの位置における部分的密度に相関し得る。その場合、生体
接着、例えばタンパク質、血小板、または細菌吸着は勾配表面で生じ、これはまた追加の
反応として検出され得る（図９Ｂ）。
【００７６】
　最近、電気化学技術、特にインピーダンスの測定が、表面との細胞相互作用を研究する
ために使用されている［１８］。電気化学技術もまた、電極表面上のナノ粒子の数を推定
するために使用されてもよい。これは具体的に、ナノ粒子、例えば金を導電する際に適用
される［１９］。図１０に記載した本発明の適用において、ナノ粒子勾配が、ナノ粒子に
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結合するために化学物質１００３で修飾される導電材料のｎ個の粒子結合表面１００１か
ら構成される表面１０００に適用される。表面１００１が１つおよび他から電気的に絶縁
されている電極として作用するように、表面１００１は非導電基板１００２に配置される
。表面１０００上の粒子結合電極表面ｎが低い粒子密度を得ている間、表面１０００上の
粒子結合電極表面１が高い粒子密度を得るようにナノ粒子勾配は製造される。これは、図
４における表面２０３などの表面１０００を使用することにより可能となり、表面１００
０上の位置を０とすると、図４におけるＸ＝０と一致する。
【００７７】
　表面１０００は、電解質、例えば、電解質および検体の表面１０００への輸送を促進す
るために入口１００５および出口１００６も有してもよい電気化学セル１００４における
緩衝液と接触して適用される。表面１０００に局在化する１～ｎ個の電極に加えて、一部
の適用について、追加の基準電極１００７および電解質に適用される対電極１００８を加
えることも必要である。一部の適用において、電極１００７および／または１００８もま
た、表面１０００に配置されてもよい。表面１０００上の全ての電極１～ｎならびに一部
の場合１００７および１００８は、電気化学基準についてのシステム１００９により個々
に接続される。そのシステム１００９は、異なる種類の電気化学基準、例えばボルタンメ
トリー、アンペロメトリー、クーロメトリー、インピーダンス分光法またはインピーダン
スの測定であり得るシステムであってもよい。代替として、システム１００９は、インピ
ーダンスの測定などの単一種類の電気化学的測定用に設計されるシステムであってもよい
。表面１０００上の異なる電極からの電気化学応答が、表面１０００上の異なる電極間で
、または従来のｔｒｉ電極セットアップにおいて電極１００７および１００８を使用する
ことにより測定されてもよい［２０］。測定する場合、表面１０００上の異なる位置での
異なる電極からの電気化学応答はこの位置における粒子密度と相関し得る。生体接着、例
えば細胞接着が勾配表面で生じる場合、これはまた、電気化学応答の追加の、通常負の電
荷として検出され得る。酸化還元活性の物質が表面と接触する場合、これはまた、電気化
学応答の追加の、通常正の電荷として検出され得る。
【実施例】
【００７８】
　実施例１．ＳＥＭを用いる段階的な粒子吸着の評価
　１１×２０ｍｍのサイズを有する金表面を、ＳｉＯ２の基板上で最初に５ｎｍのＣｒお
よび次いで２００ｎｍのＡｕを蒸発させることにより測定した。それらを洗浄し、詳細［
１，８］に記載されている手順に従ってジチオールの単分子層を提供した。手短に述べる
と、純金表面を、オクタンジチオール入りのエタノール溶液中でインキュベートし、それ
らをジチオスレイトール（ＤＤＴ）と反応させた。約１０ｎｍ直径の金粒子を有する電気
的に安定化した金粒子溶液を、詳細［１，８］に記載されている手順に従って製造した。
溶液中のイオン強度を減少させ、粒子の濃度を増加させるために金溶液を１６０００ｇで
遠心分離した。遠心分離後、金粒子ペレットを、１８．２ＭΩ＊ｃｍの導電率で純水中で
約５５ｎＭの粒子濃度に希釈した。この粒子溶液を、図５に従って製造した勾配を設計し
た容器に移し、その後、複数のジチオールで調製した表面を、底までの同じ特定の距離で
同じ溶液内に入れた。その後、１Ｍの濃度およびｐＨ４．０でクエン酸塩緩衝液を勾配容
器の底に入れ、表面の下側の空間を緩衝液で満たした。次いでクエン酸緩衝液を、３０分
の間、表面にわたって拡散させ、その後、勾配容器の下から溶液を排出することによって
その手順を停止した。異なる適用において、５０ｍＭの濃度を有するクエン酸緩衝液を表
面の下側に適用し、９０分未満、拡散させ、その結果として、３０分下で１Ｍ緩衝液で得
たものと比較して少ない傾きを有するより長い勾配を得た。勾配表面上の異なる位置でＳ
ＥＭを用いて表面を分析した。選択した写真を図１１に示す。
【００７９】
　実施例２．ｉＳＰＲによる段階的な粒子吸着の評価
　１０ｎｍの金ナノ粒子を有する線形勾配を、ジチオール化学により実施例１に記載した
ように調製した。基板として、約５０ｎｍのＡｕの薄層を蒸発させたガラス表面を使用し
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た。これらの表面は、表面プラズモン共鳴、ＳＰＲによる分析に好適であり、勾配の測定
後、表面を、［１７］に詳細に記載されている画像化ＳＰＲ用の機器に入れた。２つの異
なる勾配を分析した（図１２を参照のこと）。５０ｍＭクエン酸緩衝液で調製した１つの
勾配を９０分間（「長い」勾配）拡散させ、１Ｍクエン酸緩衝液で調製した１つの勾配を
３０分間（「短い」勾配）拡散させた。各々の粒子勾配をまた、分散した粒子間の生体接
着を最小化するためにマレイミド－ＰＥＧと反応させ、生体接着を促進するために疎水性
の粒子で表面を生成する粒子の上のオクタンチオールと反応させた。各勾配表面上で、約
１×５ｍｍの領域を分析した。これらの領域において、勾配の全ての本質的な部分を撮像
した。ＳＰＲは３Ｄグラフに示される長さであり、ｚ軸は金ナノ粒子の表面被覆率に比例
する。図１３において、「短い」勾配のライン走査は、陽性対照表面（この場合、オクタ
ンジチオールでのみ表面が修飾された）、ならびにオクタンジチオールおよびマレイミド
－ＰＥＧで修飾された陰性対照表面についてライン走査と共に示される。各ライン走査は
表面の全ての走査の平均を表す。
【００８０】
　実施例３．ｉＳＰＲおよび蛍光顕微鏡検査法を用いる疎水性ナノ粒子勾配に対するフィ
ブリノゲン吸着および血小板吸着の評価
　１０ｎｍの金ナノ粒子を有する「短い」勾配を、ＳＰＲ分析用に設計した金表面上に製
造し、次いで上記の実施例２に従ってマレイミド－ＰＥＧおよびオクタンチオールにより
修飾した。これは、ＰＥＧを受け付けないタンパク質のバックグランドに対して疎水性粒
子の勾配を与える。表面をｉＳＰＲで分析した。連続して、フィブリノゲン（ＰＢＳ中の
０．５ｍｇ／ｍｌ）を５分間、次いで血小板（健康なドナー由来の本質的に血清を含まな
い調製物）を３０分間、勾配、陽性対照表面（ジチオールのみ）、および陰性対照表面（
マレイミド－ＰＥＧと共にジチオールで修飾した）を有する表面に吸着した。図１４にお
いて、フィブリノゲンおよび血小板吸着からの反応を勾配表面および正に制御した表面に
ついて示した。青色の曲線はフィブリノゲンの吸着を示し、緑色の曲線はフィブリノゲン
および血小板の両方からの蓄積した反応を示す。図１３に示したものに対応する、下側の
表面からの反応は、図１４の結果から減算される。正の表面は、表面にわたって均一にフ
ィブリノゲンおよび血小板の両方を吸着するのに対して、勾配表面は、徐々にタンパク質
および血小板の両方を吸着することに留意されたい。負に制御した表面は顕著な反応を示
さない。血小板吸着後、表面をＰＢＳ緩衝液で洗浄し、２％グルタルアルデヒドで１５分
間固定した。通常のプロトコルに従って表面を染色（アクチン骨格による染色）し、表面
の異なる位置において蛍光顕微鏡検査法で分析した。図１５は、高い（Ａ）および低い（
Ｂ）粒子被覆率を有するそれぞれ位置の代表的な血小板を示す。
【００８１】
　実施例４．疎水性ナノ粒子勾配に対する微生物付着の評価
　１０ｎｍの金ナノ粒子を有する「長い」勾配を、上記の実施例２に従ってマレイミド－
ＰＥＧおよびオクタンチールで修飾した金表面上に製造した。これは、ＰＥＧを受け付け
ないタンパク質のバックグランドに対して疎水性粒子を有する勾配を与える。縁に沿って
細長い突起のある（ｆｉｍｂｒｉａｔｅｄ）大腸菌を静止状態下で表面に吸着させ、１０
分間、制御した洗浄液に曝露した。残っている細菌をアクリジンオレンジおよびＤＡＰＩ
で染色し、その後、拡大鏡および蛍光顕微鏡下で表面を分析した。図１６は、正の制御表
面（オクタンチオール）および負の制御表面（マレイミド－ＰＥＧとともにジチオールで
修飾した）と共にアクリジンオレンジで染色した吸着した大腸菌の勾配表面の一部を低倍
率で示す。勾配の異なる位置におけるナノ粒子の表面被覆率をＳＥＭにより決定した。相
対表面被覆率を各画像で示す。挿入した画像は、高倍率でＤＡＰで染色した２つの細菌を
示す。細菌の分布は２０％表面被覆率で劇的に変化する。
【００８２】
　本発明は特定の実施形態を参照して上記に記載しているが、本明細書に記載した特定の
形態に限定することを意図していない。むしろ、本発明は添付の特許請求の範囲にのみ限
定され、特定の上記以外の他の実施形態が、添付の特許請求の範囲内で同等に可能である
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。
【００８３】
　特許請求の範囲において、「含む／含んでいる」という用語は、他の要素または工程の
存在を排除しない。さらに、個々に示されているが、複数の手段、要素または方法の工程
は、例えば単一の装置またはプロセッサにより実施されてもよい。加えて、個々の特徴が
異なる請求項に含まれ得るが、それらは可能な場合、有益に組み合わされてもよく、異な
る請求項の一体化は、特徴の組み合わせが実現できないおよび／または有益ではないとい
うことを意味するものではない。加えて、単数形は複数を排除するわけではない。「１つ
（ａ）」、「１つ（ａｎ）」、「第１」、「第２」などの用語は複数を排除するわけでは
ない。請求項に示した参照符号は単に明確な例示としてのみ提供しており、請求項の範囲
を限定するものと解釈されるべきではない。
【００８４】
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