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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　埋め込み可能な被分析物質センサで使用するための膜であって、
　免疫グロブリンに対して非透過性であり、
　酸素、グルコースおよび乳酸塩に対して透過性である、生体適合性ポリマー組成物を含
む第１層と、
　前記第１層に接合された第２層と、
　を含み、
　前記第２層が、その中に配置された複数の細孔を含み、前記第２層中に配置された複数
の細孔の少なくとも１つが、前記第２層の機能化ポリ（ジメチルシロキサン）、機能化ポ
リ（ジメチルシロキサン）コポリマー、または機能化ポリ（ジメチルシロキサン）と機能
化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマーの混合物を含み、
　グルコースおよび／または乳酸塩よりも酸素に対して透過性が高いことを特徴とする膜
。
【請求項２】
　請求項１に記載の膜であって、前記第１層が、その中に配置された複数の細孔を含むこ
とを特徴とする膜。
【請求項３】
　請求項１に記載の膜であって、前記第１層と第２層との間に配置されており、かつ前記
第１層と第２層の間の接着を促進する接着層をさらに含むことを特徴とする膜。
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【請求項４】
　請求項２に記載の膜であって、前記複数の細孔の平均直径が２μｍ～４０μｍであるこ
とを特徴とする膜。
【請求項５】
　請求項２に記載の膜であって、前記複数の細孔の平均深さが５０μｍ～２５０μｍであ
ることを特徴とする膜。
【請求項６】
　請求項２に記載の膜であって、前記埋め込み可能な被分析物質センサが、グルコースオ
キシダーゼの層を含むグルコースセンサであり、さらに、前記細孔のサイズが、グルコー
スオキシダーゼと反応するグルコースと酸素の相対濃度が最適化されるように制御される
ことを特徴とする膜。
【請求項７】
　請求項２に記載の膜であって、前記埋め込み可能な被分析物質センサが、グルコースオ
キシダーゼの層を含むグルコースセンサであり、さらに、前記細孔の幾何形状が、グルコ
ースオキシダーゼと反応するグルコースと酸素の相対濃度が最適化されるように制御され
ることを特徴とする膜。
【請求項８】
　埋め込み可能な被分析物質センサで使用するための膜であって、
　免疫グロブリンに対して非透過性であり、
　酸素、グルコースおよび乳酸塩に対して透過性である、生体適合性ポリマー組成物を含
む第１層と、
　機能化ポリ（ジメチルシロキサン）、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマーま
たは機能化ポリ（ジメチルシロキサン）と機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマー
の混合物を含む、前記第１層に接合された第２層と、
　を含み、
　グルコースおよび／または乳酸塩よりも酸素に対して透過性が高く、
　前記第１または第２層が、その中に配置された複数の細孔を含み、さらに、複数の細孔
の少なくとも１つが、埋め込み可能な被分析物質センサの水和を容易にする生体適合性の
親水性ポリマーを含むことを特徴とする膜。
【請求項９】
　請求項８に記載の膜であって、前記親水性ポリマーがエチレングリコールもしくはプロ
ピレングリコールブロックポリマーまたはその混合物を含むことを特徴とする膜。
【請求項１０】
　請求項８に記載の膜であって、前記親水性ポリマーがヒドロゲルであることを特徴とす
る膜。
【請求項１１】
　請求項８に記載の膜であって、前記生体適合性の親水性ポリマーが、毛管作用によって
前記センサ中の成分の湿潤を増進させることを特徴とする膜。
【請求項１２】
　請求項８に記載の膜であって、前記生体適合性の親水性ポリマーが前記複数の細孔のサ
ブセット中に選択的に配置され、前記複数の細孔のサブセットが前記複数の細孔の平均直
径より少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％または５０％大きいか、または前記複
数の細孔の平均深さより少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％または５０％大きい
直径または深さを有することを特徴とする膜。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、埋め込み可能な被分析物質センサで使用するための膜に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　本出願は、２００２年１０月１８日出願の米国特許出願第１０／２７３，７６７号（米
国特許第２００４－００７４７８５－Ａ１号として公開）および２００４年６月４日出願
の米国特許出願第１０／８６１，８３７号に関連するものである。その両方を本願に引用
して援用する。
【０００３】
　グルコースや乳酸塩などの生化学的被分析物質のアッセイは、様々な臨床関係において
重要である。例えば、人体の流体中のグルコース濃度のモニタリングは特に糖尿病管理に
関係する。糖尿病を管理するため、例えば、切迫性低血糖症または実際に起こっている低
血糖症の警告ならびにその回避のために、人体に埋め込まれたセンサを含む連続的または
間欠的に動作するグルコースセンサが求められている。人体の流体中の乳酸塩濃度のモニ
タリングは、これらに限定されないが、外傷性傷害、心筋梗塞、うっ血性心不全、肺水腫
および敗血症を含む多くの病状の診断や評価において有用である。
【０００４】
　生理学的変数をモニタするのに通常用いられる生物医学的測定デバイスには、適切な酵
素コーティングにより改変された電極を用いるアンペロメトリックセンサデバイスが含ま
れる。そうした酵素電極を有するセンサは、例えば、検出可能な共反応物質を使用しかつ
／または検出可能な反応生成物を生成する、酵素と被分析物質の反応を利用することによ
って、種々の被分析物質の濃度を、ユーザが迅速にかつ相当な精度で測定できるようにす
る。例えば、図１に示すように、グルコースオキシダーゼ（ＧＯｘ）によって触媒作用さ
れるグルコースと酸素との反応を基にした複数のグルコースセンサが開発されている。こ
の関連では、当業界で知られているセンサを用いた生理学的グルコース濃度の正確な測定
には、一般に、酸素と水の両方が過剰に存在することが必要である。グルコースと酸素が
センサ上の固定化酵素層の中に拡散するのに従って、グルコースは酸素と反応してＨ２Ｏ

２を生成する。グルコースは、酸素および／または過酸化水素－感受性電極に結合された
固定化酵素グルコースオキシダーゼを用いて電気化学的に検出することができる。反応に
よって、酸素の減少と、試料媒体中のグルコースの濃度に比例した過酸化水素の生成がも
たらされる。典型的なデバイスは、酵素反応が存在するかまたは存在しない条件下で、酸
素または過酸化水素の濃度を感知するための（これらに限定されないが）少なくとも２つ
の検出電極または少なくとも１つの検出電極および基準シグナル源を含む。さらに、全部
そろったモニタリングシステムは、一般に、対象の物質の濃度の差を測定するための電子
的感知および制御の手段を備える。この差から、グルコースなどの被分析物質の濃度を測
定することができる。
【０００５】
　そうした様々な被分析物質センサ、ならびにセンサを作製しかつ使用するための方法は
当業界で周知である。このようなセンサ、センサセットおよびその作製方法の例は、例え
ば、米国特許第５，３９０，６９１号、同第５，３９１，２５０号、同第５，４８２，４
７３号、同第５，２９９，５７１号、同第５，５６８，８０６号、ならびにＰＣＴ国際公
開番号ＷＯ０１／５８３４８、ＷＯ０３／０３４９０２、ＷＯ０３／０３５１１７、ＷＯ
０３／０３５８９１、ＷＯ０３／０２３３８８、ＷＯ０３／０２２１２８、ＷＯ０３／０
２２３５２、ＷＯ０３／０２３７０８、ＷＯ０３／０３６２５５、ＷＯ０３／０３６３１
０およびＷＯ０３／０７４１０７に記載されている。それぞれの内容を本願に引用して援
用する。
【０００６】
【特許文献１】米国特許第５，３９０，６９１号
【特許文献２】米国特許第５，３９１，２５０号
【特許文献３】米国特許第５，４８２，４７３号
【特許文献４】米国特許第５，２９９，５７１号
【特許文献５】米国特許第５，５６８，８０６号
【特許文献６】国際公開第０１／５８３４８号
【特許文献７】国際公開第０３／０３４９０２号



(4) JP 5052525 B2 2012.10.17

10

20

30

40

50

【特許文献８】国際公開第０３／０３５１１７号
【特許文献９】国際公開第０３／０３５８９１号
【特許文献１０】国際公開第０３／０２３３８８号
【特許文献１１】国際公開第０３／０２２１２８号
【特許文献１２】国際公開第０３／０２２３５２号
【特許文献１３】国際公開第０３／０２３７０８号
【特許文献１４】国際公開第０３／０３６２５５号
【特許文献１５】国際公開第０３／０３６３１０号
【特許文献１６】国際公開第０３／０７４１０７号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本明細書で開示する本発明の実施形態は、例えば、糖尿病患者の血中グルコース濃度の
皮下または経皮モニタリングに用いられるタイプの被分析物質センサで使用するための素
子を提供する。本明細書で開示する本発明の実施形態は、例えば、透析および／または体
外膜型人工肺プロトコールなどの様々な臨床関連で用いられるタイプの被分析物質センサ
をさらに提供する。より具体的には、本明細書で提供する開示は、最適化された被分析物
質センサ設計、およびそうしたセンサを作製しかつ使用するための方法を教示する。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本明細書で開示する本発明はいくつかの実施形態を有する。１つの実施形態は、ポリ（
ジメチルシロキサン）などの材料でできており、かつ、被分析物質の感知を容易にするよ
うにその中に配置された複数の細孔を任意選択で含む、被分析物質センサ（例えば、グル
コース制限膜）で用いるための選択透過性膜である。任意選択で、膜の中の複数の細孔の
１つ以上を親水性組成物で満たす。本発明の例示的な実施形態は、埋め込み可能な被分析
物質センサで用いるための膜であって、免疫グロブリンに対して非透過性であるが、酸素
、グルコースおよび乳酸塩に対して透過性である、生体適合性ポリマー組成物を含む第１
層と、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマ
ーまたは機能化ポリ（ジメチルシロキサン）と機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリ
マーの混合物を含む第１層と接合された第２層とを含む膜を含む。本発明のこの実施形態
では、膜は一般に、グルコースおよび／または乳酸塩よりも酸素に対して透過性が高い。
任意選択で、埋め込み可能な被分析物質センサで使用するためのこの膜では、第１層およ
び／または第２層はその中に配置された複数の細孔を備える。本発明の特定の実施形態で
は、第２層中に配置された複数の細孔の少なくとも１つは、その第２層の機能化ポリ（ジ
メチルシロキサン）、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマーまたは機能化ポリ（
ジメチルシロキサン）と機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマーの混合物を含む。
本発明のいくつかの実施形態では、接着層は第１層と第２層の間に配置することができ、
その接着層は第１層と第２層の間の接着を促進する。
【０００９】
　センサの様々な構成要素（ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ）の素子のどれも、本明細書で開示
するかまたは当業界で周知の他のセンサ素子と一緒にすることができる。本発明の他の例
示的実施例は、固定化酵素、例えばグルコースオキシダーゼ、グルコースデヒドロゲナー
ゼ、乳酸オキシダーゼ、ヘキソキナーゼまたは乳酸脱水素酵素でコーティングされた表面
を有する多孔性マトリックスを含む、哺乳動物内に埋め込めるように設計された組成物で
ある。一般に、固定化酵素でコーティングされた多孔性マトリックスは、電気化学的セン
サの電極として作用することができる。任意選択で、電気化学的センサの電極は過酸化水
素を消費する。
【００１０】
　本発明のバイオセンサの様々な参考実施形態で用いる多孔性マトリックスは、様々な材
料から生成させることができ、かつ、様々な組成構造に適合させることができる。本発明
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のいくつかの参考実施形態では、多孔性マトリックスは、セラミック材料および／または
金属および／またはマクロ多孔性ポリマーを含む。任意選択で、多孔性マトリックスは粒
子の格子を含む。一般に粒子は球状である。本発明の典型的な参考実施形態では、多孔性
マトリックスは、同一寸法の非多孔性マトリックスの表面積の少なくとも２、４、６、８
、１０、１２、１４、１６または１８倍の表面積を有する。本発明の特定の参考実施形態
では、多孔性マトリックスは少なくとも１、１０、１００または１０００μｍの厚さであ
る。
【００１１】
　本発明の関連する参考実施形態は、哺乳動物内に埋め込むための被分析物質センサ装置
であって、固定化酵素、例えばグルコースオキシダーゼでコーティングされた表面を有す
る多孔性マトリックスを含む被分析物質センサ装置である。このセンサ設計物の参考の一
実施形態では、多孔性マトリックスは作用電極を含み、作用電極上に配置された被分析物
質検知層内に固定化酵素が配置されており、それによって、被分析物質の存在下で、被分
析物質検知層が作用電極で電流を検出可能なように変えるようになっている。一般に、セ
ンサは、被分析物質検知層上に配置されており、かつその調節層を通る被分析物質の拡散
を調節する被分析物質調節層をさらに含む。一般に、センサは、被分析物質検知層上に配
置されており、かつ被分析物質検知層と被分析物質検知層上に配置された被分析物質調節
層との間の接着を促進する接着促進層をさらに含む。任意選択で、センサは、被分析物質
検知層と被分析物質調節層との間に配置されたタンパク質層をさらに含む。一般に、セン
サは、被分析物質調節層の少なくとも一部の上に配置されており、かつ被分析物質調節層
の少なくとも一部を、感知される被分析物質を含む溶液に曝露するアパーチャをさらに含
む被覆層をさらに含む。
【００１２】
　本発明の関連する参考実施形態は、哺乳動物内に埋め込むためのセンサ装置を作製する
方法であって、多孔性マトリックスを含む層を用意するステップと、多孔性マトリックス
上に被分析物質検知層を形成させるステップを含み、その被分析物質検知層が、被分析物
質の存在下、多孔性マトリックスの表面で電流を変え、それによって、その上に形成され
た被分析物質検知層を有する多孔性マトリックスが電極として機能することができるグル
コースオキシダーゼなどの酵素を含む方法である。そうした方法は、被分析物質検知層上
にタンパク質層を任意選択で形成するステップと、その被分析物質検知層または任意選択
のタンパク質層上に接着促進層を形成するステップと、接着促進層上に配置されており、
かつその調節層を通る被分析物質の拡散を調節する組成物を含む被分析物質調節層を形成
するステップと、その被分析物質調節層の少なくとも一部の上に配置されており、かつ被
分析物質調節層の少なくとも一部にわたってアパーチャをさらに含む被覆層を形成するス
テップとをさらに含む。
【００１３】
　本発明の他の参考実施形態は、哺乳動物の体内の被分析物質を感知する方法であって、
その上に配置された被分析物質検知層を有する多孔性マトリックスであって、その被分析
物質検知層が、被分析物質の存在下で、多孔性マトリックスの表面で電流を検出可能なよ
うに変え、それによって、その上に形成された被分析物質検知層を有する多孔性マトリッ
クスが電極として機能する多孔性マトリックスと、被分析物質検知層上に配置された任意
選択のタンパク質層と、被分析物質検知層または任意選択のタンパク質層上に配置されて
おり、かつ被分析物質検知層と被分析物質検知層上に配置された被分析物質調節層の間の
接着を促進する接着促進層と、被分析物質検知層上に配置されており、かつその調節層を
通る被分析物質の拡散を調節する被分析物質調節層と、被分析物質調節層の少なくとも一
部の上に配置されており、かつ被分析物質調節層の少なくとも一部にわたってアパーチャ
をさらに含む被覆層とを含む被分析物質センサを哺乳動物中に埋め込むステップと、電流
の変化を感知し、電流の変化を被分析物質の存在と相関付け、それにより被分析物質を感
知するステップとを含む方法である。
【００１４】
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　本発明のさらに他の参考実施形態は、タンパク質を剛性のマクロ多孔性ポリマー上に固
定化する方法であって、タンパク質を、タンパク質と架橋できる官能性部分を有する剛性
のマクロ多孔性ポリマーに結合するステップと、次いで、タンパク質の官能性部分を、剛
性のマクロ多孔性ポリマーの官能性部分と架橋することによって剛性のマクロ多孔性ポリ
マー上にタンパク質を固定化することができる架橋剤を加えるステップとを含み、それに
よりタンパク質を剛性のマクロ多孔性ポリマー上に固定化する方法である。本発明の特定
の参考実施形態では、タンパク質と架橋できる官能性部分を有する剛性の多孔性ポリマー
は、タンパク質と架橋できる官能性部分を有する剛性のマクロ多孔性ポリマーが作製され
るように、反応性エポキシド部分を有する剛性のマクロ多孔性ポリマーを求核化合物と結
合することによって作製される。
【００１５】
　本発明の他の参考実施形態は、剛性のマクロ多孔性ポリマー上にタンパク質を固定化す
る方法であって、スルフヒドリル、アミン、カルボキシルまたはヒドロキシル部分を有す
るタンパク質を、反応性エポキシド部分を有する剛性のマクロ多孔性ポリマーと、タンパ
ク質上のスルフヒドリル、アミン、カルボキシルまたはヒドロキシル部分と剛性のマクロ
多孔性ポリマー上のエポキシド部分との間で求核反応が起こるのを可能にする条件下で結
合することを含み、それによりタンパク質を剛性のマクロ多孔性ポリマー上に固定化する
方法である。本発明の特定の参考実施形態では、タンパク質を剛性のマクロ多孔性ポリマ
ーと結合する前に、タンパク質上の少なくとも１つの求核性部分を封鎖する。
【００１６】
　本発明は、センサ素子、センサセットおよびキットを含む他の物品も含む。本発明のそ
うした１つの参考実施形態では、上記したような被分析物質を感知するのに有用なキット
および／またはセンサ素子もしくはセットを提供する。キットおよび／またはセンサセッ
トは一般に、容器、ラベルおよび上記したようなセンサを備える。典型的な参考実施形態
は、容器と、その容器内にある本明細書で説明する設計物を有する被分析物質センサ装置
およびその被分析物質センサ装置を用いるための説明書とを備えるキットである。
【００１７】
　当業者には、以下の詳細な説明から本発明の他の目的、特徴および利点は明らかであろ
う。しかし、本発明のいくつかの実施形態を示すが、詳細な説明および具体的な実施例は
、例示的なものであり、かつ限定するものではないことを理解されたい。本発明の趣旨を
逸脱することなく、本発明の範囲内で多くの変更および改変を加えることができ、本発明
はそうしたすべての改変形態を含むものとする。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　別段の定義のない限り、本明細書で用いる技術用語、表記法および他の科学的用語また
は術語はすべて、本発明が関係する当業者によって通常理解される意味を有するものとす
る。いくつかの場合、明確にするために、かつ／または容易に参照できるようにするため
に、通常理解される意味で用語を本明細書で定義するが、本明細書でのそうした定義の包
含は、当業界で一般に理解されるものとの実質的な差を表すと必ずしも解釈されるべきで
はない。本明細書で説明または参照する技術および手順の多くはよく理解されており、従
来のやり方で当業者により一般的に用いられるものである。必要に応じて、市販のキット
および試薬の使用を伴う手順は、別段の指摘のない限り、一般に、製造業者の規定したプ
ロトコールおよび／またはパラメータに従って実行される。
【００１９】
　本明細書で用いる「被分析物質」という用語は広い意味の用語であり、非限定的に、分
析可能な生体液中の物質または化学的成分（例えば、血液、間質液、脳脊髄液、リンパ液
または尿）を指すことを含むその一般的な意味で用いられる。被分析物質は天然由来の物
質、人工的物質、代謝産物および／または反応生成物を含むことができる。いくつかの実
施形態では、感知領域、デバイスおよび方法による測定のための被分析物質はグルコース
である。しかし、これらに限定されないが乳酸塩を含む他の被分析物質も考えられる。特
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定の実施形態では、血液または間質液中に自然に存在する塩類、糖類、タンパク質、脂質
、ビタミンおよびホルモンは、被分析物質を構成することができる。被分析物質は、生体
液、または内生的な例えば代謝産物、ホルモン、抗原、抗体等の中に天然由来で存在する
ことができる。あるいは、被分析物質は体内に導入するか、または、外生的なもの、例え
ば、画像用の造影剤、放射性同位体、化学物質、フルオロカーボンをベースとした合成血
液、もしくはこれらに限定されないがインスリンを含む薬物や医薬組成物であってよい。
薬物や医薬組成物の代謝産物もやはり想定される被分析物質である。
【００２０】
　本明細書で開示する本発明の実施形態は、例えば、糖尿病患者の血中グルコース濃度の
皮下または経皮モニタリングにおいて使用されるタイプのセンサを提供する。糖尿病や他
の命にかかわる病気の治療のために種々の埋め込み可能な電気化学的バイオセンサが開発
されている。既存の多くのセンサ設計物では、その生体特異性を実現するためにいくつか
の形態の固定化酵素を使用する。例えば、第１の部類のグルコースセンサ設計物では、作
用電極上に噴霧するかまたはスピンコートしてグルタルアルデヒドと架橋させたグルコー
スオキシダーゼ（ＧＯｘ）およびウシ血清アルブミンの非常に薄い（＜１μｍ）層を使用
する。あるいは、第２の部類のグルコースセンサ設計物では、センサマトリックスタンパ
ク質（ＳＭＰ）として知られており、かつ、グルタルアルデヒドなどの架橋剤で架橋され
たＧＯｘなどの酵素およびヒト血清アルブミンから通常なる厚い（約１ｍｍ）ヒドロゲル
を使用する。互いに比較して、２つの上記部類のセンサ設計物の固定化酵素構造は、使用
可能なセンサ寿命を長くするように働く異なる利点を有する。固定化されたＧＯｘが過酸
化物消費電極に近接しているため、第１の部類のセンサ設計物は著しく小さい酵素不活性
化速度定数を有すると考えられる。それと比べて、第２の部類のセンサ設計物で用いられ
る厚いＳＭＰは、第１の部類のそれより、桁が違う程度に酵素を取り込むことができる。
【００２１】
　多くのセンサ設計物は、酵素ヒドロゲルマトリックスなどの１つのマトリックス（また
は複数のマトリックス）を用いて機能させる。「マトリックス」という用語は、本明細書
では、その中でまたはそれから何か別のものが生成し、成長、形を現し、かつ／または見
出されるものについて、業界で受け入れられている意味に従って用いる。例としての酵素
ヒドロゲルマトリックスは例えば、一般に、グルタルアルデヒドなどの架橋剤で架橋され
て、ポリマーネットワークを形成しているバイオセンシング酵素（例えば、グルコースオ
キシダーゼまたは乳酸オキシダーゼ）およびヒト血清アルブミンタンパク質を含む。次い
で、このネットワークは、水溶液で膨張して酵素ヒドロゲルマトリックスを形成する。こ
のヒドロゲルの膨張の程度はしばしば、数週間の期間にわたって増大する。これは、多分
ネットワーク架橋の分解に起因すると考えられる。その理由に関係なく、この膨張の結果
として観察されるものは、外側のセンサの管に切り込まれた孔または「ウィンドウ」の外
側へのヒドロゲルのはみ出しである。これは、設計仕様をセンサの大きさが上回り、その
分析性能に悪影響を及ぼすことになる。
【００２２】
　当業界では、向上した材料特性を提供するセンサ素子および設計が必要とされている。
本明細書で開示する本発明の実施形態は、向上した材料特性を有するセンサ素子、および
そうした素子から構成されるセンサを提供する。本開示は、そうしたセンサを作製し、使
用する方法をさらに提供する。本発明のいくつかの実施形態はグルコースおよび／または
乳酸塩センサに関連するが、本明細書で開示する様々な素子（例えば、多孔性酵素マトリ
ックス）は、当業界で周知の様々なセンサのどれにも使用されるように適合させることが
できる。被分析物質センサ素子、構造物、および本明細書で開示するこれらの素子を作製
し使用するための方法は、様々な層状センサ構造を確立させるのに用いることができる。
本発明のそうしたセンサは、広範囲の被分析物質種を試験するために広範囲のセンサ構造
を設計できるようにする特徴である、驚くべき柔軟性および多用途性を示す。
【００２３】
　本発明の典型的な実施形態では、処理可能なシグナルへの被分析物質濃度の変換は、電
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気化学的手段によるものである。これらのトランスデューサは、電流、電位差または電気
伝導度をもとにした当業界で周知の様々なセンサのいずれをも含むことができる。さらに
、本発明の微細加工センサの技術および材料は、実質的に非平面的な仕方、あるいは実質
的に平面的な仕方で加工された他のタイプのトランスデューサ（例えば、音波感知デバイ
ス、サーミスタ、ガス感知電極、電界効果トランジスタ、光学的およびエバネセント場導
波等）に応用することができる。バイオセンサ、ならびに、それぞれのタイプのトランス
デューサまたはバイオセンサを通常使用できる類の分析用途において利用することができ
るトランスデューサの有用な考察および一覧表は、クリストファーＲ．ラウエ（Ｃｈｒｉ
ｓｔｏｐｈｅｒ　Ｒ．Ｌｏｗｅ）による論文のＴｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１
９８４，２（３），５９－６５に記載されている。
【００２４】
　本発明の具体的な態様を、以下の節で詳細に論じる。
【００２５】
　Ｉ．本発明の典型的な素子、構造および被分析物質センサ：
　Ａ．最適化された本発明のセンサ素子：
　本明細書で開示するセンサの実施形態は、向上した材料特性を有する１つ以上のセンサ
素子を組み込む。本明細書で開示する本発明の実施形態は本発明のセンサを作製するため
の最適化された方法をさらに含む。この節の以下の段落はこれらの実施形態の説明を提供
する。
【００２６】
　本明細書で開示する本発明の実施形態は、上記に開示した２つのセンサの部類のそれぞ
れに見られる単独の利点を組み合わせたものを示す個々の素子およびセンサを提供する。
例えば、本発明の第１の実施形態は、センサの電極として機能する厚い（１～１，０００
μｍ）多孔性基体（ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）上に酵素を固定化する。この関連では、多孔性
電極は、例えば、サイズの等しい隣接球体の格子からそれを構築することによって、大き
な表面積を示すように設計される。１つの例示的な実施形態では、同じサイズの隣接球体
の格子から製造され、過酸化水素消費電極として機能する厚い（１～１，０００μｍ）多
孔質金属基体上にグルコースオキシダーゼを固定化する。
【００２７】
　薄く平らな電極マトリックスに対する、そうした厚い多孔性電極マトリックスの利点は
、式（１）を用いて実証される。
【００２８】
【数１】

ただし、厚い多孔性電極は同じサイズの隣接球体の格子としてモデル化されており、他方
、薄い電極は二次元表面としてモデル化されている。酵素またはタンパク質固定化に使用
できる表面積はＡａｖａｉｌであり、電極の投影面積はＡｐｒｏｊである。電極の空隙率
および厚さはそれぞれＬおよびεである。厚い電極を作り上げる球体は半径Ｒであり、酵
素またはタンパク質固定化に用いられる球体の表面積の部分はΦである。例えば、Ｌ＝２
５μｍ、Ｒ＝１μｍ、ε＝０．５およびΦ＝０．５を有する多孔性電極は、同じ投影面積
を有する薄い電極と比較して、１８倍を超える酵素固定化のための表面積を有することに
なる。
【００２９】
　上記で論じた多孔性電極マトリックスなどの空隙率の範囲は一般に、５～９９％、１０
～９９％、２０～９９％、３０～９９％、４０～９９％、５０～９９％または６０～９９
％である。マトリックスの空隙率は、当業界で知られている様々な方法のうちのどれを用
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いても評価することができる。ある関連では、例えば、当業者は、水銀ポロシメトリー（
例えば、米国特許第５，６０９，８３９号を参照されたい）、液体圧入ポロシメトリー（
例えば、米国特許第４，６６０，４１２号を参照されたい）、ガスポロシメトリー（例え
ば、ドムブロウスキー（Ｄｏｍｂｒｏｗｓｋｉ）らのＬａｎｇｍｕｉｒ　１６：５０４１
－５０５０（２０００）およびラストスキー（Ｌａｓｔｏｓｋｉｅ）らのＪｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　９７：４７８６－４７９６（１９９３
）を参照されたい）もしくはサイクリックボルタメトリー、および／または種々のサイズ
と分子量のマーカー分子（例えば、アセトン、種々の球状タンパク質、ブルーデキストラ
ン等）を用いたサイズ排除クロマトグラフィーを含む方法によって、マトリックスの空隙
率の試験をすることができる。
【００３０】
　ナノ多孔性、ミクロ多孔性およびマクロ多孔性という用語は、本明細書で開示する多孔
性マトリックスの特定の実施形態を論じる際に用いる。例えば、白金黒は、作用電極の電
気化学的に効果的な表面積を増大させるために通常用いられる。標準的な白金黒電極は、
非常に大きな空隙率を有しており、その細孔は、Ｈ２、Ｏ２およびＨ２Ｏのような非常に
小さい分子しか内部に入り込むことができないようなサイズである。この特徴を有する白
金黒電極はナノ多孔性であるといわれる。そうしたナノ細孔は、Ｈ２、Ｏ２およびＨ２Ｏ
のような小分子はその中に入ることができるが、ＧＯｘのようなより大きい分子が中に入
るのは阻止するサイズ範囲を有している。本発明の特定の実施形態では、センサで用いる
電極はナノ細孔とミクロ細孔の両方を有する。ミクロ細孔は、それらが、ＧＯｘなどの分
子をその中に固定化させるのには十分大きいが、どのＧＯｘの分子も作用電極の表面に比
較的近接する（約０．１、１または２μｍ未満）のに十分小さいことを特徴とする。この
ミクロ細孔を有する電極はいくつかの望ましい特徴を示す。例えば、Ｈ２Ｏ２をベースと
したセンサの作用電極はＨ２Ｏ２を消費し、Ｈ２Ｏ２は長期にわたって不活性化ＧＯｘに
寄与すると考えられるので、Ｈ２Ｏ２消費電極に近接して固定化されたＧＯｘを配置させ
ることができるミクロ多孔性電極は、センサにおけるＧＯｘの寿命を増加させることにな
る。
【００３１】
　本明細書で開示する本発明の他の実施形態では、種々の被分析物質センサにおいて通常
用いられるヒドロゲルを、本質的に剛性で非膨張性の多孔性酵素－ポリマーマトリックス
で置き換える。この実施形態では、指定された形状に任意選択で成形された剛性のマクロ
多孔性ポリマーと共有結合させることによって、バイオセンシング酵素を安定的に固定化
することができる。この関連では、クロマトグラフ分離用媒体として使用するための、マ
クロ多孔性ポリマーでできた成形連続状ロッドが開発されている（例えば、米国特許第５
，４５３，１８５号およびＷＯ９３／０７９４５を参照されたい）。適切なポリマーは本
質的に非圧縮性であり、溶媒和環境での変化に応答してその外形寸法を変えることはない
。さらに、細孔の形態を制御するために重合条件の調節を用いることができる。したがっ
て、１～１００ｎｍと１００～３，０００ｎｍ（すなわち、それぞれ２０％および８０％
）の範囲の大きな容積割合の細孔を有する非常に多孔性（５０～７０％）のポリマーを生
成することができる。この種の細孔構造を有するポリマーは非常に大きな比表面積（すな
わち、１８５ｍ２／ｇ）を有し、高い酵素固定化密度（１～１００ｍｇ／ｍＬ）を可能に
することが期待される。上記の多孔性マトリックスならびにそうしたマトリックスを組み
込んだ被分析物質センサを作製し、使用するための様々な方法および組成物を以下の節で
さらに詳細に説明する。
【００３２】
　以下の節においても論じるように、本発明のさらに他の実施形態は、ポリ（ジメチルシ
ロキサン）などの材料から作製され、かつ、被分析物質の感知を容易にするようにその中
に配置された複数の細孔を任意選択で含む被分析物質センサ（例えば、グルコース制限膜
）で用いるための選択透過性膜である。膜の中の複数の細孔のうちの任意選択で１つ以上
は親水性組成物で満されている。本発明の例示的実施形態は、埋め込み可能な被分析物質
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センサで使用するための膜であって、免疫グロブリンに対して非透過性であるが、酸素、
グルコースおよび乳酸塩に対して透過性である生体適合性ポリマー組成物を含む第１層と
、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマー、
または機能化ポリ（ジメチルシロキサン）と機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマ
ーの混合物を含む、第１層に接合された第２層とを含む膜を含む。
【００３３】
　本明細書で開示する本発明の最適化された実施形態は、広範囲のセンサの方法およびそ
の設計に広く用いることができ、かつ／または適用することができる。したがって、以下
の節で、本発明のこれらの実施形態を取り込むことができる例示的なセンサ素子、構造お
よび方法を説明する。
【００３４】
　Ｂ．典型的なセンサ構造の概略図：
　図２Ａ，図２Ｂは、本発明の典型的なセンサ構造１００の断面図を示す。センサは、一
般に、センサ構造物を作製するための本発明の方法によって、互いの上に配置された種々
の導電性および非導電性の構成要素の層の形態の複数の成分から形成される。例えば、図
２Ａ，図２Ｂに示すようにセンサ構造の簡単な特性付けが可能になるので、本明細書では
センサの成分は概ね層と見なすこととする。しかし、当業者は、本発明の特定の実施形態
では、センサ構成要素を一緒にし、それによって複数の構成要素が１つ以上の異種層を形
成することを理解されよう。構成要素のそうした組合せの例示的実施形態を図１０に示す
。
【００３５】
　図２Ａ，図２Ｂに示した実施形態は、センサ１００を支持するためのベース層１０２を
含む。ベース層１０２は、金属および／またはセラミックおよび／またはポリマー系の基
体などの材料でできていてよい。これらの材料は、自立型であっても、当業界で周知の別
の材料でさらに支持されていてもよい。本発明の実施形態は、ベース層１０２上に配置さ
れ、かつ／またはそれと接合された導電層１０４を含む。
【００３６】
　一般に、導電層１０４は１つ以上の電極を含む。動作センサ１００は一般に作用電極、
対向電極および基準電極などの複数の電極を含む。他の実施形態は、複数の機能を果たす
、例えば、基準電極としても対向電極としても機能する電極も含むことができる。さらに
他の実施形態は、センサ上には形成されていない別個の基準素子を用いることができる。
一般に、これらの電極は互いに近接して配置されているが、互いに電気的に絶縁されてい
る。
【００３７】
　以下に詳細に論じるように、多くの既知の技術および材料を用いてベース層１０２およ
び／または導電層１０４を生成させることができる。本発明の特定の実施形態では、セン
サの電気回路は、配置された導電層１０４を、所望のパターンの導電性パスへエッチング
することによって画成する。センサ１００のための典型的な電気回路は２つ以上の隣接し
た導電性パスを含み、近接端の領域では導体パッドを形成し、遠位端の領域ではセンサ電
極を形成する。ポリマーコーティングなどの電気的に絶縁された被覆層１０６は、センサ
１００の一部分に任意選択で配置されている。絶縁保護被覆層１０６として使用できるポ
リマーコーティングは、これらに限定されないが、シリコーン化合物、ポリイミド、生体
適合性ソルダーマスク、エポキシアクリルコポリマーなどの非毒性の生体適合性ポリマー
または同様のものを含むことができる。本発明のセンサでは、導電層１０４を外部環境へ
開放し、例えば、グルコースなどの被分析物質をセンサの層に浸透させ、感知素子によっ
て感知されるようにするために、１つ以上の曝露された領域またはアパーチャ１０８を、
被覆層１０６を通して作製することができる。アパーチャ１０８は、レーザー切断、テー
プマスキング、化学研磨もしくはエッチングまたはフォトリソグラフィー現像法あるいは
同様のものを含むいくつかの技術によって形成させることができる。本発明の特定の実施
形態では、製造の際に、第２のフォトレジストを保護層１０６に施用して、アパーチャ１
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０８を形成するために除去する保護層の領域を画成することもできる。曝露電極および／
または導体パッドに、追加のメッキ加工などの二次加工（例えば、アパーチャ１０８を通
して）を施して表面を作製し、かつ／または導電性領域を強化することもできる。
【００３８】
　図２Ａ，図２Ｂに示したセンサ構造では、被分析物質検知層１１０（これは通常センサ
化学層であり、この層の材料が化学反応を受けて、導電層が感知できるシグナルを発生す
るということを意味する）は導電層１０４の１つ以上の曝露電極上に配置されている。典
型的には、センサ化学層１１０は酵素層である。最も典型的には、センサ化学層１１０は
、使用する酸素および／または過酸化水素を生成することができる酵素、例えば酵素グル
コースオキシダーゼを含む。任意選択で、センサ化学層中の酵素はヒト血清アルブミン、
ウシ血清アルブミンまたは同様のものなどの第２の担体タンパク質と結合されている。例
示的な実施形態では、センサ化学層１１０中のグルコースオキシダーゼなどの酵素は、グ
ルコースと反応して電極で電流を調節する化合物である過酸化水素を生成する。この電流
の変調は過酸化水素の濃度に依存し、過酸化水素の濃度はグルコースの濃度と相関するの
で、電流におけるこの変調をモニタすることによってグルコースの濃度を測定することが
できる。本発明の特定の実施形態では、過酸化水素は陽極（アノード）（本明細書では陽
極作用電極とも称する）である作用電極で酸化され、得られるその電流は過酸化水素濃度
に比例している。過酸化水素濃度を変えることによって引き起こされる電流の変調は、セ
ンサンペロメトリックバイオセンサ検出器などの様々なセンサ検出器装置のいずれか、ま
たはＭｅｄｔｒｏｎｉｃ　ＭｉｎｉＭｅｄ製のグルコースモニタリングデバイスなどの当
業界で知られている他の同様の様々なデバイスの１つでモニタすることができる。
【００３９】
　被分析物質検知層１１０は、導電層の一部に、または導電層の全領域にわたって施用す
ることができる。一般に、被分析物質検知層１１０は、陽極であっても陰極（カソード）
であってもよい作用電極上に配置される。任意選択で、被分析物質検知層１１０は対向電
極および／または基準電極上にも配置される。被分析物質検知層１１０は最大で約１００
０ミクロン（μｍ）の厚さであってよいが、一般に、被分析物質検知層は、当業界で従来
記載されているセンサに見られるものと比べて比較的薄く、例えば通常、１、０．５、０
．２５または０．１μｍ未満の厚さである。以下で詳細に説明するように、薄い被分析物
質検知層１１０を生成するためのいくつかの方法には、スピンコーティング法、浸漬乾燥
法（ｄｉｐ　ａｎｄ　ｄｒｙ　ｐｒｏｃｅｓｓ）、低せん断噴霧法（ｌｏｗ　ｓｈｅａｒ
　ｓｐｒａｙｉｎｇ　ｐｒｏｃｅｓｓ）、インクジェットプリント法、シルクスクリーン
法などが含まれる。典型的には、薄い被分析物質検知層１１０はスピンコーティング法を
用いて施用される。
【００４０】
　一般に、被分析物質検知層１１０を１つ以上の追加の層でコーティングする。任意選択
で、図２Ｂに示すように、その１つ以上の追加の層は被分析物質検知層１１０上に配置さ
れたタンパク質層１１６を含む。一般に、タンパク質層１１６はアルブミンなどのタンパ
ク質または同様のものを含む。一般に、タンパク質層１１６はヒト血清アルブミンを含む
。本発明のいくつかの実施形態では、追加の層は、被分析物質検知層１１０との被分析物
質の接触を制御するために被分析物質検知層１１０の上に配置された被分析物質調節層１
１２を含む。例えば、被分析物質調節膜層１１２は、被分析物質検知層中にあるグルコー
スオキシダーゼなどと接触するグルコースの量を制御するグルコース制限膜を含むことが
できる。このようなグルコース制限膜は、そうした目的に適していることが知られている
広範囲の材料、例えばポリジメチルシロキサンなどのシリコーン化合物、ポリウレタン、
ポリ尿素酢酸セルロース、Ｎａｆｉｏｎ、ポリエステルスルホン酸（例えば、Ｋｏｄａｋ
　ＡＱ）、ヒドロゲルまたは当業界で周知の任意の他の適切な親水性膜で作製することが
できる。
【００４１】
　本発明の典型的な実施形態では、図２Ａに示すように、接着促進層１１４は、その接触
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および／または接着を容易にするために、被分析物質調節層１１２と被分析物質検知層１
１０との間に配置されている。本発明の他の実施形態では、図２Ｂに示すように、接着促
進層１１４は、その接触および／または接着を容易にするために、被分析物質調節層１１
２とタンパク質層１１６および／または被分析物質検知層１１０との間に配置されている
。接着促進層１１４は、そうした層間の結合を容易にするために当業界で知られている広
範囲の材料のうちのいずれかから作製することができる。一般に、接着促進層１１４はシ
ラン化合物を含む。代替の実施形態では、被分析物質検知層１１０中のタンパク質または
類似の分子を十分に架橋するかあるいは調製して、接着促進層１１４の存在しない下で、
被分析物質調節膜層１１２を被分析物質検知層１１０と直接接触するようにすることがで
きる。
【００４２】
　Ｃ．典型的な被分析物質センサ構成要素：
　以下の開示は、その１つ以上を本明細書に記載の他の構成要素（あるいは当業界で知ら
れている他の構成要素）と合体して本発明のセンサを生成することができる典型的な素子
／構成要素の例を提供する。これらの素子は個別的な単位（例えば、層）として説明でき
るが、当業者は、センサを、以下で論じる素子／構成要素（例えば、支持ベース構成要素
および／または導電性構成要素、および／または被分析物質感知構成要素のためのマトリ
ックスの両方として作用し、さらに、センサ中の電極として機能する素子）の材料特性お
よび／または機能の一部の組合せまたはすべてを有する素子を含むように設計することが
できることを理解されよう。構成要素のそうした組合せの実施形態の例を図１０に示す。
【００４３】
　ベース構成要素：
　本発明のセンサは一般にベース構成要素（例えば、図２Ａ，図２Ｂの構成要素１０２を
参照されたい）を含む。「ベース構成要素」という用語は本明細書では、当業界で受け入
れられている専門用語に従って用いられ、これは次々その頂部に積み重ねられ、かつ機能
性センサを含む複数の構成要素のための支持マトリックスを一般に提供する装置中の構成
要素を指す。１つの形態では、ベース構成要素は、絶縁性（例えば、電気絶縁性および／
または水非浸透性）材料の薄膜シートを含む。このベース構成要素は、水非浸透性や密封
性などの望ましい特性を有する様々な材料でできていてよい。いくつかの材料には、金属
性セラミックおよびポリマー基体または同様のものが含まれる。任意選択で、ベースは本
明細書で開示する多孔性電極マトリックスなどの電極を含むことができる。
【００４４】
　ベース構成要素は自立性のものであっても、当業界で周知の他の材料でさらに支持され
たものであってもよい。図２Ａ，図２Ｂで示すセンサ構造の一実施形態では、ベース構成
要素１０２はセラミックを含む。例示的な実施形態では、セラミックベースは大部分（例
えば、９６％）がＡｌ２Ｏ３である組成物を含む。埋め込み可能なデバイスで用いるため
の絶縁性ベース構成要素としてのアルミナの使用は、米国特許第４，９４０，８５８号、
同第４，６７８，８６８号および同第６，４７２，１２２号に開示されている。それらを
本願に引用して援用する。本発明のベース構成要素は、当業界で周知の他の構成要素、例
えば密封ビアホール（例えば、ＷＯ０３／０２３３８８を参照されたい）をさらに含むこ
とができる。具体的なセンサの設計物に応じて、ベース構成要素は比較的厚い（例えば、
２５μｍより厚い）構成要素であってよい。あるいは、例えば約２５μｍ未満の薄い構成
要素中にアルミナなどの非導電性セラミックを用いることができる。
【００４５】
　導電性構成要素：
　本発明の電気化学的センサは一般に、アッセイされる被分析物質またはその副生成物（
例えば、酸素および／または過酸化水素）と接触するための少なくとも１つの電極を含む
ベース構成要素上に配置された導電性構成要素を含む（例えば、図２Ａ，図２Ｂの構成要
素１０４を参照されたい）。「導電性構成要素」という用語は本明細書では、当業界で受
け入れられている専門用語に従って用いられ、検出可能なシグナルを測定し、これを検出
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装置へ導くことができる電極などの電気的に導電性センサ素子を指す。この具体例は、被
分析物質またはその副生成物の濃度の変化などの刺激への曝露に応答して、被分析物質、
被分析物質感知構成要素１１０中に存在する組成物（例えば、酵素グルコースオキシダー
ゼ）と相互作用する際に用いられる共反応物質（例えば、酸素）、または相互作用の反応
生成物（例えば、過酸化水素）の濃度の変化を経験していない基準電極と比較した電流の
増減を測定できる導電性構成要素である。そうした構成要素の例には、可変濃度の過酸化
水素または酸素などの分子の存在下で、可変の検出可能シグナルを生成することができる
電極が含まれる。典型的には、導電性構成要素におけるこれらの電極の１つは、非腐食性
金属または炭素から作製できる作用電極である。炭素作用電極はガラス質であっても黒鉛
状であってもよく、固体またはペーストから作製することができる。金属性作用電極は、
パラジウムもしくは金を含む白金族金属または二酸化ルテニウムなどの非腐食性金属の導
電性酸化物から作製することができる。あるいは、電極は銀／塩化銀電極組成物を含むこ
とができる。作用電極は、例えばコーティングまたはプリントにより、基体に施用された
ワイヤーまたは薄い導電性フィルムであってよい。
【００４６】
　本明細書で記載の通り、導電性構成要素は、本明細書で開示する多孔性電極マトリック
スの１つ以上を含むことができる。一般に、金属性または炭素導体の表面の一部だけが、
被分析物質含有溶液と電解的に接触する。この部分は電極の作用表面と称される。電極の
残りの表面は通常、電気絶縁性被覆構成要素１０６により溶液から隔離されている。この
保護被覆構成要素１０６を作製するのに有用な材料の例には、ポリイミド、ポリテトラフ
ルオロエチレン、ポリヘキサフルオロプロピレンなどのポリマーおよびポリシロキサンな
どのシリコーンが含まれる。
【００４７】
　作用電極に加えて、本発明の被分析物質センサは一般に、基準電極または合体した基準
電極および対向電極（疑似基準電極または対向／基準電極とも称される）を含む。センサ
が対向／基準電極を有していない場合、作用電極と同じ材料でできていても異なった材料
でできていてもよい別個の対向電極を含むことができる。本発明の典型的なセンサは、１
つ以上の作用電極と１つ以上の対向電極、基準電極および／または対向／基準電極を有す
る。本発明のセンサの一実施形態は２つ、３つもしくは４つまたはそれ以上の作用電極を
有する。センサのこれらの作用電極は一体に連結されていても、別個になっていてもよい
。
【００４８】
　一般に、インビボでの使用のためには、血液などの哺乳動物の体液と直接接触するよう
に、本発明の被分析物質センサは、哺乳動物の皮膚の皮下に埋め込まれる。あるいは、セ
ンサを、腹腔空間内などの哺乳動物の体内の他の領域に埋め込むことができる。複数の作
用電極を用いる場合、それらを体内の同じ部位または異なる部位に埋め込むことができる
。対向電極、基準電極および／または対向／基準電極は作用電極に近接して埋め込むか、
または哺乳動物の体内の他の部位に埋め込むこともできる。
【００４９】
　干渉拒絶構成要素：
　本発明の電気化学的センサは、電極の表面と、アッセイされる環境との間に配置された
干渉拒絶構成要素を任意選択で含む。具体的には、特定のセンサの実施形態は、印加され
た定電位での作用電極の表面上の酵素反応によって生成する過酸化水素の酸化および／ま
たは還元による。過酸化水素の直接酸化に基づくアンペロメトリック検出は比較的高い酸
化電位を必要とするので、この検出スキームを用いたセンサは、アスコルビン酸、尿酸お
よびアセトアミノフェンなどの生体液中に存在する易酸化性種による干渉を被る可能性が
ある。この関連で、「干渉拒絶構成要素」という用語は本明細書では、当業界で受け入れ
られている専門用語に従って用いられ、感知される被分析物質によって生じるシグナルの
検出を妨害するそうした易酸化性種によって生じる誤ったシグナルを阻止するように機能
するセンサ中のコーティングまたは膜を指す。干渉拒絶構成要素の例には、親水性ポリウ
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レタン、酢酸セルロース（ポリ（エチレングリコール）などの薬剤を混ぜ込んだ酢酸セル
ロースを含む）、ポリエーテルスルホン、ポリテトラ－フルオロエチレン、過フッ素化ア
イオノマーＮａｆｉｏｎ（商標）、ポリフェニレンジアミン、エポキシなどの１つ以上の
層またはコーティングが含まれる。そうした干渉拒絶構成要素の考察の例は、例えば、ウ
ォードらのＢｉｏｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ　１７（２０
０２）１８１－１８９およびチョイらのＡｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃｔ
ａ　４６１（２００２）２５１－２６０に記載されている。それらを本願に引用して援用
する。
【００５０】
　被分析物質感知構成要素：
　本発明の電気化学的センサはセンサの電極上に配置された被分析物質感知構成要素を含
む（例えば、図２Ａ，図２Ｂの構成要素１１０を参照されたい）。「被分析物質感知構成
要素」という用語は本明細書では、当業界で受け入れられている専門用語に従って用いら
れ、その存在が被分析物質センサ装置によって検出される被分析物質を認識することがで
きるかまたはそれと反応することができる材料を含む構成要素を指す。一般に、被分析物
質感知構成要素中のこの材料は、通常、導電性構成要素の電極を介して感知される被分析
物質と相互に作用した後、検出可能なシグナルを発生する。この関係では、被分析物質感
知構成要素と導電性構成要素の電極は一緒に作用して、被分析物質センサに付随する装置
で読み取られる電気シグナルを生成する。一般に、被分析物質感知構成要素は、その濃度
の変化を、導電性構成要素（例えば、酸素および／または過酸化水素）の電極での電流の
変化を測定することによって測定できる分子と反応することができかつ／またはそれを生
成することができる酵素、例えば酵素グルコースオキシダーゼを含む。過酸化水素などの
分子を生成できる酵素は、当業界で周知のいくつかの方法によって電極上に配置すること
ができる。被分析物質感知構成要素は、センサの種々の電極のすべてまたはその一部をコ
ーティングすることができる。この関連では、被分析物質感知構成要素は、電極を同等程
度にコーティングすることができる。あるいは、被分析物質感知構成要素は、例えば、そ
の作用電極のコーティングされた表面が、対向電極および／または基準電極のコーティン
グされた表面より広いというように、異なる電極を異なる程度にコーティングすることが
できる。
【００５１】
　本発明のこの素子の典型的なセンサ実施形態は、一定の比（例えば、グルコースオキシ
ダーゼ安定化特性のための典型的な最適化比率）で第２タンパク質（例えば、アルブミン
）と結合され、電極の表面上に施用されて薄い酵素構成要素を形成する酵素（例えば、グ
ルコースオキシダーゼ）を用いる。典型的な実施形態では、被分析物質感知構成要素はＧ
ＯｘとＨＡＳの混合物を含む。ＧＯｘを有する被分析物質感知構成要素の典型的な実施形
態では、ＧＯｘは感知環境（例えば、哺乳動物の身体）の中に存在するグルコースと反応
し、図１に示す反応によって過酸化水素を発生する。生成したその過酸化水素は導電性構
成要素中の作用電極において陽極で検出される。例えば米国特許出願第１０／２７３，７
６７（これを本願に引用して援用する）で考察されているように、極めて薄いセンサ化学
構成要素が一般的であり、これをスピンコーティングなどの当業界で周知の方法で電極マ
トリックスの表面に施用することができる。例示的な実施形態では、グルコースオキシダ
ーゼ／アルブミンは生理学的溶液（例えば、中性ｐＨでのリン酸緩衝生理食塩水）中で調
製され、そのアルブミンは約０．５重量％～１０重量％の範囲で存在する。任意選択で、
被分析物質感知構成要素上に形成される安定化されたグルコースオキシダーゼ構成要素は
、当業界で従来記載されているものと比べて非常に薄く、例えば２、１、０．５、０．２
５または０．１μｍ未満の厚さである。本発明の１つの例示的実施形態は、電極の表面を
コーティングするために、安定化されたグルコースオキシダーゼ構成要素を用いる。その
グルコースオキシダーゼは構成要素内で一定の比で担体タンパク質と混合されており、グ
ルコースオキシダーゼと担体タンパク質は、構成要素全体にほぼ均一に分布している。一
般に、構成要素は２μｍ未満の厚さである。透明性を得るためには、これは、被分析物質
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感知構成要素が多孔性電極上に配置されている本発明の特定の実施形態には適用できない
ことに留意すべきである。例えば、１００μｍの厚さであり、ＧＯｘで満たされた３μｍ
のサイズの細孔を有する多孔性電極では、酵素層は２μｍより厚くてよい。
【００５２】
　驚くべきことに、これらの極めて薄い被分析物質感知構成要素を有するセンサは、長い
寿命、直線性、規則性、ならびに向上したシグナルとノイズの比を含む、より厚いコーテ
ィングを有するセンサがもつ特性を超える材料特性を有する。特定の化学的理論に拘泥す
るわけではないが、より厚い酵素構成要素においては、構成要素内の反応性酵素の一部だ
けしか、感知される被分析物質に接近することができないので、より厚い構成要素の特徴
と比べて、極めて薄い被分析物質感知構成要素を有するセンサは、驚くほど優れた特徴を
有すると考えられる。グルコースオキシダーゼを用いるセンサでは、電着によって作製さ
れる厚いコーティングは、厚い酵素構成要素の反応界面で発生する過酸化水素がセンサ表
面と接触し、それによってシグナルを発生させる能力が妨げられるかもしれない。
【００５３】
　上記したように、酵素と第２タンパク質を通常のように処理して、架橋したマトリック
スを形成させる（例えば、タンパク質混合物に架橋剤を加えて）。当業界で周知のように
、架橋条件を操作して、酵素の保持生物活性、その機械的安定性および／または操作安定
性などの因子を調節することができる。架橋手順の例は、米国特許出願第１０／３３５，
５０６号およびＰＣＴ国際公開ＷＯ０３／０３５８９１に記載されている。それらを本願
に引用して援用する。例えば、これに限定されないが、グルタルアルデヒドなどのアミン
系架橋剤をタンパク質混合物に加えることができる。タンパク質混合物に架橋剤を加える
と、タンパク質ペーストが生成する。加える架橋剤の濃度は、タンパク質混合物の濃度に
応じて変えることができる。グルタルアルデヒドは例示的な架橋剤であり、これらに限定
されないが、スベリン酸ジサクシンイミジル（ＤＳＳ）などのアミン反応性の単官能基架
橋剤を含む他の架橋剤も用いてよく、また、それをグルタルアルデヒドの代わりに用いて
もよい。他の例は１－エチル－３（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤ
Ｃ）である。これはゼロ長架橋剤である。ＥＤＣはカルボン酸とアミン基との間のアミド
結合を形成する。当業者に明らかな他の適切な架橋剤も用いることができる。
【００５４】
　本発明の異なる実施形態について、ＧＯｘおよび／または担体タンパク質濃度は変化し
てよい。例えば、ＧＯｘ濃度は約５０ｍｇ／ｍｌ（約１０，０００Ｕ／ｍｌ）～約７００
ｍｇ／ｍｌ（約１５０，０００Ｕ／ｍｌ）の範囲内であってよい。典型的には、ＧＯｘ濃
度は約１１５ｍｇ／ｍｌ（約２２，０００Ｕ／ｍｌ）である。そうした実施形態では、Ｈ
ＳＡ濃度は、ＧＯｘ濃度に応じて、約０．５％～３０％（重量／体積）の範囲で変化する
ことができる。一般に、ＨＳＡ濃度は約１～１０％重量／体積であり、最も典型的には約
５％重量／体積である。本発明の代替の実施形態では、コラーゲンもしくはＢＳＡ、また
はこうした関連で用いられる他の構造タンパク質をＨＡＳの代わりに、またはそれに加え
て用いることができる。ＧＯｘは、被分析物質感知構成要素における酵素の例として論じ
ているが、これらに限定されないが、グルコースデヒドロゲナーゼまたはヘキソキナーゼ
、ヘキソーオキシダーゼ、乳酸オキシダーゼなどを含む他のタンパク質および／または酵
素を用いるかまたはＧＯｘに代えてそれを用いることもできる。当業者に明らかな他のタ
ンパク質および／または酵素も用いることができる。さらに、例としての実施形態はＨＡ
Ｓを用いるが、ＢＳＡ、コラーゲンまたは同様のものなどの他の構造タンパク質を、ＨＡ
Ｓの代わりに、またはそれに加えて用いることができる。
【００５５】
　ＧＯｘ以外の酵素を用いる実施形態については、本明細書で論じた濃度以外の濃度を用
いることができる。例えば、用いる酵素に応じて、約１０重量／重量％～７０重量／重量
％の範囲の濃度が適切である。濃度は、用いる具体的な酵素に応じてだけでなく、得られ
るタンパク質マトリックスの所望の特性に応じても変えることができる。例えば、タンパ
ク質マトリックスを診断性能で用いる場合、ある特定の濃度を用いることができるが、特
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定の構造特性が望まれる場合、異なる濃度を用いることができる。当業者は、用いる濃度
を実験全体にわたって変化させて、どの濃度（およびどの酵素またはタンパク質の）が所
望の結果をもたらしてくれるかを判断することができることを理解されよう。
【００５６】
　上記したように、本発明のいくつかの実施形態では、被分析物質感知構成要素は、導電
性素子（例えば、酸素および／または過酸化水素濃度の変化を感知する電極）によって感
知され得るシグナル（例えば、酸素および／または過酸化水素濃度の変化）を発生させる
ことができる組成物（例えば、グルコースオキシダーゼ）を含む。しかし、その存在を検
出しようとする標的被分析物質との相互作用後、導電性素子によって感知され得る検出可
能なシグナルを発生させることができる任意の組成物から、他の有用な被分析物質感知構
成要素を生成させることができる。いくつかの実施形態では、この組成物は、感知される
被分析物質と反応して過酸化水素濃度を調節する酵素を含む。あるいは、組成物は、感知
される被分析物質と反応して酸素濃度を調節する酵素を含む。この関連では、生理学的被
分析物質との反応において過酸化水素および／または酸素を使用するか、またはそれを生
成する様々な酵素は当業界で周知であり、これらの酵素は、被分析物質を感知する構成要
素組成物中に容易に取り込むことができる。当業界で周知の様々な他の酵素は、その変調
を、本明細書に記載のセンサ設計物中に組み込まれた電極などの導電性素子によって検出
できる化合物を生成しかつ／またはそれを使用することができる。そうした酵素には、例
えば、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ：リチャードＦ．テイラー（編集
者）：マルセル　デッカーによるＦｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔ
ｉｏｎｓ（Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ１４）Ｐｕｂｌｉｓｈ
ｅｒ；（Ｊａｎｕａｒｙ７，１９９１）の表１、１５～２９頁および／または表１８、１
１１～１１２頁に具体的に記載されている酵素が含まれる。上記参考文献を本願に引用し
て援用する。
【００５７】
　他の有用な被分析物質感知構成要素は、標的被分析物質とのその相互作用が、その存在
を検出しようとする標的被分析物質と相互作用した後で導電性素子により感知される検出
可能なシグナルを発生させることができる抗体を含むように形成させることができる。例
えば、米国特許第５，４２７，９１２号（これを本願に引用して援用する）は、試料中の
被分析物質の濃度を電気化学的に測定するための、抗体をベースとした装置を記載してい
る。このデバイスでは、試験される試料、酵素－受容体ポリペプチド、被分析物質類似物
と結合した酵素－供与体ポリペプチド（酵素－供与体ポリペプチドコンジュゲート）、標
識化された基体、および測定被分析物質に対して特異的な抗体を含む混合物が形成される
。被分析物質と酵素－供与体ポリペプチドコンジュゲートは競合的に抗体と結合する。酵
素－供与体ポリペプチドコンジュゲートが抗体と結合しない場合、それは、自発的に酵素
受容体ポリペプチドと結合して活性酵素複合体を生成することになる。次いで、活性酵素
は標識化された基体（substrate）を加水分解し、電気活性標識を生成させる。次いでこ
れを、電極の表面で酸化することができる。電気活性化合物の酸化によって得られる電流
を測定し、試料中の被分析物質の濃度と相関付けることができる。米国特許第５，１４９
，６３０号（これを本願に引用して援用する）は、成分の少なくとも１つが酵素標識化さ
れているリガンド（例えば、抗原、ハプテンまたは抗体）の電気化学的特異結合アッセイ
であって、酵素基体と基体反応に付随する電極との間の電子の移動が、複合体生成によっ
て、または任意のリガンド複合体の置換によって、非結合酵素標識化成分に対してどの程
度乱れているかを測定するステップを含むアッセイを記載している。電子移動は、酵素か
ら電子を受容し電極へ供与するか、またはその逆も可能な電子移動メディエーター（例え
ば、フェロセン）によって、または、それ自体形式電荷を引き受けることなく、電極と近
接して酵素を保持する電子移動プロモーターによって支援される。米国特許第５，１４７
，７８１号（これを本願に引用して援用する）は、酵素乳酸脱水素酵素－５（ＬＤＨ５）
の測定のアッセイのため、およびそうした定量のためのバイオセンサを記載している。こ
のアッセイは、この酵素と、基体の乳酸およびニコチン－アミンアデニンジヌクレオチド
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（ＮＡＤ）を相互作用させてピルビン酸およびＮＡＤの還元生成物を得ることに基づいて
いる。抗ＬＤＨ５抗体を適切なガラス状炭素電極に結合させ、これを、ＬＤＨ５を含む基
体と接触させ、濯ぎ、アンペロメトリック装置に連結されたＮＡＤ溶液中に入れ、乳酸を
加え、電流の変化を測定する。これはＬＤＨ－５の量を示す。米国特許第６，４１０，２
５１号（これを本願に引用して援用する）は、標識を検出するためのレドックス反応（こ
こでは、感知表面領域を有する酸素ミクロ－電極を用いる）と合わせて、抗原と抗体の間
の結合などの特異的結合を用いることによって、特異的結合対、例えば抗原／抗体対の抗
原中の１つの構成メンバーを検出またはアッセイするための装置および方法を記載してい
る。さらに、米国特許第４，４０２，８１９号（これを本願に引用して援用する）は、事
前選択したカチオンをその中に浸透（その浸透性は分析中の特定の抗体濃度の関数である
）させるイオン担体がそれに結合された抗原を組み込んだ不溶性膜を用いる、希釈液体血
清試料中の抗体（被分析物質として）を定量するための抗体選択的電位差滴定の電極、お
よび対応するその分析方法を記載している。関連する開示については、米国特許第６，７
０３，２１０号、同第５，９８１，２０３号、同第５，７０５，３９９号および同第４，
８９４，２５３号も参照されたい。これらの内容を本願に引用して援用する。
【００５８】
　酵素および抗体に加えて、本明細書で開示するセンサの被分析物質感知構成要素で用い
る他の材料の例には、特殊な細胞または細胞成分（例えば、ポリペプチド、炭水化物など
）と結合するポリマー；一本鎖ＤＮＡ；抗原などが含まれる。検出可能なシグナルは、例
えば、色変化、または所望の被分析物質（例えば、細胞）の目に見える蓄積などの光学的
に検出可能な変化であってよい。感知素子は、本質的に非反応性（すなわち、コントロー
ル）である材料から形成させることもできる。上記の代替センサ素子は、例えば、細胞選
別アッセイ、およびウイルス（ＨＩＶ、Ｃ型肝炎等）、バクテリア、原虫などの病原生物
の存在に対するアッセイでの使用のためのセンサに含めるのが有益である。
【００５９】
　外部環境中に存在し、かつ、それ自体、電極において測定可能な電流の変化をもたらす
ことができる被分析物質を測定する被分析物質センサも考慮される。そうした被分析物質
を測定するセンサにおいては、被分析物質感知構成要素は任意選択であってよい。
【００６０】
　タンパク質構成要素：
　本発明の電気化学的センサは任意選択で、被分析物質感知構成要素と被分析物質調節構
成要素との間に配置されたタンパク質構成要素を含む（例えば、図２Ａ，図２Ｂの構成要
素１１６を参照されたい）。「タンパク質構成要素」という用語は本明細書では、当業界
で受け入れられている専門用語に従って用いられ、被分析物質感知構成要素および／また
は被分析物質調節構成要素と適合するように選択された担体タンパク質または同様のもの
を含む構成要素を指す。典型的な実施形態では、タンパク質構成要素はヒト血清アルブミ
ンなどのアルブミンを含む。ＨＳＡ濃度は約０．５％～３０％（重量／体積）で変化する
ことができる。一般に、ＨＳＡ濃度は約１～１０重量／体積％であり、最も典型的には約
５重量／体積％である。本発明の代替の実施形態では、コラーゲンもしくはＢＳＡまたは
この関係で用いられる他の構造タンパク質を、ＨＡＳに代えて、またはそれに加えて用い
ることができる。この構成要素は、通常、当業界で認められているプロトコールによって
被分析物質感知構成要素上で架橋される。
【００６１】
　接着促進構成要素：
　本発明の電気化学的センサは、１つ以上の接着促進（ＡＰ）構成要素を含むことができ
る（例えば、図２Ａ，図２Ｂの構成要素１１４を参照されたい）。「接着促進構成要素」
という用語は、本明細書では、当業界で受け入れられている専門用語に従って用いられ、
センサ中の隣接する構成要素間の接着を促進するその能力のため選択される材料を含む構
成要素を指す。一般に、接着促進構成要素は、被分析物質感知構成要素と被分析物質調節
構成要素との間に配置される。一般に、接着促進構成要素は、任意選択のタンパク質構成
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要素と被分析物質調節構成要素との間に配置される。接着プロモーター構成要素は、そう
した構成要素間の結合を容易にする当業界で周知の様々な材料のいずれかから作製するこ
とができ、当業界で周知の様々な方法のいずれかによって施用することができる。一般に
、接着プロモーター構成要素はγ－アミノプロピルトリメトキシシランなどのシラン化合
物を含む。
【００６２】
　接着を促進するために、シランカップリング試薬、特に式Ｒ’Ｓｉ（ＯＲ）３（式中、
Ｒ’は一般に末端アミンを有する脂肪族基であり、Ｒは低級アルキル基である）からなる
試薬を使用することは当業界で周知である（例えば、米国特許第５，２１２，０５０号を
参照されたい。これを本願に引用して援用する）。例えば、γ－アミノプロピルトリエト
キシシランなどのシランおよびグルタルアルデヒドを段階的な方法で使用して、ウシ血清
アルブミン（ＢＳＡ）とグルコースオキシダーゼ（ＧＯＸ）を電極表面に付着させ、かつ
共架橋させた化学的に改変した電極は当業界で周知である（例えば、ヤオ（Ｙａｏ），Ｔ
．Ａｎａｌｙｔｉｃａ　Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ　１９８３，１４８，２７－３３を参照され
たい）。
【００６３】
　本発明の特定の実施形態では、接着促進構成要素は、被分析物質調節構成要素を通して
のグルコースなどの被分析物質の拡散を制限するように作用する、ポリジメチルシロキサ
ン（ＰＤＭＳ）化合物などの隣接構成要素中に存在することもできる１つ以上の化合物を
さらに含む。例示的な実施形態では、その配合物は０．５～２０％のＰＤＭＳ、一般に、
５～１５％のＰＤＭＳ、最も典型的には１０％のＰＤＭＳを含む。本発明の特定の実施形
態では、接着促進構成要素は、被分析物質調節構成要素などの近位の構成要素中に存在す
るシロキサン部分を架橋する能力のため選択される薬剤を含む。本発明の密接に関連する
実施形態では、接着促進構成要素は、被分析物質感知構成要素および／またはタンパク質
構成要素などの近位の構成要素中に存在するタンパク質のアミンまたはカルボキシル部分
を架橋する能力のため選択される薬剤を含む。
【００６４】
　被分析物質調節構成要素：
　本発明の電気化学的センサは、センサ上に配置された被分析物質調節構成要素を含む（
例えば、図２Ａ，図２Ｂの構成要素１１２を参照されたい）。「被分析物質調節構成要素
」という用語は本明細書では、当業界で受け入れられている専門用語に従って用いられ、
構成要素を通してのグルコースなどの１つ以上の被分析物質の拡散を調節するように動作
するセンサ上に膜を形成する構成要素を指す。本発明の特定の実施形態では、被分析物質
調節構成要素は、構成要素を通してのグルコースなどの１つ以上の被分析物質の拡散を阻
止するかまたは制限するように動作する被分析物質制限膜である。本発明の他の実施形態
では、被分析物質調節構成要素は、構成要素を通しての１つ以上の被分析物質の拡散を容
易にするように動作する。任意選択で、そうした被分析物質調節構成要素は、構成要素を
通しての１つの種類の分子（例えば、グルコース）の拡散を阻止するかまたは制限するよ
うに形成させ、同時に構成要素を通しての他のタイプの分子（例えば、Ｏ２）の拡散を可
能にするかさらには容易にするように形成させることができる。
【００６５】
　既知の酵素電極におけるグルコースセンサに関しては、血液からのグルコースおよび酸
素、ならびにアスコルビン酸や尿酸などのいくつかのインターフェラントは、センサの一
次膜を通って拡散する。グルコース、酸素およびインターフェラントが被分析物質感知構
成要素に到達すると、グルコースオキシダーゼなどの酵素は、過酸化水素とグルコノラク
トンへのグルコースの転換の触媒作用をする。過酸化水素は、被分析物質調節構成要素を
通して逆方向へ拡散するか、あるいは電極へ拡散し、そこで反応して酸素とプロトンを生
成してグルコース濃度に比例した電流を生成することができる。センサ膜組立体は、その
組立体を通るグルコースの通過を選択的に可能にすることを含むいくつかの機能を果たす
。この関連で、例示的な被分析物質調節構成要素は、水、酸素および少なくとも１つの選
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択的被分析物質の通過を可能にし、かつ水吸収能を有する半浸透性膜であり、その膜は水
溶性の親水性ポリマーを有する。
【００６６】
　被分析物質調節組成物の様々な例が当業界で周知であり、例えば、米国特許第６，３１
９，５４０号、同第５，８８２，４９４号、同第５，７８６，４３９号、同第５，７７７
，０６０号、同第５，７７１，８６８号および同第５，３９１，２５０号に記載されてい
る。それぞれの開示を本願に引用して援用する。本明細書で記載のヒドロゲルは、そのた
めに、取り囲む水構成要素を提供することが有利である様々な埋め込み可能なデバイスに
特に有用である。本発明のいくつかの実施形態では、被分析物質調節組成物はＰＤＭＳを
含む。本発明の特定の実施形態では、被分析物質調節構成要素は、近位の構成要素中に存
在するシロキサン部分を架橋する能力のため選択される薬剤を含む。本発明の密接に関連
する実施形態では、接着促進構成要素は、近位の構成要素中に存在するタンパク質のアミ
ンまたはカルボキシル部分を架橋する能力のため選択される薬剤を含む。
【００６７】
　以下の節で説明するように、本発明の一実施形態は、ポリ（ジメチルシロキサン）など
の材料から作製され、かつ、被分析物質の感知を容易にするようにその中に配置された複
数の細孔を任意選択で含む被分析物質センサ（例えば、グルコース制限膜）で用いるため
の被分析物質調節膜である。任意選択で、膜の中の１つ以上の複数の細孔は親水性組成物
で満たされている。
【００６８】
　被覆構成要素：
　本発明の電気化学的センサは、一般に電気絶縁性保護構成要素である１つ以上の被覆構
成要素を含む（例えば、図２Ａ，図２Ｂの構成要素１０６を参照されたい）。一般に、そ
うした被覆構成要素は、被分析物質調節構成要素の少なくとも一部の上に配置される。絶
縁性保護被覆構成要素として用いるのに許容されるポリマーコーティングは、これらに限
定されないが、シリコーン化合物、ポリイミド、生体適合性ソルダーマスク、エポキシア
クリルコポリマーなどの非毒性の生体適合性ポリマーまたは同様のものなどを含むことが
できる。さらに、これらのコーティングは、それを通って導電性構成要素へ至るアパーチ
ャのフォトリソグラフィーでの形成を容易にするために、光画像形成可能なものであって
よい。典型的な被覆構成要素は、シリコーン上にスピンされものを含む。当業界で周知の
通り、この構成要素は市販のＲＴＶ（室温で加硫処理した）シリコーン組成物であってよ
い。この関連の典型的な化合物はポリジメチルシロキサン（アセトキシをベースとした）
である。
【００６９】
　本発明の様々な例示的実施形態およびその特徴を以下の節で詳細に論じる。
【００７０】
　Ｄ．被分析物質センサ装置の例示的実施形態および関連する特徴：
　本明細書で開示する被分析物質センサ装置はいくつかの実施形態を有する。本発明の一
般的な実施形態は、哺乳動物内に埋め込むための被分析物質センサ装置である。被分析物
質センサは、哺乳動物の体内に埋め込み可能なように通常設計されるが、センサは特定の
環境に限定されず、むしろ様々な関連、例えば全血液、リンパ液、血漿、血清、唾液、尿
、大便、汗、粘液、涙、脳脊髄液、鼻汁、頸管分泌物または膣分泌物、精液、胸膜液、羊
水、腹水、中耳液、滑液、胃吸引物または同様のものなどの生体液を含む大抵の液体試料
分析に用いることができる。さらに、固体または乾燥された試料を適当な溶媒中に溶解し
て分析に適した液体混合物を提供することができる。
【００７１】
　上記したように、本明細書で開示するセンサ実施形態は、１つ以上の生理学的環境内の
対象被分析物質を感知するために用いることができる。例えば、特定の実施形態では、セ
ンサは、典型的には皮下センサで生じるように、間質液と直接接触していてよい。本発明
のセンサは、間質性グルコースが皮膚を通して抽出され、センサと接触するようになって
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いる皮膚表面系の一部であってもよい（例えば、米国特許第６，１５５，９９２号および
同第６，７０６，１５９号を参照されたい。これらを本願に引用して援用する）。他の実
施形態では、センサは、例えば、典型的には静脈内センサで生じるように、血液と直接接
触していてよい。本発明のセンサ実施形態は、様々な関連で用いるようになされたものを
さらに含む。例えば、特定の実施形態では、センサは、歩行ユーザが用いるものなどの移
動できる形で用いられるように設計することができる。あるいは、センサは、臨床配置で
使用するようになされたものなどのような、定置する形で用いる設計にすることができる
。そうしたセンサ実施形態は、例えば、入院患者の１つ以上の生理学的環境で存在する１
つ以上の被分析物質をモニタするために用いられるものを含む。
【００７２】
　本発明のセンサは当業界で周知の様々な医療システムに組み込むこともできる。本発明
のセンサは、例えば、薬剤がユーザの体内に注入される速度を制御するように設計された
閉ループ輸液システムにおいて用いることができる。そうした閉ループ輸液システムは、
センサ、および送達システムを動作させる制御装置（例えば、薬剤輸液ポンプで送達する
用量を算出するもの）への入力を発生させる付随の計量器を含むことができる。そうした
関連では、センサに付随する計量器は、指令を送達システムに送り、そのシステムを遠隔
操作するのに使用することもできる。一般に、センサは、ユーザの体内のグルコース濃度
をモニタするために間質液と接触している皮下センサであり、送達システムによってユー
ザの体内へ注入される液体にはインスリンが含まれる。例示的なシステムは、例えば、米
国特許第６，５５８，３５１号、同第６，５５１，２７６号、ＰＣＴ米国出願９９／２１
７０３および同９９／２２９９３；ならびにＷＯ２００４／００８９５６およびＷＯ２０
０４／００９１６１に開示されている。そのすべてを本願に引用して援用する。
【００７３】
　本発明の特定の実施形態は、過酸化物を測定するものであり、皮下の埋め込み領域およ
び静脈内埋め込み領域ならびに様々な血管外の領域への埋め込みを含む、哺乳動物の様々
な部位に埋め込むのに適した有利な特徴を有している。血管外領域への埋め込みを可能に
する過酸化物センサ設計物は、血管外領域に埋め込まれた酸素センサで起こる恐れのある
酸素ノイズに伴う問題のため、酸素を測定する特定のセンサ装置設計物より有利である。
例えば、そうした埋め込まれた酸素センサ装置設計においては、基準センサでの酸素ノイ
ズは、シグナルとノイズの比に悪影響を及ぼし、結果的に、この環境での安定したグルコ
ースの読み取りを行うことを乱す可能性がある。したがって、本発明の過酸化物センサは
、血管外領域でのそうした酸素センサで見られる課題を克服するものである。
【００７４】
　本発明の特定の過酸化物センサの実施形態は、３０日間を超える期間、哺乳動物に埋め
込むのに適した有利な長期間用すなわち「永続的な」センサをさらに含む。具体的には、
当業界で周知のように（例えば、ＩＳＯ１０９９３，Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｅｖａｌｕ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｅｖｉｃｅｓを参照されたい）、本明細書に記載
のセンサのような医療用デバイスは、埋め込み期間をもとに３つのグループ、すなわち（
１）「限定的」（＜２４時間）、（２）「長時間」（２４時間～３０日間）および（３）
「永続的」（＞３０日間）に分類することができる。本発明のいくつかの実施形態では、
本発明の過酸化物センサの設計物は、この分類による「永続的」、すなわち＞３０日間の
埋め込みを可能とする。本発明の関連する実施形態では、本発明の過酸化物センサの非常
に安定した設計物は、埋め込まれたセンサが、この関連で、２、３、４、５、６または１
２カ月またはそれ以上機能し続けるようにすることができる。
【００７５】
　一般に、被分析物質センサ装置の構造は、ベース層とそのベース層上に配置された導電
層（例えば、多孔性マトリックス）を含み、１つ以上の電極として機能する。例えば、導
電層は作用電極、基準電極および／または対向電極を含むことができる。これらの電極は
近接した間隔で配置することができ、あるいは、特定の設計に従って間を隔てた間隔で配
置される。センサ装置設計は、センサ装置において、特定の電極（例えば、作用電極）を
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、感知される被分析物質を含む溶液に曝露できる（例えば、アパーチャを介して）ように
する。センサ装置設計は、センサ装置において、特定の電極（例えば、基準電極）が、感
知される被分析物質を含む溶液に曝露されないようにする。
【００７６】
　本発明の一実施形態はバイオセンサで使用するための組成物である。そうした組成物は
一般に、哺乳動物内に埋め込み可能なように設計され、固定化酵素、例えばグルコースオ
キシダーゼ、グルコースデヒドロゲナーゼ、乳酸オキシダーゼ、ヘキソキナーゼまたは乳
酸脱水素酵素でコーティングされた表面を有する多孔性マトリックスを含む。一般に、固
定化酵素でコーティングされた多孔性マトリックスは、電気化学的センサの電極としての
働きをすることができる。任意選択で、電気化学的センサ中の電極は過酸化水素を消費す
る。
【００７７】
　本発明のバイオセンサの様々な実施形態で用いる多孔性マトリックスは種々の材料から
作製することができ、かつ様々な組成構造に適合させることができる。本発明のいくつか
の実施形態では、多孔性マトリックスはセラミック材料および／または金属および／また
はマクロ多孔性ポリマーを含む。任意選択で、多孔性マトリックスは粒子の格子を含む。
一般に、粒子は球状である。本発明の典型的な実施形態では、多孔性マトリックスは、同
一寸法の非多孔性マトリックスの表面積の少なくとも２、４、６、８、１０、１２、１４
、１６または１８倍の表面積を有する。本発明の特定の実施形態では、多孔性マトリック
スは少なくとも１、１０、１００または１０００μｍの厚さである。本発明の特定の実施
形態では、多孔性マトリックスの空隙率は任意選択で約５～９９．９％の範囲であり、一
般に約４０～９９％である。これらのマトリックスの空隙率は、水銀または気体ポロシメ
トリー、様々なサイズおよび分子量のマーカー分子（例えば、アセトン、規定のサイズの
様々な球状タンパク質、ブルーデキストラン）を用いたサイズ排除クロマトグラフィーお
よびサイクリックボルタンメトリーなどの当業界で一般に用いられる方式の１つで測定す
ることができる。
【００７８】
　本発明の関連する実施形態は、固定化酵素、例えばグルコースオキシダーゼでコーティ
ングされた表面を有する多孔性マトリックスを含む、哺乳動物の中に埋め込むための被分
析物質センサ装置である。このセンサ設計物の一実施形態では、多孔性マトリックスは作
用電極を含み、固定化酵素は作用電極上に配置された被分析物質検知層内に配置されてお
り、それによって被分析物質検知層は、被分析物質の存在下で導電層中の作用電極で電流
を検出可能なように変える。一般に、センサは、被分析物質検知層上に配置されており、
かつその調節層を通る被分析物質の拡散を調節する被分析物質調節層をさらに含む。一般
に、センサは、被分析物質検知層上に配置されており、かつ被分析物質検知層と、被分析
物質検知層上に配置された被分析物質調節層との間の接着を促進する接着促進層をさらに
含む。任意選択で、センサは、被分析物質検知層と被分析物質調節層との間に配置された
タンパク質層をさらに含む。一般に、センサは、被分析物質調節層の少なくとも一部の上
に配置されており、かつ被分析物質調節層の少なくとも一部を、感知される被分析物質を
含む溶液に曝露させるアパーチャをさらに含む被覆層をさらに含む。
【００７９】
　本発明の関連する実施形態は、多孔性マトリックスを含む層を用意するステップと、そ
の多孔性マトリックス上に被分析物質検知層を形成させるステップとを含む、哺乳動物内
に埋め込むためのセンサ装置を作製する方法であって、その被分析物質検知層が、被分析
物質の存在下、多孔性マトリックスの表面で電流を変え、それによって、その上に形成さ
れた被分析物質検知層を有する多孔性マトリックスを電極として機能させることができる
グルコースオキシダーゼなどの酵素を含む方法である。そうした方法は、被分析物質検知
層上にタンパク質層を任意選択で形成するステップと、被分析物質検知層または任意選択
のタンパク質層上に接着促進層を形成するステップと、接着促進層上に配置されており、
かつその調節層を通る被分析物質の拡散を調節する組成物を含む被分析物質調節層を形成



(22) JP 5052525 B2 2012.10.17

10

20

30

40

50

するステップと、被分析物質調節層の少なくとも一部の上に配置されており、かつ被分析
物質調節層の少なくとも一部にわたってアパーチャをさらに含む被覆層を形成するステッ
プをさらに含む。
【００８０】
　本発明の他の実施形態は、哺乳動物の体内の被分析物質を感知する方法であって、その
上に配置された被分析物質検知層を有する多孔性マトリックスであって、その被分析物質
検知層が、被分析物質の存在下、多孔性マトリックスの表面で電流を検出可能なように変
え、それによってその上に形成された被分析物質検知層を有する多孔性マトリックスが電
極として機能する多孔性マトリックスと、被分析物質検知層上に配置された任意選択のタ
ンパク質層と、被分析物質検知層または任意選択のタンパク質層上に配置されており、か
つ被分析物質検知層と被分析物質検知層上に配置された被分析物質調節層の間の接着を促
進する接着促進層と、被分析物質検知層上に配置されており、かつその調節層を通る被分
析物質の拡散を調節する被分析物質調節層と、被分析物質調節層の少なくとも一部の上に
配置されており、かつ被分析物質調節層の少なくとも一部にわたってアパーチャをさらに
含む被覆層とを含む被分析物質センサを哺乳動物中に埋め込むステップと、電流の変化を
感知し、電流の変化を被分析物質の存在と相関付け、それにより被分析物質を感知するス
テップとを含む方法である。
【００８１】
　本発明のさらに他の実施形態は、剛性のマクロ多孔性ポリマー上にタンパク質を固定化
する方法であって、タンパク質を、タンパク質と架橋できる官能性部分を有する剛性のマ
クロ多孔性ポリマーと結合するステップと、次いで、タンパク質の官能性部分を剛性のマ
クロ多孔性ポリマーの官能性部分と架橋することによって剛性のマクロ多孔性ポリマー上
にタンパク質を固定化することができる架橋剤を加えるステップとを含み、それによりタ
ンパク質を剛性のマクロ多孔性ポリマー上に固定化する方法である。本発明の特定の実施
形態では、タンパク質を架橋できる官能性部分を有する剛性のマクロ多孔性ポリマーは、
タンパク質を架橋できる官能性部分を有する剛性のマクロ多孔性ポリマーが作製されるよ
うに、反応性エポキシド部分を有する剛性のマクロ多孔性ポリマーを求核化合物と結合す
ることによって作製される。
【００８２】
　本発明のさらに他の実施形態は、剛性のマクロ多孔性ポリマー上にタンパク質を固定化
する方法であって、スルフヒドリル、アミン、カルボキシルまたはヒドロキシル部分を有
するタンパク質を、反応性エポキシド部分を有する剛性のマクロ多孔性ポリマーと、タン
パク質上のスルフヒドリル、アミン、カルボキシルまたはヒドロキシル部分と、剛性のマ
クロ多孔性ポリマー上のエポキシド部分との間で求核反応を起こさせる反応条件下で結合
することを含み、それによりタンパク質を剛性のマクロ多孔性ポリマー上に固定化させる
方法である。本発明の特定の実施形態では、タンパク質を剛性のマクロ多孔性ポリマーと
結合する前に、タンパク質上の少なくとも１つの求核性部分を封鎖する。
【００８３】
　本発明の被分析物質センサは一般に、本明細書で開示する多孔性マトリックスを組み込
んでいる。一般に、被分析物質センサ装置は、通常作用電極の一部またはすべてを被覆す
るセンサの導電層上に配置された被分析物質検知層を含む。この被分析物質検知層は、感
知される被分析物質の存在下、導電層中の作用電極で電流を検出可能なように変える。本
明細書で開示するように、この被分析物質検知層は一般に、作用電極での電流を調節でき
る分子の濃度を変化させる仕方で、対象の被分析物質と反応する酵素もしくは抗体分子ま
たは同様のものを含む（例えば、図１の反応スキームに示すような酸素および／または過
酸化水素を参照されたい）。例示的な被分析物質検知層は、グルコースオキシダーゼ（例
えば、グルコースセンサで使用するため）または乳酸オキシダーゼ（例えば、乳酸塩セン
サで使用するため）などの酵素を含む。本発明のいくつかの実施形態では、被分析物質検
知層は、多孔質金属および／またはセラミックおよび／またはポリマーマトリックス上に
配置される。構成要素のこの組合せはセンサにおいて電極として機能する。
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【００８４】
　一般に、被分析物質検知層は、被分析物質感知化合物（例えば、酵素）と実質的に固定
した比率で担体タンパク質をさらに含み、その被分析物質感知化合物と担体タンパク質は
被分析物質検知層全体にわたってほぼ均一に分布している。一般に、被分析物質検知層は
非常に薄く、例えば１、０．５、０．２５または０．１μｍ未満の厚さである。特定の科
学的理論に拘泥するわけではないが、電着は、被膜層内の反応性酵素の一部だけしか、感
知される被分析物質にアクセスすることができない３～５μｍ厚さの酵素層を生成するの
で、そうした薄い被分析物質検知層を有するセンサは、電着によって通常生成されるより
厚い層と比較して、驚くほど向上した特性を有すると考えられる。電着プロトコールによ
って作製される、そうした、より厚いグルコースオキシダーゼのペレットは、低い機械的
安定性（例えば、クラックが入る傾向）がさらに見られ、実際の使用の準備にさらに長い
期間を必要とし、通常、埋め込みの準備ができるまでに、試験に数週間かかる。本明細書
に記載の薄い層状酵素コーティングではこれらの問題は認められないため、これらの薄い
コーティングは本発明の典型的な実施形態である。
【００８５】
　例えばグルコースオキシダーゼを用いるセンサでは、電着によって生成される厚いコー
ティングは、３～５μｍ厚さの酵素層の反応界面で生成する過酸化水素がセンサ表面と接
触しそれによってシグナルを発生する能力を妨げる可能性がある。さらに、そうした厚い
コーティングに起因してセンサ表面に到達できない過酸化水素は、センサが置かれている
環境中に離れるようにセンサから拡散し、それによってセンサの感度および／または生体
適合性を低下させる可能性がある。さらに、特定の科学的理論に拘泥するわけではないが
、そうした薄い被分析物質検知層を有するセンサは、スピンコーティングまたは同様のも
のなどの方法が、アルブミン（酵素層中のグルコースオキシダーゼを安定化させるための
担体タンパク質として用いられる）とグルコースオキシダーゼの酵素コーティング比の正
確な制御を可能にするという事実からもたらされる予想外に有利な特性を有すると考えら
れる。具体的には、グルコースオキシダーゼとアルブミンは異なる等電点を有するので、
電着法は、最適に決定された酵素と担体タンパク質の比が、電着法において不利益な方へ
変えられ、さらに、グルコースオキシダーゼと担体タンパク質が、配置された酵素層全体
にそれほど均一でない形で分布する表面コーティングをもたらす可能性がある。さらに、
そうした薄い被分析物質検知層を有するセンサは予想外に速い応答時間を有している。特
定の科学的理論に拘泥するわけではないが、薄い酵素層は、作用電極表面へのより良好な
アクセスを可能にし、かつ、電極で電流を調節するより多くの割合の分子が電極表面にア
クセスできるようにするという事実によって、これらの驚異的でかつ有利な特性がもたら
されると考えられる。この関連で、本発明の特定のセンサ実施形態では、哺乳動物の体内
にある被分析物質への曝露に応答した電流の変化は、被分析物質が被分析物質センサに接
触して１５、１０、５または２分以内に、電流計で検出することができる。
【００８６】
　任意選択で、被分析物質検知層は、その上に配置されたタンパク質層を有しており、そ
のタンパク質層は、一般にその被分析物質検知層と被分析物質調節層の間にある。タンパ
ク質層内のタンパク質は、ウシ血清アルブミンおよびヒト血清アルブミンからなる群から
選択されたアルブミンである。通常、このタンパク質は架橋されている。特定の科学的理
論に拘泥するわけではないが、センサノイズ（例えば、誤ったバックグラウンドシグナル
）を減少させるコンデンサのようなものとして作用することによって、この別個のタンパ
ク質層は、センサ機能を向上させ、驚くほどの機能的利益をもたらすと考えられる。例え
ば、本発明のセンサでは、被分析物質検知層の酵素に接触できる被分析物質の量を制御す
る層である、センサの被分析物質調節膜層の下で、ある量の水分が生成する可能性がある
。この水分は、センサを用いる患者が動くのにつれてセンサ内で位置が変わる圧縮性の層
を生み出す可能性がある。センサ内でのそうした層の位置変化は、グルコースなどの被分
析物質が、実際の生理学的被分析物質濃度からは独立した形で被分析物質検知層を通して
移動するその仕方を変え、それによってノイズを発生させる可能性がある。この関連では
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、タンパク質層は、ＧＯｘなどの酵素が水分層と接触するのを防ぐことによって、コンデ
ンサ（capacitor）として作用することができる。このタンパク質層は、被分析物質検知
層と被分析物質調節膜層の間の接着を促進することなどのいくつかの追加の利点を付与す
ることができる。あるいは、この層の存在は、過酸化水素などの分子のためにより大きな
拡散経路をもたらし、それによって、電極感知素子にその分子を局在化させ、センサ感度
の向上に寄与することができる。
【００８７】
　一般に、被分析物質検知層および／または被分析物質検知層上に配置されたタンパク質
層は、その上に配置された接着促進層を有する。そうした接着促進層は、被分析物質検知
層と、近位の層、通常被分析物質調節層との間の接着を促進する。この接着促進層は一般
に、様々なセンサ層間の最適の接着を促進する能力を有しているために選択され、かつ、
センサを安定化させるように機能するγ－アミノプロピルトリメトキシシランなどのシラ
ン化合物を含む。興味深いことには、そうしたシラン含有接着促進層を有するセンサは、
高い全体的安定性を含む予想外の特性を示す。さらに、シラン含有接着促進層は、センサ
安定性を高める能力に加えていくつかの有利な特性を提供し、例えば、１つ以上の所望の
被分析物質の妨害拒絶ならびに物質移動を制御する上で有益な役割を果たすことができる
。
【００８８】
　本発明の特定の実施形態では、接着促進層は、グルコースなどの被分析物質が被分析物
質調節層を通って拡散するのを制限するように働く、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ
）化合物などの隣接層中に存在することもできる１つ以上の化合物をさらに含む。例えば
、センサを作製する際に、それが、穴または隙間がＡＰ層に生じる可能性を低下させる場
合、ＡＰ層へのＰＤＭＳの添加は有利な可能性がある。
【００８９】
　一般に、接着促進層は、その上に配置されており、かつその調節層を通る被分析物質の
拡散を調節するように機能する被分析物質調節層を有する。一実施形態では、その被分析
物質調節層は、センサ層を通る被分析物質（例えば、酸素）の拡散を高めるように働き、
その結果被分析物質検知層中の被分析物質濃度を高めるように機能する組成物（例えば、
ポリマーなど）を含む。あるいは、被分析物質調節層は、センサ層を通る被分析物質（例
えば、グルコース）の拡散を制限するように働き、その結果被分析物質検知層中の被分析
物質濃度を限定するように機能する組成物を含む。この具体例は、ポリジメチルシロキサ
ンまたは同様のものなどのポリマーを含む親水性グルコース制限膜（すなわち、それを通
るグルコースの拡散を制限するように機能する）である。以下の節で論じるように、本発
明の例示的実施形態は、ポリ（ジメチルシロキサン）などの材料から作製され、かつ、被
分析物質の感知を容易にするように、その中に配置された複数の細孔を任意選択で含む被
分析物質調節膜（例えば、グルコース制限膜）を組み込んだセンサである。任意選択で、
膜の中の複数の細孔の１つ以上は親水性組成物で満たされている。
【００９０】
　一般に、被分析物質調節層は典型的には電気絶縁性保護層である１つ以上の被覆層をさ
らに含む。１つの被覆層は、センサ装置の少なくとも一部の上に配置されている（例えば
、被分析物質調節層を被覆する）。絶縁保護被覆層として用いることができるポリマーコ
ーティングには、これらに限定されないが、シリコーン化合物、ポリイミド、生体適合性
ソルダーマスク、エポキシアクリルコポリマーまたは同様のものなどの非毒性の生体適合
性ポリマーが含まれる。被覆層の例はシリコーン上へのスピンされたものを含む。一般に
、被覆層は、感知される被分析物質を含む溶液に、センサ層（例えば、被分析物質調節層
）の少なくとも一部を曝露するアパーチャをさらに含む。
【００９１】
　図１に示すように、本明細書に記載の被分析物質センサは、陰極で分極して、例えば、
グルコースがグルコースオキシダーゼと相互作用して生じる、作用陰極に近位の酸素濃度
の変化によってもたらされる作用陰極での電流の変化を検出することができる。あるいは
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、図１に示すように、本明細書に記載の被分析物質センサは、陽極で分極して、例えば、
グルコースがグルコースオキシダーゼと相互作用して生じる、作用陽極に近位の過酸化水
素濃度の変化によってもたらされる作用陽極での電流の変化を検出することができる。本
発明の典型的な実施形態では、作用電極での電流は基準電極（対照）での電流と比較され
る。これらの測定値間の差は、その後で測定被分析物質の濃度と相関付けすることができ
る値を提供する。これらの二重電極での電流を比較して測定値を得ることによって電流値
を得る被分析物質センサ設計物は、通常、例えば二重酸素センサと称される。
【００９２】
　本発明のいくつかの実施形態では、被分析物質センサ装置は、陽極分極を介して機能し
、それによって電流の変化が被分析物質センサ装置の導電層の陽極作用電極で検出される
ように設計される。陽極分極と関連付けられ得る構造的な設計の特徴は、陽極である作用
電極、陰極である対向電極および基準電極を含む適切なセンサ構造を設計することと、次
いで、被分析物質検知層を、この設計物構造内の陽極の表面の適切な部分の上に選択的に
配置することを含む。任意選択で、この陽極分極構造設計は、異なるサイズの表面積を有
する陽極、陰極および／または作用電極を含む。例えば、この構造設計は、作用電極（陽
極）および／または作用電極のコーティング表面が、対向電極（陰極）および／または対
向電極のコーティング表面より大きいという特徴を含む。この関連では、次いで陽極作用
電極で検出できる電流の変化を、被分析物質の濃度と相関付ける。本発明のこの実施形態
の特定の具体例では、作用電極は、酸化反応での過酸化水素（グルコースオキシダーゼま
たは乳酸オキシダーゼなどの酵素が、それぞれグルコースまたは乳酸塩と反応して生成す
る過酸化水素である）を測定し利用する（例えば、図１を参照されたい）。そうした過酸
化水素再循環能力を有する電気化学的グルコースおよび／または乳酸塩センサに関連する
本発明のそうした実施形態は特に興味深いものである。その理由は、この分子の再循環が
、センサから置かれている環境中へ逃げる恐れがある過酸化水素の量を低減させるからで
ある。この関連では、過酸化水素などの組織刺激物質の放出を低減させるように設計され
た埋め込み可能なセンサは、改善された生体適合性プロファイルを有することになる。さ
らに、過酸化水素はグルコースオキシダーゼなどの酵素と反応し、その生物学的機能を損
なう恐れがあるので、この現象を回避できるために、そうしたセンサを望むことができる
。任意選択で、被分析物質調節層（例えば、グルコース制限層）は、センサが置かれてい
る環境へ過酸化水素が拡散して行くのを阻止するように働く組成物を含むことができる。
それによって、本発明のこのような実施形態は、本明細書で開示する過酸化水素再循環素
子を組み込むことにより、過酸化水素を生成する酵素を組み込むセンサの生体適合性を向
上させる。
【００９３】
　ベース層、導電層、被分析物質検知層、任意選択のタンパク質層、接着促進層および被
分析物質調節層ならびに被覆層を含む本発明の被分析物質センサの特定の実施形態はいく
つかの予想外の特性を示す。例えば、陰極分極を介して機能するような構造にしたセンサ
に対して、陽極分極を介して機能するような構造にしたセンサでは、被分析物質検知層な
らびに電極表面での電気化学的反応の差は、異なる化学物質を生成および／または消費し
、それによって、種々のセンサ素子が異なる極性で機能する化学的環境を変える。この関
連では、本明細書で開示するセンサ構造は、異なる様々な化学的および／または電気化学
的条件下で、予想外の安定度で機能することを示す、驚くほど多目的性のデバイスを提供
する。
【００９４】
　本明細書で開示する本発明の特定の実施形態（例えば、過酸化水素再循環能力を有する
もの）では、センサ層は、その両方がグルコースオキシダーゼまたは乳酸オキシダーゼな
どの酵素を含む被分析物質検知層でコーティングされた作用電極（例えば、陽極）と対向
電極（例えば、陰極）を含む複数の電極を有する。そうしたセンサ設計物は、高い感度を
含む驚くべき特性を有する。理論に拘泥するわけではないが、これらの特性は、グルコー
ス感知反応で利用できる追加の酸素を生成する、作用電極または対向電極の表面での過酸
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化水素の強い酸化によってもたらされる（例えば、図１を参照されたい）。したがって、
この再循環効果は、本明細書で開示する特定のセンサ実施形態の酸素に依存する限度を低
下させることができる。さらに、この設計物により、利用可能な過酸化水素を容易に低減
させることができ、したがってより低い電極電位を有する作用電極を有するセンサを得る
ことができる。このタイプのセンサにおける高い電極電位は、センサを不安定化させる（
加水分解反応によって生じた気泡によるセンサ層の破壊による）恐れのある気体を生成さ
せる加水分解反応をもたらす可能性があるので、より低い電極電位で機能するように設計
されたセンサは、本発明の典型的な実施形態である。さらに、対向電極が、グルコースオ
キシダーゼまたは乳酸オキシダーゼなどの酵素を含む被分析物質検知層からなる非常に薄
い層でコーティングするように設計されたセンサの実施形態では、酵素反応で生成される
過酸化水素は対向電極の反応性表面に非常に近接している。これは、例えばより狭い反応
性表面を有する対向電極を含むコンパクトなセンサ設計物の作製を可能にする形で、セン
サの全体的効率を増大させることができる。
【００９５】
　哺乳動物内に埋め込むための被分析物質センサ装置の具体的な例は、以下の設計物の過
酸化物センサである。過酸化物センサ装置の第１層は、一般にアルミナなどのセラミック
でできたベース層である。ベース層上に配置される次の層は陽極作用電極および基準電極
を含む複数の電極を含む導電層である。導電層上に配置される次の層は、図１に示すよう
に、グルコースを感知し、続いて過酸化水素を発生する架橋されたグルコースオキシダー
ゼを含む被分析物質検知層である。この過酸化水素の存在下で、生成した過酸化水素が導
電層中のこの陽極と接触し酸化されると、陽極作用電極では測定可能な電流が増加する。
基準電極は対照として働き、かつ、作用電極、および図１に示す反応により生成した過酸
化水素から物理的に隔てられる。この被分析物質検知層は通常１、０．５、０．２５また
は０．１μｍ未満の厚さであり、ほぼ一定の比での架橋ヒト血清アルブミンと架橋グルコ
ースオキシダーゼの混合物を含み、このグルコースオキシダーゼとヒト血清アルブミンは
、センサ層全体にほぼ均一に分布している。センサ層上に配置される次の層は架橋ヒト血
清アルブミンを含むタンパク質層である。タンパク質層上に配置される次の層は、被分析
物質検知層および／またはタンパク質層と、これらの層の上に配置された被分析物質調節
層との間の接着を促進する接着促進層である。この接着促進層はシラン組成物を含む。接
着促進層上に配置される次の層は、それを通るグルコースの拡散を調節するＰＤＭＳまた
は同様のものを通常含む親水性グルコース制限膜の形の被分析物質調節層である。任意選
択で、被分析物質調節層は、選択された分子の浸透を容易にするように設計された複数の
細孔を有するプレキャストＰＤＭＳポリマーである。いくつかの実施形態では、これらの
細孔の１つ以上は親水性組成物で満たされている。次の層は、被分析物質調節層の少なく
とも一部の上に配置された一般にシリコーンを含む被覆層であり、この被覆層は、被分析
物質調節層の少なくとも一部を、外部グルコースを含む環境へ曝露し、それによってグル
コースが作用電極上の被分析物質検知層へのアクセスできるようにするアパーチャをさら
に含む。この過酸化物センサ装置は、被分析物質調節層を通って拡散し、次いで被分析物
質検知層中のグルコースオキシダーゼと反応するグルコースによってもたらされる過酸化
水素シグナルが、電流計で測定できるセンサの導電層中の陽極作用電極での電流の検出可
能な変化を生み出すように、陽極分極を介して機能する。次いで、陽極作用電極でのこの
電流の変化を、外部環境中のグルコースの濃度と相関付けることができる。したがって、
この設計物のセンサは、過酸化物をベースとしたグルコースセンサとして働くことができ
る。
【００９６】
　Ｅ．被分析物質センサ装置および素子の並べかえ：
　上記したように、本明細書で開示する本発明は、非常に薄い酵素コーティングを有する
センサを含むいくつかの実施形態を含む。本発明のそうした実施形態では、当業者は、本
明細書で開示する被分析物質センサ装置の様々な並べかえが可能である。上記したように
、本明細書で開示するセンサの一般的な実施形態の例は、ベース層、被覆層、およびベー
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ス層と被覆層との間に配置された電極などのセンサ素子を有する少なくとも１つの層を含
む。一般に、１つ以上のセンサ素子（例えば、作用電極、対向電極、基準電極等）の曝露
された部分は、適切な電極化学品（ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）を有する材料からなる非常に薄
い層でコーティングされている。例えば、乳酸オキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、
グルコースデヒドロゲナーゼまたはヘキソキナーゼなどの酵素は、被覆層に画成された開
口部またはアパーチャ内のセンサ素子の曝露された部分上に配置することができる。図２
Ａ，図２Ｂは本発明の典型的なセンサ構造１００の断面図を示す。センサは、センサ構造
１００を作製するための本発明の方法によって、お互いの上に配置された種々の導電性構
成要素と非導電性構成要素の複数の層から形成される。
【００９７】
　上記したように、本発明のセンサでは、センサの種々の層（例えば、被分析物質検知層
）は、その中に組み込まれた１つ以上の生体活性材料および／または不活性材料を有する
ことができる。本明細書で用いる「組み込まれた（ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ）」という
用語は、それによって組み込まれた材料が、その層の固相または支持マトリックスの外面
上またはその中に保持される任意の状態または状況を表すことを意味する。したがって、
「組み込まれた」材料は、例えば固定化されていても、物理的に取り込まれていても、ま
たは、マトリックス層の官能基に共有結合で結合されていてもよい。さらに、その追加の
ステップまたは薬剤が本発明の目的に不利益ではなく、その目的に合致する場合、前記材
料の「組み込み」を促進する任意のプロセス、試薬、添加剤または分子結合剤を用いるこ
とができる。この定義は、もちろん、その中に生体活性分子（例えば、グルコースオキシ
ダーゼなどの酵素）が「組み込まれる」本発明の実施形態のいずれにも適用される。例え
ば、本明細書で開示するセンサの特定の層は、架橋可能なマトリックスとして作用するア
ルブミンなどのタンパク性物質を含む。本明細書で用いるタンパク性物質は、実際の物質
が天然タンパク、不活性化タンパク質、変性タンパク質、加水分解された種であるかまた
はそれから誘導された産物であるタンパク質から通常誘導される物質を包含することを意
味する。適切なタンパク性材料の例には、これらに限定されないが、グルコースオキシダ
ーゼおよび乳酸オキシダーゼなどの酵素、アルブミン（例えば、ヒト血清アルブミン、ウ
シ血清アルブミン等）、カゼイン、γ－グロブリン、コラーゲンおよびコラーゲン誘導産
物（例えば、魚ゼラチン、魚グルー、動物ゼラチンおよび動物グルー）が含まれる。
【００９８】
　本発明の例示的実施形態を図２Ａ，図２Ｂに示す。この実施形態は、センサ１００を支
持するための電気絶縁性ベース層１０２を含む。電気的絶縁層ベース１０２はセラミック
基体などの材料から作製することができ、それは自立性であっても、当業界で周知の他の
材料でさらに支持されていてもよい。代替の実施形態では、電気的絶縁層１０２は、リー
ルから供給されるポリイミド基体、例えばポリイミドテープを含む。層１０２をこの形態
で供給すると、清浄で高い密度の大量生産を容易にすることができる。さらに、そうした
ポリイミドテープを用いたいくつかの製造方法では、センサ１００をテープの両側に作製
することができる。
【００９９】
　本発明の典型的な実施形態は、ベース層１０２上に配置された被分析物質検知層を含む
。例示的な実施形態では、図２Ａ，図２Ｂに示すように、被分析物質検知層は絶縁性ベー
ス層１０２上に配置された導電層１０４を含む。一般に、導電層１０４は１つ以上の電極
を含む。以下で説明するように、導電層１０４は、多くの既知の技術および材料を用いて
施用することができるが、センサ１００の電気回路は一般に、配置された導電層１０４を
所望のパターンの導電性パスにエッチングすることによって画成される。センサ１００の
ための典型的な電気回路は、近接端に導体パッドを形成するための領域を有し、遠位端に
センサ電極を形成するための領域を有する、２つ以上の隣接する導電性パスを含む。ポリ
マーコーティングなどの電気絶縁性保護被覆層１０６は一般に、導電層１０４の一部に配
置されている。絶縁性保護層１０６として使用することができるポリマーコーティングに
は、これらに限定されないが、ポリイミド、生体適合性ソルダーマスク、エポキシアクリ
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ルコポリマーまたは同様のものなどの非毒性の生体適合性ポリマーが含まれる。さらに、
これらのコーティングは、導電層１０４へ通るアパーチャ１０８のフォトリソグラフィー
による形成を容易にするために、光画像形成可能なものであってよい。本発明の特定の実
施形態では、被分析物質検知層は、センサ中の電極として機能する素子のこの組合せと一
緒に、多孔質の金属および／またはセラミックおよび／またはポリマーマトリックス上に
配置される。
【０１００】
　本発明のセンサでは、センサ１００の導体パッドと電極を画成するために、１つ以上の
曝露された領域またはアパーチャ１０８を、保護層１０６を通って導電層１０４の方へ形
成させることができる。フォトリソグラフィー現像法に加えて、アパーチャ１０８は、レ
ーザー切断（レーザーアブレーション）、化学研磨またはエッチングまたは同様のものを
含むいくつかの技術で形成させることができる。二次のフォトレジストを被覆層１０６に
施用して、アパーチャ１０８を形成させるために取り除かれる保護層の領域を画成するこ
ともできる。動作センサ１００は一般に、電気的に互いに隔てられた作用電極および対向
電極などの複数の電極を含むが、通常互いに近接して配置される。他の実施形態は基準電
極を含むこともできる。さらに他の実施形態は、センサ上には形成されていない別個の基
準素子を用いることができる。曝露電極および／または導体パッドに、アパーチャ１０８
を介して追加のメッキ加工などの二次加工を施して、表面を作製し、かつ／または導電性
領域を強化することもできる。
【０１０１】
　被分析物質検知層１１０は一般に、アパーチャ１０８を介して導電層１０４の１つ以上
の曝露電極上に配置される。一般に、被分析物質検知層１１０はセンサ化学層であり、最
も典型的には酵素層である。一般に、被分析物質検知層１１０は酵素グルコースオキシダ
ーゼまたは酵素乳酸オキシダーゼを含む。そうした実施形態では、被分析物質検知層１１
０はグルコースと反応して、過酸化水素を生成する。その過酸化水素は電極への電流を調
節するものであり、それをモニタして存在するグルコースの量を測定することができる。
センサ化学層１１０は、導電層の一部または導電層の全領域の上に施用することができる
。一般に、センサ化学層１１０は、導電層を含む作用電極および対向電極の一部の上に配
置される。薄いセンサ化学層１１０を作製するためのいくつかの方法には、スピンコーテ
ィング法、浸漬乾燥法、低せん断噴霧法、インクジェットプリント法、シルクスクリーン
法などが含まれる。最も典型的には、薄いセンサ化学層１１０はスピンコーティング法に
より施用される。
【０１０２】
　被分析物質検知層１１０は通常１つ以上の被膜層でコーティングされている。本発明の
いくつかの実施形態では、そうした１つの被膜層は、被分析物質検知層の酵素と接触可能
な被分析物質の量を制御することができる膜を含む。例えば、被膜層は、電極上のグルコ
ースオキシダーゼ酵素層と接触するグルコースの量を制御するグルコース制限膜などの被
分析物質調節膜層を含むことができる。そうしたグルコース制限膜は、そのような目的に
適していることが分かっている様々な材料、例えばシリコーン、ポリウレタン、ポリ尿素
酢酸セルロース、Ｎａｆｉｏｎ、ポリエステルスルホン酸（Ｋｏｄａｋ　ＡＱ）、ヒドロ
ゲルまたは当業者に知られている他の任意の膜から作製することができる。以下の節で論
じるように、本発明の例示的実施形態は、ポリ（ジメチルシロキサン）または同様のもの
から作製され、かつ、被分析物質の感知を容易にするためにその中に配置された複数の細
孔を任意選択で含む被分析物質センサ（例えば、グルコース制限膜）で使用するための被
分析物質調節膜である。任意選択で、膜の中の複数の細孔の１つ以上は親水性組成物で満
たされている。
【０１０３】
　本発明のいくつかの実施形態では、被膜層は、グルコースがセンサ化学層１１０と接触
するのを制御するために、センサ化学層１１０の上に配置されているグルコース制限膜層
１１２である。本発明のいくつかの実施形態では、図２Ａ，図２Ｂに示すように、その接
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触および／または接着を容易にするために、接着促進層１１４は、膜層１１２とセンサ化
学層１１０との間に配置されている。接着促進層１１４は、そうした層間の結合を容易に
するのに当業界で知られている様々な材料のいずれかで作製することができる。一般に、
接着促進層１１４はシラン化合物を含む。代替の実施形態では、センサ化学層１１０中の
タンパク質または同様の分子は、接着促進層１１４が存在しない下で、膜層１１２がセン
サ化学層１１０と直接接触して配置されるように十分に架橋されているか、あるいは調製
されていてよい。
【０１０４】
　上記したように、本発明の実施形態は１つ以上の官能性被膜層を含むことができる。本
明細書で用いる「官能性被膜層」という用語は、センサの少なくとも１つの表面の少なく
とも一部、より一般的にはセンサの表面のほぼ全体を被覆しており、かつ、センサが置か
れている環境下で化合物、細胞およびその断片などの１つ以上の被分析物質と相互作用す
ることができる層を意味する。官能性被膜層の非限定的な例には、センサ化学層（例えば
、酵素層）、被分析物質制限層、生体適合性層；センサの滑りやすさを増大させる層；セ
ンサへの細胞付着を促進する層；センサへの細胞付着を低減させる層などが含まれる。一
般に、被分析物質調節層は、１つ以上のグルコースなどの被分析物質がそれらの層を通っ
て拡散するのを阻止または制限するように機能する。任意選択で、そうした層を、その層
を通るある種の分子（例えば、グルコース）の拡散を阻止または制限し、同時に、その層
を通る他の種類の分子（例えば、Ｏ２）の拡散を可能にするか、さらには容易にするよう
に形成させることができる。官能性被膜層の例は、米国特許第５，７８６，４３９号およ
び同第５，３９１，２５０号に開示されているものなどのヒドロゲルである。それぞれの
開示を本願に引用して援用する。そこに記載されているヒドロゲルは、取り囲む水層を備
えるのが有利である様々な埋め込み可能なデバイスで特に有用である。
【０１０５】
　本明細書で開示するセンサ実施形態は、ＵＶ吸収性ポリマーを有する層を含むことがで
きる。本発明の一態様によれば、ＵＶ吸収性ポリマーを含む少なくとも１つの官能性被膜
層を備えるセンサが提供される。いくつかの実施形態では、ＵＶ吸収性ポリマーはポリウ
レタン、ポリ尿素またはポリウレタン／ポリ尿素コポリマーである。より一般的には、選
択されるＵＶ吸収性ポリマーは、ジイソシアナート、少なくとも１種のジオール、ジアミ
ンまたはその混合物と多官能ＵＶ吸収性モノマーを含む反応混合物から生成させる。
【０１０６】
　ＵＶ吸収性ポリマーは、ロードらの「Ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ　Ｓｅｎｓｏｒ　
Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ　Ｓｅｔ」という名称の米国特許第５，３９０，６７１号；ウィルソ
ンらの「Ｉｍｐｌａｎｔａｂｌｅ　Ｇｌｕｃｏｓｅ　Ｓｅｎｓｏｒ」という名称の同第５
，１６５，４０７号；およびゴッホの「Ｔｗｏ－Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　Ｄｉｆｆｕｓ
ｉｏｎ　Ｇｌｕｃｏｓｅ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　Ｓｅｎｓｉｎｇ　Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ」
という名称の米国特許第４，８９０，６２０号に記載されているものなどの様々なセンサ
加工法において有利に用いられる。これらの特許を本願に引用して援用する。しかし、セ
ンサ素子の上かまたは下にＵＶ吸収性ポリマー層を形成させるステップを含むいずれのセ
ンサ製造法も、本発明の範囲内に含まれるものとする。具体的には、本発明の方法は薄膜
加工法に限定されず、ＵＶレーザーカットを用いる他のセンサ加工法を用いて加工するこ
とができる。実施形態は、厚膜状、平面状または円筒状センサ等、およびレーザーカット
を必要とする他のセンサを用いて加工することができる。
【０１０７】
　本明細書で開示するように、本発明のセンサは、糖尿病患者の血中グルコース濃度をモ
ニタする皮下または経皮グルコースセンサとして使用するために特に設計される。一般に
、各センサは、複数のセンサ素子、例えば、下にある絶縁性薄膜ベース層と上にある絶縁
性薄膜被覆層との間に形成された細長い薄膜導体などの導電性素子を含む。
【０１０８】
　望むなら、単一のセンサ中に複数の異なるセンサ素子を含めることができる。例えば、
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導電性センサ素子と反応性センサ素子の両方を１つのセンサに合体させることができる、
任意選択で、各センサ素子はベース層の異なる部分に配置される。１つ以上の制御素子も
備えることができる。そうした実施形態では、センサは、その被覆層に複数の開口部また
はアパーチャを画成しておくことができる。センサが置かれている環境で１つ以上の被分
析物質とのベース層の相互作用をもたらすために、１つ以上の開口部は、ベース層の一部
のすぐ上の被覆層に画成することもできる。ベース層および被覆層は様々な材料、一般に
ポリマーを含むことができる。より具体的な実施形態では、ベース層および被覆層はポリ
イミドなどの絶縁材料を含む。開口部は、遠位端の電極および近接端の導体パッドに曝露
されるように通常被覆層中に形成される。例えば、グルコースをモニタリングする用途で
は、センサを経皮的に配置し、それによって、遠位端電極は患者の血液または細胞外流体
と接触しており、導体パッドは、モニタリングデバイスとの連結に好都合なように外部に
配置されるようにすることができる。
【０１０９】
　本発明のセンサは、所望の任意の構造、例えば平面状または円筒状の構造を有すること
ができる。ベース層１０２は剛性ポリマー層などの自立性の層、または軟質フィルムなど
の非自立性の層とすることができる。後者の実施形態は、連続的に巻き戻され（unwound
）、センサ素子や被膜層が連続的に塗布されるポリマーフィルムロールを用いて、センサ
を連続的に製造できるという点で望ましい。
【０１１０】
　本発明の一般的実施形態は、ベース層、複数のセンサ素子を含むベース層上に配置され
た被分析物質検知層、導電層上の複数の感知素子のすべてを被覆する被分析物質検知層上
に配置された酵素層（一般に２μｍ未満の厚さ）および１つ以上の被膜層を含む、体内に
埋め込むように設計されたセンサである。一般に、酵素層は、通常担体タンパク質とほぼ
一定の比でグルコースオキシダーゼを含む。特定の実施形態では、グルコースオキシダー
ゼおよび担体タンパク質は、配置された酵素層全体にわたってほぼ均一に分布している。
一般に、担体タンパク質は、通常アルブミンを約５重量％の量で含む。本明細書で用いる
「アルブミン」は、ヒト血清アルブミン、ウシ血清アルブミンなどの、ポリペプチド組成
物を安定化させるのに当業者によって通常用いられるアルブミンタンパク質を指す。本発
明のいくつかの実施形態では、被膜層は、酵素層に接触できる被分析物質の量を制御する
ために、センサ上に配置される被分析物質接触層である。他の実施形態では、センサは酵
素層と被分析物質接触層との間に配置された接着促進層を含み、その酵素層は１、０．５
、０．２５または０．１μｍ未満の厚さである。
【０１１１】
　本発明の一態様は、向上した材料特性を有する改善された電極化学品コーティング物（
例えば、２μｍ未満の厚さの酵素コーティング）を有するセンサを作製するための方法を
含む。本発明の極めて薄い酵素コーティングを作製する方法には、スピンコーティング法
、浸漬乾燥法、低せん断噴霧法、インクジェットプリント法、シルクスクリーン法などが
含まれる。一般に、そうしたコーティングは、塗布した後に蒸気架橋される。驚くべきこ
とに、これらの方法で作製されたセンサは、長い寿命、直線性、規則性、ならびに向上し
たシグナルとノイズの比を含む、電着で作製されたコーティングを有するセンサのそれを
超える材料特性を有する。さらに、このような方法で形成させたグルコースオキシダーゼ
コーティングを用いる本発明の特定のセンサ実施形態は、過酸化水素を再循環させ、かつ
、そうしたセンサの生体適合性プロファイルを向上するように設計される。本発明の例示
的実施形態は、過酸化水素を消費し、かつ酸素を再循環するように設計されたものを含む
。
【０１１２】
　この関連では、本発明の例示的実施形態は、電極などのマトリックスの表面上に安定化
されたグルコースオキシダーゼの約２μｍ未満のコーティングを作製する方法であって、
グルコースオキシダーゼを一定の比（通常グルコースオキシダーゼ安定化特性を最適化さ
せる比）でアルブミンと結合するステップと、スピンコーティング法、浸漬乾燥法、マイ
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クロ被着法、ジェットプリンター被着法、スクリーンプリント法またはドクターブレード
法からなる群から選択される方法でマトリックスの表面にグルコースオキシダーゼとアル
ブミンの混合物を施用するステップとを含む方法である。一般に、安定化されたグルコー
スオキシダーゼコーティングはスピンコーティング法により電極の表面に施用する。いく
つかの実施形態では、グルコースオキシダーゼ／アルブミンは、アルブミンが約５重量％
の量で存在する生理学的溶液（例えば、中性ｐＨのリン酸緩衝生理食塩水）で調製される
。任意選択で、導電層上に形成される安定化されたグルコースオキシダーゼ層は２、１、
０．５、０．２５または０．１μｍ未満の厚さである。本発明の密接に関連する実施形態
は電極の表面をコーティングための安定化されたグルコースオキシダーゼ層であって、そ
のグルコースオキシダーゼがその層内で担体タンパク質と一定の比で混合されており、グ
ルコースオキシダーゼと担体タンパク質が層全体にほぼ均一に分布している層である。一
般に、その層は２μｍ未満の厚さである。
【０１１３】
　本発明の実施形態は、被分析物質検知層が多孔質金属および／またはセラミックおよび
／またはポリマーマトリックス上に配置されている設計物を含む。この素子の組合せはセ
ンサ内の電極として機能する。本発明の関連する実施形態は、ベース層と、少なくとも１
つの作用電極と少なくとも１つの対向電極を含むベース層上に配置された導電層と、その
導電層上に配置された２μｍ未満の厚さの被分析物質検知層と、一般にその層を通して拡
散し被分析物質検知層と接触することができる被分析物質の量を制限することによって、
酵素層と接触する被分析物質の量を制御する被分析物質調節層とを含む電気化学的被分析
物質センサである。本発明の任意選択の実施形態では、作用電極および／または作用電極
のコーティング表面は対向電極および／または対向電極のコーティング表面より大きい。
いくつかの実施形態では、酵素層は、それを作用電極と対向電極の上に、一定の比で担体
タンパク質と組み合わせてコーティングすることによって安定化されたグルコースオキシ
ダーゼを含む。一実施形態では、このグルコースオキシダーゼ酵素層は導電層を実質的に
被覆する。グルコースオキシダーゼ酵素層が、導電層全体に均一なコーティングで配置さ
れている実施形態は典型的なものである。その理由は、異なる材料特性を有する異なるコ
ーティングの選択的層間剥離などの、単一の層上に複数の異なるコーティングを有するセ
ンサに付随する問題を回避できるからである。一般に、このセンサは酵素層と被分析物質
調節層との間に配置された接着促進層を含む。
【０１１４】
　本発明の関連する実施形態は、ベース層と、少なくとも１つの作用電極と、少なくとも
１つの基準電極および少なくとも１つの対向電極を含むベース層上に配置された導電層と
、その導電層上に配置された酵素層と、その酵素層と接触する被分析物質の量を制御する
被分析物質調節被覆層とを含む電気化学的被分析物質センサである。いくつかの実施形態
では、酵素層は２μｍ未満の厚さであり、作用電極、基準電極および対向電極の少なくと
も一部の上にコーティングされている。例示的な実施形態では、酵素層は作用電極、基準
電極および対向電極を実質的に被覆している。任意選択で、酵素層は、担体タンパク質（
例えば、アルブミン）と一定の比で組み合わせてグルコースオキシダーゼを含む。一般に
、センサは酵素層と被分析物質調節層との間に配置された接着促進層を含む。
【０１１５】
　本発明のさらに他の実施形態は、体内に埋め込むためのグルコースセンサであって、ベ
ース層と、そのベース層上に配置された導電層と、その導電層上に配置されたグルコース
オキシダーゼを含む被分析物質検知層であって、そのグルコースオキシダーゼは、それを
規定の比でアルブミンと結合することによって安定化されており、さらに、グルコースオ
キシダーゼとアルブミンが、配置された層全体にほぼ均一に分布している検知層と、グル
コース制限層を通して拡散してグルコースオキシダーゼ層と接触するグルコースの量を制
御するグルコース制限層を含むセンサを含む。いくつかの実施形態では、導電層は少なく
とも１つの作用電極と少なくとも１つの対向電極を含む複数のセンサ素子を含む。そうし
たセンサの実施形態では、グルコースオキシダーゼを含む被分析物質検知層は一般に、２
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、１、０．５、０．２５または０．１μｍ未満の厚さであり、層中のアルブミンは約５重
量％の量で存在する。一般に、センサは、グルコースオキシダーゼを含む被分析物質検知
層とグルコース制限層との間に配置された接着促進層を含む。
【０１１６】
　Ｆ．被分析物質センサ装置の構造：
　臨床の場において、グルコースおよび／または乳酸塩などの被分析物質のレベルの正確
かつ比較的迅速な判定は、電気化学的センサを用いて血液試料から測定することができる
。従来のセンサは多くの使用可能部品を含んで大きな形で加工されている。すなわち、多
くの状況において、小さい平面状のセンサはより好都合である。本明細書で用いる「平面
状」という用語は、例えば周知の厚膜または薄膜の技術を用いて、比較的薄い材料の層を
含む実質的に平面状の構造物を加工する周知の手順を指す。例えばリューらの米国特許第
４，５７１，２９２号およびパパダキスらの同第４，５３６，２７４号を参照されたい。
その両方を本願に引用して援用する。以下に記すように、本明細書で開示する本発明の実
施形態は、当業界の既存のセンサより広い範囲の幾何学構造（例えば、平面）を有してい
る。さらに、本発明の特定の実施形態は、薬剤輸液ポンプなどの他の装置に連結された１
つ以上の本明細書で開示するセンサを含む。
【０１１７】
　図２Ａ，図２Ｂは本発明の典型的な被分析物質センサ構造の概略図を示す。図３は被分
析物質センサ装置で作製することができる比較的平らな「リボン」型構造の概観図（上側
）と断面図（下側）を示す。そうした「リボン」型構造は、グルコースオキシダーゼなど
の感知酵素のスピンコーティング（柔軟性の高いセンサ形状物の設計および製造を可能に
する極めて薄い酵素コーティングを作製する製造ステップである）によってもたらされる
本明細書で開示するセンサの利点を示す。そうした薄い酵素コーティングがなされたセン
サは、埋め込み可能なデバイスに非常に望ましい特性であるより小さいセンサ領域を可能
にし、同時にセンサ感度を維持することなどの他の利点を提供する（例えば、より小さい
デバイスは埋め込みやすい）。したがって、スピンコーティングなどの方法で形成させる
ことができる非常に薄い被分析物質検知層を用いる本発明のセンサ実施形態は、電着など
の方法によって形成された酵素層を用いたセンサより、広い範囲の幾何学構造（例えば、
平面）を有することができる。
【０１１８】
　図４Ａおよび図４Ｂは、複数の作用電極、対向電極および基準電極などの複数の導電性
素子を含む様々なセンサ構造を示す。このような構造の利点には表面がより広いことが含
まれ、これはより高いセンサ感度をもたらす。例えば、図４Ｂに示すセンサ構造では、こ
のパターン（７つのビアホールを含む）には第３の作用センサが導入されている。このよ
うな構造の明らかな１つの利点は、３つのセンサのシグナルの平均化である。この平均化
はセンサの精度を高める。他の利点には、複数の被分析物質を測定できることが含まれる
。具体的には、この構成（例えば、複数の作用電極、対向電極および基準電極）で電極を
含む被分析物質センサ構造を、複数の被分析物質センサの中に組み込むことができる。酸
素、過酸化水素、グルコース、乳酸塩、カリウム、カルシウムおよび任意の他の生理学的
に該当する物質／被分析物質などの複数の被分析物質の測定は、いくつかの利点、例えば
そうしたセンサが線形応答性ならびに較正および／または再較正のしやすさをもたらすと
いう利点を提供する。
【０１１９】
　複数のセンサデバイスの例は、陰極で分極し、グルコースがグルコースオキシダーゼと
相互作用した結果として作用電極（陰極）で発生する酸素濃度の変化を測定するように設
計された第１のセンサと、陽極で分極し、外部環境、およびグルコースオキシダーゼとの
相互作用によりもたらされるグルコースの結果として作用電極（陽極）で発生する過酸化
水素濃度の変化を測定するように設計された第２のセンサを有する単一デバイスを含む。
当業界で周知のように、そうした設計物においては、酸素がセンサに接触するのに従って
、第１の酸素センサでは通常、作用電極で電流の減少が起こることになり、他方、図１に
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示すように、発生した過酸化水素センサに接触するのに従って、第２の過酸化水素センサ
では通常、作用電極で電流の増加が起こることになる。さらに、当業界で周知のように、
それぞれのセンサシステムにおける、基準電極に対する作用電極で生じる電流の変化の結
果は、酸素および過酸化水素分子の濃度の変化と相関しており、次いでそれは、外部環境
（例えば、哺乳動物の身体）でのグルコースの濃度と相関付けすることができる。
【０１２０】
　図５Ａは、本発明の被分析物質センサを、薬剤輸液ポンプなどの他の医療用デバイスと
どのように連結することができるかを示す図である。図５Ｂはこのスキームの変更形態を
示す図である。本発明の入れ替え可能被分析物質センサは、例えば、医療用デバイス（例
えば、ロック用電気接続部を有する皮下ポート）に連結されたポートを使用することによ
って、薬剤輸液ポンプなどの他の医療用デバイスに連結することができる。
【０１２１】
　ＩＩ．本発明の被分析物質センサ装置を作製するための例示的な方法および材料：
　多くの文献、米国特許および特許出願は、本明細書で開示する一般的方法および材料に
ついての先行技術の状況を記載しており、さらに、本明細書で開示するセンサ設計物で用
いることができる様々な素子を記載している。それらには、例えば、米国特許第６，４１
３，３９３号、同第６，３６８，２７４号、同第５，７８６，４３９号、同第５，７７７
，０６０号、同第５，３９１，２５０号、同第５，３９０，６７１号、同第５，１６５，
４０７号、同第４，８９０，６２０号、同第５，３９０，６７１号、同第５，３９０，６
９１号、同第５，３９１，２５０号、同第５，４８２，４７３号、同第５，２９９，５７
１号、同第５，５６８，８０６号；米国特許出願２００２００９０７３８；ならびにＰＣ
Ｔ国際公開番号ＷＯ０１／５８３４８、ＷＯ０３／０３４９０２、ＷＯ０３／０３５１１
７、ＷＯ０３／０３５８９１、ＷＯ０３／０２３３８８、ＷＯ０３／０２２１２８、ＷＯ
０３／０２２３５２、ＷＯ０３／０２３７０８、ＷＯ０３／０３６２５５、ＷＯ０３／０
３６３１０およびＷＯ０３／０７４１０７が含まれる。そのそれぞれの内容を本願に引用
して援用する。
【０１２２】
　糖尿病患者のグルコース濃度モニタするための典型的なセンサは、シチリら：「Ｉｎ　
Ｖｉｖｏ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｎｅｅｄｌｅ－Ｔｙｐｅ　Ｇｌｕｃ
ｏｓｅ　Ｓｅｎｓｏｒ－Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　ｏｆ　Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ　
Ｇｌｕｃｏｓｅ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｈｕｍａｎ　Ｖｏｌｕｎｔｅｅ
ｒｓ」，Ｈｏｒｍ．Ｍｅｔａｂ．Ｒｅｓ．，Ｓｕｐｐｌ．Ｓｅｒ．２０：１７－２０（１
９８８）；ブルッケルら：「Ｉｎ　Ｖｉｖｏ　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｓｕｂｃ
ｕｔａｎｅｏｕｓ　Ｇｌｕｃｏｓｅ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｗｉｔｈ　ａｎ　
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　Ｇｌｕｃｏｓｅ　Ｓｅｎｓｏｒ　ａｎｄ　ａ　Ｗｉｃｋ　Ｍｅｔｈ
ｏｄ」，Ｋｌｉｎ．Ｗｏｃｈｅｎｓｃｈｒ．６７：４９１－４９５（１９８９）；および
ピックアップら：「Ｉｎ　Ｖｉｖｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｓｅｎｓｉｎｇ　ｉｎ　Ｄｉ
ａｂｅｔｅｓ　Ｍｅｌｌｉｔｕｓ：Ａｎ　Ｉｍｐｌａｎｔａｂｌｅ　Ｇｌｕｃｏｓｅ　Ｓ
ｅｎｓｏｒ　ｗｉｔｈ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ」Ｄｉａｂ
ｅｔｏｌｏｇｉａ　３２：２１３－２１７（１９８９）にさらに記載されている。他のセ
ンサは、例えばリーチらのＡＤＶＡＮＣＥＳ　ＩＮ　ＩＭＰＬＡＮＴＡＢＬＥ　ＤＥＶＩ
ＣＥＳ，Ａ．Ｔｕｒｎｅｒ（ｅｄ．），ＪＡＩ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ，Ｃｈａｐ．
１，（１９９３）に記載されている。これらを本願に引用して援用する。
【０１２３】
　Ａ．被分析物質センサを作製するための一般的方法：
　本明細書で開示する本発明の典型的な実施形態は、哺乳動物内に埋め込むためのセンサ
装置を作製する方法であって、ベース層を用意するステップと、そのベース層上に、電極
（通常作用電極、基準電極および対向電極）を含む導電層を形成させるステップと、その
導電層上に、被分析物質の存在下、導電層中の電極で電流を変えることができる組成物を
含む被分析物質検知層を形成させるステップと、任意選択で、その被分析物質検知層上に
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タンパク質層を形成させるステップと、被分析物質検知層または任意選択のタンパク質層
上に接着促進層を形成させるステップと、接着促進層上に配置されており、かつその調節
層を通る被分析物質の拡散を調節する組成物を含む被分析物質調節層を形成させるステッ
プと、その被分析物質調節層の少なくとも一部の上に配置されており、かつ被分析物質調
節層の少なくとも一部にわたってアパーチャをさらに含む被覆層を形成させるステップと
を含む方法である。本発明の特定の実施形態では、被分析物質センサ装置は平面幾何構造
で形成される。
【０１２４】
　本明細書で開示するように、センサの種々の層は、センサの特定の設計によって変えら
れる様々な異なる特徴を示すように作製することができる。例えば、接着促進層は、セン
サ構造全体を安定化させることができるその能力のため選択される化合物、典型的にはシ
ラン組成物を含む。本発明のいくつかの実施形態では、被分析物質検知層はスピンコーテ
ィング法で形成され、１、０．５、０．２５および０．１μｍ未満の高さからなる群から
選択される厚さを有する。
【０１２５】
　一般に、センサを作製する方法は、被分析物質検知層上にタンパク質層を形成させるス
テップであって、そのタンパク質層内のタンパク質がウシ血清アルブミンおよびヒト血清
アルブミンからなる群から選択されるアルブミンであるステップを含む。一般に、センサ
を作製する方法は、グルコースオキシダーゼ、グルコースデヒドロゲナーゼ、乳酸オキシ
ダーゼ、ヘキソキナーゼおよび乳酸脱水素酵素からなる群から選択される酵素組成物を含
む被分析物質検知層を形成させるステップを含む。そうした方法では、被分析物質検知層
は一般に、酵素とほぼ一定の比で担体タンパク質組成物を含み、その酵素と担体タンパク
質は被分析物質検知層全体にほぼ均一に分布している。
【０１２６】
　Ｂ．多孔性酵素マトリックスを作製するための一般的方法：
　本発明の一実施形態は多孔質金属マトリックスを含む。そうした材料を作製するための
様々な方法は当業界で周知である。例えば、過去数年で、多孔質金属材料、特にアルミニ
ウムまたはアルミニウム合金などの金属でできた泡状物への関心が増大してきている。し
たがって、本発明の特定の実施形態では、マトリックスは金属性泡状物を含むことができ
る。多孔質金属は平滑な表面を有する多くの細孔、すなわち閉鎖した曲線状の気体空隙を
含む金属である。金属（性）泡状物は多孔質金属の特殊なものである。固体泡状物は、そ
の中で気泡が液体中に微細に分散した液体泡状物からもたらされる。金属スポンジでは、
空間は、連続的なネットワークを形成しており、かつ、これも相互につながっている空間
のネットワークと共存する金属のピースで満たされている。この種の例示的方法および材
料は、例えば：Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍｅｔａｌｓ：Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅ，Ｐｒｏｐｅ
ｒｔｉｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：Ｊ．バンハート、Ｎ．Ａ．フレック、
Ａ．モーテンセン（編集者）；およびＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　３ｒｄ　
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍｅｔ
ａｌｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔａｌ　Ｆｏａｍｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＭｅｔＦｏａｍ
　２００３）、Ｊ．バンハート、Ｍ．Ｆ．アシュビー、Ｎ．Ａ．フレック（編集者）に記
載されている。その内容を本願に引用して援用する。
【０１２７】
　特定の具体的な方法の例では、多孔質金属基体は、レーザービームまたはいくつかの他
の種類の穿孔技術を用いて、金属シート、フィルム、箔、棒状物または塊状物に、小さい
穴を開けることによって作製することができる。他の特定の実施形態では、多孔質金属基
体として織り金網を用いることができる。例えば、３－ＤマイクロメッシュＮｉ電極の加
工法などの、電気メッキを用いた３－ＤマイクロメッシュＮｉ構造の加工が当業界で記述
されている。具体的には、多重傾斜背面曝露法（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｉｎｃｌｉｎｅｄ　
ｂａｃｋｓｉｄｅ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ）によって加工された逆マイクロメッシュフォトレ
ジスト構造物を、Ｎｉ電気メッキの鋳型として用いることができる。この方法によって、
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直径約３μｍのＮｉメッシュを有するものが得られる。
【０１２８】
　他の特定の方法では、プリント法によって所望の空隙率、細孔サイズ分布およびねじれ
を有する本発明の実施形態の金属基体を作製することができる。一実施形態は、多孔質金
属マトリックスを作製するプリント法であって、細孔形成キャリヤ溶媒中に懸濁された微
細金属粒子のインクを形成させるステップと、基体上にそのインクをプリントするステッ
プと、任意選択で、所望の厚さのフィルムを得るためにこれを繰り返すステップと、プリ
ントされた金属マトリックスを乾燥して細孔形成用のキャリヤ溶媒を除去するステップと
、金属粒子を互いに結合させて多孔質金属マトリックスができるように、得られた金属粉
末の多孔質床を焼成するステップとを含む方法である。
【０１２９】
　金属基体は、センサ組立体上かまたは暫定基体上の適当な位置に直接、フィルムとして
プリントするかまたは鋳型の枠内にプリントすることができる。インクは、細孔形成キャ
リヤ中に懸濁した微細金属粒子からなっていてよい。金属粒子は単一の純粋な金属または
合金からなっていてよい。異なる種類の金属粒子は、同時にプリントして混合物を形成さ
せることも、異なる時間にプリントして層を形成させることもできる。細孔形成キャリヤ
は、様々なポリマー、ガラス、セラミックおよび／またはフリット材料を用いるかまたは
用いない溶媒からなっていてよい。鋳型は様々なセラミック、ポリマーまたは金属からな
っていてよい。鋳型を満たすかまたは所望の厚さのフィルムを得るために、インクからな
る多くの薄層をプリントする必要がある。溶媒を除去するために、プリントした金属マト
リックスを適切な温度で乾燥することができる。次いで、得られた金属粉末の多孔質床を
、おおよそ３５０℃～２，０００℃の範囲で焼成して金属粒子（存在する場合はセラミッ
ク粒子も）を一緒に結合させることができる。これによって、その上にＧＯｘなどの酵素
を固定化できる、高度に多孔質のねじれた金属基体を形成することができる。望むなら、
金属基体の形態は、金属粒子のサイズ、ならびに細孔形成キャリヤの組成を変えることに
よって調節することができる。さらに、プリントされた材料から、インク中に含まれる様
々なガラス、セラミックおよび／または金属粒子を、これらに限定されないが、フッ化水
素酸や水酸化ナトリウムなどの材料を用いてエッチングして細孔を生成させることができ
る。金属基体をグルコースオキシダーゼでコーティングする前に、標準的技術を用いて白
金黒メッキをしてもしなくてもよい。
【０１３０】
　酵素組成物は、当業界で周知の様々な方法のいずれかにより多孔性マトリックスに施用
することができる。１つの例示的な実施形態では、グルコースオキシダーゼなどの酵素を
、溶媒中に溶解し、それを多孔質金属基体上に浸漬、または噴霧またはスピンコーティン
グすることができる。いくつかの基体の幾何形状および形態については、上記の方法の代
わりに、細孔を通して酵素溶液をポンプ輸送することが望ましいことがある。コーティン
グ溶媒は、これらに限定されないが、種々のアルコール、ジメチルスルホキシドおよびポ
リオキシエチレン（２０）ソルビタンモノラウレート（「Ｔｗｅｅｎ（商標）２０」）を
含む水性緩衝液および／または種々の有機溶媒および／または界面活性剤からなってよい
。多孔性基体中へのタンパク質の進入は、その組成を変えて酵素溶液の粘度を低下させ、
かつ／または、コーティングした基体に真空および／または遠心分離および／または超音
波震動を施すことによって促進させることができる。これらに限定されないが：ウシ血清
アルブミン、ヒト血清アルブミン、ポリエチレングリコールおよびＯ’，Ｏ’－ビス（２
－アミノプロピル）ポリエチレングリコール（「ジェファーミン（Ｊｅｆｆａｍｉｎｅ）
（登録商標）」）などの他のバイオポリマーおよび／または合成ポリマーを、賦形剤とし
て、酵素と一緒にコーティングすることもできる。コーティングされた酵素および賦形剤
（あるとしたら）は、適切なホモ二官能性（すなわち、グルタルアルデヒドまたはスベリ
ン酸ジサクシンイミジル）、ヘテロ二官能性（すなわち、スクシンイミジル－４－［Ｎ－
マレイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシレート）、三官能性（すなわち、４
－アジド－２－ニトロフェニルビオシチン－４－ニトロフェニルエステル）、および／ま
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たはゼロ長（すなわち、１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミ
ド塩酸塩）架橋剤、またはタンパク質固定化、バイオ複合体技術または高分子化学の分野
によく精通した個々の技術者によって選択される薬剤を用いて金属基体上に固定化される
。
【０１３１】
　代替の実施形態では、ＰＨＯＴＯＬＩＮＫ（商標）の商標でＳｕｒＭｏｄｉｃｓ　Ｉｎ
ｃ．から提供されている方法を用いて、グルコースオキシダーゼなどの酵素を多孔質金属
基体上に固定化することができる。そうしたＰＨＯＴＯＬＩＮＫ（商標）の方法は、米国
特許第号３，９５９，０７８号、同第４，７２２，９０６号、同第５，２２９，１７２号
、同第５，３０８，６４１号、同第５，３５０，８００号および同第５，４１５，９３８
号に記載されている。
【０１３２】
　本明細書で開示するように、本発明の他の実施形態は本質的に剛性で非膨張性の多孔性
酵素－ポリマーマトリックスを含む。この関連では、マクロ多孔性ポリマーの成形した連
続状のロッドが、クロマトグラフ分離媒体として使用するために開発されている（例えば
、米国特許第５，４５３，１８５号およびＰＣＴ公開番号ＷＯ９３／０７９４５を参照さ
れたい。その内容を本願に引用して援用する）。例としては、これらに限定されないが、
ポリ（グリシジルメタクリレート－ｃｏ－エチレンジメタクリレート）およびポリ（スチ
レン－ｃｏ－ジビニルベンゼン）が含まれる。米国特許第５，４５３，１８５号に開示さ
れているように、典型的な重合混合物は、少なくとも１種のポリビニルモノマー、フリー
ラジカル生成開始剤およびポロゲンを少なくとも含む。その混合物は、１つ以上のモノビ
ニルモノマーおよび／または溶解性ポリマーまたは不溶性マクロ多孔性ポリマーの粒子を
含むこともできる。適切なポリビニルモノマーには、ジビニルベンゼン、ジビニルナフタ
レン、ジビニルピリジン、アルキレンジメタクリレート、ヒドロキシアルキレンジメタク
リレート、ヒドロキシアルキレンジアクリレート、オリゴエチレングリコールジメタクリ
レート、オリゴエチレングリコールジアクリレート、ポリカルボン酸のビニルエステル、
ジビニルエーテル、ペンタエリトリトールジ－、トリもしくはテトラメタクリレートまた
はアクリレート、トリメチロプロパントリメタクリレートまたはアクリレート、アルキレ
ンビスアクリルアミドまたはメタクリルアミド、および適切な任意のポリビニルモノマー
の混合物が含まれる。アルキレン基は通常約１～６個の炭素原子を含む。用いられるモノ
ビニルモノマーには、スチレン、環置換スチレンが含まれ、その置換基には、クロロメチ
ル、最大で１８個の炭素原子を有するアルキル、ヒドロキシル、ｔ－ブチルオキシカルボ
ニル、ハロゲン、ニトロ、アミノ基、保護されたヒドロキシルまたはアミノ基、ビニルナ
フタレン、アクリレート、メタクリレート、酢酸ビニル、ビニルピロリドンおよびその混
合物が含まれる。ポリビニルモノマー、またはポリビニルモノマーにモノビニルモノマー
を加えたものは通常、約１０～６０容積％の量、より一般的には約２０～４０容積％の量
で重合混合物中に存在する。用いるポロゲンは様々な異なる種類の材料から選択すること
ができる。例えば、適切な液体ポロゲンには、脂肪族炭化水素、芳香族炭化水素、エステ
ル、アルコール、ケトン、エーテル、可溶性ポリマーの溶液およびその混合物が含まれる
。ポロゲンは通常、約４０～９０容積％、より一般的には約６０～８０容積％の量で重合
混合物中に存在する。可溶性ポリマーと不溶性ポリマー粒子はモノマーと組み合わせて用
いることができる。これらのポリマーは、重合の前に重合混合物に加えられる。可溶性ポ
リマーはそれが生成した後、充填体（Ｐｌｕｇ）に溶媒を通してその充填体から溶出させ
る。可溶性ポリマーは、最終充填体の空隙率を増加させるためのポリマー性ポロゲンとし
て作用する。本明細書で用いるのに適切な可溶性ポリマーには、非架橋型ポリマー、また
はスチレンもしくは環置換スチレン、アクリレート、メタクリレート、ジエン、塩化ビニ
ルおよび酢酸ビニルのようなモノマーのコポリマーが含まれる。不溶性ポリマー粒子は、
重合の際の容積収縮を少なくするために用いられる。重合混合物中のモノマーの容積が少
なくなればなるほど、重合による容積の縮小は低下する。本明細書で用いる適切な不溶性
ポリマー粒子には、同じモノマーの架橋コポリマーであるマクロ多孔性ポリマー粒子が含
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まれる。しかし、相溶性をもたせるために、それと混合される重合混合物を生成するのに
用いられたのと同じモノマーから生成した不溶性ポリマー粒子を用いるのが一般的である
。ポリマー粒子は、最初は約１～１，０００マイクロメートルの直径を有する。ポリマー
粒子の混合物は、必ずしも同じ粒子サイズを有する必要はない。実際には、不規則サイズ
のポリマー粒子を用いることは、より経済的であり、したがって一般的なことである。必
ずしも必要ではないが、ポリマー粒子は、重合混合物に非混和性の液体に浸漬させること
ができる。その液体はフリーラジカル重合を阻止する重合防止剤を含んでいてよい。これ
はマクロ多孔性粒子の内部での重合を防止するために行われる。その重合は、細孔の充填
をもたらし、かつ分離工程からそれらを効果的に排除することになる。すると、そのロッ
ドは分離工程に関わることのできない非多孔性プールを含むことになる。適切な重合防止
剤には塩化第二銅や亜硝酸ナトリウムが含まれる。重合防止剤は通常、粒子の全重量に対
して約０．００１～１重量％の量、より一般的には約０．１～１重量％の量で存在する。
ポリマー粒子は通常、重合混合物で使用する前に脱気する。この脱気は当業界で周知の慣
用的な手段のいずれかによって実施することができる。しかし、それは、任意選択で重合
防止剤を含有する水の中に粒子を浸漬させ、水－ポリマー粒子混合物を水ポンプによる真
空下で適切な時間、例えば約５～２０分間保持することによって細孔から空気を除去する
のが一般的である。次いで、ろ過して過剰の水を除去することができる。可溶性ポリマー
は一般に、重合混合物の約５～４０容積％の量で存在し、不溶性ポリマー粒子はその約５
～５０容積％の量で存在する。重合を開始させるために通常のフリーラジカル生成重合開
始剤を用いることができる。適切な開始剤の例には、ＯＯ－ｔ－アミル－Ｏ－（２－エチ
ルヘキシル）モノペルオキシカルボネート、ジプロピルペルオキシジカルボネートおよび
ベンゾイル過酸化物などの過酸化物、ならびにアゾビスイソブチロニトリル、２，２’－
アゾビス（２－アミジノプロパン）二塩酸塩および２，２’－アゾビス（イソブチラミド
）二水和物などのアゾ化合物が含まれる。充填体中の細孔分布を制御するための手段とし
て、開始剤を選択することができることが分かっている。開始剤は通常、モノマーの約０
．２～５重量％の量で重合混合物中に存在する。
【０１３３】
　本質的に剛性で非膨張性の多孔性酵素－ポリマーマトリックスを作製するのに有用なポ
リマーは本質的に非圧縮性であり、その溶媒和環境の変化に対して外形サイズを変えるこ
とはない。重合条件を調節して、細孔の形態を制御することができる。したがって、１～
１００ｎｍと１００～３，０００ｎｍ（すなわち、それぞれ２０％および８０％）の範囲
の大きな細孔容積割合を有する高度に多孔性（５０～７０％）のポリマーを作製すること
ができる。この種の細孔構造を有するポリマーは非常に大きな比表面積（すなわち、１８
５ｍ２／ｇ）を有し、高い酵素固定化密度（１～１００ｍｇ／ｍＬ）を可能にすることが
期待される。
【０１３４】
　剛性で非膨張性の多孔性酵素－ポリマーマトリックスの例示的な実施形態では、求核化
合物を用いて、反応性エポキシド基を有するマクロ多孔性の剛性ポリマーを官能化させる
ことができる。次いで、架橋剤を用いて、酵素およびポリマー基体の官能基を介してバイ
オセンシング酵素をポリマーに固定化することができる。図９はこの種のＧＯｘ固定化ス
キームの例を示す。エポキシド活性化ポリマーを官能化するのに用いられる他の求核化合
物には、これらに限定されないが、アンモニア、エチレンジアミン、エタノールアミン、
炭水化物、システインおよび他のアミノ酸が含まれる。所定の酵素と機能化ポリマーの組
合せについて、タンパク質固定化またはバイオ複合体技術の分野によく精通した個々の技
術者は、１つ以上の適切なホモ二官能性（すなわち、スベリン酸ジサクシンイミジル）、
ヘテロ二官能性（すなわち、スクシンイミジル－４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘ
キサン－１－カルボキシレート）、三官能性（すなわち、４－アジド－２－ニトロフェニ
ルビオシチン－４－ニトロフェニルエステル）および／またはゼロ長（すなわち、１－エ
チル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド塩酸塩）架橋剤を選択するこ
とができよう。
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【０１３５】
　剛性で非膨張性の多孔性酵素－ポリマーマトリックスの他の実施形態では、バイオセン
シング酵素は、酵素に由来するか、または、遺伝子工学もしくは指向進化によって野生型
ペプチド配列に加えられたスルフヒドリル、アミン、ヒドロキシル、および／またはカル
ボキシル基による求核攻撃によって、エポキシド活性化ポリマー上に直接固定化されるこ
とになる。望むなら、タンパク質複合体によく精通した技術者によく知られている化合物
（すなわち、５，５’－ジチオ－ビス－［２－ニトロ安息香酸］またはＮ－エチルマレイ
ミド）を用いて、固定化する際に、酵素の求核官能基を、可逆的または非可逆的に封鎖す
るかまたは保護することができる。
【０１３６】
　剛性で非膨張性の多孔性酵素－ポリマーマトリックスの他の実施形態では、エポキシド
基以外の（またはそれに加えて）官能基を有するモノマーを、重合反応の際に剛性のマク
ロ多孔性ポリマー中に混ぜ込むことになる（すなわち、アミノスチレン）。この実施形態
の場合、次いで、適切なホモ二官能性、ヘテロ二官能性、三官能性および／またはゼロ長
架橋剤を用いて、バイオセンシング酵素をポリマー基体上に固定化することができる。
【０１３７】
　剛性で非膨張性の多孔性酵素－ポリマーマトリックスのさらに他の実施形態では、Ｐｈ
ｏｔｏＬｉｎｋ（登録商標）（ＳｕｒＭｏｄｉｃｓ，Ｅｄｅｎ　Ｐｒａｉｒｉｅ，ＭＮ）
化学品を用いて、バイオセンシング酵素を、成形された多孔性の剛性ポリマーに固定化す
ることができる。この実施形態では、ＰｈｏｔｏＬｉｎｋ（登録商標）化学品は、ほとん
どどの有機ポリマーにある炭素－水素基と反応するので、ポリマー基体は官能基をまった
く有していなくてよい。
【０１３８】
　Ｃ．被分析物質センサの作製に有用な一般的プロトコールおよび材料：
　本明細書で提供する開示は、様々な周知の技術の組合せを用いて作製することができる
センサおよびセンサ設計物を含む。この開示は、非常に薄い酵素コーティングをこれらの
タイプのセンサに施用する方法、ならびにそうした方法で作製されたセンサをさらに提供
する。この関連では、本発明のいくつかの実施形態は、当業界で用いられている方法で基
体の上にそうしたセンサを作製する方法を含む。特定の実施形態では、基体は、フォトリ
ソグラフィーマスキング法およびエッチング法で用いるのに適した剛性で平らな構造を含
む。この関係では、基体は通常、高度に均一な平面性を有する上部表面を画成する。研磨
したガラス板を用いて平滑な上部表面を画成することができる。代替の基体材料には、例
えばステンレス鋼、アルミニウムおよびデルリン（ｄｅｌｒｉｎ）などのプラスチック材
料が含まれる。他の実施形態では、基体は、非剛性であり、基体として用いられるフィル
ムまたは絶縁体、例えばポリイミドなどのプラスチックからなる別の層であってよい。
【０１３９】
　本発明の方法の最初のステップは一般に、センサのベース層の形成を含む。ベース層は
、任意の所望の手段、例えば制御式スピンコーティングによって基体上に配置することが
できる。さらに、基体層とベース層との間で十分な接着がなされていない場合、接着剤を
用いることができる。絶縁材料からなるベース層は、一般に、ベース層材料を液体状態で
基体上に施用し、続いて基体をスピンさせて薄いほぼ均一な厚さのベース層を得ることに
よって基体上に形成させる。これらのステップを繰り返して十分な厚さのベース層を作り
上げ、続いて、一連のフォトリソグラフィーおよび／または化学的マスキングおよびエッ
チングステップを実施して、以下で論じる導体を形成する。例示的な形態では、ベース層
はセラミックまたはポリイミド基体などの絶縁材料からなる薄膜シートを含む。ベース層
は、アルミナ基体、ポリイミド基体、ガラスシート、制御型細孔ガラスまたは平坦化プラ
スチック液晶ポリマーを含むことができる。ベース層は、これらに限定されないが、炭素
、窒素、酸素、ケイ素、サファイア、ダイヤモンド、アルミニウム、銅、ガリウム、ヒ素
、ランタン、ネオジム、ストロンチウム、チタニウム、イットリウムまたはその組合せを
含む１つ以上の種々の元素等を含有する任意の材料から誘導することができる。さらに、
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基体は、スピンガラス、カルコゲニド、グラファイト、二酸化ケイ素、有機合成ポリマー
などの材料を用いて、化学的蒸着、物理的蒸着またはスピンコーティングを含む当業界で
周知の様々な方法によって、固体支持体上にコーティングすることができる。
【０１４０】
　本発明の方法は、１つ以上の感知素子を有する導電層を生成することをさらに含む。一
般に、これらの感知素子は、活性電極の幾何形状を画成するためのフォトレジスト、エッ
チング、およびリンシングなどの当業界で周知の様々な方法の１つによって形成される電
極である。次いで電極を、例えば、作用電極および対向電極のための白金黒の電着、続く
塩化銀による基準電極への銀の電着によって電気化学的に活性化させることができる。次
いで、センサ化学酵素層などのセンサ層は、電気化学的被着か、または電気化学的被着以
外の方法、例えばスピンコーティングし、続いて、例えばジアルデヒド（グルタルアルデ
ヒド）またはカルボジイミドで蒸気架橋することによって、検知層上に配置することがで
きる。
【０１４１】
　本発明の電極は、当業界で周知の様々な材料から形成させることができる。例えば、電
極は後周期遷移貴金属で作製することができる。金、白金、銀、ロジウム、イリジウム、
ルテニウム、パラジウムまたはオスミウムなどの金属は本発明の種々の実施形態に適して
いる。炭素または水銀などの他の組成物も、特定のセンサ実施形態に有用である。これら
の金属のうち、銀、金または白金は通常基準電極金属として用いられる。銀電極は、続い
て塩素処理されて、通常基準電極として用いられる。これらの金属は、上記に引用したプ
ラズマ蒸着法、あるいは、基体を金属塩および還元剤を含む溶液中に浸漬した際に、それ
までに金属化した領域上に金属を蒸着させることを含む非電気法（ｅｌｅｃｔｒｏｌｅｓ
ｓ）を含む当業界で周知の任意の手段によって蒸着させることができる。非電気法は、導
電性表面で金属塩を同時に還元しながら、還元剤が電子を導電性（金属化された）表面に
供与するのに従って進行する。その結果、吸着された金属の層が得られる（非電気法に関
するさらなる考察には：ワイズ，Ｅ．Ｍ．Ｐａｌｌａｄｉｕｍ：Ｒｅｃｏｖｅｒｙ，Ｐｒ
ｏｐｅｒｔｉｅｓ，ａｎｄ　Ｕｓｅｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８８）；ウォン（Ｗｏｎｇ），Ｋ．ら．Ｐｌａｔｉｎｇ　ａ
ｎｄ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｆｉｎｉｓｈｉｎｇ　１９８８，７５，７０－７６；マツオカ、
Ｍ．ら．Ｉｂｉｄ．１９８８，７５，１０２－１０６；およびパールスタイン，Ｆ．「Ｅ
ｌｅｃｔｒｏｌｅｓｓ　Ｐｌａｔｉｎｇ」，Ｍｏｄｅｒｎ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｌａｔｉｎ
ｇ，ラウエンハイム，Ｆ．Ａ．，Ｅｄ．，Ｗｉｌｅｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．（１
９７４），Ｃｈａｐｔｅｒ　３１を参照されたい）。しかし、そうした金属蒸着法は、金
属と金属がよく接着しており、かつ表面汚染が最少である構造をもたらして、高密度の活
性部位を有する触媒的金属電極表面を提供するはずである。そうした高密度の活性部位は
、過酸化水素などの電気活性種の効率的なレドックス転換のために必要な特性である。
【０１４２】
　本発明の例示的実施形態では、電極被着、表面スパッタリングまたは他の適切な処理ス
テップにより、最初にベース層を薄膜導電層でコーティングする。一実施形態では、この
導電層は、ポリイミドベース層への化学的接着に適した最初のクロムベースの層、続いて
順に形成された薄膜金ベースの層およびクロムベースの層などの複数の薄膜導電層として
提供することができる。代替の実施形態では、他の電極層構造または材料を用いることが
できる。次いで、通常のフォトリソグラフィー技術によって、導電層を、選択されたフォ
トレジストコーティングで被覆し、適切な光画像化のためにフォトレジストコーティング
の上にコンタクトマスクを施用することができる。コンタクトマスクは一般に、フォトレ
ジストコーティングを適切に曝露させ、続くエッチングステップでベース層上に残留する
複数の導電性センサトレースを得るため、１つ以上の導体トレースパターンを含む。皮下
グルコースセンサとして用いるために設計された例示的なセンサ構造では、各センサトレ
ースは、作用電極、対向電極および基準電極などの別々の３つの電極に対応する３つの平
行センサ素子を含むことができる。
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【０１４３】
　導電性センサ層の一部は通常、典型的にはケイ素ポリマーおよび／またはポリイミドな
どの材料からなる絶縁性被覆層で覆われている。絶縁性被覆層は所望の任意の方法で施用
することができる。例としての手順では、絶縁性被覆層を液体層中でセンサトレース上に
施用し、次に、基体をスピンさせて、センサトレースを覆い、かつベース層と密封接触し
てセンサトレースの周縁縁部を超えて広がる薄膜として液体材料を分散させる。次いでこ
の液体材料を、当業界で周知のようにして、１つ以上の適切な放射線照射および／または
化学的および／または加熱硬化ステップにかけることができる。代替の実施形態では、液
体材料は、噴霧技術または他の任意の所望の施用手段を用いて施用することができる。光
画像化可能なエポキシアクリレートなどの様々な絶縁性層材料を用いることができ、その
材料の例には、Ｗｅｓｔ　Ｐａｔｅｒｓｏｎ，Ｎ．Ｊ．のＯＣＧ，Ｉｎｃ．から製品番号
７０２０として入手できる光画像化可能なポリイミドが含まれる。
【０１４４】
　上記したように、任意選択で、開口部を通したセンサチップの曝露に続いて、遠位端電
極を画成する適切な電極化学品をセンサチップに施用することができる。グルコースセン
サとして用いるために３つの電極を有する例示的センサ実施形態では、開口部の１つに酵
素（通常グルコースオキシダーゼ）を供給し、センサチップのうちの１つをコーティング
して作用電極を画成する。他の電極の１つまたはその両方に、作用電極と同じコーティン
グを施すことができる。あるいは、他の２つの電極には、他の酵素などの他の適切な化学
品を提供し、コーティングしないままにしておくか、または、電気化学的センサ用の基準
電極および対向電極を画成するための化学品を提供することができる。
【０１４５】
　本発明の重要な態様は、向上した材料特性を有する電極化学品（例えば、２μｍ未満の
厚さの酵素コーティング）のための極めて薄いコーティングを有するセンサを作製する方
法を含む。本発明の極めて薄い酵素コーティングを作製する方法には、スピンコーティン
グ法、浸漬乾燥法、低せん断噴霧法、インクジェットプリント法、シルクスクリーン法な
どが含まれる。当業者は、先行技術で施用された酵素コーティングの厚さを容易に測定で
きるので、本発明の極めて薄いコーティングを作製できるこれらの方法を容易に特定する
ことができる。一般に、そうしたコーティングは、施用した後、蒸気架橋する。驚くべき
ことに、これらの方法で作製されたセンサは、長い寿命、直線性、規則性、ならびに向上
したシグナルとノイズの比を含む、電着により作製されたコーティングを有するセンサの
特性を超える材料特性を有する。さらに、そうした方法で形成されたグルコースオキシダ
ーゼコーティングを用いる本発明の実施形態は、過酸化水素を再循環し、そうしたセンサ
の生体適合性プロファイルが向上するように設計される。
【０１４６】
　特定の科学的理論に拘泥するわけではないが、電着法では、反応性酵素の一部だけしか
、感知される被分析物質にアクセスすることができない３～５μｍ厚さの酵素層ができる
ので、上記の方法で作製されたセンサの驚くべき特性は、電着法により作製されるものと
比べて優れた特徴を有すると考えられる。さらに、グルコースオキシダーゼを用いるセン
サでは、電着法により作製された厚いコーティングは、反応界面で発生した過酸化水素が
センサ表面に到達してシグナルを発生させる能力を妨害する可能性がある。さらに、そう
した厚いコーティングのためセンサ表面の到達できない過酸化水素は通常センサからセン
サが置かれている環境中へ拡散してしまい、そのため、そのセンサの生体適合性は低下す
る。さらに、グルコースオキシダーゼとアルブミンは異なる等電点を有しているので、電
着法は、最適なように決定された酵素と担体タンパク質との比が不都合に変えられており
、さらに、グルコースオキシダーゼと担体タンパク質が配置された酵素層全体にそれほど
均一に分布していない表面コーティングをもたらす可能性がある。本明細書で開示するセ
ンサを作製する薄くコーティングする方法は、電着に伴うこれらの問題を回避するもので
ある。
【０１４７】
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　スピンコーティング法などの方法で作製されたセンサでは、電着工程の間にセンサに加
えられた材料応力に付随するものなどの電着に伴う他の問題が回避される。具体的には、
電着法では、センサ上に機械的応力、例えば張力および／または圧縮力からもたらされる
機械的応力を生ずることが確認されている。特定の関連では、そうした機械的応力は、ひ
び割れまたは層間剥離の傾向のあるコーティングを有するセンサをもたらす可能性がある
。これは、スピンコーティングまたは他の低応力法によりセンサ上に配置されたコーティ
ングでは見られない。したがって、本発明のさらに他の実施形態は、スピンコーティング
法によってコーティングを施用することを含む、センサ上のコーティングの電着の影響に
よるひび割れおよび／または層間剥離を回避する方法である。
【０１４８】
　センサ素子の処理に続いて、次に噴霧法、浸漬法などの当業界で周知の様々な方法のい
ずれかによって、１つ以上の追加の機能性コーティング層または被覆層を施用することが
できる。本発明のいくつかの実施形態は、酵素含有層上に配置された被分析物質調節層を
含む。活性センサ表面と接触する被分析物質の量の調節におけるその使用に加えて、被分
析物質制限膜層を用いることによっても、外部からの物質によるセンサ汚染の問題は未然
に防がれる。当業界で周知のように、被分析物質調節膜層の厚さは、活性酵素まで到達す
る被分析物質の量に影響を及ぼすことができる。したがって、その施用は一般に、規定さ
れた加工条件の下で実施され、その厚みは厳密に制御される。下位層の微細加工において
であるので、被分析物質調節膜層に対する厳密な寸法制御に影響を及ぼすことができる要
素は、被分析物質制限膜層材料の組成物自体である。この関連では、複数の種類のコポリ
マー、例えばシロキサンと非シロキサン部分のコポリマーが特に有用であることが発見さ
れている。これらの材料は、微小分注するかまたはスピンコートして制御された厚さにす
ることができる。その最終構造は、本明細書に記載の他の離散型構造に適したパターン化
技術およびフォトリソグラフィー技術で設計することもできる。これらの非シロキサン－
シロキサンコポリマーの例には、これらに限定されないが、ジメチルシロキサン－アルケ
ンオキシド、テトラメチルジシロキサン－ジビニルベンゼン、テトラメチルジシロキサン
－エチレン、ジメチルシロキサン－シルフェニレン、ジメチルシロキサン－シルフェニレ
ンオキシド、ジメチルシロキサン－ａ－メチルスチレン、ジメチルシロキサン－ビスフェ
ノールＡカルボネートコポリマーまたは適切なその組合せが含まれる。そのコポリマーの
非シロキサン成分重量％は有用な任意の値で予め選択することができるが、一般にその割
合は約４０～８０重量％の範囲にある。上記に挙げたコポリマーの中では、５０～５５重
量％の非シロキサン成分を含むジメチルシロキサン－ビスフェノールＡカルボネートコポ
リマーが一般的である。これらの材料はＰｅｔｒａｒｃｈ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｂｒｉｓｔ
ｏｌ，Ｐａ．（ＵＳＡ）から購入することができ、この会社の製品カタログに記載されて
いる。被分析物質制限膜層の役割を果たせる他の材料には、これらに限定されないが、ポ
リウレタン、酢酸セルロース、硝酸セルロース、シリコーンゴム、または適合すればシロ
キサン非シロキサンコポリマーを含むこれらの材料の組合せが含まれる。
【０１４９】
　本発明のいくつかの実施形態では、センサは、センサ層の酵素と接触できる被分析物質
の量を制御することができる親水性膜コーティングを含む被分析物質調節層を施用するこ
とによって作製する。例えば、本発明のグルコースセンサに加える被覆層は、電極上のグ
ルコースオキシダーゼ酵素層と接触するグルコースの量を制御するグルコース制限膜を含
むことができる。そうしたグルコース制限膜は、このような目的に適していることが知ら
れている様々な材料、例えばポリジメチルシロキサンなどのシリコーン、ポリウレタン、
酢酸セルロース、Ｎａｆｉｏｎ、ポリエステルスルホン酸（例えば、Ｋｏｄａｋ　ＡＱ）
、ヒドロゲル、またはそうした目的に適している当業者に周知の他の任意の膜から作製す
ることができる。過酸化水素を再循環する能力を有するセンサに関連する本発明の特定の
実施形態では、グルコースオキシダーゼ酵素層上に配置される膜層は、センサが置かれて
いる環境への過酸化水素の放出を阻止し、かつ、過酸化水素分子と電極感知素子との間の
接触を容易にするように機能する。
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【０１５０】
　本発明の方法のいくつかの実施形態では、接着促進層は、その接触を容易にするために
被覆層（例えば、被分析物質調節膜層）とセンサ化学層との間に配置され、センサ装置の
安定性を増大させる能力で選択される。本明細書で記載の通り、接着促進層の組成物は、
センサ安定性を提供する能力に加えて、いくつかの所望の特徴を提供するように選択され
る。例えば、接着促進層で用いるためのいくつかの組成物は、妨害拒絶で役割を果たし、
かつ、所望の被分析物質の物質移動を制御するように選択される。接着促進層は、そうし
た層間の結合を容易にするための当業界で周知の様々な材料のいずれかから作製すること
ができ、当業界で周知の様々な方法のいずれかによって施用することができる。一般に、
接着促進層はγ－アミノプロピルトリメトキシシランなどのシラン化合物を含む。本発明
の特定の実施形態では、接着促進層および／または被分析物質調節層は、近位の層の中に
存在するシロキサン部分を架橋する能力のため選択される薬剤を含む。本発明の他の実施
形態では、接着促進層および／または被分析物質調節層は、近位の層の中に存在するタン
パク質のアミンまたはカルボキシル部分を架橋する能力のため選択される薬剤を含む。任
意選択の実施形態では、ＡＰ層は、グルコース制限膜などの被分析物質調節層中に通常存
在するポリマーであるポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）をさらに含む。例示的な実施
形態では、その配合物は０．５～２０％のＰＤＭＳ、一般に５～１５％のＰＤＭＳ、最も
典型的には１０％のＰＤＭＳを含む。センサが作製される際に、ＡＰ層中に生じる穴また
は隙間の可能性を低下させる場合、ＡＰ層へのＰＤＭＳの添加は有利である。
【０１５１】
　上記したように、センサ層間の接着を促進させるために通常用いられるカップリング試
薬はγ－アミノプロピルトリメトキシシランである。シラン化合物は通常適切な溶媒と混
合して液体混合物を形成させる。次いで液体混合物は、これらに限定されないが、スピン
コーティング法、ディップコーティング法、噴霧コーティング法および微小分注法を含む
任意の方法を含むいずれを用いてもウェハまたは平面状感知デバイス上に施用するかまた
は樹立させることができる。微小分注法は、材料の微小スポットをデバイスの多くの予め
選んだ領域に分注する自動的な方法で実施することができる。さらに、「リフトオフ」な
どか、またはフォトレジストキャップを用いるフォトリソグラフィー技術を用いて、得ら
れる選択透過性フィルム（すなわち、選択的浸透性を有するフィルム）の幾何形状を局所
化させて画成することができる。シラン混合物の形成に用いるのに適した溶媒には、水溶
性有機溶媒ならびに水混和性有機溶媒およびその混合物が含まれる。アルコール系の水混
和性有機溶媒およびその水性混合物は特に有用である。これらの溶媒混合物は、例えば約
２００～約６，０００の範囲の分子量を有するポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などの
非イオン性界面活性剤をさらに含むことができる。約０．００５～約０．２ｇ／ｄＬの混
合物濃度で、これらの界面活性剤を液体混合物に添加すると、得られる薄膜を平坦化する
助けとなる。また、シラン試薬を施用する前に、ウェハ表面をプラズマ処理しても、より
平坦化された樹立層を促進する改質表面を提供することができる。シラン化合物の溶液を
調製するのに水非混和性有機溶媒を用いることもできる。これらの有機溶媒の例には、こ
れらに限定されないが、ジフェニルエーテル、ベンゼン、トルエン、塩化メチレン、ジク
ロロエタン、トリクロロエタン、テトラクロロエタン、クロロベンゼン、ジクロロベンゼ
ンまたはその混合物が含まれる。プロトン性溶媒またはその混合物を用いた場合、最終的
に、水がアルコキシ基の加水分解を引き起こして有機ケイ素水酸化物（特にｎ＝１の場合
）を生成する。この有機ケイ素水酸化物は、縮合してポリ（有機シロキサン）を形成する
。これらの加水分解されたシラン試薬は、基体表面上に存在するヒドロキシルなどの極性
基と縮合することもできる。非プロトン性溶媒を用いる場合、大気中の水分は、シラン試
薬に当初存在するアルコキシ基を加水分解するのに十分である。シラン化合物のＲ’（ｎ
＝１または２である場合）は、その後で施用される追加の層と官能基として適合するよう
に選択される。Ｒ’基は通常、基体表面への酵素の共有結合に有用な末端アミン基を含む
（ムラカミ，Ｔ．らのＡｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　１９８６，１９，１９７
３－８６に記載されているように、例えばグルタルアルデヒドなどの化合物を結合剤とし
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て用いることができる）。
【０１５２】
　センサの特定の他の被膜層のように、接着促進層を、当業界で周知のような、１つ以上
の適切な放射線照射および／または化学的および／または加熱硬化ステップにかけること
ができる。代替の実施形態では、酵素層を、接着促進層の存在しない下で、膜被覆層がセ
ンサ化学層と直接接触して配置されるよう十分に架橋するかまたは調製することができる
。
【０１５３】
　本発明の例示的実施形態は、ベース層を用意するステップと、そのベース層上にセンサ
層を形成させるステップと、そのセンサ層上に酵素層をスピンコーティングするステップ
と、次いでそのセンサ上に被分析物質接触層（例えば、グルコース制限膜などの被分析物
質調節層）を形成させるステップであって、その被分析物質接触層が、酵素層と接触でき
る被分析物質の量を制御するステップとによってセンサを作製する方法である。いくつか
の方法では、酵素層をセンサ層上に蒸気架橋する。本発明の典型的な実施形態では、セン
サ層は、少なくとも１つの作用電極と少なくとも１つの対向電極を含むように形成される
。特定の実施形態では、酵素層を、作用電極の少なくとも一部の上と対向電極の少なくと
も一部の上に形成させる。一般に、センサ層上に形成される酵素層は２、１、０．５、０
．２５または０．１μｍ未満の厚さである。一般に、酵素層は、グルコースオキシダーゼ
、グルコースデヒドロゲナーゼ、乳酸オキシダーゼ、ヘキソキナーゼまたは乳酸脱水素酵
素および／または同様の酵素などの１つ以上の酵素を含む。特定の方法では、酵素層は、
それを、一定の比で担体タンパク質と組み合わせてセンサ層上にコーティングすることに
よって安定化させたグルコースオキシダーゼを含む。一般に、担体タンパク質はアルブミ
ンである。一般に、そうした方法は、グルコースオキシダーゼ層と被分析物質接触層との
間に配置された接着促進層を形成させるステップを含む。任意選択で、接着促進層は、被
分析物質接触層を形成させる前に、硬化プロセスにかける。
【０１５４】
　本発明の関連する実施形態は、ベース層を用意するステップと、少なくとも１つの作用
電極と少なくとも１つの対向電極を含むベース層上にセンサ層を形成させるステップと、
スピンコーティング法によって、そのセンサ層上にグルコースオキシダーゼ層（グルコー
スオキシダーゼを一定の比でアルブミンと結合することによって通常安定化されている層
）を形成させるステップであって、そのグルコースオキシダーゼ層が、作用電極の少なく
とも一部と対向電極の少なくとも一部をコーティングするステップと、次いで、グルコー
スオキシダーゼ層と接触できるグルコースの量を制御するためにグルコースセンサ上にグ
ルコース制限層を形成させるステップとによってグルコースセンサを作製する方法である
。そうした方法では、センサ層上に形成されるグルコースオキシダーゼ層は通常２、１、
０．５、０．２５または０．１μｍ未満の厚さである。一般に、グルコースオキシダーゼ
コーティングはセンサ層上に蒸気架橋させる。任意選択で、グルコースオキシダーゼコー
ティングはセンサ層全体を被覆する。本発明の特定の実施形態では、接着促進層は、グル
コースオキシダーゼ層と被分析物質接触層との間に配置される。本発明の特定の実施形態
では、被分析物質センサは、典型的には電気絶縁性保護層である１つ以上の被覆層をさら
に含む（例えば、図２Ａ，図２Ｂの構成要素１０６を参照されたい）。一般に、そうした
被覆層は、被分析物質調節層の少なくとも一部の上に配置されている。
【０１５５】
　そうした方法で作製された最終のセンサは、例えば、基体上の各センサを取り囲む線に
沿ってカットすることによって、支持基体（それを用いる場合）から通常迅速かつ簡単に
取り除かれる。カットするステップには、ＵＶレーザーカットデバイスなどを含む当業界
で一般に用いられている方法を用いることができる。そのＵＶレーザーカットデバイスは
、通常、十分相互に結合されたベース層と被覆層材料が、最終センサの側面縁部を密封し
て保持するように導電性素子から少なくとも若干外側に向けて間隔をあけた形で、各セン
サを囲繞するすなわち取り囲む線に沿ってベース層および被覆層ならびに官能性被膜層を
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通してカットするのに用いられる。さらに、セラミック基体をカットするのに通常用いら
れるダイスカット技術を、適切なセンサ実施形態で用いることができる。ベース層は、下
にある支持基体に物理的に取り付けられていないか、またはそれに直接最低に接着されて
いるだけであるので、さらなる大幅な加工ステップの必要なく、あるいは、取り付けられ
たセンサを支持基体から物理的に引っぱるかまたは剥がすことにより受ける応力に起因す
る潜在的な損傷を与えることなく、センサを、迅速かつ簡単に支持基体から持ち上げるこ
とができる。続いて、支持基体は清浄にして再使用するか、あるいは廃棄することができ
る。あるいは、ベース層、センサ素子および被覆層を含むセンサを、カッティングにより
支持基体から取り除いた後、官能性被膜層を施用することができる。
【０１５６】
　Ｄ．選択透過性センサ層として用いるための微細加工ポリ（ジメチルシロキサン）膜：
　上記したように、特定のセンサ実施形態は、共反応物質としてグルコースまたは乳酸塩
（センサ被分析物質）と共に酸素を消費するグルコースオキシダーゼ（ＧＯｘ）または乳
酸脱水素酵素（ＬＤＨ）などの固定化酵素によって、その生体特異性を実現する。そうし
たセンサにおける反応速度の酸素濃度に対する感度を最小にするために、過剰モルの酸素
を必要とする。しかし、正常な生理学的条件では、グルコース（約５ｍＭ）と乳酸塩（約
１ｍＭ）は、ほとんどの場合、酸素（約０．０５ｍＭ）に対して過剰モル存在する。した
がって、「酸素不足」問題に対処するために、ほとんどの既存のセンサ設計物は、被分析
物質（例えば、グルコース制限膜）に対してより、酸素に対して著しく浸透性である膜を
用いている。これらの選択透過性膜は、通常ポリ（ジメチルシロキサン）（ＰＤＭＳ）を
含む。その理由は、それが、生体適合性であり、一般に酸素に対して著しく高い浸透性を
有しているが、グルコースまたは乳酸塩などの被分析物質に対しては実質的に浸透性がな
いからである。限定された被分析物質浸透性は、ＰＤＭＳを親水性ポリマー（すなわち、
ジェファーミン（登録商標））と共重合させるか、または巨視的「ウィンドウ」をＰＤＭ
Ｓの管またはシート中にカットすることによってＰＤＭＳベース材料に付与する。
【０１５７】
　コポリマー型選択透過性膜は、臨床的に認められている短期間用（１週間未満）の皮下
グルコースセンサ（例えば、連続グルコースモニタリングシステム（「ＣＧＭＳ）および
／または遠隔測定グルコースモニタリングシステム（「ＴＧＭＳ」））において首尾よく
用いられている。この種の膜は、被分析物質が、その厚さの方向に横断して拡散すること
がとにかく必要である（図７）。これは、センサ直線性および応答時間に最も適している
。親水性ポリマーのインビボでの長期（すなわち、１年）安定性が劣るため、そうした選
択透過性膜を、長期間埋め込み可能なセンサに用いることができるか疑問である。一方で
、巨視的ウィンドウ型選択透過性膜はインビボでの優れた長期安定性を提供する。しかし
、この種の膜は、被分析物質がマクロ方向以外に拡散することが必要である（図８）。こ
れは、センサの直線性ならびに応答時間に対してマイナスの影響を与える可能性がある。
本発明の実施形態では、コポリマーとウィンドウ型バイオセンサ膜の両方の固有の利点を
有する微細加工ＰＤＭＳにより加工された選択透過性膜を提供する。ＰＤＭＳプレポリマ
ーを補助的微細加工レリーフパターン中へキャスティングすることによってＰＤＭＳ微細
構造が構築されているが（例えば、クマール（Ｋｕｍａｒ）らの１９９４，Ｌａｎｇｍｕ
ｉｒ１０：１４９８－１５１１；ダプリッチ（Ｄａｐｐｒｉｃｈ）、２００３、米国特許
第６，５８５，９３９号）、酵素電気化学的バイオセンサでの選択透過性膜として微細加
工ＰＤＭＳを使用することをこれまで誰も記載していない。
【０１５８】
　本発明の一実施形態では、硬化性ＰＤＭＳ官能化誘導体、コポリマーまたはその混合物
をプレキャスト免疫隔離膜上にマイクロパターン化するために、フォトリソグラフィー法
、リソグラフ成形法、厚膜プリンティング法、プラズマ重合法（シャドウマスキングを用
いるか用いないで）または離散型ナノ分注法を用いることができる。免疫隔離膜の細孔へ
の充填を促進させるために、真空勾配法または圧力勾配法を用いても用いなくてもよい。
そうした方法で加工された複合膜は、層状化された形態（図９）、細孔を充填された形態



(45) JP 5052525 B2 2012.10.17

10

20

30

40

50

（図１０）またはそのある組合せの形態を有することができる。
【０１５９】
　本発明の他の実施形態では、上記技術を用いて、硬化性ＰＤＭＳ誘導体、コポリマーま
たはその混合物を暫定基体上にマイクロパターン化することができる。最終のセンサ組立
体では、独立型のパーツを位相反転膜（「ＰＩＭ」）と共に用いることができる。その膜
は別個のパーツとしてキャストされていても、ＰＤＭＳの頂部にあってもよい（その細孔
を満たして）。当業者は、接着を促進させるための様々な方法を用いることができる。代
替の実施形態では、硬化性ＰＤＭＳ誘導体、コポリマーまたはその混合物を、上記技術を
用いてセンサ組立体上に直接マイクロパターン化することができる。ＰＩＭは、マイクロ
パターン化されたＰＤＭＳの頂部に配置するかまたはキャストすることができる。当業者
は、接着を促進させるための様々な方法を用いることができる。他の実施形態では、レー
ザーを、ＰＤＭＳコポリマー（または「シリコーンゴム」などの他のポリマー組成物）の
成形ピース中に穴（０．１～１０００μｍ）をマイクロマシン加工して、微細孔膜を形成
させるのに用いることができる。この場合も、最終センサ組立体において、ＰＩＭを用い
るかまたは用いないでＰＤＭＳ膜を使用することができる。当業者は、接着を促進させる
ための様々な方法を用いることができる。
【０１６０】
　ＰＤＭＳおよび／またはＰＤＭＳコポリマーを官能化させるのに用いられる化学的に活
性な基の例には、これらに限定されないが、メタクリレート、アクリレート、ビニル、水
素化物、シラノール、アルコキシ、アミン、エポキシド、カルビノール、およびメルカプ
トが含まれる。ＰＤＭＳコポリマーを生成するのに用いられるモノマーの例には、これら
に限定されないが、フェニルメチル－、ビニルメチル－、ジエチル、メタクリルオキシプ
ロピルメチル－、アクリルオキシプロピルメチル－およびアルキルメチル－シロキサンが
含まれる。免疫隔離膜は、例えば、バイオ材料や高分子化学の分野の技術者が最適化する
ことができる位相反転法を用いて、ポリ（アクリロニトリル－塩化ビニル）（ＰＡＮ－Ｐ
ＶＣ）などの生体適合性ポリマーからプレキャストすることができる。位相反転膜（ＰＩ
Ｍ）のキャスティングおよびＰＤＭＳのマイクロパターン化は、センサ組立体自体の上で
、またはスライドグラスもしくはシリコンウェハなど（例えば、別個のパーツを形成させ
るため）の暫定基体の上で実施することができる。マイクロパターン化された暫定基体は
、その中にＰＤＭＳをパターン化できるＰＩＭ中に微細ウェルを作製するのにも用いるこ
とができる。さらに、当業者は、ＰＤＭＳとＰＩＭの間の接着を促進させるための様々な
化学薬品および技術を用いることができる。その例には、これらに限定されないが、官能
化ＰＤＭＳ誘導体、シラン、シランエステル、官能化シランエステル、架橋剤、反応性ポ
リマーコーティング法（すなわち、ラハーン（Ｌａｈａｎｎ）らの２００３，Ａｎａｌ．
Ｃｈｅｍ．７５：２１１７－２１２２）、プラズマ処理法、プラズマ重合法、シャドウマ
スキング法および化学的蒸着法の使用が含まれる。
【０１６１】
　ポリ（ジメチルシロキサン）を含む選択透過性膜は、本発明の様々な実施形態を提供す
る。本発明の一実施形態は、免疫グロブリン対して非透過性であるが、酸素、グルコース
および乳酸塩に対して透過性である、生体適合性ポリマー組成物を含む材料からなる第１
層を形成し、次いで、第１層を機能化ポリ（ジメチルシロキサン）、機能化ポリ（ジメチ
ルシロキサン）コポリマーまたは機能化ポリ（ジメチルシロキサン）と機能化ポリ（ジメ
チルシロキサン）コポリマーの混合物を含む第２層に接合し、それにより埋め込み可能な
被分析物質で使用するための膜を作製することによって、埋め込み可能な被分析物質セン
サで使用するための膜を作製する方法である。本発明の特定の実施形態では、免疫グロブ
リン対して非透過性である、生体適合性ポリマー組成物を含む材料からなる第１層を「免
疫隔離膜」と称する。この方法で作製された膜は、グルコースおよび／または乳酸塩など
のより高い分子量を有する化合物に対してより、酸素に対してより浸透性である。そうし
た方法で加工された複合膜は、層状化された形態（図３）、細孔を充填された形態（図４
Ａ，図４Ｂ）またはそのある組合せの形態を含む様々な形態を有するように作製すること
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ができる。
【０１６２】
　ＰＤＭＳおよび／またはＰＤＭＳコポリマーを官能化するのに用いることができる化学
的に活性な基の例には、これらに限定されないが、メタクリレート、アクリレート、ビニ
ル、水素化物、シラノール、アルコキシ、アミン、エポキシド、カルビノールおよびメル
カプトが含まれる。ＰＤＭＳコポリマーを作製するのに用いられるモノマーの例には、こ
れらに限定されないが、フェニルメチル－、ビニルメチル－、ジエチル、メタクリルオキ
シプロピルメチル－、アクリルオキシプロピルメチル－およびアルキルメチル－シロキサ
ンが含まれる。他の層（例えば、免疫隔離膜）は、例えば、バイオ材料や高分子化学の分
野の技術者が最適化することができる位相反転法を用いて、ポリ（アクリロニトリル－塩
化ビニル）（ＰＡＮ－ＰＶＣ）などの生体適合性ポリマーからプレキャストすることがで
きる。位相反転膜（ＰＩＭ）のキャスティングおよびＰＤＭＳのマイクロパターン化は、
センサ組立体自体の上で、またはスライドグラスもしくはシリコンウェハなど（例えば、
別個のパーツを形成させるため）の暫定基体の上で実施することができる。マイクロパタ
ーン化された暫定基体は、その中にＰＤＭＳをパターン化するＰＩＭ中に微細ウェルを作
製するのにも用いることができる。本発明の特定の実施形態は複合膜を有する被分析物質
センサを含むが、ＰＤＭＳ膜は、最終センサ組立体において、ＰＩＭを用いるかまたは用
いないで使用することができる。
【０１６３】
　これらの膜の実施形態は、様々な周知の技術を用いて作ることができる。例えば、１つ
の例示的な実施形態では、フォトリソグラフィー法、リソグラフ成形法、厚膜プリンティ
ング法、プラズマ重合法（シャドウマスキングを用いるか用いないで）または離散型ナノ
分注法を用いて、硬化性ＰＤＭＳ官能化誘導体、コポリマーまたはその混合物をプレキャ
スト免疫隔離膜上にマイクロパターン化する。本発明の他の実施形態では、記載されてい
る技術を用いて、硬化性ＰＤＭＳ誘導体、コポリマーまたはその混合物を、暫定基体上に
マイクロパターン化することができる。最終のセンサ組立体では、独立型のパーツを位相
反転膜と共に用いることができる。その膜は別個のパーツとしてキャストされていても、
ＰＤＭＳの頂部にあってもよい（その細孔を満たして）。代替の実施形態では、硬化性Ｐ
ＤＭＳ誘導体、コポリマーまたはその混合物を、上記技術を用いてセンサ組立体上に直接
マイクロパターン化することができる。ＰＩＭは、マイクロパターン化されたＰＤＭＳの
頂部に配置するかまたはキャストすることができる。
【０１６４】
　任意選択で、第１層と第２層（ならびにそうした接着層が適切である他の任意のセンサ
層）の間の接着を促進するために、膜の第１層と第２層との間に接着層を配置する。当業
者は、膜の層間の接着を促進させるための様々な方法を用いることができる。例えば、マ
イクロパターン化された暫定基体は、その中にＰＤＭＳをパターン化するＰＩＭ中に微細
ウェルを作製するのにも用いることができる。さらに、当業者は、ＰＤＭＳとＰＩＭの間
の接着を促進させるための様々な化学薬品および技術を用いることができる。その例には
、これらに限定されないが、官能化ＰＤＭＳ誘導体、シラン、シランエステル、官能化シ
ランエステル、架橋剤、反応性ポリマーコーティング法（例えば、ラハーンらの２００３
，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７５：２１１７－２１２２を参照されたい）、プラズマ処理法、
プラズマ重合法、シャドウマスキング法および化学的蒸着法の使用が含まれる。
【０１６５】
　本発明の特定の実施形態では、被分析物質センサ膜は、本明細書に記載のものなどの被
分析物質センサの作製に用いられる他の組成物を有する追加の層を含むことができる。さ
らに、本発明のいくつかの実施形態では、膜の第１層および／または第２層が複数の細孔
を含むように構築する。例えば、レーザーを、ＰＤＭＳコポリマー（または「シリコーン
ゴム」などの他のポリマー組成物）の成形ピース中に穴（例えば、約０．１～約１０００
μｍのサイズの）をマイクロマシン加工して、微細孔膜を形成させるのに用いることがで
きる。本発明のいくつかの実施形態では、第２層中に配置された複数の細孔の少なくとも
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１つは、第１層の機能化ポリ（ジメチルシロキサン）、機能化ポリ（ジメチルシロキサン
）コポリマーまたは機能化ポリ（ジメチルシロキサン）と機能化ポリ（ジメチルシロキサ
ン）コポリマーの混合物を含む。
【０１６６】
　本発明の関連する実施形態は、開示した方法によって作製される膜である。本発明のそ
うした１つの実施形態は、埋め込み可能な被分析物質センサで用いるための膜であって、
免疫グロブリン対して非透過性であるが、酸素、グルコースおよび乳酸塩に対して透過性
である、生体適合性ポリマー組成物を含む第１層と、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）
、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマーまたは機能化ポリ（ジメチルシロキサン
）と機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマーの混合物を含む第１層に接合された第
２層とを含む膜である。本発明の特定の実施形態では、膜は、グルコースおよび／または
乳酸塩よりも酸素に対して透過性が高いように設計されている。本発明の特定の実施形態
では、膜の中の第１層および／または第２層は複数の細孔を含む。本発明の特定の実施形
態では、第１層と第２層との間に接着層が配置されており、その接着層は第１層と第２層
の間の接着を促進する。任意選択で、第２層中に配置された複数の細孔の少なくとも１つ
は、第２層の機能化ポリ（ジメチルシロキサン）、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コ
ポリマー、または機能化ポリ（ジメチルシロキサン）と機能化ポリ（ジメチルシロキサン
）コポリマーの混合物を含む。本発明のさらに他の実施形態は、上記に開示した膜を有す
る被分析物質センサ、例えば記載した方法によって作製される膜を有する被分析物質セン
サである。関連する実施形態は、そうした膜を有する被分析物質センサの作製方法である
。
【０１６７】
　本発明の他の実施形態は、埋め込み可能な被分析物質センサで使用するための膜であっ
て、免疫グロブリン対して非透過性であるが、酸素、グルコースおよび乳酸塩に対して透
過性である、生体適合性ポリマー組成物を含む第１層と、機能化ポリ（ジメチルシロキサ
ン）、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマー、または機能化ポリ（ジメチルシロ
キサン）と機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマーの混合物を含む、第１層に接合
された第２層とを含む膜である。本発明のこの実施形態では、膜は一般に、グルコースお
よび／または乳酸塩よりも酸素に対して透過性が高い。
【０１６８】
　埋め込み可能な被分析物質センサで用いるためのこの膜では、任意選択で、第１層およ
び／または第２層はその中に配置された複数の細孔を含む。本発明の特定の実施形態では
、第２層中に配置された複数の細孔の少なくとも１つは、第２層の機能化ポリ（ジメチル
シロキサン）、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマー、または機能化ポリ（ジメ
チルシロキサン）と機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリマーの混合物を含む。本発
明のいくつかの実施形態では、第１層と第２層との間に、第１層と第２層の間の接着を促
進する接着層を配置することができる。
【０１６９】
　本発明の特定の実施形態は、複数の細孔を含むように構成されたポリ（ジメチルシロキ
サン）グルコース制限膜または同様のものなどの組成物の１つ以上の層を含む。本発明の
いくつかの実施形態では、センサ内で起こるプロセス、例えば化学的および／または電気
化学的プロセスを容易にするために、細孔のサイズおよび／または幾何形状を制御するこ
とができる。そうした１つの実施形態では、ＦＥＭＬＡＢプログラムを、膜を通るグルコ
ースおよび酸素の輸送特性を３－Ｄモデル化するのに用いた。ＦＥＭＬＡＢは、偏微分方
程式に基づいて、科学的問題や工学的問題をモデル化し、それを解くためのプログラムで
ある（例えば、Ｓ．リトマルク（Ｌｉｔｔｍａｒｃｋ）ら、Ｓｏｌｖｉｎｇ　ｄｉｆｆｅ
ｒｅｎｔｉａｌ　ｅｑｕａｔｉｏｎｓ，Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｐｈｙｓｉｃｉｓｔ，Ａ
ｍｅｒｉｃａｎ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｃｓ，Ｆｅｂ／Ｍａｒ　２００
１；およびＳ．リトマルクら、Ｍａｔｈ，ｍｏｄｅｌｓ，ｍｏｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｍｏｒ
ｅ，ＰＴ　Ｄｅｓｉｇｎ　Ｍａｇａｚｉｎｅ，Ｐｅｎｔｏｎ　Ｍｅｄｉａ（Ｃｌｅｖｅｌ
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ａｎｄ，ＯＨ），Ｍａｙ　２０００を参照されたい）。本発明の特定の実施形態では、Ｆ
ＥＭＬＡＢソフトウェアを、電極の反応性表面で、少なくとも１：１の酸素とグルコース
の化学量論比、通常、酸素が過剰モルである比が得られるのを容易にするセンサ膜を特定
し構築するために用いた（例えば、酸素不足の問題に対処する手段として、例えば米国特
許第６，７８４，２７４号を参照されたい。これを本願に引用して援用する）。このモデ
ル化によって、異なるグルコース濃度の下で、電流の直線性（Ｉｓｉｇ）を維持する助け
となる膜がさらに特定される。そうしたモデル化を用いて、本発明の特定の実施形態では
、細孔のサイズおよび／または幾何形状を制御して、グルコースオキシダーゼと反応する
グルコースおよび酸素の相対濃度を最適化する。
【０１７０】
　本発明の特定の実施形態では、センサで用いる膜の中の複数の細孔の平均直径は２μｍ
～４０μｍである。本発明の特定の実施形態では、複数の細孔の平均深さは５０μｍ～２
５０μｍである。本発明の特定の実施形態では、膜の中の細孔は２５～３５μｍの直径で
あり、９０～１１０μｍの深さである。本発明の１つの最適化された実施形態は、約３０
μｍの直径と約１００μｍの深さをもつ細孔を有する。特定の実施形態では、選択透過性
膜中の細孔は、約０．３の直径と深さのアスペクト比の形状を有する。例えば細孔は、直
径が３０μｍであり、深さが１００μｍである寸法を有する。代替の実施形態では、直径
と深さのアスペクト比形状は０．２５～０．３５である。
【０１７１】
　任意選択で、膜の中の複数の細孔の１つ以上はある量の生体適合性の親水性ポリマーも
含む。そうした組成物はいくつかの望ましい特性を達成することができ、例えば、埋め込
み可能な被分析物質センサの水和を容易にすることができる。センサを溶液中に浸漬させ
た場合の一般的傾向は、センサ膜上の小さな細孔が空気を捕捉し、センサが湿潤（水和）
する能力を阻害する可能性があることである。これは、反応が起こる活性部位の減少をさ
せ、それによって非線形センサがもたらされる可能性がある。これに対処するためには、
細孔を満たし、かつ迅速な水和を助けるのに用いられる材料を使用することができる。任
意選択で、生体適合性の親水性ポリマーは、毛管作用によって、センサ中の成分の湿潤を
増進させる。一般に、親水性ポリマーはエチレングリコールもしくはプロピレングリコー
ルのブロックポリマーまたはその混合物を含む。任意選択で、親水性ポリマーはヒドロゲ
ルである。そうした親水性ポリマーはさらに、センサの表面が湿潤する速度を増進させ、
それによって、センサ挿入時とその使用時の間の応答時間を短くするように作用する。１
つの例示的な親水性ポリマー組成物には、テトラヒドロフラン、ジェファーミン９００－
プロピレングリコール－ブロック－エチレングリコール－ブロック－プロピレン、１－２
ジアミノシクロヘキサン、ジブチルすずビス、４，４’’－メチレンビスおよび脱イオン
水が含まれる。そうした組成物は、当業界で周知の様々な方法、例えば浸漬噴霧コーティ
ング法または充填パドルキャスティング法（ｆｉｌｌｉｎｇ　ａｎｄ　ｐｕｄｄｌｅ　ｃ
ａｓｔｉｎｇ）のいずれかによって、細孔を含む膜に加えることができる。これらの方法
の特定の実施形態では、追加のステップを用いて、センサの形態を滑らか／平らにするこ
とができる。例えば、これらの工程の後にＩＰＡに曝露させると、一般に膜を平らにする
（すなわち、滑らか／平らな形態にする）助けとなる。
【０１７２】
　特定の実施形態では、生体適合性の親水性ポリマーは、複数の細孔のサブセット（通常
最も大きい細孔）中に選択的に配置される。典型的な実施形態では、複数の細孔のサブセ
ットは、複数の細孔の平均直径より少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％または５
０％大きいか、または複数の細孔の平均深さより少なくとも１０％、２０％、３０％、４
０％または５０％大きい直径または深さを有する。
【０１７３】
　本発明の関連する実施形態は、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）、機能化ポリ（ジメ
チルシロキサン）コポリマーまたは機能化ポリ（ジメチルシロキサン）と機能化ポリ（ジ
メチルシロキサン）コポリマーの混合物を含む第１層を生成し、免疫グロブリンに対して
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非透過性であり、酸素、グルコースおよび乳酸塩に対して透過性である、生体適合性ポリ
マー組成物を含む、第１層に接合された第２層を生成し、それによりグルコースおよび／
または乳酸塩よりも酸素に対して透過性が高い膜を作製する、埋め込み可能な被分析物質
センサで使用するための膜を作製する方法である。この方法では任意選択で、第１層およ
び／または第２層は、その中に配置された複数の細孔を含むように作製することができる
。本発明の特定の実施形態では、第２層中に配置された複数の細孔の少なくとも１つは、
第２層の機能化ポリ（ジメチルシロキサン）、機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポリ
マーまたは機能化ポリ（ジメチルシロキサン）と機能化ポリ（ジメチルシロキサン）コポ
リマーの混合物を含むように作製される。この方法のいくつかの実施形態では、接着層を
第１層と第２層との間に配置することができる。
【０１７４】
　Ｅ．金属製鋳型の微細加工：
　近年、ポリ（ジメチルシロキサン）すなわち「ＰＤＭＳ」などの重合した組成物の微細
加工のための様々な方法が開発されており、現在、ＭＥＭＳなどのデバイス（ミクロ電気
機械システム）の作製のために一般に用いられており、また、自己集合型単層のミクロ－
パターン化（例えば、「ソフトリソグラフィー」）において用いられている。一般に、こ
れらの方法は、鋳型の加工を含む。その鋳型は次いで、重合性組成物（例えば、ＰＤＭＳ
プレポリマー）で満たされ、これは硬化（重合）し、次いでリリースされて微細加工され
たＰＤＭＳ素子を得る。
【０１７５】
　これらの手順において用いられる鋳型は通常、２つの異なるアプローチのうちの１つを
用いて加工される。その第１のアプローチでは、ネガフォトレジストをコーティングし、
フォトリソグラフィーによってパターン化し、ベース基体上に現像させる。第２のアプロ
ーチでは、シリコンウェハをエッチングしてレリーフパターンを形成させる。この関連で
は、小さい高アスペクト比の特徴を有する鋳型の加工は重要な課題として残ったままであ
る。例えば、これらの極端な形状を有する鋳型は一般に、機械的特性が劣っており、例え
ば、ポリマーリリースの際に下にある基体から引き離す恐れがある。
【０１７６】
　数学的モデル化によって、高いアスペクト比を有する微細孔ＰＤＭＳの層を、例えば酵
素電気化学的グルコースセンサで用いられるタイプの選択透過性膜として使用できること
が予測される。そうした膜を有するセンサはグルコースに対して速い線形応答を示すこと
がこの数学的モデル化から予測される。さらに、インビボでのＰＤＭＳの周知の長期安定
性によって、選択透過性膜は、ＬＴＧＳなどの長期埋め込み可能なセンサで使用するのに
魅力的なものになっている。ＰＤＭＳのリリースに耐えられる十分な機械的強度を有する
、小さい高アスペクト比の特徴を有する鋳型の微細加工が非常に望ましいことは明らかで
ある。この関連では、本明細書で開示する本発明の実施形態は、当業界でこれまで記載さ
れている方法で作製できたものより、サイズが小さいか、かつ／または、より高いアスペ
クト比を有する、機械的に堅牢な特徴を有する鋳型を作製する新規な微細加工法を含む。
【０１７７】
　図１１は鋳型の微細加工のための方法の例の概略を示す。図１１（ａ）に示す層状化さ
れた基体を形成するために、これらに限定されないが、ガラス、ケイ素、窒化ケイ素また
は酸化アルミニウムなどの材料から形成されたベース基体に、スパッタリングなどの方法
により金、銀、白金、銅またはクロム（これらに限定されない）などの導電性材料をコー
ティングする。頂部導電層の接着を促進させるために、ベース基体を、クロムまたはチタ
ンの層でプレコーティングすることができる。次いで、スピンコーティングかまたは微細
加工の技術分野で周知の他の方法によって、ＡＺ４６２０などのポジフォトレジストを施
用することができる。予備焼成の後、クロムなどの金属の犠牲薄膜を、ポジフォトレジス
ト層上にスパッタすることができる。スピンコーティングまたは当業者に周知の他の方法
によって、ＳＵ－８などのネガフォトレジストを施用することができる。標準的なフォト
リソグラフィー、続くネガレジストの現像によって、図１１（ｂ）に示す層状化基体を得
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ることができる。クロムエッチ（ｅｔｃｈ）または他の適切なエッチャントを用いて、ネ
ガレジストの現像により曝露された犠牲金属層の領域を除去することができる。次いで基
体を、フォトマスクを用いるかまたは用いないでＵＶ光に再曝露させることができる。次
いでポジレジストを、適切な現像溶媒を用いて現像することができる。その現像溶媒は当
業者が選択することができる。図１１（ｃ）は得られた基体を示す。これを、これらに限
定されないが金、銀、白金、銅またはクロムなどの導電性材料で電気メッキして、図１１
（ｄ）に示すような基体を得ることができる。図１１（ｅ）～（ｆ）は、微細加工された
鋳型の作製に関わる最終ステップを示す。アセトンまたは当業者が選択できる他の溶媒に
曝露させることによって、ポジレジスト、犠牲金属層およびネガレジストを基体から除く
ことができる。必要な場合、当業者は、他の溶媒および／またはクロムエッチおよびネガ
レジストストリッパーなどのエッチャントを選択し施用することもできる。ＰＤＭＳや他
のエラストマーを微細加工するために、得られた鋳型を繰り返し使用することができる。
電気メッキされた材料を化学的エッチャントまたは電気化学的酸化により除去できる本発
明の実施形態において、鋳型を、非弾力性／硬質材料の微細加工に用いることもできる。
【０１７８】
　本発明の一実施形態は上記方法によって作製した鋳型である。本発明の関連する実施形
態は、選択透過性膜として用いられる重合性組成物を含むことができる金属基体を含む、
所定の幾何形状を有する重合組成物を形成させるための鋳型である。本発明の他の実施形
態は、重合性組成物を含むことができる金属基体を含む、所定の幾何形状を有する重合組
成物を形成させるための鋳型であって、鋳型で作製された重合組成物が約１～１０００、
１０～１００、１００～１０００、２５０～１０００または５００～１０００μｍの厚さ
の鋳型である。本発明の他の実施形態は、重合性組成物を含むことができる金属基体を含
む、所定の幾何形状を有する重合組成物を形成させるための鋳型であって、破壊されるこ
となく、重合したポリ（ジメチルシロキサン）組成物のリリースに耐えるのに十分な機械
的強度を有する鋳型である。本発明の特定の実施形態では、鋳型はこれらの特徴の２つ以
上を有している。
【０１７９】
　本発明の一実施形態は、ベース基体を用意するステップと、導電層を（少なくとも一部
の）そのベース基体上に配置するステップと、ポジフォトレジスト層をその導電層上に配
置するステップと、犠牲金属層をそのポジフォトレジスト層上に配置するステップと、ネ
ガフォトレジスト層をその犠牲金属層上に配置するステップと、ＵＶフォトリソグラフィ
ーによってそのネガフォトレジスト層を現像する（フォトマスクを用いるかまたは用いな
いで）ステップと、エッチャントを用いてネガレジスト層の現像によって、曝露された犠
牲金属層の領域を除去するステップと、これらの成分をＵＶフォトリソグラフィーにかけ
るステップと、現像溶媒でポジフォトレジスト層を現像するステップと、これらの成分を
導電性材料の層で電気メッキするステップと、鋳型が作製されるように、溶媒を用いて、
層状化した基体からポジフォトレジスト層、犠牲金属層およびネガフォトレジスト層を除
去するステップとによって、所定の幾何形状の重合組成物を形成させる鋳型を作製する方
法である。一般に、この方法で作製された鋳型は繰り返し使用することができる。本発明
の他の実施形態は、上述の鋳型を用いて作製される重合組成物層、ならびに上述の鋳型を
用いて作製される重合組成物層を含む被分析物質センサを含む。
【０１８０】
　本発明の実施形態では、ベース基体は、ガラス、ケイ素、窒化ケイ素、酸化アルミニウ
ムまたは同様のものなどの様々な材料から形成させることができる。本発明の特定の実施
形態では、導電性材料は、スパッタリングなどの方法によりベース上に配置する。本発明
の実施形態で用いるための導電性材料には、金、銀、白金、銅、クロムまたは同様のもの
が含まれる。本発明の特定の実施形態では、ベース基体は、ベース基体と導電層の接着を
促進させるために、導電性材料を施用する前にクロムまたはチタンの層でコーティングす
る。本発明のいくつかの実施形態では、ポジフォトレジスト層上に犠牲金属層を配置する
前に、基体を焼成する。これらの方法では任意選択で、ネガフォトレジスト層および／ま



(51) JP 5052525 B2 2012.10.17

10

20

30

40

50

たはポジフォトレジスト層をスピンコーティングによって基体に施用する。
【０１８１】
　本発明の他の実施形態は、重合性組成物を含むことができる金属基体を含む、所定の幾
何形状を有する重合組成物を形成させるための鋳型であって、その鋳型によって作製され
る重合組成物中の細孔が約０．３の直径と深さのアスペクト比幾何形状である（例えば、
直径が３０μｍであり、深さが１００μｍの大きさを有する細孔である）鋳型である。代
替の実施形態では、直径と深さのアスペクト比幾何形状は０．２５～０．３５である。一
般に、破壊されることなく、重合したポリ（ジメチルシロキサン）組成物のリリースに耐
えるのに十分な機械的強度を有する鋳型である。本発明の関連する実施形態は、ベース基
体を用意するステップと、導電層を（一部の）そのベース基体上に配置するステップと、
ポジフォトレジスト層をその導電層上に配置するステップと、犠牲金属層をそのポジフォ
トレジスト層上に配置するステップと、ネガフォトレジスト層をその犠牲（sacrificial
）金属層上に配置するステップと、ＵＶフォトリソグラフィーによってそのネガフォトレ
ジスト層を現像するステップと、エッチャントを用いてネガレジスト層の現像によって曝
露された犠牲金属層の領域を除去するステップと、これらの成分をＵＶフォトリソグラフ
ィーにかけるステップ（フォトマスクを用いるかまたは用いないで）と、現像溶媒でポジ
フォトレジスト層を現像するステップと、これらの成分を導電性材料の層で電気メッキす
るステップと、次いで、鋳型が作製されるように、溶媒を用いて、層状化した基体からポ
ジフォトレジスト層、犠牲金属層およびネガフォトレジスト層を除去するステップと含む
、所定の幾何形状の重合組成物を形成させる鋳型を作製する方法である。一般に、この方
法で作製された鋳型は繰り返し使用することができる。この方法では任意選択で、ベース
基体は、ベース基体と導電層の接着を促進させるために、導電層を施用する前にクロムま
たはチタンの層でコーティングする。任意選択で、ポジフォトレジスト層上に犠牲金属層
を配置する前に、基体を焼成する。任意選択で、スピンコーティングによって、ネガフォ
トレジスト層および／またはポジフォトレジスト層を基体に施用する。
【０１８２】
　ＩＩＩ．本発明の被分析物質センサ装置の使用方法：
　本発明の実施形態は、哺乳動物の体内の被分析物質を感知する方法であって、本明細書
で開示する実施形態の被分析物質センサを哺乳動物の中に埋め込むステップと、次いで作
用電極での電流の変化を感知し、電流の変化を被分析物質と相互に関連付け、それにより
被分析物質を感知するステップを含む方法である。一般に、電流の変化を感知する作用電
極が陽極であるように、被分析物質センサは陽極で分極される。あるいは、電流の変化を
感知する作用電極が陰極であるように、被分析物質センサは陰極で分極される。１つのそ
うした方法では、被分析物質センサ装置は哺乳動物中のグルコースを感知する。代替の方
法では、被分析物質センサ装置は、乳酸塩、カリウム、カルシウム、酸素、ｐＨおよび／
または生理学的に関連する哺乳動物中の任意の被分析物質を感知する。
【０１８３】
　上記に開示した構造を有する特定の被分析物質センサは、哺乳動物中の被分析物質を感
知するための様々な方法を可能にするいくつかの非常に望ましい特徴を有する。例えば、
そうした方法では、哺乳動物中に埋め込まれた被分析物質センサ装置は、哺乳動物の体内
の被分析物質を感知するように１、２、３、４、５または６カ月以上の長い期間機能する
。一般に、哺乳動物中に埋め込まれた被分析物質センサ装置は、被分析物質がセンサと接
触して１５、１０、５または２分以内に、被分析物質に応答した電流の変化を感知する。
そうした方法では、センサを、哺乳動物の体内の様々な部位、例えば血管内空間および血
管外空間の両方に埋め込むことができる。
【０１８４】
　ＩＶ．本発明のキットおよびセンサセット：
　本発明の他の実施形態では、上記したような被分析物質を感知するのに有用なキットお
よび／またはセンサセットを提供する。キットおよび／またはセンサセットは通常、容器
、ラベルおよび上記したような被分析物質センサを含む。適切な容器は、例えば、金属箔
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などの材料でできた簡単に開けられる包装物、瓶類、バイアル、シリンジおよび試験管を
含む。容器は金属（例えば、箔）、紙製品、ガラスまたはプラスチックなどの様々な材料
で作ることができる。容器上につけるかまたはその中に入れたラベルは、そのセンサが、
選択した被分析物質をアッセイするために用いられることを示す。いくつかの実施形態で
は、容器は、グルコースオキシダーゼなどの酵素の層でコーティングされた多孔性マトリ
ックスを保持する。キットおよび／またはセンサセットは、被分析物質環境中へのセンサ
の導入を容易にするように設計された素子またはデバイス、他の緩衝液、希釈剤、フィル
ター、注射針、注射器および使用指図の添付文書を含む市場やユーザの観点から望ましい
他の材料をさらに含むことができる。
【０１８５】
　本明細書を通して様々な文献が参照されている（例えば、米国特許出願第２００５０１
１５８３２号、米国特許第６，００１，０６７号、同第６，７０２，８５７号、同第６，
２１２，４１６号、同第６，１１９，０２８号、同第６，４００，９７４号、同第６，５
９５，９１９号、同第６，１４１，５７３号、同第６，１２２，５３６号、同第６，５１
２，９３９号、同第５，６０５，１５２号、同第４，４３１，００４号、同第４，７０３
，７５６号、同第６，５１４，７１８号、同第５，９８５，１２９号、同第５，３９０，
６９１号、同第５，３９１，２５０号、同第５，４８２，４７３号、同第５，２９９，５
７１号、同第５，５６８，８０６号、同第５，４９４，５６２号、同第６，１２０，６７
６号、同第６，５４２，７６５号、ならびに国際公開番号ＷＯ０１／５８３４８、ＷＯ０
４／０２１８７７、ＷＯ０３／０３４９０２、ＷＯ０３／０３５１１７、ＷＯ０３／０３
５８９１、ＷＯ０３／０２３３８８、ＷＯ０３／０２２１２８、ＷＯ０３／０２２３５２
、ＷＯ０３／０２３７０８、ＷＯ０３／０３６２５５、ＷＯ０３／０３６３１０およびＷ
Ｏ０３／０７４１０７、および欧州特許出願ＥＰ１１５３５７１）。本明細書におけるす
べての引用文献の開示を明確に本願に引用して援用する。
【実施例】
【０１８６】
　微細加工されたＰＤＭＳ：
　ＰＤＭＳ膜の微細加工のための１つの方策は、最適に微細加工された選択透過性膜を作
製するのを容易にするために、実際の鋳型微細加工、ＰＤＭＳ成形、およびセンサのプロ
トタイプ作製と合わせて、三次元の有限要素モデルを用いることである。以下に記すよう
に、第一原理および一連の典型的なモデル上の仮定により数学的モデルを構築した。以下
に示すように、モデル式は、ＦＥＭＬＡＢソフトウェアを用いて数値的手法で成功裡に解
かれた。
【０１８７】
　微細加工：
・ここまでは、単一反復幾何形状パターンの鋳型を微細加工した（例えば、図１２Ａを参
照されたい）。これらの鋳型で、３０μｍの細孔サイズ（Ｄ）、０．０５（Φ）の空隙率
および約２００μｍの厚さ（Ｈ）を有する微細加工されたＰＤＭＳを作製した。反復する
幾何形状パターンの長さ（Ｌ）は式［１］を用いて計算することができる。
【０１８８】
【数２】

【０１８９】
　典型的なモデル上の仮定：
・ＰＤＭＳはグルコース対して非透過性である。
・センサシグナルは、微細加工された膜で制限される物質移動である。したがって、グル
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コースと酸素は、膜の細孔の底部で即座に反応すると仮定する。
・グルコースは、反応性表面上のすべてのポイントで限界反応物質である（その濃度はほ
ぼゼロである）。この仮定はモデル入力パラメータと設計幾何形状の有限な組合せについ
て有効である。数値解法によって、酸素の濃度がすべての空間およびすべての時間におい
てゼロより大きいことが示される限り、この仮定の有効性は保たれる。
【０１９０】
　モデル方程式：
　グルコースおよび酸素のための種保存方程式：
【数３】

【０１９１】
・ＰＤＭＳ／バルク流体界面のための境界条件：
【数４】

【０１９２】
・細孔／バルク流体界面のための境界条件：
【数５】

【０１９３】
・ＰＤＭＳ／細孔界面のための境界条件：
【数６】

【０１９４】
・細孔／反応性表面界面のための境界条件：　
【数７】

【０１９５】
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・ＰＤＭＳ／反応性表面界面のための境界条件：
【数８】

【０１９６】
・すべての対称面および軸のための境界条件

【数９】

【０１９７】
　モデル幾何形状および入力パラメータ：
　ＦＥＭＬＡＢによってモデル化された幾何形状を大幅に簡略化するために、図１２Ａで
示すサークルの繰り返し配列の対称面および軸を用いることができる。図１２Ｂは、微細
加工されたＰＤＭＳ膜をモデル化するために、ＦＥＭＬＡＢで用いた三次元くさび形幾何
形状を示す。ここでは、有限素子メッシュは、ＰＤＭＳ細孔の底部の反応性表面近傍で微
細になっていることが示されている。これは、反応性表面について０．２μｍの指定され
た最大素子サイズとともに、「標準的な」全体的メッシュ設定（ｇｌｏｂａｌ　ｍｅｓｈ
　ｓｅｔｔｉｎｇ）を用いて達成される。図１２Ｂには、入力パラメータ（ＦＥＭＬＡＢ
「定数（ｃｏｎｓｔａｎｔｓ）」ダイアログボックス）のスクリーンショットも示す。こ
こで、すべての単位はＳＩ（ｍＭでのグルコースおよび酸素の濃度）である。
【０１９８】
　モデル解：
　０～６０秒の時間依存性ソルバーを用いてＦＥＭＬＡＢモデルを解いた。初期条件は、
細孔およびＰＤＭＳサブドメイン内で、グルコースはゼロであり、酸素は周囲酸素とした
。ソルバー（solver）パラメータの他の詳細は、ＧＭＲＥＳ線形システムソルバー、代数
的多重格子プレコンディショナーおよび弱解形（ｗｅａｋ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｆｏｒｍ
）の使用を含む。対称性マトリックスの選択はチェックしないままにした（重要！）。６
０秒での解は、許容誤差範囲内で定常状態解を近似していると見なされた。図１２Ｃは、
細孔中での定常状態のグルコース濃度プロファイルを示している。予想通り、グルコース
濃度は、細孔開口部から底部の反応性表面まで直線的に減少する。
【０１９９】
　図１２ＤはＰＤＭＳ内の定常状態の酸素濃度プロファイルを示す。水と比べて、ＰＤＭ
Ｓ中の酸素の溶解度が高いため、ＰＤＭＳ／バルク溶液界面に沿って、酸素濃度はバルク
（０．０５ｍＭ）中で見られるその濃度より１０倍大きい。酸素濃度は、反応性表面と接
する縁部に沿って最大に達する。酸素濃度の低下は３％未満である。これは、微細加工さ
れた膜の中の細孔を互いにより近接して配置し、それによって、グルコースの感度を増大
させることもできることを示唆している。
【０２００】
　図１２Ｅは微細加工された細孔内の定常状態酸素濃度プロファイルを示す。ここでは、
細孔の中心付近、反応性表面およびその近傍で酸素が乏しくなっていることが示されてい
る。図１２Ｆは、これをさらに示している。すなわち、細孔壁から中へ約７μｍの反応性
表面に沿って酸素濃度がゼロに達していることが示されている。ＦＥＭＬＡＢモデルでは
、負の酸素濃度が算出されているが、これは物理的に明らかに非現実的なものである。そ
れでも、この特定の幾何形状を有する微細孔ＰＤＭＳ膜が、酵素的バイオセンサで用いる
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ための理想的なグルコース制限膜として挙動しそうにないことを予測している点で、この
モデルは本来の目的を果たしている。細孔アスペクト比をより厳しいもの（より厚い膜お
よび／またはより小さい細孔直径）にするか、あるいは、細孔を、グルコースの拡散をさ
らに制限するある種の材料（すなわち、ＰＥＳ位相反転膜）で満たさなければならない。
【０２０１】
　ＦＥＭＬＡＢモデル幾何形状寸法をＤ＝１０μｍ、Φ＝０．０５およびＨ＝２００μｍ
と変えることにより、細孔幾何形状アスペクト比を増大させることの酸素濃度プロファイ
ルへの効果を検討した。図１２Ｇに比較的狭い細孔内での定常状態酸素濃度プロファイル
を示す。ここでは、細孔幾何形状のアスペクト比を大きくすると、酸素の消耗が阻止され
ることが示されている。図１２Ｈはこれをより明確に示している。すなわち、酸素濃度は
バルク値（０．０５ｍＭ）の５０％未満には決して低下していない。したがって、酸素が
、反応性表面上のすべてのポイントでグルコースに対して過剰モルで存在するというモデ
ルの仮定は、この幾何形状および一連の入力パラメータについて当てはまるといえる。さ
らに、ＦＥＭＬＡＢモデルは、この幾何形状の微細孔ＰＤＭＳが、酵素電気化学的グルコ
ースセンサのパーツとして、ほぼ「理想的な」選択透過性膜として挙動するであろうこと
を予測している。最後に、当業界で知られている通り、有限厚さの固定化酵素層内でのグ
ルコース、酸素および過酸化物の拡散や化学反応などの追加の因子を考慮に入れた他のモ
デルも作ることができる。
【図面の簡単な説明】
【０２０２】
【図１】グルコースとグルコースオキシダーゼの周知の反応の概略を示す図であって、段
階的な仕方で示すように、この反応は、水の中でグルコースオキシダーゼ（ＧＯｘ）、グ
ルコースおよび酸素が関与し、反応前半の還元段階では、２個のプロトンと電子がβ－Ｄ
－グルコースから酵素へ移動してｄ－グルコノラクトンを生成し、反応後半の酸化段階で
は、酵素は分子酸素により酸化されて過酸化水素を生成する。次いで、ｄ－グルコノラク
トンは水と反応し、ラクトン環を加水分解してグルコン酸を生成する。本発明の特定の電
気化学的センサでは、この反応によって生成した過酸化水素は作用電極で酸化される（Ｈ

２Ｏ２→２Ｈ＋Ｏ２＋２ｅ－）ことを説明する図である。
【図２Ａ】本発明の典型的な被分析物質センサ構造を示す図であって、任意選択のタンパ
ク質層を含まない実施形態を示す図であり、センサの様々な構成要素層（例えば、接着促
進構成要素１１４）の１つ以上を、センサ内の２つ以上の他の構成要素の間に配置できる
ことをさらに示している図である。
【図２Ｂ】本発明の典型的な被分析物質センサ構造を示す図であって、任意選択のタンパ
ク質層を含む実施形態を示す図であり、センサの様々な構成要素層（例えば、接着促進構
成要素１１４）の１つ以上を、センサ内の２つ以上の他の構成要素の間に配置できること
をさらに示している図である。
【図３】被分析物質センサ装置で作製できる比較的平らな「リボン」型センサ構造の概観
（上側）と断面（下側）を示す図である。
【図４Ａ】複数の作用電極、対向電極および基準電極などの複数の導電性素子を含む様々
なセンサ構造を示す図である。
【図４Ｂ】複数の作用電極、対向電極および基準電極などの複数の導電性素子を含む様々
なセンサ構造を示す図であって、７つのビアホール（vias）および４つの作用電極を有す
るセンサ設計物を示す図である。ただし、Ｗ＝作用電極（＋）であり、Ｃ＝対向電極（－
）であり、Ｒ＝基準電極である。
【図５Ａ】本発明の被分析物質センサを、他の医療用デバイス、例えばインスリン送達カ
テーテル、センサとカテーテルヘッダーを一体にしたもの、および薬剤輸液ポンプと連結
する仕方を示す図である。
【図５Ｂ】このスキームの変更形態を示す図であって、例えば、医療用デバイスに連結さ
れたポート（例えば、ロック用電気接続部を有する皮下ポート）を使用することによって
、入れ替え可能な本発明の被分析物質センサを薬剤輸液ポンプなどの他の医療用デバイス
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に連結することができることを示す図であって、図５Ｂで示した設計物は、ポンプのポー
トと一体化された入れ替え可能なセンサを示しており、そのポートは、ロック用電気接続
部を有する皮下ポートであり（ロックされた位置にセンサをねじ込むと、電気接続部が連
結される）、迅速連結ロックリングとセンサを所定の位置にロックするためのキーとを備
えた入れ替え可能なセンサも示されている図である。
【図６】エポキシド活性化ポリマーの官能化、続く二官能性架橋剤によるＧＯｘ固定化の
概略を示す図であって、（ａ）リジンなどの求核種を用いてポリ（グリシジルメタクリレ
ート－ｃｏ－エチレンジメタクリレート）などのポリマーを官能化させ、（ｂ）官能化さ
れたポリマーをＤＳＳ（スベリン酸ジサクシンイミジル）などの二官能性架橋剤で活性化
させ、（ｃ）活性化されたポリマーはグルコースオキシダーゼ（ＧＯｘ）のための固定化
基体として使用されることを示す図である。
【図７】酵素的バイオセンサで用いられるコポリマー型選択透過性膜を示す図であって、
この膜では、酸素と被分析物質の両方が、１つのマクロ方向でコポリマーを通して効率的
に拡散することを示す図である。
【図８】酵素的バイオセンサで用いられる巨視的なウィンドウ型選択透過性膜を示す図で
あって、この膜では、被分析物質はマクロ方向以外に拡散する必要があることを示す図で
ある。
【図９】層状形態を有する複合型選択透過性膜の断面図を示す図であって、この膜では、
ＰＤＭＳ中の細孔すなわち「ウィンドウ」が微小な規模であるので、被分析物質はマクロ
方向以外に拡散する必要はなく、例示した実施形態は、免疫隔離のための位相反転膜を含
む（形状構成は必ずしも原寸に比例していない）ことを示す図である。
【図１０】「細孔が充填された」形態を有する複合型選択透過性膜の断面図を示す図であ
って、この膜では、ＰＩＭ中の細孔すなわち「ウィンドウ」がミクロまたはナノ規模であ
るので、被分析物質はマクロ方向以外に拡散する必要はなく、簡単にするために、ＰＩＭ
の曲がりくねった細孔は直線状で示している（形状構成は必ずしも原寸に比例していない
）図である。
【図１１】（ａ）～（ｆ）に示されるように鋳型の微細加工の方法を示す図である。
【図１２Ａ】最適化された微細加工選択透過性膜を作製するための、実際の鋳型微細加工
、ＰＤＭＳ成形およびセンサ試作と合わせて、３つのモデル化検討からのデータを示す図
であって、ＰＤＭＳ微細加工のためのサークルの反復配列の概略を示す図である。
【図１２Ｂ】最適化された微細加工選択透過性膜を作製するための、実際の鋳型微細加工
、ＰＤＭＳ成形およびセンサ試作と合わせて、３つのモデル化検討からのデータを示す図
であって、酵素電気化学的グルコースセンサの一部としての３０μｍ微細孔ＰＤＭＳ膜を
モデル化するための、ＦＥＭＬＡＢで用いられる３Ｄ幾何形状および入力パラメータの概
略を示す図である。
【図１２Ｃ】最適化された微細加工選択透過性膜を作製するための、実際の鋳型微細加工
、ＰＤＭＳ成形およびセンサ試作と合わせて、３つのモデル化検討からのデータを示す図
であって、３０μｍ細孔における定常状態のグルコース濃度プロファイルの概略を示す図
である。
【図１２Ｄ】最適化された微細加工選択透過性膜を作製するための、実際の鋳型微細加工
、ＰＤＭＳ成形およびセンサ試作と合わせて、３つのモデル化検討からのデータを示す図
であって、３０μｍ微細孔ＰＤＭＳ膜における定常状態酸素濃度プロファイルの概略を示
す図である。
【図１２Ｅ】最適化された微細加工選択透過性膜を作製するための、実際の鋳型微細加工
、ＰＤＭＳ成形およびセンサ試作と合わせて、３つのモデル化検討からのデータを示す図
であって、３０μｍ細孔における定常状態酸素濃度プロファイルの概略を示す図である。
【図１２Ｆ】最適化された微細加工選択透過性膜を作製するための、実際の鋳型微細加工
、ＰＤＭＳ成形およびセンサ試作と合わせて、３つのモデル化検討からのデータを示す図
であって、３０μｍ細孔の反応性表面のＸ軸に沿った定常状態酸素濃度プロファイルの概
略を示す図である。
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【図１２Ｇ】最適化された微細加工選択透過性膜を作製するための、実際の鋳型微細加工
、ＰＤＭＳ成形およびセンサ試作と合わせて、３つのモデル化検討からのデータを示す図
であって、１０μｍ細孔における定常状態酸素濃度プロファイルの概略を示す図である。
【図１２Ｈ】最適化された微細加工選択透過性膜を作製するための、実際の鋳型微細加工
、ＰＤＭＳ成形およびセンサ試作と合わせて、３つのモデル化検討からのデータを示す図
であって、１０μｍ細孔の反応性表面のＸ軸に沿った定常状態酸素濃度プロファイルの概
略を示す図である。
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