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(57)【要約】
　微孔性微細構造と、その微細構造の少なくとも一部の
上にある中間層と、その中間層に付着した機能層とを備
えていて、その機能層が、少なくとも50ナノモル/cm2の
密度の機能部位を有する基板。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　微孔性微細構造と、その微細構造の少なくとも一部の上にある中間層と、その中間層に
付着した機能層とを備えていて、その機能層が、少なくとも50ナノモル/cm2の密度の機能
部位を有する基板。
【請求項２】
　上記機能部位が少なくとも100ナノモル/cm2の密度である、請求項1に記載の基板。
【請求項３】
　上記機能部位が少なくとも250ナノモル/cm2の密度である、請求項1に記載の基板。
【請求項４】
　上記機能部位が少なくとも500ナノモル/cm2の密度である、請求項1に記載の基板。
【請求項５】
　上記機能部位が少なくとも1000ナノモル/cm2の密度である、請求項1に記載の基板。
【請求項６】
　機能部位の密度が2500～150,000ナノモル/cm3であるという特徴をさらに有する、請求
項1に記載の基板。
【請求項７】
　延伸ポリテトラフルオロエチレンを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項８】
　ナイロンを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項９】
　超高分子量ポリエチレンを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１０】
　ポリプロピレンを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１１】
　ガラスを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１２】
　ポリフッ化ビニリデンを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１３】
　ポリテトラフルオロエチレンを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１４】
　上記中間層がゾル-ゲル・コーティングを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１５】
　上記中間層がポリビニルアルコールを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１６】
　上記機能部位がヒドロキシル基を含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１７】
　上記機能部位がアミン基を含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１８】
　上記機能部位がカルボキシル基を含む、請求項1に記載の基板。
【請求項１９】
　上記機能部位がアルデヒド基を含む、請求項1に記載の基板。
【請求項２０】
　上記機能部位がエポキシド基を含む、請求項1に記載の基板。
【請求項２１】
　上記機能層が有機シランを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項２２】
　上記基板が延伸ポリテトラフルオロエチレンを含み、上記中間層がゾル-ゲル・コーテ
ィングを含み、上記機能層が有機シランを含む、請求項1に記載の基板。
【請求項２３】
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　上記機能部位に結合した生体分子をさらに含む、請求項1に記載の基板。
【請求項２４】
　上記生体分子が核酸を含む、請求項23に記載の基板。
【請求項２５】
　上記生体分子がタンパク質を含む、請求項23に記載の基板。
【請求項２６】
　上記生体分子がペプチドを含む、請求項23に記載の基板。
【請求項２７】
　上記生体分子がオリゴヌクレオチドを含む、請求項23に記載の基板。
【請求項２８】
　上記生体分子が抗体を含む、請求項23に記載の基板。
【請求項２９】
　上記生体分子が細胞を含む、請求項23に記載の基板。
【請求項３０】
　上記生体分子が酵素を含む、請求項23に記載の基板。
【請求項３１】
　上記生体分子が病原体を含む、請求項23に記載の基板。
【請求項３２】
　マイクロアレイの一構成要素として使用される、請求項1に記載の基板。
【請求項３３】
　活性フィルタの一構成要素として使用される、請求項1に記載の基板。
【請求項３４】
　ブロッティング面の一構成要素として使用される、請求項1に記載の基板。
【請求項３５】
　診断装置の一構成要素として使用される、請求項1に記載の基板。
【請求項３６】
　機能化された製品を製造する方法であって、
　（1）微細構造を有する微孔性基板を用意するステップと、（2）その微細構造の上に中
間層を堆積させるステップと、（3）その中間層に機能層を付着させて、上記製品の機能
部位の密度が少なくとも50ナノモル/cm2になるようにするステップを含む方法。
【請求項３７】
　機能部位の密度が2500～150,000ナノモル/cm3であるという特徴をさらに有する、請求
項36に記載の方法。
【請求項３８】
　多孔性微細構造と、その微細構造の少なくとも一部の上にある中間層と、その中間層に
付着した機能層とを備えるポリテトラフルオロエチレン基板に隣接した支持層を備えてい
て、上記機能層が、少なくとも50ナノモル/cm2の密度の機能部位を有する製品。
【請求項３９】
　上記基板が延伸ポリテトラフルオロエチレンである、請求項38に記載の製品。
【請求項４０】
　上記延伸ポリテトラフルオロエチレンのフィブリル長が0.5～5μｍである、請求項39に
記載の製品。
【請求項４１】
　上記延伸ポリテトラフルオロエチレンのフィブリル長が0.5～3μｍである、請求項39に
記載の製品。
【請求項４２】
　上記延伸ポリテトラフルオロエチレンのフィブリル長が0.5～2μｍである、請求項39に
記載の製品。
【請求項４３】
　上記ポリテトラフルオロエチレン基板の厚さが約250μｍ未満である、請求項38に記載
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の製品。
【請求項４４】
　上記ポリテトラフルオロエチレン基板の厚さが約125μｍ未満である、請求項38に記載
の製品。
【請求項４５】
　上記ポリテトラフルオロエチレン基板の厚さが約75μｍ未満である、請求項38に記載の
製品。
【請求項４６】
　上記機能部位が少なくとも100ナノモル/cm2の密度である、請求項38に記載の製品。
【請求項４７】
　上記機能部位が少なくとも200ナノモル/cm2の密度である、請求項38に記載の製品。
【請求項４８】
　上記機能部位が少なくとも250ナノモル/cm2の密度である、請求項38に記載の製品。
【請求項４９】
　上記機能部位がアミン基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５０】
　上記機能部位がヒドロキシル基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５１】
　上記機能部位がカルボキシル基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５２】
　上記機能部位がアルデヒド基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５３】
　上記機能部位がエポキシド基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５４】
　上記機能部位がチオール基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５５】
　上記機能部位が無水物基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５６】
　上記機能部位がアクリレート基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５７】
　上記機能部位がメタクリレート基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５８】
　上記機能部位がエステル基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項５９】
　上記機能部位がアジド基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項６０】
　上記機能部位がスルホネート基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項６１】
　上記機能部位がホスホネート基を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項６２】
　上記ポリテトラフルオロエチレン基板が接着剤によって上記支持層に付着されている、
請求項38に記載の製品。
【請求項６３】
　上記ポリテトラフルオロエチレン基板が熱硬化性接着剤によって上記支持層に付着され
ている、請求項38に記載の製品。
【請求項６４】
　上記ポリテトラフルオロエチレン基板が熱可塑性接着剤によって上記支持層に付着され
ている、請求項38に記載の製品。
【請求項６５】
　上記ポリテトラフルオロエチレン基板が感圧性接着剤によって上記支持層に付着されて
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いる、請求項38に記載の製品。
【請求項６６】
　上記ポリテトラフルオロエチレン基板が、その基板または上記支持層の一部にだけ堆積
された接着剤によってその支持層に付着されている、請求項38に記載の製品。
【請求項６７】
　上記支持層がガラスを含む、請求項38に記載の製品。
【請求項６８】
　上記支持層が石英を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項６９】
　上記支持層がステンレス鋼を含む、請求項38に記載の製品。
【請求項７０】
　上記支持層がプラスチックを含む、請求項38に記載の製品。
【請求項７１】
　マイクロアレイ用基板である、請求項38に記載の製品。
【請求項７２】
　自己蛍光のレベルが532μmにおいて約1000 RFU未満であるという特徴をさらに有する、
請求項71に記載の製品。
【請求項７３】
　自己蛍光のレベルが532μmにおいて約1000 RFU未満であり、機能部位の密度が50ナノモ
ル/cm2よりも大きいという特徴をさらに有する、請求項71に記載の製品。
【請求項７４】
　自己蛍光のレベルが635μmにおいて約100 RFU未満であるという特徴をさらに有する、
請求項71に記載の製品。
【請求項７５】
　自己蛍光のレベルが635μmにおいて約100 RFU未満であり、機能部位の密度が50ナノモ
ル/cm2よりも大きいという特徴をさらに有する、請求項71に記載の製品。
【請求項７６】
　Cy5染料に関する平均信号対雑音比が130よりも大きいという特徴をさらに有する、請求
項71に記載の製品。
【請求項７７】
　Cy5染料に関する平均信号対雑音比が150よりも大きいという特徴をさらに有する、請求
項71に記載の製品。
【請求項７８】
　Cy3染料に関する平均信号対雑音比が90よりも大きいという特徴をさらに有する、請求
項71に記載の製品。
【請求項７９】
　Cy3染料に関する平均信号対雑音比が110よりも大きいという特徴をさらに有する、請求
項71に記載の製品。
【請求項８０】
　1.5倍精度レベルが少なくとも99％であるという特徴をさらに有する、請求項71に記載
の製品。
【請求項８１】
　1.2倍精度レベルが少なくとも76％であるという特徴をさらに有する、請求項71に記載
の製品。
【請求項８２】
　安定性の向上が20％未満である、請求項71に記載の製品。
【請求項８３】
　安定性の向上が10％未満である、請求項71に記載の製品。
【請求項８４】
　多孔性微細構造と、その微細構造の少なくとも一部の上にある中間層と、その中間層に
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付着した機能層とを備えるポリテトラフルオロエチレン基板に隣接した支持層を備えてい
て、上記機能層の機能部位の密度が少なくとも50ナノモル/cm2であり、その機能部位に生
体分子が結合する製品。
【請求項８５】
　上記生体分子が核酸である、請求項84に記載の製品。
【請求項８６】
　上記生体分子がタンパク質である、請求項84に記載の製品。
【請求項８７】
　上記生体分子がオリゴヌクレオチドである、請求項84に記載の製品。
【請求項８８】
　上記生体分子がペプチドである、請求項84に記載の製品。
【請求項８９】
　上記生体分子が抗体である、請求項84に記載の製品。
【請求項９０】
　上記生体分子が酵素である、請求項84に記載の製品。
【請求項９１】
　上記生体分子が細胞である、請求項84に記載の製品。
【請求項９２】
　生体分子を測定する方法であって、
　（a）支持層を用意するステップと、
　（b）必要に応じてその支持層を機能化するステップと、
　（c）その支持層の少なくとも一部に接着剤を載せるステップと、
　（d）その支持層に、ノードとフィブリルを含む微細構造を有する微孔性ポリテトラフ
ルオロエチレン基板を接着剤を介して付着させるステップと、
　（e）その微孔性ポリテトラフルオロエチレン基板を機能化して機能部位を形成するス
テップと、
　（f）その機能部位に生体分子を結合させるステップと、
　（g）機能化したその層に結合した生体分子の量を検出するステップを含む方法。
【請求項９３】
　マイクロアレイ用基板を作る方法であって、
　（a）支持層を用意するステップと、
　（b）必要に応じてその支持層を機能化するステップと、
　（c）その支持層の少なくとも一部に接着剤を載せるステップと、
　（d）その支持層に、ノードとフィブリルを含む微細構造を有する微孔性ポリテトラフ
ルオロエチレン基板を接着剤を介して付着させるステップと、
　（e）その微孔性ポリテトラフルオロエチレン基板を機能化するステップを含む方法。
【請求項９４】
　自己蛍光のレベルが635μmにおいて約100 RFU未満であり、機能部位の密度が50ナノモ
ル/cm2よりも大きいマイクロアレイ用基板。
【請求項９５】
　自己蛍光のレベルが532μmにおいて約1000 RFU未満であり、機能部位の密度が50ナノモ
ル/cm2よりも大きいマイクロアレイ用基板。
【請求項９６】
　Cy5染料に関する信号対雑音比が130よりも大きいマイクロアレイ用基板。
【請求項９７】
　Cy5染料に関する上記信号対雑音比が150よりも大きい、請求項96に記載のマイクロアレ
イ用基板。
【請求項９８】
　Cy3染料に関する信号対雑音比が90よりも大きいマイクロアレイ用基板。
【請求項９９】
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　Cy3染料に関する上記信号対雑音比が110よりも大きい、請求項98に記載のマイクロアレ
イ用基板。
【請求項１００】
　1.5倍精度レベルが少なくとも99％であるマイクロアレイ用基板。
【請求項１０１】
　1.2倍精度レベルが少なくとも76％であるマイクロアレイ用基板。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、機能性多孔性基板に関するものであり、より詳細には、生体分子を検出する
ためのマイクロアレイの用途に使用されるそのような基板に関する。
【背景技術】
【０００２】
　マイクロアレイは高スループット・スクリーニングの能力を持つため、ヘルスケア産業
と医薬産業において研究者が疾患を診断したり新しい薬を発見したりするのに不可欠なツ
ールとなっている。さらに、農業や国防に関わる企業がマイクロアレイを用いて有害な病
原性細菌の存在に関する情報を発見している。このような同時スクリーニングは、プロー
ブとしての生物分子（すなわち核酸の断片、抗体、ペプチド、タンパク質、病原体、細胞
など）の多数の微視的スポット（一般にサイズが10～250μm）を同じ基板上に印刷してア
レイを形成することによって可能になる。研究の目的で開発された高密度マイクロアレイ
は、一般に、プローブとなる所定の規則的なパターンに配置された1000～50000個のスポ
ットを基板上に備えているため、スポットの密度は約50スポット/cm2～2500スポット/cm2

になる。基板はさまざまなサイズが可能だが、一般に1インチ×3インチの顕微鏡用スライ
ド・ガラスのサイズである。基板の表面が反応性であってプローブである配列が既知の生
体分子と結合できることが極めて重要である。使用するときには、マイクロアレイは配列
が既知の標的生体分子とハイブリダイズし、アレイの表面にスポットとなっているさまざ
まなプローブとその標的の応答が同時に検出される。一般に、標的は蛍光染料で標識し、
たいていは蛍光に基づく検出技術を利用して、ハイブリダイゼーション後のプローブに対
する標的生体分子の応答を定量化する。マイクロアレイ基板上にスポットになっているす
べてのプローブに対する標的の複合的な定量的応答が、マイクロアレイ実験から得られる
データである。
【０００３】
　マイクロアレイ実験を利用し、所定の生物（すなわちヒト、マウス、植物、細菌など）
のさまざまな遺伝子またはタンパク質の発現レベルを検出することができる。多く発現す
る遺伝子またはタンパク質は検出がはるかに簡単である。なぜなら所定のサンプル中の濃
度が最大であることがしばしばあるからである。しかし発現レベルが低いときやサンプル
数が少ないときには、感度がよくて信頼性のある検出技術が極めて重要になる。タンパク
質-タンパク質相互作用やタンパク質の生化学的活性を研究するのにこのタイプの検出技
術がますます重要になっている。というのも、タンパク質の濃度を酵素反応（例えばポリ
メラーゼ連鎖反応）で増幅することはできないからである。
【０００４】
　その結果、マイクロアレイの業界では、少量のタンパク質および／または核酸を信頼性
よく検出することがますます必要とされている。研究者は、マイクロアレイ実験でこのよ
うな低レベルの測定または検出を正確に行なうときには、感度と全体的な信号対雑音比を
最大にするシステム構成要素を用いる必要がある。多数の方法を利用して感度と信号対雑
音比に影響を与えることができる。そのうちの一般的な3つは、（1）走査装置の感度また
は検出限界の改善、（2）標識法を利用した蛍光信号の増幅率増大、（3）高感度基板の使
用である。本発明では、高感度マクロアレイ基板を用いて信号対雑音比を増大させること
に焦点を当てる。
【０００５】
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　信号強度の増大は、単位面積当たりの結合部位の数（機能部位の密度）を増やすことに
よって実現できる。それが最終的に、固定化された生体分子プローブの保持と、蛍光標識
された標的分子とハイブリダイズしたときの増大した信号の発生に影響を与える。信号対
雑音比は、検出に用いる材料および／またはシステムの固有自己蛍光を減らすことによっ
ても大きくすることができる。これらの方法は、信号強度の増大および／または雑音の低
減によって最終的に対雑音比に影響を与えるであろう。いくつかの従来法がこれまで試み
られてきた。
【０００６】
　高密度マイクロアレイの製造に利用されている多くの一般的な方法では、興味の対象で
あるサンプルを結合させるための機能部位を含む非多孔性二次元ガラス基板が用いられて
いる。ガラスが好ましいのは、不活性で固有自己蛍光が少ないからである。固有自己蛍光
が少ないと、通常は蛍光に基づいて検出される信号に対する雑音が少なくなる。市販され
ているこのような基板の例は、UltraGAPS II（登録商標）スライド（コーニング社、ライ
フ・サイエンシーズ、オネオンタ、ニューヨーク州）、Nexterion（登録商標）スライド
（ショット・ノース・アメリカ社、ルイスヴィル、ケンタッキー州）、Array-It（登録商
標）スライド（テレケム・インターナショナル社、サニーヴェイル、カリフォルニア州）
である。非多孔性ガラスを使用する際の1つの欠点は、機能部位の密度が非常に低いため
に信号が比較的弱く、特に発現が少ない遺伝子またはタンパク質を検出しようとするとき
に興味の対象となるサンプルの検出が非常に難しいことである。その影響は、興味の対象
となるサンプルの体積または濃度を大きくすることによって最小にできるが、この方法が
可能なのは、利用できるサンプルが十分に大きいときだけである。研究者は、与えられる
サンプルの量、濃度、体積が非常に限られていることがしばしばある。機能部位の密度を
大きくする一般的な1つの方法は、機能部位を含む表面積を大きくするために多孔性基板
を用いることであった。Tannerら（アメリカ合衆国特許第6,750,023号）は、多孔性無機
層を非多孔性無機下部構造に付着させることにより、生物的分析物または化学的分析物の
アレイを付着させるための機能性材料を形成する方法を教示している。
【０００７】
　機能性材料として有機ポリマーを用いる別の方法も試みられてきた。Haddadら（WO 01/
66244）は、配向したポリマー膜から作った繊維状の非多孔性機能性材料を用いてアレイ
を製造することを教示している。多孔性有機ポリマーも以前からマイクロアレイ基板で使
用されており、市販されているそのような材料は、Vivid Microarray（登録商標）スライ
ド（パル社、イースト・ヒルズ、ニューヨーク州）とCAST（登録商標）スライド（シュラ
イヒャー＆シュエル・バイオサイエンス社、キーン、ニュー・ハンプシャー州）であり、
両方とも多孔性ナイロン膜を使用している。
【０００８】
　マイクロアレイ用基板としてこのような膜を利用することは、Solomonらのアメリカ合
衆国特許出願公開2003/0219816と、Andreoliらのアメリカ合衆国特許出願公開2004/01573
20に詳細に記載されている。さまざまな微孔性材料が文献で議論されているが、そのうち
でナイロンとニトロセルロースが最も一般的である。ナイロンは、容易に微孔性にできて
そのままでDNAに対する親和性を有するという利点を持っている。同様に、ニトロセルロ
ースは、タンパク質を結合させるのに有効であることが知られている。ナイロンとニトロ
セルロースの場合には、DNAおよび／またはタンパク質との結合は、ナイロンまたはニト
ロセルロースのポリマー骨格に存在する固有の官能基が何であるかによって異なる。した
がってこれらの材料で利用できる機能部位の密度は制限される。さらに、転相膜の孔のサ
イズは、スポットが横に広がるのを阻止するのに十分な小ささではない可能性がある。す
るとクロストークが起こり、アレイの密度が制限される。ナイロンやニトロセルロースな
どの有機ポリマーを用いる際の一般的な別の問題は、これらの材料が大きな固有自己蛍光
を持っていることである。蛍光に基づく検出は、ハイブリダイズした標的生体分子を定量
化する際に最も一般的に用いられている技術であるため、自己蛍光が多いと背景雑音が多
くなり、その結果として蛍光信号の明確さに悪い影響がある。別の方法として、Montagu
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（WO 2004/018623）が教示しているように、背景雑音は、薄い（約5μm未満）機能性材料
を用いて減らすこともできる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　製造が容易で、機能部位の密度が大きく、自己蛍光が少ないために信号対雑音比が最大
になるアレイ用基板が要求されている。本発明は、こうしたすべての要求に応えるととも
に、非常に高い精度を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明により、微孔性微細構造と、その微細構造の少なくとも一部の上にある中間層と
、その中間層に付着した機能層とを備えていて、その機能層が、少なくとも50ナノモル/c
m2の密度の機能部位を有する基板が提供される。
【００１１】
　別の特徴では、本発明により、機能化された製品を製造する方法であって、（1）微細
構造を有する微孔性基板を用意するステップと、（2）その微細構造の上に中間層を堆積
させるステップと、（3）その中間層に機能層を付着させて、上記製品の機能部位の密度
が少なくとも50ナノモル/cm2になるようにするステップを含む方法が提供される。
【００１２】
　さらに別の特徴では、本発明により、微孔性微細構造と、その微細構造の少なくとも一
部の上にある中間層と、その中間層に付着した機能層とを備えるポリテトラフルオロエチ
レン基板に隣接した支持層を備えていて、上記機能層が、少なくとも50ナノモル/cm2の密
度の機能部位を有する製品が提供される。
【００１３】
　さらに別の特徴では、本発明により、微孔性微細構造と、その微細構造の少なくとも一
部の上にある中間層と、その中間層に付着した機能層とを備えるポリテトラフルオロエチ
レン基板に隣接した支持層を備えていて、上記機能層の機能部位の密度が少なくとも50ナ
ノモル/cm2であり、その機能部位に生体分子が結合する製品が提供される。
【００１４】
　さらに別の特徴では、本発明により、生体分子を測定する方法であって、
　（a）支持層を用意するステップと、
　（b）必要に応じてその支持層を機能化するステップと、
　（c）その支持層の少なくとも一部に接着剤を載せるステップと、
　（d）その支持層に、ノードとフィブリルを含む微細構造を有する微孔性ポリテトラフ
ルオロエチレン基板を接着剤を介して付着させるステップと、
　（e）その微孔性ポリテトラフルオロエチレン基板を機能化して機能部位を形成するス
テップと、
　（f）その機能部位に生体分子を結合させるステップと、
　（g）機能化したその層に結合した生体分子の量を検出するステップを含む方法が提供
される。
【００１５】
　さらに別の特徴では、本発明により、マイクロアレイ用基板を作る方法であって、
　（a）支持層を用意するステップと、
　（b）必要に応じてその支持層を機能化するステップと、
　（c）その支持層の少なくとも一部に接着剤を載せるステップと、
　（d）その支持層に、ノードとフィブリルを含む微細構造を有する微孔性ポリテトラフ
ルオロエチレン基板を接着剤を介して付着させるステップと、
　（e）その微孔性ポリテトラフルオロエチレン基板を機能化するステップを含む方法が
提供される。
【００１６】
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　別の特徴では、本発明により、自己蛍光のレベルが635μmにおいて約100 RFU未満であ
り、機能部位の密度が50ナノモル/cm2よりも大きいマイクロアレイ用基板が提供される。
【００１７】
　別の特徴では、本発明により、自己蛍光のレベルが532μmにおいて約1000 RFU未満であ
り、機能部位の密度が50ナノモル/cm2よりも大きいマイクロアレイ用基板が提供される。
【００１８】
　別の特徴では、本発明により、Cy5染料に関する信号対雑音比が130よりも大きい（150
よりも大きいことが好ましい）マイクロアレイ用基板が提供される。
【００１９】
　別の特徴では、本発明により、Cy3染料に関する信号対雑音比が90よりも大きい（110よ
りも大きいことが好ましい）マイクロアレイ用基板が提供される。
【００２０】
　別の特徴では、本発明により、1.5倍精度レベルが少なくとも99％であるマイクロアレ
イ用基板が提供される。
【００２１】
　別の特徴では、本発明により、1.2倍精度レベルが少なくとも76％であるマイクロアレ
イ用基板が提供される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
　本発明は、官能基の密度が大きくて自己蛍光が少ない改良された機能性多孔性基板と機
能性微孔性基板に関するものであり、生物を分析するための検出にマイクロアレイ用基板
として用いたとき、高い精度レベルでこれまでに得られたことのない大きな信号対雑音比
が得られる。これらの属性は、多孔性材料および微孔性材料の選択と、これらの材料を機
能化する方法の独自の組み合わせに由来する。マイクロアレイは、ゲノムに含まれる情報
を選別して分析するのに用いられるツールと定義することができる。このツールは、基板
に化学的に結合させたさまざまな生体分子（核酸、タンパク質、細胞など）プローブを含
んでいる。基板としては、マイクロチップ、スライド・ガラス、サイズが小さな球形ビー
ズが可能である。以下の説明では、“多孔性材料”は、全断面を貫通する複数の孔を有す
るために流体が透過する材料を意味する。多孔性材料は、一般に平均孔径によって特徴づ
けられる。あるいは多孔性材料は、孔の最大サイズの1つの指標であるバブル・ポイント
によっても特徴づけられる。平均孔径とバブル・ポイントの両方とも、圧力流試験によっ
て測定することができる。微孔性材料は多孔性材料の部分集合であり、平均孔径が約1μm
未満、またはバブル・ポイントが約10psi超である。
【００２３】
　本発明の多孔性材料は平坦であり。膜またはシートの形状にすることができる。本発明
の多孔性基板には全断面を貫通する相互に接続された複数の孔が存在しているため、流体
が透過する。この微細構造の表面積は、同じ体積の非多孔性材料の表面積よりもかなり大
きい。本発明ではこの微細構造とそれに伴う大きな表面積／体積比を利用して官能基の密
度が大きな基板を作り出す。この内部表面積（比表面積と呼ぶほうがよい）は、多孔性材
料の孔のサイズと関係している。多孔性材料の孔のサイズの平均値が小さくなると、表面
積が大きくなる。一般に、多孔性材料の比表面積は、標準的なガス吸着法で測定して少な
くとも0.1m2/gである。この値は1m2/gよりも大きいことが好ましく、10m2/gよりも大きい
ことが最も好ましい。
【００２４】
　この明細書では、“機能部位”は、多孔性基板の外面または内面に位置する部位である
。機能部位は、この明細書に記載した表面改変技術を利用して生成させることができる。
機能部位は、生体分子を結合させることのできる結合部位を提供するのに役立つ。好まし
いいくつかの実施態様では、機能部位に結合する生体分子は、標的生体分子（一般に溶液
中の分析物）が共有結合または非共有結合することのできるプローブ分子として機能する
。本発明で考慮する生体分子の例として、核酸、オリゴヌクレオチド、抗体などが挙げら
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れる。この明細書では、“官能基”は、1つの単位として反応して機能部位の性質を決定
する一群の原子である。機能性基板は、微細構造の表面に存在する機能部位を有する多孔
性基板である。“機能化する”という用語は、1つまたは複数の官能基を多孔性基板の微
細構造に結合させるプロセスを意味する。
【００２５】
　固有の大きな表面積／体積比を持つ多孔性材料は、非多孔性基板（例えば非多孔性ガラ
ス）よりも機能化された面積が大きい。すでに述べたように、マイクロアレイの用途でこ
のような機能性多孔性基板を用いることは、従来の文献（例えばAndreoliのアメリカ合衆
国特許出願公開2004/0157320、Tannnerのアメリカ合衆国特許第6,750,023号）に教示され
ている。彼らの教えでは、多孔性微細構造によって増大した内部面積が活用されているが
、結合部位に関しては多孔性材料の固有官能基密度に依存している。例えばAndreoliは、
ナイロン分子の化学構造内のアミド基が提供する機能を持つ多孔性ナイロンを基板として
利用することを教示している。それに対してTannnerは、多孔性ガラスを利用することを
教示しているが、シラン処理を通じたその後の機能化に関しては、ガラス表面にヒドロキ
シル基が存在することに依存している。
【００２６】
　本発明では、マイクロアレイの用途で官能基高密度基板を作るのに新しい方法を用いる
。本発明の方法は、官能基を作り出すのに材料に固有の化学的性質に依存しない多孔性材
料から出発する。そうではなく、多孔性材料の微細構造を、反応性官能基（例えばヒドロ
キシル基）を含む中間層で実質的に覆う。次に、適切な機能性化学物質を中間層のヒドロ
キシル基と反応させて機能性基板を作り出す。したがって基板の機能化には、多孔性微細
構造の上に中間層を堆積させるステップが含まれる。この方法では、多孔性材料ではなく
て中間層の選択が、官能基の密度を決める。本発明の教えに従ってあとから機能化した従
来のあらゆる材料は、官能基の密度がはるかに大きくなった。
【００２７】
　官能基密度が大きな本発明の基板は、多孔性材料から出発して得られる。多孔性材料は
、膜やシートなどの平坦な形状であることが好ましい。多孔性材料としては、有機または
無機の材料が可能である。そのような有機多孔性材料の例として、ポレックス社が販売し
ている超高分子量ポリエチレン（UHMWPE）、スモール・パーツ社（マイアミ・レイクス、
フロリダ州）から入手できるポリプロピレン（PP）またはポリテトラフルオロエチレン（
PTFE）などが挙げられよう。有機ポリマーから製造された膜は一般に微孔性であり、市販
されている。そのような材料の例は、W.L.ゴア・アンド・アソシエイツ社から入手できる
延伸PTFE（ePTFE）膜、パル社からそれぞれBiodyne（登録商標）とBiotrace（登録商標）
の商品名で入手できるナイロン膜とポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜、オスモニクス社か
らPolySep（登録商標）の商品名で入手できるPP膜、ポレックス社からMupor（登録商標）
の商品名で入手できるPTFE膜である。無機多孔性材料は、一般に堅固なシートとして入手
できる。このような材料は、一般に、無機材料（例えば金属、セラミック、金属酸化物）
を焼結させることによって得られる。多孔性ガラスはそのような焼結材料の一般的な一例
であり、R&Hフィルタ社（ジョージタウン、デラウェア州）やアドバンスト・ガラス＆セ
ラミックス社（ホールデン、マサチューセッツ州）といった企業から入手できる。多孔性
材料を適切に選択し、その後に機能化用化学物質を適切に選択することで、本発明の官能
基高密度基板も自己蛍光を少なくすることができる。一般に、化学構造の中に共役した結
合がない材料は、蛍光が少ない。そのような多孔性材料の例は、PTFE、UHMWPE、PP、ガラ
スなどの材料から製造したものである。
【００２８】
　多孔性材料として、延伸PTFE（ePTFE）が特に好ましい。なぜなら自己蛍光が少なく、
化学的に不活性であり、高温で安定だからである。ePTFEの製造方法は、ゴア社に付与さ
れたアメリカ合衆国特許第3,953,566号に記載されている。延伸PTFEはPTFEの微孔性形態
であり、不規則な形状の孔からなる。微孔性の延伸PTFE（ePTFE）の表面積／体積比が例
外的に大きいことはこの用途に適している可能性があることを示唆しているが、孔の形状
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が不規則であるために候補にはなりにくい。しかし驚くべきことに、ePTFE構造が不規則
で孔が円形ではないことが性能を損なうことはない。実際、ePTFEは最も好ましい多孔性
材料である。延伸PTFEの孔は、高温で実施する引き伸ばしによる延伸プロセスによって作
り出される。延伸によって微孔性構造が作り出され、細かいフィブリルによってノードが
互いに接続される。好ましいePTFE材料は、ゴア社に付与されたアメリカ合衆国特許第4,1
87,390号の教示内容に従って製造される。
【００２９】
　孔のサイズの選択は、多孔性材料を選択する際にカギとなる1つの因子である。有効な
マイクロアレイ用基板であるためには、孔は、スポッティングの間を通じて溶液が横方向
に広がるのを抑制するのに十分な小ささでなければならない。孔が大きすぎると、スポッ
トにする液体があらゆる方向に広がってスポットが互いに混合し、その結果としてクロス
トークと汚染が起こると考えられる。スポットとスポットの距離を大きくしてこの問題を
回避することができる。しかしこのようにすると、所定の面積内に配置できるスポットの
数が少なくなる。他方、孔は、生体分子が孔の中に入ることができるとともに、洗浄プロ
セスの間を通じて試薬が孔を出入りできるだけの大きさである必要がある。バブル・ポイ
ントの測定は、多孔性材料の孔の最大サイズを特徴づけるための標準的な方法である。
【００３０】
　たいていの多孔性基板を用いてマイクロアレイの用途のための本発明による官能基高密
度基板を作り出せるが、バブル・ポイントは少なくとも0.007MPa（1psi）でなければなら
ない（少なくとも0.070MPa（10psi）が好ましい）。好ましいePTFE材料はバブル・ポイン
トの値が少なくとも0.207MPa（30psi）である。ePTFE材料は、バブル・ポイントの値が少
なくとも0.207MPa（30psi）であることが最も好ましい。
【００３１】
　微孔性ePTFE材料の微細構造は、フィブリルによって互いに接続されたノードからなり
、フィブリルの平均長によって特徴づけることができる。フィブリルの長さは、ePTFE膜
の表面の走査電子顕微鏡写真を適度な高倍率（例えば20,000倍）で撮影し、次いでノード
間のフィブリルの長さを測定することによって測定できる。フィブリルに関してそのよう
な測定を30回行ない、その測定の平均値をフィブリルの平均長として示す。フィブリルの
平均長が長いほど一般にバブル・ポイントは低く、平均孔径は大きくなる。好ましいePTF
E材料では、フィブリルの平均長は0.5～5μmでなければならないと考えられる。この値は
0.5～3μmであることが好ましく、0.5～2μmであることが最も好ましい。
【００３２】
　機能部位の密度が大きい本発明の基板は、厚さが5μm以上の多孔性材料を用いて形成す
ることができる。より厚くなると官能基が結合する内部表面積が大きくなるため、官能基
の密度が大きくなる。しかしマイクロアレイの用途では、多孔性材料の厚さに制限がある
。厚すぎる材料は、接触印刷の間にプローブ溶液を過度に吸収して印刷ピンが急速に乾燥
し、スポットの明確さに影響が出る可能性があるため、望ましくない。さらに、厚すぎる
材料は、特にハイブリダイゼーション後の洗浄ステップのときに処理することが難しい。
ハイブリダイゼーション液を材料から洗い流すのが不十分だと、試薬が残って基板の自己
蛍光が増える可能性がある。マイクロアレイ用基板に関しては、多孔性材料の好ましい厚
さは約250μm以下である。この値は約125μm以下であることが好ましい。
【００３３】
　本発明は、官能基が結合する多孔性材料の内面に依存している。内面の面積は、多孔性
材料の厚さと比表面積の関数である。予想されるように、比表面積は多孔性材料を選択す
る際の重要な1つの考慮事項である。しかし比表面積は孔のサイズと関係している。一般
に、孔のサイズが小さくなると比表面積が大きくなる。孔のサイズの条件に合わせ、比表
面積が任意の値の多孔性材料を本発明の機能部位高密度材料に変換することができる。し
かし実用的なマイクロアレイ用基板に関しては、多孔性材料は比表面積が少なくとも1m2/
gでなければならない。好ましいePTFE材料は比表面積が少なくとも1m2/gであり、最も好
ましい比表面積は少なくとも10m2/gである。
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【００３４】
　本発明で利用できる多孔性材料は、いかなる添加剤も含まず、特に自己蛍光を増やす可
能性のある添加剤を含まないことが好ましい。しかし必要な場合には、多孔性材料は、顔
料、充填剤、着色剤、UV吸収材などの添加剤を含んでいてもよい。
【００３５】
　多孔性材料は、最初にヒドロキシル基含有機能性コーティングを多孔性材料の微細構造
全体の上に堆積させ、その後、有機シラン化合物を用いてその中間層のヒドロキシル基と
反応させることにより、本発明の官能基高密度多孔性基板に変換される。この変換プロセ
スの詳細を、主に好ましいePTFE材料に関して以下に説明する。しかしこの変換法は、こ
れまでに説明したさまざまな多孔性材料にも同様に適用できる。
【００３６】
　ePTFEには固有の疎水性があるため、極性溶液（例えばマイクロアレイ印刷用緩衝液や
ハイブリダイゼーション用緩衝液）は基板材料を濡らさない。また、ePTFEの化学構造の
ために生体分子（例えば核酸、タンパク質）はこの材料にうまく結合しない。したがって
生体分子がうまく結合できるようにするには、ePTFEの表面を変化させた後に官能基を結
合させる必要がある。有機ポリマーを用いて微細構造を被覆することによってePTFEの表
面を変化させて表面を親水性にすることは、Fujimotoに付与されたアメリカ合衆国特許第
5,130,024号と、Drumhellerに付与されたアメリカ合衆国特許第5,897,955号に記載されて
いる。無機ゾル-ゲル組成物を用いたePTFEの同様な親水性処理は、日本国特開平08-25010
1と、Zuckerbrodのアメリカ合衆国特許公開2004/0081886A1に記載されている。
【００３７】
　本発明では、あとでシランと反応することのできるヒドロキシル基を提供する低自己蛍
光親水性コーティングを用いて表面を変化させることが好ましい。このような親水性コー
ティングに適した有機ポリマーの例は、ポリビニルアルコール、ポリエチレングリコール
、ポリプロピレングリコール、ポリグリシドール、ポリ(ビニルアルコール-コ-エチレン)
、ポリ(エチレングリコール-コ-プロピレングリコール)、ポリ(酢酸ビニル-コ-ビニルア
ルコール)などを単独で用いたもの、または組み合わせたものである。場合によっては、
適切な架橋剤（例えばアルデヒド、エポキシド、無水物など）を用いてこれらのポリマー
・コーティングをその場で共有結合によって互いに架橋させることができる。ポリビニル
アルコール（PVOH）は、ePTFEの親水性処理を行なうのに好ましい有機ポリマーである。
場合によっては実施する架橋は、アルデヒド（例えばグルタルアルデヒド）を用いて実現
することができる。
【００３８】
　以下に説明するゾル-ゲル溶液は、より多くのヒドロキシル基を供給してePTFEの表面を
あとで実施する機能化により適した状態にするという意味で、より好ましい溶液である。
ゾル-ゲルは、溶液状態からゲル状態になる中間体または中間体混合物を加水分解した後
に脱水してガラスまたはセラミックにすることによって特殊な金属酸化物ガラスと金属酸
化物セラミックを調製するための方法である。ePTFEを親水性にするのに利用するゾル-ゲ
ル処理法に関する詳細は、日本国特開平08-250101に記載されている。
【００３９】
　好ましいゾル-ゲル・コーティング溶液は、オルトケイ酸テトラエチル（TEOS）または
オルトケイ酸テトラメチルに由来し、ゾル-ゲル・コーティングはケイ酸ナトリウム溶液
またはコロイドシリカ懸濁液に由来する。TEOSに由来するゾル-ゲル・コーティング溶液
が最も好ましい。上に説明した親水性コーティングは、他の微孔性材料（例えばナイロン
、超高分子量ポリエチレン（UHMWPE）、ポリプロピレン、多孔性PTFE、PVDF、多孔性ガラ
スなど）の表面を変化させるのにも使用できる。ePTFEその他の微孔性材料の親水性処理
は、多数の方法で実現できる。通常は、この処理は、有機ポリマーまたは無機ゾル-ゲル
の溶液を一般に知られている方法（例えば浸漬コーティング、スプレー、スピン・コーテ
ィング、ブラシング、ローラー・コーティング、メイヤー・バー・コーティング）で膜に
付着させることによって実現される。材料の多孔性を維持しつつ表面を親水性にするのに
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十分なコーティングだけを付着させるように注意せねばならない。過剰量の親水性コーテ
ィングを付着させると、基板の自己蛍光も増大するであろう。
【００４０】
　上に説明した親水性処理ステップでヒドロキシル基含有コーティングを微細構造全体の
上に堆積させることにより、ePTFEその他の微孔性材料が親水性になる。次のステップで
ヒドロキシル基を低自己蛍光有機シランと反応させることで、結合させる個々の生体分子
に応じた望む官能基を得る。例えば相補的DNA（cDNA）分子を基板に結合させる場合には
アミン基が最適であり、その基は、親水化されたePTFE材料を直鎖または分岐鎖の適切な
アミノシラン、アミノアルコキシシラン、アミノアルキルシラン、アミノアリールシラン
と反応させることによって導入できる。使用できるシランの例は、γ-アミノプロピルト
リメトキシシラン、γ-アミノプロピルトリエトキシシラン、N-(ベータ-アミノエチル)-
γ-アミノプロピルトリメトキシシラン、N-(ベータ-アミノエチル)-γ-アミノプロピルト
リエトキシシランである。このようなアミン基は、有機シランがカップルしたデンドリマ
ー（例えばデンドリテック社、ミッドランド、ミシガン州から入手できる）を通じて導入
することもできる。この方法を利用して適切な有機シランを選択することで、さまざまな
反応性官能基をePTFE基板に結合させることができる。同じ官能基に関しては、表面上の
結合部位からの官能基の位置は、選択した有機シランで用いるリンカー分子のサイズによ
って制御することもできる。結合させることのできる反応性官能基の例は、いくつか挙げ
るならば、アミン、エポキシド、アルデヒド、カルボキシル、無水物、ヒドロキシル、ア
クリレート、メタクリレート、エステル、チオール、アジド、スルホネート、ホスホネー
トなどである。望むのであれば、シランとさまざまな有機官能基の混合物を中間層からの
ヒドロキシル基と反応させることにより、2つ以上の官能基を基板に堆積させることがで
きる。その官能基をさらに他の化学試薬と反応させ、標的とする最終用途のための望む官
能基を作り出すことができる。例えばエポキシド基をジオールとさらに反応させてヒドロ
キシル基を再び作り出すこと、またはマレイミド（NHSをベースとした架橋剤）の使用に
よってアミン基をさらに架橋させ、生体分子を有するアミン基（例えば抗体）と反応でき
る官能基を作り出すことができる。
【００４１】
　シラン処理は、親水性ePTFE材料を、pHが小さな有機溶媒にシランを溶かした希釈溶液
で処理することによって実現できる。このようなシラン処理と、有機官能基やリンカーの
サイズが異なるシランの詳細は、ジェレスト社（モリスヴィル、ペンシルヴェニア州）か
ら入手できる冊子『シラン・カップリング剤：境界を超えた結合』から得ることができる
。同様の情報と化学物質は、他の企業（例えばユナイテッド・ケミカル・テクノロジーズ
社（ブリストル、ペンシルヴェニア州）、ダウ-コーニング社（ミッドランド、ミシガン
州）、GEアドバンスト・マテリアルズ社（ウィルトン、コネティカット州））からも入手
できる。本発明に関しては、シラン処理は、一般的な液体コーティング法（例えば浸漬コ
ーティング、スプレー、スピン・コーティング、ブラシング、ローラー・コーティング、
メイヤー・バー・コーティング）で実現することができる。あるいはシランは、気相コー
ティングで膜の微細構造の上に堆積させることができる。材料の多孔性を維持しつつ、eP
TFEを機能化するのに十分なシランだけを添加するように注意する必要がある。
【００４２】
　本発明の方法は、さまざまな膜の機能を劇的に向上させる。その証拠は、当業者に馴染
みのあるアッセイを利用して測定できるアミンの密度の値が顕著に増大することである。
最も注目すべき点は、本発明の処理したePTFE膜その他の微孔性膜が、アミン基の密度に
関して従来の材料と比べて1桁を優に超える増大を示すことである。これほど改善された
機能化膜になるというのは驚きであり、予想外のことであった。
【００４３】
　官能基の密度は、基板の単位表面積当たりの官能基のモル数として、または基板の単位
体積当たりの官能基のモル数として測定することができる。本発明の方法を利用し、アミ
ノ基の密度が0～5ナノモル/cm2の範囲である多孔性材料を、多孔性材料の具体的な化学的
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性質に応じて官能基の密度が50～1300ナノモル/cm2の範囲である基板に変換した。これら
基板の厚さがわかっているため、単位体積当たりの官能基の密度は、2500～150,000ナノ
モル/cm3と翻訳される。例えばアミノ基がまったくないePTFE材料と微孔性PP材料を、本
発明の方法を利用してアミノ基の密度が416ナノモル/cm2と487ナノモル/cm2のアミノ基基
板に変換した。本発明の方法では、中間層のコーティング中に堆積されたヒドロキシル基
にさまざまな有機シランを反応させることによって機能部位が生成するため、上記の官能
基の密度の値はアミン官能基に限定されない。そうではなく、機能部位の密度は、中間層
のコーティングで得られるヒドロキシル基の密度に主に依存することが予想される。した
がって有機官能基を持つシラン化合物を適切に選択することで、選択する官能基の具体的
な性質に関係なく、50ナノモル/cm2超または2500ナノモル/cm3超という機能部位の密度を
実現できることが期待される。
【００４４】
　本発明の高機能基板は、マイクロアレイの用途で利用する以外に、他の用途（例えば診
断装置、活性フィルタの用途、ブロッティングの用途など）において多彩な生体分子をう
まく結合させたり捕獲したりすることに利用できる。
【００４５】
　基板の官能基の密度のこの顕著な増大は、自己蛍光を極めて少なく維持しつつ実現する
ことができる。官能基の大きな密度と少ない自己蛍光のこの組み合わせは、マイクロアレ
イ用基板にとって非常に望ましい。というのも、ハイブリダイズした標的生体分子からの
蛍光信号が背景雑音に対して最大になるからである。基板の自己蛍光は、生体分子を印刷
する前に、いくつかの販売会社（例えばアクソン・インスツルメンツ社（ユニオン・シテ
ィ、カリフォルニア州）、パーキン-エルマー社（ウェルズリー、マサチューセッツ州）
）から市販されているマイクロアレイ用スキャナを用いて基板を走査することによって測
定できる。走査は、使用するスキャナのタイプに応じ、興味の対象となる複数の波長で実
施することができる。蛍光の平均値は、興味の対象となる波長で走査した基板のデータか
ら計算することができる。走査は、装置の設定（例えばレーザーのパワー、焦点深度、PM
T利得）をいろいろ変えて実施できることに注意されたい。信号強度は、これら設定値の
関数である。したがって自己蛍光の値には、所定の装置でのスキャナの設定が付随するは
ずである。
【００４６】
　GenePix 4000Aスキャナ（アクソン社）を用いて本発明による基板の自己蛍光を測定し
た。レーザーのパワーとこのスキャナの焦点深度はそれぞれ100％と0μmに固定し、PMT設
定値を350にしてすべての測定を行なった。本発明の方法を利用すると、低蛍光多孔性材
料（例えばPTFE、UHMWPE、PP、ガラスなど）に関し、自己蛍光のレベルが532nm（緑）の
波長では1000相対蛍光単位（RFU）未満、635nm（赤）の波長では100RFU未満の官能基高密
度基板を作ることができる。たいていの場合にこのような官能基高密度基板の自己蛍光の
レベルははるかに低くすることができ、典型的には532nmの波長で100RFU未満、635nmの波
長で30RFU未満にできる。
【００４７】
　官能基の密度が大きくて自己蛍光が少ない基板は、信号強度が背景雑音よりも大きいこ
とが期待されるため、マイクロアレイの用途に最も適している。このような基板をマイク
ロアレイの用途で利用するさまざまな方法がある。基板をそのままで用いること、または
基板をインサート成形またはそれ以外の組み立て技術（例えば超音波接合、RF溶接、熱溶
接など）によって他のプラスチック製品、セラミック製品、金属製品と組み合わせてカセ
ットまたは顕微鏡用スライド・ガラスの形態に変換することができる。適切な官能基を選
択することにより、多彩な生体分子を本発明の官能基高密度基板に結合させることができ
る。結合させることのできる生体分子の例は、いくつか挙げるならば、核酸、タンパク質
、ペプチド、オリゴヌクレオチド、抗体、細胞、酵素、病原体などである。
【００４８】
　多くの用途において、取り扱いと印刷を容易にするため、本発明の官能基高密度基板を
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支持層で支えることが望ましい。この支持層は、可撓性であっても堅固でもよい。可撓性
支持層は、プラスチック・フィルムまたは金属ホイルにすることができる。しかし従来の
マイクロアレイの用途では、支持層は一般に堅固である。そのような堅固な支持層は、剛
性材料から作ることができる。ただしその材料は、ハイブリダイゼーション温度でサイズ
安定性が維持されるとともに、典型的なマイクロアレイ実験に含まれる印刷ステップ、ハ
イブリダイゼーション・ステップ、洗浄ステップ、乾燥ステップの間に使用する試薬の影
響を受けないことが条件である。支持層に適した材料の例は、ガラス、金属、セラミック
、プラスチックなどである。顕微鏡用スライド・ガラスが支持層として最も一般的に用い
られている。
【００４９】
　本発明の一実施態様では、機能性基板の少なくとも一部を接着剤で堅固な支持体に接合
してマイクロアレイ用複合基板を作り出すことができる。接着剤によって得られる接合は
、典型的なマイクロアレイ実験に含まれる印刷ステップ、ハイブリダイゼーション・ステ
ップ、洗浄ステップ、乾燥ステップに耐えられるだけの強度がなければならない。したが
って接着剤は、適度な耐熱性と化学物質に対する耐性を持つ必要がある。接着剤は、自己
蛍光のレベルができるだけ低いことも望ましい。一般に、化学構造の中に共役結合を持た
ない接着剤は、自己蛍光が少ない傾向がある。選択した接着剤は、堅固な支持体と機能性
多孔性層にうまく接合する必要がある。必要な場合には、支持面を処理して接着剤との接
合を強くすることができる。有機シランを用いて支持面を処理するというのが、接着力を
強くするのに利用できる表面処理の一例である。あるいは接着力強化添加剤（例えばシラ
ン・カップリング剤）を接着剤に添加して接着剤と堅固な支持体の接合をより強くするこ
とができる。機能性多孔性基板で受け入れることのできる接合であるためには、接着剤が
多孔性構造の中に侵入する必要がある。この侵入ができるほど接着剤の粘性または表面張
力が十分に小さくない場合には、接着剤を粘性率および／または表面張力の小さい溶媒と
の溶媒和物にしてこの侵入を促進することができる。しかし接着剤が機能性基板の断面に
過度に侵入しないように注意する必要がある。というのも、そうなると官能基の利用可能
性が低下するとともに、マイクロアレイ用複合基板の自己蛍光のレベルが上昇する可能性
があるからである。
【００５０】
　さまざまな種類の接着剤を使用することができる。接着剤は熱硬化性のものが可能であ
る。そのような接着剤の例として、エポキシ、アクリリクス、シリコーンなどが挙げられ
る。こうしたタイプの接着剤は、支持層または機能層に付着させ、接合すべき別の面と接
触させた後、熱やUV照射などの形態でエネルギーを加えて硬化させることができる。トラ
-コン社（ベッドフォード、マサチューセッツ州）から入手できるTRA-BOND FDA2が、使用
可能な2部式熱硬化エポキシの一例である。接着剤が液体の形態である場合には、一般に
利用されているさまざまな方法（例えばスプレー、ブラシング、ローラー・コーティング
など）で付着させることができる。接着剤が一部硬化したフィルムの形態である場合には
、圧力および／または熱を加えて積層化することができる。接着剤は感圧性のものも可能
であり、そのような接着剤はさまざまな化学物質ファミリーに属する。アクリリクス（例
えば3M社（セントポール、ミネソタ州）の3M 9461P接着剤転写テープ）とシリコーン（例
えばダウ-コーニング社（ミッドランド、ミシガン州）のダウ-コーニング（登録商標）MD
7-4602）が、一般に使用されている感圧性接着剤（PSA）である。この場合、接着剤を支
持体または機能性基板に付着させ、圧力および／または熱を加えて別の材料と接合する。
接着剤が液体の形態である場合には、上に説明したようにして付着させ、必要な場合には
乾燥させて揮発成分をすべて除去した後、相手と接合する。最後に、接着剤は熱可塑性の
ものも可能である。蛍光が少ない特性を持つそのような接着剤の例は、いくつか挙げるな
らば、フルオロプラスチック（ダイネオンLLC社（オークデール、ミネソタ州）のDyneon
（登録商標）THFフルオロサーモプラスチック）；ダイキン・アメリカ社（オレンジバー
グ、ニューヨーク州）のeFEP（登録商標）；テフロン（登録商標）FEP（デュポン・フル
オロプロダクツ社、ウィルミントン、デラウェア州）、ティコナ社（チャタム、ニュージ
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ャージー州）のTopas（登録商標）環式オレフィン・コポリマーである。フィルムの形態
になったこれらの材料を用い、積層ステップにおいて熱と圧力を加えることにより、機能
層を支持層に接合することができる。熱可塑性材料が樹脂の形態で利用できる場合には、
適切な溶媒に溶かし、薄い層として機能膜または支持層に付着させ、乾燥させて揮発性物
質を除去した後、相手に接合する。すでに説明したように、多孔性材料層は、機能化前に
接着剤で支持体に接合し、次いでその複合体を親水性処理ステップとシラン処理ステップ
で機能化することができる。
【００５１】
　図1は、本発明の一実施態様による製品10を示している。接着剤14が支持層12の上に配
置されている。微孔性フルオロポリマー（ePTFE）基板層16が接着剤14によって支持層12
の上に付着している。
【００５２】
　支持層12は、接着剤を用いて、または接着剤なしで微孔性フルオロポリマー層16を付着
させることのできる任意の堅固な面である。支持層12はガラスであることが好ましい。支
持層12の表面は、場合によっては、接着剤14と微孔性フルオロポリマー層16を付着させる
前に処理する。
【００５３】
　ePTFE材料の表面20の走査電子顕微鏡写真を図2(A)に示してある。この写真は、フィブ
リル24によって互いに接続されたノード22の存在を示している。この写真には、この材料
の不規則な孔も示されている。
【００５４】
　出発材料としてePTFEを用いた本発明による多孔性基板の表面の走査電子顕微鏡写真を
図2(B)と図2(C)に異なる倍率で示してある。多孔性ePTFE材料の微細構造を最初にシリカ
ゾル-ゲルで処理して中間層を作り出し、次いでその中間層をアミノシランと反応させた
。微細構造の被覆されたノード26と被覆されたフィブリル28が図2(C)に見られる。
【００５５】
　本発明の方法を利用し、機能性ePTFE層を有するマイクロアレイ用複合基板を製造した
。この複合基板は、官能基の密度が異常に大きくて自己蛍光が異常に少ないという望む特
徴を示す。特に、ePTFEの性質に応じ、官能基の密度が少なくとも50ナノモル/cm2である
複合基板を作ることができる。この密度は、少なくとも100ナノモル/cm2であることが好
ましく、少なくとも250ナノモル/cm2であることが最も好ましい。これは、従来の基板で
得られる官能基の密度よりも少なくとも1桁大きい。例えば使用するePTFE材料の具体的な
性質に応じ、マイクロアレイ用複合基板で測定されるアミンの密度は、約100～400ナノモ
ル/cm2の範囲である。比較のため、アミノシランで処理した非多孔性スライド・ガラス（
Corning UltraGaps（登録商標））と多孔性ナイロン膜をベースとしたVivid（登録商標）
マイクロアレイ用スライドで測定したアミンの密度は、それぞれ約4.8ナノモル/cm2と約6
.5ナノモル/cm2である。
【００５６】
　本発明のマイクロアレイ用複合基板は、官能基の密度が高いのに低レベルの自己蛍光を
維持している。この複合基板の自己蛍光は、生体分子を印刷する前にGenePix 4000Aマイ
クロアレイ用スキャナをPMTの設定値を350にして基板を走査することによって測定できる
。本発明の方法を利用し、機能的ePTFE層を備えていて自己蛍光のレベルが532nm（緑）の
波長では1000相対蛍光単位（RFU）未満、635nm（赤）の波長では100RFU未満のマイクロア
レイ用複合基板を作ることができる。たいていの場合にマイクロアレイ用複合基板の自己
蛍光のレベルははるかに低くすることができ、典型的には532nmの波長で200RFU未満、635
nmの波長で30RFU未満にできる。
【００５７】
　本発明のマイクロアレイ用複合基板は、生体分子を固定化するための多用途の表面を提
供する。本発明の基板は、典型的なマイクロアレイ分析の用途以外に、任意のパターンで
さまざまな生体分子を結合させた基板として用いることもできる。結合させることのでき
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る生体分子の例は、いくつか挙げるならば、核酸、タンパク質、ペプチド、オリゴヌクレ
オチド、抗体、細胞、病原体である。
【００５８】
　ある評価法を実施することにより、マイクロアレイ用複合基板の性能を調べた。この評
価法では、まず複合基板を用いてDNAマイクロアレイを作り出した。次にそのマイクロア
レイを、異なる2つの波長で蛍光信号を出す2種類の蛍光染料（すなわちCy3とCy5）で標識
したcDNAとハイブリダイズさせた。次に、レーザー光源と、検出器としての光増倍管（PM
T）を用いたマイクロアレイ用スキャナを利用し、ハイブリダイズしたスライド内の各ス
ポット（とその近傍）からの異なる2つの波長における蛍光信号を検出した。スキャナは
、ハイブリダイズしたマイクロアレイ用基板からの蛍光の強度を検出し、そのデータは、
カラー・スケールで強度を表わす基板走査画像の形態で記憶される。このようにして得ら
れた生の信号強度のデータを、標準的なマイクロアレイ・データ分析ソフトウエア（例え
ばアクソン・インスツルメンツ社のGenePox（登録商標）Pro、ロビオン・インフォーマテ
ィクス社のGenetraffic（登録商標）、パーキン-エルマー社のScanarray（登録商標）Exp
ress）を用いて統計的に分析し、性能のカギとなるいくつかの指標（例えば信号対雑音比
や精度レベル）を明らかにした。性能に関するこれらの基準は、本発明のマイクロアレイ
用複合基板と、従来の基板で明らかにした。マイクロアレイのデータ分析に関する詳細は
、Ulrike A. Nuber編の『DNAマイクロアレイ』（テイラー＆フランシス社、ニューヨーク
、2005年）や、Mark Schenaによる『マイクロアレイ分析』（ジョン・ワイリー＆サンズ
社、ホボケン、ニューヨーク州、2003年）などの書籍から容易に入手することができる。
【００５９】
　信号対雑音比（SNR）は、マイクロアレイ用基板の性能のカギとなる1つの指標である。
マイクロアレイ内の1つのスポットからの信号の品質は、その直近周辺部（局所的背景雑
音としても知られる）と比較した強度に依存する。1つのスポットからの信号強度が局所
的背景雑音の強度に近づくにつれ、各測定における誤差が潜在的に大きくなる。所定の波
長いのける1つのスポットのSNRは容易に計算することができる。そのためには、まず最初
に、真の信号強度（1つのスポットを表わす全画素の信号強度の中央値（S）と、そのスポ
ットのすぐ外側の領域を表わす全画素の局所的背景雑音の中央値（B）の差である）を明
らかにする。背景雑音（NB）は、局所的背景雑音の標準偏差を計算することによって推定
する。するとこのスポットのSNRは、
　　SNR = (S - B)／NB
と定義される。ここに、S、B、NBは、相対蛍光単位（RFU）で表わされる。
【００６０】
　一般にSNRはアレイの個々のスポットについて測定される。SNRの平均値（ASNR）は、ア
レイ内の個々のスポットに関するSNRをすべて平均した値である。マイクロアレイ・デー
タ分析ソフトウエアを使用すると、典型的なマイクロアレイ内の多数のスポットに関して
SNRの計算を自動的に実施することができる。
【００６１】
　ASNRは大きいことが常に望ましい。というのも、そうなっていると、マイクロアレイ実
験で得られるデータの精度に対する信頼性がより大きいからである。本発明のマイクロア
レイ用複合基板は、従来の基板と比べて著しく大きなASNRを提供する。一般に、本発明の
複合基板は、平均して、アミノシラン処理したスライド・ガラスから得られる少なくとも
2倍のASNRを両方の波長で示す。例えばスライド・ガラスに接合した機能化ePTFE膜の性能
は、従来のあらゆる材料の性能よりもはるかに優れている。このePTFE膜のCy5とCy3に関
する平均の信号対雑音比は、それぞれ少なくとも191と94である。最も一般的に使用され
ている従来のスライドは、Cy5とCy3に関する信号対雑音比がそれぞれ約110と約62である
。
【００６２】
　本発明のマイクロアレイ用複合基板が大きなASNRを与えるだけでなく、得られる蛍光信
号を安定化させるのにも非常に有効であるというのは驚くべきことであった。従来からよ



(19) JP 2009-534654 A 2009.9.24

10

20

30

40

50

く知られているように、Cy5染料からの信号は、特にオゾンの影響下で極めて不安定であ
る。実際、環境中のオゾン・レベルの季節的変動のため、環境中のオゾン・レベルが上昇
するときにCy5信号の安定性の低下が見られることは稀でない。機能的ePTFE層を有する本
発明のマイクロアレイ用複合基板は、従来の基板で見られるよりもCy5信号の安定化に関
してはるかに有効であることが見いだされた。例えば環境中のオゾン・レベルが高かった
夏の数ヶ月に、本発明の基板でのCy5のSNRは、アミノシラン処理したスライド・ガラスに
関するCy5のSNRの約7.7倍であった。スライド・ガラス上のCy5信号は急激に低下したのに
対し、本発明の複合基板上でのCy5信号は相対的により安定であったため、この比は24時
間以内に38.9に上昇した。
【００６３】
　大きなASNR以外に、精度が、性能に関する非常に望ましい別の指標である。マイクロア
レイ実験では、同じ標的に異なる2種類の蛍光染料（Cy3とCy5）を標識するとき、両方の
波長からの信号が同じ情報を提供することが期待される。言い換えるならば、同じx軸とy
軸を持つ1つのグラフ上にCy3の信号強度をCy5の信号強度に対してプロットすると、理想
的なデータは、1：1（すなわち45°）の直線上に載らなければならない。現実には、デー
タは一般にこの直線から外れてしまい、この1：1の直線から外れるほど、データの信頼性
が低下する。データの精度に関する1つの指標は、データがこの1：1の直線にどれだけ近
いかの指標を考案することによって得られる。データ点がM個あって、そのうちのN個のデ
ータ点がZ倍上とZ倍下の境界の外側にあるとすると、Z倍精度レベルは、
　　PZ = Z倍％精度レベル = 100×(1 - (N/M))
と定義できる。ここに、Z倍上とZ倍下の境界は、Cy3の信号強度がCy5の信号強度のそれぞ
れZ倍または1/Z倍である関係を表わす。例えば2倍上は、Cy3の信号強度がCy5の信号強度
の2倍であることを意味し、2倍下は、Cy3の信号強度がCy5の信号強度の半分であることを
意味する。Zがより低いレベルでPZ値がより大きいというのは、データがより正確でより
信頼できることを意味する。本発明のマイクロアレイ用複合基板は、極めて大きな精度レ
ベルを示す。典型値として、P1.5とP1.2は、本発明の基板に関してそれぞれ少なくとも99
％と少なくとも90％であった。比較のため、アミノシラン処理したスライド・ガラスでの
それぞれの値は96％と73％であった。明らかに、この明細書に記載した複合基板は、マイ
クロアレイ実験で使用するときに極めて正確で信頼できる。
【実施例】
【００６４】
　試験法
【００６５】
　厚さの測定
【００６６】
　Kafer FZ1000/30厚さ測定挟みゲージ（ケーファー・メスーレンファブリック社、ヴィ
リンゲン-シュヴェンニンゲン、ドイツ国）の2枚のプレートの間に膜を置くことにより、
膜の厚さを測定した。その測定の平均値を使用した。
【００６７】
　バブル・ポイントの測定
【００６８】
　ASTM F31 6-03の一般的な指示に従い、キャピラリ・フロー・ポロメータ（モデルCFP 1
500 AEXL、ポーラス・マテリアルズ社、イサカ、ニューヨーク州）を用いてバブル・ポイ
ントと平均孔径を測定した。サンプルの膜をサンプル室の中に置き、表面張力が19.1ダイ
ン/cmのSilWickシリコーン流体（ポーラス・マテリアルズ社、イサカ、ニューヨーク州）
で湿らせた。サンプル室の底部クランプは直径が2.54cm、厚さが3.175mmの多孔性金属円
板インサート（40ミクロンの多孔性金属円板、モット・メタリュルジカル社、ファーミン
トン、コネティカット州）であり、サンプル室の上部クランプには直径が3.175mmの穴が
あった。Capwinソフトウエア（バージョン6.62.1）を利用し、以下のパラメータを、すぐ
下に示した表に指定したように設定した。バブル・ポイントと平均孔径について示した値
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は、2回の測定の平均値である。
【００６９】
【表１】

【００７０】
　官能基の密度の測定
【００７１】
　ニンヒドリンをベースとしたアッセイを利用してアミノ基の密度を調べた。このアッセ
イは、Sarinら（Sarin, V.K.、Kent, S.B.H.、Tam, J.P.、Merrifield, R.B.、1981年、A
nal. Biochem.、第117巻、147～157ページ）の教えに基づいている。このアッセイでは、
ニンヒドリンを本発明の基板と反応させた。得られた液体中の反応生成物を分光器で調べ
ると、アミン基の濃度が得られた。このアッセイでは、サンプル基板から得られた約1cm2

のサイズのサンプルを使用し、以下の手続きに従った。
【００７２】
　試薬A - ビーカーの中で40gのフェノールと10mlの無水エタノールを混合し、透明な液
体になるまで温めた。別のビーカーの中で、65mlの水に0.042gのシアン化カリウム（KCN
）を溶かした。次に、別の瓶の中で、約2mlのこのKCN溶液を100mlの無水ピリジンで希釈
した。“試薬A”の標識を付けた別の容器の中で、6mlのフェノール／エタノール溶液を12
.5mlのKCN／ピリジン溶液と混合した。
【００７３】
　試薬B - 2.5gのニンヒドリンを10mlの無水エタノールに溶かした。
【００７４】
　サンプルの分析
【００７５】
　試験管の中に800μlの試薬Aと200μlの試薬Bを添加した。この試験管を100℃に設定し
た加熱ブロックの上に置き、このブロックを振盪装置の上に置いた。この振盪装置を110r
pmで10分間にわたって作動させた。その後、試験管を取り出して水浴の中に入れた。この
試験管にエタノールを添加して全体積を2mlにし、得られた溶液をよく混合した。ピペッ
トでこの混合物のアリコートを200μl採取し、ガラス製の96ウエル・プレートに入れた。
分光測光器を用いて570nmにおける吸光度を測定した。
【００７６】
　データの分析
【００７７】
　ブランクの状態の吸光度を差し引いた後の吸光度の値を利用し、各サンプルのアミンの
密度を以下の関係式から計算した。
　　アミンの密度（ナノモル/cm2）= [吸光度サンプル×体積（リットル）×109（ナノモ
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ル/モル）]／ [Ext. Co.570（M-1cm-1）×経路長（cm）×面積サンプル（cm2）]
ここに、体積= 2ml = 0.002リットル、Ext. Co. = 消滅係数= 15,000M-1cm-1、使用した
経路長= 0.4146cmである。
【００７８】
　各サンプルについて3回の測定を行ない、アミンの密度の値を3つの複製の平均として示
した。
【００７９】
　支持されていない機能性基板の場合には、基板の厚さを直接測定した。この場合、官能
基の密度は、
　　官能基の密度（ナノモル/cm3）= 官能基の密度（ナノモル/cm2）／基板の厚さ（cm）
として表現される。
【００８０】
　自己蛍光の測定
【００８１】
　Axon Genepix 4000A（アクソン・インスツルメンツ社、ユニオン・シティ、カリフォル
ニア州）スキャナをPMTの設定値を350、解像度を10μmにして使用し、支持されていない
基板の自己蛍光と、機能化した基板を用いて作ったマイクロアレイ用スライドの自己蛍光
を測定した。自己蛍光は、635nmと532nmの波長で測定した。スライド・サンプル（堅固な
Vyxor基板を含む）を、基板を下向きにしてスライド・ホルダの中に置き、自己蛍光を走
査した。支持されていない基板（例えば膜）の場合には、サンプルを無地の顕微鏡用スラ
イド・ガラスの上に載せ、基板を下向きにしてスライド・ホルダの中に置き、自己蛍光を
走査した。GenePix Pro 5.0ソフトウエアを使用し、走査した画像を分析した。自己蛍光
の値をスライド内の長方形領域の異なる4800箇所で記録した。この領域の左上隅は、25.4
mm×76.2mmのサンプルの左端から2.27mm、上端から12.21mmであった。この領域の右下隅
は、サンプルの左端から18.04mm、下端から59.82mmであった。2つの波長での自己蛍光の
値の平均値を各サンプル・スライドと各基板について記録した。
【００８２】
　信号対雑音比の測定
【００８３】
　本発明によるマイクロアレイ用スライドの信号対雑音の測定は、大学健康ネットワーク
（UHN）（トロント、カナダ国）のマイクロアレイ・センターで実施した。3×SSCにDNAが
0.2μg/mlの濃度で含まれる印刷溶液を用い、ヒト・ゲノムからの1718クローンのセット
をスライド上に印刷した。印刷されたこのアレイは、グリッド間の距離が4500μmの8行×
4列に配置された32個のブロックにされていた。各グリッドには、10行×12列に配置され
た120個の突起が存在していた。各突起のサイズは100μmであり、突起間の距離は200μm
であった。印刷している間の湿度レベルは55～60％であった。印刷の後、スライドに印刷
されたプローブを95℃にて1時間にわたって乾燥させた後、UV StratalinkerTM 1800（ス
トラタジーン社）を用いて2500マイクロジュールのパワーで架橋させた。
【００８４】
　以下の標識化プロトコルを利用し、標識したcDNAを合計10μgのRNAから生成させた。
【００８５】
　逆転写
【００８６】
　・0.5μlの試験管の中で、8.0μlの5×First Strand緩衝液（Superscript II、インビ
トロジェン社）と、1.5μlのAncTプライマー（5'-T20VN、100ピコモル/μl）と、3.0μl
のdNTP-dTTP（dATP、dCTP、dGTPをそれぞれ6.67ミリモル）と、3.0μlの2mM dTTPと、3.0
μlの2mM AA-dUTP（シグマ社、カタログ番号A-0410）と、4.0μlの0.1M DTTと、1.0μlの
対照RNA（人工シロイヌナズナ転写産物（2～10ng/μl）、なくてもよい）と、0.1～10μg
の全RNA（0.1～0.5μgのmRNAまたは5～10μgの全RNA）と、ヌクレアーゼを含まない40μl
の水を混合する。
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【００８７】
　・この標識反応物を、65℃にて5分間、次いで（溶液を部分的に冷却するため）42℃で2
分間にわたってインキュベートする。インキュベーションを暗所で行なう必要はない。
【００８８】
　・2μlの逆転写酵素（Superscript II、インビトロジェン社）を添加し、42℃にて2時
間にわたってインキュベートする。
【００８９】
　・1Mの水酸化ナトリウムを8μl添加し、65℃にて15分間にわたって加熱してRNAを加水
分解する。
【００９０】
　・1Mの塩酸を8μlと1Mのトリス-HCl（pH7.5）を4μl添加して溶液を中和する。
【００９１】
　アミノアリル-cDNAの精製
【００９２】
　CyScribeTM GFX TM精製キット（GEアマーシャム社、カタログ番号27-9606-02）を用い
て精製した。以下のプロトコルに従い、各サンプルを1つのGFXカラムで精製した。
【００９３】
　・捕獲用緩衝液500μlを各カラムに添加する。
【００９４】
　・cDNA産物（約62μl）をカラムに移し、ピペットを数回上下させて混合し、13800×g
で30秒間にわたって回転させ、流出物を廃棄する。
【００９５】
　・80％エタノールを600μl添加し、1300rpmで30秒間にわたって回転させ、流出物を廃
棄する。合計で3回の洗浄に関してこのステップを繰り返す。
【００９６】
　・カラムをさらに30秒間にわたって回転させ、確実にすべてのエタノールを除去する。
【００９７】
　・GFXカラムを新しい試験管に移し、0.017Mの炭酸水素ナトリウム（pH9）を60μl添加
する。
【００９８】
　・GFXカラムを室温にて1分間にわたってインキュベートする。
【００９９】
　・138000×gで1分間にわたって回転させ、精製された標識付きcDNAを溶離させる。
【０１００】
　・Speed Vacを用いてサンプルを完全に乾燥させる。ヌクレアーゼを含まない7μlの水
に再度懸濁させる。
【０１０１】
　単官能反応性シアニン染料と標識の調製
【０１０２】
　・Alexa 647／Alexa 555蛍光体（インヴィトロジェン社）とCy5／Cy3（アマーシャム社
）をこの実験で使用した。両方ともそれぞれCy5およびCy3と呼ぶことにする。Alexa蛍光
体は、個別に包装されて販売されている。試験管1つにつき3μlのDMSOを添加して染料を
再度懸濁させる。試験管の全内容物をそれぞれの標識反応物に添加する。Cy染料は、5μl
のパッケージで売られている。45μlのDMSOを各試験管に添加する。再度懸濁させた3μl
の染料をそれぞれの標識反応物に再び添加する。
【０１０３】
　・7μlのアミノアリルで標識したcDNAに3μlの染料を添加し、ピペットを上下させて混
合し、暗所で室温にて1時間にわたってインキュベートする。
【０１０４】
　・4.5μlの4Mヒドロキシルアミンを添加して共役していない染料の反応を停止させる。
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暗所で室温にて15分間にわたってインキュベートする。
【０１０５】
　蛍光標識したプローブの精製
【０１０６】
　・35μlの水を各反応物に添加して各反応物の体積を約50μlにする。
【０１０７】
　・Cy5で標識したサンプルとCy3で標識したサンプルを組み合わせ、同時にハイブリダイ
ズさせる。
【０１０８】
　・500μlの捕獲用緩衝液を各カラムに添加する。
【０１０９】
　・標識したcDNA産物（約100μl）をカラムに移し、ピペットを数回上下させて混合し、
13,800×gで30秒間にわたって回転させ、流出物を廃棄する。
【０１１０】
　・80％エタノールを600μl添加し、13,800×gで30秒間にわたって回転させ、流出物を
廃棄する。合計で3回の洗浄に関してこのステップを繰り返す。
【０１１１】
　・カラムをさらに30秒間にわたって回転させ、確実にすべてのエタノールを除去する。
【０１１２】
　・GFXカラムを新しい試験管に移し、60μlの溶離用緩衝液（キットに付属している）を
添加する。
【０１１３】
　・GFXカラムを室温にて1分間にわたってインキュベートする。
【０１１４】
　・13,800×gで1分間にわたって回転させ、精製された蛍光標識付きcDNAを溶離させる。
【０１１５】
　・Speed Vacでサンプルを乾燥させ（高温で；乾燥させ過ぎないように注意する）、ヌ
クレアーゼを含まない5μlの水に再度懸濁させる。
【０１１６】
　ハイブリダイゼーション
【０１１７】
　・ハイブリダイゼーション前のステップは必要ない。
【０１１８】
　・すべてのハイブリダイゼーションに十分な量の溶液を作る - スライド1つにつき100
μlと、ピペット操作の間違いに備えた予備の100μlを作る。
【０１１９】
　・100μlの各DIG Easy Hyb溶液（ロッシュ社）に、5μlの酵母tRNA（インヴィトロジェ
ン社；10mg/ml）と5μlの子牛胸腺DNA（シグマ社；10mg/ml）を添加する。この混合物を6
5℃にて2分間にわたってインキュベートした後、室温まで冷却する。
【０１２０】
　・調製した100μlのハイブリダイゼーション溶液を、Cy5とCy3で標識したcDNAからなる
プールした各ペアに添加する（約5μl）。
【０１２１】
　・ハイブリダイゼーション溶液を標識したcDNAと混合し、65℃にて2分間にわたってイ
ンキュベートした後、室温まで冷却する。
【０１２２】
　・信頼性のある面（チップ・ボックスの隅がうまくいく）の上にカバー・ガラス（24×
60mm、持ち上がらないスリップ）を置き、ハイブリダイゼーション混合物をカバー・ガラ
スの上にピペットで載せる。スライドを“アレイ側”を下にしてカバー・ガラスの上に載
せる（実際にはスライドを下げて単にカバー・ガラスの上に載せるだけではダメであり、
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スライドが十分に濡れてカバー・ガラスが持ち上がるようになるまでスライドをカバー・
ガラスの上で保持する）。カバー・ガラスがくっついた状態でスライドを素早く反転させ
、カバー・ガラスがスライドの上になるようにする。
【０１２３】
　・スライドをハイブリダイゼーション用チェンバーの中に注意深く入れる。使用するハ
イブリダイゼーション用チェンバーは、（湿潤な環境を維持するために）少量のDIG Easy
 Hyb溶液を底部に含むプラスチック製の顕微鏡用スライド・ボックスである。クリーンな
無地の顕微鏡用スライド・ガラスをスライド・ボックスの2番目または3番目ごとのスライ
ド位置に配置して、ハイブリダイゼーション用アレイを上に載せることのできるレールま
たはプラットフォームを作る。それぞれのハイブリダイゼーション用チェンバーには、（
スライドを配置する方向に応じて）2枚または3枚のハイブリダイゼーション用スライドを
入れることができる。蓋をボックスの上に注意深く載せた後、このボックスをプラスチッ
ク製ラップで包む。
【０１２４】
　・水平な面の上でインキュベータを37℃にて一晩（約16～18時間）にわたってインキュ
ベートする。
【０１２５】
　洗浄
【０１２６】
　・アレイを1×SSCの中に素早く、しかしそっと浸すことによってカバー・ガラスを除去
する（カバー・ガラスをそっと滑らせて取り除く；鉗子でスライドのバー-コード端を保
持する）。スライドを染色ラックの中に入れた後、新鮮な1×SSCとともに染色皿（ダイア
メド社のEvergreen Scientific、カタログ番号E/S258-4100-000）の中に入れる。
【０１２７】
　・すべてのアレイをハイブリダイゼーション用チェンバーから取り出し、あらかじめ温
めた（50℃）1×SSC／0.1％SDSを含むクリーンなスライド染色ボックスの中で、場合によ
ってはわずかに撹拌しながら15分間の洗浄を3回行なう。
【０１２８】
　・洗浄が終了した後、スライドを2回リンスする。すなわち室温の1×SSCで（4～6回浸
す）、次いで0.1×SSCでリンスする。
【０１２９】
　・ホワットマン紙で内側を覆ったスライド・ボックスの中でスライドを89×gで5分間に
わたって回転させる。あるいはスライドは、50mlのファルコン管の中で乾燥させ（89×g
で5分間にわたって回転させ）てもよい。
【０１３０】
　・アレイは暗所に保管すべきである。アレイは、洗浄後できるだけすぐに（少なくとも
2日以内に）走査することが推奨される。本発明のハイブリダイズしたスライドは、Scana
rray（登録商標）4000スキャナ（パーキン-エルマー社、ウェルズリー、マサチューセッ
ツ州）を用い、レーザーのパワーの設定値を65～75の間で変化させ、PMTの設定値を50～5
5の範囲にして走査した。
【０１３１】
　ArrayVision v.8.0（イメージング・リサーチ社）を用いてTIFF画像を定量化した。次
に、規格化のためにデータと画像をGeneTraffic（登録商標）（ロビオン・インフォーマ
ティクス社）にロードした。規格化のためにGeneTraffic（登録商標）で“Lowess、サブ
グリッド”法を選択した。規格化された強度値をGeneTraffic（登録商標）データベース
からダウンロードした。S/Nの平均値は、それぞれのタイプのスライドに関してExcelで計
算した。各複製の標準偏差は、それぞれのタイプのスライドに関してExcelで計算した。
すべてのアレイで各スポットが2回現われるため、1つのアレイしか試験しなかった場合で
さえ2つの複製が存在していた。そこで両者の間のS/Nの標準偏差を計算した。より多くの
アレイを用いる場合には、S/Nの標準偏差は、すべての複製アレイと複製スポット（1つの



(25) JP 2009-534654 A 2009.9.24

10

20

30

40

50

アレイに2つ）で計算した。
【０１３２】
　コーニング・ライフ・サイエンシーズ社のUltraGapsスライドに関する信号対雑音比も
測定した。その手続きは上に説明したのと同じだが、より少量（80μl）のハイブリダイ
ゼーション用緩衝液を使用した点が異なっている。また、これらのスライドにとって最適
になるように決めた別の設定値での走査も行なった。具体的には、使用するレーザー出力
の設定値を95～100の間で変え、PMTの設定値を70～80の範囲にした。
【０１３３】
　精度レベル
【０１３４】
　Cy5チャネルとCy3チャネルの両方で同じRNAサンプルを標識したアレイを用い、精度レ
ベルの測定を実施した。理想的には、スライド上のすべてのデータ点（M）に関して規格
化したCy3の信号強度と規格化したCy5の信号強度を対数-対数プロットした散布図におい
て、すべてのデータ点は、原点を通る45°の直線上に正確に載ることになろう。このプロ
ットから、Z倍上とZ倍下の境界を外れたデータ点の（N）数を調べた。コンシステンシー
・レベル、または特異性レベル、または精度レベルは、以下のように定義される：
　　Z倍精度レベル（％）= 100×(1 - (N/M))
【０１３５】
　機能化した基板の実施例
【０１３６】
　ゾル-ゲル溶液
【０１３７】
　40.7部のテトラエトキシシラン（デグサ社（パーシパニー、ニュージャージー州）が製
造しているDinasil A）と、14.1部の脱イオン水と、44.8部のエタノールと、0.4部の塩酸
（37％）を65℃にて24時間にわたって反応させて前駆体溶液を調製した。次にこの溶液を
冷却し、使用するときまで冷凍庫の中に保管した。
【０１３８】
　シラン溶液
【０１３９】
　2部のアミノプロピルトリエトキシシラン（A0750、ユナイテッド・ケミカル・テクノロ
ジーズ社、ブリストル、ペンシルベニア州）を98部のエタノール/水（95/5(w/w)）混合物
と混合することによって溶液を調製した。この溶液は使用の直前に調製し、使用前に少な
くとも5分間放置した。
【０１４０】
実施例１
　この実施例では、多孔性材料としてのePTFEから出発して得られる本発明の高機能微孔
性基板について説明する。本発明の方法と製品の驚くべき利点は、処理していない膜と比
べて処理した膜では著しい改善が見られることから明らかになる。
【０１４１】
　材料のタイプ：ePTFE
【０１４２】
　膜
【０１４３】
　アメリカ合衆国特許第4,187,390号の教えに従い、延伸ポリテトラフルオロエチレン（e
PTFE）膜を作製した。このePTFE膜は厚さが約74μmであり、バブル・ポイントが約0.434M
Pa（63psi）であった。この膜の表面に水滴が並ぶことから疎水性であることが確認され
た。
【０１４４】
　ゾル-ゲル処理
【０１４５】
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　取り扱いを容易にするためePTFE膜を刺繍用円形枠の上に載せた後、ゾル-ゲル溶液を同
じ重量のエタノールで希釈することによって得られた溶液にこの膜を浸すことにより、こ
の膜を処理した。5分後、膜を取り出し、脱イオン水に5分間浸した。リンス・ステップの
後、膜を風乾させ、次いで5分間にわたって150℃に加熱した。この段階で膜は親水性にな
り、膜を水で容易に湿らせることができる。
【０１４６】
　アミノシラン処理
【０１４７】
　この親水性の膜をアミノシランでさらに処理し、微細構造上に機能性アミノ基を供給し
た。これは、膜を5分間にわたってシラン溶液に浸した後、イソプロピルアルコール（IPA
）の中で2分間にわたってリンスし、膜を10分間にわたって110℃に加熱することによって
実現した。膜をシラン溶液に5分間浸し、IPAの中で2分間リンスし、10分間にわたって110
℃に加熱するという同じステップを繰り返すことにより、膜を再びシラン処理した。
【０１４８】
　最終的な膜
【０１４９】
　得られた機能化されたePTFE膜は厚さが34μmであった。ニンヒドリン・アッセイにより
、アミンの密度は416.4ナノモル/cm2（すなわち121435ナノモル/cm3）であることがわか
った。機能化されたePTFE膜の自己蛍光の測定値は、635nmで21.2RFU、532nmで30.4RFUで
あった。比較のため、同じだが処理していないePTFE膜に機能性アミノ基が存在している
かどうかをニンヒドリン・アッセイで調べたところ、アミノ基は検出されなかった。
【０１５０】
実施例２
　この実施例でも、多孔性材料としてのePTFEから出発して得られる本発明の高機能微孔
性基板について説明する。実施例1を繰り返したが、ゾル-ゲルの代わりにPVOHにした点が
異なっていた。ここでも、本発明の製品は、実施例1で説明したのと同じタイプの未処理
膜よりも性能がはるかに優れていた。
【０１５１】
　材料のタイプ：ePTFE
【０１５２】
　PVOH処理
【０１５３】
　取り扱いを容易にするためePTFE膜を刺繍用円形枠の上に載せた後、この膜をIPAに5分
間にわたって浸し、次いで脱イオン水に2分間にわたって浸し、その後5質量％のポリビニ
ルアルコール（P1180、スペクトラム・ケミカルズ社、ガーデナ、カリフォルニア州）に1
0分間にわたって浸すことにより、実施例1で用いたePTFE膜を処理した。この膜を取り出
し、10分間にわたって脱イオン水に浸した。リンス・ステップの後、膜を周囲条件下で一
晩にわたって風乾させた後、10分間にわたって110℃に加熱した。この段階で膜は親水性
になり、膜を水で容易に湿らせることができる。
【０１５４】
　アミノシラン処理
【０１５５】
　この親水性膜をアミノシランでさらに処理して微細構造上に機能性アミノ基を供給した
。これは、膜をシラン溶液に5分間にわたって浸し、イソプロピルアルコール（IPA）の中
で2分間にわたってリンスし、10分間にわたって110℃に加熱することによって実現した。
膜をシラン溶液に5分間浸し、IPAの中で2分間リンスし、10分間にわたって110℃に加熱す
るという同じステップを繰り返すことにより、膜を再びシラン処理した。
【０１５６】
　最終的な膜
【０１５７】
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　得られた膜をニンヒドリン・アッセイを利用してテストした。機能性アミノ基の平均密
度は、118.5ナノモル/cm2であることがわかった。
【０１５８】
実施例３
　この実施例では、多孔性材料としての微孔性ナイロンから出発して得られる本発明の高
機能微孔性基板について説明する。処理した膜では処理していない膜と比べて著しい改善
が見られることから、本発明の方法と製品の驚くべき利点は明らかである。
【０１５９】
　材料のタイプ：微孔性ナイロン
【０１６０】
　膜
【０１６１】
　市販の表面処理した微孔性ナイロン膜（Hybond N+）をアマーシャム・バイオサイエン
シーズ社（ピスカタウェイ、ニュージャージー州）から入手した。
【０１６２】
　この膜は厚さが約150μmであり、バブル・ポイントが約12.5psiであった。ニンヒドリ
ン・アッセイにより、販売者から得られた膜の機能性アミノ基の密度は9.7ナノモル/cm2

（すなわち638ナノモル/cm3）であることがわかった。
【０１６３】
　ゾル-ゲル処理とアミノシラン処理
【０１６４】
　実施例1に概略を説明したステップを利用してこの膜を機能化した。
【０１６５】
　最終的な膜
【０１６６】
　得られた膜は厚さが約147μmであり、官能基の密度は1093ナノモル/cm2（74199ナノモ
ル/cm3）であった。機能性アミノ基の密度のこの著しい増加は、本発明の方法の結果であ
った。
【０１６７】
実施例４
　この実施例では、多孔性材料としての多孔性超高分子量ポリエチレン（UHMWPE）から出
発して得られる本発明の高機能微孔性基板について説明する。処理した膜では処理してい
ない膜と比べて著しい改善が見られることから、本発明の方法と製品の驚くべき利点は明
らかである。
【０１６８】
　材料のタイプ：多孔性UHMWPE
【０１６９】
　膜
【０１７０】
　市販の多孔性UHMWPEシート（Porex 9619）をポレックス社（フェアバーン、ジョージア
州）から入手した。このシートは厚さが約1524μmであり、バブル・ポイントは約0.009MP
a（1.3psi）であることがわかった。
【０１７１】
　ゾル-ゲル処理とアミノシラン処理
【０１７２】
　実施例1に概略を説明したステップを利用してこの多孔性シートを機能化した。
【０１７３】
　最終的な膜
【０１７４】
　得られたシートは厚さが約1524μmであり、官能基の密度は426.9ナノモル/cm2（2801ナ
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ノモル/cm3）であった。機能化したこのUHMWPEシートの自己蛍光の測定値は、635nmで31.
1RFU、532nmで107.2RFUであった。比較のため、ニンヒドリン・アッセイを利用して市販
の多孔性UHMWPEシートに機能性アミノ基が存在しているかどうかを調べた。このアッセイ
から、膜の機能性アミノ基の密度は1.1ナノモル/cm2（すなわち7.0ナノモル/cm3）である
ことがわかった。市販のUHMWPEシートの自己蛍光の測定値は、635nmで23.9RFU、532nmで4
8.7RFUであった。自己蛍光のレベルを著しく増大させることなく機能性アミノ基の密度が
このように著しく増加したのは、本発明の方法が原因である。
【０１７５】
実施例５
　この実施例では、多孔性材料としての微孔性ポリプロピレンから出発して得られる本発
明の高機能微孔性基板について説明する。処理した微孔性ポリプロピレン膜では処理して
いない微孔性ポリプロピレン膜と比べて著しい改善が見られることから、本発明の方法と
製品の驚くべき利点は明らかである。
【０１７６】
　材料のタイプ：微孔性ポリプロピレン
【０１７７】
　膜
【０１７８】
　市販の微孔性ポリプロピレン膜（Polysep、0.1μm、カタログ番号M01WP320F5）をGEオ
スモニクス社（ウォータータウン、マサチューセッツ州）から入手した。この膜は厚さが
約86μmであり、バブル・ポイントは約0.135MPa（19.6psi）であることがわかった。
【０１７９】
　ゾル-ゲル処理とアミノシラン処理
【０１８０】
　実施例1に概略を説明したステップを利用してこの膜を機能化した。
【０１８１】
　最終的な膜
【０１８２】
　得られた膜は厚さが約74μmであり、官能基の密度は今度は486.8ナノモル/cm2（66087
ナノモル/cm3）であった。比較のため、ニンヒドリン・アッセイを利用して市販の微孔性
ポリプロピレン膜に機能性アミノ基が存在しているかどうかを調べた。このアッセイでは
、この膜に機能性アミノ基は検出できなかった。
【０１８３】
実施例６
　この実施例では、多孔性材料としての多孔性PTFEから出発して得られる本発明の高機能
微孔性基板について説明する。処理した膜では処理していない膜と比べて著しい改善が見
られることから、本発明の方法と製品の驚くべき利点は明らかである。
【０１８４】
　材料のタイプ：多孔性PTFE
【０１８５】
　膜
【０１８６】
　市販の多孔性ポリテトラフルオロエチレン（PTFE）膜（Mupor PM17Y）をポレックス社
（フェアバーン、ジョージア州）から入手した。この膜は厚さが約152μmであり、バブル
・ポイントは約0.044MPa（6.4psi）であることがわかった。
【０１８７】
　ゾル-ゲル処理とアミノシラン処理
【０１８８】
　実施例1に概略を説明したステップを利用してこの多孔性膜を機能化した。
【０１８９】
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　最終的な膜
【０１９０】
　得られた膜は厚さが約152μmであり、官能基の密度は今度は78.6ナノモル/cm2（5158ナ
ノモル/cm3）であった。処理していない膜では機能性アミノ基が存在していることが予想
されなかったため、ニンヒドリン・アッセイを実施しなかった。
【０１９１】
実施例７
　この実施例では、多孔性材料としての微孔性ポリフッ化ビニリデンから出発して得られ
る本発明の高機能微孔性基板について説明する。処理した膜では処理していない膜と比べ
て著しい改善が見られることから、本発明の方法と製品の驚くべき利点は明らかである。
【０１９２】
　材料のタイプ：微孔性ポリフッ化ビニリデン膜
【０１９３】
　膜
【０１９４】
　市販の微孔性ポリフッ化ビニリデン膜（PVDF-Plus Transfer膜、0.22μm、カタログ番
号PV2HY320F5）をGEオスモニクス社（ウォータータウン、マサチューセッツ州）から入手
した。この膜は厚さが約152μmであり、バブル・ポイントは約0.135MPa（19.6psi）であ
ることがわかった。
【０１９５】
　ゾル-ゲル処理とアミノシラン処理
【０１９６】
　実施例1に概略を説明したステップを利用してこの膜を機能化した。
【０１９７】
　最終的な膜
【０１９８】
　得られた膜は厚さが約154μmであり、官能基の密度は今度は420.6ナノモル/cm2（27146
ナノモル/cm3）であった。機能化したこのPVDF膜の自己蛍光の測定値は、635nmで173.4RF
U、532nmで526.5RFUであった。処理していない膜では機能性アミノ基が存在していること
が予想されなかったため、ニンヒドリン・アッセイを実施しなかった。未処理のPVDF膜の
自己蛍光の測定値は、635nmで36.6RFU、532nmで58.2RFUであった。
【０１９９】
実施例８
　この実施例では、多孔性材料としての多孔性ガラスから出発して得られる本発明の高機
能微孔性基板について説明する。この実施例では、基板としての多孔性ガラスの利用につ
いて説明する。処理した基板では処理していない基板と比べて著しい改善が見られること
から、本発明の方法と製品の驚くべき利点は明らかである。
【０２００】
　材料のタイプ：多孔性ガラス
【０２０１】
　基板
【０２０２】
　Vycor 7930多孔性ガラスから作られた25.4mm×76.2mm×厚さ1mmの長方形のスライドを
アドバンスト・ガラス＆セラミック社（ホールデン、マサチューセッツ州）から入手した
。
【０２０３】
　アミノシラン処理
【０２０４】
　従来技術の教えに従い、実施例1に具体的に示したシラン処理ステップだけを利用して
多孔性スライド・ガラスを機能化した。
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【０２０５】
　ゾル-ゲル処理とアミノシラン処理
【０２０６】
　実施例1に概略を説明したゾル-ゲル・ステップとアミノシラン・ステップの両方を利用
し、多孔性スライド・ガラスの別のサンプルも機能化した。
【０２０７】
　最終的な基板
【０２０８】
　シラン処理だけを行なったスライドは、アミノ基の密度が1169.6ナノモル/cm2（すなわ
ち12118ナノモル/cm3）であり、自己蛍光のレベルは、635nmで23.9RFU、532nmで93.7RFU
であった。比較のため、実施例1に概略を示した本発明の方法（すなわちゾル-ゲルとアミ
ノシランの両方で処理する）を利用して機能化した多孔性スライド・ガラスは、アミノ基
の密度が1311.7ナノモル/cm2（すなわち13590ナノモル/cm3）であった。このスライドの
自己蛍光は、635nmで36.3RFU、532nmで332RFUであった。処理していない基板では機能性
アミノ基が存在していることが予想されなかったため、ニンヒドリン・アッセイを実施し
なかった。未処理の多孔性スライド・ガラスの自己蛍光の測定値は、635nmで23.1RFU、53
2nmで39.4RFUであった。
【０２０９】
　マイクロアレイ用複合基板の実施例
【０２１０】
　比較例
【０２１１】
　市販のマイクロアレイ用スライドを入手し、ニンヒドリン・アッセイを利用して機能性
アミノ基の密度を分析するとともに自己蛍光のレベルを分析した。コーニング社、テレケ
ム社、エリー・サイエンティフィック社からのスライドはすべて、アミノ官能基表面を有
する非多孔性スライド・ガラスである。比較用のパル社のVivid（登録商標）マイクロア
レイ用スライドは、スライド・ガラスに微孔性ナイロン・ポリマー膜を接着剤で接合した
ものである。市販のこれらマイクロアレイ用スライドでの結果を表1にまとめてある。
【０２１２】
【表２】

【０２１３】
実施例９
　ePTFE膜をスライド・ガラスに接合した後、機能化した。
【０２１４】
　あらかじめクリーンにした無地の顕微鏡用スライド・ガラス（VWR社、カタログ番号483
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00）を上に説明した溶液の中に5分間にわたって浸して処理した後、IPAの中で2分間にわ
たってリンスし、次いで10分間にわたって110℃に加熱した。次に、シラン処理したこの
スライドをePTFE膜（（厚さが74μm、バブル・ポイントが約0.434MPa（63psi）、フィブ
リルの平均長が1.2μm）に接合した。接合は、メチルエチルケトンの中にTRABOND FDA2エ
ポキシ接着剤（トラ-コン社、ベッドフォード、マサチューセッツ州）が40重量％含まれ
た溶液を、エア-ブラシ・キット（マクマスター-カー社、カタログ番号9546T13）を用い
、シラン処理したスライド・ガラスの表面にスプレーすることによって実現した。
【０２１５】
　刺繍用円形枠に固定したePTFE膜の上に、接着剤で処理したスライドを置いた。次に、1
10℃に設定した強制通風炉の中で接着剤を60分間かけて硬化させた。硬化の後、かみそり
の刃を用いて過剰なePTFE膜をスライド・ガラスから切り落とした。得られた複合スライ
ドは、表面にePTFE膜の層が付着していた。膜の表面は疎水性であった。ニンヒドリン・
アッセイにより、機能性アミノ基が存在していないことがわかった。膜の表面の自己蛍光
は、635nmで約21RFU、532nmで約22RFUであることが予想された。
【０２１６】
　次に、複合スライドをスライド・ラック（ホイートン社、カタログ番号900403）の中に
置き、スライドのゾル-ゲル処理を、ゾル-ゲル溶液を同じ重量のエタノールで希釈した溶
液にスライドを浸すことによって実施した。スライドを5分間浸した後に取り出し、脱イ
オン水の中で5分間リンスした。リンスしたスライドを風乾させた後、5分間にわたって15
0℃に加熱した。この段階でePTFE膜は非常に親水性になっていた。そのことは、このePTF
E膜が水に容易に濡れるという事実によって証明される。ゾル-ゲル処理したスライドをシ
ラン溶液の中に5分間にわたって浸した後、IPAの中で2分間にわたってリンスし、次いで1
10℃に設定した炉の中で10分間にわたって加熱することによってさらに処理した。この段
階でスライドのePTFE膜の表面にアミノ基が存在していた。ニンヒドリン・アッセイから
、機能性アミノ基の密度は338.6ナノモル/cm2であることがわかった。スライドの膜の表
面の自己蛍光レベルの測定値は、635nmで22.7RFU、532nmで191.2RFUであった。
【０２１７】
　これらの結果を表1に示した従来の結果と比べると、本発明により、自己蛍光のレベル
を市販製品に基づく多孔性ポリマー膜と同等に維持しつつ、機能性アミノ基の密度が著し
く大きいマイクロアレイ用スライドが提供されることがわかる。
【０２１８】
実施例１０
　あらかじめクリーンにした無地の顕微鏡用スライド・ガラス（VWR社、カタログ番号483
00）をスライドをアセトンでぬぐってきれいにした後、ePTFE膜（厚さが74μm、バブル・
ポイントが約0.434MPa（63psi）、フィブリルの平均長が1.2μm）に接合した。接合は、
メチルエチルケトンの中にTRABOND FDA2エポキシ接着剤（トラ-コン社、ベッドフォード
、マサチューセッツ州）が40重量％とエポキシ固体の1.8％の3-グリシドオキシプロピル
トリメトキシシラン（G6720、ユナイテッド・ケミカル・テクノロジーズ社、ブリストル
、ペンシルヴェニア州）が含まれた溶液を、エア-ブラシ・キット（マクマスター-カー社
、カタログ番号9546T13）を用い、シラン処理したスライド・ガラスの表面に手でスプレ
ーした後、接着剤で処理したこのスライドを、刺繍用円形枠に取り付けたePTFE膜の上に
置き、80℃の空気循環炉の中で18時間にわたって接着剤を硬化させることによって行なっ
た。硬化の後、かみそりの刃を手に持って過剰なePTFE膜をスライド・ガラスから切り落
とした。得られた複合スライドは、表面にePTFE膜の層が付着していた。膜の表面は疎水
性であった。ニンヒドリン・アッセイにより、機能性アミノ基が存在していないことがわ
かった。膜の表面の自己蛍光は、635nmで約21RFU、532nmで約22RFUであることが予想され
た。
【０２１９】
　次に複合スライドをスライド・ラック（ホイートン社、カタログ番号900403）の中に置
き、スライドのゾル-ゲル処理を、ゾル-ゲル溶液を同じ重量のエタノールで希釈した溶液
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に浸すことによって実施した。スライドを5分間浸した後に取り出し、脱イオン水の中で5
分間リンスした。リンスしたスライドを風乾させた後、5分間にわたって150℃に加熱した
。この段階でePTFE膜は非常に親水性になっており、水に容易に濡れた。ゾル-ゲル処理し
たスライドをシラン溶液の中に5分間にわたって浸した後、IPAの中で2分間にわたってリ
ンスし、次いで10分間にわたって110℃に加熱することによってさらに処理した。この段
階でスライド上のePTFE膜の表面の自己蛍光レベルの測定値は、635nmで27.4RFU、532nmで
350.8RFUであった。
【０２２０】
実施例１１
　実施例10で説明したマイクロアレイ用複合スライドを2005年にUHNで処理し、信号対雑
音比の平均値を明らかにした。比較のため、UltraGapsマイクロアレイ用スライド（コー
ニング社）もそのときに処理した。Vividマイクロアレイ用スライド（パル社）を用いて
同じプロトコルで同様の比較を試みた。しかしこの明細書で用いる接触印刷法を利用して
完全なアレイをこれらのスライドに印刷することはできなかった。
【０２２１】
　周囲のオゾン・レベルがCy5チャネルの信号の安定性に大きな影響を与えることはよく
知られている。夏の数ヶ月に測定する従来のサンプルは、寒い数ヶ月に測定する同じサン
プルよりも信号対雑音比がはるかに低い。すでに説明した本発明のサンプル（実施例9）
と、この実施例の従来のサンプルも2005年3月にテストしていた。
【０２２２】
　信号対雑音比を表2に示す。
【０２２３】
【表３】

【０２２４】
　このデータから、本発明の製品は、同じ時期にテストした従来の製品と比べると信号対
雑音比が著しく大きいことがわかる。このデータから、スライドの性能に対する季節の影
響もわかる。本発明のマイクロアレイ用基板からのCy5信号は、従来の基板よりも季節の
影響がはるかに少ない。本発明のサンプルは約7％の変動を示すのに対し、従来のサンプ
ルは約25％の変動を示す。したがって本発明のサンプルは、（上記の条件下での変動が20
％未満、好ましくは10％未満と定義される）安定性が向上している。
【０２２５】
　図3(A)と図3(B)は、2005年12月にテストしたこの実施例のそれぞれ本発明のサンプルと
従来（UltraGaps）のサンプルの散布図を示している。これらの図には、いろいろな精度
レベルを計算する元になった2倍の境界、1.5倍の境界、1.2倍の境界も示してある。精度
レベルの値を表3にまとめてある。
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【０２２６】
【表４】

【０２２７】
　データから、本発明のマイクロアレイ用スライドでは、倍数の境界を小さくするほど精
度レベルが著しく大きくなることがわかる。すなわち倍数の境界をきつくしていくにつれ
、本発明の製品の精度レベルは極めて高い精度レベルを維持するのに対し、従来の製品の
精度は著しく低下することがわかる。したがって本発明の基板は、所定のマイクロアレイ
実験に関して従来の基板よりも有用なデータを生み出す。また、本発明の基板では精度レ
ベルがより高いため、マイクロアレイのデータの信頼性がより高くなり、その結果として
テストする必要な複製の数がより少なくなる。
【０２２８】
実施例１２
　実施例9に記載した手続きに従って用意した別のマイクロアレイ用複合スライドを2005
年3月にUHNで処理し、信号対雑音比を調べた。この場合、マウス・ゲノムに関する7407ク
ローンのセットをプローブとして使用した。比較のため、UltraGapsマイクロアレイ用ス
ライド（コーニング社）も同時に処理した。信号対雑音比を調べ、その結果を表4にまと
めてある。
【０２２９】
【表５】

【０２３０】
　本発明のマイクロアレイは、従来のマイクロアレイと比較して両方の波長ではるかに大
きな信号対雑音比を示した。
【０２３１】
　この実施例の本発明のサンプルと従来のサンプル（UltraGaps）について規格化したCy5
の信号強度とCy3の信号強度の散布図も作った。この散布図から2倍の境界、1.5倍の境界
、1.2倍の境界を計算した。精度レベルの値を表5にまとめてある。
【０２３２】



(34) JP 2009-534654 A 2009.9.24

10

20

30

40

50

【表６】

【０２３３】
　このデータから、本発明のマイクロアレイ用スライドでは、倍数の境界を小さくするほ
ど精度レベルが著しく大きくなることがわかる。すなわち倍数の境界をきつくしていくに
つれ、本発明の製品の精度レベルは極めて高い精度レベルを維持するのに対し、従来の製
品の精度は著しく低下することがわかる。したがって本発明の基板は、所定のマイクロア
レイ実験に関して従来の基板よりも有用なデータを生み出す。また、本発明の基板では精
度レベルがより高いため、マイクロアレイのデータの信頼性がより高くなり、その結果と
してテストする必要な複製の数がより少なくなる。
【０２３４】
実施例１３
　実施例9に記載した手続きに従って用意したマイクロアレイ用複合スライドを2005年6月
にUHNで処理し、信号対雑音比を調べた。この場合、ヒト・ゲノムからの19008クローンの
セットをプローブとして用いた。比較のため、UltraGapsマイクロアレイ用スライド（コ
ーニング社）も同時に処理した。信号の安定性を調べるため、同じスライドを連日走査し
た。信号対雑音比を調べ、その結果を表6にまとめてある。
【０２３５】
【表７】

【０２３６】
　データから、本発明のマイクロアレイ用基板は、より長期間にわたってCy5信号を維持
する上で著しく有効であることがわかる。
【図面の簡単な説明】
【０２３７】
【図１】本発明の一実施態様の一端の横断面図である。
【図２Ａ】本発明の一実施態様によるマイクロアレイの微孔性表面を機能化する前の走査
電子顕微鏡写真である。
【図２Ｂ】本発明の一実施態様によるマイクロアレイの微孔性表面を機能化した後の走査
電子顕微鏡写真である。
【図２Ｃ】本発明の一実施態様によるマイクロアレイの微孔性表面を機能化した後の走査
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電子顕微鏡写真である。
【図３Ａ】本発明の一実施態様による基板を用いたマイクロアレイの規格化したCy3信号
強度とCy5の信号強度の散布図である。
【図３Ｂ】従来の基板を用いたマイクロアレイの規格化したCy3信号強度とCy5の信号強度
の散布図である。

【図１】

【図２（Ａ）】

【図２（Ｂ）】

【図２（Ｃ）】
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