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(57)【要約】
　液体（例えば、液体）中のマーカー（例えば、マーカ
ー）の存在および／またはその濃度を検出する方法を開
示する。当該方法は、センサと前記液体とを接触させる
工程であって、センサが、マーカーと相互作用する固定
化された親和性部分を有し、且つ相互作用に応答して検
出可能なシグナルを生じるように構成されている工程を
含む。当該方法は、洗浄によってセンサから液体を取り
除く工程と、洗浄の開始時点から所定時間の経過後に始
まる時間窓内にセンサから受信した検出可能なシグナル
に基づいて、マーカーの存在および／またはその濃度を
検出する工程とを、さらに含む。
【選択図】図７
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　液体中のマーカーの存在および／またはその濃度を検出する方法であって、
　センサと前記液体とを接触させる工程であって、前記センサが、前記マーカーと相互作
用する固定化された親和性部分を有し、且つ前記相互作用に応答して検出可能なシグナル
を生じるように構成されており、前記相互作用は、１０－５Ｍ以下であるＫｄによって特
徴付けられる工程と、
　洗浄によって前記センサから前記液体を取り除く工程と、
　前記洗浄の開始時点から所定時間の経過後に始まる時間窓内に前記センサから受信した
検出可能なシグナルに基づいて、前記マーカーの存在および／またはその濃度を検出する
工程と
を含む、方法。
【請求項２】
　前記マーカーがバイオマーカーである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記液体が生物学的液体である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記検出が、前記時間窓の始まる時点の前に前記センサから受信したシグナルに基づか
ない、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記検出が、前記時間窓の始まる時点の前に前記センサから受信したシグナルに基づか
ない、請求項２または３に記載の方法。
【請求項６】
　前記所定時間が少なくとも３０秒である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記所定時間が少なくとも３０秒である、請求項２～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記洗浄の開始時点から前記検出可能なシグナルのモニタリングを実施する工程と、前
記シグナルの時間依存性の変化に基づいて、前記時間窓の始まりを特定する工程とをさら
に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記洗浄の開始時点から、前記検出可能なシグナルのモニタリングを実施する工程と、
前記シグナルの時間依存性の変化に基づいて、前記時間窓の始まりを特定する工程とをさ
らに含む、請求項２～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記シグナルの変化率の絶対値が所定の閾値を下回った時点を、前記時間窓の始まりと
する、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記シグナルの変化率の絶対値が所定の閾値を下回った時点を、前記時間窓の始まりと
する、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　前記親和性部分が免疫原性部分を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記親和性部分が免疫原性部分を含む、請求項２～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記免疫原性部分が抗体またはその断片を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記免疫原性部分が抗体またはその断片を含む、請求項２～１０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１６】
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　前記免疫原性部分が抗原を含み、前記マーカーが、前記抗原に対する抗体を含むバイオ
マーカーである、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記免疫原性部分が抗原を含み、前記マーカーが、前記抗原に対する抗体を含むバイオ
マーカーである、請求項２～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記親和性部分がリガンドを含み、前記マーカーが、受容体を含むバイオマーカーであ
る、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記親和性部分がリガンドを含み、前記マーカーが、受容体を含むバイオマーカーであ
る、請求項２～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記液体を、前記マーカーに非特異的なセンサと接触させる工程と、前記非特異的なセ
ンサからも洗浄によって前記液体を取り除く工程とをさらに含み、前記マーカーの存在お
よび／またはその濃度の前記検出が、前記検出可能なシグナルと、前記非特異的なセンサ
から受信したバックグラウンドシグナルとの比較に基づく、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記液体を、前記マーカーに非特異的なセンサと接触させる工程と、前記非特異的なセ
ンサからも洗浄によって前記液体を取り除く工程とをさらに含み、前記マーカーの存在お
よび／またはその濃度の前記検出が、前記検出可能なシグナルと前記非特異的なセンサか
ら受信したバックグラウンドシグナルとの比較に基づく、請求項２～１０のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項２２】
　液体中のマーカーの存在および／またはその濃度を検出するためのシステムであって、
　検知チャンバと、前記検知チャンバ内のセンサとを有する流体デバイスであって、前記
センサは、前記マーカーと相互作用する固定化された親和性部分を有し、且つ前記相互作
用に応答して検出可能なシグナルを生じるように構成されており、前記相互作用が、１０
－５Ｍ以下であるＫＤによって特徴付けられる、流体デバイスと、
　前記センサを洗浄して前記液体を取り除くために、洗浄緩衝液を前記チャンバに導入す
る流動制御システムと、
　前記マーカーの存在および／またはその濃度を検出するために、前記洗浄の開始時点か
ら所定時間経過後に始まる時間窓にわたって前記センサから受信した検出可能なシグナル
を分析するシグナル分析器と
を具備する、システム。
【請求項２３】
　前記シグナル分析器が、前記時間窓の始まる時点よりも前に前記センサから受信したシ
グナルを、前記分析から除外するように構成されている、請求項２２に記載のシステム。
【請求項２４】
　前記所定時間が少なくとも３０秒である、請求項２２または２３に記載のシステム。
【請求項２５】
　前記シグナル分析器が、前記洗浄の開始時点から前記検出可能なシグナルのモニタリン
グを実施し、前記シグナルの時間依存性の変化に基づいて、前記時間窓の始まりを特定す
るように構成されている、請求項２２～２４のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項２６】
　前記シグナルの変化率の絶対値が所定の閾値を下回った時点を、前記時間窓の始まりと
する、請求項２５に記載のシステム。
【請求項２７】
　前記流体デバイスが、前記検知チャンバ内に前記マーカーに非特異的なセンサをさらに
備え、前記シグナル分析器が、前記検出可能なシグナルと前記非特異的なセンサから受信
したバックグラウンドシグナルとの比較を行い、前記比較に基づいて、前記マーカーの存
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在および／またはその濃度を検出するように構成されている、請求項２２～２６のいずれ
か一項に記載のシステム。
【請求項２８】
　前記センサがナノ構造体であり、前記親和性部分が、前記ナノ構造体の表面上に固定化
されている、請求項１または２２に記載の方法またはシステム。
【請求項２９】
　前記センサがナノ構造体であり、前記親和性部分が、前記ナノ構造体の表面上に固定化
されている、請求項１～２６のいずれか一項に記載の方法またはシステム。
【請求項３０】
　前記センサがトランジスタである、請求項１または２２に記載の方法またはシステム。
【請求項３１】
　前記センサがトランジスタである、請求項１～２６のいずれか一項に記載の方法または
システム。
【請求項３２】
　前記センサが、チャネルとしてナノ構造体を有するトランジスタであり、前記親和性部
分が、前記ナノ構造体の表面上に固定化されている、請求項１または２２に記載の方法ま
たはシステム。
【請求項３３】
　前記センサが、チャネルとしてナノ構造体を有するトランジスタであり、前記親和性部
分が、前記ナノ構造体の表面上に固定化されている、請求項１～２６のいずれか一項に記
載の方法またはシステム。
【請求項３４】
　前記トランジスタが電界効果トランジスタである、請求項３０に記載の方法またはシス
テム。
【請求項３５】
　前記トランジスタが電界効果トランジスタである、請求項３２に記載の方法またはシス
テム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、２０１５年１２月９日に出願された、米国特許仮出願第６２／２６４，９１
３号及び同第６２／２６４，９４４号の両方の優先権を主張するものであり、これらの内
容の全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明のいくつかの実施形態は検知に関し、より詳細には、これらに限定されるもので
はないが、液体（例えば、これに限定されるものではないが、生物学的液体）中のマーカ
ー（例えば、これに限定されるものではないが、バイオマーカー）を検出するための、方
法およびシステムに関する。
【背景技術】
【０００３】
　主としてほとんどの生物試料が非常に多様性が高く複雑な混合物であるという事実故に
、効率的な生体分子の分離および精製のための技法の開発は、現代のゲノミクス、プロテ
オミクス、およびバイオセンシングの領域において、非常に重要である。現在実践されて
いる技法の大半は、特定の標的タンパク質を複雑な生物試料から迅速かつ選択的に分離お
よび濃縮する能力に欠けており、ｌａｂ－ｏｎ－ａ－ｃｈｉｐ検知デバイスと統合するこ
とは困難である。
【０００４】
　半導体ナノワイヤーは、それらの表面上に吸着された化合物種に対して極めて高い感度
を示すことが知られている。ナノワイヤー装置では、帯電した検体のナノワイヤー表面へ
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の結合によって、コンダクタンス変化、又はワイヤー中を流れる電流の変化がもたらされ
る。１Ｄ（１次元）ナノスケール形態及び極めて大きい体積に対する表面比のおかげで、
コンダクタンス変化は平面型のＦＥＴ（電界効果トランジスタ）よりもナノワイヤーベー
スのセンサにおいてはるかに高く、単一の分子検出が可能である程度まで感度を増大でき
る。
【０００５】
　従って、ナノワイヤーベースの電界効果トランジスタ（ＮＷ－ＦＥＴ）は、ここ１０年
で化学的及び生物学的な化合物種を検出するための強力な新しいセンサになりうると考え
られてきた。例えば、その全てが本明細書に示されるかのように、参照により組み込まれ
る、Patolsky et al., Analytical Chemistry 78,4260-4269(2006)、Stern et al., IEEE
 Transactions on Electron Devices 55,3119-3130(2008)、Cui et al., Science 293,12
89-1292(2001)、及びPatolsky et al. Proceedings of the National Academy of Scienc
es of the United States of America 101,14017-14022(2004)を参照されたい。
【０００６】
　例えばＤＮＡ及びタンパク質等の、医療診断に関連する多数の生体分子種の同時多重検
出のためのナノワイヤー電気装置の研究も行われきた（Zheng et al., Nature Biotechno
logy 23,1294-1301(2005)、Timko et al., Nano Lett.9,914-918(2009)、及びLi et al.,
 Nano Lett.4,245-247(2004)）。
【０００７】
　一般に、ＮＷ－ＦＥＴ構成では、ゲート電位が所定のソースドレイン電圧（ＶＳＤ）の
チャネルコンダクタンスを制御し、ゲート電圧（ＶＧＤ）の調節によって測定されるソー
スドレイン電流（ＩＳＤ）が変化する。ＦＥＴとして動作するＮＷセンサの場合、ＮＷ内
部の担体伝導に対する帯電した分子の電場ゲーティング効果が検知機構となる。マイクロ
サイズの材料又はバルク材料から形成されている装置と比較して、ナノ装置の高い感度は
、小さい寸法とより大きい表面／体積比とに密接に関連している。生物学的検体分子の殆
どが固有の電荷を有するため、ナノワイヤー表面に対する結合は、半導体ＳｉＮＷに対す
る分子ゲートの役割をはたすことができる（上述のCui et al., 2001）。 
【０００８】
　結合親和性を使って代謝産物を標的化する抗体／酵素ナノワイヤーＦＥＴが、例えば、
Lu et al. Bioelectrochemistry 2007,71(2):211-216、Patolsky et al. Nanowire-based
 biosensors.Anal Chem 2006,78(13):4260-4269、及びYang et al. Nanotechnology 2006
,17(11):S276-S279に開示されている。
【０００９】
　酸化反応によって代謝産物を検出する、電気化学的に高感度のナノワイヤーセンサは、
例えば、Lu et al. Biosens Bioelectron 2009,25(1):218-223、Krivitsky et al. Nano 
letters 2012,12(9):4748-4756、Shao et al. Adv Funct Mater 2005,15(9):1478-1482、
Su et al. Part Part Syst Char 2013,30(4):326-331、及びTyagi et al. Anal Chem 200
9,81(24):9979-9984に開示されている。
【００１０】
　米国特許第７，６１９，２９０号、米国特許出願公開第２０１０／００２２０１２号及
び対応出願は、とりわけ、センサとして使用できる官能化ナノワイヤーから構成されたナ
ノスケール装置を教示している。
【００１１】
　Clavaguera et al.は、化学的に官能化されたケイ素ナノリボン電界効果トランジスタ
を使用した、神経剤のサブｐｐｍ検出のための方法を開示した（Clavaguera et al., Ang
ew.Chem.Int.Ed.2010,49,1-5）。
【００１２】
　ＳｉＯ２表面化学は、分散された応答を介してアセトン蒸気及びヘキサン蒸気を区別す
ることができる「ナノ電子鼻」ライブラリーの構成に使用されている（Nature Materials
 Vol.6, 2007, pp.379-384）。
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【００１３】
　米国特許出願公開第２０１０／０３２５０７３号は、気体状のＮＯを吸収するように設
計されたナノ装置を開示している。国際公開第２０１１／０００４４３号には、官能化ナ
ノワイヤーを使用して、ニトロ含有化合物を検出するナノ装置が記載されている。
【００１４】
　Duan et al.［Nature Nanotechnology, Vol. 7, 2012, pp. 174-179］は、シリコンナ
ノワイヤＦＥＴ検出器と、ＦＥＴを細胞内流体（細胞質基質）に接続する電気的に絶縁性
のＳｉＯ２ナノチューブとを記載している。膜電位差Ｖｍが変化するとき、ナノチューブ
内の細胞質基質の電位が変動して、ＦＥＴのコンダクタンスＧを変化させる。
【００１５】
　Kosaka et al.［Nature Nanotechnology, Vol. 9, 2014, pp. 1047-1053］は、表面固
定型抗体を使用する、血清中のがんバイオマーカーの検出を開示している。
【００１６】
　Krivitsky et al.［Nano letters 2012, 12(9): 4748-4756］は、全血および他の複雑
な生物試料の直接分析のための、オンチップ包括的ＳｉＮＷフィルタリング／選択的分離
／脱塩／予備濃縮プラットフォームを記載している。最初に、極めて大きな結合表面積を
有する、粗度が制御された抗体修飾ＳｉＮＷフォレストを使用して、未処理の生物試料か
ら必要なタンパク質分析物を分離し、次に、制御された液体媒体中に標的タンパク質を放
出させ、その後、同じチッププラットフォーム上で作製されたＳｉＮＷ型ＦＥＴアレイに
よって、標的タンパク質を検出する。
【００１７】
　国際公開第２０１５／０５９７０４号は、１つ以上の試料チャンバと流体連通した、酸
化還元反応性ナノ構造体ＦＥＴアレイを用いる１つ以上の検知コンパートメントを具備し
た、一体化されたマイクロ流体ナノ構造体検知システムを開示する。当該システムによる
、生理学的溶液における細胞代謝活性の多重リアルタイムモニタリングが示されており、
オーダーメード医療のための代謝ネットワークと、癌の要件との理解を進めるうえで効率
的なツールであることが明示されている。
【００１８】
　さらなる背景技術としては、例えば、Chen et al., Nano Today (2011) 6, 131-54およ
びそこで引用されている参考文献、ならびにStern et al., Nature Nanotechnology, 200
9が挙げられる。
【発明の概要】
【００１９】
　本発明の一部の実施形態の一態様によれば、液体中のマーカーの存在および／またはそ
の濃度を検出する方法が提供される。当該方法は、センサと前記液体とを接触させる工程
であって、センサが、マーカーと相互作用する固定化された親和性部分を有し、且つ相互
作用に応答して検出可能なシグナルを生じるように構成されている工程を含む。当該方法
は、洗浄によってセンサから液体を取り除く工程と、洗浄の開始時点から所定時間の経過
後に始まる時間窓内にセンサから受信した検出可能なシグナルに基づいて、マーカーの存
在および／またはその濃度を検出する工程とをさらに含む。
【００２０】
　本発明の一部の実施形態によれば、マーカーはバイオマーカーである。
【００２１】
　本発明の一部の実施形態によれば、液体は生物学的液体である。
【００２２】
　本発明の一部の実施形態によれば、検出は、時間窓の始まる時点の前にセンサから受信
したシグナルに基づかない。
【００２３】
　本発明の一部の実施形態によれば、所定時間は少なくとも３０秒である。
【００２４】
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　本発明の一部の実施形態によれば、方法は、洗浄の開始時点から検出可能なシグナルを
モニタリングを実施する工程と、シグナルの時間依存性の変化に基づいて、時間窓の始ま
りを特定する工程とを含む。
【００２５】
　本発明の一部の実施形態によれば、親和性部分は免疫原性部分を含む。
【００２６】
　本発明の一部の実施形態によれば、免疫原性部分は抗体またはその断片を含む。
【００２７】
　本発明の一部の実施形態によれば、免疫原性部分は抗原を含み、マーカーは、抗原に対
する抗体を含むバイオマーカーである。
【００２８】
　本発明の一部の実施形態によれば、親和性部分はリガンドを含み、マーカーは、受容体
を含むバイオマーカーである。
【００２９】
　本発明の一部の実施形態によれば、方法は、液体を、マーカーに非特異的なセンサと接
触させる工程と、非特異的なセンサから洗浄によって液体を取り除く工程とを含み、マー
カーの存在および／またはその濃度の検出は、検出可能なシグナルと非特異的なセンサか
ら受信したバックグラウンドシグナルとの比較に基づく。
【００３０】
　本発明の一部の実施形態の一態様によれば、液体中のマーカーの存在および／またはそ
の濃度を検出するためのシステムが提供される。当該システムは、検知チャンバと、検知
チャンバ内のセンサとを有する流体デバイスであって、センサは、マーカーと相互作用す
る固定化された親和性部分を有し、且つ相互作用に応答して検出可能なシグナルを生じる
ように構成されている流体デバイスと、センサを洗浄して液体を取り除くために、洗浄緩
衝液を前記チャンバに導入する流動制御システムと、マーカーの存在および／またはその
濃度を検出するために、洗浄の開始時点から所定時間の経過後に始まる時間窓にわたって
センサから受信した検出可能なシグナルを分析するシグナル分析器とを具備する。
【００３１】
　実施形態のいずれかでは、相互作用は、場合によっては、１０－５Ｍ以下であるＫＤ、
または１０－６Ｍ以下であるＫＤ、または１０－７Ｍ以下であるＫＤ、または１０－８Ｍ
以下であるＫＤ、または１０－９Ｍ以下であるＫＤ、または１０－１０Ｍ以下であるＫＤ

によって特徴付けられることが好ましい。
【００３２】
　本発明の一部の実施形態によれば、シグナル分析器は、時間窓の始まる時点の前にセン
サから受信したシグナルを、分析から除外するように構成されている。
【００３３】
　本発明の一部の実施形態によれば、シグナル分析器は、洗浄の開始時点から検出可能な
シグナルのモニタリングを実施し、シグナルの時間依存性の変化に基づいて、時間窓の始
まりを特定するように構成されている。
【００３４】
　本発明の一部の実施形態によれば、シグナルの変化率の絶対値が所定の閾値を下回った
時点を、時間窓の始まりとする。
【００３５】
　本発明の一部の実施形態によれば、流体デバイスは、検知チャンバ内のマーカーに非特
異的なセンサをさらに備え、シグナル分析器は、検出可能なシグナルと非特異的なセンサ
から受信したバックグラウンドシグナルとの比較を行い、比較に基づいて、マーカーの存
在および／またはその濃度を検出するように構成されている。
【００３６】
　本発明の一部の実施形態によれば、センサはナノ構造体であり、親和性部分は、ナノ構
造体の表面上に固定化されている。
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【００３７】
　本発明の一部の実施形態によれば、センサはトランジスタである。
【００３８】
　本発明の一部の実施形態によれば、センサは、チャネルとしてナノ構造体を有するトラ
ンジスタであり、親和性部分は、ナノ構造体の表面上に固定化されている。
【００３９】
　本発明の一部の実施形態によれば、トランジスタは電界効果トランジスタである。
【００４０】
　本発明のいくつかの実施形態について、その例示のみを目的として添付の図面を参照し
て本明細書に記載する。以下、特に図面を詳細に参照して示される事項は、例示を目的と
し、また本発明の実施形態の詳細な説明を目的とすることを強調する。同様に、図面と共
に示す説明は、本発明の実施形態をどのように実践し得るかを当業者に明らかにする。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１－１】図１Ａ～１Ｂは、本発明の一部の実施形態に係る、直径２０ｎｍのＰ型シリ
コンナノワイヤ（ＳｉＮＷ）ＦＥＴデバイスの画像を示す図である。
【図１－２】図１Ｃ～１Ｇは、本発明の一部の実施形態に係る、直径２０ｎｍのＰ型シリ
コンナノワイヤ（ＳｉＮＷ）ＦＥＴデバイスの作製過程の概略図である。
【図２】図２は、本発明の一部の実施形態に係る、抗体によるＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイス
の修飾のための過程についての、概略図である。
【図３】図３は、本発明の一部の実施形態に係る実験において、複数のＳｉＮＷ　ＦＥＴ
を収容する流体システムへの洗浄緩衝液の導入に続く、抗原含有緩衝液の導入によって得
られた、例示的な抗体修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴの応答較正曲線を示す図である。
【図４】図４は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、生物試料中の、
抗体修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴの較正された応答を示す図である。
【図５】図５は、図４の生物試料の存在下の応答較正曲線を示す図である。ただし、応答
較正曲線は、本発明の一部の実施形態に係る洗浄操作の開始後のものである。
【図６】図６は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、洗浄操作の開始
後に生物試料の存在下で取得可能な２つの応答較正曲線を示す図である。
【図７】図７は、本発明の一部の実施形態に係る、生物学的液体中のバイオマーカーの存
在および／またはその濃度の検出に適した方法を概略的に図示する、フローチャートであ
る。
【図８】図８Ａおよび８Ｂは、本発明の一部の実施形態に従った使用に適したセンサの概
略図である。
【図９】図９は、本発明の一部の実施形態に係る、液体（例えば、生物学的液体）中のマ
ーカー（例えば、バイオマーカー）の存在および／またはその濃度を検出するためのシス
テムの概略図である。
【図１０】図１０は、本発明の一部の実施形態に係る、抗体修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デ
バイスによる抗原の検出について、動作原理を説明する概略図である。
【図１１】図１１は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、未処理の血
清試料中の様々な濃度の標的抗原ＣＡ１５－３に対する、代表的な抗ＣＡ１５－３固定化
ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デバイスの、正規化された会合応答を示す図である。
【図１２】図１２は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、代表的な抗
トロポニン抗体修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デバイスによる、低イオン強度条件下でのその
特異的抗原であるトロポニンＴの会合および解離に対する、正規化された電気的応答を示
す図である。
【図１３】図１３は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、低流速条件
下での血清中の抗トロポニン抗体の解離曲線と、その当てはめ曲線を示す図である。
【図１４】図１４Ａおよび１４Ｂは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られ
た、トロポニンＴ抗原含有血清試料と、対照であるトロポニンＴ不含血清試料との間で、
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解離の動力学を比較した結果を示す図である。
【図１５】図１５は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、低流速条件
下での血清解離曲線と、その当てはめ曲線とを示す図である。
【図１６】図１６は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、低流速条件
下での血清中の抗ＣＡ１５－３抗体の解離曲線と、その当てはめ曲線とを示す図である。
【図１７Ａ】図１７Ａは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、毎分１
チャンバ体積交換という流量における、未処理の血清試料中のＣＡ１５－３抗原の濃度依
存的検知を示す図である。
【図１７Ｂ】図１７Ｂは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、毎分１
チャンバ体積交換という流量における、未処理の血清試料中のＣＡ１５－３抗原の濃度依
存的検知を示す図である。
【図１７Ｃ】図１７Ｃは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、毎分１
チャンバ体積交換という流量における、未処理の血清試料中のＣＡ１５－３抗原の濃度依
存的検知を示す図である。
【図１７Ｄ】図１７Ｄは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、毎分１
チャンバ体積交換という流量における、未処理の血清試料中のＣＡ１５－３抗原の濃度依
存的検知を示す図である。
【図１８】図１８は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、ＣＡ１５－
３抗原に対する抗体で修飾されたナノワイヤデバイスからの、ＣＡ１５－３抗原の再生曲
線を示す図である。
【図１９Ａ】図１９Ａは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、毎分３
３０チャンバ体積交換という流量での、特異的に化学修飾されたＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイ
スと、非特異的に化学修飾されたＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスとを使用した、ＣＡ１５－３
抗原の多重単一チップ差分検出の実例を示す図である。
【図１９Ｂ】図１９Ｂは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、毎分３
３０チャンバ体積交換という流量での、特異的に化学修飾されたＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイ
スと、非特異的に化学修飾されたＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスとを使用した、ＣＡ１５－３
抗原の多重単一チップ差分検出の実例を示す図である。
【図２０】図２０は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、高流速条件
下での抗原不含血清の解離曲線と、その当てはめ曲線とを示す図である。
【図２１】図２１は、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、低流速条件
下での未処理の抗原不含血液の解離曲線と、その当てはめ曲線とを示す図である。
【図２２】図２２Ａおよび２２Ｂは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られ
た、ウォーターゲート構成下におけるｐ型ＳｉＮＷ　ＦＥＴナノデバイスの電気的特徴を
示す図である。
【図２３Ａ】図２３Ａは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、ＳｉＮ
Ｗの走査電子顕微鏡（ＳＥＭ）像を示す図である。
【図２３Ｂ】図２３Ｂは、本発明の一部の実施形態に係る実験において得られた、ＳｉＮ
Ｗの走査電子顕微鏡（ＳＥＭ）像を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　本発明のいくつかの実施形態は検知に関し、より詳細には、これらに限定されるもので
はないが、液体（例えば、これに限定されるものではないが、生物学的液体）中のマーカ
ー（例えば、これに限定されるものではないが、バイオマーカー）を検出するための、方
法およびシステムに関する。
【００４３】
　本発明の少なくとも１つの実施形態を詳細に説明する前に、本発明は、必ずしもその用
途が、以下の記載によって提供される説明、ならびに／あるいは図面及び／又は実施例で
示される具体例によって明示されるような詳細な構成及び要素や方法の組み立てに限定さ
れるものではないことを理解するべきである。本発明は、他の実施形態が可能であり、又
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、さまざまな方法で実践若しくは遂行することが可能である。
【００４４】
　本発明者らは、液体中のマーカーの検知に使用可能であり、所望により、そして好まし
くはその存在、より好ましくはその量のモニタリングに使用可能な、検知システムおよび
検知方法を設計した。本検知システムおよび検知方法を、多くの種類の液体中の多くの種
類のマーカーに対する多重リアルタイムモニタリングに使用することができる。
【００４５】
　本明細書の実施形態の検知システムは、これらに限定されるものではないが、化学的用
途、遺伝学的用途、生化学的用途、薬学的用途、生物医学的用途、医療用途、放射線学的
用途及び環境への用途を含む多数の用途に使用することができる。
【００４６】
　医学用途の場合、本実施形態の検知システムおよび検知方法は、生理溶液等の生物学的
液体中のバイオマーカーの存在、より好ましくは、レベルのモニタリングに適している。
【００４７】
　環境学的用途の場合、本実施形態の検知システムおよび検知方法は、水中の危険物質の
存在、好ましくはそのレベルのモニタリングに最適である。当該マーカーは、水汚染物質
、化学薬品、生物体、または水中の放射能の状態の指標となるが、これらに限定されるも
のではない。
【００４８】
　液体は、全血または血液成分のいずれかの血液製品を含む液体でもよい。例えば、液体
は、血液試料である。液体は他の体液を含んでもよく、他の体液としては、唾液、脳脊髄
液、尿などが挙げられるが、これらに限定されない。液体は、核酸溶液、タンパク質溶液
、ペプチド溶液、抗体溶液などの緩衝液または溶液でもよいが、これらに限定されない。
１種以上の生物学的または化学的な試薬を含む液体も想定内であるが、このような試薬と
しては、酸化剤、還元剤、酵素、受容体リガンド、細胞外成分、代謝物質、脂肪酸、ステ
ロイドなどが挙げられ、これらに限定される物ではない。本実施形態のシステムおよび方
法でマーカーを検知することができる液体の代表的な例としては、水、食塩水、尿、血液
、精液、唾液、粘液、月経液、リンパ液、脳脊髄液、膣滲出液、膿、嘔吐物、汗、および
無機液体（これらに限定されないが、石油系液体、油、または他の滑剤）が挙げられるが
、これらに限定されない。
【００４９】
　本発明の一部の実施形態によれば、マーカー（例えば、バイオマーカー）を含む液体（
例えば、生物学的液体）を、当該マーカーと相互作用する固定化された親和性部分を有し
、当該相互作用に応答して検出可能なシグナルを生じるように構成されているセンサを備
える流体システムに導入する。この相互作用は、所望により、そして好ましくは、１０－

５Ｍ以下であるＫＤ、または１０－６Ｍ以下であるＫＤ、または１０－７Ｍ以下であるＫ

Ｄ、または１０－８Ｍ以下であるＫＤ、または１０－９Ｍ以下であるＫＤ、または１０－

１０Ｍ以下であるＫＤによって特徴付けられる。液体に由来するマーカーは、親和性部分
に選択的に結合する。塩および生体分子等が挙げられるが、これらに限定されない、あら
ゆる種類の物体が含まれ得るバックグラウンド成分が、センサの表面に非特異的に吸着さ
れ得る。
【００５０】
　マーカーがセンサの表面に選択的に吸着された後、センサを洗浄緩衝液で洗浄する。こ
の結果、バックグラウンド成分がセンサの表面から脱着する。マーカーと親和性部分との
間の相互作用はバックグラウンド成分とセンサの表面との相互作用より強いので、バック
グラウンド成分はマーカーよりもはるかに速くセンサの表面から離れる。マーカーのセン
サからの脱着の動力学は、バックグラウンド成分のすべてまたは大半が洗い流された後で
検出することが好ましい。
【００５１】
　以下の実施形態は、生物学的液体中のバイオマーカーを特に強調して記述されているが
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、他の種類のマーカーおよび他の種類の液体も想定内であることを理解されたい。
【００５２】
　本実施形態のシステムは、所望により、そして好ましくは、単一チップ上での生物試料
の直接分析を提供する。本実施形態のシステムは、望ましくない成分（塩、生体分子、タ
ンパク質、細胞等）を除去しつつ、少ない存在量の特定のバイオマーカーを選択的に検出
することができる。遠心分離、脱塩、およびアフィニティカラムといった操作は時間が掛
かることが知られているので、好ましくはこれらのうちの少なくとも１つを行わずに、よ
り好ましくはいずれをも行うことなく分析を行う。本発明の一部の実施形態において、分
析過程は、１５分未満、または１０分未満、または５分未満で行われる。
【００５３】
　本発明の一部の実施形態において、生物試料中のバイオマーカーの量も測定される。こ
の測定は、例えば、一部のセンサが親和性部分を含み、一部のセンサが親和性部分を含ま
ないシステムを提供することによって行うことができる。親和性部分を含まないセンサか
らの脱着を、バックグラウンドと定める。親和性部分を含むセンサからのバイオマーカー
の脱着の動力学を、所望により、そして好ましくは、このバックグラウンドと比較し、こ
の比較に基づいて、親和性部分を含むセンサから脱着したバイオマーカーの量を、例えば
、互いのシグナルを差し引くことによって決定する。表面へのバイオマーカーの比吸収率
は、生物試料中のバイオマーカーの濃度に比例するので、バックグラウンドを超える脱着
の動力学は、濃度依存的である。
【００５４】
　次に、本発明の一部の実施形態に係る、液体（例えば、生物学的液体）中のマーカー（
例えば、バイオマーカー）の存在および／またはその濃度の検出に適した方法を概略的に
図示するフローチャートである、図７を参照する。
【００５５】
　別段の規定がない限り、以下に記載する操作は、多くの組合せまたは実行の順序で、同
時または連続的のいずれかで実行することができることを理解されたい。具体的には、フ
ローチャートの順序付けは限定と解釈されるものではない。例えば、以下の記載またはフ
ローチャートに登場する、特定の順序の２つ以上の操作を、異なる順序で（例えば、逆順
序で）、または実質的に同時に実行することができる。さらに、以下に記載されるいくつ
かの操作は任意選択であり、実行しなくてもよい。
【００５６】
　本方法は１０で始まり、所望により、そして好ましくは、１１に続き、液体をセンサと
接触させる。この接触は、当技術分野において公知の任意の技法によって達成することが
できる。必ずしも必須ではないが、センサは、流体システム内に存在することが好ましく
、マイクロ流体システム内にあることがより好ましく、液体を流体システム内に導入する
ことが好ましい。
【００５７】
　図８Ａおよび８Ｂは、本実施形態に適したセンサの概略図である。図８Ａは、固定化さ
れた親和性部分４８を含むセンサ２０を示す。本実施形態の技法で使用されるセンサは、
マーカーまたはバイオマーカーの存在下で検出可能なシグナルを発する、任意の電位差測
定センサとすることができる。
【００５８】
　検出可能なシグナルは、多くの場合、センサの電気特性（電気伝導度、抵抗率、キャパ
シタンス）がマーカーまたはバイオマーカー５０との相互作用に応答して変動したときに
発生する。一部の実施形態では、センサはトランジスタである。これらの実施形態では、
所望により、そして好ましくは、部分４８がトランジスタのチャネルの表面に固定化され
ている。
【００５９】
　一部の実施形態によれば、センサはナノ構造体であり、親和性部分は、ナノ構造体の表
面上に固定化されている。本発明の一部の実施形態によれば、センサは、チャネルとして
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ナノ構造体を有するトランジスタであり、親和性部分は、ナノ構造体の表面上に固定化さ
れている。
【００６０】
　一部の実施形態によれば、センサは、非ナノメートル規模の構造体である。これらの実
施形態では、親和性部分がその上に固定された構造体のすべての寸法（長さ、幅、および
厚さ）は、１０００ｎｍ超、または１０μｍ超、または１００μｍ超、または１ｍｍ超で
ある。
【００６１】
　本発明の一部の実施形態によれば、センサは、チャネルとして非ナノメートル規模の構
造体を有するトランジスタであり、親和性部分は、ナノ構造体の表面上に固定化されてい
る。
【００６２】
　本発明の一部の実施形態によれば、トランジスタは、電界効果トランジスタ（ＦＥＴ）
である。
【００６３】
　センサがトランジスタ（例えば、ＦＥＴ）を備え、親和性部分がトランジスタのチャネ
ル上に固定化されているとき、チャネルの電気特性の変化は、トランジスタのゲート電圧
に対する特徴的な応答（例えば、ゲート電圧の関数としての、ソース－ドレイン間電流）
の変化を誘起することがあり、この変化を検出および分析することができる。
【００６４】
　図８Ａは、センサ２０が、ナノ構造体等であるがこれに限定されない構造体４０を備え
、親和性部分４８が構造体４０の表面上に固定化されている実施形態を図示する。
【００６５】
　親和性部分４８は、液体または生物学的液体中のマーカーまたはバイオマーカー５０と
特異的に反応する（例えば、結合する）のに有効である。
【００６６】
　センサ２０は、親和性部分４８と、マーカーまたはバイオマーカー５０との相互作用に
応答して検出可能なシグナル、多くの場合、電気的シグナルを生じるように構成されてい
る。
【００６７】
　本明細書において使用される「親和性部分」という用語は、所定の親和性で、好ましく
はマーカーまたはバイオマーカーと特異的に結合する分子を指す。
【００６８】
　親和性部分４８と、マーカーまたはバイオマーカー５０とは、所望により、そして好ま
しくは、親和性ペアを形成する。ここで部分４８は、マーカーまたはバイオマーカー５０
に対して、不可逆的又は可逆的に結合することができる。部分４８とマーカーまたはバイ
オマーカー５０との間の相互作用は、一般的に、共有結合の特徴的な親和度と比較して弱
いことで特徴付けられ、これはＫＤで表した場合、典型的には約１０－１５Ｍに相当する
。本発明の実施形態のいずれかでは、部分４８とマーカーまたはバイオマーカー５０との
間の相互作用は、好ましくは１０－５Ｍ以下であるＫＤ、または１０－６Ｍ以下であるＫ

Ｄ、または１０－７Ｍ以下であるＫＤ、または１０－８Ｍ以下であるＫＤ、または１０－

９Ｍ以下であるＫＤ、または１０－１０Ｍ以下であるＫＤによって特徴付けられる。
【００６９】
　親和度を測定する方法は当技術分野において周知であり、表面プラズモン共鳴および競
合アッセイが挙げられる。
【００７０】
　親和性部分は、天然に存在するものであっても、合成により設計または作製されたもの
であってもよい。
【００７１】
　親和性部分の例としては、抗体－抗原（免疫原性部分）、リガンド－受容体（例えば、
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可溶性または膜結合型受容体）、炭水化物－レクチン、ＲＮＡ－アプタマー、核酸配列相
補性などにおける、構成要素が挙げられる。
【００７２】
　本発明の一部の実施形態によれば、親和性部分は免疫原性部分を含む。本発明の一部の
実施形態によれば、免疫原性部分は抗体またはその断片を含む。本発明の一部の実施形態
によれば、免疫原性部分は抗原を含む。これらの実施形態では、マーカーは、好ましくは
この抗原に対する抗体を含むバイオマーカーである。本発明の一部の実施形態によれば、
親和性部分はリガンドを含む。これらの実施形態では、マーカーは、受容体を含むバイオ
マーカーであることが好ましい。
【００７３】
　部分４８は、当技術分野において公知の任意の技法により、ナノ構造体４０の表面に結
合させることができる。このような技法は、例えば、抗体捕捉単位の断片化に基づく技法
であって、その内容が参照により本明細書に組み込まれる、Elnathan et al., Nano Lett
 2012, 12, (10), 5245-5254に記載される技法等であるが、これに限定されない、
【００７４】
　部分４８を、部分４８内の反応性基と、ナノ構造体４０の表面上の適合する反応性基と
によって、直接またはリンカーを介して、ナノ構造体４０の表面に結合させることができ
る。この結合は、共有結合であることが好ましい。例示的な実施形態では、リンカーはナ
ノ構造体の表面上に反応性アミン基を生じさせ、所望により、この反応性アミン基が還元
的アミノ化に供されて、部分４８と結合するアルデヒド末端表面を生じさせる。ナノ構造
体４０の表面上の反応性基は、元から備わっているか、または処理の際に生じ得る。
【００７５】
　ナノ構造体４０は、細長いことが好ましい。
【００７６】
　本明細書で使用する「細長いナノ構造体」は、概して、固体物質で形成されている３次
元体を指し、また、その長手方向に沿った任意の地点で、少なくとも１つの断面寸法を有
し、いくつかの実施形態では、１マイクロメートル未満、又は５００ナノメートル未満、
又は２００ナノメートル未満、又は１５０ナノメートル未満、又は１００ナノメートル未
満、又は更には７０ナノメートル未満、５０ナノメートル未満、２０ナノメートル未満、
１０ナノメートル未満、又は５ナノメートル未満の２つの直断面寸法を有する。いくつか
の実施形態では、断面寸法は、２ナノメートル未満又は１ナノメートル未満であってもよ
い。
【００７７】
　いくつかの実施形態において、ナノ構造体は、０．５ナノメートル～２００ナノメート
ル又は１ｎｍ～１００ｎｍ、又は１ｎｍ～５０ｎｍの範囲の少なくとも１つの断面寸法を
有する。
【００７８】
　ナノ構造体の長さは、その断面に略直交する、その伸長範囲を表す。本発明のいくつか
の実施形態によれば、ナノ構造体の長さは、１０ｎｍ～５０マイクロメートルの範囲であ
る。
【００７９】
　細長い半導体の断面は、円形、正方形、矩形、楕円形及び管状を含むがこれらに限定さ
れない任意の形状を有してもよい。規則的形状及び不規則形状が含まれる。
【００８０】
　本発明のさまざまな例示的な実施形態において、ナノ構造体は、本明細書で「ナノワイ
ヤー」と称される非空洞構造である。
【００８１】
　「ワイヤー」は伝導性を有する、即ちそれ自体に電荷を通過させる能力を有する任意の
材料を指す。
【００８２】
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　本発明のいくつかの実施形態に従って実施した実験においては、直径が約２０ｎｍであ
り、長さが約１０μｍのシリコンナノワイヤーを使用した。
【００８３】
　いくつかの実施形態において、ナノワイヤーは、０．５ナノメートル～２００ナノメー
トル、又は１ｎｍ～１００ｎｍ、又は１ｎｍ～５０ｎｍの範囲の平均直径を有する。
【００８４】
　本発明のいくつかの実施形態において、ナノ構造体は、中空チューブとして成形されて
おり、中空チューブは、長手方向軸線に沿って完全に中空であり、本明細書で「ナノチュ
ーブ」又は「ナノチューブ構造」と称されるものであることが好ましい。
【００８５】
　ナノチューブは、単層ナノチューブ、多層ナノチューブ、又はそれらの組み合わせであ
ってもよい。
【００８６】
　いくつかの実施形態において、ナノチューブの平均内径は、０．５ナノメートル～２０
０ナノメートル、又は１ｎｍ～１００ｎｍ、又は１ｎｍ～５０ｎｍの範囲である。
【００８７】
　多層ナノチューブの場合、いくつかの実施形態では、壁間距離は、０．５ナノメートル
～２００ナノメートル、又は１ｎｍ～１００ｎｍ、又は１ｎｍ～５０ｎｍの範囲であって
もよい。
【００８８】
　図８Ａは単一のナノ構造体４０を示しているが、一部の実施形態において、センサ２０
が複数（すなわち、２つ以上）のナノ構造体を備える構成も想定されることを理解された
い。複数のナノ構造体を用いるとき、所望により、ナノ構造体４０は、整列させることが
好ましい。例えば、ナノ構造体は、図８Ｂに概略的に図示されるように、互いに略平行に
配設することができる。
【００８９】
　本明細書に記載されるナノ構造体を形成するための好適な半導体材料の選択は、本発明
の実施形態を有利に実践するために提供されるガイドラインを考慮すれば、当業者に明白
かつ容易に再現できるであろう。例えば、本発明の実施形態のナノ構造体は、ＩＶ族元素
の半導体、並びに、元素の周期律表のＩＩ族、ＩＩＩ族、ＩＶ族、Ｖ族及びＶＩ族のいず
れかから選ばれる２つ以上の元素のさまざまな組み合わせから形成されてもよい。
【００９０】
　本明細書で使用する「族」は、当業者が理解するその通常の定義が与えられる。例えば
、ＩＩＩ族元素は、Ｂ、Ａｌ、Ｇａ、Ｉｎ及びＴｌを含み；ＩＶ族元素は、Ｃ、Ｓｉ、Ｇ
ｅ、Ｓｎ及びＰｂを含み；Ｖ族元素は、Ｎ、Ｐ、Ａｓ、Ｓｂ及びＢｉを含み；ＶＩ族元素
は、Ｏ、Ｓ、Ｓｅ、Ｔｅ及びＰｏを含む。
【００９１】
　本発明のいくつかの実施形態において、ナノ構造体は、「ドーパント」として既知のド
ナー原子でドープされた半導体材料から形成されている。本発明の実施形態は、ドーピン
グして、ｎ型（格子構造の完成に必要とされるよりも過剰の電子）及びｐ型（格子構造の
完成に必要とされるよりも不足する電子）の両方のドーピングを達成することを想定して
いる。ｎ型材料中の過剰な電子、又はｐ型材料中に残された正孔（電子の不足）は、それ
ぞれ、負電荷担体及び正電荷担体としての役割を果たす。ｐ型ドーパント及びｎ型ドーパ
ントとして好適なドナー原子は、当技術分野にて既知である。
【００９２】
　例えば、ナノ構造体は、例えばＢ（これらに限定されるものではないが、典型的にはジ
ボランである）、Ｇａ若しくはＡｌでドープされたケイ素から形成されて、ｐ型半導体ナ
ノ構造体を提供するか、又は、Ｐ（これらに限定されるものではないが、典型的にはホス
フィンである）、Ａｓ若しくはＳｂでドープされたケイ素から形成されて、ｎ型半導体ナ
ノ構造体を提供してもよい。
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【００９３】
　本発明者らが行った実験では、Ｓｉナノワイヤーと、ジボランドーパントを有するｐ型
Ｓｉナノワイヤーとを使用した。
【００９４】
　本発明の一部の実施形態では、ナノ構造体は、導電性材料（例えば、炭素）でできてい
るか、またはこれを含む。例えば、ナノ構造体は、長いグラフェンシートを巻いたものと
みなすことができる、単層ナノチューブ（ＳＷＮＴ：ｓｉｎｇｌｅ－ｗａｌｌｅｄ　ｎａ
ｎｏｔｕｂｅ）か、異なる直径を有する同心円状のＳＷＮＴの集合体と見なすことのでき
る、多層ナノチューブ（ＭＷＮＴ：ｍｕｌｔｉ　ｗａｌｌｅｄ　ｎａｎｏｔｕｂｅ）のい
ずれかである、カーボンナノチューブとすることができる。ＳＷＮＴの典型的な直径は数
ナノメートルの単位を下回り、ＭＷＮＴの典型的な直径は数十～数百ナノメートル単位で
ある。
【００９５】
　複数のナノ構造体を用いるとき、ナノ構造体を、例えば、化学気相蒸着によって成長さ
せることができる。別法として、ナノ構造体を、レーザ補助触媒成長（ＬＣＧ：ｌａｓｅ
ｒ　ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ｇｒｏｗｔｈ）によって作製することがで
きる。半導体ナノ構造体を形成するための方法、および複数のナノ構造体のアレイを構築
する方法としては、いずれの方法も想定される。複数のナノ構造体４０を用いるとき、親
和性部分４８は、ナノ構造体の各々の上に固定化されている。本発明の一部の実施形態で
は、すべての親和性部分がすべてのナノ構造体にわたって同じであり、一部の実施形態で
は、少なくとも２つのナノ構造体が異なる親和性部分に結合している。
【００９６】
　マーカーまたはバイオマーカー５０と部分４８との間の反応事象はナノ構造体４０の表
面電位を変えるので、結果として、ナノ構造体４０の電気特性を変化させる。例えば、ナ
ノ構造体４０は、ナノ構造体４０の一部の領域またはナノ構造体４０の全長にわたって、
電子またはホールの密度の変化を呈し得る。ナノ構造体４０は、さらに、または代わりに
、その電気伝導度または抵抗率の変化を呈し得る。
【００９７】
　再び図７を参照すると、本方法は、所望により、そして好ましくは、洗浄によってセン
サから液体または生物学的液体を取り除く１２に進み、マーカーまたはバイオマーカーの
存在および／またはその濃度を検出する１３へと進む。当該検出は、洗浄１２の開始時点
後から所定時間（例えば、少なくとも１０秒、または少なくとも２０秒、または少なくと
も３０秒、または少なくとも４５秒、または少なくとも６０秒、または少なくとも７５秒
、または少なくとも９０秒、または少なくとも１０５秒、または少なくとも１２０秒、ま
たは少なくとも１３５秒、または少なくとも１５０秒）の経過後に始まる時間窓内でセン
サから受信した検出可能なシグナルに基づく。検出は、時間窓内で受信したシグナルに基
づくが、時間窓の始まる時点の前にセンサから受信したシグナルに基づかないことが好ま
しい。時間窓の長さは、約３０秒から約５００秒までであることが好ましい。上記範囲外
にある所定時間の経過後および時間窓の長さを含めた、他の所定時間の経過後および時間
窓の長さも想定される。
【００９８】
　本発明の一部の実施形態によれば、洗浄の開始から、より好ましくは、洗浄の開始の直
前または直後からシグナルをモニタリングするが、マーカーの存在またはレベルの決定の
基準となるシグナルのモニタリングを行う時間窓の開始は、洗浄の開始時ではない。これ
らの実施形態では、本方法は、所望により、そして好ましくは、シグナルそれ自体から時
間窓の開始を決定することが好ましい。この決定は、例えば、シグナルの時間依存性（例
えば、スロープ、プラトー、時間に対する微分係数のゼロ化、時間に対する微分係数の値
等）をモニタリングし、時間依存性の変化に基づいて時間窓の開始を特定することによっ
て行うことができる。例えば、本方法では、時間窓の開始を、シグナルが減衰を呈した時
点、またはシグナルがプラトー領域を脱した時点として特定することができる。
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【００９９】
　検出は、所望により、そして好ましくは、電極の配列を使用してナノ構造体４０の電気
特性の変化をモニタリングすることによって行う。図８Ａおよび８Ｂを参照すると、本発
明の一部の実施形態によれば、センサ２０は、ソース電極４２とドレイン電極４４とを備
え、ナノ構造体４０は、電極４２と電極４４との間に配置され、電荷キャリアチャネルと
して働く。場合によっては、センサ２０は、ゲート電極４６をさらに備え、このゲート電
極４６が、電極４２および電極４４ならびにナノ構造体４０と共に、トランジスタ、例え
ば、電界効果トランジスタ（ＦＥＴ）を形成する。ゲート電極４６は、所望により、そし
て好ましくは、しかし必ずしも必須ではないが、ナノ構造体４０とギャップ４７によって
隔てられている。ゲート電極４６を介して、ゲート電圧をチャネルであるナノ構造体４０
に印加することができる。一部の実施形態では、ゲート電極４６の電圧がゼロであるとき
、ナノ構造体４０は遊離した電荷キャリアを一切含まず、本質的に絶縁体である。ゲート
電圧が上昇すると、それによって発生した電界は、ソース電極４２およびドレイン電極４
４から電子（またはより一般的には、電荷キャリア）を引き寄せ、ナノ構造体４０は導電
性になる。一部の実施形態では、ゲート電圧は印加されず、電荷キャリア密度の変化は、
親和性部分４８とマーカーまたはバイオマーカー５０との間の相互作用のみによって生じ
る。
【０１００】
　センサ２０の電極を、回路（図示せず）に直接または間接的に接続することができる。
回路は、電極のうちの１つまたは複数を介して、ナノ構造体４０に電圧を印加することが
でき、マーカーまたはバイオマーカー５０の親和性部分４８への結合に応答した、ナノ構
造体４０の電気特性の変化をモニタリングする。例えば、回路を、ナノ構造体４０の電気
特性の変化に対応する電気的な測度の測定用に構築することができる。電気的な測度は、
例えば、電圧、電流、電気伝導度、抵抗、インピーダンス、インダクタンス、電荷等とす
ることができる。
【０１０１】
　本方法は、所望により、そして好ましくは、液体または生物学的液体を別のセンサ、好
ましくはマーカーまたはバイオマーカー５０に非特異的なもの、に接触させる１４へと続
く。これらの実施形態では、本方法は、所望により、そして好ましくは、同様に洗浄によ
って非特異的なセンサから液体または生物学的液体を取り除く１５へと続く。操作１４お
よび１５を実行するとき、所望により、そして好ましくは、マーカーまたはバイオマーカ
ーの存在および／またはその濃度の検出は、検出可能なシグナルと非特異的なセンサから
受信したバックグラウンドシグナルとの比較１６に基づく。この比較に基づく検出を、１
７に大まかに示す。
【０１０２】
　本方法は１８で終了する。
【０１０３】
　図９は、本発明の一部の実施形態に係る、液体または生物学的液体９２中のマーカーま
たはバイオマーカーと５０（図示せず）の存在および／または濃度を検出するためのシス
テム９０の概略図である。システム９０を、方法１０の１つまたは複数の、より好ましく
は、すべての操作を実行するために使用することができる。システム９０は、検知チャン
バ９６とセンサとを有する流体デバイス９４を具備し得るものであり、当該センサは、検
知チャンバ９６内のセンサ２０等であるが、これに限定されない。システム９０は、所望
により、そして好ましくは、以下でさらに詳述するように、洗浄緩衝液１００をチャンバ
９６に導入して、洗浄によってセンサ２０から液体または生物学的液体９２を取り除くた
めの流動制御システム９８と、センサ２０から受信した検出可能なシグナルを分析するた
めの回路１０４を有する、シグナル分析器１０２とを具備し得る。
【０１０４】
　本発明の一部の実施形態において、流体デバイス９４は、以下でさらに詳述するように
、マーカーまたはバイオマーカーに非特異的である、非特異的なセンサ１０６を備える。
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センサ１０６は、センサ２０と同じ検知チャンバ９６内にあってもよい。これらの実施形
態では、シグナル分析器１０４の回路１０２は、以下でさらに詳述するように、検出可能
なシグナルとバックグラウンドシグナルとの比較を行い、この比較に基づいて、マーカー
またはバイオマーカーの存在および／またはその濃度を検出することができる。
【０１０５】
　本明細書で使用する「約」は、±１０％または±５％を指す。
【０１０６】
　「具備する（comprise）」、「具備している（comprising）」、「含む（include）」
「含んでいる（including）」、「有している（having）」及びそれらの活用形は、「含
むが、限定されない」ことを意味する。
【０１０７】
　「からなる」は、「含み、限定される」ことを意味する。
【０１０８】
　「から実質的になる」は、組成物、方法又は構造が追加の成分、工程及び／又は部分を
含み得ると定義する。しかし、追加の成分、工程及び／又は部分は、特許請求される組成
物、方法又は構造の基本的かつ新規な特性を実質的に変更しない場合に限られる。
【０１０９】
　本明細書で使用する単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに他を指
示しない限り、複数を対象とする。例えば、「化合物（a compound）」又は「少なくとも
１種の化合物」には、複数の化合物が含まれ、それらの混合物をも含み得る。
【０１１０】
　以下は、他の技術に対する本実施形態の手法の利点の一部を示す。
【０１１１】
　・フェムトモルからナノモル範囲までの感度（試料中のバイオマーカー濃度）
　・約５分未満で結果が速やかに得られる
　・リアルタイム超高感度モニタリング
　・迅速であり、時間の掛かる処理（すなわち、遠心分離、透析、アフィニティカラム）
が必要ない
　・標識が不要。懸念となる工程が少なく、励起および画像化の必要がない
　・多重性。可能な限り多くの生物学的データを抽出できる
　・デバイ遮蔽長の克服
　・ｌａｂ　ｏｎ　ｃｈｉｐシステムとの統合が容易
　・非常に少量の試料で利用可能
　・再利用可能／可逆性
　・低コスト
【０１１２】
　本願全体を通して、本発明のさまざまな実施形態は、範囲形式にて示され得る。範囲形
式での記載は、単に利便性及び簡潔さのためであり、本発明の範囲の柔軟性を欠く制限で
ではないことを理解されたい。従って、範囲の記載は、可能な下位の範囲の全部、及びそ
の範囲内の個々の数値を特異的に開示していると考えるべきである。例えば、１～６等の
範囲の記載は、１～３、１～４、１～５、２～４、２～６、３～６等の部分範囲のみなら
ず、その範囲内の個々の数値、例えば１、２、３、４、５及び６も特異的に開示するもの
とする。これは、範囲の大きさに関わらず適用される。
【０１１３】
　本明細書に数値範囲が示される場合、それは常に示される範囲内の任意の引用数（分数
又は整数）を含むことを意図する。第１の指示数と第２の指示数「との間の範囲」という
表現と、第１の指示数「から」第２の指示数「までの範囲」という表現は、本明細書で代
替可能に使用され、第１の指示数及び第２の指示数と、それらの間の分数及び整数の全部
を含むことを意図する。
【０１１４】
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　特に定義しない限り、本明細書で使用する全ての技術及び／又は科学用語は、本発明が
属する技術分野の当業者により通常理解されるものと同じ意味を有する。本明細書に記載
されるものと同様の又は等価な方法及び材料を、本発明の実施形態の実践又は試験に使用
することができるが、例示的な方法及び／又は材料が下記に記載されている。矛盾する場
合、定義を含む特許明細書が優先する。加えて、材料、方法、及び実施例は単なる例示で
あり、必ずしも限定を意図するものではない。
【０１１５】
　本発明の実施形態の方法及び／又はシステムの実施は、選択されたタスクを手動、自動
、又はそれらの組み合わせで実行又は完了することを含み得る。更に、本発明の方法及び
／又はシステムの実施形態の実際の器具類及び設備によれば、いくつかの選択されたタス
クは、ハードウェア、ソフトウエア、若しくはファームウェア、又は、オペレーティング
システム、又はそれらの組み合わせを使用して実施され得る。
【０１１６】
　例えば、本発明の実施形態において選択されたタスクを実行するためのハードウェアは
、チップ又は回路として提供してもよい。ソフトウエアとしては、本発明の実施形態にお
いて選択されたタスクを、任意の好適なオペレーティングシステムを使用して、コンピュ
ータにより実行される複数のソフトウエア命令として提供してもよい。本発明の例示的な
実施形態では、本明細書に記載される方法及び／又はシステムの例示的な実施形態による
１つ以上のタスクは、複数の命令を実行するための計算プラットフォーム等のデータプロ
セッサにより実行される。データプロセッサは、命令及び／又はデータを格納する揮発性
メモリ、並びに／もしくは、命令及び／又はデータを格納する不揮発性記憶装置、例えば
磁気ハードディスク及び／又はリムーバブルメディアを含んでもよい。
【０１１７】
　所望により、ネットワーク接続が提供されてもよい。ディスプレイ及び／又はキーボー
ド若しくはマウス等のユーザー入力装置が提供されてもよい。
【０１１８】
　明確さのために別個の実施形態に関連して記載した本発明の所定の特徴はまた、１つの
実施形態において、これら特徴を組み合わせて提供され得ることを理解されたい。逆に、
簡潔さのために１つの実施形態に関連して記載した本発明の複数の特徴はまた、別々に、
又は任意の好適な部分的な組み合わせ、又は適当な他の記載された実施形態に対しても提
供され得る。さまざまな実施形態に関連して記載される所定の特徴は、その要素なしでは
特定の実施形態が動作不能でない限り、その実施形態の必須要件であると捉えてはならな
い。
【０１１９】
　上述したように本明細書に記載され、特許請求の範囲に請求される本発明のさまざまな
実施形態及び態様は、以下の実施例によって実験的に支持されるものである。
【０１２０】
　実施例
　ここで、上記の記載と共に本発明を限定することなく説明する以下の実施例に参照する
。
【実施例１】
【０１２１】
ＳｉＮＷ－ＦＥＴの作製
　図１Ａ～１Ｇは、本発明の一部の実施形態に係る、６００ｎｍの酸化物層を有する３イ
ンチのシリコンウエハ上の直径２０ｎｍのＰ型ＳｉＮＷ－ＦＥＴデバイスの画像（図１Ａ
および１Ｂ）と、作製過程の概略図（図１Ｃ～１Ｇ）である。
【０１２２】
　Ｐ型ＳｉＮＷを化学気相蒸着（ＣＶＤ）システム（蒸気－液体－固体（ＶＬＳ：ｖａｐ
ｏｒ　ｌｉｑｕｉｄ　ｓｏｌｉｄ）法による）によって合成した（図１Ｃ）。リソグラフ
ィによって事前に作製しておいた、６００ｎｍの酸化物層と外部金属パッド（５ｎｍ　Ｃ
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ｒ、次いで６０ｎｍ　Ａｕ）とを有するシリコン基板上に、Ｐ型ＳｉＮＷを蒸着させた（
図１Ｄ）。５００ｎｍ　ＬＯＲ５Ａ（Ｍｉｃｒｏｃｈｅｍ社製）と５００ｎｍ　１８０５
（Ｓｈｉｐｌｅｙ社製）とからなる多層フォトレジスト構造体を使用して、ソース電極と
ドレイン電極とを蒸着させた。電極パターンの露光及び現像の後（図１Ｅ）、接点をそれ
ぞれ電子ビーム及びＮｉの熱蒸着（６０ｎｍ）によって金属化し、次いで、８０℃でのプ
ラズマ化学気相蒸着（ＩＣＰ－ＰＥＣＶＤ、Ａｘｉｃ　Ｉｎｃ．社製）によって蒸着させ
たＳｉ３Ｎ４（厚さ６０ｎｍ）と、１０ｎｍのアルミナの層（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｎａ
ｎｏｔｅｃｈ社製のＳａｖａｎｎａｈ　２００　ｓｙｓｔｅｍを使用したＡＬＤ堆積）と
による絶縁層で不動態化した（図１Ｆ）。露光していないフォトレジスト層のリフトオフ
と、ＳｉＮＷ及び金属接点の熱アニーリングとを行った（図１Ｇ）。各ＦＥＴについて、
ソース電極とドレイン電極との間の間隔は、約２μｍであった。ＦＥＴの画像および拡大
画像を、それぞれ図１Ｂおよび１Ａに示す。
【実施例２】
【０１２３】
抗体で修飾されたＳｉＮＷの調製
　抗体によるシリコンナノワイヤ（ＳｉＮＷ）ＦＥＴデバイスの修飾を、図２に概略的に
図示する。この過程を、以下に簡単に説明する。
【０１２４】
　表面の清浄化および活性化：本明細書の実施例１において記載したように調製したＳｉ
ＮＷ　ＦＥＴを、アセトン、脱イオン水、およびイソプロパノールで洗浄し、Ｎ２流下で
乾燥し、その後、表面をシラン処理のために酸素プラズマ（０．２００ｔｏｒｒ、１００
Ｗ、１０分）で活性化した。
【０１２５】
　シラン処理：デバイス表面を（３－アミノプロピル）－ジメチル－エトキシシランで被
覆し、５０℃に６０分間加熱した。その後、表面をイソプロパノールで洗浄した後、ホッ
トプレート上で脱水させた（１１５℃、３０分）。
【０１２６】
　架橋剤による結合：デバイスを、１２ｍＭシアノ水素化ホウ素ナトリウムを含有する８
．３％グルタルアルデヒドの１０ｍＭ、ｐＨ＝８．５のリン酸緩衝液溶液で被覆した（６
０分、室温）。その後、デバイスを脱イオン水、アセトン、イソプロパノールで洗浄し、
脱イオン水で再度洗浄した。
【０１２７】
　チップ上へのチャネルの構築：管類およびＰＤＭＳチャネルをイソプロパノールおよび
脱イオン水で洗浄した。その後、管類をシリンジポンプに接続し、リン酸緩衝液（ＰＢ）
（１０ｍＭ、ｐＨ＝８．５）を導入することにより、システムを洗浄した。
【０１２８】
　抗体の固定化：ＣＡ１５－３　ｉｇＧ（４０μｌ、１ｍｇ／ｍｌ）を、１２ｍＭシアノ
水素化ホウ素ナトリウムを含有するリン酸緩衝液（１０ｍＭ、ｐＨ＝８．５）７００μｌ
と穏やかに混合した。抗体溶液をシステム中に導入し（４℃で、終夜約１６時間）、その
後、チャネルが常に濡れている状態に表面を保ちながら、管路系をリン酸緩衝液（１０ｍ
Ｍ、ｐＨ＝８．５）で洗浄した。
【０１２９】
　ブロッキング：エタノールアミン（１００ｍＭ）および１２ｍＭシアノ水素化ホウ素ナ
トリウムを含有するＰＢ（ｐＨ＝８．５）であるブロッキング溶液を、室温で３時間、５
０μｌ／分の流量でシステム中に導入した。その後、システムを、リン酸緩衝液（１０ｍ
Ｍ、ｐＨ＝８．５）で、５０μｌ／分の流量において３０分間洗浄した。このように調製
したシステムを検知のために使用した。
【実施例３】
【０１３０】
検知
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　上記実施例２で記載した通りの複数のＳｉＮＷ　ＦＥＴを収容した流体システムを、抗
原含有緩衝液、洗浄緩衝液、および生物試料を使用して、実験により検討した。この実施
例では、ＳｉＮＷ　ＦＥＴを抗トロポニンＴ（Ｆａｂ２断片）で修飾した。
【０１３１】
　抗原含有緩衝液は、抗原である心筋トロポニンＴ（１０ｎＭ）を含むものであった。洗
浄緩衝液は、１５０μＭのリン酸緩衝液を含むものであった。
【０１３２】
　図３は、複数のＳｉＮＷ　ＦＥＴを収容する流体システムへの抗原含有緩衝液の導入と
、それに続く洗浄緩衝液の導入における、例示的な抗体修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴの応答較正
曲線を示す。
【０１３３】
　図３中の矢印Ａは、抗原含有緩衝液を流体システムに導入した時点を示す。このとき、
抗原は、抗体との相互作用によってＳｉＮＷ表面上に吸収され、電気的応答の変化が検出
された。図３中の矢印Ｂは、洗浄緩衝液を流体システムに導入した時点を示す。このとき
、結合した抗原の大半がＳｉＮＷから脱着し、電気的応答の逆変化が検出された。ＦＥＴ
に使用したパラメータは、Ｖｇ＝０ボルト、Ｖｄｓ＝０．１ボルトである。流体システム
における流量は２０μｌ／ｍｉｎで、Ｍｉｔｏｓポンプによって行った。
【０１３４】
　図４は、生物試料中の、抗体修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴの較正された応答を示す。この実験
では、生物試料はウシ胎児血清であった。図４中の矢印Ａは、生物試料をシステムに導入
した時点を示す。ＦＥＴに使用したパラメータは、Ｖｇ＝０ボルト、Ｖｄｓ＝０．２ボル
トである。流体システムにおける流量は、１００μｌ／ｍｉｎであった。
【０１３５】
　図５は、図４の生物試料の存在下における応答較正曲線を示す。ただし、応答較正曲線
は、洗浄操作の開始後におけるものである。図５中の矢印Ｂは、洗浄緩衝液をシステムに
導入した時点を示す。ＦＥＴに使用したパラメータおよび流量は、上記の図４におけるも
のと同じである。３０単位／ｍｌ未満の濃度のＣＡ１５－３により、検出可能な電気的応
答の変化が生じる。
【０１３６】
　図６は、洗浄操作の開始後に生物試料の存在下において取得可能な、２つの応答較正曲
線を示す。図６中の矢印Ｂは、洗浄緩衝液をシステムに導入した時点を示す。第１の応答
較正曲線は、親和性部分を有するセンサからのバイオマーカーの脱着に相当し、第２の較
正曲線は、親和性部分を有さないセンサからのバイオマーカーの脱着に相当する。第２の
較正曲線を、第１の曲線の比較対象とすることができるバックグラウンドと定めることが
できる。
【実施例４】
【０１３７】
詳細な調査
　この実施例は、抗体修飾Ｓｉナノワイヤセンサから得られる抗原解離レジームを、血清
および未処理の血液等の複雑な生物試料中の、対象とするバイオマーカーに対する、簡便
で効果的な直接検知機構として利用できることを実証する。この検知機構は、遠心分離、
濾過、予備濃縮、および脱塩等のｅｘ　ｓｉｔｕにおける時間の掛かる生物試料の処理工
程を必要とせず、したがって、ナノワイヤ型バイオセンサのデバイ遮蔽限界の弊害を克服
するものである。
【０１３８】
　可撓性ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）エラストマーから、流体送達デバイスを作
製した。ＰＤＭＳを、６０℃において、質量比１０：１で硬化剤と共に終夜インキュベー
トした。次いで、得られたデバイスを寸法が１０×１０×５ｍｍの矩形片に切断した。異
なる寸法を有する２つのチャネル、すなわち、より大きい寸法を有する矩形チャンバ（ｈ
＝５ｍｍ、ｌ＝７ｍｍ、およびｗ＝３ｍｍ）およびより小型の矩形チャンバ（ｈ＝０．１
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ｍｍ、ｌ＝３．５ｍｍ、およびｗ＝１ｍｍ）をこの調査で使用した。上流のポリエチレン
チューブ（ＰＥ　２０、Ｉｎｔｒａｍｅｄｉｃ社製）は、長さ１４ｃｍ、内径０．３８ｍ
ｍであった。下流のＴｙｇｏｎチューブ（Ｓ－５０－ＨＬ、Ｔｙｇｏｎ社製）は、長さ１
３ｃｍであった。
【０１３９】
　ＳｉＮＷ　ＦＥＴ表面上の固定化された抗体により、抗原の結合および非結合の動力学
の検知を行うために、ＳｉＮＷ　ＦＥＴのアレイを有するチップを化学的に修飾した。抗
体をＳｉＮＷ表面と複合体化するために、まず、ＦＥＴチップをアセトン（９００５－６
８、Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ社製）、イソプロパノール（９０７９－０５、Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅ
ｒ社製）、及び脱イオン水（１８ＭΩ・ｃｍ）で続けて洗浄し、その後窒素で乾燥した。
次いで、酸素プラズマ（１００Ｗ、０．２Ｔｏｒｒ）を１５分間印加した。チップをガラ
ス皿によって覆い、アルゴン雰囲気下（水及び酸素を含まない）でグローブボックス（１
５０Ｂ－Ｇ、Ｍｂｒａｕｎ社製）に挿入して、アミノ－シラン修飾を行った。その後即座
に、チップを約１５０μｌの（３－アミノプロピル）－ジメチル－エトキシシラン（ＡＰ
ＤＭＥＳ；ＳＩＡ０６０３．０、Ｇｅｌｅｓｔ社製）で６０分間被覆した。次いで、チッ
プを約３０ｍｌの無水トルエン（９９．８％、２４４５１１、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃ
ｈ社製）で３回洗浄した。チップをグローブボックスからクリーンルームへと移し、再び
イソプロパノールで洗浄し、その後窒素で乾燥した。次に、チップを１１５℃のホットプ
レート上に２５分間置いた。続けて、室温で６０分間、１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ＝８
．５）中の１２ｍＭシアノ水素化ホウ素ナトリウムを含有する８．３％グルタルアルデヒ
ド溶液でデバイスを被覆した後、脱イオン水、アセトン、イソプロパノールで続けて洗浄
し、さらに脱イオン水で洗浄することにより、架橋剤による結合を行った。
【０１４０】
　次いで、イソプロパノールおよび脱イオン水で予備洗浄したＰＤＭＳチャネルを、管類
をシリンジポンプに接続することでチップに仕立て、続いて１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ
＝８．５）を流した。４℃において、終夜（約１６時間）、１０～１００μｇ／ｍｌのＩ
ｇＧ抗体、１２ｍＭシアノ水素化ホウ素ナトリウム、および１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ
＝８．５）を含有する抗体溶液をシステムに流し入れることにより、抗体をＳｉＮＷ表面
に固定化した。室温において、５０μｌ／ｍｉｎの流量で１５０分間、１０ｍＭリン酸緩
衝液（ｐＨ＝８．５）中の１００ｍＭエタノールアミンおよび１２ｍＭシアノ水素化ホウ
素ナトリウムを含有するブロッキング溶液をシステムに流し入れて、ブロッキングを行っ
た後、５０μｌ／ｍｉｎの流量で３０間、１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ＝８．５）による
最終洗浄を行った。
【０１４１】
　デバイスをワイヤボンディングし（ワイヤボンダ、８８５０型、Ｗｅｓｔ　Ｂｏｎｄ社
製を使用）、センサデバイスチップをカスタムメイドのＰＤＭＳマイクロ流体チャネルと
統合した。データ取得システムを使用して、表面電荷の変化によって誘起されるＳｉＮＷ
　ＦＥＴの電流（Ｉｄｓ）を測定した。選択されたデバイスを、検知緩衝液中でのその性
能について調べた。ゲート電圧の掃引を用いてトランスコンダクタンスの測定を行い、そ
の後、動作のトランジスタレジームの決定を行った。適切なゲート電圧をさらに選択して
、以下の検知実験すべてを実施した。検知実験は、分析物をシリンジポンプ（Ｆｕｓｉｏ
ｎ　２００、Ｃｈｅｍｙｘ社製）によってマイクロ流体システムを介して検知チップに導
入する間、ＳｉＮＷデバイスのコンダクタンスを経時的にモニタリングすることによって
実施した（電流対時間シグナルを１秒間隔で記録）。
【０１４２】
　図２２Ａおよび図２２Ｂは、ウォーターゲート構成下におけるｐ型ＳｉＮＷ　ＦＥＴナ
ノデバイスの電気的特徴付けを示す。図２２Ａは、異なるゲート電圧（Ｖｇ）における、
ソース－ドレイン間電流対ソース－ドレイン間電圧（Ｖｓｄ）のプロットである。図２２
Ｂは、０．１Ｖのソース－ドレイン間電圧（Ｖｇ）における、ソース－ドレイン間電流対
ゲート電圧（Ｖｇ）のプロットである。
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【０１４３】
　図２３Ａおよび図２３Ｂは、ＳｉＮＷの走査電子顕微鏡（ＳＥＭ）像である。図２３Ａ
は、化学気相蒸着システムによってシリコン（１００）ウエハ上に合成した、２０ｎｍの
ｐ型ＳｉＮＷのＳＥＭ像であり、図２３Ｂは、ソース電極およびドレイン電極に接続され
たＳｉＮＷからなるＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスのＳＥＭ像である。
【０１４４】
　生物試料中の定量的バイオマーカー分析を行う能力を制御するパラメータには、（ｉ）
抗体－抗原認識対の親和性強度（ｋｏｆｆ速度）と、（ｉｉ）溶液交換による解離工程中
に用いられる流量とが含まれることが見出され、前者が高親和性低速解離サブレジームの
時間の長さを決定付け、後者が低親和性高速解離サブレジームの時間幅を制御する。時間
の掛かるｅｘ　ｓｉｔｕの生物試料の処理工程がないことにより、未処理の生物試料（５
～１０μＬの血液または血清）の直接検出が可能となるため、検知プラットフォームの携
帯性が増し、被験試料として必要な体積を最小限まで減少させると共に、検出サイクルの
長さを５分未満に容易に短縮する。これらは、近い将来におけるポイント・オブ・ケアの
医療用途において、非常に重要な要素である。
【０１４５】
　抗原の、それに対して特異的な抗体で修飾されたＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスからの解離
レジームを分析することは、複雑な生物試料からバイオマーカーを高感度で選択的に直接
検出するための効果的で簡単な手法であることを実証する。
【０１４６】
　分析物であるバイオマーカーを含有する生物試料を、ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知ナノデバイ
スに導入した。ＳｉＮＷの表面を、分析物であるバイオマーカーと特異的に相互作用する
抗体で修飾した。抗体－抗原相互作用の結果、バイオマーカー分子は、ナノワイヤＦＥＴ
デバイスの表面に結合した抗体単位に、強固かつ選択的に結合する。血清または血液等の
生理溶液中では、バイオマーカー分析物の特異的結合をバックグラウンドシグナルの変化
から直接識別することは、高濃度の、塩およびタンパク質等の帯電した化学種によって引
き起こされる電荷遮蔽に起因して、困難である可能性がある。
【０１４７】
　バイオマーカー分子の選択的会合の後、デバイスを、低イオン強度に制御された溶液で
ある検知緩衝液で、迅速に洗い流す。こうすることで、未結合の非特異的な化学種による
マスキング効果なしに、ＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスは、強固に結合した抗原種によるナノ
ワイヤ上の表面電荷の変化を効果的に検知することができる。検知デバイスを検知緩衝液
で迅速に洗浄することにより、未結合または緩く結合した非特異的な化学種（塩、タンパ
ク質、細胞、小分子）がナノワイヤ表面近傍から速やかに除去され、強固で特異的な相互
作用を介してナノワイヤ表面に結合している特異的な抗原分子のみが残されるが、これは
かなり低速な解離の動力学を示す。
【０１４８】
　この効果により、「解離レジーム窓」が効率的に２つのサブレジームに分けられる。す
なわち、（ｉ）最初に、低イオン強度の「検知緩衝液」をＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知アレイ中
に流すと、低親和性のもの（塩、生体分子、タンパク質等）が速やかにＳｉＮＷ表面から
離れ、これにより、デバイスの電気伝導度が迅速に変化する。（ｉｉ）低親和性のものの
除去が終わった後（非特異的解離サブレジーム）、高親和性のものの特異的解離（特異的
脱離サブレジーム）が、デバイスの電気伝導度の変化を支配する。最終的に、バイオマー
カーであるタンパク質の高感度で正確な検出のために、非特異的解離サブレジームと特異
的解離サブレジームとの間の遷移点が用いられる。
【０１４９】
　この手法は、単一のプラットフォーム上での複雑な生物試料の直接分析に相当し、遠心
分離、脱塩、またはアフィニティカラム等の時間の掛かる工程を必要とすることがなく、
不要な化学種（塩、生体分子、タンパク質、細胞）を容易に除去しつつ、低濃度の特定の
バイオマーカーを選択的に検出することが可能である。標識不要の超高感度タンパク質分
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析過程の全体を、速やかに、例えば、５分以内で、実際に行うことができる。
【０１５０】
　図１０は、本発明の一部の実施形態に係る、抗体修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デバイスか
らの抗原の解離レジームの検出による手法について、動作原理を概略的に説明するもので
ある。最初に、安定なベースラインを得ることを目的として、固定化されたＳｉＮＷデバ
イスを低イオン強度の検知緩衝液と接触させる。次に、生物試料を、特異的な抗体で修飾
したＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイス、または免疫不活性タンパク質で修飾したＳｉＮＷ　ＦＥ
Ｔデバイスのいずれかに導入する（図１０の（１））。
【０１５１】
　結合レジーム窓内では、ＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスと、分析された試料中の生体分子と
の相互作用により、デバイスの電気伝導度が変化する（図１０の（２））。この時点では
、高イオン強度溶液中の電荷遮蔽効果に起因して、ＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスは、特異的
な抗原の結合によって引き起こされた電気伝導度の変化と、試料中の他の生体分子および
塩によって引き起こされた電気伝導度の変化とを区別できない。ＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイ
スが、検知チャンバの迅速な洗出によって低イオン強度の検知緩衝液との接触に戻された
とき、生物試料に由来する未結合の生体分子および塩は、それらとＳｉＮＷ　ＦＥＴデバ
イスの表面との間の相互作用の強度に依存する形で、ＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスの表面か
ら除去される。
【０１５２】
　抗体で修飾されたＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスの場合、抗原の、それに特異的な抗体から
の脱着の動力学が非常に低速であるため、特異的な抗原の存在によってベースラインに戻
る速度が低下することになる（図１０の（３））。しかし、ＳｉＮＷ表面を非特異的な抗
体で修飾するか、または試料中に抗原が存在しないとき、特異的な高親和性の相互作用が
存在しないため、ベースラインに戻る速度はかなり速い。
【０１５３】
　図１１は、未処理の血清試料中の様々な濃度の標的抗原ＣＡ１５－３に対する、代表的
な抗ＣＡ１５－３固定化ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デバイスの、正規化された会合応答を示す
。黒色の曲線は、ＦＥＴデバイスのＣＡ１５－３不含ウシ胎児血清対照試料に対する応答
を表す。赤色の曲線、青色の曲線、および青緑色の曲線は、未処理のウシ胎児血清中の、
それぞれ、５５ｐＭ、１３５ｐＭ、および５３５ｐＭの濃度のＣＡ１５－３抗原を含有す
る試料に対する、ＦＥＴ検知デバイスの応答を表す。黒色の矢印は、生物試料を注入する
前に、低イオン強度検知緩衝液（検知緩衝液－ＳＢ、１５５μＭリン酸ナトリウム緩衝液
、ｐＨ約８．０）をマイクロ流体チャネルに流したときの、検知デバイスの電気的ベース
ラインを表す。青色の矢印は、未処理の血清生物試料（高イオン強度試料）の注入時点を
指す。これらの条件下において、分析によらない検知情報を会合曲線抽出することができ
る。図１１の挿入図は、異なる濃度のＣＡ１５－３標的抗原を含有する生物試料に対する
、同じ検知デバイスの相互作用の生データ曲線を示す。
【０１５４】
　デバイ長の限界から、ナノＦＥＴデバイスは、高イオン強度生理条件下（デバイ長は約
１ｎｍ）において、高親和性抗原－抗体相互作用を検知することができないであろうと予
測される。よって、測定された抗原会合曲線は、分析シグナルに置き換えることができな
い（図１１を参照）。血清試料から得られた会合曲線は、０ｐＭから５３５ｐＭまでの様
々な濃度の、乳がんの診断およびモニタリングのためのバイオマーカーであるＣＡ１５－
３抗原（ヒトがん関連抗原）と、モノクローナル抗体で修飾されたナノワイヤデバイスの
正規化された電気的応答とが非常に類似していることを示す。ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デバ
イスの、未処理の血清試料中の様々な濃度の被験ＣＡ１５－３抗原に対する相互作用を観
測したが、生物試料の高いイオン強度に起因する分析上の違いは見られなかった。このた
め、会合レジームの曲線を生体分子種のリアルタイム検出のための分析手段として使用す
ることはできない。したがって、これらの結果は、未処理の生物試料溶液、例えば、血液
中のタンパク質バイオマーカーの直接検出に対して、ナノＦＥＴによる新規の検出手法を
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開発する必要性が大きいことを実証している。
【０１５５】
　図１２は、低イオン強度条件下（検知緩衝液、ＳＢ、１５５μＭリン酸ナトリウム緩衝
液、ｐＨ約８．０）における、代表的な抗トロポニン抗体修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デバ
イスの、その特異的抗原であるトロポニンＴ（ｃＴｎＴ、１ｎＭ）の会合および解離に対
する、正規化された電気的応答を示す（赤色の曲線）。さらに、低イオン強度条件下（検
知緩衝液、ＳＢ、１５５μＭリン酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ約８．０）における、代表的
な抗トロポニン抗体修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デバイスの、ＢＳＡ含有試料（ウシ血清ア
ルブミン、１ｎＭ）に対する、正規化された電気的応答も示す（黒色の曲線）。黒色の矢
印は、対応する試料を注入する前に、低イオン強度検知緩衝液（検知緩衝液－ＳＢ、１５
５μＭリン酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ約８．０）をマイクロ流体チャネルに流したときの
、検知デバイスの電気的ベースラインを表す。青色の矢印は、心筋トロポニンＴ（抗原、
赤色の線で表示）またはウシ血清アルブミン（血清タンパク質、黒色の線で表示）の試料
のいずれかをＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスへ導入した時点を示す（会合工程）。緑色の矢印
は、検知緩衝液による、その後の洗浄工程を示す（解離工程）。
【０１５６】
　この例で挙げている特定の場合では、心不全の非常に重要なマーカーである心筋トロポ
ニンＴを抗原として使用し、一方で、心筋トロポニンＴ（ｃＴｎＴ）に対する抗原結合性
モノクローナル抗体を、ＳｉＮＷ　ＦＥＴ表面に固定化された特異的抗体受容体として使
用した。最初に、ＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスを検知緩衝溶液であるＳＢに曝露し、デバイ
スの電気的応答を、以下の式１に従って正規化した。
【０１５７】
　１００％×（ＩＳＢ－Ｉｔ）ＩＳＢ　（式１）
　式中、ＩＳＢは、検知緩衝液（ＳＢ）中での電流であり、Ｉｔは、測定中のある時点に
おける電流である。
【０１５８】
　次に、検知緩衝液中の心筋トロポニンＴ抗原を含有する試料を、検出チャネル内に導入
したところ（図１２中では、青色の矢印で示される）、ナノデバイスの表面のごく近傍で
遊離トロポニン分子の濃度が急激に増加し、その後、表面に固定化された抗体単位に対す
るトロポニン分子による高親和性の会合が、徐々に見られた。その結果、デバイスの正規
化された電気的応答が増加し、ついには、ナノデバイスの表面に結合したトロポニン抗原
の量が最大であることを示す、飽和点またはプラトーに達した。次に、低イオン強度検知
緩衝液で、検知ナノデバイスを迅速に洗出した。これに応答して、結合したトロポニン分
子の量は徐々に減少し、ついには、検知緩衝液による元のベースラインの電気的シグナル
となった。注目されるのは、観測されたトロポニン抗原の解離の動力学は、その会合の動
力学に比べてかなり低速であった点である。これらの観測は、固定化された抗体受容体単
位と抗原分子との間で高親和性の相互作用が生じるという推測と一致する。
【０１５９】
　抗ｃＴｎＴ抗体受容体単位で修飾されたＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスを、タンパク質であ
るＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）を高濃度で含有する低イオン強度溶液に曝露したとき、
それぞれのデバイスの電気伝導度に、顕著な変化は観測されなかった。これらの結果は、
タンパク質分子の抗体修飾ＳｉＮＷ型検知デバイスへの会合は、特異的な高親和性抗原－
抗体相互作用に支配されており、ナノワイヤ上の表面の化学的性質によって、特異的な標
的抗原分子以外の生体分子による非特異的な結合が防がれることを実証している。低イオ
ン強度条件下で得られた抗原会合曲線によって、抗原分子の会合がプラトーに達する飽和
時間を導出することができる。整合性を得るために、抗原会合がプラトーに達した後、そ
の後の全解離実験データを得た。
【０１６０】
　特異的な抗原分子が完全に会合した後、低イオン強度検知緩衝液を使用した抗体修飾Ｓ
ｉＮＷデバイスに対する迅速な洗出工程を行うことにより、デバイスは、分析によって、
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解離レジーム時間窓を２つの別々の解離サブレジーム、すなわち、（ｉ）低親和性相互作
用を行う化学物質（例えば、塩、非特異的なタンパク質、細胞、および小分子化学種）に
関連した、高速解離動力学サブレジームと、（ｉｉ）高親和性相互作用を行う化学物質（
例えば、特異的な抗原）に関連した、低速解離動力学サブレジームとに分けることが可能
となる。
【０１６１】
　言い換えると、低イオン強度検知緩衝液を使用した洗出操作により、低親和性で高速解
離性の、未結合または緩く結合した非特異的な分子を、ナノワイヤ表面のごく近傍から速
やかに除去することと、これにより、これらの帯電した化学種によって引き起こされる電
荷遮蔽効果を最小化し、その結果として、低親和性種が完全に除去された後、高親和性で
低速解離性の、結合した抗原種の存在を測定する能力を得ることとが、同時に達成される
。低速解離性種の解離速度と比べてかなり対照的な、高速解離性種の解離反応速度（ｋｏ

ｆｆ
抗原＞＞ｋｏｆｆ

非特異的な化学種）により、解離窓レジームを上述のサブレジーム
に経験的に分けることが可能となる。よって、選択された表面結合抗体に固有の親和性定
数と、ＳＢ洗出工程中に用いられる流量の両方について選択を行うことで、解離レジーム
窓に基づいた、抗原種の正確な定量的検出を行うことができる。
【０１６２】
　本発明の様々な例示的な実施形態において、ＳＢ溶液を使用した迅速なイオン強度交換
工程は、特異的に結合した抗原種の量に大きな影響を与えない。このことは、例えば、抗
原－抗体対解離時間が、未結合、および弱く結合した非特異的な化学種を完全に除去する
ための時間窓（非特異的解離サブレジーム）に比べてかなり長くなるように時間窓を選択
することによって、確実に実現できる。非特異的な化学種の解離時間窓は、解離レジーム
窓内において洗出用のＳＢ溶液の流量を増加させることによって、制御および短縮するこ
とができる。
【０１６３】
　親和性／解離定数が大きく異なることを特徴とする２つのモデル抗体系について、抗原
解離レジーム窓を、複雑な生物試料中のバイオマーカーの定量的検出のための潜在的な手
段として試験した。本発明者らの仮説を検証するため、まず、元の全抗体より抗原に対す
る会合親和性が低い、野生型全抗体分子の構造修飾断片である、抗トロポニン抗体断片を
用いた。結果を図１３に示す。図１３は、低流速条件下での、血清中の抗トロポニン抗体
の解離曲線を、当てはめ曲線と共に示す。抗トロポニン抗体断片についての解離速度（オ
フ速度ｋｏｆｆ）を、低イオン強度ＳＢ下で測定された抗原解離曲線から導出したところ
、ｋｏｆｆ＝１．２×１０－２ｓ－１と推定した。
【０１６４】
　図１４Ａおよび図１４Ｂは、（Ｆ（ａｂ’）２）固定化ＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスから
得たトロポニンＴ抗原含有血清試料（トロポニン濃度は１０ｎＭ）と対照であるトロポニ
ンＴ不含血清試料との間で、解離の動力学を比較した結果を示す。測定は以下のように行
った。初めは、試料（トロポニンＴ含有血清またはトロポニンＴ不含血清対照試料のいず
れか）を、マイクロ流体チャネルを通じて、１００μＬ／ｍｉｎ（毎分１チャンバ体積交
換、チャンバ体積：１００μＬ）の流量で、会合プラトーに達するまで固定化ＳｉＮＷ　
ＦＥＴデバイスに導入した。次に、固定化ＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスを低イオン強度検知
緩衝液で洗浄した。得られた解離動力学曲線から、トロポニンＴ含有血清試料とトロポニ
ン不含対照試料のいずれについても、正規化された電気的応答が類似して時間変化してい
ることがわかる（図１４Ａおよび１４Ｂ、赤色および黒色の曲線）。ナノＦＥＴデバイス
では、ベースラインの電気的応答への比較的高速な復帰（低イオン強度検知緩衝液下）が
見られるとともに、解離と関係する経時的な電気的応答が類似していた。抗原不含血清試
料の見かけのｋｏｆｆは約２．５×１０－２ｓ－１であり、非特異的な化学種の解離が特
異的なバイオマーカー分子の解離と同時に起こったことを暗示している。図１５は、低流
速条件下での血清解離曲線を、当てはめ曲線と共に示す。
【０１６５】
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　このように、選択した低親和性抗トロポニン抗体受容体は、解離レジーム窓を効果的に
分け、複雑な生物試料中の抗原分子を定量的に検出するのにはあまり適さない。
【０１６６】
　次に、特異的な抗原に対してさらに著しく強い結合親和性を有する抗体受容体を使用し
た。高親和性抗体は、その抗原からの解離速度が低いことで特徴付けられるが、これを使
用することにより、バイオマーカータンパク質の抗体固定化ＳｉＮＷデバイスからの解離
時間がより長くなり、したがって、高親和性低速解離サブレジーム（抗原）から低親和性
高速解離サブレジーム（イオン性種、非特異的なタンパク質、小分子化学物質、および細
胞）を分けることが可能となる。本実施例では、マウスモノクローナル抗ヒトがん抗原１
５－３　ＩｇＧ（抗ＣＡ１５－３）を使用した。図１６は、低流速条件下での、血清中の
抗ＣＡ１５－３抗体の解離曲線を、当てはめ曲線とともに示す。得られたｋｏｆｆは、ｋ

ｏｆｆ＝６．２×１０－４ｓ－１であり、当該抗体の抗原に対する強い結合相互作用を示
している。
【０１６７】
　図１７Ａ～１７Ｄは、毎分１チャンバ体積交換という低い流量での、解離レジームモー
ドによる手法を使用した、未処理の血清試料中のＣＡ１５－３抗原の濃度依存的検知を示
す。図１７Ａ中、黒色の曲線、赤色の曲線、青色の曲線、および青緑色の曲線は、代表的
な抗ＣＡ１５－３修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デバイスによる、未処理のウシ血清試料中の
、それぞれ、０ｐＭ（対照である抗原不含試料）、５５ｐＭ、１３５ｐＭ、および５３５
ｐＭの濃度の当該抗体の特異的抗原ＣＡ１５－３の会合および解離（上昇期）に対する、
電気的応答の全生データを示す。図１７Ｂ中、黒色の曲線、赤色の曲線、青色の曲線、お
よび青緑色の曲線は、それぞれ、０ｐＭ（対照である抗原不含試料）、５５ｐＭ、１３５
ｐＭ、および５３５ｐＭのＣＡ１５－３濃度である未処理のウシ血清試料中の、抗ＣＡ１
５－３修飾ＳｉＮＷ　ＦＥＴ検知デバイスによる、解離レジームでの正規化された電気的
応答を示す。各抗原試料を約６分間（会合プラトーに達するまで）流した後、低イオン強
度検知緩衝液による洗浄除去（検知緩衝液－ＳＢ、１５５μＭリン酸ナトリウム緩衝液、
ｐＨ約８．０）を行った。黒色の矢印は、未処理の血清試料から低イオン強度検知緩衝液
への溶液交換を行った時点を示す。図１７Ｃは、図１７Ｂ中の測定された解離レジーム曲
線中の異なる時点で抽出した、ＣＡ１５－３抗原の濃度依存的な較正曲線を示す。黒色の
正方形、赤色の円、ならびに青色、緑色、桃色、および茶色の三角形は、それぞれ、図１
７Ｂ中の、黒色、赤色、青色、緑色、桃色、および茶色の点線で表された時点に対応する
。これらの曲線から、青緑色の円で表示した、分析上関係のある高親和性レジームが、図
１７Ｂ中の解離曲線中で４５０秒後に始まっていることがわかる。赤色の円は、解離レジ
ーム曲線中の、分析上関係のない時点を表す。図１７Ｄは、図１７Ｃ中の、青緑色の円で
表示した分析上関係のある時点における、ＣＡ１５－３抗原の濃度依存的な較正プロット
を示す。
【０１６８】
　図１７Ａ～１７Ｄから、より高い親和性の抗体受容体を選択することで、１００μＬ／
ｍｉｎ（毎分１チャンバ体積交換、チャンバ体積：１００μＬ）の流量で、解離レジーム
窓を２つの解離サブレジーム、すなわち、非特異的高速解離サブレジームと特異的低速解
離サブレジームとに、約２５０秒のレジーム間遷移時間で分けることができることがわか
る。
【０１６９】
　得られた曲線（図１７Ａ）から、解離窓は２つの明確に分かれたサブレジーム、すなわ
ち、約２５０秒続く高速解離ゾーンと、その後、それ程の変化を伴わずに数十分間続き、
低イオン強度検知緩衝液下において抗原との相互作用が生じる前の、デバイスのベースラ
インの電気的シグナルからの振幅が異なる、低速解離プラトー様ゾーンとからなることが
認められる。この観測から、抗原分子は、低親和性の非特異的な化学種の完全な除去に要
求される時間枠と比べて、かなり長い間、ナノワイヤに固定化された抗体種と結合したま
まであることがわかる（ｋｏｆｆ

抗原＞ｋｏｆｆ
非特異的な化学種）。この後者の解離ゾ
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ーンは、検知緩衝液によるベースラインの電気的応答（図１７Ｂ、水平の青色の点線）よ
りも高い電気的応答によって特徴付けられるが、血清中の、ＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイス表
面に強固に結合したままである抗原タンパク質ＣＡ１５－３の濃度に対する、強くかつ再
現可能な依存性を示している。
【０１７０】
　ナノデバイスの表面に限局されたタンパク質抗原の存在についてのさらなる実験的証拠
は、再生緩衝液（グリシン緩衝液、ｐＨ＝３）を使用することによって示された。再生緩
衝液は、高親和性抗原－抗体対の解離を迅速にもたらし、続く低イオン強度検知溶液の流
入の後、ナノデバイスの電気的応答をその最初のベースラインの電気的レベルに戻す。こ
れを図１８に示す。図１８は、ＣＡ１５－３抗原に対する抗体で修飾されたナノワイヤデ
バイスからの、ＣＡ１５－３抗原の再生曲線のグラフである。
【０１７１】
　さらに、異なる濃度のＣＡ１５－３抗原を添加した未処理の血清試料に対して濃度依存
実験を行ったところ、解離レジーム窓の簡便な検査に基づくこの定量的検出手法のロバス
ト性が明らかとなった。被験血清試料中のＣＡ１５－３の濃度が増加するにつれて（図１
７Ｂ）、より多くのバイオマーカー分子がＳｉＮＷデバイス表面と会合し、その結果、（
ＳＢによるベースラインの応答と関連して）安定したより大きな電気的応答がもたらされ
る。
【０１７２】
　抗ＣＡ１５－３と抗原ＣＡ１５－３との間の強力な特異的相互作用のおかげで、非特異
的に吸着された塩および生体分子を検知チャネル内で完全に洗い落とすことができる。こ
れは、ＣＡ１５－３抗原分子の試料中濃度を定量的に測定するために、低イオン強度検知
緩衝液を用いた高速洗出を行いつつも、表面に結合したＣＡ１５－３抗原分子の大部分を
維持する。
【０１７３】
　したがって、高い親和性を有する、抗体が固定された表面からの抗原の解離レジームを
モニタリングすることによって、いかなる試料処理工程を用いることもなく、ＳｉＮＷ　
ＦＥＴ型デバイスを使用した分析的直接検出を行うことができる。これにより、関連する
生理的濃度範囲内（６７ｐＭ超）のＣＡ１５－３に対する臨床診断法にとって十分な感受
性で、定量的タンパク質測定を行うことが可能となる。
【０１７４】
　このように、本発明の一部の実施形態によれば、ｋｏｆｆが約５×１０－３ｓ－１から
約１×１０－８ｓ－１の間の範囲にある解離速度を示す抗体種は、検出受容体として働き
得る。
【０１７５】
　解離流量工程の増加を制御することにより、より親和性の低い抗体も使用することがで
きるように、非特異的な化学種の解離サブレジーム窓を選択することができる。
【０１７６】
　本発明の様々な例示的な実施形態において、例えば、電気的シグナルのプラトーによっ
て確認される抗原種の完全な会合は、解離が始まる前に達成される。このことは、試験中
の抗原の最終濃度は、抗原の会合の前の、低イオン強度条件下におけるベースラインの電
気的シグナルと、低親和性種を検知デバイスの近傍から完全に除去した後に達成される、
解離曲線のプラトー（高親和性レジーム）との間の差に基づいて計算されるため、濃度依
存的な分析的検知の結果が望まれるときに有利である。よって、検知中に用いられる抗原
会合時間の差に起因して、ナノ検知デバイスに会合した抗原種の量が変化することで、導
出される濃度依存的な較正曲線が変化する可能性がある。
【０１７７】
　したがって、本発明の様々な例示的な実施形態において、分析の一貫性を得るため、一
定の長さの抗原会合時間を用いるか、あるいは、完全に会合させる。
【０１７８】
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　抗原濃度を定量的に評価するため、最初に、検知デバイスを抗原不含血清試料に曝露す
ることで、解離サブレジーム間の遷移時間を測定した。この試料は、低親和性種の完全な
除去が達成された正確な時点を導出するための参照としての役割を果たした。この時点の
後、抗原種が低速で解離するという前提の下で、図１７Ｃおよび１７Ｄに示されているよ
うに、抗原濃度の正確な定量的評価を確信をもって行うことができる。
【０１７９】
　本発明者らは、このような較正工程が必ずしも必須でないことを見出した。これより、
図１９Ａおよび１９Ｂを参照してこれを説明する。図１９Ａおよび１９Ｂは、毎分３３０
チャンバ体積という流量での、特異的に化学修飾されたＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスと非特
異的に化学修飾されたＳｉＮＷ　ＦＥＴデバイスを使用した、ＣＡ１５－３抗原の多重単
一チップ差分検出の実例を示す。このように、本実施形態の検知アレイを、主に２種類の
化学修飾ナノデバイスによって作製することができる。第１のグループは、調査対象の抗
原に特異的な抗体で化学的に修飾された検知ナノデバイスに相当し、第２のグループのナ
ノデバイスは、非免疫反応性タンパク質（または非特異的な抗体受容体）で化学的に修飾
されており、オンチップの内部参照デバイスとして働く。
【０１８０】
　後者のグループのデバイスは、試験対象である生物試料中の抗原との特異的相互作用が
存在しないため、生物試料中に存在する低親和性高速解離性種と非特異的に相互作用する
のみであって、第１の解離サブレジームに達する正確な遷移時間を簡単に導出することが
可能であり、抗原濃度の定量的評価を行うことができる。このように、これらの非反応性
オンチップ参照デバイスを使用することにより、リアルタイムモードでのバイオマーカー
に対する高感度の定量的同時検出が可能となる。さらに、解離に関連した洗出工程の流量
を増加させることにより、低親和性高速解離サブレジーム時間窓を狭めることができ、よ
って、抗原種のより高速でより正確な定量的検出が可能となる。これを目的として、流体
ポンプ送出システムで容易に達成可能な流量で、数値上、かなり大きな流量（チャンバ体
積交換速度）を得ることが可能となるように、より小さい寸法のマイクロ流体チャンバを
使用した。
【０１８１】
　さらに、先に使用した１００μＬの大型のチャンバの代わりに、より小さい寸法のマイ
クロ流体チャネルを使用することで、解離洗浄レジーム中の流体交換がより効率的になる
とともに、必須要件となる生物試料の体積がかなり小さくなり、恐らく数マイクロリット
ルを下回る。図１９Ａおよび図１９Ｂは、上記で解説した差分オンチップ検出手法による
、ＣＡ１３－５バイオマーカーの検出を目的として行われた測定の実例を示す。ここでは
、１００μＬ／ｍｉｎというかなり大きな有効流量（毎分３３０チャンバ体積のチャンバ
体積交換速度、チャンバ体積：０．３μＬ）を使用している。
【０１８２】
　非免疫活性タンパク質で修飾されたナノワイヤデバイスから得られた解離曲線と、特異
的な抗体で修飾されたデバイスによって得られた解離曲線とを比較することにより、抗体
修飾ナノワイヤ型デバイスと会合したバイオマーカーの量を測定することができる。バイ
オマーカーＣＡ１５－３に対する特異性を有さないタンパク質であるＢＳＡで修飾された
ＳｉＮＷデバイスは、検知緩衝液による洗出後約２５秒でプラトーに達した（図１９Ａ、
赤色および青色の曲線）。高流速条件下での抗原不含血清の解離曲線を、当てはめ曲線と
共に図２０に示す。ｋｏｆｆを計算したところ、約１．４×１０－１ｓ－１であった。
【０１８３】
　抗体修飾ＳｉＮＷデバイスからの脱着の動力学はかなり低速であり、標的抗原の濃度と
よく相関する。より大きな溶液交換速度を用いることにより、高速解離サブレジーム窓が
、約２５０秒から約２５秒へと１０分の１に狭まり、これにより、抗原バイオマーカーの
正確で高感度な定量的評価に影響を与えず、オフラインの較正工程を必須としない、かな
り高速の検出サイクルが可能となることを実証している。これらの結果は、適切なｋｏｆ

ｆ値を有する生体受容体と十分な寸法（考えられる中で最速の流体交換が可能）を有する
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て、高速で、高感度で、かつ正確な、生体分子の直接検出が可能となる。
【０１８４】
　より高流速である条件により、かなり親和性の低い抗体受容体またはその他の生体受容
体を使用することができる。この実施例で記述した技法を、未処理の血液試料に適用する
ことができる。この実施例で行った測定は、低流速条件下で約３００秒、高流速条件下で
はより短い約８０秒の時間の後に、低親和性の非特異的な化学種（血液細胞、タンパク質
、塩、および小分子化学物質）の完全な除去が達成できることを実証している。図２１は
、低流速条件下での未処理の抗原不含血液の解離曲線を、当てはめ曲線と共に示す。得ら
れたｋｏｆｆは、１．６×１０－２ｓ－１であった。
【０１８５】
　本実施例は、複雑な生物試料、血清、および未処理の血液中の直接検知において使用す
るために、抗体修飾ナノワイヤセンサからの抗原解離レジームを利用する実例を示すもの
である。本実施形態の技法は、濾過、予備濃縮、および脱塩等の、時間の掛かるｅｘ　ｓ
ｉｔｕにおける生物試料の処理工程を必要としない。
【０１８６】
　高親和性抗体受容体と高流量の溶液交換とを組み合わせることにより、複雑な解離レジ
ーム窓が、２つの完全に別々の解離サブレジームに効果的に分けられ、これにより、バイ
オマーカーの定量的検出が可能となる。Ｅｘ　ｓｉｔｕにおける処理工程がないことによ
り、検知プラットフォームの携帯性が増し、未処理生物試料の直接検出が可能となり、被
験試料の要求体積が減少し（例えば、約５～約１０μＬの血液または血清）、検出サイク
ルの長さが５分未満に短縮される。
【０１８７】
　本発明をその特定の実施形態との関連で記載してきたが、多数の変更、修正及び変化が
当業者には明らかであろう。従って、そのような変更、修正及び変化の全ては、添付の特
許請求の範囲の趣旨及び広い範囲内に含まれることを意図するものである。
【０１８８】
　本明細書で言及される全ての刊行物、特許及び特許出願は、個々の刊行物、特許及び特
許出願のそれぞれが具体的及び個別に参照により本明細書に組み込まれる場合と同程度に
、それらの全体が参照により本明細書に組み込まれる。加えて、本明細書中の任意の参考
文献の引用又は特定は、それらの参考文献が本発明の先行技術として使用できることの容
認として解釈されるべきではない。また、各節の表題が使用される範囲において、必ずし
も限定するものとして解釈されるべきではない。
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