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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　物質間の相互作用の場を提供できる窪んだ反応領域と、前記反応領域以外の部分である
非反応領域からなり、
　前記反応領域は、疎水面からなり検出用物質が固定された検出用表面と、前記検出用表
面の両脇に配置された親水面からなる非検出用表面と、からなり、
　前記非反応領域は、疎水面からなるバイオアッセイ用基板。
【請求項２】
　前記反応領域には、当該反応領域を挟み込むように一対の電極が形成された請求項１記
載のバイオアッセイ用基板。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＤＮＡチップ、プロテインチップ等のバイオアッセイ基板に関する。より詳
細には、親媒性（親水性、疎水性等）加工を行ったバイオアッセイ用基板に関する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明の主たる従来技術を以下説明する。現在、マイクロアレイ技術によって所定のＤ
ＮＡが微細配列された、いわゆるＤＮＡチップ又はＤＮＡマイクロアレイ（以下、「ＤＮ
Ａチップ」と総称。）と呼ばれるバイオアッセイ用の集積基板が、遺伝子の変異解析、Ｓ
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ＮＰｓ（一塩基多型）分析、遺伝子発現頻度解析等に利用されており、創薬、臨床診断、
薬理ジェノミクス、法医学その他の分野において広範囲に活用され始めている。
【０００３】
　このＤＮＡチップは、ガラス基板やシリコン基板上に多種・多数のＤＮＡオリゴ鎖やｃ
ＤＮＡ（complementary DNA）等が集積されていることから、ハイブリダイゼーション等
の分子間相互反応の網羅的解析が可能となる点が特徴とされている。
【０００４】
　ＤＮＡチップによる解析手法の一例を簡潔に説明すれば、ガラス基板やシリコン基板上
に固相化されたＤＮＡプローブに対して、細胞、組織等から抽出したｍＲＮＡを逆転写Ｐ
ＣＲ反応等によって蛍光プローブｄＮＴＰを組み込みながらＰＣＲ増幅し、前記基板上に
おいてハイブリダイゼーションを行い、所定の検出器で蛍光測定を行うという手法である
。
【０００５】
　ここで、ＤＮＡチップは二つのタイプに分類できる。第１のタイプは、半導体露光技術
を応用したフォトリソグラフィーの技術を用いて、所定の基板上に直接オリゴヌクレオチ
ドを合成していくものであり、アフィメトリクス社（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ社）によるも
のが代表的である（例えば、特許文献１参照）。この種のチップは、集積度は高いが、基
板上でのＤＮＡ合成には限界があって、数十塩基程度の長さである。
【０００６】
　第２のタイプは、「スタンフォード方式」とも称されるもので、先割れピンを
用いて、予め用意されたＤＮＡを基板上に分注・固相化していくことによって作製される
ものである（例えば、特許文献２参照）。この種のチップは、集積度は前者に比べて低い
が、１ｋｂ程度のＤＮＡ断片を固相化できるという利点がある。
【特許文献１】特表平４－５０５７６３号報
【特許文献２】特表平１０－５０３８４１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、従来の技術には、以下のような解決すべき課題があった。
【０００８】
　上記した従来のＤＮＡチップ技術やバイオセンサー技術では、二次元である基板の狭小
な反応部において、ＤＮＡプローブ等の検出用ヌクレオチド鎖やタンパク質等を固相化（
固定化）し、ハイブリダイゼーション反応や抗原抗体反応等の物質間の相互作用を進行さ
せるという技術であることから、空間的に反応生成物の自由度が制限され、専ら標的ヌク
レオチド鎖等のブラウン運動に基づいてハイブリダイゼーション等の相互作用をさせてい
た。このため、従来のＤＮＡチップ技術又はバイオセンサー技術では、相互作用の効率が
悪く、反応時間が長いという技術的課題があった。
【０００９】
　また、ＤＮＡチップ等では、平面上に、検出用ヌクレオチド鎖等を固相化しているため
、ＤＮＡチップ等のバイオアッセイ用基板を製造する際に、固定化する試料（ヌクレオチ
ド鎖等）の液滴を、基板上の目的の位置にとどまらせておくことが困難であるという問題
があった。そのため、バイオアッセイ用基板の製造作業を、短い時間で効率的に行うこと
は難しく、また、固定化する試料をロスしやすいという課題が生じていた。
【００１０】
　さらに、ターゲットとなるヌクレオチド鎖等が含まれた液滴を、相互作用が起こる基板
上の反応領域に供給する際においても、ターゲットとなるヌクレオチド鎖等が含まれた液
滴を目的の位置（反応領域）にとどまらせておくことが困難であり、ターゲット試料のロ
スが大きく、効率を悪くする一因ともなっていた。その他、核酸等のターゲット試料を、
少ない量しかＤＮＡチップ等に供給できないため、目的の相互作用を検出する精度を上げ
ることが難しかった。
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【００１１】
　そこで、本発明は、試料のロスが少なく、ハイブリダイゼーション等の相互作用を効率
的に行うことができるバイオアッセイ用基板を製造する方法を提供することを主な目的と
する。また、ハイブリダイゼーション等の相互作用を効率的に起こし、相互作用の検出精
度を高めたバイオアッセイ用基板を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　上記の技術的課題を解決するために、本発明では、以下の手段を提供する。
【００１３】
　まず、物質間の相互作用の場を提供できる反応領域が形成された基板に、次の（１）か
ら（３）の工程を組み合わせて加工することによって、相互作用を検出するバイオアッセ
イ用基板を製造する方法を提供する。
【００１４】
　（１）基板表面を疎水性物質で処理して疎水面を形成する疎水化工程。
【００１５】
　（２）疎水面の一部を親水面に変換する親水化工程。
【００１６】
　（３）親水面又は疎水面に検出用物質を固定化して、反応領域中に検出用表面を形成す
る検出用表面形成工程。
【００１７】
　この三つの工程を適宜組み合わせることにより、バイオアッセイ用基板上の各領域を、
目的に応じて、親水面にしたり、疎水面にしたりすることができる。
【００１８】
　例えば、（２）の親水化工程により、反応領域の全域を親水面に変換することにより、
反応領域が親水面になり、基板上のそれ以外の部分（非反応領域）が疎水面になるように
、バイオアッセイ用基板を製造することができる。
【００１９】
　バイオアッセイに用いるヌクレオチド鎖、タンパク質等の生体物質は、親水性である場
合がほとんどであるため、これらの生体物質は、水溶液等として、基板に滴下・供給され
る。従って、基板上の反応領域が親水面に、非反応領域が疎水面になるように、バイオア
ッセイ用基板を製造することにより、生体物質を溶解した水溶液等を基板上に滴下・供給
する際に、この水溶液等を、反応領域内にとどまらせ、基板上の非反応領域にこぼれない
ようにすることができる。
【００２０】
　また、上記の方法は、基板上の反応領域内の各部分を、目的に応じて、適宜、親水面に
したり、疎水面にしたりすることもできる。例えば、（２）の親水化工程により、反応領
域中の検出用表面部分のみを親水面に変換したり、逆に、反応領域中の検出用表面以外の
部分（非検出用表面）のみを親水面に変換したりすることもできる。このように、反応領
域内に、親水面と疎水面を設けることにより、バイオアッセイ用基板製造段階において使
用する親水性又は疎水性の溶液を目的の場所に維持させたり、反応領域内の目的の場所に
ヌクレオチド鎖等の検出用物質を固定化したり、等が可能になる。
【００２１】
　（１）の基板表面を疎水性物質で処理して疎水面を形成する疎水化工程は、例えば、疎
水性物質であるアルキルシラン（Ｒ－Ｓｉ－Ｘ１，Ｘ２，Ｘ３、Ｒ：アルキル基（不飽和
基を含んでいてもよい）、Ｘｎ：Ｃｌ，ＯＲ）を、基板の表面に固定化することにより、
行うことができる。
【００２２】
　（２）の疎水面の一部を親水面に変換する親水化工程は、疎水面に水酸基を形成する反
応により、簡易に、行うことができる。例えば、疎水面が、前記したアルキルシランで形
成されている場合、アルキルシランに、酸素存在下で紫外線を照射することにより、アル
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キルシランのアルキル基又はケイ素に、水酸基を付加することができる。
【００２３】
　（３）の親水面又は疎水面に検出用物質を固定化して、反応領域中に検出用表面を形成
する検出用表面形成工程は、検出用物質（ヌクレオチド鎖、タンパク質等）に応じて、適
宜、目的に応じた反応を用いることにより行うことができる。
【００２４】
　例えば、反応領域内の検出用表面部位が、アルキルシランに水酸基が付加して親水面に
なっている場合、水酸基に親水性溶媒中のメルカプトアルキルシラン（ＨＳ－Ｒ－Ｓｉ－
Ｘ１，Ｘ２，Ｘ３）を接触させ、メルカプト基に、予めメルカプト基を末端に付加した検
出用物質（ヌクレオチド鎖等）を反応させてジスルフィド結合を形成し、ジスルフィド結
合を介して検出用物質を固定化することにより、検出用物質を固定化したバイオアッセイ
用基板を製造することができる。
【００２５】
　また、疎水面に疎水性溶媒中のメルカプトアルキルシランを接触させてメルカプト基を
付加し、そのメルカプト基と、予めメルカプト基を備える検出用物質を反応させてジスル
フィド結合を形成し、ジスルフィド結合を介して検出用物質を固定化することにより、検
出用物質を固定化したバイオアッセイ用基板を製造することもできる。
【００２６】
　以上の方法により、バイオアッセイ用基板の反応領域内に、ヌクレオチド鎖等の検出用
物質を固定化することができる。このバイオアッセイ用基板の反応領域内に、ターゲット
となる物質（ヌクレオチド鎖等）を滴下・供給することにより、相互作用（ハイブリダイ
ゼーション等）が起き、目的の物質を検出・測定することができる。
【００２７】
　続いて、前記方法を、適宜用いて製造されたバイオアッセイ用基板を提供する。
【００２８】
　まず、物質間の相互作用の場を提供できる反応領域と、反応領域中に形成された検出用
表面と、を少なくとも備える基板であって、検出用表面を含む反応領域の全域が親水性で
あるバイオアッセイ用基板を提供する。このバイオアッセイ用基板は、検出用表面を含む
反応領域が親水性で、それ以外の部分（非反応領域）が疎水性であるため、親水性である
試料溶液（ヌクレオチド鎖等を溶解した水溶液）を反応領域内に滴下・供給した際に、試
料溶液が反応領域内にとどまり、非反応領域にこぼれないという作用を有する。従って、
試料のロスを少なくすることができ、相互作用の効率を高めることができる。
【００２９】
　また、物質間の相互作用の場を提供できる反応領域と、反応領域中に形成された検出用
表面と、を少なくとも備える基板であって、反応領域の検出用表面を除く領域が親水性で
あるバイオアッセイ用基板を提供する。このバイオアッセイ用基板は、反応領域内の検出
用表面を除く領域（非検出用表面）が親水性であるため、相互作用（ハイブリダイゼーシ
ョン等）を起こした後、不要物質（遊離物質又は／及び誤相互作用物質等）を、非検出用
表面に吸着させる作用を持つ。従って、不要物質等が、再び、検出用表面の周辺領域に戻
ってしまうことを防止し、相互作用の検出効率を高めることができる。
【００３０】
　前記の基板は、さらに、反応領域の中央位置に設けられた検出用表面と、検出用表面の
両脇に形成された親水面と、それぞれが各親水面の外側に配置され、反応領域を挟むよう
に対向する少なくとも一対の電極と、を有する構成とすることができる。この電極を設置
することにより、検出用表面の近傍に存在する不要物質を誘電泳動によって親水面側に引
き寄せることができる。検出用表面の両脇に形成された親水面は、前記のとおり、相互作
用しなかった不要物質（遊離物質又は／及び誤相互作用物質等）を吸着する作用があるた
め、誘電泳動によって親水面側に引き寄せられた遊離物質等を親水面に吸着させることに
より、さらに効率的に、不要物質等が、再び、検出用表面の周辺領域に戻ってしまうこと
を防止し、相互作用の検出効率を高めることができる。
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【００３１】
　さらに、物質間の相互作用の場を提供できる反応領域と、反応領域中に形成された検出
用表面と、を少なくとも備える基板であって、反応領域の検出用表面部分のみが親水性で
あり、他の反応領域部分は疎水性であるバイオアッセイ用基板を提供する。反応領域内の
検出用表面が親水性であり、反応領域内のその他の部分（非検出用表面）は疎水性である
ため、ヌクレオチド鎖等の試料を溶解した水溶液は、検出用表面にのみとどまり、非検出
用表面には移動しない。従って、ヌクレオチド鎖等の物質が検出用表面の周辺にとどまる
ため、相互作用（ハイブリダイゼーション等）を促進し、相互作用の検出効率を高めるこ
とができる。
【００３２】
　その他、物質間の相互作用の場を提供できる反応領域と、反応領域中に形成された検出
用表面と、を少なくとも備える第１基板と、第１基板に重ね合わされる第２基板と、を備
え、第２基板の反応領域に臨む内面領域が親水性であるバイオアッセイ用基板を提供する
。第２基板を第１基板上に重ね合わせることにより、第１基板表面から裏面方向に窪んだ
形状をしている反応領域に蓋をすることができるため、反応領域内の試料等を融解した緩
衝液等の水溶液を、反応領域内に確実に保持することが可能になる。相互作用等の反応時
には、反応領域内には、試料等を溶解した水溶液を容れる場合が多いので、第２基板の反
応領域に臨む内面領域は、親水性であるほうがよい。
【００３３】
　続いて、物質間の相互作用の場を提供できる反応領域と、反応領域中に形成された検出
用表面と、を少なくとも備える基板であって、反応領域の検出用表面部分のみが親水性で
あり、他の反応領域部分は疎水性であるバイオアッセイ用基板を用いるバイオアッセイ方
法であって、反応領域の疎水性領域に対して、検出用表面に固定化された検出用物質と相
互作用を示す標的物質を含有する水溶液を滴下することを特徴とするバイオアッセイ方法
を提供する。このバイオアッセイ方法の場合、基板表面の反応領域の検出用表面が親水性
で、反応領域内のその他の部分（非検出用表面）が疎水性であるため、標的物質を含有す
る水溶液を非検出用表面に滴下しても、すぐに親水性である検出用表面に移動し集まる。
従って、標的物質を含有する水溶液が、検出用物質が固定化された検出用表面に保持され
やすくなるため、相互作用を効率的に検出・測定することができる。また、検出用物質が
固定化された検出用表面に、直接、標的物質を含有する水溶液を滴下しなくてもよいため
、滴下による物理的力によって、検出用物質が傷んだり、固定化がはずれて流されてしま
ったり等の、弊害を除去することができる。
【００３４】
　なお、本発明において、相互作用とは、ハイブリダイゼーション、抗原抗体反応、酵素
反応等、検出用物質と標的物質が何らかの反応を引き起こすことをいう。検出用物質とは
、ＤＮＡ等のヌクレオチド鎖、タンパク質等の相互作用する複数の物質のうち、バイオア
ッセイ基板の反応領域内に固定化したほうの物質をいう。標的物質とは、ＤＮＡ等のヌク
レオチド鎖、タンパク質等の相互作用する複数の物質のうち、検出用物質が固定化された
バイオアッセイ基板の反応領域内に、滴下・供給するほうの物質をいう。
【発明の効果】
【００３５】
　本発明によって奏される効果は、以下の通りである。
【００３６】
　本発明により、基板表面の親媒性（親水性、疎水性）を制御することができる。
【００３７】
　バイオアッセイ用基板の製造工程において、目的に応じて、適宜、基板の各領域の親媒
性を設定、変更することができる。このことによって、バイオアッセイ用基板の製造工程
の際に、親水性、疎水性の溶液を両方とも使用することができ、また、目的の領域のみに
反応を起こさせることが可能となる。
【００３８】
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　疎水性物質であるアルキルシラン等の表面処理剤と紫外線照射等の親水化手段を、適宜
、調節して用いることにより、基板の反応領域内の検出用表面を任意に設定でき、また、
簡単な工程で、検出用物質を固定化することができる。
【００３９】
　各領域の親媒性を制御することにより、生体分子等を融解した水溶液を、目的の場所に
移動して保持させることができる。
【００４０】
　本発明に係るバイオアッセイ用基板は、目的の相互作用を、少ない試料で、高精度に検
出・測定することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４１】
　以下、本発明を実施するための好適な形態について、添付図面を参照にしながら説明す
る。
【００４２】
　図１は、基板１の反応領域１２にヌクレオチド鎖Ｎを固定化するまでの一連の工程を示
した図である。図１に示すとおり、基板１の表面１１には、表面１１から基板１の裏面方
向（図面下方向）に窪んだ反応領域１２が集積している。そして、反応領域１２内には、
ヌクレオチド鎖Ｎを固定化する検出用表面１３と、それ以外の部分１４（非検出用表面）
がある。検出用表面１３は、反応領域１２の中央に位置する必要はなく、反応領域１２内
であれば、目的に応じて、適宜、場所を設定することができる。基板１の表面１１の反応
領域１２以外の部分は、非反応領域１５とする。なお、基板１は、シリカ又は酸化シリコ
ン、酸化物表面を持つ金属等よりなる表面を有するものを用いることができる。
【００４３】
　まず、図１に示すとおり、基板１の表面１１全体に、アルキルシラン（符号Ａで示す）
等のアルキル基を持つカップリング剤の溶液を用いて、アルキルシランＡを固定化する。
アルキルシランＡは疎水性物質であるので、基板１の表面１１は、全て疎水面を形成する
（疎水性化）。
【００４４】
　次に、ヌクレオチド鎖Ｎを固定化したくない領域（非検出用表面１４及び非反応領域１
５）を、紫外線Ｕを吸収又は反射する材質のマスク２で覆った後、大気中又は酸素雰囲気
下で紫外線Ｕを照射し、基板１表面１１のマスク２で覆われていない部分（検出用表面１
３）のみを、水酸化する。これにより、アルキルシランＡのＲ基又はケイ素に水酸基（－
ＯＨ）が付加されるため、図２に示すとおり、紫外線Ｕ照射された部分（検出用表面１３
）だけ、親水面に変換される（親水性化）。
【００４５】
　なお、以上の工程を用いることにより、基板１の表面１１に集積された全ての反応領域
１２内に、適宜、疎水面又は／及び親水面を形成することが出来る。例えば、マスクで覆
う部分を適宜変更して紫外線Ｕ照射を行うことにより、反応領域１２の全域を親水面に変
換して、非反応領域１５を疎水面としたり(図示せず)、反応領域１２内の非検出用表面１
４のみを、親水面に変換し、検出用表面１３は、疎水面とする構成にしたり（図示せず）
、することもできる。
【００４６】
　次に、上記の工程により表面の一部が水酸化された基板１を、メルカプトアルキルシラ
ン水溶液に浸漬し、検出用表面１３にある水酸基（－ＯＨ）をメルカプト基（－ＳＨ）に
結合させる。これにより、基板１表面１１の中で、水酸基（－ＯＨ）が付加した領域（親
水面）のみに、メルカプト基（－ＳＨ）が付加される(図３参照)。
【００４７】
　そして、予め片側の末端にメルカプト基（－ＳＨ）を結合させたヌクレオチド鎖Ｎの溶
液に、表面１１にメルカプト基の付加した基板１を浸漬すると、メルカプト基同士のジス
ルフィド結合により、目的のヌクレオチド鎖Ｎが、基板１表面１１の検出用表面１３に固
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定される（図４参照）。
【００４８】
　図５～１１は、バイオアッセイ用基板の製造工程を示した断面模式図である。基板１の
表面１１には、裏面方向（図面下方向）に窪んだ反応領域１２が集積している。
【００４９】
　以下、図５～７を用いて、まず、メルカプトアルキルシランの水系溶液を用いたバイオ
アッセイ用基板の製造工程について説明する。図１～４と同様に、反応領域１２内にある
、ヌクレオチド鎖Ｎを固定化する領域を検出用表面１３と、それ以外の領域を非検出用表
面１４とし、また、基板１の表面１１の反応領域１２以外の部分を非反応領域１５とする
。
【００５０】
　基板１の全面をアルキルシランＡで疎水化したのち、非検出用表面１４及び非反応領域
１５を、前記と同様にマスクで覆って、紫外線Ｕを照射することにより、検出用表面１３
のみに水酸基（－ＯＨ）が付加し、親水化する。これにより、検出用表面１３が親水性と
なり、非検出用表面１４と非反応領域１５は疎水性となる（図５参照）。
【００５１】
　次に、エタノールと水系の溶媒に溶解したメルカプトアルキルシランを、反応領域１２
中に滴下すると、検出用表面１３に付加した水酸基（－ＯＨ）に、メルカプトアルキルシ
ランが結合する。
【００５２】
　次に、メルカプトアルキルシラン溶液を洗浄して除去したのち、検出用表面１３及び非
反応領域１５にマスクをして、紫外線Ｕを照射することにより、非検出用表面１４に水酸
基（－ＯＨ）が付加して親水性化する。以上の工程により、検出用表面１３は、メルカプ
ト基（－ＳＨ）が付加し、非検出用表面１４は、親水性となり、非反応領域１５は、疎水
性となる（図６）。
【００５３】
　次に、予め片側の末端にメルカプト基（－ＳＨ）を結合させたヌクレオチド鎖Ｎの溶液
を、反応領域１２に滴下する。これにより、検出用表面１３のメルカプト基（－ＳＨ）と
ヌクレオチド鎖Ｎに付加されたメルカプト基がジスルフィド結合し、ヌクレオチド鎖Ｎが
、検出用表面１３に固定化される（図７）。
【００５４】
　以上により、基板１の表面１２上に集積した反応領域１２に、ヌクレオチド鎖Ｎが固定
化され、バイオアッセイ用基板（ＤＮＡチップ）の製造工程が終了する。そして、そのバ
イオアッセイ用基板１の反応領域１２に、ターゲットとなるヌクレオチド鎖Ｎ’を溶解し
た水溶液を滴下、供給することにより、検出用表面１３に固定化されたヌクレオチド鎖Ｎ
と、ターゲットとなるヌクレオチド鎖Ｎ’が相互作用（ハイブリダイゼーション）し、目
的のターゲットとなるヌクレオチド鎖Ｎ’を検出、測定することができる。
【００５５】
　なお、非反応領域１５が疎水性になっているので、ヌクレオチド鎖Ｎ又はＮ’を溶解し
た水溶液は、滴下・供給した際に、親水性である反応領域１２内にとどまり、疎水性の非
反応領域１５にこぼれない。従って、本発明により、より少ない量の核酸水溶液で、十分
かつ確実に、核酸を固定化したり、相互作用を検出・測定したりすることができる。また
、基板１又は反応領域１２内に、適宜、目的に応じて、親水性の領域と疎水性の領域を設
けることにより、各種溶液を、供給したい領域に誘導することが可能となる。その他、反
応領域１２の親水性を維持するために、中性の界面活性剤を用いてもよい。
【００５６】
　続いて、図８～１１を用いて、メルカプトアルキルシランの、トルエン等の疎水性溶液
を用いたバイオアッセイ用基板の製造工程について、以下に説明する。
【００５７】
　まず、基板１の全面を、アルキルシランＡで疎水化したのち、検出用表面１３をマスク
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し、非検出用表面１４と非反応領域１５に、紫外線Ｕを照射して、水酸基（－ＯＨ）を付
加し、非検出用表面１４と非反応領域１５を親水性化する（図８）。
【００５８】
　次に、メルカプトアルキルシランのトルエン溶液を反応領域１２に滴下し、検出用表面
１３のアルキルシランに、メルカプト基（－ＳＨ）に付加させる（図９）。なお、トルエ
ン溶液は、疎水性であるので、親水性である非検出用表面１４及び非反応領域１５とは反
発し、疎水性である検出用表面１３にとどまろうとする。そのため、メルカプトアルキル
シランは、検出表面１３のアルキルシランと接触し、メルカプト基を付加する。
【００５９】
　次に、メルカプトアルキルシランのトルエン溶液を洗浄・除去したのち、基板１全体を
、再び、アルキルシランＡで処理し、非反応領域１５を、アルキルシランで、再びコーテ
ィングする（図１０）。これにより、検出用表面１３はメルカプト基が結合した状態、非
検出用表面１４は疎水性、非反応領域１５も疎水性となる。
【００６０】
　次に、上記と同様の方法により、非検出用表面１４にのみ、紫外線Ｕを照射し、水酸基
を付加して、親水性化する。これにより、上記したメルカプトアルキルシランの水系溶液
を用いた場合と同様に、検出用表面１３はメルカプト基が結合した状態、非検出用表面１
４は親水性、非反応領域１５は疎水性となる（図１１）。
【００６１】
　以下の工程は、上記したメルカプトアルキルシランの水系溶液を用いた場合と同様であ
る。すなわち、予め片側の末端にメルカプト基（－ＳＨ）を結合させたヌクレオチド鎖Ｎ
の溶液を、反応領域１２に滴下する。これにより、検出用表面１３のメルカプト基（－Ｓ
Ｈ）とヌクレオチド鎖Ｎに付加されたメルカプト基がジスルフィド結合し、ヌクレオチド
鎖Ｎが、検出用表面１３に固定化される（図７参照）。
【００６２】
　以上により、基板１の表面１２上に集積した反応領域１２に、ヌクレオチド鎖Ｎが固定
化され、バイオアッセイ用基板（ＤＮＡチップ）の製造工程が終了する。そして、そのバ
イオアッセイ用基板１の反応領域１２に、ターゲットとなるヌクレオチド鎖Ｎ’を溶解し
た水溶液を滴下、供給することにより、検出用表面１３に固定化されたヌクレオチド鎖Ｎ
と、ターゲットとなるヌクレオチド鎖Ｎ’が相互作用（ハイブリダイゼーション）し、目
的のターゲットとなるヌクレオチド鎖Ｎ’を検出、測定することができる。
【００６３】
　なお、上記のメルカプトアルキルシランの水系溶液を用いた場合と同様に、非反応領域
１５が疎水性になっているので、ヌクレオチド鎖Ｎ又はＮ’を溶解した水溶液は、滴下・
供給した際に、親水性である反応領域１２内にとどまり、疎水性の非反応領域１５にこぼ
れない。従って、本発明により、より少ない量の核酸水溶液で、十分かつ確実に、核酸を
固定化したり、相互作用を検出・測定したりすることができる。また、基板１又は反応領
域１２内に、適宜、目的に応じて、親水性の領域と疎水性の領域を設けることにより、各
種溶液を、供給したい領域に誘導することが可能となる。その他、反応領域１２の親水性
を維持するために、中性の界面活性剤を用いてもよい。
【００６４】
　図１２は、反応領域１２を挟むように対向した電極３、３が設けられた、基板１の反応
領域１２周辺の断面模式図である。
【００６５】
　この基板１は、上記したバイオアッセイ用基板の製造工程により製造されたものであり
、検出用表面１３にはヌクレオチド鎖Ｎが固定化され、非検出用表面１４は親水性、非反
応領域１５は、疎水性である。そして、図１２に示すとおり、反応領域１２に、ターゲッ
トのヌクレオチド鎖Ｎ’が溶解した水溶液を、滴下・供給すると、固定化されたヌクレオ
チド鎖Ｎとターゲットのヌクレオチド鎖Ｎ’が相互作用（ハイブリダイゼーション）し、
目的のヌクレオチド鎖Ｎ’を検出・測定することができる。
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【００６６】
　その際、上記のとおり、非検出用表面１４は、水酸基（－ＯＨ）が付加して親水性にな
っているので、相互作用を起こさなかったヌクレオチド鎖Ｎ’を、非検出用表面１４の水
酸基に吸着させ、検出用表面１３の領域からある程度除去することができる。
【００６７】
　図１２に示した反応領域１２は、前記のとおり、電極３、３を備えている。ターゲット
のヌクレオチド鎖Ｎ’を滴下・供給して、相互作用（ハイブリダイゼーション）を起こし
た後で、電極３に交流電界を印加することによって、相互作用しなかったヌクレオチド鎖
Ｎ’やミスハイブリした（結合の弱い）ヌクレオチド鎖Ｎ’を電極３の方向（図中矢印）
に誘電泳動し、そのヌクレオチド鎖Ｎ’を親水性の非検出用表面１４の水酸基（－ＯＨ）
に吸着させることができる。従って、電極５を設けることにより、電界によって、検出用
表面１３の周辺領域から、相互作用しなかったヌクレオチド鎖Ｎ’等を除去することがで
きるとともに、電界によって誘導されたそのヌクレオチド鎖Ｎ’を非検出用表面１４に吸
着させ、再び、検出用表面１３の周辺領域に拡散することを防止することができる。
 
【産業上の利用可能性】
【００６８】
　本発明は、親媒性（親水性、疎水性）を制御してバイオアッセイ用基板を製造する方法
であり、簡易な工程で、基板の反応領域内に検出用物質を固定かできる点で、産業上有用
である。
【００６９】
　本発明により、より少ない量の検出用物質で、効率的に、バイオアッセイ用基板を製造
することができるので、産業上有用である。
【００７０】
　本発明に係るバイオアッセイ用基板及びバイオアッセイ方法は、より少ない量の標的物
質で、高精度に相互作用を検出測定できる点で、産業上の利用可能性がある。
【図面の簡単な説明】
【００７１】
【図１】基板（１）の反応領域（１２）にヌクレオチド鎖（Ｎ）を固定化するまでの一連
の工程を示した、基板（１）の反応領域（１２）及びその周辺の断面模式図であり、基板
表面を疎水化した工程を示す図である。
【図２】前記工程において、紫外線Ｕ照射により、検出用表面（１３）を親水化した工程
を示す図である。
【図３】前記工程において、水酸基（－ＯＨ）をメルカプト基（－ＳＨ）に置換した工程
を示す図である。
【図４】前記工程において、ヌクレオチド鎖Ｎを固定化した工程を示す図である。
【図５】バイオアッセイ用基板の製造工程を示した、基板（１）の反応領域（１２）及び
その周辺の断面模式図（メルカプトアルキルシランの水系溶液を用いた場合）。検出用表
面（１３）を親水化した工程を示す図である。
【図６】前記工程において、水酸基（－ＯＨ）をメルカプト基（－ＳＨ）に置換し、非検
出用表面（１４）を親水化した工程を示す図である。
【図７】前記工程において、ヌクレオチド鎖Ｎを固定化した工程を示す図である。
【図８】バイオアッセイ用基板の製造工程を示した、基板（１）の反応領域（１２）及び
その周辺の断面模式図（メルカプトアルキルシランの、トルエン等の疎水性溶液を用いた
場合）。非検出用表面（１４）及び非反応領域（１５）を親水化した工程を示す図である
。
【図９】前記工程において、検出用表面（１３）にメルカプト基（－ＳＨ）を付加した工
程を示す図である。
【図１０】前記工程において、非検出用表面（１４）及び非反応領域（１５）を疎水化し
た工程を示す図である。
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【図１１】前記工程において、非検出用表面（１４）を親水化した工程を示す図である。
【図１２】反応領域（１２）を挟むように対向した電極（３、３）が設けられた、基板（
１）の反応領域（１２）周辺の断面模式図である。
【符号の説明】
【００７２】
１　　基板
１２　反応領域
１３　検出用表面
１４　非検出用表面
１５　非反応領域
２　　マスク
３　　電極
Ａ　　アルキルシラン

【図１】

【図２】
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