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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の検体を検出する装置に用いるナノピペットであって、このナノピペットが、
（ａ）ナノポアに至るナノピペットの内部ボアを規定するキャピラリー部分
を具え、
（ｂ）前記内部ボアは、その内部に電極と、前記ナノポアを通して外部溶液と連通する内
部溶液とを含むように適合されており、
前記ナノピペットが更に、
（ｃ）前記ナノポアの内側表面上の被膜であって、
　　（i）前記内側表面に直接結合された高分子電解質の層と、
　　（ii）前記高分子電解質に結合され、イオン又は２００原子質量単位よりも少ない分
子量を有する小分子より成る群から選択した検体を結合するのに特異的な結合分子と
を有する当該被膜
を具えているナノピペット。
【請求項２】
　請求項１に記載のナノピペットにおいて、前記結合分子をボロン酸としたナノピペット
。
【請求項３】
　請求項２に記載のナノピペットにおいて、前記高分子電解質をポリカチオンとしたナノ
ピペット。
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【請求項４】
　請求項３に記載のナノピペットにおいて、前記ポリカチオンをポリアルキルピリジン又
はポリアミンとしたナノピペット。
【請求項５】
　請求項２に記載のナノピペットにおいて、前記被膜が更に、前記ナノポア内に延在する
とともにこのナノポアを部分的に封鎖する部分を有しているナノピペット。
【請求項６】
　請求項１に記載のナノピペットにおいて、前記結合分子をキレート剤としたナノピペッ
ト。
【請求項７】
　請求項６に記載のナノピペットにおいて、前記高分子電解質の層を、（ａ）ポリアクリ
ルの層と、（ｂ）ポリアミンの層と、（ｃ）ポリアクリル及びポリアミンの交互に重なっ
た層とより成る群から選択したナノピペット。
【請求項８】
　請求項７に記載のナノピペットにおいて、前記ポリアミンをポリアルキルピリジンとし
たナノピペット。
【請求項９】
　請求項１に記載のナノピペットにおいて、前記結合分子を、多糖又はポリペプチドであ
るイオン結合ポリマーとしたナノピペット。
【請求項１０】
　請求項９に記載のナノピペットにおいて、前記イオン結合ポリマーをキトサンとしたナ
ノピペット。
【請求項１１】
　請求項９に記載のナノピペットにおいて、前記イオン結合ポリマーをカルモジュリンと
したナノピペット。
【請求項１２】
　試料中の糖検体を測定するナノピペット装置であって、このナノピペット装置が、
　前記試料内に開口するナノポアを有する請求項１に記載のナノピペットと、
　内部溶液と接触するように配置された、前記内部ボア内の電極、及び前記試料と接触す
るように配置された基準電極と、
を具え、
　前記被膜は、糖を結合するのに特異的であり、この糖を結合させるのに有効な結合分子
を有しており、
前記ナノピペット装置が更に、
　電極間に電圧を発生させるとともに、前記試料、前記ナノポア及び前記内部溶液を通る
正及び負のイオン電流を測定し、前記試料中の糖が、前記結合分子を有する前記被膜に結
合された際に、負のイオン電流に濃度に依存する変化を生ぜしめるようにする電圧制御回
路
を具えているナノピペット装置。
【請求項１３】
　請求項１２に記載のナノピペット装置において、前記結合分子をタンパク質としたナノ
ピペット装置。
【請求項１４】
　請求項１２に記載のナノピペット装置において、前記結合分子をボロン酸としたナノピ
ペット装置。
【請求項１５】
　請求項１２に記載のナノピペット装置において、前記ナノピペットを石英としたナノピ
ペット装置。
【請求項１６】
　請求項１２に記載のナノピペット装置において、前記電圧制御回路が電圧クランプ増幅
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器を有しているナノピペット装置。
【請求項１７】
　請求項１２に記載のナノピペット装置において、前記被膜がポリカチオンを有している
ナノピペット装置。
【請求項１８】
　前記結合分子が検出用分子であり、そして、前記高分子電解質の層および前記検出用分
子は、ナノポア内に延在してこのナノポアを部分的に遮断するようにナノポアに被着する
、請求項１に記載のデバイス。
【請求項１９】
　結合分子を、多糖であるイオン結合ポリマーとした請求項１に記載のデバイス。
【請求項２０】
　糖尿病の危険性がある対象者が必要としうるためにグルコース検出に対し適合させた請
求項１に記載のデバイス。
【請求項２１】
　請求項１に記載されたナノピペット装置を用いて、試料中の検体を決定する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ナノ材料、特にナノポアデバイス及びセンサに関するものである。特に、本
発明は、ナノスケールでのイオン電流測定を用いてイオン及び糖質（炭水化物）を検出し
たり、操作及び検出したりすることに関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　[関連出願の相互参照]
　本出願は、２０１１年３月４日に出願された出願番号61/449,379の米国特許仮出願の優
先権を主張するものであり、この全体は、参考のためにここに導入されるものである。
【０００３】
　[政府支援声明]
　本発明は、米国航空宇宙局（ＮＡＳＡ）により与えられた契約番号ＮＣＣ９‐１６５及
びＮＮＸ０８ＢＡ４７Ａや、米国国立衛生研究所により与えられた契約番号Ｐ０１‐ＨＧ
０００２０５や、ＮＡＳＡにより与えられた契約番号ＮＮＸ０９ＡＱ４４Ａや、米国国立
がん研究所により与えられた契約番号Ｕ５４ＣＡ１４３８０３の下での政府支援に基づい
て達成されたものである。米国政府はこの発明に、ある権利を有するものである。
【０００４】
　[配列表、コンピュータプログラム又はコンパクトディスクに関する参照]
　該当なし。
【０００５】
　[関連技術]
　本発明の幾つかの観点に関する背景情報を以下に記載する。その理由は、これらの背景
技術は、本発明の詳細な説明において関連するも、必ずしも詳細に説明していない技術的
な特徴に関するものである為である。すなわち、本発明で用いられる個々の部分及び方法
は、以下に記載する資料に詳細に説明されており、これらの資料により、特許請求の範囲
に記載した本発明の幾つかの観点を達成又は使用する上で当業者に更なる助言を与えうる
ものである。以下の説明は、本発明の特許請求の範囲の如何なる請求項又は説明資料の従
来技術の効果に対する情報の妥当性に関し承認されたものとして解釈されるべきものでは
ない。
【０００６】
　（ナノポアイオン電流モジュレータ）
　固体（ソリッドステート）のナノポアは、ナノ粒子のサイズ選択的合成のために、生体
チャネルを模倣するのに用いうる安定構造体として、又はナノスケールセンサとして極め
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て関心があるものである。円錐形の、又は非対称のナノポアは、電位依存性のイオン電流
を表示するとともにナノ流体ダイオードとして機能しうるナノチャネルの明確な範疇に属
するものである。幾つかの組織は、非対称のナノポアを含む膜を横切るイオン電流測定を
用いる電気センサを開発した（文献：Langmuir 22, 10837-10843, doi: 10.1021/la06123
4k (2006) の“Resistive-pulse DNA detection with a conical nanopore sensor”（Ha
rrell C. C.氏等著）、Nanomedicine 3, 787-796, doi: 10.2217/17435889.3.6.787 (200
8) の“Resistive-pulse detection of short dsDNAs using a chemically functionaliz
ed conical nanopore sensor ”（Kececi K. 氏等著）、Mol. Bia Syst. 3, 667-685, do
i: 10.1039/b708725j (2007) の“Developing synthetic conical nanopores for biosen
sing applications”（Sexton氏等著）、BioscL 10, 28-32, doi: 10.1002/mabL20090019
8 (2010) の“Biosensing with Functionalized Single Asymmetric Polymer Nanochanne
ls, Macromol ”（Au M.氏等著）参照）。このようなデバイスは一般に、トラックエッチ
ング法により形成されている。石英キャピラリー（毛管）から製造された石英ベースのナ
ノポアは、多くの同じ電気特性を呈するが、レーザプラーを用いて急速に形成されている
。ナノピペットとも称される石英の円錐状ナノポアは、他の非対称のナノチャネルの多く
の特性を呈するものであり、しかもポアを、高空間解像度で、すなわち細胞をナノスケー
ルで撮像するのに用いられている特性で操作しうるという点で有利なものである。
【０００７】
　円錐状のナノポアを調査したところ、バルク材料に関する現存の着想に対し課題となる
新たな化学的及び電気的現象が生じた。最近、ポリエチレンテレフタレート（ＰＥＴ）膜
内の円錐状のナノポア（２～８nmの直径）での整流に対してイオン電流の発振（振動）が
観察され、これらの発振は、電圧誘起により溶解性の弱い塩類が集中することにより生ぜ
しめられたポア内での動的析出に起因するものであった。窒化珪素又はホウケイ酸塩のガ
ラスのより大きなポア内での電流発振は、溶解度が異なる有機分子を用いる２種の溶媒の
界面に発生させることができる。これらの現象は、析出のような非平衡事象を実時間及び
ナノスケールで電気的に観察する新たな方法を提供する。
【０００８】
　（ナノポアセンサ）
　生体チャネルを模倣する能力及び安定性は、ナノポアベースのプラットホームを（生体
）分子の相互作用を研究するための対象とする。固体のナノポアは安定であり、これらの
直径はその製造処理中制御でき、これらをデバイス及びアレイ中に集積化しうる。更に、
これらの表面特性を化学的官能化により容易に調整し、化学的及び生化学的に反応するナ
ノポアの開発を可能にすることができる。ナノポアベースのセンサは、タンパク質を含む
受容体、ＤＮＡ、アプタマー、リガンド及び小さな生体分子が合体して、種々の検体を標
的とするようにしうる。多くの固体のナノポアの反応にとって不可欠であるのは、溶液中
のイオンと、帯電した非対称形状のナノチャネル又は円錐状のナノポアの表面との間の選
択的相互作用から生じるイオン電流整流（ＩＣＲ）の特性である。ＩＣＲを呈し且つセン
サとして用いられるナノ材料は、ポリマー膜及び石英ナノピペット内にトラックエッチン
グされたナノポアを有する。何れの場合にも、主要課題は、使用する受容体による表面改
質である。
【０００９】
　円錐状の石英ナノポアは、検出応用のために官能化もされている（文献：Anal Chem.,8
2, 9663-9666, doi: 10.1021/acl02619j (2010) の“Reversible Cobalt Ion Binding to
 lmidazole- Modifled Nanopipettes ”Sa N. 、Fu V. 及びBaker I. A. 氏著；文献：Ch
em Commun (Camb), 4877-4879, doi: 10.1039/b910511e (2009) の“Nanopore DNA senso
rs based on dendrimer-modified nanopipettes ” Fu Y.、Tokuhisa H. 及びBaker I. A
. 氏著；文献：Proceedings of the National Academy of Sciences 106, 4611-4616, do
i: 10.1073/pnas.0900306106 (2009) の“Label-free biosensing with functionalized 
nanopipette probes”Umehara S.、Karhanek M. 、Davis R. W. 及びPourmand N. 氏著；
文献：Bioanalytical Reviews 1,177-185, doi: 10.1007/sl2566-010-0013-y (2010)の“
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Functionalized nanopipettes: toward label-free, single cell biosensors”Actis P.
、Mak A.及び Pourmand N.氏著；文献：Biosensors and Bioelectronics 26, 333-337 (2
010)の“Ultrasensitive mycotoxin detection by STING sensors ”Actis P.、 Jejelow
o 0.及び Pourmand N.氏著参照）。
【００１０】
　現在まで、検体とナノポアセンサとの可逆的な結合が、チャレンジングであることが確
かめている。しかし、このことは、１つのセンサで連続的に監視するか又は繰り返し測定
するような分野に上述したデバイスを用いる場合には重要な問題となる。１つのセンサを
多重使用することにより、同じ寸法のプローブを再現性良く形成する場合の、文献に記載
されている多くのセンサに対する定量的測定を制限するという問題をも解決する。このよ
うな分野の場合、ナノピペットが有望なプラットホームである。その理由は、センサの先
端部は、サンプル間で又は単一のサンプル内でナノスケールの精度で正確に且つ急速に操
作することができる為である。現在まで、ｐＨに反応する感応化されたナノポアは、急速
な反転及び選択動作に関して最良な特性を呈した。イミダゾールで官能化され、コバルト
イオンに反応するナノピペットは、低ｐＨの溶液内に浸漬させ、リガンドを再プロトン化
することにより再生させることができる（文献：Anal. Chem. 2010, 82 (24), 9963-9966
の“Reversible Cobalt Ion Binding to Imidazole-Modified Nanopipettes” Sa N.、 F
u V.、 Baker L. A.氏著参照）。
【００１１】
　ナノポアを通る輸送は、電圧及び圧力を含む種々の外部刺激により修正することができ
る（文献：J. Am. Chem. Soc. 2011, 133 (34), 13300-13303 の“Pressure-Dependent I
on Current Rectification in Conical-Shaped Glass Nanopores” Lan W.-J.、Holden D
. A.及び White H. S.氏著参照）。ナノポアにまたがる塩勾配を単に変化させることによ
り、輸送に影響を及ぼすことができ、この効果を用いて抵抗パルス測定に対しＤＮＡを集
中させるのに用いられた（文献：Nat Nano 2010, 5 (2), 160-165 の“Electrostatic fo
cusing of unlabelled DNA into nanoscale pores using a salt gradient ” Wanunu M.
、 Morrison W.、Rabin Y.、 Grosberg A. Y.及び Meller A.氏著参照）。ナノポアは、
溶媒極性のような刺激に反応するように改変することもできる。このことは、ナノポアを
ポリマーでデコレートした、いわゆる「ヘアリーナノポア」で達成しうる（文献：ACS Na
no 2011, 5 (6), 4737-4747 の“Morphology Control of Hairy Nanopores ”Peleg O.、
Tagliazucchi M.、 Kroger M.、Rabin Y.及び Szleifer I.氏著参照）。幾つかの人工の
ナノポアを、表面の修飾を用いてｐＨ反応に対して改変した。又、他の荷電種を結合させ
るために円錐状のナノポアを受容体で修飾し、これにより電流整流を同様に修正する。タ
ーゲットには、核酸、金属イオン、タンパク質及び小分子が含まれている。核酸及びタン
パク質のような大きな生体分子の場合には、ポアの物理的な遮断も表面電荷の変調に加え
た同様の役割を奏する。現在までは、小さな非荷電種での電流整流の変調は困難であるこ
とが確かめられている。しかし、このようなシステムは反応性ナノポアに対する刺激を拡
大させてドラッグ、ペプチド及び糖質を含めるようにする。
【００１２】
　（グルコース／ジオール検出）
　血糖を監視するには糖質認識が不可欠である（文献：Anal. Bioanal. Chem. 388, 545-
563 (2007)（Kondepati 氏等著）参照）。糖質の検出及び定量化も、バイオプロセスモニ
タリングにおいて且つ代謝性の糖（サッカリド）、ヌクレオチド又は糖たんぱく質に基づ
く医療診断に対して用いることができる（文献：Curr. Op. Chem. Biol. 11, 59-65 (200
7)（Timmer氏等著）参照）。グルコースを測定する殆どの電気化学方法はブドウ糖酸化酵
素のような酸化還元酵素に依存している（文献：Diabetic Med. 26, 197-210 (2009)（Ol
iver氏等著）参照）。殆どの一般的な人工の受容体は、光プローブに対し主として用いら
れているボロン酸を用いている（文献：Micwchimica Acta 162, 1-34 (2008) （Mader 及
びWolfbeis氏著）参照）。グルコースの電気化学測定に対する非酵素的方法も開発された
が、これは殆どグルコースの酸化に依存している（文献：Anal. Chim. Acta 556, 46-57 
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(2006)（Park氏等著）及び“Nanopore structured electrochemical biosensors”と題す
る米国特許出願公開US2008/0237063（発明者： E.T. Chen氏）参照）。
【００１３】
　現在まで、糖質に反応するナノ流体ポアに関して文献には殆ど報告されていない。抵抗
パルス法を用いて小分子を検出するのにナノポア分析論が用いられているが、この技術は
一般にタンパク質やその他の高分子により一層てきしているものである。ＭＷ５００～１
０，０００程度のオリゴ糖は、アルファ溶血素ポアに対し抵抗パルス技術を用いることに
より判別された。
【００１４】
　受容体で修飾されるナノポアの一例は、共有結合されているＨＲＰ酵素を用いるもので
あり、この場合この酵素は超分子的にConAに、すなわちＨＲＰ分子に関してマンノースユ
ニットと相互作用する糖結合タンパク質に結合されている（文献：Nanoscale 3, 1894-19
03 (2011) （Ali 氏著）参照）。単糖（ガラクトース及びグルコース）の添加が、ポアを
流れるイオン電流を変化させるConAに匹敵する。２つの最近の例は、化学受容体としてボ
ロン酸を用いており、この場合受容体は人工のナノポアの壁部に共有結合している（文献
：Chem. Commun. (Cambridge, U. K.) 2012 の“pH gated glucose responsive biomimet
ic single nanochannels” （Sun Z.、Han C.、Wen L.、 Tian D.、 Li H.及びJiang L.
氏著）及び文献：Sensors and Actuators B: Chemical 2012, 162 (1), 216-222の“Sacc
haride/glycoprotein recognition inside synthetic ion channels modified with boro
nic acid”（Nguyen Q. H.、Ali M.、Neumann R.及び Ensinger W.氏著）参照）。前者の
場合、糖結合を戻し且つ信号を回復させるのに酸性溶液を必要とした。後者の場合には、
可逆的な結合が実行されなかった。
【００１５】
　ナノポアの製造及び界面化学における多くの最近の進歩にも拘らず、上述した研究によ
り、外部刺激として糖質を用いてイオン電流を変調させる新たな計画の必要性があること
が分かった。この問題は、ナノポアと結合（インターフェース）しうる新たな機能材料に
対して取り組むことができる。
【００１６】
　［特定の特許文献及び非特許文献］
・２０１０年３月２５日に公開された米国特許出願公開US2010/0072080（発明者：Karhan
ek氏等）には、ペプチド及びタンパク質を含む生体分子検出用のペプチドリガンドを上に
有するナノピペットを具える方法及びデバイスが開示されている。
・２０１０年３月４日に発行された米国特許 US7,708,871（発明者：Siwy氏等）には、電
解質内の荷電粒子の流れを制御するためのナノデバイスを有する装置が開示されている。
このような装置は、電解質内の荷電粒子の流れを制御するために、高分子膜のホイルによ
り分割された電解質浴容器を具えている。
・Analytical Chemistry 2010, 82 (24), pp 9963-9966（Sa氏等著）には、イミダゾール
末端シランで修飾した石英のナノピペットは溶液中の金属イオン（Co2+）に反応すること
が開示されている。このナノピペットの反応は、イオン電流の整流比を検査することによ
り評価された。ナノピペットが異なるｐＨの溶液間で循環されると、吸着されたCo2+がナ
ノピペットの表面から釈放されてナノピペットの結合部位を再生した。
・Proceedings of the National Academy of Sciences, vol 106, pages 4611- 4616, Ma
rch 24, 2009（Umehara氏等著）には、官能化されたナノピペットの電極を用いる無標識
の実時間タンパク質測定が開示されている。ナノピペットの先端部の表面上での、静電気
のビオチン‐ストレプトアビジン相互作用及び抗体‐抗原相互作用により５０nmのポアを
通って流れるイオン電流に影響を及ぼすことが確かめられた。
・Nano Lett. 6(l l):2486-2492 (2006)の“Current Rectification with Poly-L-lysine
 Coated Quartz nanopipettes”（Umehara氏等著）には、浴溶液中のナノピペットを用い
る非被覆のナノピペット及びポリエルリジンで被覆されたナノピペットの電流反応が開示
されている。
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・Nano Lett. 2005 Feb;5(2):403-7の“Single DNA molecule detection using nanopipe
ttes and nanoparticles”（Karhanek M.、 Kemp J.T.、 Pourmand N.、 Davis R.W. 及
び Webb C.D.氏著）には、ナノ粒子で標識された単一ＤＮＡ分子は、プリング処理された
ガラスキャピラリーにより形成されたナノピペットの先端部を通って移動する為、これら
の分子はイオン電流の遮断により検出しうるということが開示されている。ここに開示さ
れている機構は、浴中の単一検出電極を用いてナノ粒子‐ＤＮＡ電流遮断を検出する電圧
クランプ回路を用いている。
・Biochemical Society Transactions, vol 37, pages 702-706, 2009 （Ying Liming 氏
著）は、イオン、（生体分子を含む）分子及び細胞のナノセンシング及びナノマニピュレ
ーションにおけるナノピペット及びこれらの使用を論評している。
・２００６年１月５日に発行された国際公開 WO2006/000064（発明者：Borghs Gustaaf氏
等）には、膜を貫通するナノポアを通る電荷キャリアの流れを制御するナノ流体デバイス
が開示されている。
・２００５年１１月２４日に公開された米国特許出願公開US2005/0260119（発明者：Sunk
ara 氏等）には、マイクロ波プラズマと関連する化学蒸着法を用いて、ナノピペットと称
されるテーパー形状のウイスカの形態とした管状炭素のナノ構造を合成する方法が開示さ
れている。
・２００８年１０月２日に発行された“Nanopore structured electrochemical biosenso
rs”と題する米国特許出願公開US2008/0237063（発明者：Chen氏）には、ナノポア構造の
触媒活性シクロデキストリンが付着されてグルコースを直接測定するためのバイオセンサ
が開示されている。
・Phys. Chem. Chem. Phys. 8:4976-4988 (2006)の“Biosensing with conically shaped
 nanopores and nanotubes”（Choi氏等著）には、トラックエッチング処理を用いて合成
された円錐状のナノポアの生成及び特徴が開示されている。膜電位の印加状態の下でポア
を通って流れるイオン電流を整流しうる円錐状のナノポアの設計及び機能も開示されてい
る。
・Biomacromolecules 10(1): 113-118 (2009)の“Development of boronic acid grafted
 random copolymer sensing fluid for continuous glucose monitoring”（Li氏等著）
には、粘性に基づいたグルコースの検出のための生物的に適合性のある共重合体のポリ（
アクリルアミド‐ran‐３‐アクリルアミドフェニルボロン酸）（PAA‐ran‐PAAPBA）が
開示されている。
・Chem. Commun. (Cambridge, U. K.) (2012) の“pH gated glucose responsive biomim
etic single nanochannels” （Sun Z.、Han C.、Wen L.、 Tian D.、 Li H.及びJiang L
.氏著）には、フェニルボロン酸受容体で共有結合的に修飾されたポリエチレンテレフタ
レート（ＰＥＴ）内の、トラックエッチングされた円錐状のナノチャネルが記載されてい
る。
・Sensors and Actuators B: Chemical 2012, 162 (1), 216-222の“Saccharide/glycopr
otein recognition inside synthetic ion channels modified with boronic acid”（Ng
uyen Q. H.、 Ali M.、 Neumann R.及び Ensinger W.氏著）には、フェニルボロン酸受容
体で共有結合的に修飾されたポリエチレンテレフタレート（ＰＥＴ）内の、トラックエッ
チングされた円錐状のナノチャネルが記載されている。チャネルは単糖類及び糖たんぱく
質に反応する。
【発明の概要】
【００１７】
　以下の概要は、本発明の全ての特徴及び態様を含めるためのものでも、本発明がこの概
要で説明した全ての特徴及び態様を含む必要があるということを意味するようにするもの
でもない。
【００１８】
　ある態様においては、本発明は、試料中の検体を検出する装置に用いるためのナノピペ
ットに向けたものであり、このナノピペットは、ナノポアの開口に通じるこのナノピペッ
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トの内部ボアを規定する毛細管部分を有しており、前記内部ボアは、その内部に電極を有
するのに適しているとともに前記ナノポアを通って外部溶液と連通する内部溶液を含むの
に適しており（電極構造に対しては、ボアが細長くなっているとともに前記開口に向けて
先細となっている図１を参照）、前記ナノピペットは前記ナノポアの内側表面上の被膜を
有しており、この被膜は前記内側表面（代表的に石英）に直接結合（すなわち、接触）さ
れている高分子電解質を有しており、前記ナノピペットは更に、前記高分子電解質に結合
された結合分子であって、イオン又は小分子より成る群から選択した検体を結合させるの
に特有の結合分子を有しているものである。
【００１９】
　本発明のある態様では、前記高分子電解質に結合された結合分子を、グルコースを検出
するためのボロン酸とするか、又は前記高分子電解質をポリカチオンとして被膜の電荷が
変化するようにするか、又は前記高分子電解質をポリアルキルピリジン又はポリアミンと
するか、或いはこれらの任意の組み合わせを達成するようにすることができる。
【００２０】
　本発明のある態様においては、前記高分子電解質／検出用分子を、ナノポア内に延在し
てこのナノポアを部分的に遮断するようにこのナノポアに被着し、検出用分子をより多く
試料に曝すようにする。
【００２１】
　本発明のある態様においては、結合分子を、ポリマー又は高分子電解質の被膜に結合さ
れるキレート剤とする。更に、ポリマーの被膜は、ピペットのボアとイオン結合用のポリ
マーとの間で高分子電解質層を有するようにしうる。この高分子電解質層は、被膜の形態
にすることができ、好ましくは連続的とし、これにより裸の石英が被覆されるようにしう
る。ある例では、キレート剤を、多糖、例えば、キトサン、線状多糖類であるイオン結合
ポリマーとすることができる。又、ある例では、キレート剤を、ポリペプチドとすること
ができる。ある他の例では、被膜が糖結合分子を有するようにしうる。ある例では、糖結
合分子を、レクチンのようなタンパク質とすることができる。又、ある例では、糖結合分
子がボロン酸又はボロン酸エステルを有するようにする。
【００２２】
　他の例では、本発明が、炭水化物分子、特にシスジオール基を有する炭水化物、更に特
にグルコースを検出するためのナノピペットデバイスを有する。このナノピペットデバイ
スは、チャネルを有するナノポアが形成された不活性基板を具えるようにしうる。ある態
様では、チャネルを石英のナノチャネルとする。ある態様では、不活性基板が、チャネル
を経てアクセスされる内部と、試料に接触するための外部とを規定しているようにする。
ある態様では、ナノポアが更に、チャネル内に高分子被膜を有し、前記ポリマーを炭水化
物結合分子（ボロン酸のような“ＣＢＭ”）に結合させる。ある態様では、ナノポアが更
に、前記ＣＢＭに結合されたポリマーを有し、このＣＢＭがポリマー内に埋め込まれて、
チャネル内に半透過性のマトリックスを形成するようにする。
【００２３】
　ナノピペットデバイスは、ナノポアにおけるイオン状態によるイオン電流の整流をグル
コース検体の結合により変調させる測定回路により動作させる。好適例では、ポリマー結
合されたボロン酸に糖を結合させることによりイオン整流の逆を生ぜしめる。従って、ナ
ノピペットデバイスは、チャネルを流れる電流を生ぜしめるとともにこのチャネルを通る
電流の流れの変化を測定する電子回路を有し、これにより前記試料における炭水化物分子
を前記ＣＢＭに結合させ、これにより電流の流れの測定変化が試料中の炭水化物の存在を
表すようにしうる。
【００２４】
　ある態様では、本発明は、ナノピペット測定回路を具えており、このナノピペット測定
回路は、内部電極及び内部溶液を保持するボアを有するナノピペットと、外部溶液用の容
器と、外部溶液と接触するように適合させるとともに配置した外部電極及び前記内部電極
間の測定回路とを具え、この測定回路は、前記内部電極と前記外部電極との間の可逆電圧



(9) JP 6046058 B2 2016.12.14

10

20

30

40

50

差を生ぜしめる増幅器を具え、更に前記ボアと前記外部溶液間の電流を測定する検出器を
具えているようにする。
【００２５】
　本発明のある態様は、溶液、すなわちナノスケールのリアクタ内の２種類の異なるイオ
ンを組み合わせることによりイオン化合物を生ぜしめる方法であって、ナノポアを有する
ナノピペットの内側の溶液中の電荷を有する少なくとも１つの第１のイオンを、ナノピペ
ットの内部と外部溶液との間に供給するステップと、第２のイオン種を外部溶液中に供給
するステップと、ナノピペットの内側の溶液中の電荷を有する前記１つの第１のイオンに
、反対の電荷のナノポアにまたがる電圧を印加するステップとを有し、この電圧は、前記
イオン種をナノポアに移動させて前記第２のイオンと反応させ、前記イオン化合物を形成
するのに充分な電圧となるようにする方法に関するものである。
【００２６】
　ある態様では、本発明の方法は更に、ナノポアを通るイオン電流を測定するとともに、
イオン化合物の形成を表す電流の変化を検出するステップを有する。
【００２７】
　ある例では、イオン化合物は不溶性とする。本発明の方法は更に、沈殿物が形成された
後に電圧を反転させるステップを有するようにしうる。
【００２８】
　第１のイオン及び第２のイオンは、アニオンと反応してイオン化合物を形成する金属イ
オンとしうる。金属は遷移金属としうる。金属イオンは、Mg2+、Ca2+、Mn2+、Zn2+、Cu2+

、Fe2+、Fe3+、Cr3+、Cr6+、Cd2+、Mo2+、Co3+、Co2+、Hg2+、Ni2+、A13+、A12+、Ar3+、
Ar3-及びPb2+より成る群から選択しうる。アニオンは、リン酸塩、塩化物、硫酸塩、一リ
ン酸塩、ピロリン酸塩、メタリン酸塩、トリポリリン酸塩、トリメタリン酸塩及びオルト
リン酸塩より成る群から選択しうる。ある例では、アニオンを、グルコン酸塩、酒石酸塩
、フマル酸塩、マレイン酸塩、マロン酸塩、リンゴ酸塩、乳酸塩、クエン酸塩、ＥＤＴＡ
、シトラコン酸塩、シトラマル酸塩、ステアリン酸塩、オレイン酸塩、ラウリン酸塩、オ
クトエートアスコルビン酸塩、ピコリン酸塩及びオロチン酸塩より成る群から選択した有
機カルボン酸アニオンより成る群から選択しうる。ある他の例では、アニオンをタンパク
質としうる。
【００２９】
　ある態様では、本発明は、ナノピペット内から外部溶液内にイオンを供給する方法に向
けるものであり、この方法は、ナノピペットの内部と外部溶液との間にナノポアを有する
ナノピペットの内側の溶液内に電荷を有する少なくとも１つの第１のイオンを供給するス
テップと、前記第１のイオンに対し反対の電荷のナノポアにまたがる電圧を印加するステ
ップとを有し、この電圧は前記ナノポアを横切るイオンの移動を生ぜしめるのに充分な電
圧とするものである。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】図１は、電気化学機構と、センサ上への第二銅イオンの可逆結合とを示し、前記
センサは、ナノピペットの先端部付近でこのナノピペットの内部の付近にこれらのイオン
を特異結合させるように官能化してある線図である。
【図２】図２は、図１に示すような電気化学機構で、ナノポアにおける沈殿物の形成によ
りイオン電流の測定可能な遮断を生ぜしめる状態を示す線図である。
【図３】図３は、浴中の２ミクロモルの塩化亜鉛及び－３５０ｍＶの電位で沈殿を測定す
るのに用いるナノピペット機構における電流発振を示すグラフ線図であり、１つの開放状
態の拡張図を差し込んだグラフ線図である。
【図４】図４は、図１に１０８で示すように適用されるイオン結合表面の修飾（カルモジ
ュリン／ＰＡＡ／ＰＬＬ）から得られるデータを示すＩ‐Ｖプロットであり、ナノピペッ
トのバイオセンサのイオン反応を示す（実線が裸のピペットであり、破線がＰＡＡ２であ
り、三角形がCaＭである）線図である。
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【図５】図５Ａは、センサCaＭ‐１の表面に対する整流係数を示すグラフ線図である。図
５Ｂは、図５Ａのセンサの電流を示すトレース図である。
【図６】図６は、裸のナノピペット（三角形）及びキトサン／ＰＡＡにより改善したナノ
ピペットセンサ（円）のｐＨ反応を示すグラフ線図である。
【図７】図７は、整流係数対ｐＨ３及び７で堆積したキトサン／ＰＡＡ層の個数の変化を
示すグラフ線図である。
【図８】図８は、裸のナノピペット（三角形）及びキトサン／ＰＡＡセンサ（円）のｐＨ
反応を示すグラフ線図である。
【図９】図９は、０．１Ｍ ＫCl、１０ｍＭリン酸緩衝材内でキトサンによりセンサを官
能化した場合の効果を表す、種々の状態の下でのイオン電流を示すグラフ線図である。
【図１０】図１０は、センサの再循環後の整流係数の変化を示すグラフ線図であり、Cu2+
濃度を１００μＭとし、センサをｐＨ３の溶液内に６０秒間浸漬させることによりセンサ
を再生させた線図である。
【図１１】図１１は、ｐＨ７の０．１Ｍ ＫCl、１０ｍＭ Tris（トリス）‐ＨCl内のCu2+
の種々の濃度に対するセンサの反応を示すトレース図であり、1/In及び1/ＣＣＯｐＰｅｒ
間の線形フィット（図示せず）を計算し（Ｒ＝0.997 ）、イオン電流をナノピペットのバ
レル内の電極に印加した－５００ｍＶの電位でイオン電流を決定した場合の図である。
【図１２】図１２は、ナノピペットとの第二銅イオンの相互作用に関する電気泳動の役割
を示す線図である。
【図１３】図１３は、出力電流を示すトレース図であり、矢印がCu2+イオンの付加を示し
（溶液中の最終濃度は１５０μＭ）、正電圧の印加中は変化が検出されず、負電位に切換
えると即時に反応し、続く正のステップで変化を生ぜしめる図である。
【図１４】図１４は、ナノピペットの先端部でナノピペットから沈殿物を排除した場合の
イオン電流における発振を示す線図である。
【図１５】図１５Ａは、リン酸緩衝材（ｐＨ７）が充填されたピペットであって、２ミク
ロモルの塩化亜鉛を有するTris-ＨCl緩衝材（ｐＨ７）の浴内に浸漬させたピペットに負
電位を印加した場合の発振を示すグラフ線図である。図１５Ｂは、図１５Ａの事象をコン
ダクタンス（導電率）が高い状態と低い状態とで示す線図である。
【図１６】図１６は、ナノピペットを修飾するためのカチオン（陽イオン）高分子電解質
の合成を示す線図であり、ポリカチオンをアルキル主鎖上でピリジンユニットを繰り返す
ことにより表した図である。
【図１７】図１７は、ボロン酸による石英表面１７２の直接的な２ステップ官能化を示す
線図である。
【図１８】図１８は、ナノポアの端面を示す一連の図であり、受容体をナノポアに固定さ
せる３つの方法を示す図であり、図１８Ａは、受容体をナノポアの壁部に直接共有結合さ
せる場合を示す図であり、図１８Ｂは、ポリマーに結合させた受容体により官能化ポリマ
ーをポア壁部に吸着させた場合の図であり、図１８Ｃは、３次元官能マトリックスをポア
の内部に固着させた状態を示し、ポリマー上の受容体がナノポアにまたがるメッシュ、す
なわち網状体を形成した、すなわち被膜が前記ナノポア内に延在するとともにこのナノポ
アを部分的に遮断した場合を示す図である。
【図１９】図１９は、ｐＨ７のリン酸緩衝材内にグルコース（３ｍＭ）を入れた場合の制
御及び官能化ピペットの反応を示す一組のグラフ線図であり、ピペットは、３‐アミノプ
ロピルトリエトキシシラン及びこれに続くm-ブロモメチルフェニルボロン酸により官能化
し、＋５００及び－５００ｍＶでのイオン電流から計算した整流係数を差し込んだ図であ
り、図１９Ａは修飾していないピペットのイオン電流反応を示すグラフ線図であり、図１
９Ｂはボロン酸で修飾したピペットのイオン電流反応を示すグラフ線図であり、図１９Ｃ
は図１９Ａ及び１９Ｂに示すピペットシステムの整流を示すグラフ線図である。
【図２０】図２０は、単糖類が存在する場合のＰＶＰ‐ＢＡの沈殿量を示す棒グラフであ
り、ｐＨ２のメタノール／水中のＰＶＰ‐ＢＡのかくはん溶液を沈殿が生じるまで水酸化
ナトリウムで滴定したものであり、エラーバーは３つの別々の実験からの標準偏差を示し
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ている図である。
【図２１】図２１は、１ミクロモルのポリマー濃度でＰＶＰ‐ＢＡ及びＰＶＰ‐Ｂｎを存
在させた場合のＡＲＳの吸着変化を示すグラフ線図であり、染料溶液は１：１のメタノー
ル／水中０，２５ｍＭとした図である。
【図２２】図２２は、ＡＲＳが存在する場合のイオンの透過率変調を示すＩ‐Ｖプロット
図であり、ポリマーＰＶＰ‐ＢＡに埋め込まれているナノピペットを０、６０又は３６０
μｍのＡＲＳの何れかを入れたｐＨ９．５の炭酸塩緩衝材中に浸漬させた場合で、エラー
バーが繰り返し電圧ランプ（Ｎ＝５）からの標準偏差を示している図である。
【図２３】図２３は、果糖によりイオン電流の整流が反転する状態を示すグラフ線図であ
り、電流‐電圧曲線は、果糖を加えない場合と１０ｍＭの果糖を加えた場合とのｐＨ９．
５におけるＰＶＰ‐ＢＡで埋め込んだナノチャネルに対するものとした図である。
【図２４】図２４は、果糖を加えた場合と加えない場合とで－０．５Ｖで測定したイオン
電流変調の順次のサイクルを示すグラフ線図であり、エラーバーが繰り返し電圧走査（Ｎ
＝５）からの標準偏差を示し、平衡時間は各々の状態で５分とした場合の図である。
【図２５】図２５は、３つの別々のナノピペットセンサに対する可逆的なイオン電流整流
の値を示すグラフ線図であり、果糖（１０ｍＭ）を加えた場合と加えない場合とで炭酸塩
緩衝材（ｐＨ９．５）内にセンサを浸漬させ、緩衝材中のセンサＳ１に対する正の整流を
２５４で示し、果糖中のセンサＳ１の負の整流を２５２で示している図である。
【図２６】図２６は、溶液相の蛍光測定におけるＰＶＰ‐ＢＡを用いる果糖に対する結合
等温線を示す線図である。
【図２７】図２７は、修飾した円錐状のナノチャネルを用いる電気化学法を用いる、図２
６に示すようなデータを示すグラフ線図であり、図２６及び２７は、２５％のメタノール
を有するｐＨ９．５の炭酸塩緩衝材内にＰＶＰ‐ＢＡ（０．００３％ｗ／ｖ）及びＨＰＴ
Ｓ（１．５μｍ）を入れたプローブ溶液内に果糖を滴定することにより生じたものであり
、エラーバーが３つの別々の沈殿物による標準偏差を示し、グラフＢは、炭酸塩緩衝材内
の糖類の濃度を増大させた場合の、ＰＶＰ‐ＢＡにより埋め込んだ円錐状のナノチャネル
に対する－５００ｍＶの電位におけるイオン電流を示し、エラーバーが５回の順次の電圧
走査による標準偏差を示し、データポイントは実験区分で説明するように結合等温線に適
合していることを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　（概説）
　本発明は、電気化学センサに設けられるナノポアデバイス、すなわちナノピペットに関
するものである。このナノポアデバイスは、第１の電極を収容する内部領域を有するとと
もに、他の電極を収容する外部溶液と接触するように構成されている。これらの電極は、
ナノポアに生じる現象を検出するとともに測定しうる検出回路に接続されている。好適実
施例では、ナノポアは、例えば上述した米国特許出願公開US2008/0237063明細書に記載さ
れているように、ナノピペットの一部である。用語「ナノ」は、ボア内の寸法や、ほぼ２
００nmよりも小さい直径を有する内部電極のような付随部品を言及するものである。この
寸法は、以下に詳細に説明する電気化学的な反応を生ぜしめるのに重要となるものである
。
【００３２】
　本発明は更に、Ｈ+ 及び金属カチオンのような小イオン並びにジオール（以下に説明す
る）を結合させうるとともにその結合を検出しうる可逆的なイオンセンサに関するもので
ある。この可逆的なイオンセンサはセンサのキャビティ（すなわち、ナノピペットのボア
）内で極性を反転する点で可逆的なものであり、重要なことに、イオンはナノポアに可逆
的に結合されている。本発明のデバイスは、イオンをセンサ内に移動させたり、センサの
ナノポアから外に移動させたりするのに用いることができ、このセンサはナノピペットの
形態にするのが好ましい。ピペット内のイオンの結合は、結合したイオンの無い溶液内に
ピペットの先端部を入り込ませることにより反転させることができる。小イオンの結合も
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、溶液中のｐＨのような状態を変えることにより反転させることができる。本発明は、ナ
ノピペットに基づく可逆的なイオン移動デバイスにも関するものである。このようなイオ
ン移動は、外部溶液に対してナノピペット内の電位を変化させることにより生ぜしめるこ
とができる。イオン移動は、イオンをナノピペットのボアから出るように移動させること
により生ぜしめられる沈殿を起こさせて、外部溶液内のイオンが過剰となるようにするの
に用いることができる。沈殿は、ナノピペットのナノポア先端部の付近で生じ、この先端
部でナノポアを通る電流発振の変化により早期の段階で検出しうる。この沈殿は、内部溶
液及び外部溶液間の印加電位によりナノポア先端部を通過させるイオン電流を変化させる
。小イオン濃度及び小沈殿物寸法の際に検出された沈殿は、種々のシステムに適用しうる
。例えば、少量のタンパク質を用いてタンパク質の結晶化を検出しうる。
【００３３】
　本発明のセンサ技術は、官能化されたナノピペットの先端部における結合事象を無標識
的に変換しうる簡単な電気化学的な読出しに依存している。ナノピペットの先端部のイン
ピーダンスが高いことにより、先端部の開口の寸法及び幾何学的形状をセンサの性能にと
って重要なものとするデバイスの反応を制限する。更に、本発明のセンサ技術は、圧電ア
クチュエータと容易に一体化でき、空間解像度が高いセンサを形成する。ナノピペットが
表面に近づくにつれ、ピペットを通るイオン電流が、走査型イオンコンダクタンス顕微鏡
（ＳＩＣＭ）における重大な利点を利用した周知の効果である「電流のスクイージング」
により低減される。検出に加えて、単細胞内の分子を制御して取り出すために、ナノピペ
ットに基づいたプラットホームを用いて単一分子生物物理学を研究している。
【００３４】
　ある実施例では、本発明のデバイスが、固体のナノポア内の沈殿を用いて電流発振の誘
起及び測定の双方又は何れか一方を行うための新たな機構を提供する。この技術を用いて
、イオン移動をナノピペットの先端部における２種類の溶液の界面へ積極的に向かわせる
ようにする。ポアはしきい値電位でのみ遮断する為、反応を時間的及び空間的に制御しう
る。このような沈殿は種々のイオンに対して行わせることができる。ナノスケールでの塩
析沈殿の反応速度を制御及び測定するこの能力により、バイオミネラル化及び溶解のよう
な動的処理を研究する新規な技術を可能としうる。電圧発振によるナノリアクタ内の沈殿
物の捕捉は、ナノ粒子の寸法及び表面電荷の研究に対する更なる手段である。不溶性塩類
の、制御されるナノ沈殿も、選択性があり且つ反応性の高いイオンセンサを開発するのに
価値あるものである。以下に説明する反応は、僅かに２ミクロモルの塩類を検出でき、他
のカチオンの存在により影響を受けなかった。例えば、低濃度（２μｍまで）の硫化亜鉛
の塩類を検出でき、これはカリウム又はマグネシウムのような他のカチオンの存在により
影響されなかった。更に、沈殿により封鎖されたナノポアを発振電位により開放させる能
力は、ナノポアに関して検出する分野を拡大させることができる。例えば、ナノ沈殿物を
検出するのに一定の電圧を用いることができ、一方発振電位は他の検出分野に対するイオ
ン電流を測定しうるものである。
【００３５】
　本発明の方法は、種々のタンパク質結晶化法に用いることができる。一般にタンパク質
の溶解度を徐々に減少させることにより、タンパク質溶液を過飽和状態にするのに種々の
異なる結晶化法が用いられる。タンパク質の結晶化でタンパク質の溶解率を減少させる最
も一般的な方法は、ポリエチレングリコール及び硫酸アンモニウムのような沈殿剤を添加
する方法である。沈殿剤は、その濃度が、例えば蒸気拡散法を用いることにより増大する
ために水と結合する。その結果、タンパク質に対して得られる溶媒の量が減少する。この
ことは主として、タンパク質の濃度が増大することを意味する。ある有効なタンパク質の
濃度で、沈殿が開始し、状態が正しいと結晶を生じる。正しいｐＨ、正しい結晶化状態は
、イオン強度、温度、タンパク質の濃度、種々の塩類又はリガンド又は添加物の存在、沈
殿剤の種類及び実際の結晶化法（ハンギングドロップ法、シッティングドロップ法、透析
法等）の組み合わせを含む正しい結晶化状態は、実際上予め予測するのが不可能である。
その結果、種々の異なる状態を用いる結晶化スクリーンが開発された。本発明のデバイス
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は、種々の異なるタンパク質の結晶化状態の影響を検査する多数の並列実験に用いること
ができる。
【００３６】
　本発明の方法の他の適用は、分析に関するイオン検出の分野におけるものである。最初
に見られるものとして、化学的に官能化した固体のナノポアの分析に関する適用がイオン
検出に対し見られている。印加電圧の周波数及び波形は、信号対雑音比を最大にするよう
に調節し、印加電圧がセンサ上にCu2+を結合しうることを表すようにすることが分かって
いる。分子の結合を時間的に且つ空間的に達成する能力によれば、正確なバイオセンシン
グデバイスの開発が検体‐受容体の相互作用の熱力学的な且つ動力学的な特性を研究しう
るようにする。
【００３７】
　ここに開示するバイオセンサは、整流用のナノポアにおける選択的で可逆的な結合を示
す。この種類の可逆センサは、ＩＣＲをベースとするセンサにおける一体化ポア構造のナ
ノポアの形成と関連する課題を解決する。高分子電解質層の堆積を監視することにより、
更なる化学的な修飾が、ＩＣＲが最も反応する個所でポアに局所化されるということを確
実にする。更なる実験及び理論的なモデリングや、ナノポアの表面を特徴づける改良され
た方法によれば、高分子電解質をポア内にどの程度入れ込む必要があるかを決定し、更に
バルク溶液と外側のナノピペットポアとの間の界面における相互作用を調査する必要があ
る。この領域における向上が分析手段としてのナノポアセンサの使用を進歩させる。ここ
に記載したセンサのような可逆ナノピペットセンサは、水質、ナノスケールでのイオン濃
度の空間解像度（機能的マッピング）又は特定の検体の連続的な細胞内測定を監視するの
に用いることができる。
【００３８】
　本発明のデバイスは、糖尿病の危険性がある対象者が必要としうるためにグルコース検
出に対し適合させた。これらのデバイスは、グルコース監視を必要とする対象者から取り
出した全血に適用しうる又はその対象者内の全血さえにも適用しうる携帯デバイスとして
構成することができる。すなわち、例えば、石英のナノピペットの先端部を皮膚に貫通さ
せて真皮付近の体液内のグルコースに接触させることができる。
【００３９】
　本発明のグルコース検出デバイスは、ボロン酸のような受容体（糖に対する受容体）と
、先端部（ナノポア）における又はその付近におけるナノピペットの内側表面に被着した
混合物とに結合されたポリマーを採用するのが好ましい。糖結合ポリマー混合物は以下の
特性を有するのが最も好ましい。
１）ポリマーは、正に荷電され、負に荷電されたポア壁部との相互作用を高めるようにす
る。
２）ポリマーは、正の各電荷に対しほぼ１つのボロン酸を有し、これによりボロナートの
形態に変換する際にポリマーを中和させる。
３）ポリマーは、有機溶媒内で溶解しうるが、水媒体内では溶解できず、ポリマーをナノ
ピペットの先端部内に捕捉しうるようにする。
４）ポリマーにより形成された不溶性マトリックスは水、イオン及び検体を透過できる。
５）センサにおける信号変調を反転させるには溶媒又は媒体に変化が生じないようにする
必要がある。
【００４０】
　重要なことに、浸透性マトリックス法は、他のナノポア官能化法よりも優れているもの
と考えられていることを銘記する必要がある。その理由は、ポア壁部のみを除くナノポア
のボリューム全体に受容体が含まれている為である。ポリマー結合受容体（例えば、ボロ
ン酸）は、ナノポアを通って移動するイオンとの大きな相互作用を有し、従って、検体が
存在する場合の信号変調を大きくする。更に、検体が結合すると、多くのポリマーが構造
の変化を受け、イオン電流変調を更に高めるようにすることができる。更に、検体は、電
界によりポアを通るように駆動する必要はなく、むしろポリマーマトリックスを通る検体
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の受動拡散により電気信号を変調させる。これらの特徴が、固定されたポリマーの網状体
を、受容体の共有結合又は官能化されたポリマーの層順次堆積と区別する。以下に説明す
るように、ポリ（４‐ビニルピリジン）（ＰＶＰ）を選択した。
【００４１】
　以下に詳細に説明するように、ボロン酸グルコース受容体を含む官能性ポリカチオンを
石英のナノチャネル内に埋め込んだナノピペットデバイスを製造した。ナノチャネル（す
なわち、ナノポア）の壁部をボロン酸で直接修飾する従来の努力によれば、糖にほどほど
に反応するが、イオン電流に対しより多く制御する必要があるボロン酸ベースの受容体の
幾つかの態様がある。第1に、炭水化物に対するボロン酸の結合は、完全に可逆的であり
、このことはナノチャネルにおける場合もそうであるという証拠はない。より重要なこと
に、ボロン酸は、中性の炭水化物の存在下で静電電荷における変化を、すなわちナノポア
における電流整流に劇的な影響を及ぼす変化を受けるおそれがある。これらの特性の利点
を、改変したナノチャネルに対し取り入れるためには、ポリ（４‐ビニルピリジン）に基
づくカチオン性ポリマーをボロン酸受容体マトリックスとして選択した（図２６）。ポリ
マーをアルキル化することにより、それぞれの正電荷毎に正確に１つのボロン酸を生ぜし
める。カチオン性ポリマーは、静電相互作用、すなわち電流整流に基づいて監視しうる相
互作用、に基づいて石英のナノピペットに固定させることができる。
【００４２】
　ここで用いるボロン酸は簡単な人工受容体であり、これらは糖を結合する能力を有する
ことが認識されている。センサ及びアクチュエータを形成するのに利用しうるボロン酸に
は、幾つかの特性がある。1,2-ジオール（例えば、1,2-ジヒドロキシベンゼン、エチレン
グリコール）を結合すると、ボロン酸のルイス酸性度が増大する。例えば、フェニルボロ
ン酸は、負に荷電されたボロン種と平衡状態にあるカテコール（1,2-ベンゼンジオール）
との錯体を形成する（Vladimir M. Mirsky氏、 Anatoly Yatsimirsky氏、Wiley-CH氏編集
のArtificial Receptors for Chemical Sensors, Chapter 6 (2011)参照）。従って、ｐK

aが緩衝媒体のｐＨよりも小さい値にシフトすると、炭水化物の結合によりボロン酸をア
ニオンボロナートエステルに変換するようになる。ボロン酸を用いている現在まで報告さ
れているプローブ及びセンサの多くは蛍光ベースのものである。しかし、ボロン酸は多用
途性である為、この受容体は、炭水化物の分離、ポリマー材料の膨張に基づく光センサ及
び電気化学センサに対しても用いられている。中性の糖の結合はボロン酸の荷電を変化さ
せうるという事実が、この受容体を、反応性の良いナノ流体のダイオードに対する優れた
候補にする。
【００４３】
　ナノチャネル内の修飾したナノポアは、ポリマーのカチオン電荷から得られる強い電流
整流、すなわち中性の炭水化物の存在で反転しうる整流を呈した。ナノチャネルはフルク
トースのミリモル濃度に対する可逆性の反応を呈した。溶液中のポリマーを特徴づける能
力は、ボロン酸と1,2-ジオールとの相互作用と、荷電との双方に依存する結合様式を呈し
た。修飾されたナノチャネルは、アニオン性カテコールを含む染料、すなわちアリザリン
レッドスルホン酸塩（ＡＲＳ）に対し特に高い感応性を呈し、６０μｍの染料のみを用い
て電流整流を解除する。重要なことに、イオン透過性の変調は、イオン伝導率の遮断に依
存せずに、静電電荷の結果としての電流整流の極性の変化に依存する。本発明によれば、
ナノチャネルを通るイオン流を変調させるのに電圧に依存しない新たな技術を可能にする
ものである。
【００４４】
　［定義］
定義されていない限り、ここで用いる全ての技術的な且つ化学的な用語は、本発明が属す
る当業者にとって一般に理解されるのと同じ意味を有するものである。ここに述べるのと
類似する又は等価な如何なる方法や材料も、本発明の実行又は検査に用いうるものである
が、好適な方法及び材料を説明する。一般に、細胞及び分子の生物学や化学と関連して用
いられる命名は、当該技術で周知であり、一般に用いられているものである。明確に規定
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しないある実験的技術は一般的に、当該技術で周知であるとともに本明細書全体に亘り引
用され且つ論じた特定の参考文献に記載された従来の方法に応じて実行されるものである
。明瞭化のために、以下の用語を以下に規定する。
【００４５】
　用語「イオン」は、電子の総数がプロトン（陽子）の総数に等しくなく、これに正味の
正又は負の電荷を与えるようにする原子又は分子を意味する。この用語は特に、イオンが
単一原子より成る原子イオン又は単原子イオンに且つ小分子の多原子イオンに関するもの
である。
【００４６】
　用語「小分子」は、約１，０００の原子質量単位（amu ）よりも少ない、ある実施例で
は２００ amuよりも少ない分子量を有する化合物を意味するものである。小分子は、サイ
ズ制限よりも上のポリ核酸又はポリペプチドを含まないが、特に細胞内に見つけられる他
の小分子を含むものである。例としては、アデニンは約１３５ amuであり、グルコースは
約１８０ amuであり、尿素は約６０ amuであり、クレアチニンは約１１３ amuである。
【００４７】
　用語「ナノピペット」は、ナノスケールの円錐状先端部開口、すなわちナノポアを有す
る、中空の自己支持型で不活性の非生物学的な構造体であって、先端部開口を約０．０５
nm～約５００nm、好ましくは約（＋２０％又は－２０％）５０nm又は約８０nm又は約１０
０nmとした構造体を意味するものである。中空の構造体は、例えば、ガラス又は石英とす
ることができ、その内部には先端部開口を通過する流体を保持するのに適している。ナノ
ピペットの内部は、検体の非特異的結合を最少にするように選択又は修飾されている。ナ
ノピペットの内部は代表的に、石英又は他の生物学的に不活性な材料の単一層の壁厚を均
一とした細長のコーンの形態とし、その寸法は、ナノピペット内の溶液に接触させる電極
を挿入させうる寸法とする。ここで用いるナノピペットは代表的に、単一のボアを有する
が、複数の同心的なボアを有するナノピペットを、二重ボアのキャピラリーをプリング処
理することにより製造することができる。外径は代表的に、先端部領域において約１μｍ
よりも小さくする。
【００４８】
　用語「ナノポア」は、電気絶縁膜、好ましいくは前述したナノピペットの先端部におけ
る小さな孔を意味する。ナノポアは、このナノポアに隣接するナノピペットのボアの最後
の数mmである先端部領域内にある。以下に説明するナノポアは、小分子の錯体がナノポア
を通るイオン及び分子の移動に影響を及ぼすような寸法とする。ナノポアは、膜にまたが
って電圧厚肉を印加した際にナノポアを通過するイオン電流を監視するデバイスで官能化
されるように設計されている。ナノポアは、ナノピペットの本体より成るチャネル領域を
有しており、好ましくは、先細構造、例えば、截頭円錐構造とする。以下に説明するよう
に、石英キャピラリーをプリング処理することにより、再生可能な所定のナノポア形状を
得ることができる。
【００４９】
　用語「電流整流」は、荷電されたナノポアが、対称的な入力電圧に反応して非対称的な
電流出力を得る際の効果を意味する。拡散電気二重層の厚さがポアの寸法に匹敵すると、
ナノポアの表面上の固定荷電種と溶液内のイオン種との間の静電的な相互作用がナノピペ
ットの選択透過性を変える。整流係数γは、特定の正電圧で測定した電流と、これと同じ
であるが極性を逆とした電圧で測定した電流との間の比の対数として、すなわち
　　　　　γ＝Log10Ｉ+/Ｉ-
として規定される。
【００５０】
　この整流係数は、ナノピペットの整流特性、従って、センサ表面上の固定電荷を表す有
効な指標である。負に荷電された石英のナノポアは負の電流整流（γ＜０）を示す。ポリ
エルリジン、デンドリマー、アミノシラン及びキトサンのような荷電した官能化層でナノ
ポアの表面を修飾させることにより整流を反転させる（γ＞０）ことができる。
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【００５１】
　用語「ナノピペット装置」は、電流検出回路に動作的に接続されたナノピペットを意味
するものであり、このナノピペットは、このナノピペット及び何らかの基準（参照）電極
と接触する試料流体を収容するのに適しているようにしたものである。
【００５２】
　用語「電流検出回路」は、電流及び電圧の双方又は何れか一方を検出するデバイスを意
味し、これを回路中に適用して例えば、ここで説明したようにナノピペット及び基準電極
に接続する。この回路は、１０～１００００ピコアンペアのベースライン電流に基づいて
１～１００又は１０～１００又は１～１０ピコアンペア程度の電流変化を検出する何らか
の感応デバイスを有することができる。この用語は更に、時間に反応するとともに、温度
に比較的依存しないか又は温度変化を補償する回路を言及するものである。回路は、既知
の電圧が供給される入力端を有する必要がある。電圧クランプ増幅器及びトランスインピ
ーダンス増幅器を有する感応検出回路は既知である。この場合、用語「電圧クランプ」は
、１つの入力端を可変コマンド（指令）電圧の点に接続し、他の１つの入力端を測定電圧
の点に接続した差動増幅器と、帰還回路とを用いた回路を言及するものである。電圧クラ
ンプは負帰還を用いてシステムをコマンド電圧に維持する。この場合、コマンド電圧は、
信号発生器から得られる交流電圧信号のような所定の交流信号である。出力電流は入力電
圧の変化を追随し、電流の僅かな変化を検出しうる。
【００５３】
　用語「石英」は、ナノピペット媒体が、結晶質の石英よりも廉価な溶融シリカ又は非晶
質の石英であることを意味する。しかし、結晶質の石英を用いることができる。セラミッ
クス及びガラスセラミックスや、ホウケイ酸ガラスも用いることができるが、精度は石英
ほど良好ではない。用語「石英」は、特定の材料や、適用可能なセラミック、ガラスセラ
ミック又はホウケイ酸ガラスを含むことを意図及び規定するものである。現存のナノピペ
ットの製造には、種々のガラス又は石英を用いることができることに注意すべきである。
主として考慮することは、直径が小さい開口に材料が引き込まれる能力である。好適なナ
ノピペット材料は主として、種々のガラス及び石英の形態で含められるような、二酸化ケ
イ素から成る。溶融石英及び溶融シリカは、主としてアモルファス（非結晶質）の形態の
シリカを含む種類のガラスである。
【００５４】
　用語「電解質」は、固体電解質、すなわち自由イオンを含む材料を意味する。代表的な
イオンには、ナトリウム、カリウム、カルシウム、マグネシウム、塩化物、リン酸塩及び
重炭酸塩が含まれる。他のイオン種も用いることができる。この材料は代表的に液体であ
り、この場合この液体は、検体及びイオンを溶液中に含む試料を有する。試料自体は、ヒ
ト血漿又はその他の体液、試水等のような電解質とすることができる。電解質はイオン電
流を伝える必要があり、この機能に対しては、約１０～１００ｍＭ、好ましくは約１００
ｍＭの正及び負イオン種が必要となると考えられている。本発明のデバイスでは、ナノピ
ペットの内部及び試料材料に同じ又は異なる電界質を採用しうる。
【００５５】
　用語「高分子電解質」は、ここではその従来の意味で用いられているものであり、すな
わちその反復単位により電解質群をもたらすポリマーである。これらの群は水溶液（水）
内で分離し、荷電ポリマーを形成する。従って、高分子電解質の特性は、電解質（塩類）
及びポリマー（高分子化合物）の双方に類似しており、しばしばポリソルト（polysalt）
と称されている。塩と同様に、これらの溶液は導電性である。ポリマーと同様に、これら
の溶液はしばしば粘性である。一般にソフトマター（やわらかい物質）のシステムに用い
られている荷電分子鎖は、種々の分子集合体の構造、安定性及び相互作用を決定する基本
的な役割を奏するものである。高分子電解質は、荷電官能基及び合成ポリマーを含む生体
ポリマーを有している。高分子電解質の例には、オリゴヌクレオチド、核酸、タンパク質
、ペプチド、ペクチンのような多糖、カラギーナン、アルギン酸塩及びキトサンが含まれ
るが、これらに限定されるものではない。合成ポリマーの例には、ポリビニルピロリドン
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、カルボキシメチルセルロース、ポリ（スチレンスルホン化ナトリウム）、ポリアクリル
酸等含まれるが、これらに限定されるものではない。
【００５６】
　高分子電解質上の電荷はモノマー単位から直接導出させるか、又はこれらを前駆体ポリ
マー上での化学反応により導入させることができる。例えば、ポリ（ジアリルジメチルア
ンモニウムクロライド）（“ＰＤＡＤ”）は、ジアリルジメチルアンモニウムクロライド
、すなわち正に荷電された水溶性のビニルモノマーを重合させることにより形成する。正
に荷電された共重合体ＰＤＡＤ-co-ＰＡＣ（すなわち、ポリ（ジアリルジメチルアンモニ
ウムクロライド）及びポリアクリルアミドの共重合体）は、ジアリルジメチルアンモニウ
ムクロライド及びアクリルアミド（ポリマー中で中性に保たれる中性モノマー）の重合に
より形成される。ポリ（スチレンスルホン酸）は、中性のポリスチレンのスルホン化によ
り形成しうる。このポリ（スチレンスルホン酸）は、負に荷電されたスチレンスルホン酸
モノマーを重合させることにより形成することもできる。
【００５７】
　本発明においては、ポリアニオンを有する種々の高分子電解質を用いることができる。
弱いポリアニオンは、代表的にカルボン酸基を有しており、一方強いポリアニオンは、代
表的にスルホン酸基、ホスホン酸基又は硫酸基を有している。負に荷電された高分子電解
質の例には、ポリ（スチレンスルホン酸）（“ＰＳＳ”）、ポリ（2-アクリルアミド-2-
メチル-1-プロパンスルホン酸）（“ＰＡＭＰＳ”）、スルホン酸化したポリ（エーテル
エーテルケトン）（“ＳＰＥＥＫ”）、スルホン酸化したリグニン、ポリ（エチレンスル
ホン酸）、ポリ（メタクリルオキシエチルスルホン酸）、これらの塩類及びその共重合体
のようなスルホン酸基（‐ＳＯ３）や、ポリ（アクリル酸）（“ＰＡＡ”）及びポリ（メ
タクリル酸）のようなポリカルボン酸塩や、カラゲニンのような硫酸塩、を有する高分子
電解質が含まれる。他のポリアニオンには、ＨＶ‐アルギン酸ナトリウム、アルギン酸ナ
トリウム、ヒアルロン酸ナトリウム、ヘパリン硫酸、硫酸セルロース、カッパカラギーナ
ン、トリポリリン酸ナトリウム、低エステル化ペクチン（ポリガラクツロン酸）、ポリグ
ルタミン酸、カルボキシメチルセルロース、コンドロイチン硫酸‐６、コンドロイチン硫
酸‐４及びコラーゲンが含まれる。ポリアニオンの分子量及び電荷密度は、化合物が適切
なポリカチオンとで高分子電解質の錯体を形成するように選択される。
【００５８】
　ポリカチオンである種々の高分子電解質は、カチオン性ポリマーとして採用することも
できる。典型的なポリカチオンには、ポリエチレンイミン（“ＰＥＩ”）及びポリプロピ
レンイミンのようなポリアルキレンイミンが含まれる。他のポリカチオンには、ポリアミ
ン、すなわちモノマー単位が、ポリエチレンポリアミン、ポリプロピレンポリアミン、ポ
リビニルアミン、ポリアリルアミン、ポリ（ビニルアルコール／ビニルアミン）、キトサ
ン、ポリリシン、ポリミキシン、スペルミン塩酸塩、硫酸プロタミン、ポリ（メチレン-c
o-グアニジン）塩酸塩、エトキシル化ポリエチレンイミン、エピクロルヒドリンで修飾さ
れたポリエチレンイミン、四級化ポリアミド、ポリジアリルジメチルアンモニウムクロラ
イド-co-アクリルアミド）のようなペンダントアミン基を有するようにしたポリマーが含
まれる。当該技術分野で既知のように、キトサンは、ランダムに分布したβ-(1-4)結合し
たＤ‐グルコサミン（脱アセチル化単位）と、Ｎ‐アセチル‐Ｄ‐グウコサミン（アセチ
ル化単位）とより成る線状多糖類である。
【００５９】
　正に荷電された高分子電解質の他の例には、ポリ（ジアリルジメチルアンモニウムクロ
ライド）（“ＰＤＡＤ”）、ポリ（ビニルベンジルトリメチルアンモニウム）（ＰＶＢＴ
Ａ）、イオネン、ポリ（アクリルオキシエチルトリメチルアンモニウムクロライド）、ポ
リ（メタクリルオキシ（2-ヒドロキシ）プロピルトリメチルアンモニウムクロライド）及
びその共重合体のような第四級アンモニウム基や、ポリ（Ｎ‐メチルビニルピリジン）（
“ＰＭＶＰ”）、他のポリ（Ｎ‐アルキルビニルピリジン）及びその共重合体のようなピ
リジニウム基を有する高分子電解質や、ポリ（アリルアミン塩酸塩）（“ＰＡＨ”）のよ
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うなプロトン化ポリアミンが含まれる。ポリカチオンの分子量及び電荷密度は、化合物が
適切なポリアチオンとで高分子電解質の錯体を形成するように選択される。更に、ピりジ
ルをベースとするカチオン性ポリマーの記述は、例えば、“Cationic Alkenyl Azabenzen
es and Rubber Modified Asphalts”と題する米国特許US 4,384,075に見られる。以下に
例示するポリ（4-ビニルピリジン）（Ｍｗ約60,000）のようなポリビニルピリミジンや、
例えば、ポリ（4-ビニルピリジン-co-ブチルメタクリレート）もカチオン性ポリマーとし
て明確に規定されている。ピリジルをベースとするポリマーをアルキル化し、ポリカチオ
ンを生ぜしめるのに幾つかのグループのうちの何れかを用いることができる。これらのグ
ループには、ボロン酸、ビオチン及びキレート配位子のような受容体を含めることができ
る。従って、当該技術分野で理解されているように、現在の高分子電解質は、ポリアルキ
ルピリジン、すなわちペンダントピリジル基を有するアルキル主鎖を持つポリマーとする
ことができる。ポリアルキルピリジンは代表的に、図１６に示すように、分子量（例えば
、１，０００～１０，０００）に応じて“ｎ”の繰り返し単位のアルキル（例えば、ビニ
ル）主鎖を有しており、且つ全てのモノマー単位ではなく、ピリジル基がモノマーに直接
結合されているか、リンカーを介して繰り返しモノマー単位に結合されている場合には、
ある主鎖に取り付けられている。
【００６０】
　用語「塩」は、ここでは通常の意味で用いられており、酸及び塩基の中和反応から生じ
うるイオン化合物を言及するものである。これらは、カチオン（正に荷電されたイオン）
及びアニオン（負イオン）より成っており、生成物質は電気的に中性である（正味の電荷
が無い）。これらの成分イオンは、塩化物（Ｃｌ－）のような無機としたり、アセテート
（ＣＨ３ＣＯＯ－）のような有機にしたり、フッ化物（Ｆ－）のような単原子イオンや、
硫酸塩（ＳＯ４

２－）のような多原子イオンとすることができる。塩には幾つもの種類の
ものがある。水に溶解された際に水酸化物イオンを生じるように加水分解する塩は塩基性
塩であり、水中でヒドロニウムイオンを生じるように加水分解する塩は酸性塩である。中
性塩は、酸性塩でも塩基性塩でもない塩である。両性イオンは、同一分子内にアニオン中
心及びカチオン中心を有するが、塩とはみなされない。これらの例には、アミノ酸、多く
の代謝物、ペプチド及びタンパク質が含まれる。溶解塩（例えば、水中の塩化ナトリウム
）を含む溶融塩及び溶液は、電気を通す為に電解質と称される。
【００６１】
　用語「ポリアクリル酸」（ＰＡＡ）は、アクリル酸単位のポリマーを意味する。ＰＡＡ
の式は、(Ｃ３Ｈ４Ｏ２)ｎである。繰り返し単位の個数は、例えば、２，０００～約２４
，０００の分子量を有するポリマーが得られるように選択しうる。中性ｐＨの水溶液では
、ＰＡＡの側鎖の多くがこれらのプロトンを消失し、負電荷を獲得する。これにより、Ｐ
ＡＡを高分子電解質とし、弱酸性カチオンを形成する。
【００６２】
　用語「多糖」は、グリコシド結合により互いに結合された繰り返し単位（単糖類か又は
二糖類かの何れか）により形成されたポリマー糖鎖構造体を意味する。これらの構造体は
しばしば線形であるが、様々な度合の分岐を含むことができる。多糖はしばしば、僅かに
変更された繰り返し単位を含む完全な異種となる。これらの巨大分子は、構造に応じてこ
れらの単糖構成単位とは異なる特性を有しうる。多糖における全ての単糖が同じ種類のも
のである場合、多糖はホモ多糖と称されるが、1種類よりも多い単糖が存在する場合には
、多糖はヘテロ多糖と称されている。多糖は一般式Ｃｘ(Ｈ２Ｏ)ｙを有する。ここで、ｘ
は通常２００及び２５００間の大きな数である。これらの例には、でんぷん及びグリコー
ゲンのような貯蔵多糖類や、セルロース、キチン及びアラビノキシランのような構造多糖
類や、ペプチドグリカンのような細菌性多糖類が含まれるが、これらに限定されるもので
はない。他の例には、ペクチン、カラギーナン、アルギン酸塩、キトサン等が含まれる。
【００６３】
　イオン結合の多糖としては、キトサン、キサンタン、アルギン酸塩、キチン及びペクチ
ンのような多糖が例示される。ここに述べたようなイオン結合の多糖類はキレート化によ
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り機能する。
【００６４】
　用語「キレート化」は、その通常の意味において、キレート剤の活量を言及するもので
ある。キレートは、金属イオン及びキレート剤より成る化合物である。キレート剤は、そ
の分子が、単一の金属イオンに対する幾つかの結合を成し得る物質である。換言すると、
キレート剤は、多座配位子である。キレート剤（chelant ）は、ＡＳＴＭ‐Ａ‐３８０に
よれば、「ある種の金属イオンを有する可用性の複合分子を形成する化学物質であり、イ
オンを不活性化して、これらが通常沈殿物又はスケールを生ぜしめる他の元素又はイオン
と結合できないようにするもの」である。
【００６５】
　用語「キトサン」は、ここではその通常の意味において、ランダムに分布され、β-(1-
4)結合されたＤ‐グルコサミン（脱アセチル化単位）と、Ｎ‐アセチル‐Ｄ‐グウコサミ
ン（アセチル化単位）とより成る線状多糖類であることを言及するものである。キトサン
におけるアミノ基は約６．５のｐKa値を有し、これにより、ｐＨ及び％ＤＤ（脱アセチル
化度）に依存する電荷密度を有する、酸性から中性までの溶液中でプロトン化をもたらす
。これにより、キトサンを水溶性にするとともに、粘膜のような負に荷電された表面に容
易に結合する生体接着性を達成する。キトサンは、上皮表面に亘る極性ドラッグ（薬物）
の移動を高めるとともに、生体適合性及び生分解性となる。キトサンは、甲殻類（カニ、
エビ等）の外骨格及び菌類の細胞壁内の構造元素であるキチンの脱アセチル化により市販
されるようになっている。脱アセチル化度（％ＤＤ）はＮＭＲ分光法により決定でき、市
販のキトサンにおける％ＤＤは６０～１００％の範囲内にある。市販のキトサンの分子量
は、平均で３，８００～２０，０００ダルトンの範囲内にある。キトサンは、金属イオン
を収集するための適切な生体ポリマーとして記載した。その理由は、キトサン鎖上のアミ
ノ基及びヒドロキシル基が金属イオンに対するキレート化位置として作用しうる為である
。キトサンによる銅結合に関する更なる詳細は、文献“Food Chemistry 114 (2009) 962-
969”で見ることができる。キトサンは、金属イオンを収集するための適切な生体ポリマ
ーとして記載されている。その理由は、キトサン鎖上のアミノ基及びヒドロキシル基が金
属イオンに対するキレート化位置として作用しうる為である。キトサンは、米国特許出願
公開US2011/0136255に示された構造を有している。
【００６６】
　用語「カルモジュリン」（calmodulin（カルモジュリン）は、CALcium MODULated prot
eINの略語である）は、ここではその通常の意味で、全ての真核細胞で表されたカルシウ
ム結合タンパク質を言及するものである。このカルモジュリンは、種々の異なるタンパク
質標的に結合し、これらを調節し、これにより多くの異なる細胞機能に影響を及ぼすよう
にすることができる。カルモジュリンは、カルシウムに結合すると構造変化を受け、これ
によりこのカルモジュリンを特定の反応のために特定のタンパク質に結合させうるように
する。又、カルモジュリンは、４つまでのカルシウムイオンを結合させることができ、又
リン酸化反応、アセチル化、メチル化及びタンパク質分解的切断のような翻訳後修飾を受
けることができる。これらの各々は、その作用を調整しうる可能性がある。カルモジュリ
ンは、約１４８のアミノ酸の長さの小さな酸性タンパク質であり（１６７０６ダルトン）
、それ自体でタンパク質シミュレーションソフトウェアを検査するのに好ましいものであ
る。カルモジュリンは、４つのＥＦハンド“モチーフ”を有しており、その各々はCa2+イ
オンを結合する。タンパク質は、可撓性のヒンジ領域により分離された２つのほぼ対称的
なドメインを有している。カルシウムは、イオン配位用の電気陰性環境を提供するＥＦハ
ンドモチーフの使用により結合される。カルシウムが結合した後、メチオニン残基からの
疎水性のメチル基が、構造変化を介してタンパク質上で露出されるようになる。これによ
り疎水性表面を提示し、次にこれら表面を目標のタンパク質上の基本的な両親媒性らせん
（ＢＡＡらせん）に結合しうる。これらのらせんは、相補的な疎水性領域を含んでいる。
【００６７】
　カルモジュリンは、カルシウムを結合している例示的なイオン結合タンパク質である。
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他のカルシウム結合タンパク質はトロポニンＣ及びＳ１００Ｂを有している。自然的な金
属イオン結合タンパク質でない他のタンパク質は、小分子キレート剤に結合しうる。他の
適切な結合タンパク質には、CopAや、（銅を結合する）メタロチオネイン、亜鉛フィンガ
ータンパク質、シチジンデアミナーゼ及び（亜鉛を結合する）神経成長因子が含まれる。
【００６８】
　用語「ボロン酸」は、ここではその通常の意味で、オルガノボランのより大きな分類に
属する炭素‐ボロン結合を含むアリキル基又はアリール基置換ボロン酸を言及するもので
ある。ボロン酸はルイス酸として作用する。これらの独特な特性は、これらがシュガー、
アミノ酸、ヒドロキサム酸等（近接の（１，２）又は場合により（１，３）置換ルイス塩
基ドナー（アルコール、アミン、カルボキシレート））との可逆性の共有結合複合体を形
成しうるということである。ボロン酸のｐKaは約９であるが、水溶液中でのコンプレクシ
ョン時には、これらボロン酸はｐKaが約７の４面体のボロナート錯体を形成する。これら
は、場合に応じ、分子認識領域において糖類に結合させるのに用いて、蛍光検出を達成す
るか、又は膜に亘って糖類を選択的に移動させるようにする。ボロナートエステルは、ボ
ロン酸とアルコールとの間に形成されたエステルである。ボロン酸は式ＲＢ(ＯＨ)２を有
する。ここに、Ｒは如何なる基にもすることができ、例えば、アルキル基とすることがで
きる。ボロナートエステルは式ＲＢ(ＯＲ)２を有する。
【００６９】
　水溶液系におけるボロン酸と1,2-又は1,3-ジオールとの間の共有結合対相互作用は迅速
で可逆的である。これ自体として、糖類上に存在するヒドロキシル基とボロン酸との間に
確立される平衡状態を採用して糖類に対するセンサの範囲を広げることができる。この相
互作用に対する可能な適用には、糖尿病の血糖値を監視するシステムが含はまれる。
【００７０】
　ボロン酸及びボロン酸エステルは、単糖類、二糖類、オリゴ糖、多糖類を含むとともに
単糖類であるグルコースをも含む糖類を検出するのに用いるために、ここに具体化するナ
ノピペットを官能化するのに用いることができる。単糖類は、これらをより小さい炭水化
物に加水分解できないという点で最も簡単な炭水化物である。これらは、2つ以上のヒド
ロキシル基を有するアルデヒド又はケトンである。修飾していない単糖類の一般の化学式
は(Ｃ・Ｈ２Ｏ)ｎであり、文字通り“炭素・水化物”である。単糖類は、重要な燃料分子
であるとともに、核酸に対する構成単位である。ｎ＝３の最小の単糖類は、ジヒドロキシ
アセトンや、Ｄ‐及びＬ‐グリセルアルデヒドである。２種類の結合された単糖類を二糖
類と称し、これらは最も簡単な多糖類である。ボロン酸コーティングで検出しうる二糖類
の例には、蔗糖及び乳糖が含まれる。オリゴ糖である検体の例には、二糖類、三糖ラフィ
ノース及び四糖スタキオースが含まれる。多糖類の例には、でんぷん、グリコーゲン、キ
チン、セルロース、カロース又はラミナリン、クリソラミナリン（chrysolaminarin ）、
キシラン、アラビノキシラン、マンナン、フコイダン及びガラクトマンナンが含まれる。
【００７１】
　用語「糖結合タンパク質」は、特に炭水化物に結合するタンパク質を意味する。用語「
糖類」は、「炭水化物」と同義に用いられる。糖結合タンパク質の一例はレクチン族であ
る。その例には、コンカナバリン、マンノース結合タンパク質、ピーナッツアグルチニン
、スノードロップレクチン、リシンが含まれる。
【００７２】
　（一般的な方法及び装置）
　ここでは、電圧指令式イオン移動による水溶液中の沈殿を制御するとともに、ナノピペ
ットの先端部を通るイオン電流に及ぼす沈殿の影響によりこの沈殿を研究する方法及び装
置を記載する。ナノスケールでの沈殿の最も初期の段階を研究することは、技術的に課題
となっているが、このような現象が結晶化及びバイオミネラル化のような重要な処理に反
映する為に、かなりの価値があることである。石英のナノピペットをナノリアクタとして
用いると、不溶性の塩の沈殿が誘起されて、発振電流遮断を生ぜしめる。可逆処理は、沈
殿の反応速度及びその結果の相対寸法の双方を測定するのに用いることができる。
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【００７３】
　図1は、イオン及び炭水化物の双方又は何れか一方の種々の種１１２を含む溶液１０６
内に先端部を入れている石英のナノピペット１０２を通るイオン電流発振を測定する本発
明による電気化学機構の一例を示す。電子機器は、ナノピペット内のイオン電流発振を測
定するために設けられている。イオン電流は、ナノピペットの内部及び外部間の電圧差に
反応してナノポアを通ってナノピペット内に入る又はナノピペットから出るイオンの流れ
に起因するものである。電子機器には、ピペット内の溶液と接触させる電極１０４と、抵
抗帰還パッチクランプ及び高速電流クランプ増幅器であるMolecular Devices （モレキュ
ラーデバイス）社製のAxopatch増幅器であって、電極１０４に接続された負入力端を有す
る増幅器と、ナノピペットの外部の試料溶液１０６内の基準電極１１０とが含まれる。本
例の機構は、石英のナノピペットを通るイオン電流を測定する。先端部におけるポア直径
は代表的に４０～６０nmである。以下に例示しここに示すように、溶液は、ＫCl（０．１
Ｍ）のような種々のイオンを含んでおり、且つバレル１０２内で１０ｍＭのリン酸カリウ
ムにより及び浴１０４内で１０ｍＭのTris‐ＨClによりｐＨ７でバッファリングされてい
る。浴内には塩化亜鉛が２～２０μＭの濃度で入れられている。リン酸塩のない緩衝材を
浴内に用いるのは、浴溶液中の沈殿を防止する為である。これにより、バレル内のリン酸
塩が浴溶液の亜鉛イオンと混合される際に、沈殿がナノピペットの先端部に局所化される
。更に、電圧クランプ回路に関する更なる詳細は、“Charge perturbation detection sy
stem for DNA and other molecules”と題している米国特許 US7,785,785で見ることがで
きる。
【００７４】
　例えば、図4及び９に示すように金属イオンを検出する手段として構造が異なるが同じ
デバイスを用いてイオン電流の整流を測定することができる。本例では、ｐＨ７のリン酸
塩のような緩衝材をナノピペットのバレル及び浴の溶液の双方に対する電解質としてとし
ている。図1には、ナノピペットの先端部に隣接するボア内部上のコーティング１０８を
も示してある。この領域を“ナノポア”と称し、その中で“ナノチャネル”を規定してい
る。コーティング１０８は、以下に更に説明するように、先端部に亘ってメッシュ状の構
造に延在させるか、又は内部表面上の単一コーティングとすることができ、且つ選択した
イオン又は炭水化物を特異結合させるために用いることができる。以下に説明するように
、ポリアクリル酸を１０８で示すように被着させる、すなわちナノピペットのケイ酸塩に
被着させることができ、ポリアクリル酸の上部にキトサンを被着させる。Cuイオンはキト
サンに結合するように示してあるが、ｐＨ３で釈放される。
【００７５】
　キレート剤を用いることによる金属イオンの検出は、ナノポアにおけるナノ沈殿による
電流発振の変化を測定するのとは相違する。キレート剤がカチオンを結合すると、以下に
説明するように負のイオン電流整流がこのような結合を表す。
【００７６】
　ポリマーは、カチオンとなるように合成されており、このポリマーは、ナノポア内に埋
め込まれると正の電流整流を呈する。正の電荷は、糖類を結合すると、中性となり、イオ
ン電流が負に整流されるようになる。ボロン酸がガラスに直接取り付けられている文献の
他のシステムに対してはこのようにならない。これらのシステムは、シュガーの結合時に
整流の僅かな変化（負の値から僅かに多い負の値への変化）を達成する。
【００７７】
　既知のように、Ｉ‐Ｖ曲線（電流‐電圧曲線）は、ナノポアを通る荷電イオンの流れ依
存する種々の特性を呈する。整流が行われる個所では、Ｉ‐Ｖ曲線は直線状とならずに、
正の電圧（正の整流）に反応して、又は負の電圧（負の整流）に反応して電流の通過が多
くなる。電圧の極性は、ナノピペット内の電極に関して与えられる。従って、動作中、本
発明のデバイスは負の範囲で、次に正の範囲で多数の電圧レベルを順次に供給する。例え
ば、図4においては、－４００ｍＶ～０Ｖ及び０Ｖ～＋４００ｍＶの電圧が１４個の別々
のレベルで供給され、Ｉ‐Ｖ曲線を生ぜしめるために各レベルで電流が測定される。この



(22) JP 6046058 B2 2016.12.14

10

20

30

40

50

範囲は、所定のシステムの特定のパラメータが決定する場合には狭くすることができる。
【００７８】
　図2は、イオン電流発振を生ぜしめる溶液及びナノピペット回路の構成を示す。ナノピ
ペットバレル２０２内の負電位（０＜Ｖとして示す）が亜鉛カチオンを浴１０６（図1）
からポア、すなわちナノピペットの開口内に引き入れ、一方リン酸イオンはナノピペット
のバレル１０２（図１）から押し出される。イオンの混合（カチオンとのアニオンの混合
）がナノピペットの先端部の領域１１８内で生じる。充分な大きさの沈殿物が２０６で示
すように形成されると、ポアが遮断され、イオン電流が減少する。
【００７９】
　以下に記載するように、不水溶性の高い塩のリン酸亜鉛に対する対イオンはナノピペッ
トのポア及び印加電圧により分離されて、界面へのイオン移動を生ぜしめる。２０６での
塊により示すポア遮断の反応速度を解析することにより、２つの異なる反応機構、すなわ
ち、溶液からの沈殿による低速処理と、閉じ込められた沈殿物の電圧駆動による移動に起
因する高速処理とが識別された。これらの技術は、沈殿運動を研究するとともに、図2に
示すように“反応領域”と考えられるナノリアクタ内の捕捉粒子に関する測定を実行する
のに用いることができる。本例では、粒子はリン酸亜鉛の塩類である。他の粒子はタンパ
ク質、特に荷電されたタンパク質を含むことができ、結晶学で用いられるような結晶を取
り除くための条件を検査するのにナノピペットを用いることができる。上述したデバイス
は、対イオンを有するナノ沈殿に基づいてカチオン又はアニオンの何れかに対する電気セ
ンサとしても用いることができる。
【００８０】
　受容体で官能化したナノピペットを用いてイオンを可逆的に結合させる電気センサも開
示する。ここに与えるセンサは、ｐＨ、カルシウム、銅及び炭水化物に対するセンサであ
る。受容体は、酸性又は塩基性の官能性、金属キレート剤又はタンパク質を有する分子と
することができる。カルシウムバイオセンサに対する概念実証として、タンパク質カルモ
ジュリンをナノピペットの先端部の内部に固定させた。センサは、中性のｐＨの電解質内
の、マグネシウムを超えたカルシウムの選択性を呈し、単に新鮮な溶液内に浸漬させるこ
とによりカルシウムシグナリングを可逆的とした。このセンサは、再現可能で濃度に依存
する信号を用いた２０回を超える別々の測定に対して使用した。
【００８１】
　更に、ある高分子電解質で官能化したナノピペットが遷移金属を可逆的に結合させると
いうことが立証された。概念実証として、外部層としてキトサンで修飾されたナノピペッ
トと、石英の内部の上に層状に形成したポリアクリル酸（ＰＡＡ）とが銅を可逆的に結合
させることを示した。この場合、キトサン／ＰＡＡを、以下に説明するように被着させる
。ナノピペットの外側は例えば、シランで処理する。Cuイオンは、ナノピペットの内側表
面上のポリアクリル酸と組み合わせたキトサンに結合する。ｐＨ３では、Cu2+イオンがキ
トサンから外れる。ナノピペットの外側の表面処理は、膜、例えば、脂質二重層、すなわ
ち細胞膜を通るナノピペットの透過を容易にするために行うことができる。このナノピペ
ットの外側の表面処理は、ナノピペットに対する受容体の結合を変えない。
【００８２】
　更に、以下に示すように、印加電圧を用いてナノピペットの結合特性を調整することが
できる。ある実施例では、ナノピペットを、炭水化物を含むイオンへの結合を行うように
するタンパク質により官能化する。他のある実施例では、ナノピペットを、炭水化物を検
出するようにするボロン酸又はボロン酸エステルにより官能化する。更に、アミン又はカ
ルボン酸基を含む高分子電解質、アミンを含む生体高分子キトサン又はアミノシランの何
れかによりナノピペットを官能化することによりｐＨに対するセンサを準備した。ｐＨセ
ンサはｐＨ３～ｐＨ８の異なる緩衝材に対し急速に可逆反応することも示した。これらの
種類のセンサは、水質の監視、生体内単細胞分析又は官能性イオンのマッピングのような
、可逆的で連続性のセンサ又はセンサアレイを必要とする多くの異なる分野に対し用いる
ことができる。
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【００８３】
　［例１：ＰＬＬ及びＰＡＡ高分子層によるナノピペットバイオセンサの生成及び特性化
］
　Sutter(サッター)社（カリフォルニア州ノバート所在）製の、フィラメントを有する石
英キャピラリー（型番：QF100-70-7.5）をそのまま用い、これを同社製の型番P-2000のレ
ーザプラ―でプリング処理してナノピペットを形成した。使用したプラ―の設定値は、ヒ
ート（heat）を６２０、フィラメント（filament）を６０、ベロシティ（velocity）を６
０、ディレイ（delay ）を１７０、プル（pull）を１８０とした。これらの設定値はプラ
―に応じて変えることができ、必要に応じ所望のコンダクタンスで負のイオン電流の整流
を呈するナノピペットを形成するように調整した。これらのピペットに、その他に示さな
い限り緩衝化した電解質（１０ｍＭのTris-ＨCl及び１００ｍＭのＫCl）を裏込めした。
上述した２つのセンサは、プリング形成した１つのキャピラリーから成るツインピペット
である。センサCaＭ‐１は高分子電解質を堆積する前に処理しておらず、センサCaＭ‐２
は蒸着を用いてトリメチルクロロシラン（ＴＭＣＳ）でシラン処理した。ナノピペットを
、０．１ミリリットル（ｍＬ）のＴＭＣＳを入れた０．５リットルの容積の密閉室内に１
０分間挿入した。次に、双方のピペットに緩衝化した電解質を裏込めし、これらピペット
を同じ緩衝材の浴内に浸漬させた。イオン電流は、ピペットバレル内のＡｇ／ＡｇＣｌ電
極と浴内の接地電極とを用いて型番７００ＢのAxopatch増幅器で測定した。これに続く表
面処理中にイオン電流を監視するのに＋５００ｍＶ～－５００ｍＶ（５Hz）の正弦波電位
を適用した。ピペットの先端部を３ｐｐｍの濃度のＰＬＬ及びＰＡＡをそれぞれ入れた緩
衝化電解質内に順次に挿入することにより高分子電解質ポリエルリジン（ＰＬＬ）及びポ
リアクリル酸（ＰＡＡ）をナノピペットの表面上に堆積した。この場合、各高分子電解質
の堆積後にこの先端部を緩衝材内に浸漬させて洗浄した。電流整流中に得られる変化（Ｐ
ＬＬの場合正、ＰＡＡの場合負）が緩衝材内での浸漬中に維持されていれば、高分子電解
質の層は安定であるということが決定されたことになる。CaＭ‐１及びCaＭ‐２の双方は
、４つの層、すなわちＰＬＬ、ＰＡＡ、ＰＬＬ及びＰＡＡで官能化させた。続いて、これ
らピペットを、ＮＨＳ及びＥＤＣの各々を１０ｍｇ／ｍＬだけ入れた溶液（５０ｍＭのＫ
Clを有する１００ｍＭ、ｐＨ６．１のＭＥＳ緩衝材）内に1時間浸漬させた。最後に、ピ
ペットの先端部を洗浄してカルモジュリン（５０ｍＭのＫClを有するｐＨ６．１のＭＥＳ
緩衝材（１００ｍＭ）内の０．０５ｍｇ／ｍＬのウシ脳）の溶液内に浸漬させ、４℃で１
８時間放置した。
【００８４】
　センサの電気特性及び金属塩に対する反応は上述した電気機構を用いて解析した。全て
の測定は、０．３ｍＬの緩衝材の浴に直接加えた塩化カルシウム又は塩化マグネシウムの
何れかのアリコート（１～１０μＬ）を有するｐＨ７の緩衝化された電解質溶液内で実行
した。データはpClamp（登録商標）ソフトウェアを用いて２００Hzのレートでサンプリン
グし、OriginPro（登録商標）８．５を用いて処理した。連続的な測定データの場合、正
弦波状の印加電圧により生ぜしめられる負のイオン電流ピークが時間の関数として検出さ
れ、プロットされた。線形平滑化は５０％パーセンタイルフィルタ及び１０ポイントムー
ビングウインドウ（10-point moving window）を用いて行い、電流整流係数（γ）は式
　　　　　γ＝Log10Ｉ+/Ｉ-
を用いて計算した。この式で、Ｉ+は５００ｍＶの電位でのイオン電流の大きさであり、
Ｉ－は－５００ｍＶの電位でのイオン電流の大きさである。イオン電流の誤差は、測定間
において緩衝材中で洗浄した後同じナノピペットを用いるようにしたＩ+及びＩ－の３回
の別々の測定間の標準偏差をもたらすものである。
【００８５】
　［例２：ナノピペットに固定されたカルモジュリンによる選択性で可逆性のCa2+結合］
　生物学的な受容体との可逆性で選択性のイオン結合を達成するために、カルモジュリン
、すなわち高選択性のカルシウム（約１０-6ＭのＫｄ）を可逆的にキレートするカルシウ
ム結合タンパク質で修飾したナノピペットセンサを研究した。固定したカルモジュリンを



(24) JP 6046058 B2 2016.12.14

10

20

30

40

50

用いる電気センサは、文献：Science vol. 293: pages 1289-1292 (2001)の“Nanowire n
anosensors for highly sensitive and selective detection of biological and chemic
al species”でCui 氏等により、カルシウム濃度を調査する場合と、文献：Bioelectwche
m. Bioenerg. 1998, 45(1), 27-32の“An amperometric biosensor for real-time analy
sis of molecular recognition”でIvnitiski 氏等及び文献：Proc. Natl. Acad. Set U.
S.A. 2010, 107(3), 1047-1052の“Label-free detection of protein-protein interact
ions using a calmodulin-modified nanowire transistor”でLin 氏等により、タンパク
質‐タンパク質の相互作用を調査する場合との双方の場合に対し従来報告されている。本
発明の対策には、タンパク質をポアに固着させるのと、受容体をポア溶液の界面に局所化
して急速で可逆性のイオン反応を達成する必要性との双方を考慮する。
【００８６】
　予備研究では、カチオンに対する最大反応が負の整流を表すポアにより観察され、表面
の官能化に対する本発明の手段によれば、最終的なセンサがこのようなポアに基づくこと
を達成した。高分子電解質は荷電したポア表面との強い静電相互作用を有し、イオン電流
整流はナノポアに対する高分子電解質結合の優れた指標である。このことを考慮して、イ
オン電流測定を用い、ナノピペットにおいて高分子電解質の層順次の堆積を監視し、所望
のコンダクタンスを有する負に整流されたナノポアを生ぜしめる。タンパク質内のアミン
基と際外側の高分子電解質上のカルボキシレート基との間にアミン結合を形成することに
より、タンパク質を石英の表面に結合させた。バルク溶液とのより大きな相互作用がある
ポア‐溶液の界面に受容体を局所化するために、ポアを浸漬のみにより官能化させ、ナノ
ピペットの内部には緩衝材を充填させたままにする。このような手段は、ポアを直接囲む
領域に加えて表面の比較的大きな領域を官能化する為、外側の表面が疎水性のシランで被
覆されたナノピペットも検査した。
【００８７】
　ナノピペットの表面処理を実時間で監視して、幾つかの工程に対する界面化学の安定性
を決定した。同じキャピラリーからプリング形成したツインのナノピペットを、表面処理
の同じ工程中取り入れた。処理には、シリカの表面上のペンダント酸素基との反応を含め
た。ＰＡＡ及びＰＬＬ層を被着し、これによりペンダントカルボキシル基を得た。すなわ
ちこれらの基にカルモジュリンが結合された。従って、高分子電解質層（ポリエルリジン
）ＰＬＬ、（ポリアクリル酸）ＰＡＡの堆積と、これに続くＮＨＳ／ＥＤＣ結合を用いる
CaＭ（カルモジュリン）へのアミド結合の形成とにより、石英上の表面の官能化を達成さ
せた。実際に、石英‐ＰＬＬ‐ＰＡＡ‐ＰＬＬ‐ＰＡＡのサンドイッチ構造体が形成され
る。
【００８８】
　センサCaＭ‐１はプリング処理御に直接用い、センサCaＭ‐２は最初にトリメチルクロ
ロシラン（ＴＭＣＳ）の蒸気で処理して、外側のピペットの先端部をシラン処理した。カ
チオンのポリエルリジン（ＰＬＬ）又はアニオンのポリアクリル酸（ＰＡＡ）を入れた中
性の緩衝材内にナノピペットを浸漬させた際に、イオン電流整流（ＩＣＲ）を監視し、整
流が純粋な緩衝材中で安定に保たれた後にのみ後続の層を加えた。図４に電流‐電圧プロ
ットで示すように、裸のナノピペットは負のＩＣＲを有し、ここで裸のピペットの電流‐
電圧反応を□（図面中では黒で塗りつぶしてある）で示し、ＰＬＬ及びＰＡＡの２層の被
着後のピペットの電流‐電圧反応を○で示し、CaＭを結合した後のピペットの電流‐電圧
反応を△で示した。ＰＬＬ／ＰＡＡの２層の被着後、電流は依然として負に整流されるが
、大きさが小さくなることにより堆積後のポアは小さくなることを示している。この反応
はカルモジュリンタンパク質の固着後も継続され、このたんぱく質も中性のｐＨ（ｐＩは
約４）で負に荷電される。整流係数は電流‐電圧曲線に見られる反応に反映する。裸のピ
ペットの場合整流係数γ＝－０．２７±０．０３、ＰＬＬ／ＰＡＡの第２の層を被着した
ピペットの場合整流係数γ＝－０．７１±０．０２、CaＭを結合したピペットの場合整流
係数γ＝－０．５３３±０．０１４である。これらの測定における誤差が少ないことは、
各工程における表面に安定性があることを表している。ナノピペットでの電流整流は、表
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面コーティングに反映した（官能化が異なることにより異なる整流係数を示す図５Ａを参
照）。ＰＬＬ層の被着後には電流整流は正の値を有し、ＰＡＡ層の被着後には整流は負と
なった。電流は、正弦波状の発振電位（５Hzの－５００～５００ｍＶ）で測定した。エラ
ーバーは、各測定間で且つ緩衝材内で洗浄して用いた同じナノピペットでの３回の別々の
測定を反映しているものである。CaＭで修飾したナノピペットも、カルボン酸塩含有残基
から得られるタンパク質の全負電荷と一致する負の電流整流を呈した。図５Ｂに示すよう
に、－５００ｍＶの電位での電流はカルシウムイオンの存在により著しく影響を受ける。
イオン電流は、０．１ｍＭの塩化マグネシウムが添加され０．１ｍＭの塩化カルシウムが
存在するｐＨ７の緩衝材中での時間の関数として示してある。カルシウムに対する選択性
は、マグネシウムイオンに対してカルシウムイオンが大きな信号変化を呈することにより
示されている。結合の可逆性は、純粋な緩衝材内に浸漬させ、これに続いて塩化カルシウ
ムを入れた緩衝材中に浸漬させることによる信号の復元により示されている。
【００８９】
　［例３：金属イオン結合ポリマー（Cu結合キトサン）で官能化されたｐＨ感応性ナノピ
ペットセンサ］
　アミノシラン、すなわちアミン含有生体高分子キトサン（図６）か又はアミン或いはカ
ルボン酸基含有高分子電解質でナノピペットを官能化することによりｐＨのセンサを形成
した。これらのｐＨセンサは、ｐＨ３～ｐＨ８の異なる緩衝材に対し急速な可逆反応を呈
した。ナノピペットにはｐＨ７の電解質（１０ｍＭのTris-ＨClを有する１００ｍＭのＫC
lの緩衝材）を充填し、ｐＨを変化させる緩衝化した電解質（１０ｍＭのリン酸塩／クエ
ン酸塩緩衝材を有する100ｍＭのＫCl）内に浸漬させた。イオン電流は、－５００～５０
０ｍＶの正弦波状の電位を５Hzで供給している間に測定した。測定は、１０ｍＭのリン酸
塩／クエン酸塩で所望のｐＨに緩衝化した０．１ＭのＫCl溶液中で行った。エラーバーは
同じセンサで少なくとも４回の異なるｐＨ測定から計算した（図６）。図６は、ｐＨ値を
異ならせた場合の、裸のナノピペット及びキトサン／ＰＡＡ官能化ナノピペットに対する
整流係数の比較を示している。整流係数は、プロトン化しうるカルボン酸塩及びアミン基
のために、官能化されたナノピペットに対するｐＨに対しより一層感応性となる。中性の
ｐＨでは、官能化されたナノピペットは裸のナノピペットよりも著しくより一層負の整流
を示し、コーティングがナノポアの表面における荷電基をより一層負にすることを示す。
【００９０】
　［例４：ナノピペット上への高分子電解質及びキトサンの静電的物理吸着］
　以下の処理を用いてキトサン及びポリアクリル酸を物理吸着させた。ナノピペットをｐ
Ｈ３で緩衝化した３５０μＬの溶液内に浸漬し、１０μＬのキトサン貯蔵溶液を容器内に
加えた。キトサンの物理吸着は酸性のｐＨで生ぜしめる必要がある。その理由は、この高
分子電解質は中性のｐＨでは溶解性でない為である。次に、ナノピペットを３５０μＬの
ｐＨ７で緩衝化された溶液内に移し、１０μＬのＰＡＡ貯蔵溶液を容器内に加えた。次に
、官能化されたナノピペットを、センサ上に所望数の層が得られるまで２種類の溶液間で
循環させた。
【００９１】
　円錐形状でナノメートルの大きさのポアにより、固体のナノポア上に所望の電気化学的
な反応を生ぜしめる。例えば、荷電されたナノポアは、対称的な入力電圧に反応して非対
称的な電流出力、すなわち電流整流と称される効果を得る。ナノピペットにおけるこの効
果の原点は、文献：Pourmand, N. Bioanalytical Reviews 2010, 1, 177（本発明者の２
人であるActis P.及びMak A.氏著）に詳細に記載されている。簡潔に言えば、拡散電気二
重層の厚さがポアの寸法に匹敵すると、ナノポアの表面上の固定荷電種と溶液内のイオン
種との間の静電的な相互作用がイオン移動特性を変える。整流程度を定量化するために、
整流係数として示す有用なパラメータを導入するか、或いは、ある場合には、特定の正の
電圧で測定した電流と、これと同じであるが極性を逆とした電圧で測定した電流との間の
比の対数として、すなわち
　　　　　γ＝Log10Ｉ+/Ｉ-
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として規定した整流度を導入した。
【００９２】
　負に荷電された石英のナノポアは、負の電流整流（γ＜０）を呈する。ナノポアの表面
を、ポリエルリジン、デンドリマー、アミノシラン及びキトサンのような荷電した官能化
層でナノポアの表面を修飾させることにより整流を反転させる（γ＞０）ことができる。
【００９３】
　高分子電解質の静電的物理吸着は、簡単な電気化学的な測定により監視しうる。キトサ
ンの主鎖からの正に荷電されたアミノ基が、負に荷電されたナノピペットの表面上に高分
子電解質を物理吸着させる。キトサンの物理吸着は酸性のｐＨでのみ生じる。その理由は
、この多糖は中性のｐＨでは不溶性である為である。同様に、ポリアクリル酸（ＰＡＡ）
のカルボキシル基は中性のｐＨでポリマーに負電荷を与え、正に荷電されたキトサンのナ
ノピペット上に物理吸着を行う。電気化学測定により、あらゆる高分子電解質層の堆積を
も監視する。整流係数はナノピペットの表面電荷の指標となる。このパラメータを用いて
、石英のナノピペット上の層順次のアセンブリ（集合）の効果を定量化した。興味深いこ
とに、多層のアセンブリによりナノピペットの整流特性を増大させた。すなわち、ｐＨ７
での整流係数は、裸のナノピペットに対する－０．１から、キトサン／ＰＡＡの５層を物
理吸着させ、その後に安定状態にした後の－０．８まで増大した。同様に、ｐＨ３では、
整流係数は０から５層の物理吸着後の０．６５に増大した（図７）。更に、５層の物理吸
着後の整流係数以外では、ＰＡＡ又はキトサンの更なる追加によっては全電流に変化はな
かった。このことは、キトサンとＰＡＡとの混合層で既に完全に被覆されたセンサ表面上
には高分子電解質は堆積されないことを表している。これらのことは、ＰＥＴ膜内の単一
の非対称なナノチャネルの表面電荷はナノチャネル内に組み合わせる層の個数に応じて著
しく減少するということを示している文献：Journal of the American Chemical Society
 2010, 132, 8338（Ali M.; Yameen B.; Cervera J.; Ramirez P.; Neumann R.; Ensinge
r W.; Knoll W.; Azzaroni 0.氏著）でAli 氏らが記載しているものとは対照をなすもの
である。この反応は、層のアセンブリによる完全な層よりもむしろ混合層をもたらす不完
全な多層を形成することにより説明しうる。従って、この前提を裏付けるために、キトサ
ン／ＰＡＡにより修飾させたナノピペットのｐＨ反応を研究した。測定は、１０ｍＭのリ
ン酸塩／クエン酸塩で所望のｐＨに緩衝化した０．１ＭのＫCl溶液中で行った。エラーバ
ーは同じセンサで少なくとも４回の異なるｐＨ測定から計算した（図８）。キトサンは－
６．５のｐKa値を有し、ＰＡＡは４．８のｐKa値を有する。完全な層順次のアセンブリお
仮定し、ＰＡＡが最外側の層であるものとすると、ナノピペットはｐＨ＜４．８で中性と
し、ｐＨ＞４．８で負に荷電させる必要がある。同様に、キトサンが最外側の層であるも
のとすると、ナノピペットはｐＨ＜６．５で正に荷電させ、この値よりも大きいｐＨで中
性の荷電とする必要がある。しかし、キトサン／ＰＡＡナノピペットの整流係数はｐＨ＜
５で正であり、ｐＨ＞５で負である。このことは、ｐＨ＜５でナノピペットの選択透過性
はキトサンのプロトン化したアミノ基により影響され、ｐＨ＞５ではナノピペットの選択
透過性はＰＡＡの負に荷電されたカルボキシル基により影響され、従って、混合層を形成
する実証を表している。
【００９４】
　［例５：キトサン及びＰＡＡの多層で静電的に修飾させた石英のナノピペット上に結合
する選択性及び可逆性のCu2+］
　石英のナノピペット上へキトサン及びＰＡＡ層を物理吸着させることにより、裸のセン
サでは観察されない可逆性の金属結合特性をこのナノピペットに与える。キトサン及びＰ
ＡＡのキレート特性は周知であり、文献に詳細に説明されている。キトサンは複数の金属
イオンを結合させるが、このキトサンは第二銅イオンに対しより強い親和力を呈する。従
って、キトサン／ＰＡＡセンサに対する銅の錯体形成を研究することをモデルシステムと
して決定した。
【００９５】
　試薬：キトサンはCERMAY（サーメイ）社から購入した。５mg／mlのキトサンをｐＨ３の
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ＨCl溶液に入れた貯蔵溶液を準備（調製）し、ここに記載した全ての実験に使用した。ポ
リアクリル酸はSigma-Aldrich （シグマ‐アルドリッチ）社（ミズリー州セントルイス所
在）から購入した。ｐＨ７．４のＰＢＳ溶液は標準の方法を用いて準備した。水性試薬は
、>１８ＭΩ-1の抵抗値とした超純水を用いて準備した。
【００９６】
　センサの製造：外径を１．０mmとし、内径を０．７０mmとした、フィラメントを有する
石英キャピラリー（Sutter Instrument 社の型番：QF100-70-5）から、ナノピペットを製
造した。この場合、このキャピラリーを、内径が５０nmのナノピペットを製造するように
プログラミングした（Sutter Instrument 社）の型番P-2000のレーザプラ―を用いてプリ
ング処理した。使用したパラメータは、ヒート（Heat）を６２５、フィラメント（Fil ）
を４、ベロシティ（Vel ）を６０、ディレイ（Del ）を１５０、プル（Pul ）を１９２と
した。得られたナノピペットの先端部は、３７～８２nmの範囲内の内径を有し、平均の径
は５６nmとした。
【００９７】
　測定機構：全ての測定を２電極機構で実行した。その理由は、ナノピペットを通って流
れる電流は基準電極を分極させるにはあまりにも小さい為である。作用電極として機能す
るセンサにはｐＨ７で緩衝化した１０ｍＭのTris-ＨClを裏込めし、Ag／AgCl電極を挿入
する。補助／基準電極として作用する他のAg／AgCl接地電極をバルク溶液内に配置する。
これらの双方の電極を、DigiData 1322Aデジタイザを有するAxopatch 700B 増幅器（Mole
cular Devices （モレキュラーデバイス）社製）と、pClamp１０ソフトウェア（モレキュ
ラーデバイス社製）を具えるＰＣとに接続する。システムは測定期間の間撹拌することな
く室温となるように保った。
【００９８】
　図９は、裸のナノピペットセンサと、ＰＬＬ／ＰＡＡを被覆したナノピペットとに対す
る、－５００及び＋５００ｍＶの電位におけるイオン電流を示す。容器内にCu2+を添加す
ることによりセンサの選択透過性に直ちに影響を及ぼし、－５００ｍＶの電位でイオン電
流を減少せしめる。結合は完全に可逆的であり、センサは、如何なる性能の損失もなく５
回まで再生される。再生は、センサをｐＨ３の緩衝材内に６０秒間浸漬させることにより
実行される。酸性のｐＨはキトサンアミノ基をプロトン化し、従って溶液中で第二銅イオ
ンを釈放させる（図１０）。中性のｐＨ及び０．１％ＥＤＴＡでクエン酸塩緩衝材内に浸
漬させるような他の再生方法によっても同様な成功を呈した。銅の結合に対し双方の高分
子電解質の複合効果を考慮することが重要である。バルク溶液内に銅を添加した際に出力
電流に殆ど変化を呈しないキトサン及びＰＡＡだけでナノピペットを官能化させた場合に
実験を実行した。更に、高分子電解質と石英との間の界面は安定でなかった。その理由は
、銅の結合特性が完全に失われる前にセンサが１回のみ再生されるにすぎない為である。
キトサン及びＰＡＡの混合層をナノピペット上に構成した場合、界面は複数の検出サイク
ルに亘って安定となった。－ＮＨ２、－ＯＨ及びＣＯＯＨ基の全てが銅吸着中にキトサン
／ＰＡＡアタパルジャイト複合材料により取り込まれるということをＦＴＩＲ測定中にWa
ng氏及び共働者が立証した（文献：Journal of Hazardous Materials 2009, 168: 970 （
Wang X. 氏、Zheng V.氏及び Wang A.氏著）参照）。同様なキレート化がキトサン／ＰＡ
Ａセンサで行われ、金属結合能力を高めることが考えられた。
【００９９】
　種々の濃度の銅イオンに対するセンサの応答を調査した（図１１）。センサはCu2+の濃
度が増大するのに直線的に反応した（図１１、挿入図）。正規化電流対Cu2+の濃度の変化
はラングミュア吸着等温線に類似している。電流は、
　　　　　In＝１－（Is／Ib）
に応じて正規化した。ここで、Isは溶液中に銅イオンを添加した後の信号であり、Ibは純
粋な緩衝材中で測定したベースライン信号である。結合処理が平衡処理であるものとする
と、正規化電流の変化は、センサに結合された第二銅イオンの個数に比例し、結合部位は
独立であり、錯体形成式は、
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　　　Cu2+(aq)+キトサン/ＰＡＡ ⇔ [Cu2+－キトサン/ＰＡＡ]
で与えられる。
【０１００】
　センサに結合されるCu2+に対する熱力学的親和定数Ｋを、次式を用いて評価しうる。
【数１】

ここで、Imaxは最大の表面被覆率でのIn値であり、ｃは溶液中の第二銅イオンの濃度であ
る。４×１０4 Ｍ-1のＫ値は図１１の線形フィットから推定することができる。この値は
、プラットホームが異なるキトサンに対するカチオンの吸着に対し計算した値と良好に一
致している。
【０１０１】
　［例６：印加電圧の波形、振幅及び周波数の影響］
　印加電圧、すなわちナノピペットの内部の溶液を含む電極と、外部溶液内の電極との間
の電圧は検出機構における重要な役割を奏している。分子は、ナノピペットの先端部に捕
捉又は集中されるようにしうる。更に、印加電圧によりセンサの検出領域内の結合事象の
可能性を高める。最初に、正弦波状の波形の振幅及び周波数が、銅イオンの結合時に如何
にナノピペットの電気信号に影響を及ぼすかを研究した。印加電圧の振幅（ａ）及び周波
数（ｂ）の関数としてCu2+（２０μＭ）の固定濃度に対するセンサの反応を、０．１Ｍの
ＫClと１０ｍＭのTris-ＨClとの双方の溶液（ｐＨ７）内で測定した。
【０１０２】
　より高い電圧を印加すると、キトサン／ＰＡＡセンサによる第二銅イオンのキレート化
時の出力電流の変化が大きくなる。銅濃度が等しい（２０μＭ）場合、電流は１Ｖの振幅
時のその初期値の５％に減少したが、５０ｍＶを印加した場合には４６％の減少が検出さ
れただけである。興味深いことに、印加する正弦波状の電圧の周波数が高くなればなるほ
ど、センサによる銅の結合時に測定される変化が小さくなった。バルク溶液中のCu2+の濃
度が２０μＭである場合、電流は１ＫHzの周波数でその初期値の６８％に減少したが、０
．５Hzの周波数でその初期値の５８％に減少した。
【０１０３】
　ＡＣ電圧に対するセンサの反応を特性化した後、ＤＣ電圧の影響を調査した。センサ上
の銅の結合は印加電圧により制御しうる。正の電圧を印加すると、電気泳動による流れに
よりナノピペットの先端部からカチオンが放出される。この効果を利用すれば、印加電圧
を制御することにより、センサ上の銅の結合をもたらすことができる。印加電圧を正にす
ると、結合が生じない。その理由は、第二銅イオンがナノピペットの先端部から放出され
る為である。電圧が正に切換ると直ちに、結合が生じ、イオンの流れの減少、すなわち次
の正のステップに反映される変化を生ぜしめる（図１３）。
【０１０４】
　［例７：ナノピペットを具える沈殿検出用電圧依存ナノリアクタ］
　本例では、イオン移動を制御するとともに、２種類の水媒体の界面に不溶性塩類を沈殿
させるのに、ナノピペットの開口にまたがる電圧バイアスを如何にして用いうるかを開示
する。更に、ナノポアにおけるリン酸亜鉛の沈殿により必要とする発振電流発生条件や、
沈殿物の特性にかかわる調査及びその後のポアからのこの沈殿物の排出を説明する。更に
、沈殿により永続的に封鎖されるように見えるポアを電圧パルスにより簡単に清浄しうる
こと及びポアを封鎖する反応速度を検査する方法を用いることを示している。
【０１０５】
　（薬剤及び溶液）
　金属塩の貯蔵溶液（100～５００ｍＭ）を、５％のＨClを入れたMilli-Q超純水で準備し
た。次に、これらを実験日に緩衝材中で希釈した。塩化カルシウム四水和物をフィッシャ
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ー（Fisher）社から購入した。塩化亜鉛、塩化鉄（III ）及び塩化マグネシウム（１．０
０Ｍ溶液）はSigma-Aldrich 社から購入した。緩衝材溶液は塩化カリウム（Baker 社）、
リン酸ナトリウム、二塩基（Sigma 社）及びTris-ＨCl （１Ｍの溶液、ｐＨ７．００（Si
gma 社））から形成し、これをＨCl（１Ｍ）又はＫＯＨ（０．１Ｍ）で調節した。分析の
ために用いた全ての緩衝材の溶液には、１０ｍＭの緩衝材及び１００ｍＭの塩化カリウム
を入れた。
【０１０６】
　（石英のナノピペットの製造）
　ナノピペットは、外径を１．０mmとし、内径を０．７０mmとした、フィラメントを有す
る石英キャピラリー（Sutter Instrument 社の型番：QF100-70-5）から製造した。この場
合、このキャピラリーを、内径が約５０nmのナノピペットを製造するようにプログラミン
グした（Sutter Instrument 社）の型番P-2000のレーザプラ―を用いてプリング処理した
。使用したパラメータは、ヒート（Heat）を６２５、フィラメント（Filament）を４、ベ
ロシティ（Velocity）を６０、ディレイ（Delay ）を１７０、プル（Pull）を１８０とし
た。１０ｍＭの緩衝材及び１００ｍＭのＫClの溶液中では、ピペットは、－０．５Ｖの電
位で－２５００～－４０００ｐＡの電流を生じた。
【０１０７】
　（測定機構）
　ナノピペットを通るイオン電流を測定するために、２電極の機構を用いた。ナノピペッ
トには緩衝材溶液を裏込めし、Ag/AgＣl電極を挿入した。補助／基準電極として作用する
他のAg/AgＣl電極を０．３ｍＬのバルク溶液内に配置した。これらの双方の電極をDigiDa
ta 1322Aデジタイザを有するAxopatch 700B 増幅器（Molecular Devices 社製）と、pCla
mp１０ソフトウェア（Molecular Devices 社製）を具えるＰＣとに接続した。正電位を、
カウンター電極に対してピペットのバレル内の電極に印加するアノード電位と称する。実
験は２４℃で行った。
【０１０８】
　（電圧駆動ナノ沈殿）
　電圧駆動混合によりリン酸亜鉛の沈殿を生ぜしめるために、ナノピペットのバレルにリ
ン酸緩衝電解質の溶液を裏込めし、ナノピペットの先端部をリン酸塩の無いThis-ＨCl の
緩衝材内に浸漬させた。塩化亜鉛溶液のアリコートを浴に添加して、繰り返しのピペット
操作により撹拌した。＋５００～－８００ｍＶの電圧を印加している状態でシステムを監
視した。種々のｐＨでの実験では、６、７、８又は１０のｐＨ値でバレル内のみのリン酸
緩衝材を変えた。
【０１０９】
　（電流発振の反応速度）
　－５００ｍＶの電位で電流値を－３５００～－４５００ｐＡとしたナノピペットを選択
した。－３５０～－５００ｍＶの電位により電流発振を生じ、この場合高コンダクタンス
状態及び低コンダクタンス状態に対するしきい値を設定した。高コンダクタンス状態から
低コンダクタンス状態までの時間を測定することにより、ポアの封鎖スロープをミリ秒当
りのｐＡで評価した。高コンダクタンス状態及び低コンダクタンス状態を次の通りに設定
した。すなわち、－５００ｍＶ、－１７００及び－１２００ｐＡと、－４００ｍＶ、－１
２００及び－７００ｐＡと、－３５０ｍＶ、－９００及び－４００ｐＡと、－３００ｍＶ
、－１０００及び－５００ｐＡとである。ポアを短時間に解放させるために、二相性波形
を用い、印加電位を＋５００及び－５００ｍＶ間でそれぞれ２．５秒の期間の間発振させ
た。高コンダクタンス状態に対するしきい値を－３５００ｐＡに設定し、低コンダクタン
ス状態に対するしきい値を－２０００ｐＡに設定した。ポアの封鎖スロープは、低コンダ
クタンス状態に到達するまでに必要とする時間から計算した。
【０１１０】
　（データ分析）
　データはClampex （クランペックス）ソフトウェアを用いて１ｋHzのレートでサンプリ
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ングした。データ処理は、Clampfit（クランプフィット）及び OriginPro （オリジンプ
ロ）8.5 （マサチューセッツ州ノースハンプトン所在のOriginLab （オリジンラブ）社）
を用いて行った。高コンダクタンス状態対低コンダクタンス状態における相対時間の計算
にはOriginPro のピーク検出関数を用い、負（高コンダクタンス）又は負（低コンダクタ
ンス）のピークを検出し、各状態における事象の回数を総事象のパーセントとして計算し
た。
【０１１１】
　（結果）
　ナノピペットをナノリアクタとして用いるために、イオン移動によるポアにおけるリン
酸亜鉛の沈殿を制御する条件を確立した。代表的な機構では、ナノピペットのバレルを充
填する電解質溶液（１０ｍＭの緩衝材を有する１００ｍＭのＫCl）内にAg/AgＣl電極を挿
入した。ピペットの先端部は、Ag/AgＣl接地電極をも収容する電解質浴内に浸漬させる（
図１参照）。
【０１１２】
　電位を印加すると、定常イオン電流が測定される。しかし、浴に塩化亜鉛をマイクロモ
ル濃度に添加すると、システムが高コンダクタンス状態及び低コンダクタンス状態の発振
周期を受けるようになる。これらのサイクルは、ナノピペットの先端部の内部に著しい不
溶性のリン酸亜鉛の沈殿及びポアからのその排出に起因した。このようなピペットにおけ
るナノ沈殿により生ぜしめられた発振は図３に示すように秒の単位であり、低コンダクタ
ンス性の変動状態や、高コンダクタンス状態に対する急速で短命な発振により示されてい
る。－３５０ｍＶの電位におけるイオン電流の（図３の）時間プロットは、ポアを完全に
開放させて終了しない幾つかの沈殿事象を示しており、むしろ低コンダクタンス状態が－
４００及び－７００ｐＡ間で変動する多くの事象があることを示している。これらは、沈
殿物がポアを完全に封鎖するのに充分な大きさに成長する前に排出される為であるものと
思われる。しかし、高コンダクタンス状態に達すると、電流は確実にほぼ－１２００ｐＡ
の極大値に到達し、これに続いて－４００ｐＡまで急激に降下する。このことが、ポアの
完全な清浄か及びこれに続く急速な沈殿を表している。
【０１１３】
　亜鉛及びリン酸塩イオンを電圧誘起によりイオン移動させることにより沈殿反応を制御
し、２種類の溶液の界面であるナノポアにおける混合によりこの沈殿反応が簡単に生じな
いようにすることを示すために、亜鉛及びリン酸塩対イオンを２種類の溶液内に分離させ
た。すなわち、リン酸イオンをナノピペットの内部に閉じ込め、亜鉛イオンは浴（図１）
内にあるようにする。このシステム内で発振電流の遮断を誘起させるのに必要とする最小
電圧は－３００ｍＶである。＋５００ｍＶ～－２００ｍＶの電位では、安定な電流が生じ
る。－３００ｍＶでは、電流が急速な変動を伴って直ちに遮断状態となる。ナノ沈殿に対
し電圧のしきい値を存在させることは、２種類の溶液の界面で２の対イオン間に混合が殆
ど生じないことを表す。正の電圧を印加すると電流整流により信号の大きさが小さくなる
が、信号は亜鉛又はリン酸塩の存在により影響されない。この電圧依存効果は、イオンが
逆の電荷の電極に向かい、リン酸塩及び亜鉛イオンをピペットの先端部で遭遇するように
する場合と一致する（図２）。塩化亜鉛がピペットバレル内にあり、リン酸塩が浴内にあ
るように溶液の配置を逆にすると、正の電位又は負の電位で遮断が生じない。この構造に
おける正の電位は、亜鉛イオンがピペットから押し出されリン酸塩が浴からポア内に移動
する為に、沈殿を生ぜしめるが、このことは観察されない。この構造での電流遮断の不足
は、ピペットの内側先端部での（亜鉛のような）カチオンの排除、すなわち円錐状のナノ
ポア内の電流整流の原因としてしばしば挙げられる現象によるものである。
【０１１４】
　浴内のイオンの濃度及び組成やｐＨを変えることにより沈殿物の性質に関し更なる研究
を行った。沈殿物は、リン酸亜鉛、すなわち１０－35（モル／Ｌ）のＫspを有する水溶液
系で極めて不溶性である塩より成っているものと仮定した。ｐＨ７の溶液中の優勢種はリ
ン酸二水素（Ｈ２ＰＯ４

－）及びリン酸水素（ＨＰＯ４
2-）であるが、リン酸亜鉛は熱力
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学的に安定であり、中性又は酸性のｐＨの溶液中に形成される。溶液はほぼ１×１０-7Ｍ
のリン酸及び亜鉛イオンで飽和される。塩化亜鉛を２及び４０μＭ間の濃度で浴に添加し
、ｐＨ６～ｐＨ１０のリン酸塩の緩衝材を充填したピペット内で発振電流が見られた。カ
ルシウム及びマグネシウムのような他の二価イオンをこれらの濃度で検査したが、塩化鉄
（III ）（１０μＭ）でのみ匹敵しうる他の電流遮断が得られ、これによりポアを不可逆
的に封鎖した。このことは、水酸化鉄（III ）の沈殿物、すなわちリン酸亜鉛よりも更に
不溶性である塩（ＫspFe(ＯＨ)３１０-39 ）によるものと思われる。
【０１１５】
　沈殿物におり封鎖されたナノピペットを自然的に清浄とする可能な機構が幾つかある。
ＰＥＴトラックエッチングされたナノポア内のカルシウム及びコバルトのリン酸塩で見ら
れる電流発振の場合、沈殿は、非対称のナノポア内に塩類を電圧誘起により集中させ、塩
の濃度を過飽和レベルに局部的に増大させたることに起因した。これにより、沈殿物がナ
ノポア内のイオン枯渇により急激に溶解するという仮説をもたらした。コンピュータによ
る研究により、沈殿物内のリン酸水素により提供されるプロトンがポア表面における酸化
物により受け取られ、これによりポア‐粒子の相互作用を弱め、粒子を移動により消失さ
せるようにした第２の機構を裏付けた。ここに報告したポアの封鎖の場合、リン酸亜鉛に
対する飽和レベルよりも充分高い1及び１００間のマイクロモルの塩化亜鉛濃度でのみ効
果が観察される。従って、後者の機構は、ここで観察された発振に対する説明を提供する
。この機構を裏付けるために、リン酸塩の緩衝材が充填されたピペットであってリン酸亜
鉛の飽和溶液内に浸漬されたピペット内に電流発振を誘起させた。このような場合の沈殿
物は、溶解されるよりはむしろポアから放出されると思われる（図１４参照）。Ｖ＜０と
して図１４に示すように、ボア内が負電位であると、逆に荷電されたイオンがピペットの
内部及び外部の溶液の界面に移動する。リン酸亜鉛がポアに沈殿し、イオン電流を減少さ
せる。沈殿物が充分な大きさに成長すると、この沈殿物が電気泳動力によりポアから消失
される。
【０１１６】
　リン酸亜鉛の沈殿物が信じた通りポアから移動する場合でも、電流発振が負の電位に対
してのみ見られる理由はまだ依然として解明されていない。沈殿物の正確な化学的組成が
この時点で分かっていないが、リン酸亜鉛のクラスターは、ゼータ電位により測定された
ように中性のｐＨで正味の負電荷を有するということが分かった。沈殿及びポアの封鎖が
ポアにおける電界を増大させ、従って、負電位により沈殿物をポアから出るように且つ電
気泳動力及び電気浸透力により浴内に移動させることができる。これらの実験では、印加
電圧は低い（－３００～－５００ｍＶ）が、封鎖されたポアのような最大インピーダンス
の領域にまたがる電圧降下は最大になる。電気泳動力による粒子の排出は、何故水酸化鉄
（III ）がポアからの自然な消失を呈さないかの説明に役立つことができる。その理由は
、粒子は正の電荷を有し、負に荷電された石英の表面との強い相互作用を有しているはず
である為である。興味深いことに、ポリエルリジンの電解質層の堆積後に正の電流整流を
呈するピペットは、電圧誘起によるリン酸亜鉛の混合からして封鎖状態にされるが、開放
状態にするための如何なる発振も呈しない。おそらく、負に荷電された沈殿物は正に荷電
されたポアに対し高い親和性を有し、容易には除去できないものと思われる。
【０１１７】
　電圧制御式のナノリアクタによるナノ沈殿の処理を開始することに加え、沈殿物の大き
さをも制御することができる。ポアがナノピペットの先端部における電気力により清浄と
されると、ポアを完全に封鎖しない程度の小さい粒子を電位の増大により排出させること
が期待される。このことは、２つの別々の低コンダクタンス状態を示している（図１５）
－６００ｍＶの電位に到達させることに関して実験的に確認した。
【０１１８】
　異なる電流レベルに対する計数値を示しているヒストグラムは、－３００、－４００、
－５００及び－６００ｍＶに対する高及び低コンダクタンスの状態を示している。－６０
０ｍＶでは、封鎖状態に比べて開放状態で多くの時間を要すること明らかであり、このこ
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とは時間プロット（図１５Ａ）でも明らかである。例えば、－３００ｍＶにおけるシステ
ムは高コンダクタンス状態で４１％の時間を要することを示しており、一方－６００ｍＶ
では、その値は７３％である。このことは、電位が増大するにつれ、沈殿物はポアを封鎖
することから回避されることを示している。測定する他の電圧と相違して、－６００ｍＶ
での時間プロットは３つの状態、すなわちまれに且つ中間状態（－３０００～－３５００
ｐＡ）よりも長い持続時間の間生じる低コンダクタンス状態（－８００ｐＡ）及び高コン
ダクタンス状態（－６０００ｐＡ）を示している。中間状態は、ポアを部分的にのみ封鎖
した後に放出される沈殿物に対応するものと思われる。－６００ｍＶよりも小さい電圧で
は、沈殿物が、ポアを完全に封鎖するのに充分な大きさまで成長した後にのみ消失される
。
【０１１９】
　ある点では、沈殿物を排出できない程度に塩がポア内に蓄積されることが予期される。
この沈殿段階もナノポアに対し研究し、予見できない現象が明らかになった。多くのナノ
ピペットがナノ沈殿により３段階の封鎖を経験した。第１の段階は、一定の印加電位での
自然の電流発振の段階であった。２０分以上の期間後、ポアが封鎖状態となり、低コンダ
クタンスの定常状態を呈した。しかし、この段階では、正電位の急速パルスによりポアを
短時間の間高コンダクタンス状態に強制できた。最終的に、ピペットは不可逆的に封鎖さ
れた。最初の２段階の間、ポアが清浄状態になりつつあり、その後に封鎖されているので
、ピペット内で何が生じていたかを理解することが目標となった。ポアの開放の反応速度
は２つのシステムに対して比較することができない。その理由は、これらは正の極性の電
位の下では生じない為である。上述した２段階でピペットに対して作用する異なる機構が
あるかどうかを見いだすために、ポアが封鎖される反応速度を調査した。
【０１２０】
　負に荷電された粒子を、ナノポアを通してその外部に移動させる負電位により、ポアを
清浄としうる場合には、沈殿物を反対方向でピペットの先端部のより広いシャフト部に向
けて移動させるのに正の電位が予期される。封鎖されたポアの場合、＋５００ｍＶのパル
スを短時間（０．２～２秒の間）供給し、これに続いて電圧を－５００ｍＶに反転させる
。この負の電圧で、その前に封鎖されていたポアから高コンダクタンス状態が見られ、こ
のポアが再び急速に封鎖状態となる（データは示さず）。短時間の開放状態は、電流発振
を受けているピペットにおける開放状態と同じ大きさとなり、従って、電圧の急速な変化
による過渡電流によるよりも開放ポアに起因するものである。短時間の高コンダクタンス
状態は、沈殿物がピペットの先端部から離れるように移動し、溶液からの沈殿に取って代
わるということを示すか、又は電位が正から負に反転した場合に粒子がポアの方向に戻る
ように移動することを意味する。
【０１２１】
　ポアを封鎖する反応速度は、２つの異なる機構、すなわち粒子のポア内への移動と、ナ
ノ沈殿とに対し異なるであろう。発振の遮断の反応速度と、封鎖されたポアの封鎖の反応
速度とを比較するために、双方の状態に対する－５００ｍＶでの個々の事象に対する電流
遮断レートを定量化した。＋５００ｍＶのパルスで短時間開放させた封鎖ポアの場合、遮
断事象にある電流は７４±１３ｐＡ／ミリ秒の勾配で減少するのに対し、電流発振を受け
ているポアの場合、４±２ｐＡ／ミリ秒の勾配で減少する。著しく高速な電流遮断は溶液
からのナノ沈殿とは異なる遮断機構を表す。このことはむしろ、ナノポアを通り抜けるに
は大きすぎる粒子を、ナノピペットの内部でその底部から先端部に向けて電圧駆動封鎖す
ることを表すことができる。従って、この現象は、リン酸亜鉛の塩類に対してのみ観察さ
れたものであり、水酸化鉄（III ）のような他の沈殿物からの封鎖に対しては生じなかっ
た。
【０１２２】
　封鎖されたナノピペットにおける沈殿物が実際に正の電位のパルス中に先端部内で移動
する場合には、粒子が交流電圧で捕捉されてポアの封鎖が解かれるようになりうる。充分
に高い周波数の正弦波状の電位が印加されることにより、リン酸亜鉛により封鎖されるよ
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うに思われるピペットから“開放”電流を生ぜしめることができる。測定に対し、ｐＨ７
のリン酸塩緩衝材（１００ｍＭのＫClに対し１０ｍＭ）を充填させたピペットを、２μＭ
の塩化亜鉛を含むｐＨ７のTris緩衝材（１００ｍＭのＫClに対し１０ｍＭ）の浴内に浸漬
させた。ピペットは、数分間の－５００ｍＶの低電圧後に封鎖状態となり、５００～－５
００ｍＶの正弦波状の電位は０．１、０．５、１及び1５Hzで印加した。０．１Hzのよう
な低周波数では、電位が負電圧に向けて発振する際に、ポアは封鎖状態になる前に短時間
の間高コンダクタンス状態に近づくように見える。高周波数では、より高いコンダクタン
ス状態が達成され、ポアは封鎖される前に正電位により清浄化される。
【０１２３】
　高周波の正弦波状の電圧で達成される高コンダクタンス状態は、発振電界を用いたナノ
沈殿物のスペース内への捕捉を表し、且つ電流の大きさが印加電位の周波数で正確に制御
されるようにする。
【０１２４】
　［例８：炭水化物（糖）反応性官能化ポリマー被膜］
　ナノポアチャネルに適用されるボロン酸の化学的性質を用いて試料溶液内の糖を検出す
るためにナノピペットセンサを開発した。その原理は、糖類が（開口直径を例えば、１０
～40nmとしうる）ポアに比べて小さい間、ボロン酸への糖類の結合により、中性のボロン
酸を負に荷電されたボロナートに変換させうることである。ナノピペット及びその他の円
錐状のナノポアは、電流整流を、或いは表面電荷に応答するイオン透過選択性を呈する。
表面変調の既知の方法に基づいて可逆センサを形成する最初の試み（ボロン酸の共有結合
（その概略図を図１７に示す）を介するか、又は官能化した高分子電解質を堆積するか）
によれば、充分に反応性が良くないか又は不可逆的に反応するセンサが得られた。図１７
に示すように共有結合的に修飾されたナノピペットでは、イオン電流は、ｐＨ７の緩衝材
中の３ｍＭのグルコースに反応した。認識要素がポアの壁部のみではなく、ポアの全断面
を被覆する場合に、ナノポアの反応性が増大することが推論された（ナノポア内に又はナ
ノポアにまたがって或いはこれらの双方で延在するように交差結合されたポリマーの線図
表示に対する図１８Ｃを参照されたい。この場合、ポリマーはナノポアを完全に封鎖せず
に部分的に封鎖するようにメッシュ状になっており、メッシュは一般にナノポアの内部の
最先端部にあることに注意すべきである）。このようなシステムの電位反応性は、共有結
合されたｐＨ反応性の“ポリマーブラシ”であって、ポリマー上のリン酸基のプロトン化
の結果として薄膜のナノポアの整流作用を変化させたものに対し立証されている（Chem. 
Commun. 46, 1908-1910 (2010)（Yameen氏等著）参照）。しかし、このようなシステムは
、反応を引き起こすために、荷電された検体（ヒドロニウムイオン）に頼っている。中性
の検体の結合により、ナノポアの環境の電荷状態を変化させ、電流整流に影響を及ぼすよ
うにしたナノポアセンサは従来知られていない。
【０１２５】
　（方法）
　試薬及び溶液：全ての貯蔵溶液をMilli-Q超純水で準備した。緩衝材の溶液は塩化カリ
ウム（Baker 社）、リン酸ナトリウム（二塩基性）、炭酸ナトリウム及び重炭酸ナトリウ
ム（Sigma 社）から準備し、これをＨCl（１Ｍ）又はＫＯＨ（０．１Ｍ）で調節した。ア
リザリンレッドスルホン酸塩（ＡＲＳ）、8-ヒドロキシピレン-1,3,6-トリスルホン酸、
三ナトリウム塩（ＨＰＴＳ）、エスクレチン、Ｌ形グルコース及びＬ形フルクトースは、
Sigma 社から購入した。全ての緩衝材溶液は、別段の指示がない限り、１０ｍＭの緩衝材
及び１００ｍＭの塩化カリウムに対して用いた。
【０１２６】
　ポリマーＰＶＰ‐ＢＡの合成：ポリ（4-ビニルピリジン）（ＭＷ 60,000）をSigma 社
から購入し、そのまま用いた。o-ブロモメチルフェニルボロン酸の合成を、決められた手
順を用いて実行した。磁気撹拌子を含む１０ｍＬの丸底フラスコに、ポリ（4-ビニルピリ
ジン）（０．１００ｇ、０．００１６７ミリモル）及びm-ブロモメチルフェニルボロン酸
（０．２０６ｇ、０．９５４ミリモル）を加えた。次に、Ｎ，Ｎ‐ジメチルホルムアミド
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（２ｍＬ）及びメタノール（２ｍＬ）を加えて試薬を溶解させた。混合体を２３時間撹拌
させ、次にジクロロメタン（１０ｍＬ）を入れた５０ｍＬのビーカーに液滴状に添加して
生成物を沈殿させた。このビ－カーを氷の浴内に入れてこの生成物を完全に沈殿させた。
次に、溶液を、上部が取り外し可能なツーピースフリットフィルタ内に注ぎ、アルゴンガ
スを用いて不活性状態の下で真空フィルタ処理した。この生成物をジクロロメタンの３×
１５ｍＬ部分で洗浄し、次いで真空デシケータ内に入れて一晩中乾燥させた。隔離された
生成物は０．２５７ｇ（９０％の収率）であった。１Ｈ‐ＮＭＲはポリマーの８２％アル
キル化を呈した（データは示さない）。
 
【０１２７】
　蛍光光度法による炭水化物反応の測定：メタノール／水（１：１）中のＰＶＰ‐ＢＡ（
０．００６％ w/v）及びＨＰＴＳ（１．５×１０-6Ｍ）より成るプローブ溶液を準備した
。プローブ溶液の１ｍＬのアリコートをキュベットに添加し、続いて１ｍＬの炭酸塩緩衝
材（２０ｍＭの炭酸塩、１００ｍＭの塩化カリウム、ｐＨ９．５）を添加した。４６０nm
（励起フィルタ）及び５１５～５７０nm（発光フィルタ）のフィルタ対を用いて蛍光を読
み取った。糖類溶液のアリコート（水中５００ｍＭ）を添加し、1分間ゆっくりピペット
操作することによって溶液を混合し、各添加後に蛍光を測定した。添加した総量は２０マ
イクロリットル（全量の１％）を超えなかった。蛍光信号を蛍光増加分に変換した（Ｆ／
Ｆ０）。複数のブランク(空試験)値を基準値の蛍光Ｆとして取り入れた。各信号をこのブ
ランク値で除算することにより蛍光増加分を与える。
【０１２８】
　石英のナノピペット電極による電流測定：Ｐ‐２０００レーザプラ―（Sutter Instrum
ent 社）を用いて、外径が１．０mmで内径が０．７０mmの、フィラメントを有する石英キ
ャピラリー（Sutter Instrument 社の型番：QF100-70-5）から、ナノピペットを製造した
。使用したパラメータは、ヒート（Heat）を６２５、フィラメント（Filament）を４、ベ
ロシティ（Velocity）を６０、ディレイ（Delay ）を１７０、プル（Pull）を１８０とし
た。イオン電流を測定するために、２電極の機構を用いた。ナノピペットには緩衝材溶液
（リン酸塩／ＫCl、ｐＨ７）を裏込めし、Ag／AgCl電極を挿入した。補助／基準電極とし
て作用する他のAg/AgＣl電極を０．３ｍＬのバルク溶液内に配置した。これらの双方の電
極をDigiData 1322Aデジタイザを有するAxopatch 700B 増幅器（Molecular Devices 社製
）と、pClamp１０ソフトウェア（Molecular Devices 社製）を具えるＰＣとに接続した。
ナノピペット電極を完全に湿潤させるために、ナノピペットの先端部を、緩衝材を裏込め
した後に５～１０分間の間Ｎ，Ｎ‐ジメチルホルムアミド内に浸漬させた。正電位を、カ
ウンター電極に対してナノピペットのバレル内の電極に印加するアノード電位と称する。
実験は２４℃で行った。
【０１２９】
　ナノピペット内へのＰＶＰ‐ＢＡの埋め込み：ナノピペットのバレルにリン酸塩の緩衝
材（ｐＨ７）を充填し、このナノピペットを、カウンター電極を収容した炭酸塩の緩衝材
（ｐＨ９．５）内に浸漬させた。ナノピペットが負の電流整流を表すことを検証した後、
これらのナノピペット０．０３％（ｗ／ｖ）ポリマーを含むメタノール溶液内に短時間浸
漬させ、その後炭酸塩の溶液に戻した。ポリマーが良好に固定された結果、電流整流が完
全に反転された。
【０１３０】
　ポリマーで修飾させたナノピペットに対する炭水化物の反応の測定：修飾されたナノピ
ペットを、カウンター電極を収容した０．３０ｍＬの炭酸塩緩衝材の溶液（ｐＨ９．５）
内で分析した。この溶液に、純水中の濃縮検体溶液のアリコートを添加した。添加した総
量は、量の変化を５％に制限するために１５μＬを超えないようにした。反応を実時間で
測定するために、０．５Hzの周波数で－５００～＋５００ｍＶの正弦波状の電位を用いて
電流を解析した。アリコートの添加に続いて信号が安定した後に、０．５ｍＶ／ミリ秒の
レートで－５００～＋５００ｍＶの電圧を掃引させることにより電流を解析した。各測定
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は５回の掃引で行った。
【０１３１】
　電気化学データの分析：pClampソフトウェア（電圧掃引に対するサンプリング周波数を
１０００Hzとし、正弦状関数を２００Hzとした）を用いて記録したイオン電流測定を、分
析及びグラフ化のためにOriginPro 8.5 （OriginLab 社）に取り込んだ。各データポイン
トに対しＩ‐Ｖ曲線を生ぜしめるために、５００ｍＶ／秒の走査レートでの－８００～＋
８００ｍＶの５回の電圧掃引を平均化し、各ポイントに対し標準偏差を計算した。結合等
温線を生ぜしめるために、固定電位での電流を検体濃度の関数としてプロットした。
【０１３２】
　［機能性高分子電解質の化学特性］
　カチオン性の炭水化物反応性ポリマーを形成するために、m-ブロモメチルフェニルボロ
ン酸を用いて、分子量が６０，０００である市販のポリ（４‐ビニルピリジン）（ＰＶＰ
）をアルキル化した。生成物ＰＶＡ‐ＢＡは、Ｎ，Ｎ‐ジメチルホルムアミド及びメタノ
ールにおける反応混合物から沈殿した。この反応混合物は、メタノール（１％ｗ／ｖ以下
）内で僅かに可用性であり、酸性のメタノール／水の溶液中では難溶性であり、他の水性
の有機溶媒内では実際に不溶性である。ポリマーのベンジル化したもの（ＰＶＰ‐Ｂｎ）
は臭化ベンジルでアルキル化され、より一層高い溶解度を呈した。ポリマーのアルキル化
効果は１Ｈ‐ＮＭＲスペクトルの積分により決定された。ポリマーＰＶＰ‐ＢＡはほぼ８
５％のアルキル化を呈したのに対し、ＰＶＰ‐Ｂｎの場合アルキル化効率は」９０％であ
った。これらの値を用いて、ポリマーのモル質量をＰＶＰ‐ＢＡに対し１７０，０００及
びＰＶＰ‐Ｂｎに対し１５０，０００として評価した。ポリ（ビニルピリジン）のような
高分子電解質を滴定により分析して、タンパク質の取り込み及び見掛けのｐKa

32の特性を
表す。
【０１３３】
　ポリマーＰＶＰ‐ＢＡのｐＨ依存性を評価するために、メタノール／水内の１％ｗ／ｖ
溶液をｐＨ２に酸性化した。水酸化物で滴定すると、ポリマーはほぼｐＨ８で迅速に沈殿
した。この沈殿化ポイントは高い再現性を呈し、溶液中のフェニルボロン酸のｐKaと一致
する。このポイントでは、ボロン酸をボロナートに変換することにより、ピリジニウム基
の電荷を有効に中性化し、極性の極めて少ない両性イオンポリマーを形成する。この沈殿
ポイントは、２０ｍＭの単糖の存在中で調節される（図２０の沈殿データにおけるｐＨを
参照されたし）。このことは、２ｐＨ単位だけボロン酸のｐKaを低くすることで知られて
いる。ｐＨ７．８±０．２でのＰＶＰ‐ＢＡの沈殿と比べるに、グルコースはｐＨ６．５
±０．１で沈殿を生ぜしめ、フルクトースはｐＨ５．５８±０．０８で沈殿を生ぜしめる
。フルクトースは、殆どのボロン酸受容体との親和性が高いものとして知られている。こ
の作用は、グルコースとフルクトースとの双方が、使用するＰＶＰ‐ＢＡに結合すること
を表している。この方法を用いて、例えば、負に荷電された基を加えるか、又は負に荷電
された基の位置を変えることにより、種々の高分子電解質をナノピペット上の被膜として
用いうるとともに、ポリマーのｐＨ反応性を調整するのに用いうるようにするかどうかを
決定するようにしうる。
【０１３４】
　炭水化物とのカチオン性ポリマーの相互作用の特性を良好に表すために、ＰＶＰ‐ＢＡ
及びＰＶＰ‐Ｂｎとそれぞれ相互作用しうる３種類の比色分析染料を選択した。これらの
染料はグルコース検出用のサロゲートとして作用し、市販されており、その構造は公表さ
れている。カテコール及び負電荷の双方を有するアリザリンレッドスルホン酸塩（ＡＲＳ
）と、カテコールのみを含むエスクレチンと、３つの負電荷を有する染料である 8-ヒド
ロキシピレン‐1,3,6‐トリスルホン酸，三ナトリウム塩（ＨＰＴＳ）とがある。各染料
の溶液をポリマーで滴定し、吸光度スペクトルを記録した。代表的な吸光度スペクトルを
、ＰＶＰ‐ＢＡ又はＰＶＰ‐Ｂｎと一緒にＡＲＳ染料に対し図２１に示す。ボロン酸を含
まないＰＶＰ－Ｂｎを存在させた場合、４２０nmでの吸光度の極大値が減少するとともに
僅かに赤の方向で４６７nmまでシフトされている。ＰＶＰ‐ＢＡを染料に添加すると、極
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大吸光度が増大し、４６７nmにシフトした。これらの２つの別々の現象はボロン酸結合及
び静電相互作用の双方による相互作用を示している。又、ＡＲＳはＢＡポリマーに結合し
たが、Ｂｎポリマーには結合しなかった。
【０１３５】
　λmax での吸光度の差を測定することにより、ポリマー濃度の関数としてΔＡを示す曲
線が得られた。ポリマーに対する各染料の反応性を、曲線の直線部分の傾斜を用いて測定
し、これを表１に集約した。ＰＶＰ‐ＢＡ、すなわちボロン酸を付加したポリカチオンの
場合、ＡＲＳに対する親和性はＨＰＴＳの親和性の２倍となり、静電気引力及び結合形成
の双方の相乗効果を示す。これとは対照的に、ＰＶＰ‐ＢｎはＡＲＳに比べＨＰＴＳに対
しより強い親和性を呈し、これは全静電機構に一致する。重要なことに、エスクレチンに
対する親和性は、ＰＶＰ‐ＢＡよりもＰＶＰ‐Ｂｎに対し一桁低い大きさとなる。このこ
とは、ボロン酸が存在しない場合、ポリカチオンと荷電されていないカテコールとの間の
相互作用は殆どないことを表している。ΔＡ対ポリマー濃度をプロットすると、検査した
全ての染料に対する曲線が平滑となったが、標準の結合等温線に対し良好なフィットを何
れも呈しなかった。このことは、複数の結合部位（ポリマー鎖当り約５００）を有すると
ともに染料の存在で凝集するおそれがあるポリマーの特性が複雑であることによるものと
思われる。
【０１３６】
【表１】

 
【０１３７】
　［官能化ポリマーが埋め込まれたナノピペット］
　ボロン酸含入ポリカチオンＰＶＰ‐ＢＡで官能化されたナノチャネルを形成するために
、リン酸塩の緩衝材を充填した石英のナノピペット（ポアの直径は２０～４０nm）を用い
た。この媒体では、ポリマーは不溶性である。ポリマーを添加する前は、これらはｐＨ７
で負に整流されたイオン電流をしめしている。すなわち、Ｉ‐Ｖプロットは負電圧で高電
流をしめしている。ポリマーでナノチャネルを官能化するために、０．３％の濃度（ｗ／
ｖ）でポリマーを含むメタノール溶液内にナノピペットを短時間浸漬させた。このナノピ
ペットの先端部を中性の緩衝材溶液に戻すと、電流整流が反転され、正の電位で高い非線
形コンダクタンスを示すようになる。ＰＶＰ‐ＢＡのピペットは、＋電圧で大きなイオン
電流を示すとともに、負電位で極めて小さい電流を示した。
【０１３８】
　反転された電流整流は、システムのインピーダンスが最大であるナノピペットのポアを
ポリマーが通過する証拠となる。このようなポリマーで修飾された幾つかのナノチャネル
が形成され、これらのナノピペットチャネルでは正の整流が数時間以上に安定となった。
ナノピペットの外側にはポリマーが認められなかった。おそらく、ナノチャネル内に埋め
込まれ、負に荷電された石英に対する静電気引力と緩衝材内での限定された溶解度との双
方により適所に配置されたポリマーから、修飾されたイオン電流が生じるものと思われる
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。ナノチャネル内のポリマーの画像化は実用的でなく、システムを近似させるために、マ
イクロピペットに同様な処置を施した。ポリマーを可視化するために、ポア直径が２０マ
イクロメートルのマイクロピペットに、１ｍＭのＡＲＳを含むリン酸塩の緩衝材を充填し
た。ポリマーがメタノール溶液内に浸漬されると、マイクロピペットの最先端部にすみれ
色が生じる。２０分後でも、極めて僅かなポリマーがピペット先端部のより広い開口内に
拡散した。
【０１３９】
　修飾されたナノピペットの電極のｐＨ反応度は石英のナノピペットよりもかなり大きく
なる。裸の石英のナノピペットの整流が負になると、反応度はｐＨ３でほんの僅かだけ減
少し、シラノキシ基のプロトン化に対応するようになる。これとは対照的に、ＰＶＰ‐Ｂ
Ａを埋め込んだナノピペットは実質的に、ｐＨ８～ｐＨ３での負の電位でコンダクタンス
を呈しない（データは示さない）。正の電位でのコンダクタンスはｐＨが減少するにつれ
て増大し、ｐＨ５及びｐＨ３間で最大の変化を呈する。ナノチャネル／ポリマー材料の電
気化学的反応は、ｐＨ７及び８間のプロトン化状態で最大の変化を受ける溶液中のポリマ
ーの特性からは予測されない。
【０１４０】
　アニオン性カテコールＡＲＳは、検査した染料の中で、溶液中のポリマーＰＶＰ‐ＢＡ
に対し最大の親和性を呈した。この染料に対するイオン選択透過性の変調を検査するため
に、ポリマーで修飾したナノピペットをｐＨ９．５の炭酸塩緩衝材内に浸漬させた。これ
らの基本的な状態の下では、アニオン性のボロナートエステルの形成が達成された。図２
２に示すように、修飾されたナノチャネル内のあらゆる正の整流を無効にするのに、たっ
た６０μＭのＡＲＳで充分である。３６０μＭのＡＲＳでは、電流が負に整流される。図
２２を参照するに、３６０を付した矢印は、負の電圧で増大した負の電流を示している。
本例では、約－１ｎＡの負の電流が－５００ｍＶで見られ、＋５００ｍＶでは、電流が約
＋０．６ｎＡとなる。本例では、ブランク（空試験）と、ＡＲＳの６０μＭ濃度と、ＡＲ
Ｓの３６０μＭの濃度とを如何に区別しうるかも示している。イオン電流整流は反転する
為、染料の添加はナノポア又はナノチャネルの封鎖を生ぜしめるとは思えない。むしろ、
マトリックス内の静電荷の反転に基づいてチャネルのイオン透過性が反転される。
【０１４１】
　ＡＲＳが低濃度（＜０．１ｍＭ）にある場合、洗浄媒体を必要とすることなく、イオン
電流の変調を完全に可逆性としうる。濃度が高くなることにより、システムが永続的に負
に整流されるようにする。このことは、特に染料が、バルク溶液内に拡散しないようにポ
リマーマトリックス内に深く侵入する場合に、ポリマーと染料との間の強い相互作用によ
るものと思われる。
【０１４２】
　ＡＲＳで示す修飾させたナノチャネル内のイオン電流整流の反転は、染料の電荷と、ボ
ロン酸含入マトリックス内でのｐKaのシフトとの双方によるものと思われる。中性の炭水
化物の場合、整流の変化はナノチャネル内のボロン酸／ボロナートの平衡化に起因してい
るはずである。ポリマーが埋め込まれたナノチャネルにフルクトース（１０ｍＭ）を添加
することにより、正から負への電流整流の急速な反転が得られた（図２３及び２４）。図
２３における曲線は、ブランクのナノピペットでは殆ど整流が行われないが、１０ｍＭで
フルクトースを存在させると負の整流（すなわち、負電圧で高電流）を示すＩ‐Ｖ曲線が
得られることを示している。図２４は、ナノピペットの先端部をフルクトースに曝してこ
れを純粋な緩衝材に戻して、電流整流を完全に反転させる反応時間が３～５分である、結
合の可逆性を示している。興味深いことに、初期に正に整流されたＩ‐Ｖ曲線の一部のみ
がフルクトースに曝した後に回復される。図２３に示すように、負電位でのコンダクタン
スは、フルクトースに曝す繰り返しサイクルで完全な且つ再現可能な切換えを受ける。正
の電位の場合、必ずしもこのようにならない。図２３に示すように、ＰＶＰ‐ＢＡで修飾
されたナノピペットに対する初期信号は、６００ｍＶまでの正の電位で高度に開放状態と
なる。この開放状態は、フルクトースに曝した後に完全には回復しない。このことは、ナ
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ノチャネルにおけるマトリックスに炭水化物の結合の結果として何らかの調整が行われて
いることを表している。電流整流の大きさは種々の異なるポリマー埋め込みナノチャネル
の間で相違しているが、フルクトースが存在している場合の整流の反転は、検査した幾つ
かのシステムに対し完全で可逆的であった（図２５）。代表的なスポット２５４及び２５
５はそれぞれ異なる実験における正及び負の整流を示している。
【０１４３】
　電流反応の完全な反転が負電位で達成される為、固定電位での電流を開放状態と閉成状
態との間のフルクトース変調を示すのに用いることができる。図２４に示すように、－５
００ｍＶにおける電流は、フルクトースに曝す数回のサイクルで完全に可逆的となる。重
要なことに、信号を回復させるのに洗浄条件は必要としない。又、Ｉ‐Ｖ曲線の平滑さか
ら注意すべきことは、ポリマーマトリックス電界により影響されるようには見えないこと
である。むしろ、ナノチャネル内のイオン透過性を変調する中性の炭水化物が存在するだ
けである。
【０１４４】
　フルクトースに対する、修飾されたナノチャネルの反応は、ＡＲＳの場合のように、濃
度に依存する（図２６及び２７）。－５００ｍＶの電位における電流をフルクトース濃度
の関数としてプロットすることにより、結合親和性を所定のナノチャネルに対し決定でき
、次式で表すことができる。
　　　　　Ｓ＝（１＋Ｓmax Ｋｂ[Ａ]）／（１＋Ｋｂ[Ａ]）
【０１４５】
　このモデルでは、Ｓを信号、この場合イオン電流として用い、Ｓmax を検体が飽和した
際の計算信号として用い、[Ａ]を検体の濃度として用い、ＫｂをＭ-1の単位での結合定数
として用いている。曲線のフィッテイングから決定した結合定数は、図示のナノチャネル
の場合３６０±１１０Ｍ-1であり、この定数は溶液中のモノ‐フェニルボロン酸を用いて
測定した結合定数と一致する。これらの親和性は広く変化しうるが、一般に１００～５０
００Ｍ-1の範囲内にある。ナノチャネルに閉じ込めたポリマーの反応と、溶液相のポリマ
ーの反応とを比較するために、蛍光ベースの分析を行い、この分析を、ナノチャネル電極
と同様に静電荷により変調させた。染料ＨＰＴＳを用いた場合には、アロステリックな指
標置換分析（ＡＩＤＡ）を用いてフルクトース反応を測定した。ＨＰＴＳは、溶液内で、
ＰＶＰ‐ＢＡポリマーとの基底状態の錯体を形成し、蛍光を消滅させる。これら２種類の
成分は互いに静電的に引き付けられる、すなわちカチオンの高分子電解質がアニオンの染
料に引き付けられる。ｐＨ９．５では、フルクトースを添加することにより、ポリマー上
のボロン酸基がアニオンのボロナートとなるようにし、ポリマー上の静電荷全体を中性化
するとともに、蛍光染料を置換させる。このシステムによれば、見掛けの結合定数がフル
クトースに対し３２００±４００Ｍ-1として決定される（図２６）。この親和性は、円錐
状のナノチャネルにおけるポリマーに対して測定した親和性よりも一桁大きい値のものと
なるが、依然としてボロン酸‐フルクトースの結合に対し報告された値の範囲内にある。
ポリマーに対する環境は、双方のシステムに対し著しく相違しているが、双方の場合の相
違は、信号を生じるポリマー電荷の変調にある。良好に特徴づけられた受容体マトリック
スを用いて刺激応答性のナノ流体ダイオードを迅速に設計する能力により、ナノポア内の
イオン透過性を制御する新たな方策を提供する。
【０１４６】
　従って、図２５及び２６におけるデータは、受け入れられた分析で得られた蛍光値が、
設定した負の電圧でフルクトースの濃度を変えて得られるイオン電流値に相当すること、
及び本発明の電気化学法が蛍光法よりも高いダイナミックレンジを有するということとを
示している。
【０１４７】
　ＰＶＰ‐ＢＡを埋め込んだナノピペットを有するセンサはグルコースに反応し、ｐＨ９
．５で負の整流が増大することも分かった。緩衝材内で１．４２の負の整流比を呈するセ
ンサを２０ｍＭのグルコースに曝すと、負の電流の増大により１．９９の負の整流比が得
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られた。負の電流比は、＋５００ｍＶの電位での電流に対する－５００ｍＶの電位での電
流の比として規定される。
【０１４８】
　[結論]
　上述した具体的な説明は、本発明を例示説明したものであり、本発明の範囲を制限する
ものとみなすべきではなく、本発明は、特許請求の範囲に記載した文字通りの及び等価の
範囲により規定されるものである。ここに記載した特許文献及び非特許文献の何れも、明
瞭に述べられていないが当業者により理解される本発明のある態様を実行するのに有効な
方法及び材料の詳細を伝達するためのものである。必要に応じ参照した方法又は材料を記
載するとともに可能化する目的のために、これらの文献の各々が明確に且つ単独に参考の
ために導入され且つここに含まれる場合と同程度にこれらの特許文献及び非特許文献を参
考のためにここに導入するものである。
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