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(57)【要約】
典型的な電気化学的センサーは、標的により誘導される
電流出力の変化を測定する。このような標的結合の測定
は個々のセンサー全体にわたって一貫性がなく、さらに
、センサーが長期間配置される場合、信号が時間ととも
にドリフトする。これらの欠点は、標的結合の指標とし
て電流減衰動態を測定するための、クロノアンペロメト
リーの新規の使用によって、回避することができる。電
流減衰寿命は濃度依存的様式で変わるが、個々のセンサ
ー全体にわたって長時間安定したままであり、較正不要
な動作を可能にする。これらの方法によって、アプタマ
ーベースの電気化学的センサーおよび他のセンサータイ
プは、長期間インビボで配置されることができ、較正な
しに標的結合の正確な測定を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　電気化学的センサーの使用によって試料中の標的種の濃度を測定する方法であって、以
下の工程を含む、方法：
　試料に曝されるように電気化学的センサーを配置する工程であって、該電気化学的セン
サーの出力が、試料中の標的種の濃度に応じて濃度依存的様式で変わるファラデー電流で
ある、該工程；
　1つまたは複数の励起パルスを該電気化学的センサーに印加する工程であって、ファラ
デー電流出力が各パルスによって生成される、該工程；
　該1つまたは複数の励起パルスのそれぞれに続いて、時間分解ファラデー電流データを
取得する工程；
　該取得された時間分解ファラデー電流データによって、電流減衰の選択された測定の値
を計算する工程；
　電流減衰の測定の該計算された値によって、電流減衰の選択された測定と試料中の標的
種の濃度との間の数学的関係の適用により、該標的種の濃度を計算する工程。
【請求項２】
　前記電気化学的センサーが、標的が結合すると構造変化を受ける複数の認識要素で機能
的にされた電極を含み、各認識要素が、1つまたは複数の酸化還元レポーターで機能的に
される、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　認識要素がアプタマーを含む、請求項2記載の方法。
【請求項４】
　試料が、全血、血清、唾液、尿、汗、間質液、脊髄液、脳脊髄液、組織滲出液、浸軟組
織試料、細胞溶液、細胞内区画、水、洗浄水、廃水、地下水、食品、および飲料からなる
群より選択される、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　試料が、流れている全血を含む、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　試料が、測定前に処理されない、請求項4記載の方法。
【請求項７】
　試料が希釈されない、請求項4記載の方法。
【請求項８】
　標的種が、小分子薬物、代謝産物、ホルモン、ぺプチド、タンパク質、炭水化物、核酸
、脂質、ホルモン、代謝産物、成長因子、神経伝達物質、栄養素、および汚染物質、病原
体誘導因子もしくは病原体由来因子、病原体、または細胞からなる群より選択される、請
求項1記載の方法。
【請求項９】
　標的減衰の選択された測定が、減衰定数、平均寿命、半減期、および相対振幅から選択
される、請求項1記載の方法。
【請求項１０】
　電流減衰の選択された測定が、時間分解電流データの指数関数フィットから得られる、
請求項1記載の方法。
【請求項１１】
　電流減衰の選択された測定が、時間分解電流データの単一指数関数フィットから得られ
る、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　電流減衰の選択された測定が、時間分解電流データの双指数関数フィットから得られる
、請求項1記載の方法。
【請求項１３】
　電流減衰の選択された測定と標的濃度との間の数学的関係が、配置された電気化学的セ
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ンサーと同じクラスのセンサーについて得られている、請求項1記載の方法。
【請求項１４】
　測定の前または後に較正工程を行わない、請求項1記載の方法。
【請求項１５】
　長期間にわたって反復測定が達成される、請求項1記載の方法。
【請求項１６】
　電気化学的センサーがインビボで配置される、請求項14記載の方法。
【請求項１７】
　電気化学的センサーがヒト対象において配置される、請求項15記載の方法。
【請求項１８】
　電気化学的センサーが非ヒト動物において配置される、請求項15記載の方法。
【請求項１９】
　電気化学的センサーがポイントオブケアシステムにおいて配置される、請求項1記載の
方法。
【請求項２０】
　電気化学的センサーが試料中に配置される場合、該センサーの出力が試料中の標的種の
濃度に応じて濃度依存的様式で変わるファラデー電流であるように、該電気化学的センサ
ーが構成され、かつ
　ファラデー電流減衰の測定と標的濃度を関連づける安定した数学的関係が、該電気化学
的センサーが属するクラスのセンサーに関して公知である、
電気化学的センサー。
【請求項２１】
　前記電気化学的センサーが、標的が結合すると構造変化を受ける複数の認識要素で機能
的にされた電極を含み、各認識要素が、1つまたは複数の酸化還元レポーターで機能的に
される、請求項20記載の電気化学的センサー。
【請求項２２】
　前記クラスのセンサーが、同じ認識要素タイプ、同じ酸化還元レポータータイプ、およ
び電極への結合についての同じ付着性質を有するセンサーを含む、請求項21記載の電気化
学的センサー。
【請求項２３】
　認識要素がアプタマーを含む、請求項21記載の電気化学的センサー。
【請求項２４】
　以下を含む、電気化学的感知システム：
　電気化学的センサーが試料中に配置される場合、該センサーの出力が試料中の標的種の
濃度に応じて濃度依存的様式で変わるファラデー電流であるように、該電気化学的システ
ムが構成される、該電気化学的センサー；
　該電気化学的センサーへの励起パルスの印加のための、および各パルスの該印加の後に
続く、該電気化学的センサーからの時間分解ファラデー電流減衰の取得のための装置を含
む、ハードウェア・コンポーネント；ならびに
　請求項1～19のいずれか一項記載の方法の該電気化学的センサーおよびハードウェア・
コンポーネントによる実施を可能にするデータおよびコンピュータープログラムをそこに
記憶させている、非一時的なコンピューター可読媒体。
【請求項２５】
　前記電気化学的センサーが、標的が結合すると構造変化を受ける複数の認識要素で機能
的にされた電極を含み、各認識要素が、1つまたは複数の酸化還元レポーターで機能的に
される、請求項24記載の電気化学的感知システム。
【請求項２６】
　認識要素がアプタマーを含む、請求項24記載の電気化学的感知システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、2017年10月30日に出願された「Calibration Free In-Vivo Measurement of 
Analytes Using Electrochemical Sensors」と題する米国仮特許出願第62/578,665号に基
づく優先権の恩典を主張し、該出願の内容は参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
連邦政府による支援を受けた研究または開発に関する表明
　U.S. Army Research Officeにより認められた助成金番号W911NF-09-0001 U.S. Army Re
search Officeの下での政府支援を用いて、本発明は成された。政府は本発明において一
定の権利を有する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　標的分子の検出のための、様々なタイプの電気化学的センサーが公知である。多くのそ
のようなセンサーは、その大きさが標的分子の結合に反応して変化する電流出力を産生す
る。電気化学的なアプタマーベースの（EA-B）センサーは、酸化還元レポーターで修飾さ
れた、電極に結合されたアプタマーを使用し、ここで結合により誘導されるアプタマーの
構造変化が、酸化還元レポーターと電極との間の電子流の測定可能な変化をもたらす。EA
-Bセンサーは、複合試料中の標的分析物の測定のための、用途の広いプラットフォームを
当技術分野に提供してきた。EA-Bセンサーはさらに、流れている全血中での薬物および他
の標的種のリアルタイムの検出用にインビボで役立つことが実証されている。しかしなが
ら、このプラットフォームの大きな可能性にもかかわらず、E-ABセンサーはその臨床配置
を制限する、ある欠点に悩まされている。
【０００４】
　具体的には、すべての複合装置と同様に、EA-Bセンサーは、同じバッチで製造されても
、異なる数の認識要素が個々のセンサー上に存在するという、製作における不一致に悩ま
されている。このセンサー間の物理的ばらつきは、同じ設計の別のセンサーから得られる
出力が、有意に異なり得ることを意味する。さらに、全血のような複合試料環境において
配置される場合、最良のE-ABさえドリフトしやすく、ここで試料におけるアプタマーと分
子の複合混合物との間の非特異的相互作用が、時間とともに変動する読み取り値をもたら
す。これらの要因により、センサーの出力を解釈するためには、較正工程または信号補正
処置を行わねばならない。較正が実際的でないか、または多くの場合不可能である、イン
ビボで移植されるセンサーの場合、上記のエラー原因は、臨床実施への重大な障害を提示
する。
【０００５】
　従って、較正不要な測定を可能にするセンサーを動作させる、新規の電気化学的センサ
ーシステムおよび方法が、当技術分野において依然として必要である。さらに、信号のド
リフトによって混乱させられることなく、インビボで正確に分析物を測定する手段が、当
技術分野において依然として必要である。既存の感知プラットフォームの性能および効率
を改善することもまた、当技術分野において依然として必要である。
【発明の概要】
【０００６】
　先行技術の電気化学的感知方法は、SWVピークのような電流出力の測定値（すなわち絶
対電流値）に依拠して、標的濃度を割り出しており、そのような測定値はセンサー間のば
らつきおよびセンサーのドリフトに強く影響される。本開示の発明者らは、電気化学的セ
ンサーの信号出力動態のある局面、具体的には電流減衰動態は、センサー間のばらつきお
よびセンサーのドリフトに影響されにくいことを有利に発見した。絶対電流と同様に、こ
れらの電流減衰動態パラメーターは濃度依存的様式で標的結合に反応するが、絶対電流と
違い、それらは絶対電流で観察されるばらつきを回避する手段を提供しつつ、所定のクラ
スのセンサー全体にわたって安定しており、長期間安定している。
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【０００７】
　本開示の発明者らは、電気化学的センサーを動作させかつセンサーの出力を解釈する新
規の方法であって、異なるセンサーにより生成される、または異なる時間に生成される信
号が、試料中の標的濃度に正確に相関できるようにする方法を有利に開発した。本発明の
方法は、あるクラスの（例えば、同じ認識要素を使用する）センサーを効果的に先験的に
較正し、かつインビボの全血のような複合環境下での標的種の長期の較正不要な測定のた
めに配置することを可能にする。
【０００８】
　第一の局面において、本発明の範囲は、標的分析物の濃度の正確な測定値を提供するた
めに、センサーの出力を取得して解釈する方法を包含する。もう一つの局面において、本
発明の範囲は、ドリフトのないまたは較正不要な測定とともに動作され得る、センサーシ
ステムを包含する。もう一つの局面において、本発明の範囲は所定のクラスの電気化学的
センサーを包含し、ここで該センサーの出力は、該クラスの全センサーにわたって安定し
ている関係により、標的濃度に相関している。もう一つの局面において、本発明の範囲は
、電気化学的センサーの出力の取得および解釈により標的濃度を評価できるようにする、
コンピュータープログラム、ソフトウェア、および動作を包含する。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図1Aは、電極基体（101）に結合したアプタマー（102）がメチレンブルー酸化還
元レポーター（103）で修飾されている、E-AB感知プラットフォームの基本的動作を示す
。標的の非存在下では、メチレンブルーと基体の間の電子流（104）は遅い。標的（105）
がアプタマーに結合すると、結果として生じる構造変化がレポーター（103）の基体（101
）への近さを変え、電子移動（104）の速度を増大させる。図1Bは、標的の非存在下より
存在下での方がピーク電流が高い、このタイプのE-ABセンサーについての代表的な矩形波
ボルタンメトリートレースを示す。
【図２】図2Aは、トブラマイシンを標的として用いる、6個1セットのアミノグリコシド検
出センサーについての、SWVタイトレーション曲線を示す。SWVを用いて生成される絶対ピ
ーク電流は、標的分子の濃度だけでなく、センサー表面上の酸化還元レポーターで修飾さ
れたプローブの数にも依存する。作用電極の活性領域の差異およびそこに充填されたアプ
タマープローブの密度の差異に起因して、これらの絶対ピーク電流はセンサーごとに有意
に異なる可能性があり、結果として未処理の（較正されていない）センサー出力における
大きな差異につながる可能性がある。図2Bは、較正工程を行うことによって正規化した場
合の、図2Aのセンサーの出力を示す。
【図３】流れている全血において、アミノグリコシド結合E-ABセンサーのクロノアンペロ
メトリーにより測定された、平均電流対時間の過渡電流の対数-対数プロットを示す。電
流減衰は2つの対数期の和として適切に説明される。左から右へ、点線の垂直線の左側ま
での第一期は、二重層充電電流の減衰であり、ここではセンサーは標的に反応しない。垂
直線の右側に向かって、過渡電流は大いに標的依存的である。標的の非存在下で得られる
過渡事象において、ファラデー電流のより遅い指数関数的な減衰が観察される。標的（こ
こではトブラマイシン）の存在下では、平均電流寿命は実質的に減少する。図示した過渡
事象は、電位を-0.1Vから-0.3V（Ag/AgClに対して報告された全電位）にステップさせ、
結果として生じる電流を10μ秒ごとにサンプリングすることによって記録された。実線は
実験データの多指数関数フィットである。
【図４Ａ】図4Aは、標的濃度を増大させるにつれて減少する寿命を有する、減衰していく
過渡電流を有する、アミノグリコシド結合E-ABセンサー（標的としてトブラマイシンを用
いる）に関する、クロノアンペロメトリーにより測定した平均過渡電流を示す。実線は2
つの過渡電流の単一指数関数フィットを表す。図4Bは、一組のアミノグリコシド結合E-AB
センサーに関して確立された、緩衝液および全血における電流寿命と標的濃度との関係を
示す。2つの試料タイプ間の寿命の違いは、メチレンブルーからの電子移動に影響を及ぼ
す、電解質の組成および粘度の変化におそらく起因する。図4Cは、図4Bの標準曲線を生成
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するために使用したのと同じクラスであるが、標準曲線を生成するために使用していない
、5つのセンサーによって測定された、トブラマイシン濃度を示す。前記センサークラス
に関して生成された曲線によって、流れている全血中のトブラマイシンの濃度を推定する
ために、これらの独立したセンサーを用いることにより、個々のセンサーを較正する必要
なく、広範囲の濃度にわたってトブラマイシン濃度の正確かつ精密な測定値が得られた。
無希釈の全血中で試した場合、測定された濃度の値は、1μM～1mMの範囲にわたって、ト
ブラマイシンの実際の（添加した）濃度から10％の範囲内である。図4Bおよび図4Cにおい
て、エラーバー（図4Bにおいては非常に小さいため、目で見ることは難しい）は標準偏差
を表す。
【図４Ｂ】図4Aの説明を参照のこと。
【図４Ｃ】図4Aの説明を参照のこと。
【図５】図5Aは、流れている全血（ここでは標的無し）におけるE-ABセンサーの出力を示
し、ここでSWVから記録される平均ピーク電流は数時間の間にわたって有意にドリフトす
る（未補正信号）。測定値に適用される動的差動測定補正技術が、補正信号を提供する。
図4Bは、全血（標的無し）中で長時間配置された同じセンサーについての、平均電流振幅
および平均電流寿命を示す。クロノアンペロメトリーの電流減衰の振幅は、試験期間を通
して非常に有意にドリフトする。しかしながら、対照的に、電流寿命は時間をまたがって
安定しており、試験期間を通してドリフトしない。
【図６Ａ】生きている麻酔下のラットの頚静脈における、センサーの留置を示す。センサ
ーは構造的支持のために22ゲージのカテーテルに入れ、2cmの深さのところで外頚静脈の
内部に置いた。薬物注入を行うために、注入ラインを反対側に移植した。
【図６Ｂ】電流寿命を抽出し、それらをリアルタイムで標的濃度に変換するためにクロノ
アンペロメトリーにより生成された、過渡電流のリアルタイムの非線形回帰分析を示す。
トレースは20個のポイントの経過平均である。点線の四角形は、トブラマイシンが注入さ
れた間の時間枠を示す。
【図６Ｃ】1時点につき300ミリ秒での寿命対時間のトレース（20個のポイントの経過平均
）を示し、ここでこの手法の時間分解能は、薬物の注入だけでなく、その後の、循環系内
の薬物の均質化と関連した数十秒の「混合」期をもモニターするのに十分である。このパ
ネルは、図6Bからのダッシュ記号で印をつけたズームした領域に対応する。
【図６Ｄ】平均濃度対時間を示し、ここで前例のない時間分解能が、1000個を超える実験
ポイントを伴う、薬物の分目盛りでの分配期の測定を可能にし、結果として関連する薬物
動態パラメーターの超高精度の推定値をもたらす。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
発明の詳細な説明
動作原理
　電気化学的センサーの動作の広範囲な研究、ならびにある出力はセンサー製作上のばら
つきおよび信号のドリフトに影響されにくいという発見によって、本明細書に開示される
発明が得られた。標準的な電気化学的センサーの実施において、電流の流れは標的結合に
よって変更され、サイクリックボルタンメトリー、交流ボルタンメトリー、および矩形波
ボルタンメトリーを含む、ボルタンメトリー法によって評価される。これらの方法は、酸
化還元レポーターで修飾された、結合した認識要素の割合に関連するピーク電流であって
、センサー上に存在しかつ活性な認識要素（例えばアプタマー）の総数にも大きく依存す
るピーク電流を測定する。
【００１１】
　本開示の発明者らは、標的結合により誘導される電子移動の変化をモニターするための
、別の手法を開発した。結合依存的な電子移動動態に間接的に関連する、ボルタンメトリ
ーのピーク電流を測定するのではなく、電子移動動態を直接測定することができ、かつ好
都合なことに、本開示の発明者らはこれらの値がピーク電流の測定値に影響を及ぼすエラ
ー原因に影響されにくいことを発見した。クロノアンペロメトリーの電流減衰によって測
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定した電子移動動態は、主として標的結合によって決められ、ピーク電流とは異って、各
センサー上の活性な認識ユニットの数に依存しないことを、本開示の発明者らは確認した
。従って、標的濃度と電子移動動態の関係は、選択されたセンサーの構成に関して割り出
すことができ、この関係は安定であり、かつ類似の条件下で動作する同様の全てのセンサ
ーに適用できる。さらに、この予測的関係は長期間動作する個々のセンサーについても安
定している。
【００１２】
　本発明のこの新規の動作原理は、個々のセンサーを較正する必要性を除去し、インビボ
のような困難な環境でのドリフトのない動作のための手段を提供する。測定値は極めて細
かい時間尺度で得ることもでき、電気化学的センサーによる生物学的プロセスの、ミリ秒
の時間尺度での分解を可能にする。
【００１３】
　本発明の様々な要素を次に説明する。
【００１４】
電気化学的センサー
　本発明の様々な態様は、電気化学的センサーを使用する方法に指向している。本明細書
において使用される場合、電気化学的センサーは、試料中の標的種の濃度を測定すること
ができる任意のセンサーであり、ここでセンサーの出力を用いて試料中の標的の濃度を推
定することができるように、センサーの認識要素への標的種の結合が、感知要素による電
流出力の測定可能な変化を誘導する。
【００１５】
EABセンサー
　第一の実施において、本発明の方法において利用される電気化学的センサーは、E-ABセ
ンサーを含む。当技術分野において公知の、任意のE-ABセンサーの設計または構成が使用
され得る。E-ABセンサーにおいて、認識要素は当技術分野において公知のように、アプタ
マーを含む。アプタマーはDNAアプタマー、RNAアプタマー、または非天然核酸を含むアプ
タマー、ならびに前記のもののハイブリッドを含み得る。認識要素が核酸以外であるE-AB
概念の変種、例えばタンパク質、化学種、および他の分子を用いるセンサーもまた、本発
明の範囲内にある。
【００１６】
　E-ABセンサーにおいて、作用電極の1つまたは複数の選択された部分がアプタマーで機
能的にされる。アプタマーは、任意の適切な化学的性質、例えば共有結合、化学吸着、ま
たは吸着によって、電極の表面に結合またはさもなければ会合し得る。アルカンチオール
単分子層を用いてアプタマーを電極の表面に結合させてもよく、特に金電極の表面に適す
る。
【００１７】
　各アプタマーは、1つまたは複数の酸化還元レポーターで機能的にされる。標的種の結
合は、1つまたは複数の酸化還元レポーターの位置（または電極の利用しやすさ）が検出
可能に変更されるように、アプタマーにその立体構造を変化させる。酸化還元種は、電極
の利用しやすさまたは電極への近さの変化が電子移動動態の変化を引き起こすように、電
極と相互作用する物質の任意の組成を含む。典型的な酸化還元種は、メチレンブルー、フ
ェロセン、ビオロゲン、アントラキノンまたは任意の他のキノン、エチジウムブロマイド
、ダウノマイシン、有機金属の酸化還元標識、例えばポルフィリン錯体またはクラウンエ
ーテル環または直鎖状エーテル、ルテニウム、ビスピリジン、トリスピリジン、ビスイミ
ダゾール、エチレン四酢酸-金属錯体、シトクロムC、プラストシアニン、およびシトクロ
ムC'を含む。
【００１８】
　いくつかの実施において、E-ABセンサーは標的結合が信号を増強するような、シグナル
オンタイプのセンサーであり、他の実施において、E-ABセンサーはシグナルオフの構成を
含んでもよい。1つの態様において、E-ABセンサーは二重鎖センサーであり、ここで酸化
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還元種は、その一部がアプタマーの一部に相補的であるかまたはさもなければ可逆的に結
合することができる別の鎖上に存在する。標的種の存在下では、酸化還元種の鎖はアプタ
マーから遊離し、標的種がアプタマーに結合しかつ酸化還元種が電極と接触するかまたは
近づくのを可能にする。
【００１９】
センサーのコンポーネント
　電気化学的センサーは、複数の認識要素が（例えば0.1×1011～1×1013分子/cm2の密度
で）結合している1つまたは複数の作用電極を含む。作用電極は、例えばチオールまたは
アミンと結合を形成する任意の金属表面；金；任意の金被覆金属（例えばチタン、タング
ステン、白金、炭素、アルミニウム、銅など）を含む、電気化学的な感知に適した任意の
電極材料、裸のパラジウム電極、炭素電極などを含んでもよい。
【００２０】
　作用電極は、任意の所望の形状または大きさに構成され得る。例えば、パドル形の電極
、矩形電極、ワイヤー電極、電極アレイ、スクリーン印刷電極、および他の構成が使用さ
れ得る。薄型のワイヤーは静脈、動脈、組織、または器官の中に挿入することができ、か
つ、血管内の血流を妨げることも、組織の実質的な損傷を引き起こすこともないため、イ
ンビボの測定のためには、細いワイヤーの構成が有利である。例えば、1～500μm、例え
ば100μmの直径を有するワイヤーが使用され得る。
【００２１】
　本発明の電気化学的感知システムはさらに、補助電極または対電極、例えば白金補助電
極を含む。電気化学的感知要素は、参照電極、例えばAg/AgCl電極、または当技術分野に
おいて公知の他の参照電極とともに、用いてもよい。本発明の電気化学的センサーは、ク
ロノアンペロメトリー測定を行うために適切に構成された、二電極または三電極システム
において構成され得る。電極を含む細胞システムは、電極が存在し試料と接触する混合チ
ャンバーまたは他の容器を含んでもよい。
【００２２】
　センサーおよび電極システムは、試料中に配置されるかまたは試料に曝される場合に、
ファラデー電流の測定値を得るためのアセンブリーを含んでもよい。アセンブリーはハウ
ジングを含んでもよい。例えば、生体の体内での留置のため、ハウジングは針、カテーテ
ル、または他の移植可能な構造物を含んでもよい。エクスビボでの適用のため、ハウジン
グはウェル、マイクロ流体管、またはラボオンチップ装置に見られるような他の構造物を
含んでもよい。
【００２３】
　本発明の電気化学的センサーは、クロノアンペロメトリー測定を行うための適切なコン
ポーネントと機能的に接続する。クロノアンペロメトリーのコンポーネントは、互いに電
気的接続および／またはネットワーク接続している、2つまたはそれ以上の装置を含んで
もよいか、または単一の統合装置を含んでもよい。
【００２４】
　クロノアンペロメトリー測定を行うための第一のコンポーネントは、所望の大きさ、周
波数、および波形の励起電圧パルスを感知要素に送達することができる、装置または装置
の組み合わせを含む。クロノアンペロメトリーのコンポーネントは、ポテンショスタット
または他の電圧源および作用電極に電圧ステップをかけるための電圧調整器を含んでもよ
い。
【００２５】
　クロノアンペロメトリー測定を行うための第二のコンポーネントは、感知要素から時間
分解ファラデー電流出力を取得することができる、装置または装置の組み合わせを含む。
これらのコンポーネントは、センサーの出力を読み取りかつそのような出力を記憶するか
、またはアナログ・デジタル変換器、増幅器、および記憶媒体を含む他の装置に出力を送
るための回路を含む。大部分のセンサーシステムにおいて、電流減衰動態を測定するため
に、非常に細かい時間尺度、例えばマイクロ秒からミリ秒の時間尺度での分解能が必要で
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ある。
【００２６】
他のセンサータイプ
　本発明の範囲はE-ABセンサーに限定されない。本発明の範囲はさらに、認識要素への標
的結合が、感知要素により測定可能な電子移動速度において測定可能な変化をもたらす、
任意の電気化学的センサーを包含する。1つの局面において、信号を生成する手段として
の直接電子移動および酸化還元平衡の使用を含む、非媒介性の電気化学的感知を用いるセ
ンサーが使用され得る。これらの生化学的センサーは、例えば、酸化還元対に属する種の
消費または生成を検出するセンサーを含む。他のセンサーは、媒介性の電気化学的分析、
すなわち電子移動のための酸化還元種メディエーターの使用および酸化還元平衡の確立を
用いてもよい。媒介性および非媒介性センサーの例は、Sander et al. 2015, A Review o
f Nonmediated and Mediated Approaches. Environ. Sci. Technol. 49:5862-5878に見ら
れる。
【００２７】
　さらなるセンサータイプは、化学修飾電極、免疫センサー、オリゴペプチドベースのセ
ンサー、ならびに細胞小器官（例えば、葉緑体、ミトコンドリア）、動物および植物組織
、微生物、酵素、組織切片、ペプチド、および抗体を利用するセンサーを含む。
【００２８】
　さらなるセンサータイプは、液相酸化還元レポーターからの電子移動の変化、例えば、
Katayama et al. 2000, The Design of Cyclic AMP-Recognizing Oligopeptides and Eva
luation of Its Capability for Cyclic AMP Recognition Using an Electrochemical Sy
stem. Anal Chem. 2000;72(19):4671-4に記載されるような、サイクリックAMPを特異的に
認識する17塩基長のペプチドと結合したフェロシアネート（ferrocyanate）／フェリシア
ネート（ferricyanate）の酸化還元を測定するセンサーを含む。
【００２９】
　使用され得るもう一つのセンサー構造は、高分子センサーであり、例えばLe Floch, 20
06, Label-Free Electrochemical Detection of Protein Based on a Ferrocene-Bearing
 Cationic Polythiophene and Aptamer. Anal Chem. 2006;78(13):4727-31. doi: 10.102
1/ac0521955に記載されるような、フェロセン置換基を有するカチオン性ポリチオフェン
をアプタマーシステムにおけるメディエーターとして使用するセンサーである。
【００３０】
　使用され得るもう一つのセンサータイプは、標的結合により誘導されるリガンドの置換
に起因する電子移動の変化に基づくセンサーであり、例えばPrasad, 2004, The Role of 
Ligand Displacement in Sm(II)-HMPA-Based Reductions. J Am Chem Soc. 2004;126(22)
:6891-4に記載されるような、ヨウ化サマリウム（II）を伴うヘキサメチルホスホルアミ
ドである。
【００３１】
　もう一つの典型的なセンサータイプは、酸化還元レポーターの再編成エネルギーの変化
に基づくものであり、例えばPlumb, 2003, Interaction of a Ferrocenoyl-Modified Pep
tide with Papain: Toward Protein-Sensitive Electrochemical Probes. Bioconj Chem.
 2003;14(3):601-6. doi: 10.1021/bc0256446に記載されるような、フェロセノイル-ペプ
チド；または、例えばFeld 2012, Trinuclear Ruthenium Clusters as Bivalent Electro
chemical Probes for Ligand-Receptor Binding Interactions. Langmuir. 2012;28(1):9
39-49. doi: 10.1021/la202882kに記載されるような、三核ルテニウムクラスターである
。
【００３２】
　使用され得るもう一つのセンサータイプは、足場に付着した酸化還元レポーターが下部
の電極表面に接近する際の効率の、立体的に誘導される変化に基づくセンサーであり、例
えばGe 2010, A Robust Electronic Switch Made of Immobilized Duplex/Quadruplex DN
A. Angew Chem Int Ed. 2010;49(51):9965-7. doi: 10.1002/anie.201004946に記載され
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るような、二重鎖DNA、四重鎖DNA、およびDNAナノスイッチ、またはCash 2009, An Elect
rochemical Sensor for the Detection of Protein-Small Molecule Interactions Direc
tly in Serum and Other Complex Matrices. J Am Chem Soc. 2009;131(20):6955-7. doi
: 10.1021/ja9011595に記載されるような、小分子認識要素を含むDNAである。
【００３３】
センサークラス
　本発明の様々な方法は、あるセンサーの出力、すなわち電流減衰動態が、所定のタイプ
のセンサーの間で安定しているという発見に基づく。本明細書において用いられる場合、
クラスは1つまたは複数の共通の特徴を有する、複数のセンサーを意味する。センサーの
特徴は、電極の構成および材料、分析される試料のタイプ、認識要素タイプ、酸化還元レ
ポータータイプおよびその配置、作用電極上の認識要素の充填密度、電極機能化の化学的
性質、ならびにセンサーの出力に影響を及ぼす他のセンサーパラメーターを含む、様々な
因子を含み得る。もう一つのクラスのパラメーターは、あるクラスのセンサーが同じ割当
てで製作されたものである、センサーの製造ロットであり得る。
【００３４】
　一つの態様において、センサーのクラスは、実質的に同一のセンサー構造、同一の認識
要素および酸化還元レポーター要素、作用電極への認識要素の付着に関する同一の化学的
性質、同一の製造方法、ならびに類似の認識要素の充填密度（例えば、1平方センチメー
トル当たりのプローブのモル換算で、バッチ内のセンサー間で1～20％変動する充填密度
）を有する、複数のセンサーを含む。
【００３５】
標的種
　本発明の方法で使用されるセンサーは、標的種の検出に指向している。標的種は任意の
無機または有機分子、例えば小分子薬物、代謝産物、ホルモン、ぺプチド、タンパク質、
炭水化物、核酸、脂質、ホルモン、代謝産物、成長因子、神経伝達物質、または栄養素を
含み得る。標的は汚染物質または混入物を含んでもよい。標的は毒素を含んでもよい。標
的は、病原体誘導因子もしくは病原体由来因子、またはウイルスもしくは細胞を含んでも
よい。いくつかの態様において、標的種は、化学療法薬のような重大な副作用を有する薬
物、または血液濃度の正確な測定が安全な投薬もしくは最小の副作用を確実にするのに不
可欠である、狭い治療指数を有する薬物を含む。
【００３６】
動作条件
　センサーは、検出プロセスの様々な局面を包含する選択された動作条件下で利用される
。動作条件は、センサーの動作および出力に影響を及ぼす要因の任意の組み合わせを包含
し得る。
【００３７】
　第一の局面において、動作条件は分析する試料タイプを包含する。本発明の標的種は、
試料中で評価される。試料は液体を含む。試料は、全血、血清、唾液、尿、汗、間質液、
脊髄液、脳脊髄液、組織滲出液、浸軟組織試料、細胞溶液、細胞内区画、水、洗浄水、廃
水、地下水、食品、飲料、または他の生体試料もしくは環境試料を含んでもよい。いくつ
かの態様において、試料は対象、例えばヒト患者または獣医学の対象もしくは試験動物の
ような非ヒト動物から得られる。一つの態様において、試料は流れている全血、すなわち
対象の生体内に（例えば循環系に）移植されたセンサーを含む感知システムによってサン
プリングされる血液を含む。別の態様において、方法は、液体試料と平衡化した気体中で
標的種を測定するために使用される。
【００３８】
　一つの態様において、試料は測定前に処理される。処理の例には、ろ過、希釈、緩衝化
、遠心分離、および分析前の試料への他の材料またはプロセスの適用が含まれる。いくつ
かの態様において、試料は測定を行う前に処理されず、例えば試料は希釈されず、ろ過さ
れず、または濃縮されない。
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【００３９】
　第二の局面において、動作条件はアッセイ条件を包含する。一般的なアッセイ条件は、
試料体積、温度、pHなどのような、アッセイのための反応条件を意味する。
【００４０】
　第三の局面において、動作条件はセンサーの測定値を得るために使用される動作パラメ
ーターによって規定され得る。例えば、印加電圧波形の形状および周波数、電圧ステップ
値、ならびにサンプリング間隔は、動作パラメーターを構成する変数の一部である。
【００４１】
電流減衰による標的濃度の測定
　第一の局面において、本発明は電気化学的センサーの使用によって試料中の標的種の濃
度を測定する全体的な方法を包含する。方法は以下の大まかな工程を包含する：
　（A）選択されたセットの動作条件下で動作する、選択されたクラスの電気化学的セン
サーに関して、電流減衰の選択された測定と標的濃度との間の数学的関係を明らかにする
；
　（B）選択された動作条件下で、選択されたクラスの電気化学的センサーを未知の標的
濃度の試料中に配置し、電流減衰の選択された測定の値を取得する；かつ
　（C）工程（A）で確立した電流減衰と濃度の関係を適用して、工程（B）で観察された
電流減衰値を用いて試料中の標的種の濃度を割り出す。
【００４２】
　例えば一つの態様において、本発明は、電気化学的センサーの使用によって試料中の標
的種の濃度を測定する方法であって、以下の工程を含む方法を包含する：
　試料に曝されるように電気化学的センサーを配置する工程であって、該電気化学的セン
サーの出力が、試料中の標的種の濃度に応じて濃度依存的様式で変わるファラデー電流で
ある、該工程；
　1つまたは複数の励起パルスを該電気化学的センサーに印加する工程であって、時間依
存的なファラデー電流出力が各パルスによって生成される、該工程；
　該1つまたは複数の励起パルスのそれぞれに続いて、時間分解ファラデー電流データを
取得する工程；
　該取得された、時間分解ファラデー電流データによって、電流減衰の選択された測定の
値を計算する工程；
　電流減衰の測定の該計算された値によって、電流減衰の選択された測定と試料中の該標
的種の濃度との間の数学的関係の適用により、該標的種の濃度を計算する工程。
【００４３】
電流減衰の測定
　本開示の発明者らは、励起刺激に反応して生成される過渡電流の減衰速度が標的種の濃
度に関連しており、かつ同じクラスのセンサー全体にわたって安定していることを有利に
明らかにした。それゆえに本発明の方法は、電流減衰の測定、電流減衰速度と標的濃度の
関係、およびこの関係の、同様のセンサーでの長期間にわたる著しい安定性に依存する。
クロノアンペロメトリーの減衰の寿命は、結合および非結合認識要素（例えば、アプタマ
ー）の相対的な総数にのみ依存しており、結合および非結合認識要素の絶対数には依存せ
ず、それゆえに、同じクラスの個々のセンサー間で有意に異なり得る要因に依存しない標
的濃度測定手段を提供する。
【００４４】
　例えば、複数の認識要素で機能的にされた電極基体を含む電気化学的センサーであって
、各認識要素が1つまたは複数の酸化還元レポーターで機能的にされる電気化学的センサ
ーの場合、酸化還元レポーターの電気的興奮は、酸化還元レポーターと電極基体の間の（
またはシステムの構成によっては、電極基体と酸化還元レポーターの間の）電流の一時的
な流れを誘導する。E-ABセンサーの基体のような作用電極の電圧をステップさせると、作
用電極はより強力な還元剤（より陰電位へステップさせる場合）またはより強力な酸化剤
（より陽電位へステップさせる場合）のどちらかになる。適切な範囲内（酸化還元レポー



(12) JP 2021-501334 A 2021.1.14

10

20

30

40

50

ターの酸化還元電位の近くまたはそれより上）で、この電圧のステップは、センサーの認
識要素の酸化還元レポーターと電極基体との間のファラデー電流の流れを誘導する。電流
が流れるにつれて、励起によって動員された電子のプールが枯渇し、センサーの認識要素
の結合状態に依存的な速度および振幅で、電流が指数関数的に（または多指数関数的に）
減衰し、ここで標的結合は、例えば作用電極への酸化還元レポーターの近さを変化させる
ことによって、電流のより早いまたはより遅い移動を誘導する。従って、試料中の標的種
の濃度に比例する、標的に結合した認識要素の標的に結合していない認識要素に対する比
率が、全体としてセンサーに関して観察される電流減衰の速度および振幅を決定する。
【００４５】
　本明細書において用いられる場合、「電流」は試料中に配置されたセンサーによって測
定される、電子の流れを意味する。例えば、電流は酸化還元レポーターから電極への電子
の流れを含んでもよいか、または電極から酸化還元レポーターへの電子の流れを含んでも
よい。本明細書において用いられる場合、「電流減衰」は、センサーまたは試料への励起
刺激の適用に反応してセンサーによって経時的に測定される、過渡電流の挙動を意味する
。
【００４６】
　電流減衰の測定は、当技術分野において公知のような、クロノアンペロメトリー法を用
いて達成され得る。減衰パラメーターは、センサーおよび／または試料に励起を適用し、
励起に続いてある期間にわたって電流の反応を測定することにより、測定されてもよい。
それゆえに、減衰パラメーターの測定は、（1）所望の電圧、周波数、および波形の励起
パルスを送達し、かつ（2）過渡電流の持続時間に対応する時間尺度にわたって電流反応
を測定する、コンポーネントと関連するセンサーまたは試料環境を必要とする。
【００４７】
　励起パルスは、過渡電流を誘導する任意の種類の刺激であってもよく、例えば、センサ
ー電極の電位を酸化還元レポーターが実質的に（例えば、十分に）酸化または還元される
値にステップさせることであってもよい。適切な励起波形は、当技術分野において公知の
ように選択され得る。例えば、+/-0.1V～0.5Vの範囲の電圧ステップが、1～10,000Hzの繰
り返し率、例えば5Hz、10Hz、20Hz、50Hz、100Hz、および1Hzと10,000Hzの間の中間値の
繰り返し率で、利用され得る。
【００４８】
　マイクロ秒からミリ秒の時間尺度での時間分解電流の測定値の取得が、一般的に必要と
される。代表的な過渡電流は10～100ミリ秒の範囲の持続時間を有し、より短い時間間隔
で、例えば1μ秒、2μ秒、3μ秒、5μ秒、または10μ秒ごとに、サンプリングすることに
より分解され得る。
【００４９】
　時間分解電流データが取得されると、これらのデータは次に、電流減衰の動態を説明す
る任意の数の数学的パラメーターを得るために分析され得る。減衰の選択された測定は、
試料中の標的種の濃度に応じて濃度依存的様式で変わる過渡電流の、任意のパラメーター
であってもよい。電流減衰の選択された測定は、減衰動態の任意の測定、例えば電流減衰
の速度定数、寿命、半減期、または任意の他の定量化として、評価されることができる。
例えば、後述するように一つの態様において、減衰の測定は、ある関数への減衰曲線全体
のフィッティング、およびその減衰曲線についての寿命（逆速度定数）または半減期の利
用によって、得られる。後述するように、もう一つの態様において、2つまたはそれ以上
の指数関数の和を導き出す関数への時間分解データのフィッティング、および指数成分の
相対振幅、または同様な測定の利用によって、減衰が得られる。
【００５０】
　選択された数学的分析を取得された時間分解電流データに適用して、減衰の選択された
測定を得る。結合および非結合認識要素の同時発生の電子移動を解明するため、任意の回
帰分析を適用して電流減衰の選択された測定を得てもよい。一つの態様において、電流減
衰の測定は、センサー電流のトレースに対する単一指数関数フィットを用いて得られる。
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一つの態様において、電流減衰の測定は、多指数関数フィットを用いて得られる。一つの
態様において、電流減衰の測定は、双指数関数フィットを用いて得られる。一つの態様に
おいて、電流減衰の測定は、三指数関数フィットを用いて得られる。電流減衰値は、単一
のデータポイント、または複数のデータポイントの平均によって、評価されてもよい。例
えば、サンプリングされた減衰値は、1～100サイクルの範囲にわたる、例えば5、10、20
、50、75、もしくは100サイクルまたはその中間値である選択された数の励起-減衰サイク
ルを通して観察される平均値を含んでもよい。
【００５１】
　いくつかのセンサーシステムにおいて、認識要素の結合状態と非結合状態の間の相互変
換の動態は、センサーによって測定される電子移動事象よりも急速である。それゆえに、
観察される過渡電流は、結合および非結合状態の総数加重平均を反映する。これは、例え
ば図4Aにあるように、単一指数関数フィットを用いて電流減衰寿命を見積もることにより
分析され得る。この「最良フィット」の単一指数関数の寿命は、標的の濃度に単調に関連
する。つまり、2つの指数関数的プロセス（非結合減衰および結合減衰）の和として最適
に説明される電流減衰のトレースは、単一指数関数曲線にフィッティングさせることがで
き、そのパラメーター（例えば、減衰定数、半減期など）は、標的濃度を測定する手段を
提供する。
【００５２】
　一つの態様において、2つの指数の和を導き出す関数への時間分解電流データのフィッ
ティング、および標的結合の測定としての、指数成分の相対振幅の使用によって、減衰の
選択された測定が得られる。例えば、観察される電流減衰は結合および非結合減衰の組み
合わせであるため、双指数関数フィットを用いて、より速い期は標的結合減衰を表し、よ
り遅い期は非結合減衰を表す、減衰曲線を描くことができる。どちらかの減衰の相対振幅
、すなわち2つの期を合わせた合計の振幅に対するその振幅、または2つの期の振幅の比率
は、標的が結合した認識要素の割合の測定として利用され得る。別の実施において、減衰
は3つまたはそれ以上の指数関数、例えば三指数関数フィットなどにより、説明され得る
。
【００５３】
　例えば、指数関数フィットを利用する典型的な方法は、Magnetic Resonance Imaging, 
Volume 5, Issue 5, 1987, Pages 381-392における、Kamman et al., C., Multi-exponen
tial relaxation analysis with MR imaging and NMR spectroscopy using fat-water sy
stemsに記載される。
【００５４】
　例えば、一つの実施において、クロノアンペロメトリーのセンサーからの電流減衰は、
対数i（電流）-対数t（時間）プロットに表示され、以下の式を用いて非線形回帰分析が
行われる：
　単一指数関数的システムについては、式1による：

　双指数関数的システムについては、式2による：

　三指数関数的システムについては、式3による：

　式1～3に関して、式中、tは励起の後に続く時間であり、τは時間定数であり、iは電流
であり、かつCは、もしあれば一定のバックグラウンド電流である。
【００５５】
　相対振幅は、全振幅の和に対する、1つの選択された振幅の比率として計算される。例
えば、双指数関数フィットについては以下である：
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【００５６】
　図3は電気化学的センサーに関する電流減衰動態の図解を提供する。この例では、パル
スされた電圧がメチレンブルー酸化還元レポーターを含むE-ABセンサーに印加され、パル
スに続いて電流が測定される。2つの曲線が提示され、1つは標的を含まない試料に関する
電流動態を表し、もう1つは飽和濃度の標的（すなわち、その濃度ではセンサーの認識要
素であるアプタマーが全て標的に結合している）を含む試料に関する電流減衰を表す。十
分な陰電位で電圧のステップを適用すると、全てのメチレンブルーレポーターの完全な還
元が達成される。これらの電子の流れは、パルスの終了に続いて経時的に測定される。第
一期において、一般的に水溶液中でのパルスの印加の約0.1ミリ秒後は、減衰が速い。こ
の期は、この電位バイアスで電極表面上に形成される電気的二重層の充電（すなわち、マ
イクロ秒の時間尺度を有する水溶性イオンの移動）に起因する。二重層充電の減衰は、大
部分は試料中の標的濃度の影響を受けず、一般的には標的濃度の予測に役立たない。この
期に続いて、第二の期が観察され、ここではレポーターのファラデー還元、例えばメチレ
ンブルーからロイコメチレンブルーへの還元、に対応する標的結合に、減衰動態が強く関
連する。図2において、標的で飽和された認識要素について、100±30マイクロ秒の寿命を
有する、電流の急速な指数関数的減衰が観察される。標的のない試料中の認識要素につい
ては、6.5±0.5ミリ秒の寿命を有する、遅い減衰が観察される。約5分の1への寿命の減少
（飽和された試料を標的を欠く試料と比較した場合）は、電極表面への酸化還元レポータ
ーの近さの変化に対応し、標的のないアプタマーよりも速く電子を移動させる、標的に結
合したアプタマーの総数を反映する。
【００５７】
クラス較正
　1つの局面において、本発明の範囲は、あるクラスのセンサーを、該クラスのセンサー
の代表的なサブセットを用いて較正する方法に指向している。較正工程の目的は、該クラ
スの全てのセンサーに関するセンサー出力を解釈するための、標準曲線を生成することで
ある。従って、所定のクラスのセンサーが配置される動作条件と類似のおよび／またはそ
れらを代表する動作条件下で、同じ設計の代表的なセンサーを使用し、代表的な試料をア
ッセイすることにより、該センサーの較正が行われる。一度代表的なサブセットを用いて
そのような較正が行われると、該クラスからの他のセンサーを用いて、類似の動作条件下
で標的種の較正不要な測定を行うことができる。
【００５８】
　選択された動作条件下で、代表的な試料において選択されたセンサータイプについての
「減衰-濃度関係」を確立することにより、クラス較正が達成される。減衰-濃度関係は、
試料中の標的濃度と、作用電極での電圧のステップの結果生じる観察される電流減衰との
予測関係である。減衰-濃度関係は、任意の適切な回帰分析を用いて計算され得る。信号
出力は結合および非結合減衰の合算した和であるため、2つの指数関数的減衰曲線の和に
基づく単調関数を推定するモデルは、計算工程によく適する。例えば、電流寿命が電流減
衰の選択された測定である場合、電流寿命と濃度の関係が割り出される。もう一つの態様
において、相対振幅と濃度の関係が確立されるように、較正データは複数の指数関数的プ
ロセスを抽出するようにフィッティングされ、各対数期について計算される相対振幅が減
衰の測定となる。
【００５９】
　工程（A）における関係を確立するために使用される較正測定は、様々な公知の標的濃
度の標準のセットを用いて行われる。測定は、センサーのダイナミックレンジ内、すなわ
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ちゼロの標的から飽和標的レベルまでの標的濃度の範囲にわたって、例えば添加した試料
の使用によって、なされるべきである。任意の数のデータポイントを生成してもよく、例
えば2～1000個のデータポイントをサンプリングして、較正データを生成してもよい。例
えば、25～100個の、例えば50～75個のデータポイントを較正において使用してもよい。
【００６０】
　クラス較正プロセスは、センサーの代表的なセットを使用する。代表的なセットは、ク
ラスの他のセンサーを正確に予測する較正曲線を提供するのに十分な数のセンサーを含む
。代表的なセットにおけるセンサーの数は、例えば下位試料（sub-sample）の値に基づく
試料平均を割り出すための、当技術分野において公知の方法によって、確立され得る。代
表的なセットは、例えば1個、3個、5個、10個、20個、50個、100個、またはそれより多い
、およびそれらの中間値のセンサーを含んでもよい。
【００６１】
　図3Bは本発明の較正曲線を示す。5個のE-ABアミノグリコシド検出センサーについて、
全血および緩衝液の両方において、一定の濃度の範囲にわたって電流寿命を評価した。「
最良フィット」の単一指数関数は、ラングミュア等温線への寿命対濃度の非線形回帰によ
って、標的の濃度に単調に関連した。これらの結果は、血液および緩衝液の較正曲線が異
なる、センサー出力に対する別々の動作条件の効果を示す。
【００６２】
　類似の動作条件下で動作させる、所定のクラスの複数のセンサーは、十分に類似した減
衰出力を有し、そのクラスの全センサーについて生成された標準曲線を用いた標的の予測
を可能にする。同じクラスのセンサーは、所定の標的濃度を含む同様の試料に曝された場
合に、製造の厳密さ、システムに固有の信号対雑音、および他の変数に応じて20％未満、
15％未満、10％未満、5％未満、または1％未満分異なる選択された電流減衰測定の値を有
する、減衰出力を有し得る。
【００６３】
　一つの態様において、本発明の範囲はクラス較正センサーを包含する。クラス較正セン
サーは、例えば選択された認識要素、選択された酸化還元レポーター、選択された電極付
着性質、選択された電極構成、およびセンサーの性能を規定する他のパラメーターを有す
る、選択されたクラスのセンサーであって、電流減衰の選択された測定と選択された標的
の濃度との減衰-濃度関係が、該クラスのセンサーに関して公知であるセンサーを意味す
る。一つの態様において、クラス較正センサーはアプタマーベースの電気化学的センサー
である。
【００６４】
較正不要な測定
　一つの局面において、本発明の範囲は、標的種の濃度の較正不要な測定の方法を含む。
本発明において用いられる場合、較正不要な動作は、選択されたクラスに特異的な較正曲
線の使用によって、センサー出力（例えば、電流減衰寿命または相対振幅）が標的濃度の
値に直接変換される、該選択されたクラスの電気化学的センサーの動作を意味する。較正
不要な動作において、センサーは測定の前、間、または後に必ずしも較正されない。
【００６５】
ドリフトのない動作
　一つの局面において、本発明の範囲は、長期間、例えば数時間、数日、数ヶ月、または
それより長く動作させる電気化学的センサーの、ドリフトのない動作を包含する。図5Aに
示されるように、流れている全血中に直接配置されるE-ABセンサーは、センサー出力が矩
形波ボルタンメトリーにより振幅として測定される場合、著しくドリフトする出力を有す
る。この重大な基線ドリフトは、図5Bにおけるように、代わりに電流寿命を測定すると解
消され、図5Bでは試験期間の間、絶対的なセンサー出力は著しくドリフトする一方、電流
寿命は8時間安定している。
【００６６】
サブ秒の時間分解能
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　本発明の方法は、分子の直接的なインビボでの較正不要なサブ秒分解測定を可能にする
。実施例に記載されるように、本発明の方法によって、例えば100～500ミリ秒の時間尺度
で、血液または他の身体区画における標的濃度のリアルタイムの分解が可能となる。この
手法の前例のない時間分解能は、薬物の取り込みおよび分配、ホルモンおよび神経伝達物
質の放出、ならびに短い時間尺度の間に起きる他の生理学的事象のような、生理学的事象
の間に急速に変動する標的動態の測定を可能にする。クロノアンペロメトリーにより可能
となる微細な時間尺度の分解能によって、本発明の方法は特に薬物動態分析によく適する
。一つの態様において、本発明は、薬物、代謝産物、排出物、または薬物代謝に関与する
他の種の較正不要な測定による、薬物動態パラメーターのリアルタイムの計算を包含する
。
【００６７】
センサーの配置および動作
　類似の動作条件下で動作させた、あるクラスのセンサー全体にわたる、電子移動動態の
固有の安定性は、様々な状況での電気化学的センサーの使用を可能にする。様々な実施に
おいて、本発明の方法は、較正が不可能な、厄介な、または費用のかかる状況で配置され
る場合に、センサーが正確な測定を行うことを可能にする。本発明の較正不要な、ドリフ
トのない方法は、インビボ測定に特に適している。例えば、感知システムの感知要素また
はハウジングは、生体の体内に挿入、移植、またはさもなければ置かれてもよい。感知シ
ステムのセンサー要素は、循環系に、皮下に、腹腔内に、器官内に、または他の身体区画
に移植されてもよく、ここで感知要素はインビボの液体、例えば間質液、血液、例えば流
れている全血に曝される。本発明の移植された感知システムは、体外のコンポーネントと
（例えば導線、ワイヤー、または無線通信手段により）接続した、移植された感知要素を
含んでもよく、ここで外部コンポーネントは、パルスの生成、データの取得または処理を
行う。あるいは、感知要素の1つまたは複数の補助的なコンポーネント、または本発明の
感知システム全体でさえも、データ収集のための外部装置との通信手段（例えば、導線、
ワイヤー、または無線通信装置による）とともに、体内に移植されてもよい。
【００６８】
　一つの態様において、本発明の方法は、当技術分野において公知のような、フィードバ
ック制御された投薬システムにおいて実施され、ここで薬物は、治療指数または安全指数
の範囲内で血中濃度を維持するように投与される。例えば、そのような方法およびシステ
ムにおいて、本発明の方法は、標的種の濃度を測定するために対象に移植された電気化学
的感知要素を用いることにより適用され、ここで標的種は薬物、薬物の代謝産物、または
薬物が投与されるべきであることを示すバイオマーカーである。検出された標的種のレベ
ルが、対象が薬物または他の薬剤の投与を必要としていることを示す場合、移植されたポ
ンプまたは他の薬剤送達手段が、薬物または薬剤の濃度を所望の範囲内に維持するための
投与量で計量された薬物または薬剤を投与する。
【００６９】
　他の状況において、本発明のセンサーは、環境現場または産業現場、例えば川、海、水
処理工場、産業施設、食品加工施設などでの、長期のおよび／または継続的なモニタリン
グのために利用される。
【００７０】
　本発明のセンサーはまた、エクスビボの診断的適用においても使用され得る。一つの態
様において、本発明の方法は、生体から試料を取り出す工程、および試料中の標的種の濃
度を較正不要な測定によって測定する工程を含む。一つの態様において、本発明のセンサ
ーはポイントオブケア検査システムにおいて使用される。例えば、一つの態様において、
試料は血液試料、例えば自分で取り出した、ピンで刺した、すなわち指を刺した血液試料
、または尿、汗、もしくは唾液試料である。そのような態様において、電気化学的センサ
ーは、ウェル、スライド、ラボオンチップ、マイクロ流体チャンバー、または他の装置の
ようなハウジングにおいて、配置されてもよい。
【００７１】



(17) JP 2021-501334 A 2021.1.14

10

20

30

40

50

較正を伴うクロノアンペロメトリー
　本発明の範囲は、較正不要なクロノアンペロメトリーに限定されない。1つの実施にお
いて、クロノアンペロメトリーを行う電気化学的センサーにより達成される濃度測定の正
確さは、1つまたは複数の較正工程、すなわち濃度の観察値と期待値の間のずれを調べる
ために、および任意のそのようなずれを補正するために、配置されたセンサーが1つまた
は複数の公知の標的濃度の試料に曝される工程、の実施によって高められる。この態様は
さらに、このクラスのセンサーにインテロゲートする（interrogating）ための、クロノ
アンペロメトリーが提供する、確立された電気化学的方法と比較して改善された時間分解
能を伴う。
【００７２】
　一つの態様において、配置されたセンサーの減衰-濃度関係は、較正によって確立され
る。配置されたセンサーは、現在の動作条件下で該センサーについての減衰-濃度関係を
確立するために、公知の標的濃度の1つまたは複数の試料に曝されてもよい。
【００７３】
コンピュータープロセスおよびプログラム
　本発明の範囲は、ソフトウェア、コンピュータープログラム、およびプログラム装置を
含む、様々な態様を包含する。一つの態様において、本発明の範囲は、データおよび／ま
たはコンピューターに一連の動作を実行させるコード化プログラムをそこに記憶させてい
る、非一時的なコンピューター可読記録媒体を包含する。コンピューターは、任意の汎用
コンピューター、プロセッサー、埋め込まれたプロセッサー、モバイル装置、または他の
計算装置を含んでもよい。コンピューターは、キーボード、マウス、タッチスクリーン、
および他の入力手段のような入力装置を含む、ハードウェア要素を包含してもよい。コン
ピューターは、グラフィカル・ユーザー・インターフェース、ディスプレイ、および記憶
装置を含む、データの出力、記憶、または表示のためのハードウェア要素を包含してもよ
い。
【００７４】
　一つの態様において、本発明は、データおよび／またはコンピューターに一連の動作を
実行させるコード化プログラムをそこに記憶させている、非一時的なコンピューター可読
記録媒体を含み、ここでデータおよび／または一連の動作は、本発明の方法を実施するた
めの、電気化学的感知システムの動作を引き起こす。様々な態様において、非一時的なコ
ンピューター可読記録媒体は、以下のような動作を実施し得る：ステップさせた一連の電
圧パルスを、配置された電気化学的センサーに送達するように、ポテンショスタットまた
は同等の装置を制御すること；電圧パルスの送達の後に続くセンサー電流出力を記録する
ように、データ収集装置を制御すること；センサー出力データから電流減衰の1つまたは
複数の選択された測定を得る計算を行うように、プロセッサーを制御すること；電流減衰
の選択された測定を標的濃度に関連づける較正曲線を記憶すること；センサー出力および
記憶させた較正曲線に基づいて標的濃度を計算するように、プロセッサーを制御すること
；本発明の方法の実施のための指示を記憶すること；ならびに本発明の他の動作。
【００７５】
　一つの態様において、本発明の範囲は、本発明の動作を実施するようにプログラムされ
た装置、例えば前述の非一時的なコンピューター可読媒体を含むまたはそれと接続（例え
ば、ネットワーク接続）している装置を包含する。
【００７６】
キットおよびシステム
　本発明の範囲は、本発明の分析物濃度測定を実施するために構成された、コンポーネン
トの集合体に及ぶ。様々な態様において、本発明の範囲は、本発明の方法の実施のための
2つまたはそれ以上の部材を含む集合体を包含し、該2つまたはそれ以上のコンポーネント
は、以下からなる群より選択される：選択された動作条件下でセンサーにより取得される
減衰の測定と標的濃度との関係が公知であるクラスの、電気化学的センサー；センサーを
選択された試料タイプに配置するためのセンサーハウジング；電気信号を送達して過渡電
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流を生成し得る、ポテンショスタットおよびその制御器；データ取得およびコンピュータ
ー可読記憶媒体、ならびに／またはセンサーの電流データから電流減衰の選択された測定
を計算するための処理手段；コンピューター可読記憶媒体、および／または電流減衰デー
タから標的濃度を計算するための処理手段；ならびに本発明の方法を実施するための指示
。
【００７７】
典型的な態様
　一つの態様において、本発明は、電気化学的センサーの使用によって試料中の標的種の
濃度を測定する方法であって、以下の工程を含む方法である：
　試料に曝されるように電気化学的センサーを配置する工程であって、該電気化学的セン
サーの出力が、試料中の標的種の濃度に応じて濃度依存的様式で変わるファラデー電流で
ある、該工程；
　1つまたは複数の励起パルスを該電気化学的センサーに印加する工程であって、ファラ
デー電流出力が各パルスによって生成される、該工程；
　該1つまたは複数の励起パルスのそれぞれに続いて、時間分解ファラデー電流データを
取得する工程；
　該取得された時間分解ファラデー電流データによって、電流減衰の選択された測定の値
を計算する工程；
　電流減衰の測定の該計算された値によって、電流減衰の選択された測定と試料中の該標
的種の濃度との間の数学的関係の適用により、該標的種の濃度を計算する工程。
【００７８】
　一つの態様において、電気化学的センサーは、標的が結合すると構造変化を受ける複数
の認識要素で機能的にされた電極を含み、ここで各認識要素は1つまたは複数の酸化還元
レポーターで機能的にされる。一つの態様において、認識要素はアプタマーを含む。
【００７９】
　一つの態様において、試料は、全血、血清、唾液、尿、汗、間質液、脊髄液、脳脊髄液
、組織滲出液、浸軟組織試料、細胞溶液、細胞内区画、水、洗浄水、廃水、地下水、食品
、および飲料からなる群より選択される。一つの態様において、試料は測定前に処理され
ない。
【００８０】
　一つの態様において、標的種は、小分子薬物、代謝産物、ホルモン、ぺプチド、タンパ
ク質、炭水化物、核酸、脂質、ホルモン、代謝産物、成長因子、神経伝達物質、栄養素、
および汚染物質、病原体誘導因子もしくは病原体由来因子、病原体、または細胞からなる
群より選択される。
【００８１】
　一つの態様において、標的減衰の選択された測定は、減衰定数、平均寿命、半減期、お
よび相対振幅から選択される。一つの態様において、電流減衰の選択された測定は、時間
分解電流データの指数関数フィットから得られる。一つの態様において、電流減衰の選択
された測定は、時間分解電流データの単一指数関数フィットから得られる。一つの態様に
おいて、電流減衰の選択された測定は、時間分解電流データの双指数関数フィットから得
られる。
【００８２】
　一つの態様において、電流減衰の選択された測定と標的濃度との間の数学的関係が、配
置された電気化学的センサーと同じクラスのセンサーについて得られている。
【００８３】
　一つの態様において、測定の前または後に較正工程は行われない。一つの態様において
、長期間にわたって反復測定が達成される。
【００８４】
　一つの態様において、電気化学的センサーはインビボで配置される。一つの態様におい
て、電気化学的センサーはヒト対象において配置される。一つの態様において、電気化学
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的センサーは非ヒト動物において配置される。一つの態様において、電気化学的センサー
はエクスビボで配置される。一つの態様において、エクスビボでの配置はポイントオブケ
アシステムにおけるものである。
【００８５】
　一つの態様において、電気化学的センサーが試料中に配置される場合、センサーの出力
が試料中の標的種の濃度に応じて濃度依存的様式で変わるファラデー電流であるように、
電気化学的センサーは構成され；かつここでファラデー電流減衰の測定と標的濃度を関連
づける安定した数学的関係が、該電気化学的センサーが属するクラスのセンサーに関して
公知である。
【００８６】
　一つの態様において、電気化学的センサーは、標的が結合すると構造変化を受ける複数
の認識要素で機能的にされた電極を含み、ここで各認識要素は1つまたは複数の酸化還元
レポーターで機能的にされる。一つの態様において、前記クラスのセンサーは、同じ認識
要素タイプ、同じ酸化還元レポータータイプ、および電極への結合に関する同じ付着性質
を有するセンサーを含む。一つの態様において、認識要素はアプタマーを含む。
【００８７】
　一つの態様において、本発明は、以下を含む感知システムである：
　電気化学的センサーが試料中に配置される場合、該センサーの出力が試料中の標的種の
濃度に応じて濃度依存的様式で変わるファラデー電流であるように構成される、該電気化
学的センサー；
　該電気化学的センサーへの励起パルスの印加のための、および各パルスの該印加の後に
続く、該電気化学的センサーからの時間分解ファラデー電流減衰の取得のための装置を含
む、ハードウェア・コンポーネント；ならびに
　本明細書に記載される方法の該電気化学的センサーおよびハードウェア・コンポーネン
トによる実施を可能にするデータおよびコンピュータープログラムをそこに記憶させた、
非一時的なコンピューター可読媒体。
　システムの一つの態様において、電気化学的センサーは、標的が結合すると構造変化を
受ける複数の認識要素で機能的にされた電極を含み、ここで各認識要素は1つまたは複数
の酸化還元レポーターで機能的にされる。一つの態様において、認識要素はアプタマーを
含む。一つの態様において、電気化学的感知システムは、本明細書に開示される方法によ
って試料中の標的種の濃度を導き出すために、クロノアンペロメトリーによる電流減衰分
析を行うようにプログラムされる。一つの態様において、感知システムのセンサー要素は
動物の体内に移植され、無線または有線でエクスビボのハードウェア・コンポーネントと
通信している。一つの態様において、電圧パルスの送達、時間分解電流データの収集、お
よび標的濃度の計算のための、1つまたは複数の補助的なハードウェア要素が、センサー
とともに移植される。一つの態様において、電源（例えば、バッテリー）に加えて、セン
サー、ならびに電圧パルスの送達のための要素および時間分解電流データの収集と解析の
ための要素を含む補助的要素が、動物の体内に移植される。一つの態様において、システ
ムはさらに、本発明の方法によって検出中の標的種の閾値レベルに応じて動物に薬剤を投
与するための薬物送達手段、または薬剤投与が必要であるというアラートを発するための
手段を含む。一つの態様において、薬物送達手段はポンプである。一つの態様において、
薬剤投与が必要であるというアラートを発するための手段は、移植されたセンサーシステ
ムのコンポーネントと無線または有線で接続している、ウェアラブルまたはモバイル装置
を含む。
【００８８】
　一つの態様において、本発明は、本明細書に開示されるシステムおよび方法によってク
ロノアンペロメトリーによる電流減衰分析を実施して試料中の標的種の濃度を導き出すよ
うにクロノアンペロメトリック電気化学的感知システムを動作させるためのコンピュータ
ー可読指示を有する非一時的な記憶媒体を含む。
【実施例】
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【００８９】
実施例1
クロノアンペロメトリーによりインテロゲートされるE-ABセンサーを用いることによる、
直接生体内における特定分子のリアルタイムのサブ秒分解測定
　電気化学的なアプタマーベースのセンサーは、化学的反応性に関わらず、特定の分子標
的の継続的なリアルタイムの測定のための、モジュール的手法を提供する。酸化還元活性
のある「レポーター」で修飾され、かつインテロゲーティング電極に付着したアプタマー
の「プローブ」からなるプラットフォーム（図1A）は、レポーターからの電子移動を変更
してその結果として容易に測定可能な電気化学的出力をもたらす、結合により誘導される
構造変化を介して、信号を送る（図1B）。それらの信号伝達機構は、天然に存在する体内
のレポーターにより使用される、構造に関連づけられた信号伝達を模倣するため、E-ABセ
ンサーは非特異的結合に特に反応せず、かつ流れている無希釈の血清中で直接、継続的な
長時間の測定を容易にサポートする。さらに、無希釈の全血中で試した場合、E-ABセンサ
ーは有意なドリフトを示すことが多い一方、本開示の発明者らは、保護膜、改善された表
面不動態化性質、および／または活性なドリフト補正機構と組み合わせた場合、E-ABセン
サーは全血中および生体内の本来の位置でさえ、数時間にわたって、特定分子の継続的な
リアルタイムの測定をサポートすることを最近示した。
【００９０】
　アプタマーに結合した酸化還元レポーターの、電子移動動態の結合により誘導される変
化によって、E-AB信号伝達が駆動される。以前はピーク電流の観察によりこの変化を「読
み取る」ために、循環電流、交流、または矩形波ボルタンメトリーが用いられてきた。こ
れらのうち最も一般的に使用される、矩形波ボルタンメトリー（SWV）は、センサーを一
連の電位パルスに供し、結果として生じるファラデー電流を矩形波の周波数により規定さ
れる遅延の後にサンプリングすることによって、この変換を成し遂げる。それゆえに、観
察される電流の大きさは、結果として標的の濃度に量的に依存する、電子移動速度（これ
は測定される時までに電流がどれほど減衰したかを規定する）に依存的である。具体的に
は、E-ABセンサーがSWVによりインテロゲートされる場合、結果として生じるピーク電流
は、標的濃度の上昇とともに（矩形波の周波数に応じて）単調に上昇または低下する（図
1B）。この結合により誘導される変化の相対的な大きさ（すなわち、信号利得）は、セン
サーにおいて使用されるアプタマーに依存的であり、矩形波の周波数および振幅を最適化
することによって最大化され得る。
【００９１】
　SWVは、結合により誘導される電子移動動態の変化を容易に測定可能な出力に変換する
、特に簡便かつ信頼性のある手段であることが判明しているが、該手法は制限がないわけ
ではない。第一に、SWVにより産生されるピーク電流（アンペアで測定される）は、標的
の有無だけでなく、製作上の差異のために装置ごとに変動し得る、センサー表面上の酸化
還元レポーターで修飾されたアプタマーの数にも依存的である（図2A）。以前は、この差
異は使用前に公知の（一般的にゼロの）標的濃度の参照試料において各装置を較正するこ
とにより対処され、これは効果的であるが（図2B）、複雑さを増大させる。第二に、SWV
によりインテロゲートされるE-ABセンサーは、無希釈の血清中に直接配置するのに十分選
択的であるが、それらは全血中にインビトロまたはインビボのどちらかで配置される場合
、有意なドリフトを示し、これは以前は様々なドリフト補正およびドリフト回避機構を用
いて克服された問題である。最後に、SWVの必要な数百ミリボルトの電位窓をスキャンす
るのに要する時間のために、その時間分解能は数秒に制限される。本明細書において実証
されるのは、電子移動速度の変化を間接的に測定するボルタンメトリーを、それらを直接
測定するクロノアンペロメトリーに置き換えることによって、これらの制限を克服して、
生体内の本来の位置での特定分子の、較正不要なサブ秒分解測定を達成することである。
【００９２】
結果および考察
　電子移動速度の変化をピーク電流の変化に変換し、それゆえに移動動態について間接的
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に報告するSWVとは異なって、クロノアンペロメトリーは電子移動動態を直接測定する。
酸化還元レポーターが十分に酸化または還元される値への電極電位のステップに応じて生
成される、過渡電流の寿命を割り出すことによって、クロノアンペロメトリーは前記の測
定を行う。アミノグリコシド抗生物質に結合しているE-ABセンサーについて、十分な陰電
位を適用して全てのメチレンブルーレポーターを完全に還元し、結果として生じる電流を
測定した（図3）。2つの指数関数的プロセスの和として最適に説明される電流減衰のトレ
ースが観察された。それらの標的の非存在下において、例えばこれらのセンサーは、100
±30μ秒の寿命を有する1つの速い対数期（本文書全体を通して、誤差は独立して製作さ
れた5個のセンサーからの標準偏差を表す）、および6.5±0.5ミリ秒の寿命を有する、よ
り遅い対数期を示す。より速い期は、この電位バイアスで電極表面上に形成される二重層
の充電（すなわち、μ秒の時間尺度を有する水溶性イオンの移動）に起因し、依然として
標的濃度の変化の影響を受けない。対照的に、より遅い期はロイコメチレンブルーへのメ
チレンブルーのファラデー還元に対応する。飽和標的濃度を加えると、第二期は1.20±0.
01ミリ秒の寿命を伴って速くなる。この、約5分の1への寿命の減少（標的を欠く試料と比
較した場合）は、電極表面への酸化還元レポーターの近さの変化と一致し、標的のないア
プタマーよりも速く電子を移動させる、標的に結合したアプタマーの総数をおそらく反映
する。
【００９３】
　理論上は、アミノグリコシド結合アプタマーの構造力学が二状態モデルに従う場合、対
数期の相対振幅（結合および非結合アプタマーの総数を反映する）は標的濃度とともに単
調に変化する。しかしながら、二状態モデルは2つの対数期を独立して測定できると仮定
する。しかしここではそれは当てはまらない。なぜなら2つの対数期の寿命は任意の所与
の標的濃度においてかなり類似しているために、十分な精度でそれらの振幅を抽出するこ
とが困難であるためである。つまり、ここで当てはまるように、アプタマーの結合状態と
非結合状態の間の相互変換の動態が電子移動事象よりも急速である場合、構造平衡を別々
の静的総数としてサンプリングすることはできない。代わりに、測定された寿命は結合お
よび非結合状態の総数加重平均を反映する。この制限は、単一指数関数的フィットを用い
て電流減衰寿命を見積もることにより、克服される（図4A）。
【００９４】
　E-ABセンサーのクロノアンペロメトリーによる寿命とその標的の濃度との単調な関係は
、E-AB測定を行うための較正不要な手法を提供する。つまり、センサー上のアプタマーの
総数に依存する絶対的なSWVピーク電流と異なって、クロノアンペロメトリーによる減衰
の寿命は、結合および非結合アプタマーの相対的総数にのみ依存する。それゆえに、所与
のタイプのセンサーについて寿命-濃度関係が確立されると、それを用いて、個々のセン
サーを較正する必要なく標的濃度を割り出すことができる。寿命-濃度は、流れている全
血中でインビトロでトブラマイシンを検出するために使用される場合、アミノグリコシド
検出E-ABセンサーのために確立された関係であった。具体的には、ラングミュア等温線へ
の寿命対濃度の非線形回帰を行い（図4Bにおける赤線）、濃度について解析した。5個の
新しいE-ABセンサー（すなわち、初期訓練セットにはないセンサー）のバッチを全血中で
トブラマイシンを用いて試し、あらかじめ決められたラングミュア等温線を用いて、観察
されたクロノアンペロメトリーによる寿命を推定濃度に変換した（図4C）。これは、1μM
～1000μMの範囲にわたって、10％よりも良好な精度および正確さで、薬物の濃度を首尾
よく割り出した。
【００９５】
　クロノアンペロメトリーにより割り出された電流減衰寿命の、標的濃度を規定する手段
としての使用は、較正不要であることに加えて、ドリフトに耐性もある。さらに、SWVに
よりインテロゲートされるE-ABセンサーは、無希釈の血清中で上手く機能するのに十分選
択的であるが、それらは流れている全血中で直接配置される場合、重大な基線ドリフトを
示すことが多い（図5A）。これはこれまで、多周波で成される測定を伴う矩形波ボルタン
メトリーの手法を用いて補正されてきた（図5A）。対照的に、クロノアンペロメトリーに
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よる寿命測定は、本質的にそのようなドリフトに耐性があり；上記のように、過渡電流の
全振幅は有意にドリフトするが（おそらく単層22の表面再編成により）、その指数関数的
減衰の寿命はその振幅に依存せず、それゆえにほとんどドリフトがない（図5B）。
【００９６】
　クロノアンペロメトリーによりインテロゲートされるE-ABセンサーのドリフト耐性は、
生きた動物の血中での直接インサイチューの継続的なリアルタイムの測定をサポートする
のに十分である。アミノグリコシド結合E-ABセンサーを直径75μmの金の微小ワイヤー上
に製作し、構造的支持のために22ゲージのカテーテルに入れ、生きたラットの頚静脈中に
直接配置した（図6A）。30mg/kgの静脈投与に続いて、計2時間継続的なクロノアンペロメ
トリー測定を行うことにより、抗生物質であるトブラマイシンの血漿薬物動態をモニター
した（図6B）。わずか100ミリ秒の持続時間で各パルスを保ちながら、-0.1Vと-0.3Vの間
で連続的にE-ABセンサーの電位をパルスすることにより、継続的な測定を達成した。次に
、-0.3Vで生成された過渡電流の非線形回帰分析を行ってリアルタイムで電流減衰寿命を
導き出し、これらの寿命をあらかじめ決められたラングミュア等温線を用いて濃度に変換
した（図6C）。300ミリ秒の時間分解能（アプタマー-標的結合動態、データ取得および算
定時間により制限される）で、クロノアンペロメトリー測定は、薬物注入の持続時間だけ
でなく、注入の終了後に薬物が血流中で「混ざり」、かつ均一になるのにかかる時間も解
析する（図6C）。
【００９７】
　クロノアンペロメトリーによりインテロゲートされるE-ABセンサーのサブ秒時間分解能
での薬物動態の測定は、前例のない精度を有する。トブラマイシンの分配αおよび排出β
、寿命は、インビボのデータを2区画薬物動態モデルにフィッティングさせることにより
割り出した。クロノアンペロメトリーによりインテロゲートされるE-ABセンサーの300ミ
リ秒の時間分解能は、1000個を超える測定ポイントおよびフィットからの約1％の計算さ
れた標準誤差を伴う、薬物の分配期、α = 3.74±0.04分の測定をサポートする。同様に
、薬物の排出期は、フィットの標準誤差をわずか3％に下げつつ、14000個の測定ポイント
を伴うβ = 69±2分として測定され、この小さなずれの大部分はおそらく、実験過程の間
の動物における代謝の変動により生じる（すなわち、βは正確には定数ではない）。この
精度は、矩形波ボルタンメトリーを用いて達成される、以前のインビボE-AB測定に比べて
1桁改善され、その結果、採血およびエクスビボ分析を用いる先の測定に比べて大きな改
善となった。
【００９８】
　本明細書において、クロノアンペロメトリーによるE-ABセンサーのインテロゲーション
を用いて、直接インビボでの特定の小分子の較正不要なサブ秒分解測定を達成した。この
手法の前例のない時間分解能は、薬物の取り込み、ホルモンおよび神経伝達物質の放出、
ならびに中枢神経系内での薬物および代謝産物の動きのような、急速に変動する生理学的
事象に関する本発明者らの理解を向上させ得ることを示唆する。治療薬モニタリングから
長期間にわたるフィードバック制御された薬物送達に及ぶ適用において、特定分子のリア
ルタイムの体内での較正不要な測定を実施できることにより、薬物を投与する効率および
正確さを高めることもできるであろう。
【００９９】
　E-ABセンサーは、分析物の検出に関して結合により誘導される電子移動動態の変化に依
存するバイオセンサーの唯一のクラスではない。他の例には、液相酸化還元レポーターか
らの電子移動の変化、結合により誘導されるリガンドの置換に起因する電子移動の変化、
レポーターの再編成エネルギーの変化、または足場に付着した酸化還元レポーターが下部
の電極表面に接近する効率の立体的に誘導される変化を測定するセンサーが含まれる。こ
の観点から、本発明者らは、クロノアンペロメトリーが電子移動動態を直接測定できるこ
とは、これらの他のプラットフォームのインテロゲーションにおいても価値があり得ると
仮定する。
【０１００】
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方法
　E-ABセンサーを以下のように製作した：純金ワイヤー（長さ12cm）、白金ワイヤー（11
.5cm）、および銀ワイヤー（11cm）の切片を切断してセンサーを作った。これらのワイヤ
ーの両端の絶縁体を外科用ブレードを用いて約2cm除去し、電気接触を可能にした。これ
らを次に、60％錫／40％鉛松脂入りはんだ（直径0.8mm）を用いて、コネクタケーブルの3
つの末端のうちの1つにそれぞれはんだ付けし、さらに各ワイヤーの端にある約5mmの小さ
な窓を除いて、ワイヤー本体を囲む収縮性の管材料に熱を加えることによって、それらを
互いに付着させた。ワイヤーは層状様式で付着させ、まず金ワイヤーのみ、次に金ワイヤ
ーと白金ワイヤーの両方を一緒に、最後に3つのワイヤー全てを一緒に絶縁した。この三
層厚の絶縁の目的は、可鍛性のプローブ本体に機械的強度を与えることだった。ワイヤー
間の電気的短絡を防ぐため、上記のように各ワイヤーについて異なる長さを用いた。金ワ
イヤーにおけるセンサー窓（すなわち、絶縁体のない領域）を長さおよそ3mmに切断した
。銀ワイヤーは、まず一晩漂白剤に浸して塩化銀フィルムを形成することにより、参照電
極として使用した。金作用電極の表面積を増やすため（より大きなピーク電流を得るため
）、センサー表面を0.5Mの硫酸に浸し、続いて16,000パルスの間、電位をAg/AgClに対し
てEinitial = 0.0VからEhigh = 2.0Vの間で行ったり来たりステップさせることにより、
該表面を電気化学的に粗面化した。各電位ステップは「平穏時」のない20ミリ秒の持続時
間であった。センサーを製作するため、1000倍モルの過剰なトリス（2-カルボキシエチル
）ホスフィンを用いて、DNA構築物のアリコートを室温で30分間還元した。新たに粗面化
したプローブを次に脱イオン水でリンスしてから、PBS中で200nMの還元したDNA構築物の
溶液中に、室温で1時間浸した。これに続いて、センサーを一晩、PBS中で20mMの6-メルカ
プト-1-ヘキサノール中に4℃で12時間浸して、残りの金表面をコートした。この後、セン
サーを脱イオン水でリンスして、PBS中で保存した。
【０１０１】
　SWV測定のために、50mVの振幅、1～5mVの電位ステップサイズ、および10ヘルツから500
ヘルツまでの変動周波数を用いて、センサーをAg/AgClに対して0.0Vから-0.5Vまでインテ
ロゲートした。全てのSWV測定は、三電極機構を用いて、飽和KCl溶液で満たされた市販の
Ag/AgCl参照電極および白金対電極を用いるCH Instruments（商標）electrochemical wor
kstation（Austin、TX、Model 660D）によって行った。クロノアンペロメトリーのために
、センサーの電位を-0.1Vから-0.3Vまで連続的にステップさせ、各ステップは100ミリ秒
の持続時間とした。電流のサンプリングは、インビトロ測定については10μ秒ごとに、イ
ンビボ測定については（実験ポイントおよび速度データ取得の数を減らすため）100μ秒
ごとに行った。全てのクロノアンペロメトリー測定は上記の三電極E-ABセンサーを用いて
行い、GAMRY（商標）Reference 600+ Potentiostat/Galvanostat/ZRA (Warminster、PA)
により記録した。
【０１０２】
　クロノアンペロメトリーの電流減衰の挙動を研究するため、アプタマーの親和性を測定
するため、および信号利得を標的濃度に関連付けるため、まずは流れているPBS中で、次
に流れているヘパリン化ウシ血液中で、対応する標的の濃度を上げながら、矩形波ボルタ
ンメトリーまたはクロノアンペロメトリーのどちらかによりセンサーはインテロゲートさ
れた。これらの実験は、静脈中で見られる血液輸送のタイプを模倣するよう意図された、
閉鎖流動システムにおいて行った。血流は磁気歯車ポンプを用いて達成され、流速を流量
計によって測定される毎分1～10mLに設定した。結合曲線（標的によるアプタマーのタイ
トレーション）を作成するため、トブラマイシンの原液をPBS緩衝液または血液中でそれ
ぞれ測定直前に調製した。較正不要な動きを実証するためのセンサーの挑戦は、トブラマ
イシン標準品から作製した原液に対して、アミノグリコシド結合E-ABセンサーの新しいバ
ッチを試すことによって行った。
【０１０３】
　インビボ測定は、注入のためにシラスティックカテーテルを挿入したか、または測定の
ためにE-ABセンサーを頚静脈に置いた、麻酔下のラットにおいて行った。参照電極が上記
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のように塩化銀フィルムでコートされた銀ワイヤーであり、対電極が白金ワイヤーである
三電極機構を用いて、全てのインビボ測定を行った。300ミリ秒ごとに1ポイントのサンプ
リング速度で、3時間まで記録を取った。本発明者らのリアルタイムデータから薬物動態
プロファイルを得るため、静脈注射をフィッティングするために2区画モデルを用いて、
非線形回帰分析を行った。回帰において使用された式は以下であった：

式中、CPは測定された血漿濃度であり、AおよびBは最大濃度A + B = CMAXへの各薬物動態
区画の寄与であり、αは薬物分配の一次時定数であり、βは薬物の排出時定数である。回
帰分析の間、二乗誤差を最小限にすることにより最良フィットを割り出すように、全ての
変数は流動的であった。
【０１０４】
　この明細書で引用される全ての特許、特許出願、および刊行物は、各独立した特許出願
、または刊行物が、参照により組み入れられるように具体的かつ個別に示された場合と同
じ程度に、参照として本明細書に組み入れられる。開示される態様は、限定ではなく例証
のために提示される。本発明はその記載された態様に関して説明されたが、全体として本
発明の意図および範囲から逸れることなく、本発明の構造および要素に変更を加えること
ができることが、当業者に理解される。

【図１】 【図２】
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【図４Ｂ】

【図４Ｃ】 【図５】
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【図６Ｂ】

【図６Ｃ】

【図６Ｄ】
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