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(57)【要約】
【課題】ＦＥＴを用いて簡便かつ高感度に非荷電分子を検出することを可能にする半導体
センシングデバイス及び非荷電分子の検出方法を提供する。
【解決手段】半導体上に反応ゲート絶縁部としてシリコン酸化物又は無機酸化物を含む第
１の絶縁層が形成された電界効果トランジスタの前記第１の絶縁層の上に、反応性官能基
を有する有機単分子膜からなる第１の有機単分子膜を形成し、該第１の有機単分子膜に、
あらかじめターゲット分子を結合させたプローブ分子であるアプタマーを、前記反応性官
能基を介して直接又は架橋分子を用いて結合させ、その後、該ターゲット分子を該アプタ
マーから脱離させてなる、アプタマー／有機単分子膜／絶縁層／半導体構造を検出部とし
て備えるアプタマー固定化半導体センシングデバイス。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　半導体上に反応ゲート絶縁部としてシリコン酸化物又は無機酸化物を含む第１の絶縁層
が形成された電界効果トランジスタの前記第１の絶縁層の上に、反応性官能基を有する有
機単分子膜からなる第１の有機単分子膜を形成し、該第１の有機単分子膜に、あらかじめ
ターゲット分子を結合させたプローブ分子であるアプタマーを、前記反応性官能基を介し
て直接又は架橋分子を用いて結合させ、その後、該ターゲット分子を該アプタマーから脱
離させてなる、アプタマー／有機単分子膜／絶縁層／半導体構造を検出部として備えるア
プタマー固定化半導体センシングデバイス。
【請求項２】
　前記アプタマーが、ＤＮＡアプタマーである請求項１記載のアプタマー固定化半導体セ
ンシングデバイス。
【請求項３】
　前記半導体上に、更に、参照ゲート絶縁部としてシリコン酸化物又は無機酸化物を含む
第２の絶縁層が形成され、該第２の絶縁層の上に、前記アプタマー及び非荷電分子のいず
れとも反応しない有機分子で構成された第２の有機単分子膜を形成してなる、有機単分子
膜／絶縁層／半導体構造を参照部として備える請求項１又は２記載のアプタマー固定化半
導体センシングデバイス。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか１項記載のアプタマー固定化半導体センシングデバイス上に固
定化されたアプタマーと非荷電分子とを相互作用させる工程と、
該相互作用によるゲート電極上の表面電位変化を検出する工程と
を含む非荷電分子の検出方法。
【請求項５】
　前記非荷電分子が、ステロイド骨格を有する化合物である請求項４記載の非荷電分子の
検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アプタマー固定化半導体センシングデバイス及び非荷電分子の検出方法に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　電界効果トランジスタ（ＦＥＴ）は、生体分子の検出に非常に有望なツールである。Ｆ
ＥＴを用いると、生体分子の吸着に伴うゲート表面の電荷密度変化を電気信号として直接
検出するため、ラベルフリー検出が可能であり、低コストで迅速な生体分子の検出が可能
である。それゆえ、ＦＥＴを用いた生体分子の検出に関する研究が広く行われている。
【０００３】
　ＦＥＴバイオセンサは，操作が簡便で小型、安価であるため、医療、食品、環境等の様
々な分野での応用が期待されている。ＦＥＴバイオセンサは、電荷検出範囲であるデバイ
長内において、受容体に捕捉された生体分子の電荷に起因するゲート電極上の表面電位の
変化を測定するデバイスである。そのため、電荷を持たない非荷電分子の検出は困難であ
った。
【０００４】
　そこで、プローブ分子として、測定対象である分子（以下、ターゲット分子ともいう。
）の捕捉に伴い構造が変化する核酸分子（アプタマー）を利用して、センサ界面近傍の電
荷量を変化させることが有効であった（非特許文献１）。これは、アプタマーがターゲッ
ト分子の捕捉に伴い構造変化することを利用して、ターゲット分子の結合により生じるデ
バイ長内の電荷量の変化を測定し、間接的にターゲット分子を検出する方法である。これ
により、非荷電分子を検出することが可能となる。しかし、ターゲット分子の滴下時に隣
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接するアプタマーが互いに立体障害を起こすことで、十分な電荷量の変化が起こらず、感
度が低下することがあった。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】N. Nakatsuka et al., Science, 362, pp. 319-324 (2018)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、前記事情に鑑みなされたもので、ＦＥＴを用いて簡便かつ高感度に非荷電分
子を検出することを可能にする半導体センシングデバイス及び非荷電分子の検出方法を提
供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、前記目的を達成するため鋭意研究を行った結果、アプタマーをプローブ
分子とするＦＥＴバイオセンサにおいて、ターゲット分子を結合させたアプタマーを固定
化し、その後、該ターゲット分子を脱離させることで得られるデバイスを用いることで、
該ターゲット分子を高感度に検出することが可能となることを見出し、本発明をなすに至
った。
【０００８】
　したがって、本発明は、下記アプタマー固定化半導体センシングデバイス及び非荷電分
子の検出方法を提供する。
１．半導体上に反応ゲート絶縁部としてシリコン酸化物又は無機酸化物を含む第１の絶縁
層が形成された電界効果トランジスタの前記第１の絶縁層の上に、反応性官能基を有する
有機単分子膜からなる第１の有機単分子膜を形成し、該第１の有機単分子膜に、あらかじ
めターゲット分子を結合させたプローブ分子であるアプタマーを、前記反応性官能基を介
して直接又は架橋分子を用いて結合させ、その後、該ターゲット分子を該アプタマーから
脱離させてなる、アプタマー／有機単分子膜／絶縁層／半導体構造を検出部として備える
アプタマー固定化半導体センシングデバイス。
２．前記アプタマーが、ＤＮＡアプタマーである１のアプタマー固定化半導体センシング
デバイス。
３．前記半導体上に、更に、参照ゲート絶縁部としてシリコン酸化物又は無機酸化物を含
む第２の絶縁層が形成され、該第２の絶縁層の上に、前記アプタマー及び非荷電分子のい
ずれとも反応しない有機分子で構成された第２の有機単分子膜を形成してなる、有機単分
子膜／絶縁層／半導体構造を参照部として備える１又は２のアプタマー固定化半導体セン
シングデバイス。
４．１～３のいずれかのアプタマー固定化半導体センシングデバイス上に固定化されたア
プタマーと非荷電分子とを相互作用させる工程と、
該相互作用によるゲート電極上の表面電位変化を検出する工程と
を含む非荷電分子の検出方法。
５．前記非荷電分子が、ステロイド骨格を有する化合物である４の非荷電分子の検出方法
。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明のデバイスを用いることで、より高感度に非荷電分子を検出することが可能とな
る。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】本発明の半導体センシングデバイスを示す断面図であり、（Ａ）は電界効果トラ
ンジスタ、（Ｂ）は電界効果トランジスタのゲート電極の絶縁層上に有機単分子膜を形成
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した状態、（Ｃ）は有機単分子膜にプローブ分子が固定化された状態を示す。
【図２】オンチップデバイスのユニット構成例を示し、（Ａ）は部分平面図、（Ｂ）はそ
の拡大断面図である。
【図３】本発明の半導体センシングデバイスを用いた非荷電分子検出の概念図である。
【図４】実施例２で測定した電流－電圧曲線である。
【図５】比較例２で測定した電流－電圧曲線である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
［アプタマー固定化半導体センシングデバイス］
　本発明のアプタマー固定化半導体センシングデバイスは、半導体上に反応ゲート絶縁部
としてシリコン酸化物又は無機酸化物を含む第１の絶縁層が形成された電界効果トランジ
スタの前記第１の絶縁層の上に、反応性官能基を有する有機単分子膜からなる第１の有機
単分子膜を形成し、該第１の有機単分子膜に、あらかじめターゲット分子を結合させたプ
ローブ分子であるアプタマーを、前記反応性官能基を介して直接又は架橋分子を用いて結
合させ、その後、該ターゲット分子を該アプタマーから脱離させてなる、アプタマー／有
機単分子膜／絶縁層／半導体構造を検出部として備えるものである。
【００１２】
　前記検出部のうち、絶縁層／半導体構造部分は、半導体上に反応ゲート絶縁部としてシ
リコン酸化物又は無機酸化物を含む絶縁層が形成された電界効果トランジスタを利用する
ことができ、その構成は、従来公知のものを利用することができる。前記絶縁層は、シリ
コン酸化物であることが好ましい。電界効果トランジスタは、ｎ型でもｐ型でもよい。こ
の電界効果トランジスタとしては、例えば、図１（Ａ）に示されるものが挙げられる。な
お、図１中、１はシリコン基板、２はシリコン酸化物又は無機酸化物（ガラス、アルミナ
等）を含む絶縁層、４はゲート電極、５はソース電極、６はドレイン電極、７はドープ領
域を示す。
【００１３】
　そして、図１（Ｂ）に示されるように、絶縁層２上に第１の有機単分子膜３が形成され
る。ここで、本発明においては、基本原理として、絶縁層表面上のプローブ分子とターゲ
ット分子の結合反応に伴う表面電位変化を電気信号として検出する構成とする。なお、前
記絶縁層の厚さは、３０～３００ｎｍ、特に５０～１５０ｎｍが好ましい。
【００１４】
　前記第１の有機単分子膜は、反応性官能基を有する有機単分子膜からなる。前記反応性
官能基を有する有機単分子膜は、下記式（１）で表されるアルコキシシランの単分子膜で
あることが好ましい。
【化１】

【００１５】
　式（１）中、Ｒは、アミノ基、アミノオキシ基、カルボキシ基又はチオール基である。
【００１６】
　式（１）中、Ｒ1は、炭素数３～２２の直鎖状アルカンジイル基である。前記直鎖状ア
ルカンジイル基は、炭素数が３～１８であるものが好ましく、炭素数が３～８であるもの
がより好ましい。炭素鎖が短い方が、有機単分子膜の有する疎水性が弱くなり、ターゲッ
ト分子の疎水性相互作用に起因する非特異的吸着を抑制することができるため好ましい。
【００１７】
　Ｒ1で表される直鎖状アルカンジイル基の具体例としては、プロパン－１,３－ジイル基
、ブタン－１,４－ジイル基、ペンタン－１,５－ジイル基、ヘキサン－１,６－ジイル基
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、ヘプタン－１,７－ジイル基、オクタン－１,８－ジイル基、ノナン－１,９－ジイル基
、デカン－１,１０－ジイル基、ウンデカン－１,１１－ジイル基、ドデカン－１,１２－
ジイル基、トリデカン－１,１３－ジイル基、テトラデカン－１,１４－ジイル基、ペンタ
デカン－１,１５－ジイル基、ヘキサデカン－１,１６－ジイル基、ヘプタデカン－１,１
７－ジイル基、オクタデカン－１,１８－ジイル基、ノナデカン－１,１９－ジイル基、エ
イコサン－１,２０－ジイル基、ヘンエイコサン－１,２１－ジイル基、ドコサン－１,２
２－ジイル基が挙げられる。これらのうち、炭素数３～１８のものが好ましく、炭素数３
～８のものがより好ましい。
【００１８】
　式（１）中、Ｒ2～Ｒ4は、それぞれ独立に、炭素数１～５の直鎖状若しくは分岐状のア
ルキル基又は炭素数２～５の直鎖状若しくは分岐状のアルコキシアルキル基である。前記
アルキル基としては、メチル基、エチル基、ｎ－プロピル基、イソプロピル基、ｎ－ブチ
ル基、イソブチル基、ｓｅｃ－ブチル基、ｔｅｒｔ－ブチル基等が挙げられる。これらの
うち、メチル基又はエチル基が好ましい。また、前記アルコキシアルキル基としては、メ
トキシメチル基、エトキシメチル基、２－メトキシエチル基、２－エトキシエチル基等が
挙げられる。これらのうち、炭素数２～３のアルコキシアルキル基が好ましい。Ｒ2～Ｒ4

としては、特にメチル基、エチル基、２－メトキシエチル基等が好ましい。
【００１９】
　前記Ｒがアミノ基、カルボキシ基又はチオール基であるアルコキシシランとしては、市
販品を使用し得る。また、前記Ｒがアミノオキシ基であるアルコキシシランは、下記スキ
ームにしたがって合成できる。

【化２】

（式中、Ｒ1～Ｒ4は、前記と同じ。Ｒ5は、Ｒ1から炭素数が２減少した直鎖状アルカンジ
イル基である。）
【００２０】
　前記Ｒがアミノオキシ基であるアルコキシシランは、トリアルコキシヒドロシランとＯ
－アルケニルヒドロキシアミンとを白金系触媒で処理することによって調製することがで
きる。例えば、窒素雰囲気下、トリアルコキシヒドロシランとＯ－アルケニルヒドロキシ
アミンとの混合物に、ヘキサクロロ白金(IV)酸等の白金系触媒を加え、１０～２００℃で
１～１,２００時間、より好ましくは６０～１２０℃で１２～４８時間反応させることに
より調製できる。成膜操作には、過剰のトリアルコキシヒドロシランを例えば蒸留等の操
作により除去したものを使用することが好ましい。
【００２１】
　第１の有機単分子膜は、前記アルコキシシランを気相化学反応又は液相反応によって絶
縁層上に形成し、その最適化、例えば、有機分子の自己集積化機能によって単分子が最密
パッキングされた膜が形成される。気相化学反応によって単分子膜を成膜する場合は、例
えば、容器に基板及びアルコキシシランを封入し、ドライルーム中で好ましくは８０～２
００℃で１～２４時間、より好ましくは１００～１３０℃で２～５時間反応させることで
成膜できる。液相反応によって単分子膜を成膜する場合は、例えば、アルコキシシランを
含む有機溶媒中に基板を浸漬し、好ましくは２０～８０℃で１分間～２４時間、より好ま
しくは５５～６５℃で５～２０分間静置することで成膜できる。
【００２２】
　前記有機溶媒としては、トルエン、メタノール、エタノール等が挙げられ、特にトルエ
ン、メタノール等が好ましい。
【００２３】



(6) JP 2021-32607 A 2021.3.1

10

20

30

40

50

　前記電界効果トランジスタの半導体上には、更に、参照ゲート絶縁部としてシリコン酸
化物又は無機酸化物を含む第２の絶縁層を形成することができる。この第２の絶縁層の上
には、第２の有機単分子膜として、プローブ分子であるアプタマー及びターゲット分子で
ある非荷電分子のいずれとも反応しない有機分子で構成された単分子膜を形成し、この単
分子膜／絶縁層／半導体構造を参照部とすることができる。なお、反応ゲート絶縁部と参
照ゲート絶縁部とを、電位変化測定において互いに影響を与えない程度に離間させれば、
反応ゲート絶縁部の第１の絶縁層と参照ゲート絶縁部の第２の絶縁層とを同一層内に設け
ることもできる。
【００２４】
　図２は、有機単分子膜／絶縁層／半導体構造を検出部９及び参照部８に適用したオンチ
ップデバイスのユニット構成例を示す。なお、図２中、１はシリコン基板、２は絶縁層、
１０はテンプレート部である。このデバイスのユニット構成は図示した構成に限定されず
、検出部と参照部とは必ずしも１対１の関係で配置する必要はなく、必要に応じて検出部
及び参照部の数及び組合せを適宜変更して配置することができる。また、検出部及び参照
部は各々数～数十μｍのサイズで形成可能である。
【００２５】
　前記第２の有機単分子膜としては、フッ素化されていてもよい炭素数８～２２の直鎖状
アルキル基を有するアルコキシシランの単分子膜が好ましい。なお、有機単分子膜として
アルコキシシランの単分子膜を用いる場合、前記第２の絶縁層はシリコン酸化物で形成さ
れたものが好ましい。
【００２６】
　第２の有機単分子膜は、絶縁層上に均一な膜を形成させるため、自己集積化膜であるこ
とが好ましい。具体的には、下記式（２）で表されるトリアルコキシシランの単分子膜で
あることが好ましい。
【化３】

【００２７】
　式（２）中、Ｒ6は、炭素数８～２２、好ましくは炭素数１０～１８の直鎖状アルキル
基であり、水素原子の一部又は全部がフッ素原子で置換されていてもよい。前記直鎖状ア
ルキル基は、炭素数が１０～１８であるものが好ましい。前記直鎖状アルキル基として具
体的には、ｎ－オクチル基、ｎ－ノニル基、ｎ－デシル基、ｎ－ウンデシル基、ｎ－ドデ
シル基、ｎ－トリデシル基、ｎ－テトラデシル基、ｎ－ペンタデシル基、ｎ－ヘキサデシ
ル基、ｎ－ヘプタデシル基、ｎ－オクタデシル基、ｎ－ノナデシル基、ｎ－エイコシル基
、ｎ－ヘンエイコシル基、ｎ－ドコシル基等が挙げられる。
【００２８】
　式（２）中、Ｒ7～Ｒ9は、それぞれ独立に、炭素数１～５の直鎖状若しくは分岐状のア
ルキル基又は炭素数２～５の直鎖状若しくは分岐状のアルコキシアルキル基である。前記
アルキル基としては、メチル基、エチル基、ｎ－プロピル基、イソプロピル基、ｎ－ブチ
ル基、イソブチル基、ｓｅｃ－ブチル基、ｔｅｒｔ－ブチル基等が挙げられる。これらの
うち、メチル基又はエチル基が好ましい。また、前記アルコキシアルキル基としては、メ
トキシメチル基、エトキシメチル基、２－メトキシエチル基、２－エトキシエチル基等が
挙げられる。これらのうち、炭素数２～３のアルコキシアルキル基が好ましい。
【００２９】
　式（２）で表されるトリアルコキシシランとして具体的には、CH3(CH2)7Si(OCH3)3、CH

3(CH2)7Si(OC2H5)3、CH3(CH2)8Si(OCH3)3、CH3(CH2)8Si(OC2H5)3、CH3(CH2)9Si(OCH3)3、
CH3(CH2)9Si(OC2H5)3、CH3(CH2)10Si(OCH3)3、CH3(CH2)10Si(OC2H5)3、CH3(CH2)11Si(OCH
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3)3、CH3(CH2)11Si(OC2H5)3、CH3(CH2)12Si(OCH3)3、CH3(CH2)12Si(OC2H5)3、CH3(CH2)13
Si(OCH3)3、CH3(CH2)13Si(OC2H5)3、CH3(CH2)14Si(OCH3)3、CH3(CH2)14Si(OC2H5)3、CH3(
CH2)15Si(OCH3)3、CH3(CH2)15Si(OC2H5)3、CH3(CH2)16Si(OCH3)3、CH3(CH2)16Si(OC2H5)3
、CH3(CH2)17Si(OCH3)3、CH3(CH2)17Si(OC2H5)3、CH3(CH2)18Si(OCH3)3、CH3(CH2)18Si(O
C2H5)3、CH3(CH2)19Si(OCH3)3、CH3(CH2)19Si(OC2H5)3、CH3(CH2)20Si(OCH3)3、CH3(CH2)

20Si(OC2H5)3、CH3(CH2)21Si(OCH3)3、CH3(CH2)21Si(OC2H5)3、CF3(CF2)5(CH2)2Si(OCH3)

3、CF3(CF2)5(CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)6(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)6(CH2)2Si(OC2H5)

3、CF3(CF2)7(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)7(CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)8(CH2)2Si(OCH3)3
、CF3(CF2)8(CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)9(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)9(CH2)2Si(OC2H5)3
、CF3(CF2)10(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)10(CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)11(CH2)2Si(OCH3
)3、CF3(CF2)11(CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)12(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)12(CH2)2Si(OC

2H5)3、CF3(CF2)13(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)13(CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)14(CH2)2Si
(OCH3)3、CF3(CF2)14(CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)15(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)15(CH2)2
Si(OC2H5)3、CF3(CF2)16(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)16(CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)17(CH

2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)17(CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)18(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)18(
CH2)2Si(OC2H5)3、CF3(CF2)19(CH2)2Si(OCH3)3、CF3(CF2)19(CH2)2Si(OC2H5)3等が挙げら
れる。
【００３０】
　なお、第１及び第２の有機単分子膜は、パターニングにより所望の位置に形成すること
ができる。特に、オンチップでの集積化デバイスを形成するためには、有機単分子膜のパ
ターニングが有効である。例えば、検出部の絶縁層表面には、プローブ分子固定化のため
に反応性官能基を有する有機分子で構成された第１の単分子膜を、一方で、参照部、更に
は非ゲート部（テンプレート部）においては、ターゲット分子の非特異的な吸着を避ける
ために、プローブ分子及びターゲット分子のいずれとも反応しない有機分子で構成された
第２の有機単分子膜を、パターニングにより位置選択的に形成する。
【００３１】
　参照部としては、第２の有機単分子膜として第１の有機単分子膜と同様の単分子膜に、
ターゲット分子と相互作用しない化合物を固定化したものを利用することも可能である。
すなわち、ターゲット分子と相互作用しない化合物／有機単分子膜／絶縁層／半導体構造
を参照部とすることもできる。この場合、参照部は、前述した検出部における有機単分子
膜形成方法及び後述する化合物固定化方法と同じ方法にしたがって形成することができる
。
【００３２】
　前記半導体センシングデバイスには、前記検出部の第１の有機単分子膜にプローブ分子
であるアプタマーが固定化される。例えば、図１（Ｃ）に示されるように、第１の有機単
分子膜３にアプタマー１１が結合される。
【００３３】
　本発明において、前記アプタマー固定化半導体センシングデバイスに固定化するアプタ
マーは、検出する対象にあわせて適宜選択すればよい。すなわち、目的とする非荷電分子
と結合するアプタマーを選択すればよい。
【００３４】
　本発明で用いるアプタマーとしては、核酸アプタマーが好ましい。核酸アプタマーは、
ヌクレオチド残基を含む分子であり、ヌクレオチド残基のみからなる分子でもよく、ヌク
レオチド残基を含む分子でもよい。前記ヌクレオチドとしては、リボヌクレオチド、デオ
キシリボヌクレオチド及びこれらの誘導体が挙げられる。前記アプタマーとしては、デオ
キシリボヌクレオチド及び／又はその誘導体を含むもの（ＤＮＡアプタマー）でもよく、
リボヌクレオチド及び／又はその誘導体を含むもの（ＲＮＡアプタマー）でもよく、これ
らの両方を含むもの（ＤＮＡ／ＲＮＡアプタマー）でもよい。前記アプタマーとしては、
ＤＮＡアプタマーが好ましい。また、前記アプタマーは、一本鎖アプタマーでも二本鎖ア
プタマーでもよい。
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【００３５】
　前記ヌクレオチドは、塩基として、天然塩基（非人工塩基）及び非天然塩基（人工塩基
）のいずれを含んでもよい。前記天然塩基としては、アデニン、シトシン、グアニン、チ
ミン、ウラシル及びこれらの修飾塩基が挙げられる。前記修飾としては、例えば、メチル
化、フルオロ化、アミノ化、チオ化等が挙げられる。前記非天然塩基としては、例えば、
２'－フルオロピリミジン、２'－Ｏ－メチルピリミジン等が挙げられ、具体的には、２'
－フルオロウラシル、２'－アミノウラシル、２'－Ｏ－メチルウラシル、２'－チオウラ
シル等が挙げられる。
【００３６】
　前記ヌクレオチドは、修飾されたヌクレオチドでもよい。前記修飾ヌクレオチドとして
は、２'－メチル化ウラシルヌクレオチド、２'－メチル化シトシンヌクレオチド、２'－
フルオロ化ウラシルヌクレオチド、２'－フルオロ化－シトシンヌクレオチド、２'－アミ
ノ化－ウラシルヌクレオチド、２'－アミノ化－シトシンヌクレオチド、２'－チオ化－ウ
ラシルヌクレオチド、２'－チオ化－シトシンヌクレオチド等が挙げられる。前記アプタ
マーは、ＰＮＡ（ペプチド核酸）、ＬＮＡ（Locked Nucleic Acid）等の非ヌクレオチド
を含んでもよい。
【００３７】
　前記アプタマーの塩基数は、特に限定されないが、通常２５～２００程度であり、好ま
しくは３５～１２０程度であり、より好ましくは４０～８０程度である。
【００３８】
　前記アプタマーを前記有機単分子膜に固定化する前に、あらかじめターゲット分子と結
合させてターゲット－アプタマー複合体を形成する。前記複合体の形成方法としては、ア
プタマーにターゲット分子を結合させる際に用いる溶液にアプタマー及びターゲット分子
を加える方法が挙げられる。前記溶液としては、ターゲット分子の検出に用いられている
一般的な溶液を用いることができるが、特に生理的条件を満たすものが好ましい。例えば
、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水、トリス緩衝生理食塩水、ＭＥＳ緩衝生理食塩水、
ＭＯＰＳ緩衝生理食塩水、ＰＩＰＥＳ緩衝生理食塩水、ＨＥＰＥＳ緩衝生理食塩水等が好
ましく使用できる。また、前記各種生理食塩水のナトリウムイオンをカリウムイオンに置
き換えたものも好適に使用できる。なお、前記溶液のｐＨは、５～１０が好ましく、６～
８がより好ましい。
【００３９】
　また、前記溶液に、Ｃａ2+、Ｍｇ2+等のイオン、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）
、グリコールエーテルジアミン四酢酸（ＥＧＴＡ）等のキレート剤、Tween（登録商標）2
0、Triton（登録商標）X-100、Nonidet（登録商標）P-40等の界面活性剤等を加えてもよ
い。前記イオンを加える場合、その濃度は、０.１～１０ｍＭが好ましく、０.５～５ｍＭ
がより好ましい。前記キレート剤を加える場合、その濃度は、０.１～１０ｍＭが好まし
く、０.５～５ｍＭがより好ましい。界面活性剤を加える場合、その濃度は、０.００１～
１０体積％が好ましく、０.０５～５体積％がより好ましい。
【００４０】
　アプタマーの添加量は、前記溶液中の濃度が０.０１～１０μＭとなる量が好ましく、
０.０１～０.１μＭがより好ましい。また、ターゲット分子の添加量は、アプタマーに対
し、モル比で、０.００１～１ｍＭとなる量が好ましく、０.０１～０.１ｍＭがより好ま
しい。
【００４１】
　前記複合体を形成させるときの温度は、０～４０℃が好ましく、１０～３０℃がより好
ましく、室温（２０～２５℃）が更に好ましい。反応時間は、３０秒間～２時間が好まし
く、１分～１時間がより好ましく、５～３０分間が更に好ましい。
【００４２】
　前記アプタマーは、直接又は架橋分子を介して前記有機単分子膜に固定化される。架橋
分子としては、グルタルアルデヒド等が挙げられる。この場合、前記有機単分子膜をグル
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タルアルデヒドで修飾する方法は、特に限定されないが、例えば０.０１～２５質量％の
グルタルアルデヒドを含むリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中で、１０～５０℃で１分～
２４時間反応させればよい。
【００４３】
　次に、ターゲット－アプタマー複合体のアプタマー中の反応性官能基をグルタルアルデ
ヒドと反応させることでターゲット－アプタマー複合体を固定化する。具体的には、例え
ば、前記複合体を含む溶液（溶媒は超純水又はＰＢＳ）中で、好ましくは１０～５０℃で
１分～２４時間、より好ましくは１０～３５℃で１分～６０分間反応させればよい。前記
複合体の濃度は、０.０１～１０μＭが好ましく、０.０１～０.１μＭがより好ましい。
【００４４】
　最後に、前記ターゲット－アプタマー複合体からターゲット分子を脱離させることで、
アプタマー固定化半導体センシングデバイスが得られる。前記脱離方法としては、尿素水
溶液に浸漬する方法、水酸化ナトリウムまたは水酸化カリウム水溶液に浸漬する方法、界
面活性剤を含む水溶液に浸漬する方法等が挙げられる。尿素水溶液に浸漬する場合は、例
えば、５～１０Ｍ尿素水溶液に２０～３０℃で５～６０分間浸漬すればよい。
【００４５】
［非荷電分子の検出方法］
　本発明の非荷電分子の検出方法は、前記アプタマー固定化半導体センシングデバイス上
に固定化されたアプタマーと非荷電分子とを相互作用させる工程と、該相互作用によるゲ
ート電極上の表面電位変化を検出する工程とを含む。
【００４６】
　図３に、本発明のアプタマー固定化半導体センシングデバイスを用いたアプタマー－非
荷電分子相互作用に基づく非荷電分子の検出方法の概念図を示す。この検出方法では、有
機単分子膜上に直接固定化されたアプタマーに対し、非荷電分子を相互作用させ、この相
互作用により生じる絶縁層の表面電位変化を電気信号として検出する。なお、図３中、１
２は非荷電分子である。また、他の構成は、図１と同一の参照符号を付して、その説明を
省略する。
【００４７】
　アプタマーはリン酸基を有しているため、デバイス上に固定化されたアプタマーと非荷
電分子とが相互作用した場合、ターゲット分子の捕捉に伴いアプタマーの構造が変化する
ことでデバイ長内の電荷量が変化し、ゲート電極上の表面電位がシフトする。この場合、
電流一定下においては電位シフトを、電圧一定下においては電流のシフトをシグナルとし
て検出することができる。なお、ｎ型の電界効果トランジスタを用いた場合もｐ型の電界
効果トランジスタを用いた場合も、閾値電圧のシフトは同様の挙動を示す。
【００４８】
　デバイス上に固定化されたアプタマーと非荷電分子とを相互作用させるには、該非荷電
分子を含む溶液を、必要に応じて希釈して、ゲート電極上に載せればよい。このとき、前
記溶液としては、非荷電分子の検出に用いられている一般的な溶液を用いることができる
が、特に生理的条件を満たすものが好ましい。例えば、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩
水、トリス緩衝生理食塩水、ＭＥＳ緩衝生理食塩水、ＭＯＰＳ緩衝生理食塩水、ＰＩＰＥ
Ｓ緩衝生理食塩水、ＨＥＰＥＳ緩衝生理食塩水等が好ましく使用できる。また、前記各種
生理食塩水のナトリウムイオンをカリウムイオンに置き換えたものも好適に使用できる。
なお、前記溶液のｐＨは、５～１０が好ましく、６～８がより好ましい。
【００４９】
　また、前記溶液に、Ｃａ2+、Ｍｇ2+等のイオン、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）
、グリコールエーテルジアミン四酢酸（ＥＧＴＡ）等のキレート剤、Tween（登録商標）2
0、Triton（登録商標）X-100、Nonidet（登録商標）P-40等の界面活性剤等を加えてもよ
い。前記イオンを加える場合、その濃度は、０.１～１０ｍＭが好ましく、０.５～５ｍＭ
がより好ましい。前記キレート剤を加える場合、その濃度は、０.１～１０ｍＭが好まし
く、０.５～５ｍＭがより好ましい。界面活性剤を加える場合、その濃度は、０.００１～
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１０体積％が好ましく、０.０５～５体積％がより好ましい。
【００５０】
　デバイス上に固定化されたアプタマーと非荷電分子とを相互作用させるときの温度は、
０～４０℃が好ましく、１０～３０℃がより好ましく、室温（２０～２５℃）が更に好ま
しい。反応時間は、３０秒間～２時間が好ましく、１分～１時間がより好ましく、５～３
０分間が更に好ましい。
【００５１】
　本発明において検出の対象となる非荷電分子は、アプタマーと相互作用する性質を有す
るものであれば特に限定されない。例えば、ステロイド骨格を有する化合物、ペプチド、
アミノ酸誘導体、芳香族化合物、糖等が挙げられる。
【００５２】
　前記ステロイド骨格を有する化合物としては、コルチゾール、コレステロール、プロゲ
ステロン、１１－デオネシコルチコステロン、コルチコステロン、アルドステロン、コル
チゾン、デヒドロエピアンドロステロン、デヒドロエピアンドロステロンサルフェート、
ジヒドロテストステロン、アンドロステロン、エピアンドロステロン、テストステロン、
１７β－エストラジオール、エストロン、エストリオール等が挙げられる。
【００５３】
　前記ペプチドとしては、カルシトニン、甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン、バソプレッ
シン、副腎皮質刺激ホルモン、性腺刺激ホルモン放出ホルモン、成長ホルモン、オキシト
シン、グルカゴン、セクレチン等が挙げられる。
【００５４】
　前記アミノ酸誘導体としては、メラトニン、甲状腺ホルモン、カテコールアミン等が挙
げられる。
【００５５】
　前記芳香族化合物としては、トルエン、エチルベンゼン、クメン、ベンジルアルコール
、アニソール、ベンズアルデヒド、アセトフェノン、ニトロベンゼン、チオフェノール、
ベンゾニトリル、スチレン、キシレン、ビフェニル、ベンゾフェノン、トリフェニルメタ
ン、ナフタレン、アントラセン、テトラセン、ペンタセン、フェナントレン、クリセン、
トリフェニレン、テトラフェン、ピレン、ピセン、ペンタフェン、ペリレン、ヘリセン、
コロネン等が挙げられる。
【００５６】
　前記糖としては、グルコース、アロース、タロース、グロース、アルトロース、マンノ
ース、ガラクトース、イドース、セドヘプツロース、コリオース、プシコース、フルクト
ース、ソルボース、タガトース、リボース、リキソース、キシロース、アラビノース、ア
ピオース、リブロース、キシルロース、エリトロース、トレオース、エリトルロース、グ
リセルアルデヒド等の単糖、これらの単糖からなるオリゴ糖又は多糖が挙げられる。
【００５７】
　検出可能な非荷電分子の濃度はその種類によって異なるが、通常１０ｎＭ～１０ｍＭ程
度であり、１００ｎＭ～１ｍＭ程度が好ましい。
【００５８】
　本発明のデバイスは、非荷電分子を高感度に検出することが可能である。また、生理的
条件下における非荷電分子の検出が可能となる。本発明のデバイスは、生体試料中のバイ
オマーカー検出等に好適に使用できる。
【実施例】
【００５９】
　以下、実施例及び比較例を示して本発明を具体的に説明するが、本発明は下記実施例に
限定されない。なお、実施例で使用したアプタマーは、ＮＥＣソリューションイノベータ
(株)より提供されたものである。
【００６０】
［１］半導体センシングデバイスの構築
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［実施例１］アプタマー固定化半導体センシングデバイスの構築１
（１）有機単分子膜の形成
　凸版印刷(株)製の１０μｍ長、１,０００μｍ幅のｎ型ＦＥＴからアセトンを用いて超
音波処理することでフォトレジストを除去した。ゲート表面にヒドロキシ基を導入して活
性部位を作製するため、プラズマリアクターPR301（ヤマト科学(株)製）を用いて、２０
０ＷのＯ2プラズマに１分間暴露した。
　アミノプロピルトリエトキシシラン（ＡＰＳ、Sigma-Aldrich社製）を１質量％含むト
ルエン中にデバイスを浸漬し、アルゴン雰囲気下、６０℃で７分間静置することで、ゲー
ト上へ単分子膜を成膜した。単分子膜を形成したＦＥＴをメタノール／トルエン混合溶媒
（質量比１：１）を用いて超音波洗浄し、エタノールでリンスし、ゲート表面にＡＰＳの
単分子膜が形成されたＦＥＴを作製した。
【００６１】
（２）アプタマーの固定
　前記単分子膜のアミノ基とアプタマーとを架橋するための架橋分子として、グルタルア
ルデヒドを反応させた。反応は、２.５質量％のグルタルアルデヒドを含むリン酸緩衝生
理食塩水（１３７ｍＭ ＮａＣｌ、２.７ｍＭ ＫＣｌ、８.１ｍＭ Ｎａ2ＨＰＯ4・１２Ｈ2

Ｏ、１.５ｍＭ ＫＨ2ＰＯ4、ｐＨ７.４、以下１×ＰＢＳともいう。）１０μＬを前記単
分子膜が形成されたデバイスの検出部に滴下し、室温で３０分間静置することにより行っ
た。
【００６２】
　次に、１×ＰＢＳのナトリウムイオンを全てカリウムイオンに置き換えた緩衝液（１４
０ｍＭ ＫＣｌ、８.１ｍＭ Ｋ2ＨＰＯ4、１.５ｍＭ ＫＨ2ＰＯ4、以下、１×ＰＢＳＫと
もいう。）に、アプタマー及びコルチゾールがそれぞれ１００ｎＭ及び５０μＭになるよ
うに添加し、室温で６０分間静置し、コルチゾール－アプタマー複合体（Ｃ－Ａ複合体）
を形成させた。
【００６３】
　グルタルアルデヒドによって架橋を行ったゲート電極部を、前記Ｃ－Ａ複合体を含む１
×ＰＢＳＫに１時間浸漬し、Ｃ－Ａ複合体を有機単分子膜上に固定化した。Ｃ－Ａ複合体
を固定化したデバイスを、８Ｍ尿素水溶液に浸漬し、室温で１時間静置することでＣ－Ａ
複合体からコルチゾールを脱離し、アプタマー固定化デバイス１を構築した。
【００６４】
［比較例１］アプタマー固定化半導体センシングデバイスの構築２
　Ｃ－Ａ複合体を含む１×ＰＢＳＫのかわりに、１００ｎＭのアプタマーを含む１×ＰＢ
Ｓを用いた以外は、実施例１と同様の方法で、アプタマー固定化デバイス２を構築した。
【００６５】
［２］非荷電分子の検出
［実施例２］
　デバイス１を洗浄後、ホルダーに設置し、デバイスの検出部を０.０４×ＰＢＳＫ０.５
ｍＬに３分間浸漬した。浸漬後、室温で、アプタマー固定化デバイスの電流－電圧曲線を
、Ａｇ／ＡｇＣｌ参照電極を用い、デジタルソースメータ（ケースレー社製、２６１２）
で測定した。測定条件は、ゲート電圧（Ｖg）を－３.０～０.５Ｖ、ドレイン電圧（Ｖd）
を０.１Ｖとした。続けて１ｍＭコルチゾールを含む１×ＰＢＳ２０μＬをアプタマー固
定化デバイスのゲート表面上に添加し、３０分間静置した後、１×ＰＢＳ３ｍＬ及び０.
０４×ＰＢＳＫ３ｍＬを用いてリンスを行った。その後、ゲート表面上に０.０４×ＰＢ
ＳＫを０.５ｍＬ添加して３分間静置した後、コルチゾール吸着デバイスの電流－電圧曲
線を測定し、コルチゾール添加前後でのゲート電圧シフトΔＶgを評価した。結果を図４
に示す。
【００６６】
［比較例２］
　デバイス１のかわりにデバイス２を用いた以外は、実施例２と同様の方法でコルチゾー
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ル吸着デバイスの電流－電圧曲線を測定し、コルチゾール添加前後でのゲート電圧シフト
ΔＶgを評価した。結果を図５に示す。
【００６７】
　図４及び５中、点線はコルチゾール添加前のデバイス特性を表し、実線はコルチゾール
添加後のデバイス特性を表す。アプタマー固定化デバイス１にコルチゾールを添加した場
合、電流－電圧曲線が正方向に大きくシフトした。Ｃ－Ａ複合体を形成させてからアプタ
マーを固定化したデバイスを用いた方が、Ｃ－Ａ複合体を形成させずにアプタマーを固定
化したデバイスを用いた場合に比べて、検出感度の点で有利であることが示された。
【符号の説明】
【００６８】
１　シリコン基板
２　絶縁層
３　第１の有機単分子膜
４　ゲート電極
５　ソース電極
６　ドレイン電極
７　ドープ領域
８　参照部
９　検出部
１０　テンプレート部
１１　アプタマー（プローブ分子）
１２　非荷電分子

【図１】 【図２】
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【図５】
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