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(57)【要約】
　本発明は、核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析物結合パートナーを含むプロー
ブを用いて試料中の分析物を検出するプローブベースの検出アッセイにおける、核酸に連
結された非分析物特異的結合タンパク質のコンジュゲートの、遮断試薬としての使用に関
する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析物結合パートナーを含むプローブを用いて
試料中の分析物を検出するプローブベースの検出アッセイにおける、核酸に連結された非
分析物特異的結合タンパク質のコンジュゲートの、遮断試薬としての使用。
【請求項２】
　試料中の分析物を検出する方法であって、核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析
物結合パートナーを含むプローブの使用を含み、核酸に連結された非分析物特異的結合タ
ンパク質のコンジュゲートが遮断試薬として使用される、方法。
【請求項３】
　核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析物結合パートナーを含む近接プローブを用
いて試料中の分析物を検出する近接プローブベースの検出アッセイにおける、核酸に連結
された非分析物特異的結合タンパク質のコンジュゲートの、遮断試薬としての使用である
、請求項１に記載の使用。
【請求項４】
　核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析物結合パートナーを含む近接プローブの使
用を含み、核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質のコンジュゲートが遮断試薬
として使用される、試料中の分析物を検出する方法である、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　検出アッセイ又は検出の方法がイムノＰＣＲ又はイムノＲＣＡである、請求項１又は２
に記載の使用又は方法。
【請求項６】
　遮断試薬がプローブより過剰に使用される、請求項１～５のいずれか一項に記載の使用
又は方法。
【請求項７】
　遮断試薬の非分析物特異的結合タンパク質成分が、血清タンパク質又はストレプトアビ
ジン若しくはストレプトアビジン様タンパク質又はその修飾体、誘導体若しくは変異体又
はそれらの組合せである、請求項１～６のいずれか一項に記載の使用又は方法。
【請求項８】
　血清タンパク質成分が単一の特異的なタイプの血清タンパク質であってもよく、又は複
数の異なる血清タンパク質を含んでもよい、請求項７に記載の使用又は方法。
【請求項９】
　血清タンパク質成分がグロブリン及び／又はアルブミンタンパク質である、請求項７又
は８に記載の使用又は方法。
【請求項１０】
　グロブリンが血清グロブリンである、請求項９に記載の使用又は方法。
【請求項１１】
　血清グロブリンが少なくとも７０％のγ－グロブリンを含む、請求項１０に記載の使用
又は方法。
【請求項１２】
　γ－グロブリンが免疫グロブリン、好ましくはＩｇＧである、請求項１１に記載の使用
又は方法。
【請求項１３】
　ＩｇＧがバルクＩｇＧである、請求項１２に記載の使用又は方法。
【請求項１４】
　アルブミンタンパク質が血清アルブミンである、請求項９に記載の使用又は方法。
【請求項１５】
　血清アルブミンが、異なる血清アルブミンタンパク質の組合せである、請求項１４に記
載の使用又は方法。
【請求項１６】
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　血清タンパク質が、近接プローブのタンパク質性標的分析物結合ドメインと同じ種に由
来する、請求項７～１５のいずれか一項に記載の使用又は方法。
【請求項１７】
　ストレプトアビジン様タンパク質が、ストレプトアビジン又はその修飾体、誘導体若し
くは変異体に類似する構造的及び／又は機能的特性を有するタンパク質である、請求項７
に記載の使用又は方法。
【請求項１８】
　ストレプトアビジン若しくはストレプトアビジン様タンパク質又はその修飾体、誘導体
若しくは変異体が、ストレプトアビジン、ニュートラアビジン（登録商標）、エクストラ
アビジン（登録商標）及びニュートラライト（登録商標）からなるリストから選択される
、請求項７又は１７に記載の使用又は方法。
【請求項１９】
　遮断試薬の核酸ドメインが同種のものである、請求項１～１８のいずれか一項に記載の
使用又は方法。
【請求項２０】
　遮断試薬の核酸ドメインが異種のものである、請求項１～１８のいずれか一項に記載の
使用又は方法。
【請求項２１】
　遮断試薬の核酸ドメインが、アッセイにおいて使用されるプローブの核酸ドメイン、ス
プリント若しくは他のオリゴヌクレオチドに対して又は近接プローブ間の相互作用を検出
するのに使用される任意の核酸に対して８０％未満の配列同一性を有する、請求項１～２
０のいずれか一項に記載の使用又は方法。
【請求項２２】
　遮断試薬の核酸ドメインが、１つ又は複数のランダムに生成された核酸配列を含む、請
求項１～２１のいずれか一項に記載の使用又は方法。
【請求項２３】
　遮断試薬の核酸ドメインが少なくとも８つのヌクレオチドを含む、請求項１～２２のい
ずれか一項に記載の使用又は方法。
【請求項２４】
　遮断試薬の核酸ドメインが一本鎖ＤＮＡを含む、請求項１～２３のいずれか一項に記載
の使用又は方法。
【請求項２５】
　非分析物特異的結合タンパク質が共有結合によって核酸に連結されている、請求項１～
２４のいずれか一項に記載の使用又は方法。
【請求項２６】
　共有結合が化学的架橋である、請求項２５に記載の使用又は方法。
【請求項２７】
　非分析物特異的結合タンパク質が非共有結合性会合によって核酸に連結されている、請
求項１～２４のいずれか一項に記載の使用又は方法。
【請求項２８】
　非共有結合性会合が、ストレプトアビジン－ビオチンベースの連結を介したものである
、請求項２７に記載の使用又は方法。
【請求項２９】
　遮断試薬の非分析物特異的結合タンパク質成分と核酸ドメインを連結するために使用さ
れるリンカーが、プローブの核酸ドメインをタンパク質性分析物結合ドメインに連結する
リンカーと同じである、請求項１～２８のいずれか一項に記載の使用又は方法。
【請求項３０】
　（ａ）前記試料を、請求項４～２９のいずれか一項で定義される遮断試薬と接触させる
ステップと、
　（ｂ）前記試料を、少なくとも第１及び第２の近接プローブの少なくとも１つのセット
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とさらに接触させるステップであって、これらのプローブが各々、タンパク質性分析物結
合ドメイン及び核酸ドメインを含み、分析物に同時に結合することができる、ステップと
、
　（ｃ）近接プローブの分析物への結合の際に近接プローブの核酸ドメインが相互作用で
きるようにするステップであって、該相互作用がライゲーション反応又は伸長反応を含む
、ステップと、
　（ｄ）前記ライゲーション又は伸長を検出するステップと、
を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項３１】
　試料中の分析物を検出するための方法において使用するためのキットであって、
　（ａ）核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質を含む遮断試薬と、
　（ｂ）プローブの少なくとも１つのセットであって、セット中の各プローブがタンパク
質性分析物結合ドメイン及び核酸ドメインを含む、セットと、
を含むキット。
【請求項３２】
　（ａ）核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質を含む遮断試薬と、
　（ｂ）少なくとも第１及び第２の近接プローブの少なくとも１つのセットであって、各
セットにおける少なくとも１つのプローブ、より好ましくは各プローブがタンパク質性分
析物結合ドメイン及び核酸ドメインを含み、各プローブセットにおける各プローブが分析
物に同時に結合することができる、セットと、
　（ｃ）任意選択で、前記第１及び第２の近接プローブの核酸間の相互作用を媒介するた
めの手段と、
　（ｄ）任意選択で、前記相互作用を検出するための手段と、
を含む、請求項３１に記載のキット。
【請求項３３】
　（ｃ）前記プローブの核酸ドメインと相互作用して、検出可能なシグナルを生成するた
めの手段であって、好ましくは、前記検出可能なシグナルが核酸分子である、手段と、
　（ｄ）任意選択で、前記検出可能なシグナルを検出するための手段と、
をさらに含む、請求項３１に記載のキット。
【請求項３４】
　遮断試薬が、請求項６～２９のいずれか一項で定義されるものである、請求項３１～３
３のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３５】
　遮断試薬を製造するための方法であって、
　（ａ）血液から血清タンパク質を抽出するステップと、
　（ｂ）核酸を調製するステップと、
　（ｃ）（ａ）のタンパク質を（ｂ）の核酸と連結するステップと、
を含み、
　前記血清タンパク質は複数の異なる血清タンパク質を含み、プローブベースの検出アッ
セイの標的分析物に対する結合親和性が低い又はそれを有しない、方法。
【請求項３６】
　ステップ（ａ）の血清タンパク質が請求項９～１６のいずれか一項で定義されるもので
あり、ステップ（ｂ）の核酸が請求項１９～２４のいずれか一項で定義されるものであり
、ステップ（ｃ）の連結が請求項２５～２９のいずれか一項で定義されるものである、請
求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　血清タンパク質がバルクＩｇＧである、請求項３５又は３６に記載の方法。
【請求項３８】
　請求項３５～３７のいずれか一項に記載の方法によって得られた又は得られる遮断試薬
。
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【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、試料中の分析物についての近接プローブベースの検出アッセイ（「近接アッ
セイ」）に関し、特に、複雑な生物学的試料において生じる非特異的な「バックグラウン
ド」シグナルを低下させるための方法における改善に関する。この改善は、そのようなア
ッセイにおける使用のための新しい遮断試薬の提供を含む。遮断試薬は、近接プローブの
構造に厳密に類似する（「模倣する」）ように設計される。遮断試薬は、近接プローブに
非特異的に結合することができる、試料中の結合部位のすべて又はほぼすべてをふさぐよ
うに、試料に過剰に追加される。したがって、本発明において、遮断試薬の観察可能な効
果は、試料中に存在する分析物の濃度又は量を著しく低下させることなく、試料の複雑性
の低下に相当するものを達成し、それによってアッセイの特異性及び感度の両方を増加さ
せることである。本発明はまた、遮断試薬、該遮断試薬を含むキット、及び該遮断試薬を
製造するための方法も提供する。
【０００２】
　近接アッセイは、「近接プロービング」の原理に依存し、分析物は複数の（すなわち２
又は３以上の、一般に２又は３の）プローブの結合によって検出され、プローブは、結合
によって分析物に近接すると（よって「近接プローブ」）シグナルを生成させる。典型的
には、近接プローブの少なくとも１つは、プローブの分析物結合ドメイン（又は部分（ｍ
ｏｉｅｔｙ））に連結された核酸ドメイン（又は部分）を含み、シグナルの生成は、核酸
部分及び／又は他のプローブによって運搬されるさらなる機能性部分の間の相互作用を要
する。したがって、シグナル生成は、プローブ間の（特に、プローブによって運搬される
核酸又は他の機能性部分／ドメインによる）相互作用に依存性であり、よって、両方の必
要な（又はさらに多くの）プローブが分析物に結合した場合にのみ生じ、それによって特
異性の改善を検出系に与える。近接プロービングの概念は近年発展してきており、この原
理に基づく多くのアッセイは今や当技術分野においてよく知られている。例えば、近接ラ
イゲーションアッセイ（ＰＬＡ）は、近接アッセイの核酸ドメインを用いる又はそれによ
って媒介される（例えば、その間で及び／又は核酸ドメインによって鋳型にされる）ライ
ゲーション反応からシグナルを生成するのに、近接プローブの分析物への近接的な結合に
依存する。
【０００３】
　したがって、近接アッセイでは近接プローブが使用され得、近接プローブは分析物に結
合し、核酸ドメイン又は部分を有し、核酸ドメイン又は部分は、分析物の結合の際に、近
接依存性の方法で一般にライゲーションを介して相互作用し、検出可能な、好ましくは増
幅可能な核酸検出産物を形成し、この手段によって分析物は検出され得る。
【０００４】
　近接プローブベースの検出アッセイ、特に近接ライゲーションアッセイは、そのような
分析物の存在を、容易に検出可能な又は定量化できる核酸ベースのシグナルに変換するこ
とによって、試料中の１つ又は複数の分析物の感度のよい、迅速で好都合な検出又は定量
化を可能にし、同種又は異種の形式で実施することができる。
【０００５】
　当技術分野の近接プローブは、一般に、対で使用され、各々、標的分析物に対する特異
性を有する分析物結合ドメイン及び機能性ドメイン、例えば分析物結合ドメインに連結さ
れた核酸ドメインから成る。分析物結合ドメインは、例えば、核酸「アプタマー」とする
ことができる（Ｆｒｅｄｒｉｋｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ　（２００２）　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈ　２０：４７３－４７７）又はモノクローナル抗体若しくはポリクローナル抗体な
どのようなタンパク質性のものとすることができる（Ｇｕｌｌｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ　（
２００４）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０１：８４２０－８４
２４）。各近接プローブ対のそれぞれの分析物結合ドメインは、分析物（分析物は単一の
分子から成っても、相互作用している分子の複合体から成ってもよい）上の異なる結合部
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位に対する特異性を有してもよく、又は例えば標的分析物が多量体として存在する場合、
同一の特異性を有してもよい。近接プローブ対が互いに極めて近接する（これは、両者が
同じ分析物分子上のそれぞれの部位に結合する場合に主として生じるであろう。）と、機
能性ドメイン（例えば核酸ドメイン）は相互作用することができる。例えば、核酸ドメイ
ンは、一般にライゲーション反応によって、新しい核酸配列を形成するように連結されて
もよい。ライゲーション反応は、反応に追加されるスプリントオリゴヌクレオチド（ｓｐ
ｌｉｎｔ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）（スプリントオリゴヌクレオチドは、近接
プローブ対のそれぞれの核酸ドメインの末端に対して相補性の領域を含有する。）を鋳型
としてもよい。生成される新しい核酸配列は、試料中の分析物の存在又は量を報告する役
目をし、例えばリアルタイム定量的ＰＣＲ（ｑ－ＰＣＲ）によって、定性的又は定量的に
検出することができる。
【０００６】
　あるいは、互いにライゲーションされるのではなく、近接プローブの核酸ドメインは、
近接すると、例えばいわゆるパドロックプローブ（ｐａｄｌｏｃｋ　ｐｒｏｂｅ）の原理
に基づいて、追加された直線状オリゴヌクレオチドを環状化する分子内ライゲーションを
含む、１つ又は複数の追加されたオリゴヌクレオチドの相互のライゲーションの鋳型とな
ってもよく、パドロックプローブと同様に、追加された直線状オリゴヌクレオチドの両末
端は、鋳型、ここでは近接プローブの核酸ドメイン（パドロックプローブの場合には、プ
ローブに対する標的核酸）にハイブリダイズすることによってライゲーションに向けて近
位になる。様々なそのようなアッセイ形式は国際公開第０１／６１０３７号パンフレット
に記載されている。
【０００７】
　国際公開第９７／００４４６号パンフレット及び米国特許第６，５１１，８０９号は、
近接ライゲーションアッセイのための異種の形式を開示する。そこでは、分析物は、特異
的分析物結合試薬の手段によって固体基質に最初に固定される。
【０００８】
　同種の近接ライゲーションアッセイ（すなわち溶液中のアッセイ）は、国際公開第０１
／６１０３７号パンフレット、国際公開第０３／０４４２３１号パンフレット、国際公開
第２００５／１２３９６３号パンフレット、Ｆｒｅｄｒｉｋｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ　（２
００２）　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　２０：４７３－４７７、及びＧｕｌｌｂｅｒｇ　ｅ
ｔ　ａｌ　（２００４）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０１：８
４２０－８４２４に開示されている。
【０００９】
　対の近接プローブが一般に使用されるが、近接プローブ検出アッセイの改良版は、例え
ば国際公開第０１／６１０３７号パンフレット及び国際公開第２００５／１２３９６３号
パンフレットに記載されており、３つの近接プローブが、単一の分析物分子を検出するた
めに使用され、第３のプローブの核酸ドメインは、第１及び第２のプローブの核酸ドメイ
ンのそれぞれの遊離末端に連結することができる（ライゲーション可能な）２つの遊離末
端を有し、第３のプローブの核酸ドメインは、第１及び第２のプローブの核酸ドメインの
間にはさまれるようになる。本実施形態では、２種のスプリントオリゴヌクレオチドが、
第１及び第２のプローブの核酸ドメインのそれぞれの第３のプローブの核酸ドメインへの
ライゲーションの鋳型となるために必要とされる。
【００１０】
　国際公開第２００７／１０７７４３号パンフレットに記載のさらなる改良版では、２つ
の近接プローブの核酸ドメインのライゲーションの鋳型となるためのスプリントオリゴヌ
クレオチドが第３の近接プローブ上で運搬される。
【００１１】
　すべての近接アッセイがライゲーションに基づくものとは限らない。国際公開第２００
７／０４４９０３号パンフレットは、放出された核酸切断産物の形成及び検出に依存する
、分析物を検出するための近接プローブベースのアッセイを開示する。記載される実施形
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態のいくつかは、分析物結合部分及び付加された酵素から構成されるプローブを含み、こ
の酵素は、第２のプローブの分析物結合部分に付加された核酸部分に対して作用し、検出
可能な核酸切断産物の放出がもたらされる。
【００１２】
　一方のプローブの分析物結合部分に付加されたポリメラーゼ酵素が、第２のプローブの
分析物結合部分に付加された核酸部分に対して作用する分析物検出アッセイ（いくつかの
実施形態において近接プローブ様試薬を含む。）は、国際公開第２００９／０１２２２０
号パンフレットに記載されている。これらのアッセイでは、プローブ対のプローブのうち
の一方の一部である「つなぎ留められた」ポリメラーゼの作用は、追加されたポリメラー
ゼによる増幅に対して感受性である、溶液中に遊離する鋳型の生成をもたらす。つなぎ留
められたポリメラーゼと異なり、追加されたポリメラーゼは、つなぎ留められたポリメラ
ーゼによって生成された鋳型に対してのみ作用することができ、プローブ対の非ポリメラ
ーゼ含有プローブの核酸部分に対して直接作用しない。追加されたポリメラーゼの作用は
生成された鋳型の増幅をもたらし、増幅されたコピーは検出可能であり、近接プロービン
グの原理に従って試料における分析物の存在を示す。
【００１３】
　近接プローブ検出アッセイの改良版に加えて、近接プローブ自体の構造の改良版が例え
ば国際公開第０３／０４４２３１号パンフレット（多価近接プローブを使用）に記載され
ている。そのような多価近接プローブは、少なくとも１、好ましくは１を超える核酸にコ
ンジュゲートされた少なくとも２（多いと１００）の分析物結合ドメインを含む。
【００１４】
　近接プローブベースの検出アッセイ（特に近接ライゲーションアッセイ）は、多数の異
なる用途におけるタンパク質の特異的で感度のよい検出、例えば、発現が弱い又は存在量
が低いタンパク質の検出において非常に有用であることが証明されている。しかしながら
、そのようなアッセイに感度及び特異性の問題がないわけではなく、アッセイの感度及び
特異性の両方に関して改善の余地が存在する。
【００１５】
　上述の通常の近接アッセイ、例えば近接ライゲーションアッセイの感度は、２つの主な
因子：（ｉ）標的分析物に対する分析物結合ドメインの親和性、及び（ｉｉ）非結合プロ
ーブ、特にプローブ対のランダムな近接から生じる非特異的なバックグラウンドシグナル
によって制限される。分析物に対する高度な親和性を有する結合ドメインを有するプロー
ブを使用すると、感度はおよそ６０００分子の検出に制限される。従来から、低レベルの
バックグラウンドを達成するために非常に低濃度の近接プローブが使用されなければなら
なかった。これは、より高濃度のプローブを使用することによって、低親和性分析物結合
ドメインを含むプローブを補うあらゆる試みを妨げる。そのため、これは、アッセイの感
度及び定量的結果が得られ得る範囲を制限し得ることが分かってきている。
【００１６】
　第３の近接プローブにスプリントオリゴヌクレオチドを連結する及び／又はスプリント
オリゴヌクレオチドによって置き換えられるまで、近接プローブ上の核酸ドメインの遊離
末端に結合する遮断オリゴヌクレオチドを使用する、などのような、非特異的なバックグ
ラウンドシグナルを低下させるための他の方法が提唱されている。置き換えは、近接プロ
ーブが標的分析物に結合する場合のみ、容易に生じる（国際公開第２００７／１０７７４
３号パンフレット）。バックグラウンドシグナルを低下させるためのさらなる方法は、ラ
イゲーションされる核酸の検出の改善に重点を置いてきた。
【００１７】
　しかしながら、バックグラウンドシグナルのレベルを改善する余地がなおあり、当技術
分野で知られている上述の近接アッセイ（特に近接ライゲーションアッセイ）の制限を克
服するために、近接プローブの構造に類似する遮断試薬の使用がアッセイの感度及び特異
性を顕著に改善することがこれまでに分かっている。好ましくは、本発明の遮断試薬は、
近接プローブの追加前に試料と接触させる。近接プローブ、分析物、又はアッセイにおい
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て使用される他の構成成分に非特異的に結合することができる、試料における部位のいく
つか又はすべてをふさぐことによって、アッセイ中に存在する非特異的なバックグラウン
ドシグナルを低下させることが可能である。
【００１８】
　試料中の分析物の検出に使用される方法における、非特異的な結合部位をふさぐための
試薬の使用はよく知られているが、本発明における遮断試薬の性質は、従来知られていた
遮断試薬と比較して特有の予想外の長所を提供する。
【００１９】
　一般に、遮断試薬は、当のアッセイの検出メカニズムに干渉しないが、そうでなければ
分析物又はプローブに結合し得るアッセイ試料内の部位に非特異的かつ均一に結合する、
比較的不活性で安定した分子であることを基準に選択される。イムノアッセイにおいて使
用される遮断試薬などのような標準的な遮断試薬は、豊富で一般的なタンパク質、例えば
ＢＳＡ、粉ミルク、カゼイン、ゼラチン、及び中性洗剤（例えば、ＣＨＡＰＳ、Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－１００、Ｔｗｅｅｎ－２０）から中性ポリマー（例えば、ポリビニルアルコー
ル）にまで及ぶ。核酸を含むアッセイでは、断片化された核酸（例えば、超音波処理され
たサケ精子ＤＮＡ、ポリＡ　ＲＮＡ）により非特異的な結合部位を遮断することは一般的
である。さらに、アッセイにおいて非特異的なバックグラウンドシグナルを低下させるた
めにこれらの分子の組合せが使用されてもよいことが知られている。
【００２０】
　しかしながら、本発明の遮断試薬は、遮断タンパク質が核酸にコンジュゲートされる又
は連結される場合に見られる優れた遮断効果に依存する。特に、遮断試薬のタンパク質成
分は、分析物に対する特異的な結合親和性が非常に低い、好ましくはそれがないタンパク
質、すなわち非分析物特異的結合タンパク質又は非分析物特異的タンパク質である。本発
明の好ましい態様において、遮断試薬のタンパク質成分は、近接プローブのタンパク質性
分析物結合ドメインを模倣する又はそれに類似するように選択される。あるいは又はさら
に、遮断タンパク質は、核酸ドメインへのプローブの分析物結合ドメインの結合を達成す
るために、近接プローブ中に存在する他のタンパク質又はタンパク質性部分、例えばスト
レプトアビジン又は近接プローブにおいて使用される類似のタンパク質に類似してもよい
。したがって、遮断試薬がタンパク質－核酸コンジュゲートであり、遮断試薬は、それ自
体、タンパク質（又はタンパク質性分子）（例えば分析物結合ドメイン）及び核酸のコン
ジュゲートである近接プローブを模倣する又はそれに類似することが分かる。近接プロー
ブベースのアッセイにおいて非特異的なバックグラウンドシグナルの低下の改善をもたら
すのは、これらの２つの試薬の連結である。実施例においてより詳細に示されるように、
本発明は、当技術分野で知られている他の遮断試薬の使用と比較して著しい進歩を示す。
特に、遮断試薬の非分析物特異的結合タンパク質成分又は遮断試薬の核酸成分の個別の使
用では、近接プローブベースの検出アッセイにおいて非特異的なバックグラウンドシグナ
ルを低下させるのに効果的でないことが示される。驚くべきことに、非分析物特異的結合
タンパク質成分及び核酸成分がコンジュゲートされた形態において組み合わせて使用され
る場合に限り、遮断効果における劇的な改善が見られる。個々の非コンジュゲート構成成
分を組み合わせて使用しても、コンジュゲートされた遮断試薬の効果は再現しない。した
がって、非特異的なバックグラウンドシグナルの顕著で全く予想外の低下をもたらすのは
、単一の遮断試薬を形成するためのこれらの２つの構成成分のコンジュゲーションである
。さらに、本発明の遮断試薬は、近接プローブベースの検出アッセイにおいて使用されて
いた従来の遮断試薬より優れている。バックグラウンドシグナルにおけるそのような低下
は、近接プローブ検出アッセイの特異性及び感度の両方の増加をもたらす。さらに、本発
明の遮断試薬は、非特異的なバックグラウンドシグナルをさらに低下させるために他のス
テップと組み合わせて使用されてもよい。
【００２１】
　したがって、本発明は、核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析物結合パートナー
を含む近接プローブを用いて試料中の分析物を検出する近接プローブベースの検出アッセ
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イにおける、核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質のコンジュゲートの、遮断
試薬としての使用を提供するものと考えることができる。
【００２２】
　別の見方をすると、本発明のこの態様は、核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析
物結合パートナーを含む近接プローブの使用を含む、試料中の分析物を検出する方法であ
って、核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質のコンジュゲートが遮断試薬とし
て使用される方法を提供する。
【００２３】
　さらに他の態様から見ると、本発明は、試料中の分析物に対する近接プローブベースの
検出アッセイにおいて、核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析物結合パートナーを
含む近接プローブの非特異的な結合を低下させる方法であって、核酸に連結された非分析
物特異的結合タンパク質のコンジュゲートを含む遮断試薬を試料に追加するステップを含
む方法を提供する。
【００２４】
　しかしながら、本発明の遮断試薬の使用は、近接プローブを使用する方法にのみ制限さ
れる必要はない。近接プローブアッセイにおいて得られた好都合な結果を考慮すると（実
施例を参照されたい）、遮断試薬は、単一の試薬として含む類似のプローブ（すなわち、
タンパク質性分析物結合ドメイン及び核酸ドメインを含むプローブ）を使用する任意のア
ッセイ、例えば、イムノＰＣＲ及びイムノＲＣＡなどのようなイムノアッセイにおいて同
様に作用するであろうということが考えられる。
【００２５】
　したがって、最も広義において、本発明は、核酸ドメインに連結されたタンパク質性分
析物結合パートナーを含むプローブを用いて試料中の分析物を検出するプローブベースの
検出アッセイにおける、核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質のコンジュゲー
トの、遮断試薬としての使用を提供するものと考えることができる。
【００２６】
　別の見方をすると、本発明のこの態様は、核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析
物結合パートナーを含むプローブの使用を含む、試料中の分析物を検出する方法であって
、核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質のコンジュゲートが遮断試薬として使
用される、方法を提供する。
【００２７】
　さらに他の態様から見ると、本発明は、試料中の分析物に対するプローブベースの検出
アッセイにおいて、核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析物結合パートナーを含む
プローブの非特異的な結合を低下させる方法であって、核酸に連結された非分析物特異的
結合タンパク質のコンジュゲートを含む遮断試薬を試料に追加するステップを含む方法を
提供する。
【００２８】
　本発明の一態様において、本発明の方法は、また、遮断試薬は、イムノアッセイにおけ
る使用のためのものであり、好ましくは、イムノアッセイはイムノＰＣＲである。イムノ
アッセイは、分析物の検出のために核酸ドメインに連結されたタンパク質性分析物結合パ
ートナーを含むプローブを利用する、当技術分野で知られているアッセイのいずれかであ
ってもよい。本発明の遮断試薬は、固定されている分析物を検出するために上述の単一の
プローブを使用するイムノＰＣＲアッセイ（例えば、米国特許第５，６６５，５３９号に
記載のイムノＰＣＲアッセイ）において特に有用であり得る。プローブは分析物との相互
作用を介して固相上に捕捉され、プローブの核酸ドメインは増幅反応によって検出するこ
とができる。
【００２９】
　本発明の代替の態様において、本発明の方法は、また、遮断試薬は、近接プローブベー
スのアッセイにおける使用のためのものであり、プローブは、近接プローブである。近接
プローブベースの検出アッセイ（近接アッセイ）は、近接プローブを用いて試料中の分析
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物を検出する、当技術分野で知られているアッセイ（例えば上述のもの）のいずれかであ
ってもよい。有利には、本発明は、アッセイにおける少なくとも２つの（又はすべての）
近接プローブがタンパク質－核酸コンジュゲート（すなわち、核酸ドメインに連結された
タンパク質性分析物結合ドメインを含むコンジュゲート）に基づくアッセイとの関連にお
いて使用されてもよい。特に、そのようなアッセイは近接ライゲーションアッセイとなる
であろうが、本発明は、ライゲーションに基づく近接プローブの核酸ドメイン間の相互作
用の検出に限定されない（例えば、核酸ドメイン間の相互作用は、例えば国際公開第９７
／００４４６号パンフレット又は国際公開第０１／６１０３７号パンフレットに開示され
るように、ハイブリダイゼーション又はハイブリダイゼーション及び伸長に基づくもので
あってもよい）。
【００３０】
　したがって、１つの好ましい態様において、本発明は、試料中の分析物を検出するため
の方法であって、
　（ａ）試料を、核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質を含む遮断試薬と接触
させるステップと、
　（ｂ）試料を、少なくとも第１及び第２の近接プローブの少なくとも１つのセットとさ
らに接触させるステップであって、これらのプローブが各々、タンパク質性分析物結合ド
メイン及び核酸ドメインを含み、分析物に同時に結合することができる、ステップと、
　（ｃ）近接プローブの分析物への結合の際に近接プローブの核酸ドメインが相互作用で
きるようにするステップであって、該相互作用がライゲーション反応を含む、ステップと
、
　（ｄ）ライゲーションを検出するステップと、
を含む方法を提供する。
【００３１】
　理論によって束縛されることを望むものではないが、本発明の方法は、そうでなければ
アッセイのプローブ又は他の構成成分に結合し、それによって分析物の検出に干渉するで
あろう、試料内の部位をふさぐ遮断試薬に依存すると考えられる。
【００３２】
　したがって、本発明の遮断試薬及び本発明の方法における使用のための遮断試薬は、典
型的に、それぞれのプローブより過剰に、好ましくはモル濃度過剰量で、例えば２～１０
００００倍、例えば２０～５００００、５０～３００００、１００～５００００、１００
～３００００、１０００～２００００、５０００～１００００倍、例えば５、１０、１０
０、２００、５００、１５００、３０００、６０００又は１２５００倍の過剰量で使用さ
れる。
【００３３】
　検出はそれ自体、試料中の分析物の存在及びそのようなプローブが分析物に結合する場
合、２つの（又はそれ以上の）近接プローブ間の相互作用の検出に依存する。それ故、プ
ローブ間（より具体的には、核酸（又は他の機能性）ドメイン間）相互作用（例えば核酸
ドメインと酵素ドメインとの間の相互作用）は近接依存性であり、近接プローブが分析物
に結合することにより、それらが近接し、それら（特に核酸ドメイン）は相互作用し得る
。したがって、相互作用（例えばライゲーション反応）の検出によって（例えば、相互作
用産物（例えばライゲーション反応の産物）の検出によって）分析物が検出されてもよい
。したがって、大まかに言えば、近接プローブの核酸／機能性ドメイン間（例えば、近接
プローブの核酸ドメイン間又は核酸ドメインと近接プローブ上の他の機能性ドメインとの
間）の相互作用は産物（典型的には核酸産物）の生成に至り得、この産物は、分析物を検
出するために検出されてもよい。したがって、上記方法のステップ（ｄ）において、ライ
ゲーションを検出することによって（例えば、ライゲーション反応の産物を検出すること
によって）分析物が検出されてもよい。
【００３４】
　上述のように、ライゲーションに基づく近接依存性のアッセイは本発明の好ましい実施
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形態に相当する（すなわち、検出方法において使用される少なくとも第１及び第２の近接
プローブは核酸ドメインを含み、それらの間の相互作用はライゲーション反応を伴う）。
全般的に見ると、プローブの核酸ドメインは媒介してもよい（例えば、ライゲーション反
応に直接的又は間接的に参加してもよい）。そのようなライゲーション反応は近接プロー
ブの核酸ドメインのライゲーションを含んでもよく、及び／又は核酸ドメインはライゲー
ション反応の鋳型になってもよい。
【００３５】
　より具体的には、本発明の方法の一実施形態では、近接プローブは、互いに連結される
ことによって、例えばライゲーションによって相互作用してもよい。相互作用は、連結さ
れた産物（相互作用産物；ライゲーション産物）を検出することによって検出されてもよ
い。この方法のある形式では、核酸ドメインの相互作用は、１つ又は複数のスプリントオ
リゴヌクレオチドがドメインに結合し、かつそれらの相互作用を媒介するのを必要とし（
特にライゲーションの場合には、ドメインにハイブリダイズし、かつライゲーション反応
のための鋳型として作用するスプリントオリゴヌクレオチド）、スプリントは、この相互
作用を支援する又は媒介する。上述の様々な近接アッセイの記載から十分に理解されるよ
うに、他の形式／実施形態では、スプリントは、第３の近接プローブの核酸ドメインとし
て提供されてもよい及び／又は核酸ドメインのライゲーションは直接的なものであっても
（すなわち、核酸ドメインは互いに直接ライゲーションされても）間接的なものであって
もよい、すなわち、それらは、例えばギャップオリゴヌクレオチドの仲介を介して間接的
にライゲーションされてもよく、そのような一実施形態では、核酸ドメインは、それぞれ
の末端の間でギャップを残してスプリントオリゴヌクレオチドにハイブリダイズしてもよ
く、このギャップは、ギャップオリゴヌクレオチドによって又はポリメラーゼ酵素を用い
て、核酸ドメインのうちの一方の末端（遊離３’末端）を伸長することによって充填され
てもよい。近接ライゲーションアッセイのそのような「ギャップ充填」の実施形態は、文
献、例えば国際公開第０１／６１０３７号パンフレット又は国際公開第２００７／１０７
７４３号パンフレットに十分に記載されている。
【００３６】
　さらなる特定の実施例では、近接プローブの１つ又は複数の核酸ドメインは、１つ又は
複数の追加されたオリゴヌクレオチドのライゲーションの鋳型となるように作用してもよ
い。そのような一実施形態では、第１の追加されたオリゴヌクレオチドは、両方の核酸ド
メインにハイブリダイズしてもよく、ドメインの一方のみ、例えば、核酸ドメインのそれ
ぞれに１つずつハイブリダイズし、それぞれ、第１のオリゴヌクレオチドのそれぞれの末
端に隣接し、核酸ドメインによって鋳型にされる反応において第１のオリゴヌクレオチド
にライゲーションされてもよい、１つ又は複数のさらなるオリゴヌクレオチドが追加され
てもよい。
【００３７】
　代替の実施形態では、追加されるオリゴヌクレオチドはライゲーション反応によって環
状化されてもよい（すなわち、上記パドロックプローブに類似する）。したがって、例え
ば、それぞれのプローブの分析物特異的結合部分に付加される、対の近接プローブの核酸
ドメインは、それぞれ、追加された直線状オリゴヌクレオチド（「パドロックプローブ」
に類似する）の（ｉ）５’及び３’末端並びに（ｉｉ）該末端間の領域に対して相補性を
有してもよい。近接プローブ対の両方のプローブが、同じ分析物への結合により近接する
と、それぞれのプローブの核酸ドメインは、追加されたオリゴヌクレオチドのそれぞれの
部分にハイブリダイズすることができる。追加されたオリゴヌクレオチドの５’及び３’
末端に対して相補性を有する核酸ドメインは、該末端の近位のハイブリダイゼーション及
びライゲーション（適切なリガーゼの追加と同時に）の鋳型となり、追加されたオリゴヌ
クレオチドの環状化をもたらす。次いで、この環状化されたオリゴヌクレオチドは、プラ
イマーとして他の核酸ドメインを用いて、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）によって検
出され、ライゲーションされた末端の間の、追加されたオリゴヌクレオチドの領域にハイ
ブリダイズする、対の他方のプローブの核酸ドメインは、遊離３’末端を有する。適切な
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ポリメラーゼの追加に際して、試料中の分析物の存在は、環状化されたオリゴヌクレオチ
ドのローリングサークル増幅（ＲＣＡ）によって検出されてもよい。近接プローブが近接
して結合する場合のみ形成され得るコンカテマーＲＣＡ産物は、分析物の検出のための「
代理」マーカーを提供する。
【００３８】
　単一の追加されたオリゴヌクレオチドは、ライゲーションされて環を形成し得る２つの
オリゴヌクレオチドによって置き換えられ得ることは十分に理解されるであろう（そのよ
うなライゲーションの鋳型には一方又は両方の核酸ドメインがなり得るが、ドメインのう
ちの一方は、プライマーとして作用するために遊離３’末端を有するであろう）。
【００３９】
　近接プロービング反応はまた、例えば米国特許第７，３０６，９０４号及び第６，５１
１，８０９号に記載のように、弱い相補性を有する近接プローブのそれぞれに１つずつ、
２つの遊離３’末端を利用することによって実施することができ、近接すると、ＤＮＡポ
リメラーゼは、ｄＮＴＰを追加することによってこれらの末端を伸長させ、したがって、
検出可能なＤＮＡ鋳型を形成することができる。他のハイブリダイゼーション及び伸長形
式もまた可能である。例えば、一方の核酸ドメインは遊離３’末端を有し、他方は遊離５
’末端を有し、核酸ドメイン（又は特に核酸ドメインの一部分）は互いに又は一般的なハ
イブリダイゼーション鋳型にハイブリダイズしてもよい。あるいは、遊離３’末端を有す
る２つの核酸ドメイン（特にその一部分）は一般的なハイブリダイゼーション鋳型にハイ
ブリダイズし、各場合において、ハイブリダイゼーションの後に利用可能な少なくとも１
つの遊離３’末端があり、これは、検出可能な伸長産物を形成するように伸長されてもよ
い。近接伸長アッセイの様々な例はＧＢ１１０１６２１．９に記載されている。
【００４０】
　本発明の遮断試薬及び本発明の方法における使用のための遮断試薬は、その最も広い実
施形態において、核酸ドメインに連結された非分析物特異的結合タンパク質成分を含む。
【００４１】
　遮断試薬の非分析物特異的結合タンパク質成分は、近接プローブベースのアッセイの標
的分析物に対する特異的な結合親和性が、非常に低い若しくは低い、すなわち、無視でき
る、検出不可能である若しくは軽微である、又はそれがないタンパク質として広く定義す
ることができる。言い換えれば、それは、必ずしも独占的にではないが、特異的に分析物
に結合することができ、非分析物構成成分も含む環境において分析物に優先的に結合する
であろうタンパク質として定義することができる分析物特異的結合タンパク質の反対のも
のと見なすことができる。したがって、非分析物特異的結合タンパク質は、分析物に特異
的に結合することができず、他の構成成分を含む環境において分析物に優先的に結合しな
いであろう。しかしながら、非分析物特異的結合タンパク質は、他の分子、例えば非分析
物（近接プローブアッセイにおいて存在しない分子であってもよい）に特異的に結合する
ことができてもよいが、遮断試薬の非分析物特異的結合タンパク質成分は、近接プローブ
ベースのアッセイにおける任意の１つ又は複数の構成成分に対して特異的な結合親和性が
ないことが好ましい。すなわち、それは、そうでなければ分析物又はプローブに結合し得
る分析試料内の部位に非特異的に又は均一にのみ結合することができることが好ましい。
【００４２】
　したがって、遮断試薬、特に遮断試薬のタンパク質成分は、標的分析物に特異的に結合
することができてはならない。よって、遮断試薬のタンパク質成分は、試料中の他の構成
成分に対してよりも高い親和性及び／又は特異性で標的（例えば分析物）に結合してはな
らない。すなわち、標的分析物に対するあらゆる結合は、非標的分析物に対する結合と区
別されなくてもよく、遮断試薬のタンパク質成分は、標的分析物に結合しない又は無視し
てよいほどに若しくは検出不能に結合するので、あらゆるそのような非特異的な結合は、
それが生じる場合、他の非標的分析物への結合と区別されなくてもよい。遮断試薬及び試
料中の任意の標的又は非標的分析物の間の結合は、典型的に、非共有結合である。
【００４３】
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　特に、遮断試薬のタンパク質成分が標的分析物に対して結合することができる場合、そ
のような結合は一時的なものでなければならず、結合親和性は、標的分析物に対する近接
プローブの結合親和性未満でなければならない。したがって、標的分析物に対する遮断試
薬のタンパク質成分の結合親和性は、近接プローブの分析物標的結合部位よりも少なくと
も１オーダー低くなるべきである。好ましくは、遮断試薬のタンパク質成分の結合親和性
は、近接プローブの分析物標的結合部位よりも少なくとも２、３、４、５又は６オーダー
低くなるべきである。
【００４４】
　したがって、分析物に対する特異的な結合親和性が非常に低い、低い、又はそれがない
というのは、分析物に対する遮断試薬のタンパク質成分の解離定数が少なくとも１０－２

Ｍである場合である。「少なくとも」によって、分析物によってふさがれているタンパク
質成分の５０％の「結合部位」をもたらすために、遮断試薬のタンパク質成分の濃度がよ
り高くなければならないことを意味する。本発明のアッセイとの関連において、上記範囲
のＫｄは、遮断試薬に結合している低い割合の分析物のみをもたらすであろう。例えば、
遮断試薬が１０－４Ｍの濃度で存在し、分析物が１０－９Ｍの濃度で存在し、分析物に対
する遮断試薬のＫｄが１０－２Ｍである場合、いつでも、遮断試薬：分析物複合体の濃度
は１０－１１Ｍであると予想することができる、すなわち、全分析物のわずか１％が遮断
試薬に結合するであろう。好ましい実施形態では、分析物に対する遮断試薬のタンパク質
成分の解離定数は、少なくとも１０－２Ｍ、１０－１Ｍ、０．１Ｍ、１Ｍ、２Ｍ、５Ｍ、
又は１０Ｍである。したがって、特異的結合親和性なしというのは、遮断試薬のタンパク
質成分の解離定数が、近接プローブ反応において使用される濃度で、非特異的な一時的な
相互作用のみが分析物及び非分析物特異的結合タンパク質の間で生じるようなものである
ことを意味する。
【００４５】
　別の言い方をすると、本発明の方法において使用される場合、１０％未満の分析物が遮
断試薬のタンパク質成分に結合するであろう。より好ましくは、５％未満、４％未満、３
％未満、２％未満又は１％未満の分析物が結合するであろう。最も好ましくは、０．５％
未満、０．１％未満、０．０１％未満又は０．００１％未満の分析物が遮断試薬のタンパ
ク質成分に結合するであろう。
【００４６】
　非分析物特異的結合タンパク質は単一の種若しくはタイプのタンパク質であってもよく
、又は異なるタンパク質、例えば、異なるタンパク質のタイプ若しくは同じタイプの異な
る種の混合物であってもよい（この文脈において使用される用語「種」は、分類学の意味
を有しておらず、むしろ、特定の特異的なタイプのタンパク質を示すように意図される）
。例えば、タンパク質が特定の（非分析物）標的に対して結合特異性を有する場合、異な
る特異性のタンパク質の混合物が使用されてもよい。そのような場合、タンパク質の混合
物が、標的分析物に対して特異性を有するタンパク質を含まない、あるいは混合物中のい
かなるタンパク質も標的分析物に対する特異的結合活性を有しない、あるいは標的分析物
に対するあらゆる結合活性が、上述のように、非常に低い、例えば無視できる若しくは軽
微である若しくは検出不可能であることが好ましい。
【００４７】
　遮断試薬の非分析物特異的結合タンパク質成分は、好ましくは、血清タンパク質又はス
トレプトアビジン若しくはストレプトアビジン様タンパク質又はその修飾体、誘導体若し
くは変異体又はそれらの組合せである。遮断試薬の非分析物特異的結合タンパク質成分が
、以下でさらに定義される１つ又は複数の好ましいタンパク質を含む場合、これらのタン
パク質は標的分析物に対するいかなる特異的結合親和性もおそらく有しないであろうとい
うことは理解されるであろう。
【００４８】
　血清タンパク質成分は単一の特異的タイプの血清タンパク質であってもよく、又は異な
るタイプ及び構造の複数のタンパク質を含んでもよい。特に、血清タンパク質成分はグロ
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ブリン及び／又はアルブミンタンパク質であってもよい。
【００４９】
　ストレプトアビジン又はストレプトアビジン様タンパク質成分は、単一の特異的なタイ
プのストレプトアビジン若しくはストレプトアビジン様タンパク質又はその修飾体、誘導
体若しくは変異体であってもよく、又はそれらのタンパク質の複数を含んでもよい。スト
レプトアビジン様タンパク質は、ストレプトアビジン又はその修飾体、誘導体若しくは変
異体に類似する構造的及び／又は機能的特性を有するタンパク質として定義することがで
きる。例えば、鳥、爬虫類動物、及び両生動物由来の卵白中に見つけられるアビジンは、
ストレプトアビジンに対してわずか３０％の配列同一性しか示さないが、ストレプトアビ
ジンに対してほとんど同一の二次、三次、及び四次構造を有し、ストレプトアビジン様タ
ンパク質であると考えられる。アビジンはまた、それが、高度な親和性又は特異性により
ビオチンに結合することができるという点でストレプトアビジンと機能的特性を共有する
。
【００５０】
　したがって、ストレプトアビジン又はストレプトアビジン様タンパク質の修飾体、誘導
体又は変異体、例えば、断片又は切断型タンパク質、化学的に修飾されたタンパク質又は
ポリペプチド、又は遺伝子工学によって得られた変異体、例えば天然に存在するストレプ
トアビジン又はアビジンタンパク質のアミノ酸配列に基づくが、１つ又は複数のアミノ酸
置換、追加及び／又は欠失を含むポリペプチド、などもまた、本発明によって企図される
。必ずしも天然に存在しなくてもよいが、構造的又は機能的に等価である、等価な又は対
応するタンパク質もまた、含まれる。好ましくは、そのような修飾体は、アビジンの脱グ
リコシル化及び／又は中性形態を含む。本発明のストレプトアビジン又はストレプトアビ
ジン様タンパク質は、単一の供給源又は複数の供給源由来、すなわち、単一のタイプの生
物（例えば細菌又は動物）由来又は複数のタイプの生物（例えば細菌の異なる株又は動物
の異なる種）由来のものであってもよい。合成して誘導された又は得られた、例えば、ス
トレプトアビジン及びストレプトアビジン様タンパク質の組換え形態もまた、企図される
。好ましくは、本発明のストレプトアビジン又はストレプトアビジン様タンパク質は、ス
トレプトアビジン、ニュートラアビジン（ＮｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎ）（登録商標）、エク
ストラアビジン（Ｅｘｔｒａｖｉｄｉｎ）（登録商標）及びニュートラライト（Ｎｅｕｔ
ｒａＬｉｔｅ）（登録商標）からなるリストから選択される。本発明の特に好ましい実施
形態では、遮断試薬のタンパク質成分はストレプトアビジンを含む。
【００５１】
　血清タンパク質はグロブリン及びアルブミンタンパク質の両方を含み、血漿に由来し、
細胞及び血小板が除去された場合に残る血液の画分として定義されてもよい。特に、血清
は、細胞、フィブリノゲン、又は任意の他の血液凝固因子を含有しない血漿の画分として
定義されてもよい。したがって、血清タンパク質は、血清から得られてもよい（若しくは
得られるものであってもよい）又は血清中に存在してもよい任意のタンパク質であっても
よい。血清タンパク質は、血清中に存在してもよい若しくは血清から得られてもよい単一
のタンパク質又はそのようなタンパク質の混合物であってもよく、又は血清由来のタンパ
ク質画分若しくはタンパク質成分であってもよい。本発明の遮断試薬のタンパク質成分は
、一般に血清タンパク質を含んでもよい、すなわち、血清タンパク質は、特定のタンパク
質成分の分離を伴うことなく、一般に血清の血清タンパク質成分によって示されてもよい
。言い換えれば、血清タンパク質は、血清中に存在し、分離されてもよいタンパク質の混
合物であってもよい。したがって、本発明の遮断試薬における血清タンパク質は、グロブ
リン及びアルブミン、好ましくはγ－グロブリン（免疫グロブリン）及び／又は血清アル
ブミンの両方を含んでもよい。該血清タンパク質は、単一の血液供給源又は複数の血液供
給源由来、すなわち、異なる動物個体由来及び／又は異なるタイプの動物由来のものであ
ってもよい。したがって、異なる種の又は異なる種由来（例えば、任意の哺乳動物の種由
来）の血清タンパク質が使用されてもよい。血清タンパク質の天然供給源は好適であるが
、血清タンパク質は、例えば組換え発現によって又は天然に存在するタンパク質の誘導体
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化によって合成的に得られてもよい。したがって、血清中に天然に存在してもよい任意の
タンパク質だけではなく、その変異体及び誘導体、例えば、断片又は切断型タンパク質、
化学的に修飾されたタンパク質又はポリペプチド、又は遺伝子工学によって得られた変異
体、例えば天然に存在する血清タンパク質のアミノ酸配列に基づくが、１つ又は複数のア
ミノ酸置換、追加及び／又は欠失を含むポリペプチド、などもまた、用語「血清タンパク
質」の範囲内に含まれる。必ずしも血清中に存在しなくてもよいが、構造的又は機能的に
等価である、等価な又は対応するタンパク質もまた含まれる。
【００５２】
　グロブリンタンパク質、偽性グロブリン及び真性グロブリンは動植物界の至る所で広く
見出され、溶解性及び電気泳動移動度などのようなそれらの物理的性質によって特徴づけ
られる。例えば、偽性グロブリンは水及び希釈食塩水の両方において可溶性であるが、真
性グロブリンは水において不溶性であり、希釈食塩水において可溶性である。両方のサブ
クラスのグロブリンは熱によって凝固性である。任意のそのようなグロブリンタンパク質
が本発明において使用されてもよい。したがって、概して、本発明の遮断試薬は任意のグ
ロブリンタンパク質を含んでもよい。以下でより詳細に記載されるように、アルブミンタ
ンパク質が使用されてもよく、したがって、本発明の遮断試薬は任意のアルブミンタンパ
ク質を含んでもよい。
【００５３】
　グロブリンタンパク質の有力な供給源は、血漿及び血清、ミルク、筋肉、並びに植物種
子である。特に、用語「グロブリン」は、高分子量並びにアルブミンよりも低い溶解性及
び電気泳動移動速度の両方を有するとして分類される、血清中に見つけられる、異種のグ
ループのタンパク質、血清の主成分を構成する他のクラスのタンパク質を包含する。
【００５４】
　したがって、本発明の遮断試薬のための好ましい血清タンパク質は、血清グロブリンで
あり、血清グロブリンは、４つの主なクラスのタンパク質、すなわちα－１グロブリン、
α－２グロブリン、β－グロブリン、及びγ－グロブリンを含んでもよい。しかしながら
、血清がフィブリノゲン及び他の凝固因子を除去するために処理された場合、血清タンパ
ク質は、グロブリンのサブセットのみ、主にγ－グロブリンを含むことが当業者によって
理解されるであろう。遮断試薬の好ましい血清タンパク質は、血清タンパク質のグロブリ
ン画分が少なくとも７０％のγ－グロブリン、好ましくは８０％、最も好ましくは少なく
とも９０％のγ－グロブリンを含む、血清タンパク質である。
【００５５】
　α－グロブリンは、アルカリ性又は電気的に荷電した溶液中で高度に移動性となるそれ
らの能力によって特徴づけられ、α－１抗トリプシン及び血清アミロイドＡ（α－１グロ
ブリン）並びにハプトグロビン及びセルロプラスミン（α－２グロブリン）を含む。β－
グロブリンは、α－グロブリンほどアルカリ性又は電気的に荷電した溶液中で移動性でも
ないことによって特徴づけられるが、γ－グロブリンよりも移動性であり、プラスミノー
ゲン及びトランスフェリンを含む。したがって、γ－グロブリンは、α－及びβ－グロブ
リンの両方ほどアルカリ性又は電気的に荷電した溶液中で移動性でもなく、主なタイプの
タンパク質として、免疫グロブリン（抗体）を含む。抗体は、当技術分野において十分に
記載されており、様々なグループ、一般に、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＤ（すべて単量体）、
ＩｇＡ（二量体）、及びＩｇＭ（五量体）に分類されてもよい。
【００５６】
　本発明の好ましい実施形態では、遮断試薬のタンパク質成分はγ－グロブリン、特に免
疫グロブリンを含む。遮断試薬の好ましいクラスの免疫グロブリンはＩｇＧである。特に
好ましい実施形態では、遮断試薬のタンパク質成分はバルクＩｇＧ、すなわち、様々な結
合特異性及び親和性を有する複数の免疫グロブリン（ＩｇＧ）タンパク質を含む血清から
精製された免疫グロブリンである。バルクＩｇＧは、したがって、異なる特異性を有する
異なるＩｇＧタンパク質、すなわち、異なる特異性を有するＩｇＧタンパク質の混合物を
含む。好ましくは、異なる特異性は非標的分析物特異的結合特異性である。遮断試薬のタ
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ンパク質成分は、特異的構造、すなわち結合の特徴を有する免疫グロブリンタンパク質（
又は後述のアルブミンタンパク質）を含んでもよいものとするが、この特徴は、その免疫
グロブリンの結合特性が分析物の検出に干渉しない場合のみ役に立つ、すなわち、上述の
ように、また、以下で詳細に説明されるように、遮断試薬のタンパク質成分は分析物に対
する特異性及び親和性により結合することができてはならない。そのため、好ましくは、
遮断剤のＩｇＧ成分、特にバルクＩｇＧは標的分析物に対する特異的結合活性がない、あ
るいは生じる標的分析物への結合は上述のように低い（例えば、軽微である、無視できる
又は検出不可能である）。重要なポイントは、標的分析物に対する遮断試薬のいかなる結
合もアッセイの性能に干渉するようなものでないということである。したがって、免疫グ
ロブリン成分（例えば、ＩｇＧ又はバルクＩｇＧ）は標的分析物への結合活性がないか、
又は低い（若しくは非常に低い）結合活性を有する。
【００５７】
　遮断試薬の血清タンパク質成分として特に興味深いのは、抗体、好ましくはＩｇＧ抗体
並びにその結合断片及び誘導体又はミメティックである。そのため、遮断試薬のタンパク
質成分は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であってもよい。さらに他の実施
形態では、遮断試薬のタンパク質成分は、抗体結合断片又はその誘導体若しくはミメティ
ックであり、これらの断片、誘導体、及びミメティックは、標的分析物に対する結合親和
性を持たない。例えば、Ｆｖ、Ｆ（ａｂ）２、及びＦａｂなどのような抗体断片は、イン
タクトなタンパク質の切断によって、例えばプロテアーゼ又は化学的な切断によって、調
製されてもよい。さらに、興味深いのは、単鎖抗体若しくはｓｃＦｖ又はキメラ抗体若し
くはＣＤＲ移植抗体などのような他の抗体誘導体などのような組換えで又は合成して生成
される抗体断片又は誘導体であり、そのような組換えで又は合成して生成される抗体断片
は上記抗体の結合の特徴を保持する。すなわち、それらは、標的分析物に対して特異的に
結合することができない。そのような抗体断片又は誘導体は、一般に、本発明の抗体の結
合の特徴を保持するために本発明の抗体のＶＨ及びＶＬのドメインを少なくとも含む。遮
断試薬のタンパク質成分の場合には、結合の特徴は、それらが標的分析物に結合しないよ
うなものである。本発明のそのような抗体断片、誘導体又はミメティックは、その開示が
参照によって本明細書に組み込まれる米国特許第５，８５１，８２９号及び第５，９６５
，３７１号に記載の方法などのような任意の適当な方法を用いて容易に調製されてもよい
。
【００５８】
　上記抗体、その断片、誘導体及びミメティックは市販の供給源から得られてもよく、及
び／又は任意の適当な技術を用いて調製されてもよい。その組換え誘導体を含むポリクロ
ーナル抗体、モノクローナル抗体、その断片、誘導体、及びミメティックを生成するため
の方法は当業者らに知られている。
【００５９】
　アルブミンは、上述のように、血漿及び血清の他の主成分を形成し、このクラスのタン
パク質は、水中でのそれらの溶解性及び熱処理に対して凝結する傾向において注目すべき
である。したがって、代替の実施形態では、遮断試薬のタンパク質成分は血清アルブミン
タンパク質を含んでもよい。血清アルブミンが免疫グロブリン（γ－グロブリン）と著し
い構造的類似性を示すことは注目すべきである。本発明の遮断試薬のための血清アルブミ
ンは、単一の供給源、例えばウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ヒト血清アルブミン（ＨＳ
Ａ）などに由来していてもよく、又は異なる血清アルブミンタンパク質の組合せであって
もよい。
【００６０】
　好ましい実施形態では、遮断試薬のタンパク質成分は、上記血清タンパク質に由来する
場合、血清タンパク質は近接プローブのタンパク質性標的分析物結合ドメインと同じ種に
由来する。したがって、例えば、近接プローブの分析物結合ドメインが免疫グロブリン、
例えばＩｇＧを含む又はそれに基づく場合、遮断試薬のタンパク質成分は同じ種由来のＩ
ｇＧ、好ましくはバルクＩｇＧから成る。
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【００６１】
　遮断試薬の核酸ドメインは、同種のドメイン、すなわち、遮断試薬のタンパク質成分に
連結された単一の配列又は異種のドメイン、すなわち、遮断試薬のタンパク質成分のタン
パク質上に存在する異なる配列を有する複数の異なる配列を含んでもよい。
【００６２】
　遮断試薬の核酸ドメインは、それが本発明の方法における分析物の検出に干渉しないと
いうことに基づいて選択される。言い換えれば、遮断試薬の核酸ドメインは、アッセイに
おいて使用される近接プローブの核酸ドメインに対してかなりの配列同一性を有してはな
らない。さらに、任意の他の核酸分子（例えばオリゴヌクレオチド）がアッセイ方法に追
加される又はアッセイ方法において使用される場合、例えば、１つ又は複数のスプリント
オリゴヌクレオチド及び／又はギャップ／カセットオリゴヌクレオチド（例えば後述のも
の）及び／又はライゲーションのための追加されるオリゴヌクレオチド（「ライゲーショ
ン可能なオリゴヌクレオチド」又は「ライゲーション基質」）及び／又は遮断オリゴヌク
レオチド（後述）が、近接プローブの核酸ドメイン間の相互作用を媒介する（又は支援す
る）ように使用される場合、遮断試薬の核酸ドメインは、それらのオリゴヌクレオチドに
対してかなりの配列同一性を有してはならない。さらに、遮断試薬の核酸ドメインは、分
析物にハイブリダイズしてはならない又は第１及び第２の近接プローブの核酸の相互作用
を検出するための方法に干渉してはならない、すなわち、増幅、例えばＰＣＲなどにおい
て使用されるプライマーに対して配列同一性を有してはならない。
【００６３】
　したがって、遮断試薬の核酸ドメインの配列は、それが、アッセイにおいて使用される
近接プローブの核酸ドメイン若しくは任意の他のオリゴヌクレオチド（例えば、反応混合
物に追加される、すなわち、もとの試料中に存在しないスプリントオリゴヌクレオチド及
び／又はライゲーション基質（すなわちライゲーション可能なオリゴヌクレオチド））又
は特に標的分析物が核酸である場合、分析物とハイブリダイズしない限り重要ではない。
一般に、遮断試薬の核酸の配列は、試料中に存在し、方法の標的分析物でない核酸どうし
の間以外のハイブリダイゼーション事象の発生を回避するように選ばれるべきである。一
旦配列が選択されたら又は同定されたら、核酸ドメインは任意の適当な方法を用いて合成
されてもよい。
【００６４】
　かなりの配列同一性がないというのは、遮断試薬の核酸ドメインが、アッセイにおいて
使用される近接プローブの核酸ドメイン、スプリント若しくは他のオリゴヌクレオチド（
例えば、近接プローブの核酸間の相互作用を媒介する若しくは支援するオリゴヌクレオチ
ド）又は近接プローブ間の相互作用を検出する際に使用される核酸に対して８０％未満の
配列同一性を有しなければならないことを意味する。好ましくは、遮断試薬の核酸ドメイ
ンは、当の核酸の実質的な部分にわたって７０％未満、６０％未満、５０％未満又は４０
％未満の配列同一性を有しなければならない。本発明の特に好ましい実施形態では、遮断
試薬の核酸ドメインは、１つ又は複数のランダムに生成された核酸配列を含む。配列同一
性は、例えばＢＬＡＳＴアライメントアルゴリズムを使用する公知の任意の適切な方法に
よって決定されてもよい。
【００６５】
　したがって、遮断試薬の核酸は、一本鎖核酸分子（例えばオリゴヌクレオチド）、部分
的に二本鎖で部分的に一本鎖の分子、又は二本鎖領域及び２つの核酸鎖が相補的ではなく
、そのため一本鎖である領域を含む二本鎖分子であってもよい。そのため、ある実施形態
では、核酸ドメインは、一本鎖核酸から構成される。他の実施形態では、核酸ドメインは
、２つの部分的に相補的な核酸鎖から構成されてもよく、２つの鎖は、ハイブリダイズし
た領域及びハイブリダイズしていない領域を含む。
【００６６】
　遮断試薬の核酸ドメインは、通常約８～約１０００ヌクレオチド長の範囲にあり、ある
実施形態では、それらは約８～約５００ヌクレオチド長（例えば、約８～約２５０ヌクレ
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オチド長、約８～約１６０ヌクレオチド長、約１２～約１５０ヌクレオチド長、約１４～
約１３０ヌクレオチド長、約１６～約１１０ヌクレオチド長、約８～約９０ヌクレオチド
長、約１２～約８０ヌクレオチド長、約１４～約７５ヌクレオチド長、約１６～約７０ヌ
クレオチド長、約１６～約６０ヌクレオチド長）の範囲にあってもよい。ある代表的な実
施形態では、核酸ドメインは、約１０～約８０ヌクレオチド長、約１２～約７５ヌクレオ
チド長、約１４～約７０ヌクレオチド長、約３４～約６０ヌクレオチド長、及び明示され
る範囲内の任意の長さであってもよい。いくつかの実施形態では、核酸ドメインは、通常
、約２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０
、４１、４２、４４、４６、５０、５５、６０、６５又は７０ヌクレオチド長より大きく
ない。
【００６７】
　遮断試薬の核酸ドメインは、リボヌクレオチド及び／又はデオキシリボヌクレオチド並
びにワトソンクリックタイプ又は類似の塩基対相互作用に参加することができる合成ヌク
レオチド残基から構成されてもよい。したがって、核酸ドメインは、ＤＮＡ又はＲＮＡ又
はその任意の修飾体、例えばＰＮＡ又は非ヌクレオチド主鎖を含有する他の誘導体であっ
てもよい。
【００６８】
　したがって、極端には、本発明の遮断試薬は、複数の核酸に連結された複数のタンパク
質又はすべて同じ配列から成る核酸に連結された、先に定義される単一のタイプのタンパ
ク質又はその任意の組合せを含んでもよい。
【００６９】
　本発明の特に好ましい実施形態では、遮断試薬は、ランダムなオリゴヌクレオチドに連
結されたバルクＩｇＧを含み、該オリゴヌクレオチドは一本鎖ＤＮＡである。さらに、好
ましくは、オリゴヌクレオチドは少なくとも４０ヌクレオチド長である。
【００７０】
　核酸ドメインは、遮断試薬のタンパク質成分に連結され、この「連結」又は結合は、当
技術分野で知られている任意の手段によるものであってもよく、これは、所望の又は好都
合なものであってもよく、直接的又は例えば連結基を介しての間接的なものであってもよ
い。例えば、ドメインは、共有結合（例えば化学的架橋）によって又は非共有結合性会合
によって（例えば、ストレプトアビジン－ビオチンベースの連結（一方のドメイン上に提
供されるビオチン及び他方に提供されるストレプトアビジン）を介して）互いに結合され
てもよい。遮断試薬のタンパク質成分がストレプトアビジン若しくはストレプトアビジン
様タンパク質又はその修飾体、誘導体若しくは変異体である場合、ビオチン分子は、オリ
ゴヌクレオチド分子上に提供される。しかしながら、ストレプトアビジン若しくはストレ
プトアビジン様タンパク質又はその修飾体、誘導体若しくは変異体は、直接、すなわち共
有結合によってかつビオチンの不存在下で遮断試薬のオリゴヌクレオチドに連結されても
よいものとする。上述のように、構成成分が連結されていない、単独で又は組み合わせて
使用される構成成分と比較して、遮断試薬の優れた効果をもたらすのは、遮断試薬の２つ
の構成成分を連結するこの態様である。
【００７１】
　遮断試薬の２つの構成成分は、結合を通して直接的に又は連結基を通して間接的に連結
される。連結基が使用される場合、そのような基は、連結基を通して核酸ドメイン及びタ
ンパク質成分の共有結合をもたらすように選ばれてもよい。興味深い連結基は、タンパク
質成分の性質に依存して広く変動してもよい。連結基は多くの実施形態において生物学的
に不活性である。様々な連結基は当業者らに知られており、本発明の遮断試薬において使
用可能である。代表的な実施形態では、連結基は、一般に、少なくとも約５０ダルトン、
通常、少なくとも約１００ダルトンであり、１０００ダルトン又はそれ以上であってもよ
く、連結基がスペーサーを含有する場合、例えば１００００００ダルトンまでであるが、
一般に、約５００ダルトンを超えないであろう、また、通常、約３００ダルトンを超えな
いであろう。一般に、そのようなリンカーは、核酸ドメイン又はタンパク質成分に共有結
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合することができる、反応性官能基を有する両端で終了するスペーサー基を含むであろう
。興味深いスペーサー基は、脂肪族鎖及び不飽和炭化水素鎖、酸素（ポリエチレングリコ
ールなどのようなエーテル）若しくは窒素（ポリアミン）などのような、ヘテロ原子を含
有するスペーサー、ペプチド、炭水化物、おそらくヘテロ原子を含有してもよい環式、又
は非環式系を含んでもよい。スペーサー基はまた、金属イオンの存在が２つ以上のリガン
ドを配位結合して複合体を形成するように、金属に結合するリガンドから構成されてもよ
い。特定のスペーサーエレメントは、１，４－ジアミノヘキサン、キシリレンジアミン、
テレフタル酸、３，６－ジオキサオクタン二酸、エチレンジアミン－Ｎ，Ｎ－ジ酢酸、１
，１’－エチレンビス（５－オキソ－３－ピロリジンカルボン酸）、４，４’－エチレン
ジピペリジンを含む。反応性官能基になり得るものとしては、例えば、求核性の官能基（
アミン、アルコール、チオール、ヒドラジド）、求電子性の官能基（アルデヒド、エステ
ル、ビニルケトン、エポキシド、イソシアネート、マレイミド）、付加環化反応、ジスル
フィド結合の形成、又は金属への結合が可能な官能基が挙げられる。より具体的には、第
一級及び第二級アミン、ヒドロキサム酸、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジルエステル、Ｎ
－ヒドロキシスクシンイミジルカルボネート、オキシカルボニルイミダゾール、ニトロフ
ェニルエステル、トリフルオロエチルエステル、グリシジルエーテル、ビニルスルホン、
及びマレイミドを含む。本発明の遮断試薬において使用可能な特定のリンカー基は、ヘテ
ロ官能性（ｈｅｔｅｒｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ）化合物、例えばアジドベンゾイルヒドラ
ジド、Ｎ－［４－（ｐ－アジドサリチルアミノ）ブチル］－３’－［２’－ピリジルジチ
オ］プロピオンアミド）、ビス－スルホスクシンイミジルスベレート、ジメチルアジピミ
デート、ジスクシンイミジルタルトレート、Ｎ－マレイミドブチリルオキシスクシンイミ
ドエステル、Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミジル－４－アジドベンゾエート、Ｎ－ス
クシンイミジル［４－アジドフェニル］－１，３’－ジチオプロピオネート、Ｎ－スクシ
ンイミジル［４－ヨードアセチル］アミノ安息香酸、グルタルアルデヒド、及びスクシン
イミジル－４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシレート、３－
（２－ピリジルジチオ）プロピオン酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＳＰＤＰ
）、４－（Ｎ－マレイミドメチル）－シクロヘキサン－１－カルボン酸Ｎ－ヒドロキシス
クシンイミドエステル（ＳＭＣＣ）、並びにその他同種のものを含む。
【００７２】
　本発明の好ましい実施形態では、遮断試薬の非分析物特異的結合タンパク質成分と核酸
ドメインを連結するために使用されるリンカーは、近接プローブの核酸ドメインをタンパ
ク質性分析物結合ドメインに連結するリンカーと同じである。
【００７３】
　本発明の方法において使用される遮断試薬は、任意の適当な方法を用いて調製されても
よい。しかしながら、一態様において、本発明はまた、遮断試薬を製造するための方法で
あって、
　（ａ）血液から血清タンパク質を抽出するステップと、
　（ｂ）核酸を調製するステップと、
　（ｃ）（ａ）のタンパク質を（ｂ）の核酸と連結するステップと、
を含む方法を提供する。
【００７４】
　血清タンパク質、核酸及び連結は上述のものであってもよい。本発明の好ましい態様に
おいて、血清タンパク質はバルクＩｇＧである。
【００７５】
　したがって、好ましい態様において、本発明は、核酸ドメインに連結されたバルクＩｇ
Ｇを含む遮断試薬を提供する。より一般に見ると、本発明のこの態様は、核酸分子（又は
別の言い方をすると核酸ドメイン）に連結されたバルクＩｇＧを含むコンジュゲートを提
供するものと考えることができる。
【００７６】
　さらに好ましい態様において、本発明は、核酸ドメインに連結されたアルブミンタンパ
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ク質を含む遮断試薬を提供する。より一般に見ると、本発明のこの態様は、核酸分子（又
は別の言い方をすると核酸ドメイン）に連結されたアルブミンタンパク質を含むコンジュ
ゲートを提供するものと考えることができる。好ましくは、アルブミンタンパク質は血清
アルブミンタンパク質（例えばＢＳＡ又はＨＳＡ）である。
【００７７】
　本発明のこれらの態様において、核酸ドメイン／分子は上述のものであってもよい。
【００７８】
　好ましい実施形態（特に上述の本発明の態様のものを含む）では、核酸は、ランダムな
配列の１つ又は複数のオリゴヌクレオチド、すなわち、単一のランダムに生成されたオリ
ゴヌクレオチド又は各々異なるランダムな配列を有する複数のオリゴヌクレオチドを含む
。
【００７９】
　したがって、本発明はまた、上記方法によって得られる又は入手可能な遮断試薬及び本
発明の遮断試薬を含む試料中の分析物を検出するためのキットも提供する。該キットは、
１つ又は複数の近接プローブ、方法における使用のための１つ又は複数のさらなるオリゴ
ヌクレオチド（例えばスプリントオリゴヌクレオチド、ギャップオリゴヌクレオチド、及
び／又はライゲーション可能なオリゴヌクレオチド）、並びに近接プローブの相互作用を
達成する及び／又は検出するための手段をさらに含んでもよい（以下で詳細に説明される
）。
【００８０】
　用語「検出すること」は、分析物の存在（すなわち、それが存在するかどうか）を決定
するための任意の手段又は分析物の測定の任意の形態を含むように広く本明細書において
使用される。したがって、「検出すること」は、形はどうあれ、分析物の存在又は不在又
は量又は位置を決定する、測定する、評価する、又はアッセイすることを含んでもよい。
半定量的を含む、定量的及び質的決定、測定、又は評価が含まれる。そのような決定、測
定、又は評価は、例えば、試料中の２つ以上の異なる分析物が検出されている場合、相対
的であっても絶対的であってもよい。そのため、試料中の標的分析物を定量化することと
の関連において使用される用語「定量化する」は、絶対的な又は相対的な定量化を指すこ
とができる。絶対的な定量化は、既知濃度の１つ若しくは複数の対照分析物の包含及び／
又は知られている対照分析物に伴う標的分析物の検出レベルを参照すること（例えば標準
曲線の生成を通して）によって達成されてもよい。あるいは、相対的な定量化は、２つ以
上の異なる分析物の各々の、すなわち互いに比べた相対的な定量化を提供するために、２
つ以上の異なる標的分析物の間の検出レベル又は量の比較によって達成することができる
。
【００８１】
　「分析物」は、本発明の方法によって検出することが所望される任意の物質（例えば分
子）又は要素でよい。分析物は、本発明のアッセイ方法の「標的」である。分析物は、し
たがって、検出することが所望され得る任意の生体分子又は化学化合物でよく、例えばペ
プチド又はタンパク質又は核酸分子又は有機分子及び無機分子を含む小分子であってもよ
い。分析物は、細胞又はウイルスを含む微生物又はその断片若しくは産物であってもよい
。そのため、分析物は、それに対して特異的な結合パートナー（例えば親和性結合パート
ナー）を開発することができる任意の物質又は要素とすることができることが分かるであ
ろう。近接プローブベースのアッセイの場合には、必要であるのは、分析物が少なくとも
２つの結合パートナー（特に、少なくとも２つの近接プローブの分析物結合ドメイン）に
同時に結合することができることだけである。他のプローブベースの検出アッセイ、例え
ばイムノＰＣＲ、イムノＲＣＡなどの場合には、分析物が少なくとも１つの結合パートナ
ーに結合することができることで十分である。プローブベースの検出アッセイ、例えば本
発明のアッセイなどのような近接プローブベースのアッセイは、タンパク質又はポリペプ
チドの検出において特に有用であることが分かってきた。特に興味深い分析物は、したが
って、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質若しくはプリオン、又はタンパク質若しくは
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ポリペプチド成分などを含む任意の分子、又はその断片などのようなタンパク質性分子を
含んでもよい。分析物は、単一の分子又は互いに共有結合されてもよい若しくはされなく
てもよい、また、同じであってもよい若しくは異なっていてもよい２つ以上の分子サブユ
ニットを含有する複合体であってもよい。したがって、細胞又は微生物に加えて、そのよ
うな複合体分析物はまた、タンパク質複合体又はタンパク質相互作用であってもよい。そ
のような複合体又は相互作用は、したがって、ホモ又はヘテロ多量体であってもよい。分
子の集合体、例えば、タンパク質はまた、標的分析物、例えば同じタンパク質又は異なる
タンパク質の集合体であってもよい。分析物はまた、タンパク質又はペプチド及びＤＮＡ
又はＲＮＡなどのような核酸分子の間の複合体であってもよい。特に興味深いのは、タン
パク質と核酸、例えば、転写因子などのような調節因子とＤＮＡ又はＲＮＡの間の相互作
用であってもよい。
【００８２】
　すべての生物学的及び臨床的試料、例えば、生物の任意の細胞若しくは組織試料又はそ
れに由来する任意の体液若しくは調製物及び細胞培養物、細胞製剤、細胞溶解物などのよ
うな試料が含まれる。環境試料、例えば土壌及び水試料又は食品試料もまた、含まれる。
試料は新たに調製されてもよく、又は例えば保存のために任意の適当な方法で前処理され
てもよい。
【００８３】
　代表的な試料は、したがって、生体分子を含有してもよい任意の物質又は例えば食品及
び関連する産物、臨床的及び環境試料を含む任意の他の所望の若しくは標的分析物を含む
。試料は、すべての原核又は真核細胞、ウイルス、バクテリオファージ、マイコプラズマ
、プロトプラスト、及び細胞小器官を含む任意のウイルス又は細胞性物質を含有してもよ
い生物学的試料であってもよい。そのような生物学的物質は、したがって、ラン藻類、菌
類、細菌、原生動物などを含む、すべてのタイプの哺乳動物及び非哺乳動物細胞、植物細
胞、藻類を含んでもよい。代表的な試料は、したがって、全血並びに血漿、血清、及び軟
膜などのような血液由来の産物、血球、尿、糞便、脳脊髄液若しくは任意の他の体液（例
えば呼吸器系分泌物、唾液、乳汁など）、組織、生検材料、細胞培養物、細胞浮遊液、調
整培地、又は細胞培養物構成成分の他の試料、などを含む。試料は、例えば細胞溶解又は
精製、分析物の単離などによって、本発明の方法における使用のために調整するために、
任意の適当な又は所望の方法であらかじめ処理されてもよい。
【００８４】
　本発明の検出方法において使用されるプローブ（例えば近接プローブ）は、タンパク質
性分析物結合ドメイン及び好ましくは核酸ドメインである機能性ドメインを含むが、上述
のように、近接アッセイにおいて使用される１つ又は複数の近接プローブは、酵素などの
ような異なる官能基を含んでもよい。近接プローブは、実質上、分析物に結合する（分析
物結合ドメインを介して）検出プローブであり、この結合は、そのような結合に際してそ
の機能性（例えば核酸）ドメインの間に生じる相互作用を検出する手段によって検出され
てもよい（分析物を検出するために）。他のプローブ（例えばイムノＰＣＲ又はイムノＲ
ＣＡプローブ）は検出プローブとして機能してもよく、分析物に対する検出プローブの結
合は分析物の存在を検出するために検出される。したがって、機能性ドメインが核酸分子
である場合、プローブは分析物に対する核酸タグ親和性リガンド又は結合パートナーとし
て見られてもよく、分析物結合ドメインは親和性結合パートナーであり、核酸ドメインは
核酸タグである。核酸ドメインは分析物結合ドメインに連結され、上述のように、この「
連結」又は結合は、当技術分野で知られている任意の手段によるものであってもよく、こ
れは所望の又は好都合なものであってもよく、直接的又は例えば連結基を介しての間接的
なものであってもよい。タンパク質が核酸に連結されてもよい方法の例は上述の通りであ
る。好ましくは、プローブ（例えば近接プローブ）の分析物結合ドメイン及び核酸ドメイ
ンを連結するために使用されるリンカー又は手段は遮断試薬のリンカー又は手段と同じで
ある。
【００８５】
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　分析物結合ドメインは、標的分析物に対する任意の結合パートナーであってもよく、分
析物結合ドメインは、標的分析物に対する直接的な結合パートナー又は間接的な結合パー
トナーであってもよい。したがって、分析物結合ドメインは、標的分析物に対して直接的
に又は標的分析物に結合する媒介分子若しくは結合パートナーを介して間接的に結合して
もよい。間接的に結合する場合、分析物結合ドメインは媒介分子（結合パートナー）に結
合する。特に、分析物結合ドメイン又は媒介結合パートナーは、分析物に対して特異的な
結合パートナーである。結合パートナーは、その標的、例えば標的分析物に結合すること
ができる任意の分子又は要素であり、特異的結合パートナーは、その標的（例えば標的分
析物）に対して特異的に結合することができるパートナーである、すなわち、結合パート
ナーは、試料中の他の構成成分に対してよりも高い親和性及び／又は特異性で標的（例え
ば分析物）に結合する。したがって、標的分析物に対する結合は、非標的分析物と区別さ
れてもよく、特異的結合パートナーは、非標的分析物に結合しない又は無視してよいほど
に若しくは検出不能に結合する又は任意のそのような非特異的な結合は、それが生じる場
合、区別されてもよい。標的分析物及びその結合パートナーの間の結合は、典型的に、非
共有結合である。
【００８６】
　分析物結合ドメインは、標的分析物に対して高度な結合親和性を有するように選択され
てもよい。高度な結合親和性によって、少なくとも約１０－４Ｍ、通常少なくとも約１０
－６Ｍ以上、例えば１０－９Ｍ以上の結合親和性を意味する。分析物結合ドメインは、近
接プローブの一部として存在する場合に、標的タンパク質に対して必要な結合親和性を示
す限り、様々な異なるタイプの分子のいずれかであってもよい。他の実施形態では、分析
物結合ドメインは、その標的分析物に対して中程度の又は低い、例えば約１０－４Ｍ未満
の親和性を有するリガンドであってもよい。
【００８７】
　本発明の検出方法において、少なくとも１つのプローブ（例えば近接プローブ）の（好
ましくは少なくとも２つの又はより好ましくはすべての近接プローブの）分析物結合ドメ
インはタンパク質性分子である。したがって、分析物結合ドメインは、小さなペプチド分
子又はより大きなポリペプチド又はタンパク質であってもよい。ペプチドは、例えば、約
５～約１００アミノ酸残基、通常約５～約５０残基、より通常では約１０～約３０残基の
サイズの範囲にあってもよい。大きなポリペプチド又はタンパク質によって、約１００ア
ミノ酸残基以上のサイズの範囲にある分子が意味される。分析物結合ドメインとして特に
興味深いのは、抗体並びにその結合断片及び誘導体又はミメティックである。抗体が分析
物結合ドメインである場合、それらは、特異性が異なる抗体の異種の集団が同じタグ核酸
（核酸ドメイン）によりそれぞれ「タグ付け」されたポリクローナル組成物又は標的分析
物に対して同じ特異性を有する同一の抗体の同種の集団が同じ核酸によりそれぞれタグ付
けされたモノクローナル組成物に由来していてもよい。そのため、分析物結合ドメインは
モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であってもよい。さらに他の実施形態では、
親和性結合ドメインは抗体断片又はその誘導体若しくはミメティックであり、これらの断
片、誘導体及びミメティックは標的分析物に対して必要な結合親和性を有する。抗体、そ
の抗体断片、ミメティック及び誘導体の例は上述の通りであり、本発明では、親和性結合
ドメインが任意のタイプのこれらの分子であってもよいものとするが、ただし、それらが
標的分析物に対する必要な結合親和性を有することを条件とする。
【００８８】
　重要なことには、分析物結合ドメインは、その標的分析物に対する分析物結合ドメイン
の結合親和性を本質的に消滅させることなく核酸ドメインに共有結合することができる部
分を含む分析物結合ドメインである。
【００８９】
　本発明の方法の一実施形態では、プローブ（例えば近接プローブ）は多価（近接）プロ
ーブであってもよい。そのような多価（近接）プローブは、少なくとも１、好ましくは１
を超える核酸にコンジュゲートされた少なくとも２、多いと１００の分析物結合ドメイン
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を含む。
【００９０】
　セット中の近接プローブのそれぞれの分析物結合ドメインに対する分析物上の結合部位
は同じであっても異なっていてもよい。したがって、例えば、２つ以上の同一のサブユニ
ット又はタンパク質成分を含むホモマータンパク質複合体又は集合体の場合には、２つ以
上のプローブの分析物結合ドメインは、同じであってもよい。分析物が、単一の分子であ
る又は異なるサブユニット若しくは構成成分（例えば異なるタンパク質のヘテロマー複合
体又は集合体）を含む場合、分析物結合ドメインは、異なるであろう。
【００９１】
　近接プローブの核酸ドメインの長さが、様々な分子の距離に及ぶように構築することが
できるので、分析物結合ドメインに対する分析物上の結合部位は、同じ分子上にある必要
がない。それらは、別々であるが、接近して位置する分子上にあってもよい。例えば、細
菌若しくは細胞又はウイルスなどのような生物の又はタンパク質複合体若しくは相互作用
の複数の結合ドメインは、本発明の方法によって標的にすることができる。
【００９２】
　上述のように、分析物結合ドメインは分析物に直接的又は間接的に結合してもよい。間
接的な結合の場合には、標的分析物には、最初に特異的結合パートナー（又は親和性リガ
ンド）が結合し、プローブ（例えば近接プローブ）の分析物結合ドメインが特異的結合パ
ートナーに結合してもよい。これは、一般的な試薬としてのプローブ（例えば近接プロー
ブ）の設計を可能にする。例えば、分析物特異的結合パートナーは抗体であってもよく、
一般的なプローブ（例えば近接プローブ）のセットは、様々な異なる分析物特異的抗体の
Ｆｃ領域に結合することによって異なる分析物を検出するために使用されてもよい。
【００９３】
　プローブ（例えば近接プローブ）の核酸ドメインは、検出されてもよい核酸「タグ」、
あるいは近接プローブの場合には、検出可能な産物（これは、分析物の検出が報告可能な
ように検出されてもよい。）を形成するように相互作用する核酸「タグ」と見なされても
よい。したがって、核酸ドメインは、それによって分析物が検出されるシグナルを直接若
しくは間接的に提供してもよい反応性核酸官能基、又はシグナルを提供するように［例え
ば、シグナル生成産物（例えば、それらはライゲーション産物を形成するようにライゲー
ションされてもよく、又は例えば上述のように伸長産物の形成を可能にしてもよい。）を
形成するように、あるいは例えば、ライゲーション若しくは伸長の鋳型及び／又はプライ
マーとして（例えばＲＣＡプライマーとして）シグナル生成産物の形成を媒介若しくは支
援するように］相互作用してもよい反応性核酸官能基と見なされてもよい。言い換えれば
、核酸ドメインは、検出されてもよい「検出タグ」、又は「検出可能な」タグ若しくは産
物を形成するように相互作用してもよい「検出タグ」と見なされてもよい。２つ以上の分
析物が同じ試料中に存在する場合、それらは２つ以上のプローブ又は近接プローブのセッ
トを用いて同時に検出されてもよく、近接プローブのそれぞれのセットは、相互作用の結
果、ユニークな核酸配列「検出可能タグ」を形成するように設計されている。これらのユ
ニークな「検出可能タグ」は、（任意選択で増幅の後に、）液体クロマトグラフィー、電
気泳動、質量分析、ＤＮＡアレイ及び多色リアルタイムＰＣＲを含む文献で周知の方法を
用いて別々に検出・定量化されてもよい。
【００９４】
　上述の近接プローブベースの検出アッセイは、先行技術、例えば参照によって本明細書
に組み込まれる国際公開第９７／００４４６号パンフレット、国際公開第０１／６１０３
７号パンフレット、国際公開第０３／０４４２３１号パンフレット、国際公開第２００５
／１２３９６３号パンフレット及び国際公開第２００７／１０７７４３号パンフレットに
十分に記載されている。他の近接アッセイもまた、知られており、当技術分野において、
例えば、これらもまた参照によって本明細書に組み込まれる国際公開第２００７／０４４
９０３号パンフレット及び国際公開第２００９／０１２２２０号パンフレットに記載され
ている。したがって、それらの方法が、タンパク質性近接プローブを利用する近接プロー
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ブベースの検出アッセイに及ぶ限り、当業者が、当技術分野で開示される方法を用いて、
本明細書に記載の検出方法を修飾することができるであろうことは明らかである。しかし
ながら、本発明の検出方法の特に好ましい態様が以下で詳細に説明される。
【００９５】
　本発明の検出の１つの好ましい方法では、第１及び第２の近接プローブの核酸ドメイン
は、例えばライゲーションによって連結されてもよい。この「連結」（又は「コンジュゲ
ーション」）は直接的なものであってもよい。すなわち、各核酸ドメインは互いに直接連
結されていてもよい。あるいは、それは間接的なものであってもよい。すなわち、各核酸
ドメインは、例えば、さらなる媒介核酸分子（例えば、「カセット」オリゴヌクレオチド
としても当技術分野で知られている「ギャップ」オリゴヌクレオチド）の２つの末端のう
ちの一方にそれぞれを連結することによって、間接的に連結されてもよい。この「コンジ
ュゲーション」又は「相互作用」（典型的にライゲーション）は、１つ又は複数のスプリ
ントオリゴヌクレオチドによって媒介されてもよい。そのため、スプリント又はギャップ
／カセットオリゴヌクレオチドは独立した核酸の形態で試料に追加されてもよく、又は後
述のように第３の近接プローブの核酸ドメインとして提供されてもよい。相互作用（ライ
ゲーションによる）は、検出されてもよい新しい核酸分子又は配列の形成をもたらす。
【００９６】
　上述のように、また、以下でさらに議論されるように、スプリントオリゴヌクレオチド
は、第１及び第２の近接プローブの核酸ドメインにハイブリダイズし、それらのライゲー
ションを可能にしてもよい。
【００９７】
　近接プローブの核酸ドメインは、一本鎖核酸分子（例えばオリゴヌクレオチド）、部分
的に二本鎖で部分的に一本鎖の分子、又は二本鎖領域及び２つの核酸鎖が相補的ではなく
、そのため一本鎖である領域を含む二本鎖分子であってもよい。そのため、ある実施形態
では、核酸ドメインは、一本鎖核酸から構成される。他の実施形態では、核酸ドメインは
、２つの部分的に相補的な核酸鎖から構成されてもよく、２つの鎖は、ハイブリダイズし
た領域及びハイブリダイズしていない領域を含む。
【００９８】
　近接プローブの核酸ドメインは、一般に、標的分析物に対して結合した場合に、他の近
接プローブの核酸ドメインとのスプリント媒介性の相互作用を可能にするのに十分な長さ
をしている。核酸ドメインは、通常約８～約１０００ヌクレオチド長の範囲にあり、ある
実施形態では、核酸ドメインは、約８～約５００ヌクレオチド長（例えば、約８～約２５
０ヌクレオチド長、約８～約１６０ヌクレオチド長、約１２～約１５０ヌクレオチド長、
約１４～約１３０ヌクレオチド長、約１６～約１１０ヌクレオチド長、約８～約９０ヌク
レオチド長、約１２～約８０ヌクレオチド長、約１４～約７５ヌクレオチド長、約１６～
約７０ヌクレオチド長、約１６～約６０ヌクレオチド長）の範囲にあってもよい。ある代
表的な実施形態では、核酸ドメインは、約１０～約８０ヌクレオチド長、約１２～約７５
ヌクレオチド長、約１４～約７０ヌクレオチド長、約３４～約６０ヌクレオチド長、及び
明示される範囲内の任意の長さであってもよい。いくつかの実施形態では、核酸ドメイン
は、通常、約２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３
９、４０、４１、４２、４４、４６、５０、５５、６０、６５又は７０ヌクレオチド長よ
り大きくない。
【００９９】
　近接プローブの核酸ドメインは、リボヌクレオチド及び／又はデオキシリボヌクレオチ
ド並びにワトソンクリックタイプ又は類似の塩基対相互作用に参加することができる合成
ヌクレオチド残基から構成されてもよい。したがって、核酸ドメインは、ＤＮＡ又はＲＮ
Ａ又はその任意の修飾体、例えばＰＮＡ又は非ヌクレオチド主鎖を含有する他の誘導体で
あってもよい。
【０１００】
　第１及び第２の近接プローブの核酸ドメイン（すなわち「検出」核酸ドメイン）の配列
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は、スプリントと比較して選ばれてもよく又は選択されてもよく、スプリントは、第３の
近接プローブ上に提供されてもよい。したがって、配列は、第１及び第２のドメインが第
３のドメイン（スプリント）にハイブリダイズし得る限り、重要ではない。しかしながら
、配列は、スプリントの核酸ドメインとの第１及び第２の近接プローブの核酸ドメインの
間以外のハイブリダイゼーション事象の発生を回避するように選ばれるべきである。例え
ば、近接プローブの核酸は、遮断試薬の核酸ドメイン又は存在する場合、ギャップ／カセ
ットオリゴヌクレオチドにハイブリダイズすることができないはずである。一旦、核酸ド
メインの配列が選択されたら又は同定されたら、核酸ドメインは任意の適当な方法を用い
て合成されてもよい。
【０１０１】
　プローブ（例えば近接プローブ）の２つの構成成分は、結合を通して直接的に又は連結
基を通して間接的に連結される。核酸ドメインは、上述の遮断試薬の核酸ドメイン及びタ
ンパク質成分の連結に関して記載される方法及びリンカーを用いて、プローブ（例えば近
接プローブ）に連結されてもよい。本発明の好ましい実施形態では、プローブ（例えば近
接プローブ）の核酸ドメインは、遮断試薬と同じリンカーを用いて分析物結合ドメインに
連結される。
【０１０２】
　本発明の方法において使用されるプローブ（例えば近接プローブ）及び遮断試薬は、任
意の適当な方法を用いて調製されてもよい。代表的な実施形態では、核酸ドメインは、分
析物結合ドメインに直接的に又は連結基を通してコンジュゲートされてもよい。構成成分
は、当技術分野で知られている官能基を通して互いに共有結合することができ、そのよう
な官能基は構成成分上に存在してもよく、又は１つ若しくは複数のステップ、例えば酸化
反応、還元反応、切断反応及びその他同種のものを用いて構成成分上に導入されてもよい
。プローブ（例えば近接プローブ）を生成するために構成成分を共有結合する際に使用さ
れてもよい官能基は、ヒドロキシ、スルフヒドリル、アミノ及びその他同種のものを含む
。共有結合を提供するように修飾される異なる構成成分の特定の部分は、標的分析物に対
するその構成成分の結合親和性に実質的に不利に干渉しないように選ばれてもよい。言い
換えれば、共有結合は、プローブ（例えば近接プローブ）が標的分析物に結合するのを阻
害するべきではなく、遮断試薬が標的分析物に結合するのを促進するべきではない。必要
である及び／又は所望される場合、構成成分上のいくつかの部分は、当技術分野で知られ
ている遮断基を用いて保護されてもよく、例えば、Ｇｒｅｅｎ　＆　Ｗｕｔｓ，Ｐｒｏｔ
ｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｊｏｈｎ　
Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ）（１９９１）を参照されたい。核酸／抗体コンジュゲートを
生成するための方法は、当業者らによく知られている。例えば、その開示が参照によって
本明細書において組み込まれる米国特許第５，７３３，５２３号を参照されたい。
【０１０３】
　他の実施形態では、プローブ（例えば近接プローブ）及び遮断試薬は、核酸－タンパク
質コンジュゲート、すなわち、核酸（例えばコード配列）がタンパク質に共有結合された
分子を得るｉｎ　ｖｉｔｒｏでのプロトコールを用いて生成されてもよい。すなわち、分
析物結合ドメイン又はタンパク質成分は、プローブ（例えば近接プローブ）をコードする
ベクターからｉｎ　ｖｉｔｒｏで生成される。興味深いそのようなｉｎ　ｖｉｔｒｏでの
プロトコールの例は、ＲｅｐＡベースのプロトコール（例えば、Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ，
Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ．Ｔｏｄａｙ（２０００）５：２５３－２５８及び国際公開第９
８／３７１８６号パンフレットを参照されたい）、リボソームディスプレイベースのプロ
トコール（例えば、Ｈａｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ（１９９７）９４：４９３７－４２；Ｒｏｂｅｒｔｓ，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｃ
ｈｅｍ　Ｂｉｏｌ（１９９９）Ｊｕｎ；３：２６８－７３；Ｓｃｈａｆｆｉｔｚｅｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（１９９９）Ｄｅｃ　１０；２３１：
１１９－３５；及び国際公開第９８／５４３１２号パンフレットを参照されたい）などを
含む。
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【０１０４】
　スプリントは、第１及び第２の近接プローブの核酸ドメインを結合させる又は「結びつ
ける」ように作用する「コネクター」オリゴヌクレオチドとして見られてもよく、このよ
うに、核酸ドメインは相互作用（例えばライゲーション）されてもよい。
【０１０５】
　特に、スプリントは、第１及び第２の近接プローブの核酸ドメインとハイブリダイズす
る。特に、スプリントは、少なくとも第１及び第２の近接プローブの核酸ドメインと同時
にハイブリダイズする（アニールする）。スプリントが第３の近接プローブの核酸ドメイ
ンの形態をしている場合、近接プローブのセットのすべての核酸ドメインが互いにハイブ
リダイゼーションすることにより、標的分析物への結合に際してプローブ－標的複合体の
結合活性が増加する。この結合活性効果は、シグナルを生成する近接プローブ－標的分析
物複合体の形成を支援することによってアッセイの感度に寄与する。
【０１０６】
　本明細書において使用される用語「ハイブリダイゼーション」又は「ハイブリダイズす
る」は、ワトソンクリック塩基対形成を介して二重鎖を形成するのに十分に相補的である
ヌクレオチド配列の間の二重鎖の形成を指す。それらの分子が塩基対を構成する相同性を
共有する場合、２つのヌクレオチド配列は、互いに「相補的である」。「相補的」ヌクレ
オチド配列は、適切なハイブリダイゼーション条件下で、特異性により組み合わせられ、
安定した二重鎖を形成するであろう。例えば、第１の配列のセクションがアンチパラレル
センスで第２の配列のセクションに結合することができる場合、２つの配列は、相補的で
あり、それぞれの配列の３’末端は、他方の配列の５’末端に結合し、次いで、一方の配
列のそれぞれのＡ、Ｔ（Ｕ）、Ｇ、及びＣは、それぞれ、他方の配列の、Ｔ（Ｕ）、Ａ、
Ｃ、及びＧとアライメントする。ＲＮＡ配列はまた、相補的なＧ＝Ｕ又はＵ＝Ｇ塩基対を
含むことができる。したがって、２つの配列が、本発明の下で「相補的」となるように完
全な相同性を有する必要はない。通常、ヌクレオチドの少なくとも約８５％（好ましくは
少なくとも約９０％、最も好ましくは少なくとも約９５％）は、分子の定められた長さに
わたって塩基対構成を共有する場合、２つの配列は、十分に相補的である。第１及び第２
の近接プローブの核酸ドメインは、したがって、スプリントオリゴヌクレオチドに対して
相補性の領域を含有し、反対に、スプリントオリゴヌクレオチドの核酸ドメインは、第１
及び第２の近接プローブの核酸ドメインのそれぞれに対して相補性の領域を含有する。
【０１０７】
　相補性の領域（すなわちハイブリダイゼーション領域）は、４～３０ｂｐ、例えば６～
２０、６～１８、７～１５、又は８～１２ｂｐの長さを有してもよい。
【０１０８】
　スプリント核酸ドメインは、一般に、第１及び第２のプローブの核酸ドメインの上述の
同時の結合を提供するのに十分な長さをしている。代表的な実施形態では、スプリントオ
リゴヌクレオチドは約６～約５００ヌクレオチド長（例えば、約２０～約４０ヌクレオチ
ド、約２５～約３０ヌクレオチド）の範囲にある。
【０１０９】
　上述のように、好ましい代表的な実施形態では、第１及び第２の近接プローブの核酸ド
メイン間の相互作用は各ドメインの連結である。この連結は、好ましくは、ライゲーショ
ン、特に鋳型特異的ライゲーションであってもよい。そのような場合では、ライゲーショ
ン鋳型がスプリントによって提供されるであろうということが明らかに理解されるであろ
う。そのようなライゲーションはリガーゼ酵素を用いて実施されてもよい。
【０１１０】
　したがって、本発明の方法の好ましい実施形態では、第１及び第２のプローブの核酸ド
メインは、ハイブリダイズしたスプリントによって鋳型にされる反応の手段によってライ
ゲーション可能なものであり、該核酸ドメインはライゲーションし、ライゲーション産物
が検出される。そのような一実施形態では、そのため、スプリントは「スプリント鋳型」
又は「ライゲーション鋳型」又は「鋳型オリゴヌクレオチド」として見られてもよい。
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【０１１１】
　相互作用又は特にライゲーションが起こるように、第１及び第２の近接プローブの核酸
ドメインのうちの一方は、典型的に、その５’末端によってタンパク質性分析物結合ドメ
インに連結されるが（遊離３’ヒドロキシル末端を残して）、他方のドメインは、その３
’末端を介して連結されるであろう（遊離５’ホスフェート末端を残して）。第１及び第
２の近接プローブのうちの一方は、したがって、他方の３’プローブの５’ホスフェート
と相互作用することができる遊離３’ヒドロキシル基を有する５’プローブとなるであろ
う。
【０１１２】
　ライゲーションを可能にするために、第１及び第２の各核酸ドメインは、他方の５’ホ
スフェートに対して並んだ一方の３’末端によりスプリントにハイブリダイズする。しか
しながら、上述のように、また、以下でより詳細に説明されるように、各ドメインのライ
ゲーションは直接的である必要がなく、核酸ドメインは、媒介オリゴヌクレオチドの手段
によってライゲーションされてもよい。あるいは、第１又は第２の近接プローブのいずれ
が遊離３’核酸ドメイン末端を有しても、第１及び第２の核酸ドメインは、ライゲーショ
ン反応によって連結できるまで、ギャップを充填するようにポリメラーゼを用いて伸長さ
れてもよい。したがって、３’及び５’各末端を、スプリント（鋳型）上で互いにすぐに
隣接してハイブリダイズする必要はないが、それらの間でスペース（又はヌクレオチドの
ストレッチ）を残してスプリントにハイブリダイズしてもよい。
【０１１３】
　スプリントが第１及び第２の近接の核酸ドメインの両方に同時にハイブリダイゼーショ
ンすることにより、３つの核酸ドメインをすべて含有する安定した二重構造がもたらされ
る。そのような二重構造は、第１の近接プローブの核酸ドメインの３’ヒドロキシル遊離
末端及び第２の近接プローブの核酸ドメインの５’ホスホリル遊離末端を引き合わせる（
上述のように、核酸ドメインはすぐに隣接して近位にある必要はない）。
【０１１４】
　したがって、スプリントは、５’遊離近接プローブの核酸ドメインに対して相補性の第
１の３’領域及び３’遊離近接プローブの核酸ドメインに対して相補性の第２の５’領域
を含んでもよい。スプリントの第１及び第２の領域は、３～２０、６～１７、６～１５若
しくは６～１２、８～１２ヌクレオチド長、例えば、約１３～１７、１２～１６、１１～
１５若しくは１２～１４ヌクレオチド長、又は約６～１２、７～１１若しくは８～１０ヌ
クレオチド長であってもよい。
【０１１５】
　以下でより詳細に説明されるように、相互作用（例えばライゲーション）産物の増幅は
、検出プロセスの一部として使用されてもよい。したがって、そのようなステップにおい
て起こり得るあらゆる誤った増幅、例えば、増幅において使用されるポリメラーゼに対す
る鋳型として作用するスプリントのあらゆる可能性を最小限にするようにスプリントを設
計することはいくつかの実施形態において望ましくてもよい。したがって、例えば、スプ
リントは、ＲＮＡオリゴヌクレオチド又はＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドとして提供されて
もよく、増幅反応において典型的に使用されるＴａｑポリメラーゼは、ＲＮＡ鋳型を使用
することができない。あるいは、ハイブリダイゼーションが弱く、２つの短いハイブリダ
イゼーション領域を有するＤＮＡスプリントがＰＣＲにおいて使用される高温でＤＮＡポ
リメリゼーションの鋳型にならないので、同様の効果は、そのようなスプリントを用いて
達成されてもよい。
【０１１６】
　上述のように、一実施形態では、第１及び第２のプローブの核酸ドメインは、互いにす
ぐに隣接せずに、それらの間にギャップを残して、スプリントにハイブリダイズしてもよ
い。それらのコンジュゲーション（例えばライゲーション）を可能にするために、本明細
書において「ギャップ」又は「カセット」オリゴヌクレオチドと呼ばれるさらなるオリゴ
ヌクレオチドは、特にこのギャップに及ぶように、このギャップ中のスプリントにハイブ
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リダイズしてもよい。そのようなギャップ／カセットオリゴヌクレオチドは、それぞれの
ドメインのそれぞれの末端にすぐに隣接して、その末端のそれぞれでハイブリダイズして
もよく、そのようなドメイン末端はそれぞれ、ギャップ／カセットオリゴヌクレオチドに
ライゲーションされ、単一の新しい核酸産物を形成してもよい。これは、両方ともスプリ
ントによって鋳型にされる２つのライゲーション事象を必要とする。ギャップ／カセット
オリゴヌクレオチドの５’及び３’末端の両方は、必要に応じて、第１及び第２のプロー
ブの核酸ドメインの遊離末端に連結される（ライゲーションされる）。第１及び第２のド
メインは、したがって、ギャップ／カセットオリゴヌクレオチドを介して結合される又は
連結される。そのような配置により、プローブの核酸ドメインに対して柔軟性が追加され
てもよい。ギャップ／カセットオリゴヌクレオチドの長さ（よって、スプリントにハイブ
リダイズした場合の第１及び第２のドメインの末端の間のギャップ）は、例えば、４～５
０、例えば６～３０、６～２５、６～２２、８～２２、１０～２２、６～２０、８～２０
、１０～２０ヌクレオチドで変動してもよい。
【０１１７】
　第１及び第２の核酸ドメインのライゲーションにおいて媒介オリゴヌクレオチドとして
機能するギャップ／カセットオリゴヌクレオチドは、プローブが試料と接触した後に追加
されてもよい。あるいは、それは同時に追加されてもよく、又はスプリントオリゴヌクレ
オチドにあらかじめハイブリダイズされてもよい。
【０１１８】
　ギャップはまた、ポリメラーゼを用いて、遊離３’末端を運搬する第１又は第２の近接
プローブのどちらかの核酸ドメインを伸長させることによって充填されてもよい。一旦ギ
ャップが充填されたら、末端はライゲーションステップによって連結される。
【０１１９】
　本発明の方法を実施するためには、試料は好ましくは、少なくとも１セットのプローブ
との接触に先立って遮断試薬に接触させる。
【０１２０】
　いくつかの実施形態では、試料は、２つ又はそれよりも多い異なる標的分析物について
アッセイすることができる。そのような実施形態では、試料は、試料に接触させるプロー
ブ又はプローブセットの数が、２つ又はそれよりも多い、例えば、３つ又はそれよりも多
い、４つ又はそれよりも多い等になるように、標的分析物ごとに１つ、１セットのプロー
ブに、又はさらに好ましくは標的分析物ごとに１セットの近接プローブに接触させる。そ
のような方法は、特に多重及びハイスループットの用途において使用可能である。
【０１２１】
　試料に添加される近接プローブの量は、近接プローブが、少なくともかなりな程度又は
実質的な程度、標的分析物に結合することがなく確実に互いに無作為に間近に接近しない
ようにするのに十分な低濃度の近接プローブを反応混合物中において提供するよう選択す
ることができる。したがって、近接プローブが、近接プローブの分析物結合ドメインと分
析物の結合部位の間の結合相互作用を通じて分析物に結合するときだけ、近接プローブは
互いに間近に接近することが意図されている。代表的な実施形態では、試料との組合せに
続く反応混合物中の近接プローブの濃度は約１ｆＭ～１μＭ（例えば、約１ｐＭ～約１０
０ｎＭ、約１ｐＭ～約１ｎＭ）である。
【０１２２】
　試料、遮断試薬及びプローブのセット、例えば近接プローブの組合せに続いて、反応混
合物は、プローブ（例えば近接プローブ）が試料において存在すれば標的分析物に結合す
るのに十分な期間インキュベートすることができる。好ましくは、試料は、プローブ（例
えば近接プローブ）の添加前に遮断試薬に接触させる。代表的な実施形態では、遮断試薬
及び試料は、プローブ（例えば近接プローブ）の添加に先立って５分～約２４時間プレイ
ンキュベートしてもよい。好ましくは、プレインキュベーションは４～約５０℃の温度で
、好ましくは室温（例えば１８～３０℃）で、約２０分～１２時間である。プレインキュ
ベーションに続いてそのようなステップが含まれている場合は、産物混合物は、約４～約



(29) JP 2013-532294 A 2013.8.15

10

20

30

40

50

５０℃（例えば約２０～約３７℃）の温度で約５分～約４８時間（例えば約３０分～約１
２時間）インキュベートしてもよい。反応混合物が維持される条件は、非特異的相互作用
を抑制しつつ、プローブ（例えば近接プローブ）の分析物への特異的結合を促進するよう
に最適化されるべきである。条件は、上記核酸ドメイン間の効率的で特異的なハイブリダ
イゼーションも可能にするべきである。
【０１２３】
　いくつかの実施形態では、標的分析物が試料中に存在する場合、プローブ（例えば近接
プローブ）が標的分析物に結合している、インキュベーションステップの少なくとも一部
の間、インキュベーション混合物の有効容量を減少させる。これらの実施形態では、イン
キュベーション混合物の有効容量は、いくつかの異なる理由で減少させることがある。い
くつかの実施形態では、インキュベーション混合物の有効容量は、中間及び低親和性分析
物結合ドメインの使用を可能にし、及び／又はアッセイの感度を増加させるために、減少
させる。例えば、インキュベーション混合物の有効容量を減少させるいくつかの実施形態
では、分析物結合ドメインは中間又は低親和性結合剤でもよく、このことは、分析物結合
ドメインがその標的分析物に対して約１０－４Ｍ未満の結合親和性（例えば約１ｍＭ　Ｋ

ｄ）を有してよいことを意味する。いくつかの実施形態では、アッセイの感度は、アッセ
イが１μｌ試料中わずか約５０又はそれよりも少ない標的分析物を含む、１μｌ試料中わ
ずか約７５又はそれよりも少ない標的分析物を含む、１μｌ試料中わずか約１００又はそ
れよりも少ない標的分析物を検出することができるように、増加することができる。
【０１２４】
　いくつかの実施形態では、例えば、近接プローブがその標的分析物に結合する間、イン
キュベーション混合物の有効容量を減少させるために、「クラウディング剤（ｃｒｏｗｄ
ｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）」又は「体積排除剤（ｖｏｌｕｍｅ　ｅｘｃｌｕｄｅｒ）」が上述
のインキュベーションステップ中に混合物に含まれる。典型的には、「クラウディング剤
」は水溶性巨大分子物質である。適切な巨大分子物質は、約１５００～数百万の平均分子
量を有する生体適合性天然又は合成ポリマーを広く含み、このポリマーは混合物中のその
他の試薬又は産物と特異的に相互作用をしない。そのようなポリマーは、その主要な機能
がインビトロ反応媒体中で容積を占め、生化学反応のための高度に濃縮された環境、例え
ば、近似するインビボ条件を提供することであるので、当技術分野では「体積排除剤」と
して知られている。当然のことながら、体積排除ポリマーは、必要な濃度を与えるのに十
分可溶性でなければならない。適切な例となるポリマーには、例えば、約２０００を超え
る平均分子量を有する市販のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）ポリマー、平均分子量約
７０，０００を有するポリマーなどのフィコール（ＦＩＣＯＬＬ）ポリマー、ウシ血漿ア
ルブミン、グリコーゲン、ポリビニルピロリドン、デキストラン等が含まれるが、これら
のポリマーに限定されない。さらに高分子量のＰＥＧポリマー、特にそれぞれ約１４５０
、３０００～３７００、６０００～７５００及び１５，０００～２０，０００の平均分子
量を有するＰＥＧ１４５０、ＰＥＧ３３５０、ＰＥＧ６０００（ＰＥＧ８０００としても
販売されている）及びＰＥＧ２００００は、代表的な実施形態において用いられる。ＰＥ
Ｇ６０００及びＰＥＧ８０００は代表的な実施形態において用いられる。代表的な実施形
態におけるインキュベーション反応での体積排除ポリマーの濃度は、ポリマーの種類及び
その分子量に応じて約５％ｗ／ｖ～約４５％ｗ／ｖの範囲に収まる。一般に、酵素活性へ
の同一効果を達成するためには、分子量がより高い所与の種類のポリマーは分子量がより
低い同一種類のポリマーよりも低い濃度で存在する必要があると予測される。
【０１２５】
　体積排除剤が用いられる実施形態では、上記方法の次のステップに先立って、インキュ
ベーション混合物は、体積排除剤の存在を占めるために、例えば、存在する体積排除剤の
量、希釈液の性質等に応じて少なくとも約２倍以上（例えば、少なくとも約１０倍以上、
少なくとも約５倍以上）希釈することができ、代表的な実施形態では、希釈液は水又は水
と１つ若しくは複数の溶質、例えば、塩、緩衝剤等の何か他の適切な液体である。
【０１２６】
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　体積排除剤の使用の代わりに、又は体積排除剤の使用に加えて、インキュベーション混
合物は、例えば蒸発により、水の一部をインキュベーション混合物から取り除くことによ
り、インキュベーション中に容量を減少させることができる。これらの実施形態では、液
体の容量は要望通りに、少なくとも約１０倍以上を含む、少なくとも約５倍以上などの、
少なくとも約２倍以上減少させることができる。重要な点であるが、これらの実施形態で
は水のすべてがインキュベーション混合物から取り除かれるわけではない。水の選択され
た一部をインキュベーション混合物から取り除くことによりインキュベーション混合物の
容量を減少させるのに好適ないかなるプロトコールでも用いることができる。湿度及び温
度をモニターし調整することにより蒸発速度を制御するための機器を用いることができ、
いくつかの実施形態では、インキュベーション混合物の容量は、例えばインキュベーショ
ン混合物の容量を連続的に測定することによりモニターされ、適切に蒸発が行われた場合
には、ライゲーションとＰＣＲ混合物を上述のように添加することができる。適宜、加熱
ブロックを用いて蒸発を増強することは可能であろう。あるいは、インキュベーション混
合物の容量は、水を濾過して取り除くことにより減少させることができる。代表的な実施
形態では、サイズ排除フィルターを用いて、カットオフ制限よりも大きなサイズの分子を
選択的に含有し、それよりも小さな分子及び水はフィルターを通過することにより取り除
かれる。フィルターを通過させるために溶液に加えられる力は、遠心分離又は真空吸引に
よってでもよい。
【０１２７】
　近接プローブの結合ドメインが分析物に結合すると、近接プローブの核酸ドメインは互
いに間近に近接する。その結果、スプリントオリゴヌクレオチドが使用される場合、スプ
リントオリゴヌクレオチドは第１及び第２のプローブの核酸ドメインに結合する（ハイブ
リダイズする）ことができる。
【０１２８】
　試料と遮断試薬及び近接プローブとの組合せに続いて、ギャップ／カセットオリゴヌク
レオチドを添加してハイブリダイズさせることができる。次に、第１及び第２のプローブ
の核酸ドメインはスプリントにハイブリダイズさせることができるが、第１及び第２の近
接プローブの核酸ドメインの遊離３’ヒドロキシル及び５’リン酸末端の核酸ライゲーシ
ョンにより結合される。次に、反応混合物は相互作用の存在についてアッセイされる。し
たがって、第１及び第２の核酸ドメインのライゲーションは、一般的にそのライゲーショ
ン産物を検出することにより検出される。
【０１２９】
　一般に、近接依存性相互作用の存在を検出可能ないかなる適当なプロトコールでも用い
ることができる。検出プロトコールは、分離ステップを必要とすることもあれば必要とし
ないこともある。
【０１３０】
　これらの代表的な実施形態では、第１及び第２の近接プローブのスプリント安定化され
た核酸ドメインのライゲーションは、反応混合物を、例えば、適切な核酸リガーゼにより
与えられる核酸ライゲーティング活性に接触させ、該混合物を核酸ドメインのライゲーシ
ョンが起こるのに十分な条件下に維持することにより達成される。
【０１３１】
　当技術分野では公知であるが、リガーゼは、核酸がアニールされ、又はそれに相補的で
ある第３の核酸配列（すなわち鋳型）にハイブリダイズする際に、２つのすぐそばに隣接
する核酸の並置された３’－ヒドロキシルと５’－リン酸末端間のリン酸ジエステル結合
の形成を触媒する。いかなる適当なリガーゼも使用することができ、代表的なリガーゼに
は温度感受性及び熱安定性リガーゼが含まれるが、これらのリガーゼに限定されない。温
度感受性リガーゼには、バクテリオファージＴ４　ＤＮＡリガーゼ、バクテリオファージ
Ｔ７リガーゼ、及びイーコリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）リガーゼが含まれるが、これらのリガーゼ
に限定されない。熱安定性リガーゼにはＴａｑリガーゼ、Ｔｔｈリガーゼ及びＰｆｕリガ
ーゼが含まれるが、これらのリガーゼに限定されない。熱安定性リガーゼは、原核、真核
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、又は古細菌生物を含む（これらの生物に限定されない）好熱性又は超好熱性生物から入
手することができる。いくつかのＲＮＡリガーゼも本発明の方法において使用することが
できる。
【０１３２】
　このライゲーションステップでは、適切なリガーゼ及び必要であり及び／又は望ましい
いかなる試薬も反応混合物と組み合わされて、ハイブリダイズされたライゲーションオリ
ゴヌクレオチドのライゲーションが起こるのに十分な条件下で維持される。ライゲーショ
ン反応条件は当業者には周知である。ライゲーション中、いくつかの実施形態における反
応混合物は、約４℃～約５０℃（例えば約２０℃～約３７℃）で約５秒～約１６時間（例
えば約１分～約１時間）維持してもよい。さらに他の実施形態では、反応混合物は、約３
５℃～約４５℃（例えば約３７℃～約４２℃）、例えば約３８℃、３９℃、４０℃又は４
１℃で約５秒～約１６時間（例えば、約２分～約８時間、約１分～約１時間）維持しても
よい。代表的な実施形態では、ライゲーション反応混合物は、５０ｍＭ　トリス（Ｔｒｉ
ｓ）　ｐＨ７．５、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１０ｍＭ　ＤＴＴ、１ｍＭ　ＡＴＰ、２５ｍ
ｇ／ｍｌ　ＢＳＡ、０．２５ユニット／ｍｌリボヌクレアーゼ阻害剤、及び０．１２５ユ
ニット／ｍｌのＴ４　ＤＮＡリガーゼを含む。さらに別の代表的な実施形態では、２．１
２５ｍＭマグネシウムイオン、０．２ユニット／ｍｌリボヌクレアーゼ阻害剤、及び０．
１２５ユニット／ｍｌ　ＤＮＡリガーゼが用いられる。
【０１３３】
　ライゲーションに続いて、ライゲーション産物（第１及び第２のプローブのライゲート
された核酸ドメイン）は、試料中の分析物の存在の指標として、又は試料中の分析物の量
及び任意選択で位置の基準として検出される。これらの実施形態では、ライゲートされた
産物は、分析物結合ドメインの各末端で終わる一本鎖核酸分子（これは、第１及び第２の
プローブの２つの近接核酸ドメインと任意の中間のギャップ／カセットオリゴヌクレオチ
ド（使用される場合）とのライゲーションの産物である。）を含む。
【０１３４】
　ライゲーションステップに続く次のステップは、試料中の標的分析物を検出するために
反応混合物中のライゲートされた産物の存在を決定することである。言い換えると、アッ
セイ中の試料における標的分析物の存在を検出するために、反応混合物を、任意の結果と
してのライゲーション産物の存在についてスクリーニングする、等である（すなわち、ア
ッセイする、評価（ａｓｓｅｓｓ、ｅｖａｌｕａｔｅ）する、試験する等）。
【０１３５】
　上述のように、近接アッセイの代わりの実施形態では、近接プローブの核酸ドメイン相
互作用の産物は伸長産物であることもあり、例えば、少なくとも１つの近接プローブの核
酸ドメインが伸長されている（例えば、もう一方の核酸ドメインを伸長鋳型として使用し
て）、又はプローブの核酸ドメインが共通の添加されたオリゴヌクレオチドにハイブリダ
イズする（例えば、添加されたハイブリダイゼーション鋳型、これは核酸ドメインの１つ
にプレハイブリダイズされてもよい）、並びに核酸ドメインの少なくとも１つ及び／又は
添加されたオリゴヌクレオチドが、それぞれ添加されたオリゴヌクレオチド又は核酸ドメ
インを伸長鋳型として使用して伸長されることもある。そのような伸長産物は、本明細書
に記載のようにライゲーション産物の検出に類似する形で検出することができる。
【０１３６】
　相互作用産物、例えば、上記方法により生成されるライゲートされた産物又は伸長産物
は、その最も広い意味で、いかなる適当なプロトコールを用いて検出してもよい。特定の
検出プロトコールは、所望の感度及びその方法が使用されている用途に応じて変化するこ
とがある。いくつかの実施形態では、核酸ライゲーション又は伸長産物は、いかなる増幅
もせずに直接検出することができ、他の実施形態では、検出プロトコールは増幅構成要素
を含むことがあり、例えば、特定のアッセイの感度を増強するためにライゲートされた又
は伸長された産物核酸のコピー数を増加させる。増幅なしの検出が実施可能な場合には、
核酸ライゲーション又は伸長産物はいくつかの異なる方法で検出することができる。例え
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ば、近接プローブの１つ又は複数の核酸ドメインは、直接標識する、例えば、蛍光的に、
又は他に分光光度的に、又は放射性同位元素的に標識される又はライゲーション産物が直
接標識されるように任意のシグナル発生標識を用いて標識することができる。これらの実
施形態では、直接標識されたライゲーション産物は、ライゲートされた核酸を検出するた
めに、ライゲートされていない直接標識されたライゲーションオリゴヌクレオチド（すな
わち、核酸ドメインオリゴヌクレオチド又はカセットオリゴヌクレオチド）を含む反応混
合物の残りからサイズ分離することができる。あるいは、立体構造的選択性プローブ（例
えば分子ビーコン（後述））を用いてライゲーション産物の存在を検出することができ、
これらのプローブは、ライゲートされた核酸にまたがりライゲーション産物中にのみその
全体が存在する配列に向けられる。伸長産物は、例えば、伸長された産物に結合するよう
に設計されているプローブを用いて又は標識されたヌクレオチドを組み込むことにより等
で同様に検出することができる。
【０１３７】
　上述のように、本発明の方法のいくつかの実施形態では、検出ステップには増幅ステッ
プが含まれ、例えば、アッセイの感度を増強するためにライゲートされた又は伸長された
核酸のコピー数を増加させる。増幅は所望に応じて直線的でも指数関数的でもよく、代表
的な増幅プロトコールには、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）；等温増幅等が含まれるが
、これらのプロトコールに限定されない。
【０１３８】
　検出ステップが増幅ステップ（さらに具体的には、コンジュゲートされた産物のインビ
トロ増幅のステップ）を含む場合、増幅された産物（又は増幅産物）は分析物を検出する
ために検出することができる。
【０１３９】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は当技術分野では周知であり、米国特許第４，６８３
，２０２号、米国特許第４，６８３，１９５号、米国特許第４，８００，１５９号、米国
特許第４，９６５，１８８号、及び米国特許第５，５１２，４６２号に記載されており、
これらの特許の開示は参照により本明細書に組み込まれる。代表的なＰＣＲ増幅反応では
、上のライゲートされた核酸若しくはライゲーション産物、又は伸長産物（これは増幅反
応における鋳型核酸としても見なされ得る）を含む反応混合物は、プライマー伸長反応に
おいて用いられる１つ又は複数のプライマー、例えば、ＰＣＲプライマー（例えば、幾何
級数的（又は指数関数的）増幅において用いられるフォワード及びリバースプライマー又
は線形増幅において用いられる単一プライマー）と組み合わされる。鋳型核酸（以下便宜
上鋳型ＤＮＡと呼ばれる）を接触させるオリゴヌクレオチドプライマーは、アニーリング
条件（後述）下での相補的鋳型ＤＮＡへのハイブリダイゼーションを提供するのに十分長
いことになる。プライマーは一般には少なくとも１０ｂｐ長であり、通常は少なくとも１
５ｂｐ長であり、さらに通常では少なくとも１６ｂｐ長であり、３０ｂｐもの長さ又はそ
れよりも長くてもよく、プライマーの長さは一般に１８～５０ｂｐ長、通常は約２０～３
５ｂｐ長である。鋳型ＤＮＡは、プライマー伸長が、鋳型ＤＮＡの線形の又は指数関数的
な増幅が望まれているかどうかに応じて、単一プライマー又は１セットの２つのプライマ
ー（フォワード及びリバースプライマー）に接触させることができる。
【０１４０】
　上記構成要素に加えて、本発明の方法において生成される反応混合物は典型的にはポリ
メラーゼ及びデオキシリボヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰ）を含む。望ましいポリメラ
ーゼ活性は、１つ又は複数の異なるポリメラーゼ酵素により提供することができる。多く
の実施形態では、反応混合物は少なくともファミリーＡポリメラーゼを含み、代表的なフ
ァミリーＡポリメラーゼには、クレンタク（Ｋｌｅｎｔａｑ）などの天然に存在するポリ
メラーゼ（Ｔａｑ）及びその誘導体と相同体を含む、サーマス・アクアティカス（Ｔｈｅ
ｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ）ポリメラーゼ（Ｂａｒｎｅｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ（１９９４）９１：２２１６～２２２０頁）；天然に存在する
ポリメラーゼ（Ｔｔｈ）及びその誘導体と相同体を含む、サーマス・サーモフィラス（Ｔ
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ｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ポリメラーゼ、並びに同種のものが含まれる
が、これらのポリメラーゼに限定されない。実施される増幅反応が高忠実度反応であるい
くつかの実施形態では、反応混合物は、例えば、ファミリーＢポリメラーゼが与えること
ができる３’－５’エキソヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼ酵素をさらに含むこと
ができ、ファミリーＢポリメラーゼには、Ｐｅｒｌｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９２）８９：５５７７～５５８１頁に記載されているサーモコ
ッカス・リトラリス（Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｏｒａｌｉｓ）ＤＮＡポリメラ
ーゼ（Ｖｅｎｔ）；パイロコッカス（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ）種ＧＢ－Ｄ（Ｄｅｅｐ　Ｖ
ｅｎｔ）；Ｌｕｎｄｂｅｒｇら、Ｇｅｎｅ（１９９１）１０８：１～６頁に記載のパイロ
コッカス・フリオサス（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ）ＤＮＡポリメラーゼ
（Ｐｆｕ）、パイロコッカス・ヴェッセイ（Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｗｏｅｓｅｉ）（Ｐ
ｗｏ）及び同種のものが含まれるが、これらのポリメラーゼに限定されない。反応混合物
がファミリーＡとファミリーＢポリメラーゼの両方を含む場合には、ファミリーＡポリメ
ラーゼがファミリーＢポリメラーゼよりも多い量で反応混合物中に存在することもあり、
その場合、活性の差は通常少なくとも１０倍になり、さらに通常では少なくとも約１００
倍になる。通常、反応混合物は存在する４種の天然に存在する塩基に対応する４つの異な
る種類のｄＮＴＰ、すなわちｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＣＴＰ及びｄＧＴＰを含むことにな
る。本発明の方法では、各ｄＮＴＰは典型的には、約１０～５０００μＭ、通常は約２０
～１０００μＭの量で存在することになる。
【０１４１】
　本発明の方法のこの検出ステップにおいて調製される反応混合物は、一価イオンの供給
源、二価陽イオンの供給源及び緩衝剤を含む水性緩衝媒体をさらに含むことができる。Ｋ
Ｃｌ、Ｋ－アセテート、ＮＨ４－アセテート、Ｋ－グルタメート、ＮＨ４Ｃｌ、硫酸アン
モニウム及び同種のものなどの一価イオンのいかなる適当な供給源を用いてもよい。二価
陽イオンは、マグネシウム、マンガン、亜鉛及び同種のものでもよく、陽イオンは典型的
にはマグネシウムになる。ＭｇＣｌ２、Ｍｇ－アセテート及び同種のものを含む、マグネ
シウム陽イオンのいかなる適当な供給源を用いてもよい。バッファー中に存在するＭｇ２

＋の量は０．５～１０ｍＭ、好ましくは約３～６ｍＭ、理想的には約５ｍＭである。バッ
ファー中に存在してもよい代表的な緩衝剤又は塩には、トリス、トリシン、ＨＥＰＥＳ、
ＭＯＰＳ及び同種のものが含まれ、緩衝剤の量は、典型的には約５～１５０ｍＭ、通常は
約１０～１００ｍＭ、さらに通常は約２０～５０ｍＭであり、いくつかの好ましい実施形
態では、緩衝剤は、約６．０～９．５のｐＨを与えるのに十分な量で存在することになり
、７２℃でｐＨ７．３が最も好ましい。緩衝媒体中に存在してもよい他の作用物質には、
ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ及び同種のものなどのキレート化剤が含まれる。
【０１４２】
　本発明の方法のこのステップの反応混合物を調製する際に、種々の構成成分はいかなる
適当な順番で組み合わせてもよい。例えば、バッファーはプライマー、ポリメラーゼ、次
に鋳型ＤＮＡと組み合わせてもよく、又は種々の構成成分のすべてを同時に組み合わせて
反応混合物を作製してもよい。
【０１４３】
　増幅反応の増幅された産物は、いかなる適当なプロトコールを用いて検出してもよく、
用いられる特定のプロトコールは、以下でさらに詳細に説明されるように非特異的又は特
異的に増幅産物を検出することができる。代表的な非特異的検出プロトコールには、例え
ば、インターカレーションを介して、二本鎖ＤＮＡ産物を選択的に検出するシグナル発生
システムを用いるプロトコールが含まれる。そのような実施形態において使用可能な代表
的な検出可能分子には、核酸と複合体を形成すると増強された蛍光を発する、モノマー又
はそのホモ若しくはヘテロダイマーを含むフェナントリジニウム色素などの蛍光核酸染色
が含まれる。フェナントリジニウム色素の例には、エチジウムホモダイマー、臭化エチジ
ウム、ヨウ化プロピジウム、及び他のアルキル置換されたフェナントリジニウム色素が含
まれる。本発明の別の実施形態では、核酸染色は、アクリジンオレンジ、アクリジンホモ



(34) JP 2013-532294 A 2013.8.15

10

20

30

40

50

ダイマー、エチジウムアクリジンヘテロダイマー、又は９－アミノ－６－クロロ－２－メ
トキシアクリジンなどのアクリジン色素、又はそのホモ若しくはヘテロダイマーである又
はこれを組み込んでいる。本発明のさらに別の実施形態では、核酸染色は、Ｈｏｅｃｈｓ
ｔ　３３２５８、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３４５８０（ＢＩＯＰ
ＲＯＢＥＳ　３４，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．Ｅｕｇｅｎｅ、Ｏｒｅ
ｇ．（Ｍａｙ　２０００））、ＤＡＰＩ（４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドー
ル）又はＤＩＰＩ（４’，６－（ジイミダゾリン－２－イル）－２－フェニルインドール
）などのインドール又はイミダゾール色素である。他の許容される核酸染色には、７－ア
ミノアクチノマイシンＤ、ヒドロキシスチルバミジン、ＬＤＳ　７５１、選択されたソラ
レン（フロクマリン）、スチリル色素、ルテニウム複合体及び遷移金属複合体などの金属
複合体（例えば、Ｔｂ３＋及びＥｕ３＋を組み込んでいる）が含まれるが、これらの物質
に限定されない。本発明のいくつかの実施形態では、核酸染色は、核酸と会合すると増強
された蛍光を発するシアニン色素又はシアニン色素のホモ若しくはヘテロダイマーである
。Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇ．製の商標ＴＯ
ＴＯ、ＢＯＢＯ、ＰＯＰＯ、ＹＯＹＯ、ＴＯ－ＰＲＯ、ＢＯ－ＰＲＯ、ＰＯ－ＰＲＯ及び
ＹＯ－ＰＲＯのもとで市販されている核酸染色を含む、Ｌｅｅ（１９８９）の米国特許第
４，８８３，８６７号、Ｙｕｅら（１９９６）の米国特許第５，５８２，９７７号、Ｙｕ
ｅら（１９９４）の米国特許第５，３２１，１３０号、及びＹｕｅら（１９９５）の米国
特許第５，４１０，０３０号に記載の色素のいずれでも使用することができる（これら４
つの特許はすべて参照により組み込まれる）。Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎ
ｃ．Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇ．製の商標ＳＹＢＲ、ＳＹＴＯ、ＳＹＴＯＸ、ＰＩＣＯＧＲ
ＥＥＮ、ＯＬＩＧＲＥＥＮ、及びＲＩＢＯＧＲＥＥＮのもとで市販されている核酸染色を
含む、Ｈａｕｇｌａｎｄら（１９９５）の米国特許第５，４３６，１３４号、Ｙｕｅら（
１９９７）の米国特許第５，６５８，７５１号、及びＨａｕｇｌａｎｄら（１９９９）の
米国特許第５，８６３，７５３号に記載の色素のいずれでも使用することができる（これ
ら３つの特許はすべて参照により組み込まれる）。本発明のさらに他の実施形態では、核
酸染色は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇ．製の
商標ＳＹＴＯ、ＳＹＴＯＸ、ＪＯＪＯ、ＪＯ－ＰＲＯ、ＬＯＬＯ、ＬＯ－ＰＲＯのもとで
市販されている核酸染色を含む、核酸と会合すると増強された蛍光を発する、アザベンゾ
キサゾール、アザベンズイミダゾール、又はアザベンゾチアゾールなどのアザベンズアゾ
リウム又はポリアザベンズアゾリウム複素環を組み込んでいるモノマー、ホモダイマー又
はヘテロダイマーシアニン色素である。
【０１４４】
　さらに他の実施形態では、一般に二本鎖分子とは対照的に、増幅産物に特有であるシグ
ナル発生システムを用いて増幅を検出することができる。これらの実施形態では、シグナ
ル発生システムには、増幅産物に見出される配列に特異的に結合するプローブ核酸を含ん
でもよく、プローブ核酸は直接的に又は間接的に検出可能な標識で標識することができる
。直接的に検出可能な標識は、追加の試薬を使用せずに直接検出することができる標識で
ある。間接的に検出可能な標識は、１つ又は複数の追加の試薬を用いることにより検出可
能な標識であり、例えば、そのような標識は、２つ又はそれよりも多い構成成分からなる
シグナル発生システムのメンバーである。多くの実施形態では、標識は直接的に検出可能
な標識であり、直接的に検出可能な標識には、蛍光標識、放射性同位元素標識、化学発光
標識、及び同種のものが含まれるが、これらの標識に限定されない。多くの実施形態では
、標識は蛍光標識であり、そのような実施形態で使用される標識化試薬は、蛍光的にタグ
を付けたヌクレオチド、例えば、蛍光的にタグを付けたＣＴＰ（例えば、Ｃｙ３－ＣＴＰ
、Ｃｙ５－ＣＴＰ）等である。標識されたプローブ核酸を生成するためヌクレオチドにタ
グを付けるのに使用可能な蛍光部分には、フルオレセイン、Ｃｙ３、Ｃｙ５、Ａｌｅｘａ
　５５５、Ｂｏｄｉｐｙ　６３０／６５０などのシアニン色素及び同種のものが含まれる
が、これらに限定されない。他の標識（例えば上述のもの）も、当技術分野で公知の方法
で使用することができる。
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【０１４５】
　いくつかの実施形態では、特異的に標識されたプローブ核酸は「エネルギー移動」標識
で標識される。本明細書において、「エネルギー移動」とは、蛍光基の蛍光放射が蛍光修
飾基により変更されるプロセスのことである。蛍光修飾基が消光基である場合、蛍光基か
らの蛍光放射は減弱される（消光される）。エネルギー移動は、蛍光共鳴エネルギー移動
を通じて、又は直接的エネルギー移動を通じて起こり得る。これら２つの場合の正確なエ
ネルギー移動機構は異なる。本出願におけるエネルギー移動へのいかなる言及もこれらの
機構的に異なる現象すべてを包含すると理解されるべきである。本明細書において、「エ
ネルギー移動対」とは、エネルギー移動に関与する任意の２つの分子のことである。典型
的には、そのような分子の１つは蛍光基として作用し、もう１つは蛍光修飾基として作用
する。「エネルギー移動対」は、エネルギー移動が起こる単一複合体を形成する分子の群
を指すのに使用される。そのような複合体は、例えば、互いに異なっていてもよい２つの
蛍光基、並びに１つの消光基、２つの消光基及び１つの蛍光基、又は複数の蛍光基及び複
数の消光基を含むことができる。複数の蛍光基及び／又は複数の消光基が存在する場合、
個々の基は互いに異なっていてもよい。本明細書において、「蛍光共鳴エネルギー移動」
又は「ＦＲＥＴ」とは、励起した蛍光基により放出される光が蛍光修飾基により少なくと
も部分的に吸収されるエネルギー移動現象のことである。蛍光修飾基が消光基である場合
、その基は異なる波長の光として吸収された光を放射することができる、又は吸収された
光を熱として消散することができる。ＦＲＥＴは、蛍光基の発光スペクトルと消光基の吸
収スペクトル間の重複に依存している。ＦＲＥＴは、消光基と蛍光基間の距離にも依存し
ている。一定の臨界距離を超えると、消光基は蛍光基が放射する光を吸収することができ
ない、又は不十分にしか吸収できない。本明細書において、「直接的エネルギー移動」と
は、蛍光基と蛍光修飾基間の光子の移行が起こらないエネルギー移動機構のことである。
単一の機構に縛られずに、直接的エネルギー移動では、蛍光基と蛍光修飾基は互いの電子
構造に干渉すると考えられている。蛍光修飾基が消光基である場合、このために、消光基
は蛍光基が光を放射することさえ妨げることになる。
【０１４６】
　エネルギー移動標識されたプローブ核酸、例えば、オリゴヌクレオチドは、そのプロー
ブ核酸がドナー、アクセプター及び標的核酸結合ドメインを含みさえすれば、種々の異な
る方法で構築することができる。したがって、本方法のこれらの実施形態において用いら
れるエネルギー移動標識されたオリゴヌクレオチドは、蛍光エネルギードナー、すなわち
、ドナーが配置されているフルオロフォアドメインと蛍光エネルギーアクセプター、すな
わち、アクセプターが配置されているアクセプタードメインを含む核酸ディテクターであ
る。上述のように、ドナードメインはドナーフルオロフォアを含む。ドナーフルオロフォ
アは核酸ディテクターのどこに配置してもよいが、典型的にはディテクターの５’末端に
存在する。アクセプタードメインは蛍光エネルギーアクセプターを含む。アクセプターは
アクセプタードメインのどこに配置してもよいが、典型的には核酸ディテクター又はプロ
ーブの３’末端に存在する。
【０１４７】
　フルオロフォアとアクセプタードメインに加えて、エネルギー移動標識されたプローブ
オリゴヌクレオチドは、例えば、厳密なハイブリダイゼーション条件下（上に定義されて
いるような）で、増幅産物（上述）に見出される標的核酸配列に結合する標的核酸結合ド
メインも含む。この標的結合ドメインは典型的には長さが約１０～約６０ヌクレオチド、
通常は約１５～約３０ｎｔである。オリゴヌクレオチドの性質及びアッセイそれ自体に応
じて、標的結合ドメインは鋳型核酸の領域に又はプライマー伸長産物の領域にハイブリダ
イズすることもある。例えば、アッセイが、例えば、タックマン（ＴａｑＭａｎ）（登録
商標）タイプのオリゴヌクレオチドプローブが用いられる５’ヌクレアーゼアッセイの場
合には、標的結合ドメインは、プライマー結合部位の下流又は３’にある鋳型核酸の標的
結合部位に厳密な条件下でハイブリダイズする。代わりの実施形態では、例えば、分子ビ
ーコンタイプのアッセイでは、標的結合ドメインはプライマー伸長産物のドメインにハイ
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ブリダイズする。これらの実施形態で用いられるエネルギー移動標識されたオリゴヌクレ
オチドの全長は、上記３つのドメインすべてを含むが、典型的には約１０～約６０ヌクレ
オチド、通常は約１５～約３０ヌクレオチドである。
【０１４８】
　いくつかの実施形態では、エネルギー移動標識されたオリゴヌクレオチドは、エネルギ
ー移動標識されたオリゴヌクレオチドが標的核酸にハイブリダイズされないときには、フ
ルオロフォアが励起されるとフルオロフォアとエネルギー移動標識されたオリゴヌクレオ
チドプローブのアクセプター間でエネルギー移動が起こるように構築される。
【０１４９】
　いくつかの実施形態では、オリゴヌクレオチドは分子内構造を形成しない一本鎖分子で
あり、そこではドナーとアクセプターのスペーシングが一本鎖線形フォーマットでエネル
ギー移動を提供するためにエネルギー移動が起こる。これらの実施形態では、標識された
オリゴヌクレオチドプローブが標的核酸にハイブリダイズされるときも、フルオロフォア
が励起されるとフルオロフォアと標識されたオリゴヌクレオチドプローブのアクセプター
間でエネルギー移動が起こる。そのような標識されたオリゴヌクレオチドプローブの特定
の例には、米国特許第６，２４８，５２６号に記載されているタックマン（登録商標）タ
イプのプローブが含まれ、この特許の開示は参照により本明細書に組み込まれる（並びに
：Ｈｅｌｄら，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．（１９９６）６：９８６～９９４頁；Ｈｏｌｌａ
ｎｄら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９１）８８：７２７６～
７２８０頁；及びＬｅｅら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９３）２１：３７６１
～３７６６頁）。これらの実施形態の多くでは、標的核酸結合ドメインは、鋳型核酸の配
列にハイブリダイズする、すなわち、相補的であるドメインであり、すなわち、標的核酸
結合ドメインの標的核酸は鋳型核酸（すなわち、偽標的又は代替核酸）に存在する配列で
ある。
【０１５０】
　他の実施形態では、プローブオリゴヌクレオチドは、エネルギー移動標識されたオリゴ
ヌクレオチドプローブが標的核酸にハイブリダイズされるとき、フルオロフォアが励起さ
れてもフルオロフォアとエネルギー移動標識されたオリゴヌクレオチドプローブのアクセ
プターの間でエネルギー移動が起こらないように構築される。これらのタイプのプローブ
構造の例には、スコーピオンプローブ（Ｗｈｉｔｃｏｍｂｅら，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９９）１７：８０４～８０７頁；米国特許第６，３２６，１４
５号に記載されており、この特許の開示は参照により本明細書に組み込まれる）、サンラ
イズプローブ（Ｎａｚａｒｅｎｋｏら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９７）２５
：２５１６～２５２１頁；米国特許第６，１１７，６３５号に記載されており、この特許
の開示は参照により本明細書に組み込まれる）、分子ビーコン（Ｔｙａｇｉら，Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９６）１４：３０３～３０８頁；米国特許第５
，９８９，８２３号、この特許の開示は参照により本明細書に組み込まれる）、及び立体
構造的に補助されたプローブ（国際公開第２０００／７５３７８号パンフレットに記載さ
れており、この特許の開示は参照により本明細書に組み込まれる）が含まれる。これらの
実施形態の多くでは、標的結合配列又はドメインは増幅反応のプライマー伸長産物の配列
に相補的であるが、偽標的核酸中に見出される配列には相補的でないハイブリダイゼーシ
ョンドメインを含む。
【０１５１】
　本発明の方法の次のステップは、標識された増幅産物からのシグナル検出であり、シグ
ナル検出は用いられる特定のシグナル発生システムに応じて変わることがある。いくつか
の実施形態では、例えば、偽標的核酸及び／又はその増幅産物の検出を介して標的核酸の
存在又は不存在を決定又は同定するために、検出可能なシグナル（例えば蛍光）の存在又
は不存在のみが決定され、本発明のアッセイにおいて使用される。使用される標識に応じ
て、シグナルの検出は標的核酸の存在又は不存在を示すことができる。
【０１５２】
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　シグナル発生システムが蛍光シグナル発生システムである実施形態では、シグナル検出
は典型的には、アッセイ結果を得るために反応混合物からの蛍光シグナルの変化を検出す
ることを含む。言い換えると、反応混合物により生じる蛍光シグナルのいかなる変調も評
価される。そのような変化は、用いられる標識の性質に応じて蛍光の増加又は減少でもよ
いが、いくつかの実施形態では蛍光の増加である。試料はいかなる適当な手段でも、例え
ば、熱安定性キュベット又はプレートリーダー蛍光光度計などの適切な蛍光光度計を用い
て、蛍光の増加についてスクリーニングしてもよい。蛍光は公知の蛍光光度計を用いて適
宜モニターされる。これらの装置からのシグナルは、例えば、光電子増倍管電圧の形で、
データ処理ボードに送られ、各試料管に関連するスペクトルに変換される。多重電子管（
例えば９６管）は同時に評価することができる。
【０１５３】
　検出プロトコールが、例えば、リアルタイムＰＣＲ反応プロトコールにおいて用いられ
るようなリアルタイムプロトコールである場合、データは、反応中ずっとこのようにして
頻繁な間隔で、例えば、３分ごとに１回収集することができる。各サイクル中試料からの
反応分子の蛍光をモニターすることにより、増幅反応の進行は種々の方法でモニターする
ことが可能である。例えば、溶融ピークにより与えられるデータは、例えば、溶融ピーク
の下の面積を計算することにより解析することができ、これらのデータがサイクル数に対
してプロットされる。
【０１５４】
　このようにして生じたスペクトルは、例えば、各シグナル伝達部分（すなわち、フルオ
ロフォア）を代表するピークを形成するために、色素などのあらかじめ選択された蛍光部
分の「フィット」を用いて分解することができる。シグナルごとの強度値を表すピーク下
の面積を決定し、必要であれば、互いの商として表すことが可能である。シグナル強度及
び／又は比の差異は、反応を通じて又は温度などの異なる反応条件で記録される標識され
たプローブの変化を与えることになる。そのような変化は、オリゴヌクレオチドプローブ
と標的配列間の結合現象又は標的配列に結合しているオリゴヌクレオチドプローブの分解
と関係がある。差異のあるピーク下の面積の積分により、計算される標識効果を表す強度
値が与えられることになる。
【０１５５】
　蛍光の変化について混合物をスクリーニングすると、試料がプライマー伸長反応の終了
時に１回、それとも、例えば、増幅反応の各サイクル後に複数回スクリーニングされる（
例えば、リアルタイムＰＣＲモニタリングにおいて行われるように）のかどうかに応じて
、１つ又は複数のアッセイ結果を与える。
【０１５６】
　上述のように生じるデータは、種々の方法で解釈することが可能である。その最も単純
な形では、増幅反応中の又は終了時の試料からの蛍光の増加又は減少は、例えば、反応混
合物において検出される増幅産物の量に相関している試料中に存在する標的分析物の量の
増加を示していて、増幅反応が進行しており、したがって標的分析物が最初の試料中に実
際に存在したという事実を示唆している。増幅過程全体を通じて増幅反応をモニターする
ことにより定量化も可能である。定量化は、上述の反応混合物中の１つ又は複数の核酸対
照についてアッセイすることを含んでもよい。
【０１５７】
　このように、反応混合物は、標的分析物の存在について容易にスクリーニングする（又
は評価する又はアッセイする、等）ことができる。上記方法は、単一標的分析物の検出並
びに２つ又はそれよりも多い異なる標的分析物が試料においてアッセイされる多重解析に
適している。これらの後者の多重状況では、用いることができるプローブの異なるセット
の数は、典型的には約２～約２０又はそれよりも多い（例えば、最大１００又はそれより
も多い、１０００又はそれよりも多い）。
【０１５８】
　いくつかの異なる近接プローブセットを使用する多くの分析物の同時及び単一反応（多
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重化）での解析は、本発明の遮断試薬を使用する場合に得られる増加した特異性及び感度
により増強され、結合スプリント法を用いてさらに増強することができる。各プローブセ
ットは、該プローブセットにより調べられている分析物の存否、量及び／又は位置を決定
するのに使用することができる独自の相互作用（例えばライゲーション）産物を生成する
ように設計することが可能である。相互作用産物は、液体クロマトグラフィー、電気泳動
法、質量分析法、顕微鏡法、リアルタイムＰＣＲ、蛍光プローブ等を含む、文献から公知
の核酸分子の解析のための確立した方法のいずれを用いても、直接に又は増幅後に検出す
ることができる。特に興味深いのが、結合スプリント法と「ＤＮＡアレイ」読出しフォー
マットの組合せである。多重化された近接アッセイからのいくつかの独自の相互作用産物
は、ライゲーション産物配列に相補的ないくつかのオリゴヌクレオチド配列（タグ）を担
持している規格化されたＤＮＡアレイにハイブリダイズすることができる。アレイにハイ
ブリダイズされる各相互作用産物はＤＮＡアレイ上のその位置により同定することができ
、所与のハイブリダイゼーションスポットにおいて検出される強度は、その特異的な相互
作用産物の量を、したがってその相互作用産物を生じる分析物の量も示すことになる。相
互作用産物の検出は、分光法、蛍光、放射性同位元素等により実現することができる。蛍
光部分は、増幅反応（ＰＣＲ）において蛍光的に標識されたプライマー又は蛍光的に標識
されたヌクレオチドを用いて相互作用産物中に都合よく導入してもよい。ＤＮＡアレイは
、少数のスポットを含有する膜上の単純なドットブロットアレイ、又は数十万のスポット
を担持する高密度アレイでもよい。
【０１５９】
　本発明の方法の検出ステップは、非特異的核酸ハイブリダイゼーション事象に付随する
バックグラウンドをさらに減少させるために変更することができる。そのような変更には
、いかなる非特異的核酸ハイブリダイゼーション事象も減少させることになる方法への調
整が含まれる。いくつかの実施形態では、弱く非特異的なＤＮＡハイブリダイゼーション
事象を減少させるために、タンパク質を試料と近接プローブを含有する混合物に添加して
もよい。例えば、イーコリ一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質は、プライマー伸長反応とＰＣＲ
反応の収量及び特異性を増加させるのに使用されてきた（米国特許第５，４４９，６０３
号及び米国特許第５，５３４，４０７号）。ファージＴ４の遺伝子３２タンパク質（一本
鎖ＤＮＡ結合タンパク質）は、比較的大きなＤＮＡ断片を増幅する能力を明らかに改善し
（Ｓｃｈｗａｒｔｚら，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１８：１０７９頁（１９９０）
）、ＤＮＡポリメラーゼ忠実度を増強する（Ｈｕａｎｇ，ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．
１５：５８９～５９４頁（１９９６））。そのようなタンパク質は、使用される場合は、
約０．０１ｎｇ／μＬ～約１μｇ／μＬ（例えば、約０．１ｎｇ／μＬ～約１００ｎｇ／
μＬ、約１ｎｇ／μＬ～約１０ｎｇ／μＬ）の反応混合物中の濃度を達成するのに使用さ
れることになる。
【０１６０】
　他の実施形態では、弱く非特異的なＤＮＡハイブリダイゼーション事象を減少させるた
めに、二本鎖核酸を第１及び第２の近接プローブの核酸ドメインとして使用することがで
きる。
【０１６１】
　上述のように、本発明の方法は、第１と第２のプローブの核酸ドメイン間の相互作用（
例えばライゲーション）が、近接プローブが分析物に結合している場合にのみ起こるよう
に設計されている。しかし、この種のあらゆるアッセイと同様に、そのことは必ずしも保
証はできず、プローブが溶液中で無作為に近接する場合には、あるバックグラウンド相互
作用、例えば、核酸ドメインのライゲーションが存在することもある（そのような相互作
用が起こるように、スプリントを用いてすべてのプローブの核酸ドメインが互いにハイブ
リダイズするように求めることによりこの可能性は減少する）。したがって、未反応（す
なわち非結合）プローブに起因するバックグラウンドの可能性をさらに減少させる又は最
小限に抑えるために、上記遮断試薬に加えて遮断オリゴヌクレオチドを使用してもよい。
【０１６２】
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　遮断オリゴヌクレオチドは、第１及び第２の近接プローブの核酸ドメインの遊離末端に
結合する（すなわちハイブリダイズ又はアニールする）。したがって、遮断オリゴヌクレ
オチドは、５’近接プローブの核酸ドメインの遊離３’ＯＨ末端に、及び３’近接プロー
ブの核酸ドメインの遊離５’リン酸末端に結合することができる。遮断オリゴヌクレオチ
ドの結合は、分析物上ですべてのプローブが結合しているときに起こるなどの、高局所的
濃度のスプリントの存在下では競合に負けることがある。このように、遮断オリゴヌクレ
オチドは、分析物結合がないときに、第１及び第２のドメインがスプリントにハイブリダ
イズするのを妨げることができる。したがって、５’及び３’プローブの遊離末端は、分
析物への結合がないときには相互作用を妨げられることがある。プローブがすべて分析物
に結合している場合、スプリントの局所的濃度は、特にスプリントが第３の近接プローブ
の核酸ドメインを形成する場合は、遮断オリゴヌクレオチドに競合で打ち勝つ、すなわち
、第１及び第２のドメインがスプリントにハイブリダイズして遮断オリゴヌクレオチドが
置き換えられるのに十分である。
【０１６３】
　したがって、遮断オリゴヌクレオチドは、競合ベースの戦略の使用を可能にしてバック
グラウンドを減少させ、したがってアッセイの感度をさらに増加させる。
【０１６４】
　遮断オリゴヌクレオチドは、長さが約４～１００ヌクレオチド、例えば、６～７５又は
１０～５０の範囲にわたってもよい。遮断オリゴヌクレオチドは、第１又は第２のプロー
ブの核酸ドメインの遊離末端の又はその近くの領域にハイブリダイズすることができる（
「近く」とは、遊離の３’又は５’末端から１～２０又は１～１０、例えば、１～６ヌク
レオチド内を意味する）。ハイブリダイゼーションの領域は、３～１５ヌクレオチド長、
例えば、３～１２、３～１０、３～８、４～８、３～６、４～６でもよい。
【０１６５】
　遮断オリゴヌクレオチドが、スプリントにハイブリダイズすることができなかった近接
プローブの末端に連結され得るように、遮断オリゴヌクレオチドはヘアピン構造を有する
ように都合よく設計することができる。
【０１６６】
　遮断オリゴヌクレオチドは、典型的には、それぞれのプローブよりも過剰に、例えば、
２～１０００倍（例えば、２０～５００、５０～３００、１００～５００）、又は１００
～３００倍（例えば、２０、２００又は３００倍）過剰に使用される。
【０１６７】
　低親和性及び遅い結合動態の近接プローブを用いて分析物を検出する場合には、近接プ
ローブを試料に接触させ、近接プローブの分析物への結合を促進するのに十分な高濃度で
インキュベートしてもよい。このインキュベーションステップは、大量の冷却バッファー
（例えば、分析物又は近接プローブを含まないバッファー）で急速に希釈し、それに続い
てこの希釈物の一部をライゲーション反応混合物に添加することができる。このライゲー
ション反応混合物は、カセットオリゴヌクレオチド（使用される場合）、ＡＴＰ及びリガ
ーゼ酵素を含有することができる。低温、例えば約０℃～約２０℃（例えば約４℃～約１
０℃）の温度は、既存の近接プローブ分析物複合体の解離を最小限に抑え、著しい希釈に
より非結合近接プローブの濃度が減少し、それによって非結合近接プローブの反応性を低
下させてバックグラウンドシグナルを最小限に抑える。
【０１６８】
　そのような実施形態では、約１μｌ～約２０μｌ（例えば、約１μｌ、約２μｌ、約３
μｌ、約４μｌ、約５μｌ又は約６μｌ）の小インキュベーション容量の試料、遮断試薬
及び近接プローブを使用し、次に、約８μｌ～約１．５ｍｌ（例えば、約２０μｌ～約１
．３ｍｌ、約５０μｌ～約１ｍｌ、約７５μｌ～約８００μｌ、約１００μｌ～約５００
μｌ、約２００μｌ～約３００μｌ）又はそれよりも多い比較的大きなインキュベーショ
ン容量でカセットを添加することによってアッセイは実施される。最終インキュベーショ
ン容量中の近接プローブの有効濃度はこのように希釈され、プローブと分析物間の結合は
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第１と第２の核酸ドメインがライゲートされて、又はハイブリダイズされて伸長される前
に解離する時間がないためにシグナルを維持しつつバックグラウンドを減少させる。ライ
ゲーション又は伸長産物が、１００μｌを超える又はそれよりも多いなどの比較的大きな
容量から濃縮することができる限り、このアプローチにより極めて高い感度が可能になり
、したがって近接依存性相互作用を検出する。そのような実施形態では、プローブ－プロ
ーブ相互作用は、一本鎖結合タンパク質を使用することにより減少させることが可能であ
る。
【０１６９】
　複雑な試料に付随する問題は、解析に先立って複雑な試料を希釈することによりさらに
対処することができる。しかし、本発明の検出方法の１つの利点は、遮断試薬が、潜在的
非標的特異的結合部位を占めることにより、試料の複雑さを効果的に減少させることであ
る。それにもかかわらず、複雑な試料を希釈すると、本発明の遮断試薬と組み合わせて、
バックグラウンドシグナルをさらに減少させることができる。基本的に、試料を希釈する
ステップは、プローブが非特異的に結合することがあるタンパク質の量を大幅に減少させ
、それにより必要なプローブの濃度を低下させることになる。分析物も希釈されることに
なるが、近接プローブの高感受性により良好な検出と定量化が得られることになる。
【０１７０】
　本発明の方法は、上述のように均一に（すなわち溶液中で）使用してもよく、又は例え
ば分析物が固相に固定化されて洗浄ステップの使用を可能にする固相を用いて、不均一に
使用してもよい。固相アッセイを使用するのは特に困難な試料の検出に有利であり、洗浄
ステップは阻害成分の除去に役立ち、分析物は望ましくないほど大きな試料容量から濃縮
することが可能になる。洗浄することにより未結合分析物とプローブを取り除くことがで
きるので、より高い濃度及びより多くの量の近接プローブを使用することが可能である。
洗浄することにより未結合プローブ又は相互作用していないプローブを取り除く能力によ
り、固相アッセイが均一アッセイと比べてより低い純度の近接プローブを許容することも
意味する。
【０１７１】
　分析物の固相上への固定化は種々の方法で達成することができる。したがって、固相ア
ッセイ、例えば、固相結合スプリントアッセイのいくつかの実施形態が企図されている。
１つのそのような実施形態では、１つの（又は複数の）第１又は第２の（又は使用される
場合は第３の）近接プローブを固相（又は固体支持体）上に固定化してもよい（又は固定
化することができることもある）。分析物は先ず１つ（又は複数の）固定化された（又は
固定化可能な）プローブにより捕獲され、次にそれに続いて添加されるプローブが結合す
ることができる。そのような計画では、前述の結合活性効果は結合ステップ中には存在し
ないこともあるが、洗浄ステップに関連性がある。好ましくは、分析物を含有する試料は
、固相結合（すなわち固定化された又は固定化可能な）プローブとの接触に先立って、好
ましくは、結合活性効果が検出（結合）ステップにも貢献するように、非固定化された／
非固定化可能なプローブが反応混合物に添加されるのと同時に遮断試薬に接触させる。
【０１７２】
　固定化された近接プローブは、いかなる適当な方法で固定化されても、すなわち支持体
に結合させてもよい。したがって、固定化の様式又は手段及び固体支持体は、当技術分野
で広く知られており文献記載のあらゆる固定化手段及び固体支持体から、好みによって選
択してもよい。したがって、プローブは、例えば、分析物結合ドメインを介して支持体に
直接結合させてもよく（例えば、化学的に架橋される）、プローブはリンカー基によって
又は中間結合基により（例えば、ビオチン－ストレプトアビジン相互作用により）間接的
に結合させてもよい。したがって、近接プローブには、支持体上に提供される固定化のた
めの手段（例えば、親和性結合パートナー、例えば、その結合パートナー、すなわち、同
族結合パートナー、例えば、ストレプトアビジン又は抗体に結合することができるビオチ
ン又はハプテン）を提供することができる。プローブは分析物に結合する前に又は後で固
定化してもよい。さらに、そのような「固定化可能な」プローブは、支持体と一緒に試料
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に接触させてもよい。
【０１７３】
　固体支持体は、固定化、分離等のために現在広く使用されている又は提唱されている周
知の支持体又はマトリックスのうちのいずれでもよい。これらの支持体は、粒子（例えば
、磁性又は非磁性でもよいビーズ）、シート、ゲル、フィルター、膜、繊維、毛細管、又
はマイクロタイター条片、チューブ、プレート若しくはウェル等の形態をしていてもよい
。
【０１７４】
　支持体は、ガラス、シリカ、ラテックス又はポリマー材料で作られていてもよい。分析
物の結合のために高表面積を呈する材料が適している。そのような支持体は不規則な表面
を有することがあり、例えば、多孔性又は粒状、例えば、粒子、繊維、クモの巣状のもの
、シンター又は篩であってもよい。粒状材料、例えば、ビーズ、特にポリマービーズは、
その比較的大きな結合力のために有用である。
【０１７５】
　好都合なことに、本発明で使用される粒状固体支持体は球状ビーズを含む。ビーズのサ
イズは決定的なものではないが、例えば、少なくとも１μｍ、好ましくは少なくとも２μ
ｍの直径のオーダーであり、好ましくは１０μｍ以下（例えば６μｍ以下）の最大直径を
有してもよい。
【０１７６】
　単分散粒子、すなわちサイズが実質的に均一である粒子（例えば、５％未満の直径標準
偏差を有するサイズ）は、反応の極めて均一な再現性を与えるという利点を有する。代表
的な単分散ポリマー粒子は、ＵＳ－Ａ－４３３６１７３に記載される技法により作製する
ことができる。
【０１７７】
　しかし、操作及び分離を支援するためには磁気ビーズが有利である。本明細書で使用さ
れる用語「磁気の」は、支持体が、磁場に置かれた場合は磁気モーメントを与えられるこ
とができ、したがってその磁場の作用下では置換可能であることを意味する。言い換える
と、磁気粒子を含む支持体は、分析物結合ステップに続く迅速で簡単で効率的な粒子の分
離法を提供する磁気凝集により容易に取り除くことができる。
【０１７８】
　別の実施形態では、結合ドメインのみを含む固定化された（又は固定化可能な）分析物
特異的プローブ（すなわち、分析物捕獲プローブ）は、均一結合スプリントアッセイの非
固定化近接プローブに加えて使用することができる。したがって、そのような実施形態で
は、分析物は先ず、分析物を固相上に固定化するだけの働きをする固定化された又は固定
化可能な捕獲プローブにより捕獲され、それに続いて固定化された分析物は遮断試薬及び
近接プローブと一緒にインキュベートされる。そのような実施形態では、捕獲プローブは
、直接的でも間接的でも分析物に結合することができるいかなる結合パートナーでもよい
（例えば、近接プローブの分析物結合ドメインに関連して上述）。さらに具体的には、そ
のような捕獲プローブは分析物に特異的に結合する。本方法のこの実施形態は、分析物又
は分析物複合体への少なくとも３つのプローブ（結合ドメイン）の同時結合を必要とする
ために、潜在的に少なくとも３つの異なるエピトープを調べることができ、アッセイに高
特異性を与えることができる。
【０１７９】
　さらなる実施形態では、分析物それ自体は、例えば、非特異的吸収により固相上に固定
化することができる（又は固定化可能である）。特定のそのような実施形態では、分析物
は、任意選択で固定される及び／又は透過処理されて、固体支持体に付着している（付着
することができる）細胞内に存在してもよい。
【０１８０】
　上記方法により、反応混合物中に存在する近接依存性相互作用が検出され、今度は、混
合物はアッセイされている試料中の標的分析物の量の基準を与える。基準は定性的でも定
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量的でもよい。
【０１８１】
　上記実施形態は、近接プローブライゲーションアッセイに関するが、このアッセイに限
定されないことは明らかであろう。したがって、上記特長は、本明細書に記載される遮断
試薬を利用する他のプローブベースの及び近接プローブベースのアッセイに適用すること
ができる。
【０１８２】
　したがって、複雑な試料中の１つ又は複数の標的分析物の存在を検出する上記方法は、
種々の異なる用途において使用可能である。
【０１８３】
　本発明の方法を使用して、試料中の１つ又は複数の標的分析物の存在又は不存在につい
て試料をスクリーニングすることができる。上述のように、本発明は、試料中の１つ又は
複数の標的分析物の存在を検出する又はその量を定量化する方法を提供する。
【０１８４】
　本発明の方法を用いて、大量の非標的実体を有する複雑な試料を含む種々の異なる種類
の試料中の１つ又は複数の標的分析物の存在を検出することができ、本発明の方法の遮断
試薬のために、本発明の遮断試薬を利用しない相当する方法よりも標的分析物の優れた検
出が可能になる。したがって、本発明の方法は、単純な又は複雑な試料中の１つ又は複数
の標的分析物を検出する高感度な方法である。上述のように、本発明の方法でアッセイさ
れる試料は多くの実施形態において生理的供給源由来である。
【０１８５】
　多種多様な分析物を検出することに加えて、本発明の方法を使用して、近接プローブの
分析物結合ドメインと分析物の結合領域間の相互作用、すなわち、分析物結合ドメインの
分析物への結合を調節する化合物についてスクリーニングすることもできる。用語「調節
する」には、２つの分子間の相互作用を減少させる（例えば阻害する）ことも増強するこ
とも含まれる。スクリーニング法はインビトロ又はインビボフォーマットでもよく、両フ
ォーマットは当業者により容易に開発される。
【０１８６】
　種々の異なる候補作用物質を上記方法によりスクリーニングしてもよい。候補作用物質
は多数の化学物質クラスを包含しているが、典型的には有機分子、好ましくは５０より大
きく約２５００ダルトン未満の分子量を有する小有機化合物である。候補作用物質はタン
パク質との構造的相互作用、特に水素結合に必要な官能基を含み、典型的には、少なくと
も１つ、好ましくは少なくとも２つのアミン、カルボニル、ヒドロキシル又はカルボキシ
ル基を含む。候補作用物質は、１つ又は複数の上記官能基で置換されている環状炭素若し
くは複素環構造及び／又は芳香族若しくはポリ芳香族構造を含むことが多い。候補作用物
質は、ペプチド、糖類、脂肪酸、ステロイド、プリン、ピリミジン、その誘導体、構造類
似体又は組合せを含む生体分子中にも見出される。
【０１８７】
　候補作用物質は、合成又は天然化合物のライブラリーを含む多種多様な供給源から得ら
れる。例えば、ランダム化されたオリゴヌクレオチド及びオリゴペプチドの発現を含む、
多種多様な有機化合物及び生体分子のランダム及び指向性合成には、多数の手段が利用可
能である。あるいは、細菌、真菌、植物及び動物抽出物の形態の天然化合物のライブラリ
ーが利用可能であり又は容易に生成される。さらに、天然又は合成的に生成されるライブ
ラリー及び化合物は、従来の化学的、物理的及び生化学的手段を通じて容易に変更され、
コンビナトリアルライブラリーを作製するのに使用してもよい。公知の薬物を、アシル化
、アルキル化、エステル化、アミド化等などの指向性又はランダム化学修飾に供して、構
造類似体を作製してもよい。
【０１８８】
　上記スクリーニングアッセイにおいて同定される作用物質は、標的分析物の活性を調節
する方法や標的分析物の存在及び／又は活性に関連する条件を含む種々の方法において使
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用可能である。
【０１８９】
　上述の本発明の方法を実施するのに使用可能なキットも提供される。例えば、いくつか
の実施形態では、本発明の方法を実施するためのキットは、上記核酸成分に連結された非
分析物特異的結合タンパク質を含む遮断試薬を含む。キットは、少なくとも１セットの近
接プローブをさらに含んでもよく、セット中の少なくとも１つの近接プローブ、しかし好
ましくは少なくとも２つ、さらに好ましくは各近接プローブが、上記タンパク質様分析物
結合ドメイン及び核酸ドメインを含む。上述のように、いくつかのプロトコールは、試料
中の２つ又はそれよりも多い標的分析物を、例えば、多重及び／又はハイスループットフ
ォーマットで同時に検出するために２つ又はそれよりも多い異なるセットのそのようなプ
ローブを用いることになる。したがって、いくつかの実施形態では、キットは２つ又はそ
れよりも多い異なるセットの近接プローブを含むことになる。さらに、キット構成要素を
用いて実施されるプロトコールにおいて必要な又は所望の追加の試薬が存在してもよく、
その追加の試薬には、リガーゼ、ギャップ／カセットオリゴヌクレオチド、ライゲート可
能なオリゴヌクレオチド、ポリメラーゼ、共通ハイブリダイゼーション鋳型（又は「伸長
鋳型」）、遮断オリゴヌクレオチド、プローブ、結合ドメイン又は分析物の固定化のため
の固体支持体、プローブ、結合ドメイン又は分析物の固定化のための手段、検出手段、例
えば、蛍光標識されたヌクレオチド又はオリゴヌクレオチド、補助的核酸の対、一本鎖結
合タンパク質及びＰＣＲ増幅試薬（例えば、ヌクレオチド、バッファー、陽イオン）、並
びに同種のもののうちの１つ又は複数が含まれるが、これらに限定されない。いくつかの
実施形態では、キットは、上述のように、インキュベーション混合物の有効容量を減少さ
せるのに使用される要素（例えば体積排除剤）を含んでもよい。キット構成要素は別々の
容器に存在してもよく、又は構成要素の１つ又は複数は同一容器に存在してもよく、容器
は、貯蔵容器及び／又はキットが設計される目的のアッセイ中に用いられる容器であって
もよい。
【０１９０】
　上記構成要素に加えて、本発明のキットは、本発明の方法を実施するための使用説明書
をさらに含むことができる。これらの使用説明書は本発明のキット中に種々の形態で存在
してもよく、１つ又は複数の使用説明書がキット中に存在してもよい。これらの使用説明
書が存在し得る１つの形態は、適切な媒体又は基材上、例えば、情報が印刷される１枚の
又は複数枚の紙上に、キットの包装に、添付文書に、等に印刷された情報としてである。
さらに別の手段には、コンピュータで読み取り可能な媒体、例えば、情報が記録されてい
るディスケット、ＣＤ等が考えられる。存在し得るさらに別の手段は、遠隔サイトの情報
にアクセスするためにインターネットを介して使用することができるウェブサイトのアド
レスである。いかなる適当な手段でもキット中に存在することができる。
【０１９１】
　したがって、さらなる態様において、本発明は、試料中の分析物を検出するための方法
において使用するためのキットであって、
　（ａ）核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質を含む遮断試薬と、
　（ｂ）プローブの少なくとも１つのセットであって、セット中の各プローブがタンパク
質性分析物結合ドメイン及び核酸ドメインを含む、セットと、
を含むキットを提供する。
【０１９２】
　特に好ましい実施形態では、本発明は、試料中の分析物を検出するための方法において
使用するためのキットであって、
　（ａ）核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質を含む遮断試薬と、
　（ｂ）少なくとも第１及び第２の近接プローブの少なくとも１つのセットであって、各
セットにおける少なくとも１つのプローブ、より好ましくは各プローブがタンパク質様分
析物結合ドメイン及び核酸ドメインを含み、各プローブセットにおける各プローブが分析
物に同時に結合することができる、セットと、
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　（ｃ）任意選択で、前記第１及び第２の近接プローブの核酸間の相互作用を媒介するた
めの手段（例えば、スプリントオリゴヌクレオチド及び／又はリガーゼ酵素、又はポリメ
ラーゼ酵素及び／又は共通ハイブリダイゼーション鋳型）と、
　（ｄ）任意選択で、前記相互作用を検出するための手段と、
を含むキットを提供する。
【０１９３】
　上述のように、核酸間の相互作用を媒介するための手段は、１つ又は複数のスプリント
オリゴヌクレオチド及び／又はリガーゼ酵素を含んでもよく、そのような手段は任意選択
で、リガーゼ反応に必要な他の試薬をさらに含んでもよい。あるいは、アッセイが近接伸
長アッセイである場合、相互作用を媒介する手段はポリメラーゼ酵素及び／又は共通ハイ
ブリダイゼーション鋳型、並びに任意選択で伸長反応において使用される追加の試薬を含
んでもよい。相互作用を検出するための手段は、アッセイ方法に関して上述した手段のう
ちのいずれでもよく、例えば、第１及び第２のプローブの核酸ドメインに与えられる標識
でもよく、又は該手段は増幅手段並びにその増幅産物を検出するための手段、例えば、Ｐ
ＣＲ反応のための試薬（例えば、増幅プライマー、及び任意選択でポリメラーゼ及び／又
はヌクレオチド等）及びＰＣＲアンプリコンの検出等のための試薬（例えば、タックマン
（登録商標）プローブ等）でもよい。代わりの実施形態では、本発明は、試料中の分析物
を検出するための方法において使用するためのキットであって、
　（ａ）核酸に連結された非分析物特異的結合タンパク質を含む遮断試薬と、
　（ｂ）セットにおけるそれぞれのプローブがタンパク質様分析物結合ドメイン及び核酸
ドメインを含む、少なくとも１セットのプローブと、
　（ｃ）任意選択で、前記プローブの核酸ドメインと相互作用して、検出可能なシグナル
を生成するための手段であって（例えば、前記プローブの核酸ドメインにハイブリダイズ
することができる環状又は環状化可能な核酸分子並びにリガーゼ及び／又はポリメラーゼ
酵素）、好ましくは、前記検出可能なシグナルが核酸分子である、手段と、
　（ｄ）任意選択で、前記検出可能なシグナルを検出するための手段と、
を含むキットを提供する。
【０１９４】
　プローブの核酸間で相互作用をして検出可能なシグナルを発生させるための手段は、核
酸ドメインと特異的に相互作用をして検出可能な核酸分子を生成することができるいかな
る核酸分子を含んでもよい。例えば、該手段は核酸プライマー、例えば、プライマー対、
及び、例えばＰＣＲにおいて、プローブの核酸ドメインの少なくとも一部を増幅すること
ができるポリメラーゼ酵素でもよい。特に好ましい実施形態では、該手段は、プローブの
核酸ドメインにハイブリダイズすることができる環状又は環状化可能な核酸分子（パドロ
ックプローブに類似している）を含む。核酸ドメインは、環状化可能な核酸分子をライゲ
ートする鋳型として及び／又はローリングサークル増幅（ＲＣＡ）のためのプライマーと
して作用することができる。したがって、該手段はリガーゼ及び／又はポリメラーゼ酵素
を含んでもよく、そのような手段は、任意選択でリガーゼ及び／又はポリメラーゼ反応に
必要な他の試薬、例えば、プローブの核酸ドメインがプライマーとして作用しないＲＣＡ
のためのプライマーをさらに含んでもよい。相互作用を検出するための手段は、アッセイ
方法に関して上述した手段のうちのいずれでもよく、例えば、プローブの核酸ドメイン若
しくは相互作用している核酸に与えられる標識でもよく、又は該手段は増幅手段並びにそ
の増幅産物を検出するための手段、例えば、ＰＣＲ反応のための試薬（例えば、増幅プラ
イマー、及び任意選択でポリメラーゼ及び／又はヌクレオチド等）及びＰＣＲアンプリコ
ンの検出のための試薬等（例えば、タックマン（登録商標）プローブ等）でもよい。
【０１９５】
　キットは、第１及び存在すれば第２のプローブのためのギャップ／カセットオリゴヌク
レオチド及び／又は遮断オリゴヌクレオチドをさらに任意選択で含んでもよい。
【０１９６】
　キットは、分析物に対する固定化された捕獲プローブ、又は固定化のための手段を与え
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られた捕獲プローブをさらに任意選択で含んでもよい。あるいは、キットは、分析物の捕
獲若しくは分析物に結合するための固相を含んでもよく、又は１つ若しくは複数の第１、
第２若しくは第３の近接プローブは固定化される若しくは固定化のための手段を与えられ
ていてもよい。
【０１９７】
　本発明は、以下の図を参照し以下の非限定的実施例を参照してさらに説明されることに
なる。
【図面の簡単な説明】
【０１９８】
【図１】図１は、ヒト血漿試料及び純粋なバッファー試料に対してミスマッチドＰＬＡプ
ローブ対（ＮＧＦとＩＬ－２）を用いた近接ライゲーションアッセイ反応における非特異
的バックグラウンドシグナルの減少を示している。「ＧＰ」はヤギ遮断プローブであり、
「Ｐ．Ｄ．」は血漿希釈液である。
【図２】図２は、ヒト血漿又は血清試料、希釈されたヒト血漿又は血清試料（５０／５０
）及び純粋なバッファー試料に対してミスマッチドＰＬＡプローブ対（ＮＧＦとＩＬ－２
）を用いたＰＬＡ反応における非特異的バックグラウンドシグナルに対する個々の構成成
分の効果を示している。「Ｎ４０」は４０ヌクレオチド長のランダム化されたオリゴヌク
レオチドの試料であり、「ＩｇＧ」はヤギ由来のバルクＩｇＧである。遮断試薬はバルク
ＩｇＧにコンジュゲートされたＮ４０オリゴヌクレオチドである。
【図３】図３は、ヤギから作製された遮断試薬（ヤギプローブ）の存在又は不存在下、ウ
サギ＋ウサギ（Ａ）、マウス＋ウサギ（Ｂ）及びヒツジ＋マウス（Ｃ）由来のミスマッチ
ド標的特異的抗体を用いて、３つのヒト血漿試料（７Ｐ、８Ｐ、１１Ｐ）及びバッファー
中のＰＬＡ反応における非特異的バックグラウンドシグナルの評価を示している。
【図４】図４は、遮断プローブ（「４ステップイノバ」）とは異なる標的プローブ（「１
ステップイノバ」）にコンジュゲーション化学を使用する場合の５つのヒト血漿試料（３
Ｐ、４Ｐ、７Ｐ、８Ｐ、１１Ｐ）及びバッファーにおける遮断試薬（ヤギプローブ）の効
果を示している。ＰＬＡ反応はミスマッチドプローブ対５１＿７（Ａ）及び７＿５１（Ｂ
）を使用しており、配列番号５１はＩＣＡＭに一致し配列番号７はＴＩＭＰ－１に一致し
ている。
【実施例】
【０１９９】
［実施例１］
材料及び方法：
抗体のコンジュゲーション：
　抗体の共有結合性ＳＭＣＣコンジュゲーション：
　標的特異的プローブについて、ポリクローナル又はモノクローナル抗体は、製造業者の
プロトコール（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ，
ＵＳＡ）に従って３’及び５’オリゴヌクレオチドにコンジュゲートされたスルホ－ＳＭ
ＣＣ（スルホサクシニミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カル
ボキシラート）であった。遮断プローブを作製するために、ランダム化されたＮ４０オリ
ゴヌクレオチドは、同一のコンジュゲーションプロトコールを用いてヤギから作られたポ
リクローナルＩｇＧ抗体にコンジュゲートされた。
【０２００】
　抗体の共有結合性イノバコンジュゲーション：
　１０μｇ（１ｍｇ／ｍＬ）の抗体は、製造業者のプロトコール（Ｉｎｎｏｖａ　Ｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ）に従って３’
及び５’オリゴヌクレオチドにコンジュゲートされた。遮断プローブを作製するために、
ランダム化されたＮ４０オリゴヌクレオチドは、同一の手順でヤギから作られたポリクロ
ーナルＩｇＧ抗体にコンジュゲートされた。
【０２０１】
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試料：
　ヒトＥＤＴＡ血漿及び血清試料は、Ｏｌｉｎｋ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅから８名の健康
なボランティアにより快く提供された。Ｋ３－ＥＤＴＡ抗凝固性チューブ（Ｈｅｔｔｉｃ
ｈ　Ｌａｂｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，Ｓｏｌｌｅｎｔｕｎａ，Ｓｗｅｄｅｎ）は血漿試料に
使用され、血餅活性化因子を含有するチューブ（Ｈｅｔｔｉｃｈ　Ｌａｂｉｎｓｔｒｕｍ
ｅｎｔ，Ｓｏｌｌｅｎｔｕｎａ，Ｓｗｅｄｅｎ）は血清試料に使用された。試料はすべて
室温で１～２時間インキュベートされ、一定分量化に先立って３０００ｒｐｍで１０分間
さらに遠心分離され、－２０℃で保存された。
【０２０２】
試料調製：
　血漿及び血清試料並びにバッファーは、Ｏｌｉｎｋ血漿希釈バッファー、ＰＢＳ　ｐＨ
７．４、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１３ｍｇ／ｍＬサケ精子ＤＮＡ、０．１％ＢＳＡ、０．
２５ｍｇ／ｍＬ　ＩｇＧ、０．０２％アジ化ナトリウム、２．５μＭの遮断試薬のあり又
はなしに１対２で希釈され、室温で２０分間インキュベートされた。
【０２０３】
プローブインキュベーション：
　プローブ混合物は、ＦＢＢ（ＰＢＳ　ｐＨ７．４、２５ｍＭ　トリス　ｐＨ８、０．１
％フィッシュゼラチン、４ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭビオチン、０．０１６ｍｇ／ｍＬサケ
精子ＤＮＡ、０．０２％アジ化ナトリウム）、０．１％トリトン（Ｔｒｉｔｏｎ）Ｘ－１
００／１％ＢＳＡ中に３’及び５’プローブを５０～２００ｐＭ間の濃度まで希釈するこ
とにより調製された。各ポリプロピレンキャップ（Ｓａｒｓｔｅｄｔ，Ｎｕｍｂｒｅｃｈ
ｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に２μＬのプローブ混合物が移され、続いて２μＬの適切に希釈さ
れた試料が移された。キャップがポリプロピレンチューブ上に置かれ、短時間遠心処理さ
れ、＋４℃で一晩インキュベートされた。
【０２０４】
ライゲーション及びリアルタイムＰＣＲ：
　２５ｍＭ　ＫＣｌ、２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２０ｍＭ　トリス－ＨＣｌ（ｐＨ８）、
０．００４ワイス単位のＴ４　ＤＮＡリガーゼ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，Ｓｔ．Ｌｅｏｎ－
Ｒｏｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、１００ｎＭコネクターオリゴヌクレオチド、２ｍＭ　ＤＴＴ
及び８０μＭ　ＡＴＰを含有する１００μＬのライゲーション混合物は、各４μＬインキ
ュベーション試料に添加され、３７℃で１０分間インキュベートされ、６５℃で１０分間
熱失活させた。リアルタイムＰＣＲのための全反応容量は２０μｌであり、１１μｌの２
００ｎＭ　タックマンプローブ、５００ｎＭユニバーサルプライマー、１×ＴＥ　ｐＨ８
．０、２×Ｆａｓｔ　Ｔａｑｍａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ａｐ
ｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）及び９μｌのライ
ゲートされた産物を含有していた。試料は４通りに使用され、サイクリング条件は９５℃
で２分、続いて９５℃で１５秒及び６０℃で６０秒を４５サイクルであった。増幅及び検
出は、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９００ＨＴ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆ
ｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）を用いて実施された。
【０２０５】
データ解析：
　ｑ－ＰＣＲ機器からの生データ（ＳＤＳファイル）の計算及び解析にはエクセルを使用
した。
【０２０６】
実験の原理：
　以下の実験は、ＮＧＦとＩＬ－２などの、相互作用をしない２つの異なるタンパク質分
析物に特異的な２つのＰＬＡプローブを用いて実施された。血清又は血漿試料がそのよう
な検出反応に添加されると、プローブを接近させそれによって偽の陽性シグナルを生じる
ＰＬＡプローブによる非特異的結合事象が存在しなければ、「バッファー」バックグラウ
ンドを超えるシグナルは検出可能ではないはずである。近接ライゲーションアッセイはタ



(47) JP 2013-532294 A 2013.8.15

10

20

30

40

50

ンパク質分析物を、次の実験でリアルタイムＰＣＲによって読み取られるＤＮＡアンプリ
コンに変換する。平均Ｃｔは標準偏差と一緒に報告される。
【０２０７】
［実施例２］
遮断試薬の存在又は不存在下のＰＬＡの特異性：
　非特異的シグナルは、非マッチドプローブ対を用いてヒト血漿試料において近接ライゲ
ーションアッセイを実施することにより実験的にモニターされた。そのような非マッチド
又はミスマッチドプローブ対は（純粋なバッファー由来の）ノイズを超える（血漿由来の
）シグナルを生じないはずである。第１のプローブはＮＧＦを標的にし、もう一方のプロ
ーブはＩＬ－２を標的にした。血漿シグナルはそのようなミスマッチド検出に由来してお
り、遮断試薬の使用及びその使用をアッセイに含むことによって顕著に減少した（図１）
。
【０２０８】
　アッセイは、コンジュゲートされていないバルクＩｇＧ及びコンジュゲートされていな
いランダム化されたオリゴヌクレオチドの存在下でも別々に及び同時に実施された。これ
らの反応はアッセイ特異性を著しく改善することはなかった、すなわち、これらの試薬は
、非特異的バックグラウンドシグナルの減少を得るためにはコンジュゲートしなければな
らない。
【０２０９】
［実施例３］
特異性増強効果（遮断効果）は、特異的遮断試薬（ランダム化されたオリゴヌクレオチド
にコンジュゲートされた抗体）に由来し、試薬の個々の構成成分に由来するのではないこ
とを実証するためのアッセイ：
　遮断効果は、ランダム化されたＮ４０オリゴヌクレオチドがバルクＩｇＧ抗体に連結し
ていたときだけ得られることを検証するために、個々の構成成分の効果が別々に調べられ
遮断試薬の効果と比較された。室温で２０分間、Ｎ４０オリゴヌクレオチド（血漿又は血
清、血漿又は血清の希釈液（５０対５０、血漿若しくは血清とバッファー）のプレインキ
ュベーション中７．５μＭ）のみ又はバッファーのみを添加しても、添加物が全くなしの
場合と比べて非特異的シグナルにいかなる変化も生じなかった。ＩｇＧ抗体（２．５μＭ
）を添加すると非特異的シグナルはわずかに減少したが、それでも血漿及び血清試料には
著しい交差反応性が存在した。しかし、遮断プローブ（２．５μＭの抗体と３倍コンジュ
ゲーション過剰のＮ４０オリゴヌクレオチド）を添加すると交差反応性は完全に取り除か
れた（図２）。
【０２１０】
［実施例４］
標的抗体の入手源の種とは異なる種由来のＩｇＧから作製される遮断試薬の遮断効果：
　遮断試薬の効果をさらに評価するために、発明者は、ヤギＩｇＧで作製されたプローブ
を使用する効果がヤギ以外の種から作製されたミスマッチドプローブに対して同じ遮断効
果を有することができるかどうかを調べた。発明者は、ミスマッチドプローブ対の３つの
異なる組合せ［ウサギ＋ウサギ（図３Ａ）、マウス＋ウサギ（図３Ｂ）及びヒツジ＋マウ
ス（図３Ｃ）］を試験し、３つの異なるヒト血漿試料（７Ｐ、８Ｐ、１１Ｐ）において交
差反応性を調べた。血漿希釈液又はバッファー中に遮断試薬が存在しない、ウサギ＋ウサ
ギ（図３Ａ）及びヒツジ＋マウス（図３Ｃ）の組合せを使用した場合に、ミスマッチドプ
ローブ間でいくらかでも交差反応性を示す唯一の試料は１１Ｐであった。この交差反応性
は、いくつかの特定の試料に現れることがあり得る非特異的シグナルを取り除くためには
遮断試薬が必要であることを例証している。したがって、遮断試薬が血漿希釈液又はバッ
ファー中でインキュベートされると、非特異的シグナルの交差反応性は取り除かれた。こ
の実験は、遮断試薬のタンパク質成分は、標的特異的分析物結合ドメインが由来する種と
同一の種に由来する必要はないことを実証している。
【０２１１】
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［実施例５］
遮断試薬に１つのコンジュゲーション化学を標的特異的プローブに異なるコンジュゲーシ
ョン化学を使用する遮断試薬の遮断効果：
　次の実験では、１つの連鎖タイプ（「４ステップイノバ」）が遮断試薬に対して使用さ
れ、別の連鎖タイプ（「１ステップイノバ」）が標的特異的プローブに対して使用された
。５つの異なる血漿試料（３Ｐ、４Ｐ、７Ｐ、８Ｐ、１１Ｐ）が実験に含まれ、２つのミ
スマッチドプローブの組合せ（５１＿７及び７＿５１；配列番号５１は抗ＩＣＡＭ抗体に
、配列番号７はＴＩＭＰ－１に一致）が使用された。プローブの両方の組合せに対して遮
断試薬（ヤギプローブ）を使用した場合は、血漿試料における非特異的結合は顕著に減少
した（図４Ａ～Ｂ）。したがって、遮断試薬の核酸ドメインをコンジュゲート／連結する
のに使用される方法及びリンカーは、近接プローブの核酸ドメインと分析物結合ドメイン
をコンジュゲートするのに使用されるリンカーと同一である必要はない。
【０２１２】
　この実験は、血漿試料の一部のみが非特異的シグナルを示したが、遮断試薬を使用すれ
ばすべての非特異的シグナルを取り除くことができたことも実証している。

【図１】 【図２】
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