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(57)【要約】
ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび炭水化物が含ま
れる、分子相互作用を分析するために用いられる、マイクロアレイに基づくアッセイを提
供する。そのような方法は、標識分子を発光団で標識すること、その標的分子を粒子に連
結すること、およびマイクロアレイ上のプローブ分子に結合させることを含む。特に、核
酸断片の多重化された遺伝子解析を実施することができる。特定の遺伝子、一塩基多型ま
たは遺伝子変異、例えば欠失、挿入、およびインデルを同定することができる。高い感度
を有するこの技術は、分子相互作用の効率的な方法での検出および解釈を可能にする。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
マイクロアレイを用いて標的分子を検出するための方法であって、その方法が以下：
　ａ）該標的分子を発光団で標識し；
　ｂ）該標的分子を粒子に連結し；
　ｃ）該発光団で標識されており、該粒子に連結されている、または該粒子から分離して
いる標的分子を、該マイクロアレイ上に固定されたプローブ分子に結合させ；そして
　ｄ）該標的分子および該プローブ分子の間の相互作用を検出する；
を含み、該標的分子がポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチド
および炭水化物からなる群から選択される、前記方法。
【請求項２】
粒子が微粒子である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
微粒子が常磁性マイクロスフィアである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
微粒子が約０．１マイクロメートルから約１０マイクロメートルまでの直径を有する、請
求項２または３に記載の方法。
【請求項５】
粒子が官能基または機能性部分でコートされている、請求項１～４に記載の方法。
【請求項６】
官能基または機能性部分が化学基、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合
物、ペプチドおよび炭水化物からなる群から選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
化学基がアルデヒド、ヒドロキシル、カルボキシル、エステル、アミン、スルホ、または
スルフヒドリルである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
ポリペプチドがストレプトアビジン、ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎまたはアビジンである、請
求項６に記載の方法。
【請求項９】
ポリヌクレオチドがポリｄＴまたはポリｄＡである、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
標的分子が修飾されている、請求項５～９に記載の方法。
【請求項１１】
標的分子が化学基、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドお
よび炭水化物からなる群から選択される分子で修飾されている、請求項１０に記載の方法
。
【請求項１２】
標的分子が粒子に該標的分子の修飾および該粒子上の官能基の間の相互作用により連結さ
れている、請求項１０～１１に記載の方法。
【請求項１３】
それぞれの粒子が少なくとも１個の標的分子と連結されている、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
標的分子が真菌、細菌、マイコプラズマ、リケッチア、クラミジア、ウイルスおよび原虫
からなる群から選択される感染性または病原性因子により引き起こされる疾患と関係して
いる、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
標的分子が性行為感染症、癌、脳血管疾患、心疾患、呼吸器疾患、冠動脈性心疾患、糖尿
病、高血圧、アルツハイマー病、神経変性疾患、慢性閉塞性肺疾患、自己免疫疾患、嚢胞
性線維症、脊髄性筋萎縮症、ベータサラセミア、フェニルアラニンヒドロキシラーゼ欠損
症、デュシェンヌ型筋ジストロフィー、または遺伝性聴力損失と関係している、請求項１
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に記載の方法。
【請求項１６】
プローブ分子がポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび
炭水化物からなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
マイクロアレイが少なくとも２個のプローブ分子を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
マイクロアレイが鋭くとがったピンを用いた印刷、予め作製されたマスクを用いたフォト
リソグラフィー、ダイナミックマイクロミラー装置を用いたフォトリソグラフィー、イン
クジェット印刷、マイクロコンタクトプリンティング、および微小電極アレイ上での電気
化学からなる群から選択される技術を用いて製作される、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
マイクロアレイがシリコン、ガラス、プラスチック、ヒドロゲル、アガロース、ニトロセ
ルロースおよびナイロンからなる群から選択される支持物質を含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項２０】
マイクロアレイ上のスポットが直径約１０マイクロメートルから約５０００マイクロメー
トルまでの範囲である、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
プローブをマイクロアレイにインサイチュ合成、非特異的吸着、特異的結合、非特異的化
学的ライゲーション、または化学選択的ライゲーションにより付着させる、請求項１に記
載の方法。
【請求項２２】
標的分子およびプローブ分子の間の相互作用が非共有結合性、可逆的共有結合性または不
可逆的共有結合性相互作用である、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
相互作用の効率および／または有効性が外力により高められる、請求項２２に記載の方法
。
【請求項２４】
外力が磁力、誘電泳動力、機械的な力、またはそれらの組み合わせである、請求項２３に
記載の方法。
【請求項２５】
該標的ポリヌクレオチドに対してインビトロ操作を行う、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
インビトロ操作がレーザー、超音波処理、熱、マイクロ波、ピエゾ電気、電気泳動、誘電
泳動、固相付着、濾過、流体的応力、酵素消化、ＰＣＲ増幅、逆転写、逆転写ＰＣＲ増幅
、アレル特異的ＰＣＲ（ＡＳＰＣＲ）、一塩基伸長（ＳＢＥ）、アレル特異的プライマー
伸長（ＡＳＰＥ）、制限酵素消化、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、転写媒介増幅（ＴＭＡ）、リ
ガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、核酸配列に基づく増幅（ＮＡＳＢＡ）、プライマー伸長、ロ
ーリングサークル増幅（ＲＣＡ）、自家持続配列複製法（３ＳＲ）、Ｑベータレプリカー
ゼの使用、ニック翻訳、およびループ媒介等温増幅法（ＬＡＭＰ）からなる群から選択さ
れる、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
標的ポリヌクレオチドが二本鎖である、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
二本鎖標的ポリヌクレオチドを、発光団による標識および粒子への連結の前または後に化
学反応、酵素、加熱、またはそれらの組み合わせにより変性させて一本鎖にする、請求項
２７に記載の方法。
【請求項２９】
酵素がエキソヌクレアーゼ、ウラシル－Ｎ－グリコシラーゼ、またはそれらの組み合わせ
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である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
化学反応が尿素、ホルムアミド、メタノール、エタノール、水酸化ナトリウム、またはそ
れらの組み合わせを用いる、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
二本鎖標的ポリヌクレオチドを約３０℃から約９５℃までの適切な温度で変性させる、請
求項２８に記載の方法。
【請求項３２】
標的ポリヌクレオチドがビオチン、ジゴキシン、またはそれらの組み合わせにより修飾さ
れる、請求項１に記載の方法。
【請求項３３】
標的ポリヌクレオチドがポリｄＡまたはポリｄＴにより修飾される、請求項１に記載の方
法。
【請求項３４】
標的ポリヌクレオチドがストレプトアビジン／ビオチン相互作用、ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉ
ｎ／ビオチン相互作用、アビジン／ビオチン相互作用またはポリｄＴ／ポリｄＡ相互作用
により粒子に連結される、請求項３２または３３に記載の方法。
【請求項３５】
発光団が蛍光体、リン光体および発色団からなる群から選択される、請求項１に記載の方
法。
【請求項３６】
蛍光体が量子ドット、タンパク質、または小分子色素である、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
タンパク質が緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
小分子色素がキサンテン誘導体（フルオレセイン、ローダミン、Ｏｒｅｇｏｎ　ｇｒｅｅ
ｎ、エオシン、ｔｅｘａｓ　ｒｅｄ等）、シアニン誘導体（シアニン、インドカルボシア
ニン、オキサカルボシアニン、チアカルボシアニン、メロシアニン等）、ナフタレン誘導
体（ダンシルおよびプロダン誘導体）、クマリン誘導体、オキサジアゾール誘導体（ピリ
ジルオキサゾール（ｐｙｒｉｄｙｌｏｘａｚｏｌｅ））、ニトロベンゾオキサジアゾール
、ベンゾオキサジアゾール等）、ピレン誘導体（ｃａｓｃａｄｅ　ｂｌｕｅ等）、ＢＯＤ
ＩＰＹ、オキサジン誘導体（ナイルレッド、ナイルブルー、クレシルバイオレット、オキ
サジン１７０等）、アクリジン誘導体（プロフラビン、アクリジンオレンジ、アクリジン
イエロー等）、アリールメチン（ａｒｙｌｍｅｔｈｉｎｅ）誘導体（オーラミン、クリス
タルバイオレット、マラカイトグリーン等）、ＣＦ色素、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ、Ａｔ
ｔｏおよびＴｒａｃｙ、テトラピロール誘導体（ポルフィン、フタロシアニン、ビリルビ
ン等）、ｃａｓｃａｄｅ　ｙｅｌｌｏｗ、アズールＢ、アクリジンオレンジ、ＤＡＰＩ、
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、ルシファーイエロー、ピロキシカム、キニン、アントラキノ
ン（ａｎｔｈｒａｑｉｎｏｎｅ）、スクアリリウム、およびオリゴフェニレンからなる群
から選択される、請求項３６に記載の方法。
【請求項３９】
発色団がレチナール色素、食品着色料、ファブリック染料（アゾ化合物）、リコペン、β
－カロテン、アントシアニン類、クロロフィル、ヘモグロビン、ヘモシアニン、色を有す
る鉱物（マラカイト、アメジスト等）からなる群から選択される、請求項３６に記載の方
法。
【請求項４０】
標的分子が蛍光体で直接標識される、請求項１に記載の方法。
【請求項４１】
標的分子が化学基、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドお
よび炭水化物からなる群から選択される修飾により蛍光体で標識される、請求項１に記載
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の方法。
【請求項４２】
標的ポリヌクレオチドがインビトロ操作の前に、インビトロ操作の間に、またはインビト
ロ操作の後に蛍光体で標識される、請求項２５に記載の方法。
【請求項４３】
プローブ分子がポリヌクレオチドである、請求項１に記載の方法。
【請求項４４】
標的分子がユニバーサルタグ配列を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４５】
タグ配列がその種のゲノムＤＮＡに対して低い相同性を有する、請求項４４に記載の方法
。
【請求項４６】
タグ配列がヘアピン構造を有しない、請求項４４に記載の方法。
【請求項４７】
タグ配列が一本鎖オリゴヌクレオチドまたは修飾された類似体である、請求項４４に記載
の方法。
【請求項４８】
タグ配列がロックド核酸（ＬＮＡ）、ジップ核酸（ＺＮＡ）またはペプチド核酸（ＰＮＡ
）である、請求項４４に記載の方法。
【請求項４９】
少なくとも２種類の異なるユニバーサルタグ配列を含む、請求項４４に記載の方法。
【請求項５０】
異なるタグ配列の間のＴｍの差が約５℃以下である、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
異なるタグ配列がそれら自体の間での交差ハイブリダイゼーションを有しない、請求項４
９に記載の方法。
【請求項５２】
タグ配列がインビトロ操作の間に標的ポリヌクレオチドに導入される、請求項４４～５１
に記載の方法。
【請求項５３】
検出がマイクロアレイ走査装置、通常の画像捕捉装置、または裸眼による、請求項１に記
載の方法。
【請求項５４】
マイクロアレイ走査装置が蛍光標識、化学発光標識、リン光体標識、または発色団標識に
よる光学的検出を用いる、請求項５３に記載の方法。
【請求項５５】
マイクロアレイ走査装置が表面プラズモン共鳴、磁力、巨大磁気抵抗または微小重量分析
技法に基づく無標識検出を用いる、請求項５３に記載の方法。
【請求項５６】
普通の画像捕捉装置がフラットベッドスキャナー、カメラ、または携帯可能な装置である
、請求項５３に記載の方法。
【請求項５７】
カメラがレンズ、拡大鏡、または顕微鏡の助けを用いる、または用いない、請求項５６に
記載の方法。
【請求項５８】
携帯可能な装置がレンズ、拡大鏡、または顕微鏡の助けを用いる、または用いない携帯電
話またはラップトップコンピューター上のカメラである、請求項５６に記載の方法。
【請求項５９】
標的ポリヌクレオチドが一本鎖である、請求項１に記載の方法。
【請求項６０】
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標的ポリヌクレオチドの相補鎖が標識されている、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
工程ｃ）が、標的分子が発光団で標識され、粒子に連結されている間に実施される、請求
項１に記載の方法。
【請求項６２】
工程ｃ）が、標的分子が発光団で標識され、粒子から分離した後に実施される、請求項２
に記載の方法。
【請求項６３】
請求項１に記載の方法を用いて標的分子を検出するための方法であって、該標的分子が遺
伝情報と関係している、前記方法。
【請求項６４】
標的ポリヌクレオチドと関係する遺伝情報が、置換、挿入、欠失およびインデルからなる
群から選択される変異である、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
変異が一塩基多型（ＳＮＰ）である、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
遺伝情報が真菌、細菌、マイコプラズマ、リケッチア、クラミジア、ウイルスおよび原虫
からなる群から選択される感染性または病原性因子により引き起こされる疾患と関係して
いる、請求項６３に記載の方法。
【請求項６７】
遺伝情報が性行為感染症、癌、脳血管疾患、心疾患、呼吸器疾患、冠動脈性心疾患、糖尿
病、高血圧、アルツハイマー病、神経変性疾患、慢性閉塞性肺疾患、自己免疫疾患、嚢胞
性線維症、脊髄性筋萎縮症、ベータサラセミア、フェニルアラニンヒドロキシラーゼ欠損
症、デュシェンヌ型筋ジストロフィー、または遺伝性聴力損失と関係している、請求項６
３に記載の方法。
【請求項６８】
遺伝情報が遺伝性聴力損失と関係している、請求項６７に記載の方法。
【請求項６９】
遺伝情報がＧＪＢ２（Ｃｘ２６）、ＳＬＣ２６Ａ４（ＰＤＳ）、または１２Ｓ　ｒＲＮＡ
（ＭＴＲＮＲ１）内にある、請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
ＧＪＢ２中の遺伝情報がｃ．３５ｄｅｌＧ、ｃ．１７６＿１９１ｄｅｌ１６、ｃ．２３５
ｄｅｌＣ、およびｃ．２９９＿３００ｄｅｌＡＴからなる群から選択される、請求項６９
に記載の方法。
【請求項７１】
ＳＬＣ２６Ａ４中の遺伝情報がｃ．２１６８Ａ＞Ｇおよびｃ．９１９－２Ａ＞Ｇからなる
群から選択される、請求項６９に記載の方法。
【請求項７２】
１２Ｓ　ｒＲＮＡ中の遺伝情報がｍ．１４９４Ｃ＞Ｔおよびｍ．１５５５Ａ＞Ｇからなる
群から選択される、請求項６９に記載の方法。
【請求項７３】
遺伝情報を増幅するためにＡＳＰＣＲが用いられる、請求項６３～７２に記載の方法。
【請求項７４】
ＡＳＰＣＲのためのプライマーのセットが少なくとも２種類のアレル特異的プライマーお
よび１種類の共通プライマーを含む、請求項７３に記載の方法。
【請求項７５】
共通プライマーが発光団で標識されている、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
アレル特異的プライマーおよび共通プライマーが表２において示したような配列を有する
、請求項７４に記載の方法。
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【請求項７７】
アレル特異的プライマーがＳＮＰ／変異座位で終結する、請求項７４に記載の方法。
【請求項７８】
アレル特異的プライマーがさらに対応する標的配列に対する人為的なミスマッチを含む、
請求項７４～７７に記載の方法。
【請求項７９】
アレル特異的プライマーが天然のヌクレオチドまたはその類似体を含む、請求項７４～７
７に記載の方法。
【請求項８０】
アレル特異的プライマーがタグ配列を含む、請求項７４～７７に記載の方法。
【請求項８１】
ＡＳＰＣＲが３’から５’へのエキソヌクレアーゼ活性を有しないＤＮＡポリメラーゼを
用いる、請求項７３～８０に記載の方法。
【請求項８２】
少なくとも２種類の遺伝情報が検出される、請求項６３に記載の方法。
【請求項８３】
遺伝情報を増幅するために多重ＰＣＲが用いられる、請求項８２に記載の方法。
【請求項８４】
遺伝物質が、唾液試料、痰試料、精子試料、卵子試料、接合子試料、リンパ液試料、血液
試料、間質液試料、尿試料、バッカルスワブ試料、チューインガム試料、吸い殻試料、封
筒試料、切手試料、出生前試料、または乾燥血液スポット試料が含まれる、組織、細胞、
体液、毛髪、爪および射出精液から単離される、請求項６３～８３に記載の方法。
【請求項８５】
発光団で標識され、粒子に連結された標的分子および該標的分子に結合したマイクロアレ
イ上に固定されたプローブ分子を含む組成物であって、該標的分子がポリヌクレオチド、
ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび炭水化物からなる群から選択される
、前記組成物。
【請求項８６】
プローブ分子がポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび
炭水化物からなる群から選択される、請求項８５に記載の組成物。
【請求項８７】
粒子が微粒子である、請求項８５に記載の組成物。
【請求項８８】
微粒子が常磁性マイクロスフィアである、請求項８７に記載の組成物。
【請求項８９】
微粒子が約０．１マイクロメートルから約１０マイクロメートルまでの直径を有する、請
求項８７または８８に記載の組成物。
【請求項９０】
表２でタグ配列なしで示したような配列、５’末端におけるビオチン化ユニバーサルプラ
イマー配列、またはＣｙ３標識を含むプライマーであって、そのプライマーが完全長ｃＤ
ＮＡまたは完全長ゲノムＤＮＡではなく、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＷＴ、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－
ＭＵ、および１４９４Ｃ＞Ｔ－ＲＢからなる群から選択される、前記プライマー。
【請求項９１】
表２でタグ配列なしで示したような配列、５’末端におけるビオチン化ユニバーサルプラ
イマー配列、またはＣｙ３標識で本質的に構成される、請求項９０に記載のプライマーで
あって、そのプライマーがｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＷＴ、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＭＵ、および１
４９４Ｃ＞Ｔ－ＲＢからなる群から選択される、前記プライマー。
【請求項９２】
表２でタグ配列なしで示したような配列、５’末端におけるビオチン化ユニバーサルプラ
イマー配列、またはＣｙ３標識で構成される、請求項９０に記載のプライマーであって、
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そのプライマーがｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＷＴ、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＭＵ、および１４９４Ｃ
＞Ｔ－ＲＢからなる群から選択される、前記プライマー。
【請求項９３】
表２で示したような配列を含むプライマーであって、そのプライマーがｔ３５ｄｅｌＧ－
ＷＴまたはｔ３５ｄｅｌＧ－ＭＵではない、前記プライマー。
【請求項９４】
表２で示したような２種類のアレル特異的プライマーおよび共通プライマーを含む、遺伝
情報のＡＳＰＣＲ増幅のためのプライマーのセット。
【請求項９５】
表１で示したようなタグ配列の少なくとも２種類を含むユニバーサルタグアレイを含み、
さらに請求項９０～９３に記載のプライマーを含む、遺伝情報の検出に有用なキット。
【請求項９６】
表１で示したようなタグ配列の少なくとも２種類を含むユニバーサルタグアレイを含み、
さらに請求項９４に記載の遺伝情報のＡＳＰＣＲ増幅のためのプライマーのセットを含む
、遺伝情報の検出に有用なキット。
【請求項９７】
発色団、粒子および表１で示したようなタグ配列の少なくとも２種類を含むユニバーサル
タグアレイを含む、分子相互作用の検出に有用なキット。
【請求項９８】
粒子が微粒子である、請求項９７に記載のキット。
【請求項９９】
微粒子が常磁性マイクロスフィアである、請求項９８に記載のキット。
【請求項１００】
微粒子が約０．１マイクロメートルから約１０マイクロメートルまでの直径を有する、請
求項９８または９９に記載のキット。
【請求項１０１】
粒子が官能基でコートされている、請求項９８～１００に記載のキット。
【請求項１０２】
その官能基が化学基、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチド
および炭水化物からなる群から選択される、請求項１０１に記載のキット。
【請求項１０３】
化学基がアルデヒド、ヒドロキシル、カルボキシル、エステル、アミン、スルホ、または
スルフヒドリルである、請求項１０２に記載のキット。
【請求項１０４】
ポリペプチドがストレプトアビジン、ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎ、またはアビジンである、
請求項１０２に記載のキット。
【請求項１０５】
そのポリペプチドがポリｄＴまたはポリｄＡである、請求項１０２に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　[0001]　本発明は、バイオアッセイの領域に関する。特に、それは分子相互作用を分析
するためのマイクロアレイに基づく方法および組成物、例えば臨床試料の診断および疾患
と関係する試験が含まれる核酸断片の多重化された遺伝子解析に関する。
【背景技術】
【０００２】
　[0002]　近年、マイクロアレイ技術は数万に及ぶ分子相互作用を高スループット様式で
同時に評価することを可能にしている。ＤＮＡマイクロアレイに基づくアッセイは、創薬
、疾患診断、および法廷で用いる目的に関して、遺伝子発現分析、変異に関する遺伝子型
解析、一塩基多型（ＳＮＰ）、および短いタンデム反復（ＳＴＲ）に関する適用を含め、
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広く用いられてきた(Heller, Ann Rev Biomed Eng (2002) 4: 129-153; Stoughton, Ann 
Rev Biochem (2005) 74: 53-82; Hoheisel, Nat Rev Genet (2006) 7: 200-210)。マイク
ロアレイ上に固定された予め決定された特異的なオリゴヌクレオチドプローブは、溶液中
で行われた並行反応からの生成物を空間的に選別するための逆多重化（ｄｅ－ｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｘｉｎｇ）手段の役目を果たすことができ(Zhu et al., Antimicrob Agents Chemo
ther (2007) 51: 3707-3713)、より一般的な手段、すなわち、汎用マイクロアレイにおい
て用いられる設計および最適化された人工のタグまたはそれらの相補的配列であることさ
えできる(Gerrey et al., J Mol Biol (1999) 292: 251-262; Li et al., Hum Mutat (20
08) 29: 306-314)。従って、多重ＰＣＲ法と組み合わせて、ＳＮＰおよび遺伝子変異、例
えば欠失、挿入およびインデルに関するマイクロアレイに基づくアッセイを、型にはまっ
た遺伝学および診断実験室において実施することができる。
【０００３】
　[0003]　一方、タンパク質および化合物マイクロアレイはプロテオミクスの分野におけ
る２つの重要な手段として登場した(Xu and Lam, J Biomed Biotechnol (2003) 5: 257-2
66)。今では特異的なタンパク質、抗体、小分子化合物、ペプチド、および炭水化物を固
体表面上に固定してまさにＤＮＡマイクロアレイのようなマイクロアレイを形成すること
ができる。次いでこれらの分子のアレイを単純な分子の組成物または複雑な分析物を用い
て調べる（ｐｒｏｂｅｄ）ことができる。
【０００４】
　[0004]　分析物および固定された分子のアレイの間の相互作用は、いくつかの異なる検
出系を用いて評価される。典型的には、マイクロアレイの商業的な使用は蛍光、化学発光
または酵素標識による光学的検出、酵素、フェロセンまたは他の電気活性標識による電気
化学的検出、ならびに表面プラズモン共鳴または微小重量分析技法に基づく無標識検出を
用いる(Sassolas et al., Chem Rev (2008) 108: 109-139)。アッセイのプロトコルをさ
らに単純化し、関連設備への依存を低減するため、アッセイの結果を電荷結合素子（ＣＣ
Ｄ）に補助されるカメラを用いて撮影する、または低倍率顕微鏡下で見ることができるよ
うに、磁気ビーズ標識が用いられ(Guo et al., J Anal Sci (2007) 23: 1-4; Li et al.,
 上記; Shlyapnikov et al., Anal Biochem (2010) 399: 125-131)、磁場または剪断流を
適用することにより交差反応性接触または非特異的結合を迅速に排除することさえできる
(Mulvaney et al., Anal Biochem (2009) 392: 139-144)。従って、マイクロアレイとハ
イブリダイズしたＤＮＡの磁気ビーズを用いた検出は、溶液中のＤＮＡ濃度の正確な測定
を必要としない型にはまったハイブリダイゼーションアッセイへの新しい道を開く。
【０００５】
　[0005]　発光団は、それらが標的－プローブ分子複合体の結合の結果としてもたらされ
る放出スペクトルのシグナル強度の変動を示すため、マイクロアレイに基づくアッセイに
おける標的－プローブ結合の検出を向上させる。理論上、発光団標識を磁気ビーズと統合
してマイクロアレイに基づくアッセイのプロセスを促進することができる。発光団で標識
された分子を磁気ビーズに連結することができ、そのそれぞれが大量の発光団を同時に集
合させ、高い強度の発光をもたらす。そうして分子相互作用の高感度検出が可能になる。
【０００６】
　[0006]　さらに、特に臨床設定における様々なＳＮＰおよび遺伝子変異の検出に関して
、マイクロアレイに基づくアッセイの感度および特異性の両方をさらに向上させることが
依然として非常に望ましい。これを達成する上での主な障害は、標識された核酸標的の表
面に固定されたオリゴヌクレオチドプローブとのハイブリダイゼーションがマイクロアレ
イ上での核酸の検出における中心的な事象であるため(Riccelli et al., Nucleic Acids 
Res (2001) 29: 996-1004)、ＤＮＡ産物の２つの鎖の一方のみがこれらのプローブとハイ
ブリダイズするために利用可能であり、一方で他方の鎖はその標的に関してプローブと競
合し、厳しい緩衝因子として作用することである。従って、一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）
を濃縮する（ｅｎｒｉｃｈｅｄ）べきであり、単純性および対費用効果を考えると、いく
つかの最も一般的な方法を比較した後、我々の以前の研究において非対称なポリメラーゼ
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連鎖反応（ＰＣＲ）が推奨され、我々の要求を満たすその高められた感度および特異性を
有する精製プロセスなしの１工程非対称ＰＣＲもうまく開発された(Gao et al., Anal Le
tt (2003) 33: 2849-2863; Zhu et al., 上記; Li et al., 上記)。
【０００７】
　[0007]　稀な臨床試料およびそれらの検出における正確さの極度の重要性のため、その
１工程非対称ＰＣＲに基づくアッセイは、その低い感度のため、扱うことができない。以
前の研究において我々が推奨しなかった代替法は、マイクロスフィア、好ましくは常磁性
マイクロスフィアをそれらの取り扱いの容易さおよび優れた生体適合性のために用いるこ
とであり、それは感度に関してさらに向上させることができる(Gao et al., 上記)。二本
鎖ＤＮＡ断片をマイクロスフィアを用いて捕捉し、望まれない鎖を変性法により除去する
ことにより、得られたｓｓＤＮＡ産物をマイクロアレイとハイブリダイズさせた。理論上
、そのｓｓＤＮＡ産物をより純粋かつより豊富に作ることができるほど、よりよい感度が
達成されると予想される。一般的な対照的ＰＣＲは、非対称ＰＣＲと比較して増幅効率が
はるかに高く、多重化の設計がより容易であるというその特性を有するため、対照的ＰＣ
Ｒおよびこの方法により調製されたｓｓＤＮＡの組み合わせは上記の要求を満たすことが
予想される。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Heller, Ann Rev Biomed Eng (2002) 4: 129-153
【非特許文献２】Stoughton, Ann Rev Biochem (2005) 74: 53-82
【非特許文献３】Hoheisel, Nat Rev Genet (2006) 7: 200-210
【非特許文献４】Zhu et al., Antimicrob Agents Chemother (2007) 51: 3707-3713
【非特許文献５】Gerrey et al., J Mol Biol (1999) 292: 251-262
【非特許文献６】Li et al., Hum Mutat (2008) 29: 306-314
【非特許文献７】Xu and Lam, J Biomed Biotechnol (2003) 5: 257-266
【非特許文献８】Sassolas et al., Chem Rev (2008) 108: 109-139
【非特許文献９】Guo et al., J Anal Sci (2007) 23: 1-4
【非特許文献１０】Mulvaney et al., Anal Biochem (2009) 392: 139-144
【非特許文献１１】Riccelli et al., Nucleic Acids Res (2001) 29: 996-1004
【非特許文献１２】Gao et al., Anal Lett (2003) 33: 2849-2863
【発明の概要】
【０００９】
　[0008]　本発明は、分子相互作用を分析するための、例えば医薬化合物間の相互作用の
多重研究、ならびに発光団および粒子、特に微粒子と組み合わせたマイクロアレイに基づ
く技術を用いた遺伝情報の多重検出のための組成物および方法に向けられている。
【００１０】
　[0009]　１観点において、本発明はマイクロアレイを用いて標的分子を検出するための
方法を提供し、その方法は以下の工程を含む：ａ）その標的分子を発光団で標識し；ｂ）
その標的分子を粒子に連結し；ｃ）その発光団で標識されており、粒子に連結されている
、または粒子から分離している標的分子を、そのマイクロアレイ上に固定されたプローブ
分子に結合させ；そしてｄ）その標的分子およびそのプローブ分子の間の相互作用を検出
し、ここでその標的分子はポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプ
チドおよび炭水化物からなる群から選択される。
【００１１】
　[0010]　あらゆる適切な発光団を本方法において用いることができる。標的分子は、蛍
光体（ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅ）、リン光体（ｐｈｏｓｐｈｏｒ）または発色団で標識す
ることができる。蛍光体は、量子ドット、タンパク質（例えば緑色蛍光タンパク質（ＧＦ
Ｐ））、または小分子色素であってよい。その小分子色素は、キサンテン誘導体（フルオ
レセイン、ローダミン、Ｏｒｅｇｏｎ　ｇｒｅｅｎ、エオシン、ｔｅｘａｓ　ｒｅｄ等）
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、シアニン誘導体（シアニン、インドカルボシアニン、オキサカルボシアニン、チアカル
ボシアニン、メロシアニン等）、ナフタレン誘導体（ダンシルおよびプロダン誘導体）、
クマリン誘導体、オキサジアゾール誘導体（ピリジルオキサゾール（ｐｙｒｉｄｙｌｏｘ
ａｚｏｌｅ））、ニトロベンゾオキサジアゾール、ベンゾオキサジアゾール等）、ピレン
誘導体（ｃａｓｃａｄｅ　ｂｌｕｅ等）、ＢＯＤＩＰＹ、オキサジン誘導体（ナイルレッ
ド、ナイルブルー、クレシルバイオレット、オキサジン１７０等）、アクリジン誘導体（
プロフラビン、アクリジンオレンジ、アクリジンイエロー等）、アリールメチン（ａｒｙ
ｌｍｅｔｈｉｎｅ）誘導体（オーラミン、クリスタルバイオレット、マラカイトグリーン
等）、ＣＦ色素、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ、ＡｔｔｏおよびＴｒａｃｙ、テトラピロール
誘導体（ポルフィン、フタロシアニン、ビリルビン等）、ｃａｓｃａｄｅ　ｙｅｌｌｏｗ
、アズールＢ、アクリジンオレンジ、ＤＡＰＩ、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、ルシファー
イエロー、ピロキシカム、キニン、アントラキノン（ａｎｔｈｒａｑｉｎｏｎｅ）、スク
アリリウム、およびオリゴフェニレンからなる群から選択されてよい。リン光体は、様々
なタイプの遷移金属化合物または希土類化合物である。発色団は、レチナール色素、食品
着色料、ファブリック色素（アゾ化合物）、リコペン、β－カロテン、アントシアニン類
、クロロフィル、ヘモグロビン、ヘモシアニン、色を有する鉱物（マラカイト、アメジス
ト等）からなる群から選択されてよい。
【００１２】
　[0011]　その標的分子は直接または間接的に発光団で標識されてよい。その標的分子は
、化学基、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび炭水
化物からなる群から選択される修飾により発光団で標識されてよい。二本鎖標的分子、例
えば二本鎖ＤＮＡに関して、粒子に連結される鎖が発光団で標識されるべきである。その
標的分子は、マイクロアレイ上に固定されたプローブ分子への結合の前にその粒子から分
離されてよい。
【００１３】
　[0012]　あらゆる適切な粒子を本方法において用いることができる。それぞれの粒子は
少なくとも１個の標的分子と連結されてよい。１態様において、その粒子は微粒子である
。別の態様において、その微粒子は常磁性マイクロスフィアである。一部の態様において
、その微粒子は約０．１マイクロメートルから約１０マイクロメートルまでの直径を有す
る。
【００１４】
　[0013]　その粒子は官能基または機能性部分によりコートされていてよい。１態様にお
いて、その官能基または機能性部分は、化学基、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体
、小分子化合物、ペプチドおよび炭水化物からなる群から選択されてよい。別の態様にお
いて、その化学基はアルデヒド、ヒドロキシル、カルボキシル、エステル、アミン、スル
ホ、またはスルフヒドリルであってよい。さらに別の態様において、その官能基はストレ
プトアビジン、ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎおよびアビジンからなる群から選択されてよい。
さらに別の態様において、そのポリヌクレオチドはポリｄＴまたはポリｄＡである。
【００１５】
　[0014]　発光団で標識する他に、その標的分子は別の部分で修飾されていてよい。その
部分は、化学基、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよ
び炭水化物からなる群から選択されてよい。一部の態様において、その化学基はアルデヒ
ド、ヒドロキシル、カルボキシル、エステル、アミン、スルホ、またはスルフヒドリルで
あってよい。一部の他の態様において、そのポリペプチドはストレプトアビジン、ｎｅｕ
ｔｒａｖｉｄｉｎおよびアビジンであってよい。さらに他の態様において、そのポリヌク
レオチドはポリｄＴまたはポリｄＡであってよい。一部の態様において、その標的分子は
その粒子にその標的分子の修飾およびその粒子上の官能基または機能性部分の間の相互作
用により連結されている。一部の他の態様において、その相互作用はストレプトアビジン
－ビオチン相互作用、ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎ－ビオチン相互作用、アビジン－ビオチン
相互作用、またはポリｄＴ／ポリｄＡ相互作用である。
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【００１６】
　[0015]　その標的ポリヌクレオチドは、二本鎖または一本鎖であってよい。一部の態様
において、その一本鎖標的ポリヌクレオチドの少なくとも一部は、そのマイクロアレイ上
に固定されたオリゴヌクレオチドプローブの少なくとも一部に完全に、または実質的に相
補的である。他の態様において、その一本鎖標的ポリヌクレオチドは、そのマイクロアレ
イ上に固定されたオリゴヌクレオチドプローブに完全に相補的である。
【００１７】
　[0016]　その標的ポリヌクレオチドに対して、一本鎖または二本鎖ポリヌクレオチド断
片を生成することができるインビトロ操作を行うことができる。その標的ポリヌクレオチ
ドは、そのインビトロ操作の前に、そのインビトロ操作の間に、またはそのインビトロ操
作の後に発光団で標識されてよい。１態様において、物理的処理はレーザー、超音波処理
、熱、マイクロ波、ピエゾ電気、電気泳動、誘電泳動、固相付着、濾過および流体的応力
（ｆｌｕｉｄｉｃ　ｓｔｒｅｓｓ）である。別の態様において、そのインビトロ操作は、
酵素消化、ＰＣＲ増幅、逆転写、逆転写ＰＣＲ増幅、アレル特異的ＰＣＲ（ＡＳＰＣＲ）
、一塩基伸長（ＳＢＥ）、アレル特異的プライマー伸長（ＡＳＰＥ）、制限酵素消化、鎖
置換増幅（ＳＤＡ）、転写媒介増幅（ＴＭＡ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、核酸配列
に基づく増幅（ＮＡＳＢＡ）、プライマー伸長、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、自
家持続配列複製法（３ＳＲ）、Ｑベータレプリカーゼの使用、ニック翻訳、およびループ
媒介等温増幅法（ＬＡＭＰ）からなる群から選択される。
【００１８】
　[0017]　二本鎖標的ポリヌクレオチドに関して、それらはあらゆる適切な方法、例えば
化学反応、酵素反応もしくは物理的処理、例えば加熱、またはそれらの組み合わせにより
、発光団による標識および粒子との連結の前または後に変性させてよい。一部の態様にお
いて、その化学反応は尿素、ホルムアミド、メタノール、エタノール、水酸化ナトリウム
、またはそれらの組み合わせを用いる。一部の態様において、酵素的方法にはエキソヌク
レアーゼおよびウラシル－Ｎ－グリコシラーゼ処理が含まれる。他の態様において、その
二本鎖標的ポリヌクレオチドは約３０℃から約９５℃までの適切な温度で熱変性される。
【００１９】
　[0018]　１態様において、そのマイクロアレイは少なくとも２種類のプローブ分子を含
む。別の態様において、そのマイクロアレイは多数のオリゴヌクレオチドプローブを含む
。さらに別の態様において、そのプローブ分子はポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体
、小分子化合物、ペプチドおよび炭水化物からなる群から選択される。
【００２０】
　[0019]　１態様において、得られた一本鎖標的ポリヌクレオチドは、人工的に設計され
、最適化されたポリヌクレオチド配列、例えばタグ配列を含んでいてよい。さらに別の態
様において、そのマイクロアレイはユニバーサルタグアレイを含む。さらに別の態様にお
いて、そのタグ配列はそのユニバーサルタグアレイ上のオリゴヌクレオチドプローブに相
補的または実質的に相補的である。
【００２１】
　[0020]　異なるタグ配列間のＴｍの差は、あらゆる適切な範囲、例えば約５℃以下に設
定することができる。一部の態様において、そのタグ配列はそれら自体の間で交差ハイブ
リダイゼーションを有しない。一部の他の態様において、そのタグ配列はその種のゲノム
ＤＮＡに低い相同性を有する。好ましい態様において、そのタグ配列はヘアピン構造を有
しない。１態様において、そのタグ配列は一本鎖オリゴヌクレオチドまたは修飾された類
似体である。別の態様において、そのタグ配列はロックド核酸（ＬＮＡ）、ジップ核酸（
ＺＮＡ）またはペプチド核酸（ＰＮＡ）である。さらに別の態様において、そのタグ配列
はその標的ヌクレオチドにインビトロ操作の間に導入される。
【００２２】
　[0021]　そのマイクロアレイはあらゆる適切な方法により作ることができる。一部の態
様において、そのマイクロアレイは、鋭くとがったピンを用いた印刷、予め作製されたマ
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スクを用いたフォトリソグラフィー、ダイナミックマイクロミラー（ｄｙｎａｍｉｃ　ｍ
ｉｃｒｏｍｉｒｒｏｒ）装置を用いたフォトリソグラフィー、インクジェット印刷、マイ
クロコンタクトプリンティング、および微小電極アレイ上での電気化学からなる群から選
択される技術を用いて製作される。そのマイクロアレイの支持物質は、シリコン、ガラス
、プラスチック、ヒドロゲル、アガロース、ニトロセルロースおよびナイロンからなる群
から選択されてよい。
【００２３】
　[0022]　そのマイクロアレイ上に固定されたプローブ分子は、ポリヌクレオチド、ポリ
ペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび炭水化物からなる群から選択されてよい
。そのプローブはマイクロアレイにあらゆる適切な様式、例えばインサイチュ合成、非特
異的吸着、特異的結合、非特異的化学的ライゲーション、または化学選択的ライゲーショ
ンで付着させることができる。そのプローブおよびマイクロアレイ間の結合は、共有結合
または物理的接着であってよい。そのマイクロアレイの支持物質は、あらゆる適切な材料
、例えばシリコン、ガラス、プラスチック、ヒドロゲル、アガロース、ニトロセルロース
およびナイロンであってよい。そのマイクロアレイ上のスポットはあらゆる適切な大きさ
を有していてよい。１態様において、そのマイクロアレイ上のスポットは直径約１０マイ
クロメートルから約５０００マイクロメートルまでの範囲である。別の態様において、そ
のオリゴヌクレオチドプローブは一本鎖オリゴヌクレオチドまたは修飾された類似体であ
る。さらに別の態様において、そのオリゴヌクレオチドプローブはＬＮＡ、ＺＮＡまたは
ＰＮＡである。その標的分子およびプローブ分子の間の結合は、非共有結合性、可逆的共
有結合性または不可逆的共有結合性相互作用であってよい。
【００２４】
　[0023]　その標的分子およびプローブ分子の間の結合の効率および有効性を高めるため
に、磁力および誘電泳動力が含まれる外力を適用してその粒子またはマイクロスフィアを
操作することができる。その結果はあらゆる適切な手段、例えば発光に関するマイクロア
レイ走査装置を用いて検出することができる。１態様において、そのマイクロアレイ走査
装置は蛍光標識、リン光体標識、発色団標識、または化学発光標識を用いた光学的検出を
用いることができる。別の態様において、そのマイクロアレイ走査装置は表面プラズモン
共鳴、磁力、巨大磁気抵抗または微小重量分析技法に基づく無標識検出を用いることがで
きる。
【００２５】
　[0024]　１態様において、その標的分子は真菌、細菌、マイコプラズマ、リケッチア、
クラミジア、ウイルスおよび原虫からなる群から選択される感染性または病原性因子によ
り引き起こされる疾患と関係している。別の態様において、その標的分子は性行為感染症
、癌、脳血管疾患、心疾患、呼吸器疾患、冠動脈性心疾患、糖尿病、高血圧、アルツハイ
マー病、神経変性疾患、慢性閉塞性肺疾患、自己免疫疾患、嚢胞性線維症、脊髄性筋萎縮
症、ベータサラセミア、フェニルアラニンヒドロキシラーゼ欠損症、デュシェンヌ型筋ジ
ストロフィー、または遺伝性聴力損失（ｈｅａｒｉｎｇ　ｌｏｓｓ）と関係している。さ
らに別の態様において、その標的分子は遺伝性聴力損失と関係している。
【００２６】
　[0025]　別の観点において、本発明は、標的分子を検出するための方法を提供し、その
方法は以下の工程を含む：ａ）その標的分子を発光団で標識し；ｂ）その標的分子を粒子
に連結し；ｃ）その発光団で標識されており、その粒子に連結されている、またはその粒
子から分離している標的分子を、そのマイクロアレイ上に固定されたプローブ分子に結合
させ；ｄ）その標的分子およびそのプローブ分子の間の相互作用を検出し、ここでその標
的分子は遺伝情報と関係しており、その標的分子はポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗
体、小分子化合物、ペプチドおよび炭水化物からなる群から選択される。
【００２７】
　[0026]　本方法によりあらゆる適切な遺伝情報を検出することができる。例えば、その
遺伝情報は、置換、挿入、欠失およびインデルからなる群から選択される変異であってよ
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い。１態様において、その遺伝情報は一塩基多型（ＳＮＰ）である。別の態様において、
その遺伝情報は、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび炭水化物が含まれ
る標的分子と関係している。
【００２８】
　[0027]　その遺伝性聴力損失と関係する遺伝情報は、あらゆる適切な標的遺伝子、例え
ばＧＪＢ２（Ｃｘ２６）、ＳＬＣ２６Ａ４（ＰＤＳ）、または１２Ｓ　ｒＲＮＡ（ＭＴＲ
ＮＲ１）内にあってよい。１態様において、そのＧＪＢ２中の遺伝情報は、ｃ．３５ｄｅ
ｌＧ、ｃ．１７６＿１９１ｄｅｌ１６、ｃ．２３５ｄｅｌＣ、およびｃ．２９９＿３００
ｄｅｌＡＴからなる群から選択される。別の態様において、そのＳＬＣ２６Ａ４中の遺伝
情報はｃ．２１６８Ａ＞Ｇおよびｃ．９１９－２Ａ＞Ｇからなる群から選択される。さら
に別の態様において、その１２Ｓ　ｒＲＮＡ中の遺伝情報は、ｍ．１４９４Ｃ＞Ｔおよび
ｍ．１５５５Ａ＞Ｇからなる群から選択される。
【００２９】
　[0028]　その遺伝情報を含有する、または含有すると疑われる標的ポリヌクレオチドは
、検出の前に増幅されてよい。例えばＡＳＰＣＲを用いてその遺伝情報を増幅してよい。
その遺伝情報を含有する、または含有すると疑われる標的ポリヌクレオチドの増幅におい
て、プライマーのあらゆる適切な、または適切なセットを用いることができる。１態様に
おいて、そのＡＳＰＣＲのためのプライマーのセットには少なくとも２種類のアレル特異
的プライマーおよび１種類の共通プライマーが含まれる。別の態様において、そのアレル
特異的プライマーおよびその共通プライマーは、表２において示したような配列を有する
。さらに別の態様において、そのアレル特異的プライマーはＳＮＰ／変異部位で終結する
。さらに別の態様において、そのアレル特異的プライマーはさらに野生型の配列に対する
人為的なミスマッチを含む。さらなる態様において、そのアレル特異的プライマーは天然
ヌクレオチドまたはその類似体を含む。一部の態様において、そのアレル特異的プライマ
ーはタグ配列を含む。一部の他の態様において、そのＡＳＰＣＲは３’から５’へのエキ
ソヌクレアーゼ活性を有しないＤＮＡポリメラーゼを用いる。
【００３０】
　[0029]　多数の遺伝情報を検出することができる。１態様において、その遺伝情報を増
幅するために多重ＰＣＲが用いられる。そのマイクロアレイ上に固定されたオリゴヌクレ
オチドプローブの位置は、逆多重化手段の役目を果たすことができる。一部の態様におい
て、遺伝物質は組織、細胞、体液、毛髪、爪および射出精液から単離され、それには唾液
試料、痰試料、精子試料、卵子試料、接合子試料、リンパ液試料、血液試料、間質液試料
、尿試料、バッカルスワブ試料、チューインガム試料、吸い殻試料、封筒試料、切手試料
、出生前試料、または乾燥血液スポット試料が含まれる。
【００３１】
　[0030]　さらに別の観点において、本発明は、発光団で標識され、粒子に連結された標
的分子およびその標的分子に結合したマイクロアレイ上に固定されたプローブ分子を含む
組成物を提供し、ここでその標的分子はポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子
化合物、ペプチドおよび炭水化物からなる群から選択される。
【００３２】
　[0031]　１態様において、そのオリゴヌクレオチドプローブは表１で示したようなタグ
配列を含む。別の態様において、そのユニバーサルタグアレイは表１で示したタグ配列の
少なくとも２種類を含む。さらに別の態様において、そのユニバーサルタグアレイは表１
で示したタグ配列の少なくとも４種類を含む。さらに別の態様において、そのユニバーサ
ルタグアレイは表１で示したタグ配列の少なくとも８種類を含む。さらに別の態様におい
て、そのユニバーサルタグアレイは表１で示したタグ配列の全てを含む。
【００３３】
　[0032]　本明細書において、表２でタグ配列なしで示したような配列、５’末端におけ
るビオチン化ユニバーサルプライマー配列、またはＣｙ３標識を含むプライマーがさらに
提供され、そのプライマーは完全長ｃＤＮＡまたは完全長ゲノムＤＮＡではなく、ｔ１４
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９４Ｃ＞Ｔ－ＷＴ、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＭＵ、および１４９４Ｃ＞Ｔ－ＲＢからなる群か
ら選択される。１態様において、そのプライマーは本質的に、表２でタグ配列なしで示し
たような配列、５’末端におけるビオチン化ユニバーサルプライマー配列、またはＣｙ３
標識で構成され、そのプライマーはｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＷＴ、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＭＵ、
および１４９４Ｃ＞Ｔ－ＲＢからなる群から選択される。別の態様において、そのプライ
マーは、表２でタグ配列なしで示したような配列、５’末端におけるビオチン化ユニバー
サルプライマー配列、またはＣｙ３標識で構成され、そのプライマーはｔ１４９４Ｃ＞Ｔ
－ＷＴ、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＭＵ、および１４９４Ｃ＞Ｔ－ＲＢからなる群から選択され
る。一部の態様において、そのプライマーは表２で示したような配列を含み、そのプライ
マーはｔ３５ｄｅｌＧ－ＷＴまたはｔ３５ｄｅｌＧ－ＭＵではない。一部の他の態様にお
いて、そのプライマーは発光団で標識されていてよい。
【００３４】
　[0033]　本明細書において、表２で示したような２種類のアレル特異的プライマーおよ
び共通プライマーを含む、遺伝情報のＡＳＰＣＲ増幅のためのプライマーのセットも提供
される。
【００３５】
　[0034]　さらなる観点において、本発明は、表１で示したようなタグ配列の少なくとも
２種類を含むユニバーサルタグアレイを含む、遺伝情報の検出に有用なキットを提供する
。そのキットは取り扱い説明書を含んでいてよい。１態様において、そのキットはさらに
表２でタグ配列なしで示したような配列、５’末端におけるビオチン化ユニバーサルプラ
イマー配列、またはＣｙ３標識を含むプライマーを含み、そのプライマーは完全長ｃＤＮ
Ａまたは完全長ゲノムＤＮＡではなく、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＷＴ、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－Ｍ
Ｕ、および１４９４Ｃ＞Ｔ－ＲＢからなる群から選択される。別の態様において、そのキ
ットは表２で示したような２種類のアレル特異的プライマーおよび共通プライマーを含む
、遺伝情報のＡＳＰＣＲ増幅のためのプライマーのセットを含む。
【００３６】
　[0035]　さらに別の態様において、本発明は、発光団、粒子および表１で示したような
タグ配列の少なくとも２種類を含むユニバーサルタグアレイを含む、分子相互作用の検出
に有用なキットを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】[0036]　図１は、マイクロアレイに基づくアッセイのための、発光団で標識され
、粒子と連結された分子の発明に従う概略図である。
【図２】[0037]　図２は、蛍光標識された標的分子の検出に関する、３種類の異なる方法
を用いて、すなわち明視野でのＣＣＤにより（左のパネル）、蛍光顕微鏡下で（中央のパ
ネル）、および商業的な蛍光マイクロアレイスキャナーにより疑似カラー処理（ｐｓｅｕ
ｄｏ－ｃｏｌｏｒ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）を用いて（右のパネル）観察された実験結果
を示す。
【図３】[0038]　図３は、発光団で標識された二本鎖標的ポリヌクレオチドの検出のため
の粒子と統合されたマイクロアレイに基づくアッセイの発明に従う概略図である。
【図４】[0039]　図４は、遺伝性聴力損失に関する８種類のＳＮＰ／変異に対応する逆多
重化のためのユニバーサルタグアレイの設計である。ＱＣおよびＢＣはそれぞれスポッテ
ィング効率の陽性および陰性対照を表す。ＰＣおよびＮＣはそれぞれハイブリダイゼーシ
ョンの陽性および陰性対照を表す。ＭＣはマイクロスフィアの表面修飾部分のそれらの標
的分子との結合の陽性対照を表す。
【図５】[0040]　図５は、微粒子またはマイクロスフィアと統合されたユニバーサルタグ
アレイに基づくアッセイを用いた、遺伝性聴力損失に関する８種類の選択されたＳＮＰ／
変異に関して全て野生型アレルを有する患者の試料を用いた検出限界の評価の結果を示す
。
【図６】[0041]　図６は、微粒子またはマイクロスフィアと統合されたユニバーサルタグ
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アレイに基づくアッセイを用いた、遺伝性聴力損失に関する８種類の選択されたＳＮＰ／
変異に関して少なくとも１個の変異アレルを含有する患者の試料を用いたアッセイの結果
を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
　[0042]　本発明は、マイクロアレイに基づくアッセイを粒子および発光団で標識された
標的分子と組み合わせる方法を提供する。一部の態様において、その方法は、発光団で標
識された標的核酸断片を濃縮し、次いで粒子を標的－プローブハイブリダイゼーションに
よりマイクロアレイスポットに連結し、最後に逆多重化することにより、マイクロアレイ
に基づくアッセイを粒子と組み合わせる。一部の他の態様において、その方法は、発光団
で標識された二本鎖核酸断片を濃縮し、一本鎖核酸断片を回収し、次いで粒子を標的－プ
ローブハイブリダイゼーションによりマイクロアレイスポットに連結し、最後に逆多重化
することにより、マイクロアレイに基づくアッセイを粒子と組み合わせる。
【００３９】
　[0043]　高い感度および特異性を確実にする以外に、マイクロアレイに基づくアッセイ
を粒子および発色団標識と組み合わせることは、適切な装置によるアッセイ結果の検査を
容易にする。その組み合わせ的方法を試すため、遺伝性聴力損失に関するＳＮＰ／変異の
検出を例として実施し、多重化遺伝子解析に関する、特に臨床試料の診断および疾患関連
遺伝子検査に関するそのような方法の高い特異性および高い感度の特性を実証した。
【００４０】
　[0044]　本発明を詳細に記述する前に、この発明は記述された特定の方法論、装置、溶
液または器具に、そのような方法、装置、溶液または器具は当然様々であることができる
ため、限定されないことは理解されるべきである。本明細書で用いられる用語法は特定の
態様を記述することのみを目的としており、本発明の範囲を限定することを意図していな
いことも理解されるべきである。
【００４１】
　[0045]　別途定義しない限り、または文脈が明確に他の意味を指示しない限り、本明細
書で用いられている全ての技術的および科学的用語はこの発明が属する技術の当業者によ
り一般的に理解されている意味と同じ意味を有する。本明細書で記述される方法および材
料に類似の、または均等なあらゆる方法および材料を本発明の実施または試験において用
いることができるが、好ましい方法および材料はここで記述されている。
【００４２】
　[0046]　本明細書で言及される全ての刊行物を、それに関してその参考文献が引用され
ている特定の材料および方法論を開示および記述する目的で、本明細書に援用する。本明
細書で論じられている刊行物は、本出願の出願日の前にそれらの開示のためにのみ提供さ
れている。本明細書中のいずれも、本発明が先行発明によりそのような開示に先行する権
利がないという自認として解釈されるべきではない。
【００４３】
　Ａ．定義
　[0047]　本明細書で用いられる際、単数形“ａ”、“ａｎ”、および“ｔｈｅ”には、
別途示さない限り複数への言及が含まれる。例えば、“ａ”２量体には１個以上の２量体
が含まれる。
【００４４】
　[0048]　用語“分子”は、本明細書においてあらゆる化学的または生化学的構造をさし
て用いられており、それにはポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペ
プチドおよび炭水化物が含まれるが、それらに限定されない。
【００４５】
　[0049]　“標的”分子は、本発明において、記述される方法により検出されるべき分子
を指す。二本鎖ポリヌクレオチドの場合、その標的分子はその相補鎖のどちらかまたは両
方を指してよい。
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【００４６】
　[0050]　用語“発光団”は、本明細書において、発光を示す化合物中の原子または原子
団を指す。
　[0051]　用語“粒子”または“微粒子”は、小さい粒子、本明細書において好ましくは
直径約０．０１マイクロメートルから約１０００マイクロメートルまでの小さい粒子を指
すことを意味する。一部の態様において、“粒子”または“微粒子”には、それぞれの粒
子または微粒子の特定の群に属するものとしての同定を可能にする固有の特性（例えば磁
化、蛍光等）が含まれる。用語“マイクロスフィア”は、好ましくは球状で通常約０．０
１マイクロメートルから約１０００マイクロメートルまでの範囲内の粒子を指すことを意
味する。一部の態様において、マイクロスフィアは、ポリマー、ガラス、または他の母材
、コーティング等と一緒に形成された１種類以上の同定タグ（例えば磁化、蛍光等）で構
成されていてよい。用語“磁性マイクロスフィア”は、１個以上の磁性領域がポリマー、
ガラス、または他の母材、コーティング等と共に含まれる、約０．０１マイクロメートル
から約１０００マイクロメートルまでの範囲内の粒子を指すことを意味する。用語“マイ
クロスフィア”または“磁性マイクロスフィア”のいずれも球状以外の形状を除外するこ
とを意味しておらず、そのような用語は他の形状、例えば球形、平面等を含むことを意味
する。
【００４７】
　[0052]　用語“マイクロアレイ”は、本明細書において、ポリヌクレオチド、ポリペプ
チドまたは化合物マイクロアレイを指して用いられている。特定のポリヌクレオチド、ポ
リペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチド、および炭水化物を固体表面上に固定してマ
イクロアレイを形成することができる。
【００４８】
　[0053]　用語“結合”は、本明細書において、結果としてその中でその分子が互いに近
接している安定な会合をもたらす２分子間の吸引相互作用を指す。分子結合は以下のタイ
プに分類することができる：非共有結合性、可逆的共有結合性および不可逆的共有結合性
。分子結合に参加することができる分子には、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、炭水化
物、脂質、および小さい有機分子、例えば医薬的化合物が含まれる。他の分子と安定な複
合体を形成するポリペプチドはしばしば受容体と呼ばれ、一方でそれらの結合パートナー
はリガンドと呼ばれる。ポリヌクレオチドは、それら自体と、または他のものと安定な複
合体、例えばＤＮＡ－タンパク質複合体、ＤＮＡ－ＤＮＡ複合体、ＤＮＡ－ＲＮＡ複合体
を形成することもできる。
【００４９】
　[0054]　用語“ポリペプチド”は、本明細書において、天然源から単離されたものであ
ろうと、組み換え技法により生成されたものであろうと、または化学的に合成されたもの
であろうと、タンパク質、タンパク質の断片、およびペプチドを指して用いられている。
ポリペプチドは１個以上の修飾、例えば翻訳後修飾（例えば糖鎖付加等）またはあらゆる
他の修飾（例えばＰＥＧ化等）を有していてよい。そのポリペプチドは、１個以上の非天
然存在アミノ酸（例えば側鎖の修飾を有するアミノ酸）を含有していてよい。本発明のポ
リペプチドは、典型的には少なくとも約１０アミノ酸を含む。
【００５０】
　[0055]　用語“ポリヌクレオチド”、“オリゴヌクレオチド”、“核酸”および“核酸
分子”は、本明細書においてあらゆる長さのヌクレオチドのポリマー形態を指して互換的
に用いられており、リボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、それらの類似体、ま
たはそれらの混合物を含んでよい。この用語はその分子の一次構造のみを指す。従って、
その用語には三本鎖、二本鎖および一本鎖デオキシリボ核酸（“ＤＮＡ”）、ならびに三
本鎖、二本鎖および一本鎖リボ核酸（“ＲＮＡ”）が含まれる。それにはそのポリヌクレ
オチドの修飾された形態、例えばアルキル化により、および／またはキャッピングにより
修飾された形態、および未修飾の形態も含まれる。より詳細には、用語“ポリヌクレオチ
ド”、“オリゴヌクレオチド”、“核酸”および“核酸分子”には、（２－デオキシ－Ｄ
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－リボースを含有する）ポリデオキシリボヌクレオチド類、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｈＲＮ
Ａ、およびスプライシングされた、またはスプライシングされていないｍＲＮＡが含まれ
る（Ｄ－リボースを含有する）ポリリボヌクレオチド類、プリンまたはピリミジン塩基の
Ｎ－またはＣ－配糖体であるポリヌクレオチドのあらゆる他のタイプ、ならびに非ヌクレ
オチド性（ｎｏｒｍｕｃｌｅｏｔｉｄｉｃ）主鎖を含有する他のポリマー、例えばポリア
ミド（例えばペプチド核酸（“ＰＮＡ”））およびポリモルホリノ（商業的にＡｎｔｉ－
Ｖｉｒａｌｓ，Ｉｎｃ．（オレゴン州コーバリス）からＮｅｕｇｅｎｅとして入手可能で
ある）ポリマー、ならびにそのポリマーがＤＮＡおよびＲＮＡにおいて見られるような塩
基対合および塩基の積み重ねを可能にする配置の核酸塩基を含有することを提供する他の
合成配列特異的核酸ポリマーが含まれる。従って、これらの用語には、例えば３’－デオ
キシ－２’，５’－ＤＮＡ、オリゴデオキシリボヌクレオチドＮ３’＞Ｐ５’アミド亜リ
ン酸エステル、２’－Ｏ－アルキル置換ＲＮＡ、ＤＮＡおよびＲＮＡの間のハイブリッド
またはＰＮＡおよびＤＮＡもしくはＲＮＡの間のハイブリッドが含まれ、既知のタイプの
修飾、例えば標識、アルキル化、“キャップ”、１個以上のヌクレオチドの類似体による
置換、例えば無電荷の結合（例えばメチルホスホネート類、ホスホトリエステル類、アミ
ド亜リン酸エステル類、カルバメート類等）による、負に荷電した結合（例えばホスホロ
チオネート類、ホスホロジチオネート類等）による、および正に荷電した結合（例えばア
ミノアルキルホスホルアミデート類、アミノアルキルホスホトリエステル類）によるヌク
レオチド間（ｉｎｔｅｍｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）修飾のようなヌクレオチド間修飾、例えば
タンパク質（酵素（例えばヌクレアーゼ類）、毒素、抗体、シグナルペプチド、ポリ－Ｌ
－リシン等が含まれる）のようなペンダント部分を含有する修飾、インターカレーター（
例えばアクリジン、ソラレン等）による修飾、キレート剤（例えば金属、放射性金属、ホ
ウ素、酸化性金属等のキレート剤）を含有する修飾、アルキル化剤を含有する修飾、修飾
された結合による修飾（例えばアルファアノマー核酸等）、ならびにそのポリヌクレオチ
ドまたはオリゴヌクレオチドの未修飾の形態が含まれる。
【００５１】
　[0056]　本明細書で用いられる際、用語“ヌクレオシド”および“ヌクレオチド”には
既知のプリンおよびピリミジン塩基だけでなく修飾されている他の複素環式塩基も含有す
るそれらの部分が含まれるであろうことは理解されるであろう。そのような修飾には、メ
チル化プリンもしくはピリミジン、アシル化プリンもしくはピリミジン、または他の複素
環が含まれる。修飾されたヌクレオシドまたはヌクレオチドには、例えばそのヒドロキシ
ル基の１個以上がハロゲン、脂肪族の基により置換されている、またはエーテル類、アミ
ン類等として官能基付与されている（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ）糖部分上の修飾も
含まれ得る。用語“ヌクレオチド単位”は、ヌクレオシドおよびヌクレオチドを含むこと
を意図している。
【００５２】
　[0057]　“核酸プローブ”および“プローブ”は互換的に用いられており、対応する標
的に結合することができる核酸配列を含有する上記で定義したようなポリヌクレオチドを
含む構造を指す。プローブのポリヌクレオチド領域は、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡおよ
び／または合成ヌクレオチド類似体からなっていてよい。
【００５３】
　[0058]　本明細書で用いられる際、“相補的な、またはマッチした”は、２個の核酸配
列が少なくとも５０％の配列の同一性を有することを意味する。好ましくは、その２個の
核酸配列は少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％または１００％の配列の同一性を有する。“相補的な、またはマッチした”は
、２個の核酸配列が低い、中程度の、および／または高いストリンジェンシーの条件（単
数または複数）下でハイブリダイズすることができることも意味する。配列の同一性また
は相同性の百分率は、基準配列の対応する位置に整列させた際に１つの配列を別の配列に
対して比較することにより計算される。
【００５４】
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　[0059]　本明細書で用いられる際、“実質的に相補的な、または実質的にマッチした”
は、２個の核酸配列が少なくとも９０％の配列の同一性を有することを意味する。好まし
くは、その２個の核酸配列は少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または
１００％の配列の同一性を有する。あるいは、“実質的に相補的な、または実質的にマッ
チした”は、２個の核酸配列が高いストリンジェンシーの条件（単数または複数）下でハ
イブリダイズすることができることを意味する。配列の同一性または相同性の百分率は、
基準配列の対応する位置に整列させた際に１つの配列を別の配列に対して比較することに
より計算される。
【００５５】
　[0060]　一般に、ハイブリッドの安定性はイオン濃度および温度の関数である。典型的
には、ハイブリダイゼーション反応はより低いストリンジェンシーの条件下で実施され、
続いて異なる、しかしより高いストリンジェンシーの洗浄が行われる。中程度にストリン
ジェントなハイブリダイゼーションは、プローブのような核酸分子が相補的な核酸分子に
結合することを可能にする条件を指す。ハイブリダイズした核酸分子は一般に少なくとも
６０％の同一性を有し、それには例えば少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９
０％、または９５％の同一性のいずれかが含まれる。中程度にストリンジェントな条件は
、４２℃における５０％ホルムアミド、５×デンハルト溶液、５×ＳＳＰＥ、０．２％Ｓ
ＤＳ中でのハイブリダイゼーション、続いて４２℃における０．２×ＳＳＰＥ、０．２％
ＳＤＳ中での洗浄に均等な条件である。高いストリンジェンシーの条件は、例えば４２℃
における５０％ホルムアミド、５×デンハルト溶液、５×ＳＳＰＥ、０．２％ＳＤＳ中で
のハイブリダイゼーション、続いて６５℃における０．１×ＳＳＰＥ、および０．１％Ｓ
ＤＳ中での洗浄により提供することができる。低いストリンジェンシーのハイブリダイゼ
ーションは、２２℃における１０％ホルムアミド、５×デンハルト溶液、６×ＳＳＰＥ、
０．２％ＳＤＳ中でのハイブリダイゼーション、続いて３７℃における１×ＳＳＰＥ、０
．２％ＳＤＳ中での洗浄に均等な条件を指す。デンハルト溶液は、１％　Ｆｉｃｏｌｌ、
１％ポリビニルピロリドン、および１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含有する。２０
×ＳＳＰＥ（塩化ナトリウム、リン酸ナトリウム、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）
）は、３Ｍ塩化ナトリウム、０．２Ｍリン酸ナトリウム、および０．０２５Ｍ　ＥＤＴＡ
を含有する。他の適切な中程度のストリンジェンシーおよび高いストリンジェンシーのハ
イブリダイゼーション緩衝液および条件は当業者に周知であり、例えばSambrook et al.,
 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 第２版, Cold Spring Harbor Press, ニュ
ーヨーク州プレインビュー(1989);およびAusubel et al., Short Protocols in Molecula
r Biology, 第４版, John Wiley & Sons (1999)において記述されている。
【００５６】
　[0061]　あるいは、実質的な相補性は、ＲＮＡまたはＤＮＡ鎖が選択的ハイブリダイゼ
ーション条件下でその相補鎖（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）にハイブリダイズするであろう場
合に存在する。典型的には、選択的ハイブリダイゼーションは、少なくとも１４～２５ヌ
クレオチドの長さにわたって少なくとも約６５％、好ましくは少なくとも約７５％、より
好ましくは少なくとも約９０％の相補性が存在する場合に起こるであろう。M. Kanehisa 
Nucleic Acids Res. 12:203 (1984)参照。
【００５７】
　[0062]　用語“相同な”、“実質的に相同な”、および“実質的相同性”は、本明細書
で用いられる場合、少なくとも５０％、６０％、７０％、８０％または９０％の同一性を
有するアミノ酸配列を意味し、ここで１つの配列が基準アミノ酸配列に対して比較される
。配列の同一性または相同性の百分率は、その基準配列の対応する部分に整列させた際に
１つの配列を別の配列に対して比較することにより計算される。
【００５８】
　[0063]　“多重化”または“多重化されたアッセイ”は、本明細書において、そのそれ
ぞれが少なくとも１つの異なる検出特徴、例えば蛍光特徴（例えば励起波長、発光波長、
発光強度、ＦＷＨＭ（ピークの高さの最大値の半分における全幅）、または蛍光寿命）を
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有する１種類より多くの捕捉プローブコンジュゲートを用いることにより多数の標的分子
の存在を同時にアッセイすることができるアッセイまたは他の分析法を指す。
【００５９】
　[0064]　本明細書で記述される発明の観点および態様には、観点および態様“からなる
”、および／または“から本質的になる”が含まれることは理解されている。
　[0065]　本発明の他の目的、利点および特徴は、添付の図面と合わせて受け取られる以
下の明細書から明らかになるであろう。
【００６０】
　Ｂ．発光団
　[0066]　発光団は、発光を示す化合物中の原子または原子団である。有機性および無機
性発光団が存在する。発光団は２つの下位カテゴリー：蛍光体およびリン光体に分けるこ
とができる。これらの２つの下位カテゴリーに属する発光団の間の違いは、光子の放出の
原因である励起した状態の性質に由来する。しかし、一部の発光団は排他的に蛍光体また
はリン光体として分類することができず、中間のどちらとも言えない領域に存在する。そ
のような場合には、その発光が励起した（名目上三重項の）金属から配位子への電荷移動
（ＭＬＣＴ）状態から来る遷移金属錯体（例えばルテニウム　トリス－２，２’－ビピリ
ジン）が含まれるが、それはその定義の厳密な意味での真の三重項状態ではない。ほとん
どの発光団は、π共役系または遷移金属錯体からなる。純粋に無機性の発光団、例えば希
土類金属イオンでドープされた硫化亜鉛、他の希土類金属イオンでドープされた希土類金
属オキシ硫化物、希土類金属イオンでドープされた酸化イットリウム、マンガンイオンで
ドープされたオルトケイ酸亜鉛等が存在する。
【００６１】
　[0067]　発色団は、２つの異なる分子軌道の間のエネルギーの差が可視スペクトルの範
囲内に入る分子中の領域である。従って、発色団に当たった可視光は、電子をその基底状
態から励起状態へと励起することにより吸収され得る。光エネルギーを捕捉または検出す
る役目を果たす生物学的分子において、発色団は光が当たった際にその分子の立体構造変
化を引き起こす部分である。発色団はほとんど常に２つの形態：π共役系および金属錯体
の１つで生じる。前者において、電子が間をジャンプするエネルギーレベルは、一連の交
互の単結合および二重結合により作り出された、しばしば芳香族系中の延長されたπ軌道
である。一般的な例には、レチナール（眼において光を検出するために用いられる）、様
々な食品着色料、ファブリック染料（アゾ化合物）、リコペン、β－カロテン、およびア
ントシアニン類が含まれる。金属錯体発色団は、遷移金属の配位子への結合によるｄ軌道
の分裂に起因する。そのような発色団の例は、クロロフィル（植物により光合成のために
用いられる）、ヘモグロビン、ヘモシアニン、色を有する鉱物、例えばマラカイトおよび
アメジストにおいて見ることができる。
【００６２】
　[0068]　蛍光体は、発色団に類似して、分子を蛍光性にする分子の構成要素である。そ
れは、特定の波長のエネルギーを吸収して異なる（が同じく特定の）波長で再放出するで
あろう分子中の官能基である。その放出されるエネルギーの量および波長は、その蛍光体
およびその蛍光体の化学的な環境の両方に依存する。この技術は、生化学およびタンパク
質研究の分野において、例えば免疫蛍光および免疫組織化学において特別な重要性を有す
る。フルオレセインの反応性誘導体であるフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ
）は、さまざまな適用のための新規の蛍光分子を作り出すために他の非蛍光分子に化学的
に結合させる最も一般的な蛍光体の１つとなっている。他の一般的な蛍光体には、ローダ
ミンの誘導体（ＴＲＩＴＣ）、クマリン、シアニン、ＣＦ色素、ＦｌｕｏＰｒｏｂｅ類、
ＤｙＬｉｇｈｔ　Ｆｌｕｏｒ類、Ｏｙｅｓｔｅｒ（色素）、Ａｔｔｏ色素、ＨｉＬｙｔｅ
　Ｆｌｕｏｒ類、およびＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ類が含まれる。
【００６３】
　[0069]　これらの蛍光体は、量子ドット、タンパク質（例えば緑色蛍光タンパク質（Ｇ
ＦＰ））、または小分子であることができる。一般的な小分子色素ファミリーには、以下
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のものが含まれる：キサンテン誘導体（フルオレセイン、ローダミン、Ｏｒｅｇｏｎ　ｇ
ｒｅｅｎ、エオシン、ｔｅｘａｓ　ｒｅｄ等）、シアニン誘導体（シアニン、インドカル
ボシアニン、オキサカルボシアニン、チアカルボシアニン、メロシアニン等）、ナフタレ
ン誘導体（ダンシルおよびプロダン誘導体）、クマリン誘導体、オキサジアゾール誘導体
（ピリジルオキサゾール（ｐｙｒｉｄｙｌｏｘａｚｏｌｅ））、ニトロベンゾオキサジア
ゾール、ベンゾオキサジアゾール等）、ピレン誘導体（ｃａｓｃａｄｅ　ｂｌｕｅ等）、
ＢＯＤＩＰＹ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、オキサジン誘導体（ナイルレッド、ナイルブル
ー、クレシルバイオレット、オキサジン１７０等）、アクリジン誘導体（プロフラビン、
アクリジンオレンジ、アクリジンイエロー等）、アリールメチン（ａｒｙｌｍｅｔｈｉｎ
ｅ）誘導体（オーラミン、クリスタルバイオレット、マラカイトグリーン等）、ＣＦ色素
（Ｂｉｏｔｉｕｍ）、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、Ａｔｔｏおよ
びＴｒａｃｙ（Ｓｉｇｍａ）、テトラピロール誘導体（ポルフィン、フタロシアニン、ビ
リルビン等）、および他のもの（ｃａｓｃａｄｅ　ｙｅｌｌｏｗ、アズールＢ、アクリジ
ンオレンジ、ＤＡＰＩ、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、ルシファーイエロー、ピロキシカム
、キニンおよびアントラキノン（ａｎｔｈｒａｑｉｎｏｎｅ）、スクアリリウム、オリゴ
フェニレン等）。
【００６４】
　[0070]　リン光体は、様々なタイプの遷移金属化合物または希土類化合物である。物質
は、白熱によるか（全ての原子が放射する）、または発光によるか（放射中心（ｅｍｉｓ
ｓｉｏｎ　ｃｅｎｔｅｒｓ）または発光中心と呼ばれる小さい割合の原子のみが光を放射
する）のどちらかで光を放射することができる。無機性リン光体では、結晶構造における
これらの不均一性は、通常はアクチベーターと呼ばれる痕跡量のドーパント、不純物の添
加により作り出される。（稀な場合では、転位または他の結晶欠陥がその不純物の役割を
果たすことができる。）その放射中心により放射される波長は、その原子自体に、および
周囲の結晶構造に依存する。
【００６５】
　[0071]　無機材料中のシンチレーションプロセスは、その結晶中に見られる電子帯構造
によるものである。入ってくる粒子は電子を価電子帯から伝導帯または励起子帯（伝導帯
のすぐ下に位置し、エネルギーギャップにより価電子帯から分離されている）のどちらか
に励起させることができる。これは関係する正孔を後に、価電子帯中に残す。不純物はそ
の禁止ギャップ（ｆｏｒｂｉｄｄｅｎ　ｇａｐ）において電子準位を作り出す。励起子は
緩く結合した電子－正孔対であり、それはそれらが不純物中心により全体として捕捉され
るまでその結晶格子を通ってさまよう。次いでその格子はシンチレーション光を放射する
ことにより急速に脱励起する（速い構成要素）。無機シンチレーターの場合、活性化因子
である不純物は典型的には放射される光が光電子増倍管が有効である可視範囲または近紫
外中にあるように選択される。伝導帯中の電子と関係する正孔は、後者とは無関係である
。それらの正孔および電子は不純物中心によりうまく捕捉され、それはその励起子に接近
することができない特定の準安定状態を励起する。それらの準安定不純物状態の遅延した
脱励起は、低い見込みの禁止機構（ｌｏｗ－ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ　ｆｏｒｂｉｄｄｅ
ｎ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ）への依存により減速され、再び結果として光の放射をもたらす
（遅い構成要素）。
【００６６】
　Ｃ．マイクロアレイ
　[0072]　高スループット様式において、マイクロアレイ技術は数万に及ぶ分子相互作用
を同時に評価することを可能にする。マイクロアレイは、生物学、医学、創薬に重大な影
響を及ぼしてきた。ＤＮＡマイクロアレイに基づくアッセイは、遺伝子発現分析、変異に
関する遺伝子型解析、一塩基多型（ＳＮＰ）、および短いタンデム反復（ＳＴＲ）に関す
る適用を含め、広く用いられてきた。そして、ポリペプチドおよび化合物マイクロアレイ
はプロテオミクスの分野における２つの重要な手段として登場した。コンビナトリアルラ
イブラリーの１形態である化合物マイクロアレイは、リードの同定、ならびにこれらのリ
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ードの最適化のために用いることもできる。このバイオテロリズムの時代において、環境
中の多くの生物学的または化学的薬剤を検出することができるマイクロアレイの開発は、
法執行機関にとって非常に興味深いであろう。
【００６７】
　[0073]　本発明の一部の態様に従って、分子相互作用の分析のためのアッセイ法が提供
される。本発明の一部の態様に従って、標的ポリヌクレオチドの多重化分析のためのアッ
セイ法が提供される。本発明の技術は、マイクロアレイに基づくアッセイの特異性および
感度を向上させる一方で、遺伝子アッセイを実施する費用を低減する。
【００６８】
　[0074]　図１は、概略図により、マイクロアレイに基づくアッセイのための、発光団で
標識され、粒子と連結された標的分子の発明を示す。その標的分子には、ポリヌクレオチ
ド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチド、および炭水化物が含まれる。
【００６９】
　[0075]　当業者は認識するであろうように、この発明は、特に医薬開発および診断のた
めのアッセイおよび技法において莫大な数の適用を有する。例えば、真菌、細菌、マイコ
プラズマ、リケッチア、クラミジア、ウイルスおよび原虫が含まれる多くの感染性もしく
は病原性因子のいずれかと関係するポリヌクレオチド分子を検出するための、または性行
為感染症、肺障害、胃腸障害、心血管障害等と関係するポリヌクレオチド断片を検出する
ためのアッセイを設計することができる。
【００７０】
　[0076]　マイクロアレイは、分子生物学および医学において広く用いられている多重化
された技術である。マイクロアレイは、鋭くとがったピンを用いた印刷、予め作製された
マスクを用いたフォトリソグラフィー、ダイナミックマイクロミラー装置を用いたフォト
リソグラフィー、インクジェット印刷、マイクロコンタクトプリンティング、または微小
電極アレイ上での電気化学が含まれる様々な技術を用いて製作することができる。標準的
なマイクロアレイでは、そのプローブ分子を表面工学により支持物質の固体表面に付着さ
せ、それにはガラス、シリコン、プラスチック、ヒドロゲル、アガロース、ニトロセルロ
ースおよびナイロンが含まれる。
【００７１】
　[0077]　図２が示すように、蛍光標識された標的分子の検出に関するマイクロアレイの
結果を、３種類の異なる方法を用いて、すなわち明視野でのＣＣＤにより（左のパネル）
、蛍光顕微鏡下で（中央のパネル）、および商業的な蛍光マイクロアレイスキャナーによ
り疑似カラー処理を用いて（右のパネル）観察することができる。
【００７２】
　[0078]　ＤＮＡマイクロアレイに関して、それはプローブとして知られるＤＮＡオリゴ
ヌクレオチドの顕微鏡レベルのスポットの整列した系列を含む、またはそれで構成される
。これは遺伝子または他のＤＮＡ要素の短い区画であることができ、それはストリンジェ
ントな条件の下で相補的なポリヌクレオチド試料（標的と呼ばれる）にハイブリダイズさ
せるために用いられる。溶液中の標的は通常、マイクロアレイ上にハイブリダイズした蛍
光体－、銀－、または化学発光標識された標的の検出により検出および定量化される。ア
レイは数千～数万のプローブを含有することができるため、マイクロアレイ実験は多くの
遺伝子検査を並行して成し遂げることができる。
【００７３】
　[0079]　本明細書で記述される系は、同じ標的ポリヌクレオチドを検出する２種類以上
のプローブを含んでいてよい。例えば、その系がマイクロアレイである一部の態様におい
て、そのプローブはそのマイクロアレイ上に多数（例えば２、３、４、５、６、７、また
はより多くの数のいずれか）コピー存在していてよい。一部の態様において、その系は、
同じ標的ポリヌクレオチドを検出する異なるプローブを含む。例えば、これらのプローブ
はその標的ポリヌクレオチドの異なる（重複する、または重複しない）領域に結合してよ
い。
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【００７４】
　[0080]　標的ポリヌクレオチドのレベルを決定することができるあらゆるプローブを用
いることができる。一部の態様において、そのプローブはオリゴヌクレオチドである。標
的ポリヌクレオチドの検出に関してある程度の配列の変動が許容できることが理解されて
いる。従って、そのオリゴヌクレオチドの配列（またはそれらの相補的配列）は、本明細
書で記述される標的ポリヌクレオチドの配列とわずかに異なっていてよい。そのような配
列の変動は標的ポリヌクレオチドレベルを決定するそのオリゴヌクレオチドの能力に著し
く影響を及ぼさない配列中の変動であることは、当業者には理解されている。例えば、こ
れらのオリゴヌクレオチド分子の相同体および変異体は、標準的な方法を用いて整列させ
た際に比較的高い程度の配列の同一性を有する。本発明に含まれるオリゴヌクレオチドの
配列は、本明細書で記述される標的ポリヌクレオチドの配列に対して少なくとも４０％の
配列の同一性を有し、それには例えば少なくとも約５０％、６０％、７０％、８０％、９
０％、９５％のいずれかの、またはより高い配列の同一性が含まれる。一部の態様におい
て、そのオリゴヌクレオチドは、その標的ポリヌクレオチドを検出するための部分および
別の部分を含む。そのような他の部分は、例えばそのオリゴヌクレオチドを支持体に付着
させるために用いることができる。一部の態様において、その他の部分は、その相補的配
列部分およびその支持体の表面の間の距離を増大させるための非特異的配列（例えばポリ
ＴまたはポリｄＴ）を含む。
【００７５】
　[0081]　本明細書で記述される系のためのオリゴヌクレオチドには、例えばＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ、ＰＮＡ、ＺＮＡ、ＬＮＡ、それらの組み合わせ、および／またはそれらの修飾され
た形態が含まれる。それらには修飾されたオリゴヌクレオチド主鎖も含まれてよい。一部
の態様において、そのオリゴヌクレオチドは、本明細書で記述される標的ポリヌクレオチ
ドの全部または一部に相補的な、または同一の、少なくとも約５個、６個、７個、８個、
９個、１０個、１２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個、２
０個のいずれかの、またはより多くの連続したオリゴヌクレオチドを含む。１個のオリゴ
ヌクレオチドが２個以上のそのような相補的配列を含んでいてよい。一部の態様において
、オリゴヌクレオチドを支持体に付着させるために、そのオリゴヌクレオチドの５’また
は３’末端に結合した反応基（例えばアミン）が存在していてよい。
【００７６】
　[0082]　一部の態様において、そのプローブはオリゴヌクレオチドである。そのアレイ
を形成するオリゴヌクレオチドは、以下の方法が含まれるがそれらに限定されないいくつ
かの方法のいずれか（ａｎｙ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｗａｙｓ）により支持体に付着させ
ることができる：（ｉ）フォトリソグラフィーの技法を用いたインサイチュ合成（例えば
高密度オリゴヌクレオチドアレイ）；（ｉｉ）ガラス、シリコン、ナイロンまたはニトロ
セルロース上での中～低密度でのスポッティング／印刷；（ｉｉｉ）マスキング；および
（ｉｖ）ナイロンまたはニトロセルロースハイブリダイゼーション膜上でのドットブロッ
ティング。オリゴヌクレオチドは、流体相中で、例えばマイクロタイターウェル、マイク
ロチャンネルまたは毛細管中でアンカーに結合させることにより、非共有結合的にその支
持体上で固定することもできる。
【００７７】
　[0083]　ポリヌクレオチドを固体支持体、例えばガラススライドに付着させるためのい
くつかの技法が、当技術において周知である。１つの方法は、固体支持体に付着すること
ができる部分、例えばアミン基、アミン基の誘導体、または正電荷を有する別の基を含有
する修飾された塩基または類似体を、増幅されたポリヌクレオチド中に組み込むことであ
る。次いでその増幅産物を、増幅産物上にある反応基と共有結合を形成することができる
アルデヒドまたは別の反応基でコートされていてよい固体支持体、例えばガラススライド
と接触させ、そのガラススライドに共有結合的に付着した状態にする。増幅産物を含むマ
イクロアレイは、Ｂｉｏｄｏｔ（ＢｉｏＤｏｔ，Ｉｎｃ．　カリフォルニア州アーバイン
）スポッティング装置およびアルデヒドでコートされたガラススライド（ＣＥＬ　Ａｓｓ
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ｏｃｉａｔｅｓ，テキサス州ヒューストン）を用いて製作することができる。増幅産物を
そのアルデヒドでコートされたスライド上にスポットし、公開された手順に従って処理す
ることができる(Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1995), 93:10614-106
19)。アレイはロボット工学によりガラス、ナイロン(Ramsay, G., Nature Biotechnol. (
1998), 16:40-44)、ポリプロピレン(Matson, et al., Anal Biochem. (1995), 224(1):11
0-6)、およびシリコンスライド(Marshall and Hodgson, Nature Biotechnol. (1998), 16
:27-31)上に印刷することもできる。アレイの組み立てのための他のアプローチには、電
場内での微細なマイクロピペッティング(Marshall, and Hodgson, Nature Biotechnol. (
1998), 16:27-31)、およびそのポリヌクレオチドを正電荷でコートされたプレート上に直
接スポッティングすることが含まれる。アミノプロピルシリコン表面化学を用いる方法の
ような方法も、http://cmgm.stanford.edu/pbrown/において開示されているように、当技
術で既知である。
【００７８】
　[0084]　本発明のアッセイは、多重化された形式で実施することができる。多重化され
た方法は、対応する異なる標的ポリヌクレオチドからの増幅産物に関するアッセイに同時
に用いることができる２種類、３種類、４種類、５種類、１０種類、１５種類、２０種類
、２５種類、５０種類、１００種類、２００種類、５００種類、１０００種類、またはよ
り多くの異なる捕捉プローブを用いて提供される。一部の態様において、多重化された方
法は、増幅手順を経ていないポリヌクレオチド標的配列に関するアッセイに用いることも
できる。多重化を適用できる方法、例えば本明細書で教示した方法は、より小さい試料か
らのより大量の情報の獲得を可能にする。より小さい標本しか必要としないことは、研究
者が集団中のより大きな数の個人から試料を得る、新規のアッセイを検証する、または単
により侵襲性の低い技法が必要とされる際にデータを獲得する能力を増大させる。
【００７９】
　[0085]　異なる支持体が多重化されたアッセイにおいて捕捉プローブコンジュゲートの
一部として含まれる場合、その異なる支持体はそれらを識別することができるようにコー
ド化されていることができる。あらゆるコード化スキームを用いることができ；好都合に
は、そのコード化スキームは１種類以上の異なる蛍光体を用いることができ、それは蛍光
性半導体ナノ結晶であることができる。高密度スペクトルコード化スキームを用いること
ができる。
【００８０】
　[0086]　スペクトル的にコード化された捕捉プローブコンジュゲートの１個以上の異な
る集団を作り出すことができ、それぞれの集団は、１種類以上の半導体ナノ結晶または蛍
光性ナノ粒子を含む既知の、または決定可能なスペクトルコードを含む支持体に付着させ
た１種類以上の異なる捕捉プローブを含む。そのコンジュゲートの異なる集団、従って異
なるアッセイは、一緒にブレンドすることができ、そのアッセイはそのブレンドされた集
団の存在下で実施することができる。その個々のコンジュゲートはそれらのスペクトル特
性に関して走査され、それはそのスペクトルコードが復号化されることを可能にし、そう
してその支持体を同定し、従ってそれが結合している捕捉プローブ（単数または複数）を
同定する。識別することができる異なる半導体ナノ結晶および蛍光性ナノ粒子ならびにそ
れらの組み合わせの数が多いため、多数の異なる捕捉プローブおよび増幅産物を同時に調
べることができる。
【００８１】
　Ｄ．粒子
　[0087]　本発明は、マイクロアレイに基づくアッセイのために用いるための粒子、微粒
子またはビーズ、好ましくは磁性ビーズを提供する。粒子またはビーズは、ポリスチレン
、架橋されたポリスチレン、ポリアクリル酸、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ（ラク
チド　コグリコリド）、ポリ無水物、ポリ（メチルメタクリレート）、ポリ（エチレン－
コ－酢酸ビニル）、ポリシロキサン類、ポリマー性シリカ、ラテックス類、デキストラン
ポリマー類およびエポキシ類が含まれるがそれらに限定されない様々な異なるポリマーか
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ら調製することができる。その物質は膨潤および多孔度に関して様々な異なる特性を有し
、それは当技術において十分に理解されている。好ましくは、そのビーズはおおよそ１０
ナノメートル～１ミリメートル、好ましくは１００ナノメートル～１０マイクロメートル
の範囲の大きさであり、溶液中で懸濁された際に通常の溶液技法を用いて操作することが
できる。用語“粒子”、“ビーズ”、“スフィア”、“微粒子”、“マイクロビーズ”お
よび“マイクロスフィア”は、本明細書において互換的に用いられている。
【００８２】
　[0088]　磁性粒子のための適切な化学組成物は強磁性物質であってよく、それには例え
ば鉄－コバルト、鉄－プラチナ、サマリウム－コバルト、ネオジム（ｎｅｏｄｙｎｉｕｍ
）－鉄－ホウ化物等のような希土類含有物質が含まれる。他の磁性物質、例えば超常磁性
物質、例えば酸化鉄（Ｆｅ３Ｏ４）も同様に用いることができる。好ましい磁性物質の中
には鉄－コバルトが含まれ、これはそのような物質が一般により容易に磁化され、より強
い磁化（約１．７テスラ）を有し、より腐食を受けづらいためである。
【００８３】
　[0089]　粒子の使用のため、結果に関する高価な読み取り装置は必要ではない可能性が
ある。マイクロアレイのスポット上の粒子は、これらのスポットの直径での大きさが０．
０３ミリメートルより大きい場合、裸眼で直接見ることができる。別の方法では、直径０
．０１ミリメートルから５ミリメートルまでのあらゆるスポットの大きさを有するアッセ
イの結果を普通のカメラを用いて撮影することができ、または適切な倍率の顕微鏡の下で
見ることができる。
【００８４】
　Ｅ．標的ポリヌクレオチド
　[0090]　その標的ポリヌクレオチドは、一本鎖、二本鎖、またはより高次（ｈｉｇｈｅ
ｒ　ｏｒｄｅｒ）であることができ、線状または環状であることができる。典型的な一本
鎖標的ポリヌクレオチドには、ｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｈｎＲＮＡ、マイクロＲ
ＮＡ、ｓｓＲＮＡまたはｓｓＤＮＡウイルスゲノムおよびウイロイドが含まれるが、これ
らのポリヌクレオチドは内部に相補的配列および著しい二次構造を含有していてよい。典
型的な二本鎖標的ポリヌクレオチドには、ゲノムＤＮＡ、ミトコンドリアＤＮＡ、葉緑体
ＤＮＡ、ｄｓＲＮＡまたはｄｓＤＮＡウイルスゲノム、プラスミド、ファージ、ｓｈＲＮ
Ａ（小さいヘアピンＲＮＡまたは短いヘアピンＲＮＡ）、およびｓｉＲＮＡ（小さい／短
い干渉性ＲＮＡ）が含まれる。その標的ポリヌクレオチドは、組み換えにより、合成によ
り調製することができ、または生物学的源から精製することができる。その標的ポリヌク
レオチドは、その試料の１種類以上の望まれない構成要素を除去する、もしくは減らすた
めに、またはその標的ポリヌクレオチドを増幅の前に濃縮するために精製することができ
る。逆に、その標的ポリヌクレオチドが特定のアッセイに関して濃縮されすぎている場合
、その標的ポリヌクレオチドをまず希釈してよい。
【００８５】
　[0091]　試料の収集ならびに任意の核酸抽出および精製の後、その標的ポリヌクレオチ
ドを含む試料の核酸部分に対して１種類以上の予備的処理を行うことができる。これらの
予備的処理には、インビトロ転写（ＩＶＴ）、標識、断片化、増幅および他の反応が含ま
れ得る。ｍＲＮＡをまず逆転写酵素およびその標的に非相補的な領域を含む第１プライマ
ーであることができるプライマーを用いて処理してｃＤＮＡを作製した後、検出および／
またはさらなる増幅を行うことができ；これは抽出もしくは精製されたｍＲＮＡを用いて
インビトロで、またはインサイチュで、例えばスライドに貼り付けられた細胞もしくは組
織中で行うことができる。核酸増幅は目的の配列のコピー数を増大させ、標識されたプラ
イマーまたは標識されたヌクレオチドを用いて標的ポリヌクレオチドから生成された増幅
産物中に標識を組み込むために用いることができる。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、
転写媒介増幅（ＴＭＡ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、自家持続配列複製法（３ＳＲ）
、核酸配列に基づく増幅（ＮＡＳＢＡ）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、ループ媒
介等温増幅法（ＬＡＭＰ）、Ｑベータレプリカーゼの使用、逆転写、ニック翻訳等が含ま
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れる様々な増幅法、特に標識された増幅産物を生成し、本明細書で教示する方法において
利用することができる増幅法が使用に適している。
【００８６】
　[0092]　あらゆるヌクレオチドを本装置および方法により検出することができる。その
ようなヌクレオチドの例には、ＡＭＰ、ＧＭＰ、ＣＭＰ、ＵＭＰ、ＡＤＰ、ＧＤＰ、ＣＤ
Ｐ、ＵＤＰ、ＡＴＰ、ＧＴＰ、ＣＴＰ、ＵＴＰ、ｄＡＭＰ、ｄＧＭＰ、ｄＣＭＰ、ｄＴＭ
Ｐ、ｄＡＤＰ、ｄＧＤＰ、ｄＣＤＰ、ｄＴＤＰ、ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＣＴＰおよびｄ
ＴＴＰが含まれる。
【００８７】
　[0093]　一部の態様において、その標的ポリヌクレオチドはその配列中に直接組み込ま
れた標識を有しない。その標的ポリヌクレオチドが直接組み込まれた標識を伴って作られ
る場合、または標識をその標的ポリヌクレオチドに直接結合させることができるように、
この標識は捕捉プローブコンジュゲート支持体および／またはレポート部分標識（ｒｅｐ
ｏｒｔ　ｍｏｉｅｔｙ　ｌａｂｅｌ）の検出に干渉しない標識である。
【００８８】
　[0094]　その標的ポリヌクレオチドが一本鎖である場合、増幅の第１サイクルはその標
的ポリヌクレオチドに相補的なプライマー伸長産物を形成する。その標的ポリヌクレオチ
ドが一本鎖ＲＮＡである場合、そのＲＮＡをＤＮＡに逆転写するために最初の増幅におい
て逆転写酵素が用いられ、そのプライマー伸長産物をコピーするために追加の増幅サイク
ルを実施することができる。ＰＣＲのためのプライマーは、当然、増幅可能な断片を生成
するであろうそれらの対応する鋳型中の領域にハイブリダイズするように設計されなけれ
ばならず；従って、それぞれのプライマーは、その３’ヌクレオチドが、その相補的な鋳
型鎖の合成の起点となる（ｐｒｉｍｅ）ために用いられるプライマーの３’ヌクレオチド
から３’側に位置するその対応する鋳型鎖中のヌクレオチドと塩基対合するようにハイブ
リダイズしなければならない。
【００８９】
　[0095]　その標的ポリヌクレオチドは、その標的ポリヌクレオチドの１個以上の鎖をプ
ライマーおよび適切な活性を有するポリメラーゼと接触させ、そのプライマーを伸長し、
その標的ポリヌクレオチドをコピーして完全長の相補的なポリヌクレオチドまたはそのよ
り小さい部分を生成することにより増幅することができる。その標的ポリヌクレオチドを
コピーすることができるポリメラーゼ活性を有するあらゆる酵素を用いることができ、そ
れにはＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ、逆転写酵素、１つより多くのタイプの
ポリメラーゼ活性を有する酵素が含まれる。そのポリメラーゼは熱不安定性または熱安定
性であることができる。酵素の混合物を用いることもできる。典型的な酵素には以下のも
のが含まれる：ＤＮＡポリメラーゼ、例えばＤＮＡポリメラーゼＩ（“Ｐｏｌ　Ｉ”）、
Ｐｏｌ　Ｉのクレノウ断片、Ｔ４、Ｔ７、Ｓｅｑｕｅｎａｓｅ（商標）Ｔ７、Ｓｅｑｕｅ
ｎａｓｅ（商標）バージョン２．０　Ｔ７、Ｔｕｂ、Ｔａｑ、Ｔｔｈ、Ｐｆｘ、Ｐｆｕ、
Ｔｓｐ、Ｔｆｌ、Ｔｌｉおよびパイロコッカス種のＧＢ－Ｄ　ＤＮＡポリメラーゼ；ＲＮ
Ａポリメラーゼ、例えば大腸菌、ＳＰ６、Ｔ３およびＴ７　ＲＮＡポリメラーゼ；ならび
に逆転写酵素、例えばＡＭＶ、Ｍ－ＭｕＬＶ、ＭＭＬＶ、ＲＮアーゼＨマイナスＭＭＬＶ
（ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（商標））、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（商標）ＩＩ、Ｔｈｅｒ
ｍｏＳｃｒｉｐｔ（商標）、ＨＩＶ－１、およびＲＡＶ２逆転写酵素。これらの酵素は全
て商業的に入手可能である。多重特異性を有する典型的なポリメラーゼには、ＲＡＶ２お
よびＴｌｉ（エキソ－）ポリメラーゼが含まれる。典型的な熱安定性ポリメラーゼには、
Ｔｕｂ、Ｔａｑ、Ｔｔｈ、Ｐｆｘ、Ｐｆｕ、Ｔｓｐ、Ｔｆｌ、Ｔｌｉおよびパイロコッカ
ス種のＧＢ－Ｄ　ＤＮＡポリメラーゼが含まれる。
【００９０】
　[0096]　適切な反応条件は、ｐＨ、緩衝剤、イオン強度、１種類以上の塩類の存在およ
び濃度、ヌクレオチドおよびマグネシウムおよび／または他の金属イオンのような反応物
および補助因子の存在および濃度、任意の共溶媒、温度、ポリメラーゼ連鎖反応を含む増



(27) JP 2014-501497 A 2014.1.23

10

20

30

40

50

幅スキームに関する熱サイクルプロフィールを含め、標的ポリヌクレオチドの増幅を可能
にするように選択され、用いられるポリメラーゼならびにその試料の性質に部分的に依存
してよい。共溶媒には、ホルムアミド（典型的には約２から約１０％まで）、グリセロー
ル（典型的には約５から約１０％まで）、およびＤＭＳＯ（典型的には約０．９から約１
０％まで）が含まれる。増幅スキームにおいて、増幅の間に生成される偽陽性またはアー
ティファクトの生成を最小限にするための技法が用いられてよい。これらには、“タッチ
ダウン”ＰＣＲ、ホットスタートの技法、ネステッドプライマーの使用、またはＰＣＲプ
ライマーをそれらがプライマーダイマーが形成された場合にステムループ構造を形成し、
従って増幅されないように設計することが含まれる。ＰＣＲを速めるための技法、例えば
その試料内のより大きな対流を可能にする遠心ＰＣＲ（ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ　ＰＣＲ
）、ならびにその試料の急速な加熱および冷却のための赤外線加熱工程を含めることを用
いることができる。１回以上の増幅サイクルを実施することができる。過剰な一方のプラ
イマーを用いて過剰な一方のプライマー伸長産物をＰＣＲの間に生成することができ；好
ましくは、その過剰に生成されるプライマー伸長産物は検出されるべき増幅産物である。
複数の異なるプライマーを用いてその試料内の特定のポリヌクレオチドの異なる領域を増
幅することができる。その増幅反応がＰＣＲにおけるように多サイクルのポリメラーゼに
よる増幅を含む場合、所与のサイクルで形成されたプライマー伸長産物（単数または複数
）をそれらの鋳型（単数または複数）から解離させるのが望ましい。従って、その反応条
件は、そのような解離に有利であるようにサイクルの間で変更され；典型的にはこれはそ
の反応混合物の温度を上げることにより行われるが、他の反応条件を解離を有利にするよ
うに変更する、例えばその二本鎖ポリヌクレオチドが溶解している溶液の塩濃度を下げる
、および／またはｐＨを上げることができる。その解離は増幅反応混合物中で実施される
のが好ましいが、そのポリヌクレオチドをまずあらゆる有効な技法を用いて分離し、解離
のための異なる溶液に写し、次いで追加の増幅サイクルのための増幅反応混合物中に再導
入してもよい。
【００９１】
　[0097]　このアッセイは多重化することができ、すなわち、無関係な標的、または同じ
座位からの異なるアレルもしくはアレルの亜集団、または同じ座位における染色体再配置
であることができる異なる標的に向けられた異なるプライマーの対を用いることにより、
多数の別個のアッセイを同時に行うことができる。これは、試料中の多数の標的ポリヌク
レオチド（例えばｃＤＮＡライブラリー中の特定の遺伝子）の存在の定量化を可能にする
。必要とされる全ては、そのようなアッセイにおける異なる第２のポリヌクレオチド伸長
産物を独特の捕捉配列または独特の標識のどちらかにより独特に同定する能力である。
【００９２】
　[0098]　増幅された標的ポリヌクレオチドに対して増幅後処理を行うことができる。例
えば、一部の場合において、より容易に接近可能であり、ループ形成（ｌｏｏｐｉｎｇ）
および／または多数の捕捉プローブへのハイブリダイゼーションを回避する断片を提供す
るために、その増幅産物をポリヌクレオチドアレイとのハイブリダイゼーションの前に断
片化することが望ましい可能性がある。そのポリヌクレオチドの断片化は、実施されてい
るアッセイにおいて有用な大きさの断片を生成するあらゆる方法により実施することがで
き；適切な物理的、化学的および酵素的方法は当技術において既知である。
【００９３】
　[0099]　増幅された標的ポリヌクレオチドは、直接またはそのポリヌクレオチドおよび
／またはその粒子への修飾を通してのどちらかでその粒子に連結することもできる（図３
）。一部の態様において、その標的ポリヌクレオチドは、例えばビオチン化により修飾さ
れる。一部の他の態様において、その粒子は官能基、例えばストレプトアビジン、ｎｅｕ
ｔｒａｖｉｄｉｎおよびアビジン等で修飾される。その標的ポリヌクレオチドは、そのよ
うな修飾および官能基を通してその粒子に連結することができる。二本鎖ポリヌクレオチ
ドに関して、その標的ポリヌクレオチドのその粒子への連結の後、その粒子に連結されて
いる間に、化学反応、酵素もしくは加熱、またはそれらの組み合わせによる変性法により
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一本鎖標的ポリヌクレオチドを調製することができる。一部の態様において、その化学反
応は、尿素、ホルムアミド、メタノール、エタノール、酵素、またはＮａＯＨを用いる。
一部の態様において、酵素的方法にはエキソヌクレアーゼおよびウラシル－Ｎ－グリコシ
ラーゼが含まれる。一部の他の態様において、その二本鎖標的ポリヌクレオチドは約３０
℃から約９５℃までの適切な温度で熱変性される。
【００９４】
　[0100]　本発明の方法は、試料中の多数の標的ポリヌクレオチドの均質な多重化された
分析における使用に適している。多数の標的ポリヌクレオチドは、多数の増幅オリゴヌク
レオチドプライマーまたはプライマーのセットによる試料の増幅により生成することがで
き、それぞれのプライマーまたはプライマーのセットは特定のポリヌクレオチド標的配列
の増幅に特異的である。例えば、試料を、例えばヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ｂ型
肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、Ａ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）、
パルボウイルスＢ１９、西ナイルウイルス、ハンタウイルス、重症急性呼吸器症候群関連
コロナウイルス（ＳＡＲＳ）等が含まれる多数のウイルス標的配列のそれぞれの増幅に特
異的なプライマーを用いた増幅により、多数のウイルスポリヌクレオチド標的配列の存在
に関して分析することができる。
【００９５】
　[0101]　標的ポリヌクレオチドを含む、または含むことが疑われる試料の部分は、細胞
、組織または体液、ならびにウイルス、マイコプラズマ、および化石が含まれるその生物
により残された沈着物を含め、生きた生物から直接または間接的に得ることができる、ポ
リヌクレオチドを含む生物学的物質のあらゆる源であることができる。その試料は、全体
が、または部分的に合成的手段により調製された標的ポリヌクレオチドも含むことができ
る。典型的には、その試料は主に水性媒体として得られ、または水性媒体中に分散してい
る。その試料の限定的でない例には、血液、血漿、尿、精液、乳汁、痰、粘液、バッカル
スワブ、腟スワブ、直腸スワブ、吸引液、穿刺生検、例えば手術または検死により得られ
た組織の切片、血漿、血清、脊髄液、リンパ液、皮膚、気道、腸管、および尿生殖路の外
分泌物、涙、唾液、腫瘍、器官、インビトロ細胞培養成分の試料（細胞の細胞培養培地中
での増殖の結果得られた馴化培地、ウイルスに感染していると推定される細胞、組み換え
細胞、および細胞の構成要素が含まれるが、それに限定されない）、ならびにポリヌクレ
オチド配列を含む組み換えによる源、例えばライブラリーが含まれる。
【００９６】
　[0102]　その試料は、標的ポリヌクレオチドまたはその代用物を含有することが既知で
ある陽性対照試料であることができる。標的ポリヌクレオチドを含有することが期待され
ないがそれを含有することが疑われる陰性対照試料も用いることができ、それは所与のア
ッセイにおいて用いられる試薬のその標的ポリヌクレオチドによる汚染がないことを確証
するために、ならびに所与のアッセイ条件のセットが偽陽性（試料中の標的ポリヌクレオ
チドの非存在下でさえ生じる陽性シグナル）を生成するかどうかを決定するために試験さ
れる。
【００９７】
　[0103]　その試料は、存在するあらゆる標的ポリヌクレオチドを可溶化および／または
精製するために、またはそれが増幅スキームにおいて用いられる試薬に、もしくは検出試
薬に接近できるようにするようにするために、希釈する、溶解させる、懸濁する、抽出す
る、または他の方法で処理することができる。その試料が細胞を含有する場合、その細胞
内のポリヌクレオチドを放出させるために、その細胞を溶解する、または透過処理するこ
とができる。透過処理緩衝液を用いて細胞を溶解することができ、それはさらなる工程、
例えばポリメラーゼ連鎖反応を溶解後に直接実施することを可能にする。
【００９８】
　Ｆ．遺伝情報
　[0104]　あらゆる種類の遺伝情報は、本明細書で特許請求するマイクロアレイに基づく
分析の方法の対象であることができる。例えば、その遺伝情報は、置換、挿入、欠失およ
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びインデルからなる群から選択される変異であることができる。１態様において、その遺
伝情報は一塩基多型（ＳＮＰ）である。１態様において、その遺伝情報は遺伝子である。
１態様において、その遺伝情報は、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび
炭水化物が含まれる遺伝子産物である。別の態様において、その遺伝情報は、真菌、細菌
、マイコプラズマ、リケッチア、クラミジア、ウイルスおよび原虫からなる群から選択さ
れる感染性または病原性因子により引き起こされる疾患と関係している。さらに別の態様
において、その遺伝情報は、性行為感染症、癌、脳血管疾患、心疾患、呼吸器疾患、冠動
脈性心疾患、糖尿病、高血圧、アルツハイマー病、神経変性疾患、慢性閉塞性肺疾患、自
己免疫疾患、嚢胞性線維症、脊髄性筋萎縮症、ベータサラセミア、フェニルアラニンヒド
ロキシラーゼ欠損症、デュシェンヌ型筋ジストロフィー、または遺伝性聴力損失と関係し
ている。さらに別の態様において、その遺伝情報は遺伝性聴力損失と関係している。
【００９９】
　[0105]　その標的遺伝子のアレルは、一塩基の置換、挿入、もしくは欠失により、また
は多数塩基の置換、挿入もしくは欠失により、またはインデルにより引き起こされてよい
。さらに、ヌクレオチド単位への修飾には、それぞれの相補的なピリミジンまたはプリン
に対して水素結合を形成するプリンまたはピリミジン塩基上の官能基に関する再編成、付
加（ａｐｐｅｎｄｉｎｇ）、置換、または他の方式での変更が含まれる。その結果として
生じる修飾されたヌクレオチド単位は場合により、他のそのような修飾されたヌクレオチ
ド単位と塩基対を形成するがＡ、Ｔ、Ｃ、ＧまたはＵとは塩基対を形成しなくてよい。そ
のポリヌクレオチドの機能を妨げない塩基部位を組み込むことができる。ポリヌクレオチ
ド中の残基の一部または全部を場合により１種類以上の方法で修飾することができる。
【０１００】
　[0106]　標準的なＡ－ＴおよびＧ－Ｃ塩基対は、チミジンのＮ３－ＨおよびＣ４－オキ
シならびにアデノシンのＮ１およびＣ６－ＮＨ２それぞれの間での、ならびにシチジンの
Ｃ２－オキシ、Ｎ３およびＣ４－ＮＨ２ならびにグアノシンのＣ２－ＮＨ２、Ｎ’－Ｈお
よびＣ６－オキシそれぞれの間での水素結合の形成を可能にする条件の下で形成される。
従って、例えば、グアノシン（２－アミノ－６－オキシ－９－Ｏ－Ｄ－リボフラノシル－
プリン）を修飾してイソグアノシン（２－オキシ－６－アミノ－９－β－－Ｄ－リボフラ
ノシル－プリン）を形成することができる。そのような修飾は結果としてもはやシトシン
との標準的な塩基対を有効に形成しないであろうヌクレオシド塩基をもたらす。しかし、
イソシトシン（１－β－Ｄ－リボフラノシル－２－アミノ－４－オキシ－ピリミジン）を
形成するようなシトシン（１－β－Ｄ－リボフラノシル－２－オキシ－４－アミノ－ピリ
ミジン）の修飾は、結果としてグアノシンと有効に塩基対合しないであろうがイソグアノ
シンと塩基対を形成するであろう修飾されたヌクレオチドをもたらす（米国特許第５，６
８１，７０２号）。イソシトシンはＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（ミズーリ州
セントルイス）から入手可能であり；イソシチジンはSwitzer et al. (1993) Biochemist
ry 32:10489-10496およびその中で引用されている参考文献により記述されている方法に
より調製することができ；２’－デオキシ－５－メチル－イソシチジンはTor et al. (19
93) J. Am. Chem. Soc. 115:4461-4467およびその中で引用されている参考文献の方法に
より調製することができ；ならびにイソグアニンヌクレオチドはSwitzer et al. (1993)
（上記）、およびMantsch et al. (1993) Biochem. 14:5593-5601により記述されている
方法を用いて、または米国特許第５，７８０，６１０号において記述されている方法によ
り調製することができる。他の非天然（ｎｏｒｍａｔｕｒａｌ）塩基対は、Piccirilli e
t al. (1990) Nature 343:33-37において２，６－ジアミノピリミジンおよびその片割れ
（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）（１－メチルピラゾロ－［４，３］ピリミジン－５，７－（４
Ｈ，６Ｈ）－ジオン）の合成に関して記述されている方法により合成することができる。
独特の塩基対を形成する他のそのような修飾されたヌクレオチド単位、例えばLeach et a
l. (1992) J. Am. Chem. Soc. 114:3675-3683およびSwitzer et al.（上記）において記
述されている修飾されたヌクレオチド単位が既知である。
【０１０１】
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　[0107]　本明細書で定義されるような多型領域は、少なくとも１個の多型部位により特
性付けられる遺伝子座の一部である。遺伝子座は、遺伝子、身体的特徴、または表現型の
形質と関係している染色体上の位置である。多型部位は、集団中で少なくとも２種類の別
の配列が観察されている遺伝子座内の位置である。本明細書で定義される多型領域は、多
型部位に“相当する”と言われ、すなわち、その領域はその多型部位に、その部位の５’
側またはその部位の３’側において隣接していてよく、あるいはその多型部位を含有して
いてよい。多型領域はその多型部位を含むポリヌクレオチドのセンス鎖およびアンチセン
ス鎖の両方を含み、約１００から約５０００塩基対までの長さを有していてよい。例えば
、多型領域は、制御領域、例えばプロモーター、５’ＵＴＲ、３’ＵＴＲ、イントロン、
エキソン等の全部または一部であってよい。多型または対立遺伝子変異型は、多型を含む
ヌクレオチドまたはアミノ酸配列を有するゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡまたはポリ
ペプチドである。多型は多型部位において観察される配列の変動であり、それにはヌクレ
オチド置換（一塩基多型またはＳＮＰ）、挿入、欠失、インデルおよびマイクロサテライ
トが含まれる。多型は結果として遺伝子発現、タンパク質構造、またはタンパク質機能に
おける検出可能な違いをもたらす可能性があり、またはもたらさない可能性がある。好ま
しくは、本発明の多型領域は約１０００塩基対の長さを有する。さらに好ましくは、本発
明の多型領域は約５００塩基対の長さを有する。最も好ましくは、本発明の多型領域は約
２００塩基対の長さを有する。
【０１０２】
　[0108]　本明細書で定義されるようなハプロタイプは、染色体対中の染色体の一方の上
の遺伝子座内の定められた領域中の多型変異型の組み合わせの表現である。遺伝子型は、
本明細書で用いられる際、多型部位に存在する多型変異型の表現である。
【０１０３】
　[0109]　当業者は、本明細書で記述される多型領域に相補的なオリゴヌクレオチドは、
プライマー伸長に基づく配列決定法、制限部位分析、核酸増幅法、リガーゼに基づく配列
決定法、ミスマッチに基づく配列決定法、マイクロアレイに基づく配列決定法等で用いら
れるストリンジェンシーの条件のようなストリンジェンシーの条件下でその多型領域にハ
イブリダイズすることができなければならないことを認識しているであろう。
【０１０４】
　[0110]　先天性聴力損失は生産児１，０００人中１人を冒し、これらの症例のおおよそ
５０％が遺伝性である。中国の障害者の中で、聴力損失の人口は２番目に多い。ＧＪＢ２
、ＳＬＣ２６Ａ４および１２Ｓ　ｒＲＮＡにおけるＳＮＰ／変異は遺伝性聴力損失の一般
的な原因である。この発明は、さまざまな難聴（ｄｅａｆｎｅｓｓ）の患者またはさらに
は健康な人からのＳＮＰ／変異の検出の必要性を満たすことができ、それはこの革新的技
術の適用可能性を支持する例としても役立つ。
【０１０５】
　Ｇ．標的ポリヌクレオチドの増幅のためのオリゴヌクレオチドプライマー
　[0111]　特定の観点において、本発明は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）における、
または他の核酸増幅法における使用に適したオリゴヌクレオチドプライマー対においても
具体化される。当業者は、当技術ですぐに入手できる知識を本明細書における教示との組
み合わせで用いて、適切なオリゴヌクレオチドプライマー対を設計することができるであ
ろう。この態様の具体的なオリゴヌクレオチドプライマー対には表２で示したオリゴヌク
レオチドプライマー対が含まれ、それはＧＪＢ２、ＳＬＣ２６Ａ４および１２Ｓ　ｒＲＮ
Ａ中の多型部位に相当する多型領域を増幅するのに適している。当業者は、ＧＪＢ２、Ｓ
ＬＣ２６Ａ４および１２Ｓ　ｒＲＮＡ中の多型領域を増幅するのに適した他のオリゴヌク
レオチドプライマー対を過度の実験なしで設計することができることを認識しているであ
ろう。
【０１０６】
　[0112]　一部の変形において、ＳＮＰ／変異は少なくとも２種類のアレル特異的プライ
マーに対応する。１つのアレル特異的プライマーはそのＳＮＰ／変異座位を含有する標的
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断片の野生型アレルの領域に同一または相補的な配列を含む。その他のアレル特異的プラ
イマーのそれぞれは、そのＳＮＰ／変異座位を含有する標的断片の変異体アレルの領域に
同一または相補的な配列を含む。そのアレル特異的プライマーは、そのＳＮＰ／変異座位
においてそれらの３’末端で終結してよい。標的遺伝子の野生型および変異体アレルの間
の識別の能力を増大させるため、そのアレル特異的プライマー中に人為的なミスマッチを
導入することができる。その人為的なミスマッチは、天然塩基またはヌクレオチド類似体
であることができる。本発明のＰＣＲプライマー対のそれぞれは、あらゆるＰＣＲ法にお
いて用いることができる。例えば、本発明のＰＣＲプライマー対は、米国特許第４，６８
３，１９５号；第４，６８３，２０２号、第４，９６５，１８８号；第５，６５６，４９
３号；第５，９９８，１４３号；第６，１４０，０５４号；ＷＯ０１／２７３２７；ＷＯ
０１／２７３２９；等で開示されている方法において用いられてよい。本発明のＰＣＲプ
ライマー対は、ＰＣＲを実施する商業的に入手できる機械のいずれか、例えばＡｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓから入手可能なＧｅｎｅＡｍｐ（登録商標）Ｓｙｓｔｅｍの
いずれかにおいて用いることもできる。
【０１０７】
　[0113]　本プライマーは、あらゆる適切なタイプの核酸、例えばＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮ
Ａまたはそれらの誘導体を含むことができる。好ましくは、そのプライマーはヌクレオチ
ド配列、またはその相補鎖を含み、それは表２において示されている。やはり好ましくは
、そのプライマーは例えば化学的、酵素的、免疫原性、放射性、蛍光、発光およびＦＲＥ
Ｔ標識で標識されている。
【０１０８】
　[0114]　そのオリゴヌクレオチドプライマーは、あらゆる適切な方法により製造するこ
とができる。例えば、そのプライマーは、化学的に合成する（一般にAusubel (編者) Cur
rent Protocols in Molecular Biology, 2.11. Synthesis and purification of oligonu
cleotides, John Wiley & Sons, Inc. (2000)を参照）、天然源から単離する、組み換え
法により製造する、またはそれらの組み合わせによることができる。合成オリゴヌクレオ
チドは、Matteucci et al., J. Am. Chem. Soc., 3:3185-3191 (1981)のトリエステル法
を用いることにより調製することもできる。あるいは、例えばＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓ
ｙｎｔｈｅｓｉｓ　ＤＮＡ合成機上でのシアノエチルホスホラミダイト化学を用いる自動
化された合成が好ましい可能性がある。好ましくは、そのプライマーは化学的に合成され
る。
【０１０９】
　[0115]　本発明のオリゴヌクレオチドプライマーを調製するための適切な塩基は、天然
存在ヌクレオチド塩基、例えばアデニン、シトシン、グアニン、ウラシル、およびチミン
から選択されてよい。それは非天然存在または“合成”ヌクレオチド塩基、例えば８－オ
キソ－グアニン、６－メルカプトグアニン、４－アセチルシチジン、５－（カルボキシヒ
ドロキシエチル）ウリジン、２’－Ｏ－メチルシチジン、５－カルボキシメチルアミノ－
メチル－２－チオリジン（５－ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ－ｍｅｔｈｙｌ－
２－ｔｈｉｏｒｉｄｉｎｅ）、５－カルボキシメチルアミノメチルウリジン、ジヒドロウ
リジン、２’－Ｏ－メチルプソイドウリジン、ベータ－Ｄ－ガラクトシルクエオシン（ｂ
ｅｔａ－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、２’－Ｏメチルグアノシン、イ
ノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデノシン、１－メチルアデノシン、１－メチルプソイド
ウリジン、１－メチルグアノシン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアノシン、
２－メチルアデノシン、２－メチルグアノシン、３－メチルシチジン、５－メチルシチジ
ン、Ｎ６－メチルアデノシン、７－メチルグアノシン、５－メチルアミノメチルウリジン
、５－メトキシアミノメチル－２－チオウリジン、ベータ－Ｄ－マンノシルクエオシン、
５－メトキシカルボニルメチルウリジン、５－メトキシウリジン、２－メチルチオ－Ｎ６
－イソペンテニルアデノシン、Ｎ－（（９－．ベータ．－Ｄ－リボフラノシル－２－メチ
ルチオプリン－６－イル）カルバモイル）スレオニン、Ｎ－（（９－ベータ－Ｄ－リボフ
ラノシルプリン－６－イル）Ｎ－メチルカルバモイル）スレオニン、ウリジン－５－オキ
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シ酢酸メチルエステル、ウリジン－５－オキシ酢酸、ワイブトキソシン（ｗｙｂｕｔｏｘ
ｏｓｉｎｅ）、プソイドウリジン、クエオシン、２－チオシチジン、５－メチル－２－チ
オウリジン、２－チオウリジン、２－チオウリジン、５－メチルウリジン、Ｎ－（（９－
ベータ－Ｄ－リボフラノシルプリン－６－イル）カルバモイル）スレオニン、２’－Ｏ－
メチル－５－メチルウリジン、２’－Ｏ－メチルウリジン、ワイブトシン、および３－（
３－アミノ－３－カルボキシプロピル）ウリジンから選択されてもよい。
【０１１０】
　[0116]　同様に、オリゴヌクレオチドの化学的類似体（例えば、そのホスホジエステル
結合が改変されて例えばメチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホロチオエート
、ホスホロジチオエート、またはアミド亜リン酸エステルになっているオリゴヌクレオチ
ド）を用いることもできる。分解からの保護は、それによりそのオリゴヌクレオチドの３
’末端においてホスホジエステル結合がヌクレアーゼ耐性結合で置換される“３’末端キ
ャップ”戦略の使用により達成することができる(Shaw et al., Nucleic Acids Res., 19
:747 (1991))。アミド亜リン酸エステル、ホスホロチオエート、およびメチルホスホネー
ト結合は、全てこの様式で十分に機能する。ホスホジエステル主鎖のより広範囲に渡る修
飾が安定性を与えることが示されており、オリゴヌクレオチドの高められた親和性および
増大された細胞浸透を可能にする可能性がある(Milligan et al., J. Med. Chem., 36:19
23 (1993))。ホスホジエステル主鎖全体を新規の結合で置き換えるために、多くの異なる
化学的戦略が用いられてきた。主鎖の類似体には、ホスホロチオエート、ホスホロジチオ
エート、メチルホスホネート、アミド亜リン酸エステル、ボラノホスフェート、ホスホト
リエステル、ホルムアセタール（ｆｏｒｍａｃｅｔａｌ）、３’－チオホルムアセタール
、５’－チオホルムアセタール、５’－チオエーテル、カーボネート、５’－Ｎ－カーボ
ネート、サルフェート、スルホネート、スルファメート、スルホンアミド、スルホン、サ
ルファイト、スルホキシド、スルフィド、ヒドロキシルアミン、メチレン（メチルイミノ
）（ＭＭＩ）またはメチレンオキシ（メチルイミノ）（ＭＯＭＩ）結合が含まれる。ホス
ホロチオエートおよびメチルホスホネートで修飾されたオリゴヌクレオチドは、自動化さ
れたオリゴヌクレオチド合成によるそれらの入手可能性のため、特に好まれている。その
オリゴヌクレオチドは、(Milligan et al., J. Med. Chem., 36:1923 (1993))により記述
されているような“ペプチド核酸”であってよい。唯一の必要条件は、そのオリゴヌクレ
オチドプライマーが、その少なくとも一部が標的配列の一部に結合することができる配列
を有するべきであることである。
【０１１１】
　[0117]　その標的ポリヌクレオチドは、二本鎖または一本鎖であってよい。一部の態様
において、その一本鎖標的ポリヌクレオチドの少なくとも一部は、そのマイクロアレイ上
に固定されたオリゴヌクレオチドプローブの少なくとも一部に完全に、または実質的に相
補的である。他の態様において、その一本鎖標的ポリヌクレオチドは、そのマイクロアレ
イ上に固定されたオリゴヌクレオチドプローブに完全に相補的である。図３は、発光団で
標識された二本鎖標的ポリヌクレオチドの検出のための粒子と統合されたマイクロアレイ
に基づくアッセイの本発明に従う概略図である。
【０１１２】
　[0118]　ＰＣＲ、（ＲＮＡ分子に関して）ＲＴ－ＰＣＲまたは他の方法を用いて、目的
のポリヌクレオチド分子／薬剤を核酸断片に変換し、ビオチン、ジゴキシンまたは類似の
もので標識することができ、次いでそれは粒子／ビーズの表面上の部分と結合する。粒子
またはビーズへの連結により、溶液中のこれらの核酸断片が濃縮される。二本鎖核酸断片
に関しては、それらを変性させて一本鎖核酸断片にする。次いでビーズを特定のマイクロ
アレイスポットに標的－プローブハイブリダイゼーションにより連結し、それは直接、ま
たはさらなる修飾を通して、高価でない装置または一般的な商業的マイクロアレイスキャ
ナーを用いた結果の検出を容易にする。特定の遺伝子、ＳＮＰまたは遺伝子変異、例えば
欠失、挿入、およびインデルがそうして同定される。ＳＮＰ／変異に関して、それらは生
物医学研究に、および医薬化合物の開発または医学的診断に価値がある。ＳＮＰは進化的



(33) JP 2014-501497 A 2014.1.23

10

20

30

40

50

に安定でもあり－世代間であまり変化しない－これはそれらを集団研究において追跡する
のに好都合なものにしている。
【０１１３】
　[0119]　本発明のこの工程において、そのポリヌクレオチドをアッセイするために、す
なわち多型部位を決定するためにあらゆる方法を用いることができる。例えば、上記で記
述したプライマー伸長に基づく方法、リガーゼに基づく配列決定法、ミスマッチに基づく
配列決定法、またはマイクロアレイに基づく配列決定法を、本発明に従って用いてよい。
あるいは、制限断片長多型（ＲＦＬＰ）検出、一本鎖高次構造多型検出（ＳＳＣＰ）、変
性剤濃度勾配ゲル電気泳動（ＤＧＧＥ）、変性高速液体クロマトグラフィー（ＤＨＰＬＣ
）、ＰＣＲに基づくアッセイ、例えばＴａｑｍａｎ（登録商標）ＰＣＲシステム（Ａｐｐ
ｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）のような方法を用いてよい。
【０１１４】
　[0120]　アレル特異的ＰＣＲ（ＡＳＰＣＲ）は、増幅抵抗性変異システム（ａｍｐｌｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ）（ＡＲＭ
Ｓ）またはＰＣＲ配列特異的プライマー（ＰＣＲ－ＳＳＰ）等として知られている。高い
正確性により、ＡＳＰＣＲは遺伝子配列中の既知のＳＮＰ／変異を分析するのに適してお
り、それは、特異的プライマーの３’末端がその鋳型にマッチしない場合にそのプライマ
ーを伸長することができず、そのＰＣＲ反応が遮断されるように、３’－５’エキソヌク
レアーゼ活性を有しないＤＮＡポリメラーゼを用いる。多重ＰＣＲを利用して、多数の座
位を同時に増幅し、次いでＤＮＡマイクロアレイにより識別することができる。そのＰＣ
Ｒ増幅は、１個のチューブ中で、または異なるチューブ中で実施されてよい。
【０１１５】
　[0121]　ユニバーサルアレイの技術を用いることにより、タグ配列がプライマーとコン
ジュゲートされ、それらの最終産物はそのタグプローブと容易にハイブリダイズすること
ができる。マイクロアレイはここでまさに復号手段としての役目を果たす。そのタグ配列
は人工的に設計され、重要な選別（ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ）を受け、それらは対応する相補
配列であるｃタグ配列を有する。タグおよびｃタグのそれぞれの組み合わせは、その標的
遺伝子中のＳＮＰ／変異のアレルに対応する。異なるタグ配列間のＴｍの差は５℃以下で
あり、そのタグ配列はそれら自体の間での、またはプライマーの群との交差ハイブリダイ
ゼーションを有さず、その試料のゲノムＤＮＡの種に対して低い相同性を有し、ヘアピン
構造を有しない。遺伝子または遺伝子型の決定は、そのＰＣＲ産物とハイブリダイズした
マイクロアレイ上のタグプローブのハイブリダイゼーションシグナルおよび位置に基づく
。
【０１１６】
　[0122]　図４は、遺伝性聴力損失に関する８種類のＳＮＰ／変異の逆多重化に関する例
としてのユニバーサルタグアレイの設計であり、それは１６種類のタグのみからなり、全
てのタグプローブは５個の連続した１個に関して横に複製されている。そのユニバーサル
アレイ上のそれぞれのタグプローブは、表１において示したタグ配列のいずれか１つのヌ
クレオチド配列を含む。一部の変形において、それぞれのタグプローブは５’－アミノ修
飾されており、そのタグ配列の５’末端に連結された１５ヌクレオチドのポリｄＴスペー
サーを含む。ＱＣおよびＢＣは、それぞれスポッティング効率の陽性および陰性対照を表
す。ＰＣおよびＮＣは、それぞれハイブリダイゼーションの陽性および陰性対照を表す。
ＭＣはそれらの標的と結合するマイクロスフィア表面の修飾された部分の陽性対照を表す
。これらの考慮すべき事柄は、アッセイ手順内のそれぞれの工程が最終的な結果と同様に
正確に実施されていることを確実にする。当然、特定の適用に関して、より多くの、また
はより少ないタグ配列を、複製スポットありまたはなしで用いることができる。これらの
タグ配列は、生物情報学の方法により設計することができる。タグプローブは、その標的
遺伝子の種とは異なる生物種に由来することもできる。例えば、その標的の種がヒトから
である場合、そのタグ配列は細菌の配列に由来することができる。そのタグ配列は、一本
鎖オリゴヌクレオチドまたはペプチドオリゴヌクレオチドである。
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【０１１７】
　[0123]　この発明におけるユニバーサルアレイは、一般的なマイクロアレイとは異なる
。一般的なマイクロアレイに関して、そのアレイ上のプローブは、遺伝子特異的またはア
レル特異的オリゴヌクレオチドであってよい。異なる標的遺伝子パネル（ｐａｎｅｌ）ま
たはＳＮＰ／変異パネルは異なるマイクロアレイの形式を必要とする。しかし、この発明
におけるユニバーサルアレイは特異的に設計されたタグプローブからなり、従ってそれら
はアレル特異的オリゴヌクレオチドまたはプライマーと関係ない。そのタグ配列は、異な
る遺伝子または異なる種の異なるＳＮＰ／変異に関するコードとして用いることができる
。ユニバーサルアレイの１つの形式は、あらゆる遺伝子または遺伝子型の検出のために用
いることができる。従って、そのようなアレイは普遍的であり、検出のプロセスは一種の
復号工程である。
【０１１８】
　Ｈ．キット
　[0124]　粒子、マイクロアレイおよびマイクロアレイ上に固定されたプローブ分子を含
む、分子相互作用を検出するのに有用なキットをこの発明において本明細書により提供す
る。特定の観点において、本発明は、ユニバーサルタグアレイを含むキットにおいても具
体化される。好ましくは、本発明のキットは、表２において示したような２種類のアレル
特異的プライマーおよび共通プライマーを含む、遺伝情報のＡＳＰＣＲ増幅のためのプラ
イマーのセットを含む。本発明のキットは、重合剤（ｐｏｌｙｍｅｒｉｚｉｎｇ　ａｇｅ
ｎｔ）、例えば熱安定性核酸ポリメラーゼ、例えば米国特許第４，８８９，８１８号；第
６，０７７，６６４号等において開示されている熱安定性核酸ポリメラーゼも含んでいて
よい。本発明のキットは、鎖を伸長するヌクレオチド、例えばｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＧ
ＴＰ、ｄＣＴＰ、およびｄＩＴＰも含んでいてよく、それにはｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＧ
ＴＰ、ｄＣＴＰ、およびｄＩＴＰの類似体が、そのような類似体が熱安定性核酸ポリメラ
ーゼに関する基質であり、成長している核酸鎖中に組み込まれ得る限り含まれる。好まし
い態様において、本発明のキットは、少なくとも１個のオリゴヌクレオチドプライマー対
、重合剤、および鎖伸長ヌクレオチドを含む。本発明のキットには、場合により緩衝剤、
バイアル、マイクロタイタープレート、および使用のための説明書が含まれていてよい。
【０１１９】
　Ｉ．典型的な態様
　[0125]　以下の実施例は本発明を説明するために提供されているのであり、限定するた
めに提供されているのではない。
【実施例】
【０１２０】
　試料
　[0126]　遺伝性難聴と関係する既知のＳＮＰ／変異を有する患者の血液試料、ならびに
バッカルスワブおよび乾燥血液スポットが含まれる未知のＳＮＰ／変異を有する試料は、
中国ＰＬＡ総合病院により提供された。
【０１２１】
　プライマー
　[0127]　合計８種類のＳＮＰ／変異を分析するために用いられた多重ＰＣＲプライマー
を、表２において列挙する。縦列において、変異のタイプ‘ｄｅｌ’は欠失変異を表し、
例えばｃ．３５ｄｅｌＧはＧＦＢ２のコード領域中の３５位のＧの欠失を意味し；‘＞’
は置換変異を表し、例えば２１６８Ａ＞ＧはＳＬＣ２６Ａ４（ＰＤＳ）のコード領域中の
２１６８位のＡのＧによる置換を意味する。‘ＷＴ’または‘ＭＵ’の接尾辞を有するプ
ライマー名は、そのＳＮＰ／変異座位においてそれぞれ野生型または変異体アレルを特異
的に増幅することができるアレル特異的プライマーを表す。‘ＲＢ’の接尾辞を有するプ
ライマー名は、そのＳＮＰ／変異座位が含まれる標的遺伝子断片の野生型アレルおよび変
異体アレルの両方を増幅することができる、５’末端においてビオチン化された共通プラ
イマーを表す。その共通プライマーはまた、合成される間にＣｙ３－ｄＴＴＰで蛍光標識
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されており、それは表２において星印をつけてある。それぞれのＳＮＰ／変異座位に関し
て、その２種類のアレル特異的プライマーはそれぞれ共通プライマーと対になる。
【０１２２】
　[0128]　ユニバーサルアレイは、試料のスポッティングに関する陽性品質管理（ＱＣ）
、試料のスポッティングに関する陰性品質管理（ＢＣ）、ハイブリダイゼーションに関す
る陽性品質管理（ＰＣ）、ハイブリダイゼーションに関する陰性品質管理（ＮＣ）、およ
びストレプトアビジンでコートされた粒子のビオチンで標識されたＤＮＡ断片との結合の
陽性対照（ＭＣ）を除いて、多重ＰＣＲ産物にハイブリダイズすることができる１６種類
のタグプローブで構成されている。ＱＣは、そのアレイ上の試料のスポッティングおよび
固定の有効性を監視するため、一方の末端において蛍光ＨＥＸで標識されており、他方の
末端においてアミノ基（ＮＨ２）により修飾されているオリゴヌクレオチドプローブであ
る。ＢＣは試料のスポッティングの間の交差汚染の品質管理のためのスポッティング緩衝
液である。ＮＣは、非特異的ハイブリダイゼーションの品質管理のための、アミノ基によ
り修飾されたオリゴヌクレオチドプローブであり、それは理論上溶液中のあらゆる断片に
ハイブリダイズすることができない。ＰＣは、ＰＣＲおよびハイブリダイゼーションの品
質管理のための、ハウスキーピング遺伝子産物にハイブリダイズすることができるアミノ
基により修飾されたオリゴヌクレオチドプローブである。ＭＣは、ビオチン化されたＤＮ
Ａ断片と結合するストレプトアビジンでコートされた粒子の品質管理のための、アミノ基
により修飾されており、ビオチン化されているオリゴヌクレオチドプローブである。
【０１２３】
　[0129]　ユニバーサルアレイ上のタグプローブは、以下の形式に従って設計されている
：ＮＨ２－ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ－タグＸ、ここでＸは１～１６の自然数であ
る。そのタグプローブは５’アミノ基修飾を有し、続いてポリｄＴ１５、続いてそれぞれ
表１において列挙されている配列１～１６を有するタグ１～タグ１８を有する。タグプロ
ーブ中のタグ１～タグ１６のヌクレオチド配列は、それぞれそのプライマーのタグ１～タ
グ１６の対応する配列と同一である。
【０１２４】
　多重アレル特異的ＰＣＲ
　[0130]　難聴の患者または難聴に関する高リスク家系からの全血試料、バッカルスワブ
および乾燥血液スポットから抽出されたゲノムＤＮＡを鋳型として用いて、多重ＰＣＲを
実施した。反応体積は２０μｌであり、０．２ｍＭ　ｄＮＴＰ、１×Ｑｉａｇｅｎ　ＰＣ
Ｒ緩衝液を含有し、２ｍＭまでのＭｇＣｌ２、１単位の３’から５’へのエキソヌクレア
ーゼ活性を欠くＨｏｔＳｔａｒｔＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｑｉａｇｅｎ，ドイツ、
ヒルデン）および１０ｎｇのゲノムＤＮＡ、および０．２μＭのそれぞれの選択されたＳ
ＮＰ／変異に関するプライマーを添加した。アッセイの検出限界を決定するため、５ｎｇ
から１００ｎｇまでの範囲の異なる量のゲノムＤＮＡを用いた。増幅はＰＴＣ－２２５サ
ーマルサイクラー（ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，マサチューセッツ州ウォータータウン）に
おいて実施された。増幅プログラムは以下の通りであった：最初に９５℃で１５分間；次
いで９４℃で３０秒間、０．５℃／秒で温度変動（ｒａｍｐ）させて５５℃まで下げ、５
５℃で３０秒間ホールド、０．２℃／秒で温度変動させて７０℃まで上げ、６０℃で４５
秒間ホールド、１０サイクル繰り返し；次いで９０℃で３０秒間、０．５℃／秒で温度変
動させて５５℃まで下げ、５５℃で３０秒間ホールド、０．２℃／秒で温度変動させて７
０℃まで上げ、７０℃で４５秒間ホールド、２２サイクル繰り返し；最後に６０℃で１０
分間ホールド；そして４℃に浸す。
【０１２５】
　一本鎖ＤＮＡの単離
　[0131]　ビオチン標識されたＰＣＲ産物を捕捉することができる、ストレプトアビジン
でコートされたＭｙＯｎｅ　Ｄｙｎａｌビーズ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｄｙｎａｌ　Ａ
Ｓ，ノルウェー、オスロ）を用いた。これらのビーズをまず供給業者からのプロトコルに
従って前処理し、３μＬのビーズを５μＬのＰＣＲ産物に添加し、１０分間保温した。次
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いで結合および洗浄緩衝液（５ｍＭトリス－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、０．５ｍＭ　ＥＤＴＡ
、１Ｍ　ＮａＣｌ）での２回の洗浄を続いて行った。アルカリ変性を、６０μＬの新しく
調製した０．１　Ｎ　ＮａＯＨを用いて２回、その都度１０分間実施した。その後、１５
μＬのハイブリダイゼーション緩衝液（９×ＳＳＣ、７．５×デンハルト、３７．５％（
ｖ／ｖ）ホルムアミド、０．１５％　ＳＤＳ）を添加した。
【０１２６】
　ユニバーサルアレイハイブリダイゼーション
　[0132]　そのハイブリダイゼーション混合物をユニバーサルタグアレイの表面に添加し
た。そのスライドを５０℃で１時間保温し、２タイプの洗浄緩衝液（タイプＩ：１×ＰＢ
Ｓおよび０．２％　Ｔｗｅｅｎ－２０；タイプＩＩ：０．０３×ＳＳＣ）中でそれぞれ室
温で２分間洗浄した。常磁性粒子またはビーズを操作するために磁力が用いられる場合、
３０分間の期間がハイブリダイゼーションのために用いられた。最後に、そのスライドを
遠心分離により乾燥させた。そのスライドを共焦点ＬｕｘＳｃａｎ　１０Ｋスキャナー（
ＣａｐｉｔａｌＢｉｏ，中国、北京）で走査し、得られた画像のデータを将来の分析のた
めにＳｐｏｔＤａｔａソフトウェア（ＣａｐｉｔａｌＢｉｏ）で抽出した。レーザーパワ
ーおよび光電子増倍管（ＰＭＴ）指数はそれぞれ７０％および７００であった。
【０１２７】
　実施例１
　遺伝性聴力損失に関するＳＮＰ／変異の多重化された分析
　[0133]　常磁性マイクロスフィアと統合されたマイクロアレイに基づくアッセイを、遺
伝性聴力損失に関するＳＮＰ／変異の多重化された分析のために用いた。商業的な蛍光ス
キャナーを用いてその結果を検出し、それは多数のＰＣＲ産物をマイクロスフィアを用い
て濃縮し、ｓｓＤＮＡ断片を回収し、マイクロスフィアをユニバーサルタグアレイにハイ
ブリダイゼーションにより連結し、それらをユニバーサルタグアレイから復号することに
より成し遂げられた。
【０１２８】
　[0134]　図４は、例として、遺伝性聴力損失に関する８種類のＳＮＰ／変異に対応する
ユニバーサルタグアレイの設計であり、ここでＧＪＢ２（Ｃｘ２６）遺伝子、ＳＬＣ２６
Ａ４（ＰＤＳ）遺伝子、および１２Ｓ　ｒＲＮＡ（ＭＴＲＮＲ１）遺伝子におけるＳＮＰ
／変異が選択された。‘Ｗ’または‘Ｍ’の接尾辞を有する名前は、それぞれＳＮＰ／変
異座位における野生型または変異体アレルに対応するプローブを表している。そのアレイ
の左側上にあるのは野生型アレルに関するプローブであり、右側上にあるのは変異体アレ
ルに関するプローブであり、それぞれのプローブは横に５個の複製スポットとして印刷さ
れている。ＧＪＢ２（Ｃｘ２６）遺伝子中のｃ．３５ｄｅｌＧ、ｃ．１７６＿１９１ｄｅ
ｌ１６、ｃ．２３５ｄｅｌＣ、およびｃ．２９９＿３００ｄｅｌＡＴ、ＳＬＣ２６Ａ４（
ＰＤＳ）遺伝子中のｃ．２１６８Ａ＞Ｇおよびｃ．９１９－２Ａ＞Ｇ（ＩＶＳ７－２Ａ＞
Ｇ）、ならびに１２Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子（ＭＴＲＮＲ１、ミトコンドリア遺伝子に属する
）中のｍ．１４９４Ｃ＞Ｔおよびｍ．１５５５Ａ＞Ｇを検出するために、それぞれのＳＮ
Ｐ／変異に関するプライマーには表２において示したようなビオチンならびにＣｙ３で標
識された２種類のアレル特異的プライマーおよび１種類の共通プライマーが含まれていて
よい。それぞれのアレル特異的プライマーは、それはそのＳＮＰ／変異座位を含有する標
的遺伝子配列と同じ、またはそれに相補的であるヌクレオチド配列の５’末端に連結され
た独特のタグ配列を含む。そして、それぞれのアレル特異的プライマーは、共通プライマ
ーと共に、ＰＣＲ増幅によりそのＳＮＰ／変異座位を含有するＤＮＡ断片を生成する。ア
レル特異的プライマー中のそれらの対応するタグ配列と同一の配列を含むプローブが固体
表面上に固定されてユニバーサルアレイを形成している。ストレプトアビジンでコートさ
れた粒子を用いてビオチン標識されたＤＮＡ産物を捕捉することができ、ｓｓＤＮＡを回
収した後、その標的－プローブハイブリダイゼーションを実施する。その結果は、連結さ
れた粒子の蛍光強度およびそのアレイ上の対応するタグプローブの位置により調べること
ができる。
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【０１２９】
　[0135]　そのアッセイの検出限界を決定するため、臨床試料からの５ｎｇから１００ｎ
ｇまでの範囲の異なる量のゲノムＤＮＡ（９箇所の選択されたＳＮＰ／変異座位において
全て野生型アレルを有する）を用いた。図５において示したように、遺伝性聴力損失に関
する８種類の選択されたＳＮＰ／変異が同時に分析され、図４において計画されたユニバ
ーサルタグアレイの設計に従って、そのアレイの左側上の野生型特異的プローブの全てが
陽性シグナルを示し、一方でその右側上の変異体特異的プローブからはほとんどハイブリ
ダイゼーションシグナルが検出されず、これは本発明のこの適用の現在の検出限界は５ｎ
ｇのゲノムＤＮＡであったことを示している。
【０１３０】
　[0136]　野生型に加えて、図６において示したように、ホモ接合およびヘテロ接合の臨
床試料からの８種類の選択されたＳＮＰ／変異に関する変異体アレルを調べた。５ｎｇか
ら１００ｎｇまでの範囲内で、あらゆる量のゲノムＤＮＡがこのアッセイに適していた。
‘ＭＵ’および‘ＨＥＴ’接尾辞は、それぞれホモ接合体およびヘテロ接合体を表す。ヘ
テロ接合の試料に関して、それらはＳＮＰ／変異部位において野生型および変異体アレル
の両方を含有している。ミトコンドリア遺伝子中のＳＮＰ／変異部位、例えばｍ．１５５
５Ａ＞Ｇに関して、‘ＨＯＭ’および‘ＨＥＴ’接尾辞は、それぞれホモプラズミック（
ｈｏｍｏｐｌａｓｍｉｃ）およびヘテロプラズミック（ｈｅｔｅｒｏｐｌａｓｍｉｃ）変
異状態を表す。他の遺伝子型決定法、例えばＤＮＡ配列決定の確認により、その結果は１
００％正確であり、これはそのようなプラットフォームが高い特異性を有し、臨床試料を
遺伝子型決定することができたことを実証している。この遺伝子型決定プラットフォーム
の極めて高い感度により、それを稀な試料の検出に適用することもできる。実際、難聴に
冒された家系からのバッカルスワブおよび乾燥血液スポットを収集し、ＤＮＡ配列決定に
より確認した際に、それらのアッセイの結果は１００％正確であった。その遺伝子型決定
の成功は、この遺伝子型決定プラットフォームが多数の疾患ならびにそれらの対応するＳ
ＮＰ／変異と関係する遺伝子解析および診断解析において広く適用されるための道を開く
。
【０１３１】
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【手続補正書】
【提出日】平成25年8月30日(2013.8.30)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
マイクロアレイを用いて標的分子を検出するための方法であって、その方法が以下：
　ａ）該標的分子を発光団で標識し；
　ｂ）該標的分子を粒子に連結し；
　ｃ）該発光団で標識されており、該粒子に連結されている、または該粒子から分離して
いる標的分子を、該マイクロアレイ上に固定されたプローブ分子に結合させ；そして
　ｄ）該標的分子および該プローブ分子の間の相互作用を検出する；
を含み、該標的分子がポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチド
および炭水化物からなる群から選択される、前記方法。
【請求項２】
粒子が官能基または機能性部分でコートされている、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
標的分子が化学基、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドお
よび炭水化物からなる群から選択される分子によって修飾されている、請求項１または２
に記載の方法。
【請求項４】
標的分子が粒子に該標的分子の修飾および該粒子上の官能基の間の相互作用により連結さ
れている、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
プローブ分子がポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび
炭水化物からなる群から選択される、請求項１－４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
発光団が蛍光体、リン光体および発色団からなる群から選択される、請求項１－５のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項７】
請求項１－６に記載の方法を用いて標的分子を検出するための方法であって、該標的分子
が遺伝情報と関係している、前記方法。
【請求項８】
標的ポリヌクレオチドと関係する遺伝情報が、置換、挿入、欠失およびインデルからなる
群から選択される変異である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
変異が一塩基多型（ＳＮＰ）である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
遺伝情報が遺伝性聴力損失と関係している、請求項７－９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
遺伝情報がＧＪＢ２（Ｃｘ２６）、ＳＬＣ２６Ａ４（ＰＤＳ）、または１２Ｓ　ｒＲＮＡ
（ＭＴＲＮＲ１）内にある、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
発光団で標識され、粒子に連結された標的分子および該標的分子に結合したマイクロアレ
イ上に固定されたプローブ分子を含む組成物であって、該標的分子がポリヌクレオチド、
ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび炭水化物からなる群から選択される
、前記組成物。
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【請求項１３】
プローブ分子がポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、小分子化合物、ペプチドおよび
炭水化物からなる群から選択される、請求項１２に記載の組成物。
【請求項１４】
タグ配列なしの配列番号２１－４６で示した配列、５’末端におけるビオチン化ユニバー
サルプライマー配列、またはＣｙ３標識を含むプライマーであって、そのプライマーが完
全長ｃＤＮＡまたは完全長ゲノムＤＮＡではなく、ｔ１４９４Ｃ＞Ｔ－ＷＴ、ｔ１４９４
Ｃ＞Ｔ－ＭＵ、および１４９４Ｃ＞Ｔ－ＲＢからなる群から選択される、前記プライマー
。
【請求項１５】
発色団、粒子および配列番号１－２０で示したタグ配列の少なくとも２種類を含むユニバ
ーサルタグアレイを含む、分子相互作用の検出に有用なキット。
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