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(57)【要約】
【課題】多種の標的因子を再現可能・敏感・低コストの方法で検出することができるシス
テムを提供すること。
【解決手段】試料内の標的因子の存在が、プローブの立体構造の検出可能な変化と関連づ
けられるように考案された少なくとも一つのプローブを含む。本発明のプローブは、標的
因子とプローブとの連合を、あるハイブリダイゼーション状態から他のハイブリダイゼー
ション状態に検出可能に変化することによって報知する核酸ベースのシグナルトランスデ
ューサーを含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ)それぞれ独立して約３～１５０個のヌクレオチドを有し、相互に実質的に相補的で
あることから第１ハイブリダイズした二重鎖(first hybridized duplex)を形成する第１
対象配列及び第１相補配列からなる第１核酸配列対；
　ｂ)前記第１対象配列と前記第１相補配列のうち少なくとも一つに接合されており、少
なくとも一つの標的因子と特異的に相互作用する少なくとも一つの認識要素；及び
　ｃ)必要に応じて、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の量の関数としてその大きさが
示される特徴的シグナルを発生する少なくとも一つの検出可能なラベル；からなる構成成
分のうち少なくとも一つ、好ましくは全部を作動可能に連結された状態に含むプローブで
あって、
　前記標的因子が存在するときに、前記標的因子と前記認識要素との前記相互作用により
前記第１ハイブリダイズした二重鎖の量が、前記標的因子が存在しないときの量に比べて
変化することによって前記特徴的シグナルが変化するプローブ。
【請求項２】
　前記プローブは、第２対象配列と第２相補配列とからなる競争する核酸配列である第２
核酸配列対をさらに含むプローブであって、
　前記第２対象配列と前記第２相補配列はそれぞれ独立して約３～１５０個のヌクレオチ
ドを有し、相互に実質的に相補的であることから第２ハイブリダイズした二重鎖(second 
hybridized duplex)を形成し；
　前記第１対象配列と前記第２対象配列は、一つの対象配列内に含まれていながら、少な
くとも一つのヌクレオチドからなる重複領域を有し、
　前記標的因子が存在するときに、前記標的因子と前記認識要素との前記相互作用により
、前記標的因子が存在しないときに比べて前記第１ハイブリダイズした二重鎖及び前記第
２ハイブリダイズした二重鎖のいずれか一つの量は減少し、残り一つの量は増加すること
によって、前記特徴的シグナルが変化する請求項１に記載のプローブ。
【請求項３】
　前記認識要素が、前記重複領域を除いた前記第１対象配列、または前記第１相補配列に
接合されている請求項２に記載のプローブ。
【請求項４】
　前記対象配列及び前記相補配列が、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、及びＤＮＡとＲＮＡとの
混合物からなる群より選ばれる請求項１及び２のいずれか一項に記載のプローブ。
【請求項５】
　前記認識要素がプローブリガンドであり、前記標的因子が前記プローブリガンドに特異
的に結合しうる受容体因子である請求項１に記載の親和性プローブ。
【請求項６】
　前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、前記受容体因子が前記プローブリガ
ンドに結合することによって少なくとも１℃減少する請求項５に記載の親和性プローブ。
【請求項７】
　前記プローブリガンドが、前記第１対象配列または前記第１相補配列に少なくとも一つ
の連結要素により共有結合で連結されている請求項５に記載の親和性プローブ。
【請求項８】
　前記連結要素が、化学結合(chemical bond)、二価原子(divalent atom)、二価の化学部
分(divalent chemical moiety)、及び多価の化学部分(multivalent chemical moiety)か
らなる群より選ばれる請求項７に記載の親和性プローブ。
【請求項９】
前記プローブリガンドが、化学的リガンド(chemical ligand)、生化学的リガンド(bioche
mical ligand)、抗原、抗体、抗体断片、酵素、酵素の基質、酵素の基質または阻害剤、
ホルモン(hormone)、抗生剤(antibiotic)、麻薬(narcotic)、毒素(toxin)、ポリペプチド
(polypeptide)、タンパク質、タンパク質断片、標的配列(targeting sequence)、トラン
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ジットペプチド(transit peptide)、糖タンパク質(glycoprotein)、脂質(lipid)、リン脂
質(phospholipid)、多糖(polysaccaharide)、炭水化物(carbohydrate)、核酸、及びペプ
チド核酸(peptide nucleic acid)からなる群より選ばれる請求項５に記載の親和性プロー
ブ。
【請求項１０】
　前記認識要素は、不安定化因子と少なくとも一つの切断部位とを含むプローブ基質であ
り、前記標的因子は、切断部位を特異的に切断しうる反応誘発因子であり、前記切断部位
の第１末端は、前記不安定化因子に接合されており、前記切断部位の第２末端は、前記第
１対象配列または第１相補配列に少なくとも一つの連結要素により共有結合で連結されて
いる請求項１に記載の切断性プローブ。
【請求項１１】
　前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、前記切断部位が前記反応誘発因子に
より切断されることによって少なくとも１℃増加する請求項１０に記載の切断性プローブ
。
【請求項１２】
前記連結要素が、化学結合、二価原子、二価の化学部分、及び多価の化学部分からなる群
より選ばれる請求項１０に記載の切断性プローブ。
【請求項１３】
　前記不安定化因子が、前記切断部位の前記第１末端とリンカーにより共有結合または非
共有結合的に連結されている請求項１０に記載の切断性プローブ。
【請求項１４】
　前記不安定化因子が、ビオチン(biotin)に結合するストレプトアビジン(streptavidin)
またはその誘導体であり、前記ビオチンは、前記切断部位の第１末端にリンカーにより共
有結合で連結されている請求項１３に記載の切断性プローブ。
【請求項１５】
　前記リンカーが、化学結合、二価原子、二価の化学部分、及び多価の化学部分からなる
群より選ばれる請求項１３に記載の切断性プローブ。
【請求項１６】
　前記切断部位が、プロテアーゼ(protease)、エンドヌクレアーゼ(endonuclease)、リパ
ーゼ(lipase)、またはグリコシダーゼ(glycosidase)によって特異的に切断される請求項
１０に記載の切断性プローブ。
【請求項１７】
　前記切断部位が、へパラナーゼ－１(heparanase-1)によって特異的に切断される請求項
１６に記載の切断性プローブ。
【請求項１８】
　前記切断部位が、哺乳類またはウイルスのプロテアーゼによって特異的に切断される請
求項１６に記載の切断性プローブ。
【請求項１９】
　前記切断部位が、ヒト病原体(human pathogen)と関連するプロテアーゼによって特異的
に切断される請求項１６に記載の切断性プローブ。
【請求項２０】
　前記プロテアーゼが、サイトメガロウイルス(cytomegalovirus:ＣＭＶ)、単純ヘルペス
ウイルス(herpes simplex virus:ＨＳＶ)、肝炎ウイルス(hepatitis virus)、マラリア原
虫(plasmodium)、ヒト免疫不全ウイルス(human immunodeficiency virus:ＨＩＶ)、カポ
ジ肉腫関連ヘルペスウイルス(Kaposi's sarcoma-associated herpes virus:ＫＳＨＶ)、
黄熱ウイルス(yellow fever virus)、フラビウイルス(flavivirus)、またはライノウイル
ス(rhinovirus)から発現するプロテアーゼである請求項１９に記載の切断性プローブ。
【請求項２１】
　前記プロテアーゼが、セリン型(serine-type)、システイン型(cystein-type)、または
アスパラギン酸型(aspartate-type)プロテアーゼである請求項１８に記載の切断性プロー
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ブ。
【請求項２２】
　前記マラリア原虫は、ピー.ファルシパルム(P.falciparum)であり、前記プロテアーゼ
は、プラスメプシン(plasmepsin)Ｉ及びIIのいずれかである請求項２０に記載の切断性プ
ローブ。
【請求項２３】
　前記切断部位が、ＨＳＶの成熟したプロテアーゼ(maturational protease)によって特
異的に切断される請求項２０に記載の切断性プローブ。
【請求項２４】
　前記肝炎ウイルス(hepatitis virus)がＣ型肝炎ウイルスである請求項２０に記載の切
断性プローブ。
【請求項２５】
　前記ヒト病原体が酵母(yeast)、細菌(bacterium)、真菌類(fungi)、線虫(nematode)、
ウイルス(virus)、または原生動物(protozoa)である請求項１９に記載の切断性プローブ
。
【請求項２６】
　前記切断部位が、血液凝固(blood coagulation)、アポトーシス(apoptosis)、アルツハ
イマー病(Alzheimer's disease)、または細胞外マトリックス(extracellular matrix)と
関連している哺乳類のプロテアーゼによって特異的に切断される請求項１８に記載の切断
性プローブ。
【請求項２７】
　前記認識要素は、前記第１対象配列または前記第１相補配列に少なくとも一つの連結要
素により共有結合で連結されている少なくとも一つの反応部位を含むプローブ基質であり
、前記標的因子は、不安定化因子を前記反応部位に特異的に接合しうる反応誘発因子であ
る請求項１に記載の第Ｉ型連結性プローブ。
【請求項２８】
　前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、前記不安定化因子が前記反応誘発因
子により接合されることによって少なくとも１℃減少する請求項２７に記載の第Ｉ型連結
性プローブ。
【請求項２９】
　前記連結要素が、化学結合(chemical bond)、二価原子(divalent atom)、二価の化学部
分(divalent chemical moiety)、及び多価の化学部分(multivalent chemical moiety)か
らなる群より選ばれる請求項２７に記載の第Ｉ型連結性プローブ。
【請求項３０】
　前記不安定化因子が、前記反応誘発因子の存在下で前記反応部位に共有結合で連結され
うる少なくとも一つの反応基を有するタンパク質またはタンパク質複合体である請求項２
７に記載の第Ｉ型連結性プローブ。
【請求項３１】
　前記不安定化因子が、少なくとも一つの前記反応基を有する修飾されたビオチン(bioti
n)に結合しているストレプトアビジン(streptavidin)である請求項３０に記載の第Ｉ型連
結性プローブ。
【請求項３２】
　前記反応部位が、リガーゼ(ligase)により前記不安定化因子に接合される請求項２７に
記載の第Ｉ型連結性プローブ。
【請求項３３】
　前記リガーゼが、ポリヌクレオチドリガーゼ(polynucleotide ligase)、アミノアシル
ｔＲＮＡリガーゼ(aminoacyl tRNA ligase)、及びビオチンタンパク質リガーゼ(biotin p
rotein ligase)からなる群より選ばれる請求項３２に記載の第Ｉ型連結性プローブ。
【請求項３４】
　前記認識要素は、前記第１対象配列または前記第１相補配列に少なくとも一つの連結要
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素により共有結合で連結されている少なくとも一つの反応部位を含むプローブ基質であり
、前記標的因子は、前記反応部位を、不安定化因子が接合しうる接合部位に特異的に変換
させうる反応誘発因子である請求項１に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項３５】
　前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、前記不安定化因子が前記反応誘発因
子により接合されることによって少なくとも１℃減少する請求項３４に記載の第II型連結
性プローブ。
【請求項３６】
　前記連結要素が、化学結合、二価原子、二価の化学部分、及び多価の化学部分からなる
群より選ばれる請求項３４に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項３７】
　前記不安定化因子が、前記接合部位に特異的に結合しうるタンパク質またはタンパク質
複合体である請求項３４に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項３８】
　前記不安定化因子が、前記接合部位に自発的にまたは連結試薬の存在下で共有結合で連
結されうる少なくとも一つの反応基を有するタンパク質またはタンパク質複合体である請
求項３４に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項３９】
　前記不安定化因子が、少なくとも一つの前記反応基を有する修飾されたビオチン(bioti
n)に結合しているストレプトアビジン(streptavidin)またはその誘導体である請求項３８
に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項４０】
　前記反応部位が、トランスフェラーゼ(transferase)により特異的に変換する請求項３
４に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項４１】
　前記トランスフェラーゼが、キナーゼ(kinase)及びアセチル-ＣｏＡトランスフェラー
ゼ(acetyl-CoA transferase)からなる群より選ばれる請求項４０に記載の第II型連結性プ
ローブ。
【請求項４２】
　前記キナーゼが、ｃ-ＡＭＰ依存性プロテインキナーゼ(c-AMP dependent protein kina
se:ＰＫＡ)、カゼインキナーゼＩ(casein kinase I:ＣＫＩ)、カゼインキナーゼII(casei
n kinase II:ＣＫII)、グリコーゲンシンターゼキナーゼ３(glycogen synthase kinase 3
:ＧＳＫ－３)、ｃｄｃ２プロテインキナーゼ(cdc2 protein kinase)、カルモジュリン依
存性プロテインキナーゼII(calmodulin-dependent protein kinase II:ＣａＭＫII)、イ
ンスリン受容体(insulin receptor:ＩＮＳＲ)、マイトジェン-活性化プロテインキナーゼ
(mitogen-activated protein kinase:ＭＡＰＫ)、ｃＧＭＰ-依存性プロテインキナーゼ(c
GMP-dependent protein kinase:ｃＧＰＫ)、ホスホリラーゼキナーゼ(phosphorylase kin
ase:ＰｈＫ)、プロテインキナーゼＣ(protein kinase C:ＰＫＣ)、ｐ３４ ｃｄｃ２プロ
テインキナーゼ(p34 cdc2 protein kinase)、減数分裂-活性化ミエリン塩基性プロテイン
キナーゼ(meiosis-activated myelin basic protein kinase:ｐ４４ ｍｐｋ)、平滑筋ミ
オシン軽鎖キナーゼ(smooth muscle myosin light chain kinase)、表皮成長因子受容体
キナーゼ(epidermal growth factor receptor kinase:ＥＧＦ－ＲＫ)、及びプロテインチ
ロシンキナーゼｐｐ６０ｃ-ｓｒｃ(protein tyrosine kinase pp60c-src:ＰＴＫ)からな
る群より選ばれる請求項４１に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項４３】
　前記反応部位が、キナーゼに特異的な部位であり、前記接合部位が、前記キナーゼによ
り付着されたリン酸基を含む請求項３４に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項４４】
　前記不安定化因子が、前記キナーゼにより付着された前記リン酸基を有する前記接合部
位に特異的に結合しうる抗体または受容体である請求項４３に記載の第II型連結性プロー
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ブ。
【請求項４５】
　前記リン酸基は、チオリン酸基(thiophosphate)であり、前記不安定化因子は、連結試
薬の存在下で前記接合部位に共有結合で連結されうるヨードアセチル基(iodoacetyl)また
はチオル基(thiol)のような少なくとも一つの反応基を有する修飾されたビオチン(biotin
)に結合しているストレプトアビジン(streptavidin)またはその誘導体である請求項４３
に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項４６】
　前記不安定化因子が、二価陽イオン性(dicataionic)、三価陽イオン性(tricataionic)
、または多価陽イオン性(polycataionic)金属イオンを含んでいる合成高分子またはその
類似体からなるナノ粒子(nanoparticle)、ミクロ粒子(microparticle)、ビーズ(bead)、
または膜(membrane)であって、前記リン酸基を有する前記接合部位に特異的に結合しうる
請求項４３に記載の第II型連結性プローブ。
【請求項４７】
　前記認識要素は、前記第１対象配列または前記第１相補配列に少なくとも一つの連結要
素により共有結合で連結されている少なくとも一つの反応部位を含むプローブ基質であり
、前記標的因子は、不安定化因子が接合されうる前記反応部位を、非接合性部位に特異的
に変換させうる反応誘発因子である請求項１に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項４８】
　前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、前記不安定化因子が接合されること
によって少なくとも１℃減少する請求項４７に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項４９】
　前記連結要素が、化学結合、二価原子、二価の化学部分、及び多価の化学部分からなる
群より選ばれる請求項４７に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項５０】
　前記不安定化因子が、前記反応部位に特異的に結合しうるタンパク質またはタンパク質
複合体である請求項４７に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項５１】
　前記不安定化因子が、前記反応部位に自発的にまたは連結試薬の存在下で共有結合で連
結されうる少なくとも一つの反応基を有するタンパク質またはタンパク質複合体である請
求項４７に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項５２】
　前記不安定化因子が、少なくとも一つの前記反応基を有する修飾されたビオチン(bioti
n)に結合しているストレプトアビジン(streptavidin)またはその誘導体である請求項５１
に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項５３】
　前記反応部位が、ホスファターゼ(phosphatase)により特異的に脱リン酸化しうるリン
酸基を有する部位である請求項４７に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項５４】
　前記ホスファターゼが、プロテインチロシンホスファターゼ(protein tyrosine phosph
atase)、二重特異性ホスファターゼ(dual specificity phosphatase)及びプロテインＳｅ
ｒ／Ｔｈｒホスファターゼ(protein Ser/Thr phosphatase)のようなリン酸化プロテイン
ホスファターゼ(phosphoprotein phosphatase)；ホスファチジルイノシトール-３，４-二
リン酸４-ホスファターゼ(phosphatidylinositol-3,4-biphosphate 4-phosphatase)、ホ
スファチジルイノシトール-３，４，５-三リン酸３-ホスファターゼ(phosphatidylinosit
ol-3,4,5-triphosphate 3-phosphatase)、ＳＨ２ドメイン含有イノシトールホスファター
ゼ(SH2 domain-containing inositol phosphatase:ＳＨＩＰ)及び膜-会合リン脂質ホスフ
ァターゼ(membrane-assocated phospholipid phosphatase)のようなリン脂質ホスファタ
ーゼ(phospholipid phosphatase)；ポリヌクレオチド３'-ホスファターゼ(polynucleotid
e 3'-phosphatase)及びポリヌクレオチド５'-ホスファターゼ(polynucleotide 5'-phosph
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atase)のようなポリヌクレオチドホスファターゼ(polynucleotide phosphatase)；からな
る群より選ばれる請求項５３に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項５５】
　前記不安定化因子が、前記リン酸基を有する前記反応部位に特異的に結合しうる抗体ま
たは受容体である請求項５３に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項５６】
　前記リン酸基は、チオリン酸基(thiophosphate)であり、前記不安定化因子は、連結試
薬の存在下で前記反応部位に共有結合で連結されうるヨードアセチル基(iodoacetyl)また
はチオル基(thiol)のような少なくとも一つの反応基を有する修飾されたビオチン(biotin
)に結合しているストレプトアビジン(streptavidin)またはその誘導体である請求項５３
に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項５７】
　前記不安定化因子が、二価陽イオン性(dicataionic)、三価陽イオン性(tricataionic)
、または多価陽イオン性(polycataionic)金属イオンを含んでいる合成高分子またはその
類似体からなるナノ粒子(nanoparticle)、ミクロ粒子(microparticle)、ビーズ(bead)、
または膜(membrane)であって、前記リン酸基を有する前記反応部位に特異的に結合しうる
請求項５３に記載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項５８】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖が、前記第２ハ
イブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項２に記載の親和性プローブ。
【請求項５９】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、
前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃高い請求項５８に記
載の親和性プローブ。
【請求項６０】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第２ハイブリダイズした二重鎖が、前記第１
ハイブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項５８に記載の親和性プロー
ブ。
【請求項６１】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が
、前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃低い請求項６０に
記載の親和性プローブ。
【請求項６２】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第２ハイブリダイズした二重鎖が、前記第１ハ
イブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項２に記載の切断性プローブ。
【請求項６３】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、
前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃低い請求項６２に記
載の切断性プローブ。
【請求項６４】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖が、前記第２
ハイブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項６２に記載の切断性プロー
ブ。
【請求項６５】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が
、前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃高い請求項６４に
記載の切断性プローブ。
【請求項６６】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖が、前記第２ハ
イブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項２に記載の第Ｉ型連結性プロ
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ーブ。
【請求項６７】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、
前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃高い請求項６６に記
載の第Ｉ型連結性プローブ。
【請求項６８】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第２ハイブリダイズした二重鎖が、前記第１
ハイブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項６６に記載の第Ｉ型連結性
プローブ。
【請求項６９】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が
、前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃低い請求項６８に
記載の第Ｉ型連結性プローブ。
【請求項７０】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖が、前記第２ハ
イブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項２に記載の第II型連結性プロ
ーブ。
【請求項７１】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、
前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃高い請求項７０に記
載の第II型連結性プローブ。
【請求項７２】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第２ハイブリダイズした二重鎖が、前記第１
ハイブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項７０に記載の第II型連結性
プローブ。
【請求項７３】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が
、前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃低い請求項７２に
記載の第II型連結性プローブ。
【請求項７４】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第２ハイブリダイズした二重鎖が、前記第１ハ
イブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項２に記載の第II(－)型連結性
プローブ。
【請求項７５】
　前記標的因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、
前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃低い請求項７４に記
載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項７６】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖が、前記第２
ハイブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される請求項７４に記載の第II(－)型連
結性プローブ。
【請求項７７】
　前記標的因子が過量存在するときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が
前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも１℃高い請求項７６に記
載の第II(－)型連結性プローブ。
【請求項７８】
　前記検出可能なラベルが、蛍光体、発光体、放射線同位元素、酵素、抗体、抗原、電気
化学的ラベルからなる群より選ばれる非相互作用性ラベルである請求項１に記載のプロー
ブ。
【請求項７９】
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　前記プローブは、前記第１対象配列を含む第１分子及び前記第１相補配列を含む第２分
子からなる二分子プローブであって、前記少なくとも一つの検出可能なラベルが、前記第
１及び第２分子のうち少なくとも一つに共有結合で連結されている請求項７８に記載のプ
ローブ。
【請求項８０】
　前記第１分子が支持体に固定化されており、前記少なくとも一つの検出可能なラベルが
、前記第２分子に共有結合で連結されている請求項７９に記載のプローブ。
【請求項８１】
　前記第２分子が支持体に固定化されており、前記少なくとも一つの検出可能なラベルが
、前記第１分子に共有結合で連結されている請求項７９に記載のプローブ。
【請求項８２】
　前記検出可能なラベルが、二本鎖核酸に優先的に結合しうるインターカレート染色剤(i
ntercalating dye)である請求項１に記載のプローブ。
【請求項８３】
　前記プローブは、前記第１対象配列を含む第１分子と前記第１相補配列を含む第２分子
とを含む請求項８２に記載のプローブ。
【請求項８４】
　前記第１または第２分子が支持体に固定化されている請求項８３に記載のプローブ。
【請求項８５】
　前記第１対象配列及び前記第１相補配列が、ループ部分により共有結合で連結されてい
る請求項８２に記載のプローブ。
【請求項８６】
　前記ループ部分が、前記第１対象配列の５'または３'末端のいずれかを前記第１相補配
列の５'または３'末端のいずれかに連結する請求項８５に記載のプローブ。
【請求項８７】
　前記ループ部分が、約４～１００個のヌクレオチドを有する核酸配列である請求項８５
に記載のプローブ。
【請求項８８】
　前記第１対象配列、前記ループ部分、及び前記第１相補配列が、５'から３'方向または
３'から５'方向に順次に共有結合で連結されている請求項８７に記載のプローブ。
【請求項８９】
　支持体に固定化されている請求項８５に記載のプローブ。
【請求項９０】
　前記少なくとも一つの検出可能なラベルが、前記第１対象配列に接合されている第１ラ
ベル部分と、前記第１相補配列に接合されている第２ラベル部分とを含む相互作用性ラベ
ル対を含み、前記第１ハイブリダイズした二重鎖が形成されるときに、前記第１及び第２
ラベル部分が相互作用する請求項１に記載のプローブ。
【請求項９１】
　前記相互作用性ラベル対が、蛍光体と消光体からなり、前記相互作用性ラベル対の相互
作用により前記プローブの蛍光の変化が起こり、該蛍光の変化が、強度の減少、寿命の減
少、偏光の変化、波長の変化からなる群より選ばれる請求項９０に記載のプローブ。
【請求項９２】
　前記プローブが、前記第１ラベル部分を含んでいる前記第１対象配列を含む第１分子と
、前記第２ラベル部分を含んでいる前記第１相補配列を含む第２分子とからなる二分子プ
ローブである請求項９０に記載のプローブ。
【請求項９３】
　前記第１または第２分子が支持体に固定化されている請求項９２に記載のプローブ。
【請求項９４】
　前記プローブが、前記第１対象配列及び前記第１相補配列がループ部分により共有結合
で連結されている単分子プローブである請求項９０に記載のプローブ。
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【請求項９５】
　前記ループ部分が、前記第１対象配列の５'または３'末端のいずれかを前記第１相補配
列の５'または３'末端のいずれかに連結する請求項９４に記載のプローブ。
【請求項９６】
　前記ループ部分が、約４～１００個のヌクレオチドを有する核酸配列である請求項９４
に記載のプローブ。
【請求項９７】
　前記第１対象配列、前記ループ部分、及び前記第１相補配列が、５'から３'方向または
３'から５'方向に順次に共有結合で連結されている請求項９６に記載のプローブ。
【請求項９８】
　支持体に固定化されている請求項９４に記載のプローブ。
【請求項９９】
　前記プローブは単分子プローブであって、前記第１対象配列と前記第１相補配列とがル
ープ部分により共有結合で連結されており、前記少なくとも一つの検出可能なラベルが、
前記単分子プローブの相異なる位置に接合されている第１及び第２ラベル部分を含む相互
作用性ラベル対を含み、前記第１ハイブリダイズした二重鎖が形成されるときに、前記第
１及び第２ラベル部分が相互作用する請求項１に記載のプローブ。
【請求項１００】
　前記ループ部分が、前記第１対象配列の５'または３'末端のいずれかを前記第１相補配
列の５'または３'末端のいずれかに連結する請求項９９に記載のプローブ。
【請求項１０１】
　前記ループ部分が、約４～１００個のヌクレオチドを有する核酸配列である請求項９９
に記載のプローブ。
【請求項１０２】
　前記第１対象配列、前記ループ部分、及び前記第１相補配列が、５’から３’方向また
は３'から５'方向に順次に共有結合で連結されている請求項１０１に記載のプローブ。
【請求項１０３】
　前記相互作用性ラベル対が、蛍光体と消光体からなり、前記相互作用性ラベル対の相互
作用により前記プローブの蛍光の変化が起こり、該蛍光の変化が、強度の減少、寿命の減
少、偏光の変化、波長の変化からなる群より選ばれる請求項９９に記載のプローブ。
【請求項１０４】
　前記第１及び第２ラベル部分のうち少なくとも一つが、前記ループ部分に共有結合で連
結されている請求項９９に記載のプローブ。
【請求項１０５】
　支持体に固定化されている請求項９９に記載のプローブ。
【請求項１０６】
　前記プローブは、前記第１対象配列の５'末端に共有結合で連結された５'アーム配列(5
'arm sequence)と、前記第１対象配列の３'末端に共有結合で連結された３'アーム配列(3
'arm sequence)とからなる核酸アーム配列対をさらに含むプローブであって、
　前記第１対象配列が前記第１相補配列にハイブリダイズしていないときに、前記アーム
配列対は、約３～３５個の相補的な塩基対を有するステム二重鎖(stemd duplex)を形成し
；
　前記検出可能なラベルは、前記５'アーム配列に接合された第１ラベル部分と前記３'ア
ーム配列に接合された第２ラベル部分とからなる相互作用性ラベル対を含み、前記ステム
二重鎖が形成されるときに、前記第１及び第２ラベル部分が相互作用する請求項１に記載
のプローブ。
【請求項１０７】
　前記プローブは、前記第１相補配列の５’末端に共有結合で連結された５’アーム配列
(5’arm sequence)と、前記第１相補配列の３’末端に共有結合で連結された３’アーム
配列(3’arm sequence)とからなる核酸アーム配列対をさらに含むプローブであって、
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　前記第１対象配列が前記第１相補配列にハイブリダイズしていないときに、前記アーム
配列対は、約３～３５個の相補的な塩基対を有するステム二重鎖(stem duplex)を形成し
；
　前記検出可能なラベルは、前記５'アーム配列に接合された第１ラベル部分と、前記３'
アーム配列に接合された第２ラベル部分とからなる相互作用性ラベル対を含み、前記ステ
ム二重鎖が形成されるときに、前記第１及び第２ラベル部分が相互作用する請求項１に記
載のプローブ。
【請求項１０８】
　前記プローブは、前記第１対象配列の５'末端に共有結合で連結された第１の５’アー
ム配列(first 5'arm sequence)と前記第１対象配列の３'末端に共有結合で連結された第
１の３’アーム配列(first 3'arm sequence)とからなる第１アーム配列対と、前記第１相
補配列の５'末端に共有結合で連結された第２の５’アーム配列(second 5’arm sequence
)と前記第１相補配列の３’末端に共有結合で連結された第２の３’アーム配列(second 3
’arm sequence)とからなる第２アーム配列対と、からなる２対の核酸アーム配列対をさ
らに含むプローブであって、
　前記第１対象配列が前記第１相補配列にハイブリダイズしていないときに、前記第１ア
ーム配列対は、約３～３５個の相補的な塩基対を有する第１ステム二重鎖(first stem du
plex)を形成し、前記第２アーム配列対は、約３～３５個の相補的な塩基対を有する第２
ステム二重鎖(second stemd duplex)を形成し；
　前記検出可能なラベルは、前記第１の５’アーム配列に接合された第１ラベル部分と前
記第１の３’アーム配列に接合された第２ラベル部分とからなる第１ラベル対と、前記第
２の５’アーム配列に接合された第３ラベル部分と前記第２の３’アーム配列に接合され
た第４ラベル部分とからなる第２ラベル対と、からなる２対の相互作用性ラベル対を含み
、前記第１ステム二重鎖が形成されるときに前記第１ラベル対が相互作用し、前記第２ス
テム二重鎖が形成されるときに前記第２ラベル対が相互作用する請求項１に記載のプロー
ブ。
【請求項１０９】
　前記相互作用性ラベル対が、蛍光体と消光体からなり、前記相互作用性ラベル対の相互
作用により前記プローブの蛍光の変化が起こり、該蛍光の変化が、強度の減少、寿命の減
少、偏光の変化、波長の変化からなる群より選ばれる請求項１０６ないし１０８のいずれ
か一項に記載のプローブ。
【請求項１１０】
　前記プローブは、前記第１対象配列を含む第１分子及び前記第１相補配列を含む第２分
子からなる二分子プローブである請求項１０６ないし１０８のいずれか一項に記載のプロ
ーブ。
【請求項１１１】
　前記第１または第２分子が支持体に固定化されている請求項１１０に記載のプローブ。
【請求項１１２】
　前記プローブは、少なくとも前記第１対象配列を含む第１構成要素及び少なくとも前記
第１相補配列を含む第２構成要素がループ部分により共有結合で連結されている単分子プ
ローブである請求項１０６ないし１０８のいずれか一項に記載のプローブ。
【請求項１１３】
　前記ループ部分が、前記第１対象配列の５'または３'末端のいずれかを前記第１相補配
列の５'または３'末端のいずれかに連結する請求項１１２に記載のプローブ。
【請求項１１４】
　前記ループ部分が、約４～１００個のヌクレオチドを有する核酸配列である請求項１１
２に記載のプローブ。
【請求項１１５】
　前記第１対象配列、前記ループ部分、及び前記第１相補配列が、５’から３’方向また
は３'から５'方向に順次に共有結合で連結されている請求項１１４に記載のプローブ。
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【請求項１１６】
　支持体に固定化されている請求項１１２に記載のプローブ。
【請求項１１７】
　前記検出可能なラベルが、蛍光体、発光体、放射線同位元素、酵素、抗体、抗原、電気
化学的ラベルからなる群より選ばれる非相互作用性ラベルである請求項２に記載のプロー
ブ。
【請求項１１８】
　前記プローブは、前記対象配列を含む第１分子、前記第１相補配列を含む第２分子、及
び前記第２相補配列を含む第３分子からなる三分子プローブであって、前記少なくとも一
つの検出可能なラベルが、前記第１、第２及び第３分子のうち少なくとも一つに共有結合
で連結されている請求項１１７に記載のプローブ。
【請求項１１９】
　前記少なくとも一つの検出可能なラベルが、前記第２及び第３分子のうち少なくとも一
つに共有結合で連結されており、仮に、両分子ともラベルされているなら、各分子が相異
なるラベルを有する請求項１１８に記載のプローブ。
【請求項１２０】
　前記第１分子が支持体に固定化されている請求項１１９に記載のプローブ。
【請求項１２１】
　前記第２または第３分子のいずれかが支持体に固定化されており、前記少なくとも一つ
の検出可能なラベルが前記第１分子に共有結合で連結されている請求項１１８に記載のプ
ローブ。
【請求項１２２】
　前記プローブは、前記第１及び第２相補配列のうち一つと前記対象配列とを含む第１分
子と、残りの配列を含む第２分子とからなる二分子プローブであって、前記第１分子に含
まれた前記二つの配列が、ループ部分により共有結合で連結されており、前記少なくとも
一つの検出可能なラベルが、前記第１及び第２分子のうち少なくとも一つに共有結合で連
結されている請求項１１７に記載のプローブ。
【請求項１２３】
　前記ループ部分が、第１配列の５'または３'末端のいずれかを第２配列の５'または３'
末端のいずれかに連結する請求項１２２に記載のプローブ。
【請求項１２４】
　前記ループ部分が、約４～１００個のヌクレオチドを有する核酸配列である請求項１２
２に記載のプローブ。
【請求項１２５】
　前記第１配列、前記ループ部分、及び前記第２配列が、５’から３’方向または３'か
ら５'方向に順次に共有結合で連結されている請求項１２４に記載のプローブ。
【請求項１２６】
　前記第１分子が支持体に固定化されており、前記少なくとも一つの検出可能なラベルが
前記第２分子に共有結合で連結されている請求項１２２に記載のプローブ。
【請求項１２７】
　前記第２分子が支持体に固定化されており、前記少なくとも一つの検出可能なラベルが
前記第１分子に共有結合で連結されている請求項１２２に記載のプローブ。
【請求項１２８】
　前記検出可能なラベルが、二本鎖核酸に優先的に結合しうるインターカレート染色剤(i
ntercalating dye)である請求項２に記載のプローブ。
【請求項１２９】
　前記プローブは、前記対象配列を含む第１分子、前記第１相補配列を含む第２分子、及
び前記第２相補配列を含む第３分子を含む請求項１２８に記載のプローブ。
【請求項１３０】
　前記第２または第３分子が支持体に固定化されている請求項１２９に記載のプローブ。
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【請求項１３１】
　前記少なくとも一つの検出可能なラベルが、前記第１対象配列に接合されている第１ラ
ベル部分と、前記第１相補配列に接合されている第２ラベル部分とを含む相互作用性ラベ
ル対を含み、前記第１ハイブリダイズした二重鎖が形成されるときに、前記第１及び第２
ラベル部分が相互作用する請求項２に記載のプローブ。
【請求項１３２】
　前記少なくとも一つの検出可能なラベルが、前記第２対象配列に接合されている第１ラ
ベル部分と、前記第２相補配列に接合されている第２ラベル部分とを含む相互作用性ラベ
ル対を含み、前記第２ハイブリダイズした二重鎖が形成されるときに、前記第１及び第２
ラベル部分が相互作用する請求項２に記載のプローブ。
【請求項１３３】
　前記少なくとも一つの検出可能なラベルが、第１ラベル対と第２ラベル対とからなる２
対の相異なる相互作用性ラベル対を含むプローブであって、前記第１ラベル対は、前記第
１対象配列に接合されている第１ラベル部分と前記第１相補配列に接合されている第２ラ
ベル部分とを含み、前記第２ラベル対は、前記第２対象配列に接合されている第３ラベル
部分と前記第２相補配列に接合されている第４ラベル部分とを含み、前記第１ハイブリダ
イズした二重鎖が形成されるときに前記第１及び第２ラベル部分が相互作用し、前記第２
ハイブリダイズした二重鎖が形成されるときに前記第３及び第４ラベル部分が相互作用す
る請求項２に記載のプローブ。
【請求項１３４】
　前記第１及び第３ラベル部分が同じ部分である請求項１３３に記載のプローブ。
【請求項１３５】
　前記相互作用性ラベル対が蛍光体と消光体からなり、前記相互作用性ラベル対の相互作
用により前記プローブの蛍光の変化が起こり、該蛍光の変化が、強度の減少、寿命の減少
、偏光の変化、波長の変化からなる群より選ばれる請求項１３１ないし１３３のいずれか
一項に記載のプローブ。
【請求項１３６】
　前記プローブは、前記対象配列を含む第１分子、前記第１相補配列を含む第２分子、及
び前記第２相補配列を含む第３分子からなる三分子プローブである請求項１３１ないし１
３３のいずれか一項に記載のプローブ。
【請求項１３７】
　前記第１、第２及び第３分子のうち一つが、支持体に固定化されている請求項１３６に
記載のプローブ。
【請求項１３８】
　前記プローブは、前記対象配列、前記第１相補配列及び前記第２相補配列のうち二つを
含む第１分子と、残りの配列を含む第２分子とからなる二分子プローブであって、前記第
１分子に含まれた前記二つの配列が、ループ部分により共有結合で連結されている請求項
１３１ないし１３３のいずれか一項に記載のプローブ。
【請求項１３９】
　前記ループ部分が、第１配列の５'または３'末端のいずれかを第２配列の５'または３'
末端のいずれかに連結する請求項１３８に記載のプローブ。
【請求項１４０】
　前記ループ部分が、約４～１００個のヌクレオチドを有する核酸配列である請求項１３
８に記載のプローブ。
【請求項１４１】
　第１配列、前記ループ部分及び第２配列が、５’から３’方向または３'から５'方向に
順次に共有結合で連結されている請求項１４０に記載のプローブ。
【請求項１４２】
　前記第１または第２分子が、支持体に固定化されている請求項１３８に記載のプローブ
。
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【請求項１４３】
　前記プローブは、単分子プローブであって、前記対象配列、前記第１相補配列及び前記
第２相補配列が少なくとも一つのループ部分により共有結合で連結されている請求項１３
１ないし１３３のいずれか一項に記載のプローブ。
【請求項１４４】
　前記ループ部分が、約４～１００個のヌクレオチドを有する核酸配列である請求項１４
３に記載のプローブ。
【請求項１４５】
　前記第１相補配列、第１ループ部分、前記対象配列、第２ループ部分及び前記第２相補
配列が、５’から３’方向または３'から５'方向に順次に共有結合で連結されている請求
項１４４に記載のプローブ。
【請求項１４６】
　前記対象配列、第１ループ部分、前記第１相補配列、第２ループ部分及び前記第２相補
配列が、５’から３’方向または３'から５'方向に順次に共有結合で連結されている請求
項１４４に記載のプローブ。
【請求項１４７】
　前記対象配列、第１ループ部分、前記第２相補配列、第２ループ部分及び前記第１相補
配列が、５’から３’方向または３'から５'方向に順次に共有結合で連結されている請求
項１４４に記載のプローブ。
【請求項１４８】
　支持体に固定化されている請求項１４３に記載のプローブ。
【請求項１４９】
　前記プローブは、単分子プローブであって、前記対象配列、前記第１相補配列、及び前
記第２相補配列が少なくとも一つのループ部分により共有結合で連結されており、前記少
なくとも一つの検出可能なラベルが少なくとも一つの相互作用性ラベル対を含み、各ラベ
ル対は、前記単分子プローブの相異なる位置に接合されている第１及び第２ラベル部分を
含み、前記第１または第２ハイブリダイズした二重鎖が形成されるときに、前記第１及び
第２ラベル部分が相互作用する請求項２に記載のプローブ。
【請求項１５０】
　前記第１及び第２ラベル部分のうち少なくとも一つが、前記ループ部分に共有結合で連
結されている請求項１４９に記載のプローブ。
【請求項１５１】
　前記相互作用性ラベル対が蛍光体と消光体からなり、前記相互作用性ラベル対の相互作
用により前記プローブの蛍光の変化が起こり、該蛍光の変化が強度の減少、寿命の減少、
偏光の変化、波長の変化からなる群より選ばれる請求項１４９に記載のプローブ。
【請求項１５２】
　支持体に固定化されている請求項１４９に記載のプローブ。
【請求項１５３】
　前記プローブは、前記対象配列、前記第１相補配列及び前記第２相補配列のうち二つを
含む第１分子と、残りの配列を含む第２分子とからなる二分子プローブであって、前記第
１分子に含まれた前記二つの配列がループ部分により共有結合で連結されており、前記少
なくとも一つの検出可能なラベルは、少なくとも一つの相互作用性ラベル対を含み、各ラ
ベル対は、前記単分子プローブの相異なる位置に接合されている第１及び第２ラベル部分
を含み、前記第１または第２ハイブリダイズした二重鎖が形成されるときに、前記第１及
び第２ラベル部分が相互作用する請求項２に記載のプローブ。
【請求項１５４】
　前記第１及び第２ラベル部分のうち少なくとも一つが、前記ループ部分に共有結合で連
結されている請求項１５３に記載のプローブ。
【請求項１５５】
　前記相互作用性ラベル対が蛍光体と消光体からなり、前記相互作用性ラベル対の相互作
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用により前記プローブの蛍光の変化が起こり、該蛍光の変化が、強度の減少、寿命の減少
、偏光の変化、波長の変化からなる群より選ばれる請求項１５３に記載のプローブ。
【請求項１５６】
　前記第１または第２分子が支持体に固定化されている請求項１５３に記載のプローブ。
【請求項１５７】
　前記プローブは、前記第１相補配列の５’末端に共有結合で連結された５’アーム配列
(5’arm sequence)と、前記第１相補配列の３’末端に共有結合で連結された３’アーム
配列(3’arm sequence)とからなる核酸アーム配列対をさらに含むプローブであって、
　前記第１相補配列が前記第１対象配列にハイブリダイズしていないときに、前記アーム
配列対は約３～３５個の相補的な塩基対を有するステム二重鎖(stem duplex)を形成し；
　前記検出可能なラベルは、前記５'アーム配列に接合された第１ラベル部分と、前記３'
アーム配列に接合された第２ラベル部分とからなる相互作用性ラベル対を含み、前記ステ
ム二重鎖が形成されるときに、前記第１及び第２ラベル部分が相互作用する請求項２に記
載のプローブ。
【請求項１５８】
　前記プローブは、前記第２相補配列の５’末端に共有結合で連結された５’アーム配列
(5’arm sequence)と、前記第２相補配列の３’末端に共有結合で連結された３’アーム
配列(3’arm sequence)とからなる核酸アーム配列対をさらに含むプローブであって、
　前記第２相補配列が前記第２対象配列にハイブリダイズしていないときに、前記アーム
配列対は約３～３５個の相補的な塩基対を有するステム二重鎖(stem duplex)を形成し；
　前記検出可能なラベルは、前記５'アーム配列に接合された第１ラベル部分と、前記３'
アーム配列に接合された第２ラベル部分とからなる相互作用性ラベル対を含み、前記ステ
ム二重鎖が形成されるときに、前記第１及び第２ラベル部分が相互作用する請求項２に記
載のプローブ。
【請求項１５９】
　前記プローブは、前記第１相補配列の５’末端に共有結合で連結された第１の５’アー
ム配列(first 5’arm sequence)と前記第１相補配列の３’末端に共有結合で連結された
第１の３’アーム配列(first 3’arm sequence)とからなる第１アーム配列対と、前記第
２相補配列の５’末端に共有結合で連結された第２の５’アーム配列(second 5’arm seq
uence)と前記第２相補配列の３’末端に共有結合で連結された第２の３’アーム配列(sec
ond 3’arm sequence)とからなる第２アーム配列対と、からなる２対の核酸アーム配列対
をさらに含むプローブであって、
　前記第１相補配列が前記第１対象配列にハイブリダイズしていないときに、前記第１ア
ーム配列対は、約３～３５個の相補的な塩基対を有する第１ステム二重鎖(first stem du
plex)を形成し、前記第２相補配列が前記第２対象配列にハイブリダイズしていないとき
に、前記第２アーム配列対は、約３～３５個の相補的な塩基対を有する第２ステム二重鎖
(second stem duplex)を形成し；
　前記検出可能なラベルは、前記第１の５’アーム配列に接合された第１ラベル部分と前
記第１の３’アーム配列に接合された第２ラベル部分とからなる第１ラベル対と、前記第
２の５’アーム配列に接合された第３ラベル部分と前記第２の３’アーム配列に接合され
た第４ラベル部分とからなる第２ラベル対と、からなる２対の相互作用性ラベル対を含み
、前記第１ステム二重鎖が形成されるときに前記第１ラベル対が相互作用し、前記第２ス
テム二重鎖が形成されるときに前記第２ラベル対が相互作用する請求項２に記載のプロー
ブ。
【請求項１６０】
　前記相互作用性ラベル対が蛍光体と消光体からなり、前記相互作用性ラベル対の相互作
用により前記プローブの蛍光の変化が起こり、該蛍光の変化が、強度の減少、寿命の減少
、偏光の変化、波長の変化からなる群より選ばれる請求項１５７ないし１５９のいずれか
一項に記載のプローブ。
【請求項１６１】
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　前記プローブは、前記対象配列を含む第１分子、前記第１相補配列を含む第２分子、及
び前記第２相補配列を含む第３分子からなる三分子プローブである請求項１５７ないし１
５９のいずれか一項に記載のプローブ。
【請求項１６２】
　前記第１、第２及び第３分子のうち一つが、支持体に固定化されている請求項１６１に
記載のプローブ。
【請求項１６３】
　前記プローブは、前記対象配列、前記第１相補配列及び前記第２相補配列のうち二つを
含む第１分子と、残りの配列を含む第２分子とからなる二分子プローブであって、前記第
１分子に含まれた前記二つの配列が、ループ部分により共有結合で連結されている請求項
１５７ないし１５９のいずれか一項に記載のプローブ。
【請求項１６４】
　前記第１及び第２分子のうち一つが、支持体に固定化されている請求項１６３に記載の
プローブ。
【請求項１６５】
　前記プローブは単分子プローブであって、前記対象配列を含む第１分子、前記第１相補
配列を含む第２分子、及び前記第２相補配列を含む第３分子が、少なくとも一つのループ
部分により共有結合で連結されている請求項１５７ないし１５９のいずれか一項に記載の
プローブ。
【請求項１６６】
　支持体に固定化されている請求項１６５に記載のプローブ。
【請求項１６７】
　プローブリガンドに必要に応じて結合しうる少なくとも一つの標的受容体因子の試料中
における存在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)前記試料を、請求項５によるプローブと接触させる段階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的受容体因子がない時と比べて特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１６８】
　少なくとも一つの標的リガンドの試料中における存在有無を、検出温度を含む条件下で
検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)前記試料を、前記プローブリガンド及び前記標的リガンドと結合しうる受容体因子
の存在下で 請求項５によるプローブと接触させる段階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的リガンドがない時と比べて特徴的シグナルの大きさ
に変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１６９】
　切断部位を特異的に切断しうる少なくとも一つの標的反応誘発因子の試料中における存
在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)前記試料を、請求項１０によるプローブと接触させる段階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的反応誘発因子がない時と比べて特徴的シグナルの大
きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１７０】
　反応部位の共有結合を特異的に誘発しうる少なくとも一つの標的反応誘発因子の試料中
における存在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)前記試料を、請求項２７によるプローブと接触させる段階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的反応誘発因子がない時と比べて特徴的シグナルの大
きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１７１】
　反応部位を接合部位へ特異的に変換させうる少なくとも一つの標的反応誘発因子の試料
中における存在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)前記試料を、請求項３４によるプローブと接触させる段階；及び
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　ｂ)前記検出温度において前記標的反応誘発因子がない時と比べて特徴的シグナルの大
きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１７２】
　反応部位を非接合性部位へ特異的に変換させうる少なくとも一つの標的反応誘発因子の
試料中における存在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)前記試料を、請求項４７によるプローブと接触させる段階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的反応誘発因子がない時と比べて特徴的シグナルの大
きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１７３】
　プローブリガンドへの受容体因子の結合に対する阻害剤または増強剤を、検出温度を含
む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)標的化合物を、前記受容体因子の存在下で請求項５によるプローブと接触させる段
階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的候補化合物がない時と比べて特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１７４】
　切断部位を特異的に切断しうる反応誘発因子に対する阻害剤または増強剤を、検出温度
を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)標的化合物を、前記反応誘発因子の存在下で請求項１０によるプローブと接触させ
る段階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的化合物がない時と比べて前記特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１７５】
　反応部位の共有結合を特異的に誘発しうる少なくとも一つの反応誘発因子に対する阻害
剤または増強剤を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)標的化合物を、前記反応誘発因子及び不安定化因子の存在下で請求項２７によるプ
ローブと接触させる段階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的化合物がない時と比べて前記特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１７６】
　反応部位を接合部位へ特異的に変換させうる少なくとも一つの反応誘発因子に対する阻
害剤または増強剤を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)標的化合物を、前記反応誘発因子及び不安定化因子の存在下で請求項３４によるプ
ローブと接触させる段階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的化合物がない時と比べて前記特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１７７】
　反応部位を非接合性部位へ特異的に変換させうる少なくとも一つの反応誘発因子に対す
る阻害剤または増強剤を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ａ)標的化合物を、前記反応誘発因子と不安定化因子の存在下で請求項４７によるプロ
ーブと接触させる段階；及び
　ｂ)前記検出温度において前記標的化合物がない時と比べて前記特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項１７８】
　前記確認する段階が、前記特徴的シグナルの大きさを測定することを含む請求項１６７
ないし１７７のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項１７９】
　前記確認する段階が、前記特徴的シグナルの大きさを時間の関数として測定することを
含む請求項１７８に記載のアッセイ。
【請求項１８０】
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　標的を持っていない対照群試料を、請求項５によるプローブと接触させる段階と、前記
検出温度において前記特徴的シグナルの大きさを測定する段階と、をさらに含むアッセイ
であって、前記確認する段階が、前記対照群試料の特徴的シグナルの大きさと前記試料の
特徴的シグナルの大きさとの差を計算することを含む請求項１６７,１６８及び１７３の
いずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項１８１】
　標的を持っていない対照群試料を、請求項１０によるプローブと接触させる段階と、前
記検出温度において前記特徴的シグナルの大きさを測定する段階と、をさらに含むアッセ
イであって、前記確認する段階が、前記対照群試料の特徴的シグナルの大きさと前記試料
の特徴的シグナルの大きさとの差を計算することを含む請求項１６９及び１７４のいずれ
か一項に記載のアッセイ。
【請求項１８２】
　標的を持っていない対照群試料を、請求項２７によるプローブと接触させる段階と、前
記検出温度において前記特徴的シグナルの大きさを測定する段階と、をさらに含むアッセ
イであって、前記確認する段階が、前記対照群試料の特徴的シグナルの大きさと前記試料
の特徴的シグナルの大きさとの差を計算することを含む請求項１７０及び１７５のいずれ
か一項に記載のアッセイ。
【請求項１８３】
　標的を持っていない対照群試料を、請求項３４によるプローブと接触させる段階と、前
記検出温度において前記特徴的シグナルの大きさを測定する段階と、をさらに含むアッセ
イであって、前記確認する段階が、前記対照群試料の特徴的シグナルの大きさと前記試料
の特徴的シグナルの大きさとの差を計算することを含む請求項１７１及び１７６のいずれ
か一項に記載のアッセイ。
【請求項１８４】
　標的を持っていない対照群試料を、請求項４７によるプローブと接触させる段階と、前
記検出温度において前記特徴的シグナルの大きさを測定する段階と、をさらに含むアッセ
イであって、前記確認する段階が、前記対照群試料の特徴的シグナルの大きさと前記試料
の特徴的シグナルの大きさとの差を計算することを含む請求項１７２及び１７７のいずれ
か一項に記載のアッセイ。
【請求項１８５】
　前記検出温度が、前記受容体因子が存在しない時の前記第１ハイブリダイズした二重鎖
の融解温度よりも少なくとも５℃低い請求項１６７，１６８及び１７３のいずれか一項に
記載のアッセイ。
【請求項１８６】
　前記検出温度が、前記反応誘発因子が存在しない時の前記第１ハイブリダイズした二重
鎖の融解温度よりも少なくとも５℃高い請求項１６９及び１７４のいずれか一項に記載の
アッセイ。
【請求項１８７】
　前記検出温度が、前記反応誘発因子が存在しない時の前記第１ハイブリダイズした二重
鎖の融解温度よりも少なくとも５℃低い請求項１７０，１７１，１７５及び１７６のいず
れか一項に記載のアッセイ。
【請求項１８８】
　前記検出温度が、前記反応誘発因子が存在しない時の前記第１ハイブリダイズした二重
鎖の融解温度よりも少なくとも５℃高い請求項１７２及び１７７のいずれか一項に記載の
アッセイ。
【請求項１８９】
　前記プローブが、少なくとも一つの非相互作用性ラベルを有する二分子プローブまたは
三分子プローブである請求項１６７ないし１７７のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項１９０】
　前記プローブは固定化したプローブでなく、前記確認する段階が、ハイブリダイズした
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種とハイブリダイズしていない種を分離することを含む請求項１８９に記載のアッセイ。
【請求項１９１】
　前記プローブは固定化したプローブであり、前記確認する段階が、非結合の種を洗浄す
ることを含む請求項１８９に記載のアッセイ。
【請求項１９２】
　前記検出可能なラベルが、インターカレート染色剤(intercalating dye)である請求項
１６７ないし１７７のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項１９３】
　前記プローブは固定化したプローブでなく、前記確認する段階が、ハイブリダイズした
種とハイブリダイズしていない種を分離することを含む請求項１９２に記載のアッセイ。
【請求項１９４】
　前記プローブは固定化したプローブであり、前記確認する段階が、非結合の種を洗浄す
ることを含む請求項１９２に記載のアッセイ。
【請求項１９５】
　前記プローブが、少なくとも一つの相互作用性ラベル対を含むプローブである請求項１
６７ないし１７７のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項１９６】
　前記相互作用性ラベル対が、蛍光体と消光体の対または発光体と消光体の対である請求
項１９５に記載のアッセイ。
【請求項１９７】
　前記プローブが単分子プローブである請求項１９５に記載のアッセイ。
【請求項１９８】
　前記プローブが二分子プローブである請求項１９５に記載のアッセイ。
【請求項１９９】
　前記プローブが三分子プローブである請求項１９５に記載のアッセイ。
【請求項２００】
　前記プローブが固定化したプローブである請求項１９５に記載のアッセイ。
【請求項２０１】
　前記プローブが、蛍光体及び消光体、または発光体及び消光体からなる少なくとも一つ
の相互作用性ラベル対を含む単分子プローブである請求項１６７ないし１７７のいずれか
一項に記載のアッセイ。
【請求項２０２】
　前記試料が細胞または組織であり、前記接触させる段階が、前記プローブを細胞、また
は組織の内部もしくは外部に導入させることを含む請求項２０１に記載のアッセイ。
【請求項２０３】
　前記プローブが、蛍光体及び消光体、または発光体及び消光体からなる少なくとも一つ
の相互作用性ラベル対を含む単分子プローブである請求項１７３に記載のアッセイ。
【請求項２０４】
　前記試料が細胞または組織であり、前記接触させる段階が、前記プローブと前記標的化
合物を前記細胞または組織の内部もしくは外部に導入させることを含む請求項２０３に記
載のアッセイ。
【請求項２０５】
　前記受容体因子が、前記細胞または組織の内部もしくは外部に存在する受容体である請
求項２０４に記載のアッセイ。
【請求項２０６】
　前記受容体因子が、受容体タンパク質をコードするベクトルを導入することによって、
前記細胞または組織の内部で組み換え的に発現された前記受容体タンパク質である請求項
２０４に記載のアッセイ。
【請求項２０７】
　前記プローブが、蛍光体及び消光体、または発光体及び消光体からなる少なくとも一つ
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の相互作用性ラベル対を含む単分子プローブである請求項１７４ないし１７７のいずれか
一項に記載のアッセイ。
【請求項２０８】
　前記試料が細胞または組織であり、前記接触させる段階が、前記プローブと前記標的化
合物を前記細胞または組織の内部もしくは外部に導入させることを含む請求項２０７に記
載のアッセイ。
【請求項２０９】
　前記反応誘発因子が、前記細胞または組織の内部もしくは外部に存在する酵素である請
求項２０８に記載のアッセイ。
【請求項２１０】
　前記反応誘発因子が、酵素をコードするベクトルを導入することによって、前記細胞ま
たは組織の内部で組み換え的に発現される酵素である請求項２０９に記載のアッセイ。
【請求項２１１】
　プローブリガンドに必要に応じて結合しうる少なくとも一つの標的受容体因子の試料中
における存在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)前記試料を、請求項５８によるプローブと接触させる段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的受容体因子がない時と比べて前記特徴的シグナルの
大きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２１２】
　少なくとも一つの標的リガンドの試料中における存在有無を、検出温度を含む条件下で
検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)前記試料を、前記プローブリガンド及び前記標的リガンドと結合しうる受容体因子
の存在下で請求項５８によるプローブと接触させる段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的リガンドがない時と比べて前記特徴的シグナルの大
きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２１３】
　切断部位を特異的に切断しうる少なくとも一つの標的反応誘発因子の試料中における存
在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)前記試料を、請求項６２によるプローブと接触させる段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的反応誘発因子がない時と比べて前記特徴的シグナル
の大きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２１４】
　反応部位の共有結合を特異的に誘発しうる少なくとも一つの標的反応誘発因子の試料中
における存在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)前記試料を、請求項６６によるプローブと接触させる段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的反応誘発因子がない時と比べて前記特徴的シグナル
の大きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２１５】
　反応部位を接合部位へ特異的に変換させうる少なくとも一つの標的反応誘発因子の試料
中における存在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)前記試料を、請求項７０によるプローブと接触させる段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的反応誘発因子がない時と比べて前記特徴的シグナル
の大きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２１６】
　反応部位を非接合性部位へ特異的に変換させうる少なくとも一つの標的反応誘発因子の
試料中における存在有無を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)前記試料を、請求項７３によるプローブと接触させる段階；及び
　ｄ)前記検出温度で前記標的反応誘発因子がない時と比べて前記特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２１７】
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　プローブリガンドへの受容体因子の結合に対する阻害剤または増強剤を、検出温度を含
む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)標的化合物を、前記受容体因子の存在下で請求項５８によるプローブと接触させる
段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的候補化合物がない時と比べて前記特徴的シグナルの
大きさに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２１８】
　切断部位を特異的に切断しうる反応誘発因子に対する阻害剤または増強剤を、検出温度
を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)標的化合物を、前記反応誘発因子の存在下で請求項６２によるプローブと接触させ
る段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的化合物がない時と比べて前記特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２１９】
　反応部位の共有結合を特異的に誘発しうる少なくとも一つの反応誘発因子に対する阻害
剤または増強剤を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)標的化合物を、前記反応誘発因子と不安定化因子の存在下で請求項６６によるプロ
ーブと接触させる段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的化合物がない時と比べて前記特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２２０】
　反応部位を接合部位へ特異的に変換させうる少なくとも一つの反応誘発因子に対する阻
害剤または増強剤を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)標的化合物を、前記反応誘発因子及び不安定化因子の存在下で請求項７０によるプ
ローブと接触させる段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的化合物がない時と比べて前記特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２２１】
　反応部位を非接合性部位へ特異的に変換させうる少なくとも一つの反応誘発因子に対す
る阻害剤または増強剤を、検出温度を含む条件下で検出するためのアッセイにおいて、
　ｃ)標的化合物を、前記反応誘発因子及び不安定化因子の存在下で請求項７３によるプ
ローブと接触させる段階；及び
　ｄ)前記検出温度において前記標的化合物がない時と比べて前記特徴的シグナルの大き
さに変化があるか確認する段階；を含むアッセイ。
【請求項２２２】
　請求項１及び２のいずれか一項による少なくとも一つのプローブと、少なくとも一つの
標的因子または標的リガンドを検出するか、または、前記標的因子及び前記認識要素の相
互作用を阻害または増強させる阻害剤または増強剤を検出するためのアッセイを行うため
の説明書と、を含むキット。
【請求項２２３】
　塩、緩衝溶液、ヌクレアーゼ(nuclease)阻害剤、酵素または酵素結合ラベルの基質、受
容体因子、反応誘発因子、標的因子として作用する受容体タンパク質または酵素をコード
するベクトル、及び連結試薬からなる群より選ばれる一つ以上の試薬をさらに含む請求項
２１１に記載のキット。
【請求項２２４】
　in vivoまたはin situアッセイを実行するのに適している一つ以上の成分をさらに含む
キットであって、前記成分は、透過誘導因子(permeabilizing agent)及びリボゾーム前駆
体(liposome precursor)からなる群より選ばれ、前記プローブを細胞内に導入するために
必要な成分である請求項２１１に記載のキット。
【請求項２２５】
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　前記プローブが固定化したプローブである請求項２１１に記載のキット。
【請求項２２６】
　異なる標的因子を有し、同一支持体の予め定められた位置に固定化されている、本発明
による少なくとも一つの追加的な固定化したプローブを含む請求項２１４に記載のキット
。
【請求項２２７】
　同一の標的因子を有し、同一の支持体の予め定められた異なる位置に固定化されている
、本発明による少なくとも一つの追加的な固定化したプローブを含む請求項２１４に記載
のキット。
【請求項２２８】
　請求項１または２による少なくとも一つのプローブを含む標的検出システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願出願は、本願出願と同じ発明の名称を有する、２００２年１０月１１日にジョン・
クンホとファン・ヒョンジンにより出願された米国仮出願番号６０／４１７,８６４より
優先権が主張されており、その内容を本明細書に組み込む。
【０００２】
　本発明は、一般的に試料内で少なくとも一つの標的因子(target agent)を検出するため
のシステムに関する。該システムは、標的因子の存在が、プローブの立体構造(probe con
formation)の変化と関連づけられるように考案されたプローブを含む。典型的なプローブ
は、標的因子とプローブとの連合(association)を、あるハイブリダイゼーション状態(hy
bridization state)から他のハイブリダイゼーション状態へ検出可能な方式で変化させる
ことによって報知する核酸ベースのシグナルトランスデューサー(nucleic acid based si
gnal transducer)を含む。本発明は、生物学的、製薬的、産業的、または環境的試料にお
いて広範囲な種類の標的因子を検出するための用途を含む重要な用途を有する。
【背景技術】
【０００３】
　“プローブ(probe)”という用語は、適合したシグナル発生システムと結合された標的
認識要素(target recognition element)を含む構成物のことを言う。あるプローブは、認
識要素(recognition element)と特異的に相互作用する生物学的または化学的標的因子を
検出するために使用される。このようなプローブはしばしば実時間で標的因子を検査でき
るように、可逆的且つ連続的に作動するように考案される。
　近来、化学、生物学、医学、製薬、産業及び環境監視、治安、及びその他の分野で使用
するための多種多様なプローブを開発しようとする努力がなされてきている(Lakowicz,J.
R.(1994)；Leiner,M.J.P. and Hartmann,P.(1993)；Aizawa,M.(1995)参照)。あるプロー
ブでは、多種多様な生物学的且つ化学的物質が認識要素として使用される。例えば、抗原
-抗体相互作用、酵素-基質相互作用、そして受容体-リガンド相互作用が全て提案された
ことがある。合成または半合成相互作用もまた、認識要素を開発する基盤とされることが
知られたことがある(例えば、クラウンエーテル(crown ether)及びカリックスアーレン(c
alixaren)と他の分子またはイオンとの会合。その例に、Shinbo,T.等による米国特許４,
９４２,１４９及びLeiner,M.J.P.等による米国特許５,９５２,４９１を参照されたい。
　既知の認識要素を、プローブベースの標的認識方式の開発のための基礎としようとする
努力がなされてきた。このような方式に使用されるプローブは、ラベルされた(labeled)
プローブとラベルされていない(unlabeled)プローブとに分けられる。
【０００４】
　ラベルされていないプローブは、複雑な検出方式が必要な上に、時には煩わしいプロー
ブ固定化を必要とするものと知られている。例えば、表面プラズモン共鳴技術(surface p
lasmon resonance、ＳＰＲ)(Liedberg,B.et al.(1995)；Taremi,S.S. and Prosise,W.W. 
U.S.Pat.No.5,981,167)、エバネッセント-フィールド技術(evanescent-field technique)
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(Sutherland,R.M.et al.(1984)；Hirschfeld,T.E. U.S.Pat.No.4,447,546)、水晶発振子
マイクロバランス技術(quartz crystal microbalance technique)(Carter,R.M.et al.(19
95)；Ebersole,R.C.et al. U.S.Pat.No.5,658,732.)、そして飛行時間型質量分析技術(TO
F mass spectrometry)(Griffin,T.J.et al.(1999))が報告されたことがある。これらの例
では、複雑な機器装置が、標的因子とラベルされていないプローブとの結合を検出するシ
グナルトランスデューサー(signal transducer)の役割をする。
【０００５】
　他の類型のプローブでは、検出可能なラベルがプローブの構成成分として含まれている
。例えば、このような類型のプローブは、標的因子とプローブ内部に在る認識要素との相
互作用を表示するように考案されることができる。広く知られたシグナル発生技術である
ＥＬＩＳＡ技術(Van Vunakis H.(1980)；Hampar,B.et al. U.S.Pat.No.4,764,459)では、
標的抗原(または、抗体)と固定化したプローブ抗体(または、抗原)との結合に反応して増
幅されたシグナルを生成すべく、酵素でラベルされた抗体を利用する。核酸ハイブリダイ
ゼーションプローブ(Caskey,C.T. and Gibbs,R.A.L. U.S.Pat.No.5,578,458；Chehab,F.F
. U.S.Pat.No.5,489,507；Lucas,J.N.et al. U.S.Pat.No.5,616,465)では、標的核酸配列
を検出すべく、蛍光ラベルされたオリゴヌクレオチド(oligonucleotide)を利用する。
【０００６】
　また、望む標的因子とプローブの認識要素との相互作用を、検出可能な立体構造的変化
(detectable conformation change)によりシグナル化するプローブを開発するための努力
がなされてきた。例えば、米国特許第５,９２５,５１７号は、標的核酸配列の検出のため
に光を生成する相互作用性ラベル対を有する二元性立体構造核酸ハイブリダイゼーション
プローブ(dual conformation nucleic acid hybridization probe)について開示している
。開示された如く、標的核酸配列が存在しないときには、ラベル対が相互に近接している
位置(“オフ(off)”状態))にあり、一方、プローブが標的核酸配列と結合すると、プロー
ブは、ラベル対が相互に離れている状態(“オン(on)”状態))となるように立体構造(conf
ormation)を変化させる。
【０００７】
　標的受容体を検出するために、リガンドが接合された消光体と蛍光性高分子の複合体を
利用したシステムを含む他のプローブシステムも報告されたことがある(参照：Chen,L.et
 al.(1999)；Whitten,D.G.et al.PCT Pub.No.WO 01/85997 A1)。
　それ以外の種類のプローブも報告されたことがある(参照：Comoglio,S. and Celada,F.
(1976)；Gonnelli,M.et al.(1981)；Henderson,D.R. U.S Pat.No.4,708,929)。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　しかしながら、先行開発されたプローブとプローブベースの検出方式は、多くの欠点を
抱えていた。例えば、大部分のプローブは、核酸またはこれと関連する標的を検出するよ
うに特異的に構成されている。アミノ酸配列(例えば、ポリペプチド、リガンド受容体、
抗体及び酵素)及び合成分子(例えば、クラウンエーテル(crown ether)、ダイオキシン(di
oxin)等)のような他の主要標的は、このような方式では検出しにくい。また、大部分の二
元性立体構造プローブ(dual conformation probe)は、相互作用性ラベル対、すなわち、
検出可能なシグナルを生成するために相互に可逆的連合が必要なラベルを使用するように
限定されている。しかしながら、このようなプローブは、不幸なことにも他の種類のラベ
ルと共に容易に使用できず、プローブの設計と検出方式の選択において制限がある。しか
も、報告された多くの二元性立体構造プローブは、その単一形態的な特性によって、検出
方式が、分子内立体構造的変化を利用する方式に局限される。すなわち、このようなプロ
ーブは、二つまたはそれ以上の独立したプローブ間の分子間立体構造的変化を表示するよ
うに考案されたものでない。これら欠点を含めた諸欠点は、多種の標的因子を再現可能・
敏感・低コストの方法で検出することを不可能にする。
【課題を解決するための手段】
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【０００９】
　本発明は、一般的に試料内で少なくとも一つの標的因子を検出するためのシステムに関
する。一側面において、本発明のシステムは、試料内の標的因子の存在が、プローブ(pro
be)の立体構造(conformation)の検出可能な変化と関連づけられるように考案された少な
くとも一つのプローブを含む。本発明のプローブは、標的因子とプローブとの連合(assoc
iation)を、あるハイブリダイゼーション状態(hybridization state)から他のハイブリダ
イゼーション状態に検出可能に変化することによって報知する核酸ベースのシグナルトラ
ンスデューサー(nucleic acid based signal transducer)を含む。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明は、生物学的、産業的、または環境的に関心の対象となる様々な試料において標
的因子を検出することを含む、極めて広い範囲にわたる重要な用途を有する。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】受容体因子(receptor agent)の結合を検出するための非競合的方式の親和性プロ
ーブの概略図であり、プローブリガンド(probe ligand)及び第１対象配列と第１相補配列
とからなる１対の相補的核酸配列を含む、ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び解離した
立体構造(Ｂ)における非競合的方式の親和性プローブを示す。
【図２】受容体因子の結合を検出するための競合的方式の親和性プローブの概略図であり
、プローブリガンド、及び第１及び第２対象配列と第１及び第２相補配列からなる２対の
競合する相補的核酸配列対を含む、第１ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び第２ハイブ
リダイズした立体構造(Ｂ)での競合的方式の親和性プローブを示す。
【図３】切断反応を検出するための非競合的方式の切断性プローブの概略図であり、プロ
ーブ基質(probe substrate)及び第１対象配列と第１相補配列とからなる１対の相補的核
酸配列を含む、解離した立体構造(Ａ)及びハイブリダイズした立体構造(Ｂ)における非競
合的方式の切断性プローブを示す。
【図４】切断反応を検出するための競合的方式の切断性プローブの概略図であり、プロー
ブ基質、及び第１及び第２対象配列と第１及び第２相補配列からる２対の競合する相補的
核酸配列対を含む、第２ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び第１ハイブリダイズした立
体構造(Ｂ)における競合的方式の切断性プローブを示す。
【図５】連結反応を検出するための非競合的方式の第I型連結性プローブの概略図であり
、プローブ基質及び第１対象配列と第１相補配列とからなる１対の相補的核酸配列を含む
、ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び解離した立体構造(Ｂ)における非競合的方式の第
I型結合性プローブを示す。
【図６】修飾反応を検出するための非競合的方式の第II型連結性プローブの概略図であり
、プローブ基質及び第１対象配列と第１相補配列とからなる１対の相補的核酸配列を含む
、ハイブリダイズした立体構造(Ａ及びＢ)及び解離した立体構造(Ｃ)における非競合的方
式の第II型結合性プローブを示す。
【図７】修飾反応を検出するための非競合的方式の第II(－)型連結性プローブの概略図で
あり、プローブ基質及び第１対象配列と第１相補配列とからなる１対の相補的核酸配列を
含む、ハイブリダイズした立体構造(Ａ及びＢ)及び解離した立体構造(Ｃ)における非競合
的方式の第II(－)型結合性プローブを示す。
【図８】連結反応を検出するための競合的方式の第I型連結性プローブの概略図であり、
プローブ基質、及び第１及び第２対象配列と第１及び第２相補配列からなる２対の競合す
る相補的核酸配列対を含む、第１ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び第２ハイブリダイ
ズした立体構造(Ｂ)における競合的方式の第I型結合性プローブを示す。
【図９】修飾反応を検出するための競合的方式の第II型連結性プローブの概略図であり、
プローブ基質、及び第１及び第２対象配列と第１及び第２相補配列からなる２対の競合す
る相補的核酸配列対を含む、第１ハイブリダイズした立体構造(Ａ及びＢ)及び第２ハイブ
リダイズした立体構造(Ｃ)における競合的方式の第II型結合性プローブを示す。
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【図１０】ハイブリダイズした立体構造状態にある非相互作用性ラベルを有する二分子プ
ローブの概略図である。
【図１１】ハイブリダイズした立体構造状態にある非相互作用性ラベルを有する固定化し
た二分子プローブの概略図である。
【図１２】第１ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び第２ハイブリダイズした立体構造(
Ｂ)状態にある二つの非相互作用性ラベルを有する三分子プローブの概略図である。
【図１３】第１ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び第２ハイブリダイゼーション立体構
造(Ｂ)状態にある実施例４で使用される非相互作用性ラベルを有する三分子親和性プロー
ブの概略図である。
【図１４】第１ハイブリダイズした立体構造状態にある少なくとも一つの非相互作用性ラ
ベルを有する固定化した三分子プローブの概略図である。
【図１５】第１ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び第２ハイブリダイズした立体構造(
Ｂ)状態にある実施例９で使用される非相互作用性ラベルを有する固定化した三分子親和
性プローブの概略図である。
【図１６】ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び解離した立体構造(Ｂ)状態にある１対の
相互作用性ラベルを有する二分子プローブの概略図である。
【図１７】ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び解離した立体構造(Ｂ)状態にある１対の
相互作用性ラベルを有する単分子プローブの概略図である。
【図１８】ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び解離した立体構造(Ｂ)状態にある実施例
３で使用される１対の相互作用性ラベルを有する単分子親和性プローブの概略図である。
【図１９】第１ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び第２ハイブリダイゼーション立体構
造(Ｂ)状態にある２対の相互作用性ラベルを有する三分子プローブの概略図である。
【図２０】ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び解離した立体構造(Ｂ)状態にある２対の
相互作用性ラベルを有する二分子プローブの概略図である。
【図２１】ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び解離した立体構造(Ｂ)状態にある１対の
相互作用性ラベルを有する二分子プローブの概略図である。
【図２２】第１ハイブリダイズした立体構造(Ａ)及び第２ハイブリダイゼーション立体構
造(Ｂ)状態にある２対の相互作用性ラベルを有する三分子プローブの概略図である。
【図２３】実施例で使用された対象配列と相補配列を作製するために使用された修飾ヌク
レオチドの構造であって、ビオチン(biotin)が連結されたチミジン(Ａ)、フルオレセイン
(fluorescein)が連結された無塩基ヌクレオチド(Ｂ)、ビオチンが連結された無塩基ヌク
レオチド(Ｃ)、ＤＡＢＣＹＬが連結された無塩基ヌクレオチド(Ｄ)、ビオチンが連結され
た無塩基ヌクレオチド(Ｅ)、及びジゴキシゲニン(digoxigenin)が連結された無塩基ヌク
レオチド(Ｆ)を示す。
【図２４】実施例２１で使用されたキナーゼに特異的なプローブを作製するために使用さ
れた修飾ヌクレオチドの構造であって、カルボキシル基が連結されたチミジン(Ａ)、１級
アミン基が連結されたチミジン(Ｂ)、ＰＫＣ認識配列が連結されたチミジン(Ｃ)、及びリ
ン酸化したＰＫＣ認識配列が連結されたチミジン(Ｄ)を示す。
【図２５】実施例１の結果を示すアクリルアミドゲル写真である。
【図２６】実施例２の結果を示すアクリルアミドゲル写真である。
【図２７】実施例３の結果を示すアクリルアミドゲル写真である。
【図２８】実施例４の結果を示すアクリルアミドゲル写真である。
【図２９】実施例５の結果を示すアクリルアミドゲル写真である。
【図３０】実施例６の結果を示すアクリルアミドゲル写真である。
【図３１】実施例７の結果を示すアクリルアミドゲル写真である。
【図３２】実施例８の結果を示すアクリルアミドゲル写真である。
【図３３】実施例９の結果を示すアクリルアミドゲル写真である。
【図３４】実施例１０の結果を示すマイクロウェルの写真(Ａ)と、マイクロウェルの吸光
度グラフ(Ｂ)である。
【図３５Ａ】図３５Ａは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(SEQ ID NO:13
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8)、ＵＰ４-１４Ｂ(SEQ ID NO:139)、ＵＰ５-１６Ｂ(SEQ ID NO:140)、ＵＰ６-２３Ｂ(SE
Q ID NO:141)、ＵＰ７-３３Ｂ(SEQ ID NO:142)及びＵＰ８-４３Ｂ(SEQ ID NO:143)の蛍光
シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン(streptavidin)濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図３５Ｂ】図３５Ｂは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(SEQ ID NO:13
8)、ＵＰ４-１４Ｂ(SEQ ID NO:139)、ＵＰ５-１６Ｂ(SEQ ID NO:140)、ＵＰ６-２３Ｂ(SE
Q ID NO:141)、ＵＰ７-３３Ｂ(SEQ ID NO:142)及びＵＰ８-４３Ｂ(SEQ ID NO:143)の蛍光
シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン(streptavidin)濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図３５Ｃ】図３５Ｃは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(SEQ ID NO:13
8)、ＵＰ４-１４Ｂ(SEQ ID NO:139)、ＵＰ５-１６Ｂ(SEQ ID NO:140)、ＵＰ６-２３Ｂ(SE
Q ID NO:141)、ＵＰ７-３３Ｂ(SEQ ID NO:142)及びＵＰ８-４３Ｂ(SEQ ID NO:143)の蛍光
シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン(streptavidin)濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図３５Ｄ】図３５Ｄは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(SEQ ID NO:13
8)、ＵＰ４-１４Ｂ(SEQ ID NO:139)、ＵＰ５-１６Ｂ(SEQ ID NO:140)、ＵＰ６-２３Ｂ(SE
Q ID NO:141)、ＵＰ７-３３Ｂ(SEQ ID NO:142)及びＵＰ８-４３Ｂ(SEQ ID NO:143)の蛍光
シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン(streptavidin)濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図３５Ｅ】図３５Ｅは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(SEQ ID NO:13
8)、ＵＰ４-１４Ｂ(SEQ ID NO:139)、ＵＰ５-１６Ｂ(SEQ ID NO:140)、ＵＰ６-２３Ｂ(SE
Q ID NO:141)、ＵＰ７-３３Ｂ(SEQ ID NO:142)及びＵＰ８-４３Ｂ(SEQ ID NO:143)の蛍光
シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン(streptavidin)濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図３５Ｆ】図３５Ｆは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(SEQ ID NO:13
8)、ＵＰ４-１４Ｂ(SEQ ID NO:139)、ＵＰ５-１６Ｂ(SEQ ID NO:140)、ＵＰ６-２３Ｂ(SE
Q ID NO:141)、ＵＰ７-３３Ｂ(SEQ ID NO:142)及びＵＰ８-４３Ｂ(SEQ ID NO:143)の蛍光
シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン(streptavidin)濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図３６】６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(SEQ ID NO:138)、ＵＰ４-１
４Ｂ(SEQ ID NO:139)、ＵＰ５-１６Ｂ(SEQ ID NO:140)、ＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:141)
、ＵＰ７-３３Ｂ(SEQ ID NO:142)及びＵＰ８-４３Ｂ(SEQ ID NO:143)の蛍光シグナルが、
２５℃でストレプトアビジンが存在しないときに測定した場合に比べて、１／４モル当量
(molar equivalent)のストレプトアビジンが存在するときに相対的に増加することを示す
。
【図３７】６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(SEQ ID NO:138)、ＵＰ４-１
４Ｂ(SEQ ID NO:139)、ＵＰ５-１６Ｂ(SEQ ID NO:140)、ＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:141)
、ＵＰ７-３３Ｂ(SEQ ID NO:142)及びＵＰ８-４３Ｂ(SEQ ID NO:143)のストレプトアビジ
ンが存在する時(黒円)と存在しない時(白円)の融解温度を示す。
【図３８Ａ】図３８Ａは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:14
1)、ＵＰ９-２３Ｂ(SEQ ID NO:144)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１１-２３
Ｂ(SEQ ID NO:146)、ＵＰ１２-２３Ｂ(SEQ ID NO:147)及びＵＰ１３-２３Ｂ(SEQ ID NO:1
48)の蛍光シグナルの温度依存性をストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図３８Ｂ】図３８Ｂは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:14
1)、ＵＰ９-２３Ｂ(SEQ ID NO:144)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１１-２３
Ｂ(SEQ ID NO:146)、ＵＰ１２-２３Ｂ(SEQ ID NO:147)及びＵＰ１３-２３Ｂ(SEQ ID NO:1
48)の蛍光シグナルの温度依存性をストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図３８Ｃ】図３８Ｃは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:14
1)、ＵＰ９-２３Ｂ(SEQ ID NO:144)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１１-２３
Ｂ(SEQ ID NO:146)、ＵＰ１２-２３Ｂ(SEQ ID NO:147)及びＵＰ１３-２３Ｂ(SEQ ID NO:1
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48)の蛍光シグナルの温度依存性をストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図３８Ｄ】図３８Ｄは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:14
1)、ＵＰ９-２３Ｂ(SEQ ID NO:144)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１１-２３
Ｂ(SEQ ID NO:146)、ＵＰ１２-２３Ｂ(SEQ ID NO:147)及びＵＰ１３-２３Ｂ(SEQ ID NO:1
48)の蛍光シグナルの温度依存性をストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図３８Ｅ】図３８Ｅは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:14
1)、ＵＰ９-２３Ｂ(SEQ ID NO:144)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１１-２３
Ｂ(SEQ ID NO:146)、ＵＰ１２-２３Ｂ(SEQ ID NO:147)及びＵＰ１３-２３Ｂ(SEQ ID NO:1
48)の蛍光シグナルの温度依存性をストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図３８Ｆ】図３８Ｆは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:14
1)、ＵＰ９-２３Ｂ(SEQ ID NO:144)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１１-２３
Ｂ(SEQ ID NO:146)、ＵＰ１２-２３Ｂ(SEQ ID NO:147)及びＵＰ１３-２３Ｂ(SEQ ID NO:1
48)の蛍光シグナルの温度依存性をストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図３９】６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:141)、ＵＰ９-２
３Ｂ(SEQ ID NO:144)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１１-２３Ｂ(SEQ ID NO:1
46)、ＵＰ１２-２３Ｂ(SEQ ID NO:147)及びＵＰ１３-２３Ｂ(SEQ ID NO:148)の蛍光シグ
ナルが、２５℃でストレプトアビジンが存在しないときに測定した場合に比べて、１／４
モル当量(molar equivalent)のストレプトアビジンが存在するときに相対的に増加するこ
とを示す。
【図４０】各ウェルに次の組成の検出溶液を有するマイクロウェルプレートの蛍光映像を
示す：Ａ、Ｂ、及びＣ行に５０pmolのＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:141)；Ｄ、Ｅ、及びＦ行
に５０pmolのＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)；１、２、及び３列にそれぞれ０、６.２
５、及び１２.５pmolのストレプトアビジン。
【図４１Ａ】図４１Ａは、二つの単分子プローブ、ＵＰ１-３４Ｂ(SEQ ID NO:127)とＵＰ
１４-２１Ｂ(SEQ ID NO:149)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の
関数としてそれぞれ示す。
【図４１Ｂ】図４１Ｂは、二つの単分子プローブ、ＵＰ１-３４Ｂ(SEQ ID NO:127)とＵＰ
１４-２１Ｂ(SEQ ID NO:149)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の
関数としてそれぞれ示す。
【図４２Ａ】図４２Ａは、二つの単分子プローブ、つまり、ＵＰ１５-２３Ｂ(SEQ ID NO:
150)とＵＰ１６-２３Ｂ(SEQ ID NO:151)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビ
ジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図４２Ｂ】図４２Ｂは、二つの単分子プローブ、つまり、ＵＰ１５-２３Ｂ(SEQ ID NO:
150)とＵＰ１６-２３Ｂ(SEQ ID NO:151)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビ
ジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図４３Ａ】図４３Ａは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ１０-２５Ｂ(SEQ ID NO:
152)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１０-２１Ｂ(SEQ ID NO:153)、ＵＰ１０-
１９Ｂ(SEQ ID NO:154)、ＵＰ１０-１３Ｂ(SEQ ID NO:155)及びＵＰ１０-１０Ｂ(SEQ ID 
NO:156)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図４３Ｂ】図４３Ｂは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ１０-２５Ｂ(SEQ ID NO:
152)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１０-２１Ｂ(SEQ ID NO:153)、ＵＰ１０-
１９Ｂ(SEQ ID NO:154)、ＵＰ１０-１３Ｂ(SEQ ID NO:155)及びＵＰ１０-１０Ｂ(SEQ ID 
NO:156)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図４３Ｃ】図４３Ｃは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ１０-２５Ｂ(SEQ ID NO:
152)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１０-２１Ｂ(SEQ ID NO:153)、ＵＰ１０-
１９Ｂ(SEQ ID NO:154)、ＵＰ１０-１３Ｂ(SEQ ID NO:155)及びＵＰ１０-１０Ｂ(SEQ ID 
NO:156)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ
示す。
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【図４３Ｄ】図４３Ｄは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ１０-２５Ｂ(SEQ ID NO:
152)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１０-２１Ｂ(SEQ ID NO:153)、ＵＰ１０-
１９Ｂ(SEQ ID NO:154)、ＵＰ１０-１３Ｂ(SEQ ID NO:155)及びＵＰ１０-１０Ｂ(SEQ ID 
NO:156)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図４３Ｅ】図４３Ｅは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ１０-２５Ｂ(SEQ ID NO:
152)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１０-２１Ｂ(SEQ ID NO:153)、ＵＰ１０-
１９Ｂ(SEQ ID NO:154)、ＵＰ１０-１３Ｂ(SEQ ID NO:155)及びＵＰ１０-１０Ｂ(SEQ ID 
NO:156)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図４３Ｆ】図４３Ｆは、６個の単分子プローブ、つまり、ＵＰ１０-２５Ｂ(SEQ ID NO:
152)、ＵＰ１０-２３Ｂ(SEQ ID NO:145)、ＵＰ１０-２１Ｂ(SEQ ID NO:153)、ＵＰ１０-
１９Ｂ(SEQ ID NO:154)、ＵＰ１０-１３Ｂ(SEQ ID NO:155)及びＵＰ１０-１０Ｂ(SEQ ID 
NO:156)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ
示す。
【図４４Ａ】図４４Ａは、相異なるMgCl2濃度で、ストレプトアビジンが存在しないとき(
円)と１／４モル当量存在するとき(四角形)における単分子プローブＵＰ６-２３Ｂ(SEQ I
D NO:141)の蛍光シグナルの温度依存性を示す。
【図４４Ｂ】図４４Ｂは、相異なるMgCl2濃度で、ストレプトアビジンが存在しないとき(
円)と１／４モル当量存在するとき(四角形)における単分子プローブＵＰ６-２３Ｂ(SEQ I
D NO:141)の蛍光シグナルの温度依存性を示す。
【図４４Ｃ】図４４Ｃは、相異なるMgCl2濃度で、ストレプトアビジンが存在しないとき(
円)と１／４モル当量存在するとき(四角形)における単分子プローブＵＰ６-２３Ｂ(SEQ I
D NO:141)の蛍光シグナルの温度依存性を示す。
【図４４Ｄ】図４４Ｄは、相異なるMgCl2濃度で、ストレプトアビジンが存在しないとき(
円)と１／４モル当量存在するとき(四角形)における単分子プローブＵＰ６-２３Ｂ(SEQ I
D NO:141)の蛍光シグナルの温度依存性を示す。
【図４５】相異なるｐＨで、ストレプトアビジンが存在しないとき(円)と１／４モル当量
存在するとき(四角形)における単分子プローブＵＰ６-２３Ｂ(SEQ ID NO:141)の蛍光シグ
ナルの温度依存性を示す。
【図４６】１／４モル当量のストレプトアビジンが存在するときに、単分子プローブＵＰ
６-２３Ｂ(SEQ ID NO:141)の蛍光シグナルの２５℃における阻害剤(ビオチン)濃度依存性
を示す。
【図４７Ａ】図４７Ａは、２個の二分子プローブ、つまり、ＣＭ４*(SEQ ID NO:157)＋Ｃ
Ｍ５-１１Ｂ(SEQ ID NO:158)及びＣＭ４*(SEQ ID NO:157)＋ＣＭ６-１１Ｂ(SEQ ID NO:15
9)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図４７Ｂ】図４７Ｂは、２個の二分子プローブ、つまり、ＣＭ４*(SEQ ID NO:157)＋Ｃ
Ｍ５-１１Ｂ(SEQ ID NO:158)及びＣＭ４*(SEQ ID NO:157)＋ＣＭ６-１１Ｂ(SEQ ID NO:15
9)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の関数としてそれぞれ示す。
【図４８】二分子プローブＵＰ１０-１３Ｂ(SEQ ID NO:１５５)＋ＣＭ５(SEQ ID NO:１６
０)の蛍光シグナルの温度依存性を、ストレプトアビジン濃度の関数として示す。
【図４９Ａ】図４９Ａは、１／２モル当量の抗ホスホスレオニン抗体(anti-phosphothreo
nine antibody)が存在するときに、二つの単分子プローブ、つまり、ＵＰ１０-２３ＰＫ
Ｃｐ(SEQ ID NO:167)とＵＰ１０-２３ＰＫＣ(SEQ ID NO:165)の蛍光シグナルの温度依存
性を示す。
【図４９Ｂ】図４９Ｂは、ＰＫＣ酵素反応後にＵＰ１０-２３ＰＫＣ(SEQ ID NO:165)の蛍
光シグナルの阻害剤濃度依存性を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明に係る典型的なプローブは、作動可能に連結された構成成分として:(１)絶対的
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ではないが典型的に、１または２対の相補的な核酸配列、及び(２)少なくとも一つの検出
可能なラベルを含む、立体構造的に敏感な核酸ベースのシグナルトランスデューサーを含
む。一実施の形態において、該シグナルトランスデューサーは、望む標的因子が存在して
いないアッセイ条件下において“オフ”ハイブリダイゼーション状態にあるが、試料内に
標的因子が存在すると、“オン”ハイブリダイゼーション状態へ立体構造的に変化するよ
うになる。後述するが、本発明の核酸ベースのシグナルトランスデューサーは、多様な範
囲の検出方式と共に使用されることができ、先行開発されたいずれのラベル法にも限定さ
れない。
【００１３】
　本発明のより特定のプローブは、作動可能に連結された構成成分としてさらに:(３)上
記の相補的核酸配列のうち少なくとも一つ(例えば、１対または２対、好ましくは１対の
相補的核酸配列)と好ましくは連合している少なくとも一つの標的因子認識要素を含む。
該認識要素は、１または２対の前記核酸配列と直接または間接的に好適に連結されている
。特定プローブ認識要素は、望む標的因子のうち少なくとも一つに対して、一つまたはそ
れ以上の相互作用部位を提供するように好適に構成されている。このような認識要素は、
プローブ、特に核酸ベースのシグナルトランスデューサーの内部または近傍に位置するこ
とによって、標的因子が認識要素と連合して存在するときに、このシグナルトランスデュ
ーサーがその立体構造を変えるようにするか、または変えるように促す。
【００１４】
　典型的に、標的因子と認識要素との相互作用は、核酸ベースのシグナルトランスデュー
サーに伝えられる不安定化力(destabilizing force)を促進させ、結果として、シグナル
トランスデューサーが“オフ”ハイブリダイゼーション状態(標的因子が存在しない状態)
から“オン”ハイブリダイゼーション状態(標的因子が存在する状態)へその立体構造を変
えるようにする。シグナルトランスデューサーが全体的にまたは部分的に核酸配列を含ん
でいる実施形態において、不安定化力は、より具体的に“核酸ハイブリダイゼーション不
安定化力(nucleic acid hybridization destabilizing force)”を意味する。しかしなが
ら、一部の実施形態では、標的因子と認識要素との相互作用により、核酸ベースのシグナ
ルトランスデューサーが既に特徴として持っていた核酸ハイブリダイゼーション不安定化
力が減少または除去されることもある。この場合には、不安定化力の減少や除去により、
シグナルトランスデューサーが“オフ”ハイブリダイゼーション状態から“オン”ハイブ
リダイゼーション状態へ立体構造を変化する。本発明によるプローブは、多種多様なの標
的因子との相互作用、例えば、標的因子とプローブとの連合により直接的にまたは間接的
に発生する立体障害(steric hindrance)、疏水性(hydrophobic)、親水性(hydrophilic)、
または電荷-電荷間(charge-charge)斥力(repulsion)に起因する相互作用を、容易に検出
可能なシグナルトランスデューサーシグナルに転換するのに特に極めて適している。標的
因子、プローブ、またはこれら両者と連合する２次的な分子により全的にまたは部分的に
生成される相互作用力もまた、本発明の標的因子検出システムにより考案されて検出され
ることができる。受容体-リガンド(receptor-ligand)、抗体-抗原(antibody-antigen)、
酵素-基質(enzyme-substrate)対のように特異的に相互作用する対を形成する標的因子が
例として含まれるが、これに限定されない。
【００１５】
　本発明によるより具体的な認識要素は、プローブ、特に核酸ベースのシグナルトランス
デューサーから必要に応じて分離されていても良い。一実施の形態において、このような
シグナルトランスデューサーは少なくとも１個、好ましくは５個以下、そして典型的には
１個または２個の連結子(adaptor)を含むが、この連結子は、標的因子との相互作用によ
り認識要素の実質的な全体または少なくとも一部分がプローブから放出されるようにする
目的のために含まれている。この目的の代わりに、またはこの目的に加えて、連結子は、
プローブを他のプローブ、または他のプローブ構成成分に連結させる目的のために使用さ
れることがあるが、ここで、他のプローブ構成成分は、少なくとも一つの標的因子に必要
に応じて結合されている他の認識要素の少なくとも一部を含む。このように認識要素を必
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要に応じて分離しうる特徴は、種々の長所を提供するだけでなく、本発明の検出システム
の有用性を相当広げる。
【００１６】
　例えば、認識要素がプローブから分離されない実施形態において、標的因子の認識要素
に対する相互作用は、一般的にプローブ、特に核酸ベースのシグナルトランスデューサー
に伝えられる相互作用力(すなわち、核酸ハイブリダイゼーション不安定化力)を発生させ
る。このような実施形態において、標的因子との相互作用により、シグナルトランスデュ
ーサーは立体構造を“オフ”ハイブリダイゼーション状態から“オン”ハイブリダイゼー
ション状態へ変化させるようになる。このようなプローブを、本明細書では“親和性(aff
inity)”プローブと言う。
【００１７】
　しかしながら、プローブが少なくとも一つの連結子を含む認識要素を有する実施形態で
は、認識要素が標的因子との相互作用により非可逆的にまたは可逆的に、そして連合した
標的因子と共にまたは単独で、プローブから切断(分離)されることができる。プローブが
、このような切断可能な連結子(cleavable adaptor)と、この連結子に連合する少なくと
も一つの標的因子とを含む実施形態では、プローブからの認識要素の分離が、核酸ベース
のシグナルトランスデューサーの立体構造を“オフ”ハイブリダイゼーション状態から“
オン”ハイブリダイゼーション状態へ検出可能に変化させる。このようなプローブを、本
明細書では“切断性(cleavage)”反応プローブと言う。この実施形態において、標的因子
は、“反応誘発因子(reaction inducing agent)”またはこれに類似する言葉で表現され
る。
【００１８】
　さらに他の実施形態において、プローブ連結子(probe adaptor)は、本明細書で不安定
化因子と呼ばれるものと好ましくは連合している他の分子(以下、“反応基(reaction gro
up)”とも言う。)と特異的に結合するように構成されている。例えば、仮に、ある特定の
連結子が、標的因子(以下、“反応誘発因子”とも言う。)との相互作用により可逆的にま
たは非可逆的に反応基をシグナルトランスデューサーと連結させるために使用される場合
、このようなプローブは、“第I型”または“第II型”連結性プローブ(Type I or Type I
I coupling probe)と呼ばれる。このようなプローブに対する不安定化因子の連合(associ
ation)は、シグナルトランスデューサーに検出可能な立体構造的変化を誘発させる。しか
しながら、他の実施形態では、反応誘発因子の存在によりプローブ連結子の少なくとも一
部分が、低反応的または無反応的となり、結果として反応基との連結を減少させたり遮断
させるように構成されている。この類型のプローブは、本明細書中で“第II(－)型”連結
性プローブ(Type II(－) coupling probe)と呼ばれる。このようなプローブ類型を分類す
る基準についての詳細は後述される。
【００１９】
　本発明は、望む連結反応を好ましくは誘発したり触媒する“反応誘発因子”と言われる
ものを利用する場合を含めて多様な連結方式と完全に互換可能である。ある特定の反応誘
発因子は、一般的に関心の対象となる標的因子である。大部分の場合において、標的因子
は反応基を持っておらず、一般的にプローブに直接連結される。しかしながら、自体的に
反応基を含むか、反応基を含むように作製可能な標的因子を使用する場合も、本発明の標
的検出システムの適用範囲に含まれる。より一般的に、このような実施形態における望む
標的因子と反応基との相互作用は、反応基をもっている標的因子にのみ限定されるわけで
はない。すなわち、必要に応じて標的因子は反応基を介してプローブに直接または間接的
に連結されても良い。
【００２０】
　本発明は、多種多様な検出方式において使用されることができ、容易に変形可能なプロ
ーブを提供することを目的とする。したがって、本発明の核酸ベースのシグナルトランス
デューサーの“オフ”と“オン”ハイブリダイゼーション状態が、ある特定のプローブの
構造や立体構造と関連づけられるように意図したものでないと強調することは重要である
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。より具体的に、核酸ベースのシグナルトランスデューサーが、標的因子が存在しないこ
とを表す“オフ”状態である場合、シグナルトランスデューサーは、相異なる(一般的に
、２種類の)立体構造のうち、好ましくは実質的に一つの立体構造を好む確率分布を有す
ることになる。核酸ベースのシグナルトランスデューサーが、標的因子が存在することを
表す“オン”状態である場合、シグナルトランスデューサーは、他の確率分布に、好まし
くは実質的に他の立体構造を好む方向に、検出可能に立体構造的に変化する。特定検出方
式の選択は、本発明の使用者らが理解できる様々な変数によって決定されるが、この変数
は、検出する標的因子、ラベル方式、選択された特定認識要素、採用されたアッセイ条件
、及びこれと関連する考慮点を含む。
【００２１】
　標的因子の存在有無によって実質的に二本鎖の構造(二重体)または一本鎖の構造となる
シグナルトランスデューサーを使用する実施形態において、後述する非競合的方式のシグ
ナルトランスデューサーが典型的に使用される。さらに、“オフ”ハイブリダイゼーショ
ン状態で“実質的に”一つの立体構造を好み、“オン”ハイブリダイゼーション状態で“
実質的に”もう一つの立体構造を好むプローブが、多くの場合において一般的に好ましい
。
　本発明の検出システムを使用した標的因子の検出は、望む標的因子の存在有無を、検出
可能な立体構造的変化により表示し、使用者に報知する核酸ベースのシグナルトランスデ
ューサーの能力と密接に関連している。しかし、このような標的因子の検出は、標的因子
が存在するか存在しない状態におけるある特定のハイブリダイゼーション構造と関連して
いるのではない。本発明の検出システムの重要な特徴は、望む標的因子が存在しないとき
にはプローブの立体構造が検出可能に変化しないということである。
　前述した親和性及び反応性プローブを含む本発明によるプローブは、後述のように非競
合的方式と競合的検出方式とにさらに区分される。
【００２２】
　本発明の非競合的プローブ検出方式を利用する実施形態において、核酸ベースのシグナ
ルトランスデューサーは、(１)１対の相補的核酸配列、及び絶対的ではないが典型的に(
２)少なくとも一つの検出可能なラベルを含む。標的因子の存在をシグナル化するシグナ
ルトランスデューサーの立体構造的変化は、前記相補的核酸配列対間の分子間ハイブリダ
イゼーションの変化、すなわち、実質的に一本鎖(または、二本鎖)の立体構造から、さら
なる二本鎖(または、一本鎖)の立体構造への変化にてプローブシグナルトランスデューサ
ーにより表示される。
【００２３】
　本発明の非競合的プローブ検出方式の他の例では、核酸ベースのシグナルトランスデュ
ーサーが好ましくは、少なくとも部分的には自己相補的(self-complimentary)な一本鎖か
らなることを特徴とする。この種のプローブは、本明細書中で“単分子(unimolecular)”
プローブとも呼ばれる。この例において、シグナルトランスデューサーは、標的因子が存
在しないときに“オフ”状態にあるようになるが、この状態は、プローブの自己相補的な
部分間に実質的な分子内ハイブリダイゼーション(または、切断性プローブまたは第II型(
－)切断性プローブの場合には脱ハイブリダイゼーション)が起こることを表す。しかしな
がら、標的因子と単分子プローブの認識要素との相互作用は、分子内立体構造的変化を引
き起こし、シグナルトランスデューサーを“オン”ハイブリダイゼーション状態とするが
、この状態は、標的因子の存在を表す指標となり、より具体的に、実質的に一本鎖状態(
または、切断性プローブまたは第II(－)型連結性プローブの場合には実質的に二本鎖状態
)のプローブが形成されることを表す指標となる。例えば、このような単分子プローブは
、相互作用性ラベル、すなわちラベル対でラベルされ、このラベル対は相互に組み合わせ
られており、少なくとも一つのラベル群が他のラベル群の少なくとも一つの測定可能な特
徴を変化させるように構成されるが、単分子プローブのある立体構造においてお互い比較
的非常に近接して位置している時にはこのような変化を起こすが、他の立体構造では十分
に離れているため、このような変化を起こすことがない。適切に相互作用的なラベルの例
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は後述する。
【００２４】
　上述したように、競合的検出方式に使用するための立体構造的に敏感なプローブもまた
考案された。
　例えば、一実施の形態において、核酸ベースのシグナルトランスデューサーは、本明細
書中で“対象(object)”配列と呼ばれるものと、少なくとも二つの相補的配列(“第１”
及び“第２”相補配列(complement sequence)とも言う。)とを含むように考案されている
。第１及び第２相補配列は、典型的に対象配列(object sequence)の相互に異なるが部分
的に重複する部分に、分子間または分子内ハイブリダイゼーションをするように考案され
ている。対象配列に対して相補的特性を有するこのような重複領域は、第１相補配列及び
第２相補配列が対象配列にハイブリダイズするにおいて、特にその重複する配列(overlap
ping sequence)にハイブリダイズするにおいて、熱力学的競合のための基盤を提供する。
好ましく、少なくとも一つの認識要素が核酸ベースのシグナルトランスデューサーに連合
しており、認識要素に対する標的因子の相互作用により相補配列のうち一つ、すなわち第
１及び第２相補配列のうち一つが、対象配列にハイブリダイズするのを優先的に遮断(ま
たは、促進)するようになり、残り一つの相補配列が対象配列にハイブリダイズするのは
、優先的に遮断(または、促進)しなくなる。したがって、本発明の一例において、核酸ベ
ースのシグナルトランスデューサーは、第１(または第２)相補配列が対象配列にハイブリ
ダイズするのを好み、第２(または第１)相補配列が対象配列にハイブリダイズするのを好
まない立体構造へ変化することによって、認識要素に連合している標的因子の存在を知ら
せるようになる。上述の如く、ハイブリダイゼーションは、対象配列上の重複要素(overl
apping element)を含むことが好ましい。したがって、本発明の大部分の実施形態におい
て、認識要素は重複領域と近く連合していてはいけなく、そうでないと、本発明のシグナ
ルトランスデューサーの目的とする機能を妨げることになる。
【００２５】
　したがって、一側面において、本発明は、本明細書に開示するような少なくとも一つの
プローブを含む標的検出システムを提供する。一実施の形態において、プローブは、試料
内で少なくとも一つの標的因子、好ましくは５個未満、典型的には１個または２個の標的
因子を検出するために、検出温度(または、温度範囲)を含む最適化したた条件下で行われ
るアッセイに特に有用である。特定プローブは、下記の構成成分のうち少なくとも一つ、
好ましくは全部を、作動可能に連結された状態に含む：
　ａ)第１対象配列及び第１相補配列を含む核酸配列対を含む少なくとも一つの核酸ベー
スのシグナルトランスデューサーであって、前記第１対象配列と前記第１相補配列は、そ
れぞれ独立してその長さが約３個ないし約１５０個のヌクレオチドからなり、相互に実質
的に相補的であることから、標的因子が存在しないときには“オフ”ハイブリダイゼーシ
ョン状態を形成し、標的因子が存在するときには“オン”ハイブリダイゼーション状態を
形成する少なくとも一つの核酸ベースのシグナルトランスデューサー；
　ｂ)前記核酸ベースのシグナルトランスデューサーに作動可能に連結されており、分析
する試料内の少なくとも一つの標的因子と特異的に相互作用する少なくとも一つの認識要
素；及び
　ｃ)必要に応じて、前記プローブに、特に前記核酸ベースのシグナルトランスデューサ
ーに作動可能に連結されている少なくとも一つの検出可能なラベルであって、前記標的因
子の前記プローブに対する、特に前記認識因子に対する相互作用により、前記“オフ”ハ
イブリダイゼーション状態から前記“オン”ハイブリダイゼーション状態へ立体構造的な
変化が起こり、その大きさが前記プローブのシグナルトランスデューサーにより提供され
る前記“オン”ハイブリダイゼーション状態の量の指標となる特徴的シグナルを発生する
前記少なくとも一つの検出可能なラベル。
【００２６】
　上述したように、本発明の検出システムは、非競合的または競合的検出方式で使用可能
なプローブをすべて含む。競合的検出方式が要求される実施形態において、プローブは、
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少なくとも１対の作動可能に連結された下記の構成成分をさらに含む:
　ｄ)前記第１核酸配列対の一部として組み込まれる第２対象配列であって、約３個ない
し１５０個のヌクレオチドを含み、好ましくは前記第１対象配列と連合していることから
、約４０個未満のヌクレオチドを含み、前記第１及び第２対象配列により定義される重複
領域を形成する前記第２対象配列；
　ｅ)約３個ないし約１５０個のヌクレオチドを含む長さの第２相補配列であって、前記
第１及び第２相補配列は、前記第１及び第２対象配列間に存在する前記重複領域に対して
本質的に完壁に相補的であり、前記第２対象配列と前記第２相補配列は、少なくとも前記
重複領域に該当する長さ以上に対して相互に実質的に相補的であるので、前記標的因子が
存在しないときには“オフ”ハイブリダイゼーション状態を形成し、前記標的因子が存在
するときには“オン”ハイブリダイゼーション状態を形成するのに充分である前記第２相
補配列。
【００２７】
　第２対象配列及び第２相補配列は、“オフ”状態から“オン”状態への立体構造的変化
を容易にするためのものである。標的因子がプローブの核酸ベースのシグナルトランスデ
ューサーと相互作用をする時、プローブ構成方式によって重複領域と第２または第１相補
配列との競合的結合が起こるように構成されることから、シグナルトランスデューサーは
“オフ”ハイブリダイゼーション状態から立体構造的変化が起こるようになる。標的因子
との相互作用により起こる立体構造的変化は、第１相補配列(または、第２相補配列)が第
１対象配列(または、第２対象配列)から、特に重複領域から分離されることを熱力学的に
十分に好む方向に起こるようになる。したがって、この実施形態において、“オン”ハイ
ブリダイゼーション状態は、第２相補配列(または、第１相補配列)は競合的に結合された
状態となり、第１相補配列(または、第２相補配列)は実質的に分離された状態となるもの
として表される。
【００２８】
　本発明の検出システムに対する大部分の実施形態において、核酸ベースのシグナルトラ
ンスデューサーの“オン”ハイブリダイゼーション状態は、試験した試料内に標的因子が
存在するということを表す指標とされる。認識要素と標的因子との相互作用は、核酸ベー
スのシグナルトランスデューサーの“オフ”ハイブリダイゼーション状態を“オン”ハイ
ブリダイゼーション状態を好む方向へ検出可能な程度に変化(一般的に、減少)させる。こ
のような立体構造的変化は、検出可能なラベル(存在する場合のみ)により生成された特徴
的シグナルの変化(一般的に、増加)に符合する。本発明の親和性プローブと反応性プロー
ブを利用する標的検出システムを使用する一部の実施形態において、核酸ベースのシグナ
ルトランスデューサーにより具現される立体構造的変化は、熱力学的に可逆的である。す
なわち、シグナルトランスデューサーの立体構造が試料内に在る標的因子の量によって、
与えられた時間の間“オフ”または“オン”ハイブリダイゼーション状態へ相互移動する
ようになる。
【００２９】
　他の側面において、本発明は、本明細書に開示するように、少なくとも一つの単分子プ
ローブを含む検出システムを提供する。一実施の形態において、当該プローブは、下記の
構成成分のうち少なくとも一つ、好ましくは全部を、作動可能に連結した状態に含む：
　ａ)第１対象配列及び第１相補配列を含む一本鎖の核酸配列を含む少なくとも一つの核
酸ベースのシグナルトランスデューサーであって、前記第１対象配列及び前記第１相補配
列はそれぞれ独立してその長さが約３個ないし約１５０個のヌクレオチドからなり、相互
に実質的に相補的であることから、標的因子が存在しないときには“オフ”ハイブリダイ
ゼーション状態を形成し、標的因子が存在するときには“オン”ハイブリダイゼーション
状態を形成する前記少なくとも一つの核酸ベースのシグナルトランスデューサー；
　ｂ)前記核酸ベースのシグナルトランスデューサーに作動可能に連結されており、試料
内の少なくとも一つの標的因子と特異的に相互作用する少なくとも一つの認識要素；及び
　ｃ)必要に応じて、前記プローブに、特に前記核酸ベースのシグナルトランスデューサ
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ーに作動可能に連結されている少なくとも一つの検出可能なラベルであって、前記標的因
子の前記プローブに対する、特に前記認識因子に対する相互作用により、前記“オフ”ハ
イブリダイゼーション状態から前記“オン”ハイブリダイゼーション状態へ立体構造的変
化が起こり、その大きさが前記シグナルトランスデューサーの前記“オン”ハイブリダイ
ゼーション状態の量を表す指標となる特徴的シグナルを発生する前記少なくとも一つの検
出可能なラベル。
【００３０】
　競合的検出方式が要求される実施形態では、プローブは、第２対象配列及び第２相補配
列からなる少なくとも１対の相補的な核酸配列をさらに含む。
　また、本発明は、本明細書に開示される一つ以上のプローブが、少なくとも一つ、好ま
しくは一つ、二つ、または三つの固体支持体に作動可能に連結された形態の特定形態の標
的検出システムを提供する。一実施の形態において、当該プローブは、直接的にまたは一
つ以上のリンカー(linker)により、好ましくは固体支持体と固定化したプローブとの間に
空間を置き、与えられた固体支持体に共有結合で連結される。好ましい固体支持体の種類
は、本発明の属する分野に周知されており、クロマトグラフィー(chromatography)、パン
ニング(panning)、バイオチップ(biochip)、及び関連の応用分野で使用されるものを含む
。
【００３１】
　なお、本発明は、プリプローブ(pre-probe)と、これらプリプローブを含むキットを提
供する。一実施の形態において、プリプローブは、次の構成成分を、作動可能に連結され
た(または、作動可能に連結され得る)状態に含む：ａ)少なくとも一つの前述した核酸ベ
ースのシグナルトランスデューサー、及びｂ)必要に応じて、少なくとも一つの連結子。
“プリプローブ(pre-probe)”は、本発明による作動可能な親和性プローブまたは反応性
プローブに容易に変換されるが、例えば、一つ以上の望む認識要素を、連結子を使用する
か使用することなく核酸ベースのシグナルトランスデューサーに共有結合で連結すること
によって容易に変換される。好ましい本発明のキットは、あらかじめ決定された標的因子
特異性を有する望む親和性または反応性プローブへプリプローブを変換させるための手段
を含む。
【００３２】
　さらに、本発明は、本明細書に開示される標的検出システムを用いたアッセイを提供す
る。好ましいアッセイは、次に述べるものを含めて非常に多様な標的因子を検出できるよ
うに構成される。その例には、薬物(調合薬)等のような化学物質をはじめとして、抗体、
受容体、酵素、サイトカイン(cytokine)、毒素(toxin)、ペプチドホルモン(peptide horm
one)、成長因子(growth factor)、血液因子(blood factor)、及びこれらの結合性(または
、機能性)断片を含んだ類似体のようなアミノ酸配列を検出するためのアッセイが含まれ
るが、これに限定されない。リン脂質(phospholipid)を含んだ脂質(lipid)、及び生物学
的に重要なブドウ糖のような糖類を含んだ炭水化物(carbohydrate)を検出するためのアッ
セイも含まれる。核酸ベースのシグナルトランスデューサーからラベルされた部分を分離
する段階または段階を含まない実施形態では、本明細書に記述される単分子プローブのい
ずれかを使用することが好ましい。これら方法は、必要に応じて生体外(in vitro)、イン
サイチュ(in situ)、または生体内(in vivo)で行われることができる。より好ましいアッ
セイは、一般的に標的因子と連合していないプローブ(または、その構成要素)を除去する
ための過度な洗浄段階や分離段階を必要としないが、この洗浄または分離段階を行うこと
によって一部の実施形態では検出システムの性能を改善することもある。
【００３３】
　本発明の検出システムを使用するのに適しているアッセイは、少なくとも一つの本明細
書に開示されるプローブを使用する。一実施の形態において、このような方法は、プロー
ブを分析しようとする試料と接触することを含むが、当該試料は、敏感で信頼性ある検出
が必要な少なくとも一つの標的因子を有するか、有していると疑われるか、あるいは、有
するようにした試料である。ここで、接触は、標的因子が存在しない時の核酸ベースのシ



(35) JP 2010-99090 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

グナルトランスデューサーの測定可能な特徴のような適切な対照群と比較し、プローブに
含まれている核酸ベースのシグナルトランスデューサーのハイブリダイゼーション状態に
、検出可能な変化があるか確認するための検出方式(例えば、使用されるプローブの種類
と検出される標的因子の種類)に見合う環境下で行われる。一部の実施形態において、標
的因子を含まない(または、検出不可能な程度の微量を含む)対照群試料を共に実験し、実
験しようとする試料の反応結果を対照群試料の反応結果と比較することが有用であること
は明らかである。核酸ベースのシグナルトランスデューサーにより生成されるシグナルの
大きさは、必要に応じて定量的に、半定量的に、または定性的に測定されることができる
。例えば、シグナルトランスデューサーにより表示されるいずれの大きさの検出可能な変
化でも、標的因子が試料内に存在することを知らせる指標で定性的に評価されることがで
きる。自動または半自動の試料分析をする製薬的、臨床的または診断的装置において本発
明の検出システムが利用される実施形態では、必ずしも対照群試料を共に実験する必要は
ないということがもう一つの長所である。この例では、標的因子の特定量の存在を出力シ
グナル(典型的に、シグナルの大きさ)に関連づける標準曲線を作成するための予備実験を
するだけでも充分である。
【００３４】
　したがって、本発明は、試験する試料内に存在するか、存在すると疑われるか、あるい
は、その試料に含まれるように作られた少なくとも一つの標的因子を検出するために本発
明の検出システムを利用する方法も提供する。一実施の形態において、このような方法は
、本明細書に開示される少なくとも一つのプローブを、少なくとも一つの標的因子と連合
させるのに充分な条件下でプローブと接触させることを含む。この接触は、核酸ベースの
シグナルトランスデューサーが“オフ”から“オン”ハイブリダイゼーション状態へ立体
構造的に容易に変化するようにする。シグナルトランスデューサーの“オン”ハイブリダ
イゼーション状態の存在は、一つ以上の標的因子が存在するということを表す指標として
使用されることができる。好ましくは、シグナルトランスデューサーは、“オン”ハイブ
リダイゼーション状態から発生したシグナルを一つまたはそれ以上の検出機器に出力する
が、この検出機器は、好ましくは、未来に分析するためにシグナルを貯蔵するか、出力シ
グナルを使用者に実時間で報知するか、あるいは、これら両動作を全部遂行するように構
成されたものである。
　なお、本発明は、標的因子と認識要素の相互作用に強い影響を与える広い範囲の分子を
検出できるアッセイを含む。これら分子は、前記相互作用を減少または除去するもの(“
阻害剤(inhibitor)”)を含む。あるいは、標的因子と認識要素との相互作用を増強させる
分子(“増強剤(enhancer)”)を、本発明の方法を用いて検出することも十分に可能である
。
【００３５】
　これら方法のうち一つは、阻害剤(または、増強剤)として知られているか疑われるか、
あるいは、検出システムに添加される間または以降に阻害剤(または、増強剤)に変形しう
る一つまたはそれ以上の候補化合物を、本発明の検出システムに添加する段階を含む方法
である。この標的検出システムへの添加段階の好ましい方式は、望むプローブに含まれた
認識要素と標的因子との相互作用を減少させたり増強させることを可能にする方式である
。この方法は、選択されたプローブが、プローブの立体構造を他のハイブリダイゼーショ
ン状態へ変化させるか否かを検出する段階をさらに含む。全的ではないが一般的に、この
ような変化は、水、緩衝溶液、及びその類似体のような適切な対照群試料に対比して測定
される。候補化合物の存在下におけるプローブの立体構造的変化の検出は、標的検出シス
テムに阻害剤や増強剤が存在または非存在することを表す指標として使用されることがで
きる。
【００３６】
　本明細書に開示される大部分のプローブにおける立体構造的変化の割合は、標準化した
分析原理を適用することによって測定可能である。本発明は、核酸ベースのシグナルトラ
ンスデューサーにより報知される立体構造的変化の割合における増加または減少有無を検
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出することによって、望む標的因子の存在または非存在を検出する方法に関する実施形態
を含むように構成された。
　本発明による好ましいプローブは、本明細書で“二元性立体構造(dual conformation)
”プローブとも言われるが、これは、核酸ベースのシグナルトランスデューサーが“オフ
”と“オン”ハイブリダイゼーション状態へ相互に転換可能であることを意味する。当該
のプローブは、本発明の属する技術分野で公知された他の種類のプローブに比べ、多くの
側面で多様な長所を有する。
　例えば、シグナルトランスデューサー部分がプローブに分子的物質として一体として構
成されているので、シグナルを測定したり発生させる上で一般的な蛍光測定機(fluoromet
er)や発光測定機(luminometer)以外の大規模の機器や装置を必要としない。また、本発明
の二元性立体構造プローブは、例えば、ＥＬＩＳＡまたは固定化したプローブを使用する
種類の方法と比較し、検出段階が非常に単純化する均一アッセイ(homogeneous assay)に
使用可能となるように適宜構成されることができる。
【００３７】
　本発明は、多種多様なの認識要素に接合された核酸のハイブリッド(nucleic acid hybr
id)を利用する新規の二元性立体構造プローブを開示する。本発明によるプローブは、プ
ローブに接合されている認識要素と標的因子との相互作用に敏感に反応してハイブリダイ
ズした状態(hybridized state)から解離した状態(dissociated state)へ、またはその逆
に前記核酸のハイブリッドが立体構造的変化を起こすように考案されている。本発明のプ
ローブは、核酸のハイブリッドを一つのシグナルトランスデューサーの構成単位として使
用するので、後述するように、多様な周知のラベル方法を本発明に適用することができる
。
【００３８】
　本発明による特定のプローブはその他の長所を提供する。例えば、本発明のプローブは
、認識要素を変えることによって多様な化学的、生化学的、そして生物学的標的因子の検
出に使用することができる。例えば、標的受容体因子(target receptor agent)または標
的リガンド(target ligand)を検出するための親和性プローブを構成するために受容体因
子に特異的に結合しうるリガンドを認識要素として使用することができ、本明細書では、
このような認識要素をより具体的に“プローブリガンド(probe ligand)”と言う。切断反
応(cleavage reaction)、連結反応(coupling reaction)、及び修飾反応(modification re
action)に触媒作用を及ぼす酵素のような反応誘発因子(reaction-inducing agent)を検出
するために、基質(substrate)または反応部位(reaction site)を認識要素として使用する
こともできるので、本明細書では、このような認識要素をより具体的に“プローブ基質(p
robe substrate)”とも言う。したがって、“認識要素(recognition element)”が意味す
るところが、プローブの構成内容によって区分されるということは明らかである。後で詳
しく説明されるが、本発明は、化学的且つ生化学的アッセイに必要な選択性と敏感性を有
する、多様なラベルされた二元性立体構造プローブを提供する。
【００３９】
　上にも述べたように、本発明の標的検出システムは、容易に変形されて用いられ、よっ
て、一つまたはそれ以上の異なるラベル方式を組み合わせて用いられることができる。や
はり上述のように、本発明による大部分のプローブは、“必要において(optionally)”ラ
ベルされているが、これは、標的システムが本発明の検出可能にラベルされた状態のプロ
ーブと常に関連しているのではないということを意味する。
　例えば、一実施の形態において、本明細書に記述された標的検出システムは、よく定型
化されているβ－ガラクトシダーゼレポーターシステム(beta-galactosidase reporter s
ystem)のような周知のシグナル増幅技術と互換して使用可能である。当該システムの一つ
は、検出可能なシグナルを生成するために酵素供与体(enzyme donor)-酵素受納体(enzyme
 acceptor)対を使用する(例：Comoglio,S. and Celada,F.(1976)；Gonnelli,M.et al.(19
81)；Henderson,D.R. U.S.Pat.No.4,708,929)。本発明の標的検出システムは、このよう
な技術を使用できるように適切に変形される。これは、例えば、前記酵素供与体-受納体
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対を相互作用性ラベル対として含む本発明によるプローブを製作することによって可能に
なる。好ましい使用において、プローブに含まれた相互作用性ラベル対は、プローブ、よ
り具体的には核酸ベースのシグナルトランスデューサーにより生成されたシグナルを好ま
しく増幅する。
【００４０】
　その代わりに、あるいは、それに加えて、本発明の前記標的検出システムは、標準化し
た重合酵素連鎖反応(polymerase chain reaction、ＰＣＲ)(または、重合酵素反応(polym
erization reaction))増幅方式と互換して使用されることができる。一実施の形態におい
て、本明細書に記述されたほとんど大部分の本発明によるプローブは、核酸複製鋳型(nuc
leic acid replication template)として使用可能な一つまたはそれ以上の配列を含むよ
うに構成されることができる。より具体的には、上に述べた対象配列及び相補配列(第１
、第２、または両者)は、核酸複製の鋳型として使用可能な配列を含むように容易に変形
される。本発明のプローブの、特に核酸ベースのシグナルトランスデューサーの立体構造
的に敏感なハイブリダイゼーション状態に主として依存してＰＣＲ反応(または、重合酵
素反応)が起こるようにし、また、増幅による産物が生成されるようにするために、重合
酵素やこれに関連する酵素を使用することができる。これによる増幅産物の存在または重
合反応反応物の量の減少、またはこの両者は、関心の対象となる試料内に標的因子が存在
するか否かを表す指標となりうる。
　本発明のその他の長所及び特徴は後述される。
【００４１】
　上述の如く、本発明は、本明細書に開示されたような一つまたは一つ以上が組み合わせ
られた立体構造的に敏感なプローブを含む標的検出システムを提供する。本発明による好
ましいプローブは、一つまたはそれ以上の標的因子の存在または非存在を報知しうる少な
くとも一つの核酸ベースのシグナルトランスデューサーを含む。標的検出システムは、自
然的に存在する標的因子をはじめとして、遺伝子組み換え物を含んだ合成された(synthet
ic)または半合成された(semi-synthetic)多くの標的因子を検出するのに非常に有用であ
るが、その例は、受容体因子(receptor agent)、リガンド(ligand)、環境毒素(environme
ntal toxin)、薬物(drug)、及び反応誘発因子(例えば、酵素のような触媒構成物)を含む
が、これに限定されない。また、本発明は、本発明による一つまたはそれ以上のプローブ
(時には、プリプローブ)を使って標的因子を検出する多様なアッセイとキットを提供する
。本発明の標的検出システムは、標的因子(または、その阻害剤及び増強剤)を検出したり
、必要に応じて確認しうるように考案されたアッセイ、特にスクリーニングにおいて特に
有用である。
【００４２】
　“標的検出システム(target detection system)”という用語は、少なくとも一つの、
好ましくは５個未満の、そして典型的には１個、２個、または３個の本明細書に開示され
るプローブが、一つまたはそれ以上の使用を助けるための他の構成要素と組み合わせられ
ているのを意味する。追加の構成要素は、通常、プローブを使用するための塩水、緩衝溶
液、水またはその類似体のような適切な水溶液培地を含む。また、本発明の一部の実施形
態において、当該の構成要素は、一つまたはそれ以上のプローブと作動可能に連結された
固体支持体を含むことができる。固体支持体の例には、クロマトグラフィー(chromatogra
phy)、パンニング(panning)、及び／またはバイオチップなどの多くの応用において適す
るものと知られた紙、樹脂(resin)、プラスチック、高分子、金属、金属酸化物、ガラス
、シリコン、シリコン酸化物、ビーズ(bead)またはスフィアー(sphere)、ディップスティ
ック(dipstick)、容器(well)、膜(membrane)などを含む。追加的に必要と予想される構成
要素は、標的検出システムの使用を簡便にすることに役立つ安定化剤(stabilizer)、添加
剤(additive)、防腐剤(preservative)及びこれらの類似体を含み、血清アルブミン(serum
 albumin)、アジ化ナトリウム(sodium azide)、グリコール(glycol)及びその類似体も含
むが、これに限定されない。必要に応じて、標的検出システムは、標的検出システム、特
に核酸ベースのシグナルトランスデューサーにより生成されるシグナルを、貯蔵された資
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料の形態にまたは実時間で収集し報知しうるコンピュータと連携した装置のような適切な
検出器やこれに関連する機器と作動可能に連結または結合されていることができる。
【００４３】
　複数の形態を含む“核酸ベースのシグナルトランスデューサー(nucleic acid based si
gnal transducer)”または“シグナルトランスデューサー(signal transducer)”という
用語は、一つまたはそれ以上の標的因子の存在(または、非存在)に応じて好ましく反応す
る、立体構造的に敏感でかつ感応性を有する本明細書に記述されたプローブの一部を意味
する。特定シグナルトランスデューサーは、一般的に核酸配列、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ
、またはこれらの組み合わせを含むが、非ヌクレオチド配列(non-nucleotide sequence)
及び特にヌクレオチド類似体(nucleotide analogue)、例えば、アデノシン一リン酸(aden
osine mono-phosphate)、チミジン一リン酸(thymidine mono-phosphate)、グアノシン一
リン酸(guanosine mono-phosphate)、シチジン一リン酸(cytidine mono-phosphate)、及
びウリジン一リン酸(uridine mono-phosphate)のチオ-(thio-)、アミノアルリ-(aminoall
y-)、及びメチル-(methyl-)誘導体；イノシン一リン酸(inosine mono-phosphate)、キュ
ェオシン一リン酸(queuosine mono-phosphate)、ワイブトシン一リン酸(wybutosine mono
-phosphate)、及びプソイドウリジン一リン酸(pseudouridine mono-phosphates)；及び、
これらの他の誘導体を含むことができる。一つまたはそれ以上の放射性同位元素ラベルヌ
クレオチド(radionucleotide)、例えば、3Ｈ、32Ｐ、33Ｐ、35Ｓ、または125Ｉでラベル
されたヌクレオチドを含む核酸ベースのシグナルトランスデューサーも本発明に含まれる
。本発明によるシグナルトランスデューサーは、一本鎖、二本鎖、またはこれらの組み合
わせからなることができ、典型的に約２５０個未満の塩基対、好ましく約１５０個未満の
塩基対、より好ましくは、約３個乃至約１００個の塩基対を有する。
【００４４】
　本発明による大部分のプローブは、一般に、ＤＮＡ(deoxyribonucleic acid)、ＲＮＡ(
ribonucleic acid)、またはＤＮＡとＲＮＡとの混合物からなる核酸配列を含む。この核
酸は、本発明の目的のために塩基がない無塩基ヌクレオチド(abasic nucleotide)、及び
追加の化学部分が連結されたヌクレオチドを含むことができる。ヌクレオチド間の連結は
、ＰＮＡ(peptide nucleic acid)に在るペプチド結合のようにホスホジエステル結合(pho
phodiester bond)でない結合もある。修飾されたヌクレオチド間連結は、本発明の属する
分野でよく知られているが、メチルリン酸(methylphosphonates)、ポスチオリン酸(phosp
horothioates)、ジメチルリン酸(phosphorodithionates)、ホスホロアミダイト(phosphor
oamidites)、及びリン酸エステル(phosphate ester)連結を含む。リン酸基のない連結(de
phospho-linkages)も知られているが、これは、シロキサン(siloxane)、カーボネート(ca
rbonate)、カルボキシルメチルエステル(carboxylmethyl ester)、アセトアミデート(ace
tamidate)、カバーメート(carbamate)、及びチオエーテル(thioether)連結を含む。プラ
スチックＤＮＡ(plastic DNA)、例えば、Ｎ-ビニル(N-vinyl)、メタクリロキシエチル(me
thacryloxyethyl)、メタクリルアミド(methacrylamide)、またはエチレンイミン(ethylen
eimine)ヌクレオチド間連結を有するＤＮＡも使用することができる。これは、例えば、U
hlmann and Peyman(1990)を参照されたい。ＰＮＡは、ヌクレアーゼ(nuclease)による分
解に抵抗性があり、自然の核酸よりも強いハイブリダイズした二重鎖(hybridized duplex
)を形成するので、特に有用であり、例えば、Orum et al.(1993)及びEgholm,M.et al.(19
93)を参照されたい。さらに、これと関連する公知は、米国特許第５,９２５,５１７号を
参照されたい。
【００４５】
　上述の如く、好ましい核酸ベースのシグナルトランスデューサーは、少なくとも一つの
標的因子(例えば、１個、２個、または３個の標的因子)の存在、非存在、またはある実施
形態ではその量の変化に対して立体構造的に敏感であり、感応性を示す。例えば、本明細
書に開示されたシグナルトランスデューサーは“オフ”ハイブリダイゼーション状態から
“オン”ハイブリダイゼーション状態へ検出可能に立体構造が変化するように考案されて
いる。しかし、大部分の核酸ベースのシグナルトランスデューサーは、“可逆的”である
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ので、シグナルトランスデューサーがその立体構造を“オン”ハイブリダイゼーション状
態から“オフ”ハイブリダイゼーション状態へ検出可能に変化させる必要がある検出方式
にも使用可能である。
【００４６】
　図１乃至図２２は、特定核酸ベースのシグナルトランスデューサーを含む様々な特定プ
ローブを示す図である。本発明のシグナルトランスデューサーが、標的因子が存在すると
きに、“オフ”ハイブリダイゼーション状態から“オン”ハイブリダイゼーション状態へ
検出可能に立体構造を変化することを示す。
【００４７】
　なお、上述の如く、本発明は、下記の構成成分のうち少なくとも一つ、好ましくは全部
を作動可能に連結された状態に含む:
　ａ)第１対象配列及び第１相補配列を含む核酸配列対からなる少なくとも一つ(好ましく
は、５個未満、典型的には１個または２個)の核酸ベースのシグナルトランスデューサー
であって、前記第１対象配列及び第１相補配列は、それぞれ独立してその長さが約３個乃
至約１５０個、好ましくは、約４個乃至約１００個、より好ましくは、約４個乃至５０個
のヌクレオチドからなり、相互に実質的に(好ましくは、少なくとも８０％、９０％、ま
たはそれ以上の長さに対して)相補的なので、標的因子が存在しないときには“オフ”ハ
イブリダイゼーション状態を形成し、標的因子が存在するときには“オン”ハイブリダイ
ゼーション状態を形成する前記少なくとも一つの核酸ベースのシグナルトランスデューサ
ー；
　ｂ)前記核酸ベースのシグナルトランスデューサーに作動可能に連結された少なくとも
一つの認識要素であって、分析する試料内の少なくとも一つの標的因子と特異的に相互作
用する前記少なくとも一つの認識要素；及び
　ｃ)必要に応じて、前記プローブに、特に前記核酸ベースのシグナルトランスデューサ
ーに作動可能に連結されている少なくとも一つの検出可能なラベルであって、前記標的因
子の前記プローブ、特に前記認識因子に対する相互作用により、“オフ”ハイブリダイゼ
ーション状態から“オン”ハイブリダイゼーション状態へ立体構造的変化が起こり、その
大きさが前記プローブのシグナルトランスデューサーにより提供される“オン”ハイブリ
ダイゼーション状態の量の指標となる特徴的シグナルを生成する前記少なくとも一つの検
出可能なラベル。
【００４８】
　“作動可能に連結された(operably linked)”、“作動可能に連合した(operably assoc
iated)”という用語は、標的検出システムの一つまたはそれ以上の構成要素が作動できる
状態に(すなわち、機能的に)一つまたはそれ以上の他の構成要素に連結されているという
ことを意味する。より具体的には、標的検出システムの一つまたはそれ以上の構成要素が
共有結合で連結されている実施形態において、連合(association)は、炭素-炭素結合(car
bon-carbon bonding)、炭素-酸素結合(carbon-oxygen bonding)、ホスホジエステル結合(
phosphodiester bonding)、ペプチド結合(peptide bonding)などを含む。しかし、他の実
施形態では、一つまたはそれ以上の構成要素が水素結合(hydrogen bonding)、塩橋(salt 
bridge)、イオン性引力(ionic attraction)及びこれに類似するもの等により非共有結合
的に連結されることができる。一部の構成要素が共有結合で連結され、残りは、非共有結
合的に連結された標的検出システムも、本発明の範囲に含まれる。
【００４９】
　一つまたはそれ以上の標的検出システムの構成要素が作動可能に連結されている実施形
態において、このような連結の特徴が、立体構造的状態及びプローブ方式のような因子に
強く影響を受けるということは明らかである。例えば、１対の相補的な核酸配列が非共有
結合的に連結されている場合、例えば、水素結合によりハイブリダイズし、ハイブリダイ
ズした立体構造となる場合のような本発明の実施形態において、当該核酸配列は、お互い
空間的に離れているか、または解離した立体構造において相互に分離されていることがで
きる。一つまたはそれ以上のインターカレート染色剤(intercalating dye)を検出可能な
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ラベルとして使用する本発明の他の例では、当該ラベルが、ハイブリダイズした立体構造
(hybridized conformation)または二重体(duplex)には非共有結合的に連結(または連合)
されるが、解離した立体構造には連結されなくなる。さらに他の実施形態では、不安定化
因子が第I型、第II型、または第II(－)型“連結性(coupling)”プローブに、認識要素の
一部分として連結されることができる。この例において、不安定化因子は最初にはプロー
ブから分離されているが、望む連結反応が起こった後にはプローブに共有結合によりまた
は非共有結合的に連結される。同様に、“切断性(cleavage)”プローブでは最初には連結
された状態にあった不安定化因子が、標的反応誘発因子との相互作用によりプローブから
分離される。
【００５０】
　本明細書に使用されるように、“相補的配列(complementary sequence)”という用語、
または“相補的プローブ(complementary probe)”のようにこれと関連する用語は、ある
核酸配列または部分配列(subsequence)に特異的相補性をもってハイブリダイズし、一般
的にＤＮＡまたはＲＮＡからなる亜構成単位配列(subunit sequence)として定義される。
相補率(percent complementarity)は、一般化した実験過程により、または、好ましくは
ＢＬＡＳＴ及びこれと関連しているプログラムのような適切なコンピュータソフトウェア
プログラムを使用することによって容易に決定されることができる。ＢＬＡＳＴプログラ
ムの使用と関連した公知は、米国バイオテクノロジー情報センター(United States Natio
nal Center for Biotechnology Information：ＮＣＢＩ)で見つけることができる。“実
質的に相補的な(substantially complementary)”という用語は、少なくとも８０％、好
ましくは９０％またはそれ以上に相補的であることを意味する。
【００５１】
　上にも述べたように、本発明の好ましいプローブは、少なくとも一つの認識要素を含む
。“認識要素(recognition element)”という用語は、一実施の形態において、少なくと
も一つのプローブリガンド(probe ligand)またはプローブ基質(probe substrate)とこれ
に作動可能に連結された少なくとも一つの連結要素(coupling element)を含むプローブ構
成要素を意味する。典型的に、連結要素は、使用用途によってその大きさと原子の数が変
わりうる連結基(linking group)のことである。一般的に、シグナルトランスデューサー
とプローブリガンドまたはプローブ基質との間にある程度の距離を置くために連結要素を
含むことが好ましいが、一部用途では連結要素が不要なこともある。
　より具体的に、本発明による“認識要素”は、親和性プローブが使用される実施形態で
はプローブリガンドを含む。しかし、切断性プローブが使用される場合、認識要素は、好
ましくはリンカーにより連結された切断部位と不安定化因子を含む。第I型、第II型、及
び第II(－)型連結性プローブにおいて、認識要素は典型的に反応部位(reaction site)を
含む。他の場合において、第I型、第II型、及び第II(－)型連結性プローブで使用される
好ましい認識要素は、反応部位(reaction site)、不安定化因子(destabilizing agent)、
及び反応基(reaction group)を含む。特定の認識要素の例は、図面にて提供される。リン
カー(linker)のような特定連結要素(coupling element)に対する図解もまた本明細書に開
示されている。
【００５２】
　本発明の特定のプローブは、いくつかの種類に分類されるが、例えば、受容体因子(rec
eptor agent)またはリガンド(ligand)を検出するための親和性プローブ(affinity probe)
と反応誘発因子(reaction-inducing agent)を検出するための反応性プローブ(reaction p
robe)とに分類される。反応性プローブは、反応誘発因子により誘発される反応の性質に
よって４つの類型にさらに分類される。その第一は、反応誘発因子の作用により一つの基
質が少なくとも二つの断片に切断される切断反応を検出しうる切断性プローブ(cleavage 
probe)である。第二は、反応誘発因子の作用により少なくとも二つの基質が共有結合で連
結される連結反応を検出する第I型連結性プローブ(Type I coupling probe)である。第三
は、反応誘発因子の作用により基質に在る反応部位(reaction site)が接合部位(conjugat
ion site)へ変換される修飾反応を検出する第II型連結性プローブ(Type II coupling pro
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be)である。最後は、反応誘発因子の作用により既に接合部位(conjugation site)であっ
た反応部位(reaction site)が、非接合性部位(non-conjugatable site)に変換される修飾
反応を検出する第II(－)型連結性プローブ(Type II(-) coupling probe)である。第II型
及び第II(-)型連結性プローブでは、第２の基質が自発的な結合(binding)を用いるか、自
発的にまたは連結試薬(coupling reagent)の助けにて起こる連結反応を用いて接合部位に
接合される。
【００５３】
　本明細書に使用されるように、“プローブ(probe)”という用語は、本発明によるハイ
ブリダイゼーションに適するヌクレオチドを含む二つ以上の亜構成単位(ＤＮＡ、ＲＮＡ
、ＰＮＡ)を含むオリゴマー(oligomer)として定義される。当該プローブは、検出可能な
部分でラベルされても、ラベルされなくても良い。また、プローブは、溶液相にあっても
よく、固体支持体や固体運搬体に固定化されていても良い。より特定なプローブの例は、
ＤＮＡ、ＲＮＡ、及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド分子、及びペプチド核酸(peptide nucl
eic acids:ＰＮＡ)を含む。
【００５４】
　本発明の範囲に属するプローブは、さらに、Wengel,PCT WO ９９／１４２２６に開示さ
れている少なくとも一つの２環または３環ヌクレオシド(bi-or tri-cyclic nucleoside)
類似体を含む。好ましくは、このようなプローブは、少なくとも一つのＬＮＡ(locked nu
cleic acid)単量体に置換された部分を含んでいる。ＬＮＡとこれと関連する類似体の作
製及び使用についての内容は、既に報告されたことがある(U.S Pat.No.6,268,490参照)。
ＬＮＡと一つまたはそれ以上のＤＮＡ、ＲＮＡ、またはＰＮＡとを含むプローブも、本発
明の範囲に含まれる。
　さらに他のプローブは、ＲＮＡ及び／またはＤＮＡの摸倣体からなる少なくとも一つの
亜構成単位を含む。この例には、米国特許第６,０７７,７０９及びこれに公知された参考
文献に記述されたように、オリゴヌクレオチドの骨格(backbone)を修飾したもの、糖基(s
ugar group)を修飾したもの、及び塩基(base)を修飾したものが含まれる。これらプロー
ブの例は、チオリン酸骨格(phosphorothioate backbone)を有するもの、２'-メトキシリ
ボース(2'-methoxyribose)のように置換された糖部分を有するオリゴヌクレオチド(oligo
nucleotide)、そして５-メチルサイトシン(5-methylcytosine)のように修飾されたヌクレ
オベース(nucleobase)を有するものを含む。接合されたプローブ、すなわち活性度を増加
させるために一つのプローブを他のプローブに、他のある部分を用いて化学的にクロスリ
ンクさせたものも本発明に含まれる。
【００５５】
　大部分の本発明によるプローブは、立体構造的に敏感でかつ感応性を有する核酸ベース
のシグナルトランスデューサーを含む。当該プローブは、標的因子の存在または非存在に
よって立体構造的変化を起こす“二元性立体構造(dual-conformation)”プローブに特徴
付けられる。立体構造的変化の一形態は、プローブに含まれた少なくとも一つの認識要素
と標的因子(等)との相互作用により誘発された一対または２対の実質的に相補的な核酸配
列のハイブリダイゼーション及び解離を含む。１または２対の核酸配列を有している本発
明のプローブは、ハイブリダイゼーション過程の非競合的または競合的性質に鑑みてそれ
ぞれ、“非競合的(non-competitive)”または“競合的(competitive)”プローブと言う。
【００５６】
　競合的方式が好ましい実施形態において、上述の(ａ)乃至(ｃ)の構成成分に加えて、プ
ローブは少なくとも１対の下記の構成成分を作動可能に連結した状態にさらに含む：
　ｄ)前記第１核酸配列対の一部として付加される第２対象配列であって、その長さが約
３個乃至１５０個、好ましくは約４個乃至１００個、より好ましくは約４個乃至５０個の
ヌクレオチドからなり、好ましくは、前記第１対象配列と連合しており、好ましくは約４
０個未満のヌクレオチドを含み、前記第１及び第２対象配列により定義される重複領域を
形成する前記第２対象配列；及び
　ｅ)約３個乃至約１５０個、好ましく約４個乃至１００個、より好ましく約４個乃至約
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５０個のヌクレオチドを含む長さの第２相補配列であって、前記第１及び第２相補配列は
、前記第１及び第２対象配列の間に存在する前記重複領域に対して本質的に完壁に相補的
であり、前記第２対象配列及び前記第２相補配列は、少なくとも前記重複領域に該当する
長さ以上に対して相互に実質的に相補的なので、前記標的因子が存在しないときには“オ
フ”ハイブリダイゼーション状態を形成し、前記標的因子が存在するときには“オン”ハ
イブリダイゼーション状態を形成するのに充分である前記第２相補配列。
　上に述べたように、前記第２対象配列及び前記第２相補配列は、“オフ”から“オン”
状態へ立体構造的変化が起こるのを容易にするために導入される。
【００５７】
　上述の如く、本発明のプローブは、三番目の作動可能に連結された構成要素として、好
ましくは前記対象及び相補核酸配列のうち少なくとも一つと連合している少なくとも一つ
の標的因子認識要素を含む。プローブが競合的方式の実施形態において、プローブは２対
の前記核酸配列を全て含む。好ましくは、前記認識要素は、前記核酸配列のうち、(前記
第２核酸配列対には接合されず)前記第１核酸配列対に接合されるが、好ましくは、前記
重複領域を除いた前記第１対象配列または前記第１相補配列に接合される。
　特定の競合的プローブ方式に対する図解を、図２、図１２、図１３、図１９及び図２２
(様々なラベル方法を示す親和性プローブ方式)、図４(切断性プローブ)、図８(第I型連結
性プローブ)、図９(第II型連結性プローブ)、図１４及び図１５(固定化した親和性プロー
ブ)に示す。
【００５８】
　他の側面において、本発明は、本明細書に開示されたように、少なくとも一つの単分子
プローブを含む検出システムを提供する。一実施の形態において、当該プローブは、下記
の構成成分のうち少なくとも一つ、好ましくは全部を作動可能に連結された状態に含む：
　ａ)第１対象配列及び第１相補配列を含む一本鎖の核酸配列を含む少なくとも一つの核
酸ベースのシグナルトランスデューサーであって、前記第１対象配列と前記第１相補配列
は、それぞれ独立してその長さが約３個乃至約１５０個、好ましく約４個乃至１００個、
より好ましく約４個乃至５０個のヌクレオチドからなり、相互に実質的に(すなわち、少
なくとも８０％、９０％、またはそれ以上の長さに対して)相補的なので、標的因子が存
在しないときには“オフ”ハイブリダイゼーション状態を形成し、標的因子が存在すると
きには“オン”ハイブリダイゼーション状態を形成する前記少なくとも一つの核酸ベース
のシグナルトランスデューサー；
　ｂ)前記核酸ベースのシグナルトランスデューサーに作動可能に連結されている少なく
とも一つの認識要素であって、少なくとも一つの標的因子と特異的に相互作用する前記少
なくとも一つの認識要素；及び
　ｃ)必要に応じて、前記プローブに、特に前記核酸ベースのシグナルトランスデューサ
ーに作動可能に連結されている少なくとも一つの検出可能なラベルであって、前記標的因
子の前記プローブに対する、特に前記認識因子に対する相互作用により、“オフ”ハイブ
リダイゼーション状態から“オン”ハイブリダイゼーション状態へ立体構造的な変化が起
こり、その大きさが前記シグナルトランスデューサーの“オン”ハイブリダイゼーション
状態の量を表す指標となる特徴的シグナルを発生する前記少なくとも一つの検出可能なラ
ベル。
【００５９】
　競合的検出方式が要求される実施形態において、プローブは、第２対象配列と第２相補
配列とからなる少なくとも１対の相補的な核酸配列をさらに含む。
　適切な対照群と対比して前記標的検出システムにより出力されたシグナルが検出可能で
あれば、特徴的シグナルが本発明によって“変化”(増加または減少)したことを意味する
。適切な対照群の例は、検出する標的因子の代りに同量の水、緩衝溶液、またはその類似
体を前記システムに添加したものを含む。本発明の属する分野で通常の知識を有する者に
とっては、一度特定の対照群(存在する場合に限る)と関連している出力シグナルを理解す
ると、本発明を使用する度に対照群実験を行わなくても良いということは自明である。こ
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のような本発明の特徴は、同一または類似の標的因子に対する多数の分析を必要とする応
用の場合において重要とされる。
【００６０】
　本発明による非競合的プローブの一実施の形態は、作動可能に連結された構成要素とし
て：１)第１対象配列及び第１相補配列からなる第１核酸配列対；２)前記第１対象配列及
び前記第１相補配列のうち少なくとも一つに接合されている少なくとも一つの認識要素；
及び、３)必要に応じて、少なくとも一つの検出可能なラベルを含む。この前記認識要素
は、一つまたはそれ以上の標的因子と特異的に相互作用しうる要素である。認識要素の具
体的な実体は標的因子の性質によって多様に変わるが、これは、各類型のプローブを説明
するに当たって詳細に後述する。前記第１対象及び第１相補配列は、典型的に約３個乃至
約１５０個、好ましくは約４個乃至約１００個、より好ましくは約４個乃至約５０個のヌ
クレオチドを有し、相互に実質的に相補的である。“実質的に相補的(substantially com
plementary)”という用語は、前記対象及び相補配列が前記プローブを使用する(検出温度
を含む)アッセイ条件下で標的因子が存在または非存在するときに、ハイブリダイズした
二重鎖(hybridized duplex)を形成することができるということを意味する。これに加え
て、前記対象及び相補配列のうち少なくとも一つは、一つまたはそれ以上の検出目的の追
加的な配列(例えば、先にも述べたＰＣＲまたは重合酵素反応を用いたシグナル増幅方法
において必要な配列)を有することができる。好適な条件下で、前記第１対象及び第１相
補配列は約３個乃至約１００個、好ましくは約４個乃至約７０個、より好ましくは約４個
乃至約５０個の相補的塩基対を有する第１ハイブリダイズした二重鎖(first hybridized 
duplex)を形成する。
【００６１】
　前記非競合的プローブは、標的因子の存在または非存在に応じて、第１ハイブリダイズ
した二重鎖が形成されるハイブリダイズした立体構造から第１ハイブリダイズした二重鎖
が解離する解離した立体構造へ、または、その逆に立体構造的変化を起こすように考案さ
れている。核酸ハイブリダイゼーションは、可逆的な熱力学的現象であるので、“立体構
造的変化”という用語は、前記両立体構造間の確率分布における変化を意味する。
　このような非競合的方式のプローブに対する例が、図１、図１０、図１６、図２０、及
び図２１(様々なラベル方法を使用する親和性プローブ)、図３(切断性プローブ)、図５(
第I型連結性プローブ)、図６(第II型連結性プローブ)、及び図１１(固定化した親和性プ
ローブ)に示されている。図１７及び図１８には、相互作用性ラベル対を使用する単分子
方式の非競合的プローブの具体的な例を示す。
【００６２】
　競合的方式で使用される追加的に適切なプローブは、第２対象配列と第２相補配列とか
らなる競合する核酸配列である第２核酸配列対をさらに含む。これら第２対象及び第２相
補配列は、約３個乃至約１５０個、好ましくは約４個乃至約１００個、より好ましくは約
４個乃至約５０個のヌクレオチドを有しており、相互に実質的に相補的なので、好適な条
件下で約３個乃至約１００個、好ましくは約４個乃至約７０個、一般的に約４個乃至約５
０個の相補的塩基対を有する第２ハイブリダイズした二重鎖(second hybridized duplex)
を形成することができる。前記第１及び第２対象配列は、一般的に同一の核酸配列、つま
り、対象配列に含まれており、少なくとも一つの共通するヌクレオチドで構成された重複
領域を共有している。好ましい実施形態において、当該重複領域は、前記第１対象配列に
含まれたヌクレオチドのうち少なくとも約１０％、好ましくは約２０％、より好ましくは
約３０％のヌクレオチドを含む。したがって、前記第１及び第２相補配列は、前記対象配
列に対して競合的にハイブリダイズするようになり、前記第１ハイブリダイズした二重鎖
(first hybridized duplex)または前記第２ハイブリダイズした二重鎖(second hybridize
d duplex)を形成する。このようなハイブリダイゼーションの競合的性質から、あるハイ
ブリダイズした二重鎖の形成は、他のハイブリダイズした二重鎖の形成を不可能にするか
、または、十分に抑制させる。
【００６３】
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　本発明による典型的な競合的プローブは、標的因子の存在または非存在によって前記第
１ハイブリダイズした二重鎖が形成される第１ハイブリダイズした立体構造から前記第２
ハイブリダイズした二重鎖が形成される第２ハイブリダイゼーション立体構造へ、または
、その逆に立体構造的変化を起こすように考案されている。“立体構造的変化”という用
語は、二つのハイブリダイズした立体構造間の確率分布に検出可能な変化があることを意
味する。
　本発明の特定実施形態では、少なくとも一つの検出可能なラベルがプローブに接合され
ており、標的因子の量または標的因子と認識要素間の相互作用の程度の指標となる特徴的
シグナルを生成する。大部分の非競合的プローブにおいて、検出可能なラベルからの特徴
的シグナルは、前記第１対象配列と前記第１相補配列とがハイブリダイズした程度の関数
として示され、より具体的には、前記ハイブリダイズした立体構造または前記解離した立
体構造の量に対する関数として示される。競合的プローブでは、検出可能なラベルからの
特徴的シグナルが、前記第１または第２ハイブリダイズした立体構造の量の関数として示
される。検出可能なラベルを導入するための様々な構成方法は後述される。
【００６４】
　先に言及したように、本発明の典型的なプローブは、プローブに作動可能に連結された
状態の少なくとも一つ、好ましくは約５個未満、一般的に約１個または２個の認識要素を
含む。大部分の実施形態において、少なくとも一つの認識要素のそれぞれは、前記第１対
象及び第１相補配列のうち少なくとも一つに接合されている。“接合された(conjugated)
”“接合(conjugation)”及びこれと類似する用語は、核酸ベースのシグナルトランスデ
ューサーと認識要素との間に少なくとも一つの共有結合(例えば、炭素-炭素、炭素-酸素
結合など)または非共有結合(例えば、水素結合、イオン結合、塩橋など)が形成されるこ
とを意味する。多くの実施形態において、共有結合性接合が一般的に好ましいと言えよう
。特定の非共有性相互作用の例は、水素結合、イオン結合、そして親水性及び疏水性相互
作用を含むが、これに限定されない。典型的に、それぞれの認識要素は、一つまたはそれ
以上の連結要素(coupling element)によりシグナルトランスデューサーに接合されている
。好適な連結要素の例は、化学結合(chemical bond)、二価原子(divalent atom)、二価の
化学部分(divalent chemical moiety)、及び多価の化学部分(multivalent chemical moie
ty)を含む。
【００６５】
　本発明のプローブに関する一部の実施形態において、二つまたはそれ以上の認識要素が
核酸ベースのシグナルトランスデューサーに、デンドリーマー(dendrimer)のような多価
の連結要素(multivalent coupling element)により接合されていることができる。
　他の実施形態において、本発明による認識要素は、一つ以上、例えば１０個未満、好ま
しくは約１個乃至約５個、より好ましくは約２個の連結要素を用いて接合されることがで
きる。認識要素は、プローブのほぼ全位置に接合可能であるが、例えば、シグナルトラン
スデューサーに望む立体構造的変化を引き起こせるような範囲内で、ほぼ全類型の連結要
素を用いて第１対象配列または第１相補配列のいずれの位置にも接合可能である。上述の
如く、核酸ベースのシグナルトランスデューサーは、標的因子と認識要素との相互作用に
対して立体構造的に敏感でかつ感応性を有している。
【００６６】
　競合的プローブ方式の実施形態において、第１対象配列及び第１相補配列のうち少なく
とも一つに、第１対象配列に含まれている重複領域を除いた位置に認識要素を接合するこ
とが好ましい。必要に応じて、一つのプローブに複数の相異なる認識要素を接合すること
によって、１個以上、好ましくは約３個未満の標的因子を検出できるようにプローブを容
易に変形することができる。
　上述の如く、認識要素と標的因子との相互作用の結果として典型的に誘発(または、除
去)される“不安定化効果(destabilization effect)”に対して充分な感応性を有するプ
ローブを提供することに本発明の一目的がある。このような相互作用は、生産的な場合、
プローブ、特に核酸ベースのシグナルトランスデューサーに立体構造的変化を引き起こす
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。一実施の形態において、標的因子と認識要素との相互作用は、シグナルトランスデュー
サーの第１ハイブリダイズした二重鎖の熱力学的安全性を調節する(すなわち、増加また
は減少させる)。しかし、対象及び相補配列からなる２対の競合する核酸配列対を有して
いる競合的方式のプローブでは、第１ハイブリダイズした二重鎖と比較して、第２ハイブ
リダイズした二重鎖は前記相互作用の影響を全く受けないか、または、より弱く受けるこ
とが好ましい。典型的に、第１対象配列に含まれている重複配列を除いた第１対象配列、
または第１相補配列に認識要素を接合させることで、当該の目的を達成することができる
。後述されるが、このような相互作用は、プローブの類型によって第１ハイブリダイズし
た二重鎖を不安定化させるか、第１ハイブリダイズした二重鎖を不安定な状態から解放さ
せることができる。好ましく、標的因子との相互作用により第１ハイブリダイズした二重
鎖の融解温度が、少なくとも約１℃、より好ましくは少なくとも約５℃変化する。
【００６７】
　本発明の特定のプローブは、認識要素が一つまたはそれ以上の標的因子と相互作用する
ことと関連付けられているプローブ立体構造不安定化効果(または、場合によってはは安
定化効果)により、一つまたはそれ以上の標的因子の存在を報知する。より具体的に、プ
ローブ立体構造不安定化(または、安定化)効果は、核酸ベースのシグナルトランスデュー
サーの立体構造の変化により典型的に現れる。この効果は、シグナルトランスデューサー
に直接的に、または一部実施形態では認識要素を介して間接的に伝えられることができる
。例えば、一実施の形態において、プローブと標的因子との相互作用に伴う不安定化効果
は、標的因子の作用により認識要素に付着されたり、または認識要素から分離される不安
定化因子により生成される立体障害(steric hindrance)により引き起こされる。しかし、
静電気的相互作用(electrostatic interaction)、双極子-双極子相互作用(dipole-dipole
 interaction)、ファンデルワールス力(van der Waals force)のような親水性及び疏水性
相互作用(hydrophilic and hydrophobic interaction)、電子再配置(electron redistrib
ution)などに起因する他の類型の障害(hindrance)もまた可能である。一部の実施形態に
おいて、このような立体障害(または、他の種類の障害)の存在は、第１ハイブリダイズし
た二重鎖の構造的歪みを誘発し、よって、検出温度を含むアッセイ条件下で第２ハイブリ
ダイズした二重鎖に比べて、第１ハイブリダイズした二重鎖が熱力学的に不安定または低
安定な状態となるようにする。
【００６８】
　したがって、“不安定化因子(destabilizing agent)”という用語は、核酸ベースのシ
グナルトランスデューサーの立体構造に検出可能な変化を誘発するか、あるいは、誘発す
るのを助けるほとんどあらゆる(自然的に存在する、合成された、または半合成された)分
子を意味する。不安定化因子の大きさと特徴は、目的とする標的システムの用途に応じて
様々に変わることができる。例えば、約１nm乃至約２５nmの直径を有する、典型的には約
５nm乃至約１５nmの直径を有する特定タンパク質またはタンパク質複合体が用いられるこ
とができる。不安定化因子は、本明細書に記述される切断性及び連結性プローブと共に使
用される際に特に有用である。これは、図３及び図５に例示する。
【００６９】
　次に、図面に基づき、各類型のプローブについて詳細に説明する。
　図１は、検出可能なラベルを持たない上に、第１核酸配列対を含む非競合的方式の親和
性プローブを概略的に示す図である。この親和性プローブにおいて、認識要素３は、受容
体因子１０に特異的に結合しうるプローブリガンド１１である。本発明によれば、一つま
たはそれ以上のプローブリガンドが、第１対象配列１ａまたは第１相補配列２ａのいずれ
の位置にも接合可能である。各プローブリガンドは、少なくとも一つの連結要素４により
接合される。同図において、認識要素３は、“受容体”因子１０に特異的に結合しうるプ
ローブリガンド１１である。この例において、連結子は、プローブリガンド(すなわち、
認識要素)を核酸ベースのシグナルトランスデューサーに連結させる連結要素４に該当す
る。
　“連結子(adaptor)”という用語は、特にプローブが親和性プローブの場合、連結要素(
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coupling element)を意味する。しかし、切断性プローブにおいて連結子は、連結要素、
少なくとも一つの切断部位(cleavage site)、及びリンカー(linker)を含む。第I型、第II
型、または第II(－)型連結性プローブが使用される他の実施形態において、好ましい連結
子は、連結要素を含む。
【００７０】
　非競合的方式の親和性プローブは、プローブリガンド１１に受容体因子１０が結合され
ることによってハイブリダイズした立体構造(図１Ａ)から、解離した立体構造(図１Ｂ)へ
立体構造的変化を起こすように考案されている。具体的に、受容体因子の結合により誘発
された立体構造的変化は、前記ハイブリダイズした立体構造にある確率の減少と前記解離
した立体構造にある確率の増加を招く。
　望む立体構造的変化を誘発するためには、前記受容体因子の結合が、前記第１ハイブリ
ダイズした二重鎖を十分に強く不安定化させなければならない。該第１ハイブリダイズし
た二重鎖の融解温度が、前記受容体因子が結合することによって少なくとも約１℃、より
好ましくは少なくとも約５℃減少すると良い。
【００７１】
　好ましい実施形態において、前記ハイブリダイズした立体構造は、検出温度を含むアッ
セイ条件下で、前記受容体因子が存在しないときには熱力学的に安定している。典型的に
、このような方式の好ましい親和性プローブでは、前記受容体因子が存在しない時におけ
る前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、検出温度に比べ、好ましくは少なく
とも約５℃、より好ましくは少なくとも約１０℃高い。
　図２は、検出可能なラベルを持たない上に、競合する核酸配列である第２核酸配列対を
さらに含む競合的方式の親和性プローブを示す図である。好ましい実施形態において、プ
ローブリガンド１１は、第１対象配列１ａの重複領域１ｃを除いた部分または第１相補配
列２ａに接合される。上述の如く、第１及び第２対象配列１ａ，１ｂは、一つの対象配列
に含まれている。このような方式のプローブは、受容体因子１０の結合によって第１対象
配列１ａ及び第１相補配列２ａ間に第１ハイブリダイズした二重鎖が形成される第１ハイ
ブリダイズした立体構造(図２Ａ)から、第２対象配列１ｂ及び第２相補配列２ｂ間に第２
ハイブリダイズした二重鎖が形成される第２ハイブリダイズした立体構造(図２Ｂ)へ立体
構造的変化を起こすように考案されている。具体的に、前記受容体因子の結合により誘発
された立体構造的変化は、前記第１ハイブリダイズした立体構造にある確率の減少と前記
第２ハイブリダイズした立体構造にある確率の増加を招く。
【００７２】
　望む立体構造的変化を誘発するためには、前記受容体因子の結合が、典型的に前記第１
ハイブリダイズした二重鎖を十分に強く不安定化させ、また、前記第２ハイブリダイズし
た二重鎖を十分に弱く不安定化させるか、全く不安定化させてはいけない。前記第１ハイ
ブリダイズした二重鎖の融解温度が、前記受容体因子が結合することによって少なくとも
約１℃、より好ましくは少なくとも約５℃減少すると良い。
　好ましい実施形態において、前記受容体因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダ
イズした二重鎖が、前記第２ハイブリダイズした二重鎖よりも優先的に形成される。好ま
しくは、前記受容体因子が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解
温度は、前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度に比べて、少なくとも約１℃、よ
り好ましくは少なくとも約５℃高い。前記受容体因子が結合することによってハイブリダ
イゼーションの選好度が、前記第２ハイブリダイズした二重鎖を好むように変わることが
より好ましい。好ましくは、前記受容体因子が過量存在する時における前記第２ハイブリ
ダイズした二重鎖の融解温度は、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少
なくとも約１℃、より好ましくは少なくとも約５℃高い。
【００７３】
　好ましい実施形態において、前記受容体因子が存在しないときに、前記第１及び第２ハ
イブリダイズした二重鎖は両方とも、検出温度を含むアッセイ条件下で熱力学的に安定し
ている。典型的に、好ましい親和性プローブでは、前記受容体因子が存在しない時におけ
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る前記第１及び第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が、検出温度よりも高いが、好
ましくは少なくとも約５℃、より好ましくは少なくとも約１０℃高い。
　上述の親和性プローブにおいて、前記受容体の結合によって生じる不安定化効果(desta
bilization effect)は、大部分の場合において前記受容体因子(または、前記受容体因子
と前記プローブリガンドとの複合体)及び前記第１ハイブリダイズした二重鎖間の立体障
害(steric hindrance)に起因するが、静電気的相互作用(electrostatic interaction)、
双極子-双極子相互作用(dipole-dipole interaction)、ファンデルワールス力(van der W
aals force)のような親水性及び疏水性相互作用(hydrophilic and hydrophobic interact
ion)、電子再配置(electron redistribution)などによる他の類型の障害(hindrance)に起
因することもある。
【００７４】
　より大きな立体障害を誘発するために、多くの場合、前記受容体因子がより大きく、且
つ前記プローブリガンドの接合されている核酸配列により近づいていることが好ましい。
たいてい前記受容体因子そのものが、検出しようとする標的因子であるので、その概略的
な大きさが分かり、したがって、この受容体因子が小さすぎて充分に強い立体障害を誘発
できない場合、デンドリマー(dendrimer)のような多価の化学部分を連結要素として一つ
以上のプローブリガンドを接合することもできる。好ましい実施形態において、前記連結
要素の長さを変化させることによって、前記受容体因子(または、前記受容体因子と前記
プローブリガンドとの複合体)と前記第１対象及び／または第１相補配列との間の距離を
調節することが好ましい。立体障害(及び他の種類の障害)は、短い距離でより強くなるの
で、より短い長さの連結要素を使用することがより好ましいこともある。しかし、あまり
にも短い長さの連結要素は、前記受容体因子が前記プローブリガンドに結合するのを不可
能にしたり、阻害したりする。したがって、前記不安定化効果及び前記受容体因子の結合
を最大化するためには、前記連結要素の長さ及び他の変数を適切に選択すべきである。
【００７５】
　もう明らかなように、本発明は、非常に多様な標的受容体因子を検出し、さらには確認
する用途に使用される。このような受容体因子の例には、直径約５０nm未満、好ましくは
直径約１nm乃至約２５nm、より好ましくは約５nm乃至約１５nmを典型的な有用な範囲とし
、直径約１０nmの大きさを有する受容体、抗体、そして酵素が含まれる。酵素の基質及び
阻害剤、または炭水化物は、例えば長さや直径が数nmまたはそれ以下と多少小さいことも
ある。もし、受容体因子がその表面に受容体分子を有しているウイルスや微生物である場
合、受容体因子の大きさは約１００nmから数μm(または、約１０μm)までの範囲にあって
も良い。
【００７６】
　非常に多様な連結子、より具体的には連結要素が、本発明によって使用されることがで
きる。一般的に、好ましい連結要素の長さ(すなわち、受容体因子または不安定化因子と
核酸ベースのシグナルトランスデューサーとの間の距離)は、受容体因子の大きさ及び模
様、または使用される不安定化因子に大きく依存する。しかし、大部分の場合、連結要素
の長さは受容体因子(または、不安定化因子)の大きさと本質的に等しいか、やや短いもの
、好ましくは、受容体因子(または、不安定化因子)の大きさの約１／２または１／４より
も短いものを使用することが、本発明に適している。あえて理論に合わせなくても、少な
くとも受容体因子(または、不安定化因子)のある部分、特に不規則に突出した部分は、い
くつかの場合において核酸ベースのシグナルトランスデューサーと接触すると考えられる
が、例えば、受容体因子が回転運動をしたり、またはロッキング(rocking)運動(または、
他の振動運動)をする中にこのような接触が起こることができる。いくつかの場合におい
て、このような運動は、本発明の核酸ベースのシグナルトランスデューサーの立体構造的
切替を招く不安定化力が造成されるようにする。
【００７７】
　本明細書に記述されたプローブと共に使用するのに適切なより具体的な連結要素は、柔
軟性があり、自由に回転運動ができるリンカー(linker)及びこれと関連した構造体を含む
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。その例には、必要に応じて置換されたアルキル(alkyl)、アルキニル(alkenyl)、または
アルキニル(alkynyl)のような炭素鎖(好ましくは、直鎖)、ポリペプチド(または、ペプチ
ド)鎖、ペプチド摸倣体(mimetic)または類似体、核酸鎖、合成高分子(polymer)または共
重合体(co-polymer)鎖、そしてポリエチレングリコール鎖(polyethylene glycole chain)
及びポリエステル鎖(polyester chain)のようなこれらの類似体を含む。この類型の連結
要素は、受容体因子(または、不安定化因子)と核酸ベースのシグナルトランスデューサー
との間に充分な運動自由度が好ましい場合に好適である。
【００７８】
　“必要に応じて置換された(optionally substituted)”という用語は、一つまたはそれ
以上の可能な位置、典型的に１個乃至３個または４個の位置に一つまたはそれ以上の本明
細書に開示されたような水素原子でない適切な基(group)が置換されたことを意味する。
　“置換された”基(group)、部分(moiety)、または他の部位(site)に存在できる適切な
基(group)は、本明細書に開示するように、次のものを含む：フルオロ(fluoro)、クロロ(
chloro)、ブロモ(bromo)、そしてヨード(iodo)のようなハロゲン(halogen)；シアノ(cyan
o)；ヒドロキシル(hydroxyl)；ニトロ(nitro)；アジド(azido)；アシル(acyl)及びその類
似体のようなアルカノイル(alkanoyl)であって、例えば、Ｃ1-6アルカノイル(alkanoyl)
；カルボキシアミド(carboxamido)；１個乃至約１２個の炭素を有する、または１，２，
３，４，５または６個の炭素を有するアルキル基(alkyl groups)；一つまたはそれ以上の
不飽和結合(unsaturated linkage)と２個乃至１２個炭素、または２，３，４，５または
６個の炭素を有するアルケニル(alkenyl)及びアルキニル(alkynyl)基；一つまたはそれ以
上の酸素結合(oxygen linkages)と１個乃至１２個の炭素、または１，２，３，４，５，
または６個の炭素を有するアルコキシ(alkoxy)基；フェノキシ(phenoxy)のようなアリロ
キシ(aryloxy)；一つまたはそれ以上のチオエーテル結合(thioether linkages)と１個乃
至１２個の炭素、または１，２，３，４，５または６個の炭素を有する部分を含むアルキ
ルチオ(alkylthio)基；一つまたはそれ以上のスルフィニル結合(sulfinyl linkages)と１
個乃至１２個の炭素、または１，２，３，４，５または６個の炭素を有する部分を含むア
ルキルスルフィニル(alkyl sulfinyl)基；一つまたはそれ以上のスルホニル結合(sulfony
l linkages)と１個乃至１２個の炭素、または１，２，３，４，５または６個の炭素を有
する部分を含むアルキルスルホニル(alkylsulfonyl)基；一つまたはそれ以上の窒素原子
と１個乃至１２個の炭素、または１，２，３，４，５または６個の炭素を有する基のよう
なアミノアルキル(aminoalkyl)基；特にフェニル(phenyl)のような６個またはそれ以上の
炭素を有するカルボサイクリックアリール(carbocyclic aryl)(例えば、置換または非置
換されたビフェニル(biphenyl)部分をＲ基として持つもの)；ベンジル(benzyl)を好まし
い基とし、１個乃至３個の分離または融合された環構造と６個乃至１８個の炭素を環原子
として持つアラルキル(aralkyl)；１個乃至３個の分離または融合された環構造とＯ-ベン
ジル(O-benzyl)のように６個乃至１８個の炭素を環原子として持つアルアルコキシ(aralk
oxy)；または、一つ以上のＮ、Ｏ、またはＳ原子と各環当たり３個乃至約８個の構成原子
を有する１個乃至３個の分離または融合された環構造を有するヘテロアロマチック(heter
oaromatic)またはヘテロアリサイクリック(heteroalicyclic)基であって、例えば、クマ
リニル(coumarinyl)、キノリニル(quinolinyl)、ピリジル(pyridyl)、ピラジニル(pyrazi
nyl)、ピリミジル(pyrimidyl)、フリル(furyl)、ピロリル(pyrrolyl)、チエニル(thienyl
)、チアゾリル(thiazolyl)、オキサゾリル(oxazolyl)、イミダゾリル(imidazolyl)、イン
ドリル(indolyl)、ベンゾフラニル(benzofuranyl)、ベンゾチアゾリル(benzothiazolyl)
、テトラヒドロフラニル(tetrahydrofuranyl)、ヒドロピラニル(tetrahydropyranyl)、ピ
ペリジニル(piperidinyl)、モルホリノ(morpholino)及びピロリジニル(pyrrolidinyl)。
【００７９】
　本発明の特定実施形態において、必要に応じて置換されたアルケニル(alkenyl)または
アルキニル(alkynyl)鎖のようにより組織化した、つまり、低い運動自由度を持つ連結要
素を使用するか、または、一つの認識要素に２個以上の連結要素を連結して自由な回転運
動またはロッキング(rocking)運動(または、他の振動運動)をほとんど許さないように使
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用することがより好ましいこともある。追加的な連結要素は、デンドリマー(dendrimer)
で構成されたものまたはこれを含むものを含む。もちろん、既に述べられた柔軟性があり
、かつ、自由に回転できる連結要素に、フェニル(phenyl)、ベンジル(benzyl)などのよう
な一つまたはそれ以上の必要に応じて置換された環構造システムを導入することによって
、より低い柔軟性を持たせることができる。あえて理論に合わせなくても、一部の実施形
態において、特定受容体因子(または、不安定化因子)は、低い運動自由度を持つ連結要素
を使用することによって、前記核酸ベースのシグナルトランスデューサーに対して強く不
安定化された立体構造として固着されることができる。本発明による好適な連結要素の鎖
長(または、受容体因子(または、不安定化因子)と核酸ベースのシグナルトランスデュー
サーとの距離)は、受容体因子の大きさ(典型的に、約１nm乃至約１０nm)にたびたび依存
するが、一般的に約１nm乃至約１００nm、最も典型的には約１nm乃至約１０nmとなる。
【００８０】
　他の考慮もまた、ある特定の発明の応用に適合するように好ましい連結要素の長さを決
定するのに有用である。より具体的に、一部の実施形態において、前記連結要素の典型的
に好ましい長さは、受容体因子(または、不安定化因子)の結合部位(binding site)の深さ
と略同じか、やや大きいものとなる。例えば、多くの実施形態において、抗体標的因子の
結合部位は、約０．５nm乃至約３．５nmの深さを有し、受容体と酵素との結合部位は、典
型的に約０．５nm乃至約５nmの深さを有するものと知られている。ファンデルワールス相
互作用(van der Waals interaction)は、典型的に約０．３nm乃至０．５nm距離の範囲で
生じ、電荷-電荷または静電気的斥力(charge-charge or electrostatic repulsion)は、
より長い距離の範囲(数nmまたはより長い距離)で生じ、核電荷斥力(nuclear charge repu
lsion)は、より短い距離の範囲(約０．１nmまたはより短い距離)で生じるものと一般的に
知られている。したがって、あえて理論に合せなくても、前記連結要素の好ましい長さは
、約１nm(または、これよりも短い距離)乃至約１０nm、または好ましくは約１nm乃至約５
nmの範囲内にあることになる。
【００８１】
　受容体因子とプローブリガンドとの複合体の構造が、本発明の属する技術分野に知られ
ているか、コンピュータシミュレーションを用いて計算できる場合、前記連結要素の好ま
しい長さまたは構造を予測したり推定したりすることも可能である。しかし、複雑な検出
溶液内でのプローブの行動を、確実性をもって予測することが常に可能なわけではないの
で、実験的検証により試験するのが、本発明によるプローブを最適化させることにおいて
非常に有用である。
　本発明による親和性プローブは、多様な受容体因子を検出するのに有用である。本発明
において、“受容体(receptor)”及び“リガンド(ligand)”という用語は、一つの結合対
(binding pair)の一部分を含む広い意味として使用された。本明細書に使用されるように
、“受容体または受容体因子”という用語は、プローブリガンドのような“リガンド”と
本明細書で言う相補的分子性物質(complementary molecular entity)に特異的に結合する
ほとんどあらゆる分子性物質を意味する。前記受容体因子の例は、タンパク質、糖タンパ
ク質(glycoprotein)、ポリペプチド(polypeptide)、炭水化物(carbohydrate)、脂質(lipi
d)、リン脂質(phospholipid)、核酸、抗体、抗体断片、抗原、酵素、受容体、ホルモン(h
ormone)、サイトカイン(cytokine)、ウイルス(virus)、細菌(bacteria)、微生物(microor
ganism)、及びこれらの機能性断片を含んだ類似体を含むが、これに限定されず、さらに
、超分子(例えば、クラウンエーテル(crown ether)やこれと類似する化合物)とナノ粒子
のように生物学的根源でない受容体因子を含む。前記プローブリガンドの例は、化学的及
び生化学的リガンド、抗原、抗体、抗体断片、酵素、酵素の基質または阻害剤、ホルモン
、抗生剤(antibiotic)、麻薬(narcotic)、毒素(toxin)、ポリペプチド(polypeptide)、タ
ンパク質、タンパク質断片、標的配列(targeting sequence)またはトランジットペプチド
(transit peptide)、糖タンパク質(glycoprotein)、脂質(lipid)、リン脂質(phospholipi
d)、多糖(polysaccaharide)、炭水化物(carbohydrate)、核酸、ペプチド核酸(peptide nu
cleic acid)及びこれらの類似体を含む。プローブリガンドに受容体因子が特異的に結合
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し、このような結合が好ましい立体構造的変化をもたらす限り、ほとんどあらゆる種類の
リガンドがプローブリガンドとして使用されることができる。プローブリガンドを接合さ
せる上でさらに考慮すべき点は、プローブリガンドの接合が受容体因子の結合を不可能に
したり実質的に妨害してはならないということである。
【００８２】
　図３は、検出可能なラベルを持たない非競合的方式の切断性プローブを示す図である。
切断性プローブにおいて、認識要素３は、反応誘発因子２０に特異的な少なくとも一つの
切断部位２１と不安定化因子２２を含むプローブ基質である。前記少なくとも一つの切断
部位の一末端はリンカー２３により、典型的に共有結合または非共有結合的に前記不安定
化因子に接合されている。前記リンカーの例は、化学結合(chemical bond)、二価原子(di
valent atom)、二価の化学部分(divalent chemical moiety)、及び多価の化学部分(multi
valent chemical moiety)を含む。前記切断部位の他の末端は、第１対象配列１ａまたは
第１相補配列２ａのいずれの位置にも連結要素４により接合されることができる。本発明
によれば、一つ以上のプローブ基質(すなわち、認識要素)が接合されることができる。
　“反応誘発因子(reaction-inducing agent)”という用語は、切断させる分子(cleaving
 molecule)を意味するが、一般に、少なくとも前記認識要素の一部分を加水分解(hydroly
ze)しうる化学物質または酵素のようなタンパク質配列を意味する。このような加水分解
は、可逆的にまたは非可逆的に前記切断部位、及び／または、例えば前記認識要素の他の
部分を切断することができる。好ましい酵素の例は、本明細書に記述されるように、一般
的にプロテアーゼ(protease)、エンドヌクレアーゼ(endonuclease)、リパーゼ(lipase)、
グリコシダーゼ(glycosidase)及びこれらの類似体を含む。化学的反応誘発因子の例は後
述される。
【００８３】
　本発明の本実施形態において、前記反応誘発因子は、前記切断部位を特異的に切断し、
前記第１ハイブリダイズした二重鎖を不安定化させる前記不安定化因子を放出させる。し
たがって、前記非競合的切断性プローブは、前記反応誘発因子により前記切断部位が切断
されることによって、解離した立体構造(図３Ａ)からハイブリダイズした立体構造(図３
Ｂ)へ立体構造的変化を起こすように考案されている。具体的に、前記切断による立体構
造的変化は、前記ハイブリダイズした立体構造にある確率の増加と前記解離した立体構造
にある確率の減少を招く。
　望む立体構造的変化を誘発するためには、前記不安定化因子が前記第１ハイブリダイズ
した二重鎖を十分に強く不安定化させなければならない。十分に強い不安定化効果を発生
させる限り、ほとんどあらゆる種類の不安定化因子が使用されることができる。大きな大
きさを有するタンパク質やタンパク質複合体を不安定化因子として使用することが好まし
いが、これは、大きな大きさによって立体障害(steric hindrance)が容易に発生するため
である。好ましい実施形態において、前記切断部位の一末端に連結されているビオチン(b
iotin)に結合しているストレプトアビジン(streptavidin)またはその誘導体を不安定化因
子として使用することができる。ビオチンを連結するための化学は、本発明の属する技術
分野によく知られている。好ましい切断性プローブにおいて、前記第１ハイブリダイズし
た二重鎖の融解温度は、切断により少なくとも約１℃、より好ましくは少なくとも約５℃
上昇する。
【００８４】
　好ましい実施形態において、前記反応誘発因子が存在しないときに、前記ハイブリダイ
ズした立体構造は、検出温度を含むアッセイ条件下で熱力学的に不安定である。典型的に
、この方式の好ましい切断反応性プローブでは、前記反応誘発因子が存在しない時におけ
る前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度が検出温度よりも低いが、好ましくは少
なくとも約５℃、より好ましくは少なくとも約１０℃低い。
　図４は、競合する核酸配列対である第２核酸配列対をさらに含む競合的方式の切断性プ
ローブを示す。好ましい実施形態において、切断部位２１は、重複領域１ｃを除いた第１
対象配列１ａ、または第１相補配列２ａに接合されている。この競合的切断性プローブは
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、切断部位が切断されることによって、第２ハイブリダイズした二重鎖が形成される第２
ハイブリダイズした立体構造(図４Ａ)から、第１ハイブリダイズした二重鎖が形成される
第１ハイブリダイズした立体構造(図４Ｂ)へ立体構造的変化を起こすように考案されてい
る。具体的に、この切断により誘発された立体構造的変化は、前記第１ハイブリダイズし
た立体構造にある確率の増加と前記第２ハイブリダイズした立体構造にある確率の減少を
招く。
【００８５】
　望む立体構造的変化を誘発するためには、前記不安定化因子が前記第１ハイブリダイズ
した二重鎖を十分に強く不安定化させ、かつ、前記第２ハイブリダイズした二重鎖を十分
に弱く不安定化させるか、全く不安定化させてはならない。前記第１ハイブリダイズした
二重鎖の融解温度が、前記切断部位が切断されることによって少なくとも約１℃、より好
ましくは少なくとも約５℃増加することが好ましい。
　好ましい実施形態において、前記反応誘発因子が存在しないときに、前記第２ハイブリ
ダイズした二重鎖が前記第１ハイブリダイズした二重鎖に比べて優先的に形成される。好
ましくは、前記反応誘発因子が存在しないときに、前記第２ハイブリダイズした二重鎖の
融解温度は、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度と比較して少なくとも約１℃
、より好ましくは少なくとも約５℃高い。切断が起こることによってハイブリダイゼーシ
ョンの選好度が、前記第１ハイブリダイズした二重鎖を好むように変わることがより好ま
しい。好ましくは、前記反応誘発因子が過量存在するときに、前記第１ハイブリダイズし
た二重鎖の融解温度は、前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも
約１℃、より好ましくは少なくとも約５℃高い。
【００８６】
　好ましい実施形態において、前記反応誘発因子が存在しないときに、検出温度を含むア
ッセイ条件下で前記第２ハイブリダイズした二重鎖は熱力学的に安定しているが、前記第
１ハイブリダイズした二重鎖は不安定または低安定している。典型的に、本実施形態の好
ましい切断性プローブでは、前記反応誘発因子が存在しない時における前記第２ハイブリ
ダイズした二重鎖の融解温度が検出温度よりも高いが、好ましくは少なくとも約５℃、よ
り好ましくは少なくとも約１０℃高い。
　上述の切断性プローブにおいて、前記不安定化因子と前記プローブ基質の接合される核
酸配列との距離は、充分に強い不安定化効果を誘発するために調節(最適化)されることが
できる。大部分の本発明の実施形態において、より短い距離がより強い不安定化を生じさ
せる。より大きい不安定化因子を使用することによって、より強い不安定化を誘発するこ
とも可能である。しかし、短すぎる距離または大きすぎる大きさは前記反応誘発因子の活
性を遮断したり抑制したりすることがある。したがって、前記不安定化効果と前記反応誘
発因子の活性を最大化するためには、このような変数を適切に選択すべきである。
【００８７】
　本発明による特定切断性プローブは、前記切断部位を切断する特異的活性を有する反応
誘発因子を検出するのに有用である。既に言及したように、本発明は、様々に変形可能で
あり、特定切断部位への使用に限定されるのではない。切断部位の例は、プロテアーゼ(p
rotease)、エンドヌクレアーゼ(endonuclease)、リパーゼ(lipase)、及びグリコシダーゼ
(glycosidase)のように細胞内で切断活性を有する多様な酵素に対して特異的なものを含
むが、これに限定されない。特定ペプチド結合を特異的に切断するものと知られた臭化シ
アン(cyanogens bromide：CNBr)とヒドロキシルアミン(hydroxylamine：NH2-OH)のような
化学的切断試薬も本発明に含まれる。前記反応誘発因子によって前記切断部位の実体は多
様に変わることができる。例えば、前記切断部位は、プロテアーゼではアミノ酸配列とな
り、エンドヌクレアーゼでは二本鎖ＤＮＡ配列となり、リパーゼでは脂質、そしてグリコ
シダーゼでは炭水化物となる。
【００８８】
　次いで、本発明による多様な特異的切断部位について述べる。例えば、ヒトへパラナー
ゼ-１(human heparanase-1)に特異的な切断部位は重要な例である。へパラナーゼ-１は、
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腫瘍細胞の転移に関係すると見られるエンドグリコシダーゼ(endoglycosidase)である。
へパラナーゼ-１は、細胞外マトリックス(extracellular matrix)を分解することによっ
て、腫瘍細胞が組織関門(tissue barrier)を通過して侵入することを媒介するものと知ら
れている。ヒトヘパラナーゼ-１に特異的なオリゴ糖(oligosaccharide)切断部位の例(1)

を、表１に示す。
【００８９】
【表１】

(1)参考文献：Okada Y.et al.(2002)及びDempsey L.A.et al.(2000)。
(2)ΔHexUA、GlcN、及びGlcUAはそれぞれ、不飽和ヘキスロン酸(unsaturated hexuronic 
acid)、グルコサミン(glucosamine)、及びグルクロン酸(glucuronic acid)を表す。2S、3
S、6S、及びNSはそれぞれ、2-O、3-O、6-O、及び2-N-硫酸化(sulfation)を表す。切断の
位置は“/”で表す。
【００９０】
 プロテアーゼ特異的切断部位は、多種の哺乳類またはウイルスのプロテアーゼがヒト疾
病と関連していることから、やはり非常に重要である。
　さらに好ましいプロテアーゼ切断部位は、例えば、酵母(yeast)、細菌(bacterium)、真
菌類(fungus)、線虫(nematode)、ウイルス(virus)または原生動物(protozoan)のような、
ヒト病原体と関連しているプロテアーゼにより特異的に加水分解されるものである。より
具体的な例は、サイトメガロウイルス(cytomegalovirus：ＣＭＶ)；単純ヘルペスウイル
ス(herpes simplex virus：ＨＳＶ)；肝炎ウイルス(hepatitis virus)、好ましくはＡ型
またはＣ型；ヒト免疫不全ウイルス(human immunodeficiency virus: ＨＩＶ)、カポジ肉
腫関連ヘルペスウイルス(Kaposi's sarcoma-associated herpes virus: ＫＳＨＶ)、黄熱
ウイルス(yellow fever virus)、フラビウイルス(flavivirus)、ライノウイルス(rhinovi
rus)、またはＰ．ファルシパルム(P. falciparum)、Ｐ．ビバックス(P. vivax)、Ｐ．オ
バレ(P. ovale)、またはＰ．マラリエ(P. malariae)のようなマラリア原虫(plasmodium)
を含む。典型的に、前記マラリア原虫は、マラリアやマラリアと関連した多様な合併症を
誘発する。プラスメプシンI(plasmepsin I)とプラスメプシンII(plasmepsin II)プロテア
ーゼがこのような疾病と関連しているということが知られている。ＨＳＶを対象とする実
施形態において、前記プロテアーゼは、ＨＳＶの成熟したプロテアーゼ(maturational pr
otease)となる。
【００９１】
　特定のＨＩＶ-１とＨＣＶのプロテアーゼに特異的な多様な切断部位が公知されている
。その例には、Gluzman,I.Y.et al.,J.Clin.Invest.,94:1602(1994)；Grakoui,A.et al.,
J.of Virol.,67:2832(1993)；Kolykholov,AA.et al.,J.of Virol.,68:7525(1994)；及びB
arrie,K.A.et al.,Virology,219:407(1996)があり、これら参考文献に公知された内容は
、本発明の参考資料として組み込まれる。
　なお、病源体-特異的プロテアーゼ及び特異的切断部位が公知されたことがあり、これ
らは、本発明に合わせて使用されることができる。例えば、ＨＳＶ-１の成熟したプロテ
アーゼとその切断部位が開示されている(Hall,M.R.T.及びW.Gibson,Virology,227:160(19
97)参照)。また、プラスメプシンＩ及びII(plasmepsins I and II)は、Ｐ．ファルシパル
ム(P. falciparum)の消化液胞(digestive vacuole)から発見されたし、これに相応するプ
ロテアーゼ切断部位もまた公知されている(Moon,R.P.,Eur.J.Biochem.,244:552(1997)参
照)。
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【００９２】
　本発明に使用するための追加的なプロテアーゼ特異的切断部位は、血液凝固(blood coa
gulation)、アポトーシス(apoptosis)、アルツハイマー病(Alzheimer's disease)、また
は細胞外マトリックス(extracellular matrix)と関連する哺乳類のプロテアーゼにより特
異的に切断される。
　プロテアーゼ特異的切断部位の例を、表２に示す。
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(1)知られている場合、切断の位置は“/”で表す。
【００９３】
　次に、本発明による第I型、第II型、及び第II(－)型連結性プローブの特定の例につい
て述べる。
　図５及び図６は、検出可能なラベルを持たない非競合的方式の第I型及び第II型連結性
プローブを示す。図５に示す第I型連結性プローブにおいて、認識要素３は、反応誘発因
子の特異的作用により不安定化因子３１が(典型的に共有結合にて)接合可能な反応部位３
１である。この不安定化因子は、前記反応誘発因子が存在するときに、前記反応部位と共
有結合または非共有結合を形成しうる少なくとも一つの反応基３３を有している。
　図６に示す第II型連結性プローブにおいて、認識要素３は、反応誘発因子４０の特異的
作用により特異的に接合部位４２へ変換しうる反応部位４１である。この接合部位は、不
安定化因子４３が接合されうる部位である。この不安定化因子は、自発的にまたは連結因
子(coupling agent)の存在下で前記接合部位に共有結合または非共有結合的に連結される
少なくとも一つの反応基４４を有する基質であるか、または、前記接合部位に特異的に結
合しうる受容体因子でありうる。前記不安定化因子の連結(coupling)または結合(binding
)は、前記接合部位に対して特異的でなければならない。
【００９４】
　この代わりに、さらに第II型連結性プローブを、最初は不安定化因子が接合可能な一つ
の接合部位(conjugation site)として作用するが、反応誘発因子の作用により非接合性部
位(non-conjugatable site)へ変換される反応部位を含むように変形して構成することが
できる。このようなプローブは、本明細書で“第II(－)型連結性プローブ”と呼ばれる。
図７に示す第II(－)型連結性プローブにおいて、不安定化因子５３は、反応誘発因子が存
在しないときにはプローブ、特に反応部位５１(すなわち、認識部位３)に接合されること
ができるが、反応誘発因子５０の作用により反応部位５１が非接合性部位５２へ変換され
ると、当該プローブに接合できなくなる。不安定化因子５３は、反応部位５１に共有結合
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または非共有結合的に連結されうる少なくとも一つの反応基５４を有している基質であり
うる。上記の第II型連結性プローブと共に使用される不安定化因子は、当該の第II(－)型
結合性プローブとも共に使用されることができる。
　上記の非競合的方式の第I型、第II型及び第II(－)型連結性プローブにおいて、一つま
たはそれ以上の反応部位が、第１対象配列１ａまたは第１相補配列２ａのいずれの位置に
も接合可能である。各反応部位は、連結要素４により、典型的に共有結合にて接合される
。
【００９５】
　非競合的方式の前記第I型及び第II型連結性プローブは、前記反応誘発因子の作用によ
り前記不安定化因子が前記反応部位に結合または接合されることによって、ハイブリダイ
ズした立体構造(図５Ａ及び６Ａ)から、解離した立体構造(図５Ｂ及び６Ｃ)へ立体構造的
変化を起こすように考案されている。具体的に、前記連結により誘発された立体構造的変
化は、前記ハイブリダイズした立体構造にある確率の減少と前記解離した立体構造にある
確率の減少を招く。
　非競合的方式の前記第II(－)型連結性プローブは、前記反応誘発因子の作用により、解
離した立体構造(図７Ｃ)からハイブリダイズした立体構造(図７Ｂ)へ立体構造的変化を起
こすように考案されており、このような立体構造的変化によって、前記ハイブリダイズし
た立体構造にある確率の増加と前記解離した立体構造にある確率の減少が起こる。
【００９６】
　望む立体構造的変化を誘発するためには、前記不安定化因子が前記第１ハイブリダイズ
した二重鎖を十分に強く不安定化させなければならない。十分に強い不安定化効果を生じ
させる限り、ほとんどあらゆる種類の不安定化因子が使用されることができる。大きい大
きさを有するタンパク質やタンパク質複合体を不安定化因子として使用することが好まし
いが、これは、大きな大きさによって立体障害(steric hindrance)が容易に発生できるた
めである。好ましい実施形態において、連結反応のための少なくとも一つの反応基を有す
る修飾されたビオチン(modified biotin)に結合しているストレプトアビジン(streptavid
in)またはその誘導体を不安定化因子として使用することができる。ビオチンを修飾する
ための化学は、本発明の属する技術分野でよく知られている。前記第II型及び第II(－)型
連結性プローブの他の好ましい実施形態において、前記接合部位(前記第II(－)型連結性
プローブでは反応部位)に特異的に結合しうる抗体や受容体またはこれらの類似体を不安
定化因子として使用することができる。好ましいプローブにおいて、前記第１ハイブリダ
イズした二重鎖の融解温度は、前記不安定化因子の連結または接合により少なくとも約１
℃、より好ましくは少なくとも約５℃減少する。
【００９７】
　非競合的方式の前記第I型及び第II型連結性プローブの好ましい実施形態において、前
記反応誘発因子が存在しないときに、前記ハイブリダイズした立体構造は、検出温度を含
むアッセイ条件下で熱力学的に安定している。典型的に、この方式の好ましい第I型及び
第II型連結性プローブでは、前記反応誘発因子が存在しない時における前記第１ハイブリ
ダイズした二重鎖の融解温度が検出温度よりも高いが、好ましくは少なくとも約５℃、よ
り好ましくは少なくとも約１０℃高い。
　非競合的方式の前記第II(－)型連結性プローブの好ましい実施形態において、前記不安
定化因子が前記プローブに結合しており、前記反応誘発因子が存在しないときに、前記解
離した立体構造は、検出温度を含むアッセイ条件下で熱力学的に安定している。典型的に
、この方式の好ましい第II(－)型連結性プローブでは、前記反応誘発因子が存在しない時
(前記不安定化因子が結合されている状態)における前記第１ハイブリダイズした二重鎖の
融解温度が検出温度よりも低いが、好ましくは少なくとも約５℃、より好ましくは少なく
とも約１０℃低い。
【００９８】
　図８及び図９は、競合する核酸配列対である第２核酸配列対をさらに含む競合的方式の
第I型及び第II型連結性プローブを示す。好ましい実施形態において、反応部位(３１また
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は４１)は、重複領域１ｃを除いた第１対象配列１ａ、または第１相補配列２ａに接合さ
れている。競合的方式の前記第I型及び第II型連結性プローブは、前記不安定化因子が結
合されることによって、第１ハイブリダイズした二重鎖が形成される第１ハイブリダイズ
した立体構造(図８Ａ及び図９Ａ)から、第２ハイブリダイズした二重鎖が形成される第２
ハイブリダイズした立体構造(図８Ｂ及び図９Ｃ)へ、立体構造的変化を起こすように考案
されている。具体的に、前記不安定化因子(３２または４３)の結合により誘発された立体
構造的変化は、前記第１ハイブリダイズした立体構造にある確率の減少と前記第２ハイブ
リダイズした立体構造にある確率の増加を招く。
【００９９】
　本発明によって、競合的方式の第II(－)型連結性プローブは、最初には接合部位(conju
gation site)として作用するが、反応誘発因子の作用により非接合性部位(non-conjugata
ble site)へ変換する反応部位を含むことによって構成されることができる。競合的方式
の第II(－)型連結性プローブは、前記反応誘発因子の作用によって、第２ハイブリダイズ
した立体構造から第１ハイブリダイズした立体構造へ立体構造的変化を起こすように考案
されている。このような立体構造的変化は、前記第１ハイブリダイズした立体構造にある
確率の増加と前記第２ハイブリダイズした立体構造にある確率の減少を招く。
　望む立体構造的変化を誘発するためには、前記不安定化因子が、前記第１ハイブリダイ
ズした二重鎖を十分に強く不安定化させ、かつ、前記第２ハイブリダイズした二重鎖を十
分に弱く不安定化させるか、または、全く不安定させてはならない。前記第I型、第II型
及び第II(－)型連結性プローブにおいて、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度
が、前記不安定化因子が結合または接合されることによって少なくとも約１℃、より好ま
しくは少なくとも約５℃減少することが好ましい。
【０１００】
　前記第I型及び第II型連結性プローブの好ましい実施形態において、前記反応誘発因子
が存在しないときに、前記第１ハイブリダイズした二重鎖が前記第２ハイブリダイズした
二重鎖に比べて優先的に形成される。好ましくは、前記反応誘発因子が存在しないときに
、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度は、前記第２ハイブリダイズした二重鎖
の融解温度と比較して少なくとも約１℃、より好ましくは少なくとも約５℃高い。連結が
起こることによって、前記ハイブリダイゼーションの選好度が、前記第２ハイブリダイズ
した二重鎖を好むように変わることがより好ましい。好ましくは、前記反応誘発因子が過
量存在する時における前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度は、前記第２ハイブ
リダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも約１℃、より好ましくは少なくとも約５
℃低い。
【０１０１】
　前記第II(－)型連結性プローブの好ましい実施形態において、前記反応誘発因子が存在
しないときに、前記プローブ(すなわち、前記反応部位)に前記不安定化因子が付着してい
る状態で、前記第２ハイブリダイズした二重鎖は、前記第１ハイブリダイズした二重鎖に
比べて優先的に形成される。好ましくは、前記プローブに前記不安定化因子が結合されて
おり、前記反応誘発因子が存在しないときに、前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解
温度は、前記第１ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも約１℃、より好
ましくは少なくとも約５℃高い。前記反応誘発因子の作用によって、ハイブリダイゼーシ
ョンの選好度が前記第１ハイブリダイズした二重鎖を好むように変わることがより好まし
い。好ましくは、前記反応誘発因子が過量存在するときに、前記第１ハイブリダイズした
二重鎖の融解温度は、前記第２ハイブリダイズした二重鎖の融解温度よりも少なくとも約
１℃、より好ましくは少なくとも約５℃高い。
【０１０２】
　前記第I型及び第II型連結性プローブの好ましい実施形態において、前記反応誘発因子
が存在しないときに、前記第１及び第２ハイブリダイズした二重鎖は両方とも検出温度を
含むアッセイ条件下で熱力学的に安定している。典型的に、好ましい前記第I型及び第II
型連結性プローブでは、前記反応誘発因子が存在しない時における前記第１及び第２ハイ
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ブリダイズした二重鎖の融解温度が検出温度よりも高いが、好ましくは５℃、より好まし
くは少なくとも１０℃高い。
　前記第II(－)型連結性プローブの好ましい実施形態において、前記反応誘発因子が存在
しないときに、検出温度を含むアッセイ条件下で前記第２ハイブリダイズした二重鎖は熱
力学的に安定しているが、前記不安定化因子が結合されている前記第１ハイブリダイズし
た二重鎖は熱力学的に不安定または低安定している。典型的に、好ましい第II(－)型連結
性プローブでは、前記反応誘発因子が存在しない時における前記第２ハイブリダイズした
二重鎖の融解温度が、前記検出温度よりも高いが、好ましくは少なくとも約５℃、より好
ましくは少なくとも約１０℃高い。
【０１０３】
　上述のあらゆる類型の連結性プローブにおいて、前記不安定化因子が連結されている前
記核酸配列と前記不安定化因子との距離を、前記連結要素(coupling element)の長さを変
化させることによって調節することが好ましい。立体障害(及び他の種類の障害)は、短い
距離でより強くなるので、より短い長さの連結要素を使用することがより好ましいことも
ある。また、より大きい不安定化因子が使用されるようにすることによってより強い不安
定化を誘発しても良い。しかし、短すぎる距離または大きすぎる大きさは、前記反応誘発
因子の活性を遮断したり阻害したりもするので、前記不安定化効果及び前記反応誘発因子
の活性を最大化するためには、このような変数を適切に選択すべきである。
【０１０４】
　第I型連結性プローブは、不安定化因子に、関心の対象となる反応部位を(典型的に共有
結合により)接合しうる特異的活性を有する反応誘発因子を検出するのに有用である。無
論、本発明は、様々に変形可能なもので、ある特定反応部位への使用に限定されない。前
記反応部位の例は、ポリヌクレオチドリガーゼ(polynucleotide ligase)、アミノアシルt
ＲＮＡリガーゼ(aminoacyl tRNA ligase)、ビオチンタンパク質リガーゼ(biotin protein
 ligase)等のような多様なリガーゼ(ligase)に対して特異的な反応部位を含む。前記反応
誘発因子によって前記反応部位の実体は多様に変わることができる。例えば、ポリヌクレ
オチドリガーゼ(polynucleotide ligase)では核酸配列、アミノアシルtＲＮＡリガーゼ(a
minoacyl tRNA ligase)ではアミノ酸、ビオチンタンパク質リガーゼ(biotin protein lig
ase)ではビオチンが、前記反応部位となる。
【０１０５】
　第II型連結性プローブは、反応部位を接合部位に変換する特異的活性を有する反応誘発
因子を検出するのに有用である。勿論、本発明は、様々に変形可能なもので、ある特定反
応部位への使用に限定されない。前記反応部位の例は、キナーゼ(kinase)、ＤＮＡポリメ
ラーゼ(DNA polymerase)、アセチル-ＣｏＡトランスフェラーゼ(acetyl-CoA transferase
)などのような多様なトランスフェラーゼ(transferase)に対して特異的な反応部位を含む
。前記反応誘発因子によって、前記反応部位の実体は多様に変わることができる。例えば
、プロテインキナーゼ(protein kinase)ではアミノ酸配列、ＤＮＡポリメラーゼ(DNA pol
ymerase)では核酸配列、アセチル-ＣｏＡトランスフェラーゼ(acetyl-CoA transferase)
では脂肪酸が、前記反応部位となる。
【０１０６】
　第II(－)型連結性プローブは、既に接合部位(conjugation site)だった反応部位を非接
合性部位(non-conjugatable site)へ変換する特異的活性を有する反応誘発因子を検出す
るのに有用である。勿論、本発明は、様々に変形可能なもので、ある特定反応部位への使
用に限定されない。前記第II(－)型連結性プローブの認識要素として使用可能な前記反応
部位の重要な一例に、ホスファターゼ(phosphatase)特異的反応部位がある。ホスファタ
ーゼ特異的反応部位の例は、チロシンホスファターゼ(tyrosine phosphatase)、二重特異
性ホスファターゼ(dual specificity phosphatase)及びプロテインＳｅｒ／Ｔｈｒホスフ
ァターゼ(protein Ser/Thr phosphatase)のようなリン酸化プロテインホスファターゼ(ph
osphoprotein phosphatase)に特異的なもの；ホスファチジルイノシトール-３，４-二リ
ン酸４-ホスファターゼ(phosphatidylinositol-3,4-biphosphate 4-phosphatase)、ホス
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ファチジルイノシトール-３，４，５-三リン酸３-ホスファターゼ(phosphatidylinositol
-3,4,5-triphosphate 3-phosphatase)、ＳＨ２ドメイン含有イノシトールホスファターゼ
(SH2 domain-containing inositol phosphatase：ＳＨＩＰ)及び膜-会合リン脂質ホスフ
ァターゼ(membrane-associated phospholipid phosphatase)のようなリン脂質ホスファタ
ーゼ(phospholipids phosphatase)に特異的なもの；ポリヌクレオチド３'-ホスファター
ゼ(polynucleotide 3'-phosphatase)及びポリヌクレオチド５'-ホスファターゼ(polynucl
eotide 5'-phosphatase)のようなポリヌクレオチドホスファターゼ(polynucleotide phos
phatase)に特異的なものを含む。
【０１０７】
　新薬開発と診断においてキナーゼの検出は非常に重要であり、したがって、本発明の第
II型連結性プローブに適用しうるキナーゼに特異的な反応部位のより具体的な例を次に示
す。
　一般に、キナーゼは、水酸基(hydroxyl group)を典型的に有する反応部位を認識し、Ａ
ＴＰ存在下で前記反応部位を特異的にリン酸化する。例えば、プロテイン-キナーゼ(prot
ein-kinase)は、特定アミノ酸配列または特定アミノ酸残基を認識し、リン酸基を特定ア
ミノ酸に付着する。キナーゼの作用により、前記第II型連結性プローブの前記反応部位は
、追加されたリン酸基を有する接合部位へ変換する。ホスファターゼ特異的第II(－)型連
結性プローブに含まれた反応部位は、ホスファターゼの作用により脱リン酸化されるリン
酸基を既に有している接合部位という事実に注目されたい。このようなホスファターゼに
より誘発された反応は、上述のキナーゼにより誘発された反応の全く逆反応となる。した
がって、前記キナーゼ特異的第II型連結性プローブに含まれた前記接合部位に、異なる種
類の不安定化因子を接合するための下記の代表的な例は、前記第II(－)型連結性プローブ
の前記反応部位に不安定化因子を接合させるのに一般的に使用されることができる。
【０１０８】
　第一に、もし、リン酸基を含む前記接合部位に特異的に結合する受容体因子が存在する
なら、この受容体因子は、親和性プローブにおけると略同様の方法で不安定化因子として
使用されることができる。例えば、抗ホスホチロシンペプチド抗体(anti-phosphotyrosin
e peptide antibody)は、チロシンキナーゼ(tyrosine kinase：ＴＫ)特異的反応部位を有
する第II型連結性プローブまたはチロシンプロテインホスファターゼ(protein tyrosine 
phosphatase)特異的反応部位を有する第II(－)型連結性プローブに対する不安定化因子と
して使用されることができ、また、同様の方式で、抗ホスホセリンペプチド抗体(anti-ph
osphoserine peptide antibody)または抗ホスホスレオニンペプチド抗体(anti-phosphoth
reonine peptide antibody)は、セリン-スレオニンキナーゼ(serine-threonine kinase：
ＳＴＫ)特異的第II型連結性プローブまたはプロテインＳｅｒ／Ｔｈｒホスファターゼ(pr
otein Ser/Thr phosphatase)特異的第II(－)型連結性プローブに対する不安定化因子とし
て使用されることができる。in vivoまたはin situアッセイでは、このような受容体因子
、すなわち不安定化因子は、関心の対象となる細胞の内部または外部に自然的に存在する
受容体分子であっても良く、細胞の内部で遺伝子組み換えにより発現されたものを含めて
意図的に導入された受容体分子であっても良い。他の例では、次の実施形態が、不安定化
因子をリン酸基を有する前記接合部位に共有結合で連結するのに非常に有用となる。
【０１０９】
　リン酸基を含む前記接合部位に不安定化因子を連結させるためのさらに他の実施形態に
おいて、前記連結反応を誘発しうる反応基を有する修飾されたＡＴＰを、ＡＴＰの代用に
することができる。例えば、γ-リン酸基(γ-phosphate group)に酸素原子の代わりに硫
黄原子を有するアデノシン５'-Ｏ-(３-チオ三リン酸)(adenosine 5'-O-(3-thiotriphosph
ate)：ＡＴＰγＳ)を使用すると、前記反応部位にキナーゼ存在下でチオリン酸基(thioph
osphate group)が付着される。このチオリン酸基は、ヨードアセチル基(iodoacetyl grou
p)と自発的に反応して共有結合を形成するものと知られている(Jeong,S. and Nikiforov,
T.T.(1999))。したがって、少なくとも一つのヨードアセチル基(iodoacetyl group)を有
する不安定化因子を、本実施形態で使用することができる。他の方法として、少なくとも
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一つのチオル基(thiol group)を有する不安定化因子を使用することができる。ＢＭＢ(1,
4-bis-maleimidobutane)、ＢＭＨ(bis-maleimidohexane)、及びＨＢＶＳ(1,6-hexane-bis
-vinylsulfone)のような連結試薬を使って不安定化因子に在るチオル基(thiol group)と
チオリン酸基(thiophosphate group)間にジスルフィド(disulfide)結合を形成することが
できる(Pierce 2001-2002 Catalog,pp.294-331参照)。好ましくは、少なくとも一つのヨ
ードアセチル基(iodoacetyl group)やチオル基(thiol group)を有するタンパク質または
タンパク質複合体を、不安定化因子として使用することができる。少なくとも一つのヨー
ドアセチル基(iodoacetyl group)やチオル基(thiol group)を、ストレプトアビジン(stre
ptavidin)やその誘導体の結合を邪魔しない位置に持つビオチンに結合しているストレプ
トアビジンまたはその誘導体は、非常に有用な例である(Jeong,S. and Nikiforov,T.T.(1
999))。ビオチンを修飾する化学は、本発明の属する技術分野でよく知られている。
【０１１０】
　さらに他の実施形態において、リン酸基を有している前記第II型または第II(－)型連結
性プローブの接合部位(または、反応部位)に使用可能な不安定化因子は、二価陽イオン性
(dicataionic)、三価陽イオン性(tricataionic)または多価陽イオン性(polycationic)の
金属イオンを含んでいる重合体(synthetic polymer)またはその類似体からなるナノ粒子(
nanoparticle)、ミクロ粒子(microparticle)、ビーズ(bead)または膜(membrane)でありう
るが、例えば、Fe3+、Ga3+またはRu2+を含むポリスチレン(polystyrene)ビーズまたはナ
ノ粒子のようなものでありうる。このような粒子または物質が、リン酸基を含む部分に結
合するということが公知されているが、例えば、本発明の前記キナーゼ特異的第II型連結
性プローブの接合部位や前記ホスファターゼ特異的第II(－)型連結性プローブの反応部位
に結合する。これは、Sportsman,J.et al.PCT Pub.No.WO 00/75167 A2；Huang,W.et al.E
P Pub.No.EP1156329 A2；及び、Nikiforov,T.T.U.S.Pat No.6,287,774 B1を参照されたい
。
【０１１１】
　好ましいキナーゼ特異的反応部位は、ヒト疾病と係わるキナーゼにより特異的にリン酸
化されるものである。例えば、ヒト疾病と係わる多様なプロテインキナーゼとこれらの認
識部位が、本発明の属する技術分野で公知されており、例えば、Pearson R.B. and Kemp 
B.E.(1991),“Methods in Ezymology”,vol.200,pp.62-81；Bachem catalog(2002),pp.74
9-758；New England Biolabs catalog(2000),p.162；及び、ウェブページ、“The Protei
n Kinase Resources”at http://pkr.sdsc.edu/html/disease.shtmを参照されたい。前記
第II型連結性プローブの反応部位として使用可能なキナーゼ特異的認識部位の重要例(1)

を、表３に示す。
【０１１２】
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(1)参考文献:“Method in Ezymology”,vol.200,pp.62-81；Bachem catalog(2002),pp.74
9-758；及び、New England Biolabs catalog(2000),p.162.
(2)下線付きの文字は、リン酸化反応(phosphorylation)部位を、イタリック体文字は、既
にリン酸化しているセリン(phosphorylated serine)を表す。括弧中の番号は、配列番号
を表す。
【０１１３】
　上述の如く、前述の各類型のプローブは、一つまたはそれ以上の望む標的因子の存在、
非存在、または減少された量により、一つの立体構造から他の立体構造へ容易に検出可能
な立体構造的変化を起こすように考案されている。本発明のプローブの特性とされる前記
立体構造的変化は、前記対象及び相補核酸配列のハイブリダイゼーションの変化により起
こる。したがって、核酸ハイブリダイゼーションアッセイ(Dattagupta,N. U.S.Pat.No4,9
68,602；Tyagi,S.et al. U.S.Pat.No.5,925,517；及び、Lucas,J.N.et al. U.S.Pat.No.6
,027,879参照)の技術分野で知られているほとんどあらゆる検出可能なラベル及びこれら
を使用する方法を、本発明のプローブに合わせて適用することができる。一般に、少なく
とも一つの検出可能なラベルを本発明のプローブに接合することができる。ラベル部分の
接合は、プローブのいずれの位置に接合されていてもアッセイ条件下で安定していなけれ
ばならない。大部分の実施形態において共有結合による接合が好ましいものとされている
が、一般的に、接合は共有結合または非共有結合によるものでありうる。非共有結合によ
る接合の例は、イオン結合(ionic bond)、インターカレーション(intercalation)、そし
て親水性及び疏水性相互作用(hydrophilic and hydrophobic interaction)を含むが、こ
れに限定されない。検出可能なラベルを含ませるための重要例を、次に示す。
【０１１４】
　本発明によるプローブは、典型的に共有結合にて前記プローブに接合された、少なくと
も一つの非相互作用性ラベル(non-interactive label)を有することができる。非相互作
用性ラベルの例は、蛍光体(fluorescer)；化学的発光体(chemiluminescer)、放射線発光
体(radioluminescer)、生物学的発光体(bioluminescer)及び電気化学的発光体(electroch
emiluminescer)のような発光体(luminescer)；放射線同位元素(radioisotopes)；アルカ
リホスファターゼ(alkaline phosphatase)及び 西洋ワサビペルオキシダーゼ(horseradis
h peroxidase)のような酵素(enzyme)；抗体(antibody)；抗原(antigen)；電気化学的ラベ
ル(electrochemical label)；及び、これらの組み合わせを含む。蛍光体と発光体のよう
な光を生成するラベルが最も便利に使用される。シグナル増幅方法を含む酵素アッセイ(e
nzyme assay)とＥＬＩＳＡで使用されるラベル、すなわち、本発明の属する技術分野で一
般的に知られた酵素、抗体、抗原、及びこれらの組み合わせを含む生化学的ラベルは、少
ない量の標的因子を検出する上で非常に有用である。
【０１１５】
　本発明のプローブに好適な他のラベルも公知されている(Dattagupta,N. U.S.Pat.No.4,
968,602；Tyagi S.et al. U.S.Pat.No.5,925,517；Lucas,J.N. et al. U.S.Pat.No.6,027
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,879参照)。望む用途に見合う多様な類型のプローブが考案されており、その例は、ＦＲ
ＥＴ(fluorescence resonance energy transfer)ラベル対及び酵素供与体-受納体対(enzy
me donor-acceptor pair)のような相互作用性ラベルを有するプローブ、及び蛍光体、発
光体、抗原、抗体、酵素、及び電気化学的ラベルのような非相互作用性ラベルを有するプ
ローブを含む。本発明によるプローブは、必要なアッセイ条件に合うプローブの最適化を
考慮して容易に考案されるが、これは、核酸のハイブリッドの性質を、周知の計算方法ま
たは実験的資料を根拠として容易に予測できるからである。
【０１１６】
　図１０は、少なくとも一つの非相互作用性ラベル５を有する非競合的方式のプローブを
示す。ここでは、親和性プローブを特定例とした。好ましくは、このプローブは、第１対
象配列１ａを含む第１分子と第１相補配列２ａを含む第２分子とからなる二分子プローブ
(bimolecular probe)である。少なくとも一つの非相互作用性ラベルが、前記第１及び第
２分子のいずれの位置に接合されても良いが、認識要素３と標的因子(すなわち、プロー
ブ方式によって受容体因子または反応誘発因子)との相互作用を邪魔する位置に接合され
ることはできない。
　図１１は、少なくとも一つの非相互作用性ラベル５を有する非競合的方式の固定化した
二分子プローブを示す。ここでは、親和性プローブを特定例とした。第１及び第２分子の
うち一つは、リンカー１３を介して固体支持体１２に固定化されることができる。典型的
に、このリンカーは、前記プローブの作動を邪魔しないアルキル鎖(alkyl chain)または
他の部分を有する分子である。図１１に示すように、前記非相互作用性ラベルは、前記第
１または第１分子のうち、固定化していない分子に接合されていることが好ましい。
　本発明に使用するのに好適なより好ましいリンカーは、約５個乃至約１００個の原子、
より好ましくは約５個乃至約５０個の原子の長さを有する。
【０１１７】
　図１２は、少なくとも一つの非相互作用性ラベル５ａ，５ｂを有する競合的方式のプロ
ーブを示す。ここでは、親和性プローブを特定例とした。好ましくは、図１３に示すよう
に、このプローブは、第１及び第２対象配列からなる対象配列１を含む第１分子、第１相
補配列２ａを含む第２分子、及び第２相補配列２ｂを含む第３分子からなる三分子プロー
ブ(trimolecular probe)である。少なくとも一つの非相互作用性ラベルが、前記第１、第
２、及び第３分子のうちいずれか一つの位置に接合されても良いが、認識要素３と標的因
子との相互作用を邪魔する位置に接合されることはできない。好ましい実施形態において
、少なくとも一つの非相互作用性ラベルが、前記第２及び第３分子のうち少なくとも一つ
に接合されているが、もし、両分子ともラベルされているなら、各分子は相異なるラベル
を有する。前記第２及び第３分子に相異なるラベルを接合することによって、前記第１ハ
イブリダイズした二重鎖と前記第２ハイブリダイズした二重鎖の形成を区別することが可
能になる。
【０１１８】
　図１３は、実施例４で使用された非相互作用性ラベルを有する競合的方式の親和性プロ
ーブの例を示す。受容体因子であるストレプトアビジン(streptavidin)を検出するために
、ビオチン(biotin)がプローブリガンドとして使用された。蛍光ラベルとしてフルオレセ
イン(fluorescein)が第２対象配列２ｂに接合された。好ましい実施形態により、重複領
域に含まれない第１対象配列の領域に、プローブリガンドが接合された。また、第１相補
配列は、第２相補配列に比べてより長いものが選択された。こうすると、前記受容体因子
が存在しないときに、前記第１相補配列が前記第２相補配列に比べて優先的にハイブリダ
イズすることができる(図１３Ａ)。好ましい実施形態により、前記受容体因子が存在する
ときに、前記ハイブリダイゼーションの選好度が前記第２相補配列のハイブリダイゼーシ
ョンを好む方向に変わるようになる(図１３Ｂ)。
【０１１９】
　図１４は、少なくとも一つの非相互作用性ラベルを有する競合的方式の固定化した三分
子プローブを示す。ここでは、親和性プローブを特定例とした。図１４に示すように、第
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１、第２、及び第３分子のうちいずれか一つが、リンカー１３を介して固体支持体１２に
固定される。もし、対象配列１を含んでいる第１分子が固定化していると(図１４Ａ)、第
１及び第２相補配列２ａ，２ｂをそれぞれ含んでいる第２及び第３分子のうち少なくとも
一つに、少なくとも一つの非相互作用性ラベルを接合することが好ましい。この場合、も
し、前記第２及び第３分子の両方ともラベルされていると、各分子は、相異なるラベルを
有する。図１４Ｂ及び図１４Ｃに示すように、もし、前記第２または第３分子が固定化さ
れていると、前記対象配列を含んでいる前記第１分子に少なくとも一つの非相互作用性ラ
ベルが接合されることが好ましい。
【０１２０】
　図１５は、実施例９で使用された非相互作用性ラベルを有する固定化した競合的方式の
親和性プローブの例を示す。ここでも同様に、ストレプトアビジンを検出するためのプロ
ーブリガンドとしてビオチンが使用されたが、ただし、このビオチンが第１相補配列２ａ
に接合されている。第２相補配列２ｂに接合されている非相互作用性ラベルは、フルオレ
セイン(fluorescein)である。対象配列は、リンカー１３を介して固体支持体１２にその
５'末端が固定化されている。好ましい実施形態により、前記受容体因子が存在しないと
きに、前記第１相補配列が前記第２相補配列に比べて優先的にハイブリダイズするように
、前記第１相補配列は、前記第２相補配列に比べてより長いものとした(図１５Ａ)。好ま
しい実施形態により、前記受容体因子が存在するときに、前記ハイブリダイゼーションの
選好度が、前記第２相補配列のハイブリダイゼーションを好む方向に変わるようになる(
図１５Ｂ)。
【０１２１】
　一部の実施形態において、少なくとも一つの非相互作用性ラベルを有する前記競合的方
式のプローブは、前記対象配列と前記第１及び第２相補配列のうち一つとを含む第１分子
と、残りの相補配列を含む第２分子とからなる二分子プローブでありうる。前記第１分子
に含まれている二つの配列は、ループ部分(loop moiety)により共有結合で連結されてい
る。好ましいループ部分は、前記第１分子に含まれた前記対象及び相補配列のハイブリダ
イゼーションを邪魔しないように、充分な長さと柔軟性を有する二価(divalent)または多
価(multivalent)の化学部分でありうる。例えば、前記ループ部分は、アルキル鎖(alkyl 
chain)、ポリペプチド鎖(polypeptide chain)、核酸配列、またはポリエチレングリコー
ル鎖(polyethylene glycole chain)及びポリエステル鎖(polyester chain)のような高分
子鎖(polymer chain)でありうる。もし、前記ループ部分が核酸配列であれば、約４～１
００個のヌクレオチド長が好ましい。このループ部分は、前記第１分子に含まれた二つの
配列をいずれの位置でも連結することができる。好ましくは、前記ループ部分は、ある配
列の５'または３'末端のいずれかを他の配列の５'または３'末端のいずれかに連結する。
より好ましくは、前記ループ部分は、前記二つの配列を、５’から３’方向または３'か
ら５'方向へ連結する。上述の如く、このループ部分は、前記対象及び相補配列のハイブ
リダイゼーションを邪魔しない範囲内で、前記二つの配列をいずれの位置でも連結する、
二価または多価の化学部分でありうる。前記二分子プローブにおいて、少なくとも一つの
非相互作用性ラベルは、前記第１及び第２分子のうち少なくとも一つに接合されている。
もし、前記両分子ともラベルされているなら、各分子は、相異なるラベルを有する。一部
の実施形態において、前記第１及び第２分子のうち一つは、固体支持体に固定されている
。このような実施形態において、前記少なくとも一つの非相互作用性ラベルは、固定化し
ていない分子に接合されることが好ましい。
【０１２２】
　前述した少なくとも一つの非相互作用性ラベルを有するプローブにおいて、前記分子の
うちいずれも固定化していないと、前記標的因子の存在は、分離過程の後にハイブリダイ
ズしたまたはハイブリダイズしていない分子と連合している前記ラベルからの特徴的シグ
ナルを検出することによって確認することができる。この分離過程は、本明細書に記載さ
れた一部の実験例におけるように非変性(non-denaturing)条件で電気泳動をすることによ
って行われる。異なる種を区別するために前記特徴的シグナルを大きさの関数として検出
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することが好ましい。前記固定化したプローブにおいて、前記標的因子の存在は、固定化
したプローブに結合していない分子を洗浄し除去した後、前記ラベルからの特徴的シグナ
ルを検出することによって確認することができる。
【０１２３】
　本発明のプローブに容易に適用可能な他の類型の検出可能なラベルは、一本鎖核酸に比
べて二本鎖核酸に優先的に結合するエチジウムブロマイド(ethidium bromide)及びSYBR（
登録商標） Green(Molecular Probes、OR、USA)のようなインターカレート染色剤(interc
alating dye)である。インターカレート染色剤が前記検出可能なラベルとして使用される
時、非競合的方式の本発明のプローブは、第１対象配列を含む第１分子と、第１相補配列
を含む第２分子とを含むように構成されることができ、これら第１及び第２分子のうちい
ずれか一つが支持体に固定化される。インターカレート染色剤を使用する一部の実施形態
において、非競合的方式のプローブは、前記第１対象及び第１相補配列をループ部分によ
り連結された状態に含む一つの分子からなると良く、リンカーを介して支持体に固定化さ
れていることもできる。もし、前記プローブが競合的方式のものなら、前記対象配列、前
記第１相補配列、及び前記第２相補配列が異なる分子に含まれていることが好ましい。そ
うしないと、第１及び第２ハイブリダイズした二重鎖の形成を、インターカレート染色剤
を使って区分できないこともある。もし、前記競合的方式のプローブを固定化したい場合
には、前記第１及び第２相補配列のうちいずれか一つをリンカーを介して支持体に固定化
することが好ましい。
【０１２４】
　検出可能なラベルとしてインターカレート染色剤(intercalating dye)を使用すること
が好ましい実施形態において前記プローブが固定化されていないと、前記標的因子の存在
は、例えば、非変性(non-denaturing)条件下で電気泳動をするような分離過程を行った後
、前記ハイブリダイズした二重鎖(等)に連合している前記ラベルからの特徴的シグナルを
検出することによって確認することができる。少なくとも一つの非相互作用性ラベルを有
するプローブにおけると同様に、前記特徴的シグナルを大きさの関数として検出すること
が、相異なる種を区別する上で好ましい。前記固定化したプローブにおいて前記標的因子
の存在は、固定化したプローブに結合していない分子を洗浄し除去した後、前記ラベルか
らの特徴的シグナルを検出することによって確認することができる。
【０１２５】
　核酸ハイブリダイゼーションアッセイに対する技術分野でよく知られた相互作用性ラベ
ル対(interactive label pair)は、本発明によるプローブにおいて検出可能なラベルとし
て非常に有用である。本発明によるプローブに有用に使用可能な相互作用性ラベル対は、
両ラベル部分間の距離に依存する特徴的シグナルを生成できる特性を有していなければな
らない。上述の如く、本発明によるプローブは、標的因子の存在または非存在によって立
体構造的変化を起こす。本発明のプローブの特性とされる立体構造的変化は、対象配列と
相補配列とのハイブリダイゼーション及び解離の結果である。したがって、距離依存的に
シグナルを生成する特徴を有する大半の相互作用性ラベル対は、本発明によるプローブに
両ラベル部分を適切に接合することによって使用されることができる。標的核酸配列の検
出と関連して有用な相互作用性ラベル対の例が、米国特許第５,９２５,５１７に開示され
ている。本発明によるプローブに接合される最も好ましい相互作用性ラベル対は、作用方
式が蛍光共鳴エネルギー転移(fluorescence resonance energy transfer：ＦＲＥＴ)であ
る蛍光体(flourescer)と消光体(quencher)の対または発光体(lumniescer)と消光体(quenc
her)の対であるか、直接的蛍光エネルギー転移(direct fluorescence energy transfer)
を引き起こすこれらの類似体である。しかし、他の類型の相互作用性ラベル対、例えば酵
素とその補助因子(cofactor)の対、またはよく知られている酵素相補方式アッセイ(enzym
e complementation assay)で使用される酵素供与体(enzyme donor)と酵素受納体(enzyme 
acceptor)の対のような酵素の断片または亜構成単位対を使用することができる。前記酵
素相補方式アッセイに係わる例は、Comoglio,S. and Celada,F.(1976)；Gonnelli,M.et a
l.(1981)；及び、Henderson,D.R. U.S Pat.No.４,７０８,９２９を参照されたい。非常に
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少ない量の標的因子を検出するために本発明のプローブのシグナルトランスデューサーの
シグナルを増幅する必要がある場合に、前記酵素ラベル対は特に有用である。発光体の例
は、化学的発光体(chemiluminescer)、放射線発光体(radioluminescer)、電気化学的発光
体(electrochemiluminescer)、及び生物学的発光体(bioluminescer)を含む。蛍光体と消
光体対または発光体と消光体対のようなＦＲＥＴラベル対を、検出可能なラベルとして使
用する場合、前記特徴的シグナルは、前記蛍光体または前記発光体から発生する光である
が、前記２ラベル部分の相互作用によって発生する光の強度(intensity)、寿命(lifetime
)、または偏光(polarization)が変化するようになる。場合によって、前記プローブから
発生する蛍光の波長(wavelength)が、前記両ラベル部分の相互作用によって変化すること
もある。これは、前記消光体部分もまた蛍光体であって、好ましくは、前記蛍光体部分よ
りも長い放出波長を有し、この蛍光体部分に対してエネルギー転移受納体(energy transf
er acceptor)として作用できる蛍光体である特別な場合である。このような実施形態にお
いて、前記蛍光波長の変化は、前記蛍光の強度(intensity)、寿命(lifetime)、または偏
光(polarization)の変化に加えて、あるいはその代わりに、前記プローブの立体構造的変
化に起因する前記両ラベル部分間の相互作用の指標として使用されることができる。少な
くとも一つの相互作用性ラベル対を有する大部分の実施形態において、二つの相互作用性
ラベル部分は、前記ハイブリダイズした立体構造におけるように相互に近づいている状態
では相互作用をし、前記解離した立体構造におけるように相互に遠ざかっている状態では
相互作用をしなくなる。次に、少なくとも一つの相互作用性ラベル対を有する本発明によ
るプローブの好ましい実施形態の一部の代表的な例を示す。
【０１２６】
　図１６は、競合的方式の１対の相互作用性ラベルを有する二分子プローブを示す概略図
である。ここでは、親和性プローブを特定例とした。この特定実施形態において、前記プ
ローブは、第１対象配列１ａに接合された第１ラベル部分６ａと、第１相補配列２ａに接
合された第２ラベル部分６ｂとからなる１対の相互作用性ラベル対を含む。受容体因子１
０が存在しないときに、このプローブは、ハイブリダイズした立体構造(図１６Ａ)におり
、前記二つの相互作用性ラベル部分は、相互に近づいて位置することによって両ラベル部
分間に効果的な相互作用が起こるようになる。前記受容体因子が存在するときに、このプ
ローブは、解離した立体構造(図１６Ｂ)へ変化し、前記二つの相互作用性ラベル部分は相
互に遠ざかることによって、両ラベル部分間の相互作用が遮断されたり抑制されたりする
。一部の実施形態では、前記第１または第２分子のいずれかを、リンカーを介して支持体
に固定化することが有用である。
【０１２７】
　図１７は、１対の相互作用性ラベルを有する非競合的方式の単分子プローブを示す概略
図である。ここでは、親和性プローブを特定例とした。この単分子プローブにおいて、第
１対象配列１ａと第１相補配列２ａは、ループ部分により共有結合で連結されている。前
記相互作用性ラベル対は、前記第１対象配列１ａに接合された第１ラベル部分６ａと、前
記第１相補配列２ａに接合された第２ラベル部分６ｂとからなっている。受容体因子１０
が存在しないときに、このプローブは、ハイブリダイズした立体構造(図１７Ａ)におり、
前記二つの相互作用性ラベル部分は相互に近づいて位置することによって両ラベル部分間
に効果的な相互作用が起こるようになる。前記受容体因子が存在するときに、このプロー
ブは、解離した立体構造(図１７Ｂ)へ変化し、前記二つの相互作用性ラベルはお相互に遠
ざかることによって、両ラベル部分間の相互作用が遮断されたり抑制されたりする。一部
の実施形態において、前記相互作用性ラベル部分のうち少なくとも一つは、前記第１対象
または第１相補配列以外の他の位置に接合されていることがあるが、例えば、前記ループ
領域、好ましくは前記第１対象または第１相補配列に近い位置に接合されていることがで
きる。勿論、本発明は、様々に変形可能なもので、前記相互作用性ラベルの特定接合位置
にその使用が限定されるのではない。上述の距離依存的相互作用特性が得られる限り、前
記二つの相互作用性ラベルは、前記プローブの相異なる二つのいずれの箇所にも位置する
ことができる。一部の実施形態では、前記単分子プローブをリンカーを介して支持体に固
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定化させることが有用である。
【０１２８】
　図１８は、実施例３で使用された一つの相互作用性ラベル対を有する親和性単分子プロ
ーブの例を示す。ここでも、受容体因子であるストレプトアビジン(streptavidin)を検出
するために第１対象配列(または、第１相補配列)に接合されたビオチンをプローブリガン
ドとして使用している。使用された相互作用性ラベル対は、蛍光体のフルオレセイン(flu
orescein)と消光体のＤＡＢＣＹＬ(4-(4'-dimethylaminophenylazo)benzoic acid)とから
構成されているが、前記単分子プローブの５'末端と３'末端にそれぞれ共有結合で連結さ
れている。本発明によれば、前記プローブは、前記受容体因子の結合によって、ハイブリ
ダイズした立体構造(図１８Ａ)から解離した立体構造(図１８Ｂ)へ立体構造的変化を起こ
すように考案されている。
【０１２９】
　競合的方式のプローブも、少なくとも１対の相互作用性ラベル対を、前記対象及び相補
配列のうち少なくとも１対に接合させることによって構成されることができる。図１９は
、２対の相異なる相互作用性ラベル対を有する競合的方式のプローブを示す概略図である
。ここでは、親和性プローブを特定例とした。この特定実施形態において、第１相互作用
性ラベル対は、第１対象配列１ａに接合された第１ラベル部分６ａと、第１相補配列２ａ
に接合された第２ラベル部分６ｂとから構成されており、第２相互作用性ラベル対は、第
２対象配列１ｂに接合された第３ラベル部分７ａと、第２相補配列２ｂに接合された第４
ラベル部分７ｂとから構成されている。受容体因子１０が存在しないときに、このプロー
ブは、第１ハイブリダイズした立体構造(図１９Ａ)におり、したがって、前記第２ラベル
対は相互に遠ざかるが、前記第１ラベル対は相互に近づいて位置するようになる。これに
より、前記第１ラベル対の間には効果的な相互作用が起こるが、前記第２ラベル対の間に
は相互作用が遮断または抑制されることになる。前記受容体因子が存在するときに、この
プローブは、第２ハイブリダイズした立体構造(図１９Ｂ)へ変化し、前記第１ラベル対は
相互に遠ざかる一方、前記第２ラベル対は相互に近づくようになり、したがって、各ラベ
ル対間の相互作用が変わるようになる。勿論、前記相互作用性ラベル対(等)は、前記対象
及び相補配列のうち１対にのみ接合されていてもよく、２対の前記対象及び相補配列に接
合されていても良い。もし、２対の前記対象及び相補配列ともラベルされていると、各対
の前記対象及び相補配列は、異なる種類の相互作用性ラベル対を有することが好ましい。
特定例において、前記第１及び第３ラベル部分６ａ，７ａは、好適な位置(例えば、前記
対象配列の中央部分近傍)に接合された同一の部分であっても良いが、この同一のラベル
部分が接合された位置は、好適な位置(例えば、前記対象配列に接合されている前記同一
のラベル部分に近接しているある位置)に接合されている前記第２及び第４ラベル部分６
ａ，７ｂと相互作用が可能な位置である。
【０１３０】
　図１９に示すように、少なくとも一つの相互作用性ラベル対を有する競合的方式のプロ
ーブは、対象配列を含む第１分子、第１相補配列を含む第２分子、及び第２相補配列を含
む第３分子からなる三分子プローブでありうる。このような三分子プローブにおいて、前
記第１、第２、及び第３分子のうち一つがリンカーを介して固体支持体に固定化されてい
ることができる。他の実施形態では、前記競合的方式のプローブは対象配列、第１相補配
列、及び第２相補配列のうち二つを含む第１分子と、残り一つの配列を含む第２分子とか
らなる二分子プローブであっても良い。前記第１分子に含まれている二つの配列は、ルー
プ部分により共有結合で連結されている。このような二分子プローブでは、前記第１及び
第２分子のうち一つがリンカーを介して支持体に固定化されていることができる。他の実
施形態において、前記競合的方式のプローブは、対象配列、第１相補配列、及び第２相補
配列が少なくとも一つのループ部分により共有結合で連結された単分子プローブであって
も良い。また、このような単分子プローブは、リンカーを介して支持体に固定化されてい
ることができる。上述した二分子プローブ及び単分子プローブにおいて、前記相互作用性
ラベル部分のうち少なくとも一つが、前記対象配列、前記第１相補配列、または前記第２



(69) JP 2010-99090 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

相補配列を除いたある位置、例えば、前記ループ部分に、好ましくは前記対象または相補
配列に近接した位置に接合されることができる。上述の如く、前記ループ部分は両配列の
ある２位置を連結する二価(divalent)または多価(multivalent)の化学部分でありうるが
、前記対象配列及び相補配列のハイブリダイゼーションを邪魔しないものでなければなら
ない。
【０１３１】
　上述した相互作用性ラベル対を特徴的に有しているプローブの実施形態に加えて、本発
明の範囲内で相互作用性ラベル対を有するプローブを構成しうる様々な他の方法がある。
その特定の追加的な一例を、次に述べる。
　上述した実施形態では、相互作用性ラベルの各対は、１対の対象及び相補配列に接合さ
れている。すなわち、各ラベル対のうちいずれかのラベル部分が前記第１または第２対象
配列のうち一つに接合されると、残り一つのラベル部分はこの対象配列に対応する相補配
列に接合されている。後述する実施形態では、相互作用性ラベル対の両ラベル部分とも、
前記対象配列または相補配列のうち一つに追加的なアーム配列(arm sequence)を使用する
ことによって接合される。
【０１３２】
　図２０は、本発明による非競合的方式のプローブの一例を示す。ここでは、２対の相互
作用性ラベルを有する親和性プローブを特定例とした。この特定実施形態において、プロ
ーブは、第１及び第２アーム対(first and second arm pairs)からなる２対の核酸アーム
配列(nucleic acid arm sequences)をさらに含む。前記第１アーム対は、第１対象配列１
ａの５'末端に共有結合で連結された第１の５’アーム配列８ａと、第１対象配列１ａの
３'末端に共有結合で連結された第１の３’アーム配列８ｂとから構成されている。前記
第２アーム対は、第１相補配列２ａの５'末端に共有結合で連結された第２の５’アーム
配列９ａと、第１相補配列２ａの３'末端に共有結合で連結された第２の３’アーム配列
９ｂとから構成されている。各対のアーム配列は相互に相補的であり、これにより、前記
プローブが解離した立体構造(図２０Ｂ)にある時、前記第１及び第２アーム対は、約３～
３５個の相補的塩基対を有する第１及び第２ステム二重鎖(stem duplex)をそれぞれ形成
する。このプローブが、ハイブリダイズした立体構造(図２０Ａ)にある時、前記第１及び
第２ステム二重鎖は解離する。前記プローブは、第１ラベル対と第２ラベル対とから構成
された２対の相互作用性ラベルをさらに含むが、前記第１ラベル対は、前記第１の５’ア
ーム配列に接合された第１ラベル部分６ａと、前記第１の３’アーム配列に接合された第
２ラベル部分６ｂとを含み、前記第２ラベル対は、前記第２の５’アーム配列に接合され
た第３ラベル部分７ａと、前記第２の３’アーム配列に接合された第４ラベル部分７ｂと
を含む。前記第１及び第２ラベル対はそれぞれ、前記第１及び第２ステム二重鎖が形成さ
れるときに相互作用するようになる。
【０１３３】
　受容体因子１０が存在しないときに、前記プローブは、前記ハイブリダイズした立体構
造(図２０Ａ)を好むようになり、前記２ステム二重鎖は解離する。したがって、各相互作
用性ラベル対は相互に遠ざかり、よって、各ラベル対の両ラベル部分間の相互作用が遮断
または抑制されることになる。前記受容体因子が存在するときに、前記プローブは、前記
解離した立体構造(図２０Ｂ)へ変化し、前記ステム二重鎖が形成されるようになる。した
がって、各相互作用性ラベル対は相互に近づき、前記２ラベル部分間の相互作用が效果的
に起こるようになる。勿論、前記相互作用性ラベル対(等)は、前記第１対象配列または前
記第１相補配列のうち一つにのみ接合されても良く(図２１参照)、または、前記第１対象
及び第１相補配列の両方に接合されても良い(図２１参照)。このプローブは、前記第１対
象配列を含む第１分子と、前記第１相補配列を含む第２分子とからなる二分子プローブで
あっても良く、前記第１対象配列及び前記第１相補配列がループ部分により共有結合で連
結された単分子プローブであっても良い。このプローブは、リンカーを介して支持体に連
結された固定化したプローブであっても良い。もし、前記固定化したプローブが二分子プ
ローブであれば、前記第１及び第２分子のうちいずれか一つが固定化される。場合によっ
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て、少なくとも一つの前記相互作用性ラベル部分が前記アーム配列でない他の位置に接合
されていることもある。例えば、前記ループ領域または前記第１対象若しくは第１相補配
列に、好ましくは前記アーム配列と近い位置に接合されている。
【０１３４】
　図２２は、競合する２対の対象及び相補配列を含む競合的方式の本発明によるプローブ
の例を示す。ここでは、２対の相互作用性ラベルを有する親和性プローブを特定例とした
。この特定の実施形態において、前記プローブは、第１及び第２アーム対(first and sec
ond arm pairs)からなる２対の核酸アーム配列(nucleic acid arm sequences)をさらに含
む。前記第１アーム対は、第１相補配列２ａの５’末端に共有結合で連結された第１の５
’アーム配列８ａと、第１相補配列２ａの３’末端に共有結合で連結された第１の３’ア
ーム配列８ｂとから構成されている。前記第２アーム対は、第２相補配列２ｂの５’末端
に共有結合で連結された第２の５’アーム配列９ａと第２相補配列２ｂの３’末端に共有
結合で連結された第２の３’アーム配列９ｂとから構成されている。各対の５'及び３'ア
ーム配列は、互いに相補的である。前記第１相補配列がハイブリダイズしていないときに
、前記第１アーム対が、約３～３５個の相補的塩基対を有する第１ステム二重鎖(first s
tem duplex)を形成し、前記第２相補配列がハイブリダイズしていないときには、前記第
２アーム対が、約３～３５個の相補的塩基対を有する第２ステム二重鎖(second stem dup
lex)を形成する。前記第１または第２相補配列が前記対象配列にハイブリダイズした時、
それに相応するステム二重鎖は解離する。前記プローブは、第１ラベル対と第２ラベル対
とからなる２対の相互作用性ラベルをさらに含むが、第１ラベル対は、第１の５’アーム
配列８ａに接合された第１ラベル部分６ａと第１の３’アーム配列８ｂに接合された第２
ラベル部分６ｂとを含み、第２ラベル対は、第２の５’アーム配列９ａに接合された第３
ラベル部分７ａと第２の３’アーム配列９ｂに接合された第４ラベル部分７ｂとを含む。
これら第１及び第２ラベル対はそれぞれ、第１及び第２ステム二重鎖が形成されるときに
相互作用するようになる。
【０１３５】
　受容体因子１０が存在しないときに、前記プローブは、第１ハイブリダイズした立体構
造(図２２Ａ)におり、よって、第１ステム二重鎖は解離し、第２ステム二重鎖が形成され
る。これにより、前記第１相互作用性ラベル対は相互に遠ざかり、この第１ラベル対の両
ラベル部分間の相互作用が遮断または抑制され、一方、前記第２相互作用性ラベル対は相
互に近づき、この第２ラベル対の両ラベル部分間の相互作用が效果的に起こるようになる
。前記受容体因子が存在するときに、このプローブは、第２ハイブリダイズした立体構造
(図２２Ｂ)へ変化し、これにより、第１ステム二重鎖が形成され、第２ステム二重鎖は解
離する。この第２ハイブリダイズした立体構造において、第１ラベル対は效果的に相互作
用するが、第２ラベル対は十分に弱く相互作用するか、相互作用しなくなる。もう明らか
なように、前記相互作用性ラベル対(等)は、第１または第２相補配列のうち一つにのみ接
合されても良く、第１及び第２相補配列の両方に接合されても良い。もし、二つの相補配
列ともラベルされた場合には、各相補配列が異なる相互作用性ラベル対を持つことが好ま
しい。このプローブは、前記対象配列を含む第１分子、前記第１相補配列を含む第２分子
、及び前記第２相補配列を含む第３分子からなる三分子プローブでありうる。この三分子
プローブは、前記第１、第２、及び第３分子のうちいずれか一つがリンカーを介して支持
体に固定化された固定化したプローブでありうる。該プローブは、前記第１対象配列、前
記第１相補配列、及び前記第２相補配列のうち二つを含む第１分子と、残りの配列を含む
第２分子とからなる二分子プローブであっても良い。前記第１分子の二つの配列は、ルー
プ部分により共有結合で連結される。この二分子プローブは、前記第１及び第２分子のう
ちいずれか一つが、リンカーを介して支持体に固定化された固定化したプローブでありう
る。このプローブは、少なくとも一つのループ部分により共有結合で連結された前記第１
対象配列、前記第１相補配列、及び前記第２相補配列を有する単分子プローブであっても
良い。この単分子プローブは、リンカーを介して支持体に連結された固定化したプローブ
でありうる。場合によって、少なくとも一つの前記相互作用性ラベル部分が前記アーム配
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列でない他の位置に接合されていることがある。例えば、前記ループ領域または前記第１
対象または第１相補配列に、好ましくは前記アーム配列と近い位置に接合されていること
がある。
【０１３６】
　上述した少なくとも一つの相互作用性ラベル対を持つ大部分の実施形態において、ラベ
ル対の構成要素(member)間に１対１の分子対応関係が一般的に必ずしも必要とされるわけ
ではない。一つの構成要素またはある構成要素の少なくとも一つの分子が、他の構成要素
の少なくとも一つの分子に影響を与えたり受けて、いずれかの構成要素の少なくとも一つ
の測定可能な特徴が、残り一つの構成要素により距離依存的な方式で変化可能な限り、各
構成要素(member)は、一つ以上の接合された分子から構成されることができる。相互作用
性ラベル対の特徴的シグナルは、プローブの立体構造によって検出可能に変わり、例えば
、非競合的方式ではハイブリダイズした立体構造か解離した立体構造かによって、競合的
方式では第１ハイブリダイズした立体構造か第２ハイブリダイズした立体構造かによって
変わる。一つ以上の接合された分子からなるラベル部分は、より大きい特徴的シグナルを
発生しうるので、一部の実施形態では極めて有用となる。蛍光体と消光体対や発光体と消
光体対のようなＦＲＥＴラベル対を使用する場合、複数の消光体を、一つの光を生成する
ラベル部分と連係させて使用しても良い。この場合、消光体による、光を生成する部分に
対する消光が極めて有効となり、背景シグナルが効率よく除去されるので、特に有用であ
る。
【０１３７】
　上述の如く、最も好ましい相互作用性ラベル対は、蛍光体と消光体対または発光体と消
光体対のようなＦＲＥＴラベル対である。この場合、特徴的シグナルは、蛍光体部分また
は発光体部分により生成される特定波長の光の強度、寿命、または偏光でありうる。すな
わち、両ラベル部分間の相互作用は、蛍光体または発光体により生成された光の強度の減
少、寿命の減少、または偏光(または偏光の寿命)の変化を招くようになる。
　上述の如く、酵素供与体(donor)と受納体(accetpor)対を含む酵素ラベル対もまた、例
えば酵素反応を使用することによってプローブシグナルが増幅されるので、非常に少ない
量の標的因子を検出する上で特に好ましい。
　相互作用性ラベル対を有するプローブは、非相互作用性ラベル及びインターカレート染
色剤のような他の検出可能なラベルを使用するプローブに比べて特に有用である。相互作
用性ラベル対を固定化していないプローブと共に使用すると、他の種類のラベルを使用す
る場合に典型的に必要な分離過程を要求としない均一アッセイ(homogeneous assay)が可
能になる。例えば、もし、蛍光体と消光体対または発光体と消光体対のようなＦＲＥＴラ
ベル対が使用されると、特別な分離過程無しで試料から放出される光の性質を単に検出す
るだけでも特徴的なシグナルを確認したり測定することが可能になる。したがって、相互
作用性ラベル対を持つプローブは、in situまたはin vivoアッセイで使用可能である。少
なくとも一つの相互作用性ラベル対を有する固定化したプローブもまた、他の種類のラベ
ルを使用するときには典型的に必ず要求される洗浄過程を、必ずしも要求するのではない
という利点がある。
【０１３８】
　一部の実施形態において、本発明によるプローブは、特定の用途のために追加的な構成
要素を含むように構成されても良い。
　一実施の形態において、核、ミトコンドリア、ペルオキシソーム(peroxisome)、葉緑体
(chloroplast)、液胞(vacuole)、ゴルジ体(Golgi apparatus)などの特定の細胞内小器官
にプローブを位置移動させるために、一つまたはそれ以上のトランジットペプチド(trans
it peptide)または標的配列(targeting sequence)が本発明のプローブに接合されること
ができる。好ましくは、このようなトランジットペプチドや標的配列は、元来意図したプ
ローブの検出機能を邪魔しない位置に接合(一般的に、共有結合にて接合)される。この類
型のプローブを利用するアッセイは、細胞内小器官に在る標的因子を検出するためのin v
ivoまたはin situアッセイに使用されることができる。このような細胞内標的アッセイ(i
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ntracellular targeting assay)で相互作用性ラベル対を持つプローブが一般的に好まし
いが、特に単分子プローブ方式が最も好ましい。
【０１３９】
　他の実施形態において、一つまたはそれ以上の追加的な核酸配列が本発明のプローブ、
特に核酸ベースのシグナルトランスデューサーに接合されることができる。より具体的に
、この追加的な核酸配列は、前記対象及び／または相補配列に、好ましくは共有結合連結
にて接合される。このようなプローブ、特に検出可能なラベルとして非相互作用性ラベル
またはインターカレート染色剤を有するプローブの特別な用途の一つは、ハイブリダイズ
したまたはハイブリダイズしていない種に対する大きさ依存性確認を容易にするものであ
る。例えば、三分子競合的プローブ方式において、第１または第２相補配列が、対象オリ
ゴヌクレオチドの相応する部分(もし在れば)に十分に相補的でない追加的な核酸配列を含
むように構成することができる。このような構成は、第１ハイブリダイズした二重鎖(ま
たは、第１相補配列)が、電気泳動分析において第２ハイブリダイズした二重鎖(または、
第２相補配列)に比べてその大きさにおいて十分に異なってくるようにする。
【０１４０】
　さらに他の実施形態において、本明細書で記述されるほとんど大部分の本発明のプロー
ブは、核酸複製鋳型(nucleic acid replication template)として使用される一つまたは
それ以上の追加的な核酸配列を、対象及び相補配列のうち少なくとも一つに接合される形
で含むように構成されることができる。上述の如く、このようなプローブは、望むハイブ
リダイズした状態を検出するために、標準化したＰＣＲ(または、重合反応)増幅方式を使
用できるようにする。より具体的に、前記プローブが非競合的方式であれば、第１対象配
列または第１相補配列が核酸複製鋳型を含むように構成し、しかる後に、重合酵素(polym
erase)または関連酵素を、ＰＣＲまたは重合反応を起こらせるのに使用することができる
が、このＰＣＲまたは重合反応は、ハイブリダイズした立体構造の量に敏感なものである
。もし、前記プローブが競合的方式であれば、このプローブは、ＰＣＲまたは重合反応が
第１または第２ハイブリダイズした立体構造のうち一つのみから起こるように構成されね
ばならなく、これは、様々な方法で可能である。例えば、もし、核酸複製鋳型を対象配列
に含ませたい場合なら、第１及び第２相補配列のうちいずれか一つをホスファターゼ(pho
sphatase)で処理して５'末端のリン酸基が除去されるようにする。この処理は、５'末端
にリン酸基がないように処理された相補配列に起因するＰＣＲまたは重合反応が起きない
ようにする。他の方法として、核酸複製鋳型を第１及び第２相補配列のうち一つの５'末
端にのみ含ませることによって、ＰＣＲまたは重合反応が、前記複製鋳型を有する相補配
列が対象配列にハイブリダイズした時に限って起きるようにしても良い。上述の如く、こ
のような増幅産物の存在または重合反応試薬の量の検出可能な減少(または、両方)を、試
料内に標的因子が存在するのを表す指標として使用することができる。
【０１４１】
　一般的に、本発明の標的検出システムと特に本明細書に開示するプローブは、本明細書
に開示する手順と周知の実験技術を用いて用意することができる。例えば、本発明のプロ
ーブ、特に核酸ベースのシグナルトランスデューサーに含まれた核酸分子は、通常、固体
相合成技術(Caruthers,M.H.(1985)；Brown T. and Dorcas,J.S.(1995)参照)、合成された
配列や制限酵素切片(restriction fragment)の結紮(ligation)、または、これら技術の組
み合わせで用意することができる。典型的に、認識要素と検出可能なラベルとを含む他の
構成要素は、このような構成要素(等)が接合された(無塩基ヌクレオチドと他のヌクレオ
チド類似体を含む)修飾されたヌクレオチドを核酸合成過程中に使用することによってプ
ローブに導入させることができる。他の方法として、反応性ある反応基を連結子とする修
飾ヌクレオチドを、核酸合成過程中に使用しても良い。しかる後に、認識要素、検出可能
なラベル、ループ部分などの他の構成要素を周知の化学的または生化学的連結方法を用い
て前記反応性ある反応基(等)に接合させることができる。このような化学的または生化学
的連結反応には、ヒドロキシル(hydroxyl)、カルボキシル(carboxyl)、アミノ(amino)、
スルフヒドリル(sulfhydryl)、アルデヒド(aldehyde)、リン酸(phosphate)、アルキルア
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ミノ(alkylamino)、ヒドロキシアルキル(hydroxy alkyl)、アルキルリン酸(alkyl phosph
ate)、及びこれらに類似する反応基が関与できる。多様な反応基を有する修飾されたヌク
レオチドを準備する技術は、本発明の属する技術分野によく知られている。典型的に、修
飾されたヌクレオチドを有する核酸分子の合成には、よく知られた固体相合成技術(solid
 phase synthesis techniques)が使用される。認識要素、検出可能なラベル及び他の構成
要素の準備及び／または接合は、一般的に知られた化学的、生化学的及び生物学的方法を
用いて遂行されることができる。例えば、プロテアーゼ(protease)とプロテインキナーゼ
(protein kinase)に特異的なアミノ酸配列は、周知の固体相合成技術または他の合成技術
(Wunsch,E.(1971)；Houghtem,R.A.(1985)参照)を用いて準備することができる。受容体、
サイトカイン、タンパク質ホルモン、抗原、酵素及びこれらの類似体のようなタンパク質
やポリペプチドは、組み換えＤＮＡの準備、形質転換、細胞培養、及び発現されたタンパ
ク質またはポリペプチドの分離及び精製を含む組み換えＤＮＡ技術で用意すると良い。炭
水化物、脂質、リン脂質、及び他の化学的または生化学的物質は、知られた化学的、生化
学的、そして生物学的技術を使用して用意することができる。さらに、化学的または生化
学的物質をヌクレオチドまたは核酸分子に導入または接合させるための技術は、本発明の
属する技術分野でよく知られている。本発明と共に使用可能な他の適切な実験過程が報告
されており、それら方法に関する公知については、次の参考文献を参照されたい。Knorre
, D.G. et al. in Design and targeted reactions of oligonucleotide derivatives, C
RC Press, Boca Raton, Ann Arbor, London, Tokyo (1994)；Travers, A. and Buckle, M
. in DNA-Protein Interactions: A Practical Approach, Oxford University Press (20
00)；Sambrook et al. in Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd ed. 1989)；A
usubel et al.in Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New Y
ork(1989)；及びAusubel et al. in Short Protocols in Molecular Biology, John Wile
y & Sons, New York (1999)。
【０１４２】
　また、本明細書に開示する実施例を、特定標的検出システムを作製し使用する方法と関
連して参考されたい。
　少なくとも一つの標的因子を検出するための本発明によるアッセイは、典型的に、ａ)
標的因子を含むと疑われる試料と本発明によるプローブを接触させる段階；及び、ｂ)検
出温度を含むアッセイ条件下で、標的因子が存在しないときと比較して、前記特徴的シグ
ナルの大きさが変化したか確認する段階を含む。本発明において、使用されたプローブに
含まれたプローブリガンドに特異的に結合しうる受容体因子を検出するためのプローブは
、親和性プローブであり、使用されたプローブに含まれた切断部位を特異的に切断しうる
反応誘発因子を検出するためのプローブは、切断性プローブである。また、本発明におい
て、使用されたプローブに含まれた反応部位を共有結合または非共有結合にて連結する反
応を特異的に誘導しうる反応誘発因子を検出するためのプローブは、第I型連結性プロー
ブであり、プローブに含まれた反応部位を接合部位へ特異的に変換させうる反応誘発因子
を検出するためのプローブは、第II型連結性プローブである。本発明の他の例において、
特定反応誘発因子を検出するために、第II(－)型連結性プローブも考案されている。典型
的に、第II(－)型連結性プローブにおける反応誘発因子は、このプローブに含まれた反応
部位(すなわち、接合部位)を非接合性部位へ特異的に変換させる。
【０１４３】
　本発明による前記親和性プローブ及び前記反応性プローブは、受容体因子及び反応誘発
因子以外の標的因子を検出したり確認するためのアッセイにも使用可能である。そのいく
つかの特定例を、次に述べる。
　親和性プローブは、少なくとも一つの標的リガンド検出のためのアッセイにも使用され
ることができる。これらアッセイは、ａ)プローブリガンドと標的リガンドの両方に結合
しうる受容体因子の存在下で、標的リガンドを含むと疑われる試料を本発明による親和性
プローブと接触させる段階；及び、ｂ)検出温度を含むアッセイ条件下で、標的因子が存
在しないときと比較して、前記特徴的シグナルの大きさが変化するか確認する段階を含む
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。また、親和性プローブを使用するアッセイは、標的リガンドを確認するためのアッセイ
、すなわち候補標的リガンドが関心の対象となる受容体因子と結合するか否かを決定する
アッセイ、及び受容体因子とプローブリガンドの相互作用に影響を与える他の因子または
物質を検出するためのアッセイを含む。このようなアッセイは、典型的に前記関心の対象
となる受容体因子の存在下で行われる。
【０１４４】
　反応性プローブもまた、反応誘発因子でない標的因子を検出するためのアッセイで使用
されることができる。これらアッセイは典型的に、ａ)反応性プローブと特異的に相互作
用しうる反応誘発因子の存在下で、標的因子を含むと疑われる試料と本発明による反応性
プローブを接触する段階；及び、ｂ)検出温度を含むアッセイ条件下で、標的因子が存在
しないときと比較して、前記特徴的シグナルの大きさに変化があるか確認する段階を含む
。これらアッセイにおける前記標的因子は、前記反応誘発因子と前記反応性プローブとの
意図的相互作用及び／または前記プローブの意図的機能のために必要な試料内の他の要素
または物質でありうる。このような標的因子の例は、反応誘発因子の活性と密接に関連し
た補因子(cofactor)、補酵素(coenzyme)、金属イオン(metal ion)、二次基質(secondary 
substrate)及びこれらの類似体のような特定因子を含む。第I型、第II型、及び第II(－)
型連結性プローブにおいて、このような標的因子は、前記プローブに連結または接合され
て不安定化因子として作用しうるものを含む試料内の特定物質でありうる。また、反応性
プローブを使用するこれらアッセイは、当該の因子及び物質を確認するためのアッセイ、
すなわち候補因子または候補物質が前記反応誘発因子と前記プローブの相互作用に影響を
与えるか否かを決定するためのアッセイを含む。このようなアッセイは典型的に反応誘発
因子の存在下で行われる。
【０１４５】
　なお、本発明は、標的因子と認識要素間の相互作用を阻害または増強させる阻害剤また
は増強剤を検出するためのアッセイを提供する。これらアッセイは典型的に、ａ)標的因
子の存在下に候補化合物を本発明によるプローブと接触させる段階；及び、ｂ)検出温度
を含むアッセイ条件下で、候補化合物が存在しないときと比較して前記特徴的シグナルの
大きさに変化があるか確認する段階を含む。先に述べたように、前記標的因子が受容体因
子の場合、前記プローブは親和性プローブであり、前記標的因子が切断反応活性を有する
反応誘発因子であれば、前記プローブは本発明による切断性プローブである。前記標的因
子が連結反応活性を有する反応誘発因子であれば、前記プローブは第I型連結性プローブ
であり、前記標的因子が修飾反応活性を有する反応誘発因子であれば、前記プローブは第
II型または第II(－)型連結性プローブである。第I型、第II型または第II(－)型連結性プ
ローブを使用するアッセイにおいて前記接触する段階は、不安定化因子を添加することを
含む段階である。そして、前記第II型または第II(－)型連結性プローブを使用するアッセ
イにおいて前記接触する段階は、必要に応じて連結試薬(coupling reagent)を添加するこ
とを含む段階である。
【０１４６】
　本発明によって、前記標的因子と前記認識要素との相互作用を阻害したり増強させる阻
害剤や増強剤を検出するために、ほとんど大部分の化合物または化合物群をスクリーニン
グすることができる。この例には、サイトカイン(cytokine)、腫瘍抑制子(tumor suppres
sor)、抗体(antibody)、受容体(receptor)、ミューテイン(mutein)、このようなタンパク
質の断片または一部、及びアンチセンサー(antisensor)ＲＮＡまたはリボザイム(rybozym
e)のような活性ＲＮＡ分子が含まれるが、これに限定されない。スクリーニング目的のた
めの好ましい化合物は、小分子(small molecule)とも呼ばれる合成または半合成薬物であ
る。その例には、化学的化合物、ペプチド、化学的化合物とペプチドとの混合物、及び天
然物抽出物を含む。試験可能な候補阻害剤または増強剤の濃度は典型的に約０．１μＭ乃
至１００μＭであり、多くの場合においてそれ以下となる。典型的なスクリーニングでは
、約１μＭ乃至約１０μＭの濃度が好ましい。多数の候補化合物をスクリーニングする必
要がある時、約５個乃至３０個の候補抑制剤の混合物をスクリーニングの第１段階で使用
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することができる。
【０１４７】
　多様な候補化合物の集まりが知られており、これらは本発明による標的検出システムで
使用可能である。
　例えば、ヒトウイルス性病源体の知られた阻害剤の誘導体は、本発明の方法で容易に試
験することができる。これは、試験可能な多様な分子とその誘導体が開示されている米国
特許第６,４２０,４３８；６,３２９,５２５；６,２８７,８４０；６,１４７,１８８；及
び、６,０４６,１９０を参照されたい。本発明は、追加の化合物をスクリーニングするた
めに使用することができ、これは、多様な潜在的ウイルスプロテアーゼ抑制化合物が開示
されているPillay et al.(1995) Rev.Med.Virol.；インジナビル(indinavir)とＡＢＴ-５
３８を開示しているWei et al.(1995) Nature、373:117；及び、抗ヘルパス因子(anti-he
rpes agent)を開示しているHo et al.(1992) Ann.Intern.Med.113:111を参照されたい。
また、本発明の技術分野に既に知られた特定の化合物の誘導体、例えば、これに限定され
るのではないが、サキナビル(saquinavir)とその誘導体を含む誘導体も本発明によってス
クリーニングできる。
【０１４８】
　本発明による標的検出システムは、一つまたはそれ以上のプロテインキナーゼ(protein
 kinase)の調節子(modulator)を含む他の化合物の集まりと共に使用されることができる
。これら集まりには、ランダムペプチドライブラリー(random peptide libraries)とＤ-
、Ｌ-、またはＤ-及びＬ-アミノ酸からなる組み合わせ化学(combinatorial chemistry)に
より合成された分子ライブラリーが含まれることができる(Lam et al.,Nature 354:82-84
(1991)；Houghten et al.,Nature 354:84-86(1991)参照)。また、ホスホペプチドライブ
ラリー(例えば、random and partially degenerate、directed phosphopeptide librarie
s)の使用も可能である(Songyang et al.,Cell 72:767-778(1993)参照)。
　本発明は、米国特許番号第６,４６２,０６０；６,４２０,３８２；６,４６２,０３６で
公知されたような特別に用意されたキナーゼ調節子(kinase modulator)ライブラリーとの
使用も可能である。
　上述したこれらアッセイは、定性的なものでも、定量的なものでも良い。定量的なアッ
セイは、本発明の属する技術分野で知られたアッセイを使用することができる。例えば、
試料の特徴的シグナルを、段階別に希薄された標準標的因子溶液のシグナルと比較すると
良い。また、測定を、時間の関数としても良く、陰性対照群及び／または陽性対照群の測
定値と比較して行っても良い。
【０１４９】
　詳細に述べたように、本発明によるプローブは、非相互作用性ラベル、インターカレー
ト染色剤、または相互作用性ラベル対からなる群より選らばたれ少なくとも一つの検出可
能なラベルを有することができる。また、本発明によるプローブは、三分子、二分子、ま
たは単分子プローブでありうる。さらに、本発明によるプローブは、非競合的または競合
的方式のものでありうる。このようなプローブはいずれも上述したアッセイで使用するこ
とができる。具体的に、もし、前記プローブが、検出可能なラベルとして非相互作用性ラ
ベルまたはインターカレート染色剤を有しており、かつ、固定化していないと、前記確認
する段階は、ハイブリダイズした種とハイブリダイズしていない種を大きさの関数として
分離する段階を含む。もし、非相互作用性ラベルまたはインターカレート染色剤を有する
前記プローブが固定化したプローブであれば、前記確認する段階は、プローブまたはその
構成要素が固定化している支持体から、結合していない種を除去するための洗浄段階を含
む。もし、前記プローブが、検出可能なラベルとして相互作用性ラベル対を有していると
、前記アッセイは、均一アッセイ(homogeneous assay)であっても、不均一アッセイ(hete
rogeneous assay)であっても良いが、均一アッセイがより好ましい。非常に小さい量の標
的因子を検出するためにシグナル増幅方法が必要とされる時には、前述した酵素ラベルが
好ましいが、一般的に最も好ましい相互作用性ラベル対は、蛍光体と消光体対または発光
体と消光体対のようなＦＲＥＴ対またはこれに類似するものである。
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【０１５０】
　相互作用性ラベル対を有するプローブは、組織または細胞の破壊無しで組織または細胞
の内部または外部で標的因子を検出したり、阻害剤または増強剤をスクリーニングするた
めのin situまたはin vivoアッセイで特に有用である。過量のプローブを洗浄または分離
過程無しで使用することが可能であり、一部の実施形態では大きい背景シグナルの発生無
しで使用することが可能なので、本発明によるin situまたはin vivoアッセイは特に有用
である。in situまたはin vivoアッセイのためには、相互作用性ラベル対を有する、好ま
しくは蛍光体と消光体対または発光体と消光体対を相互作用性ラベル対として有する単分
子プローブが最も好ましいプローブである。in situまたはin vivoアッセイとスクリーニ
ングにおいて、前記接触する段階は、使用されるプローブ(等)と必要な場合に他の因子を
、試験しようとする組織または細胞を含む試料に添加したり、または細胞に導入すること
を含む。前記他の因子の例には、候補化合物、受容体因子、反応誘発因子、不安定化因子
、受容体因子をコードしているベクトル、反応誘発因子として作用する酵素をコードする
ベクトルなどがある。本発明によるin situまたはin vivoアッセイにおいて、前記プロー
ブと前記他の因子は、細胞内部に知られた方法を用いて導入されることができる。この導
入する方法の例は、リポソーム(liposome)でプローブと他の因子をカプセル化して包むか
、または細胞膜を、前記プローブと前記他の因子に対して透過性を持つようにしたり多孔
性化して導入する方法がある。マイクロインジェクション(microinjection)方法は特に単
一細胞を研究するのに有用であるが、特に、細胞の成長段階または多様なストレスや誘導
シグナルに対する感応に従う時間の関数として研究するのに有用である。
【０１５１】
　本発明による前記in situまたはin vivoアッセイは、“生体染色(vital staining)”、
すなわち、生きた細胞または組織の特定構成成分を、細胞を殺さずに染色することを含む
。このようなアッセイは、特定組織または生きた個体内で、または細胞の集団または混合
物内で細胞の類型を確認するか、時には計数するのに使用されることができる。本発明に
よるin vivoアッセイは、多様な生きた細胞の内部または外部に存在するか、生きた細胞
内部の細胞内小器官に存在する特定標的因子の位置を決定するのに特に有用である。本発
明によるプローブは、前記標的因子の細胞間または細胞内位置だけでなく、前記標的因子
と前記認識要素間の相互作用活性を同時に相互連関した方式で報知することができる。こ
のような特徴は、ラベルされた受容体またはリガンド分子を使用する通常の染色法に比べ
て特に有利な長所を提供するが、その理由は、誤判定をほとんど生じさせなく、かつ、関
心の対象となる前記標的因子についてのより詳細な情報が得られるようにするためである
。特に、興味深いin vivoアッセイは、認識要素として標的配列(targeting sequence)を
有するプローブを使用するアッセイである(トランジットペプチド(transit peptide)も前
記標的配列の例に含まれる。)。標的配列は、様々な細胞類型への細胞間位置移動または
多様な細胞内小器官への細胞内位置移動が起こるようにするものとして知られている。こ
のような位置移動(translocation)過程には、特定分子的物質が標的配列に結合したり、
時には標的配列の切断のような処理過程が起こるとされている。本発明によるプローブを
使用することによって、前記位置移動過程中の標的配列の相互作用だけでなく、細胞の内
部または外部での前記プローブと前記標的因子の位置を表示し報知することが可能である
。例えば、本発明によって、２対の相異なるＦＲＥＴラベル対を有する競合的方式の特定
プローブを、プローブの立体構造が第１または第２ハイブリダイズした立体構造のいずれ
かにあるかによって、相異なる検出可能なシグナル(例えば、相異なる波長の蛍光シグナ
ル)を生成しうるように製造することができる。同じ目的のために、他の例において、波
長可変型ＦＲＥＴラベル対を持つ非競合的方式の特定プローブが製造されることができる
。上述したように、消光体部分が他の蛍光体であれば、好ましくは蛍光体部分よりも長い
蛍光波長を有する他の蛍光体であれば、前記プローブから発生する蛍光の波長が前記プロ
ーブの立体構造によって変わることができる。このような波長可変型プローブの使用は、
細胞内における前記プローブの位置と標的因子とプローブ認識要素との相互作用を独立し
てモニタすることを可能にする。
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【０１５２】
　本発明によるプローブは、多様な高速アッセイ及び高速スクリーニングで使用するのに
非常に適している。例えば、本発明のプローブは、Caliper Technologies Corp.とAgilen
t Technologies Inc.で作製するものを含むマイクロフルイディクスラブオンチップ(micr
ofluidic Lab-on-a-chips)に使用するのに適している。このようなラブオンチップ装置は
、典型的に電気泳動的分離と光学的(吸収または放射)検出可能に製作されている。これは
、Kennedy,C.B. U.S.Pat No.５,８８５,４７０；Parce,J.W.et al. U.S.Pat.No.５,８８
５,４７０；及び、Parce,J.W.et al. U.S.Pat.No.５,９４２,４４３を参照されたい。し
たがって、非相互作用性または相互作用性のラベルとして光を発生したり吸収するラベル
を有する本発明のプローブは、標的因子の存在または非存在を報知したり表示する当該の
装置と共に最も好ましく使用されることができる。本発明のプローブに具現されている標
的因子とプローブとの相互作用による立体構造的変化は、通常、電気泳動的性質の変化に
つながるが、これは、光を発生したり吸収するラベルを検出手段としてラブオンチップで
容易に検出可能である。
【０１５３】
　高速アッセイと高速スクリーニングにおいて本発明のプローブを用いる他の例には、バ
イオチップがあるが、これに限定されない。このバイオチップは典型的に固定化したプロ
ーブ分子を使用するが、その例には、免疫-検出マイクロチップ(Cohen,C.et al.(1999)；
Sato,K.et al.(2000)参照)のようなタンパク質チップがある。本発明によるほとんど大部
分の類型の固定化したプローブが、このような高速バイオチップ装置とアッセイに使用す
るのに適している。本発明のプローブは、固定化及び非固定化方式のものともＥＬＩＳＡ
方法を含んだマイクロタイターウェル(microtiter well)基盤のアッセイと高速装置に使
用するのに非常に適している。これは、Bosworth,N. and Towers,P.(1989)；Pope,A.J.et
 al.(1999)を参照されたい。
【０１５４】
　なお、本発明は、上述したアッセイを行うために使用されるキットを提供する。本発明
によるキットは、典型的に、本発明による少なくとも一つのプローブと、アッセイを行う
上で必要な説明書とを含む。これらアッセイは、少なくとも一つの標的因子または標的リ
ガンドを検出するか、あるいは、少なくとも一つの標的因子と認識要素との相互作用を阻
害したり増強する阻害剤または増強剤を検出することでありうる。当該キットは、塩、緩
衝溶液、ヌクレアーゼ(nuclease)阻害剤、酵素の基質または酵素が連結されたラベル(enz
yme-coupled label)、受容体因子、反応誘発因子、受容体因子をコードするベクトル、反
応誘発因子として作用する酵素をコードするベクトル、及び連結試薬からなる群より選ば
れる一つまたはそれ以上の試薬を含むことができる。本発明によるin situまたはin vivo
アッセイとスクリーニングにおいて、当該キットは、プローブと他の因子を細胞内に導入
するのに必要な構成成分を含むことができるが、この細胞内に導入するのに必要な構成成
分は透過誘導因子(permeabilizing agent)またはリポソーム前駆体(liposome precursor)
から選ばれる。
【０１５５】
　本発明による検出キットは、一般に、少なくとも一つの本発明の標的検出システムを含
むが、この標的検出システムは、少なくとも一つの本発明によるプローブと一つまたはそ
れ以上のアッセイを行う上で必要な説明書とを含む。また、キットは、塩、緩衝溶液、ヌ
クレアーゼ阻害剤、制限酵素(restrictioen ezyme)、及び変性剤(denaturant)のような検
出試薬を含むことができる。キットは、陽性対照群試験のための標的物またはモデル標的
物と、陰性対照群試験のための標的物がない試料とを含むことができる。
　産業廃棄物処分場のような現場で使用するのに適するキットもまた、本発明によって提
供される。本発明のこのような例において、当該キットは、多くの場合において、ビーズ
(bead)、ウェル(well)、またはディップスティック(dipstick)などの固体支持体に作動可
能に連結されたプローブを使用するように作られた標的物検出システムを好ましく含む。
試料内に存在する知られた標的物にハイブリダイズする陽性対照群プローブを含めて複数
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のプローブが当該キットに含まれても良い。
【０１５６】
　本発明による“プリプローブ(pre-probe)”と、これらプリプローブを含むキットは、
通常の合成技術を用いて本明細書に記述するほとんど大部分のプローブを作製するのに使
用されることができる。典型的に、当該プリプローブは作動可能に連結された時、前述し
た非競合的または競合的方式の核酸ベースのシグナルトランスデューサーとして作動しう
る１または２対の実質的に相補的な核酸配列を含む。大部分の実施形態において、この核
酸配列は、適宜の位置に連結された一つまたはそれ以上の連結子として作用する反応基を
有するが、この反応基は、認識要素を連結したり、時には検出可能なラベルまたは他の構
成成分を連結するのに使用される。一部の実施形態において、当該プリプローブは、少な
くとも一つの連結子をさらに含んでも良いが、この連結子の例は、特に切断性プローブ方
式で必要な一つまたはそれ以上の切断部位を有する連結子を含む。典型的に、前記連結子
は、通常の化学的または生化学的連結方法を用いて共有結合または非共有結合にて、核酸
配列に含まれた反応基に連結されうる少なくとも一つの反応基を有する。上述の如く、こ
の反応基の例は、ヒドロキシル(hydroxyl)、カルボキシル(carboxyl)、アミノ(amino)、
スルフヒドリル(sulfhydryl)、アルデヒド(aldehyde)、リン酸(phosphate)、アルキルア
ミノ(alkyl amino)、ヒドロキシルアルキル(hydroxy alkyl)、アルキルリン酸(alkyl pho
sphate)、及びこれらの類似体を含む。追加的にそして必要に応じて、当該プリプローブ
は、異なる長さまたは異なる個数の相補的塩基対を有する一連の対象配列または相補配列
からなる追加的な核酸配列をさらに含むことができる。この追加的な核酸配列は、認識因
子と望む標的因子とが相互作用するのに適する条件に合せるために、プローブの作動条件
、特に検出温度を最適化する必要がある場合に特に有用である。前記プリプローブを含む
好ましいキットは、このプリプローブを望む親和性または反応性プローブへ変換させるた
めの手段及び説明書を含む。
【０１５７】
　このキットに含まれるプローブは、本発明によって支持体に連結された固定化したプロ
ーブであっても良い。好ましい実施形態において、前記キットは、異なる標的因子を有し
、同一の支持体のあらかじめ定められた位置に固定化された少なくとも一つの追加的な本
発明によるプローブをさらに含むことができる。異なる標的因子を有する複数の固定化し
たプローブを持つこのような類型のキットは、複数の標的因子に対する高速検出または複
数の標的因子に対する阻害剤または増強剤の高速スクリーニングにおいて非常に有用であ
る。さらに他の好ましい実施形態において、固定化したプローブを含む前記キットは、同
じ標的因子を有し、同一の支持体のあらかじめ定められた異なる位置に固定化された少な
くとも一つの追加的な本発明による固定化したプローブをさらに含むことができる。同一
の標的因子を有する複数の固定化したプローブを持つこの類型のキットは、特定標的因子
に対する阻害剤または増強剤の高速スクリーニングに非常に有用である。
　なお、本願明細書で言及されたあらゆる文献は、参考として本願明細書に組み込まれる
。
【０１５８】
　以下、下記の実施例に挙げて本発明をより詳細に説明する。ただし、下記の実施例は、
本発明の理解を助けるためのもので、本発明の範囲を制限するためのものではない。
【０１５９】
実施例：実験材料
　実施例１～１０に使用されたオリゴヌクレオチド(oligonucleotide)は、QIAGEN Operon
(CA、USA)とBioneer(大田、韓国)で購入したし、実施例１１～２１に使用されたものは、
Expedite 8909 ＤＮＡ合成器(Perceptive Biosystems、MA、USA)を使って合成した。オリ
ゴヌクレオチドの核酸配列は配列リストに示されており、核酸配列に含まれている修飾ヌ
クレオチドの構造は、図２３及び図２４に示す。
　実施例１～９において、各オリゴヌクレオチドストック溶液(stock solution)は、ＴＥ
緩衝溶液(100mM NaCl、10mM Tris、1mM EDTA、pH7.5)に１００μＭ濃度で用意した。検出
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の結果は、非変性条件(non-denaturing condition)でBio-Rad(CA、USA)で購入した“１５
％ acrylamide TBE Read-gel”を使用して０．５ｘＴＢＥ(45mM Tris-borate、1mM EDTA)
緩衝溶液内で電気泳動にて確認した。ストレプトアビジン(streptavidine、SA)とヤギの
抗ビオチン抗体(goat anti-biotin antibody、AB)はPierce(IL、USA)で、抗ジゴキシン抗
体(anti-digoxin antibody、AD)はSigma-Aldrich(MO、USA)でそれぞれ購入した。ストレ
プトアビジンとこれら抗体は、ＳＴＥ緩衝溶液または脱イオン水にそれぞれ２．５と２．
０mg/mlの濃度で溶解した。
　実施例９及び１０の固定化したプローブを用意するのに使用されたストレプトアビジン
でコーティングされたマイクロウェルプレート(microwell plate)は、Pierceで購入した
。実施例１０に使用された塩基性ホスファターゼが連結された抗フルオレセイン検出キッ
ト(alkaline phosphatase-linked anti-fluorescein detection kit)は、Amersham Biosc
iences(NJ、USA)で購入した。
【０１６０】
　実施例１１～２１で使用されたオリゴヌクレオチド及びプローブを合成するために使用
された修飾ヌクレオチド及びＣＰＧ支持物を含むホスホラミダイト単量体(phosphoramidi
te monomer)は、Glen Research(VA、USA)で購入した。実施例２１で使用された試薬と材
料は、次のように購入した。ＭＢＳ(m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester)
はPierce(IL、USA)で、ペプチドはPeptron Co.(大田、韓国)で購入した。セファデックス
Ｇ-２５(Sephadex G-２５)はAmersham Bioscience(Uppsala、Sweden)で、ＰＫＣ(プロテ
インキナーゼ C、protein kinase C)はCalbiochem(CA、USA)で、抗ホスホスレオニン単一
クローン抗体(anti-phosphothreonine monoclonal antibody)とスタウロスポリン(stauro
sporin)はSigma-Aldrich(MO、USA)で購入した。
【０１６１】
実施例１．ビオチンが連結された二分子プローブを用いたストレプトアビジンの検出のた
めのアッセイ
　受容体因子であるストレプトアビジン(ＳＡ)を検出するために、プローブリガンドとし
てビオチンを有する二分子親和性プローブが使用された。本実施例に使用された二分子プ
ローブは、第１対象配列とプローブリガンドであるビオチンとを含む対象オリゴヌクレオ
チドＯＢ１-３９B(配列番号:１２３)と、第１相補配列と蛍光ラベルであるフルオレセイ
ン(fluorescein)とを含む第１相補オリゴヌクレオチドＣＭ１*(配列番号:１２４)とから
構成されている。プローブリガンドは、対象オリゴヌクレオチドの３９番目ヌクレオチド
(チミジン、thymidine)と共有結合で連結されている(ビオチンが連結されたチミジンの構
造は図２３Ａを参照されたい)。フルオレセインは、第１相補オリゴヌクレオチドの１番
目ヌクレオチド(グアノシン、guanosine)にリンカーを介して連結されている(リンカーを
有するフルオレセインの構造は図２３Ｂを参照されたい)。
　４種類の検出溶液は、表４にまとめた組成に従って用意したし、ストレプトアビジンが
プローブリガンドに結合できるように、常温で１時間培養した。その結果を、非変性条件
(non-denaturing conditions)で電気泳動にて検出した。図２５に示すように、ストレプ
トアビジンが存在しないときには第１対象オリゴヌクレオチドと第１相補オリゴヌクレオ
チドとがハイブリダイズすることで、第１ハイブリダイズした二重鎖が形成される(レー
ン２のバンドＭ)。ハイブリダイズしていない第１相補オリゴヌクレオチドに対する極め
て弱いバンドが観察されたが(レーン２のバンドＬ)、これは、ストレプトアビジンが存在
しないときに、検出温度を含むアッセイ条件で第１ハイブリダイズした二重鎖が熱力学的
に安定しているということを表す。ストレプトアビジンの存在下で、ストレプトアビジン
のプローブリガンドへの結合は、第１ハイブリダイズした二重鎖を不安定化させ、第１ハ
イブリダイズした二重鎖が解離する結果を招く。これは、解離した第１相補オリゴヌクレ
オチドＣＭ１*に該当する低質量バンドの強度が増加されること(レーン３及び４のバンド
Ｌ)と、ストレプトアビジンと複合体を形成した第１ハイブリダイズした二重鎖に該当す
る高質量バンドが現れること(レーン３及び４のバンドＨ)で証明される。レーン３及び４
の高質量領域で観察される多数のバンドは、ストレプトアビジンが４個のビオチン結合部
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位を有しているためである。
　このような類型の二分子プローブにおいて、標的因子の存在は、解離した第１相補配列
または第１ハイブリダイズした二重鎖と連合しているラベルの特徴的シグナルを測定する
ことによって検出される。第１ハイブリダイズした二重鎖からのシグナル検出は、実施例
９におけるように対象オリゴヌクレオチドが支持体に固定化されている時に特に有用であ
る。実施例１に使用される検出溶液の組成(単位:μl)を表４に示す。
【０１６２】
【表４】

【０１６３】
実施例２．無塩基ヌクレオチド(abasic nucleotide)を有するビオチンが連結された二分
子プローブを用いたストレプトアビジンの検出のためのアッセイ
　受容体因子であるストレプトアビジン(ＳＡ)を検出するために、実施例１で使用された
ものと類似な二分子親和性プローブが使用された。本実施例に使用された二分子プローブ
は、第１対象配列及びプローブリガンドであるビオチンを含む対象オリゴヌクレオチドＯ
Ｂ２-３９B(配列番号:１２５)と、第１相補配列及び蛍光ラベルであるフルオレセインを
含む第１相補オリゴヌクレオチドＣＭ２*(配列番号:１２６)とから構成されている。プロ
ーブリガンドは、対象オリゴヌクレオチドの３９番目無塩基ヌクレオチド(abasic nucleo
tide)に共有結合で連結されている(ビオチンが連結された無塩基ヌクレオチドの構造は図
２３Ｃを参照されたい)。無塩基ヌクレオチドの存在によって、実施例１で使用されたプ
ローブとは違い、第１対象配列と第１相補配列とのハイブリダイゼーションにおいて一つ
の誤った一致(または、不一致)が存在する。フルオレセインは、第１相補オリゴヌクレオ
チドの１番目ヌクレオチド(グアノシン、guanosine)に連結されている(リンカーを有する
フルオレセインの構造は図２３Ｂを参照されたい)。
【０１６４】
　実施例１におけると同様に、４種類の検出溶液は表５にまとめた組成に従って用意した
し、ストレプトアビジンがプローブリガンドに結合しうるように常温で１時間培養した。
その結果は、電気泳動にて分析した。図２６に示すように、ストレプトアビジンが存在し
ないときには、第１対象オリゴヌクレオチドと第１相補オリゴヌクレオチドとがハイブリ
ダイズすることで、第１ハイブリダイズした二重鎖が形成される(レーン２のバンドＭ)。
また、ハイブリダイズしていない第１相補オリゴヌクレオチドが実施例１に比べて高い強
度で観測される(レーン２のバンドＬ)。これは、第１対象配列と第１相補配列間のハイブ
リダイゼーションに存在する不一致に起因する。ストレプトアビジンの存在下で、ストレ
プトアビジンのプローブリガンドへの結合は第１ハイブリダイズした二重鎖を不安定化さ
せ、第１ハイブリダイズした二重鎖が解離する結果を招く。これは、解離した第１相補オ
リゴヌクレオチドＣＭ２*に該当する低質量バンドの強度が増加されること(レーン３及び
４のバンドＬ)と、ストレプトアビジンと複合体を形成した第１ハイブリダイズした二重
鎖に該当する高質量バンドが現れること(レーン３及び４のバンドＨ)で証明される。受容
体因子の結合に伴う、解離した第１相補オリゴヌクレオチドの量の変化は、実施例１で使
用されたプローブにおいて観察されたものに比べて少なかった。これは、本実施例におけ
るようにプローブリガンドが無塩基ヌクレオチドに連結された時には、不安定化効果が相
対的に弱くなるということを示す。実施例２に使用される検出溶液の組成(単位:μl)を表
５に示す。
【０１６５】
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【表５】

【０１６６】
実施例３．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する単分子プローブを用い
たストレプトアビジンの検出のためのアッセイ
　受容体因子であるストレプトアビジン(ＳＡ)を検出するために、ビオチンをプローブリ
ガンドとする２種類の単分子親和性プローブＵＰ１-３４Ｂ(配列番号:１２７)とＵＰ２-
６B／３６B(配列番号:１２８)が使用された。前記単分子親和性プローブＵＰ１の概略は
、図１８に示す。ＵＰ１は、ビオチンが連結されたチミジン(thymidine)を３４番位置に
有しており、ＵＰ２はビオチンが連結されたチミジン二つを６番と３６番の位置に有して
いる(ビオチンが連結されたチミジンの構造は図２３Ａを参照されたい)。各単分子プロー
ブは、蛍光体のフルオレセインと消光体のＤＡＢＣＹＬ(4-(4'-dimethylaminophenylazo)
benzoic acid)とから構成された相互作用性ラベル対を有しているが、これらはそれぞれ
、５'及び３'末端にリンカーを介して共有結合で連結されている。リンカーを有するフル
オレセイン及びＤＡＢＣＹＬの構造は、それぞれ図２３Ｂ及び図２３Ｄに示す。ＵＰ１と
ＵＰ２は、受容体因子が存在しないときに、５'と３'末端領域の間でそれぞれ６個及び７
個のハイブリダイズした塩基対を有するステム二重鎖(stem duplex)を形成し、ステム-ル
ープ(stem-loop)構造を有するハイブリダイズした立体構造となるように考案された。５'
と３'末端領域が、第１対象配列及び第１相補配列として作用する。ステム-ループ構造が
形成されると、蛍光体部分が消光体部分と近接して位置するようになり、両ラベル部分間
に効果的な相互作用が起こる。したがって、ステム二重鎖が解離し、蛍光体部分が消光体
部分から遠くに位置するようになる解離した立体構造に比べて、プローブから生成される
蛍光の強度が減少する。ループ領域に相補的なことからループ領域へのハイブリダイゼー
ションがステム二重鎖を解離させるループ結合オリゴヌクレオチドＬＢ１(配列番号１２
９)を対照群として使用した。
【０１６７】
　検出溶液は、表６にまとめた組成に従って用意したし、氷で１時間培養した後、電気泳
動にて分析した。図２７に示すように、ストレプトアビジンが存在しないときには単分子
プローブの大きさに該当する位置で弱い蛍光が観察された(ＵＰ１はレーン１のバンドＬ
、ＵＰ２はレーン５のバンドＬ)。これは、両プローブともステム-ループ構造を形成し、
消光体が近づいて蛍光体を效果的に消光させたことを示す。ストレプトアビジンの存在下
において高質量領域で強い蛍光が検出されたが(ＵＰ１はレーン２及び３のバンドＨ、Ｕ
Ｐ２はレーン６及び７のバンドＨ)、これは、ストレプトアビジンがプローブリガンドに
結合してステム二重鎖の解離を招くということを示す。上記の実施例におけるように、高
質量領域で見出される複数のバンドは、ストレプトアビジンに多数の結合部位が存在する
ためである。受容体因子の結合に伴う不安定化効果によるステム二重鎖の解離は、増加さ
れた蛍光により証明される。受容体因子の結合によってステム二重鎖が解離し、前記単分
子プローブが、蛍光体が消光体から遠く離れて位置する解離した立体構造を有するように
なり、これにより、増加された蛍光が放出される。レーン４及び８は、ループ結合オリゴ
ヌクレオチドＬＢ１を単分子プローブと混合した時に得られた結果である。ＬＢ１が前記
単分子プローブのループ領域と結合することで、解離した立体構造を有する単分子プロー
ブが形成される。ストレプトアビジンの存在下で観察された蛍光強度の増加が、ループ結
合オリゴヌクレオチドの存在下で得られた結果と似ているという事実は、ストレプトアビ
ジンが前記単分子プローブのステム二重鎖を強く不安定化させたということを意味する。
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　本実施例で得られた結果は、蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を使用する
時、電気泳動分離過程無しで単に蛍光の強度を測定するだけで受容体因子の存在を検出で
きるということを示唆する。したがって、本実施例は、本発明による少なくとも一つの相
互作用性ラベル対を有するプローブが、標的因子を検出するための均一及び不均一アッセ
イに使用されることができるということを例証する。実施例３に使用される検出溶液の組
成(単位:μl)を表６に示す。
【０１６８】
【表６】

【０１６９】
実施例４．第１対象配列に接合されたプローブリガンドを有する三分子プローブを使用し
たストレプトアビジンの検出のためのアッセイ
　第１対象配列に接合されたプローブリガンド(ビオチン)を有する三分子親和性プローブ
が、受容体因子であるストレプトアビジンを検出するために使用された。本実施例に使用
された三分子プローブの概略は、図１３に示す。この三分子プローブは第１及び第２対象
配列と第１対象配列に接合されたプローブリガンドとを含む第１対象オリゴヌクレオチド
ＯＢ１-３９B(配列番号:１２３)、第１対象配列に相補的な第１相補オリゴヌクレオチド
ＣＭ１(配列番号:１３０)、及び第２対象配列に相補的な第２相補オリゴヌクレオチドＣ
Ｍ３*(配列番号:１３１)から構成されている。プローブリガンドは、第１対象オリゴヌク
レオチドの３９番目ヌクレオチドであるチミジン(thymidine)に共有結合で連結されてい
る(ビオチンが連結されたチミジンの構造は図２３Ａを参照されたい)。第２相補オリゴヌ
クレオチドＣＭ３*は、１番目ヌクレオチドであるシチジン(cytidine)にリンカーを介し
て共有結合で結合された蛍光ラベル、つまりフルオレセインを有している(リンカーを有
するフルオレセインの構造は図２３Ｂを参照されたい)。
【０１７０】
　第１及び第２対象配列が重複領域を共有しているので、このプローブでは二つの相補オ
リゴヌクレオチドＣＭ１とＣＭ３*が競合的に対象オリゴヌクレオチドとハイブリダイズ
する。第１対象配列と第１相補配列間の第１ハイブリダイズした二重鎖は、第２対象配列
と第２相補配列間の第２ハイブリダイズした二重鎖よりも二つ多い相補的塩基対を有して
いるので、受容体因子が存在しないときに、第１ハイブリダイズした二重鎖が優先的に形
成される。本発明の好ましい実施形態によって第２対象配列でなく第１対象配列にプロー
ブリガンドが連結されたことに注目すべきである。これが、差等不安定化(differential 
destabilization)を招く。すなわち、受容体因子のプローブリガンドへの結合が、第１ハ
イブリダイズした二重鎖には強い不安定化を招き、第２ハイブリダイズした二重鎖には弱
い不安定化を招いたり不安定化を招かないようにする。
【０１７１】
　検出溶液は、表７の組成に従って用意し、常温で１時間培養した後、電気泳動にて分析
した。図２８に示すように、ストレプトアビジンが存在しないときには、第１相補オリゴ
ヌクレオチドＣＭ１が優先的に対象オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするので、大部
分の第２相補オリゴヌクレオチドＣＭ３*がハイブリダイズしていないままで残るように
なる(例えば、レーン３及び４のバンドＬとレーン１のバンドＬを比較すること)。レーン
２に示す対照群実験は、バンドＭが現れ、レーン３及び４に比べてレーン２のバンドＬの
強度が減少することから証明される如く、第１相補オリゴヌクレオチドが存在しないとき
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に、第２相補オリゴヌクレオチドが対象オリゴヌクレオチドと效果的にハイブリダイズす
るということを証明する。図２８のレーン５及び６に示すように、ストレプトアビジンの
存在下でストレプトアビジンと複合化された第２ハイブリダイズした二重鎖に該当する高
質量バンド(バンドＨ)が現れ、ハイブリダイズしていない第２相補オリゴヌクレオチド(
バンドＬ)の強度は、ストレプトアビジンが存在しないときに比べて格段に減少する。こ
の観察結果は、ストレプトアビジンの結合が、第２ハイブリダイズした二重鎖よりも第１
ハイブリダイズした二重鎖をより強く不安定化させるということを意味する。したがって
、受容体因子の存在下では、第１相補オリゴヌクレオチドに比べて第２相補オリゴヌクレ
オチドが対象オリゴヌクレオチドに優先的に結合し、これにより、ストレプトアビジンと
複合化された第２ハイブリダイズした二重鎖を多量に形成する結果を招くようになる(レ
ーン５及び６のバンドＨ)。ハイブリダイズしていない第２相補オリゴヌクレオチド(レー
ン５及び６のバンドＬ)に対して観察された大きな量的減少もまた、このような説明と一
致する。レーン５及び６のバンドＬの強度がレーン２に比べて相対的に高いという事実は
、ストレプトアビジンのプローブリガンドへの結合が、第１ハイブリダイズした二重鎖を
不安定化させることに比べては弱いが、第２ハイブリダイズした二重鎖を不安定化させる
ということを示す。
【０１７２】
　第１及び第２相補配列のうち少なくとも一つに接合された少なくとも一つの非相互作用
性ラベルを有するこのような類型の三分子プローブを用いると、ハイブリダイズした二重
鎖またはハイブリダイズしていない配列と連合しているラベルから発生する特徴的シグナ
ルを測定することによって、標的因子の存在を検出することができる。ハイブリダイズし
た二重鎖から出力されるシグナルを検出することが、実施例９におけるように対象オリゴ
ヌクレオチドが支持体に固定化されている時には特に有用である。
　この類型の三分子プローブは、実施例１及び２の二分子プローブに比べて有利な長所を
有する。この類型の三分子プローブに内在する差等不安定化効果から、受容体因子の存在
または非存在によって第１及び第２相補配列がハイブリダイゼーション過程において差等
的に競合するようになる。例えば、本実施例で使用されたプローブでは、受容体因子が存
在しないときには第１ハイブリダイズした二重鎖が優先的に形成され、受容体因子が存在
するときには第２ハイブリダイズした二重鎖が優先的に形成される。受容体因子が存在す
るとき、受容体の結合による第１ハイブリダイズした二重鎖の解離は、第２相補配列の優
先的ハイブリダイゼーションの助けを受けることができるので、差等不安定化によるこの
ような差等競合は、実施例１及び２で使用した二分子プローブに比べて増加されたシグナ
ルが現れるようにする。実施例４に使用される検出溶液の組成(単位:μl)を表７に示す。
【０１７３】
【表７】

【０１７４】
実施例５．第１相補配列に接合されたプローブリガンドを有する三分子プローブを使用し
たストレプトアビジンの検出のためのアッセイ
　受容体因子であるストレプトアビジンを検出するために、第１相補配列に接合されたプ
ローブリガンド(ビオチン)を有する三分子親和性プローブを使用した。この三分子プロー
ブは、第１及び第２対象配列を含む第１対象オリゴヌクレオチドＯＢ１(配列番号:１３２
)、第１対象配列に相補的であり、プローブリガンドを有する第１相補オリゴヌクレオチ
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ドＣＭ１-４Ｂ(配列番号:１３３)、及び第２対象配列に相補的な第２相補オリゴヌクレオ
チドＣＭ３*(配列番号:１３１)から構成されている。プローブリガンドは、第１相補オリ
ゴヌクレオチドの４番目ヌクレオチドに共有結合で連結されている(ビオチンが連結され
たチミジンの構造は図２３Ａを参照されたい)。第２相補オリゴヌクレオチドは、１番目
ヌクレオチドであるシチジン(cytidine)にリンカーを介して共有結合で結合された蛍光ラ
ベルを有している(リンカーを有するフルオレセインの構造は図２３Ｂを参照されたい)。
【０１７５】
　実施例４で使用されたプローブにおけると同様に、二つの相補オリゴヌクレオチドＣＭ
１-４ＢとＣＭ３*が、対象オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするために競合する。し
かし、プローブリガンドが第１相補配列に連結されているので、単に第１ハイブリダイズ
した二重鎖のみが不安定化効果の影響下にあることになる。受容体の結合による第１ハイ
ブリダイズした二重鎖の不安定化は、第２ハイブリダイズした二重鎖が優先的に形成され
る結果を招く。
　上記の実施例におけると同様に、検出溶液は表８の組成に従って用意し、常温で１時間
培養した後、電気泳動にて分析した。図２９Ａに示すように、ストレプトアビジンが存在
しないときには、第１ハイブリダイズした二重鎖が優先的に形成され、大部分の第２相補
オリゴヌクレオチドがハイブリダイズしていないままで残るようになる(レーン３のバン
ドＬ参照)。レーン２に示すように、第１相補オリゴヌクレオチドが存在しないときには
、第２相補オリゴヌクレオチドが対象オリゴヌクレオチドと效果的にハイブリダイズする
(レーン２のバンドＭ)。ストレプトアビジンの存在下で、第２ハイブリダイズした二重鎖
が優先的に形成され(レーン４及び５のバンドＭ)、ハイブリダイズしていない第２相補配
列の強度は減少した。これは、受容体の結合による第１ハイブリダイズした二重鎖の不安
定化に起因する。
【０１７６】
　図２９Ｂは、エチジウムブロマイド(ethidium bromide)染色から得られた結果である。
検出可能なラベルが連合していないので、図２９Ａでは目視できなかった、ストレプトア
ビジンが存在しない時の第１ハイブリダイズした二重鎖の優先的形成が観察された(レー
ン３のバンドＭ)。レーン４及び５のバンドＨは、ストレプトアビジンと複合化された第
１ハイブリダイズした二重鎖に該当し、これは、図２９Ａでは目視できなかった。レーン
４及び５のバンドＭは、第２ハイブリダイズした二重鎖に該当し、これは図２９Ａでも目
視できた。実施例５で使用される検出溶液の組成(単位:μl)を表８に示す。
【０１７７】
【表８】

【０１７８】
実施例６．第１対象配列及び第１相補配列の両方に接合されたプローブリガンドを有する
三分子プローブを使用したストレプトアビジン検出のためのアッセイ
　第１対象及び第１相補配列に接合された二つのプローブリガンド(ビオチン)を有する三
分子親和性プローブが、受容体因子であるストレプトアビジンを検出するために使用され
た。この三分子プローブは、第１及び第２対象配列とプローブリガンドを含む第１対象オ
リゴヌクレオチドＯＢ１-３９B(配列番号:１２３)、第１対象配列に相補的な第１相補オ
リゴヌクレオチドＣＭ１-４Ｂ(配列番号:１３３)、及び第２対象配列に相補的な第２相補
オリゴヌクレオチドＣＭ３*(配列番号:１３１)から構成されている。プローブリガンドの



(85) JP 2010-99090 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

うち一つは、第１対象オリゴヌクレオチドの３９番目ヌクレオチドであるチミジン(thymi
dine)に、残り一つは第１相補オリゴヌクレオチドの４番目ヌクレオチドであるチミジン
に共有結合でそれぞれ連結されている(ビオチンが連結されたチミジンの構造は図２３Ａ
を参照されたい)。第２相補オリゴヌクレオチドは、１番目ヌクレオチドであるシチジン(
cytidine)にリンカーを介して共有結合で結合された蛍光ラベル、つまりフルオレセイン
を有している(リンカーを有するフルオレセインの構造は図２３Ｂを参照されたい)。
【０１７９】
　上記の実施例と同様に、検出溶液は表９の組成に従って用意し、常温で１時間培養した
後、電気泳動にて分析した。図３０に示すように、ストレプトアビジンが存在しないとき
には、第１ハイブリダイズした二重鎖が優先的に形成され、大部分の第２相補オリゴヌク
レオチドはハイブリダイズしていないままで残るようになる(レーン２及び３のバンドＬ
参照)。レーン１のバンドＭに示すように、第１相補オリゴヌクレオチドが存在しないと
きには第２相補オリゴヌクレオチドが效果的にハイブリダイズする。ストレプトアビジン
存在下では、第２ハイブリダイズした二重鎖が優先的に形成され(レーン４～６のバンド
Ｈ)、ハイブリダイズしていない第２相補オリゴヌクレオチドの強度は減少する(レーン４
～６のバンドＬ)。これは、受容体の結合によって第１ハイブリダイズした二重鎖が不安
定化するためである。実施例５とは違い、ストレプトアビジンが対象配列に結合されてい
ることから、ストレプトアビジンが存在するときに、第２ハイブリダイズした二重鎖が高
質量領域で見出されたことに注目すべきである。実施例６で使用される検出溶液の組成(
単位:μl)を表９に示す。
【０１８０】

【表９】

【０１８１】
実施例７．第１対象配列の無塩基ヌクレオチド(abasic nucleotide)に連結されたプロー
ブリガンドを有する三分子プローブを使用したストレプトアビジンの検出のためのアッセ
イ
　プローブリガンドが無塩基ヌクレオチドに共有結合で連結された以外は、本実施例に使
用されたプローブは、実施例４に使用されたプローブと同様である。本実施例に使用され
たプローブは、第１及び第２対象配列と第１対象配列に接合されたプローブリガンドとを
含む対象オリゴヌクレオチドＯＢ２-３９B(配列番号:１２５)、第１対象配列に相補的な
第１相補オリゴヌクレオチドＣＭ１(配列番号:１３０)、及び第２対象配列に相補的な第
２相補オリゴヌクレオチドＣＭ３*(配列番号:１３１)から構成されている。プローブリガ
ンドは、対象オリゴヌクレオチドの３９番目無塩基ヌクレオチドに共有結合で連結されて
いる(ビオチンが連結された無塩基ヌクレオチドの構造は図２３Ｃを参照されたい)。第２
相補オリゴヌクレオチドは、１番目ヌクレオチドであるシチジン(cytidine)にリンカーを
介して共有結合で連結された蛍光ラベル、つまりフルオレセインを有している(リンカー
を有するフルオレセインの構造は図２３Ｂを参照されたい)。
【０１８２】
　検出溶液は、表１０の組成に従って用意し、常温で１時間培養した後、電気泳動にて分
析した。図３１に示すように、その結果は、実施例４と略同一である。レーン３及び４に
示すように、ストレプトアビジンが存在しないときには、第１相補オリゴヌクレオチドＣ
Ｍ２が優先的にハイブリダイズし、大部分の第２相補オリゴヌクレオチドＣＭ３*はハイ
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ときに、レーン２のバンドＭで観察されたように、第２相補オリゴヌクレオチドが效果的
にハイブリダイズする。ストレプトアビジンの存在下で、ストレプトアビジンと複合化さ
れた第２ハイブリダイズした二重鎖に該当する高質量バンド(バンドＨ)が現れ、ハイブリ
ダイズしていない第２相補オリゴヌクレオチドの強度(バンドＬ)は減少した。したがって
、第２ハイブリダイズした二重鎖またはハイブリダイズしていない第２相補オリゴヌクレ
オチドと連合している特徴的シグナルを測定することによって、受容体因子の存在を検出
することができる。実施例７に使用される検出溶液の組成(単位:μl)を表１０に示す。
【０１８３】
【表１０】

【０１８４】
実施例８．三分子プローブを用いた抗体の検出のためのアッセイ
　本実施例で使用された２種類の三分子プローブは、実施例４及び７で使用されたプロー
ブを使用したが、受容体因子は、ヤギの抗ビオチン抗体(goat anti-biotin antibody、Ａ
Ｂ)が選択された。実施例４に使用された１番目のプローブは対象オリゴヌクレオチドＯ
Ｂ１-３９B(配列番号:１２３)、第１相補配列ＣＭ１(配列番号:１３０)、及び第２相補配
列ＣＭ３*(配列番号:１３１)から構成されている。実施例７に使用された２番目のプロー
ブは、対象オリゴヌクレオチドＯＢ２-３９B(配列番号:１２５)、第１相補配列ＣＭ２(配
列番号:１３４)及び第２相補配列ＣＭ３*(配列番号:１３１)から構成されている。
【０１８５】
　上記の実施例と同様に、検出溶液は、表１１の組成に従って用意し、常温で１時間培養
した後、電気泳動にて分析した。図３２に示すように、前記２種類のプローブのいずれに
も受容体因子が存在しないときに、第１相補オリゴヌクレオチドが対象オリゴヌクレオチ
ドと優先的にハイブリダイズする。したがって、レーン１及び４に現れたように、大部分
の第２相補オリゴヌクレオチドはハイブリダイズしていないままで残るようになり(バン
ドＬ)、極少量の第２ハイブリダイズした二重鎖(バンドＭ)が形成される。受容体因子の
存在下において受容体因子の結合が、第１ハイブリダイズした二重鎖を不安定化させ、こ
れにより、第２ハイブリダイズした二重鎖が優先的に形成される。この現象が、１番目の
プローブではレーン２及び３で、２番目のプローブではレーン６及び７で観察される。高
質量バンド(バンドＨ)は、抗ビオチン抗体と複合化された第２ハイブリダイズした二重鎖
に該当する。ハイブリダイズしていない第２相補オリゴヌクレオチドの量的減少(バンド
Ｌ)が、上記の実施例に比べて明確でないが、これは、抗ビオチン抗体の不安定化効果が
ストレプトアビジンに比べて弱いということを示す。レーン５は、蛍光ラベルを有する第
１相補オリゴヌクレオチドＣＭ２*(配列番号:１２６)を有する二分子プローブを使用した
対照群実験結果である。この二分子プローブを使用した対照群実験において高質量バンド
(バンドＨ)は、抗ビオチン抗体と複合化された第１ハイブリダイズした二重鎖に該当する
。バンドＭ及びＬは、第１ハイブリダイズした二重鎖とハイブリダイズしていない第１相
補オリゴヌクレオチドにそれぞれ該当する。実施例８に使用される検出溶液の組成(単位:
μl)を表１１に示す。
【０１８６】
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【表１１】

(1)第１ハイブリダイズした二重鎖を可視化するために、ＣＭ２(配列番号:１３４)の代り
にＣＭ２*(配列番号:１２６)を使用した。
【０１８７】
実施例９．第１相補配列に接合されたプローブリガンドを有する固定化した三分子プロー
ブを使用したストレプトアビジンの検出のためのアッセイ
　第１相補配列に連結されたプローブリガンド(ビオチン)を有する２種類の固定化した三
分子親和性プローブが、ストレプトアビジンを検出するために使用された。使用された三
分子プローブのうち一つの概略を、図１５に示す。１番目のプローブは、第１及び第２対
象配列を含む対象オリゴヌクレオチドＯＢ１-１Ｂ(配列番号:１３５)、プローブリガンド
を有する第１相補配列ＣＭ２-４Ｂ(配列番号:１３６)、及び第２相補配列ＣＭ３*(配列番
号:１３１)から構成されている。２番目のプローブは、対象オリゴヌクレオチドＯＢ１-
１Ｂ(配列番号:１３５)、プローブリガンドを有する第１相補配列ＣＭ１-４Ｂ(配列番号:
１３３)、及び第２相補配列ＣＭ３*(配列番号:１３１)から構成されている。対象オリゴ
ヌクレオチドＯＢ１-１Ｂには、対象配列を固定化させるために、１番目ヌクレオチドで
あるアデノシン(adenosine)の５'末端にビオチンが共有結合で連結されている(ビオチン
が連結された無塩基ヌクレオチドの構造は図２３Ｅを参照されたい)。第２相補オリゴヌ
クレオチドＣＭ３*は、５'末端に蛍光ラベルとしてフルオレセインを持つ。
【０１８８】
　５'末端にビオチン残基を有する対象オリゴヌクレオチドは、ストレプトアビジンでコ
ーティングされたマイクロウェルプレート(microwell plate)に固定化された。固定化の
ために９０μlのＳＴＥ緩衝溶液と１０μlの対象オリゴヌクレオチド溶液(１μＭ)を各ウ
ェルに入れて常温で３０分間振ってから１５０μlのＳＴＥ緩衝溶液で２回洗浄した。し
かる後に、他の試薬は、表１２に示す組成に従って各ウェルに添加された。常温で３０分
間培養した後、結合していない種を除去するために各ウェルを１５０μlのＳＴＥ緩衝溶
液で２回洗浄し、その後、ハイブリダイズした第２相補オリゴヌクレオチドＣＭ３*を溶
液相に流離させるために、０．２Ｎ NaOH溶液１００μlを添加した。その後、マイクロウ
ェルプレートリーダ(GENios、TECAN、USA)を使って各ウェルの第２相補オリゴヌクレオチ
ドＣＭ３*から放出される蛍光を測定した。
【０１８９】
　この結果を、図３３に示す。図３３に示す蛍光の強度は、各プローブごとに受容体因子
の非存在時に観察される強度を基準として標準化した。図３３に示すように、ストレプト
アビジンを添加することによって蛍光の強度が増加した。例えば、１番目のプローブ(ア
ッセイ番号１～４)では、ストレプトアビジンの添加量によって１．５倍乃至１．９倍程
度に蛍光の強度が増加した。２番目のプローブ(アッセイ番号５～８)では、ストレプトア
ビジン添加によって蛍光の強度が２倍乃至３．５倍に増加した。観察された蛍光の増加は
、受容体因子のプローブリガンドへの結合が第１ハイブリダイズした二重鎖を不安定化さ
せ、結果として蛍光ラベルを有する第２相補オリゴヌクレオチドが固定化された対象オリ
ゴヌクレオチドと優先的にハイブリダイズしたということを示す。実施例９に使用される
検出溶液の組成(単位:μl)を表１２に示す。
【０１９０】
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【表１２】

【０１９１】
実施例１０．ＥＬＩＳＡ用ラベルを有する固定化した三分子プローブを使用した抗体の検
出のためのアッセイ
　ジゴキシゲニン(digoxigenin)をプローブリガンドとする固定化した三分子プローブが
、抗ジゴキシン抗体(anti-digoxin antibody、ＡＤ)検出のために使用された。このプロ
ーブは、第１及び第２対象配列とプローブリガンドであるジゴキシゲニンとを含む対象オ
リゴヌクレオチドＯＢ１-１Ｂ／３９Ｄ(配列番号:１３７)、第１相補配列ＣＭ２(配列番
号:１３４)、及び第２相補配列ＣＭ３*(配列番号:１３１)から構成されている。対象オリ
ゴヌクレオチドＯＢ１-１Ｂ／３９Ｄは、３９番目無塩基ヌクレオチドに共有結合で連結
されたジゴキシゲニン(ジゴキシゲニンに連結された無塩基ヌクレオチドの構造は図２３
Ｆを参照されたい)と、５'末端に共有結合で連結されたビオチンとを有している。第２相
補オリゴヌクレオチドＣＭ３*は、５'末端に蛍光ラベルとしてフルオレセインを有してい
る。
【０１９２】
　対象オリゴヌクレオチドは、５'末端のビオチン残基を用いて、ストレプトアビジンで
コーティングされたマイクロウェルプレートに固定化された。固定化過程は実施例９にお
けると同様である。その後、他の試薬が、表１３に示す組成に従って添加された。常温で
１時間培養した後、非結合の種を除去するために各ウェルを１５０μlのＳＴＥ緩衝溶液
で２回洗浄し、固定化した対象オリゴヌクレオチドにハイブリダイズした第２相補オリゴ
ヌクレオチドＣＭ３*の量を測定するためにＥＬＩＳＡアッセイを行った。Amersham Bios
ciencesで購入した塩基性ホスファターゼ連結抗フルオレセイン検出キット(alkaline pho
sphatase-linked anti-fluorescein detection kit)を使って、第２相補オリゴヌクレオ
チドに結合されたフルオレセインを検出した。
【０１９３】
　図３４Ａは、ＥＬＩＳＡ増幅後に撮ったマイクロウェルプレートの写真である。マイク
ロウェル周辺部で観察される黄色の出現は、固定化した対象オリゴヌクレオチドに結合さ
れたフルオレセインの存在を表す。各ウェルの黄色の強度は写真映像から計算されたし、
その結果を、図３４Ｂに示す。対象オリゴヌクレオチドが固定化していない時(アッセイ
番号１)、ＥＬＩＳＡシグナルがゼロに留まった。ラベルされた第２相補オリゴヌクレオ
チドのみを、固定化した対象オリゴヌクレオチドに添加した時(アッセイ番号２)、ＥＬＩ
ＳＡシグナルは格段に増加し、可能な最高シグナルを示した。アッセイ番号３は、受容体
因子(ジゴキシゲニン)が存在しない時の前記三分子プローブにおいて観察されたＥＬＩＳ
Ａシグナルが、アッセイ番号２で観察されたものに比べて３０％程度になるということを
示す。このような観察結果は、受容体因子が存在しないときに、第１相補オリゴヌクレオ
チドが優先的にハイブリダイズし、検出可能なラベルを有する第２相補オリゴヌクレオチ
ドのハイブリダイゼーションが低い水準に落ちる結果を招くということを示す。受容体因
子を添加することによって、アッセイ番号４及び５のようにＥＬＩＳＡシグナルが２倍以
上増加したが、これは、受容体因子のプローブリガンドへの結合により、第１ハイブリダ
イズした二重鎖が第２ハイブリダイズした二重鎖に比べてより不安定化することを意味す
る。実施例１０に使用される検出溶液の組成(単位:μl)を表１３に示す。
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【０１９４】
【表１３】

【０１９５】
実施例１１．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的単分子プロ
ーブの蛍光特性のループ長依存性
　図１７に示すものと類似する構造を有する６種類の非競合的単分子親和性プローブを合
成し、これを、非競合的単分子プローブの蛍光特性のループ長依存性を試験するために使
用した。６種の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(配列番号:１３８)、ＵＰ４-１
４Ｂ(配列番号:１３９)、ＵＰ５-１６B(配列番号:１４０)、ＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１
４１)、ＵＰ７-３３Ｂ(配列番号:１４２)、及びＵＰ８-４３Ｂ(配列番号:１４３)は、ル
ープ領域に相異なる個数のヌクレオチド、すなわち、それぞれ４，６，８，１５，２５及
び３５個のヌクレオチドを有するが、同じ５ｂｐのステム二重鎖配列を有する(すなわち
、５'-フルオレセイン-ＧＣＡＧＧ-ループ-ＣＣＴＧＣ-ＤＡＢＣＹＬ-３'の配列)。全て
の前記単分子プローブは、３'末端ステム領域内の同一の位置(すなわち、３'末端から３
番目のヌクレオチドであるチミジン)に連結された、標的受容体因子であるストレプトア
ビジンを検出するためのビオチンをプローブリガンドとして持つ(ビオチンが連結された
チミジンの構造は図２３Ａを参照されたい)。各単分子プローブは、それぞれ５'と３'末
端に共有結合で連結された蛍光体のフルオレセインと消光体のＤＡＢＣＹＬ(4-(4'-dimet
hylaminophenylazo)benzoic acid)とから構成された相互作用性ラベル対を有している。
リンカーを有するフルオレセインとＤＡＢＣＹＬの構造はそれぞれ、図２３Ｂ及び２３Ｄ
に示す。
【０１９６】
　上述した全ての単分子プローブは、受容体因子が存在しないときに、５'と３'末端領域
の間に５個のハイブリダイズした塩基対を有するステム二重鎖を形成することによって(
ステム二重鎖の融解温度よりも低い温度領域で)、ステム-ループ構造を有するハイブリダ
イズした立体構造を形成するように考案された。本発明により、前記５'及び３'末端領域
が第１対象配列及び第１相補配列として作用する。ステム-ループ構造が形成されると、
蛍光体部分が消光体部分に近接して位置するようになり、蛍光体と消光体間に効果的な相
互作用が起こる。これにより、ステム二重鎖が解離することで蛍光体部分が消光体部分か
ら遠くに位置するようになる解離した立体構造に比べて、プローブの蛍光の強度が減少す
る。このような立体構造的変化の概略は、図１７に示す。
　受容体結合のアッセイを行うために、約５０pmolの各単分子プローブを、５０mM KCl、
２．５mM MgCl2を含むpH８．５の１０mM Tris溶液５０μlにおいて０、１／８、及び１/
４モル当量(mole equivalent)のストレプトアビジン(それぞれ０、６．２５、及び１２．
５pmol)と混合し、９６ウェルＰＣＲプレート(Bio-Rad、CA、USA)の各ウェルに入れた。
ストレプトアゾジンは４個のビオチン結合部位を有しているので、ストレプトアビジン１
/４モル当量は、使用された単分子プローブ量と対応して１モル当量のストレプトアビジ
ン内にあるビオチン結合部位に該当するということに注目すべきである。その後、検出溶
液を６０℃で約３０分間培養した。各ウェルからの蛍光シグナルの温度依存性は、Bio-Ra
d(CA、USA)で購入したiCycler iQ実時間ＰＣＲ装置で溶融温度プロファイルプロトコルを
用いて測定した。
【０１９７】
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　図３５Ａ～３５Ｆはそれぞれ、前記６種類の単分子プローブ、つまり、ＵＰ３-１２Ｂ(
配列番号:１３８)、ＵＰ４-１４Ｂ(配列番号:１３９)、ＵＰ５-１６B(配列番号:１４０)
、ＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)、ＵＰ７-３３Ｂ(配列番号:１４２)、及びＵＰ８-４
３Ｂ(配列番号:１４３)の蛍光シグナルの温度依存性を、受容体因子ストレプトアビジン
のそれぞれ異なる濃度で示すものである。受容体因子が存在しないとき(図３５Ａ～図３
５Ｆにおいて円)、低い温度領域での蛍光シグナルは、背景水準の低い状態に留まるが、
これは、前記単分子プローブがステム-ループ立体構造(“ハイブリダイズした立体構造”
)に存在するということを示す。しかし、温度の増加によってＳ字状(sigmoid)の増加を見
せるが、これは、高い温度領域で前記単分子プローブが“解離した立体構造”へ立体構造
を変化したということを示す。これは、ステム-ループ構造の融解プロファイルの典型的
な様子である。
【０１９８】
　受容体因子を添加することによって、ストレプトアビジン濃度の関数として蛍光シグナ
ルが増加するが、これは、受容体因子(ストレプトアビジン)のプローブリガンド(ビオチ
ン)への結合が、本発明による“核酸ハイブリダイゼーション不安定化力(nucleic acid h
ybridization destabilization force)”に起因する、ハイブリダイズした立体構造から
解離した立体構造への立体構造的転換を誘発するということを示す。これにより、受容体
因子が存在するときに蛍光の強度が増加するようになる。ステム二重鎖の融解温度以上の
高い温度領域では、受容体因子の濃度に関わらず、類似な蛍光強度が得られるということ
は注目すべき事実である。これは、高温領域では、熱的溶融により受容体因子の濃度に関
わらずに前記単分子プローブが解離した立体構造を有するということを示す。しかし、低
温領域では、特にステム二重鎖の融解温度近傍または以下では、蛍光の強度が、受容体因
子の濃度が高い時に相当高くなるが、これは、受容体因子のプローブリガンドへの結合に
よる不安定化効果に起因する。
【０１９９】
　図３６は、２５℃で測定された蛍光の強度が、１／４モル当量のストレプトアビジンを
添加することによって、ストレプトアビジンを添加しない時に比べて相対的に増加するこ
とを示している。図３６に示す蛍光の強度は、１／４モル当量のストレプトアビジンが存
在する時の蛍光の強度を、ストレプトアビジンが存在しない時の蛍光の強度で分けた値で
ある。この値は、このプローブの性能を判断する指標として使用することができる。図３
６に示すように、試験した全プローブが、受容体因子の添加によって約２倍から５倍に至
る大きい蛍光強度の増加を見せた。蛍光強度の相対的増加は、ループ長に依存的なものと
して観察されたが、ループ領域のヌクレオチド数が１５個である時、つまり、ＵＰ６-２
３Ｂ(配列番号:１４１)の場合に最も大きい値が得られた。この結果は、ループ領域の長
さを調節することによって、プローブの性能を最適化できるということを示唆する。
　図３７は、図３５Ａ～図３５Ｆに示す温度依存曲線の１次微分値から決定された単分子
プローブの融解温度を示す。白円は、ストレプトアビジンが存在しない時のプローブの融
解温度を示し、黒円は、ストレプトアビジンが１/４当量で存在する時の融解温度を示す
。予想の通り、本発明により、受容体因子が添加されることによってプローブの融解温度
が約５℃～２０℃低くなる。受容体因子が存在するときに、融解温度が低くなるという観
察結果は、受容体因子の結合による核酸ハイブリダイゼーション不安定化効果がプローブ
の立体構造的転換を誘導するのに充分であるということを立証する。
【０２００】
実施例１２．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的単分子プロ
ーブの蛍光特性のステム配列依存性
　図１７に示すものと類似な構造を有する６種類の非競合的単分子親和性プローブを合成
し、これを、非競合的単分子プローブの蛍光特性のステム配列依存性を試験するために使
用した。６種類の単分子プローブ、つまり、ＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)、ＵＰ９-
２３Ｂ(配列番号:１４４)、ＵＰ１０-２３Ｂ(配列番号:１４５)、ＵＰ１１-２３Ｂ(配列
番号:１４６)、ＵＰ１２-２３Ｂ(配列番号:１４７)、及びＵＰ１３-２３Ｂ(配列番号:１
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４８)は、同じループ長(１５個のヌクレオチド)と同じステムハイブリダイゼーション長(
５ｂｐステム二重鎖)を有するが、それぞれ異なるステム配列を有する。全ての前記単分
子プローブは、３'末端ステム領域内の同一の位置(すなわち、３'末端から３番目のヌク
レオチドであるチミジン)に連結されたビオチンを、標的受容体因子であるストレプトア
ビジンを検出するためのプローブリガンドとして有する(ビオチンが連結されたチミジン
の構造は図２３Ａを参照されたい)。各単分子プローブは、それぞれ５'と３'末端にリン
カーを介して共有結合で連結された蛍光体のフルオレセインと消光体のＤＡＢＣＹＬ(4-(
4'-dimethylaminophenylazo)benzoic acid)とからなる相互作用性ラベル対を有している
。リンカーを有するフルオレセインとＤＡＢＣＹＬの構造はそれぞれ、図２３Ｂ及び図２
３Ｄに示す。本実施例で使用された単分子プローブは、実施例３及び１１で使用されたも
のと類似な性質を有するように考案された。
　単分子プローブの検出溶液は、５０pmolの各単分子プローブと０、１／８、及び１／４
モル当量のストレプトアビジンを含むが、実施例１１におけると同一の手順によって９６
ウェルＰＣＲプレートに用意された。実施例１１におけると同様に、iCycler iQ実時間Ｐ
ＣＲ装置を使って蛍光シグナルの温度依存性を測定した。
【０２０１】
　図３８Ａ～図３８Ｆはそれぞれ、６種類の各単分子プローブ、つまり、ＵＰ６-２３Ｂ(
配列番号:１４１)、ＵＰ９-２３Ｂ(配列番号:１４４)、ＵＰ１０-２３Ｂ(配列番号:１４
５)、ＵＰ１１-２３Ｂ(配列番号:１４６)、ＵＰ１２-２３Ｂ(配列番号:１４７)、及びＵ
Ｐ１３-２３Ｂ(配列番号:１４８)の蛍光シグナルの温度依存性を受容体因子ストレプトア
ビジンのそれぞれ異なる濃度で示すものである。実施例１１で使用された単分子プローブ
から得られた結果(図３５Ａ～図３５Ｆ)と同様に、受容体因子が存在しないときに、低い
温度領域でのハイブリダイズした立体構造(すなわち、ステム-ループ構造)から高い温度
領域での解離した立体構造への溶融転移(melting transition)が、全プローブにおいて観
察されたし、受容体因子の添加によって蛍光の強度が受容体因子濃度の関数として相当増
加することが観察された。
　ストレプトアビジンを添加しなかった時と比べて、１/４モル当量のストレプトアビジ
ンを添加した時の蛍光強度の相対的な増加が２５℃で測定されたし、図３９に、その結果
を示す。図３９において、蛍光強度の相対的増加値がステム配列、すなわち第１対象配列
及び第１相補配列に強く(約４～１２)依存するということが観察できるが、この結果は、
前記プローブのステム配列を調節することによってプローブの性能を最適化できるという
ことを示唆する。
【０２０２】
　図４０は、各ウェルに次のように組成を含むマイクロウェルプレートの蛍光映像の例で
ある:Ａ、Ｂ、及びＣ行に５０pmolのＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)；Ｄ、Ｅ、及びＦ
行に５０pmolのＵＰ１０-２３Ｂ(配列番号:１４５)；１、２、及び３列にそれぞれ０、６
．２５、及び１２．５pmolのストレプトアビジン。上述したように、各組成別に３個ずつ
試験された。図４０に示すように、受容体因子の量の関数として蛍光の強度が組織的に増
加し、この結果は再現可能であることが観察された。
【０２０３】
実施例１３．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的単分子プロ
ーブの蛍光特性のステム長依存性
　それぞれ４ｂｐ及び６ｂｐのステム二重鎖を有する２種類の非競合的単分子プローブＵ
Ｐ１４-２１Ｂ(配列番号:１４９)とＵＰ１-３４Ｂ(配列番号:１２７)とを合成し、これを
、非競合的単分子プローブの蛍光特性のステム長依存性を試験するために使用した。実施
例１１及び１２に使用された単分子プローブと同様に、ＵＰ１４-２１Ｂ(配列番号:１４
９)とＵＰ１-３４Ｂ(配列番号:１２７)は、３'末端から３番目のヌクレオチドであるチミ
ジンに連結されたビオチンを有する(ビオチンが連結されたチミジンの構造は図２３Ａを
参照されたい)。各単分子プローブは、それぞれ５'と３'末端に共有結合で連結された蛍
光体のフルオレセインと消光体のＤＡＢＣＹＬ(4-(4'-dimethylaminophenylazo)benzoic 
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acid))とから構成された相互作用性ラベル対を持つ。リンカーを有するフルオレセインと
ＤＡＢＣＹＬの構造はそれぞれ、図２３Ｂ及び図２３Ｄに示す。
【０２０４】
　同様に、単分子プローブの検出溶液は、５０pmolの各単分子プローブと０、１／８、及
び１／４モル当量のストレプトアビジンを含むが、実施例１１におけると同一の手順によ
って９６ウェルＰＣＲプレートに用意されたし、iCycler iQ実時間ＰＣＲ装置を使って蛍
光シグナルの温度依存性を測定した。
　図４１Ａ及び図４１Ｂは、前記２種類の単分子プローブそれぞれの蛍光シグナルの温度
依存性を、それぞれ異なるストレプトアビジン濃度で示すものである。融解プロファイル
と受容体因子であるストレプトアビジンの添加に対する感応特性は、５ｂｐステム二重鎖
を有する単分子プローブと一般的に類似するが、ステム長によって(また、ステム配列と
ループ長によって)融解温度が変化することが観察された(比較のために図３８Ａ～３８Ｆ
参照)。６ｂｐステム二重鎖を有するＵＰ１-34Ｂプローブが、４ｂｐステム二重鎖を有す
るＵＰ１４-２１Ｂプローブに比べて約２０℃高い融解温度を示すことが観察された。４
ｂｐのステム二重鎖を有する後者のプローブにおいて蛍光シグナルの相対的増加がより大
きく観察された。この結果は、実施例１１及び１２で試験されたループ長及びステム配列
の他に、ステム長(すなわち、第１対象配列及び第１相補配列のハイブリダイゼーション
長)も本発明のプローブの性能と作動温度を最適化するのに重要な変数であるということ
を表す。
【０２０５】
実施例１４．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的単分子プロ
ーブの蛍光特性のループ配列依存性
　ＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)と同じステム配列とループ長を有するが、異なるルー
プ配列を有する非競合的単分子親和性プローブであるＵＰ１５-２３Ｂ(配列番号:１５０)
とＵＰ１６-２３Ｂ(配列番号:１５１)とを合成し、非競合的単分子プローブの蛍光特性の
ループ配列依存性を検査するために使用した。実施例１１及び１２に使用された単分子プ
ローブＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)と同様に、これら２つのプローブもまた、同一の
位置、つまり３'末端から３番目のヌクレオチドであるチミジンに連結されビオチンを有
し、５'と３'末端にそれぞれ共有結合で連結されたフルオレセインとＤＡＢＣＹＬとから
なる相互作用性ラベル対を持つ。これら２つのプローブのループ配列は、各プローブが５
'末端領域とループ領域との間に、２番目に安定した４ｂｐステム二重鎖立体構造を有す
るように選択された。５'と３'末端領域の間で形成される５ｂｐステム二重鎖立体構造が
最も安定した立体構造である。これに対し、実施例１１及び１２で試験されたそれぞれの
単分子プローブ(本実施例の２つのプローブと同じ５ｂｐのステム二重鎖配列と同じルー
プ長を有するＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)包含)は、ループ配列を適切に選択するこ
とによって、唯一つのステム二重鎖立体構造を有するように考案された。
【０２０６】
　同様に、前記単分子プローブの検出溶液は、５０pmolの各単分子プローブと０、１／８
、及び１/４モル当量のストレプトアビジンを含むが、実施例１１におけると同一の手順
によって９６ウェルＰＣＲプレートに用意されたし、iCycler iQ実時間ＰＣＲ装置を使っ
て蛍光シグナルの温度依存性を測定した。
　図４２Ａ及び図４２Ｂは、０(円)と１/４(四角形)モル当量のストレプトアビジンが存
在する時の前記２つの単分子プローブの蛍光シグナルの温度依存性をそれぞれ示している
。融解プロファイルと受容体因子(ストレプトアビジン)の添加に対する感応特性は、唯一
つのステム二重鎖立体構造を有するＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)におけると一般的に
類似することが観察された(比較のために図３５Ｄ参照)。しかし、受容体因子(ストレプ
トアビジン)の添加による蛍光シグナルの相対的増加は、二次的なステム二重鎖立体構造(
secondary stem duplex conformer)を有しないＵＰ６-２３Ｂの値と比較した時、より小
さいことが観察された。例えば、１/４当量のストレプトアビジンを添加することによっ
て(２５℃で)ＵＰ１５-２３ＢとＵＰ１６-２３Ｂの蛍光シグナルは約３倍及び１．５倍に
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それぞれ増加する一方、ＵＰ６-２３Ｂにおいては約５倍増加する(図３７参照)。この結
果は、ＵＰ１５-２３ＢとＵＰ１６-２３Ｂが二次的なステム二重鎖構造(secondary stem 
duplex structure)を形成するという観点から容易に理解することができる。受容体因子
がプローブに結合すると、これにより発生する核酸ハイブリダイゼーション不安定化効果
によって一次的なステム二重鎖構造(primary stem duplex structure)が不安定になる。
この力によりＵＰ１５-２３ＢとＵＰ１６-２３Ｂは、前記２番目に安定している４ｂｐス
テム二重鎖構造に立体構造的変化を起こす一方、ＵＰ６-２３Ｂは、解離した立体構造へ
変化する。したがって、受容体因子が結合した後、二次的なステム二重鎖構造を持たない
ＵＰ６-２３Ｂと比較して、ＵＰ１５-２３ＢとＵＰ１６-２３Ｂは、二次的なステム二重
鎖形成によって二つの相互作用性ラベル部分が相対的にお互いより近接して位置するよう
になる。受容体因子の添加によってＵＰ１５-２３ＢがＵＰ１６-２３Ｂに比べて大きい増
加を見せるという事実も、前記メカニズムを通じて容易に理解することができる。ＵＰ１
５-２３Ｂの二次的な４ｂｐステム二重鎖はループ領域に４個のヌクレオチドを有するの
に対し、ＵＰ１６-２３Ｂはループ領域に１３個のヌクレオチドを有する。したがって、
ＵＰ１６-２３Ｂの場合に比べて、ＵＰ１５-２３Ｂの二次的なステム二重鎖構造において
二つの相互作用性ラベル部分がお互いより遠く離れて位置するようになり、その結果、Ｕ
Ｐ１６-２３Ｂでは受容体因子の添加によってより大きい蛍光シグナルの増加が起こる。
本実施例から得られた結果は、ステム二重鎖の配列を参照してループ配列を選択すること
が、本発明のプローブの性能を最適化する上で非常に重要であるということを示唆する。
二次的なステム二重鎖構造の形成を避けるようにループ配列を選択することが好ましい。
【０２０７】
実施例１５．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的単分子プロ
ーブの蛍光特性のプローブリガンド接合位置依存性
　ループ領域に同じ配列を有し、ステム二重鎖に同数の塩基対(５ｂｐ)を有するが、それ
ぞれ異なる位置にプローブリガンド(ビオチン)が接合されている６種類の非競合的単分子
親和性プローブが、非競合的単分子プローブのプローブ接合位置依存性を試験するために
合成された。なかでも３つのプローブ、つまり、ＵＰ１０-２５Ｂ(配列番号:１５２)、Ｕ
Ｐ１０-２３Ｂ(配列番号:１４５)、及びＵＰ１０-２１Ｂ(配列番号:１５３)はステム二重
鎖領域に、すなわち３'末端から１番目、２番目及び５番目のヌクレオチドに接合された
ビオチンをそれぞれ有している。残り３つのプローブ、つまり、ＵＰ１０-１９B(配列番
号:１５４)、ＵＰ１０-１３Ｂ(配列番号:１５５)、及びＵＰ１０-１０Ｂ(配列番号:１５
６)はループ領域に、すなわちループ領域の３'末端から２番目のヌクレオチド、ループ領
域の５'及び３'末端の両方から８番目のヌクレオチド、及びループ領域の５'末端から５
番目のヌクレオチドに接合されたビオチンをそれぞれ有している。したがって、前者の３
つのプローブは、第１対象または第１相補配列に接合されたプローブリガンドを有してお
り、後者の３つのプローブは、第１対象または第１相補配列の外側に接合されたプローブ
リガンドを有している。各単分子プローブも同様に、５'と３'末端にそれぞれ共有結合で
連結されたフルオレセインとＤＡＢＣＹＬとからなる相互作用性ラベル対を持つ。
【０２０８】
　図４３Ａ～図４３Ｆは、上記６種類の単分子プローブにおいて、プローブ量に対して１
/４モル当量のストレプトアビジンが添加された時に得られた結果を、ストレプトアビジ
ンを添加しない時と比較してそれぞれ示すものである。ステム二重鎖領域(すなわち、第
１対象または第１相補配列)に接合されたプローブリガンドを有する単分子プローブは、
受容体因子(ストレプトアビジン)の添加によって一般的に蛍光シグナルの増加を見せ、プ
ローブリガンドの接合位置によって異なる相対的増加を見せる(図４３Ａ～図４３Ｃ参照)
。しかし、ステム二重鎖領域の外側(すなわち、ループ領域)にプローブリガンドが接合さ
れた残り３つのプローブは、受容体因子が添加されても有意性ある蛍光シグナルの増加を
見せない(図４３Ｄ～図４３Ｆ参照)。このような結果は、本発明によってプローブを考案
するに当たってプローブリガンド(または、認識要素)の接合位置が適宜選択されなければ
ならないということを示唆する。
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【０２０９】
実施例１６．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的単分子プロ
ーブの融解プロファイルにおけるMgCl2濃度の影響
　３'末端から３番目のヌクレオチドであるチミジンに接合されたビオチンを有し、５'と
３'末端にそれぞれ共有結合で連結されたフルオレセインとＤＡＢＣＹＬとからなる相互
作用性ラベル対を有する単分子プローブＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)を用いて、融解
プロファイルに及ぼすMgCl2濃度の影響を試験した。
　前記単分子プローブの検出溶液は、５０pmolの単分子プローブと０、１／８、及び１／
４モル当量のストレプトアビジンを含んでいるが、実施例１１におけると同一の手順従っ
て９６ウェルＰＣＲプレートに用意されたし、iCycler iQ実時間ＰＣＲ装置を使って蛍光
シグナルの温度依存性を測定した。
　図４４Ａ～図４４Ｄはそれぞれ、０、１、２．５、及び５mMのMgCl2濃度で得られた結
果を示している。温度依存性プロファイルは、一般的に類似しているものと観察されたし
、予想の通り、融解温度が、MgCl2濃度が増加されるにつれて増加する。受容体因子が存
在しないとき(円)、融解温度が０Mm MgCl2、約３８℃から５mM MgCl2、約５８℃に増加す
る。受容体因子が存在するときに、融解温度が０Mm MgCl2、約３３℃から５mM MgCl2、約
４５℃に増加する。この結果は、標的因子と認識要素の最適相互作用温度に合せてプロー
ブの作動温度を調節する必要があるとき、MgCl2の濃度、または塩やインターカレート物
質のようなその類似物の濃度を調節することが有用であることを示唆する。
【０２１０】
実施例１７．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的単分子プロ
ーブの蛍光特性のｐＨ依存性
　３'末端から３番目のヌクレオチドであるチミジンに接合されたビオチンを有し、５'と
３'末端にそれぞれ共有結合で連結されたフルオレセインとＤＡＢＣＹＬとからなる相互
作用性ラベル対を有する単分子プローブＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)を用いて、融解
プロファイルに及ぼすｐＨの影響を試験した。
　前記単分子プローブの検出溶液(５０pmolの単分子プローブと０及び１/４モル当量のス
トレプトアビジンと緩衝溶液を含んだ総体積５０μlの溶液)は、次の４つの緩衝溶液を使
用して９６ウェルＰＣＲプレートに用意された：５０mM KCl、２．５mM MgCl2を含むｐＨ
６．０、１０mM ＭＥＳ；５０mM KCl、２．５mM MgCl2を含むｐＨ７．０、１０mM Tris；
５０mM KCl、２．５mM MgCl2を含むｐＨ８．０、１０mM Tris；及び、５０mM KCl、２．
５mM MgCl2を含むｐＨ９．０、１０mM Tris。iCycler iQ実時間ＰＣＲ装置を使って蛍光
シグナルの温度依存性を測定した。
【０２１１】
　図４５は、ｐＨ６．０(円)、７．０(三角形)、８．０(ダイアモンド)、及び９．０(四
角形)で得られた結果を示している。白印と黒印はそれぞれ、ストレプトアビジンの非存
在及び存在時に相当する。予想の通り、融解温度はｐＨと共に増加し、蛍光の強度は、ｐ
Ｈ依存的に格段な増加を示す。観察された蛍光強度の増加は、既知のフルオレセインのｐ
Ｈ依存的蛍光特性に起因する。この結果は、プローブ作動温度を最適化するために、検出
溶液のｐＨ調節が(MgCl2濃度調節に加えて)非常に有用であるということを示す。蛍光強
度のｐＨ依存性もまた、本発明のプローブを使用するにおいて重要であるこがわかる。こ
の結果によれば、本実施例で蛍光体として使用されたフルオレセインは、高いｐＨで強い
蛍光を放出する。したがって、高いｐＨを使用するアッセイでは、フルオレセインを蛍光
体部分に使用することが有利である。もし、本発明のプローブを使用するアッセイを低い
ｐＨで行う必要がある場合、低いｐＨで強い蛍光を放出する異なる蛍光体を使用すること
が好ましい。
【０２１２】
実施例１８．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的単分子プロ
ーブを用いた受容体因子の結合阻害試験
　３'末端から３番目のヌクレオチドであるチミジンに接合されたビオチンを有し、５'と
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３'末端にそれぞれ共有結合で連結されたフルオレセインとＤＡＢＣＹＬとからなる相互
作用性ラベル対を有する単分子プローブＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)を用いて、受容
体因子のプローブリガンド結合に対する阻害を試験した。
　阻害試験用検出溶液は、次のように用意した。１２．５pmolのストレプトアビジンを含
む１０mM Tris溶液(ｐＨ８．５、５０mM KCl、２．５mM MgCl2)とそれぞれ異なる量の阻
害剤(ビオチン)を９６ウェルＰＣＲプレートの各ウェルに入れ、常温で３０分間培養した
。約５０pmolのＵＰ６-２３Ｂ(配列番号:１４１)プローブを各ウェルに添加し、６０℃で
約３０分間培養した後、蛍光を測定した。
　図４６は、各ウェルの蛍光強度(ストレプトアビジンと阻害剤を含まない検出溶液から
、測定された蛍光強度を引いた値)を阻害剤濃度の関数として示している。阻害剤濃度の
増加に伴う蛍光強度の増加は、受容体因子(ストレプトアビジン)のプローブリガンド(プ
ローブに連結されたビオチン)への結合が阻害剤(ビオチン)によって阻害されるというこ
とを示す。この結果は、本発明のプローブが、標的因子と認識要素の相互作用を遮断した
り抑制する特定阻害剤を探索するスクリーニングに使用可能であることを証明する。
【０２１３】
実施例１９．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的二分子プロ
ーブを用いたストレプトアビジンの検出のためのアッセイ
　図２１に示す構造と類似する構造を有する２種類の二分子親和性プローブを作製し、標
的受容体因子の濃度に対する感応を試験した。１番目の二分子プローブは、第１相補配列
(または、第１対象配列)であるＣＭ４*(配列番号:１５７)と第１対象配列(または第１相
補配列)であるＣＭ５-１１Ｂ(配列番号:１５８)とから構成されている。２番目の二分子
プローブは、第１相補配列(または、第１対象配列)であるＣＭ４*(配列番号:１５７)と第
１対象配列(または、第１相補配列)であるＣＭ６-１１Ｂ(配列番号:１５９)とから構成さ
れている。ＣＭ４*(配列番号:１５７)は、５ｂｐステム二重鎖構造を形成しうる５'及び
３'アーム配列(5' and 3'arm sequence)と５'と３'末端にそれぞれ共有結合で連結された
フルオレセインとＤＡＢＣＹＬとからなる相互作用性ラベル対を有している。ＣＭ５-１
１Ｂ(配列番号:１５８)とＣＭ６-１１Ｂ(配列番号:１５９)は、５'末端から１１番目のヌ
クレオチドであるチミジンに接合されたビオチンをプローブリガンドとするそれぞれ１５
merと１３merオリゴヌクレオチドである。このプローブ構成において、ＣＭ５-１１Ｂ(配
列番号:１５８)とＣＭ６-１１Ｂ(配列番号:１５９)は第１対象配列(または、第１相補配
列)として作用し、ＣＭ４*(配列番号:１５７)のループ領域の全部または一部が、第１相
補配列(または、第１対象配列)として作用する。
【０２１４】
　図２１に概略的に示すように、標的受容体因子(ストレプトアビジン)が存在しないとき
には、前記二分子プローブが、図２１Ａのようにハイブリダイズした立体構造を好むよう
に考案された。しかし、標的受容体因子の結合によって、図２１Ｂに示すように、前記二
分子プローブは解離した立体構造へ変化する。ハイブリダイズした立体構造では(すなわ
ち、標的受容体因子が存在しないとき)、ＣＭ４*に在る二つの相互作用性ラベル部分がお
互い遠く離れて位置するようになり、両ラベル部分間の相互作用が弱くなるか遮断され、
結果として強い蛍光シグナルが放出される。解離した立体構造では(すなわち、標的受容
体因子が存在するとき)、両分子が解離し、ステム二重鎖構造が形成されるので、ＣＭ４*

に在る二つのラベル部分がお互い近接して位置するようになる。その結果、両ラベル部分
間に強い相互作用が起こり、蛍光シグナルが消光されることになる。したがって、標的受
容体因子(ストレプトアビジン)の濃度が増加するにつれて前記二分子プローブの蛍光シグ
ナルは減少する。これが本実施例で試験された。
【０２１５】
　図４７Ａ及び図４７Ｂは、前記２種類の二分子プローブ、ＣＭ４*＋ＣＭ５-１１ＢとＣ
Ｍ４*＋ＣＭ６-１１Ｂに対して観察された蛍光シグナルを、ストレプトアビジン濃度及び
温度の関数としてそれぞれ示している。９６ウェルプレートの各ウェルにおいて、ＣＭ４
*とＣＭ５-１１Ｂ(または、ＣＭ６-１１Ｂ)各５０pmolと、０、１／８、１／４、または
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１モル当量のストレプトアビジンを、５０mM KCl、２．５mM MgCl2を含むｐＨ８．５、１
０mM Tris溶液５０μlに混合した。背景シグナルを観察するための対照群として、別途の
ウェルに、５０μlのTris緩衝溶液に５０pmolのＣＭ４*のみを含有する検出溶液を準備し
た。図４７Ａ及び図４７Ｂに示すように、標的受容体因子が存在しないときに、前記二分
子プローブは強い蛍光シグナルを示すが(約２０℃～約４０℃の温度範囲参照)、これは、
第１対象配列と第１相補配列がハイブリダイズし、これにより、ＣＭ４*のステム二重鎖
が解離し、二つのラベル部分がお互い遠く離れて位置するようになるということを示す。
標的受容体因子(ストレプトアビジン)の添加によって蛍光シグナルが減少するが、これは
、第１対象配列と第１相補配列間のハイブリダイゼーションが不安定になり、お互い解離
するようになるということを示す。このような解離によりＣＭ４*のステム二重鎖構造が
形成され、二つのラベル部分が效果的に相互作用するようになる。すなわち、観察された
ように、蛍光が消光される現象が起こる。
【０２１６】
実施例２０．実施例１９で試験されたものに類似する非競合的二分子プローブを用いたス
トレプトアビジンの検出のためのアッセイ
　実施例１９で試験されたものと類似する二分子親和性プローブを作製し、標的受容体因
子の濃度に対する感応を試験した。この二分子プローブは、第１対象配列(または、第１
相補配列)であるＵＰ１０-１３Ｂ(配列番号:１５５)と第１相補配列(または、第１対象配
列)であるＣＭ５(配列番号:１６０)とから構成される。ＵＰ１０-１３Ｂ(配列番号:１５
５)は、５'末端から１３番目のヌクレオチドのループ領域に接合されたビオチンをプロー
ブリガンドとして有し、５'と３'末端にそれぞれ共有結合で連結されたフルオレセインと
ＤＡＢＣＹＬとからなる相互作用性ラベル対を有している。ＣＭ５は、ＵＰ１０-１３Ｂ
のループ領域に相補的な配列を有する１５merオリゴヌクレオチドである。実施例１９で
試験された二分子プローブと同様に、ＣＭ５は、第１相補配列(または、第１対象配列)と
して作用し、ＵＰ１０-１３Ｂのループ領域は、第１対象配列(または、第１相補配列)と
して作用する。
【０２１７】
　本実施例で作製された二分子プローブは、実施例１９で試験されたものと構造において
似ているが、ただし、プローブリガンドであるビオチンが、本実施例では相互作用性ラベ
ル対とステム-ループ構造を有するオリゴヌクレオチドに連結されているのに対し、実施
例１９では、ラベルを有しない線形オリゴヌクレオチドに連結されている点で異なってい
る。実施例１９と同様にして(すなわち、ＵＰ１０-１３Ｂ及びＣＭ５各５０pmolと０、１
／８、及び１／４モル当量のストレプトアビジン含有するようにして)検出溶液を用意し
、蛍光シグナルを測定した。この結果は、図４８に示す。予想の通り、標的受容体因子添
加に対する二分子プローブの感応は、実施例１９で観察した二分子プローブのそれに類似
している。ＵＰ１０-１３Ｂは、実施例１５で単分子プローブとして試験されたが、単分
子プローブとして適切に作動しなかったということは注目すべき事実である。実施例１５
において、このような結果は、ＵＰ１０-１３Ｂがループ領域に(すなわち、第１対象ある
いは第１相補配列以外の位置に)連結されたプローブリガンドを有したからと解析された
。しかし、追加的なオリゴヌクレオチド構成成分を使用する二分子方式では、同じＵＰ１
０-１３Ｂを用いて標的濃度によって望む蛍光シグナルの変化が起こるようにすることが
可能であった。
【０２１８】
実施例２１．蛍光体と消光体とからなる相互作用性ラベル対を有する非競合的単分子プロ
ーブを用いたキナーゼ活性とその阻害剤検出のためのアッセイ
キナーゼプローブの準備
　クロスリンカー(cross-linker)を用いて、反応基を有するプリプローブとペプチドをク
ロスリングキングしてキナーゼプローブを準備した。共通する骨格構造を有する２種類の
プリプローブを準備したが、５'と３'末端にそれぞれ接合された蛍光体と消光体を有して
おり、ステム-ループ構造を形成する２５merオリゴヌクレオチドを骨格構造としている。
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ＵＰ１０-２３Ｃ(配列番号:１６１)は、３'ステム配列の３'末端から３番目のヌクレオチ
ドであるチミジンに共有結合で連結されたカルボキシル残基を有している。ＵＰ１０-２
３Ａ(配列番号:１６２)は、前記部位と同じステム部位に１級アミン残基を有している(カ
ルボキシル基が連結されたチミジン及びアミン基が連結されたチミジンの構造は、図２４
Ａ及び図２４Ｂを参照されたい)。プリプローブの選択は、オリゴヌクレオチドとペプチ
ドに含まれた反応基(等)に依存する。フルオレセインを蛍光体とする場合、１級アミン基
を有するＵＰ１０-２３Ａが本実施例で使用されたように、より好まれる。使用されたク
ロスリンカーは、ＭＢＳ(m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester)である。Ｍ
ＢＳは、ＮＨＳ-エステル-マレイミド(NHS-ester-maleimide)異種二反応性クロスリンカ
ー(heterobifunctional cross-linker)であるので、まず、一つの１級アミン基に連結さ
せてから残りの分子のスルフヒドリル基(sulfhydryl group)に連結させる過程を通じて両
分子をクロス-リングキングする時に使用される。本実施例で使用されたペプチド配列は
、ＫＲＴＬＲＲＣ(配列番号:１６３)である。ペプチドＫＲＴＬＲＲ(配列番号:１６４)は
、ＰＫＣ(プロテインキナーゼＣ、protein kinase C)の認識配列である。ＰＫＣは、スレ
オニン(threonine)の側鎖であるヒドロキシル基(hydroxyl group)をリン酸化する。クロ
スリンカーのマレイミド環(maleimide ring)に接合するためのスルフヒドリル基(sulfhyd
ryl group)を提供するために、システイン残基(cysteine residue)がＣ末端に導入されて
いる。
【０２１９】
　ＤＭＳＯに溶解された約２０倍モル過量のＭＢＳを１mMのＵＰ１０-２３Ａプリプロー
ブ溶液に迅速に混合しながら滴加し、常温で３０分間培養した。反応混合物をセファデッ
クスＧ-２５(Sephadex G-25)カラムに通過させ、塩分が除去された状態のマレイミドに活
性化したプリプローブを得た。その後、マレイミドに活性化したプリプローブに、配列Ｋ
ＲＴＬＲＲＣを有するペプチドを約４０倍モル過量で添加し、常温で３０分間反応させた
。反応混合物を、セファデックスＧ-２５に再び通過させた後、Supelco(PA、USA)の直径
１０mm×長さ２５０mm、Ｃ１８ ＨＰＬＣカラムとYoung Lin機器(安養、韓国)のAcme HPL
Cシステムを使ってペプチドが連結されたプローブを精製した。このようにして得られた
産物が、ＰＫＣプローブのＵＰ１０-２３ＰＫＣ(配列番号:１６５)であるが、このプロー
ブは、３'末端から３番目のヌクレオチドに接合されているＰＫＣ認識部位配列(配列番号
:１６４)を有し、５'と３'末端にそれぞれ接合されたフルオレセインとＤＡＢＣＹＬとか
らなる相互作用性ラベル対を持つ。ＰＫＣ対照群プローブのＵＰ１０-２３ＰＫＣｐ(配列
番号:１６７)を作製するために、リン酸化したスレオニンＲｐを有するペプチドであるＫ
ＲｐＴＬＲＲＣ(配列番号:１６６)を同じＵＰ１０-２３Ａプリプローブに接合した(ペプ
チドが連結されたチミジンの構造は、図２４Ｃ及び図２４Ｄを参照されたい)。
【０２２０】
キナーゼアッセイ
　ＰＫＣ検出用緩衝溶液の組成は、１０mM MgCl2、１mM ＡＴＰと１mM CaCl2を含むｐＨ
７．４、２０mM ＨＥＰＥＳ緩衝溶液である。酵素活性を検出するために、５０pmolのＰ
ＫＣプローブを５０mUのＰＫＣと共に５０μlのＨＥＰＥＳ緩衝溶液で３０℃で１時間反
応させた。(１unitのＰＫＣは、０．６mg/mlのホスファチジルセリン(phosphatidylserin
e)と１．７mM CaCl2存在下でType III-S histone proteinを基質として３０℃で１分当た
り１nmolのリン酸基を伝達するのに必要な酵素の量として定義される。)ＥＤＴＡを最終
濃度１０mMで添加することによって反応を終結した。約２５pmoleの抗ホスホスレオニン
抗体(anti-phosphothreonine antibody)を反応混合物に添加し、iCycler iQ実時間ＰＣＲ
装置を使って試料の蛍光シグナルを検出した。ＰＫＣプローブとＰＫＣ対照群プローブの
それぞれを、キナーゼ反応をせずに抗ホスホスレオニン抗体と混合して、陰性及び陽性対
照群試料をそれぞれ準備した。阻害剤濃度とＰＫＣ活性間の関係を試験するために、強力
なＰＫＣ阻害剤として知られたスタウロスポリン(staurosporin)を０～９０μM濃度でキ
ナーゼ溶液に添加し、キナーゼ反応前に５分間培養した。
【０２２１】



(98) JP 2010-99090 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

　リン酸化したスレオニンを有するＰＫＣ対照群プローブＵＰ１０-２３ＰＫＣｐは、前
記抗体を不安定化因子として添加した時に増加された蛍光を示した。図４９に示すように
、抗ホスホスレオニン抗体が存在するとき(２５pmol)の前記ＰＫＣ対照群プローブ(５０p
mol)から得られた蛍光の強度は、同量の抗ホスホスレオニン抗体が存在する時のリン酸化
していないＰＫＣプローブのＵＰ１０-２３ＰＫＣと比較して、約１０倍も大きく現れた
。この結果は、前記抗体が、ＰＫＣ対照群プローブに含まれたリン酸化したペプチド配列
に結合しうる効果的な不安定化因子として作用し、これにより、前記ステム二重鎖立体構
造が本発明によって十分に不安定化されるということを示す。図４９Ａは、ＰＫＣ阻害剤
のスタウロスポリンの存在または非存在下における前述のキナーゼ反応の結果を示してい
る。同図において、阻害剤が存在しない時の蛍光シグナルは、反応しないＰＫＣプローブ
において測定されたものと比べて、相当増加することが観察された。この結果は、認識要
素としてＰＫＣプローブに含まれているＰＫＣ認識部位が、ＰＫＣの作用により效率的に
リン酸化されたし、前記抗ホスホスレオニン抗体が本発明によって効率的な不安定化因子
として作動したということを意味する。この阻害剤が存在するときに、阻害剤濃度の増加
につれて蛍光シグナルが減少するが、これは、ＰＫＣのキナーゼ活性が前記阻害剤により
濃度依存的に阻害されたということを意味する。本実施例の結果は、キナーゼプローブや
プロテアーゼプローブのような本発明による反応性プローブを、多様な標的反応誘発因子
の阻害剤をスクリーニングする上で效果的に使用することができるということを立証する
。
【０２２２】
実験材料及び実験方法
　次に、本発明の標的検出システムを使用ために必要な場合に使用可能な材料及び実験方
法を説明する。
１)ＡＴＰアッセイ
　生物学的発光(bioluminescence)を用いてＡＴＰを測定するのは、よく確立された技術
である。この方法では、極低い濃度のＡＴＰを測定するために、光を放出する反応である
ルシフェラーゼ触媒によるルシフェリン酸化反応のＡＴＰ依存性を利用する(De Luca,M. 
and McElroy,W.D.,(1978))。商業的なＡＴＰ検出キットの検出範囲は、ＡＴＰ １nmol～
１fmol範囲(または、１０-6～１０-11Ｍ範囲)である。Roche Molecular Biochemicalsの
製品説明書ATP Bioluminescence Assay Kit CLSII(revised July,1999)；及び、CalBioch
emの製品説明書ATP Assay Kit Cat.No.119108(revised January 26,1999)を参照されたい
。
【０２２３】
２)ピロリン酸(pyrophosphate)アッセイ
　ピロリン酸(ＰＰｉ)は、無機ピロホスファターゼ(inorganic pyrophosphatase)の触媒
反応により両分子の無機リン酸(Ｐｉ)に加水分解される。Ｐｉ存在下でマルトースホスホ
リラーゼ(maltose phosphorylase)は、マルトース(maltose)をグルコース１-リン酸(gluc
ose１-phosphate)とグルコース(glucose)に変換させる。その後、グルコースオキシダー
ゼ(glucoseoxidase)がグルコースをグルコノラクトン(gluconolactone)とH2O2に変換させ
る。最後に、西洋ワサビ過酸化酵素(horseradish peroxidase、ＨＲＰ)を触媒とし、H2O2
がAmplex Red reagent(10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine)と反応して吸光及び蛍光放
出最高値がそれぞれ約５６３nmと約５８７nmであるレゾルフィン(resorufin)を生成する(
Zhou,M.et al.,(1997)；Hu,G.R.et al.,(1997))。この検出方法は、１００μl反応で０．
２μＭまでのＰＰｉ(２０pmol)を検出することができる。Molecular Probesの製品説明書
PiPerTM Phosphate Assay Kit No.P-22061(revised on July 17、2002)を参照されたい。
　さらに他の方法では、Ｐｉ存在下で基質である２-アミノ-６-メルカプト-７-メチルプ
リンヌクレオシドホスホリラーゼ(２-amino-６-mercapto-７-methylpurine nucleoside p
hosphorylase、ＭＥＳＧ)が、プリンヌクレオシドホスホリラーゼ(purine nucleoside ph
osphorylase、ＰＮＰ)によりリボース１-リン酸(ribose１-phosphate)と２-アミノ-６-メ
ルカプト-７-メチルプリン(２-amino-６-mercapto-７-methylpurine)へ酵素的に変換され
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る(Webb,M.R.,(1992))。ＭＥＳＧの酵素的変換により吸収最大波長が、基質の３３０nmか
ら産物の３６０nmへ変化される。このアッセイは、１ml反応で１nmolのＰＰｉまで検出可
能である。Molecular Probesの製品説明書 EnzChek Pyrophosphate Assay Kit No.E-6646
(revised on June 21,2002)を参照されたい。本願明細書に開示される全ての参考文献は
、参考として本願明細書に組み込まれる。特に、次の参考文献が、参考として本願明細書
に組み込まれる。
【０２２４】
Hirschfeld, T. E., Fluorescent immunoassay employing optical fiber in capillary 
tube. U.S. Pat. No. 4,447,546 (1984). 
Henderson, D.R., Methods for protein binding enzyme complementation assays. U.S.
 Pat. No. 4,708,929 (1987).
Hampar, B., Showalter, S. D. and Zweig, M., Enzyme-linked immunosorbent assay (E
LISA) for determining anti-bodies against herpes simplex virus (HSV) types 1 and
 2 in human sera. U.S. Pat. No. 4,764,459 (1988).
Shinbo, T., Yamaguchi, T. and Tachibana, K., Crown ether compound and separating
 agent, U.S. Pat. No. 4,942, 149 (1990).
Dattagupta, N., Solution-phase single hybridization assay for detecting polynucl
eotide sequences. U.S. Pat. No 4,968,602 (1990). 
Caskey, C.T. and Gibbs, R.A.L., Mutation detection by competitive oligonucleotid
e priming. U.S. Pat. No. 5,578,458 (1996).
Chehab, F.F., DNA detection by color complementation. U.S. Pat. No. 5,489,507 (1
996).
Lucas, J.N., Straume, T. and Bogen, K.T., Detection and isolation of nucleic aci
d sequences using competitive hybridization probes. U.S. Pat. No. 5,616,465 (199
7).
Ebersole, R. C., Moran, J. R. and Ward, M. D., Assay method for biological targe
t complexes on the surface of a biosensor. U.S. Pat. No. 5,658,732 (1997).
Kennedy, C.B., Microfluidic devices and systems. U.S. Pat. No. 5,876,675 (1999).
Parce, J.W., Knapp, M.R., Chow, C.Y.H. and Bousse, L., Controlled fluid transpor
t in microfabricated polymeric substrates. U.S. Pat. No. 5,885,470 (1999).
Parce, J.W., Kopf-Sill, A.R. and Bousse, L.J., High throughput screening assay s
ystems in microscale fluidic devices. U.S. Pat. No. 5, 942,443 (1999).
Tyagi, S., Kramer, F.R., and Lizardi, P.M. Detectably labeled dual conformation 
oligonucleotide probes, assays and kits. U.S. Pat. No. 5,925,517 (1999).
Leiner, M.J.P., He, H. and Boila-Gockel, A., Method of determining an alkali ion
. U.S. Pat. No. 5,952,491 (1999).
Taremi, S. S. and Prosise, W. W., Surface plasmon resonance based enzymatic assa
y. U.S. Pat. No. 5,981,167 (1999).
Lucas, J.N., Straume, T. and Bogen. K.T., Detection and isolation of nucleic aci
d sequences using a bifunctional hybridization probe. U.S. Pat. No. 6,027,879 (2
000).
Whitten, D.G., McBranch, D.W., Jones, R. and Bergstedt, T.S., Improvements to th
e fluorescent polymer-QTL approach to biosensing. PCT Pub.No. WO 01/85997 A1 (20
01).
【０２２５】
Aizawa, M., Biosensors in Introduction to Molecular Electronics, Eds Petty, M.C.
, Bryce, M.R. and Bloor, D., pp. 295-314 (Edward Arnold, London, 1995).
Barrie, K.A., Perez, E.E., Lamers, S.L., Farmerie, W.G., Dunn, B.M., Sleasman, J
.W. and Goodenow, M.M., Natural variation in HIV-1 protease, Gag p7 and p6, and 
protease cleavage sites within gag/pol polyproteins: amino acid substitutions in
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 the absence of protease inhibitors in mothers and children infected by human im
munodeficiency virus type 1. Virology, 219:407-416 (1996).
Bosworth, N. and Towers, P., Scintillation proximity assay. Nature 341:167-8 (19
89).
Brown, T. and Dorcas, J.S., Modern machine-aided methods of oligonucleotide synt
hesis. In Oligonucleotides and Analogues a Practical Approach. Ed. F. Eckstein (
IRL Press Oxford UK, 1995).
Carter, R. M., Mekalanos, J. J., Jacobs, M. B., Aubrano, G. J. and Guilbault, G.
 G., Quartz crystal microbalance detection of Vibrio cholerae O139 serotype. J. 
Immunol. Methods, 187:121-5 (1995). 
Caruthers, M.H., Gene synthesis machinery: DNA chemistry and its uses. Science 2
30:281-285 (1985).
Chen, L., McBranch, D.W., Wang, H.L., Helgeson, R., Wudl, F. and Whitten, D.G., 
Highly sensitive biological and chemical sensors based on reversible fluorescenc
e quenching in a conjugated polymer. Proc. Natl. Acad. Sci. 96:12287-12292 (1999
).
【０２２６】
Cohen, C., Chin-Dixon, E., Jeong, S., and Nikiforov, T., A microchip-based enzym
e assay for protein kinase A. Anal. Biochem. 273:89-97 (1999).
Comoglio, S. and Celda, F., An immuno-enzymatic assay of cortisol using E. coli 
β-galactosidase as label. J. Immunol. Methods, 10:161-170 (1976).
De Luca, M. and McElroy, W.D., Methods Enzymol. 57:3-15 (1978).
Dempsey, L.A., Brunn, G.J. and Platt, J.L., Heparanase, a potential regulator of
 cell-matrix interactions. Trends Biochem. Sci. 25:349-351 (2000).
Egholm, M., Buchardt, O., Christensen, L., Behrens, C., Freier, S.M., Driver, D.
A., Berg, R.H., Kim, S.K., Norden, B. and Nielsen, P.E., PNA hybridizes to compl
ementary oligonucleotides obeying the Watson-crick hydrogen-bonding rules. Natur
e, 365:566-568 (1993).
Gluzman, I.Y., Francis, S.E., Oksman, A., Smith, C.E., Duffin, K.L. and Goldberg
, D.E., Order and specificity of the Plasmodium falciparum hemoglobin degradatio
n pathway. J. Clin. Invest. 94:1602 (1994).  
Gonnelli, M., Gabellieri, E., Montagnoli, G. and Felicioli, R., Complementing S-
peptide as modulator in enzyme immonoassay. Biochem. Biophys. Res. Comm. 102:917
-923 (1981).
Grakoui, A., Levis, R., Raju, R., Huang, H.V. and Rice, C.M., A cis-acting mutat
ion in the Sindbis virus junction region which affects subgenomic RNA synthesis.
 J. of Virol., 67:2832 (1993).
Griffin, T.J., Hall, J.G., Prudent, J.R. and Smith, L.M., Direct genetic analysi
s by matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry. Proc. Natl. 
Acad. Sci., 96:6301-6306 (1999).
Hall, M.R.T. and Gibson, W., Virology, 227:160 (1997).
Houghtem, R.A., General method for the rapid solid-phase synthesis of large numb
ers of peptides: specificity of antigen-antibody interaction at the level of ind
ividual amino acids. Proc. Natl. Acad. Sci. 82:5131-5 (1985).
Hu, G..R., Harrop, P., Warlow, R.S., Gacis, M.L. and Walls, R.S., High resolutio
n autoantibody detection by optimized protein G-horseradish peroxidase immunosta
ining in a western blotting assay. J. Immunol. Methods, 202:113-121 (1997).
Jeong, S. and Nikiforov, T.T., Kinase assay based on thiophosphorylation and bio
tinylation. BioTechniques, 27:1232-1238 (1999).
【０２２７】
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Killard, A. J., Smyth, M. R. Grennan, K., Micheli, L. and Palleschi, G., Rapid a
ntibody biosensor assays for environmental analysis. Biochem. Soc. Trans. 28, 81
-84 (2000).
Knorre, D.G., Vlassov, V.V., Zarytova, V.F., Lebedev, A.V., and Federova, O.S. i
n Design and targeted reactions of oligonucleotide derivatives, (CRC Press, Boca
 Raton, Ann Arbor, London, Tokyo, 1994).
Kolykholov, A.A. et al., J. of Virol., 68:7525 (1994). 
Lakowicz, J.R., Topics in Fluorescence Spectroscopy, Vol. 4: Probe Design and Ch
emical Sensing, pp. 133-134 (Plenum Press, New York and London, 1994).
Leiner, M.J.P. and Hartmann, P., Theory and practice in optical pH sensing. Sens
ors and Actuators B, 11:281-289 (1993).
Liedberg, B., Nylander, C. and Lundstrom, I., Biosensing with surface plasmon re
sonance--how it all started. Biosens. Bioelectron., 10:i-ix (1995). 
Moon, R.P., Tyas, L., Certa, U., Rupp, K., Bur, D., Jacquet, C., Matile, H., Loe
tscher, H., Grueninger-Leitch, F., Kay, J., Dunn, B.M., Berry, C. and Ridley, R.
G., Expression and characterisation of plasmepsin I from Plasmodium falciparum. 
Eur. J. Biochem., 244:552-560 (1997). 
Okada, Y., Yamada, S., Toyoshima, M., Dong, J., Nakajima, M. and Sugahara, K., S
tructural recognition by recombinant human heparanase that plays critical roles 
in tumor metastasis: Hierarchical sulfate groups with differential effects and t
he essential target disulfated trisaccharide sequence. J. Biol. Chem. in print (
2002).
Orum, H., Nielsen, P.E., Egholm, M., Berg, R.H., Buchardt, O. and Stanley, C., S
ingle base pair mutation analysis by PNA directed PCR clamping. Nucleic Acids Re
s. 21:5332-5336 (1993).
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Pearson, R.B. and Kemp, B.E., Protein kinase phosphorylation site sequences and 
consensus specificity motifs: tabulations. Methods in Enzymol. 200:62-81 (1991).
Pope, A.J., Haupts, U., and Moore, K.J., Homogeneous fluorescence readouts for m
iniaturized high-throughput screening; theory and practice. Drug Discov. Today 4
:350-362 (1999).
Sato, K., Tokesh, M., Odake, T., Kimura, H., Ooi, T., Nakao, M., and Kitamori, T
., Integration of an immunosorbent assay system: analysis of secretory human imm
unoglobulin A on polystyrene beads in a microchip. Anal. Chem. 72:1144-7 (2000).
Sutherland, R. M., Dahne, C. Place, J. F. and Ringrose, A. S., Optical detection
 of antibody-antigen reactions at a glass-liquid interface. Clin, Chem., 30:1533
-1538 (1984).
Travers, A. and Buckle, M. in DNA-Protein Interactions: A Practical Approach, (O
xford University Press, 2000).
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　以上では、具体的な例に挙げて本発明を説明してきたが、本発明は、これに限定されず
、本発明の精神及び範囲内で様々な変形及び改良が可能であることは当業者にとって明ら
かである。
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【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】
　ａ)それぞれ独立して３～１５０個のヌクレオチドを有し、相互に実質的に相補的であ
ることから第１ハイブリダイズした二重鎖(first hybridized duplex)を形成する第１対
象配列及び第１相補配列からなる第１核酸配列対；
　ｂ)前記第１対象配列と前記第１相補配列のうち少なくとも一つに接合されており、少
なくとも一つの標的因子と特異的に相互作用する少なくとも一つの認識要素；及び
　ｃ)前記第１ハイブリダイズした二重鎖の量の関数としてその大きさが示される特徴的
シグナルを発生する少なくとも一つの検出可能なラベル；からなる構成成分を作動可能に
連結された状態に含むプローブであって、
　前記標的因子が存在するときに、前記標的因子と前記認識要素との前記相互作用により
前記第１ハイブリダイズした二重鎖の量が、前記標的因子が存在しないときの量に比べて
変化することによって前記特徴的シグナルが変化すること、
　前記認識要素は、不安定化因子と少なくとも一つの切断部位とを含むプローブ基質であ
り、前記標的因子は、切断部位を特異的に切断しうる反応誘発因子であり、前記切断部位
の第１末端は、前記不安定化因子に接合されており、前記切断部位の第２末端は、前記第
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いることを特徴とする切断性プローブ。
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