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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも次の（１）、（２）、（３）の手順が含まれる生化学的分析方法。
（１）光学的又は電気的に識別可能とされたビーズ表面に固定された検出用一本鎖ヌクレ
オチドに対して、標的一本鎖ヌクレオチドをハイブリダイゼーション反応させる反応手順
。
（２）前記反応手順を経て得られる前記ビーズが存在する電解液に対して直流電界及び／
又は交流電界を印加する電界印加手順。
（３）前記電界印加手順を経て得られる前記ビーズの泳動状態に基づき、前記相互反応を
解析する相互反応解析手順。
【請求項２】
　少なくとも次の（１）、（２）、（３）の手順が含まれる生化学的分析方法。
（１）光学的又は電気的に同一種に識別されるビーズ毎に異なる検出用物質を固定し、該
検出用物質に対して標的物質を相互反応させる反応手順。
（２）前記反応手順を経て得られる前記ビーズが存在する電解液に対し、異なる前記検出
用物質毎にそれぞれ独立の電解液流路で直流電界及び／又は交流電界を印加する電界印加
手順。
（３）前記電界印加手順を経て得られる前記ビーズの泳動状態に基づき、前記相互反応を
解析する相互反応解析手順。
【請求項３】
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　前記検出用物質は、一本鎖又は二本鎖のヌクレオチド、アミノ酸、ペプチド、タンパク
質、脂質、低分子化合物、糖、リポソームその他の生体物質のいずれかであって、電解液
中で電荷を有し、該電荷の駆動力により泳動可能な物質であることを特徴とする請求項２
に記載の生化学的分析方法。
【請求項４】
　少なくとも次の（１）、（２）、（３）、（４）の手順が含まれる生化学的分析方法。
（１）光学的又は電気的に識別可能とされたビーズ表面に固定された検出用物質に対して
、標的物質を相互反応させる反応手順。
（２）ビーズ表面に結合している反応物質を電気的に振動させることによって、検出用物
質から反応不充分な標的物質を解離させる解離手順。
（３）前記解離手順を経て得られる前記ビーズが存在する電解液に対して直流電界及び／
又は交流電界を印加する電界印加手順。
（４）前記電界印加手順を経て得られる前記ビーズの泳動状態に基づき、前記相互反応を
解析する相互反応解析手順。
【請求項５】
　少なくとも次の（１）、（２）、（３）の手順が含まれる生化学的分析方法。
（１）光学的又は電気的に識別可能とされた磁気ビーズ表面に固定された検出用物質に対
して、標的物質を相互反応させる反応手順。
（２）前記反応手順を経て得られる前記磁気ビーズが存在する電解液に対して直流電界及
び／又は交流電界を印加する電界印加手順。
（３）前記電界印加手順を経て得られる前記磁気ビーズを、電磁誘導によって発生する電
流を検出することによって電気的に識別することにより、前記磁気ビーズの泳動状態を検
出し、該泳動状態に基づき、前記相互反応を解析する相互反応解析手順。
【請求項６】
　少なくとも次の（１）、（２）、（３）、（４）の手順が含まれる生化学的分析方法。
（１）光学的又は電気的に識別可能とされたビーズ表面に固定された検出用一本鎖ヌクレ
オチドに対して、標的一本鎖ヌクレオチドをハイブリダイゼーション反応させる反応手順
。
（２）前記反応手順を経て得られる前記ビーズが存在する電解液に対して直流電界及び／
又は交流電界を印加する電界印加手順。
（３）前記電界印加手順を経て得られる前記ビーズの泳動状態に基づき、前記相互反応を
解析する相互反応解析手順。
（４）電解液流路中を電極側に泳動してきた前記ビーズを回収し、該ビーズに結合してい
る二本鎖ヌクレオチドの標的ヌクレオチド鎖をＰＣＲ増幅して、該標的ヌクレオチド鎖の
塩基配列を決定する塩基配列決定手順。
【請求項７】
　前記（２）の電界印加手順は、ビーズに保持された物質の電荷量に応じた移動速度の差
異によりビーズを分別する手順であることを特徴とする請求項１記載の生化学的分析方法
。
【請求項８】
　検出用物質と標的物質の相互反応を検出する生化学的分析装置であって、
　光学的又は電気的に同一種に識別可能で同一種毎に異なる前記検出用物質が固定された
ビーズを、該ビーズに保持された物質の電荷量に応じて、電界により同一種のビーズ毎に
移動させるそれぞれ独立した電解液流路と、
前記電解液流路へ直流電界及び／又は交流電界を印加するための電界印加手段と、
　前記ビーズの泳動状態を光学的又は電気的に識別可能な読み取りセンサーと、
　を備える生化学的分析装置。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
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本発明は、遺伝子の変異解析、遺伝子発現解析、多型解析、分子間相互反応のカイネティ
クス等に有用な生化学的分析方法に関する。詳しくは、ヌクレオチド等の物質を固定する
ための担体として機能するビーズの表面において、ハイブリダイゼーション反応等の相互
反応を行った後に、電気泳動に基づきアクティブな反応を示したビーズを分別する手法を
含む生化学的分析方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
現在、マイクロアレイ技術によって所定のＤＮＡが微細配列された、いわゆるＤＮＡチッ
プ又はＤＮＡマイクロアレイ（以下、「ＤＮＡチップ」と総称する。）と称されるバイオ
アッセイ用の分子集積基板が、遺伝子の変異解析、ＳＮＰｓ（一塩基多型）分析、遺伝子
発現頻度解析等に利用されており、創薬、臨床診断、薬理ジェノミクス、法医学その他の
分野において広範囲に活用され始めている。
【０００３】
このＤＮＡチップは、ガラス基板やシリコン基板上に多種・多数のＤＮＡオリゴ鎖やｃＤ
ＮＡ（complementary DNA）等が集積されていることから、ハイブリダイゼーション等の
分子間相互反応の網羅的解析が可能となる点が特徴とされている。
【０００４】
ＤＮＡチップによる解析手法の一例を簡潔に説明すれば、ガラス基板やシリコン基板上に
固相化されたＤＮＡプローブに対して、細胞、組織等から抽出したｍＲＮＡを逆転写ＰＣ
Ｒ反応等によって蛍光プローブｄＮＴＰを組み込みながらＰＣＲ増幅し、前記基板上にお
いてハイブリダイゼーションを行い、所定の検出器で蛍光測定を行うという手法である。
【０００５】
ここで、ＤＮＡチップは二つのタイプに分類できる。第１のタイプは、半導体露光技術を
応用したフォトリソグラフィーの技術を用いて、所定の基板上に直接オリゴヌクレオチド
を合成していくものであり、アフィメトリクス社（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ社）によるもの
が代表的である（例えば、特表平４－５０５７６０号公報参照）。この種のチップは、集
積度は高いが、基板上でのＤＮＡ合成には限界があって、数十塩基程度の長さである。第
２のタイプは、「スタンフォード方式」とも称されるもので、先割れピンを用いて、予め
用意されたＤＮＡを基板上に分注・固相化していくことによって作製されるものである（
例えば、特許３２７２３６５号公報参照）。この種のチップは、集積度は前者に比べて低
いが、１ｋｂ程度のＤＮＡ断片を固相化できるという利点がある。
【０００６】
また、現在、プロテインチップを含むバイオセンサーチップと称される、薄い平板上に設
けられた微小な検出表面部位に所定の検出用物質を固相化し、この検出用物質に対して、
標的物質を含む溶液を微容量通水し、両物質の相互反応を表面プラズモン共鳴原理や水晶
発振子等の原理を用いて観察・分析するバイオセンサー技術が進展しており、抗体抗原反
応やホルモン応答反応等の物質間相互反応の分析における有用な技術となっている。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】
しかしながら、上記した従来のＤＮＡチップ技術は、二次元である基板の狭小なスポット
部位においてＤＮＡプローブ等のヌクレオチドを固相化（固定化）し、ハイブリダイゼー
ション反応を行う技術であるため、空間的にヌクレオチド分子の自由度が制限される。ま
た、ハイブリダイゼーション反応の際に立体障害が発生する可能性がある。これらの理由
から、従来のＤＮＡチップ技術では、ハイブリダイゼーション反応の効率が悪く、反応時
間が長い傾向があるという技術的課題があった。
【０００８】
また、既述したバイオセンサー技術においては、ナノリッターレベルの極微量溶液の取り
扱いが難しく、ハイスル－プット化する際には、高度な熟練技術が必要となる等の技術的
課題があり、加えて、当該技術を実施するための装置又はシステムが非常に高価であった
。
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【０００９】
そこで、本発明の主な目的は、光学的又は電気的に識別可能なビーズ表面で、ハイブリダ
イゼーション等の物質間相互反応を行う技術と、電気泳動によるビーズ分別技術等を駆使
することによって、反応効率を向上させるとともに、全体の手順が簡易な生化学的分析方
法を提供することにある。
【００１０】
【課題を解決するための手段】
　上記技術的課題を解決するために、まず、本願においては、（１）光学的又は電気的に
識別可能とされたビーズ表面に固定された検出用物質に対して、標的物質を液相中で相互
反応させる反応手順、（２）前記反応手順を経て得られる前記ビーズが存在する電解液に
対して直流電界及び／又は交流電界を印加する電界印加手順、これら（１）、（２）の手
順を少なくとも含む生化学的分析方法を提供する。
【００１１】
　ここで、本発明に係る生化学的分析方法では、微小なビーズを検出用物質及び反応物質
（検出用物質と標的物質が結合した物質）の担体並びにカウンターウエイトとして機能さ
せることによって、該ビーズ群を所定の電解液流路中に投入し、ビーズに保持された物質
の電荷量に応じた駆動力による泳動を行って、ビーズの分別を行う。
【００１２】
　即ち、ビーズに固定化された検出用物質とサンプル溶液中の標的物質がアクティブな反
応を示した場合には、ビーズ表面に保持されている物質の電荷総量に応じてクーロン力の
大小が発生し、このクーロン力の差異が移動速度の差になって現出する。より具体的には
、ビーズに固相化された検出用物質とサンプル溶液中の標的物質がアクティブな反応を示
した場合には、当該ビーズに保持された反応物質のクーロン力が歴然として大きくなる。
【００１３】
　ここで、本発明において使用することができるビーズは、手段を問わず、光学的又は電
気的に識別可能な構成とされた微小なビーズである。また、各ビーズに固定された検出用
物質の種類は予め記録しておくことも必要である。本発明では、光学的又は電気的に識別
可能とされたビーズ自体を検出すればよいので、従来は必須であった反応物質の蛍光標識
やＲＩ標識は不要となる。
【００１４】
ビーズの光学的識別方法としては、ビーズの色調を変える方法を採用でき、例えば、２色
のシアニン色素Ｃｙ３，Ｃｙ５を混合して染色を施し、各蛍光色素の含有割合によって色
の階調が施されたビーズ群や、複数の蛍光色素を混合することなく組み合わせ、色分けし
たビーズ群等を採用することができる。なお、ビーズは輪郭がはっきりしているので、光
学的に高解像度で読み取ることができ、低価格の光学システムを採用できるという利点が
ある。
【００１５】
　ビーズの電気的識別方法としては、例えば、磁気ビーズを用い、電磁誘導によって発生
する電流を検出することによって電気的に識別することができる。磁気ビーズを用いる場
合、例えば、泳動開始地点となる電極側に磁石を配置しておくことにより、電解液流路中
に投入されたビーズ群を一旦電極側に留めおくことが可能となる。これにより、ビーズの
泳動を開始する前のビーズ群の自由拡散を防止することができる。なお、ビーズの泳動の
開始と同時に、前記磁石の磁力が磁気ビーズに及ばないように工夫する。
【００１６】
　これにより、光学的又は電気的にビーズを識別できる所定の読み取りセンサーを用いて
、どの種のビーズが、迅速に移動し、又はゆっくりと移動し、又は移動しなかったのか、
を的確に把握することができるので、標的物質と検出用物質の相互反応の有無、反応強度
、親和性、塩基配列の相補性等を容易に追跡することができる。即ち、本発明に係る生化
学的分析方法は、遺伝子の変異解析、遺伝子発現解析、多型解析、分子間相互反応のカイ
ネティクスの解析、抗原抗体反応やホルモン応答反応等の解析に利用できる。
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【００１７】
なお、ビーズ表面には、各種検出用物質を固定できるように、検出用物質との結合部位を
備える物質をコーティングする。そして、前記コーティング処理後のビーズ表面には、一
本鎖又は二本鎖の全長又は断片のヌクレオチド、ペプチド、タンパク質、脂質、低分子化
合物、糖、リポソームその他の生体物質等の検出用物質を固相化しておく。光学的又は電
気的に同一種として識別されるビーズ毎に、異なる前記検出用物質をそれぞれ固定してお
くこともできる。
【００１８】
　本発明では、異なる前記検出用物質毎に、それぞれ独立の電解液流路で前記電界印加手
順を行ってもよい。
【００１９】
　また、ビーズ表面に結合している反応物質を電気的に振動させることによって、検出用
物質から反応不充分な標的物質を解離させる手順を採用してもよい。例えば、電解液にＡ
Ｃ（Alternating current）電界をかけて、ビーズ表面に不充分な結合状態（例えば、ミ
スハイブリ）で留まっている標的物質に振動を加え、物理的に検出用物質から解離させる
ことができる。このような解離手順によれば、反応手順を経たビーズ群を、「アクティブ
な反応を示した物質を保持するビーズ」と「検出用物質のみが固定された未反応状態のビ
ーズ」に大別することができる。この結果、電解液流路中においてビーズ群を一方の電極
側と他方の電極側に二分することができる。
【００２０】
　また、前記解離手順を採用することによって、既存のＤＮＡチップ、プロテインチップ
その他のバイオセンサーチップにおいて必須とされる洗浄、乾燥手順が全く不要となると
いう利点がある。即ち、洗浄液の組成や洗浄条件の選定に関する余計な配慮が不要となり
、また、洗浄、乾燥手順自体も不要であるので、分析作業全体を簡略化できる。
【００２１】
　検出用物と標的物質が共に一本鎖ヌクレオチドであって、前記反応手順がハイブリダイ
ゼーション反応である場合では、前記（２）の手順後に、電解液流路中を一方の電極側に
泳動してきた前記ビーズを回収し、該ビーズに結合している二本鎖ヌクレオチドの標的ヌ
クレオチド鎖をＰＣＲ増幅して、該標的ヌクレオチド鎖の塩基配列を決定することもでき
る。
【００２２】
　なお、本願においてハイブリダイゼーションなる用語は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）
、リボ核酸（ＲＮＡ）、ポリヌクレオチド及びオリゴヌクレオチドを包含する全ての天然
又は合成の核酸並びに核酸誘導体の間における全ての相補鎖形成反応を包含する。
【００２３】
　次に、本発明は、上記方法発明に加えて、光学的又は電気的に識別可能なビーズに保持
された物質の電荷量に応じて、該ビーズを電界により移動させる電解液流路と、前記電解
液流路へ直流電界及び／又は交流電界を印加するための電界印加手段と、を備える生化学
的分析装置を提供する。なお、ビーズの前記回収作業を容易化する目的で、使用する電解
液流路には、電極側に集まってきたビーズを槽外に簡易に排出・回収できる構造を付設し
てもよい。
【００２４】
　以上のように、本発明は、基板上の狭小なスポット部位においてハイブリダイゼーショ
ン行う構成であるＤＮＡチップとは全く異なる構成の網羅的遺伝子解析手段、並びに薄板
状のセンサーチップの狭小な検出表面で物質間の相互反応を進行させるバイオセンサーチ
ップとは全く異質な構成の網羅的相互反応解析手段を提供するという技術的意義を有して
いる。
【００２５】
　ビーズ表面は、従来のＤＮＡチップの基板上のスポット部位やセンサーチップの薄板上
の検出表面部位に比して、表面積が大きく、また反応空間も広いので、物質の自由度が大
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きく、相互反応の際の立体障害も大きな問題にならない。このため、ハイブリダイゼーシ
ョンその他の相互反応を効率良く進行させ、反応を短時間で完了させることができる。
【００２９】
【発明の実施の形態】
以下、添付図面に基づき、本発明の好適な実施形態について説明する。まず、図１は、本
発明に係る生化学的分析方法で用いられるビーズの一実施形態を表す図、図２は、同ビー
ズのコーティング処理について説明する図、である。
【００３０】
図１，図２中の符号１は、本発明に係る生化学的分析方法に好適な球形のポリスチレン製
ビーズである。該ビーズ１は、２種類の蛍光色素Ｃｙ３（蛍光波長５７０ｎｍ、励起波長
５４３ｎｍ）、Ｃｙ５（蛍光波長６７０ｎｍ、励起波長６３３ｎｍ）の含有割合を段階的
に変えることによって染色が施され、本実施形態では、１０×１０＝１００階調のビーズ
１群が作製されている。なお、ビーズ１の階調数は、必要に応じて適宜決定でき、１００
階調に限定されない。
【００３１】
これらのビーズ１は、２波長（６５７ｎｍ、７２０ｎｍ）のレーザー光を出射する構成の
光学センサーによって色調が読み取られ、識別可能とされる。なお、ビーズ１は光学的に
識別可能な構成であれば採用可能である。なお、本発明では、光学的に識別できるビーズ
１に換えて、磁気ビーズを用い、電磁誘導によって発生する電流を検出することによって
識別方法を使用することも可能である。
【００３２】
次に、図２に示すように、ビーズ１は、様々な検出用物質を固定するために適したコーテ
ィング処理が施される。例えば、アミノ基、カルボキシル基、チオール基、アルデヒド基
、ストレプトアビジン、ＮＴＡ（ニトリロ三酢酸）等によってコーティング処理を行い、
更にリンカーやキャプチャーを結合させる等して、ビーズ１の表層膜１０１を形成する。
なお、アミノ基、カルボキシル基、チオール基、アルデヒド基は、これらの官能基との結
合部位を備える分子の固相化に適しており、ストレプトアビジンはビオチン化したＤＮＡ
断片やビオチン化リガンドの固定に適しており、ＮＴＡは、Ｈｉｓ－Ｔａｇタンパク質の
固定に適している。
【００３３】
次に、ビーズ１には、所定のバッファー溶液中において検出用物質を固定する。検出用物
質は、一本鎖又は二本鎖のヌクレオチド（全長又は断片、ＤＮＡとＲＮＡの双方を含む。
）、アミノ酸、ペプチド、タンパク質、脂質、低分子化合物、リポソームその他の生体物
質のいずれかを分析目的に合わせて選択する。
【００３４】
　検出用物質が一本鎖ヌクレオチドの場合は、標的ヌクレオチドとのハイブリダイゼーシ
ョン反応の分析に利用でき、二本鎖ヌクレオチドの場合は、該ヌクレオチドの所定配列部
位とレセプター分子との間の特異的結合等から構成されるホルモン応答反応等の分析に利
用できる。なお、前記ホルモン応答反応は、内分泌攪乱物質の分析等に有用である。また
、検出用物質がヌクレオチドの場合、ヌクレオチドのＴｍ（melting Temperature）又は
ＧＣ含有率によってビーズをグルーピングし、グループ毎に反応場を区別することにより
、最適なバッファー溶液の組成又は温度条件の下で、ハイブリダイゼーション反応を行わ
せるように工夫することができる。この工夫によれば、一律の反応条件でハイブリダイゼ
ーションを行わなければならない既存のＤＮＡチップに比して、ハイブリダイゼーション
反応を高精度に行うことができる。
【００３５】
図３（Ａ）には、ビーズ１に検出用物質２として機能する一本鎖ヌクレオチドが固定され
た状態のビーズを模式的に示されている。なお、ビーズ１の表面には実際は多数の一本鎖
ヌクレオチドが固定されることになるが、図３では、説明の便宜上省略して示している。
このように検出用物質２が固定されたビーズは、プローブビーズと称することも可能であ
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ろう。
【００３６】
図３（Ｂ）は、検出用物質２として機能する一本鎖ヌクレオチドに対して、標的物質３で
ある一本鎖ヌクレオチドがアクティブにハイブリダイゼーションした状態を模式的に示し
ている。
【００３７】
　この図３（Ｂ）に示す例では、検出用物質２と標的物質３がアクティブに相互反応を示
した場合は、当該ビーズ１が保持する負電荷量が増加するので、該ビーズ１は、例えば、
ＤＣ電界をかけた電解液流路中では、迅速に正電極側に移動することになる。
【００３８】
図４は、電解液流路中におけるビーズ１の移動の様子を模式的に示した図である。
【００３９】
　符号４で示す電解液流路は、槽状に形成してもよく、基板上に細長のキャピラリー状に
形成する構成でも採用可能であり、またマルチチャンネル化しても良いのであって、流路
の形態は狭く限定されない。光学的（又は電気的に）同一種に識別されるビーズ毎に、異
なる検出用物質を固定する場合は、それぞれ独立の電解液流路で電界による泳動を行うよ
うにする。電解液流路４にＤＣ電界を印加する場合は、一端部に負電極として機能させる
電極４１、他端部に正電極として機能させる電極４２を形成し、導通可能とする。なお、
電気泳動する物質の電荷によって、正負電極の配置は適宜決定する。
【００４０】
　電解液流路４には低融点アガロースゲル等の電解液Ｒが充填されている。電極４１の近
傍には、ハイブリダイゼーション等の反応手順が完了したビーズ１群が含有されているサ
ンプル溶液Ｓを添加する。このサンプル溶液Ｓは、電解液流路４に設けられた、開閉可能
な開口部４４から注入できるように工夫できる。電解液流路４中に添加されてきたサンプ
ル溶液Ｓ中のビーズ１群は、電極４１近傍の移動開始領域４３に一次滞留させておくよう
にする。
【００４１】
　なお、ビーズ１として磁気ビーズを採用することも可能である。この場合には、前記移
動開始領域４３に磁石Ｍを配置し、この磁石Ｎの磁力によって磁気ビーズ群を移動開始領
域４３内に確実に留めておくことができるようになる。そして、電解液Ｒに電界Ｅをかけ
る際には、前記磁力を解除して、電界による泳動を行うようにすることができる。この結
果、泳動開始前に、拡散やブラウン運動等によってビーズ１群が移動してしまうのを防止
できるので、電界Ｅのみの作用によって生ずる移動を観察し易くなる。
【００４２】
ここで、上記電解液Ｒに、例えば、ＤＣ電界をかけると、ビーズ１群は、ビーズ１に保持
された物質の電荷量（クーロン力）に応じた速度で、正電極として機能する電極４２側に
移動することになる。図４中に示す符号１ａは、アクティブな反応を示したビーズ群を模
式的に示し、符号１ｂは、反応が不充分であったビーズ群、符号１ｃは、アクティブな反
応を全く示さなかったビーズ群を示している。
【００４３】
　ビーズ１ａ群は、短時間の内に迅速に電極４２に引き寄せられて移動し、一方のビーズ
１ｂ群は、ゆっくりと移動する。即ち、ビーズ１ａとビーズ１ｂ、１ｃでは、保持されて
いる物質の電荷量に応じて、その泳動の速度に歴然とした違いが生じ、その速度差に応じ
てビーズ１の色調に基づくバンドが電解液流路４に形成される。どの種のビーズが速く移
動して正電極部４２側に集まり、どの種のビーズがゆっくり移動するかを確認することに
よって、検出用物質２と標的物質３との反応状況を確認できる。
【００４４】
　ここで、電解液ＲにＤＣ電界をかける前又は同時に、低・中周波数のＡＣ電界をかける
ことによって、ビーズ１群に保持されている物質を電気的に振動させ、アクティブな反応
を示さなかった標的物質３を、検出用物質２から解離させるように工夫してもよい。
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【００４５】
この解離手順によって、反応不充分（ミスハイブリダイゼーション等）であったビーズ１
ｂ群から標的物質３を解離させることができるため、電解液Ｒ中のビーズ１群を、アクテ
ィブな反応を示したビーズ１ａ群と、アクティブな反応を全く示さなかったビーズ１ｃ群
に二分することが可能となる。この結果、既存のＤＮＡチップやバイオセンサーチップ等
のような面倒な洗浄・乾燥手順を行う必要がなくなるので、作業効率が非常によい。
【００４６】
次に、正電極部４２側に移動したビーズ１ａ群を回収し、読み取り装置によってビーズ１
ａの色調を解析することによって、どの種の検出用物質と標的物質がアクティブな反応を
示したかを容易に把握できる。
【００４７】
　なお、電解液流路４からのビーズ１群の回収は、ビーズが集まる電極４２側の好適位置
に設けた開閉可能な開口部４５から自動的に取り出すことができるようにしてもよい。
【００４８】
　ここで、本発明に係る生化学的分析方法では、検出用物質２と標的物質３が、共に一本
鎖ヌクレオチドであって、即ち上記反応手順がハイブリダイゼーション反応である場合で
は、電界による泳動に基づく上記分別手順の後に、電解液流路４中の電極４２側に移動し
たビーズ１ａ群を回収し、該ビーズ１ａ群に保持された二本鎖ヌクレオチドの標的ヌクレ
オチド鎖をＰＣＲ増幅処理し、シークエンシングすることによって、該標的ヌクレオチド
鎖の塩基配列を容易に知ることができる。
【００４９】
【実施例】
本発明に係る生化学的分析方法の有効性を検証すべく、ビーズに一本鎖の２５塩基のＤＮ
Ａプローブを固定してプローブビーズを作製した。このプローブビーズのｃＤＮＡプロー
ブと所定のｍＲＮＡをハイブリダイゼーションさせたビーズとハイブリダイゼーションさ
せなかったビーズの両方を、同条件の電解液中に添加して電気泳動させ、その移動速度の
差を調べた。両ビーズの移動速度の差異が観察できれば、本発明方法の有効性が実証され
ることになる。
【００５０】
＜ビーズの前処理＞
まず、ダイナル（ＤＹＮＡＬ）社のｍＲＮＡＤｉｒｅｃｔＫｉｔ（製品番号：Ｎｏ．６１
０．１１と６１０．１２）のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｏｌｉｇｏ　ｄｔ２５の１ｍＬ入りチ
ューブ（「▲１▼チューブ」と称する。）を軽く振って、底に沈んでいたビーズ群（比重
１．６、直径２．８μｍ）を均一に懸濁させた。次に、１．５μＬのマイクロセントリフ
ュージチューブ（「▲２▼チューブ」と称する。）をダイナル（Ｄｙｎａｌ）社のＭＰＣ
マグネットスタンドに立て、前記▲１▼チューブから１０μＬの懸濁液を採取し分注した
。３０秒経過後、ビーズがマグネットに引きつけられて懸濁液が清澄になったら、液体を
ピペットで吸い取って捨てる。▲２▼チューブをＭＰＣマグネットスタンドから取り出し
て、容量１０μＬのＬｙｓｉｓ／Ｂｉｎｄｉｎｇバッファー液を注入し、該チューブを再
び軽く振って再懸濁させ、保管した。
【００５１】
＜ｍＲＮＡの抽出＞
凍結保存されていたマウスの脳組織の保存液を１０μＬ採取して、１．５ｍＬのマイクロ
セントリフュージチューブに分注し、２０μＬのクロロフォルムを添加し、３０秒ボルテ
ックスミキサーにて攪拌した。続いて、該チューブを遠心機にセットして、１万ｒｐｍ条
件で３０秒遠心した。遠心終了後、チューブ上側の水層のみを注意深くピペットで吸い取
り、ＲＮａｓｅフリーのマイクロセントリフュージに分注し、更にＬｙｓｉｓ／Ｂｉｎｄ
ｉｎｇバッファー液を２０μＬ添加した。次に、チューブを回転式ミキサーに取り付け、
２分間回転させて細胞壁を溶解させた。次に、遠心機にかけ、１万ｒｐｍで１分間回転し
、異物を沈降させ、上清を別のチューブに取り出した。
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【００５２】
＜反応手順（ハイブリダイゼーション）＞
段落００４９で準備したビーズと、段落００５０の手順で準備したｍＲＮＡの抽出液を混
合し、常温で３～５分反応させた。そして、ダイナル（Ｄｙｎａｌ）社のＭＰＣマグネッ
トスタンドに設置し、３０秒清澄するのを待った。次に上清を全て捨て、チューブを前記
スタンドから外し、ｍＲＮＡ抽出液を１０μｌ分注した。チューブをローテーター又は揺
動機に載置して、室温下３～５分間インキュベートした。続いて、チューブを前記スタン
ドに再び設置し、１分間待機し、上清をピペットで吸引除去した。上記キットの洗浄バッ
ファー液Ａを２０μｌ加え、軽く振って前記スタンドに立てて、上清を除く作業を２回繰
り返してから、上記キットの洗浄バッファー液Ｂを２０μｌ加え、同様の作業で１回洗浄
した。このサンプル溶液を氷温保存した。
【００５３】
＜電気泳動による分別手順＞
段落００４３で得たサンプル溶液および段落番号００４９の手順で準備したビーズ、即ち
ハイブリダイゼーションさせなかったビーズを別々にアガロースゲル溶液に加え、これら
を別々のスライドガラスにセットし、電界をかけながら各々顕微鏡で調べた。具体的には
、前記サンプル溶液に５０μｌの２％低融点アガロースゲルのＴＡＥ溶液を加えて軽く振
って懸濁させた。懸濁液を１０μｌ採取し、スライドガラスの中央に滴下し、懸濁液に泡
が入り込まないようにカバーガラスを慎重に被せ、周囲を高融点１％アガロースゲルで閉
塞した。そして、スライドガラスを顕微鏡に設置し、ＤＣ電界を２０ｖ/ｃｍ、１０ｍＡ
の条件でかけ、×２００倍率でビーズ群の移動速度を観察した。
【００５４】
＜結果＞
上記実験の結果、アクティブなハイブリダーゼーションを示したビーズは、正電極側に速
やかに移動した。一方、アクティブなハイブリダイゼーションを示さなかったビーズの電
気泳動速度は、歴然として遅く、電界を３０ｖ/ｃｍに上げても速やかな電気泳動は観察
できなかった。このことから、本発明に係る生化学的分析方法の有効性が実証できた。
【００５５】
　以上、本発明の実施形態並びに実施例は、ビーズ上においてハイブリダイゼーションを
行う反応系を代表例として説明してきたが、本発明に係る生化学的分析方法は、ハイブリ
ダイゼーションに限定されることなく、低・高分子間の相互反応の解析に有用な方法であ
って、ビーズに保持された物質の電荷量（クーロン力）の差異に基づいて電界による泳動
を行って、光学的又は電気的に識別可能なビーズを分別する技術的思想を備えるものを広
く包含する。
【００５６】
【発明の効果】
　本発明に係る生化学的分析方法によれば、光学的又は電気的に識別できる構成のビーズ
表面で物質間の相互反応を行わせ、このビーズを、電界を用いた泳動により分別し、所定
の読み取りセンサーを用いて、どの種のビーズが、電極側に迅速に移動し、又はゆっくり
と移動し、又は移動しないか、を的確に把握することが可能となるので、標的物質と検出
用物質の相互反応の有無、反応強度、親和性、塩基配列の相補性等を容易に追跡すること
ができる。また、ビーズは輪郭がはっきりしているので、光学的に高解像度で容易に読み
取ることができるため、低価格の光学システムを使えるという利点もある。
【００５７】
従って、本発明に係る生化学的分析方法は、遺伝子の変異解析、遺伝子発現解析、多型解
析、分子間相互反応のカイネティクスの解析、抗原抗体反応や酵素応答反応等の解析に利
用できる。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明に係る生化学的分析方法で用いられるビーズ（１）の一実施形態を表す図
【図２】同ビーズ（１）のコーティング処理について説明する図
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【図３】（Ａ）検出用物質（２）として機能する一本鎖ヌクレオチドが固定された状態の
ビーズ（１）を模式的に示す図
（Ｂ）同一本鎖ヌクレオチドに対して、標的物質（３）である一本鎖ヌクレオチドがアク
ティブにハイブリダイゼーションした状態を模式的に示す図
【図４】電解液流路（４）中におけるビーズ（１）の移動の様子を模式的に示した図
【符号の説明】
　１　ビーズ
　２　検出用物質
　３　標的物質
　４　電解液流路
　４１，４２　電極
　Ｒ　電解液

【図１】 【図２】
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