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(57)【要約】
本開示は、試験試料中に存在し得る１つ以上の標的分子
の検出のための方法、デバイス、試薬、およびキットに
ついて記載する。記載される方法、デバイス、キット、
および試薬は、核酸（すなわち、アプタマー）を検出お
よび定量化することによって試験試料中の非核酸標的（
例えば、タンパク質標的）の検出および定量化を促進し
、アプタマー－標的の相互作用を維持しながら、アプタ
マー－アプタマーの相互作用が有意に減少されるかまた
は排除される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的分子に対する特異的結合親和性を有し、かつ第１の捕捉要素に対する親和性を有す
る第１のタグを担持するアプタマーを、第１の捕捉要素を含む第１の固体支持体に曝露し
、前記第１のタグを前記第１の捕捉要素と会合させることと、
　凝集したアプタマーを解離させる１つ以上の溶液で前記第１の固体支持体を洗浄するこ
とと、
　前記アプタマーを試験試料と接触させることであって、前記標的分子が前記試験試料中
に存在する場合、アプタマー－標的親和性複合体が形成される、接触させることと、
　前記第１の固体支持体と会合していない混合物の１つ以上の成分を除去することと、
　第２の捕捉要素に対する親和性を有する第２のタグを、前記アプタマー－標的親和性複
合体中の前記標的分子に付着させることと、
　前記第１の固体支持体から前記アプタマー－標的親和性複合体を放出させることと、
　前記放出されたアプタマー－標的親和性複合体を、第２の捕捉要素を含む第２の固体支
持体に曝露し、前記第２のタグを前記第２の捕捉要素と会合させることと、
　前記第２の固体支持体と会合していない前記混合物のあらゆる成分を除去することと、
　アプタマー／分析物の相互作用を妨害するカオトロピック塩を含む１つ以上の溶液で前
記第２の固体支持体からアプタマーを溶出することと、を含む、方法。
【請求項２】
　前記アプタマーは、少なくとも１つのＣ－５修飾ヌクレオチドを含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　前記アプタマーは、リボース位置、デオキシリボース位置、ホスフェート位置、および
塩基位置から独立して選択される１つ以上の位置における化学置換を含む少なくとも１つ
の化学修飾を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記化学修飾は、２’位糖修飾、２’－アミノ（２’－ＮＨ２）、２’－フルオロ（２
’－Ｆ）、２’－Ｏ－メチル（２’－ＯＭｅ）、５位ピリミジン修飾、８位プリン修飾、
シトシン環外アミンにおける修飾、５－ブロモウラシルの置換、５－ブロモデオキシウリ
ジンの置換、５－ブロモデオキシシチジンの置換、主鎖修飾、メチル化、３’キャップ、
および５’キャップからなる群から独立して選択される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　動的負荷を導入することをさらに含む、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記アプタマー－標的親和性複合体は、緩徐な解離速度を有する、請求項１～５のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記アプタマー－標的親和性複合体の前記解離速度（ｔ１／２）は、３０分以上である
、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記アプタマー－標的親和性複合体の前記解離速度（ｔ１／２）は、約３０分～約２４
０分である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記アプタマー－標的親和性複合体の前記解離速度（ｔ１／２）は、３０分以上、６０
分以上、９０分以上、１２０分以上、１５０分以上、１８０分以上、２１０分以上、およ
び２４０分以上からなる群から選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記緩衝溶液のうちの１つ以上は、有機溶媒を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記有機溶媒は、グリセロールである、請求項１０に記載の方法。
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【請求項１２】
　前記カオトロピック塩は、過塩素酸ナトリウム、塩化リチウム、塩化マグネシウム、お
よび塩化ナトリウムからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記アプタマーは、Ｑ－ＰＣＲ、ＭＳ、次世代シーケンシング、およびハイブリダイゼ
ーションからなる群から選択される方法を用いて検出および任意選択的に定量化される、
請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記Ｑ－ＰＣＲは、ＴａｑＭａｎ（登録商標）ＰＣＲ、ＰＣＲプロセス中の挿入蛍光色
素、またはＰＣＲプロセス中の分子ビーコンを用いて行われる、請求項１３に記載の方法
。
【請求項１５】
　前記アプタマーは、検出可能な部分を含む、請求項１～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　前記検出可能な部分は、色素、量子ドット、放射標識、電気化学的官能基、ならびに酵
素および検出可能な酵素基質からなる群から選択される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記色素は、蛍光色素である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記アプタマーは、一本鎖核酸または二本鎖核酸である、請求項１～１７のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記アプタマーは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはＤＮＡおよびＲＮＡの両方を含む、請求項
１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記標的分子は、タンパク質、ペプチド、炭水化物、多糖、糖タンパク質、ホルモン、
受容体、抗原、抗体、ウイルス、基質、代謝物、遷移状態類似体、補因子、阻害剤、薬物
、色素、栄養素、増殖因子、組織、および制御基質からなる群から選択される、請求項１
～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記標的分子は、タンパク質またはペプチドである、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記試験試料は、生物試料、環境試料、化学試料、製剤試料、食物試料、農産物試料、
および動物試料からなる群から選択される、請求項１～２１のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項２３】
　前記試験試料は、血液、全血、白血球、末梢血単核細胞、血漿、血清、痰、息、尿、精
液、唾液、髄膜液、羊水、腺液、リンパ液、乳頭吸引液、気管支吸引液、滑液、関節吸引
液、細胞、細胞抽出物、糞便、組織、組織抽出物、組織生検、および脳脊髄液からなる群
から選択される生物試料である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記試験試料は、血漿または血清を含む、請求項１～２１のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項２５】
　前記第１のタグおよび前記第２のタグは、各々、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、ペ
プチド核酸、ロック核酸、オリゴ糖、多糖、抗体、アフィボディ、抗体模倣体、細胞受容
体、リガンド、脂質、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、Ｅｘｔｒａｖｉｄｉｎ
、ニュートラビジン、Ｔｒａｐｔａｖｉｄｉｎ、金属、ヒスチジン、およびこれらの構造
のいずれかの任意の部分からなる群から独立して選択される少なくとも１つの成分を含む
、請求項１～２４のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項２６】
　前記第１の捕捉要素および前記第２の捕捉要素は、各々、ポリヌクレオチド、ポリペプ
チド、ペプチド核酸、ロック核酸、オリゴ糖、多糖、抗体、アフィボディ、抗体模倣体、
細胞受容体、リガンド、脂質、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、Ｅｘｔｒａｖ
ｉｄｉｎ、ニュートラビジン、Ｔｒａｐｔａｖｉｄｉｎ、金属、ヒスチジン、およびこれ
らの構造のいずれかの任意の部分から独立して選択される少なくとも１つの成分を含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　前記第１のタグは、放出可能な部分を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　前記放出可能な部分は、光切断可能な部分を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記第１の固体支持体および第２の固体支持体は、各々、ポリマービーズ、アガロース
ビーズ、ポリスチレンビーズ、アクリルアミドビーズ、固体コアビーズ、多孔ビーズ、常
磁性ビーズ、ガラスビーズ、制御孔ビーズ、マイクロタイターウェル、シクロ－オレフィ
ンコポリマー基質、膜、プラスチック基質、ナイロン、Ｌａｎｇｍｕｉｒ－Ｂｌｏｄｇｅ
ｔｔフィルム、ガラス、ゲルマニウム基質、シリコン基質、シリコンウエハチップ、フロ
ースルーチップ、マイクロビーズ、ナノ粒子、ポリテトラフルオロエチレン基質、ポリス
チレン基質、ガリウムヒ素基質、金基質、および銀基質からなる群から独立して選択され
る、請求項１に記載の方法。
【請求項３０】
　前記アプタマーを定量化することにより前記標的を定量化することをさらに含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項３１】
　前記アプタマーの前記検出は、前記アプタマーを第３の固体支持体にハイブリダイズさ
せることを含み、前記第３の固体支持体は、複数のアドレス可能な特徴を含み、前記特徴
のうちの少なくとも１つは、その上に配置された、前記アプタマー内に含有されるいずれ
かの配列に相補的な少なくとも捕捉要素を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３２】
　前記アプタマー－標的親和性複合体のアプタマー部分を検出することによって前記標的
分子を検出するステップをさらに含む、請求項１～３１のいずれかに記載の方法。
【請求項３３】
　試料中の標的分子の存在を検出するか、またはその量を決定する方法であって、
　複数のアプタマーを標的分子に提供することであって、前記複数のアプタマーの各々が
、第１の切断可能な捕捉タグを含む、提供することと、
　前記アプタマーを、固体支持体の表面に接着されたプローブを有する前記支持体と接触
させることであって、第１のタグと前記プローブとの結合によって前記アプタマーが前記
固体支持体上に固定されるように、前記プローブが前記第１のタグに結合することができ
る、接触させることと、
　前記固定されたアプタマーを、標的分子を含有する試料と接触させて、前記固体支持体
に結合したアプタマー－標的分子複合体を含有する混合物を形成することと、
　前記混合物の残りから、前記固体支持体に結合したアプタマー－標的分子複合体を分配
することと、
　前記アプタマー－標的分子複合体の標的分子成分に第２の捕捉タグを導入することと、
　前記第１の切断可能な捕捉タグを切断することによって、前記固体支持体の前記表面か
ら前記アプタマー－標的分子複合体を解離させることと、
　第２の固体支持体の表面に接着されたプローブを有する前記支持体を提供することであ
って、前記プローブは、標的分子上の前記第２の捕捉タグに結合することができる、提供
することと、
　前記第２の捕捉タグとプローブとの結合によって前記アプタマー－標的分子複合体が前
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記第２の支持体に結合するように、前記解離させたアプタマー－標的分子複合体を前記第
２の固体支持体と接触させることと、
　アプタマー／分析物の相互作用を妨害するが、アプタマー／アプタマーの相互作用およ
びＤＮＡハイブリダイゼーションを支持するカオトロピック塩を含む１つ以上の緩衝溶液
で、前記固体支持体からアプタマーを溶出することと、
　前記アプタマー－標的分子複合体を解離させて、遊離アプタマーおよび前記支持体に結
合した標的分子を得ることと、
　前記遊離アプタマーを検出することと、を含む、方法。
【請求項３４】
　前記前記アプタマーは、少なくとも１つのＣ－５修飾ヌクレオチドを含む、請求項３３
に記載の方法。
【請求項３５】
　前記アプタマーは、リボース位置、デオキシリボース位置、ホスフェート位置、および
塩基位置から独立して選択される１つ以上の位置における化学置換を含む少なくとも１つ
の化学修飾さらに含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
　前記化学修飾は、２’位糖修飾、２’－アミノ（２’－ＮＨ２）、２’－フルオロ（２
’－Ｆ）、２’－Ｏ－メチル（２’－ＯＭｅ）、５位ピリミジン修飾、８位プリン修飾、
シトシン環外アミンにおける修飾、５－ブロモウラシルの置換、５－ブロモデオキシウリ
ジンの置換、５－ブロモデオキシシチジンの置換、主鎖修飾、メチル化、３’キャップ、
および５’キャップからなる群から独立して選択される、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　動的負荷を導入することをさらに含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３８】
　前記アプタマー－標的親和性複合体は、緩徐な解離速度を有する、請求項３３に記載の
方法。
【請求項３９】
　前記アプタマー－標的親和性複合体の前記解離速度（ｔ１／２）は、３０分以上である
、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記アプタマー－標的親和性複合体の前記解離速度（ｔ１／２）は、約３０分～約２４
０分である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記アプタマー－標的親和性複合体の前記解離速度（ｔ１／２）は、３０分以上、６０
分以上、９０分以上、１２０分以上、１５０分以上、１８０分以上、２１０分以上、およ
び２４０分以上からなる群から選択される、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記緩衝溶液のうちの１つ以上は、有機溶媒を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項４３】
　前記有機溶媒は、グリセロールである、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　前記カオトロピック塩は、過塩素酸ナトリウム、塩化リチウム、塩化ナトリウム、およ
び塩化マグネシウムからなる群から選択される、請求項３３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記アプタマーは、Ｑ－ＰＣＲ、ＭＳ、次世代シーケンシング、およびハイブリダイゼ
ーションからなる群から選択される方法を用いて検出および任意選択的に定量化される、
請求項３３に記載の方法。
【請求項４６】
　前記Ｑ－ＰＣＲは、ＴａｑＭａｎ（登録商標）ＰＣＲ、ＰＣＲプロセス中の挿入蛍光色
素、またはＰＣＲプロセス中の分子ビーコンを用いて行われる、請求項４５に記載の方法
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。
【請求項４７】
　前記アプタマーに検出可能な部分を付加することをさらに含む、請求項３３に記載の方
法。
【請求項４８】
　前記検出可能な部分は、色素、量子ドット、放射標識、電気化学的官能基、酵素、およ
び酵素基質からなる群から選択される、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記色素は、蛍光色素である、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記アプタマーは、一本鎖核酸または二本鎖核酸である、請求項３３に記載の方法。
【請求項５１】
　前記アプタマーは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはＤＮＡおよびＲＮＡの両方を含む、請求項
５０に記載の方法。
【請求項５２】
　前記標的分子は、タンパク質、ペプチド、炭水化物、多糖、糖タンパク質、ホルモン、
受容体、抗原、抗体、ウイルス、基質、代謝物、遷移状態類似体、補因子、阻害剤、薬物
、色素、栄養素、増殖因子、組織、および制御基質からなる群から選択される、請求項３
３に記載の方法。
【請求項５３】
　前記標的分子は、タンパク質またはペプチドである、請求項３３に記載の方法。
【請求項５４】
　前記試験試料は、生物試料、環境試料、化学試料、製剤試料、食物試料、農産物試料、
および動物試料からなる群から選択される、請求項３３に記載の方法。
【請求項５５】
　前記試験試料は、血液、全血、白血球、末梢血単核細胞、血漿、血清、痰、息、尿、精
液、唾液、髄膜液、羊水、腺液、リンパ液、乳頭吸引液、気管支吸引液、滑液、関節吸引
液、細胞、細胞抽出物、糞便、組織、組織抽出物、組織生検、および脳脊髄液からなる群
から選択される生物試料である、請求項３３に記載の方法。
【請求項５６】
　前記試験試料は、血漿または血清である、請求項３３に記載の方法。
【請求項５７】
　前記第１のタグおよび前記第２のタグは、各々、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、ペ
プチド核酸、ロック核酸、オリゴ糖、多糖、抗体、アフィボディ、抗体模倣体、細胞受容
体、リガンド、脂質、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、Ｅｘｔｒａｖｉｄｉｎ
、ニュートラビジン、Ｔｒａｐｔａｖｉｄｉｎ、金属、ヒスチジン、およびこれらの構造
のいずれかの任意の部分からなる群から独立して選択される少なくとも１つの成分を含む
、請求項３３に記載の方法。
【請求項５８】
　前記第１の捕捉要素および前記第２の捕捉要素は、各々、ポリヌクレオチド、ポリペプ
チド、ペプチド核酸、ロック核酸、オリゴ糖、多糖、抗体、アフィボディ、抗体模倣体、
細胞受容体、リガンド、脂質、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、Ｅｘｔｒａｖ
ｉｄｉｎ、ニュートラビジン、Ｔｒａｐｔａｖｉｄｉｎ、金属、ヒスチジン、およびこれ
らの構造のいずれかの任意の部分から独立して選択される少なくとも１つの成分を含む、
請求項３３に記載の方法。
【請求項５９】
　前記第１のタグは、放出可能な部分を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項６０】
　前記放出可能な部分は、光切断可能な部分を含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
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　前記第１の固体支持体および第２の固体支持体は、各々、ポリマービーズ、アガロース
ビーズ、ポリスチレンビーズ、アクリルアミドビーズ、固体コアビーズ、多孔ビーズ、常
磁性ビーズ、ガラスビーズ、制御孔ビーズ、マイクロタイターウェル、シクロ－オレフィ
ンコポリマー基質、膜、プラスチック基質、ナイロン、Ｌａｎｇｍｕｉｒ－Ｂｌｏｄｇｅ
ｔｔフィルム、ガラス、ゲルマニウム基質、シリコン基質、シリコンウエハチップ、フロ
ースルーチップ、マイクロビーズ、ナノ粒子、ポリテトラフルオロエチレン基質、ポリス
チレン基質、ガリウムヒ素基質、金基質、および銀基質からなる群から独立して選択され
る、請求項３３に記載の方法。
【請求項６２】
　前記アプタマーを定量化することにより前記標的を定量化することをさらに含む、請求
項３３に記載の方法。
【請求項６３】
　前記アプタマーの前記検出は、前記アプタマーを第３の固体支持体にハイブリダイズさ
せることを含み、前記第３の固体支持体は、複数のアドレス可能な特徴を含み、前記特徴
のうちの少なくとも１つは、その上に配置された、前記アプタマー内に含有されるいずれ
かの配列に相補的な少なくとも捕捉要素を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項６４】
　キットであって、
　ａ）１つ以上の対象とする標的に特異的な１つ以上のアプタマーと、
　ｂ）１つ以上の固体支持体と、
　ｃ）１つ以上の分配試薬と、
　ｄ）親和性複合体からのアプタマーの放出のための１つ以上の試薬と、
　（ｅ）有機溶媒を含む１つ以上の緩衝溶液と、
　（ｆ）カオトロピック塩を含む１つ以上の緩衝溶液と、を備える、キット。
【請求項６５】
　前記有機溶媒は、グリセロールである、請求項６４に記載のキット。
【請求項６６】
　前記カオトロピック塩は、過塩素酸ナトリウムである、請求項６４に記載のキット。
【請求項６７】
　前記１つ以上の対象とする標的を誘導体化するための試薬をさらに備える、請求項６４
に記載のキット。
【請求項６８】
　前記１つ以上のアプタマーにおいて切断可能な部分を切断するための試薬をさらに備え
る、請求項６４に記載のキット。
【請求項６９】
　動的負荷において使用するための試薬をさらに備える、請求項６４に記載のキット。
【請求項７０】
　試験試料中に存在し得る標的分子を検出するための方法であって、
　前記標的分子に対する特異的親和性を有し、かつ第１の捕捉要素に対する特異的親和性
を有する第１のタグを担持するアプタマーを、第１の捕捉要素を含む第１の固体支持体に
曝露し、前記第１のタグを前記第１の捕捉要素と会合させることと、
　凝集したアプタマーを解離させる１つ以上の緩衝溶液で前記固体支持体を洗浄すること
と、
　アプタマー／分析物の相互作用を妨害するが、アプタマー／アプタマーの相互作用およ
びＤＮＡハイブリダイゼーションを支持するカオトロピック塩を含む１つ以上の緩衝溶液
で、前記固体支持体からアプタマーを溶出することと、を含む、方法。
【請求項７１】
　前記カオトロピック塩は、過塩素酸ナトリウム、塩化リチウム、塩化ナトリウム、およ
び塩化マグネシウムからなる群から選択される、請求項７０に記載の方法。
【請求項７２】
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　凝集したアプタマーを解離させる前記緩衝溶液は、有機溶媒を含む、請求項７０に記載
の方法。
【請求項７３】
　前記有機溶媒は、グリセロールである、請求項７２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願】
【０００１】
　〔０００１〕　本出願は、２０１２年６月７日に出願された米国仮特許出願第６１／６
５６，９５６号の利益を主張するものであり、参照により、その全体が本明細書に組み込
まれる。
【技術分野】
【０００２】
　〔０００２〕　本発明は、概して、アプタマーに基づく多重化アッセイの性能を向上さ
せるように設計された方法、デバイス、試薬、およびキットに関する。そのような方法は
、診断用途だけでなく、バイオマーカーの発見、ならびに研究開発用のツールおよびアプ
タマーに基づく治療薬の設計および開発において、幅広い有用性を有する。具体的には、
バックグラウンドシグナルの減少または排除のための材料および方法が提供される。
【背景技術】
【０００３】
　〔０００３〕　以下の説明は、本発明に関連する情報の概要を提供するものであって、
本明細書において提供される情報または参照される刊行物のいずれかが、本明細書で請求
される発明に対する先行技術であることを容認するものではない。
【０００４】
　〔０００４〕　生物試料および他の試料中の生理学的に意義のある分子の検出および定
量化を対象とするアッセイは、科学研究および医療分野における重要なツールである。そ
のようなアッセイの１つのクラスは、固体支持体に固定された１つ以上のアプタマーを含
むマイクロアレイの使用を伴う。アプタマーは、各々が、高度に特異的な様式で、かつ非
常に高い親和性で、標的分子に結合することができる。例えば、米国特許第５，４７５，
０９６号、表題「Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｌｉｇａｎｄｓ」を参照されたく、また、
例えば、それぞれが「Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｌｉｇａｎｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ
　Ｂｉｏｃｈｉｐ」という表題である米国特許第６，２４２，２４６号、米国特許第６，
４５８，５４３号、および米国特許第６，５０３，７１５号も参照されたい。マイクロア
レイを試料に接触させると、アプタマーは、試料中に存在するそれらのそれぞれの標的分
子に結合し、それによって、試料中の標的分子の非存在、存在、量、および／または濃度
の決定を可能にする。
【０００５】
　〔０００５〕　また、アッセイ混合物の特定の成分を除去するように設計された、溶液
に基づく標的の相互作用および分離ステップを提供する多重化アプタマーアッセイも記載
されている：米国特許第７，８５５，０５４号および同第７，９６４，３５６号、ならび
に米国公開公報第ＵＳ／２０１１／０１３６０９９号および同第ＵＳ／２０１２／０１１
５７５２号を参照のこと。記載されるアプタマーアッセイ法は、アプタマー－標的親和性
複合体を単離する一方で、検出される標的（単数または複数）から試験試料の成分を分離
するための１つ以上の特異的な捕捉ステップを使用する。
【０００６】
　〔０００６〕　多くのアッセイ形式の感度および特異性は、検出方法が、アッセイ中の
非特異的会合に起因して発生するシグナルから真のシグナルを分解して、検出可能なシグ
ナルを生じる能力によって制限される。これは、アプタマーに基づく多重化アッセイの場
合に特に当てはまる。この種類のアッセイにおける非特異的結合の主な源の１つは、予期
せぬアプタマー‐アプタマー相互作用の関数であることが観察されている。標的／アプタ
マー相互作用は、標的特異的アプタマーの構造的特徴を維持することに依存し、アプタマ
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ー‐アプタマー相互作用を減少させるいずれの方法も、特異的／標的アプタマー相互作用
を減少させないように均衡を保つ必要がある。本開示は、標的／アプタマー特異的相互作
用を維持しながら、単一または多重化アプタマーアッセイにおけるバックグラウンドを排
除するための方法について記載する。
【発明の概要】
【０００７】
　〔０００７〕　本開示は、単一分析物アッセイおよびアプタマーに基づく多重化アッセ
イの性能を向上させるように設計された方法、デバイス、試薬、およびキットを提供する
。具体的には、バックグラウンドシグナルの減少または排除のための材料および方法が提
供される。
【０００８】
　〔０００８〕　一実施形態において、標的分子および第１の放出可能なタグに対して高
い親和性および特異性を有するアプタマーが提供される。いくつかの実施形態において、
アプタマーは、光アプタマーである。いくつかの実施形態において、この第１の放出可能
なタグは、光切断可能なビオチンである。他のタグおよび切断可能な部分、ならびにその
ようなタグおよび切断可能な部分を含有するアプタマーについて記載する。
【０００９】
　〔０００９〕　標的分子に対して特異的親和性を有する第１の放出可能な第１のタグを
含むアプタマーを、試験試料との平衡結合の前に、溶液中の固体支持体に固定する。アプ
タマーの固体支持体への付着は、第１の固体支持体とアプタマーを接触させ、アプタマー
上に含まれる放出可能な第１のタグを、直接的または間接的のいずれかで、第１の固体支
持体に付着しているかまたはその一部である適切な第１の捕捉剤と会合させることによっ
て達成される。付着後、ｐＨ１１に緩衝された溶液で洗浄してアプタマー／アプタマー凝
集物を除去し、それによってアッセイバックグラウンドを減少させる（後に定義する「キ
ャッチ－０」固定）。
【００１０】
　〔００１０〕　次いで、試験試料を調製し、それらのそれぞれの標的分子に対して特異
的親和性を有する固定されたアプタマーに接触させる。試験試料が標的分子（複数可）を
含有する場合、アプタマー－標的親和性複合体が、試験試料を含む混合物中に形成する。
アプタマー－標的親和性複合体に加えて、複合化していないアプタマーも、第１の固体支
持体に付着することに留意されたい。次いで、固体支持体上のプローブと会合したアプタ
マー－標的親和性複合体および複合化していないアプタマーを混合物の残りから分配し、
それによって試験試料（試料マトリックス）中の遊離標的および全ての他の複合化してい
ない物質、すなわち、第１の固体支持体と会合していない混合物の成分を除去する。この
分配ステップは、本明細書においてキャッチ－１分配と称される（後述の定義を参照）。
分配後、用いられる特定の放出可能な第１のタグに適切な方法を使用して、あらゆる複合
化していないアプタマーとともに、アプタマー－標的親和性複合体を第１の固体支持体か
ら放出させる。
【００１１】
　〔００１１〕　一実施形態において、固体支持体に結合したアプタマー－標的親和性複
合体は、アプタマー－標的親和性複合体の標的分子成分に第２のタグを導入する薬剤で処
理される。一実施形態において、標的は、タンパク質またはペプチドであり、ＮＨＳ－Ｐ
ＥＯ４－ビオチンで処理することにより標的がビオチン化される。標的分子に導入される
第２のタグは、アプタマー捕捉タグと同じであってもよいかまたは異なってもよい。第２
のタグが、第１のタグまたはアプタマー捕捉タグと同じである場合、このタグ付けステッ
プの開始前に、第１の固体支持体上の遊離捕捉部位をブロックしてもよい。この例示的な
実施形態において、第１の固体支持体は、標的のタグ付け開始前に遊離ビオチンで洗浄さ
れる。タグ付けの方法、具体的には、ペプチドおよびタンパク質等の標的のタグ付けにつ
いては、米国特許第７，８５５，０５４号に記載される。
【００１２】
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　〔００１２〕　複合化していないアプタマーおよびアプタマー－標的親和性複合体を第
１の固体支持体から放出させることにより、分配が完了する。一実施形態において、第１
の放出可能なタグは、第１の放出可能なタグの９０％以上を切断する条件下におけるＵＶ
ランプを用いた照射によって切断される光切断可能な部分である。他の実施形態において
、第１の放出可能なタグ内の選択された放出可能な部分に適切な方法によって、放出が達
成される。アプタマー－標的親和性複合体は、アッセイにおいてさらに使用するために溶
出して収集してもよいか、またはアッセイの残りのステップを行うために別の固体支持体
と接触させてもよい。
【００１３】
　〔００１３〕　一実施形態において、遊離アプタマーを除去するために第２の分配（本
明細書においてキャッチ－２分配と称される、後述の定義を参照）が行われる。上述のよ
うに、一実施形態において、アプタマー－標的親和性複合体がキャッチ－０捕捉で用いら
れた固体支持体と依然として接触した状態で、キャッチ－２分配で用いる第２のタグが標
的に付加されてもよい。他の実施形態において、第２のタグは、キャッチ－２分配開始前
のアッセイにおける別の時点で標的に付加されてもよい。混合物を固体支持体と接触させ
る：固体支持体には、好ましくは高い親和性および特異性で、標的捕捉タグ（第２のタグ
）に結合することができる（第２の）捕捉要素が表面に付着している。一実施形態におい
て、固体支持体は、マイクロタイタープレートのウェル内に収容された磁気ビーズ（Ｄｙ
ｎａＢｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１等）であり、捕捉要素（
第２の捕捉要素）は、ストレプトアビジンである。磁気ビーズは、分配された混合物の成
分の分離に都合のよい方法を提供する。混合物中に含有されるアプタマー－標的親和性複
合体は、それによって、標的（第２の）捕捉タグと第２の固体支持体上の第２の捕捉要素
との結合相互作用を通して固体支持体に結合する。次いで、グリセロールを含むがこれに
限定されない有機溶媒を含む緩衝液を含む緩衝溶液で支持体を洗浄することにより、アプ
タマー－標的親和性複合体が混合物の残りから分配される。
【００１４】
　〔００１４〕　次いで、アプタマーは、限定されないが、過塩素酸ナトリウム、塩化リ
チウム、塩化ナトリウム、および塩化マグネシウムを含む群からのカオトロピック塩を含
む緩衝液で、アプタマー－標的複合体から選択的に溶出される。アプタマー／アプタマー
相互作用によりキャッチ－２ビーズ上に保持されるアプタマーは、この処理によって溶出
されない。
【００１５】
　〔００１５〕　別の実施形態において、キャッチ－２分配から放出されたアプタマーは
、例えば、ＤＮＡマイクロアレイハイブリダイゼーション、Ｑ－ＰＣＲ、質量分析法、イ
ンベーダーアッセイ、次世代シーケンシング等の任意の好適な核酸検出法によって検出お
よび任意選択的に定量化される。これらの検出方法については、後に詳述する。
【００１６】
　〔００１６〕　本明細書に記載されるいずれの方法が、試験試料の単一分析物試験また
は多重化分析を実施するために使用されてもよい。いずれの多重化分析も、試験試料、例
えば、生物試料中の等しい数の標的分子を同時にアッセイするために、２個、数十個、数
百個、または数千個のアプタマーの使用を含むことができる。これらの実施形態において
、複数のアプタマーが試験試料中に導入され、上述のいずれのアッセイが行われてもよい
。アプタマーの放出後、放出された異なるアプタマーを独立して測定するために、いずれ
の好適な多重化核酸検出法が用いられてもよい。一実施形態において、これは、固体表面
上に別々に配置された相補的プローブへのハイブリダイゼーションによって達成すること
ができる。別の実施形態において、異なるアプタマーの各々は、質量分析法を使用して、
分子量に基づいて検出されてもよい。さらに別の実施形態において、例えばキャピラリー
電気泳動において、ゲルにおいて、または液体クロマトグラフィーによる等の電気泳動移
動度に基づいて、異なるアプタマーの各々が検出されてもよい。別の実施形態において、
Ｑ－ＰＣＲを使用して異なるアプタマーの各々を検出および任意選択的に定量化するため
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に、固有のＰＣＲプローブを使用することができる。別の実施形態において、異なるアプ
タマーの各々を検出および任意選択的に定量化するために、次世代シーケンシング法を使
用することができる。
【００１７】
　〔００１７〕　本明細書に開示されるアッセイの各々において、アッセイの特異性を増
加させるため、および非特異的結合を減少させるために、動的負荷が用いられてもよい。
本明細書に記載されるアッセイの各々に任意選択的に用いることができる一実施形態にお
いて、競合物質と試験試料とのプレインキュベーションによって、または平衡結合中の混
合物への競合物質の添加によって、非特異的結合のさらなる減少が達成され得る。他の実
施形態において、動的負荷は、希釈によって実行される。
【００１８】
　〔００１８〕　別の実施形態は、試験試料中に存在し得る標的分子を検出するための方
法について記載しており、該方法は、標的分子に対する特異的親和性を有し、かつ第１の
捕捉要素に対する特異的親和性を有する第１のタグを担持するアプタマーを、第１の捕捉
要素を含む第１の固体支持体に曝露し、第１のタグを第１の捕捉要素と会合させることと
、凝集したアプタマーを解離させる１つ以上の緩衝溶液で前記固体支持体を洗浄すること
と、アプタマー／分析物の相互作用を妨害するが、アプタマー／アプタマーの相互作用お
よびＤＮＡハイブリダイゼーションを支持するカオトロピック塩を含む１つ以上の緩衝溶
液で、前記固体支持体からアプタマーを溶出することとを含む。一実施形態において、カ
オトロピック塩は、過塩素酸ナトリウム、塩化リチウム、塩化ナトリウム、および塩化マ
グネシウムからなる群から選択され、凝集したアプタマーを解離させる緩衝溶液は、有機
溶媒を含む。一実施形態において、有機溶媒は、グリセロールである。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】〔００１９〕アプタマー依存性の保持、およびそれに続くキャッチ－２ビーズか
らのアプタマーの溶出を図で示したものである。ビオチンを担持しない放射標識アプタマ
ーを、増加する量の非放射標識ビオチン化アプタマーを担持する磁性ストレプトアビジン
ビーズでインキュベートし、洗浄した。次いで、保持された材料を、ｐＨ１０のＣＡＰＳ
緩衝液中１Ｍの塩化ナトリウムで溶出した。溶出した放射標識アプタマーの量は、キャッ
チ－２ビーズに吸着した非放射性アプタマーの量に比例する。
【図２Ａ】〔００２０〕図２Ａ～２Ｆは、試験試料と平衡化する前にアプタマーを前固定
しない場合に、血漿の濃度がアッセイに与える影響を示す。図２を参照すると、血漿を０
％ｖ／ｖから２５％ｖ／ｖに滴定した。見て分かるように、ほとんどの分析物のシグナル
が１０～２０％の間で横ばいであった。
【図２Ｂ】図２Ａの説明と同じ。
【図２Ｃ】図２Ａの説明と同じ。
【図２Ｄ】図２Ａの説明と同じ。
【図２Ｅ】図２Ａの説明と同じ。
【図２Ｆ】図２Ａの説明と同じ。
【図３Ａ】〔００２１〕図３Ａ～３Ｆは、試験試料と平衡化する前にアプタマーを前固定
しない場合の、光切断溶出物中のアプタマーの回復を、血漿濃度の関数として図で示した
ものである。キャッチ－１光切断（溶出液を回収し、ハイブリダイゼーションにより定量
化（Ｙ軸、相対蛍光単位）。見て分かるように、血漿濃度の上昇に伴ってアプタマーの回
収率が劇的に低下し、たとえ５％の血漿であっても有意な影響が見られる。分析物の結合
がアプタマーのビーズへの結合に影響するかどうかは分かっていないが、複合化アプタマ
ーの選択的損失が、さらに高い血漿依存性の影響をもたらすであろうことに留意されたい
。
【図３Ｂ】図３Ａの説明と同じ。
【図３Ｃ】図３Ａの説明と同じ。
【図３Ｄ】図３Ａの説明と同じ。
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【図３Ｅ】図３Ａの説明と同じ。
【図３Ｆ】図３Ａの説明と同じ。
【図４Ａ】〔００２２〕図４Ａ～４Ｄは、標準的アッセイ（実線）および前固定アッセイ
（破線）における血漿滴定の比較を図で示したものである。
【図４Ｂ】図４Ａの説明と同じ。
【図４Ｃ】図４Ａの説明と同じ。
【図４Ｄ】図４Ａの説明と同じ。
【図５Ａ】〔００２３〕図５Ａ～５Ｄは、本明細書に記載される前固定アッセイ形式を使
用した、１Ｍ　ＮａＣｌ／ＣＡＰＳＯの溶出と１．８Ｍ　ＮａＣｌＯ４／ＰＩＰＥＳの溶
出の比較を図で示したものである。緩衝液の標準曲線（下の曲線）および４０％血漿中の
スパイク（上の曲線）を前固定アッセイ形式で実行した。
【図５Ｂ】図５Ａの説明と同じ。
【図５Ｃ】図５Ａの説明と同じ。
【図５Ｄ】図５Ａの説明と同じ。
【図６】〔００２４〕過塩素酸による溶出および前固定されたアプタマーを使用した、８
つの複製緩衝液のみを含むウェルにわたるＣＶ（変動係数）を示す。
【図７】〔００２５〕３００個の分析物について測定されたスパイクおよび回収率を示す
。スパイク回収率は、（分析物シグナル血漿にスパイクされた１０ｐＭ-分析物シグナル

血漿）／分析物シグナル１０ｐＭ緩衝液スパイク）として定義される。
【図８】〔００２６〕左に推移したタンパク質ＥＲＢＢ２の固定形態における緩衝液の用
量反応を示す。測定された内在性レベルは、１０倍以上低く、報告された内在性レベルに
非常に近い。
【図９】〔００２７〕タンパク質アクチビンＡに関する、改善された緩衝液中のタンパク
質滴定、より良好なスパイクおよび回収挙動、血漿滴定のより直線的な挙動、ならびに血
漿中のより安定した予測内在性タンパク質レベルを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　〔００２８〕　次に、本発明の代表的な実施形態について具体的に言及する。本発明は
、列挙される実施形態とともに記載されるが、本発明は、これらの実施形態に限定される
ことを意図するものではないことを理解されたい。対照的に、本発明は、特許請求の範囲
によって定義されるような本発明の範囲内に含まれ得る全ての代替例、変更例、および均
等物を包含することが意図される。
【００２１】
　〔００２９〕　本発明の実施は、別途指示のない限り、当該技術分野の技術のレベル内
である、化学、微生物学、分子生物学、および組換えＤＮＡ技術の従来法を用いる。その
ような技術は、文献において完全に説明されている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　
ａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｅｄｉｔｉｏｎ）；ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａ
ｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ｖｏｌ．Ｉ＆ＩＩ（Ｄ．Ｇｌｏｖｅｒ，ｅｄ．）；Ｏｌｉｇｏｎ
ｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｎ．Ｇａｉｔ，ｅｄ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｅ
ｄｉｔｉｏｎ）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｈａｍ
ｅｓ＆Ｓ．Ｈｉｇｇｉｎｓ，ｅｄｓ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｅｄｉｔｉｏｎ）；Ｔｒａｎｓ
ｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｈａｍｅｓ＆Ｓ．Ｈｉｇｇｉ
ｎｓ，ｅｄｓ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｅｄｉｔｉｏｎ）を参照のこと。
【００２２】
　〔００３０〕　別途定義されない限り、本明細書で使用される技術用語および科学用語
は、本発明が属する技術分野（複数可）の当業者によって一般的に理解されるものと同じ
意味を有する。本明細書に記載されるものと類似または同等であるいずれの方法、デバイ
ス、および材料が、本発明の実施または試験に使用されてもよいが、好ましい方法、デバ
イス、および材料を次に記載する。



(13) JP 2015-520385 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

【００２３】
　〔００３１〕　本明細書において引用される全ての刊行物、公開された特許文書、およ
び特許出願は、本発明が関連する技術分野（複数可）の技術のレベルを示唆するものであ
る。本明細書において引用される全ての刊行物、公開された特許文書、および特許出願は
、各個別の刊行物、公開された特許文書、または特許出願が、参照によって具体的かつ個
別に組み込まれることが示されているのと同じ程度に、参照により本明細書に組み込まれ
る。
【００２４】
　〔００３２〕　引用される刊行物における例およびそれに関連する限界は、排他的では
なく、例示的であることが意図される。引用される刊行物の他の限界は、本明細書を読み
、図面を検討すれば、当業者には明白となるであろう。
【００２５】
　〔００３３〕　本開示は、アプタマーに基づく多重化アッセイの性能を向上させるよう
に設計された方法、デバイス、試薬、およびキットを含む。開示される方法、デバイス、
試薬、およびキットは、バックグラウンドシグナルを減少させるかまたは排除することに
より、試験試料中の標的分子の検出および／または定量化のための高感度アッセイを提供
する。
【００２６】
　〔００３４〕　特定の実施形態において別途指定のない限り、本明細書に記載される標
的分子の検出および／または定量化のための方法は、ステップが記載される特定の順序と
は無関係であることは注目に値する。例示の目的のために、方法は、特定の順序のステッ
プとして記載されるが、記載される特定のアッセイの目的が達成される限り、指定された
ステップの順序を任意の数だけ並び替えることが可能であることを理解されたい。換言す
ると、開示される方法のいずれかに列挙されるステップは、いずれの実行可能な順序で行
われてもよく、本発明の方法は、記載される実施形態、実施例、または添付の特許請求の
範囲のいずれかに提示されるいずれの特定の順序にも限定されない。さらに、便宜上、か
つ提示を容易にするために、種々の方法が、単一標的分子および単一アプタマーに関連し
て記載される。しかしながら、記載される方法はいずれも、複数のアプタマーを用いて、
複数の標的の同時検出および／または定量化を提供することができる多重形式で行うこと
ができるため、例えば、試験試料を複数のアプタマーと接触させることによって（各アプ
タマーは、特定の標的分子に対する特異的親和性を有する）、試験試料中の複数の標的分
子が検出および／または定量化され得ること（すなわち、多重化形式である）を理解され
たい。
【００２７】
　〔００３５〕　添付の特許請求の範囲を含む本開示において使用される場合、単数形の
「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈｅ」は、別途明確な指示のない限り、複数形の指示対象
を含むものとし、「少なくとも１つの」および「１つ以上の」と同義に使用される。した
がって、単数の「アプタマー」への言及は、アプタマーの混合物等を含む。
【００２８】
　〔００３６〕　本明細書において使用される場合、「約」という用語は、数値が関連す
る項目の基本的な機能が不変であるような、数値の重要ではない変更または変動を表す。
【００２９】
　〔００３７〕　「各」という用語は、本明細書において使用される場合、複数の項目が
、少なくとも２つの項目を指すことが意図される。複数を形成している全ての項目が、関
連するさらなる制約を満たすことは必要ではない。
【００３０】
　〔００３８〕　本明細書において使用される場合、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」
、「含むこと（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）」、「含むこと（
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含有する（ｃｏｎｔａｉｎ）」、「含有すること（ｃｏｎｔ
ａｉｎｉｎｇ）」、およびそれらの任意の変形例は、非排他的な包含を含むことが意図さ
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れるため、要素または要素の一覧を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ、ｉｎｃｌｕｄｅ）かまたは
含有するプロセス、方法、プロダクト・バイ・プロセス、または組成物は、これらの要素
のみを含むのでなく、そのようなプロセス、方法、プロダクト・バイ・プロセス、または
組成物に明示的に列挙されていないかまたは本来備わっていない他の要素も含むことがで
きる。
【００３１】
　〔００３９〕　本明細書において使用される場合、「会合する（ａｓｓｏｃｉａｔｅ、
ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ）」およびその任意の変形例は、所与の複合体形成条件または反応
条件下で、タグ－プローブ複合体からの「非会合」または未結合物質、例えば、試験試料
の未結合成分の分離を可能にするように十分に安定な複合体を生じる、タグとプローブと
の間の相互作用または複合体形成を指す。タグおよびプローブは、特異性を持って互いに
相互作用および結合することにより、直接的に互いに会合することができる。タグおよび
プローブはまた、それらの複合体形成がリンカー分子によって媒介される場合等に、間接
的に互いに会合することができる。
【００３２】
　〔００４０〕　本明細書において使用される場合、「ヌクレオチド」という用語は、リ
ボヌクレオチド、もしくはデオキシリボヌクレオチド、またはそれらの修飾形態、および
それらの類似体を指す。ヌクレオチドは、プリン（例えば、アデニン、ヒポキサンチン、
グアニン、ならびにそれらの誘導体および類似体）、ならびにピリミジン（例えば、シト
シン、ウラシル、チミン、ならびにそれらの誘導体および類似体）を含む種を含む。
【００３３】
　〔００４１〕　本明細書において使用される場合、「核酸」、「オリゴヌクレオチド」
、および「ポリヌクレオチド」は、ヌクレオチドのポリマーを指して交換可能に使用され
、これらの種類の核酸、オリゴヌクレオチド、およびポリヌクレオチドのＤＮＡ、ＲＮＡ
、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッド、および修飾型を含み、種々の実体または部分の任意の位
置におけるヌクレオチド単位への付着が含まれる。「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌク
レオチド」、および「核酸」という用語は、二本鎖または一本鎖分子、および複数鎖分子
（すなわち、三重らせん）分子を含む。核酸、オリゴヌクレオチド、およびポリヌクレオ
チドは、アプタマーという用語よりも広義の用語であるため、核酸、オリゴヌクレオチド
、およびポリヌクレオチドという用語は、アプタマーであるヌクレオチドのポリマーを含
むが、核酸、オリゴヌクレオチド、およびポリヌクレオチドという用語は、アプタマーに
限定されない。
【００３４】
　〔００４２〕　本明細書において使用される場合、「核酸リガンド」、「アプタマー」
、「ＳＯＭＡｍｅｒ」、および「クローン」は、標的分子に対する望ましい作用を有する
非天然の核酸を指して交換可能に使用される。望ましい作用は、限定されないが、標的の
結合、標的を触媒的に変更すること、標的または標的の機能活性を修飾または変更する様
式で標的と反応すること、共有結合的に標的に付着すること（自殺阻害剤におけるように
）、および標的と別の分子との間の反応を促進させることを含む。一実施形態において、
作用は、標的分子に対する特異的結合親和性であり、そのような標的分子は、Ｗａｔｓｏ
ｎ／Ｃｒｉｃｋ塩基対形成または三重らせん形成とは無関係な機構を通して核酸リガンド
に結合するポリヌクレオチド以外の三次元化学構造であり、アプタマーは、標的分子によ
って結合されるといった既知の生理学的機能を有する核酸ではない。所与の標的に対する
アプタマーは、（ａ）候補混合物を標的と接触させることであって、候補混合物中の他の
核酸と比較して標的に対する高い親和性を有する核酸を、候補混合物の残りから分配する
ことができる、接触させることと、（ｂ）候補混合物の残りから高い親和性の核酸を分配
することと、（ｃ）リガンドが豊富な核酸混合物を得るように高い親和性の核酸を増殖さ
せることであって、それによって標的分子のアプタマーが同定される、増殖させることと
、を含む方法によって、核酸の候補混合物から同定される核酸を含む（アプタマーは標的
のリガンドである）。親和性相互作用が程度の問題であることは認識されているが、この
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文脈において、アプタマーのその標的に対する「特異的結合親和性」とは、アプタマーが
、混合物または試料中の、他の標的以外の成分に結合するよりもはるかに高い程度の親和
性でその標的に結合することを意味する。アプタマーは、任意の好適な数のヌクレオチド
を含むことができる。「アプタマー」は、１つより多くのそのような分子のセットを指す
。異なるアプタマーが、同じかまたは異なる数のヌクレオチドを有することができる。ア
プタマーは、ＤＮＡまたはＲＮＡであってもよく、かつ一本鎖、二本鎖であってもよいか
、または二本鎖もしくは三本鎖領域を含有してもよい。アプタマーは、所望の塩基修飾ヌ
クレオチドの任意の組み合わせを用いて設計することができる。
【００３５】
　〔００４３〕　本明細書において使用される場合、「ＳＯＭＡｍｅｒ」またはＳｌｏｗ
　Ｏｆｆ－Ｒａｔｅ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ａｐｔａｍｅｒは、３０分以上の解離速度（ｔ

1/2）を有するアプタマーを指す（疎水性修飾を有する少なくとも１つのヌクレオチドを
含むアプタマーを含む）。いくつかの実施形態において、ＳＯＭＡｍｅｒは、米国特許第
７，９４７，４４７号、表題「Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　Ａｐｔａ
ｍｅｒｓ　ｗｉｔｈ　Ｉｍｐｒｏｖｅｄ　Ｏｆｆ－Ｒａｔｅｓ」に記載される改良ＳＥＬ
ＥＸ法を用いて作製される。
【００３６】
　〔００４４〕　アプタマーは、ＳＥＬＥＸプロセスを含む任意の既知の方法を用いて同
定することができる。例えば、米国特許第５，４７５，０９６号、表題「Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄ　Ｌｉｇａｎｄｓ」を参照のこと。アプタマーは、一旦同定されると、化学合
成法および酵素合成法を含む任意の既知の方法に従って調製または合成することができる
。
【００３７】
　〔００４５〕　本明細書において使用される場合、「アプタマー－標的親和性複合体」
、「アプタマー親和性複合体」、または「アプタマー複合体」という用語は、アプタマー
とその標的分子との相互作用によって形成される非共有結合複合体を指す。「アプタマー
－標的親和性複合体」、「アプタマー親和性複合体」、または「アプタマー複合体」は、
１つより多くのそのような複合体のセットを指す。アプタマー－標的親和性複合体、アプ
タマー親和性複合体、またはアプタマー複合体は、一般的に、環境条件の変化、例えば、
温度の増加、塩濃度の増加、または変性剤の添加によって、逆転または解離させることが
できる。
【００３８】
　〔００４６〕　いくつかの実施形態において、アプタマーとその標的との非共有複合体
が提供され、アプタマーは、標的に対して約１００ｎＭ以下のＫｄを有し、標的からのア
プタマーの解離速度（複合体の半減期によって得られる場合；ｔ１／２）は、約３０分以
上であり、かつ／または、アプタマーの核酸配列中の１個、数個、または全てのピリミジ
ンが、塩基の５位で修飾される。
【００３９】
　〔００４７〕　本明細書において使用される場合、「非特異的複合体」は、アプタマー
およびその標的分子以外の２つ以上の分子間の非共有結合的な会合を指す。非特異的複合
体は、その構成分子間の親和性相互作用に基づいては選択されるのではなく、分子のクラ
ス間の相互作用を表すため、非特異的複合体において会合する分子は、平均して、互いに
対してはるかに低い親和性を示し、それに応じて、アプタマーおよびその標的分子よりも
速い解離速度を有する。非特異的複合体は、アプタマーと非標的分子、アプタマーと別の
アプタマー、競合物質と非標的分子、競合物質と標的分子、アプタマーと競合物質、およ
び標的分子と非標的分子との間で形成される複合体、ならびにアプタマー、標的分子、非
標的分子、表面および競合物質のより高次な凝集体を含む。
【００４０】
　〔００４８〕　本明細書において使用される場合、「標的分子」、「分析物」、および
「標的」は、アプタマーが高い親和性および特異性で結合することができ、かつ試験試料
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に存在し得る、対象とする任意の分子を指して交換可能に使用される。「対象とする分子
」は、特定の分子のいかなるわずかな変異も含み、例えば、タンパク質の場合、例えば、
アミノ酸配列におけるわずかな変異、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化、ア
セチル化、リン酸化、または任意の他の操作もしくは修飾、例えば、分子の同一性を実質
的に変化させない標識成分等とのコンジュゲーションを含む。例示的な標的分子は、タン
パク質、ポリペプチド、核酸、炭水化物、脂質、多糖、糖タンパク質、ホルモン、受容体
、抗原、抗体、アフィボディ、抗体模倣物、ウイルス、病原体、毒性物質、基質、代謝物
、遷移状態類似体、補因子、阻害剤、薬物、色素、栄養素、増殖因子、細胞、組織、およ
び上記のいずれかの任意の断片または部分を含む。アプタマーは、任意のサイズの任意の
実質的に、化学的または生物学的分子について同定されてもよく、したがって、任意のサ
イズの実質的に任意の化学的または生物学的分子もまた、好適な標的であり得る。また、
標的は、標的とアプタマーとの間の相互作用の可能性または強度を高めるように修飾する
こともできる。また、上に定義するように、標的は、タグを含むように修飾することもで
きる。例示的な実施形態において、標的分子は、タンパク質である。ＳＥＬＥＸ標的がペ
プチドである方法については、例えば、米国特許第６，３７６，１９０号、表題「Ｍｏｄ
ｉｆｉｅｄ　ＳＥＬＥＸ　Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ　Ｗｉｔｈｏｕｔ　Ｐｕｒｉｆｉｅｄ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ」を参照のこと。
【００４１】
　〔００４９〕　「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」は、本明細書
において、任意の長さのアミノ酸のポリマーを指して交換可能に使用される。ポリマーは
、直鎖または分枝鎖であってもよく、それは、修飾されたアミノ酸を含んでもよく、また
それは、非アミノ酸によって中断されてもよい。この用語はまた、天然に修飾された、ま
たは介入によって修飾された、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化、
アセチル化、リン酸化、または任意の他の操作もしくは修飾、例えば、標識成分とのコン
ジュゲーションによって修飾された、アミノ酸ポリマーも包含する。例えば、アミノ酸（
例えば、非天然アミノ酸等を含む）の１つ以上の類似体、および当該技術分野で既知の他
の修飾を含有するポリペプチドも、定義の中に含まれる。ポリペプチドは、一本鎖または
会合鎖であり得る。
【００４２】
　〔００５０〕　「試験試料」という用語は、本明細書において、複数の分子を含有し、
かつ少なくとも１つの標的分子を含み得る、任意の材料、溶液、または混合物を指す。試
験試料という用語は、後に定義するような生物試料、および環境試験または毒性試験に使
用され得る試料、例えば、汚染されているかまたは潜在的に汚染されている水および産業
排水等を含む。試験試料は、準備プロセス、例えば、製造プロセスの最終産物、中間産物
、または副産物でもあってもよい。試験試料は、生物から、またはいくつかの他の源（例
えば、環境または産業源）から得られた材料、溶液、または混合物に添加された、任意の
好適なアッセイ培地、緩衝液、または希釈剤を含んでもよい。
【００４３】
　〔００５１〕　「生物試料」という用語は、生物から得られた任意の材料、溶液、また
は混合物を指す。これは、血液（全血、白血球、末梢血単核細胞、血漿、および血清を含
む）、痰、息、尿、精液、唾液、髄膜液、羊水、腺液、リンパ液、乳頭吸引液、気管支吸
引液、滑液、関節吸引液、細胞、細胞抽出物、および脳脊髄液を含む。これはまた、上記
の全ての実験的に分離された分画も含む。「生物試料」という用語はまた、例えば、糞便
試料、組織試料、または組織生検等に由来する、ホモジナイズされた固形材料を含有する
、材料、溶液、または混合物も含む。「生物試料」という用語はまた、細胞株、組織培養
、細胞培養、細菌培養、ウイルス培養、または無細胞生物系（例えば、ＩＶＴＴ）から誘
導された材料、溶液、または混合物も含む。
【００４４】
　〔００５２〕　本明細書に開示される実施形態のいずれにおいて、試験試料を参照試料
と比較してもよい。「参照試料」は、本明細書において、複数の分子を含有し、また少な
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くとも１つの標的分子を含むことが分かっている、任意の材料、溶液、または混合物を指
す。参照試料中に存在する任意の標的分子の正確な量または濃度も知ることができる。参
照試料という用語は、本明細書に定義されるような生物試料、および環境試験または毒性
試験に使用され得る試料、例えば、汚染されているかまたは潜在的に汚染されている水お
よび産業排水等を含む。参照試料は、準備プロセス、例えば、製造プロセスの最終産物、
中間産物、または副産物でもあってもよい。参照試料は、生物から、またはいくつかの他
の源（例えば、環境または産業源）から得られた材料、溶液、または混合物に添加された
、任意の好適なアッセイ培地、緩衝液、または希釈剤を含んでもよい。
【００４５】
　〔００５３〕　本明細書において使用される場合、「非標的分子」および「非標的」は
、アプタマーと非特異的複合体を形成することができる、試験試料中に含有される分子を
指して交換可能に使用される。第１のアプタマーにとって非標的である分子が、第２のア
プタマーにとっては標的であり得ることを認識されたい。同様に、第１のアプタマーにと
って標的である分子が、第２のアプタマーにとっては非標的であり得る。
【００４６】
　〔００５４〕　本明細書において使用される場合、「分配」という用語は、試験試料か
らの１つ以上の分子種または試験試料中の他の分子の分離、濃縮または除去を指す。分配
は、感度を増加させるためおよび／またはバックグラウンドを減少させるために用いるこ
とができる。分配は、アプタマー複合体の形成後、またはアプタマー－標的親和性複合体
が、架橋中に導入された共有結合のために不可逆的となる場合に、最も効果的である。ア
プタマー－標的親和性複合体が固定される場合、分配ステップは、いずれかのステップの
後、またはあらゆるステップの後に導入されてもよい。分配はまた、サイズの差、または
アプタマー－標的親和性複合体と試験試料の他の成分との間に差次的に存在する他の特異
的特性に依存し得る。分配はまた、アプタマーまたは標的との特異的な相互作用を通して
も達成され得る。分配はまた、アプタマー、標的、アプタマー－標的親和性複合体、また
はアプタマー－標的共有結合複合体の物理的または生化学的特性に基づいても達成され得
る。
【００４７】
　〔００５５〕　単一分析物アッセイおよび多重化アプタマーアッセイにおいて、交絡バ
ックグラウンドシグナルをもたらし得る試料またはアッセイ試薬中の材料から特定のアプ
タマー／親和性複合体を分離するために、数多くのステップが設計されてきた。これらの
ステップを実行したにもかかわらず、これらの種類のアッセイにおいてバックグラウンド
は依然として問題のままである。分析方法におけるバックグラウンドは、経験的に対処す
ることができるか、またはより良好なアプローチは、バックグラウンドの源を特定し、バ
ックグラウンドを引き起こす相互作用を排除することである。アプタマー－アプタマー相
互作用が、多重化アプタマー法におけるバックグラウンドの源であることが発見されてい
る。配列に基づくものを含む、ＤＮＡ－ＤＮＡおよびＲＮＡ－ＲＮＡ相互作用を減少させ
る試薬が知られている。アプタマーの内部相互作用が、アプタマーの二次および三次構造
を決定するため、これらの種類の試薬が、アプタマーの折り畳み、ひいてはその対応する
標的への結合に影響を及ぼすことなく、多重化アッセイにおいてバックグラウンドシグナ
ルを実質的に減少させることは、予想されていなかった。バックグラウンドを減少させる
必要性とアプタマー構造の維持を両立させる材料および方法について記載する。
【００４８】
　〔００５６〕　本開示は、試験試料中に存在し得る１つ以上の標的分子（複数可）の定
量化のためのアプタマーおよび光アプタマーに基づく多重化アッセイを行うための改善さ
れた方法を記載し、本明細書に記載されるできるだけ多くの材料および方法を使用して、
全体的なアッセイ性能を向上させることができるため、任意の好適な核酸検出法を用いた
最終的な検出のためにアプタマー－標的親和性複合体（または光アプタマー－標的共有結
合複合体）からアプタマー（または光アプタマー）を分離することができる。光アプタマ
ーは、アプタマーが、それらの標的分子に共有結合的に結合または「光架橋」できるよう
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にする光反応性官能基を含むアプタマーである。
【００４９】
　〔００５７〕　アプタマーに基づく単一および多重化アッセイ（多重化プロテオミクス
アプタマー親和性アッセイを含む）を行うための以前に記載された方法の詳細な調査から
、２つの予期せぬ限界が浮かび上がった。第一に、アプタマー／アプタマー相互作用は、
アッセイバックグラウンドの主な源であり、多重化能力に対する潜在的な限界であると特
定された。第二に、試料マトリックス（主に血清および血漿）が、ストレプトアビジンで
置換したマトリックス上でビオチン化アプタマーの固定を阻害することが分かった。プロ
セスにおけるこれらの限界を両方とも減少させるおよび／または排除する３つの主要な革
新を本明細書に記載する。２つは、本明細書に記載される改善された方法に固有である（
本明細書において、多重化アッセイの「バージョン３」と称される：１つは、Ｇｏｌｄ　
ｅｔ　ａｌ．（Ｄｅｃ．２０１０）「Ａｐｔａｍｅｒ－ｂａｓｅｄ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ
ｅｄ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｆｏｒ　ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　ｄｉ
ｓｃｏｖｅｒｙ」、ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ　５（１２）：ｅ１５００５に記載されるアッセイ
の初期バージョンにおいて実行された）。バージョン３は、本明細書に記載される本発明
の１つの実施形態である。
【００５０】
　〔００５８〕　Ｇｏｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ（２０１０）５（１２）：
ｅ１５００５）に記載されるように、アッセイにおける第１の改善は、培地の誘電率を低
下させるための、キャッチ－２ステップの洗浄緩衝液のいくつかにおける有機溶媒の使用
を含んでいた。このような洗浄緩衝液の添加は、アプタマーの隣接するホスホジエステル
骨格の同様の電荷の反発を効果的に強調し、したがって、バックグラウンドの原因となる
相互作用するアプタマーの解離を促進した。
【００５１】
　〔００５９〕　本明細書に記載されるプロセスにおける第２の改善は、二重の利点を提
供する。第一に、アッセイのキャッチ－２ステップで用いられる洗浄緩衝液のうちのいく
つかに対する有機溶媒の添加の場合のように、これもまた、アプタマーの相互作用する傾
向に抵抗するため、バックグラウンドを低下させ、多重化能力を増加させる。しかしなが
ら、その主な利点は、ストレプトアビジンマトリックスへのビオチン化アプタマーの吸着
のマトリックス依存性阻害を妨げることである。そのような阻害は、たとえ５％ｖ／ｖ血
清または血漿であっても容易に検出可能であり、アッセイの作用濃度を５～１０％の血清
または血漿濃度に限定する。この制限のために、今度はアッセイ感度が制限される。
【００５２】
　〔００６０〕　本明細書に記載される多重化アッセイに対する第２の改善は、試験溶液
と平衡化（「キャッチ－０」と称される）される前の、固体支持体マトリックス上でのタ
グ付きアプタマーの前固定を含む。次いで、プロセス容器自体の中で、結合アプタマーを
用いて試験溶液との平衡化が行われる。例示目的のためのみに本明細書に記載されるよう
に、ビオチン化アプタマーをストレプトアビジンビーズマトリックス上で前固定し、ビー
ズに結合したアプタマーを用いて試験溶液との平衡化を行った。この前固定ステップは、
アプタマーが相互作用する傾向が低い条件下での固定を可能にし、また平衡化前の非常に
ストリンジェントな洗浄（塩基およびカオトロピック塩を用いる）も可能にし、相互作用
するアプタマーを妨害して、非常にロバストなビオチン－ストレプトアビジンの相互作用
を通して結合しなかった全てのアプタマーを除去する。これは、アッセイを横断するアプ
タマーの「凝集塊」の数を減少させる：ある程度検出可能な周波数を有する凝集塊は、ビ
オチン部分を保持するか、またはアッセイ中にビオチン化される。いくつかのアプタマー
は、「タグ」タンパク質を対象とするＮＨＳ－ビオチン処理を介してビオチン化される一
方で、照射は、全てではないがほとんどの光切断可能なビオチン部分をアプタマーから切
断することは、言及に値する。キャッチ－２ステップで捕捉されたビオチン化アプタマー
は、バルクの光切断されたアプタマーと相互作用することによってバックグラウンドを形
成し、次いで、溶出時に放出される（図１）。また、アプタマーパネルが別個に固定され
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、次いで、ビーズ結合形態に組み合わせられ得るため、前固定形態は、非常に高い多重化
能力を支持する可能性が高く、したがってアプタマーが相互作用して凝集する状態を回避
することにも留意されたい。
【００５３】
　〔００６１〕　したがって、前固定は、分析物溶液中でのアプタマー吸着の必要性を回
避し、たとえ分析物溶液の阻害濃度をアッセイする場合であっても定量的な固定を保証す
る。これは、以前に記載されたプロセスの１０％最高濃度（Ｇｏｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（Ｄ
ｅｃ．２０１０）ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ　５（１２）：ｅ１５００５）、またはより最新版の
該プロセスで用いられた５％最高濃度ではなく、少なくとも４０％ｖ／ｖまでの血漿また
は血清を含む、はるかに高い濃度の使用を可能にし、それによって約４～８倍感度を増加
させると同時に、アッセイの全体的なロバスト性を高める。
【００５４】
　〔００６２〕　本明細書に記載されるような、プロセス全体に対する第３の改善は、後
に詳述するようなキャッチ－２ステップ中の溶出のための中性ｐＨのカオトロピック塩の
使用を含む。以前の方法は、高ｐＨ（１０）の塩化ナトリウムの使用を含んでいたが、こ
れはＤＮＡハイブリダイゼーションおよびアプタマー／アプタマー相互作用、ならびにタ
ンパク質／アプタマー相互作用を妨害する。上述のように、ＤＮＡハイブリダイゼーショ
ンおよびアプタマー／アプタマー相互作用は、アッセイバックグラウンドの原因となる。
限定されないが、中性ｐＨの過塩素酸ナトリウム、塩化リチウム、塩化ナトリウム、およ
び塩化マグネシウムを含むカオトロピック塩は、ＤＮＡハイブリダイゼーションおよびア
プタマー／アプタマー相互作用を支持する一方で、アプタマー／タンパク質相互作用を妨
害する。最終結果は、アッセイ感度の上昇を伴う、有意に低い（約１０倍）バックグラウ
ンドである。
【００５５】
　〔００６３〕以前に記載された多重化アプタマーアッセイの概要
〔００６４〕　アプタマーを溶液中の試験試料（例えば、血漿）と平衡化した。分析物と
アプタマーとの長命（約３０分の半減期中央値）複合体、具体的には解離速度の緩徐なア
プタマーを、この期間に形成した。次いで、試料マトリックス、アプタマー、タンパク質
分析物、およびアプタマー／分析物複合体を含む平衡混合物を、アガロースビーズ（ＳＡ
－アガロース）に固定したストレプトアビジンに曝露した（アプタマーがビオチン部分で
タグ付けされている場合）。混合物中のアプタマーは、付加されたビオチン部分を介して
ＳＡ－アガロース上に捕捉される。このアッセイは、この段階ではアプタマーの定量的捕
捉に依存することに留意されたい。次いで、固定したアプタマーを温和な条件下で洗浄し
、遊離タンパク質および緩やかに結合したタンパク質を除去したが、アプタマーおよびア
プタマー／分析物複合体はそのまま残した。「キャッチ－１」と称されるこのステップは
、タンパク質精製ステップであると考えることができる。（例えば、米国特許第７，９４
７，４４７号および同第７，８５５，０５４号を参照）。
【００５６】
　〔００６５〕　次いで、アプタマーおよび分析物／アプタマー複合体を担持するアガロ
ースビーズをＮＨＳ－ビオチンで処理し、ビオチン「タグ」をアプタマーと結合したタン
パク質分析物上に残した。さらに洗浄した後、アプタマーとビオチン部分との間の不安定
なリンカーの切断により、アプタマー／ビオチン化分析物複合体を含むアプタマーをアガ
ロースビーズから放出させた（例示目的のみのために後述する実施形態に記載されるよう
に、ＵＶ光に露光すると切断される感光性リンカーを用いた）。次いで、いわゆる光切断
溶出液を、磁性ストレプトアビジンビーズを含むウェルに移す。アプタマー／ビオチン化
分析物複合体が、選択的に吸着される。この捕捉ステップは、「キャッチ－２」と称され
る。（例えば、米国特許第７，９４７，４４７号および同第７，８５５号を参照）。洗浄
後、今や分析物を介してビーズに結合したアプタマーを、高いｐＨの塩化ナトリウム溶液
を用いて溶出した。次いで、回収されたアプタマーを、市販のマイクロアレイとのハイブ
リダイゼーションにより定量化した。回収されたアプタマーの量は、標準曲線によって形
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式的に決定されるタンパク質濃度の代わりとして機能する。
【００５７】
　〔００６６〕　上述のように、相当な量のアプタマーがアッセイを横断し（すなわち、
分配ステップを通過し）、添加したタンパク質が存在しない場合でも試験試料からバック
グラウンドを形成することが観察された。図１に示すように、このタンパク質依存性バッ
クグラウンドの源は、アプタマー／アプタマー相互作用に由来する。この課題に対処する
ためにいくつかの軽減ストラテジーが検討されており、それらは、Ｇｏｌｄ　ｅｔ　ａｌ
．（ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ（２０１０）５（１２）：ｅ１５００５）に記載されている。最終
的には、加温グリセロールによる洗浄が、この問題を軽減するための効果的かつ好適なス
トラテジーとして選択された。しかしながら、水の誘電率を低下させる他の溶媒および試
薬も、同様の様式でアッセイバックグラウンドを軽減することができる。その例として、
限定されないが、グリセロール、プロピレングリコール、トレハロース、エタノール等が
挙げられる。
【００５８】
　〔００６７〕　アプタマーの前吸収による捕捉阻害の軽減
〔００６８〕　上述のように、血清および血漿は、アプタマーの捕捉効率を低下させ、図
２および３に示されように、測定され得る濃度を限定することが分かった。
〔００６９〕　図４に示すように、アプタマーの前固定およびそれに続く平衡化は、本明
細書に記載されるように、捕捉阻害の問題を軽減し、はるかに高い血漿濃度の使用を可能
にする。具体的には、以前に記載されたプロセスの１０％最高濃度Ｇｏｌｄ　ｅｔ　ａｌ
．（ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ（２０１０）５（１２）：ｅ１５００５）、またはより最新版の５
％最高濃度ではなく、少なくとも４０％ｖ／ｖまでの血漿または血清を含む濃度を使用す
ることができ、それによって約４～８倍感度を増加させると同時に、アッセイの全体的な
ロバスト性を高める。
【００５９】
　〔００７０〕　図４を参照すると、４０％ｖ／ｖ血漿までずっと直線的な増加がシグナ
ルにより、観察され得ることを見てとることができる（（□）で印した線である前固定形
態を、（○）で印した線である標準形態と比較）。Ｓｐｕｒｉｏｍｅｒ（タンパク質依存
性のバックグラウンドの代理、下の２つのパネル）で観察されたシグナルは、標準形式に
おいてかなり高いことに留意されたく、前固定が、タンパク質依存性のバックグラウンド
を減少させ得ることが示唆される。
【００６０】
　〔００７１〕溶出にカオトロピック塩を用いたアッセイバックグラウンドの減少および
アッセイ感度の増加
〔００７２〕　図５に示すように、溶出のためのカオトロピック塩の使用は、アッセイバ
ックグラウンドを軽減するとともにアッセイ感度を増加させる。図５を参照すると、緩衝
液中のアッセイバックグラウンドは、過塩素酸塩による溶出により有意に減少されること
が見てとれる（図５Ａの下側の曲線を図５Ｂの下側の曲線と比較）。アッセイバックグラ
ウンドは、２０～４０ＲＦＵまで低下した。見かけの内在性レベルも、過塩素酸塩による
溶出によりＩＬ－１１で若干減少されたことから、タンパク質依存性のバックグラウンド
の低下（約０．２ｐＭ対１ｐＭ）が示唆される。
【００６１】
　〔００７３〕　次の表は、ＣＡＰＳＯ／ＮａＣｌによる溶出と過塩素酸塩による溶出の
比較の結果（ＲＦＵ）を要約したものである。血漿の存在下（５％ＳＯＭＡｍｅｒは５％
ｖ／ｖ血漿、０．３１６％ＳＯＭＡｍｅｒは０．３１６％ｖ／ｖ血漿、および０．０１％
ＳＯＭＡｍｅｒは０．０１％血漿）における各希釈群（列２）の全てのＳＯＭＡｍｅｒの
中央値シグナルおよび平均シグナルを１～６行目に示し、５％血漿の存在下におけるＳｐ
ｕｒｉｏｍｅｒ（同種の分析物を有しない、コンピュータで設計したＳＯＭＡｍｅｒ）と
称される全てのＳＯＭＡｍｅｒの中央値シグナルおよび平均シグナルを８および９行目に
示し、緩衝液のみの存在下における全ての希釈物中のＳＯＭＡｍｅｒの中央値シグナルお
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【００６２】
　表１
【００６３】
【表１】

【００６４】
　〔００７４〕　図５に示した結果が、この表に示される結果に反映されている。シグナ
ルが明確に同種の分析物から生じる場合、過塩素酸塩による溶出は、比較的低い緩衝液の
シグナル、有意に減少した血漿中のＳｐｕｒｉｏｍｅｒのシグナル、ならびに０．０１％
および０．３１６％混合物においてわずかに減少したシグナルを発生する。
【００６５】
　〔００７５〕　過塩素酸塩による溶出を用いた緩衝液シグナルにおける変動係数（ＣＶ
）を８つの複製物にわたって測定した：機械のバックグラウンドに近いシグナルにノイズ
が生じるべきであり、したがって、これらの非常に低いバックグラウンドによって示され
る定量下限値（ＬＬＯＱ）の実現を妨げ得ると推論した。この実験では、わずか３２ＲＦ
Ｕの中央値シグナルで、ＣＶの粗中央値は６．２％であった（図６）。これらの非常に低
いシグナルでの安定性がＬＬＯＱを制限する要因である可能性は低かった。
【００６６】
　〔００７６〕　アッセイ性能の比較
〔００７７〕　Ｇｏｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ（Ｄｅｃ．２０１０）５（１
２）：ｅ１５００５）に開示される方法の最新版（表２の中で「以前のアッセイ」と称さ
れる）と、本開示（表２の中のバージョン３）との形式比較を行った。プロトコル間の類
似性の程度が高かったことから、単一ロボット実験において、実際には、同じフィルター
プレート上で最小限の人的介入を伴って、両方のアッセイプロトコルを実行できる試験が
可能であった。試験は、可変性を測定するための８つの複製血漿試料、８つの緩衝液の用
量反応用ウェル、および８つの血漿スパイク用ウェルを含んでいた。バージョン３は、初
期のアッセイ型が以前のアッセイで用いたよりもはるかに高い血漿濃度を用いたことに留
意されたい（５、０．１６７、および０．００５６％に対して４０、１．３、および０．
０４４％）。ＲＦＵ空間および血漿濃度に対して正規化されたＲＦＵの結果の概要を下に
示す（表２）。
【００６７】
　表２
【００６８】
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【表２】

【００６９】
　〔００７８〕　表２を参照すると、Ｓｐｕｒｉｏｍｅｒおよび非ヒト標的のアプタマー
からのシグナルによって決定されるように、バージョン３において生のバックグラウンド
シグナルが約４倍弱まる一方で、中程度の量および多量の分析物からのシグナルによって
測定されるように、生の分析物シグナルはほぼ同じであることを見て取ることができる。
バージョン３では、４０％血漿でこれらの値が観察されたのに対し、初期のアッセイ型で
は５％血漿が用いられたことに留意されたい。１００％血漿に対してシグナルを正規化す
る場合（丸カッコ内の値）、バックグラウンドが有意に低下し（約３０倍）、分析物シグ
ナルは約７倍低下する。緩衝液のみのシグナルは、ほぼ１対数低下する。バックグラウン
ドの減少は代償を伴うことに留意されたい：以前のアッセイには約１５μＬの血漿が必要
であるのに対して、バージョン３は約６０μＬを必要とする。この試料消費量の増加は、
大型動物の試料（例えば、ヒト）の場合には重要である可能性は低いが、マウスのような
小動物では長期試料の分析の要因となり得る。図７に示すように、全体的なスパイクの回
収率は、初期のアッセイ型の場合よりも、バージョン３において示された本発明の実施形
態の場合にはるかに高く、中央値は、バージョン３で約８０％、以前のアッセイでは丁度
２５％であった。この改善のほとんどは、平衡化前のアプタマーの固定に寄与し得る。
【００７０】
　〔００７９〕　図８および９は、以前のアッセイ（上パネル）と本明細書に記載される
方法（下パネル）に関する、緩衝液のタンパク質滴定曲線（左パネル、下の曲線）、血漿
にスパイクしたタンパク質（左パネル、上の曲線）、血漿滴定（中央パネル）、および算
出した内在性レベル（タンパク質標準曲線に血漿滴定をマッピング、右パネル）の直接比
較の２つの例を示す。タンパク質は、前回のアッセイでは５％血漿中でスパイクされ、本
明細書に記載される方法では４０％血漿中でスパイクされたことに留意されたい。緩衝液
用量－反応、血漿スパイク、および測定された内在性レベルを示す典型的な比較曲線は、
図８に見ることができる。スパイク回収率の改善の明らかな例は、図９に見ることができ
る。
【００７１】
　〔００８０〕　多重化アプタマーアッセイの改善
〔００８１〕　一実施形態において、標的分子および第１の放出可能なタグに対して高い
親和性および特異性を有するアプタマーが提供される。いくつかの実施形態において、ア
プタマーは、光アプタマーである。別の実施形態において、第１の放出可能なタグは、キ
ャッチ－１（後に段落［００７４］で定義される）分配の前に、アッセイの任意の時点で
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付加される。一実施形態において、この第１の放出可能なタグは、光切断可能なビオチン
である。他のタグおよび切断可能な部分、ならびにそのようなタグおよび切断可能な部分
を含有するアプタマーについて記載する。
【００７２】
　〔００８２〕　標的分子に対して特異的親和性を有する放出可能な第１のタグを含むア
プタマーを、試験試料との平衡の前に、溶液中の固体支持体に固定する。アプタマーの固
体支持体への付着は、第１の固体支持体とアプタマーを接触させ、アプタマー上に含まれ
る放出可能な第１のタグを、直接的または間接的のいずれかで、第１の固体支持体に付着
している適切な第１の捕捉剤と会合させることによって達成される。ｐＨ１１に緩衝され
た溶液で洗浄してアプタマー／アプタマー凝集物を除去し、それによってアッセイバック
グラウンドを減少させる。これらのステップは、「キャッチ－０」を含む。
【００７３】
　〔００８３〕　次いで、（実施例に記載されるように）試験試料を調製し、それらのそ
れぞれの標的分子に対して特異的親和性を有する固定されたアプタマーに接触させる。試
験試料が標的分子（複数可）を含有する場合、アプタマー－標的親和性複合体が、試験試
料を含む混合物中に形成する。アプタマー－標的親和性複合体に加えて、複合化していな
いアプタマーも、第１の固体支持体に付着することに留意されたい。次いで、固体支持体
で会合したアプタマー－標的親和性複合体および複合化していないアプタマーを混合物の
残りから分配し、それによって試験試料（試料マトリックス）中の遊離標的および全ての
他の複合化していない物質、すなわち、第１の固体支持体と会合していない混合物の成分
を除去する。分配後、用いられる特定の放出可能な第１のタグに適切な方法を使用して、
あらゆる複合化していないアプタマーとともに、アプタマー－標的親和性複合体を第１の
固体支持体から放出させる。
【００７４】
　〔００８４〕　一実施形態において、固体支持体に結合したアプタマー－標的親和性複
合体は、次いで、アプタマー－標的親和性複合体の標的分子成分に第２のタグを導入する
薬剤で処理される。一実施形態において、標的は、タンパク質またはペプチドであり、Ｎ
ＨＳ－ＰＥＯ４－ビオチンで処理することにより標的がビオチン化される。標的分子に導
入される第２のタグは、アプタマー捕捉タグと同じであってもよいかまたは異なってもよ
い。第２のタグが、第１のタグまたはアプタマー捕捉タグと同じである場合、このタグ付
けステップの開始前に、第１の固体支持体上の遊離捕捉部位をブロックしてもよい。この
例示的な実施形態において、第１の固体支持体は、標的にタグ付け開始前に遊離ビオチン
で洗浄される。タグ付けの方法、具体的には、ペプチドおよびタンパク質等の標的のタグ
付けについては、米国特許第７，８５５，０５４号に記載される。他の実施形態において
、標的のタグ付けは、キャッチ－２分配を開始する前の、アッセイの任意の他の時点に行
われる。
【００７５】
　〔００８５〕　アプタマーおよびアプタマー－標的親和性複合体を第１の固体支持体か
ら放出させることにより、キャッチ－１分配が完了する。一実施形態において、第１の放
出可能なタグは、第１の放出可能なタグの９０％以上を切断する条件下におけるＵＶラン
プを用いた照射によって切断される光切断可能な部分である。他の実施形態において、第
１の放出可能なタグ内の選択された放出可能な部分に適切な方法によって、放出が達成さ
れる。アプタマー－標的親和性複合体は、アッセイにおいてさらに使用するために溶出し
て収集してもよいか、またはアッセイの残りのステップを行うために別の固体支持体と接
触させてもよい。
【００７６】
　〔００８６〕　一実施形態において、混合物は、任意選択的に動的負荷に供されてもよ
い。動的負荷は、アプタマーと非標的分子との間のあらゆる非特異的結合を減少させるの
に役立つ。一実施形態において、１０ｍＭ硫酸デキストランがアプタマー－標的親和性複
合体に添加され、混合物が約１５分間インキュベートされる。他の競合物質は、限定され
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ないが、競合核酸を含む。別の実施形態において、動的負荷は、１０ｍＭ硫酸デキストラ
ンの存在下でキャッチ－１溶出を行うことによって開始される。他の実施形態において、
平衡結合ステップの後およびキャッチ－２分配の前に、動的負荷を実行する。他の実施形
態において、動的負荷は、希釈によって実行される。
【００７７】
　〔００８７〕　一実施形態において、キャッチ－２分配は、遊離アプタマーを除去する
ために行われる。上述のように、一実施形態において、アプタマー－標的親和性複合体が
キャッチ－１分配で用いられた固体支持体と依然として接触した状態で、キャッチ－２分
配で用いられる第２のタグが標的に付加されてもよい。他の実施形態において、第２のタ
グは、キャッチ－２分配開始前のアッセイにおける別の時点で標的に付加されてもよい。
混合物を固体支持体と接触させる：固体支持体には、好ましくは高い親和性および特異性
で、標的捕捉タグ（第２のタグ）に結合することができる（第２の）捕捉要素が表面に付
着している。一実施形態において、固体支持体は、マイクロタイタープレートのウェル内
に収容された磁気ビーズ（ＤｙｎａＢｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ
　Ｃ１等）であり、捕捉要素（第２の捕捉要素）は、ストレプトアビジンである。磁気ビ
ーズは、分配された混合物の成分の分離に都合のよい方法を提供する。混合物中に含有さ
れるアプタマー－標的親和性複合体は、それによって、標的（第２の）捕捉タグと第２の
固体支持体上の第２の捕捉要素との結合相互作用を通して固体支持体に結合する。次いで
、例えば、グリセロールを含むがこれに限定されない有機溶媒を含む緩衝液を含む緩衝溶
液で支持体を洗浄することにより、アプタマー－標的親和性複合体を混合物の残りから分
配する。
【００７８】
　〔００８８〕　次いで、アプタマーは、限定されないが、過塩素酸ナトリウムおよび塩
化リチウムを含む群からのカオトロピック塩を含む緩衝液で、アプタマー－標的複合体か
ら選択的に溶出される。アプタマー／アプタマー相互作用によりキャッチ－２ビーズ上に
保持されるアプタマーは、この処理によって溶出されない。
【００７９】
　〔００８９〕　別の実施形態において、キャッチ－２分配から放出されたアプタマーは
、例えば、ＤＮＡマイクロアレイハイブリダイゼーション、Ｑ－ＰＣＲ、質量分析法、イ
ンベーダーアッセイ、次世代シーケンシング等の任意の好適な核酸検出法によって検出お
よび任意選択的に定量化される。これらの検出方法については、後に詳述する。
【００８０】
　〔００９０〕　一実施形態において、参照試料は、対照群に相当する生物試料であって
もよい。別の実施形態において、参照試料は、最初に収集された、個体から得られた生物
試料であってもよく、試験試料は、同じ個体から得られてもよいが、２回目に収集され、
それによって、個体によって経時的に提供される複数の生物試料中の１つ以上の標的分子
の量または濃度のいかなる変化も測定および評価することにより、個体の長期試験を容易
にする。
【００８１】
　〔００９１〕　本明細書に記載されるいずれの方法が、試験試料の単一分析物試験また
は多重化分析を実施するために使用されてもよい。いずれの多重化分析も、試験試料、例
えば、生物試料中の等しい数の標的分子を同時にアッセイするために、２個、数十個、数
百個、または数千個のアプタマーの使用を含むことができる。これらの実施形態において
、複数のアプタマー（それらの各々が、異なる分析物を認識し、任意選択的に架橋する）
が試験試料中に導入され、上述のいずれのアッセイが行われてもよい。アプタマーの放出
後、放出された異なるアプタマーを測定するために、いずれの好適な多重化核酸検出法が
用いられてもよい。一実施形態において、これは、固体表面上に別々に配置された相補的
プローブへのハイブリダイゼーションによって達成することができる。別の実施形態にお
いて、異なるアプタマーの各々は、質量分析法を使用して、分子量に基づいて検出されて
もよい。さらに別の実施形態において、例えばキャピラリー電気泳動において、ゲルにお
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いて、または液体クロマトグラフィーによる等の電気泳動移動度に基づいて、異なるアプ
タマーの各々が検出されてもよい。別の実施形態において、Ｑ－ＰＣＲを使用して異なる
アプタマーの各々を定量化するために、固有のＰＣＲプローブを使用することができる。
【００８２】
　〔００９２〕　本明細書に開示されるアッセイの各々において、アッセイの特異性を増
加させるため、および非特異的結合を減少させるために、動的負荷が用いられてもよい。
本明細書に記載されるアッセイの各々に任意選択的に用いることができる一実施形態にお
いて、競合物質と試験試料とのプレインキュベーションによって、または平衡結合中の混
合物への競合物質の添加によって、非特異的結合のさらなる減少が達成され得る。一実施
形態において、４μＭのＺブロック競合オリゴヌクレオチド（５’－（ＡＣＺＺ）７ＡＣ
－３’（式中、Ｚ＝５－ベンジル－ｄＵＴＰ）が、試験混合物とともに約５分間プレイン
キュベートされる。
【００８３】
　〔００９３〕　キット
〔００９４〕　本開示の別の態様は、試験試料を分析するための本明細書に開示される方
法のいずれかを都合よく行うのに有用なキットに関する。開示される方法の多用途性を高
めるために、試薬の比率が方法およびアッセイの実質的な最適化を提供するように、同じ
かまたは別個の容器中に、パッケージ化された組み合わせで試薬が提供されてもよい。試
薬の交差反応性および安定性に応じて、試薬は、各々、別個の容器内に存在してもよいか
、または種々の試薬が１つ以上の容器内で組み合わされてもよい。
【００８４】
　〔００９５〕　キットは、パッケージ化された組み合わせで、少なくとも１つのタグ付
きアプタマー、および各々が少なくとも１つの捕捉剤を含む１つ以上の固体支持体を含む
。キットはまた、試料の希釈のための緩衝水性媒体等の洗浄溶液、およびアレイ洗浄試薬
、試料調製試薬等を含んでもよい。キットはさらに、一般的には標的の修飾または誘導体
化によって、第２のタグを導入する際に有用な試薬を含有してもよい。また、キットは、
分析法の間に所望の動的負荷を実行するのに好適な試薬を含んでもよい。アッセイ中に起
こる必要がある反応を実質的に最適化し、さらにアッセイの感度を実質的に最適化する試
薬の濃度を提供するために、キット内の種々の試薬の相対量を大きく変化させることがで
きる。適切な状況下では、キット内の試薬のうちの１つ以上が、通常、賦形剤を含む、凍
結乾燥された乾燥粉末として提供されてもよく、溶解すると、本開示による方法またはア
ッセイを行うための適切な濃度を有する試薬溶液を提供する。キットにはさらに、本明細
書に記載されるような方法のいずれかによる方法の書面による説明を含むことができる。
【００８５】
　〔００９６〕　一実施形態において、試験試料中に存在し得る１つ以上の標的分子の検
出および／または定量化のためのキットは、標的分子に対する特異的親和性を有し、かつ
タグを含む、少なくとも１つのアプタマーと、固体支持体であって、その上に配置された
少なくとも１つの捕捉剤を含み、捕捉要素がアプタマー上のタグと会合することができる
、固体支持体とを含む。
【００８６】
　〔００９７〕　別の実施形態において、試験試料中に存在し得る１つ以上の標的分子の
検出および／または定量化のためのキットは、標的分子に対する特異的親和性を有し、か
つタグおよび標識を含む、少なくとも１つのアプタマーと、固体支持体であって、その上
に配置された少なくとも１つの捕捉剤を含み、捕捉要素がアプタマー上のタグと会合する
ことができる、固体支持体とを含む。
【００８７】
　〔００９８〕　別の実施形態において、試験試料中に存在し得る１つ以上の標的分子の
検出および／または定量化のためのキットは、標的分子に対する特異的親和性を有し、か
つ放出可能なタグおよび標識を含む、少なくとも１つのアプタマーと、固体支持体であっ
て、その上に配置された少なくとも１つの捕捉剤を含み、捕捉要素がアプタマー上のタグ
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と会合することができる、固体支持体とを含む。
【００８８】
　〔００９９〕　さらに、上述のいずれのキットも、キットの検出法の間に動的負荷を実
行するための試薬および材料を含むことができる。
【００８９】
　〔０１００〕　本明細書において使用される場合、「キャッチ－１」は、アプタマー－
標的親和性複合体またはアプタマー－標的共有結合複合体の分配を指す。キャッチ－１の
目的は、アプタマーと会合していない実質的に全ての試験試料中の成分を除去することで
ある。そのような成分の大部分を除去すると、キャッチ－２捕捉に用いられた標的タグ付
けステップからの非標的分子を除去することによって標的のタグ付け効率が概ね改善され
、より低いアッセイバックグラウンドがもたらされ得る。一実施形態において、アプタマ
ーにタグを付加することにより、アッセイの前、アッセイの調製中、またはアッセイ中の
いずれかに、タグをアプタマーに付着させる。一実施形態において、タグは、放出可能な
タグである。一実施形態において、放出可能なタグは、切断可能なリンカーおよびタグを
含む。上述のように、固体支持体が、タグに適切な捕捉要素を含む場合、固体支持体上で
タグ付きアプタマーを捕捉することができる。次いで、あらゆる不要な材料を除去するた
めに、試験試料と平衡化させる前に、本明細書に記載されるように固体支持体を洗浄する
ことができる（キャッチ－０）。
【００９０】
　〔０１０１〕　本明細書において使用される場合、「キャッチ－２」は、標的分子の捕
捉に基づくアプタマー－標的親和性複合体またはアプタマー－標的共有結合複合体の分配
を指す。キャッチ－２ステップの目的は、検出および任意選択的な定量化の前に、遊離す
る、つまりは複合していないアプタマーを、試験試料から除去することである。遊離アプ
タマーを試料から除去することによって、任意の好適な核酸検出技術によるアプタマー－
標的親和性複合体またはアプタマー－標的共有結合複合体の検出が可能となる。検出およ
び任意選択的な定量化にＱ－ＰＣＲを用いる場合、標的分子の正確な検出および定量化の
ために、遊離アプタマーの除去が必要である。
【００９１】
　〔０１０２〕　一実施形態において、標的分子は、タンパク質またはペプチドであり、
遊離アプタマーは、タンパク質（およびペプチド）およびタンパク質（またはペプチド）
を含む複合体、例えばアプタマー－標的親和性（または共有結合）複合体に取り込まれ得
る試薬を用いて、アプタマー－標的親和性（または共有結合）複合体（および試験試料の
残り）から分配される。タグ付きタンパク質（またはペプチド）およびアプタマー－標的
親和性（または共有結合）複合体を固体支持体上に固定することができ、遊離アプタマー
からのタンパク質（またはペプチド）およびアプタマー－標的親和性（または共有結合）
複合体の分配を可能にする。そのようなタグ付けは、例えば、タンパク質またはペプチド
に取り込まれるビオチン部分を含むことができる。
【００９２】
　〔０１０３〕　一実施形態において、標的にタグを化学的に付加することにより、アッ
セイの前、アッセイの調製中、またはアッセイ中のいずれかに、キャッチ－２タグをタン
パク質（またはペプチド）に付着させる。一実施形態において、キャッチ－２タグは、放
出可能なタグである。一実施形態において、放出可能なタグは、切断可能なリンカーおよ
びタグを含む。しかしながら、キャッチ－２の固体支持体からタンパク質（またはペプチ
ド）を放出させることは、一般的に必要ではない。上述のように、第２の固体支持体が、
標的タグに適切な捕捉要素を含む場合、該固体支持体上でタグ付き標的を捕捉することが
できる。次いで、有機溶媒を含む緩衝溶液および塩を含む緩衝溶液を含む種々の緩衝溶液
ならびに／または塩を含有する洗浄剤ならびに／または洗浄剤で、固体支持体を洗浄する
。
【００９３】
　〔０１０４〕　第２の固体支持体を洗浄した後、アプタマー－標的親和性複合体は、次
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いで、解離ステップに供される：複合体は、破壊されて遊離アプタマーを生じ、標的分子
は、概して、捕捉要素と標的捕捉タグとの結合相互作用を通して固体支持体に結合したま
まである。アプタマーは、アプタマーまたは標的のいずれかの構造を破壊する任意の方法
によってアプタマー－標的親和性複合体から放出されてもよい。これは、非共有結合アプ
タマー－標的複合体を解離させる高塩緩衝液中で、支持体に結合したアプタマー－標的親
和性複合体を洗浄することによって達成され得る。溶出された遊離アプタマーを収集し、
検出する。別の実施形態において、高または低ｐＨを用いてアプタマー－標的親和性複合
体を破壊する。別の実施形態において、アプタマー－標的親和性複合体を解離させるため
に高温が用いられる。別の実施形態において、上記方法のうちのいずれの組み合わせが用
いられてもよい。別の実施形態において、アプタマー成分を放出させるために、アプタマ
ー－標的親和性複合体のタンパク質部分のタンパク質消化が用いられる。
【００９４】
　〔０１０５〕　アプタマー－標的共有結合複合体の場合、それに続く定量化のためのア
プタマーの放出は、アプタマー構築物中の切断可能なリンカーを用いて達成される。別の
実施形態において、標的タグ中の切断可能なリンカーは、アプタマー－標的共有結合複合
体の放出をもたらす。
【００９５】
　〔０１０６〕　本明細書において使用される場合、「競合物質分子」および「競合物質
」は、例えば、非標的分子がアプタマーに非特異的に再結合するのを防止するために、非
標的分子と非特異的複合体を形成することができる任意の分子を指して交換可能に使用さ
れる。「競合物質分子」または「競合物質」は、１つより多くのそのような分子のセット
を指す。競合物質分子は、オリゴヌクレオチド、ポリアニオン（例えば、ヘパリン、ニシ
ン精子ＤＮＡ、一本鎖サケ精子ＤＮＡ、およびポリデキストラン（例えば、硫酸デキスト
ラン））、脱塩基ホスホジエステルポリマー、ｄＮＴＰ、ならびにピロホスフェートを含
む。競合物質を用いる動的負荷の場合、例えば、そのアプタマーまたはタンパク質が非標
的分子に非特異的に再結合するのを防止するために、競合物質は、遊離アプタマーまたは
タンパク質と非特異的複合体を形成することができる任意の分子であってもよい。そのよ
うな競合物質分子は、ポリカチオン（例えば、スペルミン、スペルミジン、ポリリジン、
およびポリアルギニン）ならびにアミノ酸（例えば、アルギニンおよびリジン）を含む。
競合物質を動的負荷として用いる場合、試料中に存在する総タンパク質または総アプタマ
ーの予想される濃度に関して極めて高い濃度が用いられる。一実施形態において、約１０
ｍＭ硫酸デキストランが、動的負荷における競合物質として用いられる。一実施形態にお
いて、動的負荷は、アプタマー－標的親和性複合体を含有する混合物に競合物質を添加す
ることと、約３０秒、約１分、約２分、約３分、約４分、約５分、約１０分、約３０分、
および約６０分以上の時間の間、アプタマー－標的親和性複合体を含有する混合物をイン
キュベートすることとを含む。別の実施形態において、動的負荷は、アプタマー－標的親
和性複合体を含有する混合物に競合物質を添加することと、非特異的複合体の測定レベル
に対するアプタマー－標的親和性複合体の測定レベルの比が増加する時間の間、アプタマ
ー－標的親和性複合体を含有する混合物をインキュベートすることとを含む。
【００９６】
　〔０１０７〕　いくつかの実施形態において、結合緩衝液で、またはアプタマー－標的
親和性複合体の解離の自然の速度を有意に増加させない任意の他の溶液で、試験試料を希
釈することにより、動的負荷を実行する。希釈度は、約２倍、約３倍、約４倍、約５倍、
または任意の好適なより高い希釈度であってもよい。より高い希釈度は、稀釈後に総タン
パク質およびアプタマーの濃度、ひいてはそれらの再会合の速度減少をさせることによっ
て、より効果的な動的負荷を提供する。動的負荷を導入するために希釈が用いられる場合
、アプタマー－標的親和性複合体を含有するその後の試験試料混合物は、さらなる処理の
前に濃縮されてもよい。該当する場合、この濃縮は、試験試料からのあらゆる遊離アプタ
マーの任意選択的な分配および／またはタギング剤と反応することができる試験試料の他
の成分の任意選択的な除去に関する本明細書に記載される方法を用いて達成することがで
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きる。希釈を動力学的負荷として用いる場合、最初の試験試料の体積、および複合体の有
意な損失を招くことなく、最終（希釈）体積からアプタマー－標的親和性複合体を回収す
ることの望ましさの両方を考慮して、できるだけ多く希釈の量が選択される。一実施形態
において、アプタマー－標的親和性複合体が希釈され、混合物は、約３０秒以上、約１分
以上、約２分以上、約３分以上、約４分以上、約５分以上、約１０分以上、約３０分以上
、および約６０分以上の時間の間インキュベートされる。別の実施形態において、アプタ
マー－標的親和性複合体が希釈され、非特異的複合体の測定レベルに対するアプタマー－
標的親和性複合体の測定レベルの比が増加する時間の間、アプタマー－標的親和性複合体
を含有する混合物がインキュベートされる。
【００９７】
　〔０１０８〕　いくつかの実施形態において、試料希釈の効果と競合物質導入の効果が
同時に実現される様式で、動的負荷を実行する。例えば、試験試料は、大量の競合物質を
用いて希釈することができる。これらの２つの動的負荷ストラテジーを組み合わせること
により、１つのストラテジーを用いて達成され得るよりも効果的な動的負荷を提供するこ
とができる。一実施形態において、希釈度は、約２倍、約３倍、約４倍、約５倍、または
任意の好適なより高い希釈度であってもよく、競合物質は、約１０ｍＭの硫酸デキストラ
ンである。一実施形態において、動的負荷は、アプタマー－標的親和性複合体を含有する
混合物を希釈することと、アプタマー－標的親和性複合体を含有する混合物に競合物質を
添加することと、約３０秒以上、約１分以上、約２分以上、約３分以上、約４分以上、約
５分以上、約１０分以上、約３０分以上、および約６０分以上の時間の間、アプタマー－
標的親和性複合体を含有する混合物をインキュベートすることとを含む。別の実施形態に
おいて、動的負荷は、アプタマー－標的親和性複合体を含有する混合物を希釈することと
、アプタマー－標的親和性複合体を含有する混合物に競合物質を添加することと、非特異
的複合体の測定レベルに対するアプタマー－標的親和性複合体の測定レベルの比が増加す
る時間の間、アプタマー－標的親和性複合体を含有する混合物をインキュベートすること
とを含む。
【００９８】
　〔０１０９〕　本明細書に開示されるように、アプタマーは、「タグ」をさらに含むこ
とができ、それは、固体支持体にアプタマー（およびそれに結合した任意の標的分子）を
付着させるかまたは固定するための手段を提供する成分を指す。「タグ」は、「捕捉要素
」と会合することができる部分である。「タグ」または「捕捉要素」は、１つより多くの
そのような成分のセットを指す。タグは、任意の好適な方法によって、アプタマーに付着
させることができるか、または含めることができる。一般的に、タグは、アプタマーが、
固体支持体に付着した捕捉要素または受容体と、直接的または間接的のいずれかで会合で
きるようにする。捕捉要素は、典型的には、タグとの相互作用において非常に特異的であ
り、かつ、それに続く処理ステップまたは手順の間に、その会合を保持するように選択（
または設計）される。タグは、固体支持体上の空間的に定義されたアドレスへの、アプタ
マー－標的親和性複合体（または共有結合アプタマー－標的親和性複合体）の局在化を可
能にすることができる。したがって、異なるタグが、固体支持体上の空間的に定義された
異なるアドレスへの異なるアプタマー－標的共有結合複合体の局在化を可能にすることが
できる。タグは、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、ペプチド核酸、ロック核酸、オリゴ
糖、多糖、抗体、アフィボディ、抗体模倣体、細胞受容体、リガンド、脂質、ビオチン、
ポリヒスチジン、またはこれらの構造のあらゆる断片もしくは誘導体、上記の任意の組み
合わせ、または捕捉要素（もしくは後に記載するようなリンカー分子）が特異性を持って
結合するかもしくは別様に会合するように設計もしくは設定され得る任意の他の構造であ
ってもよい。一般的に、タグは、分子内で、それ自体、またはタグが付着しているかもし
くはその一部であるアプタマーのいずれかと相互作用しないように設定される。アプタマ
ーを同定するためにＳＥＬＥＸを用いる場合、ＳＥＬＥＸの前または後のいずれかに、タ
グをアプタマーに付加してもよい。一実施形態において、ＳＥＬＥＸ後、アプタマーの５
’末端上にタグが含まれる。別の実施形態において、ＳＥＬＥＸ後、アプタマーの３’末
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端上にタグが含まれる。さらに別の態様において、タグは、ＳＥＬＥＸ後修飾プロセスに
おいて、アプタマーの３’末端および５’末端上の両方に含まれてもよい。別の実施形態
において、タグは、アプタマーの内部セグメントであってもよい。
【００９９】
　〔０１１０〕　一実施形態において、タグは、ビオチン基であり、捕捉要素は，アビジ
ン、ストレプトアビジン、ニュートラビジン、Ｅｘｔｒａｖｉｄｉｎ、またはＴｒａｐｔ
ａｖｉｄｉｎ等のビオチン結合タンパク質である。ビオチンは、合成中にアプタマーに容
易に取り込まれ、またストレプトアビジンビーズは、容易に入手可能であるため、この組
み合わせは、種々の実施形態において都合よく使用され得る。
【０１００】
　〔０１１１〕　一実施形態において、タグは、ポリヒスチジンであり、捕捉要素は、ニ
ッケル、コバルト、鉄、またはＮＴＡでキレートした時にポリヒスチジンと配位化合物を
形成することができる任意の他の金属イオンでキレートされたニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）
である。
【０１０１】
　〔０１１２〕　一実施形態において、タグは、相補的ポリヌクレオチド配列を含有する
捕捉要素と直接ハイブリダイズするように設計されたポリヌクレオチドである。この場合
、タグは、「配列タグ」と称されることもあり、捕捉要素は、一般的に「プローブ」と称
される。この実施形態では、タグは、一般的に構成され、そのタグが完全な相補体である
プローブ以外のプローブとはタグがハイブリダイズしない条件下でハイブリダイゼーショ
ン反応が行われる。これにより、各タグ／プローブの組み合わせが固有の配列を有するこ
とができるため、多重化アッセイ形式の設計が可能となる。
【０１０２】
　〔０１１３〕　いくつかの実施形態において、タグは、アプタマー自体の一部であるヌ
クレオチドを含む。例えば、アプタマーを同定するためにＳＥＬＥＸを用いる場合、アプ
タマーは、一般的に、アプタマーに応じて異なるヌクレオチド配列、すなわち可変領域に
よって、３’固定端から分離された５’固定端を含む。一実施形態において、タグは、ア
プタマーの固定端、例えば、固定端全体または固定端のいずれか一部に含まれる、固定端
の内部のヌクレオチドを含む、任意の好適な数のヌクレオチドを含むことができる。別の
実施形態において、タグは、アプタマーの可変領域内、例えば、可変領域全体または可変
領域のいずれか一部等に含まれる、任意の好適な数のヌクレオチドを含むことができる。
さらなる実施形態において、タグは、可変領域および固定端のうちの一方の両方に重複す
る任意の好適な数のヌクレオチドを含むことができる：すなわち、タグは、可変領域の任
意の部分（全てを含む）および固定端の任意の部分（全てを含む）を含むヌクレオチド配
列を含むことができる。
【０１０３】
　〔０１１４〕　別の実施形態において、タグは、プローブと直接会合し、プローブに共
有結合的に結合することができ、それによって、固体支持体の表面にアプタマーを共有結
合的に連結させる。この実施形態において、タグおよびプローブは、タグとプローブとが
会合すると、互いに十分に近接して共有結合を生じる化学反応を起こす好適な反応基を含
むことができる。反応は、自発的に起こってもよいか、または、活性化、例えば、光活性
化または化学的活性化を必要としてもよい。一実施形態において、タグは、ジエン部分を
含み、プローブは、ジエノフィルを含み、ジエンとジエノフィルとの自発的なディールス
・アルダーコンジュゲーション反応から共有結合の形成が生じる。例えば、Ｎ－マンニッ
ヒ反応、ジスルフィド形成、カーティス反応、アルドール縮重、シッフ塩基形成、および
マイケル付加等の、いずれの適切な相補的化学が用いられてもよい。
【０１０４】
　〔０１１５〕　別の実施形態において、タグは、後に詳述するように、例えばリンカー
分子を介して、プローブと間接的に会合する。この実施形態において、タグは、リンカー
分子の特定の領域または成分に相補的なポリヌクレオチド配列を含むことができる。タグ
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は、一般的に構成され、タグが、リンカー分子に含まれるポリヌクレオチド配列以外のポ
リヌクレオチド配列とハイブリダイズしないように、ハイブリダイゼーション反応が行わ
れる。
【０１０５】
　〔０１１６〕　タグがポリヌクレオチドを含む場合、ポリヌクレオチドは、任意の適切
な数のヌクレオチドを含むことができる。一実施形態において、タグは、少なくとも約１
０個のヌクレオチドを含む。別の実施形態において、タグは、約１０～約４５個のヌクレ
オチドを含む。さらに別の実施形態において、タグは、少なくとも約３０個のヌクレオチ
ドを含む。ポリヌクレオチドを含む異なるタグは、同じ数のヌクレオチドまたは異なる数
のヌクレオチドのいずれかを含むことができる。
【０１０６】
　〔０１１７〕　いくつかの実施形態において、固体支持体上の捕捉要素または以下に定
義するような「プローブ」（プローブ会合成分）との特異的相互作用のための官能性と、
それが付着した分子をタグのプローブ会合成分から解離させるための官能性とを含むとい
う点において、タグ成分は二官能性である。タグのプローブ会合成分を解離させるための
手段は、化学的手段、光化学的手段、または用いられる特定のタグに応じた他の手段を含
む。
【０１０７】
　〔０１１８〕　本明細書において使用される場合、「捕捉要素」、「プローブ」、また
は「受容体」は、タグと直接的または間接的のいずれかで会合するように構成される分子
を指す。単数形の「捕捉要素」、「プローブ」、または「受容体」は、タグと直接的また
は間接的のいずれかで会合することによって、タグが付着する部分を固体支持体に固定す
ることができる、１種類の分子または１種類の多分子構造のコピーのセットである。複数
形の「捕捉要素」、「プローブ」、または「受容体」は、１つより多くのそのような分子
のセットを指す。捕捉要素、プローブ、または受容体は、ポリヌクレオチド、ポリペプチ
ド、ペプチド核酸、ロック核酸、オリゴ糖、多糖、抗体、アフィボディ、抗体模倣体、細
胞受容体、リガンド、脂質、ビオチン、ポリヒスチジン、またはこれらの構造のあらゆる
断片もしくは誘導体、上記の任意の組み合わせ、またはタグ（もしくはリンカー分子）が
特異性を持って結合するかもしくは別様に会合するように設計もしくは構成され得る任意
の他の構造であってもよい。捕捉要素、プローブ、または受容体は、任意の好適な方法に
よって、共有的または非共有的のいずれかで固体支持体に付着させることができる。
【０１０８】
　〔０１１９〕　「捕捉要素」、「プローブ」、および「受容体」という用語は、交換可
能に使用されるが、プローブは、一般的に、ポリヌクレオチド配列を指す。一実施形態に
おいて、プローブは、ポリヌクレオチドタグ配列に相補的な配列を有するポリヌクレオチ
ドを含む。この実施形態において、プローブ配列は、一般的に構成され、プローブが相補
配列を含むタグ以外のヌクレオチド配列とはプローブがハイブリダイズしないような条件
下で、ハイブリダイゼーション反応が行われる（すなわち、プローブは、一般的に構成さ
れ、プローブが異なるタグまたはアプタマーとハイブリダイズしないような条件下で、ハ
イブリダイゼーション反応が行われる）。
【０１０９】
　〔０１２０〕　別の実施形態において、プローブは、タグと間接的に、例えばリンカー
分子を介して、会合する。この実施形態において、プローブは、リンカー分子の特定の領
域または成分に相補的なポリヌクレオチド配列を含むことができる。プローブは、一般的
に構成され、プローブが、リンカー分子に含まれるポリヌクレオチド配列以外のポリヌク
レオチド配列とハイブリダイズしないように、ハイブリダイゼーション反応が行われる。
【０１１０】
　〔０１２１〕　プローブがポリヌクレオチドを含む場合、ポリヌクレオチドは、任意の
好適な数のヌクレオチドを含むことができる。一実施形態において、プローブは、少なく
とも約１０個のヌクレオチドを含む。別の実施形態において、プローブは、約１０～約４
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５個のヌクレオチドを含む。さらに別の実施形態において、プローブは、少なくとも約３
０個のヌクレオチドを含む。ポリヌクレオチドを含む異なるプローブは、同じ数のヌクレ
オチドまたは異なる数のヌクレオチドのいずれかを含むことができる。
【０１１１】
　〔０１２２〕　いくつかの実施形態において、ポリヌクレオチドタグとの特異的相互作
用のための官能性と、プローブおよびアプタマーが同時に放出されるように固体支持体か
らプローブを解離させるための官能性とを含むという点において、捕捉プローブは二官能
性である。固体支持体からプローブを解離させるための手段は、化学的手段、光化学的手
段、または用いられる特定の捕捉プローブに応じた他の手段を含む。
【０１１２】
　〔０１２３〕　特定のタグと捕捉要素対との間の相互作用の相反性のために、ある実施
形態におけるタグが、別の実施形態において捕捉要素として用いられてもよく、ある実施
形態における捕捉要素が、別の実施形態においてタグとして用いられてもよい。例えば、
ある実施形態において、ビオチンタグを含むアプタマーが、固体支持体に付着したストレ
プトアビジンで捕捉されてもよく、別の実施形態において、ストレプトアビジンタグを含
むアプタマーが、固体支持体に付着したビオチンで捕捉されてもよい。
【０１１３】
　〔０１２４〕　本明細書において使用される場合、リンカーは、２つの官能基または分
子構造を接続するために用いられる分子構造である。本明細書において使用される場合、
「スペーシングリンカー」、またはより簡潔に「スペーサー」は、アプタマー内の２つの
異なる官能基間に分離または間隔を提供する、一群の無害な原子を指す。本明細書におい
て使用される場合、「放出可能な」または「切断可能な」要素、部分、またはリンカーは
、２つの別個の成分を生じるように破壊することができる分子構造を指す。放出可能（ま
たは切断可能）な要素は、化学結合が破壊され得る単一分子（本明細書において、「直列
型切断可能リンカー」と称される）を含んでもよいか、または非共有結合的な相互作用が
破壊もしくは中断され得る２つ以上の分子（本明細書において、「ハイブリダイゼーショ
ンリンカー」と称される）を含んでもよい。
【０１１４】
　〔０１２５〕　いくつかの実施形態において、個々の官能性との干渉を避けるために、
特定の官能基を他の官能基から空間的に分離することが必要である。例えば、特定の光の
波長を吸収する標識が、光切断可能な基に近接して存在すると、光切断の効率を妨げる可
能性がある。したがって、例えば、光切断の完全な活性を回復するのに十分な空間的分離
を提供する非干渉部分を用いて、そのような基を分離することが望ましい。いくつかの実
施形態において、標識および光切断型官能基の両方を有するアプタマー内に「スペーシン
グリンカー」が導入された。
【０１１５】
　〔０１２６〕　一実施形態において、スペーシングリンカーは、合成中にアプタマーに
導入され、そのため多くのホスホロアミダイトスペーサーを含んでもよく、これは、限定
されないが、長さ３、６、９、１２および１８炭素原子の脂肪族炭素鎖、長さ１、３、お
よび９エチレングリコール単位のポリエチレングリコール鎖、またはテトラヒドロフラン
部分（ｄＳｐａｃｅｒと呼ばれる（Ｇｌｅｎｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ））、または上記の任
意の組み合わせ、またはホスホジエステル主鎖に沿って長さを付加するように設計もしく
は構成され得る、任意の他の構造もしくは化学成分を含む。別の実施形態において、スペ
ーシングリンカーは、ポリｄＴ、ｄＡ、ｄＧ、もしくはｄＣ、またはポリＵ、Ａ、Ｇ、も
しくはＣ、または上記の任意の組み合わせ等のポリヌクレオチドを含む。別の実施形態に
おいて、スペーサーは、１つ以上の脱塩基性リボースまたはデオキシリボース部分を含む
。そのような配列は、それらがアプタマーの構造または機能に干渉しないように設計され
ることに留意されたい。
【０１１６】
　〔０１２７〕　本明細書において使用される場合、「ハイブリダイゼーションリンカー
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」は、非共有結合的な相互作用が化学的または物理的方法によって破壊または中断され得
る２つ以上の分子を含むリンカーを指す。いくつかの実施形態において、ハイブリダイゼ
ーションリンカーは、アプタマーをタグに結合させ、それによって放出可能なタグを形成
するために用いられる。例えば、ハイブリダイゼーションリンカーは、アプタマーとビオ
チンとの間の放出可能な接続（例えば、親和性アッセイおよび架橋アッセイにおいて）、
またはアプタマーと光架橋基との間の放出可能な接続（例えば架橋アッセイにおいて）を
形成するために、記載されるアッセイのうちのいずれにおいても使用することができる。
【０１１７】
　〔０１２８〕　一実施形態において、ハイブリダイゼーションリンカーは、ハイブリダ
イズして非共有結合を形成する２つの核酸を含む。一実施形態において、ハイブリダイゼ
ーション結合を形成する核酸の一方は、アプタマー自体の領域であってもよく、他方の核
酸は、その領域に相補的な核酸であってもよい。放出は、（なおもアッセイとの適合性を
維持しながら）核酸二重鎖を破壊するための任意の好適な機構によって達成することがで
きる。一実施形態において、二重キャッチ光架橋アッセイにおいてハイブリダイゼーショ
ンリンカーを破壊するために、２０ｍＭ　ＮａＯＨが用いられる。ハイブリダイゼーショ
ンリンカー分子は、任意の好適な構成を有してもよく、また、１つ以上のポリヌクレオチ
ド、ポリペプチド、ペプチド核酸、ロック核酸、オリゴ糖、多糖、抗体、アフィボディ、
抗体模倣体または断片、受容体、リガンド、脂質、これらの構造の任意の断片もしくは誘
導体、上記の任意の組み合わせ、または放出可能な構造を形成するように設計もしくは構
成され得る任意の他の構造または化学成分を含む、任意の好適な成分を含むことができる
。
【０１１８】
　〔０１２９〕　一実施形態において、放出可能なタグは、好適な数のヌクレオチドから
なる少なくとも１つのポリヌクレオチドからなる。一実施形態において、リンカー分子の
ポリヌクレオチド成分は、少なくとも約１０個のヌクレオチドを含む。別の実施形態にお
いて、リンカー分子のポリヌクレオチド成分は、約１０～約４５個のヌクレオチドを含む
。さらに別の実施形態において、リンカー分子のポリヌクレオチド成分は、少なくとも約
３０個のヌクレオチドを含む。本明細書に開示される方法のいずれかに用いられるリンカ
ー分子は、同じ数のヌクレオチドまたは異なる数のヌクレオチドのいずれかを有するポリ
ヌクレオチド成分を含むことができる。
【０１１９】
　〔０１３０〕　「固体支持体」は、共有結合または非共有結合のいずれかによって、分
子が直接的または間接的に付着され得る表面を有する任意の基質を指す。固体支持体は、
表面に付着する捕捉要素またはプローブに物理的支持を提供することができるいずれの支
持材料を含んでもよい。材料は、一般的に、捕捉要素またはプローブの表面への付着、お
よびアッセイの実行中に遭遇するあらゆる後続処理、取り扱い、または処理に関連する条
件に耐えることができる。材料は、天然起源、合成、または天然起源の材料の修飾型であ
ってもよい。好適な固体支持体材料は、シリコン、シリコンウエハチップ、グラファイト
、鏡面、積層、膜、セラミクス、プラスチック（例えば、ポリ（塩化ビニル）、シクロ－
オレフィンコポリマー、アガロースゲルまたはビーズ、ポリアクリルアミド、ポリアクリ
レート、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリ（４－メチルブテン）、ポリスチレン、ポ
リメタクリレート、ポリ（テレフタル酸エチレン）、ポリテトラフルオロエチレン（ＰＴ
ＦＥまたはテフロン（登録商標）を含む）、ナイロン、ポリ（酪酸ビニル）等のポリマー
を含む）、ゲルマニウム、ガリウムヒ素、金、銀、Ｌａｎｇｍｕｉｒ　Ｂｌｏｄｇｅｔｔ
フィルム、フロースルーチップ等を含んでもよく、それらのみで用いられるか、または他
の材料と組み合わせて用いられるかのいずれかである。シリカを含み、かつ、例えば、バ
イオガラスとして利用可能なガラスをさらに含む、ガラス等のさらなる硬質材料が考慮さ
れてもよい。利用され得る他の材料は、例えば、制御孔ガラスビーズ、架橋ビーズＳｅｐ
ｈａｒｏｓｅ（登録商標）、もしくはアガロース樹脂等の多孔質材料、または架橋ビス－
アクリルアミドおよびアザラクトンのコポリマーを含む。他のビーズは、ナノ粒子、ポリ
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マービーズ、固体コアビーズ、常磁性ビーズ、またはマイクロビーズを含む。例えば、表
面上に取り込まれた、１つ以上の官能基、例えば、アミノ、カルボキシル、チオール、ま
たはヒドロキシル官能基等のいずれかを有することができる、当該技術分野で既知の任意
の他の材料も企図される。
【０１２０】
　〔０１３１〕　固体支持体に用いられる材料は、単純から複雑までの範囲に及ぶ多様な
構成のうちのいずれをとってもよい。固体支持体は、ストリップ、プレート、ディスク、
ロッド、粒子、ビーズ、チューブ、ウェル（マイクロタイター）等を含む、多くの形状の
うちのいずれか１つを有することができる。固体支持体は、多孔質または非多孔質、磁性
、常磁性、または非磁性、多分散または単分散、親水性または疎水性であってもよい。固
体支持体はまた、密接に充填された（カラムマトリックスにおけるように）または緩やか
に充填された粒子のゲルまたはスラリーの形態であってもよい。
【０１２１】
　〔０１３２〕　一実施形態において、捕捉要素が付着した固体支持体を用いて、タグ付
アプタマー－標的親和性複合体またはアプタマー－標的共有結合複合体を試験混合物から
捕捉する。１つの特定の例において、タグがビオチン部分である場合、固体支持体は、ス
トレプトアビジンを被覆したビーズまたは樹脂、例えば、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２８
０ストレプトアビジン、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅストレプトアビジン、Ｄｙｎａ
ｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０ストレプトアビジン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ストレプトアビ
ジンアガロース樹脂（Ｐｉｅｒｃｅ）、ストレプトアビジンＵｌｔｒａｌｉｎｋ樹脂、Ｍ
ａｇｎａＢｉｎｄストレプトアビジンビーズ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ）、ＢｉｏＭａｇストレプトアビジン、ＰｒｏＭａｇストレプトアビジン、シリ
カストレプトアビジン（Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）、ストレプトアビジン
セファロースＨｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）、スト
レプトアビジンポリスチレンミクロスフェア（Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ－Ｎａｎｏｓｐ
ｈｅｒｅｓ）、ストレプトアビジン被覆ポリスチレン粒子（Ｓｐｈｅｒｏｔｅｃｈ）、ま
たはビオチンタグ付き分子を捕捉するために当業者によって一般的に用いられる任意の他
のストレプトアビジンを被覆したビーズもしくは樹脂であってもよい。
【０１２２】
　〔０１３３〕　上述してきたように、本発明の１つの目的は、タンパク質シグナルをア
プタマーシグナルに変換することである。その結果として、収集／検出されたアプタマー
の量は、結合した標的分子の量および試料中の標的分子の量の指標となり、またそれらに
正比例し得る。キャッチ－２分配の後に、第２の固体支持体からアプタマー－標的親和性
またはアプタマー－標的共有結合複合体を溶出させることなく、多くの検出スキームを用
いることができる。以下の検出法の実施形態に加えて、他の検出法が当業者に既知である
。
【０１２３】
　〔０１３４〕　多くの検出法は、検出の前にアプタマーに取り込まれる明示的な標識を
必要とする。これらの実施形態において、核酸合成のための標準技術を用いて、合成中ま
たは合成後のいずれかに、例えば、蛍光色素または化学発光色素等の標識をアプタマー内
に取り込むことができる。適切な試薬とともに標準的な酵素反応を用いて、合成中または
合成後のいずれかに、放射性標識を取り込むことができる。標識化はまた、好適な酵素技
術を用いることによって、キャッチ－２分配および溶出の後に行われてもよい。例えば、
上述の標識を有するプライマーを用いて、ＰＣＲにより、溶出したアプタマーの増幅産物
内に標識が取り込まれる。定量化のためにゲル技術を用いる場合、同様にＰＣＲを用いて
異なるサイズの質量標識を取り込むことができる。これらの質量標識はまた、さらなる多
重化能力のために、異なる蛍光色素または化学発光色素も取り込むことができる。合成中
または合成後のいずれかにアプタマーに取り込まれる特異的タグを用いること、次いで、
タグと会合し、かつ標識を担持するプローブを添加することによって、標識を間接的にア
プタマーに添加してもよい。標識は、上述のもの、および、例えば、比色読み取りのため
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の標準的なアッセイに使用される酵素を含む。これらの酵素は、酵素基質と合わさって作
用し、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）およびアルカリホスファターゼ（
ＡＰ）等の酵素を含む。標識は、電気化学的検出のための電気化学的官能基である材料ま
たは化合物も含み得る。
【０１２４】
　〔０１３５〕　例えば、アプタマーは、試験試料と接触させる前に、上述のように３２

Ｐ等の放射性同位元素で標識されてもよい。４つの基本的アッセイ、および上述のような
その変形例のうちのいずれか１つを利用して、アッセイ終了時に第２の固体支持体上の放
射活性を定量化することによって、アプタマーの検出は単純に達成され得る。放射活性の
カウントは、元の試験試料中の標的の量に正比例するであろう。同様に、試験試料と接触
させる前に、アプタマーを上述のように蛍光色素で標識すると、第２の固体支持体上で直
接、単純な蛍光読み取りが可能となる。同様に、アプタマーの溶出を必要とせずに、第２
の固体支持体からの直接的な読み取りのために、化学発光標識または量子ドットが利用さ
れてもよい。
【０１２５】
　〔０１３６〕　第２の固体支持体からアプタマーを溶出させるか、または光アプタマー
－標的共有結合複合体を放出させることにより、上述のものに加えて、さらなる検出スキ
ームを用いることができる。例えば、放出したアプタマー、光アプタマー、または光アプ
タマー－標的共有結合複合体を、ＰＡＧＥゲル上で泳動させて、検出し、任意選択的に、
ＳＹＢＲゴールド等の核酸染色により定量化することができる。代替として、上述のよう
にアプタマーに取り込まれた蛍光標識を用いたキャピラリーゲル電気泳動（ＣＧＥ）を使
用して、放出されたアプタマー、光アプタマー、または光アプタマー共有複合体を検出お
よび定量化することができる。別の検出スキームは、溶出したアプタマーを検出および定
量化するために、例えば、ＳＹＢＲグリーンを用いた定量的ＰＣＲを利用する。代替とし
て、溶出したアプタマーを検出および定量化するために、Ｉｎｖａｄｅｒ（登録商標）Ｄ
ＮＡアッセイが用いられてもよい。別の代替の検出スキームは、次世代シーケンシングを
利用する。
【０１２６】
　〔０１３７〕　別の実施形態において、アプタマー－標的親和性複合体（またはアプタ
マー－標的共有結合複合体）の量または濃度は、複製プロセス中に「分子ビーコン」を用
いて決定される（例えば、Ｔｙａｇｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．１６：
４９　５３，１９９８；米国特許第５，９２５，５１７号を参照のこと）。分子ビーコン
は、折り畳まれてヘアピンループになり、ヘアピンが形成された時に、フルオロフォアに
よってほとんどまたはまったくシグナルが発生しないように、ヘアピン構造の一方の端に
フルオロフォアを、また他方の端に消光剤を含有する、特異的核酸プローブである。ルー
プ配列は、標的ポリヌクレオチド配列に特異的であり、アプタマー配列にハイブリダイズ
すると、ヘアピンの折り畳み構造がほどけ、それによって蛍光シグナルを発生する。
【０１２７】
　〔０１３８〕　第２の固体支持体になおも結合する少数のアプタマーの多重化検出のた
めに、異なる励起／発光スペクトルを有する蛍光色素を用いて、２つ、または３つ、また
は５つ、または最大１０個までの個々のアプタマーを検出および定量化することができる
。同様に、多重化読み取りのために、異なるサイズの量子ドットが用いられてもよい。第
２の固体支持体から遊離アプタマーを分配した後で量子ドットが導入されてもよい。固有
の量子ドットに付着したアプタマー特異的ハイブリダイゼーション配列を用いることによ
り、２、３、５、および最大１０個までのアプタマーの多重化読み取りを行うことができ
る。個々に検出され得る異なる放射性同位体、例えば、３２Ｐ、１２５Ｉ、３Ｈ、１３Ｃ
、および３５Ｓ等を用いた異なるアプタマーの標識化も、限定された多重化読み取りに用
いることができる。
【０１２８】
　〔０１３９〕　キャッチ－２の第２の固体支持体から放出されたアプタマーの多重化検
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出のために、上述のように各アプタマーに取り込まれた単一の蛍光色素が、アプタマーレ
ベルの定量化とともにアプタマー配列の同定を可能にする定量化方法と一緒に用いられて
もよい。方法は、限定されないが、ＤＮＡチップハイブリダイゼーション、マイクロビー
ズハイブリダイゼーション、次世代シーケンシング、およびＣＧＥ分析を含む。
【０１２９】
　〔０１４０〕　一実施形態において、スライドまたはチップ（Ａｇｉｌｅｎｔのアレイ
、ＩｌｌｕｍｉｎａのＢｅａｄＣｈｉｐアレイ、ＮｉｍｂｌｅＧｅｎのアレイ、またはカ
スタムプリントしたアレイ等）に固定された固有のプローブまたは一連の固有のプローブ
に各アプタマーまたは光アプタマーをハイブリダイズさせるために、標準的なＤＮＡハイ
ブリダイゼーションアレイ、またはチップが用いられる。それぞれの固有のプローブは、
アプタマー上の配列に相補的である。相補配列は、アプタマーに取り込まれた固有のハイ
ブリダイゼーションタグ、またはアプタマー配列の一部、または全アプタマー配列であっ
てもよい。キャッチ－２の固体支持体から放出されたアプタマーは、適切なハイブリダイ
ゼーション緩衝液に添加され、標準的なハイブリダイゼーション法を用いて処理される。
例えば、アプタマー溶液をＤＮＡハイブリダイゼーションアレイとともに約６０℃で１２
時間インキュベートして、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーを確実にする。
アレイを洗浄し、次いで、蛍光スライドスキャナで走査して、アレイの各特徴についてア
プタマーハイブリダイゼーション強度の画像を生成する。画像のセグメント化および定量
化は、ＡｒｒａｙＶｉｓｉｏｎ等の画像処理ソフトウェアを使用して達成される。一実施
形態において、多重化アプタマーアッセイは、最大２５個のアプタマー、最大５０個のア
プタマー、最大１００個のアプタマー、最大２００個のアプタマー、最大５００個のアプ
タマー、最大１０００個のアプタマー、および、最大１０，０００個のアプタマーを用い
て検出することができる。
【０１３０】
　〔０１４１〕　一実施形態において、上述のようなアプタマーに相補的な固有のＤＮＡ
プローブを有するアドレス可能マイクロビーズが、ハイブリダイゼーションに用いられる
。マイクロビーズは、Ｌｕｍｉｎｅｘビーズ技術等の固有の蛍光色素を用いてアドレス可
能であり得るか、または、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＶｅｒａＣｏｄｅ技術におけるようなバー
コード標識、もしくはレーザ方式のトランスポンダーを用いる。一実施形態において、キ
ャッチ－２の固体支持体から放出されたアプタマーは、適切なハイブリダイゼーション緩
衝液に添加され、標準的なマイクロビーズハイブリダイゼーション法を用いて処理される
。例えば、アプタマー溶液をマイクロビーズのセットとともに６０℃で２時間インキュベ
ートして、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーを確実にする。次いで、個々の
ビーズの種類を数えてアプタマー蛍光シグナルを定量化するＬｕｍｉｎｅｘ機器で溶液を
処理する。別の実施形態において、ＶｅｒａＣｏｄｅビーズをアプタマー溶液と接触させ
、約６０℃で２時間ハイブリダイズさせ、次いで、グリッド入りの表面に沈着させて、同
定および蛍光定量化のためにスライドスキャナを使用して走査する。別の実施形態におい
て、トランスポンダー用マイクロビーズをアプタマー試料とともに約６０℃でインキュベ
ートし、次いでトランスポンダー用マイクロビーズに適切なデバイスを使用して定量化す
る。一実施形態において、多重化アプタマーアッセイは、最大２５個のアプタマー、最大
５０個のアプタマー、最大１００個のアプタマー、最大２００個のアプタマー、および、
最大５００個のアプタマーを用いたマイクロビーズへのハイブリダイゼーションによって
検出することができる。
【０１３１】
　〔０１４２〕　溶出したアプタマーを含有する試料は、上述のような蛍光標識とともに
固有の質量タグを取り込むように処理することができる。次いで、質量標識アプタマーを
、本質的にはＤＮＡシーケンサーであるＣＧＥ機器に注入し、それらの固有の質量によっ
てアプタマーを同定し、標識反応中に取り込まれた色素からの蛍光を用いて定量化する。
この技術の１つの例示的な例が、Ａｌｔｈｅａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓによって開発
されている。
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【０１３２】
　〔０１４３〕　上述の方法の多くにおいて、アプタマーの溶液は、増幅することができ
、任意選択的に、定量化前にタグ付けすることができる。標準的なＰＣＲ増幅が、キャッ
チ－２の固体支持体から溶出したアプタマーの溶液と共に用いられてもよい。そのような
増幅は、ＤＮＡアレイハイブリダイゼーション、マイクロビーズハイブリダイゼーション
、およびＣＧＥ読み取りの前に用いることができる。
【０１３３】
　〔０１４４〕　別の実施形態において、アプタマー－標的親和性複合体（またはアプタ
マー－標的共有結合複合体）は、Ｑ－ＰＣＲを用いて検出および／または定量化される。
本明細書において使用される場合、「Ｑ－ＰＣＲ」は、アッセイの結果が定量的である、
すなわち、アッセイが、試験試料中に存在するアプタマーの量または濃度を定量化できる
ような方式で、また、そのような制御条件下で行われるＰＣＲ反応を指す。
【０１３４】
　〔０１４５〕　一実施形態において、試験試料中のアプタマー－標的親和性複合体（ま
たはアプタマー－標的共有結合複合体）の量または濃度は、ＴａｑＭａｎ（登録商標）Ｐ
ＣＲを用いて決定される。この技術は、一般的に、標的配列からシグナルを発生させるた
めに、オリゴヌクレオチド複製酵素の５’－３’エキソヌクレアーゼ活性に依存する。Ｔ
ａｑＭａｎプローブは、定量化されるアプタマーの配列に基づいて選択され、一般的に、
例えば、６－カルボキシフルオレセイン等の５’末端フルオロフォア、および、例えば、
６－カルボキシテトラメチルフルオレセイン等の３’末端消光剤を含み、アプタマー配列
がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いて増幅されるとシグナルを発生する。ポリメラ
ーゼがアプタマー配列をコピーすると、ＰＣＲプライマーから下流にアニーリングされた
プローブからエキソヌクレアーゼ活性によりフルオロフォアが遊離され、それによってシ
グナルを発生する。複製産物が生成されるとシグナルが増加する。ＰＣＲ産物の量は、行
われる複製周期の数、およびアプタマーの出発濃度の両方に依存する。
【０１３５】
　〔０１４６〕　別の実施形態において、アプタマー－標的親和性複合体（またはアプタ
マー－標的共有結合複合体）の量または濃度は、複製プロセス中に挿入蛍光色素を用いて
決定される。例えば、ＳＹＢＲ（登録商標）グリーン等の挿入色素は、一本鎖ＤＮＡの存
在下で発生される蛍光シグナルと比較して、二本鎖ＤＮＡの存在下で大きな蛍光シグナル
を発生する。ＰＣＲ中に二本鎖ＤＮＡ産物が形成されると、色素によって生成されるシグ
ナルが増加する。生成されるシグナルの大きさは、ＰＣＲ周期数およびアプタマーの出発
濃度の両方に依存する。
【０１３６】
　〔０１４７〕　別の実施形態において、アプタマー－標的親和性複合体（またはアプタ
マー－標的共有結合複合体）は、質量分析を用いて検出および／または定量化される。上
述の酵素技術を用いて固有の質量タグを導入することができる。質量分析による読み取り
のために、検出標識は必要ではなく、むしろ質量自体を用いて、同定、および、当業者に
一般的に用いられる技術を用いて、質量分析法による分析中に生じる質量ピークの位置お
よび質量ピーク下面積に基づいた定量化の両方を行った。質量分析を使用した例は、Ｓｅ
ｑｕｅｎｏｍによって開発されたＭａｓｓＡＲＲＡＹ（登録商標）システムである。
【０１３７】
　〔０１４８〕　本明細書に開示される方法のいずれかの１つ以上のステップを実行する
ために、コンピュータプログラムが利用されてもよい。本開示の別の態様は、コンピュー
タプログラムが格納されたコンピュータ可読記憶媒体を含むコンピュータプログラム製品
であり、コンピュータに読み込まれると、本明細書に開示される方法のいずれかの実行を
行うかまたは補助する。
【０１３８】
　〔０１４９〕　本開示の一態様は、本明細書に開示される方法のいずれかの産物、すな
わちアッセイ結果であり、それは、試験施設で評価されてもよいか、または必要に応じて
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、評価および連絡のために遠隔地の関係者に送られてもよい。本明細書において使用され
る場合、「遠隔地」は、結果が得られる場所と物理的に異なる場所を指す。そのため、結
果は、異なる部屋、異なる建物、町の異なる地域、異なる町等に送られてもよい。データ
は、例えば、ファクシミリ、郵便、翌日配達便、ｅメール、ｆｔｐ、ボイスメール等の任
意の好適な手段によって送られてもよい。
【０１３９】
　〔０１５０〕　情報を「通信する」とは、好適な通信チャネル（例えば、民間または公
的ネットワーク）を介した電子シグナルとしてその情報を表すデータの伝達を指す。項目
を「転送する」とは、その項目を物理的に輸送することによって、または別の手段によっ
て（可能である場合）、その項目をある場所から次の場所に移動する任意の手段を指し、
少なくともデータの場合、データを所持するかまたはデータを通信する媒体を物理的に輸
送することを含む。
【実施例】
【０１４０】
〔０１５１〕　以下の実施例は、例示目的のみのために提供されるのであって、添付の特
許請求の範囲に定義されるような本発明の範囲を限定することを意図するものではない。
【０１４１】
　〔０１５２〕　上記の説明は、種々の実施形態および実施例を参照して本開示について
記載している。特定の実施形態、実施例、または特定の実施形態もしくは実施例の要素は
、特許請求の範囲のいずれかの決定的な、必要な、または本質的な要素もしくは特徴とし
て見なされないものとする。
【０１４２】
　〔０１５３〕　以下の特許請求の範囲に記載されるような本開示の範囲から逸脱するこ
となく、開示される実施形態に対する種々の変更および置換を行うことができることを認
識されたい。図および実施例を含む本明細書は、限定的ではなく例示的な様式で見なされ
るものとし、全てのそのような変更および置換は、本開示の範囲内に含まれることが意図
される。したがって、本開示の範囲は、実施例によってではなく、添付の特許請求の範囲
およびそれらの法的な均等物によって決定され得る。例えば、方法またはプロセスの請求
項のいずれかに列挙されるステップは、実行可能ないずれの順で実行されてもよく、実施
形態、実施例、または特許請求の範囲のいずれかに提示される順序に限定されない。
【０１４３】
　プロテオミクス親和性アッセイ
　〔０１５４〕　キャッチ－０
〔０１５５〕　１ｘＳＢ１７，Ｔｗ（４０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１０２ｍＭ　ＮａＣｌ、１
ｍＭ　ＥＤＴＡ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭ　ＫＣｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ－２０
）中の１３３μＬの７．５％ストレプトアビジン－アガローススラリーを、フィルタープ
レート（０．４５μｍ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　ＨＶプレート（Ｄｕｒａｐｏｒｅカタログ
番号ＭＡＨＶＮ４５５０））のウェルに添加した。適切な１．１ｘアプタマー混合物（全
てのアプタマーは、５’末端にＣｙ３フルオロフォアおよび光切断可能なビオチン部分を
含有する）を解凍し、その後ボルテックスした。次いで、１．１×アプタマー混合物を１
０分間沸騰させ、３０分ボルテックスし、水浴で２０分間中２０℃に冷却させた。次いで
、ストレプトアビジンアガローススラリーを含有するフィルタープレート中の液体を、遠
心分離（１０００×ｇで１分間）により除去した。１００μＬのアプタマー混合物を、フ
ィルタ―プレートのウェルに（ロボット制御により）添加した。光から保護された、８５
０ｒｐｍに設定された振盪機上で、混合物を２５℃で２０分間インキュベートした。
【０１４４】
　〔０１５６〕　キャッチ－０洗浄
〔０１５７〕　２０分のインキュベーション後、真空濾過により溶液を除去した。１９０
μＬの１ｘＣＡＰＳアプタマー前洗浄緩衝液（５０ｍＭ　ＣＡＰＳ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、
０．０５％　Ｔｗ－２０、ｐＨ１１．０）を添加し、振盪させながら１分間混合物をイン
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キュベートした。次いで、真空濾過によりＣＡＰＳ洗浄溶液を除去した。次いで、ＣＡＰ
Ｓ洗浄を１回繰り返した。１９０μＬの１ｘＳＸ１７，Ｔｗを添加し、振盪させながら１
分間混合物をインキュベートした。次いで、真空濾過により１ｘＳＢ１７，Ｔｗを除去し
た。さらに１９０μＬの１ｘＳＸ１７，Ｔｗを添加し、振盪させながら１分間混合物をイ
ンキュベートした。次いで、遠心分離（１０００×ｇで１分）により１ｘＳＢ１７，Ｔｗ
を除去した。１ｘＳＢ１７，Ｔｗの除去後、１５０μＬのキャッチ－０保存緩衝液（１５
０ｍＭ　ＮａＣｌ、４０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．０２％アジ化ナトリ
ウム、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ－２０）を添加し、フィルタープレートを外周部のみで慎
重に密封し、使用するまで暗所にて４℃で保存した。
【０１４５】
　〔０１５８〕　試料の調製
〔０１５９〕　７５μＬの４０％試料希釈液を４０％試料プレートに入れた（最終４０％
試料は、２０μＭ　Ｚブロック、１ｍＭベンズアミジン、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、４０ｍＭ　
ＨＥＰＥＳ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭ　ＫＣｌ、１％　Ｔｗｅｅｎ－２０を含有する
）。１９５μＬの１ｘＳＢ１７，Ｔｗを１％試料プレートに入れた。９０μＬの１ｘＳＢ
１７，Ｔｗを１：１０稀釈用プレートに入れた。１３３μＬの１ｘＳＢ１７，Ｔｗを０．
００５％試料プレートに入れた。２５℃のインキュベータ内のＲａｃｋ　Ｔｈａｗｉｎｇ
　Ｓｔａｔｉｏｎ上で１０分間試料を解凍し、次いでボルテックスし、１０００×ｇで１
分間回転させた。チューブからキャップを除去した。試料を混合し（５０μＬで５回）、
５０μＬの１００％試料を、試料希釈液を収容する４０％試料プレートに移した。次いで
、ピペットで吸引および吐出すること（１１０μＬ、１０回）により、試料プレート上で
４０％試料を混合した。次いで、５μＬの４０％試料を、１ｘＳＢ１７，Ｔｗを収容する
１％試料プレートに移した。ピペットで吸引および吐出すること（１２０μＬ、１０回）
により、この試料を再び混合した。混合した後、１０μＬの１％試料を、１ｘＳＢ１７，
Ｔｗを収容する１：１０稀釈用プレートに移し、ピペットで吸引および吐出すること（７
５μＬ、１０回）により混合した。１：１０稀釈用プレートからの７μＬの０．１％試料
を、１ｘＳＢ１７，Ｔｗを収容する０．００５％試料プレートに移し、ピペットで吸引お
よび吐出すること（１１０μＬ、１０回）により混合した。
【０１４６】
　〔０１６０〕　平衡化前のプレートの調製
〔０１６１〕　真空濾過により、フィルタープレートからキャッチ－０保存溶液を除去し
た。次いで、１９０μＬの１ｘＳＢ１７，Ｔｗを添加し、その後、真空濾過によりフィル
タープレートから除去した。次いで、さらに１９０μＬの１ｘＳＢ１７，Ｔｗをフィルタ
ープレートに添加した。
【０１４７】
　〔０１６２〕　平衡化
〔０１６３〕　遠心分離（１０００×ｇで１分間）により、フィルタープレートから１ｘ
ＳＢ１７，Ｔｗ緩衝液を除去した。１００μＬの適切な試料希釈液をフィルタープレート
（３つのフィルタープレート、４０％、１％、または０．００５％の各試料希釈液に１つ
）に添加した。フィルタープレートを外周部のみで慎重に密封し、ウェルを加圧すること
を回避した。圧力は、平衡化の間に漏出の原因となる。次いで、光から保護された、８５
０ｒｐｍに設定された熱振盪機上で、プレートを２８℃で３．５時間インキュベートした
。
【０１４８】
　〔０１６４〕　フィルタープレートの処理
〔０１６５〕　平衡化後、フィルタープレートを真空マニホールド上に配置し、真空濾過
により試料を除去した。１９０μＬのビオチン洗浄液（１ｘＳＢ１７，Ｔｗ中１００μＭ
のビオチン）を添加し、真空濾過により液体を除去した。次いで、試料を１９０μＬの１
ｘＳＢ１７，Ｔｗで５回洗浄した（真空濾過）。１ｘＳＢ１７，Ｔｗ中の１００μＬの１
ｍＭ　ＮＨＳ－ビオチン（新しく調製した）を添加し、フィルタープレートを吸収パッド
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上にブロットし、振盪させながら５分間混合物をインキュベートした。真空濾過により液
体を除去した。１ｘＳＢ１７，Ｔｗ中の１２５μＬの２０ｍＭグリシンを添加し、真空濾
過により液体を除去した。再び、１ｘＳＢ１７，Ｔｗ中の１２５μＬの２０ｍＭグリシン
を添加し、真空濾過により液体を除去した。続いて、１９０μＬの１ｘＳＢ１７，Ｔｗで
試料を６回洗浄し、真空濾過により液体を除去した。次いで、８５μＬの光切断緩衝液（
１ｘＳＢ１７，Ｔｗ中２μＭ　Ｚブロック）を各フィルタープレートに添加した。
【０１４９】
　〔０１６６〕　光切断
〔０１６７〕　フィルタープレートを吸収パッド上にブロットし、振盪させながら（８０
０ｒｐｍ、２５℃）ＢｌａｃｋＲａｙＵＶランプで６分間照射した。プレートを１８０度
回転させ、ＢｌａｃｋＲａｙ光源下でさらに６分間照射した。４０％フィルタープレート
を、空の９６ウェルプレート上に配置した。１％フィルタープレートを４０％フィルター
プレートの上に重ね、０．００５％フィルタープレートを１％フィルタープレートの上に
重ねた。プレートのアセンブリを１０００×ｇで１分間回転させた。溶出した試料を含む
９６ウェルプレートを、ロボットデッキ上に配置した。３７℃のインキュベータからの１
ｘＳＢ１７，Ｔｗ中の６０％グリセロールを、ロボットデッキ上に配置した。
【０１５０】
　〔０１６８〕　キャッチ－２
〔０１６９〕　アッセイの設定中、キャッチ－２のために、５０μＬの１０ｍｇ／ｍＬＭ
ｙＯｎｅ　ＳＡビーズ（５００μｇ）をＡＢｇｅｎｅ　Ｏｍｎｉチューブの９６ウェルプ
レートに添加し、Ｃｙｔｏｍａｔ内に配置した。キャッチ－２の９６ウェルビーズプレー
トを９０秒間懸濁し、磁気ブロック上に６０秒間置き、上清を除去した。全てのキャッチ
－１溶出液をキャッチ－２ビーズプレートに移し、Ｐｅｌｔｉｅｒ熱振盪機上でインキュ
ベートした（１３５０ｒｐｍ、５分、２５℃）。プレートを２５℃の磁石に２分間移し、
上清を除去した。次いで、７５μＬの１ｘＳＢ１７，Ｔｗを添加し、Ｐｅｌｔｉｅｒ振盪
機上、１３５０ｒｐｍ、３７℃で１分間試料をインキュベートした。次いで、１ｘＳＢ１
７，Ｔｗ中の７５μＬの６０％グリセロール（３７℃に加熱）を添加し、再び、Ｐｅｌｔ
ｉｅｒ振盪機上、１３５０ｒｐｍ、３７℃で１分間試料をインキュベートした。３７℃に
加熱した磁石にプレートを移して２分間インキュベートし、その後上清を除去した。３７
℃、１ｘＳＢ１７，Ｔｗ、およびグリセロールの洗浄サイクルを、あと２回繰り返した。
次いで、試料を洗浄し、Ｐｅｌｔｉｅｒ振盪機上（１３５０ｒｐｍ、１分、２５℃）で、
１５０μＬの１ｘＳＢ１７，Ｔｗとともに残ったグリセロールを除去し、その後１分間２
５℃の磁気ブロックに置いた。上清を除去し、０．５Ｍ　ＮａＣｌと置き換えた１５０μ
Ｌの１ｘＳＢ１７，Ｔｗを添加し、１３５０ｒｐｍで１分間インキュベートし（２５℃）
、その後１分間２５℃の磁気ブロックにおいた。上清を除去し、７５μＬの過塩素酸塩溶
出緩衝液（１．８Ｍ　ＮａＣｌＯ４、４０ｍＭ　ＰＩＰＥＳ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．０
５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１ｘハイブリダイゼーション対照、ｐＨ＝６．８）を
添加し、その後、Ｐｅｌｔｉｅｒ振盪機上で１０分インキュベートした（２５℃、１３５
０ｒｐｍ）。その後、プレートを磁気選別機に移し、９０秒間インキュベートし、上清を
回収した。
【０１５１】
　〔０１７０〕　ハイブリダイゼーション
〔０１７１〕　２０μＬの溶出した試料を、空の９６ウェルプレートにロボット制御によ
り添加した。第２のセットのハイブリダイゼーション対照を含有する５μＬの１０×Ａｇ
ｉｌｅｎｔブロック緩衝液を、溶出した試料にロボット制御により添加した。次いで、２
５μＬの２×Ａｇｉｌｅｎｔ　ＨｉＲＰＭ　ハイブリダイゼーション緩衝液を、手作業で
ウェルに添加した。４０μＬのハイブリダイゼーション混合物を、Ａｇｉｌｅｎｔのガス
ケットスライド上に負荷した。Ａｇｉｌｅｎｔの８×１５ｋアレイをガスケットスライド
上に添加し、クランプを用いてサンドイッチを締め付けた。次いで、サンドイッチを回転
させながら（２０ｒｐｍ）５５℃で１９時間インキュベートした。
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　〔０１７２〕　ハイブリダイゼーション後の洗浄
〔０１７３〕　Ｌｉｔｔｌｅ　Ｄｉｐｐｅｒ　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒ（ＳｃｉＧｅｎｅ、カ
タログ番号１０８０－４０－１）上で、ハイブリダイゼーション後のスライド処理を行っ
た。約７５０ｍＬの洗浄緩衝液１（Ｏｌｉｇｏ　ａＣＧＨ／ＣｈＩＰ－ｏｎ－ｃｈｉｐ　
Ｗａｓｈ　Ｂｕｆｆｅｒ　１、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を１つのガ
ラス製染色皿に入れた。約７５０ｍＬの洗浄緩衝液１（Ｏｌｉｇｏ　ａＣＧＨ／ＣｈＩＰ
－ｏｎ－ｃｈｉｐ　Ｗａｓｈ　Ｂｕｆｆｅｒ　１、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ）を、Ｌｉｔｔｌｅ　Ｄｉｐｐｅｒ　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒの溶液槽１に入れた。３
７℃に加熱した約７５０ｍＬの洗浄緩衝液２（Ｏｌｉｇｏ　ａＣＧＨ／ＣｈＩＰ－ｏｎ－
ｃｈｉｐ　Ｗａｓｈ　Ｂｕｆｆｅｒ　１、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）
を、Ｌｉｔｔｌｅ　Ｄｉｐｐｅｒ　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒの溶液槽２に入れた。両方の溶液
槽の磁気撹拌速度を５に設定した。溶液槽１の温度調節器は作動させなかったが、溶液槽
２の温度調節器を３７℃に設定した。次いで、最大１２個のスライド／ガスケットアセン
ブリを、Ｗａｓｈ　Ｂｕｆｆｅｒ１を収容する第１の染色皿内で分解し、依然としてＷａ
ｓｈ　Ｂｕｆｆｅｒ１に浸漬された状態のスライドをスライドラック内に入れた。全ての
スライド／ガスケットアセンブリを分解してから、スライドラックを迅速にＬｉｔｔｌｅ
　Ｄｉｐｐｅｒ　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒの溶液槽１に移し、自動洗浄プロトコルを開始した
。Ｌｉｔｔｌｅ　Ｄｉｐｐｅｒ　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒにより、溶液槽１内でスライドを２
５０の速度で３００秒間インキュベートし、その後、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｗａｓｈ　２（Ｏ
ｌｉｇｏ　ａＣＧＨ／ＣｈＩＰ－ｏｎ－ｃｈｉｐ　Ｗａｓｈ　Ｂｕｆｆｅｒ　２、Ａｇｉ
ｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を収容する３７℃の溶液槽２に移し、速度１００
で３００秒間インキュベートした。その後、Ｌｉｔｔｌｅ　Ｄｉｐｐｅｒ　Ｐｒｏｃｅｓ
ｓｏｒは、内臓された遠心分離機にスライドラックを移し、速度６９０で３００秒間スラ
イドを回転させた。
【０１５３】
　〔０１７４〕　マイクロアレイ画像
〔０１７５〕　１００％　ＰＭＴ設定、５μｍの解像度で、Ｃｙ３チャネルにおいて、マ
イクロアレイスキャナー（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｇ２５６５ＣＡ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓ
ｃａｎｎｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍ、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を用いてマ
イクロアレイのスライドを画像処理し、ＸＲＤオプションを０．０５で有効にした。ＧＥ
１＿１０７＿Ｓｅｐ０９プロトコルとともにＡｇｉｌｅｎｔ特徴抽出ソフトウェアバージ
ョン１０．７．３．１を使用して、得られたｔｉｆｆ画像を処理した。
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摘要(译)

本公开描述了用于检测可能存在于测试样品中的一种或多种靶分子的方
法，装置，试剂和试剂盒。所描述的方法，装置，试剂盒和试剂通过检
测和定量核酸（即适体）和适体，有助于检测和定量测试样品中的非核
酸靶标（例如，蛋白质靶标）。 - 在保持目标相互作用的同时显着减少
或消除适体 - 适体相互作用。 点域1
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