
(57)【要約】
本発明は、少なくとも１種のラマン色素および特異的結合要素が結合した粒子を含んでな
る試薬、ならびに当該試薬の使用法を含む。本発明は、特異的結合要素および２種以上の
異なるラマン色素の試薬、ならびに当該試薬の使用法も含む。特異的結合要素が結合した
、新しい種類の粒子プローブについて記載する。これらの試薬は新規な検出戦略において
使用されるが、この戦略では、マイクロアレイ方式において標的およびその下にあるチッ
プによって捕捉された色素標識粒子の、表面増強ラマン散乱（ＳＥＲＳ）プロモーターと
して作用しうる銀コーティングを作製するために、Ａｕナノ粒子の触媒的性質を利用する
。この戦略によって、スキャナによるグレー・スケールの検出の感度が上昇し、選択性が
向上するだけでなく、検出における分光分析のフィンガープリントとしてラマン標識を使
用するという概念に基づき非常に多数のプローブを設計することが可能であるため、多重
化能力および限定能力を得る手段がもたらされる。これらのスペクトルをフィンガープリ
ントとして使用して、１つの溶液中のオリゴヌクレオチドまたは他の標的を区別する。こ
の方法を使用して、６種のラマン標識ナノ粒子プローブを用いて６種の非類似ＤＮＡ標的
を識別可能であり、一塩基多型（ＳＮＰ）を有する２つのＲＮＡ標的も識別可能であった
。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 標 識 お よ び 特 異 的 結 合 要 素 が 結 合 し た 粒 子 か ら な り 、 該 ラ マ ン
標 識 を 活 性 化 し て Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 で あ る 試 薬 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 粒 子 が ２ つ 以 上 の 異 な る ラ マ ン 標 識 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 要 素 が Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 抗 原 、 炭 水 化 物 、 タ ン パ
ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 ホ ル モ ン 、 ス テ ロ イ ド 、 ビ タ ミ ン 、 薬 剤 、 ウ イ ル
ス 、 多 糖 、 脂 質 、 リ ポ 多 糖 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 核 タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 ア ル ブ ミ ン 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 凝 固 因 子 、 ペ プ チ ド ホ ル
モ ン お よ び タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン 、 非 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 腫 瘍 特 異 的 エ ピ ト ー プ か ら な る ペ プ チ ド 、 細 胞 、 細 胞 表 面 分 子 、 微
生 物 、 微 生 物 の 断 片 、 一 部 分 、 成 分 ま た は 生 成 物 、 小 有 機 分 子 、 核 酸 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 任 意 の 前 記 物 質 の 代 謝 産 物 ま た は 任 意 の 前 記 物 質 に 対 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ４ 】
　 核 酸 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 、 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 、 細
菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 真 菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 哺 乳 動 物 Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 断 片 お よ び Ｄ Ｎ Ａ
断 片 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 一 本 鎖
お よ び 二 本 鎖 核 酸 、 天 然 お よ び 合 成 核 酸 か ら な る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 粒 子 が 金 、 Ａ ｇ 、 Ｃ ｕ 、 Ｐ ｔ 、 Ａ ｇ ／ Ａ ｕ 、 Ｐ ｔ ／ Ａ ｕ 、 Ｃ ｕ ／ Ａ ｕ コ ア ・ シ ェ ル
粒 子 お よ び 合 金 粒 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 粒 子 が ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 粒 子 が 金 属 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 粒 子 が 金 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 前 記 粒 子 に 直 接 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 前 記 粒 子 に 間 接 的 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 少 な く と も い く つ か の 前 記 ラ マ ン 標 識 が 、 前 記 特 異 的 結 合 対 要 素 に 結 合 し て い る 、 請 求
項 １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 結 合 体 が 前 記 粒 子 に 共 有 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 対 要 素 が 、 官 能 基 に よ っ て 前 記 粒 子 に 共 有 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 染 色 物 質 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 染 色 物 質 が 銀 、 金 ま た は 銅 染 色 物 質 か ら な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ２ つ 以 上 の 異 な る ラ マ ン 標 識 が 結 合 し た 特 異 的 結 合 要 素 か ら な る 試 薬 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 要 素 が 、 抗 原 と 抗 体 の 特 異 的 結 合 対 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン の 結 合 対 、 炭
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水 化 物 と レ ク チ ン の 結 合 対 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 相 補 的 ペ プ チ ド 配 列 、 エ フ ェ ク タ
ー 分 子 と 受 容 体 分 子 、 酵 素 補 因 子 と 酵 素 、 お よ び 酵 素 阻 害 剤 と 酵 素 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 特 異 的 結 合 対 の 要 素 か ら な る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 要 素 が Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 抗 原 、 炭 水 化 物 、 タ ン パ
ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 ホ ル モ ン 、 ス テ ロ イ ド 、 ビ タ ミ ン 、 薬 剤 、 ウ イ ル
ス 、 多 糖 、 脂 質 、 リ ポ 多 糖 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 核 タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 ア ル ブ ミ ン 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 凝 固 因 子 、 ペ プ チ ド ホ ル
モ ン お よ び タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン 、 非 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 腫 瘍 特 異 的 エ ピ ト ー プ か ら な る ペ プ チ ド 、 細 胞 、 細 胞 表 面 分 子 、 微
生 物 、 微 生 物 の 断 片 、 一 部 分 、 成 分 ま た は 生 成 物 、 小 有 機 分 子 、 核 酸 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 任 意 の 前 記 物 質 の 代 謝 産 物 ま た は 任 意 の 前 記 物 質 に 対 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １
６ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 核 酸 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 、 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 、 細
菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 真 菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 哺 乳 動 物 Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 断 片 お よ び Ｄ Ｎ Ａ
断 片 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 一 本 鎖
お よ び 二 本 鎖 核 酸 、 天 然 お よ び 合 成 核 酸 か ら な る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 要 素 が 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 抗 体 、 抗 原 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 炭 水 化 物
で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 と 分 析 物 質 と の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 該 複 合 体 を 支 持 体 に 結 合 さ せ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） 該 支 持 体 上 の 該 複 合 体 を 染 色 し て 、 前 記 ラ マ ン 標 識 の Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 を 活 性 化 す る
工 程 と 、
　 （ ｄ ） 該 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 を 測 定 す る 工 程 と
か ら な る 分 析 物 質 を 検 出 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 複 合 体 が 、 １ つ ま た は 複 数 の 特 異 的 結 合 物 質 に よ っ て 前 記 支 持 体 に 結 合 さ れ る 、 請
求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 （ ａ ） 分 析 物 質 を 支 持 体 に 結 合 さ せ る 工 程 と 、
　 （ ｂ ） 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 と 該 支 持 体 上 の 分 析 物 質 と を 複 合 体 形 成 さ せ る 工 程 と 、
　 （ ｃ ） 該 支 持 体 上 の 該 複 合 体 を 染 色 し て 、 ラ マ ン 標 識 の Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 を 活 性 化 す る 工 程
と 、
　 （ ｄ ） 該 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 を 測 定 す る 工 程 と
か ら な る 分 析 物 質 を 検 出 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 試 薬 を 、 １ つ ま た は 複 数 の 特 異 的 結 合 物 質 に よ っ て 、 前 記 支 持 体 上 の 前 記 分 析 物 質
に 間 接 的 に 結 合 さ せ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 標 的 分 析 物 質 が 、 抗 体 、 抗 原 、 ハ プ テ ン 、 受 容 体 、 リ ガ ン ド 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ
ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 膜 ま た は 膜 分 画 、 脂 質 、 膜 ‐ タ ン パ ク 質 複 合 体 、 炭 水 化 物 、 ウ
イ ル ス 、 細 胞 ま た は マ ク ロ 分 子 も し く は 分 子 複 合 体 か ら な る 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 要 素 が 、 抗 体 、 抗 原 、 受 容 体 、 リ ガ ン ド 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
小 分 子 ま た は 核 酸 か ら な る 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
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　 前 記 特 異 的 結 合 要 素 が 、 抗 原 と 抗 体 の 特 異 的 結 合 対 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン の 結 合 対 、 炭
水 化 物 と レ ク チ ン の 結 合 対 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 相 補 的 ペ プ チ ド 配 列 、 エ フ ェ ク タ
ー 分 子 と 受 容 体 分 子 、 酵 素 補 因 子 と 酵 素 、 お よ び 酵 素 阻 害 剤 と 酵 素 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 特 異 的 結 合 対 の 要 素 か ら な る 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 要 素 が Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 抗 原 、 炭 水 化 物 、 タ ン パ
ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 ホ ル モ ン 、 ス テ ロ イ ド 、 ビ タ ミ ン 、 薬 剤 、 ウ イ ル
ス 、 多 糖 、 脂 質 、 リ ポ 多 糖 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 核 タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 ア ル ブ ミ ン 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 凝 固 因 子 、 ペ プ チ ド ホ ル
モ ン お よ び タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン 、 非 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 腫 瘍 特 異 的 エ ピ ト ー プ か ら な る ペ プ チ ド 、 細 胞 、 細 胞 表 面 分 子 、 微
生 物 、 微 生 物 の 断 片 、 一 部 分 、 成 分 ま た は 生 成 物 、 小 有 機 分 子 、 核 酸 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 任 意 の 前 記 物 質 の 代 謝 産 物 ま た は 任 意 の 前 記 物 質 に 対 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２
７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 核 酸 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 、 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 、 細
菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 真 菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 哺 乳 動 物 Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 断 片 お よ び Ｄ Ｎ Ａ
断 片 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 一 本 鎖
お よ び 二 本 鎖 核 酸 、 天 然 お よ び 合 成 核 酸 か ら な る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 多 数 の 種 類 の 標 的 分 析 物 質 の 検 出 を 可 能 と す る た め に 、 前 記 支 持 体 に 複 数 の 異 な る 第 １
の 特 異 的 結 合 要 素 が ア レ イ 状 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 支 持 体 が 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ ウ エ ル 、 ビ ー ズ 、 ポ リ マ ー 製 の 膜
、 ま た は 光 フ ァ イ バ ー か ら な る 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と も ２ つ の 結 合 部 位 を 有 す る １ つ ま た は 複 数 の 標 的 分 析 物 質 の 有
無 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 該 標 的 分 析 物 質 を 支 持 体 上 に 固 定 す る た め の 、 １ 種 類 ま た は 複 数 種 類 の 第 １ の 特 異 的 結
合 要 素 が 結 合 し た 支 持 体 を 提 供 す る 工 程 と 、
　 １ 種 類 ま た は 複 数 種 類 の 粒 子 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に （ ａ ）
１ つ ま た は 複 数 の ラ マ ン 標 識 、 お よ び （ ｂ ） 特 異 的 標 的 分 析 物 質 に 結 合 す る た め の 第 ２ の
特 異 的 結 合 要 素 が 結 合 し て お り 、 （ ｉ ） そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に 結 合 し た 該 ラ マ ン 活 性 標
識 が 異 な っ て い て 特 異 的 標 的 分 析 物 質 の 識 別 子 と し て の 役 割 を 果 た し 、 か つ （ ｉ ｉ ） そ れ
ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に 結 合 し た 第 ２ の 特 異 的 結 合 要 素 が 異 な っ て い て 特 異 的 標 的 分 析 物 質 を
標 的 と し て い る こ と を 特 徴 と す る 工 程 と 、
　 サ ン プ ル 中 に １ つ ま た は 複 数 の 標 的 分 析 物 質 の 存 在 す る 場 合 に 粒 子 と 複 合 体 形 成 し た 試
験 支 持 体 が 形 成 さ れ る よ う に 、 粒 子 、 サ ン プ ル 、 お よ び 支 持 体 を 、 標 的 分 析 物 質 と 第 １ お
よ び 第 ２ の 特 異 的 結 合 要 素 と の 間 の 特 異 的 結 合 相 互 作 用 に 有 効 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程
と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル 中 の １ つ ま た は 複 数 の 標 的
分 析 物 質 の 存 在 の 指 標 と し て 、 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 前 記 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工
程 と
か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 多 数 の 種 類 の 標 的 分 析 物 質 の 検 出 を 可 能 と す る た め に 、 前 記 支 持 体 に 複 数 の 異 な る 第 １
の 特 異 的 結 合 要 素 が ア レ イ 状 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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　 前 記 支 持 体 が 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ ウ エ ル 、 ビ ー ズ 、 ポ リ マ ー 製 の 膜
、 ま た は 光 フ ァ イ バ ー か ら な る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 の 少 な く と も 一 部 分 が 、 前 記 特 異 的 結 合 要 素 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３
２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ポ リ ア デ ノ シ ン ま た は ポ リ チ ミ ジ ン で あ る 、 請 求 項 ３ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 い か な る 標 的 核 酸 と も 相 補 的 で は な い 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 粒 子 が ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 粒 子 が 金 属 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 前 記 特 異 的 結 合 対 要 素 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 結 合 体 が 前 記 粒 子 と 共 有 結 合 し て い る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 要 素 が Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 抗 原 、 炭 水 化 物 、 タ ン パ
ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 ホ ル モ ン 、 ス テ ロ イ ド 、 ビ タ ミ ン 、 薬 剤 、 ウ イ ル
ス 、 多 糖 、 脂 質 、 リ ポ 多 糖 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 核 タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 抗 体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 ア ル ブ ミ ン 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 凝 固 因 子 、 ペ プ チ ド ホ ル
モ ン お よ び タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン 、 非 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 腫 瘍 特 異 的 エ ピ ト ー プ か ら な る ペ プ チ ド 、 細 胞 、 細 胞 表 面 分 子 、 微
生 物 、 微 生 物 の 断 片 、 一 部 分 、 成 分 ま た は 生 成 物 、 小 有 機 分 子 、 核 酸 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 任 意 の 前 記 物 質 の 代 謝 産 物 ま た は 任 意 の 前 記 物 質 に 対 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３
２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 核 酸 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 、 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 、 細
菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 真 菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 哺 乳 動 物 Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ ） 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ
Ｎ Ａ 断 片 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 断 片 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 核 酸 、 天 然 お よ び 合 成 核 酸 か ら な る 、 請 求 項 ４ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 特 異 的 結 合 要 素 が 、 抗 原 と 抗 体 の 特 異 的 結 合 対 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン の 結 合 対 、 炭
水 化 物 と レ ク チ ン の 結 合 対 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 相 補 的 ペ プ チ ド 配 列 、 エ フ ェ ク タ
ー 分 子 と 受 容 体 分 子 、 酵 素 補 因 子 と 酵 素 、 お よ び 酵 素 阻 害 剤 と 酵 素 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 特 異 的 結 合 対 の 要 素 か ら な る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 サ ン プ ル 中 の 、 配 列 が 少 な く と も ２ つ の 部 分 を 有 す る １ つ ま た は 複 数 の 標 的 核 酸 の 有 無
を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 特 異 的 核 酸 標 的 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 支
持 体 を 提 供 す る 工 程 と 、
　 １ 種 類 ま た は 複 数 種 類 の 粒 子 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に は オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 少 な く と も １ 以 上 の ラ マ ン 活 性 標 識 が 結 合 し て お り 、 （ ｉ ） そ れ ぞ
れ の 種 類 の 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な く と も い く つ か が 、 特 異 的 標 的
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核 酸 の 配 列 の 第 ２ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 し 、 か つ （ ｉ ｉ ） そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に 結
合 し た ラ マ ン 標 識 が 異 な っ て い て 特 異 的 標 的 核 酸 の 識 別 子 と し て の 役 割 を 果 た し 、 前 記 ラ
マ ン 標 識 が 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 標 識 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 工 程 と 、
　 １ つ ま た は 複 数 の 標 的 核 酸 が 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 場 合 に １ つ ま た は 複 数 の 粒 子 複
合 体 が 結 合 し た 試 験 支 持 体 が 形 成 さ れ る よ う に 、 粒 子 、 支 持 体 、 お よ び サ ン プ ル を 、 支 持
体 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 核 酸 の 第 １ の 部 分 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び
粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 核 酸 の 第 ２ の 部 分 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 有 効
な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル 中 の １ つ ま た は 複 数 の 標 的
核 酸 の 存 在 の 指 標 と し て 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 前 記 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 に 結 合 し て い る 、 請 求
項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 多 数 の 種 類 の 標 的 分 析 物 質 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 、 前 記 支 持 体 に 複 数 の 異 な る 第 １
の 特 異 的 結 合 要 素 が ア レ イ 状 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 支 持 体 が 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ ウ エ ル 、 ビ ー ズ 、 ポ リ マ ー 製 の 膜
、 ま た は 光 フ ァ イ バ ー か ら な る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 の 少 な く と も 一 部 分 が 、 前 記 特 異 的 結 合 対 要 素 に 結 合 し て い る 、 請 求 項
４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ポ リ ア デ ノ シ ン ま た は ポ リ チ ミ ジ ン で あ る 、 請 求 項 ５ １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 い か な る 標 的 核 酸 と も 相 補 的 で は な い 、 請 求 項 ５ １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 粒 子 が ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 粒 子 が 金 属 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 前 記 特 異 的 結 合 対 要 素 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 結 合 体 が 前 記 粒 子 と 共 有 結 合 し て い る 、 請 求 項 Ｘ に 記 載 の 試 薬 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 サ ン プ ル 中 の 、 配 列 が 少 な く と も ２ つ の 部 分 を 有 す る １ つ ま た は 複 数 の 標 的 核 酸 の 有 無
を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 該 核 酸 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 支 持 体 を 提
供 す る 工 程 と 、
　 そ れ ぞ れ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し て お り 、 か つ 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 分 と 結
合 し た ラ マ ン 活 性 標 識 を そ れ ぞ れ 含 ん で な る １ 種 類 ま た は 複 数 種 類 の 粒 子 を 提 供 す る 工 程
で あ っ て 、 （ ｉ ） 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な く と も い く つ か が 該 核
酸 の 第 ２ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 し 、 か つ （ ｉ ｉ ） そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 と 結 合 し た ラ
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マ ン 標 識 が 特 異 的 標 的 核 酸 の 識 別 子 と し て の 役 割 を 果 た し 、 前 記 ラ マ ン 標 識 が 、 ラ マ ン 散
乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 に よ り 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル
を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 標 識 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 工 程 と 、
　 前 記 標 的 核 酸 が 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 場 合 に 粒 子 複 合 体 が 結 合 し た 試 験 支 持 体 が 形
成 さ れ る よ う に 、 粒 子 、 支 持 体 、 お よ び サ ン プ ル を 、 支 持 体 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と 核 酸 の 第 １ の 部 分 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド と 核 酸 の 第 ２ の 部 分 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 有 効 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 該 サ ン プ ル 中 の 該 標 的 核 酸 の 存 在 の
指 標 と し て 、 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 前 記 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 と 結 合 し て い る 、 請 求
項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 多 数 の 種 類 の 標 的 核 酸 ま た は 標 的 核 酸 の 一 部 分 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 、 該 支 持 体 に
複 数 の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ア レ イ 状 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 支 持 体 が 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ ウ エ ル 、 ビ ー ズ 、 ポ リ マ ー 製 の 膜
、 ま た は 光 フ ァ イ バ ー か ら な る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 粒 子 が ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 粒 子 が 金 属 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 粒 子 が 金 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 １ つ ま た は 複 数 の 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 該 分 子 が １ つ ま た は 複 数 の 特 定 の 受 容 体
の リ ガ ン ド で あ る か ど う か 、 該 分 子 が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る か ど う か を 判 定 す る た め の 方
法 で あ っ て 、
　 １ つ ま た は 複 数 の 特 定 の 受 容 体 が 結 合 し た 支 持 体 を 提 供 す る 工 程 と 、
　 １ 種 類 ま た は 複 数 種 類 の 結 合 体 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 該 結 合 体 が 、 粒 子 、 該 粒 子 に
結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 分 に 結 合 し た ラ マ ン 活 性 標 識
、 お よ び 特 定 の 種 類 の 結 合 体 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 分 と 結 合 し た 前 記 サ ン プ ル 由 来
の 分 子 か ら な り 、 前 記 ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 に よ り 照 射 さ れ
る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性
分 子 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 工 程 と 、
　 該 分 子 が 特 定 の 受 容 体 の リ ガ ン ド で あ る 場 合 に 粒 子 と 複 合 体 形 成 し た 試 験 支 持 体 が 形 成
さ れ る よ う に 、 粒 子 、 サ ン プ ル 、 お よ び 支 持 体 を 、 粒 子 に 結 合 し た 分 子 と 支 持 体 に 結 合 し
た 特 定 の 受 容 体 と の 間 の 特 異 的 結 合 相 互 作 用 に 有 効 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 特 定 の 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド の 確
証 と し て 、 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 前 記 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 多 数 の 種 類 の 分 子 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 、 該 支 持 体 に 複 数 の 異 な る 受 容 体 が ア レ イ
状 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
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　 前 記 支 持 体 が 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ ウ エ ル 、 ビ ー ズ 、 ポ リ マ ー 製 の 膜
、 ま た は 光 フ ァ イ バ ー か ら な る 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 粒 子 が ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 粒 子 が 金 属 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 粒 子 が 金 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 １ つ ま た は 複 数 の 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 該 分 子 が １ つ ま た は 複 数 の 特 定 の 受 容 体
の リ ガ ン ド で あ る か ど う か 、 該 分 子 が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る か ど う か を 判 定 す る た め の 方
法 で あ っ て 、
　 １ つ ま た は 複 数 の 特 定 の 受 容 体 が 結 合 し た 支 持 体 を 提 供 す る 工 程 と 、
　 特 異 的 結 合 対 の 第 １ の 要 素 で 修 飾 し た 分 子 を 提 供 す る 工 程 と 、
　 １ 種 類 ま た は 複 数 種 類 の 結 合 体 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 該 結 合 体 が 、 粒 子 、 該 粒 子 に
結 合 し た １ つ ま た は 複 数 の ラ マ ン 活 性 標 識 、 お よ び 該 粒 子 に 結 合 し た 特 異 的 結 合 対 の 第 ２
の 要 素 か ら な り 、 前 記 ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 に よ り 照 射 さ れ
る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性
分 子 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 工 程 と 、
　 該 分 子 が 特 定 の 受 容 体 の リ ガ ン ド で あ る 場 合 に 粒 子 と 複 合 体 形 成 し た 試 験 支 持 体 が 形 成
さ れ る よ う に 、 粒 子 、 サ ン プ ル 、 お よ び 支 持 体 を 、 分 子 と 支 持 体 に 結 合 し た 特 定 の 受 容 体
と の 間 、 特 異 的 結 合 対 の 第 １ の 要 素 と 第 ２ の 要 素 と の 間 の 特 異 的 結 合 相 互 作 用 に 有 効 な 条
件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 特 定 の 受 容 体 の リ ガ ン ド の 確 証 と し
て 、 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 前 記 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 多 数 の 種 類 の 分 子 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 、 該 支 持 体 に 複 数 の 異 な る 受 容 体 が ア レ イ
状 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 前 記 支 持 体 が 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ ウ エ ル 、 ビ ー ズ 、 ポ リ マ ー 製 の 膜
、 ま た は 光 フ ァ イ バ ー か ら な る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 粒 子 が 金 、 Ａ ｇ 、 Ｃ ｕ 、 Ｐ ｔ 、 Ａ ｇ ／ Ａ ｕ 、 Ｐ ｔ ／ Ａ ｕ 、 Ｃ ｕ ／ Ａ ｕ コ ア ・ シ ェ ル
粒 子 お よ び 合 金 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 粒 子 が ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 前 記 粒 子 が 金 属 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 粒 子 が 金 ナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 前 記 粒 子 に 直 接 結 合 し て い る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 前 記 粒 子 に 間 接 的 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 ラ マ ン 標 識 が 染 色 物 質 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
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　 前 記 染 色 物 質 が 銀 、 金 ま た は 銅 染 色 物 質 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 １ つ の 容 器 に 入 っ た 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 、 お よ び 別 の 容 器 に 入 っ た ラ マ ン 増 強 用 染 色
物 質 か ら な る 、 試 験 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 １ つ の 容 器 に 入 っ た 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 、 お よ び 別 の 容 器 に 入 っ た 銀 、 金 ま た は 銅 染
色 ラ マ ン 増 強 剤 か ら な る 、 試 験 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 １ つ の 容 器 に 入 っ た 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 試 薬 、 お よ び 別 の 容 器 に 入 っ た ラ マ ン 増 強 用 染
色 物 質 か ら な る 、 試 験 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 １ つ の 容 器 に 入 っ た 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 試 薬 、 お よ び 別 の 容 器 に 入 っ た 銀 、 金 ま た は 銅
染 色 ラ マ ン 増 強 剤 か ら な る 、 試 験 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 光 フ ァ イ バ ー 束 を 備 え て な る 光 フ ァ イ バ ー 製 検 出 装 置 で あ っ て 、 該 光 フ ァ イ バ ー 束 の 終
端 は 光 フ ァ イ バ ー の 端 部 と な っ て お り 、 複 数 の 光 フ ァ イ バ ー の 端 部 に 請 求 項 １ に 記 載 の 試
薬 が 配 置 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 検 出 装 置 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 光 フ ァ イ バ ー の 端 部 の ２ つ 以 上 の 請 求 項 １ に 記 載 の 試 薬 が 、 異 な る 特 異 的 結 合 要 素 お よ
び 異 な る ラ マ ン 標 識 を 有 す る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 光 フ ァ イ バ ー 製 検 出 装 置 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 光 フ ァ イ バ ー 束 を 備 え て な る 光 フ ァ イ バ ー 製 検 出 装 置 で あ っ て 、 該 光 フ ァ イ バ ー 束 の 終
端 は 光 フ ァ イ バ ー の 端 部 と な っ て お り 、 複 数 の 光 フ ァ イ バ ー の 端 部 に 請 求 項 １ ６ に 記 載 の
試 薬 が 配 置 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 検 出 装 置 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 光 フ ァ イ バ ー の 端 部 の ２ つ 以 上 の 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 試 薬 が 、 異 な る 特 異 的 結 合 要 素 お
よ び 異 な る ラ マ ン 標 識 を 有 す る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 光 フ ァ イ バ ー 製 検 出 装 置 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 系 検 出 法 、 光 学 装 置 、 な ら び に 特 異 的 結 合 要 素 お よ び ラ マ ン 標 識 で
官 能 化 さ れ た 粒 子 ま た は 担 体 ま た は ラ マ ン 色 素 担 体 を 含 ん で な る 検 出 用 プ ロ ー ブ に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 （ 相 互 参 照 文 献 ）
　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ２ 年 ５ 月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ７ ８ ， ５ ３ ８ 号 （ ケ
ー ス 番 号 ０ ２ － ３ ３ ８ ） 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 ５ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 同 第 ６ ０ ／ ３ ８ ３ ，
６ ３ ０ 号 （ ケ ー ス 番 号 ０ ２ － ３ ３ ８ － Ａ ） に 基 づ く 優 先 権 の 特 典 を 主 張 す る 、 ２ ０ ０ ２ 年
６ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ １ ７ ２ ， ４ ２ ８ 号 の 一 部 継 続 出 願 で あ り 、
こ れ ら は い ず れ も そ の 全 容 を 本 願 明 細 書 に 援 用 す る 。 本 出 願 中 に 記 載 の 研 究 は 、 米 空 軍 科
学 調 査 部 （ Air Force Office of Scientific Research ） 、 Ｄ Ａ Ｒ Ｐ Ａ 、 お よ び Ｎ Ｓ Ｆ の
助 成 金 に よ り 一 部 支 援 さ れ て い る 。 し た が っ て 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に 対 し て 一 部 権 利 を 有
す る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 （ 発 明 の 背 景 ）
　 化 学 分 子 お よ び 生 物 分 子 に 関 す る 、 高 感 度 、 高 選 択 性 の 検 出 形 式 の 開 発 は 、 過 去 １ ０ 年
間 で な さ れ た ゲ ノ ミ ク ス お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス の 進 展 の あ ら ゆ る 可 能 性 を 実 現 さ せ る た め
に 、 最 も 重 要 で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ～ ４ を 参 照 の こ と ） 。 高 密 度 遺 伝 子 チ ッ プ に よ っ て 、
数 千 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 同 時 に 調 べ る こ と が 可 能 と な っ て い る 。 低 密 度 チ ッ プ に よ っ
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て 、 １ サ ン プ ル 中 の 多 く の 考 え ら れ る 生 物 学 的 有 害 物 質 （ バ イ オ ハ ザ ー ド ） を 実 験 室 お よ
び 臨 床 現 場 の い ず れ に お い て も 同 定 で き る 見 込 み が 示 さ れ て き て い る 。 容 認 さ れ 使 用 さ れ
て い る 主 要 な 標 識 技 術 は 、 現 在 は 分 子 蛍 光 マ ー カ ー に 基 づ く も の で あ る が 、 近 年 の ナ ノ 粒
子 技 術 の 進 展 に よ っ て 、 従 来 の 蛍 光 に 基 づ く 手 法 よ り も 感 度 お よ び 選 択 性 が 著 し く 高 く 、
お そ ら く は 一 層 簡 単 か つ 多 用 途 の 読 み 取 り 用 ハ ー ド ウ ェ ア を 備 え た シ ス テ ム が 示 さ れ て き
て い る （ 非 特 許 文 献 ５ ～ １ ７ を 参 照 の こ と ） 。 生 物 学 的 診 断 に 関 す る 研 究 の た め の 次 世 代
標 識 技 術 と し て の ナ ノ 粒 子 に 関 す る 、 精 力 的 な 議 論 が な さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 も 感 度 お よ び 選 択 性 の 高 い Ｄ Ｎ Ａ 検 出 形 式 の １ つ は 、 プ ロ ー ブ と し て の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 官 能 化 ナ ノ 粒 子 、 シ グ ナ ル 増 大 の た め の 粒 子 誘 発 型 銀 現 像 技 法 、 お よ び 光 学 式 読 み
取 り 用 の 平 台 ス キ ャ ナ を 用 い る も の で あ る （ 非 特 許 文 献 ８ を 参 照 の こ と ） 。 こ の 「 ス キ ャ
ナ に よ る Ｄ Ｎ Ａ 検 出 」 方 式 に つ い て 現 在 示 さ れ て い る 検 出 限 界 は １ ０ ０ ａ Ｍ で あ り 、 こ の
シ ス テ ム の 有 用 性 は 、 比 較 的 短 い 合 成 鎖 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 、 お よ び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 標 的 を 用 い て
実 証 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ７ お よ び １ ８ を 参 照 の こ と ） 。 こ の 手 法 の 制 約 は 、 同 手 法
が 本 質 的 に グ レ ー ・ ス ケ ー ル に 基 づ く １ 色 の シ ス テ ム で あ る こ と で あ る 。 す べ て の Ｄ Ｎ Ａ
検 出 シ ス テ ム の 柔 軟 性 お よ び 適 用 性 は 、 位 置 指 定 可 能 （ addressable ） で 個 々 に 識 別 可 能
な 標 識 情 報 を 備 え た 複 数 の 種 類 の 標 識 を 利 用 す る こ と か ら 利 点 を 得 て い る 。 蛍 光 の 場 合 、
他 の 研 究 者 ら に よ り 、 量 子 ド ッ ト を 含 め た 多 数 の 蛍 光 物 質 （ フ ル オ ロ フ ォ ア ） を 使 用 し て
、 使 用 す る 蛍 光 物 質 の 種 類 お よ び プ ロ ー ブ 中 の そ れ ら の シ グ ナ ル 比 に よ っ て 変 わ る 光 学 的
特 徴 を 備 え た コ ー ド 化 構 造 物 を 作 製 可 能 で あ る こ と が 実 証 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ １ お
よ び １ ９ を 参 照 の こ と ） 。 こ れ ら の 手 法 は 、 典 型 的 に は μ ｍ の 大 き さ の プ ロ ー ブ を 使 用 し
、 し た が っ て 、 適 切 な シ グ ナ ル 強 度 お よ び 均 一 性 を 有 す る コ ー ド 化 構 造 物 を 得 る こ と が 可
能 で あ る 。 さ ら に 分 子 状 の 蛍 光 物 質 の 場 合 、 ス ペ ク ト ル 特 性 の 重 複 お よ び 蛍 光 物 質 の 光 退
色 速 度 の 不 均 一 性 （ 非 特 許 文 献 １ お よ び １ １ を 参 照 の こ と ） が 原 因 で 、 こ の 手 法 に は い く
つ か の 潜 在 的 な 複 雑 さ が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 当 分 野 で は 、 さ ま ざ ま な 分 析 物 質 を 検 出 す る た め に 表 面 増 強 ラ マ ン 分 光 法 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ）
を 使 用 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、 特 許 文 献 １ は 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ を 使 用 す る Ｄ Ｎ Ａ 塩
基 配 列 決 定 の 方 法 お よ び 装 置 に つ い て 述 べ て い る 。 特 許 文 献 ２ は 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ を 使 用 し て 分
析 物 質 全 般 を 検 出 す る こ と に つ い て 述 べ て い る 。 特 許 文 献 ３ は 、 特 異 的 結 合 分 子 に 結 合 さ
せ た ラ マ ン 標 識 の 使 用 に つ い て 述 べ て い る 。 特 許 文 献 ４ は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る Ｓ Ｅ
Ｒ Ｓ の 使 用 に つ い て 述 べ て い る 。 特 許 文 献 ５ は 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ の 使 用 、 核 酸 お よ び 核 酸 サ ブ ユ
ニ ッ ト の 検 出 に つ い て 述 べ て い る 。 特 許 文 献 ６ お よ び 特 許 文 献 ７ は 、 銀 を 使 用 し て Ｓ Ｅ Ｒ
Ｓ 活 性 を 有 す る 支 持 体 を 形 成 し 、 吸 着 分 子 の ラ マ ン 散 乱 を 増 大 さ せ る こ と に つ い て 述 べ て
い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ０ ６ ， ４ ０ ３ 号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ６ ６ ， ４ ９ ８ 号
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ４ ５ ， ９ ７ ２ 号
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ７ ６ ， ５ ５ ６ 号
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 第 ６ ， １ ２ ７ ， １ ２ ０ 号
【 特 許 文 献 ６ 】 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ４ ２ ， ２ ６ ４ 号
【 特 許 文 献 ７ 】 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ２ ５ ， ２ ０ ２ 号
【 非 特 許 文 献 １ 】 ジ ー ． ギ ブ ソ ン （ G. Gibson ） 、 エ ス ． ブ イ ． ミ ュ ー ズ （ S.V. Muse ）
、 「 ゲ ノ ム 科 学 の プ ラ イ マ ー （ A Primer of Genome Science） 」 、 米 国 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ
州 サ ン ダ ー ラ ン ド 所 在 の シ ナ ウ ア ・ ア ソ シ エ ー ツ ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Sinauer Asso
ciates, Inc.） ２ ０ ０ ２ 年
【 非 特 許 文 献 ２ 】 エ ム ． シ ェ ー ナ （ M. Schena ） 、 デ ィ ． シ ャ ロ ン （ D. Shalon ） 、 ア ー
ル ． ダ ブ リ ュ ． デ ー ビ ス （ R.W. Davis） 、 ピ ィ ． オ ー ． ブ ラ ウ ン （ P.O. Brown） 、 サ イ エ
ン ス 誌 （ Science ） 、 １ ９ ９ ５ 年 、 第 ２ ７ ０ 巻 、 ｐ ． ４ ６ ７
【 非 特 許 文 献 ３ 】 エ ム ． チ ー （ M. Chee ） 、 ア ー ル ． ヤ ン （ R. Yang ） 、 イ ー ． ハ ッ ベ ル
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（ E. Hubbell） 、 エ イ ． ベ ル ノ （ A. Berno） 、 エ ッ ク ス ． シ ー ． ヒ ュ ア ン （ X.C. Huang）
、 デ ィ ． ス タ ー ン （ D. Stern） 、 ジ ェ イ ． ウ ィ ン ク ラ ー （ J. Winkler） 、 デ ィ ． ジ ェ イ ．
ロ ッ ク ハ ー ト （ D.J. Lockhart ） 、 エ ム ． エ ス ． モ リ ス （ M.S. Morris ） 、 エ ス ． ピ ィ ．
エ イ ． フ ォ ド ー （ S.P.A. Fodor） 、 サ イ エ ン ス 誌 、 １ ９ ９ ６ 年 、 第 ２ ７ ４ 巻 、 ｐ ． ６ １ ０
【 非 特 許 文 献 ４ 】 エ ム ． ス ナ イ ダ ー （ M. Snyder ） ら 、 サ イ エ ン ス 誌 、 ２ ０ ０ １ 年 、 第 ２
９ ３ 巻 、 ｐ ． ２ １ ０ １
【 非 特 許 文 献 ５ 】 ア ー ル ． エ ル ガ ニ ア ン （ R. Elghanian） 、 ジ ェ イ ． ジ ェ イ ． ス ト ル ホ ッ
フ （ J.J. Storhoff ） 、 ア ー ル ． シ ー ． マ キ ッ ク （ R.C. Mucic） 、 ア ー ル ． エ ル ． レ ス テ
ィ ン ガ ー （ R.L. Letsinger） 、 シ ー ． エ イ ． ミ ル キ ン （ C.A. Mirkin ） 、 サ イ エ ン ス 誌 、
１ ９ ９ ７ 年 、 第 ２ ７ ７ 巻 、 ｐ ． １ ０ ７ ８
【 非 特 許 文 献 ６ 】 エ ム ． ブ ル チ ェ ス 　 ジ ュ ニ ア （ M. Bruchez Jr.） 、 エ ム ． モ ロ ン ネ （ M.
 Moronne） 、 ピ ィ ． ジ ン （ P. Gin） 、 エ ス ． ワ イ ス （ S. Weiss） 、 エ イ ． ピ ィ ． ア リ ビ サ
ト ス （ A.P. Alivisatos ） 、 サ イ エ ン ス 誌 、 １ ９ ９ ８ 年 、 第 ２ ８ １ 巻 、 ｐ ． ２ ０ １ ３
【 非 特 許 文 献 ７ 】 ダ ブ リ ュ ． シ ー ． ダ ブ リ ュ ． チ ャ ン （ W.C.W. Chan ） 、 エ ス ． ニ ー （ S.
 Nie） 、 サ イ エ ン ス 誌 、 １ ９ ９ ８ 年 、 第 ２ ８ １ 巻 、 ｐ ． ２ ０ １ ６
【 非 特 許 文 献 ８ 】 テ ィ ． エ イ ． タ ト ン （ T.A. Taton） 、 シ ー ． エ イ ． ミ ル キ ン （ C.A. Mir
kin ） 、 ア ー ル ． エ ル ． レ ス テ ィ ン ガ ー （ R.L. Letsinger） 、 サ イ エ ン ス 誌 、 ２ ０ ０ ０ 年
、 第 ２ ８ ９ 巻 、 ｐ ． １ ７ ５ ７
【 非 特 許 文 献 ９ 】 エ ス ． ジ ェ イ ． パ ー ク （ S.J. Park ） 、 テ ィ ． エ イ ． タ ト ン （ T.A. Tat
on） 、 シ ー ． エ イ ． ミ ル キ ン （ C.A. Mirkin ） 、 サ イ エ ン ス 誌 、 ２ ０ ０ ２ 年 、 第 ２ ９ ５ 巻
、 ｐ ． １ ５ ０ ３
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 エ ル ． ヒ ー （ L. He ） 、 エ ム ． デ ィ ． ミ ュ シ ッ ク （ M.D. Musick ） 、
エ ス ． ア ー ル ． ナ イ ス ウ ォ ー ナ ー （ S.R. Nicewarner ） 、 エ フ ． ジ ー ． サ リ ナ ス （ F.G. S
alinas） 、 エ ス ． ジ ェ イ ． ベ ン コ ヴ ィ ッ ク （ S.J. Benkovic ） 、 エ ム ． ジ ェ イ ． ナ タ ン （
M.J. Natan） 、 シ ー ． デ ィ ． キ ー テ ィ ン グ （ C.D. Keating） 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ジ ・ ア
メ リ カ ン ・ ケ ミ カ ル ・ ソ サ イ エ テ ィ 誌 （ J. Am. Chem. Soc. ） 、 ２ ０ ０ ０ 年 、 第 １ ２ ２ 巻
、 ｐ ． ９ ０ ７ １
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 エ ム ． ハ ン （ M. Han） 、 エ ッ ク ス ． ガ オ （ X. Gao） 、 ジ ェ イ ． ズ ィ ー
． シ ュ （ J.Z. Su ） 、 エ ス ． ニ ー （ S. Nie） 、 ネ イ チ ャ ー バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 誌 （ Nature
 Biotechnology） 、 ２ ０ ０ １ 年 、 第 １ ９ 巻 、 ｐ ． ６ ３ １
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 ア イ ． ウ ィ ル ナ ー （ I. Willner） 、 エ フ ． パ ト ル ス キ ー （ F. Patolsk
y ） 、 ジ ェ イ ． ワ ッ サ ー マ ン （ J. Wasserman） 、 ア ン ゲ ヴ ァ ン テ ・ ヒ ェ ミ ー ・ イ ン タ ー ナ
シ ョ ナ ル ・ エ デ ィ シ ョ ン 誌 （ Angew. Chem. Int. Ed. ） 、 ２ ０ ０ １ 年 、 第 ４ ０ 巻 、 ｐ ． ２
２ ６ １
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 エ イ チ ． マ ッ ト ウ シ （ H. Mattoussi） 、 ジ ェ イ ． エ ム ． マ ウ ロ （ J.M.
 Mauro） 、 イ ー ． ア ー ル ． ゴ ー ル ド マ ン （ E.R. Goldman） 、 ジ ー ． ピ ィ ． ア ン ダ ー ソ ン （
G.P. Anderson ） 、 ブ イ ． シ ー ． サ ン ダ ー （ V.C. Sunder ） 、 エ フ ． ブ イ ． ミ ク レ ッ ク （
F.V. Mikulec） 、 エ ム ． ジ ー ． バ ウ ェ ン デ ィ （ M.G. Bawendi） 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ジ ・
ア メ リ カ ン ・ ケ ミ カ ル ・ ソ サ イ エ テ ィ 誌 、 ２ ０ ０ ０ 年 、 第 １ ２ ２ 巻 、 ｐ ． １ ２ １ ４ ２
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 エ ス ． パ サ ッ ク （ S. Pathak ） 、 エ ス ． ケ イ ． チ ョ イ （ S.K. Choi ）
、 エ ヌ ． ア ー ン ハ イ ム （ N. Arnhaim） 、 エ ム ． イ ー ． ト ン プ ソ ン （ M.E. Thompson ） 、 ジ
ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ジ ・ ア メ リ カ ン ・ ケ ミ カ ル ・ ソ サ イ エ テ ィ 誌 、 ２ ０ ０ １ 年 、 第 １ ２ ３ 巻
、 ｐ ． ４ １ ０ ３
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 エ ス ． シ ュ ル ツ （ S. Schultz） 、 デ ィ ． ア ー ル ． ス ミ ス （ D.R. Smith
） 、 ジ ェ イ ． ジ ェ イ ． モ ッ ク （ J.J. Mock ） 、 デ ィ ． エ イ ． シ ュ ル ツ （ D.A. Schultz） 、
プ ロ シ ー デ ィ ン グ ス ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン ス ・ ユ ー ． エ
ス ． エ イ ． 誌 （ Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. ） 、 ２ ０ ０ ０ 年 、 第 ９ ７ 巻 、 ｐ ． ９ ９ ６
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 シ ー ． エ ム ． ニ ー マ イ ア （ C.M. Niemeyer ） 、 ア ン ゲ ヴ ァ ン テ ・ ヒ ェ
ミ ー ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ エ デ ィ シ ョ ン 誌 、 ２ ０ ０ １ 年 、 第 ４ ０ 巻 、 ｐ ． ４ １ ２ ８
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 ウ ェ ブ サ イ ト （ www.nanosphere-inc.com. ） を 参 照 の こ と

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-524849 A 2005.8.18



【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 シ ー ． エ イ ． ミ ル キ ン （ C.A. Mirkin ） 、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン
デ ィ エ ゴ に て 開 催 の Ａ Ａ Ｃ Ｃ 会 議 、 ２ ０ ０ １ 年
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 デ ィ ． ア ー ル ． ウ ォ ル ト （ D.R. Walt ） 、 サ イ エ ン ス 誌 、 ２ ０ ０ ０ 年
、 第 ２ ８ ７ 巻 、 ｐ ． ４ ５ １
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 前 述 の Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 系 検 出 法 の い ず れ も 、 単 一 ま た は 多 重 サ ン ド イ ッ チ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の ア ッ セ イ 方 式 の 使 用 に つ い て は 実 証 さ れ て い な い 。 こ れ は 、 部 分 的 に は 、 Ｓ Ｅ Ｒ
Ｓ 活 性 を 有 す る 安 定 な 支 持 体 を 再 現 性 よ く 作 製 し 官 能 化 す る の が 困 難 で あ る こ と ２ ３ 、 お
よ び 多 重 検 出 を 可 能 に す る た め の 適 切 な プ ロ ー ブ 設 計 戦 略 が 欠 如 し て い る こ と に よ る 可 能
性 が あ る 。 し た が っ て 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 系 検 出 ア ッ セ イ 、 特 に 単 一 ま た は 多 重 サ ン ド イ ッ チ ・ ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ア ッ セ イ 形 式 で 使 用 す る た め の プ ロ ー ブ お よ び 方 法 が 必 要 と さ れ
て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 で は 、 分 析 物 質 の Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 系 ア ッ セ イ で 使 用 す る た め の 、 ラ マ ン 標 識 を 含 む 粒 子
と 該 粒 子 に 結 合 し た 特 異 的 結 合 要 素 と か ら な る 新 規 な 検 出 用 試 薬 を 提 供 す る 。 標 的 分 析 物
質 、 該 分 析 物 質 用 の 捕 捉 プ ロ ー ブ を 含 む 支 持 体 、 お よ び 検 出 用 試 薬 の 存 在 下 で は 、 こ の 試
薬 は 有 利 な こ と に 、 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 分 析 物 質 と 複 合 ま た は 結 合 し て 、 支 持 体 と 直 接
的 ま た は 間 接 的 に 結 合 す る 複 合 体 を 形 成 す る 。 し た が っ て 、 支 持 体 上 の 標 識 さ れ た 複 合 体
中 の ラ マ ン 標 識 を 、 染 色 、 例 え ば 銀 、 金 ま た は 銅 に よ る 増 強 処 理 に よ り Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 活 性 と し
、 レ ー ザ ー で 照 射 す る と Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 が 得 ら れ る よ う に す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 に こ
の 複 合 体 は 、 固 体 支 持 体 上 に 捕 捉 さ れ 、 銀 処 理 に よ り Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 を 生 じ る 。 あ る い は こ
の 複 合 体 を 、 固 体 支 持 体 で あ る 基 材 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 済 み の 分 析 物 質 と 、 直 接
的 ま た は 間 接 的 に 複 合 体 形 成 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 で は 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 は 、 そ
の 測 定 時 間 付 近 で 生 じ る 。 こ の 試 薬 は 好 都 合 な こ と に 、 多 用 途 の た め の 莫 大 な 数 の 試 薬 に
索 引 を 付 け る 方 法 と し て 、 特 定 の 特 異 的 結 合 要 素 を 備 え た 特 定 の 粒 子 担 体 を 識 別 す る 方 法
と し て 粒 子 担 体 に 結 合 し た 多 数 の 異 な る ラ マ ン 色 素 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 抗 原 、 小 分 子 な ど の 特 異 的 結 合 物 質
と 結 合 し た い く つ か の 異 な る ラ マ ン 色 素 の 結 合 体 を 含 む 、 検 出 用 試 薬 も 提 供 す る 。 こ れ は
、 試 薬 の 索 引 ツ ー ル と し て も 働 く 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 技 術 を ナ ノ 粒 子 ア ッ セ イ 技 法 と 共 に 使 用 し て 分 析 物 質 検 出 の 並 外 れ
た 感 度 お よ び 特 異 性 を も た ら し 、 と り わ け 分 析 物 質 の 多 重 判 定 を 実 施 可 能 で あ る と い う 点
に お い て 、 特 に 従 来 技 術 の 方 法 と 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 系 検 出 法 、 光 学 装 置 、 な ら び に 特 異 的 結 合 要 素 お よ び ラ マ ン 標 識 で
官 能 化 さ れ た 粒 子 ま た は 担 体 ま た は ラ マ ン 色 素 担 体 を 含 ん で な る 検 出 用 プ ロ ー ブ に 関 す る
。 検 出 用 プ ロ ー ブ を 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） 分 光 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て 、 分
析 物 質 の 多 重 検 出 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 こ の こ と は 図 １ に 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ 標 的
に 関 し て 例 示 さ れ て い る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 凝 集 し た 粒 子 上 で Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ に よ り 直 接
検 出 す る こ と が 可 能 で あ る が ２ ６ 、 配 列 の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で も 構 造 が 類 似 し て
い る た め 、 識 別 困 難 な ス ペ ク ト ル が 生 じ る 。 し た が っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 識 別
す る た め に 、 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る の に 異 な る ラ マ ン 色 素 を 使 用 し な け れ
ば な ら な い ２ ０ ， ２ １ 。 か つ て 、 単 一 ま た は 多 重 サ ン ド イ ッ チ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の ア ッ セ イ 形 式 を 可 能 に す る Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 系 検 出 法 は 実 証 さ れ て い な い 。 部 分 的 に は 、 こ の 顕
著 な 技 術 上 の 欠 如 は 、 安 定 し た Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 活 性 支 持 体 を 再 現 性 良 く 作 製 し 官 能 化 す る 際 の 困
難 ２ ３ 、 お よ び 多 重 検 出 を 可 能 に す る 適 切 な プ ロ ー ブ の 設 計 戦 略 の 欠 如 に 起 因 す る 。 多 重
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標 識 能 力 と 結 び 付 い た 、 高 感 度 お よ び 高 選 択 性 の 検 出 の 利 点 を 得 る た め に 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ
（ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） の 検 出 （ 図 １ ） に 使 用 可 能 で あ る が 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 薬 剤 、 小
分 子 な ど の 他 の 特 異 的 結 合 物 質 に も 同 様 に 適 用 可 能 な 、 新 し い 種 類 の 粒 子 プ ロ ー ブ が 設 計
さ れ て い る 。 検 出 用 プ ロ ー ブ は 、 ラ マ ン 色 素 で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 官 能 化 し た
金 粒 子 を 含 ん で な る こ と が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 任 意 の 適 切 で 様 々 な 大 き さ 、 形 状 お
よ び 材 料 の 粒 子 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ラ マ ン 標 識 を 選 択 す る こ と に よ っ て 指 定 可
能 な 、 ラ マ ン 分 光 の フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト は 、 ラ マ ン 分 光 を ス キ ャ ン （ 走 査 ） す る こ と に よ
っ て 、 銀 に よ る 増 強 処 理 の 後 に 読 み 取 る こ と が 可 能 で あ る （ 図 １ ） 。 金 ま た は 銅 染 色 材 料
な ど の 、 他 の 増 強 物 質 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 戦 略 に お け る Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 活 性 の 支
持 体 は 検 出 事 象 の 前 に 作 製 さ れ る の で 、 多 大 で 再 現 性 の 良 い ラ マ ン 散 乱 の 応 答 を 得 る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の １ 実 施 形 態 で は 、 検 出 用 試 薬 ま た は プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 こ の 実
施 形 態 の １ 態 様 で は 、 検 出 用 試 薬 は 、 特 異 的 結 合 要 素 と ラ マ ン 標 識 と が 結 合 し た 粒 子 を 含
ん で な る 。 ラ マ ン 標 識 は 、 チ オ ー ル な ど の 官 能 基 、 お よ び 官 能 基 を 有 す る 連 結 基 の 使 用 を
含 め た 任 意 の 適 切 な 方 法 で 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 粒 子 と 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 あ
る い は ラ マ ン 標 識 を 特 異 的 結 合 要 素 と 結 合 さ せ て 、 生 成 物 全 体 を 粒 子 と 結 合 さ せ る こ と も
可 能 で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 検 出 サ ン ド イ ッ チ 系 ア ッ セ イ で 使 用 す る 場 合 、 銀 、 金 ま た は 銅 な ど
の 増 強 染 色 物 質 で 検 出 用 試 薬 を 処 理 し て 、 照 射 時 に Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 を 与 え る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 検 出 法 に お い て 使 用 す る と き 、 こ の 試 薬 を 、 特 異 的 結 合 要 素 と 結 合 す る 分 析 物 質 と 複 合
体 形 成 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 生 成 し た 複 合 体 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 支 持 体 上 で 捕 捉
す る こ と が 可 能 で あ る 。 支 持 体 上 の 複 合 体 中 の ラ マ ン 標 識 を 、 銀 、 金 ま た は 銅 な ど の 染 色
物 質 で 処 理 し て 、 レ ー ザ ー に よ る 照 射 時 に Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 を 活 性 化 さ せ る 。 代 替 例 と し て 、
分 析 物 質 を 固 体 支 持 体 基 材 上 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 捕 捉 し 、 検 出 用 試 薬 と 直 接 的 ま た は
間 接 的 に 反 応 さ せ て か ら 染 色 お よ び Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 測 定 を 実 施 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ２ 種 以 上
の 異 な る ラ マ ン 標 識 を 、 多 用 途 の た め に 粒 子 上 で 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 他 の 態 様 で は 、 ２ 種 以 上 の 異 な る ラ マ ン 標 識 が 結 合 し た 特 異 的
結 合 物 質 を 含 ん で な る 検 出 用 試 薬 を 提 供 す る 。 試 薬 粒 子 ま た は 特 異 的 結 合 物 質 上 で ２ 種 以
上 の 異 な る ラ マ ン 標 識 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 多 用 途 の た め の 莫 大 な 数 の 異 な る 粒 子 お
よ び 試 薬 に 索 引 を 付 す 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 こ れ ら の 試 薬 を 使 用 し て 分 析 物 質 を 検 出 す る た め の 方 法 を
提 供 す る 。
　 し た が っ て 、 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の １ 態 様 で は 、 サ ン プ ル 中 の １ つ ま た は 複 数 の 、 少
な く と も ２ つ の 結 合 部 位 を 有 す る 標 的 分 析 物 質 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
こ の 方 法 は ：
　 支 持 体 で あ っ て 、 標 的 分 析 物 質 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 同 支 持 体 上 に 固 定 す る た め の １
種 類 ま た は 複 数 種 類 の 第 １ の 特 異 的 結 合 相 補 物 ま た は 捕 捉 プ ロ ー ブ が 結 合 し た 支 持 体 を 提
供 す る 工 程 と 、
　 １ 種 類 ま た は 複 数 種 類 の 検 出 用 プ ロ ー ブ を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 種 類 の 検
出 用 プ ロ ー ブ が （ ａ ） １ つ ま た は 複 数 の ラ マ ン 活 性 標 識 、 お よ び （ ｂ ） 特 異 的 標 的 分 析 物
質 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 す る た め の 第 ２ の 特 異 的 結 合 相 補 物 、 が 結 合 し た 粒 子 を 含
ん で な り 、 （ ｉ ） そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に 結 合 し た ラ マ ン 活 性 標 識 が 異 な っ て い て 特 異 的
標 的 分 析 物 質 の 識 別 子 の 役 割 を 果 た し 、 （ ｉ ｉ ） そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 と 結 合 し た 第 ２ の
特 異 的 結 合 相 補 物 が 異 な っ て い て 特 異 的 標 的 分 析 物 質 を 標 的 と し て お り 、 か つ （ ｉ ｉ ｉ ）
ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可
能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 ん で な る 、 こ と を
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特 徴 と す る 工 程 と 、
　 サ ン プ ル 中 に １ つ ま た は 複 数 の 標 的 分 析 物 質 が 存 在 す る 場 合 に 粒 子 と 複 合 体 形 成 し た 試
験 支 持 体 が 形 成 さ れ る よ う に 、 粒 子 、 サ ン プ ル 、 お よ び 支 持 体 を 、 標 的 分 析 物 質 と 第 １ お
よ び 第 ２ の 特 異 的 結 合 相 補 物 の 間 の 特 異 的 結 合 相 互 作 用 に 有 効 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程
と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル 中 の １ つ ま た は 複 数 の 標 的
分 析 物 質 の 存 在 の 指 標 と し て 、 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 前 記 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工
程 と
か ら な る 。 支 持 体 と 結 合 し た 第 １ の 特 異 的 結 合 相 補 物 は 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 的 分 析
物 質 を 支 持 体 に 固 定 す る 捕 捉 プ ロ ー ブ で あ る 。 こ の 捕 捉 プ ロ ー ブ を 支 持 体 上 の 個 別 領 域 に
配 置 し て 、 サ ン プ ル 中 の １ 以 上 の 標 的 分 析 物 質 、 ま た は 標 的 分 析 物 質 の 複 数 の 部 分 を 検 出
可 能 と す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 検 出 用 プ ロ ー ブ を 、 標 的 分 析 物 質 と 検 出 用 プ ロ ー ブ の
間 の 特 異 的 結 合 相 互 作 用 を 可 能 に す る の に 有 効 な 条 件 下 で 標 的 分 析 物 質 と 最 初 に 接 触 さ せ
て か ら 、 支 持 体 上 の 捕 捉 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 代 替 例 と し て 、 標 的 分
析 物 質 を 、 捕 捉 プ ロ ー ブ と 分 析 物 質 の 間 の 特 異 的 結 合 相 互 作 用 を 可 能 に す る の に 有 効 な 条
件 下 で 支 持 体 上 の 捕 捉 プ ロ ー ブ と 最 初 に 接 触 さ せ て か ら 、 検 出 用 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る こ
と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 検 出 用 プ ロ ー ブ 、 標 的 分 析 物 質 お よ び 捕 捉 プ ロ ー ブ を 同 時 に 接
触 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 実 施 形 態 の 他 の 態 様 で は 、 サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と も ２ つ の 部 分 を 有 す る 配 列 の １
つ ま た は 複 数 の 標 的 核 酸 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は ：
　 核 酸 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 支 持 体 を 提 供
す る 工 程 と 、
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し て お り 、 か つ 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 分 と 結 合 し た ラ
マ ン 活 性 標 識 を 含 ん で な る １ 種 類 ま た は 複 数 種 類 の 粒 子 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 （ ｉ ）
そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 と 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な く と も い く つ か が 、 特 異
的 標 的 核 酸 の 配 列 の 第 ２ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 し 、 か つ （ ｉ ｉ ） そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒
子 と 結 合 し た ラ マ ン 標 識 が 異 な っ て い て 特 異 的 標 的 核 酸 の 識 別 子 の 役 割 を 果 た し 、 前 記 ラ
マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能
な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 ん で な る 、 こ と を 特
徴 と す る 工 程 と 、
　 １ つ ま た は 複 数 の 標 的 核 酸 が 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 場 合 に １ つ ま た は 複 数 の 粒 子 複
合 体 が 結 合 し た 試 験 支 持 体 が 形 成 さ れ る よ う に 、 粒 子 、 支 持 体 、 お よ び サ ン プ ル を 、 支 持
体 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 核 酸 の 第 １ の 部 分 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ
び 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 核 酸 の 第 ２ の 部 分 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
有 効 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル 中 の １ つ ま た は 複 数 の 標 的
核 酸 の 存 在 の 指 標 と し て 、 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 前 記 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と も ２ つ の 部 分 を 有 す る 配 列
の 標 的 核 酸 の 有 無 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は ：
　 核 酸 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 支 持 体 を 提 供
す る 工 程 と 、
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し て お り 、 か つ 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 分 と 結 合 し た ラ
マ ン 活 性 標 識 を 含 ん で な る 粒 子 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 （ ｉ ） 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ
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ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も い く つ か が 、 核 酸 の 第 ２ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 し 、 か つ （
ｉ ｉ ） 粒 子 と 結 合 し た ラ マ ン 活 性 標 識 が 標 的 核 酸 の 識 別 子 と し て 働 き 、 前 記 ラ マ ン 活 性 標
識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散
乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 ん で な る 、 こ と を 特 徴 と す る 工
程 と 、
　 前 記 標 的 核 酸 が 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 場 合 に 粒 子 複 合 体 が 結 合 し た 試 験 支 持 体 が 形
成 さ れ る よ う に 、 粒 子 、 支 持 体 、 お よ び サ ン プ ル を 、 支 持 体 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と 核 酸 の 第 １ の 部 分 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド と 核 酸 の 第 ２ の 部 分 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 有 効 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程
と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 核 酸 の 存 在 の 指 標
と し て 、 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 前 記 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と も ２ つ の 部 分 を 有 す る 配 列
の 核 酸 の 一 塩 基 多 型 の 有 無 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は ：
　 核 酸 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 支 持 体 を 提 供
す る 工 程 と 、
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し て お り 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 分 と 結 合 し た ラ マ ン
活 性 標 識 を 含 ん で な る １ 種 類 ま た は 複 数 種 類 の 粒 子 を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 （ ｉ ） そ れ
ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な く と も い く つ か が 、 核 酸 の 配
列 の 第 ２ の 部 分 と 相 補 的 で あ る と 考 え ら れ る 配 列 を 有 し 、 前 記 核 酸 の 配 列 の 第 ２ の 部 分 は
、 同 核 酸 の 野 生 型 配 列 と 比 較 す る と １ ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 を 有 す る 疑 い が あ る こ と と 、 （
ｉ ｉ ） そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に 結 合 し た ラ マ ン 活 性 標 識 が 異 な っ て い て 、 １ ヌ ク レ オ チ ド
の 置 換 を 有 す る 特 異 的 配 列 の 識 別 子 と し て の 役 割 を 果 た し 、 前 記 ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ
ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル
を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 ん で な る こ と と 、 を 特 徴 と す る 工 程 と 、
　 粒 子 、 支 持 体 、 お よ び サ ン プ ル を 、 支 持 体 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 核 酸 の 第 １
の 部 分 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 核 酸 の
第 ２ の 部 分 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 有 効 な 条 件 下 で 接 触 さ せ て 、 １ つ ま た は 複 数 の
粒 子 複 合 体 が 結 合 し た 試 験 支 持 体 を 形 成 す る 工 程 と 、
　 厳 密 な （ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ） 洗 浄 を 支 持 体 に 施 し て 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 全 て の 粒 子
、 お よ び 核 酸 配 列 の 第 ２ の 部 分 と 相 補 的 で は な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 全 て の 粒 子
複 合 体 を 十 分 に 除 去 す る 工 程 と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 サ ン プ ル 中 の 前 記 核 酸 の 一 塩 基 多 型
の 存 在 の 指 標 と し て 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 標 的 と し て 核 酸 を 検 出 す る た め の 前 述 の 方 法 で は 、 核 酸 を 最 初 に 支 持 体 と 接 触 さ せ る こ
と に よ り 、 核 酸 配 列 の 第 １ の 部 分 を 支 持 体 に 結 合 し た 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ 、 次 い で 支 持 体 に 結 合 し た 核 酸 を 、 ラ マ ン 標 識 を 有 し オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
結 合 し た 粒 子 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な
く と も い く つ か を 支 持 体 に 結 合 し た 核 酸 の 配 列 の 第 ２ の 部 分 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 あ る い は 、 核 酸 を 最 初 に 、 ラ マ ン 標 識 を 有 し オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 粒 子 と 接 触
さ せ る こ と に よ り 、 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な く と も い く つ か を 核 酸

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-524849 A 2005.8.18



の 配 列 の 第 ２ の 部 分 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ； 次 い で 粒 子 に 結 合 し た 核 酸 を 支 持 体 と 接 触 さ
せ る こ と に よ り 、 粒 子 に 結 合 し た 核 酸 の 配 列 の 第 １ の 部 分 を 、 支 持 体 に 結 合 し た 相 補 的 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 支 持 体 は 、 １ 種 類 の 核 酸
の 複 数 部 分 の 検 出 、 複 数 の 種 類 の 核 酸 の 検 出 、 あ る い は こ の 両 方 を 可 能 に す る た め に 、 複
数 の 種 類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ア レ イ 状 に （ 整 列 さ れ た 状 態 で ） 結 合 し て い る 。 別 例 と
し て 、 核 酸 、 検 出 用 プ ロ ー ブ 、 お よ び 支 持 体 に 結 合 し た 捕 捉 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 同 時 に
接 触 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 少 な く と も ２ つ 以 上 の 異 な る ラ マ ン 活 性 標 識 を 検 出 用 プ ロ ー ブ
に 使 用 す る 。 ２ つ 以 上 の 種 類 の ラ マ ン 標 識 の 比 は 、 同 じ で あ っ て も 異 な っ て い て も よ い 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 出 用 プ ロ ー ブ ま た は 試 薬 を 提 供 す る 。 該 試 薬 は 、
特 定 の 標 的 分 析 物 質 に 結 合 す る た め の 特 異 的 結 合 相 補 物 、 お よ び そ れ と 結 合 し た 少 な く と
も １ 種 類 の ラ マ ン 活 性 標 識 を 含 ん で な り 、 （ ｉ ） ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 特 異 的 標 的 分 析 物 質
の 識 別 子 と し て の 役 割 を 果 た す こ と と 、 （ ｉ ｉ ） ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可
能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く
と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 ん で な る こ と と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は
、 検 出 用 プ ロ ー ブ は 、 粒 子 、 特 定 の 標 的 分 析 物 質 に 結 合 す る た め の 特 異 的 結 合 相 補 物 、 お
よ び 少 な く と も １ 種 類 の ラ マ ン 活 性 標 識 を 含 ん で な り 、 （ ｉ ） ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 特 異 的
標 的 分 析 物 質 の 識 別 子 と し て の 役 割 を 果 た す こ と と 、 （ ｉ ｉ ） ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン
散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を
生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 ん で な る こ と と を 特 徴 と す る 。 ラ マ ン 標 識 は
、 粒 子 に 直 接 結 合 さ せ て も 間 接 的 に 結 合 さ せ て も よ い 。 別 例 と し て 、 ラ マ ン 標 識 を 特 定 の
標 的 分 析 物 質 と 結 合 さ せ る こ と も 可 能 で あ り 、 次 い で そ の 結 合 体 を 粒 子 に 結 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 検 出 用 プ ロ ー ブ は 、 （ ａ ） 粒 子 、 （ ｂ ） 粒 子 に 結 合
し た 、 特 定 の 標 的 分 析 物 質 に 結 合 す る た め の 特 異 的 結 合 相 補 物 、 （ ｃ ） 少 な く と も １ 種 類
の ラ マ ン 活 性 標 識 で あ っ て 、 （ ｉ ） 特 異 的 標 的 分 析 物 質 の 識 別 子 と し て の 役 割 を 果 た し 、
（ ｉ ｉ ） ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン
散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 ん で な る ラ マ ン 活 性 標 識 、 お
よ び （ ｄ ） 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 ラ マ ン 標 識 の 少 な く と も い く つ
か が 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 と 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 他 の 態 様 で は 、 検 出 用 試 薬 は 、 粒 子 、 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 分 に 結 合 し た 少 な く と も １ 種 類 の ラ マ
ン 標 識 を 含 ん で な り 、 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も い く つ か が 標 的 核
酸 の 少 な く と も 一 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 検 出 用 試 薬 は 、 粒 子 と 、 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
と 、 第 １ お よ び 第 ２ の 部 分 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 基 と 、 少 な く と も １ 種 類 の ラ
マ ン 標 識 が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と を 含 ん で な り 、 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の う ち 少 な く と も い く つ か が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 基 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列
を 有 し 、 ラ マ ン 活 性 標 識 が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 基 の 第
２ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 し 、 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分
が 標 的 核 酸 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 試 薬 は 、 粒 子 、 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
第 １ お よ び 第 ２ の 部 分 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 基 、 少 な く と も １ 種 類 の ラ マ ン 標
識 が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 標 的 分 析 物 質 に 特 異 的 な 結 合 相 補 物 を 有 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な り 、 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な く と も い
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く つ か が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 基 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 し 、 ラ マ ン 活 性 標 識
が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 基 の 第 ２ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列
を 有 し 、 特 異 的 結 合 相 補 物 が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 連 結 基 の
第 ２ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 中 の １ つ ま た は 複 数 の 標 的 分 析 物 質 を 検 出 す る た
め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 該 キ ッ ト は 、 例 え ば 特 異 的 結 合 要 素 を 有 し 、 少 な く と も １ つ の ラ
マ ン 標 識 が 結 合 し た 粒 子 を 含 ん で な る 試 薬 な ど の 上 記 の 検 出 用 試 薬 と ； 染 色 用 試 薬 と ； 捕
捉 用 試 薬 を 有 す る 支 持 体 と を １ つ の 容 器 中 に 備 え る 。 代 表 的 な キ ッ ト は ：
　 粒 子 と 、 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も
一 部 分 に 結 合 し た ラ マ ン 標 識 と を 含 ん で な る １ つ ま た は 複 数 の 種 類 の 結 合 体 で あ っ て 、 （
ｉ ） そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な く と も い く つ か が 、
特 異 的 標 的 核 酸 の 配 列 の 第 ２ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 し 、 か つ （ ｉ ｉ ） そ れ ぞ れ の 種 類
の 粒 子 に 結 合 し た ラ マ ン 活 性 標 識 が 異 な っ て い て 特 異 的 標 的 核 酸 の 識 別 子 と し て の 役 割 を
果 た し 、 前 記 ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能
ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 結 合 体 と 、
　 標 的 核 酸 の 配 列 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 任
意 選 択 の 支 持 体 と 、
　 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な 支 持 体 表 面 を 作 製 す る た め の 、 任 意 選 択
の 染 色 用 試 薬 と
か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 の 配 列 が 少 な く と も ２ つ の 部 分 を 有 す る 、 サ ン プ ル 中
の １ つ ま た は 複 数 の 標 的 分 析 物 質 を 検 出 す る た め の 、 キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は ：
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し て お り 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 に 結 合
し た ラ マ ン 標 識 を 含 ん で な る 粒 子 で あ っ て 、 （ ｉ ） 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の う ち 少 な く と も い く つ か が 、 標 的 核 酸 の 配 列 の 第 ２ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 し 、 か つ
（ ｉ ｉ ） 該 粒 子 に 結 合 し た ラ マ ン 活 性 標 識 が 標 的 核 酸 の 識 別 子 と し て の 役 割 を 果 た し 、 前
記 ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定
可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 ん で な る こ と を
特 徴 と す る 粒 子 、 お よ び
　 標 的 核 酸 の 配 列 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 任
意 選 択 の 支 持 体
か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と も ２ つ の 部 分 を 有 す る 配 列 の １ つ
ま た は 複 数 の 標 的 核 酸 を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は ：
　 ラ マ ン 活 性 標 識 が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 入 っ た 第 １ の 容 器 と 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検 出 可 能 ま た
は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を 含 ん で な る
こ と と 、
　 粒 子 お よ び 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 結 合 体 の 入 っ た 第 ２ の 容
器 と 、 そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な く と も い く つ か が
、 ラ マ ン 活 性 標 識 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 の 少 な く と も 一 部 分 と 相 補 的 な 配 列
を 有 す る こ と と 、
　 標 的 核 酸 の 配 列 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 任
意 選 択 の 支 持 体 と 、
　 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な 支 持 体 表 面 を 作 製 す る た め の 、 任 意 選 択
の 染 色 用 試 薬 と
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か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 中 の 、 少 な く と も ２ つ の 部 分 を 有 す る 配 列 の １ つ
ま た は 複 数 の 標 的 核 酸 を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は ：
　 １ つ ま た は 複 数 の 種 類 の ラ マ ン 活 性 標 識 が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 入 っ た １ つ ま
た は 複 数 の 容 器 と 、 ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ れ る と 検
出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活 性 分 子 を
含 ん で な る こ と と 、
　 粒 子 お よ び 該 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 結 合 体 の 入 っ た 第 ２ の 容
器 と 、 そ れ ぞ れ の 種 類 の 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 少 な く と も い く つ か が
、 ラ マ ン 活 性 標 識 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 の 少 な く と も 一 部 分 と 相 補 的 な 配 列
を 有 す る こ と と 、
　 標 的 核 酸 の 配 列 の 第 １ の 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し た 任
意 選 択 の 支 持 体 お よ び 任 意 選 択 の 染 色 物 質 で あ る 試 薬 と
か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 １ つ ま た は 複 数 の 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 そ の 分 子 が
１ つ ま た は 複 数 の 特 定 の 受 容 体 の リ ガ ン ド で あ る か ど う か 、 そ の 分 子 が サ ン プ ル 中 に 存 在
す る か ど う か を 判 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は ：
　 １ つ ま た は 複 数 の 特 定 の 受 容 体 が 結 合 し た 支 持 体 を 提 供 す る 工 程 と 、
　 粒 子 、 該 粒 子 に 結 合 し た 特 異 的 結 合 物 質 、 特 異 的 結 合 物 質 の 一 部 分 に 結 合 し た ラ マ ン 活
性 標 識 、 お よ び 特 異 的 結 合 物 質 の 一 部 分 と 結 合 し た 前 記 サ ン プ ル 由 来 の 分 子 を 含 む 試 薬 を
提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 ラ マ ン 活 性 標 識 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 誘 導 可 能 な 放 射 線 を 照 射 さ
れ る と 検 出 可 能 ま た は 測 定 可 能 な ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を 生 じ る 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 活
性 化 分 子 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 工 程 と 、
　 分 子 が 特 定 の 受 容 体 の リ ガ ン ド で あ る 場 合 に 粒 子 と 複 合 体 形 成 し た 試 験 支 持 体 が 形 成 さ
れ る よ う に 、 粒 子 、 サ ン プ ル 、 お よ び 支 持 体 を 、 粒 子 に 結 合 し た 分 子 と 支 持 体 に 結 合 し た
特 定 の 受 容 体 と の 間 の 特 異 的 結 合 相 互 作 用 に 有 効 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 該 試 験 支 持 体 と 染 色 物 質 を 接 触 さ せ て 、 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） を 発 生 可 能 な
表 面 を 有 す る 検 出 用 支 持 体 を 生 成 さ せ る 工 程 と 、
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス ペ ク ト ル を 得 て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 特 定 の 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド の 確
証 と し て 、 前 記 検 出 用 支 持 体 上 の 前 記 粒 子 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 他 の 態 様 に お い て 、 特 異 的 結 合 物 質 と ラ マ ン 標 識 と を 有 す る 粒 子 試 薬 が 光 ケ
ー ブ ル 中 の 光 フ ァ イ バ ー の 端 部 に 会 合 さ れ た 、 光 フ ァ イ バ ー 分 析 物 質 検 出 用 装 置 も 含 む 。
　 本 発 明 の こ れ ら の 実 施 形 態 、 お よ び 他 の 実 施 形 態 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 に 照 ら せ ば 明 ら
か で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 （ Ａ ） 定 義
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 分 析 物 質 」 、 ま た は 「 標 的 分 析 物 質 」 は 、 本 発 明 を 使 用 し て 、 試
験 サ ン プ ル 中 で 定 量 化 ま た は 検 出 さ れ る 物 質 で あ る 。 分 析 物 質 は 任 意 の 物 質 で あ っ て よ く
、 該 物 質 と し て は 天 然 に 存 在 す る 特 異 的 結 合 要 素 （ 例 え ば 抗 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｄ Ｎ Ａ 、
Ｒ Ｎ Ａ 、 細 胞 、 ウ イ ル ス な ど ） が あ り 、 あ る い は 該 物 質 と し て 特 異 的 結 合 要 素 を 作 製 す る
こ と も 可 能 で あ り 、 ま た 分 析 物 質 は ア ッ セ イ に お い て １ つ ま た は 複 数 の 特 異 的 結 合 要 素 に
結 合 可 能 で あ る 。 「 分 析 物 質 」 に は 、 任 意 の 抗 原 物 質 、 ハ プ テ ン 、 抗 体 、 お よ び こ れ ら の
組 合 せ も 含 ま れ る 。 分 析 物 質 に は 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 炭 水 化 物 、 ホ ル モ
ン 、 ス テ ロ イ ド 、 ビ タ ミ ン 、 治 療 目 的 で 投 与 さ れ た 薬 剤 お よ び 不 法 な 目 的 で 投 与 さ れ た 薬
剤 な ど の 薬 剤 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 な ら び に 任 意 の 前 記 物 質 の 代 謝 産 物 ま た は 任 意 の 前 記 物

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-524849 A 2005.8.18



質 に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ う る 。 本 発 明 に 従 い 検 出 ま た は 定 量 化 す る こ と が 可 能 な 分 析 物 質
の 他 の 例 に は 、 多 糖 、 脂 質 、 リ ポ 多 糖 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 核 タ ン パ ク 質 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 核 酸 が あ る 。 特 異 的 分 析 物 質 に は 、 抗 体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、
ア ル ブ ミ ン 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 凝 固 因 子 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン （ 例 え ば イ ン
シ ュ リ ン 、 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 、 ソ マ ト ロ ピ ン ） 、 非 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 そ の 他 の サ イ ト カ イ ン 、 腫 瘍 特 異 的 エ ピ ト ー プ （ 例 え ば 腫 瘍 特 異 的 タ
ン パ ク 質 上 で の み 見 ら れ る エ ピ ト ー プ ） を 含 む ペ プ チ ド 、 細 胞 （ 例 え ば 赤 血 球 細 胞 ） 、 細
胞 表 面 分 子 （ 例 え ば Ｃ Ｄ 抗 原 、 イ ン テ グ リ ン 、 細 胞 受 容 体 ） 、 微 生 物 （ ウ イ ル ス 、 細 菌 、
寄 生 虫 、 カ ビ お よ び 真 菌 ） 、 微 生 物 の 断 片 、 一 部 分 、 成 分 ま た は 生 産 物 、 小 有 機 分 子 （ 例
え ば ジ ゴ キ シ ン 、 ヘ ロ イ ン 、 コ カ イ ン 、 モ ル フ ィ ン 、 メ サ リ ン 、 リ セ ル グ 酸 、 テ ト ラ ヒ ド
ロ カ ン ナ ビ ノ ー ル 、 カ ン ナ ビ ノ ー ル 、 ス テ ロ イ ド 、 ペ ン タ ミ ン ジ ン （ pentamindine） 、 お
よ び ビ オ チ ン ） な ど が あ る 。 検 出 ま た は 定 量 化 可 能 な 核 酸 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は
、 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 特 定 の 疾 患 と 関 連 が あ る 遺 伝 子 ） 、 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ 、 細
菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 真 菌 Ｄ Ｎ Ａ 、 哺 乳 動 物 Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ ） 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ
Ｎ Ａ 断 片 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 断 片 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 核 酸 、 天 然 お よ び 合 成 核 酸 な ど が あ る 。 本 質 的 に あ ら
ゆ る 分 析 物 質 を 、 そ の 分 析 物 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し て 検 出 ま た は 定 量 化 す る こ と が 可
能 で あ る 。 さ ら に 、 分 析 物 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 任 意 の 分 子 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り
、 多 く の こ の よ う な 分 子 が 当 分 野 で 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 核 酸 を 、 分 析 物 質 で あ る 該 核
酸 の 少 な く と も 一 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 検 出 ま た
は 定 量 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 レ ク チ ン を 使 用 し て 、 多 糖 お よ び グ リ コ シ ル 化
タ ン パ ク 質 を 検 出 ま た は 定 量 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 他 の 例 と し て 、 受 容 体 を 使 用 し て
そ の リ ガ ン ド を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 逆 も 然 り で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 分 析 物 質 類 似 体 」 と は 、 分 析 物 質 特 異 的 結 合 要 素 と 交 差 反 応 す る
物 質 を 指 し 、 該 物 質 の 交 差 反 応 の 程 度 は 分 析 物 質 自 体 よ り 高 い こ と も 低 い こ と も あ り う る
。 分 析 物 質 類 似 体 に は 、 修 飾 さ れ た 分 析 物 質 、 お よ び 断 片 化 ま た は 合 成 さ れ た 分 析 物 質 分
子 の 一 部 分 が 含 ま れ う る が 、 た だ し 分 析 物 質 類 似 体 は 、 当 該 分 析 物 質 と 共 通 の エ ピ ト ー プ
部 位 を 少 な く と も １ つ 有 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 分 析 物 質 エ ピ ト ー プ 」 は 、 特 異 的 結 合 事 象 の 際 に 特 異 的 リ ガ ン ド
結 合 対 の １ 要 素 と 接 触 す る 、 分 析 物 質 の そ の 部 分 を 示 す 。 特 異 的 結 合 事 象 の 際 に 分 析 物 質
の エ ピ ト ー プ と 接 触 す る 、 特 異 的 結 合 対 の 要 素 の そ の 部 分 は 、 「 パ ラ ト ー プ 」 と 呼 ば れ る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 分 析 物 質 仲 介 リ ガ ン ド 結 合 事 象 」 と は 、 特 異 的 リ ガ ン ド 結 合 対 の
２ 要 素 間 の 特 異 的 結 合 事 象 で あ っ て 、 そ の 結 合 の 程 度 が 分 析 物 質 の 存 在 、 お よ び 存 在 量 に
よ っ て 影 響 さ れ る 事 象 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 影 響 は 通 常 、 分 析 物 質 が 、 特 異 的 リ ガ ン ド
結 合 対 の １ 要 素 に 含 ま れ る 構 造 ま た は エ ピ ト ー プ と 類 似 ま た は 同 一 の 構 造 ま た は エ ピ ト ー
プ を 含 み 、 こ れ を 該 特 異 的 リ ガ ン ド 結 合 対 の も う １ つ の 要 素 が 認 識 す る こ と に よ っ て 特 異
的 結 合 事 象 が 生 じ る た め に も た ら さ れ る 。 結 果 と し て 分 析 物 質 は 特 異 的 リ ガ ン ド 結 合 対 の
１ 要 素 と 特 異 的 に 結 合 し 、 こ の こ と に よ っ て 該 要 素 が 特 異 的 リ ガ ン ド 結 合 対 の も う １ つ の
要 素 と 結 合 す る の を 妨 げ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 補 助 的 な 特 異 的 結 合 要 素 」 と は 、 捕 捉 試 薬 お よ び 指 標 試 薬 の 特 異
的 結 合 要 素 に 加 え て 使 用 さ れ る 特 異 的 結 合 要 素 で あ り 、 最 終 的 な 結 合 複 合 体 の 一 部 に な る
。 １ つ ま た は 複 数 の 補 助 的 な 特 異 的 結 合 要 素 を 、 本 発 明 の ア ッ セ イ で 使 用 す る こ と が 可 能
で あ る 。 例 え ば 、 指 標 試 薬 が 補 助 的 な 特 異 的 結 合 要 素 と 結 合 す る こ と が 可 能 で 、 次 に 該 要
素 が 分 析 物 質 と 結 合 可 能 な ア ッ セ イ に お い て 、 補 助 的 な 特 異 的 結 合 要 素 を 使 用 す る こ と が
可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 会 合 」 は 、 ２ つ 以 上 の 分 子 お よ び ／ ま た は 粒 子 状 物 質 が 、 互 い に
非 常 に 接 近 し て 保 持 さ れ て い る 状 態 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 捕 捉 試 薬 」 ま た は 「 捕 捉 プ ロ ー ブ 」 は 、 分 析 物 質 ま た は 指 標 試 薬
と の 結 合 能 を 有 し 、 実 質 的 に 固 体 の 材 料 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 な
特 異 的 結 合 要 素 で あ る 。 固 相 の 捕 捉 試 薬 複 合 体 を 使 用 し て 、 ア ッ セ イ の 結 合 成 分 と 非 結 合
成 分 を 分 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 結 合 体 」 は 、 １ 成 分 と 他 の 成 分 と の 化 学 結 合 に よ り 形 成 さ れ る 物
質 で あ る 。 こ の よ う な 種 類 の 物 質 の １ 例 に は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン と 化 学 的 に 活 性 化 し た
テ オ フ ィ リ ン 分 子 と の 反 応 生 成 物 、 お よ び 化 学 的 に 活 性 化 し た ラ マ ン 活 性 標 識 と 、 抗 体 な
ど の タ ン パ ク 質 分 子 ま た は ビ オ チ ン な ど の リ ガ ン ド と の 反 応 生 成 物 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 増 強 物 質 」 、 ま た は 「 増 強 剤 」 は 、 粒 子 上 の ラ マ ン 標 識 の 活 性 化
を も た ら し て Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 を 生 み 出 す 、 銀 ま た は 金 染 色 物 質 な ど の 染 色 物 質 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 指 標 試 薬 」 は 、 特 異 的 結 合 要 素 ま た は 金 属 表 面 に 直 接 的 ま た は 間
接 的 に 結 合 し た 検 出 可 能 な 標 識 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 介 在 分 子 」 は 、 特 異 的 結 合 対 の 要 素 お よ び ラ マ ン 活 性 標 識 の 両 方
が 結 合 さ れ る 任 意 の 物 質 で あ る 。
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 粒 子 」 は 、 液 体 中 に 分 散 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 表 面 増 強 ラ マ
ン 光 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ） ま た は 表 面 増 強 共 鳴 ラ マ ン 光 散 乱 （ Ｓ Ｅ Ｒ Ｒ Ｓ ） の 現 象 を 支 持 す る
任 意 の 物 質 で あ る 。 粒 子 の 例 に は 、 金 ま た は 銀 、 Ｐ ｔ 、 Ｃ ｕ 、 Ａ ｇ ／ Ａ ｕ 、 Ｐ ｔ ／ Ａ ｕ 、
Ｃ ｕ ／ Ａ ｕ の コ ロ イ ド 、 コ ア ・ シ ェ ル 粒 子 ま た は 合 金 粒 子 、 す な わ ち 金 、 銀 、 銅 、 ま た は
伝 導 帯 電 子 を 示 す 他 の 物 質 の 粒 子 、 中 空 粒 子 、 ま た は 薄 片 が あ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ
な い 。 粒 子 表 面 が Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ お よ び Ｓ Ｅ Ｒ Ｒ Ｓ 効 果 に 関 与 す る の で 、 伝 導 帯 電 子 を 示 す 物 質
で 予 め コ ー テ ィ ン グ さ れ た 、 伝 導 帯 電 子 を 示 さ な い 物 質 の 薄 片 ま た は 粒 子 も 、 適 切 な 粒 子
状 物 質 に な る 。 粒 子 に は 、 金 属 ナ ノ 粒 子 な ど の ナ ノ 粒 子 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 放 射 線 」 は 、 試 験 混 合 物 に 加 え る と 該 混 合 物 中 の ラ マ ン 活 性 標 識
に よ っ て ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル が 生 じ る の を 誘 発 す る 、 電 磁 放 射 線 の 形 態 の エ ネ ル ギ ー で あ
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ラ マ ン 標 識 」 は 、 適 切 な 波 長 の 放 射 線 で 照 射 す る と 、 存 在 す る 他
の 成 分 の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル と 識 別 可 能 で 検 出 可 能 な ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 生 成 す る 、 任
意 の 物 質 で あ る 。 ラ マ ン 活 性 標 識 に 関 す る 他 の 用 語 に は 、 色 素 お よ び レ ポ ー タ ー 分 子 が あ
る 。 こ の よ う な 標 識 に つ い て は 、 以 下 で さ ら に 論 じ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 Ｓ Ｅ Ｒ Ｒ Ｓ （ 表 面 増 強 共 鳴 ラ マ ン 散 乱 ） 」 は 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 活 性 表 面 の 吸 着 物 質 が レ ー ザ
ー 励 起 波 長 と 共 鳴 す る 結 果 生 じ る 。 そ の 結 果 生 じ る 増 強 は 、 共 鳴 お よ び 表 面 増 強 の 産 物 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ （ 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 ） 」 は 、 あ る 金 属 表 面 の 近 傍 で あ る 分 子 に よ っ て 示 さ
れ る ラ マ ン 散 乱 の 増 大 を 意 味 す る 。
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 特 異 的 結 合 要 素 」 と は 、 特 異 的 結 合 対 、 す な わ ち 分 子 の 一 方 が 化
学 的 ま た は 物 理 的 手 段 に よ っ て 第 ２ の 分 子 と 特 異 的 に 結 合 す る よ う な ２ つ の 異 な る 分 子 、
の う ち の １ 要 素 で あ る 。 抗 原 と 抗 体 の 特 異 的 結 合 対 以 外 に 、 他 の 特 異 的 結 合 対 に は 、 ビ オ
チ ン と ア ビ ジ ン 、 炭 水 化 物 と レ ク チ ン 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 標 的 核 酸 配 列 を 検 出 す
る た め に Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ お よ び 捕 捉 核 酸
配 列 な ど ） 、 相 補 的 ペ プ チ ド 配 列 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 と 受 容 体 分 子 、 酵 素 補 因 子 と 酵 素 、
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酵 素 阻 害 剤 と 酵 素 、 細 胞 、 ウ イ ル ス な ど が あ る 。 さ ら に 、 特 異 的 結 合 対 に は 、 本 来 の 特 異
的 結 合 要 素 の 類 似 体 で あ る 要 素 が 含 ま れ う る 。 例 え ば 、 分 析 物 質 の 誘 導 体 ま た は 断 片 、 す
な わ ち 分 析 物 質 類 似 体 は 、 そ れ が 分 析 物 質 と 共 通 の 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 有 す る
限 り 、 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 免 疫 反 応 性 の 特 異 的 結 合 要 素 に は 、 抗 原 、 ハ プ テ ン 、
抗 体 、 お よ び こ れ ら の 複 合 体 が あ り 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 ま た は ペ プ チ ド 合 成 に よ り 作 製 さ れ
た も の も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 試 験 混 合 物 」 は 、 試 験 サ ン プ ル と 、 試 験 サ ン プ ル 中 の 分 析 物 質 を
検 出 す る た め に 本 発 明 を 適 用 す る べ く 用 い ら れ る 他 の 物 質 と の 混 合 物 を 意 味 す る 。 こ れ ら
の 物 質 の 例 に は 、 特 異 的 結 合 要 素 、 補 助 結 合 要 素 、 分 析 物 質 類 似 体 、 ラ マ ン 活 性 標 識 、 緩
衝 剤 、 希 釈 剤 、 お よ び 表 面 増 強 ラ マ ン 分 光 を 引 き 起 こ す こ と が 可 能 な 表 面 を 有 す る 粒 子 状
物 質 、 お よ び 他 の 物 質 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 試 験 サ ン プ ル 」 は 、 本 発 明 を 使 用 し て 検 出 お よ び ア ッ セ イ す べ き
分 析 物 質 を 含 む サ ン プ ル を 意 味 す る 。 試 験 サ ン プ ル は 、 分 析 物 質 以 外 の 他 の 成 分 を 含 む こ
と が 可 能 で あ り 、 物 理 的 性 質 は 液 体 で も 固 体 で も よ く 、 例 え ば 流 動 性 の 液 体 な ど を 含 め た
任 意 の 大 き さ ま た は 体 積 で あ っ て よ い 。 試 験 サ ン プ ル は 、 分 析 物 質 以 外 の 任 意 の 物 質 を 、
そ の 物 質 が 特 異 的 結 合 要 素 の 特 異 的 結 合 ま た は 分 析 物 質 も し く は 分 析 物 質 類 似 体 を 妨 害 し
な い 限 り に お い て 、 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 試 験 サ ン プ ル の 例 に は 、 血 清 、 血 漿 、 唾 液 、
精 液 、 尿 、 他 の 体 液 、 な ら び に 地 下 水 ま た は 排 水 、 土 壌 抽 出 物 、 空 気 お よ び 残 留 農 薬 な ど
の 環 境 サ ン プ ル が あ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 （ Ｂ ） 試 薬
　 本 発 明 は 、 検 出 ア ッ セ イ で 使 用 す る の に 好 適 な ラ マ ン 標 識 お よ び 特 異 的 結 合 物 質 が 結 合
し た 任 意 の 適 切 な 粒 子 の 使 用 を 企 図 し て い る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 を 実 施 す る 際 に は 、
ナ ノ 粒 子 が 好 ま し い 。 粒 子 の 大 き さ 、 形 状 お よ び 化 学 的 組 成 は 、 Ｄ Ｎ Ａ バ ー コ ー ド な ど の
得 ら れ る プ ロ ー ブ の 性 質 に 貢 献 す る 。 こ れ ら の 性 質 に は 、 光 学 的 性 質 、 光 電 子 工 学 的 性 質
、 電 気 化 学 的 性 質 、 電 子 工 学 的 性 質 、 さ ま ざ ま な 溶 液 中 で の 安 定 性 、 孔 お よ び チ ャ ン ネ ル
の 大 き さ の 違 い 、 フ ィ ル タ と し て 作 用 し な が ら 生 物 活 性 の あ る 分 子 を 分 離 す る 能 力 な ど が
あ る 。 異 な る 大 き さ 、 形 状 お よ び ／ ま た は 化 学 的 組 成 を 有 す る 粒 子 の 混 合 物 の 使 用 も 、 均
一 な 大 き さ 、 形 状 お よ び 化 学 的 組 成 を 有 す る ナ ノ 粒 子 の 使 用 も 企 図 さ れ る 。 適 切 な 粒 子 の
例 に は 、 非 制 限 的 に 、 ナ ノ お よ び ミ ク ロ ン の 大 き さ の コ ア 粒 子 、 凝 集 粒 子 、 等 方 性 粒 子 （
球 状 粒 子 な ど ） お よ び 反 等 方 性 粒 子 （ 棒 状 、 四 面 体 状 、 角 柱 状 な ど 非 球 状 の 粒 子 ） 、 な ら
び に 、 そ の 全 容 を 本 願 明 細 書 に 援 用 す る ２ ０ ０ ２ 年 １ ２ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出
願 第 １ ０ ／ ０ ３ ４ ， ４ ５ １ 号 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 １ ２ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 国 際 特 許 出 願 第
Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ １ ／ ５ ０ ８ ２ ５ 号 に 記 載 さ れ た コ ア ・ シ ェ ル 粒 子 な ど の 粒 子 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 有 用 な ナ ノ 粒 子 に は 、 金 属 （ 例 え ば 、 金 、 銀 、 銅 お よ び 白 金 ） 、
半 導 体 （ 例 え ば 、 Ｃ ｄ Ｓ ｅ 、 Ｃ ｄ Ｓ 、 お よ び Ｚ ｎ Ｓ で コ ー テ ィ ン グ さ れ た Ｃ ｄ Ｓ ま た は Ｃ
ｄ Ｓ ｅ ） 、 お よ び 磁 性 （ 例 え ば 強 磁 性 ） コ ロ イ ド 材 料 が あ る 。 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 有 用
な 他 の ナ ノ 粒 子 に は 、 Ｚ ｎ Ｓ 、 Ｚ ｎ Ｏ 、 Ｔ ｉ Ｏ ２ 、 Ａ ｇ Ｉ 、 Ａ ｇ Ｂ ｒ 、 Ｈ ｇ Ｉ ２ 、 Ｐ ｂ Ｓ
、 Ｐ ｂ Ｓ ｅ 、 Ｚ ｎ Ｔ ｅ 、 Ｃ ｄ Ｔ ｅ 、 Ｉ ｎ ２ Ｓ ３ 、 Ｉ ｎ ２ Ｓ ｅ ３ 、 Ｃ ｄ ３ Ｐ ２ 、 Ｃ ｄ ３ Ａ ｓ

２ 、 Ｉ ｎ Ａ ｓ 、 お よ び Ｇ ａ Ａ ｓ が あ る 。 ナ ノ 粒 子 の 大 き さ は 、 約 １ ． ４ ｎ ｍ ～ 約 １ ５ ０ ｎ
ｍ （ 平 均 径 ） で あ る こ と が 好 ま し く 、 約 ５ ～ 約 ５ ０ ｎ ｍ で あ る こ と が さ ら に 好 ま し く 、 約
１ ０ ～ 約 ３ ０ ｎ ｍ で あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。 ナ ノ 粒 子 は 、 棒 状 、 角 柱 状 、 立 方 体 状 、 四
面 体 状 、 ま た は コ ア ・ シ ェ ル の 粒 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 金 属 ナ ノ 粒 子 、 半 導 体 ナ ノ 粒 子 お よ び 磁 性 ナ ノ 粒 子 を 作 製 す る 方 法 は 、 当 分 野 で よ く 知
ら れ て い る 。 例 え ば 、 シ ュ ミ ッ ト 、 ゲ ー ． （ Schmid, G.） 編 「 ク ラ ス タ ー と コ ロ イ ド （ Cl
usters and Colloids ） 」 、 ヴ ァ イ ン ハ イ ム （ Weinheim） 所 在 の Ｖ Ｃ Ｈ 、 １ ９ ９ ４ 年 ； ハ
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ヤ ト 、 エ ム ． エ イ ． （ Hayat, M.A. ） 編 「 金 コ ロ イ ド ： 原 理 、 方 法 お よ び 応 用 （ Colloida
l Gold: Principles, Methods, and Applications ） 」 米 国 サ ン デ ィ エ ゴ 所 在 の ア カ デ ミ
ッ ク ・ プ レ ス （ Academic Press） １ ９ ９ １ 年 ； マ サ ー ト 、 ア ー ル ． （ Massart, R. ） 、 Ｉ
Ｅ Ｅ Ｅ ト ラ ン ス ア ク シ ョ ン ズ ・ オ ン ・ マ グ ネ テ ィ ク ス 誌 （ IEEE Transactions On Magneti
cs） 第 １ ７ 巻 、 ｐ ． １ ２ ４ ７ 、 １ ９ ８ １ 年 ； ア ー マ デ ィ 、 テ ィ ． エ ス ． （ Ahmadi, T.S.）
ら 、 サ イ エ ン ス 誌 、 第 ２ ７ ２ 巻 、 ｐ ． １ ９ ２ ４ 、 １ ９ ９ ６ 年 ； ヘ ン グ レ イ ン 、 エ イ ． （ He
nglein, A.） ら 、 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ フ ィ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー 誌 （ J. Phys. Chem.
） 第 ９ ９ 巻 、 ｐ ． １ ４ １ ２ ９ 、 １ ９ ９ ５ 年 ； カ ル テ ィ ス 、 エ ー ． シ ー ． （ Curtis, A.C.）
ら 、 ア ン ゲ ヴ ァ ン テ ・ ヒ ェ ミ ー ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ エ デ ィ シ ョ ン ・ イ ン ・ イ ン グ リ ッ
シ ュ 誌 （ Angew.Chem.Int.Ed.Engl. ） 、 第 ２ ７ 巻 、 ｐ ． １ ５ ３ ０ 、 １ ９ ８ ８ 年 ； を 参 照 の
こ と 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Ｚ ｎ Ｓ 、 Ｚ ｎ Ｏ 、 Ｔ ｉ Ｏ ２ 、 Ａ ｇ Ｉ 、 Ａ ｇ Ｂ ｒ 、 Ｈ ｇ Ｉ ２ 、 Ｐ ｂ Ｓ 、 Ｐ ｂ Ｓ ｅ 、 Ｚ ｎ Ｔ
ｅ 、 Ｃ ｄ Ｔ ｅ 、 Ｉ ｎ ２ Ｓ ３ 、 Ｉ ｎ ２ Ｓ ｅ ３ 、 Ｃ ｄ ３ Ｐ ２ 、 Ｃ ｄ ３ Ａ ｓ ２ 、 Ｉ ｎ Ａ ｓ 、 お よ
び Ｇ ａ Ａ ｓ ナ ノ 粒 子 を 作 製 す る 方 法 も 、 当 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 ウ ェ ラ ー
（ Weller） 、 ア ン ゲ ヴ ァ ン テ ・ ヒ ェ ミ ー ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ エ デ ィ シ ョ ン ・ イ ン ・ イ
ン グ リ ッ シ ュ 誌 （ Angew. Chem. Int. Ed. Engl. ） 、 第 ３ ２ 巻 、 ｐ ． ４ １ 、 １ ９ ９ ３ 年 ；
ヘ ン グ レ イ ン （ Henglein） 、 ト ピ ッ ク ス ・ イ ン ・ カ レ ン ト ・ ケ ミ ス ト リ ー 誌 （ Top. Curr.
 Chem.） 第 １ ４ ３ 巻 、 ｐ ． １ １ ３ 、 １ ９ ８ ８ 年 ； ヘ ン グ レ イ ン （ Henglein） 、 ケ ミ カ ル ・
レ ビ ュ ー ズ 誌 （ Chem. Rev.） 第 ８ ９ 巻 、 ｐ ． １ ８ ６ １ 、 １ ９ ８ ９ 年 ； ブ ラ ス （ Brus） 、 ア
プ ラ イ ド ・ フ ィ ジ ッ ク ス ・ エ イ 誌 （ Appl. Phys. A.） 第 ５ ３ 巻 、 ｐ ． ４ ６ ５ 、 １ ９ ９ １ 年
； バ ー ン ク マ ン （ Bahncmann ） 「 太 陽 エ ネ ル ギ ー の 光 化 学 変 換 と 貯 蔵 （ Photochemical Co
nversion and Storage of Solar Energy） 」 、 ペ リ ツ ェ ッ テ ィ （ Pelizetti ） お よ び ス キ
ア ヴ ェ ロ （ Schiavello） 編 、 １ ９ ９ １ 年 、 ｐ ． ２ ５ １ ； ワ ン （ Wang） お よ び ヘ ロ ン （ Herr
on） 、 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ フ ィ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー 誌 （ J. Phys. Chem.） 第 ９ ５ 巻
、 ｐ ． ５ ２ ５ 、 １ ９ ９ １ 年 ； オ ル シ ャ フ ス キ ー （ Olshavsky ） ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ジ
・ ア メ リ カ ン ・ ケ ミ カ ル ・ ソ サ イ エ テ ィ 誌 （ J. Am. Chem. Soc. ） 第 １ １ ２ 巻 、 ｐ ． ９ ４
３ ８ 、 １ ９ ９ ０ 年 ； ウ シ ダ （ Ushida） ら 、 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ フ ィ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト
リ ー 誌 （ J. Phys. Chem.） 第 ９ ５ 巻 、 ｐ ． ５ ３ ８ ２ 、 １ ９ ９ ２ 年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 適 切 な ナ ノ 粒 子 は 、 例 え ば テ ッ ド ペ ラ ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ィ ッ ド （ Ted Pella, Inc. ）
（ 金 ） 、 ア マ シ ャ ム ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン （ Amersham Corporation） （ 金 ） お よ び ナ ノ プ ロ
ー ブ ス ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ィ ッ ド （ Nanoprobes, Inc.） （ 金 ） か ら も 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 現 在 、 分 析 物 質 を 検 出 す る 際 に 最 も 良 く 使 用 さ れ る の は 金 ナ ノ 粒 子 で あ る 。 コ ロ イ ド 状
の 金 ナ ノ 粒 子 は 、 そ の 美 し い 色 を 生 み 出 す 波 長 帯 域 （ バ ン ド ） に 高 い 吸 光 係 数 を 有 す る 。
こ れ ら の 強 烈 な 色 は 、 粒 子 の 大 き さ 、 濃 度 、 粒 子 間 距 離 、 お よ び 凝 集 体 の 凝 集 の 程 度 お よ
び 形 状 （ 幾 何 学 的 形 状 ） と 共 に 変 化 す る の で 、 こ れ ら の 材 料 は 比 色 ア ッ セ イ に 非 常 に 魅 力
的 な も の と な っ て い る 。 例 え ば 、 金 ナ ノ 粒 子 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド お よ び 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 肉 眼 で 見 る こ と が 可 能 な 迅
速 な 色 の 変 化 が も た ら さ れ る 。 コ ア ・ シ ェ ル ・ ナ ノ 粒 子 を 含 め た 適 切 な ナ ノ 粒 子 、 お よ び
こ の よ う な ナ ノ 粒 子 を 作 製 す る た め の 方 法 は 、 例 え ば 譲 受 人 ナ ノ ス フ ェ ア ー ・ イ ン コ ー ポ
レ イ テ ッ ド （ Nanosphere, Inc.） の ２ ０ ０ １ 年 １ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 国 際 特 許 出 願 第 Ｐ
Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ １ ／ ０ １ １ ９ ０ 号 ； ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 同 第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０
１ ／ １ ０ ０ ７ １ 号 ； ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 同 第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ １ ／ ４ ６ ４ １
８ 号 ； ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 同 第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ １ ／ ０ ５ ０ ８ ２ ５ 号 ； お
よ び ２ ０ ０ ２ 年 ５ 月 ２ ２ 日 に 出 願 さ れ た 同 第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ ２ ／ １ ６ ３ ８ ２ 号 に 記 載 さ れ
て お り 、 こ れ ら の 開 示 内 容 は そ の 全 容 を 本 願 明 細 書 に 援 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 （ Ｃ ） 特 異 的 結 合 要 素 の 結 合
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　 粒 子 、 特 異 的 結 合 要 素 、 ま た は こ の 両 方 を 官 能 化 し て 、 特 異 的 結 合 要 素 を 粒 子 に 結 合 さ
せ て 検 出 用 プ ロ ー ブ を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 当 分 野 で は よ く 知
ら れ て い る 。 例 え ば 、 ア ル カ ン チ オ ー ル で そ の ３ ’ 末 端 ま た は ５ ’ 末 端 を 官 能 化 し た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 金 ナ ノ 粒 子 に 容 易 に 結 合 す る 。 ホ ワ イ ト サ イ ズ （ Whitesides） 、 米 国
テ キ サ ス 州 ヒ ュ ー ス ト ン に お け る ロ バ ー ト 　 エ イ ． ウ ェ ル チ 基 金 （ Robert A. Welch Foun
dation） 第 ３ ９ 回 ケ ミ カ ル ・ リ サ ー チ ・ ナ ノ フ ェ イ ズ ・ ケ ミ ス ト リ ー 会 議 （ Conference O
n Chemical Research Nanophase Chemistry ） 会 報 、 ｐ ． １ ０ ９ ～ １ ２ １ 、 １ ９ ９ ５ 年 を
参 照 の こ と 。 マ キ ッ ク （ Mucic ） ら 、 ケ ミ カ ル ・ コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン ズ 誌 （ Chem. Commun
. ） ｐ ． ５ ５ ５ ～ ５ ５ ７ 、 １ ９ ９ ６ 年 も 参 照 さ れ た い （ こ の 文 献 に は ３ ’ チ オ ー ル Ｄ Ｎ Ａ
を 平 ら な 金 表 面 に 結 合 さ せ る 方 法 が 記 載 さ れ て い る ； こ の 方 法 を 使 用 し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を ナ ノ 粒 子 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る ） 。 ア ル カ ン チ オ ー ル 法 を 使 用 し て 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 他 の 金 属 、 半 導 体 お よ び 磁 性 コ ロ イ ド 、 な ら び に 前 に 列 挙 し た 他 の ナ
ノ 粒 子 に 結 合 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 固 体 表 面 に 結 合 さ せ る た め
の 他 の 官 能 基 に は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 基 （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ‐ ホ ス ホ ロ チ オ
エ ー ト の 金 表 面 へ の 結 合 に つ い て は 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ７ ２ ， ８ ８ １ 号 を 参 照 の こ と ） 、 置
換 ア ル キ ル シ ロ キ サ ン （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の シ リ カ お よ び ガ ラ ス 表 面 へ の 結 合
に つ い て は バ ー ウ ェ ル （ Burwell ） 、 ケ ミ カ ル ・ テ ク ノ ロ ジ ー 誌 （ Chemical Technology 
） 第 ４ 巻 、 ｐ ． ３ ７ ０ ～ ３ ７ ７ 、 １ ９ ７ ４ 年 お よ び マ ッ ト イ ッ チ （ Matteuicci） お よ び カ
ル サ ー ス （ Caruthers ） 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ジ ・ ア メ リ カ ン ・ ケ ミ カ ル ・ ソ サ イ エ テ ィ
誌 （ J. Am. Chem. Soc. ） 第 １ ０ ３ 巻 、 ｐ ． ３ １ ８ ５ ～ ３ １ ９ １ 、 １ ９ ８ １ 年 、 な ら び に
ア ミ ノ ア ル キ ル シ ロ キ サ ン の 結 合 お よ び メ ル カ プ ト ア ル キ ル シ ロ キ サ ン の 同 様 の 結 合 に つ
い て は グ ラ バ ー （ Grabar） ら 、 ア ナ リ テ ィ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー 誌 （ Anal. Chem. ） 、 第 ６
７ 巻 、 ｐ ． ７ ３ ５ ～ ７ ４ ３ を 参 照 の こ と ） が あ る 。 末 端 が ５ ’ チ オ ヌ ク レ オ シ ド ま た は ３
’ チ オ ヌ ク レ オ シ ド で 終 わ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 固 体 表 面 に 結
合 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 以 下 の 参 照 文 献 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ナ
ノ 粒 子 に 結 合 さ せ る の に 使 用 可 能 な 他 の 方 法 を 記 載 す る も の で あ る ： ヌ ッ ツ ォ （ Nuzzo ）
ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ジ ・ ア メ リ カ ン ・ ケ ミ カ ル ・ ソ サ イ エ テ ィ 誌 （ J. Am. Chem. Soc
. ） 第 １ ０ ９ 巻 、 ｐ ． ２ ３ ５ ８ 、 １ ９ ８ ７ 年 （ 金 上 の ジ ス ル フ ィ ド ） ； ア ラ ー ラ （ Allara
） お よ び ヌ ッ ツ ォ （ Nuzzo ） 、 ラ ン グ ミ ュ ア 誌 （ Langmuir） 第 １ 巻 、 ｐ ． ４ ５ 、 １ ９ ８ ５
年 （ ア ル ミ ニ ウ ム 上 の カ ル ボ ン 酸 ） ； ア ラ ー ラ （ Allara） お よ び ト ン プ キ ン ス （ Tompkins
） 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ コ ロ イ ド ・ ア ン ド ・ イ ン タ ー フ ェ イ ス ・ ソ サ イ エ テ ィ 誌 （ J. Col
loid Interface Sci. ） 第 ４ ９ 巻 、 ｐ ． ４ １ ０ ～ ４ ２ １ 、 １ ９ ７ ４ 年 （ 銅 上 の カ ル ボ ン 酸
） ； ア イ ラ ー （ Iler） 「 シ リ カ の 化 学 （ The Chemistry Of Silica ） 」 、 第 ６ 章 、 ワ イ リ
ー （ Wiley ） 社 、 １ ９ ７ ９ 年 （ シ リ カ 上 の カ ル ボ ン 酸 ） ； テ ィ モ ン ズ （ Timmons ） お よ び
ジ ス マ ン （ Z isman） 、 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ フ ィ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー 誌 （ J. Phys. 
Chem.） 第 ６ ９ 巻 、 ｐ ． ９ ８ ４ ～ ９ ９ ０ 、 １ ９ ６ ５ 年 （ 白 金 上 の カ ル ボ ン 酸 ） ； ソ リ ア ガ
（ Soriaga ） お よ び ハ ッ バ ー ド （ Hubbard ） 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ジ ・ ア メ リ カ ン ・ ケ ミ
カ ル ・ ソ サ イ エ テ ィ 誌 （ J. Am. Chem. Soc. ） 第 １ ０ ４ 巻 、 ｐ ． ３ ９ ３ ７ 、 １ ９ ８ ２ 年 （
白 金 上 の 芳 香 環 化 合 物 ） ； ハ ッ バ ー ド （ Hubbard ） 、 ア カ ウ ン ツ ・ オ ブ ・ ケ ミ カ ル ・ リ サ
ー チ 誌 （ Acc. Chem. Res. ） 第 １ ３ 巻 、 ｐ ． １ ７ ７ 、 １ ９ ８ ０ 年 （ 白 金 上 の ス ル フ ォ ラ ン
、 ス ル ホ キ シ ド 、 お よ び 他 の 官 能 性 溶 媒 ） ； ヒ ッ ク マ ン （ Hickman ） ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ
ブ ・ ジ ・ ア メ リ カ ン ・ ケ ミ カ ル ・ ソ サ イ エ テ ィ 誌 （ J. Am. Chem. Soc. ） 第 １ １ １ 巻 、 ｐ
． ７ ２ ７ １ 、 １ ９ ８ ９ 年 （ 白 金 上 の イ ソ ニ ト リ ル ） ； マ オ ズ （ Maoz） お よ び サ ギ ブ （ Sagi
v ） 、 ラ ン グ ミ ュ ア 誌 （ Langmuir） 第 ３ 巻 、 ｐ ． １ ０ ４ ５ 、 １ ９ ８ ７ 年 （ シ リ カ 上 の シ ラ
ン ） ； マ オ ズ （ Maoz） お よ び サ ギ ブ （ Sagiv ） 、 ラ ン グ ミ ュ ア 誌 、 第 ３ 巻 、 ｐ ． １ ０ ３ ４
、 １ ９ ８ ７ 年 （ シ リ カ 上 の シ ラ ン ） ； ヴ ァ ッ サ ー マ ン （ Wasserman ） ら 、 ラ ン グ ミ ュ ア 誌
、 第 ５ 巻 、 ｐ ． １ ０ ７ ４ 、 １ ９ ８ ９ 年 （ シ リ カ 上 の シ ラ ン ） ； エ ル テ コ ー ヴ ァ （ Eltekova
） お よ び エ ル テ コ フ （ Eltekov ） 、 ラ ン グ ミ ュ ア 誌 、 第 ３ 巻 、 ｐ ． ９ ５ １ 、 １ ９ ８ ７ 年 （
二 酸 化 チ タ ン お よ び シ リ カ 上 の 、 芳 香 族 カ ル ボ ン 酸 、 ア ル デ ヒ ド 、 ア ル コ ー ル お よ び メ ト
キ シ 基 ） ； レ ッ ク （ Lec ） ら 、 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ フ ィ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー 誌 （ J.

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-524849 A 2005.8.18



 Phys. Chem.） 第 ９ ２ 巻 、 ｐ ． ２ ５ ９ ７ 、 １ ９ ８ ８ 年 （ 金 属 上 の 剛 性 （ rigid ） リ ン 酸 ）
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ７ ６ ０ ， ５ ０ ０ 号 お よ び 同 第 ０ ９ ／ ８ ２ ０ ， ２ ７ ９ 号 、 な ら び に
国 際 出 願 第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ １ ／ ０ １ １ ９ ０ 号 お よ び 同 第 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ １ ／ １ ０ ０ ７ １ 号
に は 、 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 有 用 な 、 環 状 ジ ス ル フ ィ ド で 官 能 化 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
に つ い て 記 載 さ れ て い る 。 環 状 ジ ス ル フ ィ ド は 、 そ の 環 中 に ２ つ の イ オ ウ 原 子 を 含 め た 、
５ 個 ま た は ６ 個 の 原 子 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 適 切 な 環 状 ジ ス ル フ ィ ド は 市 販 さ れ て お
り 、 あ る い は 周 知 の 手 法 に よ り 合 成 し て も よ い 。 還 元 型 の 環 状 ジ ス ル フ ィ ド を 使 用 す る こ
と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 当 業 者 は 、 核 酸 、 抗 原 、 抗 体 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 小 分 子 、 炭 水 化 物 、 ま た は 任 意
の 特 異 的 結 合 要 素 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 粒 子 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 な 非 常 に さ ま ざ ま
な 方 法 を 理 解 し て い る 。 例 え ば 、 連 結 基 を 使 用 し て 、 特 異 的 結 合 要 素 を ナ ノ 粒 子 に 結 合 さ
せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 （ Ｄ ） 支 持 体
　 検 出 可 能 な 変 化 の 観 察 が 可 能 な 任 意 の 支 持 体 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 適 切 な 支 持
体 に は 、 透 明 な 固 体 表 面 （ 例 え ば ガ ラ ス 、 石 英 、 プ ラ ス チ ッ ク お よ び 他 の ポ リ マ ー ） 、 不
透 明 な 固 体 表 面 （ 例 え ば 、 Ｔ Ｌ Ｃ シ リ カ ・ プ レ ー ト 、 濾 紙 、 ガ ラ ス ・ フ ァ イ バ ー 製 フ ィ ル
タ 、 硝 酸 セ ル ロ ー ス 膜 、 ナ イ ロ ン 膜 、 Ｐ Ｄ Ｖ Ｆ 膜 な ど の 白 い 固 体 表 面 ） 、 お よ び 伝 導 性 固
体 表 面 （ 例 え ば 、 イ ン ジ ウ ム ‐ ス ズ 酸 化 物 （ Ｉ Ｔ Ｏ ） ） が あ る 。 支 持 体 は 任 意 の 形 状 ま た
は 厚 さ で あ っ て よ い が 、 一 般 に は 平 ら で 薄 い 。 好 ま し い の は 、 ガ ラ ス （ 例 え ば ス ラ イ ド グ
ラ ス ま た は ガ ラ ス ・ ビ ー ズ ） ま た は プ ラ ス チ ッ ク （ 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト
の ウ エ ル ） な ど の 、 透 明 な 支 持 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 光 フ ァ イ バ ー ケ ー ブ ル 中 の 光 フ ァ イ バ ー の 端 部 は 、 本 発 明 の １ 実 施 形 態 に お け る 支 持 体
の 役 割 も 果 た す 。 表 面 マ イ ク ロ ア レ イ 形 式 の Ｄ Ｎ Ａ 検 出 の た め の 代 替 法 と し て 、 光 フ ァ イ
バ ー 束 の 端 部 を 所 望 の 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 表 面 ア レ イ 法 に 関 し て は 、 試
薬 は 少 な く と も １ つ の ラ マ ン 標 識 が 結 合 し た 粒 子 を 含 み 、 同 試 薬 は 同 時 に 特 異 的 結 合 要 素
も 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 光 フ ァ イ バ ー 束 中 の １ つ ま た は 複 数 の 光 フ ァ イ バ ー は 、 束 の 端 部 （ こ こ に 試 薬 が 存 在 す
る ） に 向 か っ て 、 ラ マ ン 散 乱 を 刺 激 す る べ く 選 択 さ れ た 周 波 数 の レ ー ザ ー 光 を 伝 送 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 レ ー ザ ー 光 を 伝 送 す る フ ァ イ バ ー を 、 励 起 フ ァ イ バ ー と 呼 ん で も よ い 。
こ の よ う に 試 薬 が 刺 激 さ れ る と 、 ラ マ ン 標 識 が 活 性 化 さ れ 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 が も た ら さ れ る
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 に よ っ て 生 じ た 光 の 一 部 は 後 方 散 乱 し 、 光 フ ァ イ バ ー 束 中 の 残 り の フ ァ イ
バ ー 、 回 収 フ ァ イ バ ー 内 へ と 伝 わ る 。 こ の 後 方 散 乱 光 を 、 光 フ ァ イ バ ー 束 の 他 端 で 検 出 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 多 数 の サ ン プ ル を １ つ の 励 起 レ ー ザ ー 源 お よ び １ つ の 検 出 装 置 だ け
で 処 理 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 様 々 な 試 薬 に つ い て 励 起 お よ び 検 出 を 最 適 化 す る た め に
必 要 で あ れ ば 、 複 数 の レ ー ザ ー お よ び 検 出 装 置 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 （ Ｅ ） 捕 捉 プ ロ ー ブ の 支 持 体 へ の 結 合
　 捕 捉 プ ロ ー ブ を 支 持 体 に 結 合 さ せ る た め に 、 任 意 の 適 切 な 方 法 を 使 用 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 例 え ば 、 核 酸 標 的 と 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 捕 捉 プ ロ ー ブ を 、 例 え ば ク
リ セ イ （ Chrisey ） ら 、 ヌ ク レ イ ッ ク ・ ア シ ッ ド ・ リ サ ー チ 誌 （ Nucleic Acids Res.） 、
第 ２ ４ 巻 、 ｐ ． ３ ０ ３ １ ～ ３ ０ ３ ９ 、 １ ９ ９ ６ 年 ； ク リ セ イ （ Chrisey ） ら ， ヌ ク レ イ ッ
ク ・ ア シ ッ ド ・ リ サ ー チ 誌 、 第 ２ ４ 巻 、 ｐ ． ３ ０ ４ ０ ～ ３ ０ ４ ７ 、 １ ９ ９ ６ 年 ； マ キ ッ ク
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（ Mucic ） ら 、 ケ ミ カ ル ・ コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン ズ 誌 （ Chem. Commun. ） ｐ ． ５ ５ ５ 、 １ ９
９ ６ 年 ； ツ ィ マ ー マ ン お よ び コ ッ ク ス （ Zimmermann and Cox） 、 ヌ ク レ イ ッ ク ・ ア シ ッ ド
・ リ サ ー チ 誌 、 第 ２ ２ 巻 、 ｐ ． ４ ９ ２ 、 １ ９ ９ ４ 年 ； ボ ト ム レ イ （ Bottomley ） ら 、 ザ ・
ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ キ ュ ー ム ・ サ イ エ ン ス ・ テ ク ノ ロ ジ ー ・ エ イ 誌 （ J. Vac. Sci. Tec
hnol. A ） 、 第 １ ０ 巻 、 ｐ ． ５ ９ １ 、 １ ９ ９ ２ 年 ； お よ び ヘ グ ナ ー （ Hegner） ら 、 エ フ イ
ー ビ ー エ ス ・ レ タ ー ズ 誌 （ FEBS Lett.） 、 第 ３ ３ ６ 巻 、 ｐ ． ４ ５ ２ 、 １ ９ ９ ３ 年 に 記 載 さ
れ て い る よ う に し て 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 支 持 体 を 使 用 す る と き 、 多 数 の 異 な る 標 的 分 析 物 質 を 検 出 す る た め に 、 複 数 の 捕 捉 プ ロ
ー ブ を 支 持 体 に ア レ イ 状 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 そ れ ぞ れ の ス ポ ッ ト が
１ つ の 試 薬 分 析 物 質 複 合 体 と 結 合 す る よ う に 設 計 さ れ た 異 な る 種 類 の 捕 捉 プ ロ ー ブ を 含 む
よ う な ス ポ ッ ト の 列 を 備 え た 支 持 体 を 提 供 し て も よ い 。 １ つ ま た は 複 数 の 分 析 物 質 を 含 む
サ ン プ ル を そ れ ぞ れ の ス ポ ッ ト に 施 し 、 ア ッ セ イ の 残 り の 部 分 は 、 本 発 明 の 適 切 な 試 薬 を
使 用 し て 前 述 の う ち の １ 方 法 で 実 施 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 （ Ｆ ） ラ マ ン 標 識
　 ラ マ ン 標 識 は 、 示 差 的 な ラ マ ン 散 乱 ス ペ ク ト ル を 有 す る 多 く の 分 子 の う ち の 任 意 の も の
で あ っ て よ い 。 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る 酵 素 と は 異 な り 、 こ れ ら の 標 識 種 は 、 安
定 、 単 純 、 安 価 な 、 必 要 に 応 じ て 化 学 的 に 修 飾 す る こ と が 可 能 な 分 子 で あ り う る 。 以 下 の
属 性 が 、 こ の 用 途 に お け る 標 識 の 有 効 性 を 高 め る ： （ ａ ） レ ー ザ ー 励 起 波 長 付 近 に 強 い 吸
収 バ ン ド が あ る こ と （ 吸 光 係 数 １ ０ ４ 付 近 ） ； （ ｂ ） 官 能 基 が 特 異 的 結 合 要 素 と 共 有 結 合
す る こ と が 可 能 と 思 わ れ る こ と ； （ ｃ ） 光 安 定 性 で あ る こ と ； （ ｄ ） 充 分 な 表 面 お よ び 共
鳴 増 強 に よ り ナ ノ グ ラ ム 未 満 の 範 囲 の 分 析 物 質 の 検 出 が 可 能 で あ る こ と ； （ ｅ ） 標 識 さ れ
た 特 異 的 結 合 要 素 と 標 識 さ れ て い な い 特 異 的 結 合 要 素 と の 間 の 結 合 相 互 作 用 に お け る 干 渉
が 最 小 限 で あ る こ と ； （ ｆ ） 使 用 す る 励 起 波 長 に お け る 強 烈 な 蛍 光 発 光 が 最 小 限 で あ る こ
と ； （ ｇ ） 数 箇 所 の 強 い ピ ー ク を 有 す る 、 比 較 的 単 純 な 散 乱 パ タ ー ン で あ る こ と ； お よ び
／ ま た は （ ｈ ） 標 識 が 互 い に 干 渉 し な い 散 乱 パ タ ー ン を 有 す る た め 、 い く つ か の 指 標 分 子
を 同 時 に 分 析 可 能 で あ る こ と 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 以 下 は 、 こ れ ら の ラ マ ン 活 性 標 識 と な り う る 候 補 の 一 部 （ す べ て で は な い ） の リ ス ト で
あ る ： ４ ‐ （ ４ ‐ ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ゾ ） ベ ン ゼ ン ア ル ソ ン 酸 一 ナ ト リ ウ ム 塩 、 ア ル セ ナ ゾ
Ｉ 、 塩 基 性 フ ク シ ン 、 シ カ ゴ ・ ス カ イ ブ ル ー （ Chicago sky blue） 、 ダ イ レ ク ト ・ レ ッ ド
８ １ （ direct red 81 ） 、 デ ィ ス パ ー ス ・ オ レ ン ジ ３ （ disperse orange 3 ） 、 Ｈ Ａ Ｂ Ａ
（ ２ ‐ （ ４ ‐ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア ゾ ） ‐ 安 息 香 酸 ） 、 エ リ ス ロ シ ン Ｂ 、 ト リ パ ン ・ ブ ル
ー 、 ポ ン ソ ー Ｓ 、 ポ ン ソ ー Ｓ Ｓ 、 １ ， ５ ‐ ジ フ ル オ ロ ‐ ２ ， ４ ‐ ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 、 ク レ
シ ル 紫 、 お よ び ｐ ‐ ジ メ チ ル ア ミ ノ ア ゾ ベ ン ゼ ン 。 選 択 し た 標 識 を 、 目 的 の 特 異 的 結 合 要
素 と 共 有 結 合 さ せ て も よ い し 、 ま た は 結 合 も し く は 会 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 重 要 な 態 様 は 、 複 数 の ラ マ ン 標 識 を 粒 子 に 結 合 さ せ て 、 様 々 な 粒 子 に 索 引 を 付
す た め の 多 重 コ ー ド 化 ラ マ ン 標 識 を 提 供 し う る こ と で あ る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 複 数 の
ラ マ ン 色 素 お よ び １ つ の 特 異 的 結 合 物 質 （ 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 抗 体 、 抗 原 、 小 分 子 な
ど ） が 結 合 し た 試 薬 を 含 む 。 粒 子 系 検 出 用 プ ロ ー ブ に 関 し て は 、 ラ マ ン 標 識 ま た は 色 素 を
直 接 的 ま た は 間 接 的 に 粒 子 と 結 合 さ せ れ ば よ い 。 ラ マ ン 標 識 を 、 金 属 ナ ノ 粒 子 な ど の 粒 子
の 表 面 と 結 合 可 能 な 官 能 基 、 例 え ば チ オ ー ル 、 ア ミ ン 、 ま た は ホ ス フ ィ ン で 修 飾 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 所 望 で あ れ ば 、 ラ マ ン 色 素 を 、 ナ ノ 粒 子 の 安 定 性 を 高 め る た め に オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 ポ リ ア デ ノ シ ン 、 ポ リ チ ミ ジ ン ） な ど の 分 子 で 、 あ る い は 特 異 的 結
合 対 の 要 素 （ 核 酸 標 的 の 少 な く と も 一 部 分 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
ま た は 特 定 の リ ガ ン ド の 受 容 体 な ど ） で 、 さ ら に 官 能 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は
、 ラ マ ン 標 識 を 、 粒 子 に 結 合 す る た め の 官 能 基 を 有 す る 分 子 ま た は 任 意 の 連 結 基 、 例 え ば
ポ リ Ａ ま た は ポ リ Ｔ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 複 数 の ラ マ ン 標 識 を 粒 子 と 結 合 さ せ る 必 要 が あ る わ け で も な い が 、 特 異 的 結 合 反 応 に よ
っ て 粒 子 と 複 合 体 形 成 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 特 異 的 結 合 リ ガ ン
ド 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 抗 体 、 抗 原 、 小 分 子 、 細 胞 ま た は ウ イ ル ス な ど と 結 合 し た 多
数 の Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 試 薬 を 包 含 す る 。 こ の 実 施 形 態 は 、 以 下 、 す な わ ち
　 　 ラ マ ン １ ‐ ラ マ ン ２ ‐ ラ マ ン ３ ‐ （ 特 異 的 結 合 リ ガ ン ド ）
の よ う に 想 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 （ Ｇ ） 励 起 源
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 レ ー ザ ー が 励 起 源 の 役 割 を 果 た す 。 レ ー ザ ー は 、 ヘ リ ウ ム ‐ ネ
オ ン ま た は ダ イ オ ー ド ・ レ ー ザ ー な ど の 、 安 価 な 種 類 の も の で あ っ て よ い 。 こ の よ う な レ
ー ザ ー の 操 作 寿 命 は 、 ５ ０ ， ０ ０ ０ 時 間 を 超 え る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 １ 実 施 形 態 で は 、 ダ イ オ ー ド ・ レ ー ザ ー を 使 用 し て Ｉ Ｒ ス ペ ク ト ル ま た は そ の 付 近 を 励
起 し 、 蛍 光 干 渉 を 最 小 限 に す る 。 使 用 す る 励 起 源 は 必 ず し も 単 色 で あ る 必 要 は な く 、 必 ず
し も 強 力 な 励 起 源 で あ る 必 要 も な い 。 ラ ン プ を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 効 果 は 、 表 面 を 直 接 照 射 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は プ ラ ズ モ ン ‐ 活 性 表 面 下
の 導 波 路 か ら の エ バ ネ ッ セ ン ト 波 に よ っ て 、 励 起 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 （ Ｈ ） ラ マ ン 標 識 プ ロ ー ブ
　 異 な る 特 異 性 を 有 す る 特 異 的 結 合 要 素 か ら 、 示 差 的 な 散 乱 パ タ ー ン を 有 す る 異 な る ラ マ
ン 活 性 標 識 を そ れ ぞ れ 備 え た い く つ か の 異 な る 種 類 の 結 合 体 を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ ろ
う 。 ア ッ セ イ に お い て こ れ ら の 結 合 体 を 混 合 す る こ と に よ っ て 、 同 じ サ ン プ ル 中 の い く つ
か の 異 な る 分 析 物 質 を 同 時 に 分 析 す る こ と が 可 能 に な る と 思 わ れ る 。 本 発 明 の 他 の 態 様 で
は 、 結 合 体 に ２ つ 以 上 の 異 な る ラ マ ン 標 識 を 含 め る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 留 意 す べ き 重 要 な こ と は 、 従 来 の 蛍 光 系 チ ッ プ 検 出 と は 対 照 的 に 、 １ 回 の レ ー ザ ー 励 起
を 使 用 し て 、 単 一 の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル か ら ラ マ ン 強 度 の 比 を 抽 出 可 能 で あ る こ と で あ る
。 さ ら に 、 利 用 可 能 な ラ マ ン 色 素 の 数 は 、 利 用 可 能 か つ 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 の 数 よ り は る
か に 多 い ２ ０ ， ２ １ ， ２ ６ 。 ラ マ ン 色 素 は 、 蛍 光 性 で あ っ て も 非 蛍 光 性 で あ っ て も よ い 。
色 素 分 子 に わ ず か な 化 学 修 飾 を 施 し て 新 し い 色 素 を 得 る こ と が 可 能 で あ る が 、 こ の ２ つ の
色 素 は ほ と ん ど 識 別 不 可 能 な 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 す に も か か わ ら ず 異 な る ラ マ ン ・ ス ペ ク
ト ル を 有 す る ２ ６ 。 し た が っ て 、 こ の ラ マ ン ・ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 に よ っ て 、 従 来 の 蛍
光 系 検 出 手 法 よ り も 融 通 の 利 く 可 能 性 が 高 く 、 利 用 可 能 か つ 重 複 の な い プ ロ ー ブ 群 が 大 き
く 、 多 重 化 能 力 が 高 く な る 。 こ の 手 法 は ラ ン ダ ム ・ ア レ イ に 拡 張 さ れ て お り 、 高 い 多 重 化
能 力 が 必 須 な ビ ー ズ 系 方 式 が 開 発 中 で あ る 。 　 （ Ｉ ） Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ の 増 強 （ 増 強 剤 ）
　 最 初 は 、 ラ マ ン 標 識 プ ロ ー ブ は 検 出 可 能 な Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 活 性 を ほ と ん ど 、 あ る い は 全 く 有 し
て い な い 。 銀 染 色 物 質 な ど の 染 色 物 質 に よ っ て 強 力 な Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ の 増 強 が も た ら さ れ る 。 支
持 体 を 使 用 す る と 検 出 可 能 な 変 化 を 生 み 出 す こ と が 可 能 で あ り 、 銀 染 色 に よ っ て さ ら に 増
強 す る こ と も 可 能 で あ る 。 銀 の 還 元 を 触 媒 す る 任 意 の 種 類 の ナ ノ 粒 子 を 用 い て 、 銀 染 色 を
実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。 貴 金 属 （ 例 え ば 金 お よ び 銀 ） で 作 製 さ れ た ナ ノ 粒 子 が 好 ま し
い 。 バ セ ル （ Bassell ） ら 、 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ セ ル ・ バ イ オ ロ ジ ー 誌 （ J.  Cell B
iol. ） 、 第 １ ２ ６ 巻 、 ｐ ． ８ ６ ３ ～ ８ ７ ６ 、 １ ９ ９ ４ 年 ； ブ ラ ウ ン ‐ ホ ー ラ ン ド （ Braun
-Howland ） ら 、 バ イ オ テ ク ニ ク ス 誌 （ Biotechniques ） 、 第 １ ３ 巻 、 ｐ ． ９ ２ ８ ～ ９ ３
１ 、 １ ９ ９ ２ 年 を 参 照 の こ と 。 核 酸 の 検 出 用 に 使 用 す る ナ ノ 粒 子 が 銀 の 還 元 を 触 媒 し な い
場 合 は 、 銀 イ オ ン を 核 酸 と 複 合 体 形 成 さ せ て 還 元 を 触 媒 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ブ ラ ウ ン
（ Braun ） ら 、 ネ イ チ ャ ー 誌 （ Nature） 、 第 ３ ９ １ 巻 、 ｐ ． ７ ７ ５ 、 １ ９ ９ ８ 年 を 参 照 の
こ と 。 さ ら に 、 核 酸 上 の リ ン 酸 基 と 反 応 す る こ と が 可 能 な 銀 染 色 物 質 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 銀 、 金 ま た は 銅 染 色 物 質 を 使 用 し て 、 前 に 記 載 し た も の を 含 め た 、 支 持 体 上 で 行 わ れ る

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-524849 A 2005.8.18



任 意 の ア ッ セ イ の 検 出 可 能 な 変 化 を 、 生 成 ま た は 増 大 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 特 に 銀 染
色 は 、 １ 種 類 の ナ ノ 粒 子 を 使 用 す る ア ッ セ イ の 感 度 を 著 し く 増 大 さ せ る の で 、 ナ ノ 粒 子 の
層 の 使 用 を 削 除 可 能 な こ と が 多 い こ と が わ か っ て き て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 （ Ｊ ） ラ マ ン 散 乱 の 検 出
　 い く つ か の 方 法 が 、 ラ マ ン 散 乱 を 検 出 す る た め に 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら は 一 般 に 、 様
々 な 種 類 の 分 光 計 と 共 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ に お い て は 、 そ の 主 な 測 定
は 、 特 定 の 波 長 で の 光 の 散 乱 強 度 の 測 定 で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ で は 、 励 起 ビ ー ム 由 来 の 強 烈 な
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 存 在 下 で 、 波 長 シ フ ト し た 散 乱 強 度 を 測 定 す る 必 要 が あ る 。 大 き な ス
ト ー ク ス シ フ ト を 有 す る ラ マ ン 活 性 物 質 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 こ の 測 定 が 簡 単 に な る
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 読 み 取 り 手 段 を さ ら に 単 純 化 す る た め の 、 い く つ か の 概 念 が 提 案 さ れ て い る 。 こ れ ら の
概 念 に は 、 散 乱 光 を 回 収 す る た め の 波 長 選 択 的 な ミ ラ ー 、 フ ィ ル タ 、 ま た は ホ ロ グ ラ フ ィ
ー 光 学 要 素 の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 入 射 光 ビ ー ム と 表 面 の 角 度 も 、 検 出 装 置 の 位 置 も 、 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ の 使 用 に は 重 要 で は な い 。
平 ら な 表 面 に 関 し て は 、 レ ー ザ ー ・ ビ ー ム の 表 面 を 、 垂 線 に 対 し て ６ ０ 度 に 配 置 す る こ と
が 一 般 的 に 行 わ れ 、 ビ ー ム と ９ ０ 度 ま た は １ ８ ０ 度 で の 検 出 が 標 準 的 で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 励
起 は 、 固 有 の サ ン プ ル 由 来 の 蛍 光 が 抑 制 さ れ る と 思 わ れ る 近 赤 外 線 範 囲 で 行 う こ と が 可 能
で あ る 。 光 導 波 路 に よ っ て 生 じ る エ バ ネ ッ セ ン ト 波 を 使 用 す る Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 系 リ ガ ン ド 結 合 ア
ッ セ イ を 行 う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 シ グ ナ ル を 現 像 す る 時 間 は 必 要 で は な い 。 な ぜ な ら 、 照 射 す る と す ぐ に 読 み 取 り が 始 ま
り 、 励 起 光 が 極 端 に 強 烈 で 化 学 変 化 が 起 き る の で は な い 限 り シ グ ナ ル を 消 失 さ せ ず に 望 む
だ け 長 く デ ー タ を 回 収 す る こ と が 可 能 だ か ら で あ る 。 光 吸 収 に 依 存 す る シ ス テ ム の よ う に
、 シ グ ナ ル が 過 剰 に 現 像 さ れ る こ と は あ り え な い 。 蛍 光 読 み 取 り シ ス テ ム と は 異 な り 、 Ｓ
Ｅ Ｒ Ｓ レ ポ ー タ ー 基 は 自 己 消 光 す る こ と は な い の で 、 プ ロ ー ブ 分 子 上 の ラ マ ン ・ レ ポ ー タ
ー 基 の 数 を 増 や す こ と に よ っ て 、 シ グ ナ ル を 増 強 す る こ と が 可 能 で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ 活 性 表
面 付 近 の 蛍 光 分 子 も 、 表 面 で 消 光 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 （ Ｋ ） 装 置
　 本 発 明 は 、 自 動 分 析 装 置 と し て の 使 用 に 適 合 可 能 で あ る 。 装 置 は 個 々 の ス ト ー ク ス シ フ
ト し た ス ペ ク ト ル 線 を モ ニ タ す る こ と に な る と 思 わ れ る の で 、 複 雑 な 単 色 光 分 光 器 シ ス テ
ム に 関 す る 必 要 性 は な い 。 ホ ロ グ ラ フ ィ ー 光 学 要 素 な ど の 、 当 分 野 の 現 況 の 光 学 技 術 に お
け る 近 年 の 進 展 に よ っ て 、 価 格 お よ び 複 雑 性 が 研 究 室 レ ベ ル の 装 置 よ り 低 い 適 切 な 分 光 計
の 設 計 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ の 結 果 と し て 得 ら れ る 光 学 的 読 み 取 り エ ネ ル ギ ー は 、 超 高 感 度 光 子 計 数 装 置 を
必 要 と す る 場 合 よ り も 高 い 。 実 際 、 現 在 使 用 さ れ て い る い く つ か の Ｓ Ｅ Ｒ Ｒ Ｓ 分 光 計 に は
、 シ リ コ ン ・ フ ォ ト ダ イ オ ー ド 検 出 装 置 が 組 み 込 ま れ て い る 。 研 究 室 レ ベ ル の 分 光 計 で 使
用 さ れ る 典 型 的 な 単 色 光 分 光 器 の 光 学 的 効 率 は １ ０ ％ 未 満 で あ る 。 前 述 の よ う な 光 学 材 料
お よ び 光 学 要 素 の 進 展 に よ っ て 、 数 種 の 特 定 の ス ペ ク ト ル 線 だ け に 専 用 の 簡 単 な 分 光 計 に
つ い て 光 学 的 効 率 を ２ ～ ３ 倍 の 増 大 さ せ る こ と が 可 能 と な る は ず で あ る 。 こ の こ と は 、 以
前 の 主 要 な 関 心 の １ つ 、 レ イ リ ー 散 乱 線 の 阻 止 に も 向 け ら れ る 。 コ ス ト の 著 し い 削 減 を 伴
っ て 、 一 般 的 な 単 色 光 分 光 器 シ ス テ ム の １ つ ま た は 複 数 段 階 の フ ィ ル タ を 、 最 新 フ ィ ル タ
の １ ０ － ９ レ ベ ル の 阻 止 能 力 に 置 き 換 え る こ と が 可 能 な は ず で あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 （ マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製 ）
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　 市 販 の ア レ イ 作 製 装 置 （ Ｇ Ｍ Ｓ 　 ４ １ ７ 　 ａ ｒ ｒ ａ ｙ ｅ ｒ 、 ゲ ノ テ ィ ッ ク マ イ ク ロ シ ス
テ ム ズ ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Genotic MicroSystems, Inc.） ） を 使 用 し て ５ ’ ‐ ヘ キ
シ ル チ オ ー ル ・ キ ャ ッ プ 構 造 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ６ ． ５
　 リ ン 酸 バ ッ フ ァ （ Ｐ Ｂ Ｓ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 ） 中 に １ ｍ Ｍ ） を ス ポ ッ ト す る こ と に よ り
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 捕 捉 鎖 を Ｓ Ｍ Ｐ Ｂ ‐ （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ ‐ （ マ レ ミ ド フ ェ ニ ル ）
‐ ブ チ レ ー ト ） 官 能 化 ス ラ イ ド グ ラ ス に 固 定 化 し た 。 チ ッ プ に 捕 捉 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
ス ポ ッ ト し た 後 （ 約 ２ ０ ０ μ ｍ ス ポ ッ ト ） 、 Ｓ Ｍ Ｐ Ｂ と ヘ キ シ ル チ オ ー ル ‐ キ ャ ッ プ 構 造
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の カ ッ プ リ ン グ 反 応 を す す め る た め に チ ッ プ を 恒 湿 器 内 に １ ２ 時 間
置 い た 。 次 い で 該 チ ッ プ を ナ ノ ピ ュ ア （ Nanopure： 登 録 商 標 ） 水 で 十 分 に 洗 浄 し た 。 チ ッ
プ を ヘ キ シ ル チ オ ー ル ‐ キ ャ ッ プ 構 造 ポ リ ア デ ニ ン （ Ａ １ ５ ） 溶 液 （ ０ ． １ ｍ Ｍ ） に ４ 時
間 浸 し た 後 、 ３ ‐ メ ル カ プ ト ‐ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 塩 溶 液 （ ０ ． ２ Ｍ ） に ３ ０
分 浸 し て 残 り の Ｓ Ｍ Ｐ Ｂ 部 位 を 処 理 す る こ と に よ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ス ポ ッ ト の 周 囲
の チ ッ プ 領 域 を 不 動 態 化 し た 。 最 後 に 、 チ ッ プ を ナ ノ ピ ュ ア 純 水 で 洗 浄 し 、 マ イ ク ロ ア レ
イ 遠 心 機 で 乾 燥 さ せ た （ ２ ０ ０ ０ ｇ ） 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 （ Ｃ ｙ ３ （ 登 録 商 標 ） 標 識 （ プ ロ ピ ル チ オ ー ル ） キ ャ ッ プ 構 造 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合
成 お よ び 精 製 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 ラ マ ン 標 識 が 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち ： （ ３ ’ Ｈ Ｓ ‐
‐ Ｃ ｙ ３ ‐ Ａ １ ０ ‐ Ａ Ａ Ｔ 　 Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ａ Ａ Ｃ 　 Ｇ Ｔ Ａ 　 Ｃ Ｃ Ｔ （ 図 １ ９ ａ の 配 列 番 号 １ ）
、 ３ ’ Ｈ Ｓ ‐ Ｃ ｙ ３ ‐ Ａ １ ０ ‐ Ｃ Ｔ Ｃ ‐ Ｃ Ｃ Ｔ ‐ Ａ Ａ Ｔ ‐ Ａ Ａ Ｃ ‐ Ａ Ａ Ｔ ） （ 図 １ の 配 列
番 号 ２ ５ ） の 合 成 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 市 販 の Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 （ Ｅ ｘ ｐ ｅ ｄ ｉ ｔ ｅ ： 商 標 ） を 使 用 し 、 Ｔ ｈ ｉ ｏ ｌ ‐ Ｍ ｏ ｄ ｉ ｆ ｉ
ｅ ｒ 　 Ｃ ３ 　 Ｓ ‐ Ｓ 　 Ｃ Ｐ Ｇ （ controlled-pore glass ） （ 商 品 名 ） の 固 相 支 持 体 上 で の
標 準 的 な ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 法 ５ に よ っ て 、 Ｃ ｙ ３ 標 識 （ プ ロ ピ ル チ オ ー ル ） キ ャ ッ
プ 構 造 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を １ μ ｍ ｏ ｌ ス ケ ー ル で 合 成 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の Ｃ
ｙ ３ ユ ニ ッ ト の 導 入 に は 、 Ｃ ｙ ３ ‐ Ｃ Ｅ ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト （ イ ン ド ジ カ ル ボ シ ア ニ ン （
indodicarbocyanine） ３ ， １ ’ ‐ Ｏ ‐ （ ４ ‐ モ ノ メ ソ キ シ ト リ チ ル ） ‐ １ ‐ Ｏ ‐ （ ２ ‐ シ
ア ノ エ チ ル ） ‐ （ Ｎ ， Ｎ ‐ ジ イ ソ プ ロ ピ ル ） ‐ ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト ） （ グ レ ン リ サ ー チ （
Glen Research ） ） を 使 用 し た 。 精 製 を 容 易 に す る た め 、 末 端 の ジ メ ト キ シ ト リ チ ル （ Ｄ
Ｍ Ｔ ） 保 護 基 は 除 去 し な か っ た 。 合 成 後 、 固 相 支 持 体 か ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 切 り 離 し
、 塩 基 か ら 保 護 基 を 除 去 す る た め に 、 Ｃ Ｐ Ｇ に 固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を １ ｍ ｌ
の 濃 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 中 で ５ ５ ℃ で ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 い ず れ の 場 合 も 、 ス ク
シ ニ ル エ ス テ ル 結 合 し て い る 固 相 支 持 体 か ら の 切 断 に よ っ て 、 （ メ ル カ プ ト プ ロ ピ ル ） オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ・ リ ン カ ー か ら な る 混 合 ジ ス ル フ ィ ド が 生
じ た 。 ア ン モ ニ ア を 蒸 発 さ せ た 後 、 Ｈ Ｐ 　 Ｏ Ｄ Ｓ 　 Ｈ ｙ ｐ ｅ ｒ ｓ ｉ ｌ （ 登 録 商 標 ） カ ラ ム
（ ３ ０ ０ Δ 、 ２ ５ ０ × １ ０ ｍ ｍ 、 保 持 時 間 ＝ ３ ２ 分 ） を 使 用 し た 分 離 用 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ
っ て 、 未 精 製 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 精 製 し た （ ０ ． ０ ３ Ｍ 　 ト リ エ チ ル 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム
（ Ｔ Ｅ Ａ Ａ ） 、 ｐ Ｈ ７ 、 お よ び １ ％ ／ 分 グ ラ ジ エ ン ト の ９ ５ ％ Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ ／ ５ ％ 　 ０ ． ０
３ Ｍ 　 Ｔ Ｅ Ａ Ａ 、 流 速 ３ ｍ Ｌ ／ 分 と し 、 Ｄ Ｎ Ａ の Ｕ Ｖ 吸 収 （ ２ ５ ４ ｎ ｍ お よ び ５ ５ ０ ｎ ｍ
） を モ ニ タ リ ン グ し た ） 。 ８ ０ ％ 酢 酸 溶 液 中 に 精 製 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ３ ０ 分 間 溶 解 さ
せ て Ｄ Ｍ Ｔ を 切 断 し た 後 、 蒸 発 さ せ た ； 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ５ ０ ０ μ Ｌ の 水 に 再 分 散
さ せ 、 該 溶 液 を 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た （ ３ × ３ ０ ０ μ Ｌ ） 。 溶 媒 を 蒸 発 さ せ た 後 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を ４ ０ ０ μ Ｌ の ０ ． １ Ｍ 　 ジ チ オ ト レ イ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） 、 ０ ． １ ７ Ｍ 　 リ
ン 酸 バ ッ フ ァ （ ｐ Ｈ ８ ） 溶 液 に 再 分 散 さ せ て （ 室 温 、 ２ 時 間 ） 、 ３ ’ ジ ス ル フ ィ ド を 切 断
し た 。 こ の 溶 液 の 分 割 物 （ ＜ １ ０ 　 Ｏ Ｄ ） を Ｎ Ａ Ｐ ‐ ５ （ 商 標 ） 脱 塩 カ ラ ム （ ア マ シ ャ ム
フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク Ａ Ｂ （ Amersham Pharmacia Biotech AB ） ） で 精 製 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
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　 （ Ｔ Ｍ Ｒ 、 Ｃ ｙ ３ ． ５ （ 登 録 商 標 ） お よ び Ｃ ｙ ５ （ 登 録 商 標 ） 標 識 （ プ ロ ピ ル チ オ ー ル
） キ ャ ッ プ 構 造 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 と 精 製 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 ラ マ ン 標 識 が 結 合 し た ３ 種 類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち ： ３ ’
Ｈ Ｓ ‐ ‐ Ｔ Ｍ Ｒ ‐ Ａ １ ０ ‐ Ａ Ａ Ｃ 　 Ｃ Ｇ Ａ 　 Ａ Ａ Ｇ 　 Ｔ Ｃ Ａ 　 Ａ Ｔ Ａ ［ 図 １ ９ ａ の 配 列 番
号 ２ ］ ； ３ ’ Ｈ Ｓ ‐ ‐ Ｃ ｙ ３ ． ５ ‐ Ａ １ ０ ‐ Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ｃ Ａ Ｔ 　 Ｔ Ｔ Ａ 　 Ｃ Ａ Ａ 　 Ｃ Ｃ Ｔ ［
図 １ ９ ａ の 配 列 番 号 ３ ］ ； お よ び ３ ’ Ｈ Ｓ ‐ ‐ Ｃ ｙ ５ ‐ Ａ １ ０ ‐ Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ａ Ｔ
　 Ａ Ａ Ｃ 　 Ａ Ａ Ｔ ［ 図 １ ９ ｂ の 配 列 番 号 ４ ］ の 合 成 に つ い て 説 明 す る 。 色 素 は 標 準 的 な 切
断 試 薬 （ ア ン モ ニ ア ） に 対 し て 感 受 性 な の で 、 非 常 に 穏 や か な 条 件 下 で 脱 保 護 反 応 を 実 施
で き る よ う に 、 こ こ で は 非 常 に 弱 い 塩 基 モ ノ マ ー （ グ レ ン リ サ ー チ （ Glen Rsearch） 由 来
） 、 す な わ ち フ ェ ノ キ シ ア セ チ ル （ Ｐ ａ ｃ ） 保 護 ｄ Ａ 、 ４ ‐ イ ソ プ ロ ピ ル ‐ フ ェ ノ キ シ ア
セ チ ル （ ｉ Ｐ ｒ ‐ Ｐ ａ ｃ ） 保 護 ｄ Ｇ 、 お よ び ア セ チ ル （ Ａ ｃ ） 保 護 ｄ Ｃ を 使 用 し た 。 Ｔ Ａ
Ｍ Ｒ Ａ ‐ ｄ Ｔ （ Ｔ Ｍ Ｒ ‐ ｄ Ｔ 、 ５ ’ ‐ ジ メ ト キ シ ト リ チ ル オ キ シ ‐ ５ ‐ ［ Ｎ ‐ （ （ テ ト ラ
メ チ ル ロ ー ダ ミ ニ ル ） ‐ ア ミ ノ ヘ キ シ ル ） ‐ ３ ‐ ア ク リ ル イ ミ ド ］ ‐ ２ ’ ‐ デ オ キ シ ウ リ
ジ ン ‐ ３ ’ ‐ ［ ２ ‐ シ ア ノ エ チ ル ］ ‐ （ Ｎ ， Ｎ ‐ ジ イ ソ プ ロ ピ ル ） ］ ‐ ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ
ト ］ 、 Ｃ ｙ ３ ． ５ ‐ Ｃ Ｅ ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト （ イ ン ド ジ カ ル ボ シ ア ニ ン 　 ３ ． ５ ， １ ’ ‐
Ｏ ‐ （ ４ ‐ モ ノ メ ト キ シ ト リ チ ル ） ‐ １ ‐ Ｏ ‐ （ ２ ‐ シ ア ノ エ チ ル ） ‐ （ Ｎ ， Ｎ ‐ ジ イ ソ
プ ロ ピ ル ） ‐ ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト ） お よ び Ｃ ｙ ５ ‐ Ｃ Ｅ ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト （ イ ン ド ジ カ
ル ボ シ ア ニ ン ５ ， １ ’ ‐ Ｏ ‐ （ ４ ‐ モ ノ メ ト キ シ ト リ チ ル ） ‐ １ ‐ Ｏ ‐ （ ２ ‐ シ ア ノ エ チ
ル ） ‐ （ Ｎ ， Ｎ ‐ ジ イ ソ プ ロ ピ ル ） ‐ ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト ） を 、 そ れ ぞ れ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 標 識 す る た め に 使 用 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 後 、 合 成 用 カ ラ ム の 内 容 物 を
２ ｍ Ｌ の 反 応 バ イ ア ル に 移 し 、 無 水 メ タ ノ ー ル に 溶 解 し た １ ｍ Ｌ の ０ ． ０ ５ Ｍ 　 炭 酸 カ リ
ウ ム 液 で 処 理 し た （ ４ 時 間 、 室 温 ） 。 そ の 後 、 支 持 体 か ら 上 清 を ピ ペ ッ テ ィ ン グ で 回 収 し
、 １ ． ５ ｍ Ｌ の ２ Ｍ 　 ト リ エ チ ル 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 中 和 し た 。 Ｃ ｙ ｓ ３ 標 識 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 合 成 に つ い て 前 述 し た よ う に 、 さ ら な る 精 製 を 行 っ た 。 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 保 持 時 間 は
そ れ ぞ れ 、 ２ ８ 分 （ Ｔ Ｍ Ｒ 標 識 プ ロ ピ ル チ オ ー ル ・ キ ャ ッ プ 構 造 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） 、
３ ２ 分 （ Ｃ ｙ ３ ． ５ 標 識 プ ロ ピ ル チ オ ー ル ・ キ ャ ッ プ 構 造 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） 、 ３ ０ 分
（ Ｃ ｙ ５ 標 識 プ ロ ピ ル チ オ ー ル ・ キ ャ ッ プ 構 造 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） で あ る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 （ ロ ー ダ ミ ン ６ Ｇ お よ び テ キ サ ス ・ レ ッ ド 標 識 （ プ ロ ピ ル チ オ ー ル ） キ ャ ッ プ 構 造 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 と 精 製 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 ラ マ ン 標 識 が 結 合 し た ２ 種 類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち ： ３ ’
Ｈ Ｓ ‐ ‐ Ｒ ｄ ‐ Ａ １ ０ ‐ Ｔ Ｃ Ａ 　 Ａ Ｃ Ａ 　 Ｔ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ｔ Ｃ Ｔ ［ 図 １ ９ ｂ の 配 列 番 号
５ ］ お よ び ３ ’ Ｈ Ｓ ‐ ‐ Ｔ Ｒ ‐ Ａ １ ０ ‐ Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｔ Ａ 　 Ａ Ａ Ｃ 　 Ｃ Ｔ Ｔ 　 Ａ Ｔ
Ｔ ［ 図 １ ９ ａ の 配 列 番 号 ６ ］ の 合 成 に つ い て 説 明 す る 。 図 ２ ４ を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は い ず れ も ２ 工 程 合 成 で 作 製 し た 。 第 １ 工 程 で は ア ミ ノ 修 飾 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド （ ３ ’ ‐ Ｓ ‐ Ｓ ‐ ‐ （ Ｎ Ｈ ２ ） ‐ Ａ １ ０ ‐ Ｔ Ｃ Ａ 　 Ａ Ｃ Ａ 　 Ｔ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｃ Ａ 　
Ｔ Ｃ Ｔ お よ び ３ ’ ‐ Ｓ ‐ Ｓ ‐ ‐ （ Ｎ Ｈ ２ ） ‐ Ａ １ ０ ‐ Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｔ Ａ 　 Ａ Ａ Ｃ 　
Ｃ Ｔ Ｔ 　 Ａ Ｔ Ｔ ） を 文 献 の 手 順 ５ に し た が っ て 合 成 し た 。 ａ ｍ ｉ ｎ ｏ ‐ ｍ ｏ ｄ ｉ ｆ ｉ ｅ ｒ
　 Ｃ ６ 　 ｄ Ｔ （ ５ ’ ‐ ジ メ ト キ シ ト リ チ ル ‐ ５ ‐ ［ Ｎ ‐ （ ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル ア ミ ノ ヘ
キ シ ル ） ‐ ３ ‐ ア ク リ ル イ ミ ド ］ ‐ ２ ’ ‐ デ オ キ シ ウ リ ジ ン ， ３ ’ ‐ ［ （ ２ ‐ シ ア ノ エ チ
ル ） ‐ （ Ｎ ， Ｎ ‐ ジ イ ソ プ ロ ピ ル ） ］ ‐ ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト ） を Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 （ Ｅ ｘ ｐ ｅ
ｄ ｉ ｔ ｅ ） の ポ ジ シ ョ ン ５ に セ ッ ト し 、 従 来 の 自 動 合 成 に よ っ て ア ミ ノ 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 合 成 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 切 断 、 脱 保 護 お よ び 精 製 は 、 Ｃ ｙ ３ 修 飾 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 に つ い て 説 明 し た 手 順 （ 上 記 ） に し た が っ て 行 っ た （ 保 持 時 間 ＝ ２ ６
分 ） 。 第 ２ 工 程 で は ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 修 飾 Ｒ ｈ ｏ ｄ ６ Ｇ （ ５ ‐ カ ル ボ キ シ ル ‐ ロ ー
ダ ミ ン ６ Ｇ 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル ） お よ び テ キ サ ス ・ レ ッ ド （ Ｔ ｅ ｘ ａ ｓ 　 Ｒ ｅ ｄ
‐ Ｘ ‐ ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル ） を そ れ ぞ れ 、 ア ミ ノ 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ
せ た 。 標 準 的 な 実 験 で は 、 ア ミ ノ 修 飾 さ れ た ア ル キ ル チ オ ー ル ・ キ ャ ッ プ 構 造 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド （ ０ ． １ ５ μ ｍ ｏ ｌ ） を ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ （ ０ ． １ Ｍ 、 ｐ Ｈ ＝ ８ ． ５ 、
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０ ． ５ ｍ ｌ ） に 溶 か し 、 ２ ． ５ ｍ ｇ の ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 修 飾 Ｒ ｈ ｏ ｄ ６ Ｇ （ も し く
は テ キ サ ス ・ レ ッ ド ） を 含 む Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 溶 液 （ １ ５ ０ μ ｌ ） を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の バ ッ フ
ァ 溶 液 に 添 加 し た （ 図 ２ ４ ） 。 溶 液 を 室 温 で １ ２ 時 間 か き 混 ぜ た 後 、 Ｒ ｈ ｏ ｄ ６ Ｇ （ も し
く は テ キ サ ス ・ レ ッ ド ） 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を エ タ ノ ー ル 沈 殿 （ ３ 回 ） お よ び 前 述 の
条 件 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を さ ら に 行 う こ と に よ り 精 製 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ８ １ 】
　 （ Ｄ Ｎ Ａ 検 出 ア ッ セ イ ）
　 標 準 的 な Ｄ Ｎ Ａ 検 出 の 実 験 で は 、 ３ 成 分 サ ン ド イ ッ チ ・ ア ッ セ イ を マ イ ク ロ ア レ イ 方 式
で 使 用 す る （ 図 １ ） 。 特 定 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の 存 在 を モ ニ タ す る た め に 、 Ｃ ｙ ３ 修 飾 ア ル キ
ル チ オ ー ル ・ キ ャ ッ プ 構 造 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 で 修 飾 し た 金 ナ ノ 粒 子 （ 直 径 １ ３ ± ２ ｎ
ｍ ） を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。 こ れ ら の ナ ノ 粒 子 結 合 体 は 、 本 願 明 細 書 に 全 体 を 援 用 す
る ２ ０ ０ ３ 年 １ 月 １ ４ 日 発 行 の 米 国 特 許 第 ６ ， ５ ０ ６ ， ５ ６ ４ 号 （ ナ ノ ス フ ェ ア ー 　 イ ン
コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Nanosphere, Inc.） 、 譲 受 人 ） に 記 載 の エ イ ジ ン グ 法 （ a ging proce
ss ） に 従 っ て 調 製 し た 。 平 均 し て １ １ ０ 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 が １ ３ ｎ ｍ の 各 金 ナ
ノ 粒 子 上 に 結 合 し て い る 。 ラ マ ン 散 乱 断 面 積 が 大 き い こ と か ら Ｃ ｙ ３ 基 を ラ マ ン 標 識 と し
て 選 択 し た ２ ３ 。 適 切 な １ ５ ｍ ｅ ｒ の 捕 捉 鎖 を ス ポ ッ ト し た チ ッ プ を 、 室 温 の 恒 湿 器 中 で
、 ３ ０ ｍ ｅ ｒ の 標 的 配 列 （ １ ０ ０ ｐ Ｍ ） を 含 む ０ ． ６ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液
（ １ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 、 ｐ Ｈ ７ ） で コ ー テ ィ ン グ し た 。 ４ 時 間 後 、 チ ッ プ を ０ ． ６ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 で ４ 回 洗 浄 し て 非 特 異 的 に 結 合 し た 標 的 を 除 去 し た 。 次 に 、 標
的 配 列 の 突 出 し て い る 領 域 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る た め に 、 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ の ０ ． ６ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 （ ２ ｎ Ｍ ） で チ ッ プ を １ ． ５ 時 間 処 理 し た （ 図 １ ） 。 次
い で ０ ． ６ Ｍ 　 硝 酸 ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 で チ ッ プ を 洗 浄 し て 、 塩 素 イ オ ン お よ び 非 特 異
的 に 結 合 し た ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ を 除 去 し た 。 チ ッ プ を 直 ち に 銀 増 強 溶 液 （ テ ッ ド ペ ラ ・ イ
ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Ted Pella, Inc） 社 ） で ８ 分 間 処 理 し 、 続 い て ナ ノ ピ ュ ア 水 で リ ン
ス し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 遠 心 機 で 乾 燥 さ せ た （ ２ ０ ０ ０ ｇ ） 。 チ ッ プ に は 肉 眼 で も 観 察 可 能
な グ レ ー ・ ス ポ ッ ト が 現 れ る が 、 文 献 の 手 順 ８ に よ り 平 台 ス キ ャ ナ （ Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ
ｎ 　 １ ６ ０ ０ 、 エ プ ソ ン ） を 用 い て 画 像 化 が 可 能 で あ る （ 図 ２ Ａ お よ び Ｂ ） 。 グ レ ー ・ ス
ポ ッ ト を ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 中 で ラ マ ン 分 光 法 に よ り 画 像 化 す る こ
と も 可 能 で あ る （ Ｓ ｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｒ ａ ｍ ａ ｎ 　 ６ ３ ３ 分 光 計 、 デ ィ テ ク シ ョ ン ・ リ ミ
ッ ト ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Detection Limit Inc.） 社 、 ３ ０ ｍ Ｗ 　 Ｈ ｅ ‐ Ｎ ｅ レ ー ザ
ー ） （ 図 ２ Ｃ ） 。 チ ッ プ を ０ ． ６ ５ 　 Ｎ ． Ａ ． ア ダ プ タ （ ２ ５ μ ｍ レ ー ザ ー ・ ス ポ ッ ト ）
を 備 え た 光 フ ァ イ バ ー プ ロ ー ブ で ス キ ャ ン し た と こ ろ 、 各 ス ポ ッ ト は １ １ ９ ２ ｃ ｍ － １ で
一 貫 し た 強 い ラ マ ン 応 答 を 示 し て い る （ 図 ２ Ｄ ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 銀 増 強 処 理 を 行 う 前 に は 、 肉 眼 で は ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ を 観 察 不 可 能 で あ り 、 ラ マ ン 散 乱
シ グ ナ ル は 検 出 不 可 能 で あ っ た （ 図 ２ Ａ ） 。 こ れ は 、 こ の 状 態 に あ る 未 現 像 の ナ ノ 粒 子 （
直 径 １ ３ ｎ ｍ ） に つ い て は 電 磁 場 の 増 強 が な い か ら で あ る ２ ４ ～ ２ ６ 。 当 該 サ イ ズ の 密 集
し た 金 ナ ノ 粒 子 は 表 面 増 強 ラ マ ン 散 乱 を 増 強 し 得 る と の 報 告 も あ る ２ ７ － ３ ０ 。 し か し な
が ら 、 技 術 的 に 意 味 の あ る 標 的 濃 度 （ ＜ １ ｎ Ｍ ） で の Ｄ Ｎ Ａ 検 出 の 場 合 、 そ の よ う な 効 果
を 生 む に は ナ ノ 粒 子 の 間 隔 が 大 き す ぎ る 。 銀 に よ る 増 強 処 理 後 に は Ｃ ｙ ３ 標 識 ナ ノ 粒 子 プ
ロ ー ブ の 周 囲 で 銀 粒 子 が 大 き く な り 、 大 き な ラ マ ン 散 乱 増 強 を も た ら す こ と が 可 能 に な る
。 一 般 に 、 得 ら れ る ス ペ ク ト ル は 、 銀 粒 子 上 の ロ ー ダ ミ ン ６ Ｇ 分 子 の 研 究 で ブ ラ ス （ Brus
） ら が 報 告 し た よ う な 、 シ ャ ー プ な ラ マ ン 線 （ 約 １ ５ ｃ ｍ － １ ～ ３ ０ ｃ ｍ － １ ） と 付 随 す
る ブ ロ ー ド な 基 調 連 続 線 の 両 方 を 含 ん で い る ３ ０ － ３ １ 。 重 要 な の は 、 ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ
ル が 、 ほ と ん ど 粒 子 上 に 固 定 化 さ れ た Ｃ ｙ ３ 色 素 分 子 か ら の み 生 じ て い る こ と で あ る 。 ガ
ラ ス 表 面 上 の 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 溶 媒 分 子 お よ び ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ ‐ （ マ レ イ ミ ド
フ ェ ニ ル ） ‐ ブ チ レ ー ト （ Ｓ Ｍ Ｐ Ｂ ） 等 の 他 の 分 子 種 か ら は シ グ ナ ル は 全 く 観 察 さ れ な か
っ た 。 さ ら に 、 各 々 の ラ マ ン 線 の ラ マ ン 散 乱 周 波 数 は ど の 実 験 に お い て も 一 定 値 を 示 し 、
偏 差 は ２ ｃ ｍ － １ 以 下 で あ る 。 Ｃ ｙ ３ 標 識 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ か ら 一 定 し た Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ シ グ ナ
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ル が 測 定 さ れ た こ と か ら 、 Ｃ ｙ ３ の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 、 分 光 学 的 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト
と し て 特 定 の 標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 存 在 を モ ニ タ す る の に 使 用 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 （ 低 濃 度 （ 例 ： ２ ０ ｆ Ｍ ） の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 ）
　 一 般 的 な 実 験 に お い て は 、 適 切 な 捕 捉 鎖 を ス ポ ッ ト し た チ ッ プ （ 図 ３ Ａ ） を 、 鎖 長 ３ ０
ｍ ｅ ｒ の 標 的 配 列 （ ２ ０ ｆ Ｍ ） を 含 む ０ ． ７ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 （ １ ０
ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 、 ｐ Ｈ ７ ） で 、 恒 湿 器 中 で 室 温 に て コ ー テ ィ ン グ し た 。 ８ 時 間 後 、 チ ッ プ を
０ ． ７ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 で 洗 浄 し て 非 特 異 的 に 結 合 し た 標 的 を 除 去 し
た 。 次 に 、 標 的 配 列 の 突 出 し て い る 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る た め に 、 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー
ブ の ０ ． ７ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 （ ５ ０ ０ ｐ Ｍ ） で チ ッ プ を ３ 時 間 処 理 し
た （ 図 ３ Ａ ） 。 塩 素 イ オ ン お よ び 非 特 異 的 に 結 合 し た ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ を 除 去 す る た め に
、 ０ ． ７ ５ Ｍ 　 硝 酸 ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 で チ ッ プ を 洗 浄 し た 。 該 チ ッ プ を 直 ち に 銀 増 強
溶 液 （ テ ッ ド ペ ラ ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド 社 ） で １ ５ 分 間 処 理 し 、 続 い て ナ ノ ピ ュ ア 水 で
リ ン ス し て か ら マ イ ク ロ ア レ イ 遠 心 機 で 乾 燥 さ せ た （ ２ ０ ０ ０ ｇ ） 。 チ ッ プ 上 の ス ポ ッ ト
は 、 乾 燥 状 態 で 平 台 ス キ ャ ナ で 画 像 化 し て も よ い し （ 図 ３ Ｂ ） 、 湿 潤 状 態 （ ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ
ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ 、 Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 ） で ラ マ ン 分 光 法 に よ っ て 画 像 化 す る こ と も 可 能 で
あ る （ 図 ３ Ｃ お よ び ３ Ｄ ） 。 こ の 技 法 を 用 い た 現 時 点 で の 最 適 化 さ れ て い な い 検 出 限 界 は
１ ０ ｆ Ｍ で あ る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 （ 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 的 の 検 出 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 複 数 の ラ マ ン 標 識 プ ロ ー ブ を 使 用 し た 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 検
出 に つ い て 説 明 す る 。 個 別 か つ 測 定 可 能 な Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ シ グ ナ ル を 備 え た 多 数 の プ ロ ー ブ を 作
製 す る た め に 、 実 施 例 ５ で 記 述 し た 方 法 と Ｃ ｙ ３ 以 外 の 色 素 で 官 能 化 し た ナ ノ 粒 子 プ ロ ー
ブ と を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に よ っ て 、 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 的 を 同 時
に 多 重 検 出 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ の 点 を 実 証 す る た め に 、 標 準 的 な Ｄ Ｎ Ａ 自 動 合 成 で
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 可 能 な 、 ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル の 異 な る ６ 種 類 の 市 販 の 色 素 を 選
択 し た 。 ラ マ ン 標 識 し オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 し た ６ 種 類 の 金 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ を 作 製 し
た が 、 そ れ ら は 、 以 下 の 統 計 的 に 固 有 な ３ ０ ～ ３ ６ ｍ ｅ ｒ の 配 列 、 す な わ ち ： Ａ ） Ａ 型 肝
炎 ウ イ ル ス Ｖ ａ ｌ ｌ ７ ポ リ プ ロ テ イ ン 遺 伝 子 （ Ｈ Ｖ Ａ ） 、 （ Ｂ ） Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗
原 遺 伝 子 （ Ｈ Ｖ Ｂ ） 、 （ Ｃ ） Ｈ Ｉ Ｖ 、 （ Ｄ ） エ ボ ラ ・ ウ イ ル ス （ Ｅ Ｖ ） 、 （ Ｅ ） 痘 瘡 ウ イ
ル ス （ 天 然 痘 、 Ｖ Ｖ ） お よ び （ Ｆ ） 炭 疽 菌 （ Ｂ Ａ ） 防 御 抗 原 遺 伝 子 、 に 相 補 的 な 配 列 を 備
え る も の と し た （ 図 ４ ） ３ ２ 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ を 使 っ て 、 ６ 種 類 の 標 的 分 析 物 質 に 対 す
る 新 し い ラ マ ン 走 査 技 術 の 多 重 検 出 能 力 を 示 す こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ の シ ス テ ム の 選 択 性 を 評 価 し 、 か つ 異 な る 標 的 の 混 合 物 を 含 む 溶 液 中 で の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の
数 と 種 類 の 決 定 能 力 を 評 価 す る た め に 、 ８ つ の 個 別 の テ ス ト を 行 っ た （ 図 ４ お よ び ５ ） 。
す べ て の 実 験 に お い て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の 濃 度 を 一 定 に 保 ち （ 各 々 １ ０ ０ ｐ Ｍ ） 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 前 述 の と お り と し た 。 最 初 の テ ス ト で は （ 図 ５ 、 列 １ ） 、 す べ て の ス
ポ ッ ト が 銀 沈 着 に よ る 同 じ 強 度 の グ レ ー 色 を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 ラ マ ン 走 査 法 を
用 い る こ と に よ り こ れ ら の ス ポ ッ ト を 容 易 に 識 別 す る こ と が 可 能 で あ り 、 銀 を 含 ん で い る
ス ポ ッ ト の 分 光 学 的 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト に よ っ て 正 確 な ラ マ ン 標 識 が ひ と た び 決 定 さ れ れ
ば 、 こ れ に よ っ て 標 的 配 列 を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 分 析 を 単 純 化 す る た め に 、 各 々
の ラ マ ン 標 識 プ ロ ー ブ に 対 応 し た 色 （ 四 角 形 ボ ッ ク ス ） （ 図 ４ お よ び 図 ５ Ｂ ） を 割 り 当 て
た 。 最 初 の テ ス ト （ 図 ５ Ａ ） で は ６ 種 類 の 標 的 を す べ て 存 在 さ せ た が 、 い ず れ も 平 台 ス キ
ャ ナ に よ る 測 定 で は 強 い グ レ ー ・ ス ケ ー ル 値 を 示 し 、 予 想 通 り の ラ マ ン ・ フ ィ ン ガ ー プ リ
ン ト を 示 し て い る 。 次 の ７ つ の 実 験 で は 、 多 重 検 出 に 対 す る こ の 方 法 の 適 合 性 を 評 価 す る
た め に 、 １ つ ま た は 複 数 の 標 的 を 意 図 的 に 除 去 し た 。 単 色 グ レ ー ・ ス ケ ー ル 法 で は 、 交 差
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 き て い る か ど う か を 判 定 す る こ と は で き な い と い う こ と に 留
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意 さ れ た い 。 し か し な が ら 、 こ の 「 多 色 」 走 査 型 ラ マ ン 測 定 法 で 各 ス ポ ッ ト の Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ ス
ペ ク ト ル を 注 意 深 く 調 べ る こ と に よ り 、 ど の 標 識 が ど の ス ポ ッ ト を 形 成 し て い る の か を 決
定 す る こ と が で き る 。 配 列 が 全 く 異 な っ て い る 図 ５ の 実 験 で は 、 各 標 的 か ら 予 想 さ れ る 分
光 プ ロ ー ブ の 痕 跡 以 外 に は 、 検 出 可 能 な ラ マ ン 線 は 実 際 上 全 く な い こ と が 判 明 し た 。 こ の
こ と は 種 類 の 異 な る 標 的 と プ ロ ー ブ の 間 で 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 き て い な い こ
と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 注 意 す べ き こ と は 、 得 ら れ た Ｓ Ｅ Ｒ Ｓ シ グ ナ ル が 、 ラ マ ン 色 素 で 標 識 さ れ た 金 粒 子 が 銀
形 成 を 始 め た 支 持 体 領 域 だ け か ら 生 じ て い る と い う こ と で あ る 。 そ れ ゆ え に 、 こ の 「 多 色
」 走 査 型 ラ マ ン 検 出 法 は 、 金 粒 子 が 存 在 し な い 場 で の 銀 沈 着 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ
グ ナ ル を 記 録 し な い 。 こ の こ と は 、 前 述 の グ レ ー ・ ス ケ ー ル の 走 査 法 の 場 合 、 特 に 著 し く
低 濃 度 （ ＜ ５ ０ ｆ Ｍ ） の 標 的 の 場 合 に は あ て は ま ら な い 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 （ オ リ ゴ ・ リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ ） 標 的 に お け る 一 塩 基 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） の 識 別 と 限 定 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 一 塩 基 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） を 識 別 す る た め の 検 出 シ ス テ ム に お け る 、 ラ マ
ン 標 識 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 利 用 に つ い て 記 述 す る が 、 遺 伝 子 発 現 の 研 究 の 場 合
、 単 一 ス ポ ッ ト の シ グ ナ ル に 限 定 可 能 な Ｒ Ｎ Ａ 検 出 方 法 が 望 ま れ る 。 よ く 知 ら れ て い る こ
と だ が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 十 分 に 官 能 化 さ れ た ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ は 非 常 に 鋭 い 熱 誘 発
性 変 性 遷 移 を 示 し 、 そ の 結 果 Ｄ Ｎ Ａ 検 出 に お け る 従 来 の フ ル オ ロ フ ォ ア 分 子 プ ロ ー ブ よ り
も 実 質 的 に 高 い 選 択 性 が も た ら さ れ る ５ 、 ８ 、 ９ 。 し か し な が ら Ｒ Ｎ Ａ 検 出 と の 関 連 に お
い て は こ れ ら の プ ロ ー ブ の 挙 動 に つ い て は 何 も わ か っ て い な い 。 ラ マ ン 分 光 に 基 づ く こ の
シ ス テ ム の 選 択 性 お よ び Ｓ Ｎ Ｐ 標 的 の 同 定 能 力 を さ ら に 評 価 す る た め に 、 同 じ 捕 捉 Ｄ Ｎ Ａ
鎖 に 結 合 し 得 る が 、 プ ロ ー ブ 結 合 領 域 に １ 塩 基 変 異 を 有 す る ２ 種 類 の Ｒ Ｎ Ａ 標 的 （ 標 的 １
： Ｔ １ 、 正 常 ； 標 的 ２ ： Ｔ ２ 、 １ 塩 基 の 差 異 あ り 、 図 ６ ） を 選 択 し た 。 従 っ て 、 こ れ ら の
２ 種 類 の Ｒ Ｎ Ａ 標 的 鎖 を 識 別 す る た め に 、 配 列 と ラ マ ン 標 識 が 異 な る ２ 種 類 の Ｄ Ｎ Ａ 官 能
化 プ ロ ー ブ （ プ ロ ー ブ １ ： Ｐ １ 、 プ ロ ー ブ ２ ： Ｐ ２ ） が 必 要 で あ る （ 図 ６ ） 。 ２ 種 類 の 標
的 （ Ｔ １ 、 Ｔ ２ ） を い か に 識 別 し 得 る か と い う こ と だ け で な く 、 ２ 種 類 の 標 的 の 混 合 物 を
い か に 半 定 量 的 な 方 法 で 分 析 し 得 る の か を 実 証 す る た め に ７ 種 の 個 別 テ ス ト を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 標 準 的 な 実 験 で は 、 適 切 な 捕 捉 鎖 （ 図 ６ ） を Ｓ Ｍ Ｐ Ｂ 官 能 化 ス ラ イ ド グ ラ ス に ４ 連 に ス
ポ ッ ト し た 。 こ れ ら の ス ラ イ ド グ ラ ス を 、 混 合 物 で な い Ｒ Ｎ Ａ 標 的 １ も し く は 標 的 ２ 、 ま
た は 標 的 １ と ２ の 混 合 物 （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 総 濃 度 １ ｎ Ｍ ） を 含 む ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ
‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 （ １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 、 ｐ Ｈ ７ ） で 恒 湿 器 中 に て 室 温 で コ ー テ ィ ン グ し
た 。 ２ 時 間 後 、 チ ッ プ を ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 で ４ 回 洗 浄 し 、 非 特 異
的 に 結 合 し た 標 的 を 除 去 し た 。 次 に 、 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ （ ２ ｎ Ｍ 、 プ ロ ー ブ １ ： プ ロ ー ブ
２ ＝ １ ： １ ） を 含 む ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ － Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 で チ ッ プ を １ ． ５ 時 間 処 理
し て 、 標 的 配 列 の 突 出 し て い る 領 域 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た （ 図 ７ ） 。 チ ッ プ を ０ ． ３ Ｍ
硝 酸 ナ ト リ ウ ム ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 で 洗 浄 し て 塩 素 イ オ ン と 非 特 異 的 に 結 合 し た ナ ノ 粒
子 プ ロ ー ブ を 除 去 し た 。 チ ッ プ を 銀 増 強 に よ り 現 像 す る と 、 標 的 の 比 が 異 な る グ レ ー ・ ス
ポ ッ ト に つ い て の ラ マ ン 測 定 で は 、 類 似 の ス ペ ク ト ル を 生 じ （ 図 ８ ） 、 そ れ ら は プ ロ ー ブ
１ お よ び プ ロ ー ブ ２ を 等 量 ず つ 含 む 試 料 の ス ペ ク ト ル と ほ と ん ど 同 一 で あ る 。 こ の 結 果 は
、 チ ッ プ 上 に プ ロ ー ブ １ と プ ロ ー ブ ２ が 等 量 ず つ 存 在 す る こ と を 示 す 。 こ れ は 、 完 全 に 塩
基 配 列 が 適 合 （ マ ッ チ ） し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ２ 本 鎖 と １ 塩 基 が 不 適 合 （ ミ ス マ ッ チ ）
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ２ 本 鎖 で は 、 安 定 性 が 同 程 度 で あ る か ら で あ り 、 従 っ て ナ ノ 粒 子 プ
ロ ー ブ （ １ お よ び ２ ） は 、 ど の 標 的 比 に お い て も ほ と ん ど 等 し い 量 で チ ッ プ 上 の ス ポ ッ ト
に 結 合 し た 。 こ の 条 件 化 で は ２ 種 類 の 標 的 を 識 別 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ れ ら の 各 テ ス ト で は 、 恒 湿 器 中 で 、 Ｔ １ と Ｔ ２ を 異 な る 比 率 （ 総 濃 度 ＝ １ ｎ Ｍ ） で 含
む ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 で ス ラ イ ド グ ラ ス を 処 理 し た 。 ２ 時 間 後 、 非
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特 異 的 に 結 合 し た 標 的 を 除 去 す る た め に 、 チ ッ プ を ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ
溶 液 で 洗 浄 し た 。 次 に 、 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ （ Ｐ １ お よ び Ｐ ２ の 比 率 は １ ： １ 、 総 濃 度 ２ ｎ
Ｍ ） で チ ッ プ を １ ． ５ 時 間 処 理 し て 、 標 的 配 列 の 突 出 し て い る 領 域 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
た （ 図 ６ ） 。 チ ッ プ を ０ ． ３ Ｍ 　 硝 酸 ナ ト リ ウ ム ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ で 洗 浄 し て 塩 素 イ オ ン
お よ び 非 特 異 的 に 結 合 し た ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ を 除 去 し た 。 ４ 通 り の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 組 合 せ 、 す な わ ち Ｔ １ ： Ｐ １ 、 Ｔ ２ ： Ｐ ２ 、 Ｔ １ ： Ｐ ２ 、 Ｔ ２ ： Ｐ １ が 可 能 で あ る こ
と に 注 意 さ れ た い （ 図 ６ ） 。 チ ッ プ を 予 め 厳 密 （ ス ト リ ン ジ ェ ン ト ） に 洗 浄 せ ず に 銀 増 強
で 現 像 す る と 、 異 な る 溶 液 標 的 比 に 対 応 す る グ レ ー ・ ス ポ ッ ト 上 の ラ マ ン 測 定 結 果 は ７ 種
類 の 実 験 の す べ て に お い て ほ ぼ 同 一 の ス ペ ク ト ル を 生 じ る が 、 こ れ ら の ス ペ ク ト ル は 、 プ
ロ ー ブ １ お よ び プ ロ ー ブ ２ を １ ： １ の 比 率 で 含 む 試 料 の ス ペ ク ト ル と も ほ ぼ 同 一 で あ る （
補 足 情 報 参 照 ） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ス ポ ッ ト 上 の 標 的 分 子 の 組 成 に か か わ ら ず 、 プ ロ ー
ブ １ と ２ が チ ッ プ 上 の ス ポ ッ ト に 等 し い 量 で 結 合 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 従 っ て 、 ス ポ ッ ト 上 の 標 的 の 組 成 を 同 定 す る た め に 、 塩 も し く は 温 度 に よ る 厳 密 な 洗 浄
が 行 わ な け れ ば な ら な い 。 よ っ て 、 不 完 全 な ２ 本 鎖 （ Ｔ １ ： Ｐ ２ お よ び ／ も し く は Ｔ ２ ：
Ｐ １ 、 図 ６ Ｃ お よ び ６ Ｄ ） を 選 択 的 に 変 性 さ せ る が 完 全 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か
ら 形 成 さ れ た ２ 本 鎖 （ Ｔ １ ： Ｐ １ お よ び ／ も し く は Ｔ ２ ： Ｐ ２ 、 図 ６ Ａ お よ び ６ Ｂ ） は 変
性 さ せ な い 、 塩 （ ８ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ‐ Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ ） に よ る 厳 密 な 洗 浄 を 行 っ た ９ 。 こ
の よ う な 厳 密 な 洗 浄 と そ れ に 続 く 銀 染 色 を 行 っ た 後 に 、 グ レ ー ・ ス ポ ッ ト 上 の ラ マ ン 測 定
を 利 用 し て 、 得 ら れ た ス ペ ク ト ル か ら ス ポ ッ ト 上 の 標 的 の 組 成 を 容 易 に 同 定 す る こ と が 可
能 で あ る 。 混 合 物 で な い Ｒ Ｎ Ａ 標 的 １ も し く は Ｒ Ｎ Ａ 標 的 ２ の み が 存 在 す る テ ス ト で は 、
プ ロ ー ブ １ も し く は プ ロ ー ブ ２ に 応 じ た シ グ ナ ル の み が そ れ ぞ れ 観 察 さ れ た （ 図 ９ の Ｂ 「
ａ 」 お よ び 「 ｇ 」 を 比 較 さ れ た い ） 。 混 合 物 を 用 い た 実 験 で は 、 両 プ ロ ー ブ に 対 す る シ グ
ナ ル （ Ｉ １ ： １ ６ ５ ０ ｃ ｍ － １ （ プ ロ ー ブ １ ） 、 Ｉ ２ ： １ ５ ８ ８ ｃ ｍ － １ （ プ ロ ー ブ ２ ）
） が 検 出 さ れ た が 、 シ グ ナ ル 強 度 の 比 率 は 個 々 の 実 験 に お け る ２ 種 類 の 標 的 の 比 率 に 比 例
す る （ 図 ９ Ｂ の 挿 入 図 ） 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ９ １ 】
　 （ タ ン パ ク 質 の ス ク リ ー ニ ン グ ： 小 分 子 相 互 作 用 ）
　 こ の ラ マ ン 検 出 方 式 は 、 タ ン パ ク 質 ‐ 小 分 子 間 お よ び タ ン パ ク 質 ‐ タ ン パ ク 質 間 の 相 互
作 用 に 関 す る タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ へ の 応 用 に お い て も 使 用 可 能 で あ る 。 タ ン パ ク 質
‐ 小 分 子 間 の 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 、 無 関 係 の ３ 種 類 の 小 分 子 で あ っ て 、 そ の 特 異 的
な 受 容 体 タ ン パ ク 質 が 入 手 可 能 な 小 分 子 、 す な わ ち ： ビ オ チ ン お よ び 抗 ビ オ チ ン マ ウ ス モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； Ｄ Ｉ Ｇ （ ス テ ロ イ ド ・ ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ） お よ び 抗 Ｄ Ｉ Ｇ マ ウ ス モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ； Ｄ Ｎ Ｐ （ ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） お よ び 抗 Ｄ Ｎ Ｐ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
選 択 し た 。 こ の ３ 種 類 の 小 分 子 を 、 ラ マ ン 色 素 で 官 能 化 し た 金 粒 子 で 標 識 し た （ 金 ナ ノ 粒
子 （ 直 径 １ ３ ｎ ｍ ） は 、 小 分 子 キ ャ ッ プ 構 造 の 、 ラ マ ン 色 素 お よ び ア ル キ ル チ オ ー ル で 官
能 化 し た ポ リ ア デ ニ ン （ Ａ ２ ０ ） で 修 飾 し た （ 図 １ １ Ａ ） ） 。 標 準 的 な 検 出 実 験 で は 、 ３
組 す べ て の タ ン パ ク 質 を 、 市 販 の ア レ イ 作 製 装 置 を 使 用 し て タ ン パ ク 質 溶 液 （ ２ ０ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ 、 ５ ％ グ リ セ ロ ー ル ） を ス ポ ッ ト す る こ と に よ り 、 ア ル デ ヒ ド で 官 能 化 し た ス ラ イ
ド グ ラ ス 上 に ３ 連 で 固 定 化 し た （ 図 １ １ Ａ ） ３ ３ 、 ３ ４ 。 恒 湿 器 中 で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 後 に 、 該 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 、 ０ ． ５ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） を 含 む Ｐ Ｂ
Ｓ バ ッ フ ァ （ ０ ． １ ７ ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ２ ７ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ４ ． ３ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ
Ｏ ４ 、 １ ． ４ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ＝ ７ ． ４ ） で 洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 上 の 無 反
応 ア ル デ ヒ ド を 不 動 態 化 す る た め に 同 溶 液 中 に ４ 時 間 浸 漬 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 （ ０ ． １ ７ ３
Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ２ ７ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ４ ． ３ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ． ４ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｈ

２ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ＝ ７ ． ４ ） で 洗 浄 後 、 ラ マ ン 標 識 し た 小 分 子 プ ロ ー ブ で 該 タ ン パ ク 質 チ ッ
プ を 処 理 し た （ ４ ℃ 、 ２ 時 間 ） 。 バ ッ フ ァ 溶 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｎ Ｏ ３ 、 ５ ｍ Ｍ リ ン 酸 、
ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 洗 浄 後 、 金 粒 子 で 官 能 化 さ れ た タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 銀 増 強 溶 液 で ８ 分 間 処
理 し 、 ナ ノ ピ ュ ア 水 で 洗 浄 し た 。 ラ マ ン 測 定 の 前 に 、 銀 染 色 さ れ た チ ッ プ を ２ × Ｐ Ｂ Ｓ 溶
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液 に １ ０ 分 間 浸 漬 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 最 初 の テ ス ト で は 、 ラ マ ン 標 識 し た 小 分 子 プ ロ ー ブ ３ 種 類 を す べ て 含 む 溶 液 で タ ン パ ク
質 チ ッ プ を 処 理 し た 。 銀 増 強 処 理 後 、 ３ 連 ド ッ ト の ア レ イ が 肉 眼 で も は っ き り と 観 察 さ れ
る （ 図 １ １ Ｂ ‐ １ ） 。 ド ッ ト の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 測 定 し た と こ ろ 、 正 し い プ ロ ー ブ ・
ス ペ ク ト ル が 得 ら れ 、 交 差 反 応 を 示 す 徴 候 は み ら れ な か っ た （ す な わ ち １ ％ 未 満 で あ り 、
ビ オ チ ン に は Ｃ ｙ ３ 、 Ｄ Ｉ Ｇ に は Ｃ ｙ ３ ． ５ 、 Ｄ Ｎ Ｐ に は Ｃ ｙ ５ ） 。 次 に 、 同 種 の チ ッ プ
に つ い て 、 Ｄ Ｉ Ｇ プ ロ ー ブ と Ｄ Ｎ Ｐ プ ロ ー ブ の 存 在 下 で 実 験 し 、 予 想 通 り の 結 果 を 得 た （
図 １ １ Ｂ ‐ ２ お よ び Ｃ ） 。 ２ 種 類 の プ ロ ー ブ の 他 の 組 み 合 わ せ 全 て に つ い て 実 験 し 、 こ の
場 合 も 予 想 通 り の 結 果 を 得 た が 、 こ の こ と は 、 当 該 シ ス テ ム の 選 択 性 が 高 い こ と を 示 し て
い る （ 図 １ １ Ｂ ‐ ３ 、 Ｃ ‐ ３ 、 １ １ Ｂ ‐ ４ お よ び Ｃ ‐ ４ ） 。 ２ 種 類 の プ ロ ー ブ の 実 験 で は
、 こ の ア レ イ 用 の プ ロ ー ブ が １ 種 類 存 在 せ ず 、 こ の こ と は 他 の 相 互 作 用 対 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 際 の コ ン ト ロ ー ル の 役 割 を 果 た し て い る 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 （ タ ン パ ク 質 ‐ タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 の ス ク リ ー ニ ン グ ）
　 タ ン パ ク 質 ‐ タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 の ス ク リ ー ニ ン グ 研 究 用 に ３ 対 の タ ン パ ク 質 、 す な
わ ち マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ （ Ｉ ｇ Ｇ ） と そ の 抗 体 、 ユ ビ キ チ ン と そ の 抗 体 、 ヒ ト ・ プ ロ
テ イ ン Ｃ と そ の 抗 体 を 選 択 し た 。 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 、 ユ ビ キ チ ン 、 お よ び ヒ ト ・ プ ロ テ イ ン Ｃ
を 、 そ れ ぞ れ ア ル デ ヒ ド ・ ス ラ イ ド 上 に ４ 連 で ス ポ ッ テ ィ ン グ し た 。 金 ナ ノ 粒 子 を は じ め
に 抗 体 で 、 次 に ラ マ ン 色 素 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 官 能 化 さ せ た 。 図 １ ２ に 標 識 手 順 を
示 す 。 抗 体 （ １ ０ μ ｇ 、 ｐ Ｈ ＝ ９ ． ２ ） を 金 粒 子 溶 液 （ １ ３ ｎ ｍ 、 １ ０ ｎ Ｍ 、 １ ｍ Ｌ 、 ｐ
Ｈ ９ ． ２ ） に 添 加 し 、 ２ ０ 分 間 後 に ラ マ ン 色 素 キ ャ ッ プ 構 造 の ア ル キ ル チ オ ー ル 官 能 化 ポ
リ ア デ ニ ン （ Ａ １ ０ 、 ０ ． ２ ＝ Ｏ Ｄ ２ ６ ０ ） を 該 溶 液 に 添 加 し た 。 １ ２ 時 間 後 に 、 金 粒 子
の 表 面 を さ ら に 不 動 態 化 す る た め に 同 溶 液 に １ ０ ％ Ｂ Ｓ Ａ 溶 液 （ ０ ． ３ ｍ ｌ ） を 添 加 し 、
１ ０ 分 間 静 置 し た 。 ラ マ ン 色 素 キ ャ ッ プ 構 造 の 金 粒 子 ‐ 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 遠 心 分 離
（ １ ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） に よ り 粒 子 を 沈 殿 さ せ て 精 製 し た 。 過 剰 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｂ
Ｓ Ａ お よ び 抗 体 を 含 む 上 清 を 静 か に 移 し て 粒 子 か ら 取 り 除 く こ と が 可 能 で あ る 。 そ の 後 粒
子 プ ロ ー ブ を Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ に 再 分 散 さ せ る 。 次 い で プ ロ ー ブ （ 金 ナ ノ 粒 子 濃 度 は ２ ｎ Ｍ
、 抗 体 濃 度 は 約 ２ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） を タ ン パ ク 質 チ ッ プ の 現 像 に 使 用 し た 。 タ ン パ ク 質 ‐ タ ン
パ ク 質 間 相 互 作 用 の ス ク リ ー ニ ン グ ・ プ ロ ト コ ー ル は 、 （ 前 述 の ） タ ン パ ク 質 ‐ 小 分 子 間
相 互 作 用 の 場 合 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 図 １ ３ の Ａ ４ の チ ッ プ は 、 ３ 種 類 の ラ マ ン 標 識 抗 体 プ ロ ー ブ 全 て を 用 い て 同 時 に 処 理 さ
れ た も の で あ る 。 銀 増 強 処 理 の 後 、 ３ 種 類 の ２ × ２ ド ッ ト の ア レ イ 全 て が 銀 現 像 に よ り 明
ら か に 目 に み え る 。 ラ マ ン 分 析 の 結 果 は 交 差 反 応 が な い こ と を 示 し 、 色 素 は す べ て 正 し い
ス ポ ッ ト に 存 在 し て い る （ 図 １ ３ ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 フ ル オ ロ フ ォ ア を 用 い る 方 法 と 同 様 、 こ の 新 し い 走 査 型 検 出 方 式 も ゲ ノ ミ ク ス お よ び プ
ロ テ オ ミ ク ス 上 の 一 般 的 な 検 出 方 法 を 提 供 す る も の で あ る が 、 さ ら に 感 度 が 高 く 、 よ り 多
く の 標 識 が 可 能 で あ る 。 利 用 可 能 な ラ マ ン 色 素 の 数 は 、 利 用 可 能 か つ 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素
の 数 よ り は る か に 多 い ２ ０ 、 ２ １ 。 ラ マ ン 色 素 は 蛍 光 色 素 で も 非 蛍 光 色 素 で も よ い 。 色 素
を わ ず か に 修 飾 す る こ と に よ っ て 異 な る ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 有 す る 新 し い 色 素 を 生 み 出
す こ と が 可 能 で あ り 、 識 別 不 可 能 な 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 色 素 で あ っ て も ラ マ ン ・ ス ペ ク
ト ル に よ っ て 識 別 可 能 で あ る １ ６ 。 従 来 の 多 色 蛍 光 色 素 で 標 識 す る 方 式 で は 、 デ ー タ の 読
み 出 し に マ ル チ ・ レ ー ザ ー と 複 数 回 の ス キ ャ ン と を 必 要 と す る １ 。 こ れ に 対 し 、 こ の ラ マ
ン 走 査 検 出 方 式 で 必 要 な の は 単 色 レ ー ザ ー と １ 回 の ス キ ャ ン だ け で あ り 、 こ の こ と は 、 ハ
イ ・ ス ル ー プ ッ ト の 読 み 出 し 処 理 が 可 能 な こ と を 示 唆 し て い る 。 量 子 ド ッ ト 標 識 の 蛍 光 検
出 で 必 要 な の は 単 色 レ ー ザ ー だ け で あ る が 、 異 な る サ イ ズ お よ び 形 状 の 量 子 ド ッ ト ・ ナ ノ
粒 子 か ら は 、 通 常 、 多 色 が 生 じ る ６ 、 ７ 。 形 や サ イ ズ の 違 う 、 生 物 標 識 に 会 合 し た ナ ノ 粒
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子 は 、 異 な る 熱 力 学 的 ・ 反 応 速 度 論 的 特 性 を も つ こ と に な る と 考 え ら れ る が 、 こ の こ と は
、 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る 同 時 進 行 の 生 物 学 的 検 出 に と っ て は 問 題 で あ る 。 そ れ と は 対 照
的 に 、 ラ マ ン 走 査 検 出 方 式 で 必 要 と さ れ る の は 、 単 一 サ イ ズ の 金 ナ ノ 粒 子 （ こ こ で は １ ３
ｎ ｍ ） の 担 体 と 、 様 々 な ラ マ ン 色 素 由 来 の 標 識 情 報 の み で あ る 。 そ れ ゆ え に 、 本 明 細 書 中
で 記 述 さ れ る 標 識 の ほ と ん ど は 同 様 の 熱 力 学 的 ・ 反 応 速 度 論 的 な 標 的 結 合 特 性 を 有 し 、 こ
の 特 性 が 、 よ り 速 く よ り 正 確 な ハ イ ・ ス ル ー プ ッ ト の マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 生 体 分 子 マ
ッ ピ ン グ お よ び 生 体 分 子 ス ク リ ー ニ ン グ に と っ て 必 要 不 可 欠 で あ る １ 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 （ 複 数 の ラ マ ン 色 素 で 標 識 し た ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ ）
　 上 述 の ラ マ ン 標 識 は 全 て １ 色 素 系 、 す な わ ち 単 一 の 担 体 と ラ マ ン 色 素 で あ る 。 ２ つ 以 上
の ラ マ ン 色 素 を ナ ノ ・ サ イ ズ の ナ ノ 粒 子 担 体 に 搭 載 す る こ と が 可 能 で あ る 。 標 識 成 分 間 の
比 率 調 整 に よ っ て 、 大 規 模 に コ ー ド 化 さ れ た ラ マ ン 標 識 を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る （ 図
１ ４ お よ び １ ５ ） 。 ２ 色 素 系 で は 、 同 一 の 塩 基 配 列 を 有 す る が ラ マ ン 標 識 の 異 な る （ Ｃ ｙ
３ お よ び Ｔ Ｍ Ｒ ） ２ 種 類 の ア ル キ ル チ オ ー ル ・ キ ャ ッ プ 構 造 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 用 い
て 直 径 １ ３ ｎ ｍ の 金 ナ ノ 粒 子 を 同 時 に 修 飾 し 、 複 合 ラ マ ン 標 識 を 作 成 し た 。 こ の ２ 色 素 標
識 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ は １ 色 素 標 識 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ と 類 似 の 熱 力 学 的 ・ 反 応 速 度 論 的 性 質
を 有 す る （ す な わ ち 同 一 の 鎖 に つ い て の 同 一 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 速 度 論 と 融 解 温 度
） 。 標 準 的 な Ｄ Ｎ Ａ 検 出 実 験 （ 標 的 濃 度 は １ ０ ０ ｐ Ｍ 、 図 １ ） で は 、 銀 染 色 ス ポ ッ ト 由 来
の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル は 、 Ｃ ｙ ３ お よ び Ｔ Ｍ Ｒ の 両 方 か ら 発 生 す る ラ マ ン 線 の 特 徴 を は っ
き り と 示 し て い る （ 図 １ ６ 、 左 ） 。 Ｃ ｙ ３ と Ｔ Ｍ Ｒ の 比 率 を 変 え る こ と に よ っ て 、 異 な る
複 合 ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル が 得 ら れ た （ 図 １ ６ 、 右 ） 。 こ れ ら の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル は 、 測
定 さ れ る 領 域 内 の 主 た る 帯 域 の 相 対 強 度 の 差 に よ っ て 識 別 可 能 で あ る 。 参 照 手 段 を 複 数 と
す る こ と に よ り 異 な る ラ マ ン 標 識 の 同 定 の 精 度 が 高 ま り 、 こ の ２ 色 素 ラ マ ン 標 識 方 法 が 実
用 可 能 と な る 。 ２ 色 素 系 以 外 に 、 Ｃ ｙ ３ 、 Ｔ Ｍ Ｒ 、 お よ び Ｃ ｙ ３ ． ５ の 間 の 量 的 比 率 を 変
え た ３ 色 素 標 識 の ２ 例 を 図 １ ７ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 １ 色 素 、 ２ 色 素 お よ び ３ 色 素 の み な ら ず 、 よ り 多 く の 色 素 を 組 み 合 わ せ た 標 識 系 も 利 用
可 能 で あ る 。 大 き な 疑 問 は 、 こ の ラ マ ン 標 識 系 で 標 識 を い く つ ま で 利 用 し 得 る の か と い う
こ と で あ る 。 ２ 色 素 系 で は ５ 段 階 の 強 度 レ ベ ル （ ０ 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ ） を 想 定 し 、 １ ３ 種
類 の 標 識 を 生 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 １ ０ 色 素 系 お よ び １ ４ 色 素 系 を 用 い て 、 そ れ ぞ れ
５ ０ ０ 万 の 標 識 お よ び ３ ０ 億 の 標 識 を 生 成 す る こ と が 可 能 で あ る （ 図 １ ５ ） 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 （ マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い る 生 物 学 的 検 出 ）
　 数 多 く の 並 行 標 識 技 術 が 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い る 生 物 学 的 検 出 法 に お い て 特 に 重 要 で
あ る 。 マ イ ク ロ ビ ー ズ 技 術 は 、 遺 伝 子 発 現 の モ ニ タ リ ン グ 、 Ｓ Ｎ Ｐ 遺 伝 子 型 決 定 、 プ ロ テ
オ ミ ク ス ・ ス ク リ ー ニ ン グ 、 創 薬 の た め の 重 要 な 生 物 学 的 分 析 方 式 と し て 浮 上 し つ つ あ る
１ 、 １ ３ 。 マ イ ク ロ ア レ イ 技 法 と 比 較 し て 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ 検 出 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 用 い る 手 法 に お け る 適 応 性 が 高 く 、 分 析 物 質 の 拡 散 が 速 く 、 ま た 、 作 製 が 簡 単 で 安
価 で あ る 。 し か し な が ら 、 マ イ ク ロ ア レ イ の よ う な 位 置 的 コ ー ド 化 を 伴 わ な い マ イ ク ロ ビ
ー ズ 検 出 は 、 粒 子 プ ロ ー ブ に つ い て あ る 種 の バ ー コ ー ド 化 を 施 す 方 法 に 頼 ら ざ る を 得 な い
。 現 在 の 蛍 光 色 素 を 用 い る コ ー ド 化 手 法 に お け る 主 要 な 問 題 は 、 発 光 ス ペ ク ト ル が 広 い こ
と と 有 機 色 素 間 で エ ネ ル ギ ー が 伝 達 さ れ る こ と が 原 因 で 識 別 可 能 な 標 識 の 数 が 限 定 さ れ る
と い う こ と で あ る １ １ 。 こ れ に 対 し 、 ラ マ ン 標 識 は こ れ ら の 問 題 を 克 服 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 標 準 的 な Ｄ Ｎ Ａ 標 的 検 出 系 で は 、 ３ 成 分 サ ン ド イ ッ チ ・ ア ッ セ イ 方 式 を 利 用 可 能 で あ る
。 我 々 の 実 験 で は 、 ガ ラ ス ・ マ イ ク ロ ビ ー ズ （ 直 径 ２ １ ０ ～ ２ ５ ０ ｍ ｍ ） を オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 捕 捉 鎖 に よ っ て 官 能 化 し た （ 図 １ ８ ） 。 単 一 種 類 の 、 も し く は 混 合 し た ラ マ ン 色 素
で 標 識 さ れ た ア ル キ ル チ オ ー ル ・ キ ャ ッ プ 構 造 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ で 修 飾 し
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た 金 ナ ノ 粒 子 （ 直 径 １ ３ ｎ ｍ ） を 合 成 し た 。 次 に 、 ラ マ ン 色 素 お よ び 金 粒 子 の 会 合 プ ロ ー
ブ （ 金 粒 子 に 対 し て ２ ｎ Ｍ ） を 、 ４ × Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 （ ０ ． ６ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ
Ｍ リ ン 酸 バ ッ フ ァ （ ｐ Ｈ ７ ） ） 中 で 、 捕 捉 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 官 能 化 さ れ た ガ ラ ス ・
マ イ ク ロ ビ ー ズ 表 面 上 の 標 的 鎖 と と も に ２ 時 間 、 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 塩 素 イ オ ン
お よ び 非 特 異 的 に 結 合 し た ナ ノ 粒 子 標 識 を 除 去 す る た め に 、 第 ２ の バ ッ フ ァ 溶 液 （ ０ ． ６
Ｍ 硝 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ） で 洗 浄 し た 後 、 即 座 に 銀 増 強 溶 液 （ ビ ー ビ ー イ ン タ
ー ナ シ ョ ナ ル （ BBInternational ） 製 ） で ８ 分 間 処 理 し た 。 ラ マ ン 測 定 前 に 、 マ イ ク ロ ビ
ー ズ を ２ × Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ ァ に １ ０ 分 間 浸 し て ラ マ ン 散 乱 シ グ ナ ル を さ ら に 増 強 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 マ イ ク ロ ビ ー ズ 検 出 方 式 に お け る 新 し い 走 査 型 ラ マ ン 技 術 の 多 重 化 能 力 を 実 証 す る た め
に 、 ８ 標 的 分 析 物 質 検 出 実 験 を 選 択 し た 。 標 的 、 捕 捉 、 お よ び プ ロ ー ブ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 鎖 の 配 列 を 図 １ ９ ａ お よ び ｂ に 示 す 。 対 応 す る ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル （ 色 付 き の 円 形 お
よ び 四 角 形 の ボ ッ ク ス で 示 さ れ て い る ） を 図 ２ ０ に 示 す 。 標 準 的 な 実 験 で は 、 ８ 種 類 の 捕
捉 鎖 を そ れ ぞ れ マ イ ク ロ ビ ー ズ に 結 合 さ せ た 。 す べ て の マ イ ク ロ ビ ー ズ を 一 緒 に 混 合 し て
、 適 応 性 の 広 い 「 ラ ン ダ ム ・ マ イ ク ロ ア レ イ 」 を 構 築 し た 。 次 い で ８ 種 類 の 標 的 （ １ ０ ０
ｎ Ｍ ） お よ び ラ マ ン 標 識 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ （ ２ ｎ Ｍ ） を 、 前 述 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 条 件 下 で ラ ン ダ ム ・ マ イ ク ロ ア レ イ 溶 液 に 添 加 し た 。 洗 浄 お よ び 銀 染 色 後 、 マ イ ク ロ ビ
ー ズ は ダ ー ク ・ グ レ ー の 球 体 と し て 現 れ 、 予 想 通 り の ラ マ ン 痕 跡 （ シ グ ネ チ ャ ） を 示 し て
い る （ 図 ２ １ ） 。 読 み 出 し 処 理 を 簡 便 に す る た め に マ イ ク ロ ビ ー ズ を 機 械 的 に 整 列 さ せ （
図 ２ ２ 、 上 図 ） 、 走 査 型 ラ マ ン 分 光 法 に よ っ て 連 続 方 式 で 読 み 出 し を 行 っ た （ 図 ２ ２ 、 下
図 ） 。 さ ら に 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ の ラ マ ン ・ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 、 光 フ ァ イ バ ー に よ っ て
読 み 出 す こ と も 可 能 で あ る （ 図 ２ ３ ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ の 新 し い ラ マ ン 標 識 技 術 の 他 に 、 最 近 の ２ 種 類 の 方 法 に よ り 、 大 規 模 な 同 時 並 列 標 識
能 を 実 用 化 す る 可 能 性 が 示 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 量 子 ド ッ ト 標 識 マ イ ク ロ ビ ー ズ お よ び
１ ミ ク ロ ン 未 満 の 金 属 バ ー コ ー ド で あ る １ １ 、 ３ ５ 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 方 法 は ど ち
ら も ミ ク ロ ン ・ サ イ ズ の 構 造 体 を 用 い た 多 重 標 識 を 実 現 す る も の で あ る 。 そ れ と は 対 照 的
に 、 本 発 明 の ラ マ ン 標 識 は ナ ノ ・ サ イ ズ の 標 識 方 法 で あ り 、 こ の よ う な ミ ク ロ ン ・ サ イ ズ
の 標 識 方 法 よ り も は る か に 適 応 性 が 広 い 。 特 に 、 プ ロ ー ブ の フ ッ ト プ リ ン ト は よ り 小 さ く
、 該 プ ロ ー ブ を 用 い る こ の シ ス テ ム の 特 異 性 お よ び 感 度 は 、 大 き な 構 造 体 を 用 い る シ ス テ
ム よ り も 格 段 に 改 良 し や す い 。 ナ ノ 粒 子 を 用 い る こ の 新 し い 方 法 は 、 様 々 な 理 由 で 重 要 で
あ る 。 ま ず 第 １ に 、 従 来 の 蛍 光 を 用 い る チ ッ プ 検 出 と 比 較 す る と 、 １ 回 の レ ー ザ ー 励 起 に
よ っ て 発 生 す る １ つ の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル か ら 、 ラ マ ン 強 度 の 比 率 を 割 り 出 す こ と が 可 能
で あ る 。 第 二 に 、 利 用 可 能 な ラ マ ン 色 素 の 数 が 、 利 用 可 能 か つ 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 の 数 よ
り は る か に 多 い ２ ０ 、 ２ １ 、 ２ ６ 。 実 際 に ラ マ ン 色 素 は 蛍 光 性 の も の で も 非 蛍 光 性 の も の
で も よ い が 、 色 素 分 子 を わ ず か に 化 学 標 識 す る こ と に よ っ て 新 し い 色 素 を 作 り 出 す こ と が
可 能 で あ り 、 た と え こ の ２ 種 類 の 色 素 が 実 際 に 識 別 不 能 な 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る と し て
も 、 新 し い 色 素 は 異 な る ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 有 す る ２ ６ 。 そ れ ゆ え に 、 こ の フ ィ ン ガ ー
プ リ ン ト 法 は 、 従 来 の 蛍 光 を 用 い る 検 出 方 法 よ り も 、 潜 在 的 に 適 応 性 が よ り 広 く 、 利 用 可
能 か つ 重 複 の な い プ ロ ー ブ の 種 類 が よ り 多 く 、 多 重 化 能 力 が よ り 高 い 。 最 後 に こ の 方 法 は
、 類 似 す る 分 子 蛍 光 を 利 用 す る 方 法 よ り も 感 度 が 数 オ ー ダ ー 高 い こ と や 選 択 性 が け た 違 い
に 高 い こ と な ど 、 前 述 の 金 ナ ノ 粒 子 を 用 い る 検 出 法 の あ ら ゆ る 利 点 を 備 え て い る ８ 、 ９ 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ １ ０ ２ 】
　 （ ブ ロ ッ ト 検 出 用 の ラ マ ン 標 識 ）
　 こ れ ま で に 述 べ た ラ マ ン 検 出 の 実 験 は す べ て 、 ガ ラ ス チ ッ プ も し く は ガ ラ ス ・ ビ ー ズ の
表 面 上 で 行 わ れ た 。 し か し な が ら 、 支 持 体 の 選 択 も 非 常 に 適 応 性 が 広 い 。 ポ リ マ ー （ 例 え
ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） の 支 持 体 も ラ マ ン 検 出 実 験 に よ く 適 し て お り 、 一 般 に サ
ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 実 験
で 使 用 さ れ る ポ リ マ ー 支 持 体 に つ い て は 、 同 支 持 体 由 来 の 大 き な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は み ら
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れ な い （ 図 ２ ５ ） 。 従 っ て 、 本 実 施 例 で 述 べ る ラ マ ン 標 識 技 法 は サ ザ ン 、 ノ ー ザ ン 、 お よ
び ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 実 験 に お い て も 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 先 立 ち 、 染 色 済 み 分 子 量 ラ ベ ル （ ア プ ロ チ ニ ン 、 リ ゾ チ
ー ム 、 ソ イ ビ ー ン ・ ト リ プ シ ン ・ イ ン ヒ ビ タ ー お よ び 炭 酸 脱 水 酵 素 ） を 、 プ レ ・ キ ャ ス ト
の ト リ ス 塩 酸 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の １ レ ー ン に の せ 、 同 じ ゲ ル の 別 の レ ー ン に ユ ビ キ
チ ン を の せ た （ 試 料 は ロ ー デ ィ ン グ ・ バ ッ フ ァ 溶 液 に 溶 解 （ １ ３ ０ μ ｇ ／ ２ ５ ０ μ Ｌ ） ：
６ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス ‐ 塩 酸 、 ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ （ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ｍ Ｍ 　 β ‐ メ ル カ
プ ト メ タ ノ ー ル 、 ０ ． ０ ０ ５ ％ ブ ロ モ フ ェ ノ ル ・ ブ ル ー 、 ２ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル ） 。 電 場 を
か け （ ２ ０ ０ Ｖ 、 定 電 圧 ） （ Ｐ ｏ ｗ ｅ ｒ Ｐ ａ ｃ 　 Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ （ 商 標 ） パ ワ ー サ プ ラ イ 、 米
国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 （ CA94547 ） ハ ー キ ュ リ ー ズ （ Hercules） 所 在 の バ イ オ ラ ッ ド ラ ボ ラ
ト リ ー ズ （ Bio-Rad Laboratories） 社 製 ） 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 試 料 を ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル （ Ｓ Ｄ Ｓ バ ッ フ ァ 溶 液 ： ２ ５ ｍ Ｍ 　 ト リ ス 、 １ ９ ２ ｍ Ｍ 　 グ リ シ ン 、 ０ ． １ ％ （ Ｗ
／ ｖ ） Ｓ Ｄ Ｓ 、 ｐ Ｈ ＝ ８ ． ３ ） で 分 離 し た 。 そ の 後 、 電 場 ２ 時 間 を か け て タ ン パ ク 質 試 料
を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し た （ ４ ０ ０ ｍ Ａ 、 定 電 流 ； 転 写 バ ッ フ ァ ： ２ ５ ｍ Ｍ 　 ト リ
ス 、 １ ９ ２ ｍ Ｍ 　 グ リ シ ン 、 お よ び ２ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） メ タ ノ ー ル 、 ｐ Ｈ ＝ ８ ． ３ ） 。 染 色
済 み タ ン パ ク 質 ラ ベ ル は 、 膜 上 に 青 色 で く っ き り と 見 え た が 、 ユ ビ キ チ ン は 見 え な か っ た
。 次 に 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を バ ッ フ ァ 溶 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス ・ バ ッ フ ァ 、 ｐ Ｈ ７ ． ６
、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） で ３ 回 洗 浄 し 、 次 い で タ ン パ ク 質 の な い 領 域 を 不 動 態 化 す る た
め に 、 ミ ル ク 溶 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス ・ バ ッ フ ァ 、 ｐ Ｈ ７ ． ６ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、
５ ％ ド ラ イ ・ ミ ル ク ） 中 に １ ２ 時 間 置 い た （ 図 ２ ６ ） 。 不 動 態 化 の 後 、 膜 を Ｃ ｙ ３ ． ５ で
標 識 し た 金 ナ ノ 粒 子 抗 ユ ビ キ チ ン プ ロ ー ブ で 処 理 し た （ 図 ２ ７ Ａ 、 金 ナ ノ 粒 子 ２ ｎ Ｍ 、 抗
体 濃 度 は 約 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 実 施 例 １ ０ を 参 照 ） 。 金 ナ ノ 粒 子 で 官 能 化 さ れ た 膜 を 銀 増 強 溶
液 （ レ デ ィ ン グ （ Redding)所 在 の テ ッ ド ペ ラ ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Ted Pella, Inc. 
） 製 ） で ８ 分 間 処 理 す る と 、 金 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ を 含 む 領 域 は 銀 染 色 に よ っ て ダ ー ク ・ グ
レ ー 色 を 示 し た （ 図 ２ ７ Ｂ ） 。 ラ マ ン 測 定 の 前 に 、 銀 染 色 さ れ た 膜 を ２ × Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 に １
０ 分 間 浸 漬 し た 。 膜 上 の ダ ー ク ・ グ レ ー 領 域 か ら 発 生 す る 標 準 的 な ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル は
、 ラ マ ン 線 が ほ と ん ど Ｃ ｙ ３ ． ５ か ら の も の で あ り 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 タ ン パ ク 質 分
子 お よ び 実 験 に 用 い た 他 の 化 学 物 質 か ら 発 生 し て い る も の で は な い こ と を 示 す （ 図 ２ ７ Ｃ
） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ た ラ マ ン 標 識 が 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 実 験 に 応 用 可
能 な こ と を 実 証 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
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【 表 １ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ５ 】
【 図 １ 】 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ラ マ ン 標 識 で 官 能 化 し た ナ ノ 粒 子 を 使 用 す る 、 チ ッ プ
を 用 い た Ｄ Ｎ Ａ 検 出 法 を 示 す 図 。
【 図 ２ 】 Ｃ ｙ ３ 標 識 で 官 能 化 し た ナ ノ 粒 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 の 、 銀 染 色 の 前 （ Ａ
） お よ び 後 （ Ｂ ） に マ イ ク ロ ア レ イ を 平 台 ス キ ャ ナ で ス キ ャ ン し た 画 像 を 示 す 図 。 （ Ｃ ）
銀 染 色 ス ポ ッ ト の １ つ か ら 得 た 、 典 型 的 な ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル 。 （ Ｄ ） チ ッ プ 上 の 位 置 の
関 数 と し て 表 さ れ た 、 １ １ ９ ２ ｃ ｍ － １ に お け る ラ マ ン 強 度 の プ ロ フ ァ イ ル ； ラ マ ン 装 置
か ら の レ ー ザ ー ・ ビ ー ム は 、 「 Ｂ 」 図 中 の 線 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 左 か ら 右 に チ ッ プ 上
を 移 動 す る 。
【 図 ３ Ａ 】 ラ マ ン 走 査 法 を 使 用 す る 際 の 、 最 適 化 さ れ て い な い Ｄ Ｎ Ａ 検 出 限 界 を 示 す 図 。
（ Ａ ） マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る サ ン ド イ ッ チ 検 出 形 式 。
【 図 ３ Ｂ 】 ラ マ ン 走 査 法 を 使 用 す る 際 の 、 最 適 化 さ れ て い な い Ｄ Ｎ Ａ 検 出 限 界 を 示 す 図 。
（ Ｂ ） Ｃ ｙ ３ ． ５ 標 識 で 官 能 化 し た ナ ノ 粒 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 の 、 標 的 濃 度 ２ ０
ｆ Ｍ に つ い て の マ イ ク ロ ア レ イ の 平 台 ス キ ャ ナ に よ る 画 像 。 ラ マ ン 装 置 か ら の レ ー ザ ー ・
ビ ー ム は 、 図 中 の 線 に よ っ て 定 義 さ れ る よ う に 左 か ら 右 に チ ッ プ 上 を 移 動 す る 。
【 図 ３ Ｃ 】 ラ マ ン 走 査 法 を 使 用 す る 際 の 、 最 適 化 さ れ て い な い Ｄ Ｎ Ａ 検 出 限 界 を 示 す 図 。
（ Ｃ ） 銀 染 色 ス ポ ッ ト の １ つ か ら 得 た 、 典 型 的 な ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル 。
【 図 ３ Ｄ 】 ラ マ ン 走 査 法 を 使 用 す る 際 の 、 最 適 化 さ れ て い な い Ｄ Ｎ Ａ 検 出 限 界 を 示 す 図 。
（ Ｄ ） チ ッ プ 上 の 位 置 の 関 数 と し て の 、 １ １ ９ ９ ｃ ｍ － １ に お け る ラ マ ン 強 度 プ ロ フ ァ イ
ル 。
【 図 ４ 】 左 側 は ６ つ の 色 素 の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 示 す 図 。 そ れ ぞ れ の 色 素 は 、 我 々 の 標
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識 ス キ ー ム に お け る 様 々 な 色 （ 四 角 形 の ボ ッ ク ス を 参 照 ） と 相 関 す る 。 右 側 は ６ 種 の Ｄ Ｎ
Ａ 標 的 の 分 析 シ ス テ ム を 示 す 図 。 標 的 鎖 の 配 列 情 報 は 、 米 国 ナ シ ョ ナ ル ・ セ ン タ ー ・ オ ブ
・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ イ ン フ ォ メ ー シ ョ ン （ National Center for Biological Information
） の ウ ェ ブ サ イ ト （ http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html ） か ら 得 た 。
【 図 ５ 】 （ Ａ ） 銀 染 色 し た マ イ ク ロ ア レ イ の 平 台 ス キ ャ ナ 画 像 、 お よ び （ Ｂ ） 対 応 す る ラ
マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 示 す 図 。 色 付 き ボ ッ ク ス は 、 図 ４ の 色 で コ ー ド 化 し た ラ マ ン ・ ス ペ ク
ト ル と 相 関 す る 。
【 図 ６ 】 ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 標 的 （ 標 的 １ ： 完 全 な も の 、 標 的 ２ ： １ 塩 基 異 な る も の ） の 違 い を
示 す 図 。
【 図 ７ 】 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 １ も し く は ２ の み 、 ま た は 標 的 １ と ２ の 混 合 物 の 、 マ イ ク ロ ア レ イ へ
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を （ Ａ ） 厳 密 な 洗 浄 前 、 （ Ｂ ） 厳 密 な 洗 浄 後 に つ い て 示 す 図 。
【 図 ８ 】 （ Ａ ） ナ ノ 粒 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た マ イ ク ロ ア レ イ の 典 型 的 な 平 台 ス キ ャ ナ
画 像 を （ １ ） 厳 密 な 洗 浄 前 、 （ ２ ） 厳 密 な 洗 浄 後 、 た だ し 銀 増 強 処 理 の 前 、 お よ び （ ３ ）
銀 増 強 処 理 の 後 に つ い て 示 す 図 。 （ ４ ） 厳 密 な 洗 浄 前 、 た だ し 銀 増 強 処 理 の 後 の 、 ナ ノ 粒
子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た マ イ ク ロ ア レ イ の 平 台 ス キ ャ ナ 画 像 。 （ Ｂ ） （ ４ ） の 銀 増 強 処
理 ス ポ ッ ト の 典 型 的 な ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル （ 紫 色 の 線 ） を 、 混 合 プ ロ ー ブ （ １ ： １ 、 プ ロ
ー ブ １ ： プ ロ ー ブ ２ 、 銀 増 強 処 理 後 ） の ス ペ ク ト ル （ 黒 色 の 線 ） と 比 較 し て 示 す 図 。 （ Ｃ
） 混 合 プ ロ ー ブ （ プ ロ ー ブ １ ： プ ロ ー ブ ２ 、 １ ： １ 、 銀 増 強 処 理 後 ） の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト
ル を 、 プ ロ ー ブ １ の ス ペ ク ト ル （ Ｔ Ｍ Ｒ の み 、 青 色 の 線 ） ま た は プ ロ ー ブ ２ （ Ｃ ｙ ３ の み
、 赤 色 の 線 ） と 比 較 し て 示 す 図 。
【 図 ９ 】 （ Ａ ） ナ ノ 粒 子 官 能 化 マ イ ク ロ ア レ イ の 典 型 的 な 平 台 ス キ ャ ナ 画 像 を （ １ ） 厳 密
な 洗 浄 前 、 （ ２ ） 厳 密 な 洗 浄 後 、 た だ し 銀 染 色 の 前 、 お よ び （ ３ ） 銀 染 色 の 後 に つ い て 示
す 図 。 （ Ｂ ） 異 な る 比 （ ａ ） １ ： ０ ； （ ｂ ） ５ ： １ ； （ ｃ ） ３ ： １ ； （ ｄ ） １ ： １ ； （ ｅ
） １ ： ２ ； （ ｆ ） １ ： ３ ； （ ｇ ） １ ： ５ ； （ ｈ ） ０ ： １ の 標 的 １ と 標 的 ２ に お け る 、 染 色
ス ポ ッ ト の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル （ １ ５ ５ ０ ～ １ ７ ５ ０ ｃ ｍ － １ ） 。 ４ ０ ０ ～ １ ８ ０ ０ ｃ ｍ
－ １ の 全 体 の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル は 、 サ ポ ー ト 情 報 に 示 す 。 挿 入 図 は ラ マ ン 強 度 の 比 （ Ｉ

２ ／ Ｉ １ ） の 標 的 の 比 （ Ｔ ２ ／ Ｔ １ ） に 対 す る プ ロ フ ァ イ ル で あ り 、 Ｉ １ は １ ６ ５ ０ ｃ ｍ
－ １ に お け る ラ マ ン 強 度 （ プ ロ ー ブ １ す な わ ち Ｔ Ｍ Ｒ 標 識 し た 金 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合
体 に 由 来 ） で あ り 、 Ｉ ２ は １ ５ ８ ８ ｃ ｍ － １ に お け る ラ マ ン 強 度 （ プ ロ ー ブ ２ す な わ ち Ｃ
ｙ ３ 標 識 し た 金 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 体 に 由 来 ） で あ る 。
【 図 １ ０ 】 異 な る 比 （ ａ ） １ ： ０ ； （ ｂ ） ５ ： １ ； （ ｃ ） ３ ： １ ； （ ｄ ） １ ： １ ； （ ｅ ）
１ ： ３ ； （ ｆ ） １ ： ５ ； お よ び （ ｇ ） ０ ： １ の 標 的 １ と 標 的 ２ に お け る 、 銀 増 強 処 理 ス ポ
ッ ト か ら の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル （ ４ ０ ０ ～ １ ８ ０ ０ ｃ ｍ － １ ） を 示 す 図 。
【 図 １ １ 】 （ Ａ ） タ ン パ ク 質 ‐ 小 分 子 相 互 作 用 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る ス キ ー ム を 示 す
図 。 （ Ｂ ） 銀 染 色 し た マ イ ク ロ ア レ イ の 平 台 ス キ ャ ナ 画 像 を 示 す 図 、 お よ び （ Ｃ ） 図 ４ の
色 で コ ー ド 化 し た ス キ ー ム に 従 う 、 対 応 す る ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 示 す 図 。 ビ オ チ ン は Ｃ
ｙ ３ で 標 識 し 、 Ｄ Ｉ Ｇ は Ｃ ｙ ３ ． ５ で 標 識 し 、 Ｄ Ｎ Ｐ は Ｃ ｙ ５ で 標 識 し た 。 プ ロ ー ブ 調 製
の 詳 細 に つ い て は サ ポ ー ト 情 報 を 参 照 の こ と 。
【 図 １ ２ 】 ラ マ ン 分 光 を 用 い る タ ン パ ク 質 検 出 方 式 を 示 す 図 。
【 図 １ ３ 】 タ ン パ ク 質 ‐ タ ン パ ク 質 ス ク リ ー ニ ン グ 実 験 に 関 す る 、 銀 染 色 し た マ イ ク ロ ア
レ イ の 平 台 ス キ ャ ナ 画 像 を 示 す 図 （ Ａ １ ～ ４ ） 。 （ Ｂ ） 銀 染 色 ス ポ ッ ト 中 の プ ロ ー ブ を ラ
マ ン 法 で 識 別 す る た め の 色 コ ー ド を 示 す 図 （ 交 差 反 応 性 は 観 察 さ れ な い ） 。 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ
Ｇ を Ｃ ｙ ３ 修 飾 ‐ ア ル キ ル チ オ ー ル ‐ キ ャ ッ プ 構 造 ポ リ ア デ ニ ン （ Ａ １ ０ ） で 標 識 し 、 抗
ユ ビ キ チ ン 抗 体 は Ｃ ｙ ３ ． ５ 修 飾 ‐ ア ル キ ル チ オ ー ル ‐ キ ャ ッ プ 構 造 ポ リ ア デ ニ ン （ Ａ １

０ ） で 標 識 し 、 抗 ヒ ト ・ プ ロ テ イ ン Ｃ 抗 体 は Ｃ ｙ ５ 修 飾 ‐ ア ル キ ル チ オ ー ル ‐ キ ャ ッ プ 構
造 ポ リ ア デ ニ ン （ Ａ １ ０ ） に よ っ て 標 識 し た 。 Ａ １ ０ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ス ペ ー サ ー を
使 用 し て 、 粒 子 プ ロ ー ブ の 安 定 性 を 高 め た ３ ３ 。
【 図 １ ４ 】 多 重 化 能 力 を 有 す る ラ マ ン 標 識 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ の 作 製 例 を 示 す 図 。 Ｒ １ 、 Ｒ
２ 、 お よ び Ｒ ３ は 異 な る ラ マ ン 色 素 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 多 数 の ラ マ ン 標 識 を 有 す る 大 量 の ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ の 作 製 を 示 す 図 。
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【 図 １ ６ 】 左 側 ： ２ つ の ラ マ ン 標 識 （ Ｃ ｙ ３ ： Ｔ Ｍ Ｒ ＝ １ ： １ 、 黒 色 の 線 ） を 有 す る プ ロ
ー ブ に つ い て マ イ ク ロ ア レ イ の 形 態 で 銀 染 色 し た 後 の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 、 Ｔ Ｍ Ｒ （ 青
色 の 線 ） ま た は Ｃ ｙ ３ （ 赤 色 の 線 ） の み を 有 す る プ ロ ー ブ の ス ペ ク ト ル と 比 較 し て 示 す 図
。 右 側 ： ２ 種 の 色 素 で 官 能 化 し た ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を Ｃ ｙ ３ と Ｔ Ｍ
Ｒ の 比 の 関 数 と し て 示 す 図 。
【 図 １ ７ 】 左 側 お よ び 右 側 ： ３ 色 素 複 合 標 識 （ 黒 色 の 線 ） の ２ つ の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を
、 Ｔ Ｍ Ｒ （ 青 色 の 線 ） 、 Ｃ ｙ ３ （ 赤 色 の 線 ） お よ び Ｃ ｙ ３ ． ５ （ 緑 色 の 線 ） の ス ペ ク ト ル
と 比 較 し て 示 す 図 。
【 図 １ ８ 】 分 光 ラ マ ン 法 を 使 用 す る 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い た 検 出 方 式 を 示 す 図 。
【 図 １ ９ Ａ 】 ８ 種 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 分 析 シ ス テ ム を 示 す 図 （ Ａ ） 。 そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ 鎖 は 、
１ 種 類 の 色 素 ま た は ２ 種 類 の 色 素 標 識 に よ っ て 標 識 し た （ ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル に 対 応 す る
四 角 形 の ボ ッ ク ス お よ び 円 を 参 照 。 色 付 き ボ ッ ク ス お よ び 円 は 、 図 ２ ０ の 色 で コ ー ド 化 さ
れ た ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル と 相 関 す る ） 。
【 図 １ ９ Ｂ 】 ８ 種 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 分 析 シ ス テ ム を 示 す 図 （ Ｂ ） 。 そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ 鎖 は 、
１ 種 類 の 色 素 ま た は ２ 種 類 の 色 素 標 識 に よ っ て 標 識 し た （ ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル に 対 応 す る
四 角 形 の ボ ッ ク ス お よ び 円 を 参 照 。 色 付 き ボ ッ ク ス お よ び 円 は 、 図 ２ ０ の 色 で コ ー ド 化 さ
れ た ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル と 相 関 す る ）
【 図 ２ ０ 】 １ 種 類 の 色 素 ６ 種 お よ び 混 合 色 素 ２ 種 の ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 示 す 図 。 そ れ ぞ
れ の ス ペ ク ト ル は 、 我 々 の 標 識 ス キ ー ム 中 の 様 々 な 色 と 相 関 す る （ 四 角 形 の ボ ッ ク ス お よ
び 円 を 参 照 ） 。
【 図 ２ １ 】 銀 染 色 し た 微 小 球 体 の 顕 微 鏡 画 像 を 示 す 図 。 色 付 き の 円 は 、 図 ２ ０ 中 の 色 で コ
ー ド 化 さ れ た ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル と 相 関 す る 。
【 図 ２ ２ 】 銀 染 色 し た 微 小 球 体 を 一 直 線 に 並 べ た 光 学 顕 微 鏡 画 像 を 示 す 図 。 色 付 き ボ ッ ク
ス は 、 図 ２ ０ 中 の 色 で コ ー ド 化 さ れ た ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル と 相 関 す る 。
【 図 ２ ３ 】 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 使 用 す る 、 光 フ ァ イ バ ー を 用 い た 検 出 方 式 を 示 す 図 。
【 図 ２ ４ 】 ラ マ ン 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 を 示 す 図 。
【 図 ２ ５ 】 ポ リ マ ー 支 持 体 上 で の ラ マ ン 検 出 実 験 を 示 す 図 。 Ａ ： ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 の 、
銀 染 色 し た Ｃ ｙ ３ 修 飾 Ｂ Ｎ Ｔ ・ Ａ ２ ０ 金 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ ； Ｂ ： Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 上 の 、 銀 染 色 し
た Ｃ ｙ ３ ． ５ 修 飾 Ｄ Ｉ Ｇ ・ Ａ ２ ０ 金 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ 。
【 図 ２ ６ 】 ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 実 験 に お け る ラ マ ン 標 識 技 法 の 使 用 を 示 す 模 式 図
。
【 図 ２ ７ 】 （ ａ ） ユ ビ キ チ ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め の 、 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 で 修 飾 し
た Ｃ ｙ ３ ． ５ 標 識 金 ナ ノ 粒 子 を 示 す 図 。 （ ｂ ） 金 粒 子 ‐ プ ロ ー ブ で 現 像 し た ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 （ 銀 染 色 の 後 ） を 示 す 図 。 （ ｃ ） 銀 染 色 し た 金 ナ ノ 粒 子 を 有 す る ダ ー ク ・ グ レ ー 領
域 の 典 型 的 な ラ マ ン ・ ス ペ ク ト ル を 示 す 図 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ３ Ｃ 】

【 図 ３ Ｄ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ Ａ 】 【 図 １ ９ Ｂ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 配 列 表 】
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