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(57)【要約】
本発明は、生物学上の分子の検出及び測定のためのハイ
ブリダイゼーション方法及びキットを提供する。
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【特許請求の範囲】

  【請求項１】  工程：

  ａ）サンプルの第１の生物分子を第２の固定化された生物分子にハイブリダイ

ズさせることにより二本鎖ハイブリッドを形成し；そして

  ｂ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの成分に特異的に結合する検出可能な存在物

を使用してＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出すること

からなる、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するためのマイクロアレイ法。

  【請求項２】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体である、請求

項１記載の方法。

  【請求項３】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体の断片である

、請求項１記載の方法。

  【請求項４】  抗体がモノクローナルである、請求項２及び３記載の方法。

  【請求項５】  抗体がポリクローナルである、請求項２及び３記載の方法。

  【請求項６】  第１の生物分子が固定化された第２の生物分子に結合する検出

可能に標識された二本鎖ハイブリッドである、請求項１記載方法。

  【請求項７】  固定化された第２の生物分子がタンパク質である、請求項６記

載の方法。

  【請求項８】  固定化された第２の生物分子が固相に結合した複数の生物分子

を含む、請求項１記載の方法。

  【請求項９】  工程：

  ａ）サンプルの第１の生物分子を第２の固定化された生物分子にハイブリダイ

ズさせることにより二本鎖ハイブリッドを形成し；そして

  ｂ）サンプルの生物分子の量を測定し；そして

  ｃ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの成分に特異的に結合する検出可能な存在物

を使用してＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出すること

からなる、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するためのマイクロアレイ法。

  【請求項１０】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体である、請

求項９記載の方法。

  【請求項１１】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体の断片であ
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る、請求項９記載の方法。

  【請求項１２】  抗体がモノクローナルである、請求項１０及び１１記載の方

法。

  【請求項１３】  抗体がポリクローナルである、請求項１０及び１１記載の方

法。

  【請求項１４】  第１の生物分子が固定化された第２の生物分子に結合する検

出可能に標識された二本鎖ハイブリッドである、請求項９記載方法。

  【請求項１５】  固定化された第２の生物分子がタンパク質である、請求項１

４記載の方法。

  【請求項１６】  固定化された第２の生物分子が固相に結合した複数の生物分

子を含む、請求項９記載の方法。

  【請求項１７】  工程：

  ａ）サンプルの第１の生物分子を第２の固定化された生物分子にハイブリダイ

ズさせることにより二本鎖ハイブリッドを形成し；そして

  ｂ）逆転写を促進させる条件下で酵素を用いて生物分子の配列を伸長合成し；

  ｃ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの成分に特異的に結合する検出可能な存在物

を使用してＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出すること

からなる、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するためのマイクロアレイ法。

  【請求項１８】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体である、請

求項１７記載の方法。

  【請求項１９】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体の断片であ

る、請求項１７記載の方法。

  【請求項２０】  抗体がモノクローナルである、請求項１８及び１９記載の方

法。

  【請求項２１】  抗体がポリクローナルである、請求項１８及び１９記載の方

法。

  【請求項２２】  固定化された生物分子が公知の発現配列タグ（ＥＳＴ）であ

る、請求項１７記載方法。

  【請求項２３】  固定化された生物分子が少なくとも５－又は６－塩基の全て
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の可能な核酸配列のユニバーサルアレイである、請求項１７記載の方法。

  【請求項２４】  酵素がＲＮＡｓｅ  Ｈ機能を欠く好熱性逆転写酵素である、

請求項１７記載の方法。

  【請求項２５】  固定化された生物分子が固相に結合した複数の生物分子を含

む、請求項１７記載の方法。

  【請求項２６】  工程：

  ａ）サンプルの第１の生物分子を、相補な第２の固定化された生物分子にハイ

ブリダイズさせ；そして

  ｂ）第２の生物分子を固定化された第３の生物分子にハイブリダイズさせるが

、但し二本鎖ハイブリッドが工程ａ）及びｂ）の分子を含み；そして

  ｃ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの成分に特異的に結合する検出可能な存在物

を使用してＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出すること

からなる、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するためのマイクロアレイ法。

  【請求項２７】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体である、請

求項２６記載の方法。

  【請求項２８】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体の断片であ

る、請求項２６記載の方法。

  【請求項２９】  抗体がモノクローナルである、請求項２７及び２８記載の方

法。

  【請求項３０】  抗体がポリクローナルである、請求項２７及び２８記載の方

法。

  【請求項３１】  工程ａ）及びｂ）が同時に起こる、請求項２６記載の方法。

  【請求項３２】  工程ａ）及びｂ）が逐次的に起こる、請求項２６記載の方法

。

  【請求項３３】  固定化された生物分子が固相に結合した複数の生物分子を含

む、請求項２６記載の方法。

  【請求項３４】  第２生物分子が：

  ａ）第１生物分子に相補な領域；及び

  ｂ）固定化された第３の生物分子ユニバーサル捕捉用配列に相補な領域に相補



(5) 特表２００３－５２８２９５

な捕捉用配列

を含む、請求項２６記載の方法。

  【請求項３５】  固定化された第３の生物分子が：

  ａ）検出可能なように標識された第２の生物分子の共通領域に相補な領域；及

び

  ｂ）第１生物分子の可変領域に相補な可変領域

を含む、請求項２６記載の方法。

  【請求項３６】  第２生物分子が第３相補生物分子の共通領域に結合する標識

核酸ｎ－マーである、請求項２６記載の方法。

  【請求項３７】  標識が検出可能な発色蛍光標識であり、そして分析が２色検

出法を利用する、請求項３５及び３６記載の方法。

  【請求項３８】  第１生物分子が核酸であり、第２生物分子が第１生物分子に

相補な核酸であり、そして固定化された第３の生物分子がタンパク質である、請

求項２６記載の方法。

  【請求項３９】  第１生物分子が核酸に予め結合したペプチドであり、固定化

第３生物分子であるタンパク質に結合し、但し第１生物分子に予め結合した上記

核酸が第２生物分子の核酸に相補である、請求項２６記載の方法。

  【請求項４０】  第１生物分子が核酸に予め結合したタンパク質であり、固定

化第３生物分子であるタンパク質に結合し、但し第１生物分子に予め結合した上

記核酸が第２生物分子の核酸に相補である、請求項２６記載の方法。

  【請求項４１】  工程：

  ａ）第１の生物分子を、標識した第２の生物分子にハイブリダイズさせること

により二本鎖ハイブリッドを形成させ；そして

  ｂ）上記標識二本鎖ハイブリッドを固定化された第３の生物分子に結合させ；

そして

  ｃ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの成分に特異的に結合する検出可能な存在物

を使用してＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出すること

からなる、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するための方法。

  【請求項４２】
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  ａ）生物サンプルの安定化のためのサンプル輸送培地；

  ｂ）固相に結合した生物分子；

  ｃ）二本鎖ハイブリッド複合体の形成のための相補生物分子；

  ｄ）核酸配列を伸長合成する酵素；

  ｅ）ハイブリダイゼーションを可能にするハイブリダイゼーションバッファー

；

  ｆ）あらゆる非ハイブリダイズ核酸配列を除去する洗浄バッファー；及び

  ｇ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの成分に特異的に結合する検出可能な存在物

を使用してＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出する手段

の全て又は一部を含む、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド検出キット。

  【請求項４３】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体である、請

求項４２記載のキット。

  【請求項４４】  実在物がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体の断片であ

る、請求項４２記載のキット。

  【請求項４５】  抗体がモノクローナルである、請求項４３及び４４記載のキ

ット。

  【請求項４６】  抗体がポリクローナルである、請求項４３及び４４記載のキ

ット。

  【請求項４７】  固定化された生物分子が固相に結合した複数の生物分子を含

む、請求項４２記載のキット。

  【請求項４８】  酵素がＲＮＡｓｅ  Ｈ機能を欠く好熱性逆転写酵素である、

請求項４２記載のキット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

技術分野

  本発明はＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質などを含む生物学的分子検出の一般的分

野、特に、ハイブリダイゼーションアッセイを使用する、固相上のＲＮＡ：ＤＮ

Ａハイブリッド検出の分野である。

      【０００２】

背景技術

  疾患状態に関係するものを含む多くの遺伝子、および微生物およびウイルスの

ＲＮＡまたはＤＮＡが単離され、および配列決定されている。そのような配列に

基づいた核酸プローブが、多数の遺伝子および感染を同定するために現在利用可

能である。核酸プローブとは、試験試料中の相補的ＲＮＡまたはＤＮＡへハイブ

リダイズする検出可能な核酸配列である。プローブの検出は、試験試料中の特定

の核酸配列（それに対してプローブが特異的である）の存在を示している。科学

的研究を助けるのに加え、核酸プローブはウイルスおよび細菌、酵母および原虫

のような微生物、ならびに患者試料中の特定の障害に関連する遺伝子突然変異を

検出するために使用される。

      【０００３】

  Ｇｒｕｎｓｔｅｉｎ．ｅｔ  ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ  ７２：３９６１（１９７５）およびＳｏｕｔｈｅｒｎ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ

ｉｏｌ．９８：５０３（１９７５）は放射性標識核酸プローブを使用するハイブ

リダイゼーション技術について記載している。核酸ハイブリダイゼーションプロ

ーブは他の検出法よりも高い感受性および特異性、および生きている生物体を必

要としないことの利点を持っている。核酸ハイブリダイゼーションプローブはし

ばしば、容易に検出されるであろう放射性物質で標識される。

      【０００４】

  プローブを標識するために放射性同位元素を利用する現在のハイブリダイゼー

ション技術は、放射性廃棄物の処理、および身体および作業場の汚染をモニタリ

ングする必要があるため高い費用がかかる。加えて、32Ｐのような短い半減期の
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放射性化合物では放射性プローブを頻繁に製造する必要がある。放射性核酸プロ

ーブハイブリダイゼーションはそれ故、臨床的診断のような商業的分野では思い

とどまられている。

      【０００５】

  直接的放射性標識に付随する問題を避ける試みとして、プローブが間接的に標

識された。間接的標識における一つの普通の方法は、化学的または酵素的技術を

使用して核酸プローブへビオチン（小さなビタミン）を結合させることである。

特異的核酸へのハイブリダイゼーションに続いて、ビオチンがストレプトアビジ

ン（ビオチンを強固に結合し、酵素または蛍光色素で標識されている）との反応

により検出される。結合されたビオチン－ストレプトアビジン複合体は発色基質

との反応により検出され、および蛍光色素は適切な波長の入射光と反応させた場

合に観察されるであろう。しかしながら、ビオチンまたはその他のハプテンによ

るハイブリダイゼーションプローブの間接標識は、しばしばプローブの“疎水性

”を増加させる。プローブは相補的核酸標的以外の物質と非特異的に反応しやす

くなり、高いバックグラウンドを導く。ビオチン標識は非特異的結合を増加させ

、それは高いバックグラウンドを導き、それにより感度が減少し、偽陽性結果の

可能性を増加させる。間接標識はまた標識密度が制限されるため、直接標識より

も感度が悪くなる；塩基の少しの分画のみが標識され、信号発生部位の数が限ら

れる。プローブの標識密度を増加させると、非特異的結合を増加させ、バックグ

ラウンドをより高くし、および最終的にはハプテンの塩基対形成の妨害によりプ

ローブがその標的にハイブリダイズしなくなる。間接的に標識されたプローブは

それ故、その不正確さおよび偽陽性結果のため臨床的診断には適していない。

      【０００６】

  特異的核酸配列へのプローブのハイブリダイゼーションは、Ａｌｂａｒｅｌｌ

ａらによる米国特許第４，５６３，４１７号に記載されているようにアクリジン

オレンジまたはエチジウムブロミドのような挿入剤で検出されている。挿入剤は

プローブおよび試料核酸のハイブリダイズした塩基対間に挿入されるようになり

、へリックスの三次構造を解いてしまう。挿入剤およびほどかれたへリックスに

より作り出された、新規形成抗原決定基に対する特異的な抗体が通常の手段によ
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り検出される。この方法は、挿入剤が特異的配列を認識できないために標的ハイ

ブリッドに対する選択性を欠いている。さらに、抗体は挿入剤／核酸複合体のみ

を認識し、特異的配列を検出しない。従って、非特異的信号を防止するために追

加の選択または精製工程が必要とされ、この時間を消費し、および労力がかかる

方法を臨床診断には適さないものにしている。

      【０００７】

  特異的核酸配列へのプローブのハイブリダイゼーションはまた、Ｃａｒｒｉｃ

ｏによる米国特許第４，７４３，５３５号に記載されているような標識されたプ

ローブへ特異的である抗体の助けによっても検出できるであろう。プローブはフ

ラビンアデニンジヌクレオチド（ＦＡＤ）または蛍光剤のような検出可能な物質

で標識される。特異的核酸配列へハイブリダイズした後、標識されたプローブに

対して特異的な抗体が生化学的反応により検出される。この検出方法もまた非特

異的結合および偽陽性結果の可能性を持ち、臨床スクリーニングにはあまり適し

ていない。

      【０００８】

  標的増幅による核酸アッセイの感度を増加させる試みがなされてきた。核酸配

列を増幅する方法は商業的に入手可能である。これらの方法にはポリメラーゼ連

鎖反応（ＰＣＲ）、連結増幅反応（ＬＣＲ）および転写に基づいた増幅反応（Ｔ

ＭＡ）が含まれる。ＰＣＲ技術はＭｉｅｈａｅｌ  Ａ．Ｉｎｎｉｓ，Ｄａｖｉｄ

  Ｈ．Ｇｅｌｆａｎｄ，Ｊｏｈｎ  Ｊ．ＳｎｉｎｓｋｙおよびＴｈｏｍａｓ  Ｊ

．ＷｈｉｔｅによるＰＣＲ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  Ａ  Ｇｕｉｄｅ  ｔｏ  Ｍｅ

ｔｈｏｄｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ｐｐ．３９－４５および３３７

－３８５（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｈａｒｃｏｕｒｔ  Ｂｒ

ａｃｅ  Ｊｏｖａｎｏｖｉｃｈ，Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，１９９０）に記載され

ている。ＰＣＲ技術はまたＭａｒｘＪ．Ｌ．による、Ｓｃｉｅｎｃｅ  １４０：

１４０８－１４１０（１９８８）およびＭｕｌｌｉｓによる米国特許第４，６８

３．１９５および４，６８３，２０２、にも記載されている。連結増幅反応はＷ

ｕ，Ｄ．Ｙ.ａｎｄ  Ｗａｌｌａｃｅ，Ｒ．Ｂ，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ  ４：５６０

－５６９（１９８９）およびＢａｒｒｉｎｇｅｒ，Ｋ．Ｊ．，ｅｔ  ａｌ．，Ｇ
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ｅｎｅ  ８９：１１７－１２２（１９９０）、に記載されている。転写に基づい

た増幅反応はＫｗｏｈ，Ｄ．Ｙ．，ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ

ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：１１７３－１１７７（１９８９）、に記載されてい

る。これらの方法は高感度の利点を持っているが、試料調製は長々しく、あきあ

きし、および費用がかかり、反応生成物夾雑物から生じる偽陽性を示しがちであ

り、および標的核酸の最初の量を正確に定量することができないという欠点を持

っている。増幅反応生成物は最も多くの場合、ハイブリダイゼーションアッセイ

により検出される。

      【０００９】

  試料中の核酸分子（ＲＮＡかまたはＤＮＡ）検出のためのアッセイで達成され

る感度の度合いは、ＤＮＡよりもＲＮＡの方が一般的に低く、なぜなら、ＲＮＡ

は試料中の内因性ＲＮＡａｓｅによる分解を受けやすく、検出に利用できるＲＮ

Ａがより少なくなるためである。加えて、試料中の夾雑物により生じるバックグ

ラウンド妨害を、ＲＮＡのような標的核酸のさらなる分解を起こすことなく除く

ことは困難である。

      【００１０】

  核酸分子（即ち、ＲＮＡ）検出のためのハイブリダイゼーションアッセイが開

発されてきた。例えば、ＲＮＡのためのハイブリダイゼーション保護アッセイが

Ｇｅｎ－Ｐｒｏｂｅ  Ｉｎｃ．（Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）から市販品として

入手可能である。ハイブリダイゼーション保護アッセイは、Ｅｎｇｌｅｂｅｒｇ

，Ｎ．Ｃ．，ＡＳＭ  Ｎｅｗｓ  ５７：１８３－１８６（１９９１），Ａｍｏｌ

ｄ  ｅｔ  ａｌ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３５：１５８８－１５９４（１９８９）

および米国特許第４，８５１，３３０、に記載されているように、アクリジニウ

ム  エステルへ連結された一本鎖核酸プローブを用いる。標的ＲＮＡ分子へのプ

ローブのハイブリダイゼーションは、熱加水分解からアクリジニウム  エステル

結合を保護し、そのため検出された化学発光信号は試料中の標的ＲＮＡ量に比例

する。この保護アッセイの感度はハイブリダイズされていないプローブにより起

こされるバックグラウンド発光により制限される。

      【００１１】
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  ポリクローナルおよびモノクローナル抗体および他の類似の実在物が検出目的

のため一般に使用される。特に、ポリクローナル抗体は多数のエピトープを認識

し、一方、モノクローナル抗体は一つの特異的エピトープのみを認識する。ＲＮ

Ａ：ＤＮＡハイブリッドを検出するモノクローナル抗体は現在入手可能である。

ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するポリクローナル抗体は製造されているが

、しかしながら一般的に、それらは特異的エピトープに結合するように設計され

ているモノクローナル抗体ほど特異的ではない。

      【００１２】

  ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに対するモノクローナル抗体は現在入手可能であ

る。Ｓｔｕａｒｔによる米国特許第４，７３２，８４７号およびＳｔｕａｒｔら

によるＰｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：３７５  １（１

９８１）の報文は、ポリ（Ａ）－ポリ（ｄＴ）二重鎖に対して特異的なモノクロ

ーナル抗体を含んでいる固体表面上での特異的核酸配列のハイブリダイゼーショ

ン検出法を記載している。Ｓｔｕａｒｔによれば、問題とする配列と相補的なＤ

ＮＡまたはＲＮＡのアニーリングはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを形成する。Ｓ

ｔｕａｒｔは特に、ポリクローナル抗体では、一本または二本鎖核酸への有意な

結合を排除することができないので、ポリクローナル抗体の使用に反対している

。さらに、本明細書に記載した本発明とは異なり、Ｓｔｕａｒｔはガラスまたは

シリコンチップ上の非常に短いオリゴマーアレイのためのポリクローナル抗体の

利点を企図していない。加えて、Ｓｔｕａｒｔはガラススライドまたはシリコン

チップ上のマイクロアレイ、特に高密度アレイを企図していない。Ｓｔｕａｒｔ

は固相表面へ核酸プローブを結合させることを開示していない。その代わり、Ｓ

ｔｕａｒｔは試料ポリヌクレオチドを表面に固定し、一方、プローブ（例えば、

前もって決定されたヌクレオチド配列）は液相に存在している。前記のことを考

えると、本発明は本分野に著しい利益および利点を提供する。

      【００１３】

  Ｂｏｇｕｓｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄ

ｓ  ８９：１２３－１３０（１９８６）、は非特異的結合を減少させ、複雑な洗

浄法を避ける試みにおいて、フィルター上の単離された抗－ハイブリッド被覆ポ
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リスチレンビーズを使用するハイブリダイゼーションアッセイを開発した。ハイ

ブリドーマＨＢ８７３０により分泌されるＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに特異的

なモノクローナル抗体がＣａｒｒｉｃｏらにより米国特許第４，８３３，０８４

号に開示されている。Ｃａｒｒｉｃｏの特許において、プローブポリヌクレオチ

ドおよび問題とする配列の特異的再アニーリングにより形成されたＲＮＡ：ＤＮ

Ａハイブリッドは、モノクローナル抗体への結合により感度よくおよび特異的に

検出できる。

      【００１４】

  マイクロアレイとは固相基板へ配列または固定化された、ＲＮＡ、ＤＮＡ、タ

ンパク質などを含む別個の生物学的分子の規則的な配置を意味している。オリゴ

ヌクレオチドおよびプローブのような結合剤のこれらのマイクロアレイは、バイ

オテクノロジー工業および関連分野において、ますます重要な道具となってきて

いる。多数の結合剤から成っているマイクロアレイは、規則的な様式またはパタ

ーンで固体支持体の表面上へ固定化されており、薬剤スクリーニング、核酸スク

リーニング、突然変異分析などを含む種々の応用での使用が見つけられている。

マイクロアレイに関連してここで使用されるような要素には、基板の表面上に他

とは別なおよび同定可能な様式で配置された、ハイブリダイズ可能な核酸配列、

オリゴヌクレオチド、プライマー、プローブおよび／またはアミノ酸が当てはま

る。マイクロアレイの使用を通した生物学的分子の検出は、多数の試料および生

物学的分子を分析し、分析に必要とされる試料量を減少させ、実験変化性を減少

させ、試料調製時間を減少させ、結果を確認し、およびそのような分析の費用を

減少させるために利益がある。

      【００１５】

  現在、マイクロアレイの主たる使用は生物学的試料中の遺伝子発現を測定する

ことである。遺伝子発現測定はｍＲＮＡの存在または不在の検出、またはｍＲＮ

Ａ濃度の増加または減少の測定を含んでいる。しかしながら、通常の方法でハイ

ブリダイゼーションを検出するため、および遺伝子発現を測定するためには、試

料は最初に精製および標識されていなければならない。試料を精製および標識す

るための普通の技術は：１）ＲＮＡ増幅、標識およびハイブリダイゼーション、
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および２）ｃＤＮＡ標識およびハイブリダイゼーションである。第一の技術の増

幅部分はＶａｎ  Ｇｅｌｄｅｒらにより、１９９８および１９９９年に公開され

た、各々米国特許第５，７１６，７８５および５，８９１，６３６号に記載され

ている。高度に精製された全ＲＮＡまたはｍＲＮＡが使用され、それは費用のか

かる、およびあきあきするほど時間を消費する方法である。オリゴ－ｄＴプライ

マーはまた、ポリ－Ａ尾部付きｍＲＮＡをアンチセンス一本鎖ｃＤＮＡへ逆転写

するためにも使用される。オリゴ－ｄＴはさらに、ｄＴ配列の５開始末端にＴ７

  ＲＮＡポリメラーゼのための配列を含んでいる。逆転写後、ＲＮＡａｓｅ  Ｈ

、ＤＮＡリガーゼおよびＤＮＡポリメラーゼの組み合わせが、二本鎖ｃＤＮＡを

発生させるために使用される。本来のＲＴプライマーはＴ７  ＲＮＡポリメラー

ゼプロモーターを含んでいたので、二本鎖ｃＤＮＡは完全Ｔ７  ＲＮＡプロモー

ターを含んでいる。二本鎖ｃＤＮＡは次にＴ７  ＲＮＡポリメラーゼの鋳型とし

て使用される。ＲＮＡの約１００－１０００の追加コピーがｃＤＮＡの各々のコ

ピーから発生される。転写過程の間、標識ヌクレオチドが転写されたＲＮＡ内へ

取り込まれる。標識ＲＮＡは次にＤＮＡマイクロアレイへハイブリダイズされ、

標識ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを形成する。蛍光標識は直接的に検出され、一

方、間接的標識は第二の結合剤との反応後に検出されるであろう。

      【００１６】

  第二の試料調製技術は標識ｃＤＮＡを製造しおよび測定する。この技術におい

て、全ＲＮＡおよびｍＲＮＡは生物学的試料から精製される。オリゴ－ｄＴプラ

イマーはポリ－Ａ尾部付きｍＲＮＡをアンチセンス一本鎖ｃＤＮＡへ逆転写する

ために使用される。逆転写過程の間、標識ヌクレオチドが発生しようとしている

ＤＮＡ鎖内へ取り込まれる。合成後、ＲＮＡ鎖は破壊される。標識ｃＤＮＡ鎖は

次にマイクロアレイへハイブリダイズされる。もし、ヌクレオチドが蛍光で標識

されていたら、ハイブリッドは蛍光アレイスキャナーで直接可視化される。もし

ヌクレオチドがビオチンで標識されていたら、マイクロアレイは最初に標識スト

レプトアビジンと反応させ、続いてスキャンされる。

      【００１７】

  これら両方の技術の欠点は数倍にものぼる。第一に、両方とも大量の高度に精
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製された核酸（即ち、ＲＮＡまたはＤＮＡ）を必要とする。精製は時間を消費し

、および労力がかかる追加工程を必要とする。加えて、これらの技術は不正確で

ある。逆転写は核酸配列に依存して異なった効率および動力学的速度で起こり、

人為的に特定の核酸配列の濃度を変化させる。原核生物ｍＲＮＡおよびいくつか

の真核生物ｍＲＮＡは３開始末端にポリＡ配列または尾部を含んでいないか、ま

たはポリＡ尾部が精製の間に分解され、従って、逆転写工程を開始させるための

配列が存在しないので、現在の技術では標識または検出できない。現在の技術は

それ故、検出に使用できる試料型に限定されている。また、これらの方法論は標

識ヌクレオチドを含んでいる。非標識核酸内への標識核酸の取り込みは天然のヌ

クレオチドよりも低い効率および遅い速度で起こる。もう一度、標識は配列に依

存して異なった効率で取り込まれるであろう。従って、標識密度は異なった配列

間で相違し、これらの核酸の測定量を人為的に変化させる。それ故、定量は相対

的であるのみである。標識核酸はまた、天然の核酸とは異なったハイブリダイゼ

ーション動力学を示し、通常それらの特異性を低くする。加えて、本方法は同レ

ベルの特異性を達成するために非修飾ヌクレオチドよりも高いストリンジェンシ

ー  ハイブリダイゼーション条件を必要とするであろう。しかしながら、受容可

能な特異性を達成するためのより高いストリンジェンシー条件の使用は、検出の

感度を低下させるであろう。従って、正確で、時間および費用の両方が効率的で

あり、およびより高い感度および最少の非特異的結合で、一つまたはそれ以上の

試料生物学的分子をスクリーニングできる、生物学的分子（ＤＮＡ、ＲＮＡ、タ

ンパク質など）の検出および定量的分析のためのアッセイが必要とされている。

      【００１８】

  それ故、生物学的分子をスクリーニングするために使用が容易で、高度に特異

的で、正確で、および感度が良好な、一つまたはそれ以上の生物学的分子（ＲＮ

Ａ、ＤＮＡまたはタンパク質が含まれるが、それらに限定されるわけではない）

を検出および測定する方法を持つことは有用であろう。

      【００１９】

  従って、生物学的分子（ＲＮＡ、ＤＮＡまたはタンパク質が含まれるが、それ

らに限定されるわけではない）の不在または存在を検出、および定量するアッセ
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イを提供するのが本発明の目的である。

      【００２０】

  試料中の第一の特異的標的生物学的分子および第二の生物学的プローブを含む

ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するための方法を提供するのも本発明の目的

である。

      【００２１】

  最少偽陽性を持っている、感度が高いおよび定量的なアッセイを提供するのも

本発明の目的である。

  大量、平行スクリーニングのためのアッセイを提供するのも本発明のさらなる

目的である。

      【００２２】

発明の要約

  生体分子を相補的生体分子プローブとハイブリダイズさせることにより二本鎖

ハイブリッドを形成し、続いて、検出可能であり、およびＲＮＡ：ＤＮＡハイブ

リッドを特異的に認識する抗体または他の実在物での、固相上に形成されたこれ

らの二本鎖ハイブリッドの免疫学的検出により、ＲＮＡ、ＤＮＡ、タンパク質な

どを含んでいる問題とする生物学的分子を検出および測定するためのアッセイが

開示されている。この方法は、種々の試料中に存在する一つまたはそれ以上の特

異的生物学的分子の存在を検出するために使用される。

      【００２３】

  本発明は多数の生物学的分子の量を同時にモニタリングする（例えば、検出し

および量を定量する）方法を提供する。

  本発明はＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを認識するために特異的である、検出可

能に標識された実在物を使用する、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するため

のアッセイに関している。好適には、実在物は検出可能に標識されたＲＮＡ：Ｄ

ＮＡハイブリッド－特異的抗体またはその断片である。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリ

ッドを検出するために使用される抗体は、モノクローナルでもポリクローナルで

もよいが、好適には、３０塩基未満の長さを持っている、短い生物学的分子プロ

ーブ検出のためにポリクローナルである。
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      【００２４】

  本発明はまた、遺伝子発現、多型突然変異検出、またはＳＮＰ分析などによる

生理学的応答を決定するために本発明のマイクロアレイを使用するアッセイにも

関している。本方法は挿入または欠失突然変異を含んだ任意のおよびすべての遺

伝子型変異を検出するために使用される。

      【００２５】

  さらに、本発明は短い生物学的分子を伸張するために逆転写を利用し、それに

よりＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの検出を促進するアッセイにも関している。好

適には、逆転写酵素は熱安定性であり、およびＲＮＡａｓｅ  Ｈ機能が欠けてい

る。

      【００２６】

  本発明はさらに、生物学的分子を検出および定量するためのキットに関してお

り、ここでそのキットは本発明によりここに記載されている多数の標的で、試料

をスクリーニングするために使用される。

発明の詳細な説明

  １以上の試料中の１以上の標的生物分子検出及び定量用のアッセイ及びキット

が提供される。一般的に、限定はされないが、ＲＮＡ、ＤＮＡ、タンパク質など

の生物分子からなる試験試料が集められ、固相に結合した、標的生物分子に特異

的な核酸プローブに、直接的あるいは間接的にハイブリダイズする。ハイブリダ

イズしない核酸配列は、好ましくは洗浄により除かれる。次にハイブリダイゼー

ションは、検出可能な標識で直接的あるいは間接的に標識されたＲＮＡ：ＤＮＡ

ハイブリッド抗体との反応により検出される、及び／又は結合核酸プローブ配列

に相補的な標識された核酸配列により検出される。

      【００２７】

  本発明の一つの態様において、好ましくは固相にスポットしたあるいは結合さ

せたオリゴヌクレオチドあるいは他の核酸を用いて、試料の特異的な核酸を相補

的な核酸プローブにハイブリダイズし、二本鎖ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを形

成する。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを特異的に認識するいかなる存在物、好ま

しくはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに特異的な抗体あるいはその断片も、検出及
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び測定に使用されてよい。

      【００２８】

  また、本発明は短い生物分子、好ましくは固相に固定されたプライマーあるい

はプローブ、を利用する。好ましくはＲＮＡｓｅＨ機能を欠く逆転写酵素を用い

てプライマーを伸長し、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体、ＲＮＡ：ＤＮ

Ａハイブリッド抗体断片、あるいはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに特異的に結合

する存在物がより効果的に結合し検出されるようにすることが望ましいだろう。

      【００２９】

    本発明のさらなる態様は３つの生物分子を包含し、その全てが好ましくは核

酸である。第一の試料生物分子が、好ましくはプローブである相補的な第二の生

物分子にハイブリダイズし、同時にあるいは連続して、第二の核酸が第三の核酸

にハイブリダイズし、ここで核酸のうちの一つは固相に固定され、形成されたＲ

ＮＡ：ＤＮＡハイブリッドは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに特異的な存在物に

より検出される。

      【００３０】

  本発明のさらなる態様において、好ましくはタンパク質からなる固定された生

物分子が、好ましくは核酸である試料生物分子に結合し、もしもその核酸がＲＮ

Ａ：ＤＮＡハイブリッドである場合にはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに特異的な

存在物により検出されるようにしてもよい。例えばＤＮＡは固定化されたタンパ

ク質のＤＮＡ結合部位に結合してもよく、ここでタンパク質－ＤＮＡ複合体のＤ

ＮＡ部分がＲＮＡにハイブリダイズされてもよい。同様の様式で、固定化された

タンパク質はＲＮＡに結合してもよく、ここでタンパク質－ＲＮＡ複合体のＲＮ

Ａ部分はＤＮＡに結合してもよい。生じたＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドは、ＲＮ

Ａ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体あるいはその断片のようなＲＮＡ：ＤＮＡハ

イブリッドに特異的な存在物によって検出されてもよい。

      【００３１】

  本発明はマイクロアレイの使用において当業に対する顕著な効果を提供する。

クルード又は精製された試料のいずれもが使用されてよいために、本発明の試料

調製法は単純化されており、生物分子のより正確な検出と測定を可能にする。ま
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た、生物試料は検出と測定のために直接標識される必要がなく、標識に帰せられ

る干渉が避けられる。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに結合する存在物を利用する

ことにより非常に高い標識密度が得られるであろうことから、本発明は生物分子

を検出及び測定するための非常に感度の高い方法を提供する。このような鋭敏な

感度により分析に要する試料の量が減少する。他の方法と異なり、本発明は原核

生物ｍＲＮＡといくつかの真核生物ｍＲＮＡであってポリA尾部を欠くものある

いは精製後に分解されたものを測定するだろう。

      【００３２】

  本発明の他の効果は、逆転写酵素が必要でないことであるが、感度を上昇する

ために要望されるならば用いても良い。本発明の最も効果的な側面の一つは、生

物分子の直接定量である。比較的にのみＲＮＡを定量する他の慣用的な技法、例

えば２色比較法、とは異なり、本発明は結果を解釈するための直接的アプローチ

と生物分子の単純化された分析を利用する。加えて、本発明はその単純化された

試料化方法により複数の生物分子を同時に分析できる。したがって、本発明によ

り、さらに直接的な解釈と結果の単純化が可能となる。

      【００３３】

  本発明では、本明細書中で使用される「プローブ」又は「核酸プローブ」は、

第二の核酸へのハイブリダイゼーションが検出されるであろう１以上の核酸ある

いは核酸様の断片の集合として定義される。このプローブは以下に記載のように

未標識あるいは標識されており、第二の核酸への結合が検出されるだろう。プロ

ーブはゲノムの１以上の特定の部分からの核酸源から作製されてよく、これは周

知でも未知でもよいが、例えば１以上のクローン、単離された全染色体又は染色

体断片、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅産物の集合、あるいは合成核酸又

はＰＮＡ分子である。またはプローブは無作為の、半無作為の、又は標的とされ

た配列からなるものであってよい。このプローブはある様式で、例えば繰り返し

核酸のブロッキングあるいは除去により、又は特有の核酸の添加により加工され

てもよい。したがって、「プローブ」という単語は本明細書中では、検出可能な

核酸のみならず、検出可能な核酸であってたとえば核酸のブロッキングなどによ

り標的に適用される形態をとっているもの、をも指すものとして使用される。こ
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のブロッキング核酸も別に言及されるだろう。「プローブ」が何を特定して指し

ているかは、この単語が用いられる文脈から明確となる。重合の開始点としての

使用の文脈では、すなわち転写又は複製のためには、プローブはプライマーとし

ても機能するだろう。

      【００３４】

  プローブは固体表面上に固定された分離された核酸であってもよい。いくつか

の実施例では、プローブは例えばＷＯ９６／１７９５８に記載のような核酸のマ

イクロアレイのメンバーであってもよい。高密度のマイクロアレイを作製できる

技術もこの目的のために使用される（Foder et al. Science 767-773 (1991)及

び米国特許第５１４３８５４号、Pirrung, M.C.参照）。プローブは標的分子に

質問するために反応基板上に素子として沈着されてもよく、直接的あるいは間接

的に標識されていてよい。

      【００３５】

  開示された本発明のアッセイははあらゆる生物分子あるいは試料中の生物分子

の組合せを検出及び定量するのに用いられてよく、ここで相互に交換可能に用い

られる「生物学的分子（biological molecule）」及び「生物分子(biomolecule)

」は、本明細書中で定義されるように、核酸、アミノ酸、類似体、ペプチド、抗

体、等を指している。「核酸」はデオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチ

ド及びそれらの重合体を指し、限定はされないが、合成あるいは細菌、酵母、ウ

イルス、及び植物や動物のような高等生物の細胞や組織から由来するものを含む

、いかなる源からのものでもよく、別途限定しない限りは、天然に存在するヌク

レオチドと同様の様式で機能するであろう天然のヌクレオチドの周知の類似体を

含包してよい。ペプチド核酸（ＰＮＡｓ）も核酸という用語の範囲内に含包され

る。

      【００３６】

  さらに本明細書中で「核酸」は２～約１００００塩基長の範囲の一本又は二本

鎖核酸として定義される。また本明細書中で用いられる場合、「核酸」はオリゴ

ヌクレオチド、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、アンプリコン、プラスミド、等を指す。「

オリゴヌクレオチド」は一つの所望の核酸プローブであって、少なくとも６～約
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６０塩基、好ましくは約１５～３０塩基、さらに好ましくは約２０～２５塩基か

らなり、ＰＣＲ増幅やハイブリダイゼーションアッセイやマイクロアレイに用い

られてよい。本明細書で使用される場合、当業で慣用的に定義されるように、オ

リゴヌクレオチドは「アンプリマー」及び「オリゴマー」の用語と実質的に同等

であり、本明細書中で「プライマー」及び「プローブ」として使用されるだろう

。

      【００３７】

  また、他に別途記載しない限り、この用語は天然ヌクレオチドの周知の類似体

であって標準（reference）核酸と同様の結合特性を持ち天然に存在するヌクレ

オチドと同様の様式で代謝されるものを含む核酸を含包する。さらに、特定の核

酸配列は保存的に修飾されたその変種（例えば縮重コドン置換）及び相補的な配

列並びに明示的に示された配列をも暗黙的に含包する。

      【００３８】

  検出用の核酸配列、本明細書では対象の核酸分子（nucleic acid molecules o

f interest）あるいは標的核酸分子（target nucleic acid molecules）と称さ

れているもの、は検出の必要性と目的に基づいて選択される。一般的に、対象の

核酸分子は検出用核酸配列の選択のための周知の尺度に基づいて選ばれてよい。

例えばある特定の核酸分子は病原体、病態あるいは疾病素質に関連しているかも

しれず、そのような核酸分子の検出は診断的な価値を持つだろう。例えば、癌細

胞又は正常細胞に特異的なｍＲＮＡが検出されるだろう。さらに、ここで開示の

方法により、限定されないが、タンパク質、ペプチド、プライマー、及びＤＮＡ

又はＲＮＡ分子からなる生物学的分子であって、他の生物学的あるいは化学的方

法により生成した（ＣＡＲ、ＮＡＳＢＡなどにより生じた物のような）分子の検

出をも可能にする。核酸の検出は突然変異、欠失、一ヌクレオチド多型の挿入、

及び他の多型の検出も含む。

      【００３９】

  「試料（sample）」又は「標的試料（target sample）」は本明細書中で交換

可能に用いられるが、最も広義に定義されて、核酸、アミノ酸、タンパク質、ペ

プチドなど（限定はされないが）の生物学的材料と生物学的分子の合成材料の両
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方を含み、全ゲノムＤＮＡ、全ＲＮＡ、例えば染色体からのゲノムＤＮＡ又はｍ

ＲＮＡ、あるいは特定のアンプリコン又は欠失内の選択された配列（例えば特定

のプロモーター、遺伝子、増幅あるいは制限断片、ｃＤＮＡなど）からなる試料

を指す。本発明の一つの態様は標的核酸試料の存在又は不在のいずれかを検出し

、定量されるべき試料の量を測定することである。「標的（target）核酸」なる

用語は、プローブが向けられるより大きな核酸の特定の部分配列、あるいは全体

の配列（例えば遺伝子又はｍＲＮＡ）であって検出、定量及び存在又は不在を調

べるためにそのレベルが必要とされるもの、を指してよい。その使用の違いは文

脈から明らかになるだろう。

      【００４０】

  生物分子試料は特定の細胞又は組織から抽出されてよい。そこから生物分子が

調製されるような組織試料は、典型的には、検出される増幅や欠失に関連した疾

患に罹っていると疑われる患者から採取される。いくつかのケースでは、生物学

的分子、例えば核酸、はＰＣＲのような標準的手法を用いてハイブリダイゼーシ

ョンの前に増幅されてもよい。「核酸試料」なる用語のこのような特別な使用法

はこの用語が用いられる文脈から当業者にとって容易に明らかとなるだろう。例

えば、核酸試料は当業者に周知の方法により調製された組織抽出物や細胞溶解物

の試料であってよい。試料は、対象の生物学的分子が細胞から放出されてハイブ

リダイゼーションに利用可能になるように調製される。

      【００４１】

  また、本発明で開示される方法のための試料は、核酸を含む、あるいは含むで

あろうと思われるいかなる源からのものであってもよい。この核酸の源は精製さ

れた形態であっても未精製の形態であってもよい。開示の方法における使用に適

した好ましいタイプの試料あるいは試料源は、核酸検出の他の方法における使用

に適する試料として既知のあるいは同定されたような試料である。そのような試

料は多く知られている。例えば、試料は農業あるいは食料製品からであってよく

、又はヒトあるいは獣医の臨床の検体であってよい。試料は血漿、血清、血液、

尿、痰、細胞溶解物などのような生物学的液体であってよい。試料は細菌、酵母

、ウイルス及び植物や動物のような高等生物の細胞又は組織であって対象の生物
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学的分子を持つと思われるものを含むだろう。核酸、例えばＲＮＡの、抽出及び

／又は精製の方法は、Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Man

ual (New York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982)により記載されている

。

      【００４２】

  サンプルは粗精製または未精製状態であってもよいため、サンプルの調製また

は処理が簡略化される。より天然に近い状態にあるサンプルを用いることにより

、正確な発現検出と定量が達成される。さらに、サンプルを標識および検出する

ため、逆転写酵素工程を開始させるためのポリＡ配列の存在を必要とする他の技

術とは異なり、本発明を用いれば、原核生物mRNAおよびポリＡ尾部を3'末端に有

さない真核生物mRNAを測定することができる。

      【００４３】

  開示の方法に使用する標的生物学的分子は、様々な起源のものであってよく、

天然および合成のいずれであってもよい。例えば、各種のRNAとしては、メッセ

ンジャーRNA、リボソームRNA、核小体RNA、転移RNA、ウイルスRNAおよびヘテロ

核RNA、全ゲノムDNA、cDNA、タンパク質、ペプチド等が挙げられる。さらに、天

然物質全体またはその断片を使用してもよい。

      【００４４】

  固相または固相支持体としては、プラスチック、樹脂、多糖類、シリカまたは

シリカ系材料、官能化ガラス、変性シリコン、炭素、金属、無機ガラス、膜、ナ

イロン、絹、羊毛および木綿等の天然繊維、並びにポリマーが挙げられるが、こ

れらに限定されない。固相または固相支持体は、多孔質または無孔質のいずれで

あってもよい。一部の実施形態では、固相支持体を構成する材料は、カルボキシ

、アミノ、ヒドロキシ等といった反応性基を有し、これらの反応性基をプローブ

の共有結合または非共有結合に使用する。適切なポリマーとしては、ポリスチレ

ン、ポリエチレングリコールテレフタレート、ポリ酢酸ビニル、ポリ塩化ビニル

、ポリビニルピロリドン、ポリアクリロニトリル、ポリメタクリル酸メチル、ポ

リテトラフルオロエチレン、ブチルゴム、スチレンブタジエンゴム、天然ゴム、

ポリエチレン、ポリプロピレン、(ポリ)テトラフルオロエチレン、(ポリ)フッ化
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ビニリデン、ポリカーボネートおよびポリメチルペンテンが挙げられるが、これ

らに限定されない。好適なポリマーとしては、米国特許第5,427,779号(Elsner, 

H. et al.；引用により本明細書に含まれるものとする)に概説されているものが

挙げられる。固相および固相支持体としては、プローブ、プライマー、オリゴヌ

クレオチド、タンパク質、ペプチド等を結合または付着させ得る任意の固体材料

が挙げられるが、これらに限定されない。固相および固相支持体は任意の有用な

形状をとることができ、例えば、薄膜または膜、ビーズ、ボトル、マイクロウェ

ルプレート、シャーレ、スライドガラス、繊維、織布、成形ポリマー、粒子、チ

ップおよびマイクロ粒子が挙げられる。固相にとって好適な基板形状はマイクロ

タイターシャーレ、シリコンチップ、スライドガラス、およびタグ付きビーズで

ある。

      【００４５】

  分子を固相基板表面へ共有結合させる通常の適用に際しては、結合成分の性質

および固相基板表面の性質に応じて、多様な反応用官能基を用いて表面を活性化

してもよい。従って、必要であれば官能基を導入して固相基板表面を改質し、次

いで該官能基を結合成分と反応させてもよい。

      【００４６】

  「マイクロアレイ」は、cDNA、アンプリコン、プラスミド、タンパク質、ペプチ

ド等といった複数の異なる生物学的分子を含んでなるものであり、複数とは少な

くとも２種類の異なる生物学的分子を意味し、生物学的分子はマトリックス状ま

たは構造状に並んで固相に固定化されている。理論上は、成分は１種類だけでよ

いものの、好適な実施形態では、少なくとも10、より一般的には少なくとも20、

多くの場合少なくとも50、望ましくは100以上、さらには1,000以上であるが、一

般には約104以下、より一般的には約100,000以下の成分が存在し、約10～10,000

成分が固相または固相支持体に固定化されているのが好ましい。指定の限られた

部位に少量を特異的に有することができるため、理論上は異なる成分の数が105

を超えることができるものの、大体のところ100,000を超える必要はなく、この

ような多数の異なる成分はマイクロアレイの調製を複雑にするだけである。固相

に固定化される成分の数は通常105を超えないため、結合成分の性質、シグナル
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の発生源、検出されるシグナルの性質、シグナルの検出感度、マイクロアレイの

性質(マイクロアレイのサイズ等)、マイクロアレイの製造方法などに応じて、ア

ドレス可能な各部位の数が実質的に増える可能性がある。従って、マイクロアレ

イは「大規模平行スクリーニング」に用いるのが好ましく、本明細書中では、少な

くとも10、好ましくは約1,000、より好ましくは約10,000の異なる生物学的分子

のハイブリダイゼーションを同時にスクリーニングするものとして記載する。

      【００４７】

  マイクロアレイの好適な一形態には、本明細書に記載するように、1～10、10

～100、最も好ましくは100を超える異なる核酸(好ましくはオリゴヌクレオチド

、プライマー等)を、小さなドットもしくはエレメントのアレイとして堆積、ス

ポットまたは合成したスポット状アレイが含まれる。固相上に堆積、スポットま

たは合成されたこれらの核酸を、本発明では「エレメント」と呼ぶ。典型的には、

エレメントは直径約１mm未満である。通常、エレメントのサイズは１μm～約５m

m、好ましくは約１μm～約１mmである。開示の方法に使用する核酸プライマーは

、既成のオリゴヌクレオチド合成法を用いて合成することができる。このような

方法は、標準的な酵素消化とそれに続くヌクレオチド断片の単離(例えば、Sambr

ook et al., Molecular cloning: A Laboratory Manual,第２版(Cold Spring Ha

rbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989)第５、６章)を参照

されたい)から、MilligenまたはBeckman System 1 Plus DNA 合成機(例えば、Mi

lligen-Biosearch, Burlington, MA製のモデル8700自動合成機またはABIモデル3

80B)を用いたシアノエチルホスホルアミダイト法等による単純な合成法まで、様

々である。オリゴヌクレオチドの作製に有用な合成法は、Ikuta et al.(Ann. Re

v. Biochem. 53:323-356(1984)；ホスホトリエステル法およびホスフィットトリ

エステル法)並びにNarang et al.(Methods Enzymol., 65:610-620(1980)；ホス

ホトリエステル法)にも記載されている。

      【００４８】

  マイクロアレイの別の形状は３次元アレイであり、例えば、カラーコード化ビ

ーズからなるアレイ(Luminex; Austin, TX)および高周波タグを有するビーズか

らなるアレイ(PharmaSeq; Monmouth Junction, NJ)が挙げられる。本発明で用い
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る３次元マイクロアレイは３次元を有する任意の固相であり、各マイクロアレイ

は、複数の異なる生物学的分子(好ましくは核酸プライマー)が表面に結合してい

る。従って、固相マイクロアレイ上の各プライマーの位置から、各核酸プライマ

ー配列を同定することができる。開示のアッセイの操作を利用してもよい。例え

ば、複数の核酸プライマーを含む３次元マイクロアレイを目的の標的核酸と混合

してもよい。プライマーが短い場合には、これらの分子をポリメラーゼ(例えば

、逆転写酵素等)によって伸長させて、本明細書に記載するようなRNA:DNAハイブ

リッドに特異的な物質(例えば、抗体および抗体断片等)に結合できるようにする

のが望ましい場合がある。抗体を固相上に捕捉することにより、RNA:DNAハイブ

リッドが形成された固相マイクロアレイのプライマーを、ハイブリッドが形成さ

れなかったプライマーから分離することができる。次いで、RNA:DNAハイブリッ

ドに特異的な物質を検出し、プライマーを同定すればよい。他の多くのアッセイ

スキームを開示の方法に使用することもできる。

      【００４９】

  マイクロアレイは、例えば、遺伝子発現、突然変異および多型分析、SNP、遺

伝的変異の検出等への応用に際して、RNA、DNA、タンパク質等を検出および測定

するアッセイの小型化に好適な形式として提案されたものである。マイクロアレ

イは、数十～数千の遺伝子または遺伝的変異(例えばSNP)のレベルを、単一装置

上の単一サンプルから測定可能にするものである。従来のマイクロアレイ法の欠

点は、測定対象の生物学的分子(好ましくは核酸(RNAまたはDNA))を最初に標識し

なければならない点であり、この工程は、ある核酸を別の核酸(例えば、RNAを標

識DNA)へ変換させることにより行われることが多く、これによって生物学的分子

が検出および測定可能になる。

      【００５０】

  本発明では好ましくは、本明細書中で定義するような、DNA、RNA、アンプリコ

ン、プラスミド等といった(但し、これらに限定されない)複数の核酸配列が固相

支持体に固定化された「核酸マイクロアレイ」を用い、相補的な標的核酸をハイブ

リダイズさせる。マイクロアレイの核酸には、例えば、特異的な遺伝子もしくは

クローン由来の配列、プローブ、プライマー、またはオリゴヌクレオチドを、多
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孔質もしくは無孔質固相または固相支持体に結合させたものが含まれる。様々な

サイズの核酸を本発明のマイクロアレイに使用することができる。

      【００５１】

  核酸は固相支持体または基板に結合させることができる。このようなマイクロ

アレイは、複数の異なる核酸がアレイ状、グリッド状、または他の組織化された

パターン状に結合または付着した固相支持体である。「核酸マイクロアレイ」は、

好ましくは、シリコンチップ、スライドガラス、または他の固相支持体上に並ん

だ核酸配列鎖のアレイを含み、遺伝子発現、突然変異および多型分析等の検出お

よび測定に対して幅広い用途を有する。核酸マイクロアレイを調製するにはいく

つかの方法が利用可能である。核酸配列鎖は、受動的または化学的カップリング

法によって固相基板に非共有結合または共有結合させることができる。他のアプ

ローチでは、合成法を利用して核酸分子を直接基板表面上で構築する。より簡便

ではあるが制限の多いアプローチは、標識核酸配列を調製し、次いで標識核酸配

列を結合パートナーで予め被覆しておいた基板へ結合させるものである。

      【００５２】

  あるいは、タンパク質および／またはペプチドのエレメントを固相支持体また

は基板へ組織化されたパターン状に結合させることもできる。このような固定化

タンパク質エレメントに、核酸、タンパク質、ペプチド、および／または核酸ハ

イブリッドを結合させればよい。検出は、RNA:DNAハイブリッドに特異的な物質(

例えば、抗体または抗体断片)を用いて行う。固定化タンパク質またはペプチド

がRNA:DNAハイブリッドに結合する場合には、タンパク質-ハイブリッド複合体の

RNA:DNAハイブリッド部分を、RNA:DNAハイブリッドに特異的な物質を用いて検出

することができる。固定化タンパク質がDNAに結合する場合には、タンパク質-DN

A複合体のDNA部分をRNAにハイブリダイズさせ、RNA:DNAハイブリッドを形成させ

ることができる。固定化タンパク質がRNAに結合する場合には、タンパク質-RNA

複合体のRNA部分をDNAにハイブリダイズさせ、RNA:DNAハイブリッドを形成させ

ればよい。RNA:DNAハイブリッドは、RNA:DNAハイブリッドに特異的な物質(例え

ば、RNA:DNAハイブリッド特異的抗体またはその断片)を用いて検出することがで

きる。



(27) 特表２００３－５２８２９５

      【００５３】

  「ハイブリッド」とは、RNAまたはDNAからなる二本鎖核酸である。二重らせんは

DNA:DNA、RNA:RNA、またはRNA:DNAのいずれかであり、人工ヌクレオチドを含ん

でいてもよい。RNAホモ二重らせんは、塩基対合した二本鎖RNAである。RNA:DNA

ヘテロ二重らせんは、RNA鎖とDNAヌクレオチド単量体を含む鎖とからなる。二重

らせんは、全体が二本鎖になっていてもよいし、一部が二本鎖になっていてもよ

い。典型的には、二重らせんの少なくとも10塩基が二本鎖である。「特異的にハ

イブリダイズ(する)」または「特異的なハイブリダイゼーション」または「選択的に

ハイブリダイズ(する)」等の表現は、ストリンジェントな条件下で核酸分子が、

複雑な混合物(例えば、全細胞)DNAまたはRNA中に存在する特定のヌクレオチド配

列に優先的に結合、二重らせん化、またはハイブリダイズすることを云う。

      【００５４】

  固相基板上に固定化された核酸プローブは、RNA:DNAハイブリッドの形成を基

板上に局在化させることができる。このような局在化によって、後続の検出工程

を妨害する可能性のある反応成分を洗い流す簡便な手段や、複数の異なる標的核

酸配列を同時にアッセイする簡便な方法がもたらされる。RNA:DNAハイブリッド

は、異なるプライマーが付着した各々の部位において別々に形成される得る。プ

ローブを固定化して生物学的分子の固相マイクロアレイを形成するには、本明細

書に記載の方法を使用すればよい。

      【００５５】

  本明細書で定義するような「物質(entity)」とは、RNA:DNAハイブリッドを特異

的に認識する任意の分子を云う。RNA:DNAハイブリッドを認識し得る物質の例と

しては、キメラ抗体、RNA:DNAハイブリッドに特異的に結合する天然もしくは遺

伝子操作されたタンパク質または核酸が挙げられるが、これらに限定されない。

      【００５６】

  物質の好適な一実施形態は「抗体」である。本発明では、抗体は最も広い意味で

用いられるものとし、無傷の抗体全体、抗体断片、組換え抗体、キメラ抗体、多

機能抗体凝集物、または、本明細書に記載の特徴を有する抗体結合部位を少なく

とも１つ含む任意の抗体誘導物全般または他の物質を含むものとする。好ましく
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は、本発明では、これらの物質はRNA:DNAハイブリッドを特異的に検出し、かつ

特異的に結合するものである。免疫グロブリンの既知のクラスおよびサブクラス

のいずれかの抗体(例えば、IgG、IgM等)、並びに、Fab、F(ab')およびF(ab')2と

して知られているIgG断片等の活性断片が意図されている。抗体には、特異的な

エピトープに結合するモノクローナル抗体(アゴニスト、アンタゴニスト、およ

び中和抗体を含む)並びにポリエピトープ特異性を有するポリクローナル抗体、

または他の物質が含まれていてもよい。

      【００５７】

  二本鎖RNA:DNAハイブリッドに特異的な任意の抗体または物質を使用して、本

発明のハイブリッドを直接検出してもよい。本発明では、短鎖核酸配列、好まし

くは30塩基長未満の核酸配列を検出するために抗体を用いる実施形態においては

、ポリクローナル抗体が好適である。

      【００５８】

  RNA:DNAハイブリッドを検出するのに用いる抗体は、モノクローナル抗体また

はポリクローナル抗体のいずれであってもよい。モノクローナル抗体とポリクロ

ーナル抗体の混合物を用いるのが有利である場合もある。さらに、本発明は、特

異的な結合特性を持つように特別に設計したポリクローナルまたはモノクローナ

ル抗体の使用を包含する。例えば、極めて短鎖(20塩基対未満)のRNA:DNAハイブ

リッドに特異的に結合するモノクローナルまたはポリクローナル抗体を作製すれ

ば、極めて短鎖のRNA:DNAハイブリッドを検出する際に使用できる。さらに、RNA

:DNAハイブリッド内のミスマッチに対して感度の高いまたは低いモノクローナル

またはポリクローナル抗体を作製してもよい。RNA:DNAハイブリッド内のミスマ

ッチに対して感度の高い抗体は、遺伝的変異の検出において特別の有用性が認め

られるのに対し、RNA:DNAハイブリッド内のミスマッチに対して感度の低い抗体

は、特定のクラスの核酸の検出および定量に使用される。核酸三重らせん(DNA:R

NA:DNAもしくはRNA:DNA:RNA)またはDNA:PNAもしくはRNA:PNAハイブリッド(ここ

でPNAは、本発明ではペプチド核酸と定義する)を特異的に検出する他の抗体も使

用可能である。

      【００５９】
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  RNA:DNAハイブリッドに対するポリクローナル抗体は、適切な実験動物に有効

量のペプチドまたは抗原成分を注射し、血清を動物から回収し、公知の免疫吸着

法のいずれかによって特定の血清を単離することにより調製する。ポリクローナ

ルRNA:DNAハイブリッド抗体を作製するのに容易に使用し得る動物としては、ニ

ワトリ、マウス、ウサギ、ラット、ヤギ、ウマなどが挙げられる。本発明のアッ

セイの好適な実施形態では、ポリクローナルRNA:DNAハイブリッド抗体を、RNA:D

NAハイブリッドで免疫したヤギから誘導する。固相支持体上に固定化されたRNA:

DNAハイブリッドに対するアフィニティー精製によって、ハイブリッド特異的抗

体をヤギ血清から精製する。

      【００６０】

  常法によって調製したモノクローナル抗体をポリクローナル抗体の代わりに使

用してもよい。様々な方法を使用して、RNA:DNAハイブリッドに特異的な適切な

抗体を得ることができる(例えば、米国特許第4,833,084号(Carrico)、同第4,732

,847号(Stuart et al.)およびStuart et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:

3751(1981))。ハイブリドーマHB8730によって分泌されるRNA:DNAハイブリッドに

特異的なモノクローナル抗体が米国特許第4,833,084号(Carrico)に開示されてい

る。好ましくは、本発明によれば、30塩基長を超える核酸の検出にはモノクロー

ナル抗体を使用する。

      【００６１】

  抗RNA:DNAハイブリドーマの単離は、特定の欠損に関連する遺伝的突然変異の

アッセイ開発と細菌およびウイルス感染の検出を向上させてきた。しかしながら

、このようなRNA:DNAハイブリッド特異的モノクローナル抗体を用いるアッセイ

は、偽陽性結果を招く高レベルの非特異的結合を起こす場合が多い。Boguslawsk

i et al., J. Immunol. Methods 89:123-130(1986)では、非特異的結合を減少さ

せ、かつ煩雑な洗浄手法を回避する目的で、濾紙上に分離した抗ハイブリッド被

覆ポリスチレンビーズを用いるハイブリダイゼーションアッセイが開発されてい

る。

      【００６２】

  RNA:DNAハイブリッドに対する好ましい抗体は、Kitawaga, Y.およびStollar, 
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B.D.（Mol. Immunology 19:413-420 (1982)）の方法により、あるいは1988年3月

22日にStuartらに対して発行されたU.S.特許No. 4,732,847中に記載された方法

にしたがって調製され、両方共、参考文献として本明細書中に援用する。

      【００６３】

  ハイブリッドの存在の同定は、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体

のいずれかを使用することにより、またはRNA:DNAハイブリッド複合体に対して

特異的なその他の単位を使用して、達成することができる。検出は、ハイブリッ

ドRNA:DNA複合体に対して特異的な抗体のいずれかを標識することにより、ある

いは抗複合体（anticomplex）に結合する標識抗体を使用することにより、達成

することができる。たとえば、抗体がマウスに由来する場合、マウス抗体に対す

る抗体、たとえばウサギ抗（マウスIgG）、を標識して、それにより固体支持体

に対して結合する複合体に結合したいずれかの抗複合体（anticomplex）に対し

て結合させることができる。

      【００６４】

  幅広い種の標識を、ここで応用できる他の環境中で使用した。より一般的な標

識の一つは、放射性核種であり、これをオートラジオグラフィーにより使用して

、結合領域を可視化することができる。別の標識は、フルオロセイン、メルコシ

アニン、またはローダミンなどの螢光剤であり、励起光に照射することにより、

蛍光の存在をモニターすることができる。あるいは、酵素の領域において検出す

ることができそして局在化することができる産物を結果として生じる酵素を使用

することができる。多数の色素または還元することができる金属を使用して、検

出を行うことができる。一般的な酵素には、ホースラディッシュペルオキシダー

ゼ、グルコースオキシダーゼ、ガラクトシダーゼ、アルカリホスファターゼなど

が含まれる。特定の標識または検出可能なシグナルを観察する方法は、本発明に

とって本質的ではない。抗複合体（anticomplex）に対する抗体を使用すること

により、複合体に対する抗複合体（anticomplex）の特定の結合と関連する多数

の標識を、大幅に増幅することができる。

      【００６５】

  ハイブリッドに対する抗体またはハイブリッドに対する二本鎖ハイブリッドに
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特異的なその他の単位の、結果として得られる結合の検出を促進するため、通常

は抗体を検出可能な化学物質基（detectable chemical groups）により標識する

ことができる。標識として機能することができる検出可能な化学物質基の例は、

補酵素、酵素基質、酵素阻害剤および酵素それ自体などの酵素的に活性な基、蛍

光剤、発色団、発光剤（luminescers）、標識アビジンまたは標識ハプテンの結

合により検出可能なビオチンまたはハプテンなどの特異的に結合可能なリガンド

、そしてラジオアイソトープである。

      【００６６】

  完全なハイブリダイゼーションが生じるためには、二本鎖ハイブリッドを形成

するために最適な条件が必要である。“ストリンジェントな条件”という用語は

、プローブが相補的な配列に選択的にハイブリダイズしうるが、その他の配列に

対してはそれよりも弱く、または全くハイブリダイズしない条件のことをいう。

2本の一本鎖分子間での相補性は、“部分的”であってもよく、その場合、核酸

のいくらかのみが結合し、または全体的な相補性が一本鎖分子間で存在する場合

には、完全であってもよい。核酸鎖間での相補性の程度は、核酸鎖間でのハイブ

リダイゼーションの効率および強度に対して顕著な作用を有する。これは、核酸

鎖間での結合に依存する増幅反応の際に、そしてPNA分子の設計および使用の際

に、特に重要である。たとえば、サザンハイブリダイゼーションおよびノザンハ

イブリダイゼーションなどの核酸ハイブリダイゼーション実験の文脈において、

“ストリンジェントなハイブリダイゼーション”および“ストリンジェントなハ

イブリダイゼーションの洗浄条件”は、配列依存的であり、異なる環境パラメー

ターのもとでは異なる。核酸のハイブリダイゼーションに対するさらなるガイド

は、Tijssen（(1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular 

Biology--Hybridization with Nucleic Acids Propbe part 1 chapter 2. “Ove

rview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acids p

ropbe assays”, Elsevier, N.Y.）中に見いだされる。

      【００６７】

  “実質的に結合”とは、プローブ核酸と標的核酸との間での相補的なハイブリ

ダイゼーションのことをいい、そして、ハイブリダイゼーション媒体のストリン
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ジェンシーを減少させることにより適用させて、cDNA、アンプリコン、プラスミ

ドなどを含む、結合オリゴヌクレオチド配列に対してハイブリダイズした標的ポ

リヌクレオチド配列の所望の検出を達成することができる、マイナーなミスマッ

チを包含する。

      【００６８】

  プローブ核酸の目的の核酸分子に対するハイブリダイゼーションをいずれかの

適した条件下で行うことができ、そして好ましくはハイブリダイゼーションに好

ましく、二本鎖ハイブリッドを形成する条件下で行うことができる。たとえば、

Sambrookら（Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition (Cold Sp

ring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989)）を参照。

      【００６９】

  たとえば、本発明の一態様において、プライマーは逆転写を開始するために必

要とされる。“プライマー”は、本明細書中では、DNAまたはRNA鋳型分子に対し

てアニールすることができ、核酸合成の開始点として機能する核酸分子として定

義される。カスタムプライマーは、一般的には、合成オリゴヌクレオチドであり

、それにはcDNA、アンプリコン、プラスミドなどが含まれるが、天然に存在する

ヌクレオチドは、in vitroおよびin vivoの両方においてプライマーとしても機

能する。プライマーのin vitro使用には、たとえば、DNA合成、サンガージデオ

キシシークエンシング、およびPCRが含まれる。

      【００７０】

  この特定の態様は、いったん標的核酸サンプルを得た後は、目的とする標的核

酸を同定するために、目的の核酸“鋳型”を必要とする。ここで、本明細書中で

互換的に使用されるように、“核酸鋳型”または“鋳型”は、そこから別の高分

子を直接合成するために情報を読みとるポリヌクレオチド配列として定義される

。たとえば、これは、DNA合成またはRNAの転写の間にコピーされるDNA鎖、逆転

写の間にコピーされるRNA鎖のことをいう場合がある。

      【００７１】

  開示された方法のプライマーは、オリゴヌクレオチド、cDNA、アンプリコン、

プラスミドなどであってもよく、目的の核酸分子上の領域に相補的な配列を有す
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るRNAまたはDNAのいずれかであってもよい。本明細書中で使用される場合、プラ

イマーの相補的な配列は、“相補的な部分”のことをいう。本明細書中で使用す

る場合、プライマーに相補的な目的の標的核酸分子上の領域は、“プライマー相

補領域”という。目的の標的核酸分子のプライマー相補領域は、目的の標的分子

のいずれかの領域であってもよい。逆転写酵素を使用する本発明のアッセイの態

様のために、好ましい様式には、鋳型核酸分子の5'末端からいくらか離れた標的

核酸分子のプライマー相補領域が含まれる。これにより、プライマーハイブリダ

イゼーション部位と鋳型核酸分子の末端との間の核酸鋳型の、より長い領域を得

て、それにより検出すべきRNA:DNAハイブリッドの量を増幅する。

      【００７２】

  一般的には、目的の核酸分子のプライマー相補領域は、検出するための核酸配

列を選択するための既知の分類に基づいて選択される。たとえば、他の核酸分子

の中から特定の核酸分子を検出するため、プライマー相補領域は、目的の標的核

酸分子に特徴的であるか、またはそれに独特のものであることが好ましい。RNA

分子のいずれかのクラスが検出されることが望ましい場合、プライマー相補領域

は、目的の標的核酸分子の全てと同一または実質的に同一である配列を有するよ

うに選択されることが好ましい。いったんプライマー相補領域を選択すると、目

的の分子の選択したプライマー相補領域に相補的であるようにプライマーの配列

を設計しまたは選択する。配列が既知の、あるいは配列を導き出すことができる

、いずれかの核酸分子を、開示された方法を使用して検出することができる。

      【００７３】

  本発明の方法において、プライマーの相補的な部分は、プライマーとプライマ

ー相補領域との間の特異的かつ安定なハイブリダイゼーションをサポートする長

さを有する。一般的には、本発明のプライマーは、10～100ヌクレオチドを含む

が、しかし、15～30ヌクレオチドであることが好ましい。

      【００７４】

  そのゲノムにより個体を特徴づける能力は、遺伝的情報の遺伝的な変異性によ

る。必要なタンパク質をコードするDNA配列は種を超えてよく保存されているが

、非コードのDNA領域または不可欠な機能を有さず、そしてしたがって核酸配列
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の完全な保存は強力には選択されない、タンパク質の部分をコードするDNA領域

が存在する。これらの可変領域は、遺伝的マーカーにより同定される。典型的に

は、遺伝的マーカーは、ゲノムの独自の可変領域に特異的に結合するオリゴヌク

レオチドまたはアンプリコンなどのプローブにより結合される。いくつかの事例

において、遺伝的マーカーに対する結合の存在または不存在は、個体の独自の核

酸配列により個体を同定する。その他の事例において、マーカーは全ての個体の

核酸配列に結合するが、しかし個体は、マーカープローブにより結合されるゲノ

ム中の位置により同定される。遺伝的変異性の主要な原因は、付加、欠失、また

は点変異、組換え、および植物個体群における個体のゲノム中の転位可能な構成

要素である。本発明は、遺伝子型変異の検出および測定のために使用することが

できる。たとえば、異なる配列により示されるSNPsなどの多型を検出することが

できる。

      【００７５】

  一般的に、本発明のアッセイには、以下の工程が関与する：

1.  生体分子プローブ、または標準な化学的技術を介して固相に対して生体分子

プローブをスポットしまたは合成することにより、固体基材（たとえば、プレー

ト、スライド、ウェル、ディッシュ、ビーズ、粒子、カップ、ストランド、チッ

プ、およびストリップ、多孔性および非孔性の両方）に結合されるプローブのマ

イクロアレイを調製すること；

2.  目的とする第一の生物学的分子を含有する標的サンプルを固定化した第二の

生体分子プローブに添加し、そしてRNA:DNAハイブリッドを形成させること；

3.  RNA:DNAハイブリッド（RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体またはその断片を

含む）に特異的な検出可能な単位を添加すること；そして

4.  固定化したRNA:DNAハイブリッドに結合した単位を検出すること。

      【００７６】

  本発明の別の態様には、以下の工程が関与する：

1.  生体分子プローブ、または標準な化学的技術を介して固相に対して生体分子

プローブをスポットしまたは合成することにより、固体基材（たとえば、プレー

ト、スライド、ウェル、ディッシュ、ビーズ、粒子、カップ、ストランド、チッ
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プ、およびストリップ、多孔性および非孔性の両方）に結合されるプローブのマ

イクロアレイを調製すること；

2.  目的とする第一の生物学的分子を含有する標的サンプルを固定化した第二の

生体分子プローブに添加し、そしてRNA:DNAハイブリッドを形成させること；

3.  好ましくはRNAse H機能および熱安定性を欠損した、逆転写酵素を添加する

こと；

4.  配列を伸長させる逆転写を促進する条件下でインキュベートし、したがって

、非常に長いRNA:DNAハイブリッドを形成し、そして抗体検出を亢進すること；

5.  RNA:DNAハイブリッド（RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体またはその断片を

含む）に特異的な検出可能な単位を添加すること；そして

6.  固定化したRNA:DNAハイブリッドに結合した単位を検出すること。

      【００７７】

  本発明のさらなる態様には、以下の工程が含まれる：

1.  生体分子プローブ、または標準な化学的技術を介して固相に対して生体分子

プローブをスポットしまたは合成することにより、固体基材（たとえば、プレー

ト、スライド、ウェル、ディッシュ、ビーズ、粒子、カップ、ストランド、チッ

プ、およびストリップ、多孔性および非孔性の両方）に結合されるプローブのマ

イクロアレイを調製すること；

2.  目的とする第一の生物学的分子を含有する標的サンプルをマイクロアレイに

結合した第二の生体分子プローブおよび第三の非結合生体分子プローブに添加す

ること；

3.  第一の標的生物学的分子を、第三の生体分子プローブの相補的な領域とハイ

ブリダイズさせること;

4.  固定化した第二の生体分子 プローブを、ハイブリダイズしなかった第三の

生体分子プローブの相補的な領域とハイブリダイズさせること;

5.  RNA:DNAハイブリッド（RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体またはその断片を

含む）に特異的な検出可能な単位を添加すること；そして

6.  固定化したRNA:DNAハイブリッドに結合した単位を検出すること。

      【００７８】
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  本発明の別の態様には、以下の工程が含まれる：

1.  生体分子プローブ、または標準な化学的技術を介して固相に対して生体分子

プローブをスポットしまたは合成することにより、固体基材（たとえば、プレー

ト、スライド、ウェル、ディッシュ、ビーズ、粒子、カップ、ストランド、チッ

プ、およびストリップ、多孔性および非孔性の両方）に結合されるプローブのマ

イクロアレイを調製すること；

2.  目的の第一の生物学的分子を含有する標的サンプルを、マイクロアレイに結

合した第二の生体分子プローブおよび第三の非結合の検出可能なように標識した

生体分子プローブに対して添加すること；

3.  第一の標的生物学的分子を、第二の固相-結合生体分子プローブの相補的な

領域とハイブリダイズさせ、そしてRNA:DNAハイブリッドを形成させること；

4.  固相-結合した第二の生体分子プローブを、第三の検出可能なように標識し

た生体分子プローブの相補的な領域とハイブリダイズさせること;

5.  RNA:DNAハイブリッド（RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体またはその断片を

含む）に特異的な検出可能な単位を添加すること；そして

6.  固定化したRNA:DNAハイブリッドに結合したRNA:DNAハイブリッドに特異的な

単位および検出可能なように標識した生体分子プローブの両方を別個に検出する

こと。

      【００７９】

  開示されたアッセイを使用して、サンプル中の目的とする複数の異なる生物学

的分子を検出することができる。好ましくは、目的の標的生物学的分子のそれぞ

れにおいて存在する配列をスクリーニングするか、または目的の生物学的分子上

の領域に対して全体的に相補的な複数のプローブを使用してスクリーニングする

かのいずれかにより、これを達成する。後者のアプローチは、たとえば、特定の

遺伝子に対する多数の異なる変異、または挿入変異または欠失変異を含むが、こ

れらには限定されない、遺伝的変異と関連する、いくつかの疾患または疾患に対

する素因を検出する際に使用するために好ましい。本発明は、遺伝子発現、マイ

クロアレイ上での生物学的分子（すなわち、RNA、DNA、タンパク質）の検出、変

異および多型検出（すなわち、SNP）などを含むが、これらには限定されない、
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様々な用途に応用することができるアッセイもまた、提供する。一特定態様にお

いて、変異のそれぞれの特性を有するこれらの遺伝子の変異核酸産物の領域に相

補的な配列についてスクリーニングすることが好ましい。したがって、このアッ

セイの一つの主要な利点は、ハイスループットの用途であり、これにより多数の

サンプルおよび疾患の可能性の大規模なスクリーニングが可能になる。

      【００８０】

  開示された方法を使用して、個々の生物または個々のサンプルに由来する異な

る生物学的分子種の発現の比率を測定することもできる。この目的のため、この

方法を使用して、複数の種を同時に検出する。本明細書中で開示する場合、マイ

クロアレイ検出は、この目的のために有用である。開示された方法を使用して、

同一のまたは関連する生体分子配列を検出することもでき、ここで、関連する生

物学的分子はそれらの間で共通する配列モチーフを有するが、それ以外は異なる

ものである。たとえば、細胞は、同一の制御配列、同一の構造モチーフ、または

その他の配列を共通に有する、複数の生物学的分子種を含有することができる。

核酸分子のこのようなクラスを、プローブを共通の配列にハイブリダイズするよ

うに設計することにより、単一のプローブ種により検出することができる。

      【００８１】

  開示されたアッセイにおいて、RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体およびその断

片を含むRNA:DNAハイブリッドに特異的な単位を使用して、標的生体分子の標識

をオプションではあるがもはや必要としないプローブマイクロアレイに対してハ

イブリダイズした生物学的分子を検出する。このアプローチにおいて、より長い

RNA:DNAハイブリッドは、短いRNA:DNAハイブリッドよりもより多くの抗体に結合

することができるので、RNA:DNAハイブリッドが長くなればなるほど、シグナル

は大きくなる。したがって、マイクロアレイ上の核酸プローブ鎖が長くなればな

るほど、標的核酸の検出はより感受性が高くなるか、またはハイブリダイズした

標的核酸の所定量に対するシグナル強度はより強くなる。残念ながら、これらの

マイクロアレイを調製する際に、プローブのより長い鎖を合成し、調製し、また

は使用することは、より困難になりそしてより費用がかかるようになる。

      【００８２】
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  本発明のアッセイの一開示態様は、固体基材に結合した比較的短い核酸プロー

ブ配列について記載し、それにより時間、労力、そしてマイクロアレイを作製す

るために必要な費用を最小にする。サンプル中の標的核酸配列をこれらの短いプ

ローブにハイブリダイズさせて、長い核酸尾部（tail）を有する短いRNA:DNAハ

イブリッドを作製する。この短いRNA:DNAハイブリッドは、おそらくは1または2

のRNA:DNA抗体と結合するだけだろう。逆転写酵素を添加する場合、そして逆転

写酵素が生じる様な条件である場合、RNA:DNAハイブリッドの核酸プローブ部分

が、標的核酸鎖の長さにまで伸長され、したがってRNA:DNAハイブリッドの長さ

が非常に増加する。標的核酸鎖が、長さ1500塩基である場合、得られたRNA:DNA

ハイブリッドは、1500塩基対に届くであろう。この長さのRNA:DNAハイブリッド

は、非常に多数のRNA:DNA抗体と結合し、それにより、産生されるシグナルの強

度を非常に増大させ、そして特異的な標的核酸配列の検出感受性を増大させる。

      【００８３】

  一開示態様は、結合した核酸プローブ配列の全部または部分を、RNA:DNAハイ

ブリッド-依存性エキソヌクレアーゼ機能（一般にはRNAse H機能または成分とも

呼ばれる）を欠損する逆転写酵素を使用して逆転写することにより、標的核酸配

列を検出する方法、および結果として得られるRNA:DNAハイブリッドをRNA:DNAハ

イブリッドに特異的な抗体を使用して検出する方法である。核酸プローブは、RN

A:DNAハイブリッドを固体支持体と結合させるために、固体支持体上に固定化す

る。これにより、サンプル溶液からのハイブリッドの容易な分離および固体支持

体上のハイブリッドの位置に基づく核酸分子の特異的な検出が可能になる。

      【００８４】

  本発明の一方法において、逆転写酵素を使用して、好ましくはRNAse H機能を

欠損する逆転写酵素を使用して、逆転写を行う。その後、目的の核酸分子、好ま

しくはこの態様においてはRNA、を含む反応混合物；ハイブリダイズし固定化さ

れた核酸プライマー；そして逆転写酵素を、目的のRNA分子の逆転写を可能にし

、そしてDNA:RNAハイブリッドの形成を可能にする条件下でインキュベートする

。開示された方法において使用することができる逆転写酵素または開示された方

法において使用するために適合させることができる逆転写酵素の例は、表1に列
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記する。本発明において使用するための好ましい逆転写酵素には、Life Technol

ogyから入手する逆転写酵素18053-017、18064-014および18064-071；Promegaか

ら入手する逆転写酵素M5301およびM5302；およびStrategeneから入手する逆転写

酵素600085；が含まれ、そのそれぞれは表1に開示する。

      【００８５】

【表１】
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      【００８６】

【表２】
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      【００８７】

【表３】
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      【００８８】

【表４】
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      【００８９】

【表５】
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      【００９０】

【表６】
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      【００９１】

【表７】
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      【００９２】

  逆転写は一般に逆転写酵素の機能する温度範囲内の任意の温度において実施し

てよい。好ましくは、インキュベーション温度は逆転写酵素が機能して且つプラ

イマーが標的核酸分子にハイブリダイズしたまま残るあらゆる温度である。非好
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熱性逆転写酵素に関しては、好ましい温度は逆転写酵素のための最適な温度又は

その付近の温度である。ほとんどの非好熱性逆転写酵素に関しては、この温度が

約２５℃から４５℃の間になる。

      【００９３】

  好ましい態様において、好熱性逆転写酵素は選択性を増大させるために使用さ

れる。好熱性逆転写酵素が機能するもっとも高い温度は本当に高くてよい。この

ため、好熱性逆転写酵素を用いる場合の逆転写酵素のための好ましい温度範囲は

、対象のＲＮＡ分子とプライマーの間のハイブリッドの計算された溶融温度に関

してもっとも便利に記載される。そのような溶融温度は、ＲＮＡ／プライマー溶

融温度（Ｒ／Ｐ  Ｔｍ）と本明細書では呼ぶ。好ましい範囲は、対象のＲＮＡ分

子とプライマーの間のハイブリッドの溶融温度より２０℃下であり、対象のＲＮ

Ａ分子とプライマーの間のハイブリッドの５℃上を含む。好熱性逆転写酵素を用

いる場合の他の好ましい範囲は、表２に掲載されたものを含む。

      【００９４】

【表８】

      【００９５】

  特に注目すべきなのは、上記の列挙された範囲内の各々の特定のしかし不特定

の範囲が別の好ましい範囲として意図されることである。逆転写酵素のための好

ましい温度は、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより約２０℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより約１５℃下、Ｒ
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／Ｐ  Ｔｍより約１２℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより約１０℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより約

７℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより約５℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより約３℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍ

より２０℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより１５℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより１２℃下、Ｒ／Ｐ

  Ｔｍより１０℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより７℃下、Ｒ／Ｐ  Ｔｍより５℃下、そし

てＲ／Ｐ  Ｔｍより３℃下を含む。通常、温度がＲ／Ｐ  Ｔｍに近づけば近づく

ほど、ＲＮＡとプライマーの特異的ハイブリッドと非特異的ハイブリッドの間の

識別の程度が高くなる。温度がＲ／Ｐ  Ｔｍに近いと、しかしながら、特異的ハ

イブリッドの安定性の低下がプライミングの効率の低さを引き起こすかもしれな

い。

      【００９６】

  Ｒ／Ｐ  Ｔｍは計算によるか又は経験的測定の何れかにより測定してよい。Ｒ

／Ｐ  Ｔｍを計算するためには核酸ハイブリッドの安定性を計算するためのあら

ゆる確立された計算式を使用してよい。Ｒ／Ｐ  Ｔｍを計算するための好ましい

計算式は、Ｔｍ  ＝  ΔＨ／ΔＳ＋Ｒ×Ｉｎ（Ｃ／４）  ＋  １６．６ｌｏｇ［

Ｋ+］／１＋０．７［Ｋ+］―２３７．１５であり、完璧にマッチするＤＮＡ：Ｒ

ＮＡの安定性に基づいた研究に由来した。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに関して

は、上記式へのホルムアミド濃度の取り込みは適用できないが、何故ならば、ホ

ルムアミド濃度とＴｍの下降の間の関係が直線ではないからである。８０％ホル

ムアミドにおいて、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドはＤＮＡ：ＤＮＡハイブリッド

よりも安定であり、配列に依存して約１０から３０℃Ｔｍを大きくさせる（Ｈａ

ｍｅｓ  ＆  Ｈｉｇｇｉｎｓ，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｈｙｂｒｉｄｉｓａ

ｔｉｏｎ：Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ（ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ  

Ｌｉｍｉｔｅｄ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ．１９８５））。８０％ホルム

アミドにおいて反応を実施すると、ホルムアミドを従って使用することにより、

ＤＮＡ：ＤＮＡ二重鎖の形成を抑制し、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを優先的に

選択し、そしてＲ／Ｐに関してのＴｍを見積もってもよい。ＲＮＡ：ハイブリッ

ドのＴｍの見積もりのために経験的に誘導された式は、短い核酸プライマーに関

して正確ではないかもしれないため、ハイブリダイゼーション温度は４０から６

０℃の温度範囲において０．１－０．４Ｍの単価カチオン中でハイブリッド安定
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性を評価することにより好適に決定される。Ｒ／Ｐ  Ｔｍは経験的に決定しても

よい（Ｌｅｓｎｉｃｋ  ａｎｄ  Ｆｒｅｉｅｒ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ３

４：１０８０７－１０８１５（１９９５），ＭｃＧｒａｗ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂｉ

ｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ８：６７４－６７８（１９９０），及びＲｙｃｈｌｉ

ｋ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１８：６４０９－６

４１２（１９９０））。

      【００９７】

  本明細書にて使用する好熱性逆転写酵素は、５０℃より上の任意の温度におい

てその最大活性の少なくとも５％を保持するか、又は少なくとも５０℃の最適温

度を有するあらゆる逆転写酵素である。好ましい逆転写酵素は、少なくとも５０

℃の最適温度を有するものである。本明細書にて使用される逆転写酵素の最大活

性は、以下に記載されるアッセイにおいて測定され、与えられた逆転写酵素がそ

の最適温度において示す、活性として定義される。本明細書にて使用される逆転

写酵素の最適温度は、逆転写酵素の活性が最大になる温度において定義され、以

下に記載されるアッセイにおいて測定される。与えられた逆転写酵素の最適温度

は、様々な温度にて以下のアッセイにおいてその活性を測定することにより決定

してよい。通常、最適温度は、アッセイが５から１０℃の間隔において実施する

ことのみが要求される範囲内でのみ測定される必要がある。

      【００９８】

  固相基板への核酸配列の固定化の方法はよく確立されている。半分のプライマ

ー及びローリングサークルの複製プライマーを含むオリゴヌクレオチドは確立さ

れたカップリング法を使用してカップリングしてよい。例えば、付着法はＰｅａ

ｓｅ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９１（

１１）：５０２２－５０２６（１９９４）、及びＫｈｒａｐｋｏ  ｅｔ  ａｌ．

，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ（Ｍｏｓｋ）（ＵＳＳＲ）２５：７１８－７３０（１９９１

）により記載される。３’アミンオリゴヌクレオチドの固定化法は、Ｓｔｉｍｐ

ｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９２

：６３７９－６３８３（１９９５）により記載される。オリゴヌクレオチドを固

相支持体に付着させるための好ましい方法は、Ｇｕｏ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃｌ
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ｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２２：５４５６－５４６５（１９９４）に記載さ

れる。

      【００９９】

  核酸又はプライマー分子の固相支持体への固定化及びアレイ化はあらゆる適切

な技術を用いて達成してよい。例えば、固定化は、インサイチュ核酸合成（Ｍａ

ｓｋｏｓ  ａｎｄ  Ｓｏｕｔｈｅｒｎ，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓｅ

ａｒｃｈ，２０：１６７９－１６８４（１９９２）；Ｐｅａｓｅ  ｅｔ  ａｌ．

，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９１：５０２２－５０２６

（１９９４））又は化学合成されたオリゴヌクレオチドの共有結合又は不動付着

によるか（Ｇｕｏ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓｅａｒ

ｃｈ，２２：５４５６－５４６５（１９９４））又はロボットアレイ化技術と組

み合わせた他の核酸、アンプリコン、ｃＤＮＡｓ等の共有結合又は不動付着の何

れかにより達成してよい。他の固定化技術はＭｃＧａｌｌらへの米国特許５，４

１２，０８７、Ｍａｔｓｏｎらへの米国特許５，４２９，８０７、Ｆｏｄｏｒら

への米国特許５，５１０，０８７に記載される。幾千の異なるプライマーが固相

支持体上にアレイ化されて、幾千の標的核酸配列を質問してよい。核酸又はプラ

イマーの密度はアレイ化の方法及び検出手段により適合させるべきである。

      【０１００】

  本発明の一つの態様は、特定の核酸プローブを含むユニバーサルアレイへの標

的核酸配列のハイブリダイゼーションを含み、その際、「ユニバーサルアレイ」

又は「ユニバーサルアレイ配列」は本明細書にて相互変化可能なようにあらゆる

可能な塩基の組み合わせの短い核酸配列として定義される。上記ユニバーサルア

レイ配列は６－１０塩基、好ましくは５－６塩基の範囲を含み、可能な組み合わ

せの数（即ち、固相へ結合する別々のプローブ）はそれぞれ１０２４および４０

９６であり、そして核酸発現分析を可能にし、その際、結果をフィンガープリン

トとして使用してよく、異なる組織又はサンプルが異なるフィンガープリントを

与える。

      【０１０１】

  第３の核酸プローブを含む態様は、「捕捉用タグ」を使用することにより固相
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アレイに固定化してよい。本明細書にて使用される捕捉用タグは他の化合物又は

モエティに結合するかもしれないあらゆる化合物である。プライマーは即ち付着

させた捕捉用タグのその結合パートナーへの結合を通して固定化される。そのよ

うな結合パートナーは本明細書にて「捕捉用ドック」と呼ぶ。捕捉用タグは化合

物であり、例えば粒子又はハプテンであって、リガンド結合分子又は抗体のよう

な他の分子に結合するか又は相互作用する化合物である。捕捉用タグと捕捉用ド

ックの間のそのような相互作用は特定の相互作用、例えばハプテンと抗体の間又

はリガンドとリガンド結合分子の間の相互作用であることも好ましい。

      【０１０２】

  このアッセイのさらなる態様は、２つの隣接領域：標的核酸特異的領域及び「

捕捉用配列相補体」を有する捕捉用タグを含む。本明細書にて使用される「捕捉

用配列相補体」は、固相マイクロアレイに固定化された「ユニバーサル捕捉用配

列」に相補な核酸配列を含み、但し、「ユニバーサル捕捉用配列」は公知であり

且つ固相マイクロアレイ上のその位置が予め決定されている短い核酸配列を意味

する。「捕捉用配列相補体」を含む捕捉用タグ又はプローブは、その相補体をそ

の相補な「ユニバーサル捕捉配列」へハイブリダイズさせることにより固相マイ

クロアレイに固定化してよい。

      【０１０３】

  本発明の別の態様において、「捕捉用タグ」は固相マイクロアレイに結合した

その「捕捉用ドック」にハイブリダイズする標識核酸プローブを意味し、但し、

捕捉用ドックが標識核酸プローブに特異的な共通配列である。

      【０１０４】

  別の捕捉用タグは、オリゴヌクレオチドにカップリングするかもしれないハイ

ブリダイゼーション又はリガンド分子を含む。核酸プローブのコンテクストにお

いて記載される捕捉用タグはＳｙｖｎｅｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａ

ｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，１４：５０３７（１９８６）に記載された。捕捉用タグは

ビオチンも含み、核酸に取り込まれてよい。

      【０１０５】

  基板へのプライマーの接着又はカップリングは、ドックを基板に接着又はカッ
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プリングすることにより達成してよい。上記捕捉用ドックは、プライマー上の捕

捉用タグに結合するか、又は相互作用することにより、プライマーの接着を媒介

する。基板上に固定化された捕捉用ドックは基板上のプライマーの捕捉を可能に

する。別の捕捉用ドックを別のプライマーに付着させた基板の別の領域に付着さ

せることにより、別のプライマーに付着した別の捕捉用タグが別に、よって基板

上の診断上の位置において捕捉されるかもしれない。例えば、マイクロタイター

プレートの複数アッセイにおいては、９６までの異なる捕捉用タグに特異的な捕

捉用ドックをマイクロタイタープレート上に、それぞれ異なる溝において固定化

してよい。捕捉及び検出は、対応する核酸分子がサンプル中に存在する捕捉用タ

グに相当する溝においてのみ生じることになる。

      【０１０６】

  一つの態様において、捕捉用ドックはオリゴヌクレオチドである。基板にオリ

ゴヌクレオチドを固定化するか又はカップリングさせる方法はよく確立されてい

る。例えば、付着法はＰｅａｓｅ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ

ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９１（１１）：５０２２－５０２６（１９９４）、及びＫ

ｈｒａｐｋｏ  ｅｔ  ａｌ．，Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ（Ｍｏｓｋ（ＵＳＳＲ）２５：

７１８－７３０（１９９１）により記載される。３’アミンオリゴヌクレオチド

のカゼインコートされたスライドへの固定化の方法は、Ｓｔｉｍｐｓｏｎ  ｅｔ

  ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９２：６３７９－

６３８３（１９９５）により記載される。オリゴヌクレオチドと固相基板に付着

させるための別の方法はＧｕｏ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  

Ｒｅｓ．２２：５４５６－５４６５（１９９４）に記載される。

      【０１０７】

  タンパク質を基板に固定化するための方法はよく確立されている。固定化は、

標準固定化化学を用いた、例えば、アミン化表面、カルボキシル化表面又はヒド

ロキシル化表面への付着似より達成してよい。付着剤の例は、臭化シアン、スク

シニミド、アルデヒド、塩化トシル、アビジン－ビオチン、光架橋剤、エポキシ

ド、マレイミド及びグルタルアルデヒドである。これら及び他の付着剤並びにそ

れらの付着における使用方法は、Ｐｒｏｔｅｉｎ  ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏ
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ｎ：Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｒｉｃｈ

ａｒｄ  Ｆ．Ｔａｙｌｏｒ，ｅｄ．（Ｍ．Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１

９９１），Ｊｏｈｎｓｔｏｎｅ  ａｎｄ  Ｔｏｒｐｅ，Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉ

ｓｔｒｙ  Ｉｎ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅｎｃｔｉｆ

ｉｃ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ，１９８７）

ページ２０９－２１６及びページ２４１－２４２、及びＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ

  Ａｆｆｉｎｉｔｙ  Ｌｉｇａｎｄｓ，Ｃｒａｉｇ  Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ  

ｅｔ  ａｌ．，ｅｄｓ．（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，

１９９２）に記載される。タンパク質は、抗体上の遊離基を基板内に存在する反

応性側鎖グループへ化学的に架橋結合することにより、基板に付着させてよい。

例えば、タンパク質は架橋剤としてグルタルアルデヒド又はカルボジイミドを使

用して遊離のアミノ又はカルボキシル基を含む基板に化学的に架橋結合してよい

。この方法においては、遊離タンパク質を含む水性溶液をグルタルアルデヒド又

はカルボジイミド存在下で固相基板とインキュベートする。標準の固定化化学は

当業者に知られている。

      【０１０８】

  別の態様において、開示された方法の感度は、サンプル中に存在する遊離のハ

イブリダイズしない核酸を除去するために、ハイブリッドサンプルの繰り返しの

洗浄により増加させられる。非特異的なハイブリダイズしない核酸を除去するこ

とは有用であるが、核酸中の二次構造が検出手段により認識されるかもしれず、

アッセイバックグラウンドの上昇をもたらすかもしれないからである。

      【０１０９】

  開示された方法を用いた使用のための好ましいハイブリダイゼーションサンプ

ル核酸検出キットは、上記方法に要求される成分のいくつか又は全てを使用して

作成されてよい。上記キットは、好ましくは、対象の核酸分子上の領域に相補な

固定化プライマーを含み、そしてより好ましくは対象の核酸分子上の領域に各々

相補な複数の固定化プライマーを含む。

      【０１１０】

  好ましくは、キットが以下の成分の全て又はいくつかを含む：サンプルの安定
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化のためのサンプル輸送培地；検出される第２生物分子に特異的な生物分子のマ

イクロアレイ；ハイブリダイゼーションバッファー；ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッ

ドに特異的な存在物（ｅｎｔｉｔｙ）；洗浄バッファー；増強バッファー；及び

ＲＮＡ：ハイブリッド特異的抗体を検出するのに必要な試薬。さらに、いくつか

のキットはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド依存性エキソヌクレアーゼ（ＲＮＡｓｅ

Ｈ）機能を欠く好熱性逆転写酵素を含んでよい。上記キットの別の組成物は、捕

捉用配列相補領域を含む核酸プローブを含んでよい。さらに、上記キットは固相

に結合した生物分子の共通配列にハイブリダイズする標識された生物分子プロー

ブも含んでよい。キットは、限定ではないが、サンプル生物分子の検出のための

生物分子のユニバーサルアレイをさらに含んでよい。キットはこれらの成分の全

て又はそれらの一部を含んでよい。

      【０１１１】

  増幅された抗体検出のためには、上記の直接検出のためのハイブリダイゼーシ

ョンキットに含まれる試薬に加えて、全て又は一部を含む以下の試薬もキットに

含んでよい：検出用に標識された抗マウスＩｇＧ；ビオチン化された抗マウスＩ

ｇＧ；標識された抗マウスストレプトアビジン；ビオチン化抗ストレプトアビジ

ン；又はアセチル化ＢＳＡ溶液。

      【０１１２】

  上記キットは陰性対照及び陽性対照を含むべきである。好ましくは、陰性対照

及び陽性対照のためのプローブが、核酸配列を有する固相上に含まれる。

  以下の非限定実施例は本アッセイ及びキットの使用を例示する。

      【０１１３】

                                実施例

                              実施例１

      プローブマイクロアレイ上のＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの検出

  以下は、サンプル中の標的生物分子配列の検出のための開示された方法の一つ

の態様を実施するための好ましい方法の一例である。

      【０１１４】

  通常、上記アッセイは０．０５μｇの核酸のサンプルサイズを検出するために
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使用されるのが好ましい。もっとも好ましくは、０．０５μｇ－１０μｇの全核

酸を本発明のアッセイを用いて検出する。

      【０１１５】

  標的核酸サンプルを、ヌクレアーゼを含まない水の中に懸濁し、そしてハイブ

リダイゼーションバッファーに加えた。ハイブリダイゼーション溶液を９５℃に

おいて２－５分間変性させた。標的核酸を含むハイブリダイゼーション溶液は、

スポットされたオリゴヌクレオチドのマイクロアレイを有するガラススライドに

加えた。６５℃において１６－２０時間ハイブリダイズさせる。直接検出するか

又は増幅された検出の何れかへと続いた。

      【０１１６】

  直接検出に関しては、表面に結合したプライマーのマイクロアレイを有するガ

ラススライドを３回１－２分間１ＸＰＢＳ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０TMで洗浄

し、そして回転振動機上で振動させた（１１００ｒｐｍ）。ＲＮＡ：ＤＮＡ抗体

染色溶液を加えたところ、全濃度は０．１４４μｇ／μｌであった。ガラススラ

イドマイクロアレイを溶液中で１時間室温において振動させながら（１１００ｒ

ｐｍ）インキュベートした。ガラススライドを１ＸＰＢＳ／０．０５％  Ｔｗｅ

ｅｎ２０TMで洗浄し、そして室温において１５分間振動させた（１１００ｒｐｍ

）。次に、マイクロアレイを、マウス抗体、特にＣｙ３又はＣｙ５に対する抗体

染色溶液中で室温においてインキュベートし、そして１時間１１００ｒｐｍにて

振動させた。多数の蛍光染料を使用してよく、限定ではないが、例えばＣｙ３又

はＣｙ５である。Ｃｙ－染料の最終濃度は１０％ヤギ血清及び１ＸＰＢＳ／０．

０５  Ｔｗｅｅｎ２０TMの溶液中で０．０４μｇ／μｌであった。わずかに厳密

な手段を使用して、スライドを４回約各々１０秒間洗浄バッファー中で洗浄した

。次に、スライドを増強バッファー中で５３℃において１５分間インキュベート

した。次に、スライドを洗浄バッファー中で４回各々約１０秒間、ゆるい厳密性

手段を用いて洗浄した。スライドガラスに結合したマイクロアレイを遠心分離に

より２０００ｒｐｍにて７－１０分間によるか又は乾燥するまで、乾燥させた。

結果は、アレイスキャナー（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ  ４１７  Ａｒｒａｙ  Ｓｃ

ａｎｎｅｒ又は均等物）中で、それぞれＣｙ３及びＣｙ５で標識された抗体によ
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り発色したスライドをスキャンするための５３２ｎｍ及び６３５ｎｍにおける光

励起によりスライドを読むことにより、分析した。

      【０１１７】

  増幅された検出に関しては、スライドを３回１－２分間１ＸＰＢＳ／０．０５

％  Ｔｗｅｅｎ２０TM中で洗浄し、回転振動機上で１１００ｒｐｍにて振動させ

た。スライドをＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体染色溶液中で室温におい

て１時間撹拌（１１００ｒｐｍ）しながらインキュベートした。スポットしたス

ライドはヤギ染色溶液からのビオチン化マウスＩｇＧ抗体で被覆し、そして１０

分間室温においてインキュベートした。マイクロアレイを２回１－２分間それぞ

れ１ＸＰＢＳ／０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０TM中で洗浄した。スポットしたスラ

イドはヤギ抗マウスＲ－フィコエリトリンストレプトアビジン（０．０１μｇ／

μｌ；ＳＡ－ＰＥ）染色溶液で被覆し、１０分間室温においてインキュベートし

た。洗浄は上記のとおり繰り返した。スポットしたスライドはストレプトアビジ

ンに対して出現させたビオチン化ヤギ抗体（０．５ｍｇ／ｍＬ）染色溶液で被覆

し、そして１０分間室温においてインキュベートした。スライドを再びヤギ抗マ

ウスＲ－フィコエリトリンストレプトアビジン（０．０１μｇ／μｌ；ＳＡ－Ｐ

Ｅ）染色溶液と共に１０分間室温においてインキュベートした。次に、スライド

を３回１－２分間１ＸＰＢＳ／０．０５％  Ｔｗｅｅｎ２０TM中で洗浄した。次

に、マイクロアレイを２０００ｒｐｍにおける７－１０分間の遠心分離によるか

、又は乾燥するまで、乾燥させた。結果は、アレイスキャナー（Ａｆｆｙｍｅｔ

ｒｉｘ  ４１７  Ａｒｒａｙ  Ｓｃａｎｎｅｒ又は均等物）中で、それぞれＣｙ

３又はＰＥ及びＣｙ５で標識された抗体により発色したスライドをスキャンする

ための５３２ｎｍ及び６３５ｎｍにおける光励起によりスライドを読むことによ

り、分析した。

      【０１１８】

                              実施例２

                  サンプルハイブリダイゼーション前の

        標識されたオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーション

  Ｃｙ３又はＣｙ５で標識されたｎ－マーのオリゴヌクレオチドを、ＳＳＣ及び
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ＳＤＳを含むハイブリダイゼーションバッファーに加え、そして９５℃にて２－

５分間変性させた。多くの蛍光染料を使用してよく、限定ではないが、例えばＣ

ｙ３及びＣｙ５である。多数の蛍光染料を使用してよく、限定ではないが、例え

ばＣｙ３又はＣｙ５である。スポットされたオリゴヌクレオチドを含むガラスス

ライドをハイブリダイゼーション溶液で被覆し、そして室温において２０秒間イ

ンキュベートした。カバースリップを２ＸＳＳＣ／０．２％ＳＤＳの厳しい浸潤

により除去した。如何なる残余のＳＤＳもスライドを０．０５ＸＳＳＣへ３０分

間浸潤することにより洗い流された。次に、スライドを２０００ｒｐｍにて７－

１０分間の遠心分離によるか又は乾燥するまで、乾燥させた。結果は、アレイス

キャナー（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ  ４１７  Ａｒｒａｙ  Ｓｃａｎｎｅｒ又は均

等物）中で、それぞれＣｙ３及びＣｙ５で標識された抗体により発色したスライ

ドをスキャンするための５３２ｎｍ及び６３５ｎｍにおける光励起によりスライ

ドを読むことにより、分析した。

      【０１１９】

                              実施例３

    ＲＮＡｓｅＨ機能を欠く逆転写酵素により媒介されるＲＮＡの検出

  以下は、サンプル中の標的核酸配列の検出のための開示された方法のひとつの

態様を実施する方法の一例である。

      【０１２０】

  ５プライムのビオチン化された２０から３０ヌクレオチドプライマーを、スト

レプトアビジンコートされた固相と混合し、そして３０から６０分間２０－２７

℃において一定振動（１１００ｒｐｍ）にてインキュベートした。標的核酸のサ

ンプルを上記固相に加えた。ハイブリダイゼーション／伸長バッファー（１００

ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ８．３，１５０ｍＭ  ＫＣｌ，６ｍＭ  ＭｇＣｌ

2，２０ｍＭ  ＤＴＴ，及び１ｍＭの各ｄＮＴＰ）を次に加えた。標的核酸及び

プライマーは該混合物を最適なアニーリング温度まで、好ましくは６０℃にて（

最適アニーリング温度は利用したプライマー及び核酸により変化する）２０－３

０分間加熱することにより、アニールさせた。上記混合物を、次に、２０－２７

℃に１０分間冷却した。追加のハイブリダイゼーション／伸長バッファー及び逆
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転写酵素、好ましくは高温安定性であってＲＮＡｓｅＨを欠く逆転写酵素を加え

た。反応物を３０－６０分間４２℃においてインキュベートした。ＥＤＴＡ（０

．５Ｍ）を加え、そして３７℃において３０分間インキュベートした。ＲＮＡ：

ＤＮＡハイブリッド特異的アルカリホスファターゼ配合抗体混合物を加え、そし

て２０－２７℃において３０－６０分間インキュベートした。あらゆる未結合の

抗体を洗い去り、次に化学発色基板を添加した。溶液を１５－３０分間２０－２

７℃においてインキュベートした。放射されたシグナルをルミノメーターで適切

な波長にて読んだ。

      【０１２１】

                              実施例４

              ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体の結合

  ハイブリダイズしたＲＮＡ：ＤＮＡサンプルを抗体と共に上記ハイブリッドの

配合を許容するのに十分な時間インキュベートした。該ハイブリッドは５分から

２４時間１５℃から６５℃においてプラットフォーム振動機上で０から１５００

ｒｐｍのスピードにおけるインキュベーションにより抗体に結合させた。好まし

くは、インキュベーション時間が３０から１２０分間であって、２０から４０℃

において３００から１２００ｒｐｍのスピードであった。もっとも好ましくは、

結合が約３００から１０００ｒｐｍの間の回転振動スピードにて１時間の室温に

おける激しい振動のインキュベーションにより起こった。当業者には、インキュ

ベーション時間、温度及び振動を変更することにより所望な別の捕捉動力学を達

成してよい。

      【０１２２】

                              実施例５

        モノクローナル及びポリクローナル抗体により検出された

                    オリゴヌクレオチドの長さの比較

  長さを変えた単一のオリゴヌクレオチドを１０の複製物にて４つの異なる濃度

においてスポットした。スポットされた７２マーのオリゴヌクレオチドは、４０

Ｓリボソーマルタンパク質Ｓ１１に相当するＩＭＡＧＥクローン＃２５９９８３

の一部であった。より短いオリゴヌクレオチドは親の７２マーの連続的な末端除
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去物であった。これらのマイクロアレイを濃度を変えた相補ＲＮＡにハイブリダ

イズさせ、そしてモノクローナル一次ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体を用いて

可視化させた。８００ｐＭの標的濃度において、実質的なシグナルが３０塩基の

オリゴヌクレオチドにおいて観察されたが、２５塩基においてシグナルの急降下

があった。図６Ａは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的モノクローナル抗体検

出に際しての様々なスポットされたオリゴヌクレオチド濃度を用いた８００ｐＭ

のＲＮＡ濃度におけるオリゴヌクレオチドの函数としてのノイズ比に対するシグ

ナルの結果を示す。

      【０１２３】

  ポリクローナル抗体検出プロトコルは、モノクローナル抗体に関しての上記プ

ロトコルと同じであって、ウサギからのＣｙ３－標識ヤギ二次抗体を、ヤギから

のマウス抗体に変えたのが例外であった。ポリクローナルを用いた結果（図６Ｂ

）は、３０  塩基未満のオリゴヌクレオチドに関するモノクローナル抗体に比較

しての、顕著に改善された検出を示した。３０塩基を越えるオリゴヌクレオチド

に関してはシグナルにおける顕著な差異はなかった。

      【０１２４】

  ポリクローナルＲＮＡ：ＤＮＡ抗体は、モノクローナル抗体を用いた検出に比

較して３０塩基対未満のＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するのに顕著に感度

の良い方法を提供した。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１Ａ－Ｄは、マイクロアレイ上のＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの免疫抗体検

出の好ましい態様ノイズ模式的代表図である。図１Ａは、図１Ｂに描かれたＲＮ

Ａ：ＤＮＡハイブリッドを形成するマイクロアレイに付着させた相補ＤＮＡ配列

へのＲＮＡサンプルのハイブリダイゼーションを示す。次に、抗体、モノクロー

ナル又はポリクローナル、を図１Ｃに示すとおりにＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド

に結合させる。図１Ｄは蛍光レーザースキャナーを用いた蛍光標識の検出を例示

する。

    【図２】
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  図２Ａ－Ｄは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの、ユニバーサル捕捉配列を含む

マイクロアレイ上の免疫検出の第２の態様の模式的代表図である。図２Ａは、ユ

ニバーサルアレイの一本鎖ＤＮＡとサンプルＲＮＡとのハイブリダイゼーション

を示す。各ハイブリッドはＤＮＡ：ＤＮＡ領域及びＲＮＡ：ＤＮＡ領域を含むマ

イクロアレイ上に形成され、図２Ｂに描写したとおりである。抗体は図２Ｃにお

いてＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出及び結合する。図２Ｄは蛍光レーザース

キャナーを用いた蛍光抗体標識を含む検出の一つの手段を例示する。

    【図３】

  図３Ａ－Ｅは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの免疫検出の第３の態様の模式的

代表図であって、但し、マイクロアレイは完全長配列が未知である場合のｍＲＮ

Ａの定量のための発現された配列タグ（ＥＳＴｓ）を含む。図３Ａは、マイクロ

アレイに結合した短いＥＳＴｓへのサンプルＲＮＡのハイブリダイゼーションを

示す。ＲＮＡと短いＤＮＡのハイブリッドの形成を図３Ｂに描写する。例えば逆

転写酵素（ＲＴ）を使用して、図３Ｃに描写するように、ＤＮＡをＲＮＡの完全

長まで伸長合成する。図３Ｄ及び図３Ｅは、ぞれぞれ、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリ

ッドの抗体認識及びレーザースキャナーによる蛍光抗体標識の検出を例示する。

    【図４】

  図４Ａ－Ｄは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの免疫検出の第４の態様の模式的

代表図であって、但し、発明は２色検出法に向けられる。図４Ａは、同一配列の

領域及び可変配列の領域を含むマイクロアレイに結合した各ＤＮＡプローブを示

す。標識されたＤＮＡは共通配列とハイブリダイズし、そしてＲＮＡサンプルは

可変配列とハイブリダイズする。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド及びＤＮＡ：標識

されたＤＮＡハイブリッドが形成され、図４Ｂに例示するとおりである。ＲＮＡ

：ＤＮＡハイブリッドに対して出現させた抗体は適切な領域に結合し；マイクロ

アレイは２つの異なる色の蛍光レーザーによりスキャンし；そしてシグナルは図

４Ｃ－４Ｄに示すとおりに標準化される。

    【図５】

  図５Ａ－Ｄは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの免疫検出の第４の態様の模式的

代表図であって、但し、発明は標識された縮重ｎ－マーＤＮＡ及びサンプルＲＮ
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Ａを含む。図５Ａは、ＲＮＡサンプル及び／又は標識された縮重ＤＮＡに同時又

は逐次的にハイブリダイズさせたマイクロアレイに結合させた各ＤＮＡプローブ

を示す。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド及び／又はＤＮＡ：標識ＤＮＡハイブリッ

ドが形成され、図５Ｂに示されるとおりである。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに

対して出現させた抗体は適切な領域に結合し；マイクロアレイは２つの異なる色

の蛍光レーザーによりスキャンし；そしてシグナルは図５Ｃ－５Ｄに示すとおり

に標準化される。

    【図６】

  図６Ａ－Ｂは、マイクロアレイのノイズ比に対するシグナルの函数として、モ

ノクローナル抗体（図６Ａ）及びポリクローナル抗体（図６Ｂ）による検出を用

いた固相結合オリゴヌクレオチド長さの比較を表すグラフである。

【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】
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【図１Ｄ】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】
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【図２Ｃ】
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【図２Ｄ】
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【図３Ａ】
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【図３Ｂ】
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【図３Ｃ】
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【図３Ｄ】
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【図３Ｅ】
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【図４Ａ】
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【図４Ｂ】
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【図４Ｃ】
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【図４Ｄ】
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【図５Ａ】
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【図５Ｂ】
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【図５Ｃ】
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【図５Ｄ】



(82) 特表２００３－５２８２９５

【図６Ａ】
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【図６Ｂ】
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【国際調査報告】
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