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(54)【発明の名称】 バイオチップ、調製及び使用

(57)【要約】
本発明は、バイオチップ、その製造及びその使用に関す
る。具体的には、樹状アーム及び／又は負電荷を有する
アーム及び／又は負電荷を有する担体上に直接によって
担体上に核酸を固定化することを含むバイオチップに関
する。本発明の方法及びバイオチップは、例えば、目的
の遺伝子の探求のためにか又は診断目的のため、遺伝子
発現を検出するか又は分析するために用いることができ
る。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  生物起源の重合体を含む、枝分かれした形態のアームを用い

て支持体上に固定化された核酸を含むことを特徴とするマイクロアレイ。

    【請求項２】  アームが、１つ以上の分枝レベルを有する分枝の重合体であ

ることを特徴とする、請求項１記載のマイクロアレイ。

    【請求項３】  アームが、有機重合体であることを特徴とする、請求項１又

は２に記載のマイクロアレイ。

    【請求項４】  アームが、糖重合体、例えばグリコーゲン又はグリコーゲン

誘導体又はアミロペクチンであることを特徴とする、請求項１～３のいずれか１

項記載のマイクロアレイ。

    【請求項５】  アームが、反復したガラクトース、グルコース、マンノース

、フコース、キシロース、Ｎ－アセチルガラクトサミン及び／又はＮ－アセチル

グルコサミン単量体を含む分枝の重合体であることを特徴とする、請求項１～３

のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項６】  アームが、グリコポリペプチド、例えばアグレカンであるこ

とを特徴とする、請求項１～３のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項７】  アームが、例えば免疫グロブリンといったポリペプチド化合

物であることを特徴とする、請求項１～３のいずれか１項記載のマイクロアレイ

。

    【請求項８】  核酸が、アームの末端に共有結合モードで固定されているこ

とを特徴とする、請求項１～７のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項９】  アームが、共有結合モードで、分子の幹部分により支持体に

固定されていることを特徴とする、請求項１～８のいずれか１項記載のマイクロ

アレイ。

    【請求項１０】  支持体が、平坦及び／又は凸形表面を有することを特徴と

する、請求項１～９のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項１１】  支持体が、固体又は半固体支持体であることを特徴とする

、請求項１０記載のマイクロアレイ。

    【請求項１２】  支持体が、ガラス、シリカ、ポリリシン、アミノシラン及
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び／又はアミノ反応性シランで構成されていることを特徴とする、請求項１１記

載のマイクロアレイ。

    【請求項１３】  核酸が、天然、合成及び／又は半合成起源の１本鎖又は２

本鎖核酸であることを特徴とする、請求項１～１２のいずれか１項記載のマイク

ロアレイ。

    【請求項１４】  核酸が、合成オリゴヌクレオチド、ＰＣＲ産物、遺伝子又

は遺伝子フラグメント、プラスミド、１本鎖又は２本鎖のｃＤＮＡ又はＲＮＡの

中から選択されることを特徴とする、請求項１３記載のマイクロアレイ。

    【請求項１５】  核酸が、１本鎖核酸、特に約２５～１００ヌクレオチドの

間、好ましくは約３０～６０ヌクレオチドの間の長さをもつ１本鎖核酸の分子で

あることを特徴とする、請求項１４記載のマイクロアレイ。

    【請求項１６】  支持体上に核酸を固定するための、枝分かれした形態の空

間的組織をもつ生物起源の重合体（特に、糖重合体、とりわけグリコーゲンから

誘導された糖重合体）の使用。

    【請求項１７】  核酸が、ヌクレオチド約３０～６０個の長さを有する１本

鎖核酸であることを特徴とする、請求項１３記載のマイクロアレイ。

    【請求項１８】  １本鎖核酸が、ヌクレオチド約３０～６０個の長さを有す

る１本鎖ＤＮＡであることを特徴とする、請求項１７記載のマイクロアレイ。

    【請求項１９】  １本鎖核酸が、ヌクレオチド約３０～６０個の長さをもつ

１本鎖ＲＮＡであることを特徴とする、請求項１７記載のマイクロアレイ。

    【請求項２０】  １本鎖核酸が、in vitroでの化学合成によって産生される

核酸であることを特徴とする、請求項１７～１９のいずれか１項記載のマイクロ

アレイ。

    【請求項２１】  生物起源の重合体を含む枝分かれした形態のアームを用い

て、固体又は半固体支持体上に固定化されたＲＮＡを含むことを特徴とする、請

求項１７～２０のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項２２】  生物起源の重合体を含む枝分かれした形態のアームを用い

て固体又は半固体支持体上に固定化されたＰＣＲによって産生された核酸を含む

ことを特徴とする、請求項１７～２０のいずれか１項記載のマイクロアレイ。
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    【請求項２３】  アームが負の電荷を担っていることを特徴とする、請求項

１～１５及び１７～２２のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項２４】  支持体が、一定の負の電荷を担っていることを特徴とする

、請求項１～１５及び１７～２２のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項２５】  遺伝子発現の調節を研究するための、請求項１～１５及び

１７～２４のいずれか１項記載のマイクロアレイの使用。

    【請求項２６】  遺伝子又は遺伝子フラグメントの探求のための、請求項１

～１５及び１７～２４のいずれか１項記載のマイクロアレイの使用。

    【請求項２７】  標的同定のための、請求項１～１５及び１７～２４のいず

れか１項記載のマイクロアレイの使用。

    【請求項２８】  遺伝子診断のための、請求項１～１５及び１７～２４のい

ずれか１項記載のマイクロアレイの使用。

    【請求項２９】  下記：

ａ）  支持体上に枝分かれした形態のアームを固定するための工程、及び

ｂ）  ａ）の間に得られた枝分かれした形態のアームに対して標的分子を固定す

るための工程、

を含むことを特徴とする、請求項１～１５及び１７～２４のいずれか１項記載の

マイクロアレイ調製方法。

    【請求項３０】  ａ）  枝分かれした形態でアームに対する標的分子を固定

するための工程；及び

ｂ）  支持体上にａ）で得た複合体を固定するための工程、

を含むことを特徴とする、請求項１～１５及び１７～２４のいずれか１項記載の

マイクロアレイ調製のための方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、生物学及び遺伝学の分野に関する。特に、本発明は、核酸マイクロ

アレイの調製のための新しい組成物及び方法及びそれらの使用に関する。本発明

は特に、特定の核酸個体群を含みかつ／又は特定の定着分子又は特定の支持体か

ら調製された核酸マイクロアレイを扱かうものである。本発明に従った方法及び

核酸マイクロアレイは、遺伝子発現の検出又は分析、問題の遺伝子の探索又は診

断などの利用分野のために使用可能である。

      【０００２】

  「ＤＮＡマイクロアレイ」またより一般的には、核酸マイクロアレイは、例え

ば多数の遺伝子の転写活性の研究（遺伝子発現分析）及び（遺伝的多形現象分析

を含む）多数のＤＮＡフラグメントの配列の決定などを可能にする大規模な遺伝

子分析のための小型化されたシステムである。その一般的方式は、次の工程から

成る：

      【０００３】

  －  縮小された表面上に多数の異なるフラグメントを付着させることが可能と

なるように、組織的にかつ小型化された形で支持体上に核酸を固定する工程。核

酸マイクロアレイは、支持体とこの支持体に取付けられた核酸フラグメントから

成る集合体である。本発明においては、マイクロアレイ上に固定された核酸は、

「標的」という語で識別される。特異的ＤＮＡ又はＲＮＡ配列に対応する各々の

核酸（又は核酸群）は、支持体（「スポット」）上の規定の位置に固定されてい

る。好ましくは、これらのマイクロアレイは、１cm2あたり５００スポット以上

、好ましくは１cm2あたり１０００スポット以上、さらに一層好ましくは、１cm2

あたり５０００スポット以上の密度をもつ。

      【０００４】

  －  分析のための核酸個体群を（その性質又は生物起源の如何に関わらず）マ

イクロアレイ上にハイブリッド形成させる工程。ここでは我々は、分析用核酸を

「プローブ」という語で呼んだ。ハイブリダイゼーションの間、プローブ内に存

在する核酸は、これらのプローブの配列のすべて又は一部分と類似した核配列を
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もつマイクロアレイ上に存在する標的に対して特異的な形で付着することになる

。

      【０００５】

  －  マイクロアレイ標的の各々の上の特異的にハイブリッド形成されたプロー

ブの数量を測定する工程。この測定は、プローブの先行する蛍光又は放射線マー

キング及び各標的上のハイブリダイゼーション後に存在するマーキングの数量の

読取りか、又は各標的のためのプローブ－標的ハイブリダイゼーションの数量の

その他の測定方法（例えば、網羅的ではないものの、２本鎖標的－プローブ電気

キャパシタンスの形成を通して誘発されたマイクロ電流の測定又は各標的上に固

定されたプローブの分子質量の直接的測定）を用いることによって実施可能であ

る。

      【０００６】

  先行技術において、一定数の核酸マイクロアレイについて記述されてきた。し

かしながら、これらの核酸マイクロアレイは、その産生及び使用をむずかしいも

のにする、特に利用される核酸標的の性質及び／又はマイクロアレイ調製条件に

付随するいくつかの問題又は制限条件を示す。

      【０００７】

  したがって、Affymetrix社により開発された１本鎖核酸マイクロアレイ技術は

、写真平板及び固相内でのＤＮＡ合成によりマイクロアレイ支持体上で直接オリ

ゴヌクレオチドを合成させることから成る。その他の合成方法を用いて得ること

のできるこの方式は、一般に「インサイチュ合成」という表現で識別されている

。しかしながら、今までのところ、この方式は、２５塩基以上の長さのオリゴヌ

クレオチドを充分な効率で合成させることができておらず、（長さ２５塩基以下

の）これらのオリゴヌクレオチドの使用は、プローブの数多くの非特異的ハイブ

リダイゼーションの存在を誘発し、このシステムを用いた場合実験の再現性に信

頼性がなくなる。

      【０００８】

  この問題に関しては、（例えば核酸マイクロアレイのためのプローブ標的複合

体といった）２つの核酸フラグメントの間のハイブリダイゼーションの特異性が
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、そのハイブリダイゼーションの実施条件、これらの核酸の塩基組成物、それら

の配列類似性又は同一性及びそれらの同一配列の長さにより左右されるというの

は、周知のことである。したがって、２つのフラグメント間の同一配列が長くな

ればなるほどハイブリダイゼーションはより特異的なものとなる。しかしながら

、いったん配列によって可変的であるものの一般に１０００塩基以上のものであ

る一定の長さを超過すると、二次分子構造がハイブリダイゼーション反応（分子

それ自体への上のフォールディングさらには分子の自己ハイブリダイゼーション

）の実施を妨害する可能性がある。

      【０００９】

  したがって、効率が良く感応性の高いハイブリダイゼーション読取りと適合性

の条件下で、すべてのタイプの核酸で構成されたマイクロアレイの産生を可能に

する技術を発見することが有用であろう。しかしながら、マイクロアレイ支持体

上への核酸の付着は、特に占有される立体空間及び支持体上の現行の物理的及び

化学的付着モードのため、なおも１つの課題であり続けている。

      【００１０】

  非常に小さな表面上へ多数の分子の被着（マイクロアレイ上の各被着の「スポ

ット」）に付随する立体空間占有の問題は、１つの重要な課題である。実際、被

着分子（標的）の数及び密度は、分析すべき核酸分子（プローブ）の密度に関す

るハイブリダイゼーション測定を可能にするのに充分なものであることが不可欠

である。しかしながら、この密度は、標的の占有された空間のため、標的に対す

るプローブ分子のアクセスを妨害するほど大きいものであってはならない。

      【００１１】

  その上、核酸マイクロアレイ上の標的の付着条件も同じ位に重要である。事実

、この固定は、理想的には共有結合型のもので安定していなければならないが、

プローブ上の標的のハイブリダイゼーション能力を削減してはならない。この観

点からみると、理想的状況は、標的漂着がその長さ上ではなく、標的の末端のう

ちの１方（５′又は３′）で行なわれることである。最後に、占有立体空間及び

その長さ全体に沿った標的の利用可能性に関するかぎり、ただし技術的実現可能

性も含めて、マイクロアレイ支持体上に直接標的を固定するのが良いか又は中間
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「アーム」（その性質又はサイズの如何に関わらず重合体分子）を通してそれら

を固定するのがよいかの問題はなお決定されていない。

      【００１２】

  本発明は、ここで先行技術の技法及び製品に関する課題及び限界に対する有利

な解決法を紹介している。これらの解決法は、特に、支持体上の標的付着条件な

らびに利用される固定用分子の性質及び／又は物理的及び／又は化学的特性に向

けられている。本発明は同様に、標的分子の特定の個体群、特に既定のサイズの

標的核酸個体群が上に被着されるマイクロアレイをも記述している。

      【００１３】

  本発明は、特に、マイクロアレイ支持体上に標的核酸を固定するための新しい

アプローチについて記述している。これは、以下に定義するとおりのあらゆるタ

イプの標的核酸及び以下で定義するとおりのあらゆるタイプの支持体を用いてセ

ットアップ可能である。その上、これは、マイクロアレイ支持体上で直接合成さ

れた（インサイチュ合成された）標的核酸、又は独立して合成され次に別の時点

にマイクロアレイ上で固定された標的核酸のいずれを用いても同様に良好にセッ

トアップできる。その上、ポリヌクレオチド以外の目的の分子を用いてセットア

ップすることも可能である。

      【００１４】

  より特定的には、最初の態様に従うと、マイクロアレイ上に標的を固定するた

め、本発明は、枝分かれした形態の空間構造（一次又は二次分子構造）をもつア

ーム（又は「リンカー」分子）の使用に関するものである。特に、本発明は一般

に、マイクロアレイ支持体上の標的固定「アーム」といったような、単数又は複

数いずれの自由度を有するかとは無関係に樹枝方式に従って組織された空間構造

をもつあらゆる分子の使用を扱かっている。

      【００１５】

  したがって、本発明の第１の目的は、それが枝分かれした形態のアームを用い

て支持体上に固定化された核酸を含むことを特徴とするマイクロアレイに関する

。

      【００１６】
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  本発明のもう１つの態様は、１本鎖核酸がヌクレオチド約２５～１００個、好

ましくは約３０～６０個の間の長さを有する、支持体上に固定された１本鎖核酸

で構成されたマイクロアレイに関する。

      【００１７】

  本発明のもう１つの態様は同様に、均等な負の電荷を担う支持体上の又は負の

電荷を担うアームを用いた固定化された核酸を含むマイクロアレイにも関する。

      【００１８】

  本発明は、同様に、遺伝子分析、配列決定、遺伝子研究、診断などのための上

述のとおりのマイクロアレイの調製及び使用にも関する。

      【００１９】

  本発明をより良く理解できるようにするため、以下に一覧される定義が提供さ

れる。特に指示のないかぎり、本特許出願の中で利用されるその他の技術的用語

は、その通常の意味に従って解釈されるべきである。

      【００２０】

  マイクロアレイ： 本発明に従うと、マイクロアレイは、標的核酸が上に被着

されるあらゆる支持体を表わす。一般に、核酸は、好ましくは共有結合によって

支持体上に固定化されている。これらは支持体上に直接固定化されてもよいし、

あるいはまた「アーム」を中間使用して間接的に固定化されてもよい。これには

、標的が予め産生され次に支持体上に固定されるか、又は（写真平板又は固相中

のＤＮＡ合成を含め）支持体上に標的が直接合成されるようなマイクロアレイが

関与しうる。本発明のマイクロアレイは、少ない又は非常に多い数の標的を内含

することができ、標的により占有された合計支持体表面のサイズは変動しうる。

      【００２１】

  一般に、「アーム」（又は「スペーサ」又は「リンカー」）という語は、標的

核酸を支持体に固定するのに使用され得るあらゆる分子を表わす。これは、特異

的な形でプローブ核酸とハイブリッドを形成する能力をもたない分子に関する。

したがってこれは好ましくは、基本的に非核性の分子に関する。本発明のマイク

ロアレイの構成においては、わずか１つの「アーム」又は「スペーサ」又は「リ

ンカー」、あるいは異なる構造をもつ「アーム」の混合物がマイクロアレイによ
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り使用され得る。しかしながら一般的には、均質なシグナルを得るためには、単

一アレイ上で単一のタイプのアームを使用することが好ましい。一例としては、

アーム分子は、タンパク質、糖質又は脂質の性質をもつ有機分子であってもよい

し、あるいはまた非有機合成重合体であってもよい。

      【００２２】

  本発明の状況下では、マイクロアレイ支持体上に存在する「標的」核酸は、異

なる性質及び起源のものであり得る。したがって、これらは、天然、合成及び／

又は半合成起源の１本鎖又は２本鎖核酸であり得る。特に、これらは、合成オリ

ゴヌクレオチド、ＰＣＲ産物、遺伝子又は遺伝子フラグメント、プラスミド、１

本鎖又は２本鎖のｃＤＮＡ、ＲＮＡなどであってよい。これらは、生検材料とい

ったような生体標本、細胞標本、特にヒトといった哺乳動物組織又は器官の標本

、植物、動物、ウイルス又は細菌起源の標本から分離された核酸個体群でありう

る。これにはオリゴヌクレオチドが関与することから、これらのオリゴヌクレオ

チドは、ＤＮＡ又はＲＮＡのいずれの性質のものであるかに関わらず、ヌクレオ

チド２５～１００個の間の長さをもつ１本鎖核酸としてさらに特定的に定義づけ

される。

      【００２３】

  マイクロアレイ支持体の性質はさまざまであり得る。したがって、それには、

直接的又は間接的のいずれでも標的核酸を受入れる能力をもつあらゆる支持体が

関与しうる。特に、支持体は、平坦な表面及び／又は凸状表面で構成され得、ま

た固体又は半固体の性質を有することができる。さらに、支持体は、可変的な形

状及びサイズを有することができる。例えば、円形、矩形、正方形などの支持体

が存在する。支持体表面積は、好ましくは、３００～３０００mm2、好ましくは

４００～１８００mm2の間にある。例えば、支持体として使用可能な材料として

は、ガラス、シリカ、（特にアンモニア脱保護処理後のガラス質シリカ）、ポリ

リシン、アミノシラン及び／又はアミノ反応性シランが内含される。

      【００２４】

  添付図面は、さまざまな本発明の方法を立証している。

      【００２５】
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  前述のように、本発明の第１の目的は、枝分かれした形態のアームを用いて支

持体上に固定化された核酸を含むことを特徴とするマイクロアレイに関する。

      【００２６】

  我々の知るところでは新規であるこの方式は、分子の立体占有空間に関連する

問題を制限することができるという利点を示す。実際、このような「アーム」の

樹枝の先末端に標的核酸を固定することによって、観察下のプローブ核酸に対す

るこれらの標的の提示表面の増加が得られる（図１参照）。さらに、これにより

、ＤＮＡマイクロアレイ支持体に直接固定すべき分子の数を削減することができ

る（これらの「アーム」の幹のみが固定される）。こうして、標的が支持体上に

直接固定されるか又は線形「アーム」を用いて固定される状況に比べて、標的立

体占有空間を削減しながら、マイクロアレイの各「スポット」上で強い標的核酸

密度を得ることが可能となる。

      【００２７】

  先行技術においては、支持体上にオリゴヌクレオチドを固定するための複数の

物理的性質が提案されてきた。例えば非制限的な例として、一方ではオリゴヌク

レオチドの末端のうちの１つに共有結合するその能力のため、また他方ではさま

ざまなアレイ支持体に共有結合により固定されるその能力のために選択された、

原子２６個～１０５個の長さの線形オリゴエチレングリコールに言及することが

できる。しかしながら、これまでのところは、提案されてきたアームはすべて、

線形一次構造を示しかつ／又は合成のものである（ＷＯ ００／４３５３９及び

ＷＯ ９９／１０３６２参照）。本発明は、好ましくは生物起源の重合体に基づ

いて、支持体特に枝分かれした形態状のアームに対し核酸を固定するために非線

形アームを使用することができるということを立証している。

      【００２８】

  より特定的には、アームは、好ましくは形状が細長い樹枝状の空間組織をもつ

重合体から成る。有利には、重合体は、１つ以上の分枝レベルをもつ分枝の重合

体である。

      【００２９】

  樹枝状アームは、異なる有機分子、特に（天然に存在する）有機分子、その誘
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導体又は有機部分と合成部分から成る混合化合物から調製されうる。

      【００３０】

  １つの特定の実施形態においては、本発明に従ったアームは、生物起源の有機

重合体を含む。アームの調製に使用される生体化合物は、分離、化合又は多量体

化された形又は必要とあらば合成分子又は重合体又は反応性化学基を用いて官能

化又は改質されている、糖、ポリペプチド、糖タンパク質、糖ポリペプチド、免

疫グロブリンなどでありうる。

      【００３１】

  これには、天然に存在する有機化合物が関与することから、これらは生体抽出

物又は人工的に合成された抽出物から精製され得る。第１の有利な実施形態に従

うと、有機重合体は、糖又は多糖類重合体である。

      【００３２】

  マイクロアレイ調製、又はより一般的には核酸の固定化のためのこのような糖

重合体の使用には、特にその化学的物性及びその一次及び二次構造のため、広範

な利点及び有利性がある。

      【００３３】

  このように、多糖類は親水性であり、このことは、標的上のプローブハイブリ

ダイゼーション、特にヌクレオチド性（ＤＮＡ，ＲＮＡ；プローブ又は誘導体（

ＰＮＡ）にとって有利な条件である。実際、後者は親水性であり、それらのハイ

ブリダイゼーションは水溶液中で行なわれる。疎水性固着重合体は、ハイブリダ

イゼーション溶液に対する相反効果のため、ハイブリダイゼーションを妨害する

危険性がある。

      【００３４】

  その上、多糖類、特に記述されているものは、ヒドロキシル官能基（ＯＨ）の

存在のため、鎖の末端（すべての末端）で共有結合を作り出すことができるよう

にするラジカルを有する。例えば、共有結合は、多糖類及び糖タンパク質の合成

に介入する糖供与体ポリヌクレオチド内に存在するものといったホスフェート結

合（Ｃ－Ｐ－Ｃ又はＣ－Ｐ－Ｐ－Ｃ又はＣ－Ｐｎ－Ｃ）でありうる。考えられる

１つの固着例は、天然グリコーゲン合成の工程、特に二リン酸ウリジングルコー
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スを形成するためのＵＤ ＰＧｌｕｃ－ピロホスフォリラーゼ酵素の存在下での

三リン酸ウリジン（ＵＴＰ）とグルコース－１－ホスフェートの反応に基づくも

のである（ＵＤＰＧｌｕｃ、図２）。これは同様に、糖タンパク質内に存在する

ものといったような窒素結合（Ｃ－Ｎ－Ｃ－Ｃ）（図３）、同様に或る種の糖タ

ンパク質又は多糖類構造自体においてそうであるように、酸素結合（Ｃ－Ｏ－Ｃ

）をも意味しうる（図４参照）。単純な形で、この特性は、多糖類とその他の重

合体（例えば、タンパク質、その他の多糖類又は核酸）の間の共有結合の樹立を

可能にする。

      【００３５】

  例えばグルコース供与体としての天然のグリコーゲン合成の中間段階の１つの

間での天然の「ヌクレオチド糖」複合体の形成（この明確なケースにおいて、糖

－ヌクレオチド結合は、グルコース－リボース結合をもつ二リン酸ウリジングル

コースを結果としてもたらすジホスフェート結合である、図２参照）は、糖と核

酸の間このタイプの相互作用及び共有結合の樹立を例示している。一例としては

、多糖類－ポリヌクレオチド結合は、糖１が多糖類の末端にあり糖２がポリヌク

レオチドの５′末端にあるヌクレオチドのものとして、１→５、糖１－糖２タイ

プの連鎖の介入を誘発しうる。

      【００３６】

  本発明に従って多糖類を使用することのもう１つの利点は、その一次及び二次

構造に起源するものである。実際、本発明で使用される多糖類は、多分岐のもの

である（図５参照）。さらに、それらのサイズ（グリコーゲンについて直径２１

ｎｍ）は、ＤＮＡマイクロアレイの小型化されたフォーマットに完全に適してお

り、分岐の間の距離（天然グリコーゲンについては約１３個のグルコース残基）

により有利にも分枝の重合体の末端上に固定された標的の過度の立体空間占有を

回避することができる。実際には、２～５残基毎の分岐が、プローブハイブリダ

イゼーションを妨害することになる。その上グリコーゲンと同様、多糖類は、本

発明に従って、プローブにより提示される表面に適合された球形形状を有する。

（図５及び６参照）。

      【００３７】
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  最後に、糖ベースの重合体の使用は同様に共有結合様式でかつ上述のもののよ

うな化学結合のうちの１つのおかげで、その末端のうちのいずれかによってか又

は好ましくはその核によって、マイクロアレイ支持体に対する糖の固定をも可能

にする。この結合は、支持体上の直接結合であってもよく、また特にタンパク質

タイプのものである定着分子を介する間接的結合であってもよい。したがって、

天然グリコーゲンの場合には、これはその核による共有結合様式で１つのタンパ

ク質、グリコゲニンに（ここではチロシン残基により）連鎖される。したがって

、問題のケースでは、多糖類は、これらの利用分野で糖タンパク質の形で使用さ

れる。

      【００３８】

  このタイプの分子の特定の例が、グリコーゲン分子、特に人間の体内の内因性

グリコーゲンである。この分子は、共通の幹からの数多くの分岐を伴う糖重合体

であり、これらの分岐は同じく糖重合体である。本特許出願の特定の１目的は、

こうして、この用途のためのグリコーゲン又はグリコーゲン誘導体の使用に関す

る。

      【００３９】

  グリコーゲンは、上述の特性すべてを有している。それは市販されており、安

価である（図５、６及び７参照：グリコーゲン－ポリヌクレオチドアレイ）。グ

リコーゲン分子は、本発明で考慮されている用途と相容れる制限された占有空間

を維持する一方で人工的重合体合成によって得ることが極めて困難な非常に大き

い固定能力を表わし、６０以上のプローブを固定するための６０以上の自由グル

シド末端を提示することができる。

      【００４０】

  このような生体糖ベースの化合物のその他の例としては、アミロペクチン又は

、でんぷん構造から誘導されるその他のあらゆる重合体（図８参照）、グリコサ

ミノグリカン（特にムコ多糖類）ならびに、分枝の構造を形成することのできる

組成物中に含有される単数又は複数の糖（ガラクトース、グルコース、マンノー

ス、フコース、キシロース、Ｎ′アセチルガラクトサミン、Ｎ－アセチルグルコ

サミンなど）の如何に関わらずその他すべての多糖類がある。
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      【００４１】

  重合体又は樹枝状有機化合物は同様に、糖タンパク質ベースの重合体であって

もよい。このような分子は、天然に存在し、その特性の１つは、多糖類がそのま

わりに共有結合によって連鎖され得る（残基として作用し、上に多糖類鎖が固定

されているアミノ酸に応じてＯ結合又はＮ結合）タンパク質核をもつ構造にある

（図３及び４を参照のこと）。これらの多糖類は、変動する数、特に２以上の数

で固定され得る。これらの利用分野におけるその使用の一般的方式に影響を及ぼ

すことなく、単一の糖タンパク質が、異なる長さ、分岐間の異なる残基数及び残

基の異なる化学的性質（ペントース、ヘキソースなど）をもつ複数の多糖類を提

示できる。これらの分子の一般的構造は、分枝のであってよい。問題のケースで

は、捕捉プローブ（ＤＮＡ，ＲＮＡ，ＰＮＡ）は、多糖類鎖の末端に対し共有結

合様式で固定される。マイクロアレイ支持体上の糖タンパク質結合は、タンパク

質核レベルでか又は多糖類鎖レベルのいずれかで形成され得るが、この場合には

、好ましくはタンパク質核レベルで、さらに一層好ましくは、それ自体支持体上

に直接固定された中間定着分子に対してか又は支持体に対して直接、アミノ酸基

とのＯ結合又はＮ結合を伴って形成されうる。

      【００４２】

  これらの分子は、前述したグリコーゲン－グリコゲニン複合体の場合にそうで

あるように、本発明に従った核酸マイクロアレイの状況下でのその応用にとって

必要な特性を有している。その他の糖タンパク質の場合、空間的特徴は変動しう

る（分子サイズ、分岐数及び分岐間の残基数）が、なおもグリコーゲン又はアグ

レガンについて列挙したものと同じ規模（係数１０）のものであり続け、したが

って核酸マイクロアレイのためのその使用に適合するものである。

      【００４３】

  本発明は同様に、鎖自体が分枝のでないが、分子の外部構造が包括的に球形に

とどまりかつ周辺の数多くのプローブ固定部位（ウニ類タイプの一般構造参照）

及びグリコーゲン又はアグレガンのものに類似した分子サイズを有する問題のケ

ースにおいて、複数の多糖類鎖を提示する糖タンパク質とも機能する。

      【００４４】
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  これらの化合物の特定の例としては、共有結合連鎖を伴うグリコサミノグリカ

ンを含有するタンパク質であるプロテオグリカンがある。これらの分子中では、

タンパク質は分子の「タンパク質核」を形成し、グリコサミノグリカンはその分

岐を形成する。好ましくは、本発明では、アグレカンの使用が選択される。アグ

レカン（図９参照）は、天然に、特に軟骨内に存在する糖タンパク質である。そ

れは、ヒアルロン酸といったような中央モチーフ（重合体）上にクラスタ化した

多数のプロテオグリカン分子というその天然の形で存在することができ、このク

ラスタは中央重合体との共有結合を介してか又はそれを介さずに形成されており

、また、本発明と相容性ある一般構造特性をもちかつ糖であるその自由端が標的

に連鎖され得る多分岐の「超分子」の形成を導いている。最後にプロテオグリカ

ンは、これらが核酸（ＤＮＡ，ＲＮＡ）である場合に標的－プローブハイブリダ

イゼーションの特異性に有利に作用し得ることから、全体的に負モードで帯電し

ている。

      【００４５】

  もう１つの特定の実施形態においては、重合体はアミノ酸重合体であっても、

また求核性攻撃に対し反応するアミノ基をもつあらゆるタイプの分子であっても

よく、また核酸に対し共有結合様式で連鎖され得るその他のタイプの化学基であ

ってもよい。

      【００４６】

  したがって有機重合体は、分岐型構造をもつ（同じくジスルフィド連鎖といっ

たような共有結合により互いに連鎖された複数のサブユニットから成る）タンパ

ク質又はタンパク質複合体のベースをもつ重合体であり得る。

      【００４７】

  ポリペプチド化合物の特定の１例は、（Ａ型免疫グロブリンの場合（図１０参

照）のように）それらが単純又は複合形態のいずれであるかに関わらず、免疫グ

ロブリン（Ｉｇ）により代表される。免疫グロブリンは、天然の分子であること

から、適切なクローン（モノクローナル免疫グロブリン）の選択の後、容易に大

量産生できる。この利用分野では、免疫グロブリンは、捕捉プローブのための定

着分子として使用される。プローブは、免疫グロブリンのＦab末端に対して、免
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疫グロブリンがプローブの一部分に対し向けられている場合には従来の抗原－抗

体型の結合によって、また好ましくは（ポリヌクレオチドの）糖－（Ｉｇの）ア

ミノ酸型の共有結合を通して連鎖される。

      【００４８】

  当然のことながら、当業者であれば、本発明において使用するのに必要とされ

る特徴、すなわち、目的の分子（これは例えば核酸でありうる）と多重結合を作

り出す可能性、優れたアクセス可能性を確保し密度の増大を可能にする枝分かれ

した形態状ならびにハイブリダイゼーション反応との干渉の不在、を伴う生物起

源のその他の化合物を選択することができる。

      【００４９】

  本発明を実現するためには、固定用アームとして使用すべき分子の幹は、好ま

しくは共有結合様式でマイクロアレイ支持体に付着され、標的核酸は、好ましく

は共有結合様式で、分子樹枝のうちの複数のもの又はすべてのものの末端におい

て固定される（又は直接合成される）。図１は、この種のアームを用いて構築さ

れた核酸マイクロアレイの空間的表示を、線形アームを用いて構築されたマイク

ロアレイと比較して示している。好ましくは、当業者によって適合され得る密度

で、同じマイクロアレイ上に単一のタイプのアーム分子が使用される。しかしな

がら当然のことながら、同じく核酸マイクロアレイ上に異なる構造及び／又は長

さ及び／又は形状をもつ分子を使用することができるということがわかる。

      【００５０】

  核酸は、例えば、その攻撃の性質の如何に関わらず、求核性攻撃に対し反応性

をもつアミノ基を通してアームに固定され得る。例えば、露光作用下で核酸とＮ

3アミノ基を共有結合様式で連鎖させることが可能である。さらに一般的には、

重合体アームは好ましくは、そのアームの鎖末端に、その性質の如何に関わらず

、活性化可能でかつ１つの核酸の鎖末端上のホスフェート基（又はその他のもの

）と共有結合様式で連鎖される能力をもつ１つの化学基を含有している。活性化

能力をもつこの化学基は、重合体合成中に存在でき、そうでなければその後の段

階で添加することができる。それは、重合体合成中又は重合体上へのその付着の

間に、直接活性をもっていてよく、そうでなければ、その後の工程で化学的に活
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性化され得る。

      【００５１】

  例えばin vitroでのオリゴヌクレオチド合成又は金属支持体上へのオリゴヌク

レオチドの固定のため、一方ではヌクレオチド又は核酸、他方では非核支持体の

間に共有結合を樹立するのに用いられる一定数の化学的様式が、先行技術におい

て記述されてきている。これらの技術は、本発明の状況下では、特に上述のよう

なアームを用いて固定することによってＤＮＡアレイ上に核酸を固定する目的で

使用することができる。これには、ストレプトアビジンタイプといったようなシ

ステムを用いて付着を実現する可能性が含まれる。

      【００５２】

  支持体上のアームの付着は、幹の末末端において理想的には共有結合型の結合

を作り出すべく支持体分子と相互作用しうる活性化能力をもつ化学基を用いて実

施され得る。

      【００５３】

  上述のように、本発明に従った樹枝状アームの使用は、標的核酸密度に関して

数多くの利点を提供する。例えば、直径２θμmの「スポット」の場合：

      【００５４】

  －  非樹枝状固定用アーム（アーム／標的の化学量論的分子比＝１）を用いた

支持体上への標的の固定又は支持体上への標的の直接的固定というケース「Ａ」

においては、標的提示表面（つまりプローブが標的上でハイブリッド形成された

状態となるようにアクセスできる表面）は次のとおりである：

（Π）×（半径）2＝（Π）×θ2＝α（μm2）

      【００５５】

  －  樹枝状固定用アームを用いて支持体上に標的を固定するケース「Ｂ」にお

いては、各アームが標的提示表面レベル（アーム上の標的の固定用表面）で半球

形構造を形成すること、また換言すると、合計標的提示表面が以下のとおりであ

ることが推定できる：

（１／２）×（４）×（Π）×（半径）2＝２×（Π）×θ2＝２×α（μm2）

      【００５６】
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  したがって、これは、一定の標的密度について、ケース「Ａ」の提示表面の倍

加に等しい。又は反対に、「スポット」あたり同じ数量の標的については、密度

を２分の１に削減すること、したがって標的に対するプローブアクセスを改善す

ること（立体占有空間の削減）と等価である。この方式を拡張すると、樹枝状ア

ームの表面の形状が細長い場合、標的の提示表面は同じ要領で増大させられる。

      【００５７】

  さらに、樹枝状アーム上の標的の固定密度は、原則的に、マイクロアレイ支持

体上で固定する直接的標的を通して又は線形アーム（非樹枝状）を用いて固定す

る標的によって得られるものよりもはるかに高いが、これは、アレイ「スポット

」あたりの付着された標的の数が同じである場合、アーム自体の立体占有空間は

、線形アームと比較して樹枝状のアームの場合により少ないからである。したが

って、現実には、この方式に従うと、標的密度は２倍以上増大すべきであり、そ

うでなければ標的立体占有空間が２分の１以上縮減するはずである。

      【００５８】

  したがって、本発明のこの態様は、一方では、（アレイ「スポット」あたりの

標的密度を増大させる（ひいては標的上のプローブハイブリダイゼーションの測

定のため検出感度を増大させる）こと、そして他方では、同時に標的の立体占有

空間を削減する（ひいては、標的上のプローブのハイブリダイゼーションを容易

にし、これによってまた検出感度を増大させる）ことを可能にする。

      【００５９】

  前述のように、このタイプのアームを含む核酸マイクロアレイは、平坦な及び

／又は凸状の表面をもつ支持体で構成され得、かつ固体又は半固体の性質をもつ

ものであり得る。その上、これらの支持体は、ガラス、シリカ、ポリリジン、ア

ミノシラン及び／又はアミノ反応性シランといったような材料又は、以下で詳述

するような負に帯電した支持体を含むことができる。さらに、アームの樹枝上に

固定化された標的核酸は同様にさまざまな性質、組成及び起源のものでありうる

。こうしてこれらは、天然、合成及び／又は半合成起源の１本鎖又は２本鎖核酸

でありうる。特に、これには、合成オリゴヌクレオチド、ＰＣＲ産物、遺伝子、

又は遺伝子フラグメント、プラスミド（又はコスミド、ＹＡＣ、ファージなどと
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いったようなその他のベクター）、１本鎖又は２本鎖ｃのＤＮＡ又はＲＮＡが関

与しうる。さらに、核酸の長さも同様に変動し得る。しかしながら、核酸長が約

１０００個未満の塩基（又は塩基対）であることが好ましい。

      【００６０】

  １つの特定の実施形態においては、標的核酸は、１本鎖核酸、特に１０００個

未満の塩基という長さをもつ１本鎖核酸で構成されている。

      【００６１】

  特定の１実施形態においては、標的核酸は、好ましくは、１０００未満の塩基

という長さをもつ１本鎖ＲＮＡで構成されている。これは特に、生体標本から取

られた全ＲＮＡ又はｍＲＮＡに関係すると考えられる。実際、本発明は、マイク

ロアレイ標的としての１本鎖ＲＮＡの使用を初めて記述するものである。これは

、本発明の利用分野のもう１つの特定の目的を構成する。

      【００６２】

  本発明のもう１つの変形形態においては、本発明には、１本鎖ＤＮＡ及び１本

鎖ＤＮＡとＲＮＡの混合物が関与する。

      【００６３】

  本発明の好ましい実施形態においては、標的１本鎖核酸は約２５～１００個、

好ましくは約３０～６０個のヌクレオチドという長さを有する。

      【００６４】

  この点に関して、本発明の特定の目的は同様に、１本鎖核酸が約２５～１００

個好ましくは約３０～６０個の間のヌクレオチドという長さをもつ、支持体上に

固定された１本鎖核酸から成る核酸にも関する。本発明は同様に、当該利用分野

において「長いオリゴヌクレオチド」という語により本出願の中で呼称された約

３０～６０個の間のヌクレオチドという長さをもつ１本鎖核酸の（フラグメント

の）固体群の、標的核酸としての使用にも関する。

      【００６５】

  第１の特定の変形形態に従うと、１本鎖核酸は、約３０～６０個の間のヌクレ

オチドという長さをもつ１本鎖ＤＮＡである。

      【００６６】
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  もう１つの特定の変形形態に従うと、１本鎖核酸は、約３０～６０個の間のヌ

クレオチドといった長さをもつ１本鎖ＲＮＡである。

      【００６７】

  有利には、これらは、当業者にとっては見慣れた技術（合成装置）に従って、

in vitroでの化学合成によって産生された核酸である。その後の工程で、これら

のオリゴヌクレオチドは、支持体上に固定化される。

      【００６８】

  現時点で入手可能な製品とは異なり、この長さをもつ核酸の（フラグメントの

）使用により、マイクロアレイ上のその対応する標的上で特異的プローブハイブ

リダイゼーションを得ることが可能となる。実際、上述のとおり、先行技術の中

に記述されているように２５個以下の塩基という長さをもつオリゴヌクレオチド

を使用した場合、プローブの数多くの非特異的ハイブリダイゼーションが存在し

たり、ひいてはこのシステムを用いた実験の再現性レベルが満足できないのにな

る。これとは反対に、特に３０～６０個の間のヌクレオチドという長さをもつ本

発明に従ったより長いオリゴヌクレオチドを使用した場合、絶対的なハイブリダ

イゼーション特異性を得ることができる。

      【００６９】

  長いオリゴヌクレオチドは、ひとたび合成された時点で、秩序ある要領でマイ

クロアレイ支持体上に固定され得る。固定は、直接的（長いオリゴヌクレオチド

が直接支持体上に固定される）であっても間接的（支持体上に固定された以前に

定義され記述された「アーム」上での長いオリゴヌクレオチドの共有結合による

固定）であってもよい。長いオリゴヌクレオチドを間接的に固定することの利点

は、立体占有空間がより大きいものである直接固定の状況に比べて、オリゴヌク

レオチド配列に対するプローブアクセス可能性が増大するという点にある。しか

しながら、長いオリゴヌクレオチドの直接的固定も可能であり、オリゴヌクレオ

チドアレイの再現性ある使用にとって充分なハイブリダイゼーション特異性を提

供することができる。使用される固定様式がいかなるものであろうと（直接又は

間接）、オリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドに対する充分なアクセスを

伴うプローブを提供するため、その全長にわたってではなく、その末端（５′又
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は３′）のうちの１つで固定される。その上、間接的固定の場合、アーム上のそ

の１つの末端で長いオリゴヌクレオチドを固定し次に支持体上にある秩序ある形

でオリゴヌクレオチド－アーム複合体を被着させるか、又は、アームを予め支持

体に付着させその後アーム－支持体複合体上に秩序ある形で長いオリゴヌクレオ

チドを被着させアームに固定する、という２つの選択肢が可能である。

      【００７０】

  この実施形態においては、使用される支持体及びアームのタイプは、前述のも

のと同じでありうる。本発明に従ったこのタイプの化学的に合成された長いオリ

ゴヌクレオチドの使用は、ＰＲＣにより産生されたより短い１本鎖標的及び／又

は２本鎖及びより長い標的の使用に比べ、いくつかの利点を提供する。

      【００７１】

  まず第１に、標的の性質が１本鎖であることから、標的上でのプローブのハイ

ブリダイゼーション反応収量を改善することができる。実際、標的が２本鎖であ

る場合、この反応中に、多数の標的が自らの上でハイブリッド形成することにな

る（標的の第２のストランドはハイブリダイゼーションのためプローブと競合状

態にある）。

      【００７２】

  したがって、標的の直接的化学合成はＰＣＲ標的合成に比べはるかに簡単に管

理できる。第１のケースでは、マイクロアレイ上に被着すべき標的の配列を知る

ことしか必要でなく、これに対し第２のケースでは、ＰＣＲを通して特異的増幅

を実施するために、これらの配列を含有する核酸を実質的に（一般にクローンの

形で）被着させなくてはならない。

      【００７３】

  その上、ＰＣＲを用いた増幅は、たとえそれが最終的反応産物中では少数であ

るにせよ、大部分のケースで混入するフラグメントの存在を伴う異種の２本鎖核

酸個体群を産生する。こうして、非特異的なプローブ－標的ハイブリダイゼーシ

ョンひいては、ハイブリダイゼーション速度測定中の背景雑音放射が存在するこ

とになる。これとは反対に、直接的１本鎖標的合成は、非常に均質な核酸配列フ

ラグメントを得ること、そして終結時点ではより純粋でひいては非特異性の低い
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プローブ－標的ハイブリダイゼーションを伴う標的を得ることが可能となる。こ

の特異性は、樹枝状であるか否かに関わらずマイクロアレイがアームを内含する

とき及び以下で記述するように帯電している場合にさらに一層保証される。

      【００７４】

  最後に、１本鎖プローブの化学合成は、精製された標的を得るために自動化で

きるのに対し、ＰＣＲを通して産生された２本鎖標的は、支持体上に固定される

前に精製されなくてはならない。

      【００７５】

  本発明に従うと、長い合成オリゴヌクレオチドアレイは、先行技術において記

述された製品及び方法に比べて多大な技術的利点を表わす。この利点は、核酸マ

イクロアレイが樹枝状アーム又は帯電したアーム又は支持体を内含する場合に、

より一層大きくなる。

      【００７６】

  実際、本発明は同様に、提示条件ひいては標的上のプローブハイブリダイゼー

ションを容易にするべく核酸マイクロアレイ上のアーム及び／又は核酸の空間的

配置を制御するための新しいアプローチについて記述している。特に、本発明は

、今や、ハイブリダイゼーション条件特にマイクロアレイの選択性及び感応性を

改善するべく、アーム（これらがタンパク質、グルシド又は脂質の性質をもつ有

機重合体又は非有機合成重合体のいずれであるかに関わらず）又はマイクロアレ

イ支持体の電気的特性を測定する（そして修正する）ことが可能である、という

ことを立証できる。

      【００７７】

  本発明のこの態様は、その一次構造が線形であるか樹枝状であるかにかかわら

ず、またマイクロアレイ支持体の性質がいかなるものであれ、アレイ支持体上の

オリゴヌクレオチド固定用アームの考えられるすべての性質に対して適用可能で

ある。

      【００７８】

  実際、核酸が負に帯電していることは、（それらが、通常の条件下でそのｐＫ

ａよりも高いｐＨをもつ環境内にある弱酸であるということ、その酸性官能基が
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ヌクレオチド糖の間の結合を確実にするホスフェート基上にあるということを理

由として）、周知の事実である。核酸配列間の相互作用は、簡略化された形で以

下のように要約することができる。すなわち、一方では、これらの配列は、（共

通の親和性とみなすことのできる）相補的塩基の間に水素結合及びファンデルワ

ールス引力を樹立することより互いの間でハイブリッド形成され得、他方では、

ホスフェート基レベルでの負の電荷のため互いに反発し合う可能性がある。２つ

の１本鎖分子の間で安定したハイブリダイゼーションを得るためには、水素及び

ファンデルワールス結合と結びつけられた引力は、負の電荷と結びつけられた反

発力よりも強くなくてはならず、これは、相補的隣接塩基の数が反発力よりも強

い引力を得るのに充分である場合にあてはまることである。考慮に入れるべきも

う１つのパラメータは、分子フォールディング（二次及び三次構造）の原子応力

のパラメータである。この核酸に関する一般的方式は、その長さの如何にかかわ

らず、あらゆる１本鎖分子内で同じように有効である。これらの方式は、このよ

うな一定の分子の自らハイブリッド形成するか否かの能力又はその能力の欠如を

説明する可能性を提供している。マイクロアレイ支持体上にアームを固定する標

的に関するかぎり、これらは同様に、二次構造及び立体占有空間原子応力の対象

にもなるが、核酸について記述したもののような引力又はハイブリダイゼーショ

ン現象は全く提示しない。アーム上のこれらの応力は同様に、核酸ストランドが

それらの末端（単複）に固定されているという事実によっても影響される。

      【００７９】

  固定された標的が１本鎖オリゴヌクレオチドであるか（その長さとは無関係に

）又は２本鎖ＤＮＡであるか（これが全プラスミドに関係するか又は重合体連鎖

反応産物に関係するかとは無関係に）にかかわらず、マイクロアレイの新規作成

によって発生する問題の１つは、分析されその対応する標的上で特異的にハイブ

リッド形成されるべきプローブ分子へのこれらの標的のアクセス可能性にある。

      【００８０】

  このアクセス性が、ハイブリダイゼーション反応収量ひいてはプローブ分析の

感度及び特異性の条件を決定する。このプローブ－標的ハイブリダイゼーション

アクセス性は、特にマイクロアレイ上に固定された標的の立体占有空間によって
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、また立体占有空間に起因する互いに近接して存在する標的間の相互作用（部分

的ハイブリダイゼーション）によって、及びその二次構造（標的の分子内フォー

ルディング）によって低減させられる。立体占有空間に付随する問題は、低い特

異性核酸率を検出し（検出感度）ハイブリダイゼーションシグナルの数量化を妨

害しうるハイブリダイゼーション能力飽和効果を低減させることができるように

、各アレイ「スポット」上に高密度で標的を被着させる必要性があることによっ

て生み出されるものである。一般的方式が、対応するプロープ分子に比べて過剰

な数で標的の分子数量を被着させることから成っている理由はここにある。

      【００８１】

  本発明は、これら課題に対する解決法を提供する。実際、本発明は、標的が高

密度レベルを有するようなケースを含め、標的間のイオン干渉を低減させ、こう

してより優れたハイブリダイゼーションを保証する特別のアーム又は支持体の使

用について記述している。より特定的には、当該出願は、マイクロアレイ支持体

上に標的を固定するためには、負の電荷又は負に帯電した支持体と共に固定用ア

ームを使用することが可能であることを立証している。

      【００８２】

  したがって、本発明のもう１つの目的は、負の電荷をもつアームを用いて支持

体上に固定化された核酸を含むマイクロアレイに関する。本発明のもう１つの目

的は、均等な負の電荷を担う支持体上に固定化された核酸を含む核酸マイクロア

レイに関する。

      【００８３】

  本発明は同様に、負に帯電した分子又は負に帯電した支持体の、核酸マイクロ

アレイの調製を目的とした使用にも関する。標的上でプローブハイブリダイゼー

ションの実験的条件下で均等な形で負に帯電した固定用アームを使用することに

より、有利には以下の現象が得られる：

      【００８４】

  －  アームは、隣接アームに対し電気的反発力を及ぼし、結果としてそれ自身

の上へのフォールディングを減らし、特に標的上に固定されたその末端のレベル

でのその立体占有空間を同時に低減させる；
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  －  アームは、その末端に固定された標的に対して電気的反発力を及ぼし、結

果として標的をそれ自体外向きに配置するように押す、すなわちマイクロアレイ

支持体から外へ移動するようにし、プローブがそれらによりアクセスしやすい状

態にする；

  －  これらの相互の反発力は結果として、隣接するプローブを互いから離れる

ように移動させ、前記プローブがそれらによりアクセスしやすくし、さらにファ

ンデルワールス力又は水素結合に付随する相互誘引のリスクを低減させることに

よりそれらの間の誘引相互作用を制限することになる。

  －  アームに固定された標的に隣接して及ぼされるこの負の電場は、第２の標

的構造を解体する傾向をもち（換言すると、それらを整列させる）、その結果、

標的はそれ自体の上へのフォールディングを低減させ、プローブがそれらにより

アクセスしやすくする。

  －  マイクロアレイ支持体に最も近いところに位置設定されアームにより形成

された層は、包括的に負に帯電し、こうして（同じく負に帯電した）プローブに

対し電気的反発力を及ぼしこうしてプローブ－標的の非特異的ハイブリダイゼー

ション現象を減少させる。このことはまた、ハイブリダイゼーション結果の分析

中の背景雑音を低減させその結果同時にＤＮＡマイクロアレイ技術による分析の

感度及び特異性を増大させる一助ともなる。

      【００８５】

  こうして、本発明のこの特定の態様は、当該技術の方法に対する明確な技術的

改良ひいてはより優れたマイクロアレイ選択性及び感度を提供する。

      【００８６】

  当然のことながら、本発明のこの態様は、アームが使用されるアレイに制限さ

れていない。反対に、それは、標的が中間アームなしで支持体に直接固定されて

いるような状況下で均等な形で負に帯電したマイクロアレイ支持体を使用するた

めにも応用できる。この方法は、支持体上の負の電荷が予め適用されているか又

は支持体上に標的が付着された後に適用されるかとは無関係に有効である。これ

は、電流を印加できるマイクロ電極上に標的を被着させることから成る方式の場

合には支持体上の電荷が均等でないことから、それとは異なる方式である。
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      【００８７】

  本発明のこの態様では、マイクロアレイは、上述のとおりの異なるタイプの核

酸個体群全体で構成されていてよく、負に帯電したアームは同様に上述のような

枝分かれした形態状で構成されていてよい。

      【００８８】

  本発明は同様に、生物起源の重合体を含む枝分かれした形態のアームを用いて

支持体上に核酸を固定化（又は固定）する段階を含む上述のとおりのマイクロア

レイ調製プロセスにも関する。

      【００８９】

  この調製プロセスは、支持体上に樹枝状アームを固定する初期工程とそれに続

く、樹枝状アームへの標的分子の第２の固定工程を含むことができる。本発明の

もう１つの実施形態に従うと、核酸マイクロアレイ調製プロセスは、標的分子が

枝分かれした形態状アーム上に固定されている初期工程及びそれに続く、初期段

階の間に得られた複合体を支持体上に固定する第２の工程を含むことができる。

      【００９０】

  本発明は同様に、実験、治療、診断目的での上述のような核酸マイクロアレイ

の使用にも関する。特に本発明は、上述のマイクロアレイを以下の目的で使用す

ることに関する：

  －  遺伝子発現の調節の研究

  －  遺伝子又は遺伝子フラグメントの探求

  －  標的の固定、又は

  －  遺伝子診断。

      【００９１】

  これらの応用分野では、マイクロアレイは、一般に予めマーキングされた「プ

ローブ」核酸個体群と接触させられ、次に、当業者にとっては見慣れた技術に従

って核酸マイクロアレイ上のプローブのハイブリダイゼーションプロフィールが

決定される。こうして、本発明の１つの目的は同様に、好ましくはマーキングさ

れたポリヌクレオチド個体群を本発明に従った核酸マイクロアレイと接触させる

段階及びハイブリッド形成を実証する段階を含むポリヌクレオチド分析のための
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プロセスにも関する。

      【００９２】

  当然のことながら、本発明は上述の特定の産生方法に制限されず、当業者の通

常のノウハウの中に内含される変形実施形態をも網羅するものであるということ

が理解される。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  樹枝状標的のための固定用アームの使用；標的のための非樹枝状固定用アーム

の使用。

    【図２】

  Harper Biochimie, R.K.Murray, D.K.Granner, P.M.Mayes, V.W.Rodwell, Pub

lisher Mc Graw-Hill International (UK) Ltd.に従ったウリジンジスルフェー

トグルコース（ＵＤＰＧｌｕｃ）。

    【図３】

  糖タンパク質内のＮ結合。

    【図４】

  糖タンパク質内のＯ結合。

    【図５】

  グリコーゲン分子を用いたマイクロアレイ上の捕捉プローブ定着（縮尺は遵守

せず）。

    【図６】

  グリコーゲン分子を用いたマイクロアレイ上の捕捉プローブ定着（縮尺は遵守

せず）。

    【図７】

  Harper Biochimieに従った分岐点内のグリコーゲン分子構造。

    【図８】

  Harper Biochimieに従った分岐１→６を示すアミロペクチン。

    【図９】

  Harper Biochimieに従ったウシ鼻軟骨のアグレカン。
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    【図１０】

  ヒト免疫グロブリン重合体を示すダイヤグラム。ポリペプチド鎖は、太い線で

表わされている。異なるポリペプチド鎖を連結するジスルフィド架橋は、細い線

で表わされている。

【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】

【図８】
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【図９】

【図１０】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１４年４月２５日（２００２．４．２５）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  生体起源の重合体を含む、枝分かれした形態のアームを用い

て支持体上に固定化された核酸を含むことを特徴とするマイクロアレイ。

    【請求項２】  アームが、１つ以上の分枝レベルを有する分枝の重合体であ

ることを特徴とする、請求項１記載のマイクロアレイ。

    【請求項３】  アームが、有機重合体であることを特徴とする、請求項１又

は２に記載のマイクロアレイ。

    【請求項４】  アームが、糖重合体、例えばグリコーゲン又はグリコーゲン

誘導体又はアミロペクチンであることを特徴とする、請求項１～３のいずれか１

項記載のマイクロアレイ。

    【請求項５】  アームが、反復したガラクトース、グルコース、マンノース

、フコース、キシロース、Ｎ－アセチルガラクトサミン及び／又はＮ－アセチル

グルコサミン単量体を含む分枝の重合体であることを特徴とする、請求項１～３

のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項６】  アームが、グリコポリペプチド、例えばアグレカンであるこ

とを特徴とする、請求項１～３のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項７】  アームが、ポリペプチド化合物、例えば免疫グロブリンであ

ることを特徴とする、請求項１～３のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項８】  核酸が、枝分かれしたアームの末端に共有結合モードで固定

されていることを特徴とする、請求項１～７のいずれか１項記載のマイクロアレ

イ。

    【請求項９】  アームが、共有結合モードで、分子の幹部分により支持体に
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固定されていることを特徴とする、請求項１～８のいずれか１項記載のマイクロ

アレイ。

    【請求項１０】  支持体が、平坦及び／又は凸形表面を有することを特徴と

する、請求項１～９のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項１１】  支持体が、固体又は半固体支持体であることを特徴とする

、請求項１０記載のマイクロアレイ。

    【請求項１２】  支持体が、ガラス、シリカ、ポリリシン、アミノシラン及

び／又はアミノ反応性シランで構成されていることを特徴とする、請求項１１記

載のマイクロアレイ。

    【請求項１３】  核酸が、天然、合成及び／又は半合成起源の１本鎖又は２

本鎖核酸であることを特徴とする、請求項１～１２のいずれか１項記載のマイク

ロアレイ。

    【請求項１４】  核酸が、合成オリゴヌクレオチド、ＰＣＲ産物、遺伝子又

は遺伝子フラグメント、プラスミド、１本鎖又は２本鎖のｃＤＮＡ又はＲＮＡの

中から選択されることを特徴とする、請求項１３記載のマイクロアレイ。

    【請求項１５】  核酸が、１本鎖核酸、特に約２５～１００ヌクレオチドの

間、好ましくは約３０～６０ヌクレオチドの間の長さを有する１本鎖核酸の分子

であることを特徴とする、請求項１４記載のマイクロアレイ。

    【請求項１６】  支持体上に核酸を固定するための、枝分かれした形態の空

間的組織を有するグリコーゲンから誘導された糖重合体の使用。

    【請求項１７】  核酸が、ヌクレオチド約３０～６０個の長さを有する１本

鎖核酸であることを特徴とする、請求項１３記載のマイクロアレイ。

    【請求項１８】  １本鎖核酸が、ヌクレオチド約３０～６０個の長さを有す

る１本鎖ＤＮＡであることを特徴とする、請求項１７記載のマイクロアレイ。

    【請求項１９】  １本鎖核酸が、ヌクレオチド約３０～６０個の長さを有す

る１本鎖ＲＮＡであることを特徴とする、請求項１７記載のマイクロアレイ。

    【請求項２０】  １本鎖核酸が、in vitroでの化学合成によって産生される

核酸であることを特徴とする、請求項１７～１９のいずれか１項記載のマイクロ

アレイ。
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    【請求項２１】  生物起源の重合体を含む枝分かれした形態のアームを用い

て、固体又は半固体支持体上に固定化されたＲＮＡを含むことを特徴とする、請

求項１７～２０のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項２２】  生体起源の重合体を含む枝分かれした形態のアームを用い

て固体又は半固体支持体上に固定化された、ＰＣＲによって産生された核酸を含

むことを特徴とする、請求項１７～２０のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項２３】  アームが負の電荷を担っていることを特徴とする、請求項

１～１５及び１７～２２のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項２４】  支持体が、一定の負の電荷を担っていることを特徴とする

、請求項１～１５及び１７～２２のいずれか１項記載のマイクロアレイ。

    【請求項２５】  遺伝子発現の調節を研究するための、請求項１～１５及び

１７～２４のいずれか１項記載のマイクロアレイの使用。

    【請求項２６】  遺伝子又は遺伝子フラグメントの探求のための、請求項１

～１５及び１７～２４のいずれか１項記載のマイクロアレイの使用。

    【請求項２７】  標的同定のための、請求項１～１５及び１７～２４のいず

れか１項記載のマイクロアレイの使用。

    【請求項２８】  遺伝子診断のための、請求項１～１５及び１７～２４のい

ずれか１項記載のマイクロアレイの使用。

    【請求項２９】  下記：

ａ）  支持体上に枝分かれした形態のアームを固定するための工程、及び

ｂ）  ａ）の間に得られた枝分かれした形態のアームに対して標的分子を固定す

るための工程

を含むことを特徴とする、請求項１～１５及び１７～２４のいずれか１項記載の

マイクロアレイ調製方法。

    【請求項３０】  ａ）  枝分かれした形態におけるアームに対し標的分子を

固定するための工程、及び

ｂ）  支持体上にａ）で得た複合体を固定するための工程、

を含むことを特徴とする、請求項１～１５及び１７～２４のいずれか１項記載の

マイクロアレイ調製方法。
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