
(57)【要約】

液体サンプル中に存在する１以上の被分析物を分離する

ための方法が本明細書中に記載される。該方法は、微小

孔物質を有するフィルターを通して液体を通過させるこ

とを含み、ここで該被分析物は、微小孔物質の表面付近

に局在化される。さらなるハイブリダイゼーション及び

増幅などのさらなるステップは、被分析物が局在された

時点で、行われうる。１の方法では、、被分析物が局在

された時点で、サンプル中の被分析物の濃度を測定する

ために、該被分析物が検出され、計数され、そして相関

されうる。改変された微小孔物質及び混合物はまた、本

明細書中に開示され、本明細書中に記載される方法及び

物品のいずれかにおいて使用されうる。混合物は、微小

孔物質及びピグメントから構成され、該ピグメントは一

度被分析物が局在されると、該被分析物の検出を高める

。さらなる態様では、様々なキット及び物品、例えば本

明細書中に記載される微小孔物質のいずれかを含むろ過

装置などが提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 微 小 孔 物 質 及 び ピ グ メ ン ト を 含 む 複 合 体 で あ っ て 、 該 ピ グ メ ン ト が 該 微 小 孔 物 質 内 に 組
み 込 ま れ て い る 前 記 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ピ グ メ ン ト が 、 前 記 微 小 孔 物 質 に 共 有 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ピ グ メ ン ト が 、 リ ン カ ー に よ り 前 記 微 小 孔 物 質 に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 複
合 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 リ ン カ ー が 、 オ ル ガ ノ シ リ ル 基 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ピ グ メ ン ト が 、 前 記 微 小 孔 の 表 面 上 に 存 在 す る 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ス ル フ ヒ
ド リ ル 基 、 ア ミ ン 基 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ に よ り 、 該 微 小 孔 物 質 に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ２
に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ピ グ メ ン ト が 、 有 機 色 素 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 有 機 色 素 が 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ト リ ア ジ ン 、 又 は エ ス テ ル を 含 む 、 請 求 項 ６ に
記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 セ ラ ミ ッ ク 、 金 属 、 炭 素 、 又 は ガ ラ ス を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 複
合 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 金 属 酸 化 物 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 金 属 酸 化 物 が 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 酸 化 ジ ル コ ニ ウ ム 、 酸 化 チ タ ン 、 ゼ オ ラ イ ト 、
又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 無 機 電 気 化 学 的 に 形 成 さ れ た 物 質 又 は エ ッ チ 物 質 を 含 む 、 請 求 項 １
に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 約 ０ .０ ２ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .２ ミ ク ロ ン の 直 径 を 有 す る 微 小 孔 を 含 む
、 請 求 項 １ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム を 含 み 、 か つ 前 記 ピ グ メ ン ト が 有 機 色 素 を 含 み 、 こ
こ で 該 有 機 色 素 が 、 オ ル ガ ノ シ リ ル 基 を 含 む リ ン カ ー に よ り 該 微 小 孔 物 質 に 共 有 結 合 さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 ピ グ メ ン ト が 、 前 記 微 小 孔 物 質 上 に 沈 積 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 ピ グ メ ン ト が 、 元 素 金 属 、 金 属 酸 化 物 、 合 金 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項
１ ４ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ピ グ メ ン ト が 元 素 金 属 を 含 む 場 合 、 該 元 素 金 属 が 遷 移 金 属 を 含 む 請 求 項 １ ５ に 記 載
の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 遷 移 金 属 が 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ニ ッ ケ ル 、 銀 、 金 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項
１ ６ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 前 記 微 小 孔 物 質 が 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム を 含 み 、 そ し て 前 記 ピ グ メ ン ト が 該 微 小 孔 物 質 上 に
沈 積 さ れ る １ 以 上 の 元 素 遷 移 金 属 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 際 の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 元 素 遷 移 金 属 が 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ニ ッ ケ ル 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 １ ８
に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 複 合 体 が さ ら に サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー を 含 み 、 こ こ で 該 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ
マ ー が 該 複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ９ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 多 糖 、 タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ
ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 場 合 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 複 合 体 が 、 ビ ー ズ 又 は 膜 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ピ グ メ ン ト を 微 小 孔 物 質 に 共 有 結 合 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 複 合 体 の 製 造 方
法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ピ グ メ ン ト を 微 小 孔 物 質 上 に 沈 積 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 複 合 体 の 製 造 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 に よ り 作 ら れ る 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 に よ り 作 ら れ る 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 被 分 析 物 検 出 の た め の 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合
体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 被 分 析 物 が 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 寄 生 虫 、 真 菌 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 、 リ ガ ン ド 、 レ
セ プ タ ー 、 シ グ ナ ル 生 成 分 子 、 構 造 分 子 、 イ オ ン 、 抗 原 、 抗 体 、 組 織 、 細 胞 、 細 胞 要 素 、
細 菌 、 タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 バ イ オ リ ア ク タ ー と し て の 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 被 分 析 物 の 局 在 化 方 法 で あ っ て 、 該 分 析 物 を 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 と 接 触 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 液 体 サ ン プ ル か ら 被 分 析 物 を 分 離 す る 方 法 で あ っ て 、 該 液 体 サ ン プ ル を 、 請 求 項 １ ～ ２
０ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 と 接 触 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 被 分 析 物 の 定 量 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (ａ )　 該 被 分 析 物 を 含 む 既 知 の 体 積 を 有 す る 液 体 サ ン プ ル を 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、
及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 に 通 し 、 こ こ で 該 被 分 析 物 が 、 該 複 合 体 の 表 面 付
近 に 局 在 化 さ れ 、 そ し て
　 (ｂ )　 該 複 合 体 上 の 該 被 分 析 物 を 検 出 す る ス テ ッ プ
　 を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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　 ス テ ッ プ (ａ )の 後 又 は 前 の い ず れ か に お い て 、 前 記 被 分 析 物 の う ち の 少 な く と も 幾 つ か
は 、 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー で 標 識 さ れ て 、 標 識 さ れ た 被 分 析 物 を 作 り 出 す 、 請 求 項 ３ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 検 出 ス テ ッ プ (ｂ )が 、 光 学 的 検 出 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ス テ ッ プ (ｂ )の 後 に 、
　 (ｃ )　 前 記 複 合 体 上 の 前 記 標 識 さ れ た 被 分 析 物 を 計 数 し 、 そ し て
　 (ｄ )　 該 計 数 さ れ た 被 分 析 物 を 前 記 液 体 サ ン プ ル の 既 知 の 体 積 と 相 関 し て 、 該 液 体 サ ン
プ ル 中 の 該 被 分 析 物 濃 度 を 測 定 す る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 液 体 サ ン プ ル が 生 体 液 を 含 み 、 こ こ で 該 生 体 液 が 、 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 脳 脊 髄 液 、
尿 、 唾 液 、 精 液 、 痰 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 、 関 節 吸 引 液 、 又 は 創 傷 排 膿 液 を 含 む 、 請 求 項 ３
３ ～ ３ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 液 体 サ ン プ ル が 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 真 菌 、 胞 子 、 細 胞 培 養 、 糞 便 、 動 物 組 織 又 は 細
胞 、 野 菜 組 織 又 は 細 胞 、 そ れ ら の 溶 解 さ れ た 成 分 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ３
３ ～ ３ ５ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 液 体 サ ン プ ル が 、 前 記 複 合 体 を 通 す 前 に 、 前 ろ 過 さ れ る か 、 又 は 不 純 物 を 取 り 除 く
た め に 処 理 さ れ る 、 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 液 体 サ ン プ ル は さ ら に 、 緩 衝 液 、 塩 、 酵 素 、 界 面 活 性 剤 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 、 又 は
そ れ ら の 組 合 せ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 液 体 サ ン プ ル が さ ら に Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 被 分 析 物 が 、 タ ン パ ク 質 、 寄 生 虫 、 真 菌 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ
ー 、 シ グ ナ ル -生 成 分 子 、 構 造 分 子 、 イ オ ン 、 抗 原 、 抗 体 、 組 織 、 細 胞 、 細 胞 要 素 、 細 菌
、 タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 被 分 析 物 が 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 核 酸 が 、 少 な く と も 約 １ ５ ０ ０ 塩 基 又 は 塩 基 対 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、
請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 核 酸 が ビ リ オ ン を 含 む 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 ビ リ オ ン が Ｈ Ｉ Ｖ ビ リ オ ン を 含 む 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 核 酸 が 、 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー で 標 識 さ れ 、 こ こ で 該 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー が 、 蛍
光 マ イ ク ロ ビ ー ズ 、 量 子 ド ッ ト 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 粒 子 、 蛍 光 生 成 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 又
は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 群 を 含 む 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 後 に 、 前 記 局 在 さ れ た 核 酸 が 、 特 異 的 に 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 を 含 む 、 請
求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 特 異 的 に 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 が 、 蛍 光 核 酸 色 素 を 含 む ト レ ー サ ー で 標 識 さ れ る 、 請
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求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 後 に 、 前 記 局 在 さ れ た 核 酸 が 、 非 特 異 的 に 局 在 さ れ た 核 酸 を 含 む 、 請 求
項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 非 特 異 的 に 局 在 さ れ た 核 酸 が 、 蛍 光 ト レ ー サ ー を 含 む 特 異 的 に 結 合 す る プ ロ ー ブ で
標 識 さ れ た 標 的 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 非 特 異 的 に 局 在 さ れ た 核 酸 が 、 特 異 的 に 結 合 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン さ れ て 、 表 面 局 在 化 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 標 的 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 表 面 局 在 化 ハ イ ブ リ ッ ド が 、 蛍 光 核 酸 色 素 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 核 酸 が 、 核 酸 に 付 着 さ れ る ２ 以 上 の 異 な る 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー 分 子 を 含 む 検 出 可
能 な ト レ ー サ ー で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー 分 子 が 、 蛍 光 ト レ ー サ ー 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 標 識 さ れ た 核 酸 が 、 ３ 超 の シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 達 成 す る た め に 、 十 分 な 蛍 光 を 有
す る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 標 識 さ れ た 核 酸 が 、 約 ３ ～ 約 １ ０ の シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 達 成 す る た め に 、 十 分 な
蛍 光 を 有 す る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 標 識 さ れ た 被 分 析 物 は 、 ０ 又 は １ の 標 識 さ れ た 被 分 析 物 が 検 出 領 域 内 で 検 出 さ れ る
こ と を 許 容 す る た め の 十 分 小 さ い 検 出 領 域 の 光 学 的 な 検 出 に よ り 計 数 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 標 識 さ れ た 被 分 析 物 が 、 走 査 共 焦 点 上 面 蛍 光 光 度 計 で 光 学 的 に 検 出 さ れ る 、 請 求 項
３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 標 識 さ れ た 被 分 析 物 が 、 Ｃ Ｃ Ｄ ア レ イ に 基 く 蛍 光 装 置 で 光 学 的 に 検 出 さ れ る 、 請 求
項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー を 前 記 液 体 サ ン プ ル に 加 え 、 こ こ で 該
サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー が 、 前 記 被 分 析 物 と 相 互 作 用 す る 、 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ５ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 核 酸 の 増 幅 方 法 で あ っ て 、 (ａ )　 該 核 酸 を 含 む 既 知 の 体 積 を 有 す る 液 体 サ ン プ ル を 、 請
求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 に 通 し 、 こ こ で 該 核 酸 が 、
該 複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ 、 そ し て (ｂ )　 該 核 酸 を 増 幅 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法
。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 核 酸 の 増 幅 方 法 で あ っ て 、 (ａ )　 既 知 の 体 積 を 有 す る 液 体 サ ン プ ル 中 の 核 酸 を 増 幅 し て
、 増 幅 さ れ た 核 酸 を 作 り 出 し 、 そ し て (ｂ )　 増 幅 さ れ た 核 酸 を 含 む 該 サ ン プ ル を 、 請 求 項
１ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 に 通 す こ と を 含 み 、 こ こ で 該 増
幅 さ れ た 核 酸 が 該 複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 、 前 記 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ４ 】
　 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 で あ っ て 、 (ａ )　 該 核 酸 を 含 む 液 体 サ ン プ ル を 、 請
求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 に 通 し 、 こ こ で 該 核 酸 が 該
複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ 、 そ し て (ｂ )　 該 核 酸 を 、 該 核 酸 に 相 補 的 で あ る 結 合 性 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 で あ っ て 、 (ａ )　 液 体 サ ン プ ル 中 の 核 酸 を 、 該 核 酸
と 相 補 的 で あ る 既 知 の 配 列 を 有 す る 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た 核 酸 を 作 り 出 し 、 そ し て (ｂ )　 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン さ れ た 核 酸 を 含 む 液 体 サ ン プ ル を 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 複 合 体 に 通 し 、 こ こ で 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た 核 酸 が 、 該 複 合 体 の 表
面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 核 酸 同 定 方 法 で あ っ て 、 (ａ )　 該 核 酸 を 含 む 液 体 サ ン プ ル を 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、
及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 に 通 し 、 こ こ で 該 核 酸 が 、 該 複 合 体 の 表 面 付 近 に
局 在 化 さ れ 、 そ し て (ｂ )　 該 核 酸 を 、 該 核 酸 に 相 補 的 で あ る 既 知 の 配 列 を 有 す る 結 合 性 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 核 酸 同 定 方 法 で あ っ て 、 (ａ )　 液 体 サ ン プ ル 中 の 核 酸 を 、 該 核 酸 と 相 補 的 で あ る 既 知 の
配 列 を 有 す る 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン さ れ た 核 酸 を 作 り 出 し 、 そ し て (ｂ )　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た 核 酸 を 含 む
液 体 サ ン プ ル を 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 に 通 し
、 こ こ で 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た 核 酸 が 、 該 複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ る 、 前
記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 を 含 む 物 品 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 物 品 が ろ 過 装 置 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 ろ 過 装 置 が 、 入 口 と 出 口 を 有 す る ウ ェ ル 本 体 で あ っ て 、 こ こ で 該 ウ ェ ル 本 体 が 入 口
壁 と 出 口 壁 を 有 す る ウ ェ ル 本 体 、 並 び に (ｂ )　 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 ２ ７ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 複 合 体 を 含 む フ ィ ル タ ー で あ っ て 、 こ こ で 該 フ ィ ル タ ー が 該 ウ ェ ル 本 体 の 該 入
口 壁 に 付 着 さ れ る フ ィ ル タ ー を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 ウ ェ ル 本 体 の 前 記 入 口 が 、 キ ャ ッ プ を 取 り 付 け ら れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 ウ ェ ル 本 体 の 前 記 出 口 が 、 キ ャ ッ プ を 取 り 付 け ら れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 前 記 ろ 過 装 置 が 、 ２ 以 上 の ウ ェ ル 本 体 を 含 み 、 こ こ で 各 ウ ェ ル 本 体 が 、 ト ッ プ 開 口 部 及
び 底 開 口 部 、 並 び に (ｂ )　 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合
体 を 含 む フ ィ ル タ ー を 含 み 、 こ こ で 該 フ ィ ル タ ー は 、 各 ウ ェ ル 本 体 の 底 開 口 部 を カ バ ー す
る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 ろ 過 装 置 が さ ら に 、 該 ろ 過 装 置 の 前 記 フ ィ ル タ ー を 通 し て 液 体 を 移 動 さ せ る た め の
装 置 を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 ろ 過 装 置 が さ ら に 、 吸 引 装 置 を 含 み 、 こ こ で 該 ろ 過 装 置 が 、 シ ー ル を 形 成 す る よ う
に 吸 引 装 置 内 に 配 置 さ れ る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ２ 、 ２ ６ 、 及 び ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 複 合 体 、 並 び に 被 分 析 物 を 検
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出 す る た め の 検 出 手 段 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 請 求 項 ６ ８ ～ ７ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 物 品 、 並 び に 被 分 析 物 を 検 出 す る た め の 検 出
手 段 を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 前 記 被 分 析 物 が 、 標 識 さ れ た 被 分 析 物 を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ ～ ７ ５ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 既 知 の 体 積 を 有 す る 液 体 サ ン プ ル 中 の １ 以 上 の 被 分 析 物 を 分 離 す る た め の 方 法 で あ っ て
、 (ａ )該 液 体 を 、 微 小 孔 物 質 を 含 む フ ィ ル タ ー に 通 す こ と を 含 み 、 こ こ で 該 被 分 析 物 が 該
微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 局 在 化 ス テ ッ プ (ａ )の 前 又 は 後 に 、 前 記 被 分 析 物 が 検 出 可 能 ト レ ー サ ー で 標 識 さ れ
る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 前 記 局 在 化 ス テ ッ プ (ａ )の 後 に 、 (ｂ )　 標 識 さ れ た 被 分 析 物 を 光 学 的 に 検 出 し ； (ｃ )　
該 標 識 さ れ た 被 分 析 物 を 計 数 し 、 そ し て (ｄ )　 該 被 分 析 物 を 前 記 液 体 サ ン プ ル の 既 知 の 体
積 と 相 関 し て 、 該 液 体 サ ン プ ル 中 の 該 被 分 析 物 の 濃 度 を 測 定 す る 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 無 機 電 気 化 学 的 に 形 成 さ れ た 膜 又 は エ ッ チ 膜 を 含 む 、 請 求 項 ７ ９ ～
８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 ０ .２ ミ ク ロ ン 未 満 の 直 径 を 有 す る 微 小 孔 を 含 む 、 請 求 項 ７ ９ ～ ８
１ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 約 ０ .０ ２ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .２ ミ ク ロ ン の 直 径 を 有 す る 微 小 孔 を 含 む
、 請 求 項 ７ ９ ～ ８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 金 属 酸 化 物 を 含 む 、 請 求 項 ７ ９ ～ ８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 前 記 金 属 酸 化 物 が 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 酸 化 ジ ル コ ニ ウ ム 、 酸 化 チ タ ン 、 ゼ オ ラ イ ト 、
又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 、 生 体 液 を 含 み 、 こ こ で 、 該 生 体 液 が 、 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 脳 脊 髄 液 、
尿 、 唾 液 、 精 液 、 痰 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 、 関 節 吸 引 液 、 又 は 創 傷 排 膿 液 を 含 む 、 請 求 項 ７
９ ～ ８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 前 記 液 体 サ ン プ ル が 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 真 菌 、 胞 子 、 細 胞 培 養 、 糞 便 、 動 物 組 織 又 は 細
胞 、 野 菜 組 織 又 は 細 胞 、 そ れ ら の 溶 解 さ れ た 成 分 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ７
９ ～ ８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 前 記 液 体 サ ン プ ル が 、 前 ろ 過 さ れ 、 又 は 前 記 フ ィ ル タ ー を 通 る 前 に 不 純 物 を 取 り 除 く た
め に 処 理 さ れ る 、 請 求 項 ７ ９ ～ ８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 前 記 液 体 サ ン プ ル が 、 さ ら に 緩 衝 液 、 塩 、 酵 素 、 界 面 活 性 剤 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 、 又 は
そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ７ ９ ～ ８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 前 記 液 体 サ ン プ ル が 、 さ ら に Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む 、 請 求 項 ７ ９ ～ ８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
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【 請 求 項 ９ ２ 】
　 前 記 被 分 析 物 が 、 タ ン パ ク 質 、 寄 生 虫 、 真 菌 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ
ー 、 シ グ ナ ル -生 成 分 子 、 構 造 分 子 、 イ オ ン 、 抗 原 、 抗 体 、 組 織 、 細 胞 、 細 胞 要 素 、 細 菌
、 タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 ７ ９ ～ ８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 前 記 被 分 析 物 が 、 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ７ ９ ～ ８ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 前 記 核 酸 に 相 補 的 で あ る 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ま な い 、 請
求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 前 記 核 酸 が 、 少 な く と も 約 １ ５ ０ ０ 塩 基 又 は 塩 基 対 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、
請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 前 記 核 酸 が 、 ビ リ オ ン を 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 前 記 ビ リ オ ン が 、 Ｈ Ｉ Ｖ ビ リ オ ン を 含 む 、 請 求 項 ９ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 前 記 核 酸 が 、 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー で 標 識 さ れ 、 こ こ で 該 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー が 、 蛍
光 マ イ ク ロ ビ ー ズ 、 量 子 ド ッ ト 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 粒 子 、 蛍 光 生 成 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 又
は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 少 な く と も １ の 群 を 有 す る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 後 に 、 前 記 核 酸 が 、 特 異 的 に 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 特 異 的 に 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 が 、 蛍 光 核 酸 色 素 を 含 む ト レ ー サ ー で 標 識 さ れ る 、 請 求 項
９ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 後 に 、 前 記 核 酸 が 、 非 特 異 的 に 局 在 さ れ た 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ９ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 前 記 非 特 異 的 に 局 在 さ れ た 核 酸 が 、 蛍 光 ト レ ー サ ー を 含 む 特 異 的 結 合 性 プ ロ ー ブ で 標 識
さ れ た 標 的 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 前 記 非 特 異 的 に 局 在 さ れ た 核 酸 が 、 特 異 的 結 合 性 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ
れ て 、 表 面 局 在 化 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 標 的 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 前 記 表 面 局 在 化 ハ イ ブ リ ッ ド は 、 蛍 光 核 酸 色 素 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 前 記 核 酸 が 、 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー で あ っ て 、 該 核 酸 に 付 着 さ れ る ２ 以 上 の 異 な る 検 出
可 能 な ト レ ー サ ー 分 子 を 含 む 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 前 記 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー 分 子 が 、 蛍 光 ト レ ー サ ー 分 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 前 記 標 識 さ れ た 被 分 析 物 が 、 ３ 超 の シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を を 達 成 す る た め に 十 分 な 蛍 光
を 有 す る 、 請 求 項 ８ ０ 又 は ８ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
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　 ０ 又 は １ の 標 識 さ れ た 核 酸 が 、 検 出 領 域 内 で 検 出 さ れ る こ と を 許 容 す る た め 、 十 分 に 小
さ い 検 出 領 域 を 光 学 的 に 検 出 す る こ と に よ り 、 前 記 標 識 さ れ た 被 分 析 物 が 計 測 さ れ る 、 請
求 項 ８ ０ 又 は ８ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 前 記 標 識 さ れ た 被 分 析 物 が 、 走 査 共 焦 点 上 面 蛍 光 光 度 計 で 光 学 的 に 検 出 さ れ る 、 請 求 項
８ ０ 又 は ８ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 前 記 標 識 さ れ た 被 分 析 物 が 、 Ｃ Ｃ Ｄ ア レ イ に 基 く 蛍 光 装 置 で 光 学 的 に 検 出 さ れ る 、 請 求
項 ８ ０ 又 は ８ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 後 、 前 記 被 分 析 物 が 増 幅 さ れ る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 後 に 、 前 記 被 分 析 物 が 、 前 記 核 酸 と 相 補 的 な 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ る 、 請 求 項 ９ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 後 に 、 前 記 核 酸 が 、 該 核 酸 を 同 定 す る た め 、 該 核 酸 と 相 補 的 で あ る 既 知
の 配 列 を 有 す る 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ る 、 請 求 項 ９ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー を 前 記 液 体 サ ン プ ル に 加 え 、 こ こ で 該
サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー が 、 前 記 被 分 析 物 と 相 互 作 用 す る 、 請 求 項 ７ ９ ～ ８ １ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 ス テ ッ プ (ａ )の 前 に 、 前 記 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 へ 、 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー を 局 在
化 す る 、 請 求 項 ７ ９ ～ １ １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 前 記 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 多 糖 、 タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ
ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 １ １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 前 記 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む と き 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 微 小 孔 物 質 及 び サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー を 含 む 改 変 微 小 孔 物 質 で あ っ て 、 該 サ ス ペ ン
シ ョ ン ・ ポ リ マ ー が 、 該 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 、 前 記 物 質 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 無 機 電 気 化 学 的 に 形 成 さ れ た 膜 又 は エ ッ チ 膜 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ８
に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 ０ .２ ミ ク ロ ン 未 満 の 直 径 を 有 す る 微 小 孔 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ８ に
記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 約 ０ .０ ２ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .２ ミ ク ロ ン の 直 径 を 有 す る 微 小 孔 を 含 む
、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 前 記 微 小 孔 物 質 が 、 金 属 酸 化 物 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 前 記 金 属 酸 化 物 が 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 酸 化 ジ ル コ ニ ウ ム 、 酸 化 チ タ ン 、 ゼ オ ラ イ ト 、
又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ２ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 前 記 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 多 糖 、 タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ
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ら の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 前 記 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む と き 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 入 口 及 び 出 口 を 有 す る ウ ェ ル 本 体 を 含 む ろ 過 装 置 で あ っ て 、 こ こ で 該 ウ ェ ル 対 が 内 部 壁
及 び 外 部 壁 、 並 び に (ｂ )被 分 析 物 を 局 在 化 で き る 微 小 孔 物 質 を 含 む フ ィ ル タ ー を 含 み 、 こ
こ で 該 フ ィ ル タ ー が 、 該 ウ ェ ル 本 体 の 該 内 部 壁 に 取 り 付 け ら れ る 、 前 記 装 置 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 前 記 ウ ェ ル 本 体 の 前 記 入 口 が 、 キ ャ ッ プ を 取 り 付 け ら れ る 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 物 品
。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 前 記 ウ ェ ル 本 体 の 前 記 出 口 が 、 キ ャ ッ プ を 取 り 付 け ら れ る 、 請 求 項 １ １ ８ に 記 載 の 物 品
。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 ２ 以 上 の ウ ェ ル 本 体 を 含 む ろ 過 装 置 で あ っ て 、 こ こ で 各 ウ ェ ル 本 体 が 、 ト ッ プ 開 口 部 と
底 開 口 部 、 並 び に (ｂ )　 被 分 析 物 を 局 在 化 で き る 微 小 孔 物 質 を 含 む フ ィ ル タ ー を 含 み 、 こ
こ で 該 フ ィ ル タ ー は 、 各 ウ ェ ル 本 体 の 底 開 口 部 を カ バ ー す る 、 前 記 装 置 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 前 記 ろ 過 装 置 が 、 さ ら に 吸 引 装 置 を 含 み 、 こ こ で シ ー ル が 形 成 さ れ る よ う に 該 ろ 過 装 置
が 吸 引 装 置 内 に 配 置 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ８ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 被 分 析 物 を 局 在 化 す る こ と が で き る 微 小 孔 物 質 を 含 む 膜 、 並 び に 標 識 さ れ た 核 酸 を 検 出
す る た め の 検 出 手 段 を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 液 体 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る １ 以 上 の 被 分 析 物 を 分 離 す る た め の 組 成 物 、 方 法 、 装 置 、 及
び 機 械 が 、 本 明 細 書 中 で 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ １ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/429,093号 及 び 第 60/4
29,259号 の 利 益 を 主 張 す る 。 こ れ ら の 出 願 は 、 そ の 教 示 の 全 て を 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　
　 対 象 由 来 の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 被 分 析 物 (analyte)の 定 量 及 び 同 定 は 、 医 学 分 野 に お
い て 重 要 で あ る 。 特 に 、 サ ン プ ル か ら の 被 分 析 物 の 定 量 及 び 同 定 は 、 多 数 の 疾 患 の 診 断 及
び 治 療 の 大 き な 助 け と な り う る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 例 え ば 、 医 学 診 断 に お い て 、 核 酸 分 析 は 、 広 く 使 用 さ れ る 技 術 で あ る 。 現 在 の 核 酸 分 析
技 術 は 、 患 者 サ ン プ ル １ ｍ ｌ あ た り の 標 的 核 酸 の 数 百 の 分 子 コ ピ ー を ル ー チ ン に 定 量 す る
。 従 来 の 研 究 室 装 備 で 検 出 す る た め の 十 分 に 高 い 核 酸 濃 度 を 達 成 す る た め に 、 十 分 な 量 の
分 子 増 幅 を 必 要 と し 、 該 増 幅 は ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ ー ン ・ リ ア ク シ ョ ン (Ｐ Ｃ Ｒ )を 介 す る
こ と が 多 い 。 こ の 分 子 増 幅 は 、 増 幅 前 に 核 酸 の 精 製 を 必 要 と し 、 こ れ は 時 間 の 浪 費 で あ り
、 値 段 が 高 く 、 調 整 が 難 し く 、 そ し て 限 ら れ た 正 確 性 し か 有 さ な い 。 最 終 ア ッ セ イ 結 果 は
、 幾 つ か の 多 段 階 の 過 程 を し っ か り 制 御 す る こ と に 左 右 さ れ る 。 現 在 、 少 な く と も 一 部 に
お い て 、 現 在 の 技 術 に 特 有 の 限 ら れ た 精 密 度 及 び 正 確 性 の た め 、 ウ イ ル ス 量 ア ッ セ イ は 、
核 酸 濃 度 の (線 形 と い う よ り は む し ろ )対 数 値 を 記 録 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 上 記 の 増 幅 技 術 は 、 競 合 又 は 妨 害 す る 混 入 物 を 含 ま な い 精 製 さ れ た 核 酸 サ ン プ ル を 必 要
と す る 。 混 入 物 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 し う る し 、 そ し て 酵 素 、 タ ン パ ク 質 、 ヘ モ グ ロ ビ ン
、 細 菌 、 粒 子 な ど を 含 む こ と も あ る 。 或 い は 、 混 入 物 は 、 使 用 さ れ た 精 製 シ ス テ ム 由 来 で
あ り う る し 、 そ し て 有 機 溶 媒 、 塩 、 金 属 イ オ ン な ど を 含 む こ と も あ る 。 核 酸 増 幅 (逆 転 写
、 増 幅 、 な ど )を 妨 げ る 混 入 物 を 取 り 除 く こ と 並 び に 検 出 (ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 蛍 光
、 な ど )を 妨 げ る 混 入 物 質 を 取 り 除 く こ と は 、 時 間 が か か る 過 程 を 行 う こ と を 必 要 と す る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 核 酸 を 精 製 す る た め の 技 術 が 存 在 す る 。 例 え ば 、 ク ロ ロ ホ ル ム 、 フ ェ ノ ー ル 、 及 び 低 級
ア ル コ ー ル を 使 用 す る 複 数 回 の 有 機 試 薬 抽 出 /精 製 は 、 次 な る 分 析 の た め 核 酸 を 単 離 及 び
精 製 す る た め に 何 年 も 使 用 さ れ て き た 。 更 な る 精 製 技 術 は 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 及 び そ れ ら の 種 々 の
組 合 せ を 使 用 す る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 シ リ カ に 基 く 核 酸 精 製 技 術 は 、 現 在 広 く 商 業 的 に 使 用 さ れ て い る 。 こ れ ら の シ ス テ ム は
、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 及 び /又 は 有 機 溶 媒 の 存 在 下 に お い て 、 シ リ カ 及 び そ の 誘 導 体 上 で の
可 逆 的 結 合 (沈 降 )を 通 し て 核 酸 を 精 製 す る 。 典 型 的 に 、 こ れ ら の シ ス テ ム は 、 ５ +Ｍ の グ
ア ニ ジ ン ・ チ オ シ ア ネ ー ト (Ｇ Ｔ Ｃ )中 に 核 酸 を 含 む 患 者 サ ン プ ル を 希 釈 す る 。 こ の 混 合 液
を 室 温 で 反 応 さ せ 、 次 に 等 量 の 無 水 エ チ ル ・ ア ル コ ー ル を 加 え 、 そ し て ボ ル テ ッ ク ス を か
け る 。 こ の 混 合 液 を 、 核 酸 が 即 座 に 結 合 す る 表 面 積 の 大 き い シ リ カ に 晒 す 。 シ リ カ を 回 収
し 、 Ｇ Ｔ Ｃ 及 び エ チ ル ・ ア ル コ ー ル を 含 む 溶 液 で 数 回 洗 浄 し 、 乾 燥 し 、 そ し て 次 に 結 合 し
た 核 酸 を 、 低 塩 濃 度 の 水 で 溶 出 さ せ る 。 こ の 技 術 の い く つ か の 別 方 式 も 存 在 し 、 そ し て 使
用 さ れ る シ リ カ に 基 い た 結 合 剤 に 基 い て 区 別 さ れ る 。 例 え ば 、 一 の シ ス テ ム は 、 小 さ い ろ
過 又 は 厚 い 結 合 用 シ リ カ 繊 維 マ ッ ト を 含 む ス ピ ン カ ラ ム を 使 用 す る 。 別 の シ ス テ ム は 、 グ
ラ ス ビ ー ズ 、 磁 性 を 帯 び た シ リ カ に 基 く ビ ー ズ 、 シ リ カ を 充 填 さ れ た フ ィ ル タ ー な ど を 使
用 す る 。 こ れ ら の シ ス テ ム は 、 か な り 低 濃 度 の 標 的 核 酸 を 単 離 及 び 精 製 を 可 能 に す る た め
に 、 担 体 核 酸 (共 沈 剤 )を 加 え る 。 シ リ カ に 基 く 核 酸 精 製 技 術 は 、 そ れ ら の 意 図 さ れ た 機 能
を 適 切 に 果 た す 一 方 、 こ れ ら の 技 術 は 、 時 間 が か か り そ し て 高 価 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 核 酸 の 精 製 と 同 様 に 、 核 酸 の 固 定 化 の た め の 技 術 も 多 く 存 在 す る 。 核 酸 の 捕 獲 を 亢 進 す
る た め に 、 核 酸 を 含 む 溶 液 に 接 触 さ れ た 際 に 核 酸 に 結 合 す る 種 々 の 化 学 物 質 で 、 表 面 は 処
理 さ れ る 。 例 え ば 、 ガ ラ ス 及 び 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム に 有 機 化 合 物 を 共 有 結 合 す る こ と は 、 知
ら れ て い る 。 そ う し た 結 合 は 、 電 荷 、 疎 水 性 効 果 な ど の 制 御 を 目 的 と し 未 変 性 の 酸 化 物 表
面 を 完 全 に 改 変 す る た め に 、 並 び に 表 面 に 特 異 的 標 的 分 子 の 捕 捉 を も た ら す こ と を 目 的 と
し 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ マ ー な ど の 共 有 結 合 を 可 能 に す る た め 、 シ ラ ン 化 試 薬 の 使 用
を 含 む こ と も あ る 。 種 々 の 表 面 化 学 物 質 を 伴 う 石 英 、 ガ ラ ス 、 及 び シ リ コ ン 基 質 は 、 光 学
的 分 子 検 出 用 に 核 酸 を 補 足 す る た め に 使 用 さ れ て き た 。 こ れ ら の 技 術 は 、 固 定 化 又 は 捕 捉
の た め 、 反 応 性 の 表 面 に 標 的 核 酸 を 拡 散 す る こ と を 必 要 と す る 。 低 い 濃 度 で は 、 こ れ ら の
拡 散 に 制 御 さ れ る 反 応 は 、 完 了 す る た め に 数 時 間 必 要 と す る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 時 間 が か
か り 、 高 価 で あ り 、 そ し て 迅 速 な 光 学 的 分 子 検 出 技 術 に 適 さ な い こ と も あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 サ ン プ ル か ら 被 分 析 物 を 迅 速 で 、 高 価 で な く 、 そ し て 高 効 率 で 単 離 す る た め の
物 質 、 装 置 、 及 び 方 法 が 所 望 さ れ て い る 。 被 分 析 物 が サ ン プ ル か ら 取 り 出 さ れ た 時 点 で 、
被 分 析 物 の 更 な る 操 作 (例 え ば 定 量 及 び 単 離 )を 妨 げ う る 混 入 物 の 全 て を 取 り 除 く こ と が 所
望 さ れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　
　 液 体 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る １ 以 上 の 被 分 析 物 を 分 離 す る た め の 組 成 物 、 方 法 、 装 置 、 及
び 機 械 が 、 本 明 細 書 中 で 記 載 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 該 方 法 は 、 液 体 を 微 小 孔 物 質 (Micro
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porous Material)か ら 構 成 さ れ る フ ィ ル タ ー に 通 す こ と を 含 む 。 こ こ で 被 分 析 物 は 、 微 小
孔 物 質 の 表 面 に 局 在 化 さ れ る 。 被 分 析 物 が 微 小 孔 物 質 上 に 局 在 さ れ た 時 点 で 、 処 理 ス テ ッ
プ 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 増 幅 が 行 わ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 が 微 小
孔 物 質 上 に 局 在 さ れ た 時 点 で 、 既 知 の 体 積 を 有 す る サ ン プ ル 中 の 被 分 析 物 の 濃 度 を 検 出 す
る た め に 、 該 被 分 析 物 は 検 出 、 計 数 、 及 び /又 は 相 関 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 態 様 で は 、 複 合 体 物 質 が 開 示 さ れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 こ れ ら の 複 合 体 は 、 本
明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 及 び 物 品 の 全 て に お い て 使 用 さ れ う る 。 該 複 合 体 は 、 微 小 孔 物
質 と ピ グ メ ン ト (pigment)か ら 構 成 さ れ て お り 、 こ こ で 該 ピ グ メ ン ト は 、 微 小 孔 物 質 内 に
組 み 込 ま れ て い る 。 該 ピ グ メ ン ト は 、 微 小 孔 物 質 の 光 学 的 性 質 を 変 化 さ せ 、 こ れ に よ り 、
被 分 析 物 が 複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ た 時 点 で 、 被 分 析 物 の 検 出 が 高 め ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 態 様 で は 、 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 で あ っ て 、 微 小 孔 物 質 と サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ
ー (suspention polymer)か ら 構 成 さ れ る 物 質 が 開 示 さ れ る 。 こ こ で 該 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ
リ マ ー は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 の い ず れ か を 含 む か 又 は 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ろ 過 装
置 な ど の 種 々 の キ ッ ト 及 び 物 品 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 物 品 、 及 び 機 械 の 利 点 は 、 以 下 の 記 載 に お
い て 部 分 的 に 説 明 さ れ る で あ ろ う し 、 又 は 以 下 に 記 載 の 態 様 の 実 行 に よ り 確 認 さ れ う る 。
以 下 に 記 載 の 利 点 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 特 に 指 摘 さ れ る 要 素 及 び 組 み 合 わ せ を 用 い
て 認 識 さ れ 、 そ し て 達 成 さ れ る で あ ろ う 。 前 の 一 般 的 な 記 載 と 以 下 の 詳 細 な 記 載 の 両 方 と
も 例 示 的 及 び 説 明 的 の み で あ り 、 そ し て 制 限 的 で は な い と い う こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ
る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　
　
　 所 定 の サ ン プ ル か ら 又 は 所 定 の サ ン プ ル に お い て 被 分 析 物 を 分 離 又 は 分 析 で き る こ と が
所 望 さ れ る 状 況 が 多 く あ る 。 被 分 析 物 は 、 例 え ば サ ン プ ル 中 で 分 析 さ れ る 標 的 物 質 の い ず
れ か で あ り う る 。 例 え ば 、 疾 患 診 断 に お い て 、 病 原 体 又 は そ の 一 部 に よ り 産 生 さ れ る 特 定
の 被 分 析 物 が 存 在 し 、 そ し て 医 師 は 、 こ の 被 分 析 物 の 有 無 を 使 用 し て 、 患 者 が 病 原 体 に 感
染 し て い る か ど う か を 決 定 す る 。 こ の 決 定 の 型 に 影 響 す る 特 性 及 び パ ラ メ ー タ ー が 多 く あ
り 、 例 え ば 検 出 効 力 、 検 出 方 法 が ど の 程 度 の 感 度 で あ る か 、 病 原 体 に よ り 産 生 さ れ る 被 分
析 物 の 量 、 分 析 を 行 う た め に 必 要 と さ れ る サ ン プ ル 量 、 被 分 析 物 の 安 定 性 、 サ ン プ ル 中 に
存 在 す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と な る 被 分 析 物 の 量 な ど で あ る 。 検 出 の 感 度 及 び 被 分 析 物 を 検
出 で き る 簡 便 性 を 増 大 さ せ る 方 法 及 び 組 成 物 は 所 望 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 典 型 的 に 、 該 方 法 は 、 例 え ば サ ン プ ル か ら 被 分 析 物 を 分 離 す る こ と に よ り サ ン プ ル 中 で
被 分 析 物 を 操 作 し 、 被 分 析 物 を 局 在 化 し 、 例 え ば 分 離 さ れ た 被 分 析 物 の 数 を 計 数 す る こ と
に よ り 被 分 析 物 を 分 析 し 、 計 数 さ れ た 被 分 析 物 の 数 を サ ン プ ル 中 の 被 分 析 物 の 数 に 相 関 し
、 被 分 析 物 を 精 製 し 、 そ し て 、 例 え ば １ 以 上 の 別 の 操 作 が 完 了 し た 後 に 被 分 析 物 を 収 集 す
る こ と を 含 む 。 こ れ ら の ス テ ッ プ 及 び 他 の ス テ ッ プ は 順 々 に 行 わ れ る か 、 又 は こ れ ら の ス
テ ッ プ の 多 く 又 は 全 て は 一 緒 に 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 液 体 サ ン プ ル な ど の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る １ 以 上 の 被 分 析 物 を 分 離 す る 方 法 が 本 明 細 書
中 に 記 載 さ れ る 。 典 型 的 に 、 液 体 サ ン プ ル は 、 既 知 の 体 積 で あ っ て 、 被 分 析 物 の 分 析 の 特
定 の 類 型 を 容 易 に す る 体 積 を 有 す る で あ ろ う 。 「 液 体 サ ン プ ル か ら 被 分 析 物 を 分 離 す る 」
は 、 液 体 サ ン プ ル な ど の サ ン プ ル か ら 被 分 析 物 を 取 り 出 す こ と を 意 味 す る 。 サ ン プ ル か ら
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詳 細 な 説 明
Ａ .被 分 析 物 の 分 離 及 び 分 析 の た め の 組 成 物 及 び 方 法 。



分 離 さ れ る 被 分 析 物 の 量 及 び 正 確 性 は 変 化 し う る 。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 の 有 無 の 定 性
測 定 は 、 正 確 性 を 欠 き か つ 非 効 率 的 に サ ン プ ル か ら 分 離 さ れ た 被 分 析 物 に 基 い て 行 わ れ う
る 。 別 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 は 、 高 ま っ た 正 確 性 及 び 効 率 で 分 離 さ れ る 。 こ の 態 様 で は 、
分 離 さ れ た 被 分 析 物 は 、 さ ら な る 操 作 、 例 え ば 本 明 細 書 中 で 議 論 さ れ る 定 量 に か け ら れ う
る 。 分 離 さ れ た 被 分 析 物 の 純 度 は 、 か な り 高 純 度 な も の か ら サ ン プ ル 由 来 の 不 純 物 を 含 む
被 分 析 物 ま で の 範 囲 で 変 化 し う る 。 開 始 サ ン プ ル に 対 す る 少 な く と も ２ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２ ５
、 ５ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 １ ,０ ０ ０ 、 ５ ,０ ０ ０ 、 １ ０
,０ ０ ０ 、 及 び ２ ５ ,０ ０ ０ 倍 の 精 製 度 が 達 成 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 の 態 様 で は 、 該 方 法 は 、 液 体 サ ン プ ル な ど の サ ン プ ル を 、 フ ィ ル タ ー に 通 す こ と を 含
む 。 典 型 的 に は 、 該 フ ィ ル タ ー は 、 微 小 孔 物 質 を 有 す る か 又 は 微 小 孔 物 質 か ら 作 ら れ る 。
サ ン プ ル が フ ィ ル タ ー を 通 過 す る と き 、 被 分 析 物 は 、 フ ィ ル タ ー の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ
う る 。 開 示 さ れ た フ ィ ル タ ー 及 び 微 小 孔 物 質 は 、 多 く の 異 な る 表 面 、 例 え ば 平 面 的 表 面 、
外 部 表 面 、 内 部 表 面 、 湿 表 面 、 及 び チ ャ ネ ル 表 面 な ど を 有 す る 。 被 分 析 物 は 、 し ば し ば 微
小 孔 物 質 を 通 り 抜 け る 。 微 小 孔 物 質 は 、 複 数 の 孔 、 穴 、 及 び /又 は チ ャ ネ ル を 有 す る 物 質
の い ず れ か で あ る 。 微 小 孔 物 質 は 、 液 体 が 物 質 中 に 又 は 物 質 を 通 り 流 れ る こ と を 許 容 す る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 該 物 質 は 局 在 化 さ れ 、 そ し て こ の 局 在 化 は 可 逆 的 で あ り 、 そ し て
別 の 実 施 態 様 で は 局 在 化 は 非 可 逆 的 で あ る 。 局 在 化 は 、 固 定 化 さ れ る 特 徴 も 含 み 、 こ の こ
と は 、 被 分 析 物 が 規 定 の 領 域 に 、 分 析 、 例 え ば 計 数 又 は ア ッ セ イ さ れ る た め に 十 分 長 く 保
持 さ れ る と い う こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 フ ィ ル タ ー 及 び 微 小 孔 物 質 の 特 徴 は 、 サ ン プ ル 中 の 被 分 析 物 の 分 離 及 び /又 は 操 作 の パ
ラ メ ー タ ー に 影 響 す る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 複 合 体 又 は 改 変 さ れ た 微 小 孔
物 質 で あ り 、 そ し て こ れ ら の 複 合 体 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 。 例 え ば 該 被 分 析 物 を 直
接 観 察 す る こ と に よ り 、 又 は 被 分 析 物 に 結 合 す る 標 識 の い く つ か の 類 型 に つ い て ア ッ セ イ
す る こ と に よ り 、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 を 検 出 す る こ と が 所 望 さ れ る 。 該 検 出 は 、 従 来 か ら
ア ナ ロ グ ・ シ グ ナ ル 検 出 技 術 と 名 付 け ら れ る 技 術 に よ り 行 わ れ て き た 。 こ こ で 全 て の 被 分
析 物 は 、 微 小 孔 表 面 に 局 在 さ れ た 被 分 析 物 の 数 を 表 す 「 総 」 シ グ ナ ル に 関 与 す る 。 加 え て
、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 技 術 は 、 デ ジ タ ル 検 出 又 は 被 分 析 物 分 子 計 数 と 名 付 け ら れ る も
の を 許 容 す る 。 以 下 に さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 被 分 析 物 の 分 子 計 数 は 、 被 分 析 分
子 又 は 標 識 か ら 実 際 に 検 出 で き る シ グ ナ ル 及 び 検 出 方 法 に よ り 観 測 さ れ る バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド の シ グ ナ ル 量 を 含 む 多 く の 異 な る パ ラ メ ー タ ー に よ り 影 響 さ れ る 。 さ ら に 、 検 出 に 必 要
と さ れ る シ グ ナ ル の 閾 値 レ ベ ル が 存 在 し 、 そ し て 該 閾 値 レ ベ ル は 、 使 用 さ れ る 検 出 方 法 毎
に 異 な る 。 フ ィ ル タ ー の 平 面 的 表 面 に 局 在 さ れ た 特 定 の 被 分 析 物 の 「 計 数 」 を 可 能 に す る
た め 、 局 在 さ れ る 被 分 析 物 分 子 又 は 標 識 か ら の 絶 対 検 出 可 能 シ グ ナ ル は 、 検 出 方 法 に お い
て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル よ り 高 く 、 そ し て シ グ ナ ル 検 出 に つ い て の 絶 対 閾 値 よ り 高
い 被 分 析 物 か ら 観 測 さ れ る シ グ ナ ル が 存 在 す る よ う に 十 分 高 い こ と が 必 要 で あ り 、 そ う で
な け れ ば 被 分 析 物 は 、 局 在 さ れ る が 、 計 数 さ れ な く な っ て し ま う 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ
る よ う に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 は 、 フ ィ ル タ ー 内 に 使 用 さ れ て 、 特 定 の 検
出 方 法 用 の フ ィ ル タ ー に よ り 産 生 さ れ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル を 低 減 す る こ と が で
き る 。 ア ナ ロ グ 検 出 で は 、 こ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル の 低 減 は 、 よ り 少 な い 絶 対 数
の 被 分 析 物 を 検 出 す る こ と を 可 能 に す る 。 な ぜ な ら 、 被 分 析 物 か ら の よ り 小 さ い シ グ ナ ル
で あ っ て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え て 観 測 さ れ る シ グ ナ ル が 必 要 と さ れ る か ら で あ る 。 分
子 計 数 の よ う な デ ジ タ ル 検 出 で は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル の 低 下 は 、 個 々 の 分 子 の
よ り よ い 解 像 を 可 能 に し 、 か つ 分 子 の 検 出 を 大 幅 に 改 良 す る 。 こ う し て 、 開 示 さ れ た 方 法
及 び 組 成 物 は 、 被 分 析 物 検 出 に お け る よ り 良 い 感 度 を 可 能 に し 、 つ ま り 、 サ ン プ ル 中 の よ
り 少 な い 数 の 被 分 析 物 の 検 出 を 可 能 に し た 。 こ の こ と は 、 被 分 析 物 の 有 無 を 同 定 す る た め
に よ り 少 な い サ ン プ ル 及 び 試 験 物 質 の 使 用 を 可 能 に し 、 か つ 感 度 及 び 正 確 性 が よ り 高 い 可
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能 性 が あ る の で 望 ま し い 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う に 、 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 複 合 体
は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル を 低 減 す る た め に ピ グ メ ン ト を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 被 分 析 物 質 が 微 小 孔 物 質 、 例 え ば 複 合 体 又 は 改 変 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ た 時
点 で 、 さ ら な る 処 理 ス テ ッ プ が 行 わ れ う る 。 被 分 析 物 は 、 例 え ば 増 幅 、 検 出 、 又 は 単 離 さ
れ う る 。 例 え ば 、 被 分 析 物 は ま た 、 計 数 、 相 関 、 精 製 、 又 は 収 集 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 物 品 、 及 び キ ッ ト は 、 慣 用 の 被 分 析 物 の 分
離 及 び 分 析 方 法 を 超 え る 改 良 を 提 供 し 、 そ し て 現 行 技 術 よ り 単 純 化 さ れ て い る 。 さ ら に 、
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 物 品 、 及 び キ ッ ト は 、 分 離 し た ス テ ッ プ 、 又
は 物 質 若 し く は 方 法 と し て 個 々 に 、 或 い は 開 示 さ れ た 物 質 及 び 方 法 の ス テ ッ プ の 組 合 せ と
し て 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 多 種 多 様 な 不 純 物 質 か ら 迅 速 に か つ 単 純 に 微 小 孔 物 質 を 通 し て
核 酸 を 単 離 す る 能 力 は 、 こ れ ら の 単 離 さ れ た 核 酸 が 次 に 計 数 さ れ る か ど う か に か か わ ら ず
有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 開 示 さ れ た 物 品 並 び に 組 成 物 及 び 微 小 孔 物 質 の 類 型 の 様 々 な 部 分 、 並 び に 様 々 な ス テ ッ
プ 及 び 方 法 ス テ ッ プ の セ ッ ト は 、 以 下 の よ り 例 示 的 な 詳 細 に お い て 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　
　 開 示 さ れ た 方 法 は 、 サ ン プ ル 中 の 被 分 析 物 を 局 在 化 す る た め に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 。 使
用 さ れ う る サ ン プ ル で あ っ て 、 被 分 析 物 の 源 と な り う る サ ン プ ル の 多 く の 異 な っ た 類 型 が
存 在 す る 。
　
　 液 体 は 、 例 え ば 開 示 さ れ た フ ィ ル タ ー 又 は 微 小 孔 物 質 を 通 過 す る よ う に 機 能 す る の で 、
サ ン プ ル は 典 型 的 に は 液 体 で あ る 。 被 分 析 物 を 含 む サ ン プ ル 液 体 は 、 溶 液 又 は 懸 濁 液 、 例
え ば 分 子 的 に 溶 解 さ れ た 物 質 の 溶 液 又 は 流 体 力 学 的 に 懸 濁 さ れ た 物 質 を 含 む 。 被 分 析 物 を
含 む サ ン プ ル 液 体 は 、 生 体 液 、 例 え ば 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 脳 脊 髄 液 、 尿 、 唾 液 、 精 液 、 痰
、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 、 関 節 吸 引 液 (joint aspirate)、 又 は 創 傷 排 膿 液 (wound drainage)を
含 む 。 使 用 さ れ う る 別 の サ ン プ ル 液 は 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 真 菌 、 胞 子 、 細 胞 培 養 、 糞 便 、
動 物 組 織 又 は 細 胞 、 野 菜 組 織 又 は 細 胞 、 そ れ ら の 溶 解 さ れ た 成 分 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を
含 む 。 被 分 析 物 を 含 む 固 体 サ ン プ ル は 、 ホ モ ジ ェ ナ イ ズ さ れ う る か 、 又 は そ う で な け れ ば
サ ン プ ル の 分 析 を 容 易 に す る 溶 液 中 に 入 れ ら れ る こ と が 理 解 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 の 源 は 、 環 境 サ ン プ ル で あ り う る 。 例 え ば 、 ポ リ マ ー 又 は 他 の
化 学 物 質 な ど の 汚 染 物 質 を 含 む 排 水 で あ り う る 。 別 の 態 様 で は 、 サ ン プ ル は 、 生 物 戦 争 サ
ン プ ル で あ っ て 、 生 物 戦 争 薬 剤 で 汚 染 さ れ た 可 能 性 が あ る サ ン プ ル と 考 え ら れ る も の で あ
り う る 。 例 え ば 、 生 物 戦 争 サ ン プ ル は 、 飲 料 水 サ ン プ ル な ど の 水 サ ン プ ル で あ っ て 、 汚 染
さ れ た 可 能 性 の あ る サ ン プ ル で あ り う る 。 別 の 態 様 で は 、 サ ン プ ル は 、 空 気 サ ン プ ル で あ
り う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　
　 サ ン プ ル は 、 し ば し ば 既 知 の 体 積 状 態 に お い て 利 用 さ れ る で あ ろ う 。 既 知 の 体 積 サ ン プ
ル と は 、 サ ン プ ル の 体 積 又 は 量 が 知 ら れ て い る サ ン プ ル で あ る 。 典 型 的 に は 、 処 理 の 間 の
幾 つ か の 点 で サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 被 分 析 物 の 濃 度 を 測 定 す る こ と を 望 む 場 合 、 さ ら に サ
ン プ ル 中 に 存 在 す る 被 分 析 物 の 量 が 、 サ ン プ ル の 由 来 元 の 生 物 に お け る 被 分 析 物 の 量 に 相
関 さ せ る 場 合 、 既 知 の 体 積 サ ン プ ル を 使 用 す る こ と は 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 対 象 内 に ど れ
だ け の 量 の ウ イ ル ス 粒 子 が 存 在 す る か を 知 る こ と が 所 望 さ れ る 場 合 、 血 液 サ ン プ ル な ど の
サ ン プ ル は 、 対 象 か ら 取 ら れ う る 。 開 示 さ れ た 方 法 及 び 組 成 物 を 使 用 し て 、 こ の 血 液 サ ン
プ ル が 分 析 さ れ 、 そ し て サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 被 分 析 物 の 量 が 測 定 さ れ う る 。 ど れ だ け 多
く の 被 分 析 物 が 対 象 中 に 存 在 す る か を 決 定 す る た め に 、 既 知 の 体 積 の サ ン プ ル 中 に ど れ だ
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け 多 く の 分 析 物 が 存 在 す る か を 測 定 し 、 そ し て 次 に こ れ を 、 例 え ば 対 象 の 液 体 の 全 体 積 に
つ い て の 知 見 に 基 い て 、 対 象 中 に 存 在 す る 被 分 析 物 の 量 に 当 て は め る こ と を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 既 知 体 積 の サ イ ズ は 、 例 え ば 、 サ ン プ ル 中 の 被 分 析 物 の 量 、 被 分 析 物 の 検 出 感 度 、 又 は
被 分 析 物 に つ い て 計 画 さ れ た 操 作 の 類 型 に 左 右 さ れ う る 。 例 え ば 、 サ ン プ ル が 血 液 サ ン プ
ル で あ る 場 合 、 既 知 の 体 積 は 、 遺 伝 子 試 験 に つ い て は 、 ４ ０ μ ｌ 未 満 、 ３ ０ μ ｌ 未 満 、 ２
０ μ ｌ 未 満 、 １ ０ μ ｌ 未 満 、 又 は ５ μ ｌ 未 満 で あ り う る 。 一 方 、 ウ イ ル ス 量 試 験 に つ い て
の 血 漿 又 は Ｃ Ｓ Ｆ サ ン プ ル は 、 ２ ０ ０ μ ｌ 超 、 例 え ば ２ ０ ０ μ ｌ ～ １ ０ ,０ ０ ０ μ ｌ で あ
り う る 。 別 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 を 含 む サ ン プ ル の 量 は 、 ０ .５ μ ｌ ～ １ ,０ ０ ０ μ ｌ 、 ０
.５ μ ｌ ～ ９ ０ ０ μ ｌ 、 ０ .５ μ ｌ ～ ８ ０ ０ μ ｌ 、 ０ .５ μ ｌ ～ ７ ０ ０ μ ｌ 、 ０ .５ μ ｌ ～ ６
０ ０ μ ｌ 、 ０ .５ μ ｌ ～ ５ ０ ０ μ ｌ 、 ０ .５ μ ｌ ～ ４ ０ ０ μ ｌ 、 ０ .５ μ ｌ ～ ３ ０ ０ μ ｌ 、
０ .５ μ ｌ ～ ２ ０ ０ μ ｌ 、 ０ .５ μ ｌ ～ １ ０ ０ μ ｌ 、 ０ .５ μ ｌ ～ ５ ０ μ ｌ 、 ０ .５ μ ｌ ～ ２
５ μ ｌ 、 又 は ０ .５ μ ｌ ～ １ ０ μ ｌ で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 サ ン プ ル が 環 境 サ ン プ ル 、 例
え ば 水 、 空 気 な ど で あ る 場 合 、 サ ン プ ル の 体 積 は 、 １ ミ リ リ ッ ト ル 超 、 例 え ば １ ０ ｍ ｌ ～
１ ,０ ０ ０ ｍ ｌ で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　
　 示 さ れ た よ う に 、 開 示 さ れ た 組 成 物 及 び 方 法 は 、 情 報 が 所 望 さ れ る 被 分 析 物 を 取 り 扱 う
よ う に 、 典 型 的 に 設 計 さ れ る 。 微 小 孔 物 質 上 へ の 局 在 化 に 必 要 と さ れ る 性 質 を 有 す る 被 分
析 物 の い ず れ か は 、 標 的 さ れ う る か 又 は 取 り 扱 わ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 多 数 の 被 分 析 物 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 の い ず れ か の 表 面 付 近 に 局 在 化
さ れ う る 。 例 え ば 、 被 分 析 物 は 、 タ ン パ ク 質 、 寄 生 虫 、 真 菌 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 、 リ ガ ン
ド 、 レ セ プ タ ー 、 シ グ ナ ル -生 成 分 子 、 構 造 分 子 、 イ オ ン 、 抗 原 、 抗 体 、 組 織 、 細 胞 、 細
菌 、 タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ で あ り う る 。 さ ら に 、 被 分 析 物 は 、 サ ス ペ ン シ ョ ン
・ ポ リ マ ー に 結 合 さ れ た 標 的 分 子 の い ず れ か を 含 む 。 被 分 析 物 の こ れ ら の 類 型 は 、 局 在 効
率 を 増 加 さ せ る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 及 び 抗 体 か ら 構 成 さ れ る サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、
抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 例 え ば 、 抗 原 は 、 １ ０ ０ ０ ｋ Ｄ ａ 未 満 の 分
子 量 で あ り 、 そ し て 微 小 孔 物 質 上 に 効 率 よ く 局 在 す る た め に は お そ ら く 小 さ す ぎ る 。 抗 原
を 、 核 酸 に 結 合 さ れ た 抗 体 と 最 初 に 相 互 作 用 さ せ る こ と に よ り 、 例 え ば 、 該 抗 原 は 、 核 酸
と の 会 合 に 基 い て よ り 効 率 的 に 局 在 化 さ れ う る 。 特 定 の 態 様 で は 、 標 的 分 子 を サ ス ペ ン シ
ョ ン ・ ポ リ マ ー と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 実 質 的 に 局 在 化 効 力 が 改 良 さ れ う る 。 局 在 効 率
を 増 加 す る た め の サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー の 使 用 の 更 な る 詳 細 は 、 以 下 に 考 察 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 被 分 析 物 を 分 類 す る １ の 方 法 は 、 該 被 分 析 物 を 局 在 化 す る た め に 使 用 さ れ る 微 小 孔 物 質
の 孔 サ イ ズ に 対 す る 被 分 析 物 の サ イ ズ に よ る 。 例 え ば 、 被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 に お け る
孔 の 直 径 の 少 な く と も １ .５ 倍 、 ２ 倍 、 ３ 倍 、 ４ 倍 、 ６ 倍 、 ８ 倍 、 １ ０ 倍 、 又 は ２ ０ 倍 の
輪 郭 線 長 (contour length)又 は 球 形 直 径 (globular diameter)を 有 し う る 。 特 定 の 実 施 態
様 に お い て 、 目 標 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 被 分 析 物 を 局 在 化 し 、 そ し て 次 に 局 在 さ れ
た 分 析 物 を 検 出 す る こ と で あ る と 理 解 さ れ て い る 。 孔 サ イ ズ に 対 し て 被 分 析 物 が 大 き け れ
ば 大 き い ほ ど 、 被 分 析 物 は 、 よ り 効 率 よ く 局 在 さ れ る で あ ろ う 。 つ ま り 、 微 小 孔 物 質 を 通
り 抜 け る こ と に よ っ て 局 在 化 位 置 か ら 逃 れ る 被 分 析 物 分 子 の 数 が 、 よ り 少 な く な る こ と を
意 味 す る 。 し か し な が ら 、 孔 の サ イ ズ が 小 さ く な る と 、 液 体 が フ ィ ル タ ー 又 は 物 質 を 通 過
す る こ と が で き る ス ピ ー ド は 減 少 し 、 そ し て 所 望 の 被 分 析 物 と 伴 に 局 在 さ れ る 不 純 物 の 数
も 高 く な る 。 被 分 析 物 の 大 き さ が 測 定 さ れ 、 そ し て 使 用 さ れ る 物 質 の 適 切 な 孔 サ イ ズ を 決
定 す る た め に 計 算 が 使 用 さ れ 、 そ し て さ ら に 、 実 験 に 基 く 分 析 が 孔 サ イ ズ を 決 定 又 は 最 適
化 す る た め に 使 用 さ れ う る と い う こ と も 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 サ ン プ ル は 、 生 物 の 組 織 の い ず れ の 類 型 か ら も 取 得 さ れ う る 。 例 え ば 、 特 定 の 状 況 で は
、 例 え ば 、 組 織 が 血 で あ る 場 合 、 組 織 は 直 接 使 用 さ れ う る 。 し か し な が ら 、 別 の 状 況 で は
、 組 織 は 収 集 さ れ 、 そ し て 次 に 例 え ば ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー 又 は 粉 砕 に よ り 、 取 り 扱 わ れ う る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ４ 種 の 基 本 的 な 組 織 型 が 存 在 す る 。 こ れ ら は 、 器 官 、 構 造 、 及 び 生 物 の 別 の 構 成 要 素 の
全 て を 作 り 出 す 。 裏 打 ち 、 被 覆 、 保 護 、 吸 収 及 び 分 泌 す る 上 皮 細 胞 が 、 生 物 の 中 又 は 表 面
上 に 存 在 す る 。 他 の 組 織 及 び 構 成 要 素 を 一 緒 に 保 持 す る 結 合 組 織 が 存 在 す る 。 血 液 は 、 結
合 組 織 と み な さ れ る 。 互 い 通 過 し そ し て 細 胞 の サ イ ズ を 変 化 さ せ る 収 縮 性 繊 維 を 含 む 筋 肉
細 胞 を 含 む 筋 肉 組 織 が 存 在 す る 。 最 後 に 、 神 経 組 織 が 存 在 す る 。 組 織 の １ よ り 多 い 類 型 を
含 む 組 織 サ ブ タ イ プ 又 は 器 官 の 例 は 、 脂 肪 、 乳 房 、 脳 、 骨 、 腸 、 胃 、 皮 膚 、 血 液 、 肝 臓 、
腎 臓 、 子 宮 、 前 立 腺 、 大 腸 、 尿 路 、 心 臓 、 肺 (pulmonary)、 肺 (lung)、 筋 肉 、 靭 帯 、 腱 、
軟 骨 、 精 液 、 リ ン パ 液 な ど で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　
　 細 胞 の い ず れ の 類 型 は 、 被 分 析 物 と し て 考 え ら れ う る 。 例 え ば 、 真 核 細 胞 及 び 原 核 細 胞
は 、 被 分 析 物 で あ り う る 。 被 分 析 物 で あ り う る 真 核 細 胞 の 例 は 、 例 え ば 哺 乳 動 物 細 胞 、 爬
虫 類 細 胞 、 両 生 類 細 胞 、 及 び 鳥 類 細 胞 な ど の 動 物 細 胞 、 血 液 細 胞 、 肝 細 胞 、 腎 臓 細 胞 、 皮
膚 細 胞 、 脳 細 胞 、 骨 細 胞 、 神 経 細 胞 、 免 疫 細 胞 、 リ ン パ 細 胞 、 脳 細 胞 、 植 物 細 胞 、 及 び 真
菌 細 胞 の 全 て の 類 型 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 は 、 細 胞 の 構 成 要 素 で あ る こ と も あ
り 、 非 限 定 的 に 、 核 、 核 膜 、 白 色 体 、 小 胞 体 、 リ ボ ソ ー ム 、 染 色 体 、 細 胞 膜 、 ミ ト コ ン ド
リ ア 、 核 小 体 、 リ ソ ソ ー ム 、 ゴ ル ジ 体 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 、 又 は 葉 緑 体 を 含 む 。
　
　 細 菌 の 類 型 の い ず れ か は 、 被 分 析 物 で あ り う る 。 細 菌 の 例 は 、 非 限 定 的 に ア ビ オ ト ロ フ
ィ ア (Abiotrophia)、 ア ク ロ モ バ ク タ ー (Achromobacter)、 ア シ ダ ミ ノ コ ッ カ ス (Acidamino
coccus)、 ア シ ド ボ ラ ッ ク ス (Acidovorax)、 ア シ ネ ト バ ク タ ー (Acinetobacter)、 ア ク チ ノ
バ シ ラ ス (Actinobacillus)、 ア ク チ ノ バ ク ル ム (Actinobaculum)、 ア ク チ ノ マ デ ュ ラ (Acti
nomadura)、 ア ク チ ノ マ イ シ ス (Actinomyces)、 ア エ ロ コ ッ カ ス (Aerococcus)、 ア エ ロ モ ナ
ス (Aeromonas)、 ア フ ィ ピ ア (Afipia)、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム (Agrobacterium)、 ア ル カ リ ゲ
ネ ス (Alcaligenes)、 ア ロ イ オ コ ッ カ ス (Alloiococcus)、 ア ル テ ロ モ ナ ス (Alteromonas)、
ア ミ コ ラ タ (Amycolata)、 ア ミ コ ラ ト プ シ ス (Amycolatopsis)、 ア ナ エ ロ ボ ス ピ リ ラ ム (Ana
erobospirillum)、 ア ナ エ ロ ラ ブ ダ ス (Anaerorhabdus)、 ア ラ ク ニ ア (Arachnia)、 ア ル カ ノ
バ ク テ リ ウ ム (Arcanobacterium)、 ア ク ロ バ ク タ ー (Arcobacter)、 ア ル ス ロ バ ク タ ー (Arth
robacter)、 ア ト ポ ビ ウ ム (Atopobium)、 ア ウ レ オ バ ク テ リ ウ ム (Aureobacterium)、 バ ク テ
ロ イ デ ス (Bacteroides)、 バ ル ネ ア ト リ ク ス (Balneatrix)、 バ ル ト ネ ラ (Bartonella)、 ベ
ル ゲ イ ェ ラ (Bergeyella)、 ビ フ ィ ド バ ク テ リ ウ ム (Bifidobacterium)、 ビ オ フ ィ リ ア (Bilo
phila)、 ブ ラ ン ハ メ ラ (Branhamella)、 ボ レ リ ア (Borrelia)、 ボ ル デ テ ラ (Bordetella)、
ブ ラ シ ス ピ ラ (Brachyspira)、 ブ レ ビ バ シ ラ ス (Brevibacillus)、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム (Bre
vibacterium)、 ブ レ ブ ン ジ モ ナ ス (Brevundimonas)、 ブ ル セ ラ (Brucella)、 ブ ル コ ル デ リ
ア (Burkholderia)、 ブ チ ア ウ ゼ ラ (Buttiauxella)、 ブ チ リ ビ ブ リ オ (Butyrivibrio)、 カ リ
マ ト バ ク テ リ ウ ム (Calymmatobacterium)、 カ ム ピ ロ バ ク タ ー (Campylobacter)、 カ プ ノ シ
ト フ ァ ー ガ (Capnocytophaga)、 カ ル ジ ノ バ ク テ リ ウ ム (Cardiobacterium)、 カ ト ネ ラ (Cato
nella)、 セ デ セ ア (Cedecea)、 セ ル ロ モ ナ ス (Cellulomonas)、 セ ン チ ペ ダ (Centipeda)、 ク
ラ ミ ジ ア (Chlamydia)、 ク ラ ミ ド フ ィ ラ (Chlamydophila)、 ク ロ モ バ ク テ リ ウ ム (Chromobac
terium)、 シ セ オ バ ク テ リ ウ ム (Chyseobacterium)、 ク リ セ オ モ ナ ス (Chryseomonas)、 シ ト
ロ バ ク タ ー (Citrobacter)、 ク ロ ス テ リ ジ ウ ム (Clostridium)、 コ リ ン セ ラ (Collinsella)
、 コ マ モ ナ ス (Comamonas)、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム (Corynebacterium)、 コ キ セ ラ (Coxiella)
、 ク リ プ ト バ ク テ リ ウ ム (Cryptobacterium)、 デ ル フ チ ア (Delftia)、 デ ル マ バ ク タ ー (Der
mabacter)、 デ ル マ ト フ ィ ラ ス (Dermatophilus)、 デ ス ル フ ォ モ ナ ス (Desulfomonas)、 デ ス
ル フ ォ ビ ブ リ オ (Desulfovibrio)、 ジ ア リ ス タ ー (Dialister)、 ジ ケ ル ボ バ ク タ ー (Dichelo
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bacter)、 ド ロ シ コ ッ カ ス (Dolosicoccus)、 ド ロ シ グ ラ ヌ ル ム (Dolosigranulum)、 エ ド ワ
ー ド シ エ ラ (Edwardsiella)、 エ ゲ ル セ ラ (Eggerthella)、 エ ク リ キ ア (Ehrlichia)、 エ イ ケ
ネ ラ (Eikenella)、 エ ム ペ ド バ ク タ ー (Empedobacter)、 エ ン テ ロ バ ク タ ー (Enterobacter)
、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス (Enterococcus)、 エ ル ウ ィ ニ ア (Erwinia)、 エ リ シ ペ ロ ス リ ク ス (Erys
ipelothrix)、 エ ス ケ リ キ ア (Escherichia)、 ユ ー バ ク テ リ ウ ム (Eubacterium)、 ユ ー イ ン
ジ ェ ラ (Ewingella)、 エ キ シ グ オ バ ク テ リ ウ ム (Exiguobacterium)、 フ ァ ッ ク ラ ミ ア (Fackl
amia)、 フ ィ リ フ ァ ク タ ー (Filifactor)、 フ ラ ビ モ ナ ス (Flavimonas)、 フ ラ ボ バ ク テ リ ウ
ム (Flavobacterium)、 フ ラ ン シ セ ラ (Francisella)、 フ ソ バ ク テ リ ウ ム (Fusobacterium)、
ガ ル ド ネ レ ラ (Gardnerella)、 ベ メ ラ (Gemella)、 グ ロ ビ カ テ ラ (Globicatella)、 ゴ ル ド ナ
(Gordona)、 ハ エ モ フ ィ ラ ス (Haemophilus)、 ハ フ ニ ア (Hafnia)、 ヘ リ コ バ ク タ ー (Helicob
acter)、 ヘ ロ コ ッ カ ス (Helococcus)、 ホ ル デ マ ニ ア  (Holdemania)、 イ グ ナ ビ グ ラ ヌ ム (Ig
navigranum)、 ジ ョ ン ソ ネ ラ (Johnsonella)、 キ ン ゲ ラ (Kingella)、 ク レ ブ シ エ ラ (Klebsie
lla)、 コ ク リ ア (Kocuria)、 コ セ レ ラ (Koserella)、 ク ル チ ア (Kurthia)、 キ ト コ ッ カ ス (Ky
tococcus)、 ラ ク ト バ チ ル ス (Lactobacillus)、 ラ ク ト コ ッ カ ス (Lactococcus)、 ロ ー ト ロ
ピ ア (Lautropia)、 レ ク レ ル シ ア (Leclercia)、 レ ジ オ ネ ラ (Legionella)、 レ ミ ノ レ ラ (Lem
inorella)、 レ プ ト ス ピ ラ (Leptospira)、 レ プ ト ト リ キ ア (Leptotrichia)、 ル コ ノ ス ト ッ
ク (Leuconostoc)、 リ ス テ リ ア (Listeria)、 リ ス ト ネ ラ (Listonella)、 メ ガ ス フ ァ エ ラ (Me
gasphaera)、 メ チ ロ バ ク テ リ ウ ム (Methylobacterium)、 ミ ク ロ バ ク テ リ ウ ム (Microbacter
ium)、 ミ ク ロ コ ッ カ ス (Micrococcus)、 ミ ツ オ ケ ラ (Mitsuokella)、 モ ビ ル ン カ ス (Mobilun
cus)、 モ エ レ レ ラ (Moellerella)、 モ ラ キ セ ラ (Moraxella)、 モ ル ガ ネ ラ (Morganella)、 マ
イ コ バ ク テ リ ウ ム (Mycobacterium)、 マ イ コ プ ラ ズ マ (Mycoplasma)、 ミ ロ イ デ ス (Myroides
)、 ネ イ セ リ ア (Neisseria)、 ノ カ ル デ ィ ア (Nocardia)、 ノ カ ル デ ィ オ プ シ ス (Nocardiopsi
s)、 オ ク ロ バ ク ト ラ ム (Ochrobactrum)、 オ エ ス コ ビ ア (Oeskovia)、 オ リ ゲ ラ (Oligella)、
オ リ エ ン テ ィ ア (Orientia)、 パ エ ニ バ シ ラ ス (Paenibacillus)、 ペ ン ト エ ア (Pantoea)、 パ
ラ ク ラ ミ ジ ア (Parachlamydia)、 パ ス ツ レ ラ (Pasteurella)、 ペ デ ィ オ コ ッ カ ス (Pediococc
us)、 ペ プ ト コ ッ カ ス (Peptococcus)、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス (Peptostreptococcus)、
フ ォ ト バ ク テ リ ウ ム (Photobacterium)、 フ ォ ト ラ ブ ダ ス (Photorhabdus)、 プ レ シ モ ナ ス (P
lesiomonas)、 ポ ル フ ィ リ モ ナ ス (Porphyrimonas)、 プ レ ボ テ ラ (Prevotella)、 プ ロ ピ オ ニ
バ ク テ リ ウ ム (Propionibacterium)、 プ ロ テ ア ス (Proteus)、 プ ロ ビ デ ン シ ア (Providencia
)、 シ ュ ー ド モ ナ ス (Pseudomonas)、 シ ュ ー ド ノ カ ル ジ ア (Pseudonocardia)、 シ ュ ー ド ラ ミ
バ ク タ ー (Pseudoramibacter)、 シ ク ロ バ ク タ ー (Psychrobacter)、 ラ ネ ラ (Rahnella)、 ラ
ル ス ト ニ ア (Ralstonia)、 ロ ド コ ッ カ ス (Rhodococcus)、 リ ケ ッ チ ア (Rickettsia)、 ロ カ リ
マ エ ア (Rochalimaea)、 ロ セ オ モ ナ ス (Roseomonas)、 ロ ー チ ア (Rothia)、 ル ミ ノ コ ッ カ ス (
Ruminococcus)、 サ ル モ ネ ラ (Salmonella)、 セ レ ノ モ ナ ス (Selenomonas)、 セ ル プ リ ナ (Ser
pulina)、 セ ラ チ ア (Serratia)、 シ ュ ウ ェ ン ネ ラ (Shewenella)、 シ ゲ ラ (Shigella)、 シ ム
カ ニ ア (Simkania)、 ス ラ ッ キ ア (Slackia)、 ス フ ィ ン ゴ バ ク テ リ ウ ム (Sphingobacterium)
、 ス フ ィ ン ゴ モ ナ ス (Sphingomonas)、 ス ピ リ ラ ム (Spirillum)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス (Stap
hylococcus)、 ス テ ノ ト ロ フ ォ モ ナ ス (Stenotrophomonas)、 ス ト マ ト コ ッ カ ス (Stomatococ
cus)、 ス ト レ プ ト バ チ ル ス (Streptobacillus)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス (Streptococcus)、 ス
ト レ プ ト マ イ シ ス (Streptomyces)、 ス ク シ ニ ビ ブ ロ (Succinivibrio)、 ス テ レ ラ (Sutterel
la)、 ス ト ネ ラ (Suttonella)、 タ ツ メ ラ (Tatumella)、 テ ィ シ エ レ ラ (Tissierella)、 ト ラ
ブ ル シ エ ラ (Trabulsiella)、 ト レ ポ ネ マ (Treponema)、 ト ロ フ ェ リ マ (Tropheryma)、 ツ ァ
カ ム レ ラ (Tsakamurella)、 ツ リ セ ラ (Turicella)、 ウ レ ア プ ラ ズ マ (Ureaplasma)、 バ ゴ コ
ッ カ ス (Vagococcus)、 ベ イ ロ ネ ラ (Veillonella)、 ビ ブ リ オ (Vibrio)、 ウ ィ ー ク セ ラ (Week
sella)、 ウ ォ リ ネ ラ (Wolinella)、 ザ ン ト モ ナ ス (Xanthomonas)、 ゼ ノ ラ ブ ダ ス (Xenorhabd
us)、 イ エ ル シ ニ ア (Yersinia)、 及 び ヨ ケ ネ ラ (Yokenella)で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 細 菌 の 別 の 例 は 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ シ ス (Mycobacterium tuberculosis)
、 Ｍ .ボ ビ ス (M. bovis)、 Ｍ ． チ フ ィ ム リ ウ ム (M. typhimurium)、 Ｍ ． ボ ビ ス Ｂ Ｃ Ｇ 株 (M.
 bovis strain BCG)、 Ｂ Ｃ Ｇ 亜 種 (BCG substrains)、 Ｍ ． ア ビ ウ ム (M. avium)、 Ｍ ． イ ン
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ト ラ セ ル ラ レ (M. intracellulare)、 Ｍ ． ア フ リ カ ヌ ム (M. africanum)、 Ｍ ． カ ン サ シ (M.
 kansasii)、 Ｍ ． マ リ ヌ ム (M. marinum)、 Ｍ ． ウ ル セ ラ ン ス (M. ulcerans)、 Ｍ .ア ビ ウ ム
・ サ ブ ス ピ ー シ ー ズ ・ パ ラ ツ ベ ル ク ロ ロ シ ス (M. avium subspecies paratuberculosis)、
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス (Staphylococcus aureus)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ピ
デ ル ミ ジ ス (Staphylococcus epidermidis)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ キ ュ ー (Staphylococ
cus equi)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス (Streptococcus pyogenes)、 ス ト レ プ ト コ
ッ カ ス ・ ア ガ ラ ク チ ア (Streptococcus agalactiae)、 リ ス テ リ ア ・ モ ノ シ ト ジ ェ ネ ス (Lis
teria monocytogenes)、 リ ス テ リ ア ・ イ ヴ ァ ノ ヴ ィ (Listeria ivanovii)、 バ シ ラ ス ・ ア
ン ス ラ シ ス (Bacillus anthracis)、 Ｂ ． サ チ リ ス (B. subtilis)、 ノ カ ル デ ィ ア ・ ア ス テ
ロ イ デ ス (Nocardia asteroides)、 及 び 別 の ノ カ ル デ ィ ア 種 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ビ リ
ダ ン 群 (Streptococcus viridans)、 ペ プ ト コ ッ カ ス 種 (Peptococcus)、 ペ プ ト ス ト レ プ ト
コ ッ カ ス 種 )(Peptostreptococcus)、 ア ク チ ノ マ イ シ ス ・ イ ス ラ エ リ (Actinomyces israel
ii)及 び 別 の ア ク チ ノ マ イ シ ス 種 、 並 び に プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ (Propionibact
erium acnes)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ テ タ ニ (Clostridium tetani)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ボ
ツ リ ヌ ム (Clostridium botulinum)、 別 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 種 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル
ギ ノ サ (Pseudomonas aeruginosa)、 別 の シ ュ ー ド モ ナ ス 種 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 種 (Campylo
bacter)、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ (Vibrio cholerae)、 エ シ ェ リ キ ア 種 (Ehrlichia species)、
ア ク チ ノ バ シ ラ ス ・ プ レ ウ ロ ニ ュ ー モ ニ ア (Actinobacillus pleuropneumoniae)、 パ ス ツ
エ ラ ・ へ モ リ テ ィ カ (Pasteurella haemolytica)、 パ ス ツ エ ラ ・ ム ル ト シ ダ (Pasteurella 
multocida)、 別 の パ ス ツ エ ラ 種 、 レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ (Legionella pneumophila)
、 別 の レ ジ オ ネ ラ 種 、 サ ル モ ネ ラ ・ チ フ ィ (Salmonella typhi)、 別 の サ ル モ ネ ラ 種 、 シ ゲ
ラ 種 (Shigella species)、 ブ ル セ ラ ・ ア ボ ル ツ ス (Brucella abortus)、 別 の ブ ル セ ラ 種 、
ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス (Chlamydi trachomatis)、 ク ラ ミ ジ ア ・ シ タ シ (Chlamydia psi
ttaci)、 コ キ シ エ ラ ・ バ ー ネ ッ テ ィ (Coxiella burnetti)、 エ シ ェ リ キ ア ・ コ リ (Escheric
hia coli)、 ネ イ セ リ ア ・ メ ニ ジ チ ジ ス (Neiserria meningitidis)、 ネ イ セ リ ア ・ ゴ ノ レ
ア (Neiserria gonorrhea)、 ヘ モ フ ィ ラ ス ・ イ ン フ ル エ ン ザ (Haemophilus influenzae)、
ヘ モ フ ィ ル ス ・ デ ュ ク レ イ (Haemophilus ducreyi)、 別 の ヘ モ フ ィ ル ス 種 、 イ エ ル シ ニ ア
・ ペ ス テ ィ ス (Yersinia pestis)、 イ エ ル シ ニ ア ・ エ ン テ ロ リ チ カ (Yersinia enterolitic
a)、 別 の イ エ ル シ ニ ア 種 、 エ シ ェ リ キ ア ・ コ リ (Escherichia coli)、 Ｅ ． ヒ ラ エ (E. hira
e)、 及 び 別 の エ シ ェ リ キ ア 種 、 並 び に 別 の エ ン テ ロ バ ク テ リ ア (Enterobacteria)、 ブ ル セ
ラ ・ ア ボ ル ツ ス (Brucella abortus)、 及 び 別 の ブ ル セ ラ 種 (Brucella species)、 バ ル コ ル
デ リ ア ・ セ パ シ ア (Burkholderia cepacia)、 ブ コ ル デ リ ア ・ シ ュ ー ド マ レ イ (Burkholderi
a pseudomallei)、 フ ラ ン シ セ ラ ・ ツ ラ レ ン シ ス (Francisella tularensis)、 バ ク テ ロ イ
デ ス ・ フ ラ ジ リ ス (Bacteroides fragilis)、 フ ド バ ク テ リ ウ ム ・ ヌ ク レ ア ツ ム (Fudobasct
erium nucleatum)、 プ ロ ベ テ ラ 種 (Provetella species)、 及 び コ ウ ド リ ア ・ ル ミ ナ チ ウ ム
(Cowdria ruminantium)、 又 は そ れ ら の 系 統 又 は 変 種 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　
　 ウ イ ル ス の い ず れ か の 類 型 は 、 被 分 析 物 で あ り う る 。 ウ イ ル ス の 例 は 、 非 限 定 的 に １ 型
単 純 ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス (Herpes simplex virus type-1)、 ２ 型 単 純 ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス (
Herpes simplex virus type-2)、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス (Cytomegalovirus)、 エ プ ス テ イ
ン -バ ー ・ ウ イ ル ス (Epstein-Barr virus)、 バ リ セ ラ -ゾ ス タ ー ・ ウ イ ル ス (Varicella-zos
ter virus)、 ヒ ト ・ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ６ (Human herpesvirus 6)、 ヒ ト ・ ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス ７ (Human herpesvirus 7)、 ヒ ト ・ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ８ (Human herpesvirus 8)、 バ リ オ
ラ ・ ウ イ ル ス (Variola virus） 、 ベ シ ク ラ ー ・ ス ト マ チ チ ス ・ ウ イ ル ス (Vesicular stoma
titis virus)、 Ａ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｄ 型 肝 炎 ウ イ
ル ス 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス (Rhinovirus)、 コ ロ ナ ウ イ ル ス (Coronavirus)
、 Ａ 型 イ ン フ ル エ ン ザ ・ ウ イ ル ス (Influenza virus A)、 Ｂ 型 イ ン フ ル エ ン ザ ・ ウ イ ル ス (
Influenza virus B)、 メ ア ス レ ス ・ ウ イ ル ス (Measles virus)、 ポ リ マ ー ウ イ ル ス (Polyom
avirus)、 ヒ ト ・ ポ リ オ ー マ ・ ウ イ ル ス (Human Papilomavirus)、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （
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Respiratory syncytial virus)、 ア デ ノ ウ イ ル ス (Adenovirus)、 コ ク サ ッ キ ー ・ ウ イ ル ス
(Coxsackie virus)、 デ ン グ ・ ウ イ ル ス (Dengue virus)、 ム ン プ ス ・ ウ イ ル ス (Mumps viru
s)、 ポ リ オ ウ イ ル ス (Poliovirus)、 ラ ビ エ ・ ウ イ ル ス (Rabies virus)、 ラ ウ ス ・ サ ル コ ー
マ ・ ウ イ ル ス (Rous sarcoma virus)、 黄 熱 病 ウ イ ル ス (Yellow fever virus)、 エ ボ ラ ・ ウ
イ ル ス (Ebola virus)、 マ ル バ ー グ ・ ウ イ ル ス (Marburg virus)、 ラ ッ サ 熱 ウ イ ル ス (Lassa
 fever virus)、 東 部 ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス (Eastern Equine Encephalitis virus)、 日 本 脳 炎
ウ イ ル ス (Japanese Encephalitis virus)、 セ ン ト ル イ ス 脳 炎 ウ イ ル ス (St. Louis Enceph
alitis virus)、 ム ラ イ 渓 谷 熱 ウ イ ル ス (Murray Valley fever virus)、 西 ナ イ ル ・ ウ イ ル
ス (West Nile virus)、 リ フ ト ・ バ レ ー 熱 ウ イ ル ス (Rift Valley fever virus)、 Ａ 型 ロ タ
ウ イ ル ス (Rotavirus A)、 Ｂ 型 ロ タ ウ イ ル ス (Rotavirus B)、 Ｃ 型 ロ タ ウ イ ル ス (Rotavirus
 C)、 シ ン ド ビ ス ・ ウ イ ル ス (Sindbis virus)、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (Simian Immunodefi
ciency virus)、 １ 型 ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス (Human T- cell Leukemia virus type-1)
、 ハ ン タ ウ イ ル ス (Hantavirus)、 ル ベ ラ ・ ウ イ ル ス (Rubella virus)、 ト リ 免 疫 不 全 ウ イ
ル ス (Simian Immunodeficiency virus)、 １ 型 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (Human Immunodefici
ency virus type-1)、 ワ ク シ ニ ア ・ ウ イ ル ス (Vaccina virus)、 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス (SARS v
irus)、 及 び ２ 型 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (Human Immunodeficiency virus type-2)、 又 は そ
れ ら の 系 統 又 は 変 種 の い ず れ か を 含 む 。  
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　 寄 生 虫 の い ず れ か の 類 型 は 、 被 分 析 物 で あ り う る 。 寄 生 虫 の 例 は 、 非 限 定 的 に 、 ト キ ソ
プ ラ ス マ ・ ゴ ン ジ ー (Toxoplasma gondii)、 プ ラ ス モ ジ ウ ム ・ フ ァ ル シ パ ル ム (Plasmodium
 falciparum)、 プ ラ ス モ ジ ウ ム ・ ビ バ ク ス (Plasmodium vivax)、 プ ラ ス モ ジ ウ ム ・ マ ラ リ
ア (Plasmodium malariae)、 別 の プ ラ ス モ ジ ウ ム 種 、 ト リ パ ノ ソ ー マ ・ ブ ル セ イ (Trypanos
oma brucei)、 ト リ パ ノ ソ ー マ ・ ク ル ジ ー (Trypanosoma cruzi)、 リ ー シ ュ マ ニ ア ・ メ ジ ャ
ー (Leishmania major)、 別 の リ ー シ ュ マ ニ ア 種 、 シ ス ト ソ ー マ ・ マ ン ソ ー ニ (Schistosoma
 mansoni)、 別 の シ ス ト ソ ー マ 種 、 エ ン タ モ エ バ ・ ヒ ス ト リ テ ィ カ (Entamoeba histolytic
a)、 又 は そ れ ら の 系 統 又 は 変 種 の い ず れ か を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　
　 タ ン パ ク 質 の い ず れ か の 類 型 は 、 被 分 析 物 で あ り う る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ
ド 又 は タ ン パ ク 質 若 し く は ペ プ チ ド の 断 片 を 含 み う る 。 タ ン パ ク 質 は 、 微 小 孔 物 質 に お け
る 孔 サ イ ズ に 依 存 す る い ず れ か の 長 さ で あ り 、 そ し て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 又 は そ れ ら の バ リ
ア ン ト を 含 む 。 タ ン パ ク 質 (１ つ 又 は 複 数 )は 、 分 析 前 に プ ロ テ ア ー ゼ 分 解 な ど に よ り 断 片
化 さ れ う る 。 分 析 さ れ る タ ン パ ク 質 サ ン プ ル は 、 サ ン プ ル の 複 雑 度 を 低 減 す る た め に 分 画
又 は 分 離 さ れ う る 。 断 片 化 及 び 分 画 は 、 同 じ ア ッ セ イ に お い て 一 緒 に 使 用 さ れ う る 。 そ う
し た 断 片 化 及 び 分 画 は 、 タ ン パ ク 質 分 析 を 単 純 化 及 び 拡 張 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　
　 い ず れ か の 類 型 の 抗 体 は 、 被 分 析 物 で あ り う る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る と き 、 「 抗 体
」 と い う 用 語 は 、 非 限 定 的 に 全 て の ク ラ ス の 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン (つ ま り 、 未 処 理 の 抗 体 )、
２ 又 は 多 数 の 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 有 す る キ メ ラ 抗 体 及 び ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 、 並 び
に ハ イ ブ リ ッ ド 断 片 を 含 む Ｆ (ａ ｂ ’ )２ 、 Ｆ (ａ ｂ ’ )、 Ｆ ａ ｂ な ど の 断 片 を 包 含 す る 。 こ
う し て 、 抗 体 の 特 異 的 抗 原 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 抗 体 断 片 が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 結
合 活 性 を 維 持 す る 抗 体 断 片 は 含 ま れ る 。 そ う し た 抗 体 及 び 断 片 は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で
あ る 技 術 に よ り 作 ら れ う る 。 抗 体 を 産 生 す る 方 法 及 び 特 異 性 及 び 活 性 に つ い て 抗 体 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、 Harlow and Lane. Antibodies, A Laboratory Manual. Cold Spr
ing Harbor Publications, New York, (1988)を 参 照 の こ と 。 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 本
明 細 書 中 で 広 い 意 味 で 使 用 さ れ 、 そ し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両
方 を 含 む 。 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 に 加 え て 、 こ れ ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 断 片 又 は
ポ リ マ ー 、 並 び に ヒ ト 又 は ヒ ト 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 又 は そ の 断 片 も ま た 、 「 抗 体 」 と い
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う 用 語 の 中 に 含 ま れ る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 4,704,692号 に 記 載 さ れ る 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 (
一 本 鎖 抗 体 )と 抗 体 断 片 の 抱 合 体 も 、 「 抗 体 」 の 意 味 の 中 に 含 ま れ る 。 該 文 献 の 内 容 は 、
本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
　 抗 原 の い ず れ か の 類 型 は 、 被 分 析 物 で あ り う る 。 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 抗 原 」 は 、
投 与 さ れ た 際 、 免 疫 応 答 を 誘 発 で き 、 そ れ に よ り 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 及 び
放 出 を 刺 激 す る 物 質 を 含 む 。 抗 原 は 、 抗 体 に よ り 特 異 的 に 結 合 さ れ て 、 抗 原 /抗 体 複 合 体
を 形 成 す る 分 子 及 び /又 は 成 分 を 含 む 。 抗 原 の 例 は 、 非 限 定 的 に ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 多 糖 、 そ れ ら の 組 合 せ 、 そ れ ら の 断 片 、 又 は そ れ
ら の ミ メ テ ィ ク ス を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　
　 真 菌 の い ず れ か の 類 型 は 、 被 分 析 物 で あ り う る 。 真 菌 の 例 は 、 非 限 定 的 に 、 カ ン ジ ダ ・
ア ル ビ カ ン ス (Candida albicans)、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ー マ ン ス (Cryptococcus 
neoformans)、 ヒ ス ト プ ラ マ ・ カ プ ス ラ ツ ム (Histoplama capsulatum)、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・
フ ミ ガ ツ ス (Aspergillus fumigatus)、 コ ッ シ ド デ ス ・ イ ミ チ ス (Coccidiodes immitis)、
パ ラ コ シ ジ オ デ ス ・ ブ ラ シ リ エ ン シ ス (Paracoccidiodes brasiliensis)、 ブ ラ ス ト マ イ シ
ス ・ デ ル ミ チ ジ ス (Blastomyces dermitidis)、 ネ モ シ ス チ ス ・ カ ル ニ (Pneomocystis carn
ii)、 ペ ニ シ リ ウ ム ・ マ ル ネ ッ フ ィ (Penicillium marneffi)、 及 び ア ル テ ル ナ リ ア ・ ・ ア
ル テ ル ネ ー ト (Alternaria alternate)、 並 び に そ れ ら の 変 種 又 は こ と な る 系 統 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　
　 被 分 析 物 は 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 で あ り う る 。 「 エ フ ェ ク タ ー 種 」 、 「 エ フ ェ ク タ ー 」 、
及 び 「 分 子 エ フ ェ ク タ ー 」 と も 呼 ば れ る 「 エ フ ェ ク タ ー 分 子 」 は 、 エ ネ ル ギ ー を 仕 事 に 、
仕 事 を エ ネ ル ギ ー に 、 仕 事 又 は エ ネ ル ギ ー を 情 報 に 、 又 は 情 報 を 仕 事 又 は エ ネ ル ギ ー に 変
換 す る こ と が で き る 選 択 さ れ た 分 子 で あ り 、 非 限 定 的 に 、 シ グ ナ ル -生 成 種 、 刺 激 -応 答 分
子 、 応 答 -生 成 分 子 、 酵 素 、 合 成 酵 素 、 薬 剤 、 触 媒 抗 体 、 触 媒 、 収 縮 性 タ ン パ ク 質 、 輸 送
タ ン パ ク 質 、 制 御 タ ン パ ク 質 、 酸 化 還 元 タ ン パ ク 質 、 酸 化 還 元 酵 素 、 酸 化 還 元 メ デ ィ エ ー
タ ー 、 シ ト ク ロ ム 、 電 気 活 性 化 合 物 、 光 反 応 性 化 合 物 、 超 分 子 、 超 分 子 デ バ イ ス 、 及 び 形
状 -記 憶 構 造 、 又 は そ れ ら の バ リ ア ン ト 若 し く は 誘 導 体 の い ず れ か を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　
　 い ず れ の 類 型 の リ ガ ン ド は 、 被 分 析 物 で あ り う る 。 「 リ ガ ン ド 」 と い う 用 語 は 、 親 和 性
に 基 い た 相 互 作 用 に よ り レ セ プ タ ー に 特 異 的 に 結 合 で き る 分 子 で あ る 。 リ ガ ン ド は 、 非 限
定 的 に 、 レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト 、 部 分 ア ゴ ニ ス ト 、 混 合 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 応
答 -誘 導 又 は 刺 激 分 子 、 薬 、 ホ ル モ ン 、 フ ェ ロ モ ン 、 伝 達 物 質 、 オ ー タ コ イ ド 、 成 長 因 子
、 サ イ ト カ イ ン 、 補 欠 分 子 族 、 補 酵 素 、 コ フ ァ ク タ ー 、 基 質 、 前 駆 物 質 、 ビ タ ミ ン 、 ト キ
シ ン 、 制 御 因 子 、 抗 原 、 ハ プ テ ン 、 炭 水 化 物 、 分 子 擬 態 、 プ リ ン ト (print)分 子 、 構 造 分
子 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 、 選 択 分 子 、 ビ オ チ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 及 び コ ン ジ ナ ー 、 交 差 反
応 物 質 、 ア ナ ロ グ 、 コ ン ペ テ ィ タ ー 、 又 は そ れ ら の 分 子 の 誘 導 体 、 並 び に ラ イ ブ ラ リ ー か
ら 選 ば れ た 分 子 で あ っ て 選 ば れ た 標 的 に 特 異 的 に 結 合 で き る 分 子 、 及 び こ れ ら の 分 子 の い
ず れ か を 第 二 の 分 子 に 付 着 さ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ た 抱 合 体 、 又 は そ れ ら の 誘 導 体 又 は
バ リ ア ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　 被 分 析 物 は 、 レ セ プ タ ー で あ り う る 。 「 レ セ プ タ ー 」 と い う 用 語 は 、 親 和 性 に 基 く 相 互
作 用 に よ り リ ガ ン ド に 特 異 的 に 結 合 で き る 分 子 で あ る 。 「 レ セ プ タ ー 」 は 、 非 限 定 的 に 、
生 物 学 的 、 合 成 の 、 又 は 遺 伝 子 組 換 え に よ り 作 ら れ た 膜 レ セ プ タ ー 、 ホ ル モ ン ・ レ セ プ タ
ー 、 薬 物 レ セ プ タ ー 、 伝 達 物 質 レ セ プ タ ー 、 オ ー タ コ イ ド ・ レ セ プ タ ー 、 フ ェ ロ モ ン ・ レ
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セ プ タ ー 、 刺 激 応 答 カ ッ プ リ ン グ 又 は 受 容 性 分 子 、 抗 体 、 抗 体 断 片 、 遺 伝 子 組 換 え さ れ た
抗 体 、 抗 体 模 倣 物 又 は ミ メ テ ィ ク ス 、 分 子 模 倣 物 、 分 子 イ ン プ リ ン ト 、 分 子 認 識 単 位 、 接
着 分 子 、 凝 集 素 、 レ ク チ ン 、 セ レ ク テ ィ ン グ (selecting)、 細 胞 レ セ プ タ ー 、 ア ビ ジ ン 及
び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 及 び コ ン ジ ェ ナ ー 、 ア ナ ロ グ 、 コ ン ペ テ ィ タ ー 、 又 は そ れ ら の 分
子 の 誘 導 体 、 並 び に 非 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ っ て 、 例 え ば コ ン ビ ナ ト リ ア ル 方 法 及
び /又 は ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 別 の 選 択 さ れ た 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る よ
う に 選 ば れ る 分 子 、 及 び こ れ ら の 分 子 の い ず れ か を 第 二 分 子 に 付 着 さ せ る こ と に よ り 形 成
さ れ る 抱 合 体 を 含 む 。 レ セ プ タ ー は 、 さ ら に 、 構 造 分 子 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 、 及 び リ ガ ン
ド を 含 む 選 択 分 子 、 或 い は そ の 誘 導 体 又 は バ リ ア ン ト の い ず れ か を 特 異 的 に 認 識 す る こ と
が で き る 選 択 分 子 を さ ら に 含 む 。
　
　 被 分 析 物 は 、 シ グ ナ ル 生 成 分 子 で あ り う る 。 「 シ グ ナ ル 生 成 分 子 」 及 び 「 シ グ ナ ル 生 成
種 」 は 、 検 出 で き る シ グ ナ ル を 生 成 す る か 、 物 質 の 検 出 性 を 高 め る 若 し く は 調 節 す る か 、
或 い は 物 質 の エ ネ ル ギ ー 、 活 性 、 出 力 、 若 し く は シ グ ナ ル を 、 定 性 的 、 定 量 的 又 は 検 出 可
能 な 異 な る エ ネ ル ギ ー 、 活 性 、 出 力 、 シ グ ナ ル 、 状 態 、 若 し く は 形 態 に 変 換 す る こ と が で
き る 分 子 で あ る 。 或 い は 、 シ グ ナ ル -生 成 分 子 は 、 標 的 分 子 と 相 互 作 用 で き 、 局 在 で き る
被 分 析 物 を 生 成 す る 。 シ グ ナ ル -生 成 分 子 は 、 非 限 定 的 に 、 分 子 、 分 子 群 、 抱 合 体 及 び 複
合 体 で あ っ て 、 検 出 可 能 な (及 び 場 合 に よ り 染 色 さ れ た 、 改 変 さ れ た 、 結 合 さ れ た 、 標 識
さ れ た 、 又 は 誘 導 体 化 さ れ た )タ グ 、 ト レ ー サ ー 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 ラ ベ ル 、 レ ポ ー
タ ー 、 ポ リ マ ー 、 集 光 複 合 体 、 ア ン テ ナ 構 造 、 天 然 及 び 合 成 の 並 び に バ イ オ ミ メ テ ィ ッ ク
の 光 合 成 分 子 、 反 応 中 心 、 光 化 学 系 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 分 子 カ ス ケ ー ド 、 巨 大 分 子 、 微
小 粒 子 、 ナ の 粒 子 、 コ ロ イ ド 、 金 属 、 色 素 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 蛍 光 体 、 及 び 別 の 光 子 吸 収
体 、 光 子 放 出 体 、 及 び 感 光 性 分 子 を 含 む も の 、 例 え ば 、 別 の 分 子 又 は 基 の 光 子 吸 収 又 は 光
子 放 出 性 質 を 増 強 、 減 弱 、 転 調 、 又 は 消 光 す る 分 子 、 エ ネ ル ギ ー 転 移 ド ナ ー 及 び ア ク セ プ
タ ー 、 酵 素 、 補 酵 素 、 コ フ ァ ク タ ー 、 触 媒 抗 体 、 合 成 酵 素 及 び 触 媒 、 分 子 模 倣 物 及 び ミ メ
テ ィ ク ス 、 発 光 、 摩 擦 発 光 、 音 発 光 、 電 気 発 光 、 化 学 発 光 、 及 び 生 物 発 光 分 子 、 電 子 伝 達
ド ナ ー 及 び ア ク セ プ タ ー 、 酸 化 及 び 還 元 化 合 物 、 メ デ ィ エ ー タ ー 及 び 別 の 電 気 活 性 分 子 、
代 謝 性 、 光 活 動 性 、 シ グ ナ ル 及 び シ グ ナ ル 処 理 分 子 で あ っ て 、 生 物 学 的 及 び 生 物 ミ メ テ ィ
ッ ク の プ ロ セ ス 及 び シ ス テ ム に お い て エ ネ ル ギ ー を 捕 捉 及 び 伝 達 す る た め に 使 用 さ れ る 分
子 、 例 え ば 場 合 に よ り 天 然 、 合 成 、 ミ メ テ ィ ッ ク 骨 格 を 含 み 、 組 織 的 及 び カ ッ プ リ ン グ 分
子 、 シ ャ ペ ロ ン 及 び ア ク セ サ リ ー 生 物 又 バ イ オ ミ メ テ ィ ッ ク 分 子 、 或 い は 第 一 の 形 態 の エ
ネ ル ギ ー 又 は 情 報 を 第 二 の 形 態 の エ ネ ル ギ ー 又 は 情 報 へ の 変 換 に 関 わ る 分 子 群 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　
　 被 分 析 物 は 、 構 造 分 子 の い ず れ か で あ り う る 。 実 施 例 は 、 非 限 定 的 に 、 元 素 、 原 子 、 分
子 、 イ オ ン 、 及 び 化 合 物 で あ っ て 、 表 面 、 親 水 ・ 疎 水 の 両 性 表 面 (amphibious surfaces)
、 無 機 及 び 有 機 金 属 、 例 え ば 炭 素 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 有 機 及 び 無 機 結 晶 、 選 択 さ れ た 溶
媒 、 選 択 さ れ た 溶 質 、 天 然 の 、 バ イ オ ミ メ テ ィ ッ ク の 、 及 び 合 成 の ナ ノ 構 造 及 び 微 小 構 造
、 フ ァ イ バ ー 、 フ ィ ラ メ ン ト 、 シ ル ク 、 分 子 骨 格 、 ナ ノ チ ュ ー ブ 、 ナ ノ ロ ッ ド 、 フ ラ ー レ
ン 、 バ ッ キ ー ボ ー ル 、 ダ イ ヤ モ ン ド 様 分 子 、 半 導 体 、 絶 縁 体 、 金 属 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 エ ラ
ス ト マ ー 、 ポ リ マ ー 、 界 面 活 性 剤 、 潤 滑 剤 、 ワ ッ ク ス 、 オ イ ル 、 粉 末 、 フ ィ ラ ー 、 賦 形 剤
、 繊 維 、 錠 剤 化 成 分 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 物 質 、 紙 、 工 業 用 プ ラ ス チ ッ ク 、 環 状 及 び 多 環 分 子
、 デ ン ド ロ ン 、 デ ン ド リ マ ー 、 電 解 質 、 及 び 多 価 電 解 質 、 塩 、 炭 化 水 素 、 セ ラ ミ ッ ク ス 、
及 び 生 物 の 、 生 物 適 合 の 、 生 物 ミ メ テ ィ ッ ク の 、 生 分 解 性 の 、 及 び 刷 り 込 み 可 能 な (Impri
ntable)モ ノ マ ー 、 マ ル チ マ ー 、 及 び ポ リ マ ー 、 例 え ば 脂 肪 酸 、 脂 質 、 界 面 活 性 剤 、 ア ミ
ノ 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ア ミ ン 、 ポ リ 酸 、 糖 、 ス タ ー チ 、 セ ル ロ ー ス 、 グ リ コ
シ ル 化 分 子 、 グ リ コ ポ リ マ ー 、 及 び そ れ ら の 抱 合 体 を 含 む も の を 含 む 。
　
　 被 分 析 物 は 、 い ず れ の イ オ ン で あ り う る 。 イ オ ン の 例 は 、 ア ル カ リ 金 属 イ オ ン 、 ア ル カ
リ 土 類 金 属 イ オ ン 、 遷 移 金 属 イ オ ン 、 又 は ラ ン タ ノ イ ド 金 属 イ オ ン を 含 む 。 一 の 態 様 で は
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、 キ レ ー ト は 、 イ オ ン を 含 む サ ン プ ル へ と 加 え ら れ 、 局 在 化 の 前 に 、 イ オ ン /キ レ ー ト 複
合 体 を 形 成 す る 。 こ の 態 様 で は 、 イ オ ン 、 キ レ ー ト 、 及 び /又 は イ オ ン /キ レ ー ト 複 合 体 は
、 被 分 析 物 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 キ レ ー ト は 、 イ オ ン と 相 互 作 用 で き る 微 小 孔 物 質 の 表
面 付 近 に 共 有 結 合 さ れ う る 。
　
　 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 は 核 酸 で あ る 。 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (Ｄ Ｎ Ａ )、 リ ボ 核 酸 (Ｒ Ｎ Ａ )
、 及 び ペ プ チ ド 核 酸 (Ｐ Ｎ Ａ )は 、 重 合 体 で あ り 、 特 定 の 条 件 下 で 水 溶 液 中 に 可 溶 性 の 多 イ
オ ン 性 分 子 で あ る 。 ｐ Ｈ 、 イ オ ン 強 度 、 対 イ オ ン 、 電 荷 中 和 、 水 和 、 有 機 沈 殿 、 分 子 組 成
物 な ど に 応 じ た 溶 液 中 に お け る 核 酸 の 推 定 の 三 次 元 構 造 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 一 の 態
様 で は 、 核 酸 は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 様 々 な 分 子 で あ っ て 、 核 酸 に 基 い た 分 子 が 存 在 し 、 例 え ば 本 明
細 書 中 に 開 示 さ れ る 核 酸 及 び 別 の タ ン パ ク 質 の い ず れ か 、 並 び に 様 々 な 機 能 性 核 酸 を 含 む
。 開 示 さ れ る 核 酸 は 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ 、 又 は 代 替 ヌ ク レ オ
チ ド か ら 作 ら れ る 。 こ れ ら 及 び 別 の 分 子 の 非 制 限 的 な 例 は 、 本 明 細 書 中 で 考 察 さ れ る 。 例
え ば 、 ベ ク タ ー が 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 発 現 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 典 型 的 に Ａ 、 Ｃ
、 Ｇ 、 及 び Ｕ か ら 作 ら れ る と い う こ と が 理 解 さ れ る 。
　
　 核 酸 は 、 塩 基 部 分 、 糖 部 分 、 及 び リ ン 酸 エ ス テ ル 部 分 を 含 む 分 子 で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド
は 、 ヌ ク レ オ シ ド 間 の 結 合 を 作 る リ ン 酸 エ ス テ ル 部 分 及 び 糖 部 分 を 介 し て 結 合 さ れ う る 。
ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 部 分 は 、 ア デ ニ ン -９ -イ ル (Ａ )、 シ ト シ ン -１ -イ ル (Ｃ )、 グ ア ニ ン -
９ -イ ル (Ｇ )、 ウ ラ シ ル -１ -イ ル (Ｕ )、 及 び チ ミ ン -１ -イ ル (Ｔ )で あ り う る 。 ヌ ク レ オ チ
ド の 糖 部 分 は 、 リ ボ ー ス 又 は デ オ キ シ リ ボ ー ス で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド の リ ン 酸 エ ス テ ル 部
分 は 、 ５ 価 リ ン 酸 エ ス テ ル で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド の 非 制 限 的 な 例 は 、 ３ '-Ａ Ｍ Ｐ (３ ’ -ア
デ ノ シ ン ・ 一 リ ン 酸 )又 は ５ ’ -Ｇ Ｍ Ｐ (５ ’ -グ ア ノ シ ン 一 リ ン 酸 )で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ は 、 塩 基 、 糖 、 又 は リ ン 酸 エ ス テ ル 部 分 の い ず れ か に 対 す る 幾
つ か の 類 型 の 改 変 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 改 変 は 、 当 該 技 術 分
野 に 周 知 で あ り 、 そ し て 例 え ば 、 ５ -メ チ ル シ ト シ ン (５ -ｍ ｅ -Ｃ )、 ５ -ヒ ド ロ キ シ メ チ ル
・ シ ト シ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 及 び ２ -ア ミ ノ ア デ ニ ン 、 並 び に 糖 又 は リ ン
酸 部 分 に お け る 改 変 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 代 替 ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド に 類 似 の 機 能 性 質 を 有 す る が 、 リ ン 酸 エ ス テ ル 部 分
を 含 ま な い 分 子 で あ り 、 例 え ば ペ プ チ ド 核 酸 (Ｐ Ｎ Ａ )で あ る 。 代 替 ヌ ク レ オ チ ド は 、 ワ ト
ソ ン ク リ ッ ク 又 は フ ー グ ス テ ン 型 の 核 酸 を 認 識 す る が 、 リ ン 酸 エ ス テ ル 部 分 以 外 の 部 分 を
解 し て 互 い に 結 合 さ れ る 分 子 で あ る 。 代 替 ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 切 な 標 的 核 酸 と 相 互 作 用 す
る と き 、 二 重 へ リ ッ ク ス 型 の 構 造 を 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 例 え ば 細 胞 取 り 込 み を 高 め る た め に 、 別 の タ イ プ の 分 子 (抱 合 体 )を ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ
ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ に 結 合 す る こ と が で き る 。 抱 合 体 は 、 化 学 的 に ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク
レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ に 結 合 さ れ る 。 そ う し た 抱 合 体 は 、 非 限 定 的 に 、 コ レ ス テ ロ ー ル 部 分
な ど の 脂 質 部 分 を 含 む (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989,86, 6553
-6556)。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 相 互 作 用 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ 、 又 は 代 替 ヌ
ク レ オ チ ド の ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 面 と の 少 な く と も １ の 相 互 作 用 で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 、
ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ 、 又 は 代 替 ヌ ク レ オ チ ド の ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 面 は 、 プ リ ン に 基
い た ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ 、 又 は 代 替 ヌ ク レ オ チ ド の Ｃ ２ 、 Ｎ １ 、 及 び
Ｃ ６ 位 、 並 び に 、 ピ リ ミ ジ ン に 基 い た ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ 、 又 は 代 替
ヌ ク レ オ チ ド の Ｃ ２ 、 Ｎ ３ 、 Ｃ ４ 位 を 含 む 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 フ ー グ ス テ ン 相 互 作 用 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ の フ ー グ ス テ ン 面
で あ っ て 、 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の メ ジ ャ ー ・ グ ル ー ブ に 晒 さ れ る 面 上 で 生 じ る 相 互 作 用 で あ る 。
フ ー グ ス テ ン 面 は 、 Ｎ ７ 位 、 及 び プ リ ン ヌ ク レ オ チ ド の Ｃ ６ 位 に お け る 反 応 性 基 (Ｎ Ｈ 2 又
は Ｏ )を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ う し て 、 核 酸 は 、 一 般 的 に 塩 基 と 呼 ば れ る ヌ ク レ オ チ ド か ら 作 ら れ る ポ リ マ ー で あ る
。 核 酸 分 子 は 、 核 酸 を 作 り 上 げ る 塩 基 の 数 に よ り 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 例 え ば 、 特 定
の 態 様 で は 、 核 酸 被 分 析 物 は 、 少 な く と も 、 １ ０ ０ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ２ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ４ 、
１ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ ０ ７ 、 １ ０ ８ 、 １ ０ ９ 、 １ １ ０ 、 １ １ １ 、 １ １ ２ 、 １ １ ３ 、 １ １ ４ 、
１ １ ５ 、 １ １ ６ 、 １ １ ７ 、 １ １ ８ 、 １ １ ９ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ １ 、 １ ２ ２ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、
１ ２ ５ 、 １ ２ ６ 、 １ ２ ７ 、 １ ２ ８ 、 １ ２ ９ 、 １ ３ ０ 、 １ ３ １ 、 １ ３ ２ 、 １ ３ ３ 、 １ ３ ４ 、
１ ３ ５ 、 １ ３ ６ 、 １ ３ ７ 、 １ ３ ８ 、 １ ３ ９ 、 １ ４ ０ 、 １ ４ １ 、 １ ４ ２ 、 １ ４ ３ 、 １ ４ ４ 、
１ ４ ５ 、 １ ４ ６ 、 １ ４ ７ 、 １ ４ ８ 、 １ ４ ９ 、 １ ５ ０ 、 １ ５ ５ 、 １ ６ ０ 、 １ ６ ５ 、 １ ７ ０ 、
１ ７ ５ 、 １ ８ ０ 、 １ ８ ５ 、 １ ９ ０ 、 １ ９ ５ 、 ２ ０ ０ 、 ２ １ ０ 、 ２ ２ ０ 、 ２ ３ ０ 、 ２ ４ ０ 、
２ ５ ０ 、 ２ ６ ０ 、 ２ ７ ０ 、 ２ ８ ０ 、 ２ ９ ０ 、 ２ ９ ５ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ２ ０ 、 ３ ４ ０ 、 ３ ６ ０ 、
３ ８ ０ 、 ４ ０ ０ 、 ４ ２ ５ 、 ４ ５ ０ 、 ４ ７ ５ 、 ５ ０ ０ 、 ５ ５ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ６ ５ ０ 、 ７ ０ ０ 、
７ ５ ０ 、 ８ ０ ０ 、 ８ ５ ０ 、 ９ ０ ０ 、 ９ ５ ０ 、 １ ０ ０ ０ 、 １ １ ０ ０ 、 １ ２ ０ ０ 、 １ ３ ０ ０ 、
１ ４ ０ ０ 、 １ ５ ０ ０ 、 １ ６ ０ ０ 、 １ ７ ０ ０ 、 １ ８ ０ ０ 、 １ ９ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ 、 ２ １ ０ ０ 、
２ ２ ０ ０ 、 ２ ３ ０ ０ 、 ２ ４ ０ ０ 、 ２ ５ ０ ０ 、 ２ ６ ０ ０ 、 ２ ７ ０ ０ 、 ２ ８ ０ ０ 、 ２ ９ ０ ０ 、
３ ０ ０ ０ 、 ３ ２ ０ ０ 、 ３ ４ ０ ０ 、 ３ ６ ０ ０ 、 ３ ８ ０ ０ 、 ４ ０ ０ ０ 、 ４ ５ ０ ０ 、 ５ ０ ０ ０ 、
５ ５ ０ ０ 、 ６ ０ ０ ０ 、 ６ ５ ０ ０ 、 ７ ０ ０ ０ 、 ７ ５ ０ ０ 、 ８ ０ ０ ０ 、 ８ ５ ０ ０ 、 ９ ０ ０ ０ 、
９ ５ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ ０ 、 １ １ ０ ０ ０ 、 １ ２ ０ ０ ０ 、 １ ３ ０ ０ ０ 、 １ ４ ０ ０ ０ 、 １ ５ ０ ０ ０
、 １ ６ ０ ０ ０ 、 １ ７ ０ ０ ０ 、 １ ８ ０ ０ ０ 、 １ ９ ０ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ ０ 、 ２ ５ ０ ０ ０ 、 ５ ０ ０
０ ０ 、 １ ０ ０ ０ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ ０ ０ 、 ３ ０ ０ ０ ０ ０ 、 ４ ０ ０ ０ ０ ０ 、 ５ ０ ０ ０ ０ ０ 、 及 び
１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 塩 基 又 は 塩 基 対 の 長 さ で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ は 、 少 な
く と も 約 １ ５ ０ ０ 塩 基 又 は 塩 基 対 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 核 酸 の １ 次 構 造 は 直 線 で あ り 、 各 塩 基 又 は 塩 基 対 は 、 完 全 に 伸 ば さ れ た 輪 郭 線 長 （ cont
our length） と す る と 、 お お よ そ ０ .３ ４ ｎ ｍ に な る 。 様 々 な 核 酸 の 代 表 的 な 輪 郭 線 長 を
表 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 核 酸 分 子 の 推 定 の 直 径 は 、 約 ２ ｎ ｍ で あ り 、 並 外 れ て 異 方 性 で 高 い 縦 横 比 の 一 次 構 造 を
も た ら す 。 高 次 構 造 (例 え ば 、 ２ 次 、 ３ 次 な ど )は 、 核 酸 に つ い て よ く 知 ら れ て お り 、 そ し
て か な り 環 境 に 左 右 さ れ る 。 有 機 性 、 イ オ ン 性 、 又 は ポ リ マ ー 性 の 沈 殿 剤 が な い 水 溶 液 中
で は 、 核 酸 は 、 コ イ ル 型 又 は 弛 緩 型 の 三 次 元 立 体 配 置 と し て 通 常 記 載 さ れ る が 、 既 知 の 試
薬 で 可 逆 的 に 球 形 又 は 凝 集 体 へ と 沈 殿 さ れ る 。 同 様 に 、 コ イ ル 型 の 核 酸 は 、 以 下 の 溶 液 中
で 、 例 え ば 伸 張 、 分 子 配 向 な ど の 実 質 的 な ３ 次 元 変 化 を 受 け る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 一 の 態 様 で は 、 本 明 細 書 中 で 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 及 び 物 品 は 、 診 断 目 的 用 に
生 物 学 的 液 体 か ら 核 酸 を 単 離 す る こ と が で き る 。 高 感 度 ア ッ セ イ は 、 統 計 的 に 有 意 と な る
十 分 な 核 酸 を 補 足 す る た め 、 ２ ０ ０ μ ｌ 以 上 の 患 者 サ ン プ ル を 必 要 と す る 。 市 販 の ウ イ ル
ス 量 ア ッ セ イ は 、 標 的 ウ イ ル ス 核 酸 に 基 い た 標 的 又 は シ グ ナ ル 増 幅 技 術 (例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 、
β Ｄ Ｎ Ａ な ど )を 使 用 す る 。 つ ま り 、 こ れ ら の 技 術 は 、 ビ リ オ ン を 溶 解 後 に サ ン プ ル 液 体
中 に 存 在 す る 全 ウ イ ル ス 核 酸 を 定 量 す る 。 「 ビ リ オ ン 」 は 、 完 全 な 成 熟 ウ イ ル ス 粒 子 で あ
る 。 溶 解 前 の サ ン プ ル 液 体 中 に 存 在 す る 未 封 入 ウ イ ル ス 核 酸 も 、 全 量 の 一 部 と し て 含 ま れ
て し ま う 。 未 封 入 ウ イ ル ス 核 酸 は 、 非 感 染 性 で あ る と 広 く み な さ れ て い る の で 、 そ れ ら を
全 ウ イ ル ス 量 に 含 め て し ま う こ と に よ り 、 計 測 が 不 正 確 に な っ て し ま う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 未 封 入 核 酸 の 大 部 分 を 分 析 前 に 取 り 除 く こ と に よ り 、 現 存 す る ウ イ ル ス 量 ア ッ セ イ を 改
良 す る た め に 使 用 さ れ う る 方 法 及 び 物 質 が 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 。 一 の 例 で は 、 ア ッ セ
イ さ れ る ビ リ オ ン は 、 Ｈ Ｉ Ｖ ビ リ オ ン で あ る 。 患 者 サ ン プ ル (例 え ば 血 漿 、 血 清 、 Ｃ Ｓ Ｆ
、 生 物 戦 争 抽 出 液 な ど )は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 を 通 し て ろ 過 さ れ る 。 微
小 孔 物 質 は 、 可 溶 性 核 酸 (例 え ば 、 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ )並
び に 直 径 が 数 ミ ク ロ ン よ り 大 き い 細 胞 要 素 の 全 て を 局 在 さ せ る 。 無 傷 の ビ リ オ ン は 、 フ ィ
ル タ ー を 通 過 し 、 そ し て 患 者 サ ン プ ル の ろ 液 は 、 ウ イ ル ス 核 酸 を 遊 離 さ せ る た め に 溶 解 さ
れ る 。 次 に ウ イ ル ス 核 酸 を 遊 離 す る た め 溶 解 し た 。 該 溶 解 さ れ た 患 者 サ ン プ ル ろ 液 は 、 ろ
過 さ れ 、 次 に 第 二 微 小 孔 物 質 を と お し て 洗 浄 さ れ 、 ビ リ オ ン 由 来 の 核 酸 を 第 二 微 小 孔 物 質
の 表 面 付 近 へ と 局 在 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　
　 ろ 過 は 、 フ ィ ル タ ー の 流 路 寸 法 に 対 す る 分 子 の 大 き さ に 主 に 基 く 分 離 方 法 と 考 え ら れ る
。 ろ 過 は 、 微 小 孔 物 質 の 孔 の 寸 法 が 小 さ く 均 一 で あ る た め フ ィ ル タ ー の 入 口 表 面 上 で ろ 過
が 主 に 起 こ る 表 面 ろ 過 、 或 い は 微 小 孔 物 質 の 孔 が 蛇 行 経 路 構 造 を 有 し 、 そ し て 粒 子 を フ ィ
ル タ ー の 深 部 に ト ラ ッ プ す る 深 部 フ ィ ル タ ー に 一 般 的 に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 で あ っ て 、 複 合 体 及 び 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 を 含 む
微 小 孔 物 質 の い ず れ か は 、 フ ィ ル タ ー と し て 製 造 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は
、 例 え ば ビ ー ズ 又 は 膜 な ど の フ ィ ル タ ー へ と 成 形 さ れ う る 。 ビ ー ズ は 、 シ ス テ ム の 要 求 に
依 存 し て 、 直 径 数 ミ リ メ ー ト ル ～ 直 径 １ ミ ク ロ ン 未 満 で あ り う る 。 ビ ー ズ は 、 球 形 で あ る
か 、 不 規 則 な 形 で あ る か 、 又 は 要 求 さ れ る 形 の い ず れ に も 形 成 さ れ う る 。 ビ ー ズ の 大 き さ
は 、 そ の 用 途 に 応 じ て 変 化 し う る 。 ビ ー ズ は 、 均 一 の 多 孔 物 質 で あ る か 、 又 は 限 定 さ れ た
空 隙 率 を 有 す る 中 心 を 覆 う 微 小 孔 表 面 を 示 す 。 さ ら に 、 ビ ー ズ は 、 磁 性 体 、 常 磁 性 体 で あ
り う る か 、 又 は ビ ー ズ の 分 離 を 手 助 け す る 別 の 性 質 を 有 し う る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 膜 は 、 限 ら れ た 厚 さ を 有 す る ２ 次 元 構 造 で あ る 。 一 の 態 様 で は 、 膜 フ ィ ル タ ー は 、 １ ミ
ク ロ ン 未 満 ～ １ ０ ０ ミ ク ロ ン 超 の 厚 さ を 有 す る 。 一 の 態 様 で は 、 該 膜 は 、 １ ミ ク ロ ン ～ １
０ ０ ミ ク ロ ン 、 １ ０ ミ ク ロ ン ～ ９ ０ ミ ク ロ ン 、 ２ ０ ミ ク ロ ン ～ ８ ０ ミ ク ロ ン 、 ３ ０ ミ ク ロ
ン ～ ７ ０ ミ ク ロ ン 、 又 は ４ ０ ミ ク ロ ン ～ ６ ０ ミ ク ロ ン の 厚 さ を 有 す る 。 別 の 態 様 で は 、 ０
.２ ミ ク ロ ン ・ ア ノ ポ ア (Ａ ｎ ｏ ｐ ｏ ｒ ｅ )(商 標 )無 機 酸 化 膜 は 、 典 型 的 に ４ ０ ～ ５ ０ ミ ク
ロ ン の 厚 さ で あ り 、 一 方 、 ０ ． ０ ２ ミ ク ロ ン ・ ア ノ ポ ア 膜 は 、 厚 さ １ ミ ク ロ ン 未 満 の と て
も 薄 い ０ ． ０ ２ ミ ク ロ ン の 孔 の 層 を 有 し 、 該 層 は 、 厚 さ 約 ４ ０ ミ ク ロ ン で あ る ０ ． ２ ミ ク
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ロ ン の 支 持 層 上 に 重 層 し て い る 。 従 っ て 、 膜 は 、 被 分 析 物 局 在 表 面 と し て 、 支 持 物 質 上 に
形 成 さ れ る か 又 は 作 ら れ う る 。 こ の 支 持 物 質 は 、 強 度 、 取 り 扱 い の 容 易 さ 、 流 量 の 性 質 、
熱 的 性 質 な ど の 有 用 な 特 性 を シ ス テ ム に 付 与 す る 。 こ の 態 様 で は 、 支 持 物 質 、 及 び そ れ ゆ
え 膜 は 、 全 体 の 要 求 に 沿 う 様 々 な 形 、 大 き さ 、 及 び デ ザ イ ン で あ り う る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 に お い て 、 表 面 フ ィ ル タ ー 又 は 深 部 フ ィ ル タ ー は 、 被 分 析
物 を 分 離 及 び 局 在 す る 前 に 、 サ ン プ ル か ら 不 純 物 及 び 別 の 破 片 を 前 以 っ て ろ 過 す る た め に
使 用 さ れ う る 。 試 験 サ ン プ ル の ろ 過 性 の 改 良 を 手 助 け す る た め に 、 当 業 者 に 知 ら れ る 別 の
技 術 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 物 品 の い ず れ か と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ う る 。 こ れ ら は
、 巨 大 な 不 純 物 を 取 り 除 く た め に 試 験 サ ン プ ル を 前 以 っ て ろ 過 す る か 、 又 は 酵 素 の 使 用 、
界 面 活 性 剤 の 使 用 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 の 使 用 、 超 音 波 及 び 熱 処 理 、 タ ン パ ク 質 沈 殿 な ど を
含 む サ ン プ ル 分 解 な ど に よ る 試 験 サ ン プ ル の 処 理 を 含 む 。
　
　 微 小 孔 物 質 は 、 多 く の 異 な る 表 面 を 有 す る 。 例 え ば 、 平 面 的 表 面 、 外 部 表 面 、 内 部 表 面
、 及 び 湿 表 面 が あ る 。 微 小 孔 物 質 か ら 構 成 さ れ る フ ィ ル タ ー の 模 式 図 は 、 図 １ ａ 及 び １ ｂ
に お い て 図 示 さ れ る 。 図 １ ａ は 、 微 小 孔 物 質 １ ０ ０ を 示 す フ ィ ル タ ー の 上 面 図 で あ り 、 こ
こ で １ １ ０ は 、 微 小 孔 物 質 に お け る 多 数 の 穴 又 は 孔 の う ち の 一 つ を あ ら わ す 。 こ れ ら の 穴
は 、 均 一 の 間 隔 又 は 大 き さ で あ る 必 要 は な い が 、 多 く の 実 施 態 様 で は 、 均 一 の 間 隔 又 は 大
き さ で あ る 。 フ ィ ル タ ー に 付 随 す る 多 く の 異 な る 表 面 が 存 在 す る 。 図 １ ｂ は 、 微 小 孔 物 質
を 有 す る フ ィ ル タ ー の 断 面 図 で あ る 。 例 え ば 、 微 小 孔 物 質 の 外 部 表 面 １ ３ ０ に よ り 作 ら れ
る 平 面 、 並 び に 複 数 の 孔 及 び 穴 に 起 因 す る 開 口 部 １ １ ０ に よ り 定 義 さ れ る 平 面 的 表 面 １ ２
０ が 存 在 す る 。 内 部 表 面 １ ４ ０ は 、 微 小 孔 物 質 を 貫 通 す る チ ャ ネ ル １ ５ ０ に よ り 形 成 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　
　
　 被 分 析 物 が 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 の い ず れ か と 接 触 さ れ る と き 、 微 小 孔
物 質 は 、 被 分 析 物 が 微 小 孔 物 質 中 に 入 り 込 む こ と 及 び 微 小 孔 物 質 を 通 り 抜 け る こ と を 妨 げ
る か 又 は 阻 害 す る 。 微 小 孔 物 質 は 、 被 分 析 物 と 相 互 作 用 し て 、 微 小 孔 物 質 を 通 し た 被 分 析
物 の 分 子 崩 壊 を 実 質 的 に 妨 げ る 。 一 の 態 様 で は 、 表 面 ろ 過 は 、 被 分 析 物 を 迅 速 に 局 在 化 し
、 そ し て 濃 縮 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 表 面 ろ 過 の 効 率 は 、 種 々 の パ ラ メ ー タ ー 、 例 え ば
、 被 分 析 物 対 孔 サ イ ズ 比 、 ろ 過 さ れ る 液 体 中 の 不 純 物 の 組 成 、 及 び 被 分 析 物 と 表 面 と の 相
互 作 用 に 左 右 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 に 記 載 さ れ る 態 様 で は 、 被 分 析 物 を 含 む サ ン プ ル が 、 微 小 孔 物 質 と 接 触 す る と き に 、
被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 上 に 局 在 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 局 在 さ れ る 」 と い う
用 語 は 、 物 質 の 表 面 付 近 に お け る 被 分 析 物 の 濃 度 の 増 加 と し て 定 義 さ れ る 。 こ う し て 、 被
分 析 物 の 微 小 孔 物 質 内 へ の 流 れ 込 み 、 及 び /又 は 微 小 孔 物 質 通 過 が 低 減 又 は 抑 制 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 局 在 さ れ た 被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 存 在 し 、 そ し て 微 小 孔 物 質 内 に は ト ラ
ッ プ さ れ な い 。 図 １ ｂ を 参 照 す る と 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 表 面 付 近 」 は 、 (１ )微 小
孔 物 質 の 平 面 的 表 面 の 下 １ ０ ミ ク ロ ン の 領 域 、 該 領 域 は １ ６ ０ で あ る 、 (２ )微 小 孔 物 質 の
平 面 的 表 面 １ ２ ０ の 近 接 部 、 又 は (３ )平 面 的 表 面 の 上 ２ ５ μ ｍ の 領 域 、 該 領 域 は １ ７ ０ で
あ る 、 と し て 定 義 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 の 全 体 又 は 一 部 は 、 微 小 孔 物 質 の 平 面
的 表 面 の 多 く と も １ ０ ミ ク ロ ン 下 に 存 在 す る 。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 が 、 平 面 的 表 面 に
近 接 す る 場 合 、 該 被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 の 外 部 表 面 と 直 接 接 触 す る 。 一 の 態 様 で は 、 被
分 析 物 は 、 平 面 的 表 面 の 下 、 孔 の 深 さ に 対 し て １ ０ ％ 、 孔 の 深 さ に 対 し て ８ ％ 、 孔 の 深 さ
に 対 し て ６ ％ 、 孔 の 深 さ に 対 し て ４ ％ 、 孔 の 深 さ に 対 し て ３ ％ 、 又 は 孔 の 深 さ に 対 し て ２
％ の 位 置 に 存 在 す る 。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 の 平 面 的 表 面 の 下 、 １ ０ μ
ｍ 、 ５ μ ｍ 、 ４ μ ｍ 、 ３ μ ｍ 、 ２ μ ｍ 、 １ μ ｍ 、 又 は ０ .５ μ ｍ ～ 平 面 的 表 面 の 上 ２ ５ μ

10

20

30

40

50

(25) JP 2006-511792 A 2006.4.6

４ .　 表 面

５ .　 被 分 析 物 の 微 小 孔 物 質 と の 相 互 作 用
ｉ .　 局 在



ｍ 、 １ ０ μ ｍ 、 ９ μ ｍ 、 ８ μ ｍ 、 ７ μ ｍ 、 ６ μ ｍ 、 ５ μ ｍ 、 ４ μ ｍ 、 ３ μ ｍ 、 ２ μ ｍ 、 １
μ ｍ の 位 置 に 存 在 す る 。 こ こ で 、 平 面 的 表 面 の 下 の 端 点 の い ず れ も が 、 平 面 的 表 面 の 上 の
端 点 の い ず れ か と 共 に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 一 の 態 様 で は 、 少 な く と も １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％
、 ８ ０ ％ 、 又 は ９ ０ ％ の 被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 。 別 の 態 様 で
は 、 局 在 化 さ れ る 被 分 析 物 の 量 は 、 少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ６ ％ 、 少 な く と も ９
７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ％ 、 少 な く と も ９ ９ .５ ％ 、 又 は １ ０ ０ ％ で あ
る 。 一 の 態 様 で は 、 標 的 の 被 分 析 物 は 、 個 々 の 単 離 さ れ た 分 子 と し て の 微 小 孔 分 子 の 表 面
付 近 に 濃 縮 さ れ る 。 こ の 態 様 は 、 以 下 に 記 載 さ れ る 分 子 計 測 に 有 用 で あ る 。 別 の 態 様 で は
、 標 的 分 子 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 の 互 い の 上 面 上 に 層 状 に な り う る 。 機 械 的 ろ 過 に よ
る 被 分 析 物 の 局 在 化 は 、 次 の 処 理 用 の 純 粋 な 被 分 析 物 の 取 得 方 法 で あ っ て 、 極 め て 早 く 、
複 雑 で は な い 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 分 子 計 数 用 に 被 分 析 物 質 を 保 持 す る た め に 拡 散 制 御 反 応 を 必 要 と す る 先 行 技 術
と は 異 な っ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 は 、 微 小 孔 表 面 付 近 に 被 分 析 物 を 局 在
さ せ る た め の 弱 い 表 面 相 互 作 用 を 使 用 す る 。 例 え ば 、 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る 場 合 、 可 逆 性
の 核 酸 処 理 、 並 び に フ ィ ル タ ー 表 面 に 急 速 に 核 酸 を 局 在 さ せ る た め の 強 力 な 表 面 相 互 作 用
、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 共 有 結 合 な ど は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質
の い ず れ か を 使 用 し た 場 合 に 可 能 に な る 。 任 意 な も の で あ る が 、 局 在 化 さ れ る 核 酸 に 相 補
的 で あ る 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 核 酸 を 局 在 化 さ せ る た め に 微 小 孔 上 に 存 在 す る
こ と は 必 要 と さ れ な い 。 別 の 態 様 で は 、 極 度 に 感 度 の 高 い ウ イ ル ス 量 ア ッ セ イ に お い て 見
ら れ る 極 度 に 低 濃 度 の 核 酸 を 検 出 す る た め に 、 微 小 孔 物 質 は 、 光 学 的 分 子 計 数 技 術 と と も
に 使 用 さ れ て 、 分 子 増 幅 な し に 核 酸 濃 度 を 直 接 決 定 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の こ と は 、
高 い 濃 縮 の 効 果 、 並 び に 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ た 核 酸 の 優 れ た 検 出 性 の た め 可
能 に な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 上 で 記 載 さ れ る よ う に 、 核 酸 の 分 離 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に お け る 核 酸 と 表 面 と の
弱 い 相 互 作 用 に よ り 促 進 さ れ る 。 し か し な が ら 、 分 子 規 模 (molecular scale)に つ い て 厳
密 に 考 え る と 、 核 酸 は 、 ミ ク ロ ン サ イ ズ の 規 模 に 変 形 可 能 で あ り 、 特 定 の 条 件 下 で は 、 実
際 の フ ィ ル タ ー の 孔 の 直 径 を 通 り 抜 け う る 。 局 在 化 に よ り 核 酸 を 選 別 す る こ と は 、 被 分 析
物 が 崩 壊 し て 微 小 孔 物 質 内 に 入 る こ と を 妨 げ る た め に 、 被 分 析 物 質 と 微 小 孔 物 質 と の 間 の
相 互 作 用 を 含 む 。 こ の 点 か ら 見 て 、 微 小 孔 物 質 中 に 存 在 す る 孔 の 大 き さ は 、 い つ 微 小 孔 物
質 を 選 ぶ か を 考 慮 す る た め に 変 化 す る 大 き さ で あ る 。 孔 は 、 被 分 析 物 を 効 率 的 に 除 外 す る
た め に 十 分 小 さ く あ る べ き で あ る が 、 サ ン プ ル 液 体 中 に 残 存 す る 不 純 物 の 早 い 通 過 を 可 能
に す る た め に 十 分 大 き く あ る べ き で あ る 。 該 技 術 の 模 式 的 描 写 は 、 図 ２ に 図 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 ２ a及 び ２ ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 被 分 析 物 ２ ０ ０ は 、 溶 液 流 ２ ４ ０ か ら の 機 械 的 な ろ
過 に よ り 、 複 数 の 微 小 孔 ２ ２ ０ と フ ラ ッ ト ２ ３ ０ を 有 す る 微 小 孔 物 質 ２ １ ０ の 表 面 付 近 に
局 在 さ れ た 。 被 分 析 物 ２ ０ ０ の 長 さ は 、 微 小 孔 ２ ２ ０ の 寸 法 に 比 べ て 大 き く 、 そ し て 図 ２
aに 図 示 さ れ る よ う に 幾 つ か の か 開 口 部 に 物 理 的 に ま た が う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 ２ ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 表 面 相 互 作 用 は 、 局 在 化 被 分 析 物 ２ ０ ０ と フ ラ ッ ト ２ ３ ０ の
露 出 し た 表 面 と の 間 に お こ る 。 ポ リ マ ー と 表 面 と の 間 の 相 互 作 用 は 、 広 く 試 験 さ れ 、 そ し
て 実 質 的 に ０ の 相 互 作 用 か ら 完 全 な 共 有 結 合 に よ る 固 定 化 ま で 変 化 す る 。 機 械 シ ス テ ム に
純 粋 に 類 似 す る こ と に よ っ て 、 図 ２ ｂ の 溶 液 ２ ４ ０ が フ ィ ル タ ー を 通 し て 流 れ る 場 合 、 被
分 析 物 ２ ０ ０ は 、 被 分 析 物 ２ ０ ０ と フ ラ ッ ト ２ ３ ０ と の 間 に 生 じ る 剪 断 力 ２ ６ ０ に 支 え ら
れ る 分 子 張 力 ２ ５ ０ に よ り 微 小 孔 ２ ２ ０ に わ た っ て 支 え ら れ る 。 こ の こ と は 、 既 知 の 分 子
変 形 能 力 に 関 連 し て 実 際 の ろ 過 に 所 望 さ れ る 比 較 的 大 き い 孔 直 径 の 結 果 で あ る 。 大 き な 被
分 析 物 が 多 く の 孔 に ま た が っ て い る こ と を 考 慮 に い れ て も 、 剪 断 力 ２ ６ ０ は 、 被 分 析 物 ２
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０ ０ が 崩 壊 し て 微 小 孔 ２ ２ ０ を 通 過 す る こ と を 防 ぐ た め に 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 シ リ カ 又 は 別 の 多 孔 支 持 体 の 孔 の 中 に 吸 着 /沈 降 す る こ と に 頼 る 周 知 の 被 分 析 物 の 精 製
方 法 論 と は 異 な っ て 、 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る 場 合 、 核 酸 局 在 に 必 要 と さ れ る 弱 い 相 互 作 用
が 、 穏 和 な 条 件 下 に お け る 可 溶 性 、 コ イ ル 形 態 の 核 酸 に お い て 達 成 さ れ る 。 一 の 態 様 で は
、 可 逆 性 核 酸 処 理 に つ い て の 弱 い 表 面 相 互 作 用 が 考 慮 さ れ る 。 別 の 態 様 で は 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 、 共 有 結 合 な ど の 強 力 な 表 面 相 互 作 用 は 、 迅 速 な 核 酸 局 在 化 の た め に 使 用 さ
れ う る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　
　 「 局 在 化 」 と い う 用 語 は ま た 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 被 分 析 物 質 を 固 定 化 す る こ と を
含 む 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 固 定 化 」 と い う 用 語 は 、 計 数 さ れ る の に 十 分 長 い 時 間 微
小 孔 物 質 の 表 面 付 近 の 特 異 的 領 域 に 被 分 析 物 を 制 止 す る こ と と し て 定 義 さ れ る 。 一 の 態 様
で は 、 被 分 析 物 は 、 特 異 的 検 出 期 間 の 間 、 １ μ ｍ 3 の 領 域 に 固 定 化 さ れ る 。 「 局 在 化 」 と
い う 用 語 は ま た 、 被 分 析 物 を 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 濃 縮 す る こ と も 含 む 。 本 明 細 書 中 に
使 用 さ れ る 「 被 分 析 物 の 濃 縮 」 は 、 濃 縮 さ れ た 被 分 析 物 の 純 度 に 関 わ ら ず 、 決 め ら れ た 領
域 で 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 被 分 析 物 を 集 積 す る こ と と し て 定 義 さ れ る 。 被 分 析 物 が 、
微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ る 場 合 、 被 分 析 物 は 、 可 逆 的 に 又 は 非 可 逆 的 に 微 小 孔 物
質 に 結 合 さ れ う る 。 被 分 析 物 が 「 可 逆 的 に 」 結 合 さ れ る 場 合 、 被 分 析 物 の 大 部 分 が 、 微 小
孔 か ら 取 り 外 さ れ う る 。 逆 に 、 被 分 析 物 が 「 不 可 逆 的 に 」 結 合 さ れ る 場 合 、 被 分 析 物 の 大
部 分 を 微 小 孔 物 質 か ら 取 り 外 す こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　
　 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 を 手 助 け す る た め に 、 様 々 な 無 機 塩 は 、 場 合 に よ り サ
ン プ ル 溶 液 中 に 使 用 さ れ う る 。 例 え ば 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ な ど の 塩 又 は グ ア ニ ジ ニ ウ ム ・ イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト 、 グ ア ニ ジ ニ ウ ム ・ ヒ ド ロ ク ロ リ ド な ど を 含 む カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 は 、 望 ま れ る
と き 、 サ ン プ ル 溶 液 中 に も 使 用 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 使 用 さ れ る 塩 の 濃 度 は 、 ２ Ｍ 未
満 、 例 え ば １ .８ Ｍ 、 １ .６ Ｍ 、 １ .４ Ｍ 、 １ .２ Ｍ 、 １ .０ Ｍ 、 ０ .８ Ｍ 、 ０ .６ Ｍ 、 ０ .４ Ｍ
、 ０ .２ Ｍ 、 ０ .１ Ｍ 、 ０ .０ ５ Ｍ で あ り う る 。 こ こ で 、 濃 度 の い ず れ か は 、 別 の 濃 度 と と
も に 範 囲 を 形 成 し う る (例 え ば ０ .１ Ｍ ～ １ .８ Ｍ )。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 態 様 で は 、 緩 衝 液 は 、 局 在 化 を 促 進 す る た め 、 被 分 析 物 を 含 む サ ン プ ル へ と 加 え ら
れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 ト リ ス 、 カ ー ボ ネ ー ト ／ バ イ カ ー ボ ネ ー ト な ど は 使 用 さ れ う る 。
別 の 態 様 で は 、 リ ン 酸 緩 衝 液 は 、 微 小 孔 物 質 上 へ の 被 分 析 物 の 保 持 を 無 効 に す る た め に 使
用 さ れ 、 そ う し て 、 被 分 析 物 は 、 所 望 さ れ る な ら 次 の 分 析 の た め 微 小 孔 物 質 か ら 容 易 に 取
り 除 か れ う る 。 リ ン 酸 イ オ ン は 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 充 填 剤 に 結 合
す る こ と が 知 ら れ て お り 、 並 び に 微 小 孔 物 質 上 の 同 じ 弱 い 結 合 部 位 と 競 合 で き る 。 一 の 態
様 で は 、 緩 衝 液 は 、 サ ン プ ル の ｐ Ｈ を 制 御 す る 為 に 使 用 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 約 ４ よ
り 低 い ｐ Ｈ 値 は 、 緩 衝 イ オ ン と は 無 関 係 の 核 酸 局 在 の 高 い 効 率 を も た ら す 。 別 の 態 様 で は
、 ９ ～ １ ０ よ り 高 い ｐ Ｈ 値 は 、 ア ミ ン 改 変 さ れ た 微 小 孔 表 面 で さ え 局 在 効 率 の 低 下 を 示 す
。 一 の 態 様 で は 、 サ ン プ ル ｐ Ｈ は 、 タ ン パ ク 質 沈 降 を 最 小 化 す る た め に 、 サ ン プ ル の ｐ Ｈ
は 、 ６ ～ ８ の 範 囲 に 維 持 さ れ る 。 こ の ｐ Ｈ 範 囲 で は 、 核 酸 を 効 率 よ く 局 在 化 す る た め の 微
小 孔 物 質 の 能 力 は 、 表 面 の 改 変 、 塩 濃 度 、 及 び 緩 衝 塩 な ど の イ オ ン 添 加 物 に よ り 左 右 さ れ
る 。 別 の 態 様 で は 、 酵 素 又 は 界 面 活 性 剤 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 し う る 。 別 の 態 様 で は 、 後
で よ り 十 分 に 記 載 さ れ る よ う に 、 様 々 な 緩 衝 液 、 塩 、 タ ン パ ク 質 、 界 面 活 性 剤 な ど の 局 在
化 に つ い て の 効 果 は 、 微 小 孔 表 面 と 被 分 析 物 と の 間 の 相 互 作 用 の 性 質 に 左 右 さ れ る 。 例 え
ば 、 ０ .２ ミ ク ロ ン の 公 称 の 孔 サ イ ズ を 有 す る 平 面 的 、 改 変 さ れ て い な い 無 機 金 属 酸 化 物
の 微 小 孔 、 例 え ば ア ノ ポ ア ０ .２ ミ ク ロ ン 膜 フ ィ ル タ ー 表 面 上 へ の 核 酸 の 局 在 化 は 、 塩 濃
度 を 伴 う こ と に よ り 局 在 効 率 の 増 加 を 示 す 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う に 、 こ の 塩 効 果
は 、 こ の 塩 が カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 で あ る か に 左 右 さ れ な い 。 さ ら に こ の 塩 効 果 は 、 低 濃 度 の
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塩 の み が 効 果 的 な 局 在 化 を 作 り 出 す た め に 必 要 と さ れ て い る こ と を 示 し 、 該 濃 度 は 、 一 般
的 に １ モ ル 濃 度 未 満 、 通 常 １ ０ ０ ミ リ モ ル 濃 度 未 満 で あ る 。 ア ミ ン 改 変 ア ノ ポ ア ０ .２ ミ
ク ロ ン 膜 フ ィ ル タ ー は 、 塩 濃 度 と は 独 立 で あ る 効 率 的 な 局 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 微 小 孔 表 面 を コ ー ト す る 物 質 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 界 面 活 性 剤 な ど は 、 被 分 析 物 － 表
面 相 互 作 用 の 改 変 に よ っ て 局 在 化 に 影 響 し う る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 及 び 界 面 活 性 剤 は 、
未 改 変 ０ .２ ミ ク ロ ン ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー に つ い て 一 般 的 に 低 い 局 在 効 率 で あ る が 、 ア
ミ ン 改 変 フ ィ ル タ ー に お い て ほ と ん ど 効 果 を 有 さ な い 。 以 前 に 記 載 さ れ る よ う に 、 特 定 の
イ オ ン 例 え ば 、 リ ン 酸 、 ホ ウ 酸 、 重 炭 酸 な ど は 、 お そ ら く 微 小 孔 表 面 上 の 弱 い 結 合 部 位 に
つ い て 被 分 析 物 と 競 合 す る こ と に よ っ て 、 未 改 変 の 平 面 的 ０ .２ ミ ク ロ ン ア ノ ポ ア 膜 フ ィ
ル タ ー 上 に お け る 核 酸 の 局 在 化 に 影 響 し う る 。 一 の 態 様 で は 、 ア ミ ン 改 変 さ れ た ０ .２ ミ
ク ロ ン の ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー は 、 イ オ ン 効 果 の か な り の 低 下 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 微 小 孔 物 質 」 と い う 用 語 は 、 複 数 の 孔 、 穴 、 及 び ／ 又 は チ ャ
ネ ル を 有 す る 物 質 の い ず れ か で あ る 。 こ の 微 小 孔 物 質 は 、 液 体 が 、 物 質 を 通 過 し て 流 れ る
か 又 は 物 質 内 に 流 れ る こ と を 可 能 に す る 。 微 小 孔 物 質 は 、 １ ミ ク ロ ン 未 満 の 寸 法 を 有 す る
小 さ く 均 一 で あ り 、 高 密 度 で あ る 穴 又 は 孔 を 一 般 的 に 有 す る 。 微 小 孔 物 質 は 、 局 在 さ れ た
被 分 析 物 を 分 析 す る た め に 使 用 さ れ る 特 定 の 検 出 技 術 に 応 じ て 、 場 合 に よ り 可 視 光 、 紫 外
線 、 又 は 赤 外 線 に 対 し 透 過 型 で あ り う る 。 微 小 孔 物 質 は 、 該 物 質 を 通 し た 早 い 水 の 流 れ を
可 能 に す る た め 親 水 性 で あ り う る 。 微 小 孔 物 質 は 、 望 ま れ る 場 合 、 場 合 に よ り 不 透 明 (opa
que)で あ り う る 。 微 小 孔 物 質 は 、 簡 単 な 取 り 扱 い の た め 良 好 な 機 械 的 強 度 、 低 い 非 特 異 性
結 合 、 及 び 被 分 析 物 と 比 較 的 反 応 し な い 性 質 を 有 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 微 小 孔
物 質 」 と い う 用 語 は 、 以 下 に 記 載 さ れ る 複 合 体 及 び 改 変 微 小 孔 物 質 の い ず れ か を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 一 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 、 約 ０ .０ ２ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .２ ミ ク ロ ン の 範 囲 の 大 き さ の
直 径 を 有 し う る 。 無 傷 の 細 菌 、 細 胞 、 粒 子 な ど の か な り 大 き い 被 分 析 物 で は 、 大 き い 孔 サ
イ ズ が 意 図 さ れ る 。 以 前 に 議 論 さ れ た よ う に 、 孔 の 大 き さ が 大 き い ほ ど 、 幾 つ か の 例 で 一
般 的 に 見 ら れ る 不 純 物 で 栓 さ れ る 傾 向 が 少 な く な る 。 １ ０ ミ ク ロ ン ま で の 孔 の サ イ ズ は 、
特 定 の サ ン プ ル の 分 析 に つ い て 意 図 さ れ う る 。 別 の 態 様 で は 、 孔 の 直 径 は 、 約 ０ .０ ２ ミ
ク ロ ン ～ 約 ０ .１ ８ ミ ク ロ ン 、 約 ０ .０ ２ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .１ ６ ミ ク ロ ン 、 約 ０ .０ ２ ミ ク ロ
ン ～ 約 ０ .１ ４ ミ ク ロ ン 、 約 ０ .０ ２ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .１ ２ ミ ク ロ ン 、 約 ０ .０ ２ ミ ク ロ ン ～
約 ０ .１ ミ ク ロ ン 、 約 ０ .０ ４ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .２ ミ ク ロ ン 、 約 ０ .０ ６ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .２
ミ ク ロ ン 、 約 ０ .０ ８ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .２ ミ ク ロ ン 、 又 は 約 ０ .１ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ .２ ミ ク ロ
ン で あ り う る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 微 小 孔 物 質 は 、 高 濃 度 の 小 さ く 、 均 一 な 穴 又 は 孔 を 有 す る か 、 又 は そ う し た 材 料 へ と 変
換 さ れ う る 物 質 の い ず れ か か ら 構 成 さ れ う る 。 そ う し た 物 品 の 例 は 、 非 限 定 的 に 、 無 機 物
質 、 ポ リ マ ー な ど を 含 む 。 一 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 、 セ ラ ミ ッ ク 、 金 属 、 炭 素 、 ガ ラ
ス 、 金 属 酸 化 物 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 、 ト ラ ッ ク ・
エ ッ チ (track etch)物 質 、 電 気 化 学 的 に 形 成 さ れ た 無 機 物 質 な ど を 含 む 。 「 電 気 化 学 的 に
形 成 さ れ た 無 機 物 質 」 と い う 用 語 は 、 金 属 を 金 属 酸 化 物 へ と 電 気 的 に 変 換 す る こ と に よ り
形 成 さ れ る 物 質 と し て 本 明 細 書 中 に 定 義 さ れ る 。 「 ト ラ ッ ク ・ エ ッ チ 物 質 」 と い う 用 語 は
、 物 質 内 に 穴 を 作 り だ す た め に 、 ポ リ マ ー 膜 上 に 電 離 放 射 線 を 使 用 す る こ と に よ り 形 成 さ
れ る 物 質 と し て 定 義 さ れ る 。 そ う し た 物 質 は 、 市 販 さ れ て い る 。 米 国 特 許 第 5,716,526号
に 開 示 さ れ る 微 小 孔 物 質 の い ず れ も が 使 用 さ れ う る 。 該 文 献 は 、 そ の 全 て を 援 用 さ れ る 。
さ ら な る 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 が 金 属 酸 化 物 で あ る 場 合 、 該 金 属 酸 化 物 は 、 酸 化 ア ル ミ ニ
ウ ム 、 酸 化 ジ ル コ ニ ウ ム 、 酸 化 チ タ ン 、 ゼ オ ラ イ ト 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 。 ゼ オ ラ
イ ト の 例 は 、 非 限 定 的 に 、 米 国 特 許 第 4,304,675号 ;第 4,437,429号 ;第 4,793,833号 ;及 び 第
6,284,232号 に 記 載 さ れ る 。 こ れ ら の 文 献 は 、 そ の 全 て を 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。 一 の
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態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 が 、 金 属 酸 化 物 で あ る 場 合 、 金 属 酸 化 物 は 、 １ 以 上 の 金 属 塩 を 様 々
な 量 で 含 み う る 。 例 え ば 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 又 は 硫 酸 ア ル ミ ニ ウ
ム な ど の ア ル ミ ニ ウ ム 塩 は 、 微 小 孔 物 質 の 一 部 で あ り う る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 一 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 、 電 気 鋳 造 さ れ た 無 機 金 属 酸 化 物 で あ り 、 例 え ば 米 国 特 許
第 6,225,131号 に お い て 記 載 さ れ る 。 該 文 献 の 開 示 は 、 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。 そ う し
た セ ラ ミ ッ ク 膜 は 、 Whatman, Incか ら 販 売 さ れ 、 そ し て ア ノ ポ ア (商 標 )及 び ア ノ デ ィ ス ク
(Anodisc)(商 標 )と い う 商 標 名 で 流 通 し て い る 。 ア ノ ポ ア 膜 は 、 各 孔 が お お よ そ 直 径 ０ .２
ミ ク ロ ン × 長 さ ５ ０ ミ ク ロ ン を 有 す る 蜂 の 巣 上 の 構 造 を 有 す る 。 ア ノ ポ ア 膜 は 、 少 量 の リ
ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム (５ ～ １ ０ ％ )を 伴 う 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム か ら 主 に 構 成 さ れ る 。 こ の 態 様 で
は 、 こ れ ら の 微 小 孔 物 質 は 、 以 下 の 望 ま し い 特 徴 を 有 す る ： 可 視 光 ス ペ ク ト ル に お い て 実
質 的 に 非 蛍 光 で あ り ； か な り 均 一 な 孔 構 造 で あ り ； 高 密 度 の 孔 及 び 高 い 液 流 速 で あ り ； 比
較 的 硬 く ； 平 面 的 で あ り ； 及 び 濡 れ た と き 場 合 に よ り 透 明 で あ り ； 高 い 融 点 で あ り 及 び プ
ラ ス チ ッ ク に 容 易 に 熱 溶 接 で き ； 比 較 的 生 物 学 的 に 不 活 性 で あ り 、 そ し て 非 特 異 的 結 合 が
少 な く 、 又 は タ ン パ ク 質 、 核 酸 な ど の 変 性 効 果 が 少 な い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 別 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 、 被 分 析 物 の 表 面 局 在 化 を 高 め る た め に 化 学 的 に 改 変 さ れ
う る 。 例 え ば 、 核 酸 は 負 に 荷 電 さ れ た 分 子 で あ り 、 微 小 孔 物 質 は 、 正 の 荷 電 を 有 す る よ う
に 様 々 な 化 学 物 質 で 処 理 さ れ て 、 そ の 結 果 、 核 酸 は 、 イ オ ン 性 の 引 力 を 介 し て 微 小 孔 物 質
の 表 面 付 近 に 留 ま る 。 そ う し た 、 弱 い 引 力 は 、 核 酸 が 微 小 孔 物 質 を 通 り 抜 け る こ と を 妨 げ
る 点 で 役 に 立 つ 。 一 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 、 弱 い 正 の 表 面 荷 電 を 与 え る た め に 、 非 限
定 的 に 、 ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン (Ａ Ｐ Ｓ )、 エ チ レ ン ジ ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ メ
ト キ シ シ ラ ン (Ｅ Ｄ Ａ Ｐ Ｓ )、 又 は 別 の ア ミ ノ シ ラ ン 試 薬 を 含 む シ ラ ン 化 試 薬 で 前 処 理 さ れ
う る 。 別 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 局 在 を 高 め る こ と を 目 的 と し わ ず か な 表 面 荷 電 を 与 え る た
め に 、 微 小 孔 物 質 は 、 非 限 定 的 に ポ リ リ ジ ン を 含 む ポ リ マ ー 物 質 で 前 処 理 さ れ う る 。 従 っ
て 、 微 小 孔 物 質 は 、 被 分 析 物 の 保 持 を 変 化 す る た め 、 ジ オ ー ル な ど の 中 性 試 薬 で 改 変 さ れ
う る 。 該 ジ オ ー ル の 例 は 、 酸 加 水 分 解 さ れ た グ リ シ ド キ シ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン (
Ｇ Ｏ Ｐ Ｓ )で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 の い ず れ か は 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 に よ り 改 変 さ れ
う る 。 一 の 態 様 で は 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｐ Ｓ 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 は 、 約 ５ ％ の Ｅ Ｄ Ａ Ｐ Ｓ を 分 子 研
究 品 質 (molecular grade)の 水 に 室 温 で 溶 解 す る こ と に よ り 調 製 さ れ う る 。 水 溶 液 は 、 約
５ 分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ て 、 ト リ メ ト キ シ 基 を 加 水 分 解 さ せ た 。 こ の 溶 液 は
、 お よ そ １ ｃ ｍ 2 あ た り １ ミ リ リ ッ ト ル の 流 速 で 、 約 ５ 分 間 か け て 微 小 孔 物 質 を と お し て
ろ 過 さ れ 、 活 性 化 微 小 孔 物 質 は 、 約 ４ ０ ℃ で 吸 引 オ ー ブ ン 中 で 脱 水 さ れ た 。 乾 燥 微 小 孔 物
質 は 、 次 に 、 等 量 の １ × Ｔ Ｅ 緩 衝 溶 液 (１ ０ ｍ Ｍ ・ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ (ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ
チ ル )ア ミ ノ メ タ ン 塩 基 )、 １ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 )緩 衝 液 な ど 、 ｐ Ｈ
７ ～ ８ )を 数 回 ろ 過 す る こ と に よ り 洗 浄 さ れ て 、 表 面 の ｐ Ｈ を 調 節 し た 。 該 微 小 孔 物 質 を
、 等 量 の 分 子 研 究 用 品 質 の 水 で 数 回 ろ 過 し 、 そ し て 次 に 再 び 脱 水 し た 。 乾 燥 フ ィ ル タ ー は
、 室 温 で 乾 燥 状 態 で 保 存 さ れ た 。 別 の 態 様 で は 、 ジ オ ー ル 改 変 膜 フ ィ ル タ ー は 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｐ
Ｓ の 代 わ り に Ｇ Ｏ Ｐ Ｓ を 使 用 し 、 そ し て 吸 着 さ れ た エ ポ キ シ ド を ジ オ ー ル に 変 換 す る 周 知
の 酸 加 水 分 解 ス テ ッ プ を 含 む こ と に よ り 同 様 に 作 ら れ う る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 市 販 さ れ る 微 小 孔 物 質 の い く つ か 、 例 え ば ア ノ ポ ア 無 機 酸 化 物 膜 は 、 低 い 自 己 蛍 光 を 有
し た 。 し か し な が ら 、 幾 つ か の 用 途 で は 、 少 量 の 自 己 蛍 光 で さ え 有 害 で あ る 。 例 え ば 、 蛍
光 顕 微 鏡 は 、 生 物 学 的 及 び 形 態 学 的 分 析 に お い て 広 く 使 わ れ る 強 力 な 分 析 ツ ー ル で あ る 。
弱 い 蛍 光 標 本 は 、 並 外 れ て 低 い 自 己 蛍 光 を 伴 う 表 面 、 例 え ば 処 理 融 合 シ リ カ 、 ガ ラ ス 、 ま
た は ク リ ス タ リ ン ・ シ リ コ ン 上 で 調 製 さ れ な け れ ば な ら な い 。 直 接 ろ 過 表 面 上 の 小 粒 子 (
例 え ば 、 細 胞 、 ビ リ オ ン 、 核 酸 、 な ど )の 蛍 光 分 析 は 、 典 型 的 に ろ 過 膜 自 己 蛍 光 に よ り 制
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限 さ れ る 。 無 機 酸 化 微 小 孔 物 質 は 、 ポ リ マ ー 製 の 膜 よ り ず っ と 低 い 自 己 蛍 光 を 示 す が 、 該
自 己 蛍 光 は 、 弱 い 蛍 光 粒 子 の 分 析 に は 高 す ぎ る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 上 記 さ れ る よ う に 、 ア ノ ポ ア 膜 は 、 各 孔 が お よ そ 直 径 ０ .２ ミ ク ロ ン × 長 さ ５ ０ ミ ク ロ
ン の 蜂 の 巣 状 の 構 造 を 有 す る 。 微 小 孔 物 質 の 内 部 領 域 は 、 外 部 表 面 領 域 よ り ず っ と 大 き い
。 実 際 、 ア ノ ポ ア 膜 の 内 部 湿 領 域 は 、 投 影 表 面 領 域 よ り 、 典 型 的 に ５ ０ ０ 倍 大 き い 。 い く
つ か の 場 合 、 こ の 巨 大 内 部 表 面 領 域 は 、 外 部 表 面 上 に 存 在 す る 粒 子 の 光 学 分 析 に 有 害 で あ
る 。 例 え ば 、 生 物 学 的 細 胞 は 、 蛍 光 標 識 さ れ た 特 異 的 タ ン パ ク 質 の 結 合 反 応 に よ り 頻 繁 に
分 析 さ れ る 。 理 論 的 に は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 未 知 細 胞 を 局 在 化 し 、 続 い て 局 在 さ れ
た 細 胞 を 蛍 光 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 に 晒 す シ ス テ ム が 開 発 さ れ う る 。 結 合 し て い な い タ ン
パ ク 質 を 微 小 孔 物 質 か ら 洗 い 流 し た 後 に 、 局 在 化 細 胞 と 標 識 タ ン パ ク と の 間 の 特 異 的 結 合
反 応 は 、 局 在 さ れ た 細 胞 の 蛍 光 の 増 加 に よ り 検 出 さ れ る 。 残 念 な が ら 、 全 て の 表 面 は 、 非
特 異 結 合 (Ｎ Ｓ Ｂ )と 知 ら れ る も の を 示 す 。 す な わ ち 、 少 量 の 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 上 の
特 異 的 レ セ プ タ ー が な い 微 小 孔 物 質 に 結 合 す る 。 多 く の 光 学 検 出 器 は 、 特 異 的 に 標 識 さ れ
た 表 面 局 在 化 細 胞 か ら 生 じ る 特 異 的 シ グ ナ ル と 、 透 明 微 小 孔 物 質 の 内 部 に お け る 巨 大 内 部
膜 表 面 領 域 に 非 特 異 的 に 結 合 さ れ る 蛍 光 タ ン パ ク 質 か ら 生 じ る シ グ ナ ル を 区 別 す る こ と が
で き な い 。 上 記 微 小 孔 物 質 は 、 効 果 的 に サ ン プ ル 粒 子 を 、 分 析 の た め そ の 表 面 に 濃 縮 及 び
局 在 化 で き る が 、 微 小 孔 物 質 の 巨 大 内 部 表 面 領 域 へ の Ｎ Ｓ Ｂ は 、 有 用 な 感 度 を 頻 繁 に 制 限
す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ れ ら の 問 題 を 解 決 す る た め 、 微 小 孔 物 質 の 光 学 的 性 質 (例 え ば 自 己 蛍 光 、 内 部 光 学 散
乱 、 及 び 蛍 光 Ｎ Ｓ Ｂ の 検 出 )を 変 化 す る た め に 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 か ら 構 成 さ れ る 組 成
物 が 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 、 物 質 自 身 由 来 (自 己 蛍 光 )又
は 内 部 に 結 合 さ れ た ト レ ー サ ー 又 は 汚 染 物 質 由 来 (Ｎ Ｓ Ｂ )の 物 質 内 部 か ら 生 じ る 検 出 可 能
な 蛍 光 及 び 散 乱 を 低 減 す る た め に 、 微 小 孔 物 質 を 光 学 的 に 不 透 明 に す る よ う に 改 変 さ れ る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 複 合 体 」 と い う 用 語 は 、 ２ 以 上 の 物 質 か ら 構 成 さ れ る 製 品 で
あ る 。 材 料 の 選 別 に 依 存 し 、 材 料 は 、 複 合 体 を 作 り 出 す た め に 互 い に 反 応 す る こ と も あ る
し 、 又 は 反 応 し な い こ と も あ る 。 一 の 態 様 で は 、 複 合 体 は 、 微 小 孔 物 質 及 び ピ グ メ ン ト か
ら 構 成 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ピ グ メ ン ト 」 と い う 用 語 は 、 微 小 孔 物 質 の 光 学
的 性 質 を 改 変 す る 化 合 物 の い ず れ か で あ る 。 ピ グ メ ン ト は 、 微 小 孔 物 質 中 に 取 り 込 ま れ る
。 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 微 小 孔 物 質 中 に 取 り 込 ま れ る 」 と い う 用 語 は 、 ピ グ メ ン ト を
微 小 孔 物 質 に 付 着 す る 方 法 の い ず れ か と し て 定 義 さ れ る 。 ピ グ メ ン ト の 微 小 孔 物 質 へ の 付
着 は 、 共 有 結 合 、 イ オ ン 性 相 互 作 用 を 介 し て な さ れ 、 微 小 孔 物 質 の 孔 に よ る ピ グ メ ン ト の
ト ラ ッ プ 、 又 は ピ グ メ ン ト を 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 及 び /又 は 微 小 孔 物 質 の 内 部 表 面 に 沈
積 す る こ と に よ る 。 ピ グ メ ン ト は 、 微 小 孔 物 質 の 湿 表 面 の い ず れ か 上 に 取 り 込 ま れ う る 。
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 複 合 体 の い ず れ か は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 物 品 、 方 法 、 又 は
キ ッ ト の い ず れ か に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 複 合 体 は 、 ピ グ メ ン ト を 微 小 孔 物 質 中 に 取 り 込 む こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 一 の 態 様 で は
、 ピ グ メ ン ト は 、 微 小 孔 物 質 に 共 有 結 合 さ れ る 。 「 微 小 孔 物 質 に 共 有 結 合 さ れ る 」 と い う
フ レ ー ズ は 、 本 明 細 書 中 で 、 リ ン カ ー が 存 在 し な い 状 態 で 、 ピ グ メ ン ト と 微 小 孔 物 質 と の
間 で の 直 接 的 な 化 学 結 合 を 形 成 す る と 定 義 さ れ る 。 例 え ば 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 上 の 成 分 は
、 共 有 結 合 を 形 成 す る た め に ピ グ メ ン ト 上 に 存 在 す る 成 分 と 反 応 し う る 。 例 え ば 、 微 小 孔
物 質 の 表 面 上 の 成 分 は 、 ピ グ メ ン ト 上 に 存 在 す る 成 分 と 反 応 し て 、 共 有 結 合 を 形 成 し う る
。 ピ グ メ ン ト は 、 微 小 孔 物 質 の い ず れ の 湿 表 面 (つ ま り 、 内 部 及 び 外 部 表 面 )に 共 有 結 合 さ
れ う る 。 ピ グ メ ン ト と 反 応 し う る 微 小 孔 物 質 に 結 合 さ れ る 成 分 の 例 は 、 非 限 定 的 に 水 酸 基
、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 、 ア ミ ン 基 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 。
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【 ０ ０ ８ ５ 】
　 或 い は 、 「 共 有 結 合 」 と い う 用 語 は ま た 、 リ ン カ ー を 使 用 し て 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 に ピ
グ メ ン ト を 付 け る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 リ ン カ ー は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 上 の 成 分 と 結 合 を
形 成 す る こ と が で き る 成 分 、 並 び に ピ グ メ ン ト と 共 有 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 成 分 を
有 す る 化 合 物 の い ず れ か で あ り う る 。 リ ン カ ー 上 の 成 分 は 、 選 ば れ る 微 小 孔 物 質 及 び ピ グ
メ ン ト に 依 存 し て 同 じ で あ る か 又 は 異 な り う る 。 一 の 態 様 で は 、 リ ン カ ー は 、 オ ル ガ ノ シ
リ ル 基 で あ る 。 シ ラ ン 化 は 、 以 前 に 記 載 さ れ 、 そ し て 物 質 の 表 面 を 改 変 す る よ く 知 ら れ た
化 学 方 法 で あ り 、 そ し て 様 々 な 有 機 分 子 を 結 合 す る た め の 反 応 性 表 面 を 作 成 す る た め に さ
ら に 使 用 さ れ う る 。 例 え ば 、 ア ミ ン 末 端 の 反 応 性 シ ラ ン 化 試 薬 、 例 え ば ア ミ ノ プ ロ ピ ル ・
ト リ メ ト キ シ シ ラ ン (Ａ Ｐ Ｓ )及 び エ チ レ ン ジ ア ミ ノ プ ロ ピ ル ・ ト リ メ ト キ シ シ ラ ン (Ｅ Ｄ
Ａ Ｐ Ｓ )は 、 タ ン パ ク 質 リ ン カ ー と 共 有 反 応 で き る 表 面 を 作 る た め に 使 用 さ れ う る 。 さ ら
に 、 エ ポ キ シ 末 端 の 反 応 性 シ ラ ン 化 試 薬 、 例 え ば 、 グ リ シ ド キ シ プ ロ ピ ル ・ ト リ メ ト キ シ
シ ラ ン (Ｇ Ｏ Ｐ Ｓ )は 、 色 素 、 タ ン パ ク 質 、 又 は 他 の 試 薬 中 の 求 核 試 薬 と 直 接 反 応 で き る 表
面 を 作 る た め に 使 用 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 、 様 々 な 有 用 な 表 面 の 官 能 性
、 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 芳 香 族 、 疎 水 性 な ど を 与 え
る 他 の シ ラ ン 化 試 薬 で 、 当 業 者 に よ り 改 変 さ れ う る 。 シ ラ ン 化 合 物 の い ず れ か は 、 米 国 特
許 第 5,959,014号 に 開 示 さ れ る シ ラ ン 化 合 物 の い ず れ か は 、 こ の 態 様 で 使 用 さ れ う る 。 該
文 献 は 、 そ の 全 て を 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 一 の 態 様 で は 、 有 機 色 素 の 形 態 に お け る ピ グ メ ン ト は 、 微 小 孔 物 質 の 湿 表 面 に 共 有 結 合
さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 有 機 色 素 」 と い う 用 語 は 、 化 合 物 が 微 小 孔 物 質 中 に 取
り 込 ま れ る 場 合 、 微 小 孔 物 質 の 光 学 性 質 を 改 変 で き る 有 機 化 合 物 の い ず れ か と し て 定 義 さ
れ る 。 シ ラ ン 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 へ の 色 素 の 付 着 は 、 直 接 的 で あ り 、 そ し て 選 ば れ る 特
異 的 付 着 化 学 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 (例 え ば 、 Ａ Ｐ Ｓ 又 は Ｅ
Ｄ Ａ Ｐ Ｓ )は 、 非 限 定 的 に イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ト リ ア ジ ン 、 及 び 活 性 エ ス テ ル を 含 む 既
知 の ア ミ ノ 反 応 性 色 素 の 幾 つ か の 化 学 フ ァ ミ リ ー と 反 応 で き る 。 米 国 特 許 第 6,630,018号 ;
第 6,623, 908号 ;第 5,985,514号 ;及 び 第 5,294,870号 に 開 示 さ れ る 有 機 色 素 の い ず れ か は 、
本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 複 合 体 を 作 る た め に 使 用 さ う る 。 こ れ ら の 文 献 は 、 そ の 全 て を 援
用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 別 の 態 様 で は 、 有 機 色 素 は 、 微 小 孔 物 質 と の 共 有 結 合 を 形 成 す る こ と な く 微 小 孔 物 質 を
染 め る こ と が で き る 。 例 え ば 、 有 機 色 素 は 、 微 小 孔 物 質 の 孔 の 中 に 取 り 込 ま れ う る 。 さ ら
に 、 有 機 色 素 は 、 例 え ば ポ リ リ ジ ン な ど の 表 面 に 結 合 さ れ た ポ リ マ ー に 付 着 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 選 ば れ る 有 機 色 素 は 、 最 終 的 に 所 望 さ れ る 膜 の 性 質 に よ っ て 決 ま る 。 例 え ば 、 ト リ ア ジ
ニ ル 色 素 は 、 布 地 、 紙 な ど 用 の 繊 維 と 反 応 す る 永 続 的 色 素 、 並 び に 分 析 用 標 識 と し て 広 く
使 用 さ れ る 。 そ れ ら は 、 蛍 光 及 び 非 蛍 光 色 素 の 両 方 と し て 利 用 で き る 。 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ
ニ ル ア ミ ノ フ ル オ レ セ イ ン (Ｄ Ｔ Ａ Ｆ )は 、 強 力 な 蛍 光 黄 色 物 質 を 作 り 出 す た め に 、 改 変 さ
れ た 微 小 孔 物 質 と 反 応 し う る 。 低 い 蛍 光 ト リ ア ジ ニ ル 色 素 、 例 え ば リ ア ク テ ィ ブ ・ ブ ル ー
４ (Reactive Blue４ )、 又 は 有 機 色 素 の プ ロ シ オ ン Ｍ Ｘ (Procion MX)シ リ ー ズ か ら の 選 択
し た も の は 、 低 減 さ れ た 自 己 蛍 光 、 Ｎ Ｓ Ｂ 蛍 光 、 及 び 微 小 孔 物 質 散 乱 を 与 え る た め に 使 用
さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 一 の 態 様 で は 、 複 合 体 は 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム か ら 構 成 さ れ る 微 小 孔 物 質 を 含 み 、 そ し て
ピ グ メ ン ト は 、 有 機 色 素 で あ り 、 こ こ で 該 有 機 色 素 は 、 オ ル ガ ノ シ リ ル 基 に よ り 酸 化 ア ル
ミ ニ ウ ム へ と 共 有 結 合 さ れ る 。 別 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は ア ノ ポ ア で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 ピ グ メ ン ト は 、 微 小 孔 物 質 上 に 沈 積 さ れ る 。 「 微 小 孔 物 質 上 に 沈 積 さ れ
る 」 と い う 用 語 は 、 微 小 孔 物 質 の 湿 表 面 の い ず れ か の 上 に ピ グ メ ン ト を 沈 積 す る 方 法 の い
ず れ か と し て 本 明 細 書 中 に 定 義 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 得 ら れ た 沈 殿 物 又 は 沈 積 物 は 、 イ

10

20

30

40

50

(31) JP 2006-511792 A 2006.4.6



オ ン 性 化 合 物 、 非 イ オ ン 性 化 合 物 、 元 素 化 合 物 ま た は そ れ ら の 組 合 せ か ら 構 成 さ れ う る 。
一 の 態 様 で は 、 ピ グ メ ン ト は 、 遷 移 金 属 、 金 属 酸 化 物 、 合 金 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ な ど の
元 素 化 合 物 で あ る 。 遷 移 金 属 の 例 は 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ニ ッ ケ ル 、 銀 、 金 、 又 は そ れ ら の 組 合
せ を 含 む 。 別 の 態 様 で は 、 カ ー ボ ン ・ ブ ラ ッ ク 含 有 物 は 、 微 小 孔 物 質 の 孔 内 に 沈 積 さ れ う
る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 一 の 態 様 で は 、 ピ グ メ ン ト は 、 無 電 解 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン 加 工 に よ り 、 微 小 孔 物 質 上 に
沈 積 さ れ う る 。 無 電 解 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン 加 工 は 、 高 縦 横 比 の ナ ノ メ ー ト ル 規 模 の 孔 型 構
造 中 に 金 属 合 金 を 沈 積 す る こ と に つ い て 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 不 導 体 無 電 解 質 メ タ ラ
イ ゼ ー シ ョ ン 加 工 は 、 開 始 の た め の 表 面 触 媒 を 必 要 と す る 。 一 の 態 様 で は 、 パ ラ ジ ウ ム 金
属 は 、 幾 つ か の 形 態 に お い て 使 用 さ れ 、 コ ロ イ ド 懸 濁 液 、 イ オ ン 性 液 体 、 及 び 金 属 イ オ ン
で あ っ て 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 上 で 化 学 的 に 還 元 さ れ て 金 属 製 の ナ ノ ス ケ ー ル ・ ク ラ ス タ ー
を 形 成 す る も の を 含 む 。 こ れ ら の パ ラ ジ ウ ム ・ ナ ノ 粒 子 は 、 無 電 解 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン の
成 長 部 位 を 形 成 し う る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ろ 過 効 率 に 影 響 を 与 え る こ と な く 、 微 小 孔 物 質 の 光 学 性 質 を 変 化 さ せ る こ と は 望 ま し い
。 多 く の メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン 加 工 は 、 最 初 に 黒 色 沈 積 物 (パ ラ ジ ウ ム ・ ブ ラ ッ ク 、 ブ ラ ッ
ク ・ ニ ッ ケ ル 、 シ ル バ ー な ど )を 形 成 し た 。 こ れ は 、 第 一 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン 沈 積 物 の か
な り 粗 い (ナ ノ 規 模 の )不 連 続 の 性 質 の た め で あ り 、 酸 化 な ど を 含 み う る 表 面 反 応 を 伴 っ て
表 面 上 に 離 れ た 「 島 」 を 形 成 す る 。 無 電 解 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン の 当 業 者 は 、 微 小 孔 物 質 の
孔 内 の 黒 色 色 素 沈 積 物 の 形 成 を 最 大 限 に す る た め に 、 反 応 条 件 、 試 薬 な ど を 選 ぶ こ と が で
き る 。 こ れ ら の 沈 積 物 は 、 非 蛍 光 性 で あ る こ と が 分 か っ て お り 、 そ し て 膜 流 速 に 最 小 限 の
効 果 し か 有 し な い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 一 の 態 様 で は 、 複 合 体 は 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム と １ 以 上 の 遷 移 金 属 元 素 か ら 構 成 さ れ る ピ
グ メ ン ト を 含 み 、 こ こ で 該 ピ グ メ ン ト は 、 微 小 孔 物 質 上 に 沈 積 さ れ て い る 。 一 の 態 様 で は
、 微 小 孔 物 質 は 、 ア ノ ポ ア で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 遷 移 金 属 元 素 は 、 他 の 元 素 、 例 え ば リ
ン 、 ホ ウ 素 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 伴 う パ ラ ジ ウ ム 、 ニ ッ ケ ル 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ で あ る
。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 さ ら に 、 特 定 の ナ ノ ス ケ ー ル の 金 属 粒 子 が 、 プ ラ ス モ ン 共 鳴 と し て 知 ら れ る 作 用 を 受 け
る こ と が 広 く 知 ら れ て い る 。 一 の 態 様 で は 、 こ の 作 用 は 、 一 般 的 に １ ０ ～ ２ ０ ０ ナ ノ メ ー
ト ル の 寸 法 の 範 囲 の サ イ ズ に お け る 金 及 び 銀 粒 子 で 生 じ た 。 正 確 に 表 面 上 に 間 隔 を 空 け て
配 置 さ れ た 場 合 、 そ う し た 粒 子 の 集 合 は 、 プ ラ ス モ ン 共 鳴 表 面 と し て 記 載 さ れ る も の を 形
成 し う る 。 こ れ ら の 表 面 は 、 固 有 の 光 学 性 質 、 例 え ば 高 め ら れ た 吸 収 、 蛍 光 、 エ ネ ル ギ ー
移 転 な ど を 示 し う る 。 例 え ば 、 特 定 の 分 子 の ラ マ ン 散 乱 は 、 プ ラ ス モ ン 共 鳴 と 合 わ せ て 、
桁 違 い に 高 め ら れ う る 。 さ ら に 、 あ る 体 積 中 に 正 確 に 間 隔 を 空 け て 配 置 さ れ る 場 合 、 プ ラ
ス モ ン 共 鳴 粒 子 の 集 合 は 、 固 有 の 光 学 性 質 を 有 す る プ ラ ス モ ン 共 鳴 体 積 と し て 記 載 さ れ う
る も の を 形 成 し う る 。 プ ラ ス モ ン 共 鳴 体 積 が 孔 で あ る な ら 、 分 子 相 互 作 用 は 、 巨 大 内 部 の
プ ラ ス モ ン 共 鳴 表 面 内 で 生 じ 、 反 応 比 を か な り 亢 進 す る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ
る よ う に 、 ナ ノ ス ケ ー ル の 金 属 沈 積 物 は 、 微 小 孔 物 質 の 孔 内 で 形 成 さ れ う る 。 制 御 さ れ た
条 件 下 で 、 こ れ ら の 沈 積 物 は 、 プ ラ ス モ ン 共 鳴 表 面 の 形 成 に 一 致 す る サ イ ズ 範 囲 及 び 表 面
密 度 で 金 又 は 銀 か ら 形 成 さ れ う る 。 微 小 孔 物 質 が 、 適 切 な 寸 法 及 び 間 隔 で 選 ば れ る 場 合 、
プ ラ ス モ ン 共 鳴 は 、 隣 接 す る 孔 の 間 で 生 じ 、 そ し て プ ラ ス モ ン 共 鳴 体 積 を も た ら す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　
　 被 分 析 物 が 微 小 孔 物 質 上 に 局 在 化 さ れ る と 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 使 用 し て さ ら に 処 理
さ れ う る 。 以 下 の 技 術 は 、 例 示 で あ り 、 そ し て 行 わ れ る 異 な る 類 型 の 技 術 に 制 限 す る こ と
を 意 図 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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Ｃ .　 局 在 さ れ た 被 分 析 物 の 操 作



　
　 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る 場 合 、 局 在 さ れ た 核 酸 は 、 非 限 定 的 に ポ リ メ ラ ー
ゼ ・ チ ェ ー ン 反 応 、 核 酸 配 列 に 基 い た 増 幅 、 イ ソ サ ー マ ル 方 法 論 、 リ ガ ー ゼ ・ チ ェ ー ン 反
応 、 及 び ス ト ラ ン ド 置 換 増 幅 を 含 む 増 幅 技 術 を 使 用 し て 分 析 さ れ た 。 米 国 特 許 第 4,683,19
5号 ； 第 4,683,202号 ； 第 4,965,188号 ； 第 5,130,238号 ； 第 5,354,668号 ； 第 5,427,930号 ；
及 び 第 5,455,166号 に お い て 開 示 さ れ る 増 幅 技 術 の い ず れ か は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る
方 法 の い ず れ か に お い て 使 用 さ れ う る 。 こ れ ら の 文 献 は 、 そ の 全 て を 本 明 細 書 中 に 援 用 さ
れ る 。 使 用 さ れ る 増 幅 技 術 に 依 存 し て 、 核 酸 の 特 定 の 領 域 又 は 核 酸 全 体 は 、 増 幅 さ れ う る
。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 が 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 不 可 逆 的 に 局 在 化 さ れ る 場 合 、 増
幅 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 で 起 こ る 。 別 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 が 可 逆 的 に 微 小 孔 物 質 の
表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 場 合 、 増 幅 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 で お こ る か 及 び /又 は 被 分
析 物 が 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に も は や 存 在 し な い 溶 液 中 で 起 こ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 一 の 態 様 で は 、 核 酸 は 、 　
　 (ａ )増 幅 さ れ た 核 酸 を 作 り 出 す た め に 既 知 の 体 積 を 有 す る 液 体 サ ン プ ル 中 で 核 酸 を 増 幅
し 、 そ し て
　 (ｂ )増 幅 さ れ た 核 酸 を 含 む サ ン プ ル を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 の い ず れ か
に 通 す こ と
　 に よ り 増 幅 さ れ る 。 こ こ で 該 増 幅 さ れ た 核 酸 は 、 複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 別 の 態 様 で は 、 核 酸 は 、
　 (ａ )　 既 知 の 体 積 を 有 し 、 核 酸 を 含 む 液 体 サ ン プ ル を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る い ず れ
か の 微 小 孔 物 質 に 通 し 、 こ こ で 該 核 酸 は 、 複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ 、 そ し て
　 (ｂ )　 該 核 酸 を 増 幅 す る こ と
　 に よ り 増 幅 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　
　 以 下 は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン /同 定 方 法 に お い て 使 用 さ れ
う る 化 合 物 の 異 な る 類 型 に つ い て 論 じ る 。
　
　 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン /同 定 方 法 で 使 用 さ れ う る 様 々 な 配 列
が 存 在 し 、 こ れ ら の 全 て は 、 核 酸 又 に よ り コ ー ド さ れ る か 、 又 は 核 酸 で あ る 。 こ れ ら の 遺
伝 子 の ヒ ト ア ナ ロ グ 、 並 び に 別 の ア ナ ロ グ 、 及 び こ れ ら の 遺 伝 子 の ア レ ル 、 及 び ス プ ラ イ
ス バ リ ア ン ト 及 び 別 の バ リ ア ン ト の 類 型 は 、 ジ ェ ン バ ン ク (Genbank)を 含 む 様 々 な タ ン パ
ク 質 及 び 遺 伝 子 デ ー タ ー ベ ー ス に お い て 利 用 で き る 。 こ の 出 願 の 出 願 時 に ジ ェ ン バ ン ク で
利 用 で き る 配 列 は 、 そ の 全 て 並 び に そ の 中 に 含 ま れ る 個 々 の サ ブ シ ー ケ ン ス を 本 明 細 書 中
に 援 用 さ れ る 。 ジ ェ ン バ ン ク に は 、 http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgiで ア ク
セ ス で き る 。 当 業 者 は 、 配 列 の 相 異 及 び 違 い の 決 定 の 仕 方 、 及 び 特 定 の 配 列 を 別 の 関 連 配
列 と 関 連 付 け る 組 成 物 及 び 方 法 の 調 節 の 仕 方 を 理 解 す る 。 プ ラ イ マ ー 及 び /又 は プ ロ ー ブ
は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ そ し て 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 情 報 を 与 え ら れ た 既 知 配 列 の
い ず れ か に つ い て 設 計 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 こ の 産 物 は 、 少 な く と も 、 ２ ０ 、 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ３ 、 ２ ４ 、 ２ ５ 、
２ ６ 、 ２ ７ 、 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３ 、 ３ ４ 、 ３ ５ 、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ３
９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、 ４ ２ 、 ４ ３ 、 ４ ４ 、 ４ ５ 、 ４ ６ 、 ４ ７ 、 ４ ８ 、 ４ ９ 、 ５ ０ 、 ５ １ 、 ５ ２
、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ５ 、 ５ ６ 、 ５ ７ 、 ５ ８ 、 ５ ９ 、 ６ ０ 、 ６ １ 、 ６ ２ 、 ６ ３ 、 ６ ４ 、 ６ ５ 、
６ ６ 、 ６ ７ 、 ６ ８ 、 ６ ９ 、 ７ ０ 、 ７ １ 、 ７ ２ 、 ７ ３ 、 ７ ４ 、 ７ ５ 、 ７ ６ 、 ７ ７ 、 ７ ８ 、 ７
９ 、 ８ ０ 、 ８ １ 、 ８ ２ 、 ８ ３ 、 ８ ４ 、 ８ ５ 、 ８ ６ 、 ８ ７ 、 ８ ８ 、 ８ ９ 、 ９ ０ 、 ９ １ 、 ９ ２
、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８ 、 ９ ９ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １ ５ ０ 、 １ ７ ５ 、 ２ ０
０ 、 ２ ２ ５ 、 ２ ５ ０ 、 ２ ７ ５ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ２ ５ 、 ３ ５ ０ 、 ３ ７ ５ 、 ４ ０ ０ 、 ４ ２ ５ 、 ４ ５
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１ .　 増 幅

２ .　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 同 定

ｉ .　 配 列



０ 、 ４ ７ ５ 、 ５ ０ ０ 、 ５ ５ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ６ ５ ０ 、 ７ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 ８ ０ ０ 、 ８ ５ ０ 、 ９ ０
０ 、 ９ ５ ０ 、 １ ０ ０ ０ 、 １ ２ ５ ０ 、 １ ５ ０ ０ 、 １ ７ ５ ０ 、 ２ ０ ０ ０ 、 ２ ２ ５ ０ 、 ２ ５ ０ ０
、 ２ ７ ５ ０ 、 ３ ０ ０ ０ 、 ３ ５ ０ ０ 、 又 は ４ ０ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 産 物 は 、 ２ ０ 、 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ３ 、 ２ ４ 、 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ７ 、 ２ ８
、 ２ ９ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３ 、 ３ ４ 、 ３ ５ 、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ３ ９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、
４ ２ 、 ４ ３ 、 ４ ４ 、 ４ ５ 、 ４ ６ 、 ４ ７ 、 ４ ８ 、 ４ ９ 、 ５ ０ 、 ５ １ 、 ５ ２ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５
５ 、 ５ ６ 、 ５ ７ 、 ５ ８ 、 ５ ９ 、 ６ ０ 、 ６ １ 、 ６ ２ 、 ６ ３ 、 ６ ４ 、 ６ ５ 、 ６ ６ 、 ６ ７ 、 ６ ８
、 ６ ９ 、 ７ ０ 、 ７ １ 、 ７ ２ 、 ７ ３ 、 ７ ４ 、 ７ ５ 、 ７ ６ 、 ７ ７ 、 ７ ８ 、 ７ ９ 、 ８ ０ 、 ８ １ 、
８ ２ 、 ８ ３ 、 ８ ４ 、 ８ ５ 、 ８ ６ 、 ８ ７ 、 ８ ８ 、 ８ ９ 、 ９ ０ 、 ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 ９
５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８ 、 ９ ９ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １ ５ ０ 、 １ ７ ５ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ２ ５ 、 ２ ５
０ 、 ２ ７ ５ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ２ ５ 、 ３ ５ ０ 、 ３ ７ ５ 、 ４ ０ ０ 、 ４ ２ ５ 、 ４ ５ ０ 、 ４ ７ ５ 、 ５ ０
０ 、 ５ ５ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ６ ５ ０ 、 ７ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 ８ ０ ０ 、 ８ ５ ０ 、 ９ ０ ０ 、 ９ ５ ０ 、 １ ０
０ ０ 、 １ ２ ５ ０ 、 １ ５ ０ ０ 、 １ ７ ５ ０ 、 ２ ０ ０ ０ 、 ２ ２ ５ ０ 、 ２ ５ ０ ０ 、 ２ ７ ５ ０ 、 ３ ０
０ ０ 、 ３ ５ ０ ０ 、 又 は ４ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 に 等 し い か 又 は そ れ 未 満 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　
　 機 能 性 核 酸 と は 、 例 え ば 、 標 的 分 子 を 結 合 し 又 は 特 異 的 反 応 を 触 媒 す る な ど の 特 別 な 機
能 を 有 す る 核 酸 分 子 で あ る 。 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 以 下 の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ う る 。 こ の
こ と は 制 限 す る こ と を 意 味 し な い 。 例 え ば 、 機 能 性 核 酸 は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 ア プ タ マ
ー 、 リ ボ ザ イ ム 、 ト リ プ レ ッ ク ス 形 成 分 子 、 及 び 外 部 の ガ イ ド 配 列 を 含 む 。 機 能 性 核 酸 分
子 は 、 標 的 分 子 に よ り 所 有 さ れ る 特 異 的 活 性 の ア フ ェ ク タ ー 、 阻 害 因 子 、 調 節 因 子 、 及 び
刺 激 因 子 と し て 作 用 し う る か 、 又 は 該 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 い ず れ の 別 の 分 子 と は 独 立 し た
新 規 の 活 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 機 能 性 核 酸 分 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 糖 鎖 な ど の 巨 大 分 子 の い ず れ
か と 相 互 作 用 し う る 。 こ う し て 、 機 能 性 核 酸 は 、 開 示 さ れ た 核 酸 の い ず れ か の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と
相 互 作 用 し う る 。 機 能 性 核 酸 は 、 標 的 分 子 と 機 能 性 核 酸 分 子 と の 間 の 配 列 ホ モ ロ ジ ー に 基
い た 別 の 核 酸 と 相 互 作 用 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 別 の 状 況 で は 、 機 能 性 核 酸 分 子 と 標 的 分
子 と の 間 の 特 異 的 な 認 識 は 、 機 能 性 核 酸 分 子 と 標 的 分 子 と の 間 の 配 列 ホ モ ロ ジ ー に 基 か な
い が 、 む し ろ 特 異 的 認 識 が 起 こ る こ と を 可 能 に す る 三 次 構 造 に 基 く 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　
　
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 広 い 意 味 で 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ て お り 、 そ し て ポ リ ク ロ ー ナ
ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 含 む 。 未 処 理 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 に 加 え て 、 こ れ ら
の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 断 片 若 し く は ポ リ マ ー 、 及 び ヒ ト 又 は ヒ ト 化 バ ー ジ ョ ン の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 分 子 若 し く は そ れ ら の 断 片 は 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 の 中 に 含 ま れ る 。 抗 体 は 、 本
明 細 書 中 に 開 示 さ れ る ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 又 は そ れ ら の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ
治 療 及 び /又 は 予 防 活 性 が 該 試 験 の 後 に 既 知 の 臨 床 試 験 方 法 に 従 っ て 試 験 さ れ る 類 似 の 方
法 に よ り そ れ ら の 所 望 の 活 性 に つ い て 試 験 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 集 団 の
抗 体 か ら 得 ら れ た 抗 体 の こ と を 指 す 。 つ ま り 、 該 集 団 内 の 個 々 の 抗 体 は 、 抗 体 分 子 の 小 サ
ブ セ ッ ト に お い て 存 在 し う る 自 然 に 生 じ う る 突 然 変 異 を 除 い て 、 同 一 で あ る 。 本 明 細 書 中
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 特 異 的 に 「 キ メ ラ 」 抗 体 を 含 む 。
　 キ メ ラ 抗 体 に お い て 、 重 鎖 及 び /又 は 系 さ の 一 部 は 、 特 定 の 種 由 来 又 は 特 定 の 抗 体 ク ラ
ス 若 し く は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 に お け る 対 応 配 列 と 同 一 で あ る か 又 は 相 同 で あ り 、 一
方 、 鎖 (1つ 又 は 複 数 )の 残 り は 、 別 の 種 由 来 又 は 別 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る
抗 体 、 並 び に そ う し た 抗 体 の 断 片 に お け る 対 応 す る 配 列 に 同 一 で あ る か 又 は 相 同 で あ る (
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米 国 特 許 第 4,816,567号 、 及 び Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851
-6855 (1984)を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 開 示 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 り 出 す い ず れ か の 方 法 を 使
用 し て 作 ら れ う る 。 例 え ば 、 開 示 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler及 び Milstein, Na
ture, 256: 495 (1975)に 記 載 さ れ る 方 法 な ど の ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 使 用 し て 調 製 さ れ う
る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に お い て 、 マ ウ ス 又 は 別 の 適 切 な 宿 主 動 物 は 、 免 疫 化 剤 に 特 異 的 に
結 合 す る 抗 体 を 作 る 又 は 作 り 出 す こ と が で き る リ ン パ 球 を 導 く た め に 典 型 的 に 免 疫 化 剤 で
免 疫 化 さ れ た 。 或 い は 、 リ ン パ 球 は 、 in vitroに お い て 、 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ
る Ｈ Ｉ Ｖ 　 Ｅ ｎ ｖ -Ｃ Ｄ ４ -コ -レ セ プ タ ー 複 合 体 を 使 用 し て 免 疫 化 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 方 法 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567号 (Cabill
y et al.)に 記 載 の 方 法 よ り 作 ら れ う る 。 開 示 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ は 、 (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 す る こ
と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ る )慣 用 の 方 法 を 使 用 し て
、 容 易 に 単 離 及 び 配 列 決 定 さ れ う る 。 抗 体 又 は 活 性 抗 体 断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー は ま た 、 フ ァ
ー ジ ・ デ ィ ス プ レ ー 技 術 (例 え ば 、 Burton et al.,に 対 す る 米 国 特 許 第 5,804,440号 及 び Ba
rbas et al.,に 対 す る 米 国 特 許 第 6,096,441号 )を 使 用 し て 、 作 成 及 び 選 別 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 in vitro方 法 は ま た 、 一 価 抗 体 を 調 製 す る た め に 適 し て い る 。 抗 体 断 片 、 特 に Ｆ ａ ｂ 断
片 を 作 り 出 す 抗 体 の 切 断 は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ る ル ー チ ン 技 術 を 使 用 し て 達 成 さ れ
う る 。 例 え ば 、 切 断 は 、 パ パ イ ン を 使 用 し て お こ な わ れ う る 。 パ パ イ ン 切 断 の 例 は 、 １ ９
９ ４ 年 １ ２ 月 ２ ２ 日 に 発 行 さ れ た WO94/29348及 び 米 国 特 許 第 4,342,566号 に お い て 記 載 さ
れ る 。 抗 体 の パ パ イ ン 切 断 は 、 典 型 的 に Ｆ ａ ｂ 断 片 と 呼 ば れ る ２ 個 の 同 一 抗 原 結 合 性 の 断
片 を 産 生 し 、 こ こ で 各 々 は 、 一 の 抗 原 結 合 性 部 位 、 及 び 残 渣 Ｆ ｃ 断 片 を 伴 う 。 ペ プ シ ン 処
理 は 、 ２ の 抗 原 混 同 部 位 を 有 す る 断 片 を 作 り 出 し 、 そ し て 抗 原 を 架 橋 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 抗 体 又 は 抗 体 断 片 の 活 性 が 、 非 改 変 型 の 抗 体 又 は 抗 体 断 片 に 比 較 し て 有 意 に 変 化 し な い
か 又 は 損 な わ れ な い な ら ば 、 断 片 は 、 他 の 配 列 に 繋 が れ て い よ う と い ま い と 、 挿 入 、 欠 失
、 置 換 、 又 は 特 定 領 域 若 し く は 特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 の 選 ば れ た 改 変 を 含 み う る 。 こ れ ら の
改 変 は 、 例 え ば ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を で き る ア ミ ノ 酸 を 取 り 除 く か 又 は 加 え る た め 、 生 物 -
寿 命 を 増 加 す る た め 、 そ の 分 泌 特 性 を 変 換 す る た め な ど の 幾 つ か の 更 な る 性 質 を 与 え る 。
幾 つ か の 場 合 、 抗 体 又 は 抗 体 断 片 は 、 そ の 同 起 源 の 抗 原 へ の 特 異 的 な 結 合 な ど の 生 物 活 性
性 質 を 有 さ な け れ ば な ら な い 。 抗 体 又 は 抗 体 断 片 の 機 能 又 は 活 性 領 域 は 、 タ ン パ ク 質 の 特
異 的 領 域 を 突 然 変 異 さ せ 、 次 に 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 及 び 試 験 す る こ と に よ り 同
定 さ れ う る 。 そ う し た 方 法 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ り 、 そ し て 抗 体 又 は 抗 体 断 片 を コ ー ド
す る 核 酸 を 部 位 特 異 的 突 然 変 異 生 成 す る こ と を 含 む (Zoller, M. J. Curr. Opin. Biotech
raol. 3: 348-354,1992). 
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る と き 、 「 抗 体 」 又 は 「 抗 体 (複 数 )」 は 、 ヒ ト 抗 体 及 び /又 は ヒ
ト 化 抗 体 を 指 し う る 。 多 く の 非 ヒ ト 抗 体 (例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 又 は ウ サ ギ 由 来 )は 、
ヒ ト に お い て 天 然 抗 原 性 を 有 し 、 そ し て 、 そ れ ゆ え ヒ ト に 投 与 さ れ る と き 、 不 所 望 の 免 疫
応 答 を 生 じ う る 。 そ れ ゆ え 、 該 方 法 に お け る ヒ ト 又 は ヒ ト 化 抗 体 の 使 用 は 、 ヒ ト に 投 与 さ
れ た 抗 体 が 不 所 望 の 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す 機 会 を 減 ら す た め に 役 に 立 つ 。
【 ０ １ １ １ 】
　
　 開 示 さ れ た ヒ ト 抗 体 は 、 い ず れ か の 技 術 を 使 用 し て 調 製 さ れ う る 。 ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 産 生 技 術 の 例 は 、 Cole et al. (Monoclonal Antibodies and Cancer T7zerapy, 
Alan R. Liss, p. 77,1985) 及 び Boerner et al. (J. Imfsautaol., 147 (1) : 86-95,19
91)に よ り 記 載 さ れ る 。 ヒ ト 抗 体 (及 び そ れ ら の 断 片 )は 、 フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ
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ブ ラ リ ー を 使 用 し て 産 生 さ れ う る (Hoogenboom et al., J. Mol. Biol., 227: 381,1991 ;
 Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581, 1991)。
【 ０ １ １ ２ 】
　 開 示 さ れ た ヒ ト 抗 体 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら も 取 得 さ れ う る 。 例 え ば 、 免 疫 化
に 応 答 し て 、 ヒ ト 抗 体 の レ パ ー ト リ ー の 全 て を 産 生 で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 ミ ュ ー タ
ン ト ・ マ ウ ス は 、 記 載 さ れ て き た (例 え ば 、 Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA, 90: 2551-255 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993); Brugg
ermann et al., Year in Immunol., 7: 33 (1993)を 参 照 の こ と )。 キ メ ラ 及 び 生 殖 細 胞 系
列 の 突 然 変 異 マ ウ ス に お け る 抗 体 の 重 鎖 結 合 領 域 (J(H))遺 伝 子 の ホ モ 欠 失 に よ り 、 内 在 性
の 抗 体 産 生 が 完 全 に 阻 害 さ れ 、 そ し て ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 の 抗 体 遺 伝 子 の ア レ イ を そ う し た
生 殖 細 胞 系 列 突 然 変 異 マ ウ ス へ と う ま く 移 す こ と に よ り 、 抗 原 に 晒 さ れ た 際 、 ヒ ト 抗 体 の
産 生 が も た ら さ れ る 。 所 望 さ れ る 活 性 を 有 す る 抗 体 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う に Ｅ
ｎ ｖ － Ｃ Ｄ ４ － コ － レ セ プ タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 　
　 抗 体 ヒ ト 化 技 術 は 、 抗 体 分 子 の １ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 操 作 す
る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 の 使 用 を 一 般 的 に 含 む 。 従 っ て 、 非 ヒ ト 抗 体 (又 は そ れ ら の 断 片 )の ヒ
ト 化 形 態 は 、 キ メ ラ 抗 体 又 は 抗 体 鎖 (又 は そ れ ら の 断 片 、 例 え ば Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’
、 又 は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 部 位 )で あ っ て 、 ヒ ト (レ シ ピ エ ン ト )抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク 中
に 組 み 込 ま れ た 非 ヒ ト (ド ナ ー )抗 体 由 来 の 抗 原 結 合 部 位 の 一 部 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 を 作 る た め に 、 レ シ ピ エ ン ト (ヒ ト )抗 体 の １ 以 上 の 相 補 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ ｓ )
由 来 の 残 基 を 、 ド ナ ー (非 ヒ ト )抗 体 分 子 で あ っ て 、 所 望 の 抗 原 結 合 性 質 (例 え ば 、 標 的 抗
原 に 対 す る 特 異 性 及 び 親 和 性 の 特 定 の レ ベ ル )を 有 す る と 知 ら れ て い る 分 子 の １ 以 上 の Ｃ
Ｄ Ｒ ｓ 由 来 の 残 基 に よ り 置 換 さ れ る 。 幾 つ か の 例 で は 、 ヒ ト 抗 体 の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ ー ク (
Ｆ Ｒ )残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ り 置 換 さ れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体
に お い て 又 は 組 み 込 ま れ た Ｃ Ｄ Ｒ 、 或 い は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に お い て も 見 ら れ な い 残 基
も 含 み う る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト の 源 か ら 該 ヒ ト 化 抗 体 に 導 入 さ れ る １ 以 上
の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 。 慣 用 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 典 型 的 に 、 幾 つ か の Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 及 び
お そ ら く 幾 つ か の Ｆ Ｒ 領 域 が 、 げ っ 歯 類 抗 体 の ア ナ ロ グ 部 位 由 来 の 残 基 に よ り 置 換 さ れ る
ヒ ト 抗 体 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 抗 体 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 、 典 型 的 に は 、 ヒ ト 抗 体
の 一 部 を 含 む (Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986), Reichmann et al., Nature
, 332: 323-327 (1988), and Presta, Curr. Opin. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992))
。
【 ０ １ １ ５ 】
　 非 ヒ ト 抗 体 の ヒ ト 化 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 Wint
erと そ の 同 僚 の 方 法 (Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986), Riechmann et al., 
Nature, 332: 323-327 (1988), Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988))に
従 っ て 、 げ っ 歯 類 の Ｃ Ｄ Ｒ ｓ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を 対 応 す る ヒ ト 抗 体 配 列 に 置 換 す る こ と に よ
り 作 成 さ れ う る 。 ヒ ト 化 抗 体 の 産 生 の た め に 使 用 さ れ う る 方 法 は ま た 、 米 国 特 許 第 4,816,
567(Cabilly et al.)、 米 国 特 許 第 5,565,332号 (Hoogenboom et al.)、 米 国 特 許 第 5,721,3
67号 (Kay et al.)、 米 国 特 許 第 5,837,243号 (Deo et al.)、 米 国 特 許 第 5,939,598号 (Kuche
rlapati et al.)、 米 国 特 許 第 6,130,364号 (Jakobovits et al.)、 及 び 米 国 特 許 第 6,180,3
77号 (Morgan et al.)に お い て 記 載 さ れ る 。  
【 ０ １ １ ６ 】
　 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る 場 合 、 局 在 さ れ た 核 酸 は 、 ハ イ ブ リ 第 ｚ ‐ シ ョ ン
さ れ 、 そ し て 同 定 さ れ う る 。 例 え ば 、 未 知 又 は 部 分 的 に 未 知 な 配 列 を 伴 う 核 酸 を 含 む サ ン
プ ル が 、 微 小 孔 物 質 又 は 複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ 、 そ し て 該 核 酸 に 相 補 的 で あ る 結 合
性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ れ る な ら 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る 。 結 合 性 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か 、 又 は 改 変 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
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例 え ば Ｐ Ｎ Ａ で あ り う る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン に 基 い て 、 局 在 さ れ た 核 酸
か ら 、 配 列 情 報 を も た ら す こ と は 可 能 で あ る 。 こ う し て 、 核 酸 配 列 の い く つ か 又 は 全 て は
、 同 定 さ れ う る 。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 は 、 Fodor et al. (1992), Scien
ce 251,767-773及 び Southern et al. (1994) Nucleic Acids Res. 22,1368-1373に お い て
開 示 さ れ る 。 こ れ ら の 文 献 は 、 そ の 全 て を 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 一 の 態 様 で は 、 核 酸 は 、
　 (ａ )　 液 体 サ ン プ ル 中 の 核 酸 を 、 既 知 の 配 列 を 有 す る 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ
て 、 該 核 酸 に 相 補 的 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ て 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た 核 酸 を 産 生 し 、
　 (ｂ )　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た 核 酸 を 含 む 液 体 サ ン プ ル を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ
れ る 微 小 孔 物 質 の い ず れ か に 通 し 、 こ こ で 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た 核 酸 が 、 該 複
合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ る
　 こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ 及 び /又 は 同 定 さ れ る 。 別 の 態 様 で は 、 核 酸
は 、
　 (ａ )　 核 酸 を 含 む 液 体 サ ン プ ル を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 の い ず れ か に 通
し 、 こ こ で 該 核 酸 は 該 複 合 体 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ 、 そ し て
　 (ｂ )　 該 核 酸 を 、 該 核 酸 と 相 補 的 で あ る 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン さ せ る こ と に よ り 、
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　
　 一 の 態 様 で は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 で あ っ て 、 複 合 体 及 び 改 変 微 小 孔 物
質 を 含 む も の の い ず れ か は 、 バ イ オ リ ア ク タ ー と し て 使 用 さ れ う る 。 こ の 態 様 で は 、 該 バ
イ オ リ ア ク タ ー は 、 小 さ い 発 酵 器 、 生 物 化 学 フ ロ ー 分 析 器 、 又 は バ イ オ セ ン サ ー の 一 部 と
し て 使 用 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 生 物 活 性 薬 剤 は 、 複 合 体 に 直 接 又 は 上 記 リ ン カ ー に よ
り 共 有 結 合 さ れ う る 。 例 え ば 、 酵 素 は 、 上 記 シ ラ ン 化 を と お し て 複 合 体 に 結 合 さ れ 、 酵 素
/支 持 体 シ ス テ ム を 作 り 出 す 。 別 の 態 様 で は 、 反 応 割 合 を 改 良 す る た め 、 サ ス ペ ン シ ョ ン
・ ポ リ マ ー の 方 法 に よ り 、 生 物 活 性 薬 剤 は 複 合 体 へ と 結 合 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 反 応
物 質 の 溶 液 が 、 酵 素 /支 持 体 シ ス テ ム と 接 触 さ れ る 場 合 、 酵 素 /支 持 体 シ ス テ ム は 、 触 媒 と
し て 振 る 舞 い 、 そ し て 新 た な 化 合 物 を 作 り 出 し う る 。 別 の 態 様 で は 、 酵 素 /支 持 体 シ ス テ
ム は 、 バ イ オ セ ン サ ー と し て 振 舞 い 、 そ し て サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 特 定 の 被 分 析 物 と 相 互
作 用 し う る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　
　 一 の 態 様 で は 、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 は 、 液 体 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 被 分 析 物 の 量 を 定 量
す る た め に 使 用 さ れ う る 。 「 被 分 析 物 の 定 量 」 と い う フ レ ー ズ は 、 被 分 析 物 が 、 微 小 孔 物
質 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る と す ぐ に 、 サ ン プ ル の 既 知 の 量 に 存 在 す る 被 分 析 物 の 量 を 計
算 す る こ と と し て 定 義 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 は 、 被 分 析 物 粒 子 を 検 出 及 び 計 数
す る こ と に よ り 、 そ し て 被 分 析 物 粒 子 の 数 を 、 サ ン プ ル の 既 知 の 体 積 に 基 く 対 応 す る 濃 度
に 相 関 す る こ と に よ り 、 定 量 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 被 分 析 物 の 定 量 方 法 は 、 被 分 析 物 の 迅 速 な 分 析 を 可 能 に す る 。
一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 の 分 析 は 、 ３ ０ 分 未 満 で 行 わ れ う る 。 別 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 の
分 析 は 、 標 的 分 子 の 高 感 度 の 増 幅 (amplification)又 は 増 幅 (multiplication)(例 え ば 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ ー ン 反 応 (Ｐ Ｃ Ｒ ))を 必 要 と せ ず 、 そ れ は 改 良 さ れ た 精 度 (precision)及
び 正 確 性 (accuracy)を 提 供 す る 。 多 数 の 別 の 利 点 が 、 以 下 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　
　 一 の 態 様 で は 、 使 用 さ れ る 検 出 技 術 に 左 右 さ れ て 、 被 分 析 物 は 、 検 出 さ れ る 前 に 標 識 さ
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れ う る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 標 識 さ れ た 被 分 析 物 」 と い う 用 語 は 、 検 出 可 能 な ト レ
ー サ ー と 相 互 作 用 し た 被 分 析 物 と し て 定 義 さ れ る 。 被 分 析 物 と 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー と の
間 の 相 互 作 用 は 、 化 学 的 又 は 物 理 的 相 互 作 用 、 例 え ば 非 限 定 的 に 共 有 結 合 、 イ オ ン 性 相 互
作 用 、 又 は ル イ ス 酸 -ル イ ス 塩 基 相 互 作 用 を 含 み う る 。 本 明 細 書 中 に 示 さ れ る 「 検 出 可 能
な ト レ ー サ ー 」 は 、
　 (１ )　 上 記 被 分 析 物 と 相 互 作 用 で き る 少 な く と も １ の 基 、 及 び
　 (２ )　 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 技 術 を 使 用 し て 検 出 で き る 少 な く と も １ の 基
　 を 有 す る 化 合 物 の い ず れ か と し て 定 義 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 は 、 局 在 化 の 前
に 標 識 さ れ う る 。 別 の 態 様 で は 、 該 被 分 析 物 は 、 局 在 さ れ た 後 に 標 識 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る 場 合 、 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 介 し た 結 合 及 び 標 識 を 可
能 に す る 核 酸 の 改 変 技 術 は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 標 的 核 酸 は 、 表 面 に 特
異 的 又 は 非 特 異 的 に 局 在 さ れ う る 。 「 特 異 的 に 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 」 と い う フ レ ー ズ は 、
サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 標 的 核 酸 で あ っ て 、 例 え ば 特 異 的 標 的 核 酸 を 捕 捉 及 び 局 在 化 す る だ
け の 特 異 的 結 合 反 応 に よ り 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 特 異 的 に 局 在 さ れ る 核 酸 と し て 本 明 細
書 中 に 定 義 さ れ る 。 特 異 的 に 局 在 化 さ れ な い 標 的 核 酸 の い ず れ も が 、 本 明 細 書 中 で 「 非 特
異 的 に 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 」 と 呼 ば れ る 。 標 的 核 酸 の み が 局 在 さ れ る と こ ろ に お い て 、 精
製 目 的 で 特 異 的 に 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 を 標 識 す る こ と は 、 市 販 の 分 子 標 識 、 例 え ば 蛍 光 核
酸 色 素 を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 特 異 的 に 局 在 さ れ た 標 的 核 酸
の 局 在 は 、 局 在 さ れ た 特 異 的 結 合 剤 、 例 え ば 、 相 補 的 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど を 使
用 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 、 特 異 的 に 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 標 的 核 酸 を 特 異 的 に 捕 捉 及
び 局 在 化 す る 。 こ の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 全 て の 核 酸 は 、 標 的
分 子 で あ り 、 そ し て 標 識 さ れ う る か 及 び 計 数 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 別 の 態 様 で は 、 非 特 異 的 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 局 在 化 は 、 患 者 サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る 多 く
の 核 酸 を 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 化 す る こ と を 含 む 。 こ の 態 様 で は 、 標 的 及 び 別 の
核 酸 が 表 面 に 共 局 在 す る 場 合 、 非 特 異 的 に 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 を 標 識 す る こ と は 、 検 出 可
能 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ た 特 異 的 結 合 性 プ ロ ー ブ な ど の 検 出 可 能 の ト レ ー サ ー を 使 用 す る
こ と に よ り 、 或 い は 、 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 と 特 異 的 結 合 性 プ ロ ー ブ と の 間 の 表 面 局 在 化 ハ
イ ブ リ ッ ド を 形 成 し 、 続 い て 例 え ば 蛍 光 核 酸 色 素 で 標 識 す る こ と に よ り 、 達 成 さ れ う る 。
こ の 態 様 で は 、 標 的 分 子 は 、 か な り 高 濃 度 の 不 所 望 核 酸 の 存 在 下 で 、 特 異 的 に 標 識 さ れ 、
そ し て 計 数 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 一 の 態 様 で は 、 局 在 さ れ た ビ リ オ ン -由 来 核 酸 は 、 非 特 異 的 核 酸 色 素 で 蛍 光 染 色 さ れ う
る 。 或 い は 、 核 酸 色 素 は 、 局 在 化 ス テ ッ プ の 前 に 、 溶 解 さ れ た 患 者 サ ン プ ル の ろ 液 に 加 え
ら れ う る 。 局 在 さ れ た 蛍 光 核 酸 は 、 次 に 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 技 術 を 使 用 し て 計 数 さ れ
う る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 場 合 に よ っ て 潜 在 的 に 感 染 性 を 有 す る 粒 子 を 同 定 す る た め の 改
良 さ れ た 技 術 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 一 の 態 様 で は 、 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー は 、 ２ 以 上 の 異 な る 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー 分 子 で
あ る 。 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー 上 に 存 在 す る 検 出 で き る 基 の 例 は 、 非 限 定 的 に 、 蛍 光 マ イ ク
ロ ビ ー ズ 、 量 子 ド ッ ト 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 粒 子 、 蛍 光 発 生 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 又 は そ れ ら
の 組 合 せ を 含 む 。 一 の 態 様 で は 、 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー は 、 標 識 さ れ た 又 は 標 識 さ れ て い
な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 以 下 の 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー
は 、 核 酸 を 標 識 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　
　 蛍 光 核 酸 染 色 は 、 標 的 核 酸 分 子 を 標 識 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 蛍 光 核 酸 色 素 は 、 相 互
作 用 、 マ イ ナ ー ・ グ ル ー ブ 結 合 な ど を 介 し て 選 択 的 に 核 酸 を 染 色 す る 。 こ れ ら の 色 素 の 最
も 有 用 な も の は 、 核 酸 に 結 合 さ れ る と 強 い 蛍 光 の 増 大 を 示 す 。 そ う し た 色 素 の 非 限 定 的 な
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例 は 、 エ チ ジ ウ ム ・ ブ ロ マ イ ド 、 プ ロ ピ ジ ウ ム ・ ア イ オ ダ イ ド 、 サ イ バ ー グ リ ー ン Ｉ 、 ト
ト -３ (Ｔ ｏ ｔ ｏ -３ )、 サ イ ト ッ ク ス ・ オ レ ン ジ (Ｓ ｙ ｔ ｏ ｘ ・ Ｏ ｒ ａ ｎ ｇ ｅ )な ど を 含 む 。
こ れ ら の 色 素 の 幾 つ か は 、 高 い 量 子 収 量 (約 ５ ０ ％ 超 )及 び 核 酸 の 特 定 の 類 型 に 結 合 し た 際
、 １ ０ ０ ０ を 超 え る 蛍 光 増 強 を 有 す る 。 核 酸 に 結 合 し た 際 の 蛍 光 増 強 は 、 蛍 光 ト レ ー サ ー
の シ グ ナ ル -対 -ノ イ ズ 制 限 を 最 小 化 し 、 そ し て 色 素 非 特 異 的 結 合 は 、 実 質 的 に 非 蛍 光 で あ
る 。 さ ら に 、 標 的 核 酸 あ た り の 色 素 充 填 度 は 高 く 、 し ば し ば ４ 塩 基 対 あ た り １ の 蛍 光 色 素
分 子 に 達 す る 。 蛍 光 核 酸 色 素 の 制 限 は 、 標 的 表 面 上 の 全 て の 核 酸 を 染 色 す る こ と を 含 む が
、 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ な ど に つ い て の 選 択 性 を 有 す る 事 が 多 い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 連 続 的 蛍 光 染 色 ア プ ロ ー チ が 使 用 さ れ う る 。 そ う し た ア プ ロ ー チ は 、 標 的 核 酸
が 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 特 異 的 に 局 在 す る が 、 表
面 上 の 全 て の 核 酸 が 生 物 学 的 ア ッ セ イ に 必 要 と さ れ る 純 度 の レ ベ ル の 標 的 核 酸 に な ら な い
よ う な 場 合 に 、 特 に 有 用 で あ る 。 こ の 場 合 、 標 的 及 び 非 標 的 核 酸 は 、 共 局 在 さ れ る 。 連 続
的 染 色 ア プ ロ ー チ に お い て 、 全 て の 局 在 さ れ た 核 酸 の う ち 、 か な り 高 い 親 和 性 で 二 重 鎖 断
片 を 好 ん で 染 色 す る 第 一 核 酸 色 素 Ａ が 加 え ら れ た 。 次 に 遊 離 し て い る 色 素 Ａ は 、 こ の シ ス
テ ム か ら 取 り 除 か れ 、 そ し て 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ (非 標 識 )が 加 え ら れ
、 そ し て 標 的 核 酸 に 結 合 す る 。 次 に 第 二 の 核 酸 色 素 Ｂ は 加 え ら れ 、 そ し て 新 た に 作 ら れ た
オ リ ゴ プ ロ ー ブ -標 的 核 酸 の ハ イ ブ リ ッ ド 領 域 に 結 合 し た 。 こ れ に よ り 、 真 の 標 的 核 酸 が
色 素 Ｂ で 標 識 さ れ る こ と を も た ら す 一 方 、 色 素 Ａ が 全 て の 非 特 異 的 核 酸 色 素 結 合 部 位 を ブ
ロ ッ ク す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び Ｐ Ｎ Ａ (ペ プ チ ド 核 酸 )オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 基 い た プ ロ ー ブ は 、
特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 介 し た 局 在 化 の 前 又 は 後 に お い て 、 使 用 さ れ て 標 的 核 酸
を 標 識 す る 。 「 表 面 に 局 在 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 」 と い う フ レ ー ズ は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付
近 に 局 在 さ れ た 核 酸 が 、 既 知 の 配 列 を 有 す る 基 質 (例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ )と 接 触 さ れ
、 そ の 結 果 、 該 基 質 が 、 局 在 さ れ た 核 酸 と 相 互 作 用 す る 場 合 に 形 成 さ れ た 産 物 と し て 定 義
さ れ る 。 或 い は 、 「 表 面 に 局 在 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 」 と い う フ レ ー ズ は 、 本 明 細 書 中 で 、
核 酸 が 既 知 の 配 列 を 有 す る 基 質 (例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ )と 接 触 さ れ 、 そ の 結 果 該 基 質 が
、 核 酸 と 相 互 作 用 し て 、 ハ イ ブ リ ッ ド を 作 り 出 し 、 そ し て 次 に 該 ハ イ ブ リ ッ ド を 局 在 化 す
る 場 合 に お い て 形 成 さ れ た 産 物 と し て 定 義 さ れ る 。 多 く の そ う し た シ ス テ ム は 当 業 者 に 周
知 で あ る 。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ プ ロ ー ブ は 、 ト レ ー サ ー を 光 学 的 に 検 出 可
能 に す る た め の 物 質 で 直 接 標 識 す る こ と に よ り 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー を 形 成 す る た め に 使
用 さ れ う る 。 プ ロ ー ブ の 例 は 、 非 限 定 的 に 、 色 素 、 ビ ー ズ 、 タ ン パ ク 質 及 び タ ン パ ク 質 凝
集 体 、 量 子 ド ッ ト 、 ナ ノ 結 晶 な ど を 含 む 。 さ ら に 、 核 酸 は 、 さ ら な る ス テ ッ プ の 後 に そ れ
ら を 光 学 的 に 検 出 可 能 に す る 物 質 で 標 識 さ れ う る 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ は 、 分 子
診 断 に お い て 広 く 使 用 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 結 合 さ れ た ビ オ チ ン 化 プ ロ
ー ブ は 、 ビ オ チ ン に 対 す る 特 異 的 結 合 剤 、 例 え ば ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ニ ュ ー
ト ラ ビ ジ ン (neutravidin)な ど を 含 む 光 学 検 出 可 能 な 物 質 と 反 応 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ・ プ ロ ー ブ は 、 後 に 記 載 さ れ る 更 な る ス テ ッ プ の 後 に 光 学 シ グ ナ ル を 作 り 出 す こ
と が で き る 酵 素 で さ ら に 直 接 又 は 間 接 的 に 標 識 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 一 の 態 様 で は 、 ウ イ ル ス 量 ア ッ セ イ は 、 標 識 さ れ う る 。 Ｈ Ｉ Ｖ は 、 長 さ 約 ９ ０ ０ ０ 塩 基
の 長 さ の 一 本 鎖 リ ボ 核 酸 (Ｒ Ｎ Ａ )を 含 む 。 完 全 Ｈ Ｉ Ｖ ・ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に 対 し て 作 成 さ れ る ３
６ ０ 塩 基 離 れ た ２ ５ 塩 基 長 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ が 存 在 す る 。 Ｈ Ｉ Ｖ ・ Ｒ Ｎ Ａ
並 び に 別 の 標 的 核 酸 に 特 異 的 に 結 合 す る 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合 成 す る 能
力 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 同 様 に 、 色 素 、 蛍 光 ビ ー ズ 、 蛍 光 発 生 酵 素 な ど の 取 り 込 み 又
は 付 着 を 介 し た こ れ ら の 特 異 的 オ リ ゴ ・ プ ロ ー ブ 蛍 光 を 作 る 能 力 も ま た 、 よ く 知 ら れ て い
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー を 産 生 す る た め 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ に 付 着 さ せ る 蛍
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光 標 識 の 選 択 は 、 主 に 検 出 器 の パ ラ メ ー タ ー に よ っ て 決 定 さ れ る 。 実 施 例 １ ４ は 、 低 パ ワ
ー ス キ ャ ン 検 出 シ ス テ ム 、 例 え ば 、 走 査 共 焦 点 上 面 蛍 光 光 度 計 (scanning confocal epifl
uorometer)を 用 い て 、 標 的 核 酸 あ た り ２ ５ 又 は １ ０ ０ の 多 蛍 光 分 子 (例 え ば 、 フ ル オ レ セ
イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 Ｃ ｙ ５ 、 な ど )を 検 出 す る こ と に 基 い た 本 検 出 デ ー タ ー の 計 算 を 説 明
す る 。 一 の 態 様 で は 、 そ う し た 標 識 分 子 を 産 生 す る 方 法 は 、 以 下 の と お り で あ る 。 局 在 さ
れ た 標 的 核 酸 を プ ロ ー ブ 溶 液 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 起 こ
さ せ た 。 多 孔 性 膜 へ の 局 在 化 の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 、 膜 を 通 し て 流 れ る プ
ロ ー ブ 溶 液 は 、 反 応 時 間 を 短 く す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し て い な い プ
ロ ー ブ 溶 液 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 厳 密 度 、 Ｎ Ｓ Ｂ な ど を 制 御 す る 条 件 下 で 、 光 学
的 検 出 表 面 か ら 洗 い 流 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 蛍 光 ビ ー ズ に 基 い た ト レ ー サ ー プ ロ セ ス は 、 図 ３ に 模 式 的 に 図 示 さ れ る 。 最 初 に 、 蛍 光
マ イ ク ロ ビ ー ズ ３ ０ ０ な ど の 蛍 光 粒 子 は 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ 上 に 局 在 化 さ れ る 特 異 的 結 合 性
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ で コ ー ト さ れ る 。 蛍 光 マ イ ク ロ ビ ー ズ ３ ０ ０ は 、 膜 フ ィ ル
タ ー ３ １ ０ の 表 面 上 で 保 持 さ れ る よ う な 大 き さ で あ る 。 標 的 核 酸 が 、 膜 フ ィ ル タ ー ３ １ ０
の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ た 後 に 、 蛍 光 マ イ ク ロ ビ ー ズ は 、 膜 フ ィ ル タ ー ３ １ ０ の 表 面 上 に 導
入 さ れ 、 そ し て ろ 過 さ れ る 。 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 被 膜 さ れ る 蛍 光 マ イ ク ロ ビ ー ズ
は 、 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 と 直 接 接 触 さ れ る よ う 配 置 さ れ 、 そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
は 、 拡 散 に よ り 妨 げ ら れ る こ と な く 即 座 に 生 じ る 。 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、
結 合 し て い な い マ イ ク ロ ビ ー ズ ３ ２ ０ を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 厳 密 度 及 び 結 合 特 異
性 を 制 御 す る 条 件 下 で 洗 い 流 し た 。 非 特 異 的 に 結 合 す る ト レ ー サ ー ・ ビ ー ズ に 対 し て 区 別
す る た め に 、 複 数 の ビ ー ズ を 、 各 標 的 核 酸 に 付 着 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 酵 素 技 術 は 、 被 分 析 物 を 高 Ｓ Ｎ Ｒ で 標 識 す る た め に 、 検 出 可 能 な ト
レ ー サ ー と し て 使 用 さ れ う る 。 「 サ ス ペ ン ド さ れ た (suspended)」 反 応 物 質 の 増 大 さ れ た
活 性 の 原 理 が 使 用 さ れ う る 。 例 え ば 、 抗 体 及 び 別 の タ ン パ ク 質 、 並 び に 別 の 分 子 は 、 表 面
に 保 持 さ れ る と き 活 性 を 失 う と い う こ と が 知 ら れ て い る 。 微 小 孔 物 質 に 局 在 さ れ る 巨 大 分
子 の 「 足 場 (scaffolding)」 に 被 分 析 物 を 保 持 す る こ と は 、 表 面 で の 不 活 性 化 を 最 小 限 に
す る こ と に よ っ て 、 並 び に 活 性 微 小 孔 物 質 を 通 し た 流 れ を 許 容 す る こ と に よ り 物 質 移 動 を
改 良 す る こ と に よ っ て 、 活 性 を か な り 改 良 し う る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 蛍 光 沈 殿 ア ッ セ イ は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 記 載 さ れ て お り 、 そ し て 可 溶 性 の 非 蛍 光 基
質 を 、 酵 素 活 性 が あ る 点 に 局 在 さ れ る 蛍 光 沈 殿 へ と 変 換 す る 酵 素 ト レ ー サ ー を 使 用 す る 。
沈 殿 ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る 酵 素 ト レ ー サ ー の 例 は 、 非 限 定 的 に 、 酵 素 標 識 蛍 光 (Ｅ
Ｌ Ｆ )に お い て 使 用 さ れ る ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 む 。 該 酵 素 標 識 蛍 光 は 、 Molecul
ar Probes, Incか ら 市 販 さ れ て い る 。 こ の 場 合 、 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 は 、 適 切 な 酵 素 で 標
識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 該 酵 素 は 次 に 局 在
さ れ た 蛍 光 微 小 沈 殿 物 で あ っ て 、 標 的 核 酸 に 一 対 一 対 応 し て 計 数 さ れ う る 沈 殿 物 を 作 り 出
す 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 図 ４ は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る Ｅ Ｌ Ｆ 反 応 を 示 す 。 標 的 核 酸 ４ ０ ０ は 、 微 小 孔 物 質 ４
０ １ の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ 、 そ し て 物 理 的 に 幾 つ か の 開 口 部 ４ ０ ２ に ま た が っ て い る 。 ビ
オ チ ン 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ プ ロ ー ブ ４ ０ ３ は 、 標 的 核 酸 ４ ０ ０ に 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た 。 図 は 、 縮 尺 比 に 従 っ て い な い こ と を 注 意 の こ と 。 典 型 的 な ２ ５
塩 基 の 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 た っ た 約 ８ ナ ノ メ ー ト ル で あ り 、 公 称 の 孔 直 径 約 １ ８ ０ ナ ノ メ ー
ト ル と 比 較 さ れ る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ・ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 抱 合 体 ４ ０ ４ は 、 ビ オ
チ ン 化 プ ロ ー ブ ４ ０ ３ に 結 合 さ れ た 。 結 合 し て い な い プ ロ ー ブ 及 び 結 合 し て い な い 抱 合 体
は 、 シ ス テ ム か ら 洗 い 流 さ れ た 。 非 蛍 光 ・ 可 溶 性 Ｅ Ｌ Ｆ 基 質 ４ ０ ５ は 加 え ら れ 、 そ し て 抱
合 体 ４ ０ ４ は 、 フ ィ ル タ ー ４ ０ １ 上 及 び ４ ０ １ 内 に 蛍 光 沈 殿 物 ４ ０ ６ を 作 る 。 こ の 場 合 、
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ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た プ ロ ー ブ ４ ０ ３ に 結 合 さ れ た 抱 合 体 ４ ０ ４ は 、 典 型 的 に 、
表 面 の 孔 上 に 渡 っ て 「 サ ス ペ ン ド さ れ て い る 」 。 こ れ に よ り 典 型 的 に 、 最 小 限 の 表 面 変 性
及 び 他 方 向 性 の 基 質 の 優 れ た 分 散 の た め 、 高 い 酵 素 活 性 が も た ら さ れ た 。 膜 表 面 上 に 存 在
す る 非 特 異 的 に 結 合 さ れ た 結 合 体 ４ ０ ７ は 、 結 合 体 の 表 面 変 性 の た め 並 び に 比 較 的 阻 害 さ
れ 基 質 の 表 面 へ の 拡 散 の た め 、 典 型 的 に ず っ と 低 い 活 性 で あ る 。 さ ら に 、 Ｅ Ｌ Ｆ 蛍 光 沈 殿
物 ４ ０ ６ は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 で 作 ら れ る 。 こ れ は 、 ナ ノ 結 晶 沈 殿 を 増 大 し 、 ナ ノ 結
晶 を 表 面 付 近 に 局 在 し 、 そ し て あ る 程 度 典 型 的 な 孔 直 径 に ま で ナ ノ 結 晶 の 成 長 を 制 御 す る
。 こ れ ら の 全 て は 、 検 出 性 を 改 良 す る 点 に 貢 献 す る 。 以 前 に 論 じ ら れ る 様 に 、 複 数 の ト レ
ー サ ー 結 合 は 、 Ｓ Ｎ Ｒ を 改 良 す る た め に 、 付 加 的 に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 図 ５ は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 を 使 用 し た 典 型 的 な Ｅ Ｌ Ｆ 反 応 の タ イ ミ ン グ の グ
ラ フ を 示 す 。 水 平 軸 は 時 間 で あ り 、 そ し て 垂 直 軸 は 脱 リ ン 酸 化 基 質 を 沈 殿 す る Ｅ Ｌ Ｆ の 局
所 濃 度 で あ り 、 こ れ は Ｅ Ｌ Ｆ ア ル コ ー ル と し て も 知 ら れ て い る 。 点 線 の 水 平 方 向 の 線 、 沈
殿 形 成 で の 標 識 さ れ た 濃 度 ５ １ ０ は 、 ナ ノ 結 晶 沈 殿 が 始 ま る 有 効 濃 度 を 表 す 。 二 つ の 斜 の
線 が 存 在 す る 。 急 勾 配 の 線 は 、 標 識 さ れ た 特 異 的 シ グ ナ ル ５ １ １ で あ り 、 一 方 な だ ら か な
勾 配 の 線 は 、 標 識 さ れ た 非 特 異 シ グ ナ ル ５ １ ２ で あ る 。 こ れ ら の 二 つ の 線 は 、 局 所 的 な Ｅ
Ｌ Ｆ ア ル コ ー ル 濃 度 で あ っ て 、 時 間 に 対 し て 、 高 い (急 勾 配 )及 び 低 い (緩 や か な 勾 配 )酵 素
活 性 の 位 置 の 付 近 を 表 す 。 低 酵 素 活 性 の 位 置 は 、 前 述 さ れ る よ う に 非 特 異 的 な 結 合 の 結 合
体 で あ る 一 方 、 高 い 酵 素 活 性 の 位 置 は 特 異 的 に 結 合 さ れ た 酵 素 で あ り 、 阻 害 さ れ な い 単 一
分 子 の 酵 素 活 性 又 は 小 さ い 領 域 (１ ミ ク ロ ン 2 )に 結 合 す る 複 数 の プ ロ ー ブ 及 び 酵 素 が 原 因
で あ る 。 こ の 系 で は 、 Ｅ Ｌ Ｆ ア ル コ ー ル の 局 所 的 濃 度 が 、 線 ５ １ ０ に よ り 指 し 示 さ れ る 濃
度 を 超 え る ま で 、 蛍 光 ナ ノ 結 晶 は 、 形 成 で き な い 。 開 始 沈 殿 時 間 ５ １ ３ と 名 付 け ら れ る 反
応 中 の 幾 つ か の 時 間 点 で は 、 比 較 的 高 い 酵 素 活 性 の 位 置 が 、 ナ ノ 結 晶 形 成 を 引 き 起 こ す た
め に 十 分 な Ｅ Ｌ Ｆ ア ル コ ー ル を 作 り 出 し た 。 そ の 後 、 低 酵 素 活 性 の 領 域 で さ え 、 ナ ノ 結 晶
を 最 終 的 に 作 り 出 し う る 。 従 っ て 、 特 異 的 対 非 特 異 的 結 合 プ ロ ー ブ に つ い て の 高 Ｓ Ｎ Ｒ が
、 反 応 過 程 に お け る 比 較 的 早 い 時 期 に 存 在 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 図 ６ は 、 実 施 例 ２ ２ に 記 載 さ れ る よ う に 核 酸 計 数 に つ い て の 蛍 光 ス ポ ッ ト カ ウ ン ト 対 時
間 の グ ラ フ で あ る 。 簡 潔 に い う と 、 ラ ム ダ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ２ ０ の 相 補 的 ビ オ チ ン 化 プ
ロ ー ブ と 前 も っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 改 変 さ れ た ニ ッ
ケ ル -ホ ウ 素 ア ノ ポ ア に 局 在 さ れ 、 そ し て 実 施 例 に お い て 記 載 さ れ る Ｅ Ｌ Ｆ で 現 像 さ れ る
。 ご 覧 の よ う に 、 ラ ム ダ ・ ポ ジ テ ィ ブ 対 ラ ム ダ ・ ネ ガ テ ィ ブ サ ン プ ル の 明 白 な 差 は 、 反 応
過 程 に お け る 特 に 早 い 時 期 に お い て 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 同 様 に 、 チ ラ ミ ド (tyramide)に 基 い た ア ッ セ イ は 、 酵 素 活 性 の ポ イ ン ト 付 近 に タ ン パ ク
質 を 共 有 結 合 さ せ る 反 応 性 蛍 光 中 間 体 を 酵 素 学 的 に 作 り 出 し 、 そ し て 標 的 核 酸 に １ 対 １ 対
応 で 計 数 さ れ う る 局 在 さ れ た 微 小 蛍 光 ゾ ー ン を 産 生 す る た め に 構 成 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　 別 の 態 様 で は 、 サ ス ペ ン ド さ れ た 反 応 物 質 の 増 大 さ れ た 反 応 割 合 は 、 有 利 に 使 用 さ れ う
る 。 一 の 態 様 で は 、 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の い ず れ の 複 合 体 を
含 む 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ て 、 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 を 作 り 出 す 。 １ の 態 様 で
は 、 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 は 、 微 小 孔 物 質 を サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー を 含 む 溶 液 と 反 応
す る こ と に よ り 産 生 さ れ う る 。 こ こ で 、 該 溶 液 は 、 微 小 孔 物 質 を 通 り 抜 け 、 そ し て サ ス ペ
ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 。 別 の 態 様 で は 、 サ ス ペ ン
シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、 サ ン プ ル を 微 小 孔 物 質 へ と 接 触 す る 前 に 、 被 分 析 物 を 含 む サ ン プ ル
中 へ と 加 え ら れ る 。 こ の 実 施 態 様 で は 、 該 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、 微 小 孔 物 質 の 表
面 付 近 へ と 局 在 化 さ れ る 前 に 、 被 分 析 物 と 相 互 作 用 し た 。 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、
共 有 結 合 又 は い ず れ か の 物 理 的 又 は イ オ ン 性 相 互 作 用 を 介 し て 、 被 分 析 物 と 相 互 作 用 で き
る 。
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ｃ .反 応 比 を 増 大 す る た め の 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質



【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ れ の 一 の 態 様 は 、 図 ７ a～ ７ ｃ に お い て 図 示 さ れ る 。 微 小 孔 ７ １ ０ を 含 む 微 小 孔 物 質
７ ０ ０ は 、 図 ７ aに お い て 示 さ れ る 。 図 ７ ｂ は 、 微 小 孔 表 面 ７ ０ ０ の 表 面 付 近 に 局 在 化 し
、 微 小 孔 ７ １ ０ に 渡 っ て ま た が る サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー ７ ２ ０ を 示 す 。 サ ス ペ ン シ ョ
ン ・ ポ リ マ ー ７ ２ ０ は 、 微 小 孔 物 質 ７ ０ ０ に 付 着 さ れ て 、 本 明 細 書 中 に 示 さ れ る よ う に 微
小 孔 ７ １ ０ を 介 し た 分 子 崩 壊 を 妨 げ る た め に 十 分 で あ る 。 一 の 態 様 で は 、 サ ス ペ ン シ ョ ン
・ ポ リ マ ー は 、 例 え ば 共 有 結 合 、 ト ラ ッ ピ ン グ 、 又 は 物 理 的 又 は イ オ ン 性 相 互 作 用 に よ り
微 小 孔 物 質 に 局 在 さ れ う る 。 図 ７ ｃ は 、 微 小 孔 表 面 ７ ０ ０ の 断 面 図 を 示 し 、 微 小 孔 ７ １ ０
上 に 「 サ ス ペ ン ド さ れ た 」 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー ７ ２ ０ を 示 す 。 サ ス ペ ン ド さ れ て い
る 被 分 析 物 ７ ３ ０ は 、 微 小 孔 ７ １ ０ 上 で サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー ７ ２ ０ に 付 着 さ れ る こ
と が 示 さ れ 、 そ し て サ ス ペ ン ド さ れ て い な い 被 分 析 物 ７ ４ ０ は 、 微 小 孔 ７ １ ０ 上 で は な く
、 一 般 的 に ７ ５ ０ と し て 示 さ れ る 微 小 孔 物 質 の 固 体 表 面 支 持 体 上 で サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ
マ ー ７ ２ ０ に 付 着 さ れ る こ と が し め さ れ る 。 開 示 さ れ る よ う に 、 サ ス ペ ン ド さ れ た 被 分 析
物 ７ ３ ０ は 、 ７ ４ ０ で 示 さ れ る よ う に サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー 上 で あ る が 微 小 孔 上 で サ
ス ペ ン ド さ れ な い 非 サ ス ペ ン ド 型 の 被 分 析 物 、 又 は ７ ６ ０ に 示 さ れ る よ う に 非 特 異 的 に 結
合 さ れ る か 又 は 慣 用 的 に (表 面 に 対 し て 直 接 )局 在 化 さ れ る 被 分 析 物 と 比 べ て 、 立 体 障 害 、
拡 散 、 変 性 な ど に 基 い た 亢 進 さ れ た 反 応 割 合 を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、 微 小 孔 物 質 上 の 微 小 孔 に ま た が る こ と が で き る 巨 大 分 子
の い ず れ か で あ り う る 。 一 の 態 様 で は 、 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 多 糖 、 又 は タ ン パ ク 質 で あ る 。 一 の 態 様 で は 、 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ
及 び そ の ア ナ ロ グ 、 並 び に Ｒ Ｎ Ａ な ど の 核 酸 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ
リ マ ー は 、 セ ル ロ ー ス 及 び ス タ ー チ な ど の 多 糖 で あ る 。 反 応 物 質 は 、 タ ン パ ク 質 又 は 別 の
分 子 、 例 え ば 非 限 定 的 に 酵 素 及 び 抗 体 、 生 物 分 子 、 又 は 触 媒 で あ り う る 。 被 分 析 物 は 、 例
え ば 共 有 結 合 を 介 し て 、 リ ン カ ー 又 は ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン な ど の 結 合 反 応 を 介 し て 、 直 接
サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー に 付 着 さ れ う る 。 被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 に 付 着 さ れ る 前 又 は
後 に サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー に 付 着 さ れ う る 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 に 一 般 的
に 周 知 で あ る 方 法 に よ り 溶 液 中 の Ｄ Ｎ Ａ に 付 着 さ れ 、 次 に 付 着 さ れ た 抗 体 を 含 む 該 Ｄ Ｎ Ａ
は 、 微 小 孔 表 面 に 局 在 さ れ る 。 付 着 さ れ た 抗 体 の 一 部 は 、 微 小 孔 上 に サ ス ペ ン ド し 、 そ し
て 高 め ら れ た 反 応 性 を 有 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ が 、 表 面 上 に 可 逆 的 に 局 在 さ れ た な ら 、 本 明 細 書 中
に 開 示 さ れ る 方 法 に よ り 取 り 除 か れ る こ と も あ り 、 そ れ に よ り 付 着 さ れ た 抗 体 を さ ら に 取
り 除 く 。 別 の 態 様 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 抗 体 は 、 溶 液 中 で 関 心 の 被 分 析 物 又 は ト レ ー サ ー と
反 応 さ れ て 、 特 異 的 結 合 に 作 用 す る 。 こ こ で 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 付 着 抗 体 及 び 特 異 的 に 結 合
さ れ た 被 分 析 物 又 は ト レ ー サ ー は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る ト レ ー サ ー の 検 出 を 増 進 す る
た め に 、 次 に 微 小 孔 表 面 に 局 在 さ れ る 。 こ の 場 合 、 サ ス ペ ン シ ョ ン ・ ポ リ マ ー を 微 小 孔 物
質 に 局 在 化 す る こ と に よ り 、 反 応 物 質 、 例 え ば 抗 体 、 被 分 析 物 、 及 び ト レ ー サ ー を 溶 液 か
ら 濃 縮 す る こ と が 容 易 で あ る こ と は 、 サ ス ペ ン ド さ れ た 被 分 析 物 の 相 対 活 性 を 亢 進 す る こ
と に 関 わ ら ず 、 こ の 方 法 の も う 一 つ の 利 点 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　
　 プ ラ ス モ ン 共 鳴 粒 子 (Ｐ Ｒ Ｐ )は 、 特 異 な 光 学 的 性 質 を 示 す 金 属 製 の サ ブ ミ ク ロ ン で あ る
。 特 に 、 金 及 び 銀 の Ｐ Ｒ Ｐ は 、 格 別 高 く か つ 波 長 選 択 性 の 光 散 乱 能 力 を 有 す る こ と が 知 ら
れ て い る 。 １ 個 の ６ ０ ナ ノ メ ー ト ル の 金 粒 子 は 、 ５ ０ ０ ,０ ０ ０ 個 の フ ル オ レ セ イ ン 分 子
の 蛍 光 発 光 と 同 等 の 光 子 を 散 乱 す る 。 銀 の Ｐ Ｒ Ｐ は 、 金 の 約 ８ 倍 の 効 果 を 有 す る と 知 ら れ
て い る が 、 化 学 的 に 安 定 で な い 。 Ｐ Ｒ Ｐ は 、 診 断 に お け る 使 用 を 提 案 さ れ て き て お り 、 そ
し て Ｐ Ｒ Ｐ 及 び 関 連 技 術 を 商 業 化 す る た め に 数 社 が 形 成 さ れ て き た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 球 状 の Ｐ Ｒ Ｐ 光 学 性 質 は 、 周 知 で あ る ：
　 １ .　 か な り 小 さ い Ｐ Ｒ Ｐ で は (金 に つ い て ４ ０ ｎ ｍ 以 下 )、 散 乱 断 面 は ６ 倍 に な る ま で
粒 子 半 径 に 比 例 し 、 一 方 、 ピ ー ク 散 乱 波 長 は 一 定 で あ る 。 こ の 形 態 で は 、 金 は 主 に ５ ２ ０
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d.　 プ ラ ス モ ン 共 鳴 ア ッ セ ン ブ リ



ｎ ｍ で 散 乱 し 、 一 方 銀 は ３ ８ ０ ｎ ｍ で 散 乱 す る 。
　 ２ .　 Ｐ Ｒ Ｐ が 大 き く な る に つ れ て (金 に つ い て ４ ０ ｎ ｍ 超 )、 散 乱 断 面 は 増 大 し 続 け 、
一 方 、 ピ ー ク 散 乱 波 長 は よ り 長 い 波 長 へ と シ フ ト す る 。 例 え ば 、 以 下 の 散 乱 光 の 色 が 見 ら
れ る ：
　 金 Ｒ Ｐ Ｐ 直 径 　 　 　 　 　 　 　 　 　 散 乱 光 の 色
　 　 ４ ０ ｎ ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 緑 色
　 　 ７ ８ ｎ ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 黄 色
　 　 １ １ ８ ｎ ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 橙 色
　 　 １ ４ ０ ｎ ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 赤 色
　 ３ .　 透 明 誘 電 散 乱 粒 子 (ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク ・ ビ ー ズ な ど )と は 異 な り 、 Ｐ Ｒ Ｐ は 、
媒 体 屈 折 率 適 合 に 関 す る 散 乱 パ ラ メ ー タ ー の 低 減 を 示 さ な い 。 実 際 、 液 浸 培 地 屈 折 率 を 固
有 粒 子 屈 折 率 に 適 合 す る こ と に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｐ か ら の 散 乱 は 培 地 屈 折 率 の 増 加 を 伴 っ て 増 加
し 、 並 び に ピ ー ク 散 乱 波 長 に お け る 明 白 な 赤 方 偏 移 を う け る 一 方 、 慣 用 粒 子 か ら の 散 乱 は
実 質 的 に 取 り 除 か れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 非 球 形 (例 え ば 棒 状 な ど の )Ｐ Ｒ Ｐ の 性 質 は 、 ほ と ん ど 明 ら か に さ れ て い な い 。 棒 状 Ｐ Ｒ
Ｐ に つ い て の 公 表 さ れ て い る デ ー タ ー は 、 実 質 的 に ２ の 軸 方 向 の 散 乱 パ ラ メ ー タ ー を 示 し
、 こ こ で 散 乱 波 長 は 、 照 明 光 へ の Ｐ Ｒ Ｐ 配 向 に 左 右 さ れ る 。 例 え ば 、 ４ ０ ｎ ｍ 未 満 の 直 径
を 有 す る Ｐ Ｒ Ｐ 棒 は 、 ５ ２ ０ ｎ ｍ の 散 乱 ピ ー ク 及 び そ の 長 さ に 関 連 す る か な り 強 力 で 長 い
波 長 ピ ー ク を 示 す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 球 状 Ｐ Ｒ Ｐ の ア ッ セ ン ブ リ の 性 質 は 、 密 集 し た Ｐ Ｒ Ｐ と の 間 の 共 鳴 相 互 作 用 を 示 す 。 つ
ま り 、 密 集 し た 球 状 Ｐ Ｒ Ｐ の 直 線 状 の ア レ イ ・ ア ッ セ ン ブ リ は 、 同 等 の 棒 に 類 似 し た 長 波
長 散 乱 性 質 を 示 す 。 二 つ の 密 集 粒 子 の ア ッ セ ン ブ リ は 、 Ｐ Ｒ Ｐ 直 径 に 基 い た 基 本 的 散 乱 波
長 (例 え ば ４ ０ ｎ ｍ 未 満 の 金 で は 、 ５ ２ ０ ｎ ｍ )、 並 び に 相 互 共 鳴 プ ラ ス モ ン 状 態 の 間 の 共
鳴 相 互 作 用 に 関 連 さ れ た 長 波 長 を 示 す 。 ３ 個 の Ｐ Ｒ Ｐ の 直 線 状 の ア ッ セ ン ブ リ は 、 基 本 波
長 並 び に ３ 個 の 球 状 Ｐ Ｒ Ｐ ア ッ セ ン ブ リ の 長 さ に 関 連 し た 固 有 の 長 波 長 を 示 す 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ
と 同 様 に 、 Ｐ Ｒ Ｐ の こ の 共 鳴 ア ッ セ ン ブ リ は 、 か な り 短 い 距 離 の 作 用 で あ り 、 そ し て 近 接
結 合 事 象 の 分 析 を 得 る た め に 有 用 で あ り う る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 に お い て 、 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る と き 、 プ ラ ス モ ン 共 鳴 ア
ッ セ ン ブ リ (Ｐ Ｒ Ａ )の 検 出 は 、 核 酸 構 造 分 析 を 可 能 に し う る 。 前 に 記 載 さ れ る よ う に 、 検
出 可 能 な ト レ ー サ ー 、 例 え ば 多 数 の プ ロ ー ブ 結 合 は 、 非 特 異 結 合 事 象 か ら 特 異 的 結 合 事 象
を 区 別 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 上 記 多 数 の プ ロ ー ブ 技 術 が 、 真 の 標 的 分 子 か ら (Ｎ Ｓ Ｂ )
を 区 別 す る こ と を 首 尾 よ く 可 能 に す る 一 方 、 核 酸 配 列 の 情 報 は 、 い く ら か 確 実 性 が な い 。
一 塩 基 多 型 (Ｓ Ｎ Ｐ )を 伴 う 標 的 分 子 が 想 定 さ れ る 。 さ ら に 、 Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む ２ ５ ０ の 塩 基 領
域 に 特 異 的 に 結 合 す る １ ０ 個 の プ ロ ー ブ が 合 成 さ れ る こ と が 想 定 さ れ る (１ ０ 個 の プ ロ ー
ブ は 、 各 々 ２ ５ 塩 基 の 長 さ で あ る こ と が 想 定 さ れ る )。 各 プ ロ ー ブ は 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー 手
段 (マ イ ク ロ ビ ー ズ 、 量 子 ド ッ ト 、 高 蛍 光 タ グ 、 連 続 的 標 識 用 の ビ オ チ ン な ど )を 含 む 。 Ｓ
Ｎ Ｐ を 実 際 に コ ー ド す る プ ロ ー ブ は 、 非 Ｓ Ｎ Ｐ 標 的 分 子 上 の 結 合 に 比 較 し た と き 、 計 測 で
き る 及 び 予 測 で き る 結 合 偏 差 (融 解 温 度 な ど )を 示 す 。 理 論 的 に 、 高 い 厳 密 度 の 条 件 下 に お
い て プ ロ ー ブ -標 的 分 子 の 融 解 又 は 結 合 の 間 に お け る 変 則 的 な 蛍 光 強 度 の 変 化 に よ り Ｓ Ｎ
Ｐ を 同 定 す る こ と が で き る 。 慣 用 的 に 、 核 酸 計 数 (Ｎ Ａ Ｃ )検 出 器 は 、 デ ジ タ ル 分 子 検 出 と
一 致 す る 比 較 的 低 い シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 で 稼 動 し 、 そ し て 上 の 例 で 記 載 さ れ る 蛍 光 強 度 の
１ ０ 分 の １ の 偏 差 を 信 頼 性 を 有 し て 検 出 す る こ と が で き な い 。 少 数 の プ ロ ー ブ (例 え ば １
０ よ り は む し ろ ３ )は 、 Ｓ Ｎ Ｐ 検 出 に つ い て 蛍 光 強 度 の 差 を 大 き い 物 に す る が 、 Ｎ Ｓ Ｂ の
た め 擬 陽 性 を 潜 在 的 に 増 大 さ せ て し ま う 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 複 数 の プ ロ ー ブ 結 合 が 、 特 異 的 か つ 明 ら か に 低 い シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 で 検 出 さ れ る な ら
、 利 点 が あ る 。 例 え ば 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 (Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ )は 、 広 く 使 用 さ れ る 。 こ こ で
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、 小 さ い 領 域 内 の 複 数 の 結 合 は 、 固 有 の 波 長 放 出 に よ り 検 出 さ れ る 。 類 似 の シ ス テ ム で あ
る が 、 Ｎ Ａ Ｃ 検 出 (高 感 度 、 固 有 多 プ ロ ー ブ 痕 跡 (unique multiprobe signature)な ど )に
対 す る 影 響 を 受 け や す い 性 質 は 、 分 子 増 幅 を す る こ と な く Ｓ Ｎ Ｐ 同 定 を 可 能 に し う る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 Ｐ Ｒ Ａ 検 出 は 、 光 学 散 乱 パ ラ メ ー タ ー に 独 自 に 基 い た 多 数 (２ ,３ ,４ な ど )の Ｐ Ｒ Ｐ ｓ
　 の ア ッ セ ン ブ リ を 区 別 す る こ と が で き る 。 例 え ば ５ -プ ロ ー ブ ・ シ ス テ ム は 、 Ｓ Ｎ Ｐ 検
出 に 使 用 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 該 プ ロ ー ブ は 、 セ ン タ ー (＃ ３ )プ ロ ー ブ の 下 の Ｓ Ｎ Ｐ
位 置 と 近 接 す る よ う に 設 計 さ れ う る 。 こ の 場 合 で は 、 Ｓ Ｎ Ｐ が な い 場 合 、 予 測 さ れ た 融 解
を 行 な う ５ Ｐ Ｒ Ｐ の ア ッ セ ン ブ リ 、 及 び 問 題 の Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む 核 酸 に つ い て の ２ Ｐ Ｒ Ｐ の ２
個 の ア ッ セ ン ブ リ へ と 融 解 す る ５ Ｐ Ｒ Ｐ の ア ッ セ ン ブ リ は 、 予 期 さ れ る 。 融 解 の 間 に お け
る ＃ ３ プ ロ ー ブ の 欠 失 は 、 主 要 分 散 波 長 の 遠 赤 外 (１ × ５ ～ ４ ０ ｎ ｍ 金 Ｐ Ｒ Ｐ ア ッ セ ン ブ
リ )か ら 黄 色 (２ × ２ ～ ４ ０ ｎ ｍ 金 Ｐ Ｒ Ｐ ア ッ セ ン ブ リ )へ の 偏 移 を も た ら す 。 別 の ス キ ー
ム は 可 能 で あ り 、 球 状 の Ｐ Ｒ Ｐ 直 径 、 材 質 、 及 び Ｐ Ｒ Ｐ ア ッ セ ン ブ リ ・ パ ラ メ ー タ ー に 左
右 さ れ る 。 さ ら に 、 か な り 小 さ い 金 粒 子 で 開 始 す る 溶 液 中 で Ｐ Ｒ Ｐ を 「 成 長 」 す る た め に
、 銀 の 増 強 が 使 用 さ れ う る と い う こ と が よ く 知 ら れ て い る 。 一 の 態 様 で は 、 こ れ ら の 小 さ
い 金 粒 子 (直 径 ２ ｎ ｍ 未 満 )は 、 ア ノ ポ ア 膜 上 の Ｎ Ｓ Ｂ を 少 な く す る と 証 明 さ れ う る 。 小 さ
な 金 核 に 基 く 銀 に よ る Ｐ Ｒ Ａ の 増 強 は 、 よ り 多 く の 棒 状 構 造 及 び 固 有 の 検 出 を も た ら す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　
　 標 的 被 分 析 物 が 局 在 さ れ た 時 点 で 、 被 分 析 物 は 次 に 、 検 出 シ ス テ ム に よ り 検 出 さ れ う る
。 一 の 態 様 で は 、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 は 標 識 さ れ る 。 検 出 技 術 に 左 右 さ れ て 、 被 分 析 物 は
、 局 在 の 前 又 は 後 に 標 識 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ る よ う に 、 ア
ナ ロ グ タ イ プ 検 出 ス キ ー ム が 使 用 さ れ う る 。 こ こ で 、 標 識 さ れ た 被 分 析 物 の 各 々 は 、 検 出
の た め 十 分 な 強 度 を 必 要 と す る 総 量 の シ グ ナ ル に 寄 与 す る 。 別 の 態 様 で は 、 デ ジ タ ル 分 子
計 数 (Ｍ Ｃ )又 は デ ジ タ ル 核 酸 計 数 (Ｎ Ａ Ｃ )検 出 シ ス テ ム は 、 蛍 光 の 有 無 に つ い て 、 ア ッ セ
イ 標 的 表 面 上 の 分 子 サ イ ズ 領 域 を 調 べ る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 局 在 さ れ た 被 分 析 物 の デ ジ タ ル 検 出 は 、 高 感 度 検 出 器 、 例 え ば 高 感 度 、 高 空 間 分 解 能 蛍
光 検 出 器 で あ っ て 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 の 小 領 域 (例 え ば 、 約 １ ～ １ ０ ミ ク ロ ン 2 の 領 域 )を
、 標 識 さ れ た 被 分 析 物 由 来 の 蛍 光 シ グ ナ ル の 有 無 に つ い て 調 べ る 検 出 器 を 用 い て 達 成 さ れ
う る 。 実 質 的 に ０ 又 は １ の 標 識 被 分 析 物 の み が 、 調 査 領 域 内 に 存 在 す る よ う に す る た め 、
調 査 領 域 は 十 分 小 さ く 、 か つ 局 在 さ れ た 被 分 析 物 表 面 濃 度 は 十 分 低 い 。 検 出 さ れ た シ グ ナ
ル が 、 規 定 の 又 は 動 的 に 計 算 さ れ た 閾 値 で あ っ て 、 標 識 さ れ た 標 的 被 分 析 物 と バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド ・ シ グ ナ ル 由 来 の 蛍 光 の 相 対 規 模 に よ り 測 定 さ れ る 閾 値 を 超 え る と き に 、 被 分 析 物
は 計 数 さ れ た と み な さ れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 の 検 出 は 、 非 限 定 的 に 蛍 光 、 リ ン 光 、 化 学 発 光 、 生 物 発 光 、 ラ
マ ン 分 光 法 、 光 学 的 散 乱 分 散 、 プ ラ ス モ ン 共 鳴 粒 子 (Ｐ Ｒ Ｐ )分 析 な ど を 含 む 別 の 技 術 、 並
び に 一 般 的 に 当 業 者 に 知 ら れ る 別 の 技 術 を 用 い て 達 成 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 デ ジ タ ル 核 酸 検 出 の 場 合 、 以 下 の 核 酸 検 出 の 要 件 の 幾 つ か 又 は 全 て は 、 使 用 さ れ る 検 出
シ ス テ ム の 類 型 に 依 存 さ れ て 合 わ さ れ る べ き で あ る 。
　 １ .　 約 １ ～ １ ０ ミ ク ロ ン 2 の 面 積 の 調 査 領 域 か ら の 蛍 光 を 明 確 に 単 離 す る 。
　 ２ .　 使 用 さ れ る 蛍 光 標 識 シ ス テ ム に 一 致 さ せ て 、 調 査 領 域 か ら 蛍 光 発 光 を 高 効 率 及 び
高 感 度 で 計 測 す る 。
　 ３ .　 一 秒 あ た り 約 ５ ,０ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ,０ ０ ０ の 別 個 の 調 査 領 域 を 計 測 す る 。
　 ４ .　 計 測 の 間 、 焦 点 を 標 的 表 面 上 に 維 持 す る 。
　 ５ .　 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 差 分 に つ い て 強 度 -位 置 の 関 係 を 維 持 (画 像 形 成 )す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ う る 適 切 な 検 出 装 置 の 例 は 、 非 限 定 的 に 、 高 速 走 査 共 焦 点 上 面 蛍
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光 光 度 計 、 高 感 度 蛍 光 共 焦 点 顕 微 鏡 、 電 荷 結 合 素 子 (Ｃ Ｃ Ｄ )ア レ イ 、 例 え ば Ｃ Ｃ Ｄ ア レ イ
に 基 い た 蛍 光 顕 微 鏡 、 画 像 増 幅 カ メ ラ な ど を 含 む 。 高 速 走 査 共 焦 点 上 面 蛍 光 光 度 計 は 、 各
核 酸 上 の わ ず か な 蛍 光 標 識 を 検 出 す る こ と が で き る 。 前 に 議 論 さ れ た い く つ か の 標 識 ス キ
ー ム (例 え ば 蛍 光 マ イ ク ロ ビ ー ズ 、 核 酸 色 素 、 酵 素 、 量 子 ド ッ ト な ど )は 、 十 分 に 大 き い シ
グ ナ ル を 作 り 出 し 、 そ し て 洗 練 さ れ て い な い 装 備 で 検 出 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 超 高 感 度 光 学 検 出 に お い て の 近 年 の 進 歩 は 、 単 一 の 蛍 光 分 子 を 同 定 す る 能 力 を も た ら し
、 そ れ に よ り 表 面 に 局 在 さ れ る 単 一 分 子 の 数 値 計 数 が 可 能 に な る 。 一 の 態 様 で は 、 微 小 孔
物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ る 標 識 さ れ た 被 分 析 物 は 、 光 学 検 出 に よ り 検 出 さ れ う る 。 光 学
検 出 は 一 般 的 に 、 約 ２ ０ ０ ｎ ｍ ～ 約 ２ ０ ,０ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 波 長 に お け る 電 磁 気 的 放 射
を 使 用 す る 検 出 方 法 を 含 む 。 一 の 態 様 で は 、 例 え ば 超 高 感 度 ウ イ ル ス 量 ア ッ セ イ に お い て
見 ら れ る 超 低 濃 度 の 核 酸 検 出 に つ い て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 の い ず れ か に お い て
、 分 子 増 幅 を 行 わ な い 核 酸 濃 度 の 直 接 的 決 定 用 に 、 光 学 検 出 は 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 一 の 態 様 で は 、 上 で 記 載 さ れ る 連 続 的 蛍 光 染 色 法 は 、 局 在 さ れ た 核 酸 を 標 識 す る た め に
使 用 さ れ 、 そ し て ２ 個 の 色 素 (Ａ 及 び Ｂ )は 同 じ で あ り 、 光 学 表 面 は ２ 回 計 測 さ れ 、 一 回 は
、 最 初 の 染 色 の 後 で あ り 、 そ し て も う 一 回 は 、 相 補 性 特 異 的 結 合 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・
プ ロ ー ブ 添 加 の 後 に で あ っ た 。 一 の 態 様 で は 、 こ の 場 合 に 使 用 さ れ る 検 出 器 は 、 画 像 検 出
器 例 え ば 、 共 焦 点 顕 微 鏡 、 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ な ど で あ る 。 こ れ ら そ れ ぞ れ の 計 測 か ら 得 ら れ た
画 像 は 、 単 純 に 引 き 算 さ れ て 、 真 の 標 的 核 酸 計 数 を 与 え る 。 こ れ は 、 最 初 の 染 色 の 間 、 真
の 標 的 核 酸 が 、 部 分 的 に 染 色 さ れ る 場 合 で あ っ て も い え る こ と で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 こ の タ イ プ の 技 術 の 例 は 、 ピ コ グ リ ー ン 色 素 を 使 用 す る Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 量 核 酸 検 出 ア ッ
セ イ で あ る 。 こ の 色 素 は 、 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ -Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を 選 択 的 に 染 色
す る こ と が 知 ら れ て い る 。 一 本 鎖 Ｈ Ｉ Ｖ ・ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 患 者 サ ン プ ル 中 の 核 酸 は 、 ア ノ ポ
ア 膜 な ど の 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 化 さ れ る 。 ピ コ グ リ ー ン 溶 液 を 加 え 、 そ し て Ｈ Ｉ
Ｖ ・ Ｒ Ｎ Ａ の 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 領 域 (ヘ ア ピ ン な ど )を 含 む 全 て の 局 在 さ れ た 二
重 鎖 核 酸 を 蛍 光 染 色 し た 。 膜 フ ィ ル タ ー は 、 蛍 光 的 に 画 像 化 さ れ て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の
画 像 計 測 を 与 え た 。 Ｈ Ｉ Ｖ ・ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ を 加 え 、 そ
し て 一 本 鎖 Ｈ Ｉ Ｖ ・ Ｒ Ｎ Ａ に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と を 可 能 に し た 。 ピ
コ グ リ ー ン 溶 液 を 再 び 加 え (又 は 単 純 に 第 一 回 目 の 染 色 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス テ
ッ プ で 取 り 除 か な い )、 そ し て 膜 フ ィ ル タ ー を 再 び 画 像 化 し た 。 前 に 撮 っ た バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド の 画 像 を 、 二 回 目 の 画 像 か ら 引 き 算 し て 、 差 分 画 像 を 作 り 出 し た 。 差 分 画 像 は 、 相 補
的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た Ｈ Ｉ Ｖ ・ Ｒ Ｎ Ａ
領 域 を 表 す 。 標 的 Ｈ Ｉ Ｖ ・ Ｒ Ｎ Ａ は 、 次 に 差 分 画 像 上 の 蛍 光 ス ポ ッ ト 又 は ピ ク セ ル と し て
検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 上 記 の 例 に お い て 、 色 素 Ａ 及 び Ｂ が ス ペ ク ト ル 的 に 独 立 し た 物 で あ る な ら 、 色 素 Ｂ の 計
測 の み が 必 要 と さ れ る 。 色 素 Ａ は 非 蛍 光 で あ り 、 そ の 結 果 色 素 Ａ は 、 蛍 光 色 素 Ｂ の 非 標 的
核 酸 結 合 部 位 を 単 純 に ブ ロ ッ ク す る 。 こ の 場 合 、 蛍 光 イ メ ー ジ は 、 引 き 算 さ れ る 必 要 が な
い の で 、 非 画 像 検 出 器 は 、 核 酸 検 出 に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　
　 分 子 計 数 に お い て 使 用 す る た め の 適 切 な ス キ ャ ン 検 出 シ ス テ ム の １ の 態 様 は 、 図 ８ に 模
式 的 に 示 さ れ る 。 該 検 出 シ ス テ ム は 、 一 般 的 に ８ ０ ０ と 名 付 け ら れ て お り 、 光 線 デ リ バ リ
ー 及 び コ レ ク シ ョ ン ・ モ ジ ュ ー ル ８ ０ ４ と 光 路 で 繋 が っ て い る レ ー ザ ー 光 源 ８ ０ ２ を 含 み
、 該 コ レ ク シ ョ ン ・ モ ジ ュ ー ル ８ ０ ４ は 、 計 測 さ れ る サ ン プ ル に レ ー ザ ー 光 を 向 け る た め
及 び 蛍 光 を 収 集 す る た め の 様 々 な 光 学 要 素 含 み う る 。 図 ８ に お い て 示 さ れ る よ う に 、 デ リ
バ リ ー 及 び コ レ ク シ ョ ン モ ジ ュ ー ル ８ ０ ４ の 光 学 要 素 は 、 コ リ メ ー タ レ ン ズ ８ ０ ６ を 含 み
、 蛍 光 ビ ー ム ・ ス プ リ ッ タ ８ ０ ８ 、 偏 向 ビ ー ム ・ ス プ リ ッ タ ８ １ ０ 、 ４ 分 の １ 波 長 板 ８ １
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ａ .　 走 査 共 焦 点 上 面 蛍 光 光 度 計



２ 、 ダ イ ナ ミ ッ ク ・ フ ォ ー カ ス 対 物 レ ン ズ ８ １ ３ 、 及 び 焦 点 検 出 器 ８ １ ４ を 含 む 。 該 焦 点
検 出 器 ８ １ ４ は 、 焦 点 レ ン ズ ８ １ ５ 、 円 柱 レ ン ズ ８ １ ６ 、 及 び ４ 分 割 フ ォ ト ダ イ オ ー ド 検
出 器 ８ １ ７ を 含 む 。 こ れ ら の 光 学 要 素 と 光 源 ８ ０ ２ か ら の レ ー ザ ー ・ ビ ー ム と の 相 互 作 用
は 、 以 下 に さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ る 。 デ リ バ リ ー 及 び コ レ ク シ ョ ン ・ モ ジ ュ ー ル ８ ０ ４ は
、 検 出 器 モ ジ ュ ー ル ８ １ ８ と 光 路 で 繋 が っ て お り 、 該 検 出 器 モ ジ ュ ー ル ８ １ ８ は 、 干 渉 フ
ィ ル タ ー ８ ２ ０ 、 第 一 焦 点 レ ン ズ ８ ２ ２ 、 空 間 フ ィ ル タ ー ８ ２ ４ 、 第 二 焦 点 レ ン ズ ８ ２ ６
、 及 び 光 子 計 数 ア バ ラ ン シ ェ ・ フ ォ ト ダ イ オ ー ド (Ａ Ｐ Ｄ )８ ２ ８ を 含 む 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 検 出 シ ス テ ム ８ ０ ０ を 作 動 す る 間 、 レ ー ザ ー ビ ー ム ８ ３ ０ 、 例 え ば 直 線 偏 向 連 続 波 (ｃ
ｗ )レ ー ザ ー ビ ー ム は 、 事 前 に 選 択 さ れ た 直 径 、 例 え ば 最 大 直 径 ６ ｍ ｍ に ま で 拡 大 さ れ そ
し て 平 行 に さ れ た 。 該 レ ー ザ ー ・ ビ ー ム は 、 蛍 光 ビ ー ム ・ ス プ リ ッ タ ８ ０ ８ 、 偏 向 ビ ー ム
・ ス プ リ ッ タ ８ １ ０ 、 ４ 分 の １ 波 長 板 ８ １ ２ を 横 切 り 、 そ し て ダ イ ナ ミ ッ ク ・ フ ィ ー カ ス
対 物 レ ン ズ ８ １ ３ に よ り 、 サ ン プ ル コ ン テ ナ ８ ３ ２ の 内 部 表 面 上 に 焦 点 を 合 わ せ ら れ る 。
蛍 光 ビ ー ム ス プ リ ッ タ ー ８ ０ ８ は 、 レ ー ザ ー ビ ー ム ８ ３ ０ を 伝 達 し 、 そ し て 光 の 全 て の 異
な る の 波 長 を 反 射 す る 。 蛍 光 ビ ー ム ・ ス プ リ ッ タ ８ ０ ８ は 、 約 １ ５ 度 の 入 射 角 な ど の 角 度
で 配 置 さ れ て 、 偏 向 の 影 響 を 最 小 限 に し 、 そ し て シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 改 善 す る 。 偏 向 ビ
ー ム ・ ス プ リ ッ タ ８ １ ０ は 、 ４ 分 の １ 波 長 板 ８ １ ２ と 繋 が っ て お り 、 従 来 の 光 ア イ ソ レ ー
タ ー を 形 成 す る 。 直 線 偏 向 レ ー ザ ー 光 は 、 偏 向 ビ ー ム ・ ス プ リ ッ タ ８ １ ０ を 横 切 り 、 そ し
て ４ 分 の １ 波 長 プ レ ー ト ８ １ ２ に よ り 環 偏 向 へ と 変 換 さ れ る 。 該 光 の 正 反 射 は 、 環 偏 向 の
方 向 を 逆 (右 方 を 左 方 環 偏 向 に )に す る 。 該 逆 方 偏 向 は 、 四 分 の 一 波 長 板 ８ １ ２ を 介 し て 元
に 戻 さ れ る 際 に 、 直 線 偏 向 へ と 変 換 さ れ る 。 該 戻 さ れ た 光 は 、 元 の レ ー ザ ー ビ ー ム に 対 し
直 角 の 直 線 偏 向 で あ り 、 そ し て 偏 向 ビ ー ム ス プ リ ッ タ ８ １ ０ を 介 し て ９ ０ 度 反 射 さ れ て 、
検 出 器 ８ １ ４ に 焦 点 を 合 わ せ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ダ イ ナ ミ ッ ク ・ フ ォ ー カ ス 対 物 レ ン ズ ８ １ ３ は 、 レ ー ザ ー ビ ー ム 及 び 蛍 光 検 出 器 の 焦 点
を 、 ス キ ャ ン の 間 標 的 表 面 上 に 維 持 す る 。 ス キ ャ ン は 、 コ ン テ ナ 又 は 検 出 器 を コ ン テ ナ の
中 心 線 に 沿 っ て 動 か す 間 、 サ ン プ ル コ ン テ ナ ８ ３ ２ (例 え ば 、 使 い 捨 て ポ リ ス チ レ ン 培 養
チ ュ ー ブ 、 無 機 光 学 膜 フ ィ ル タ ー )を 回 転 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 代 わ り の ス キ ャ ン
・ ス キ ー ム は 、 ス キ ャ ン ミ ラ ー (図 示 せ ず )を 、 ４ 分 の １ 波 長 板 ８ １ ２ と 対 物 レ ン ズ ８ １ ３
と の 間 に 使 用 し て 、 直 角 方 向 に お い て ス キ ャ ン す る 。 対 物 レ ン ズ の 開 口 数 (Ｎ Ａ )は 、 約 ０
.６ に 制 限 さ れ て 、 自 動 焦 点 シ ス テ ム が 作 動 す る た め の 十 分 な 焦 点 深 度 を 許 容 し 、 並 び に
対 物 レ ン ズ ８ １ ３ と サ ン プ ル コ ン テ ナ ８ ３ ２ と の 間 の 使 い 勝 手 の 良 い 作 業 距 離 を 許 容 す る
。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 対 物 レ ン ズ ８ １ ３ を リ ニ ア モ ー タ ー (音 声 コ イ ル )内 に 配 置 し 、 そ し て ス キ ャ ン の 間 サ ン
プ ル コ ン テ ナ ８ ３ ２ の 内 部 表 面 上 に 焦 点 を 維 持 す る よ う に 、 焦 点 シ ス テ ム を 閉 ル ー プ 制 御
の 下 で 、 サ ン プ ル コ ン テ ナ ８ ３ ２ の 方 向 へ 又 は か ら 離 れ る 方 向 へ 平 行 移 動 し た 。 光 学 設 計
の 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 光 の 反 射 は 、 異 な る 屈 折 率 を 有 す る 二 つ の 透 明 な 物
質 の 間 の 境 界 面 で 生 じ る 。 例 え ば 、 ガ ラ ス か ら 水 に 対 す る 境 界 面 か ら の 反 射 は 約 ０ .５ ％
で あ り 、 一 方 、 ガ ラ ス か ら 空 気 に 対 す る 境 界 面 か ら の 反 射 は 、 約 ４ ％ で あ る 。 検 出 シ ス テ
ム ８ ０ ０ は 、 乾 燥 表 面 (境 界 面 )上 か 、 又 は 固 体 と 液 体 と の 間 で 形 成 さ れ る 境 界 面 上 に 動 的
に 焦 点 を 合 わ せ る よ う に 設 定 さ れ う る 。 従 っ て 、 コ ン テ ナ -液 体 境 界 面 か ら の 弱 い 反 射 レ
ー ザ ー 光 (約 ０ .５ ％ )が 、 焦 点 検 出 器 の ８ １ ４ の 円 筒 状 レ ン ズ ８ １ ６ を 通 過 し 、 そ し て フ
ォ ト ダ イ オ ー ド 検 出 器 ８ １ ７ へ と 照 射 さ れ る 。 対 物 レ ン ズ ８ １ ３ が 、 コ ン テ ナ -液 体 境 界
面 に 焦 点 を あ て る と き 、 円 形 状 の ス ポ ッ ト が 焦 点 検 出 器 ８ １ ４ 上 に 作 ら れ る よ う に 該 光 学
系 は な っ て い る 。 理 想 的 な 焦 点 位 置 か ら の 差 分 は 、 環 状 ス ポ ッ ト の 伸 張 (elongation)を も
た ら す 。 該 伸 張 は 、 フ ォ ト ダ イ オ ー ド 検 出 器 ８ １ ７ に よ り 計 測 さ れ 、 そ し て 対 物 レ ン ズ ８
１ ３ の 焦 点 制 御 に つ い て の フ ィ ー ド バ ッ ク ・ ル ー プ に お け る エ ラ ー シ グ ナ ル と し て 使 用 さ
れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
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　 サ ン プ ル コ ン テ ナ ８ ３ ２ の 内 部 表 面 か ら の 蛍 光 は 、 レ ー ザ ー 励 起 の リ タ ー ン パ ス に 沿 っ
て 通 り 、 蛍 光 ビ ー ム ・ ス プ リ ッ タ ー ８ ０ ８ に よ り 反 射 さ れ る 。 こ の 位 置 で は 、 最 も 正 反 射
さ れ た 励 起 光 は 、 偏 向 ビ ー ム ス プ リ ッ タ ８ １ ０ に よ り 蛍 光 シ グ ナ ル か ら 取 り 除 か れ る 。 蛍
光 偏 向 に 左 右 さ れ て 、 幾 つ か の 蛍 光 シ グ ナ ル も 失 わ れ う る 。 代 わ り の 配 置 で は 、 蛍 光 ビ ー
ム ス プ リ ッ タ ー ８ ０ ８ は 、 ４ 分 の １ 波 長 板 ８ １ ２ と 対 物 レ ン ズ ８ １ ３ と の 間 に 配 置 さ れ う
る 。 こ の 代 わ り の 配 置 に お い て 、 蛍 光 シ グ ナ ル は 最 も 強 く な る が 、 さ ら な る 反 射 励 起 光 を
有 す る だ ろ う 。 図 ８ に お い て 示 さ れ る よ う に 、 蛍 光 ビ ー ム ス プ リ ッ タ ８ ０ ８ か ら 反 射 さ れ
た 蛍 光 ビ ー ム ８ ４ ０ は 、 干 渉 フ ィ ル タ ー ８ ２ ０ を 通 過 す る 。 該 フ ィ ル タ ー は 、 か な り 高 効
率 で あ り 、 多 孔 性 の 干 渉 フ ィ ル タ ー で あ り う る 。 蛍 光 ビ ー ム ８ ４ ０ は 、 レ ン ズ ８ ２ ２ に よ
り 空 間 (spatial)フ ィ ル タ ー 上 へ と 焦 点 を 合 わ せ ら れ る 。 空 間 フ ィ ル タ ー ８ ２ ４ は 、 コ ン
テ ナ -液 体 表 面 の 像 平 面 に 位 置 し 、 そ し て 他 の 領 域 由 来 の 光 を 排 除 す る こ と に よ り 、 空 間
分 解 能 及 び シ グ ナ ル -対 -ノ イ ズ 比 を 改 良 す る 。 空 間 フ ィ ル タ ー ８ ２ ４ を 通 過 す る 光 は 、 レ
ン ズ ８ ２ ６ に よ り 、 光 子 計 数 ア バ ラ ン シ ェ ・ フ ォ ト ダ イ オ ー ド ８ ２ ８ の 小 領 域 上 に 焦 点 を
合 わ せ ら れ る 。 活 性 の あ る フ ォ ト ダ イ オ ー ド 領 域 及 び 大 画 面 表 示 に 依 存 し て 、 該 空 間 フ ィ
ル タ ー ・ シ ス テ ム は 、 蛍 光 を 小 領 域 の フ ォ ト ダ イ オ ー ド 上 に 直 接 焦 点 を 合 わ せ る こ と に よ
り 単 純 化 さ れ う る 。 当 業 者 に 周 知 で あ る よ う に 、 画 像 は 、 シ グ ナ ル 強 度 対 ス キ ャ ン 位 置 を
追 跡 す る こ と に よ り 構 築 さ れ う る 。 そ う し た 画 像 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー の モ ニ タ ー な ど の 出
力 デ ィ ス プ レ ー 上 に 可 視 的 に 表 示 さ れ う る か 、 又 は さ ら に コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 分 析 さ れ
て 、 検 出 さ れ た 核 酸 を 数 え 上 げ る 。 検 出 シ ス テ ム ８ ０ ０ は 、 多 く の 異 な る 構 成 、 例 え ば 、
フ ィ ル タ ー 膜 、 フ ロ ー セ ル 、 多 穴 プ レ ー ト な ど を 伴 っ て 使 用 す る よ う に 設 計 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 分 子 計 数 法 に お い て 使 用 さ れ う る 別 の 適 切 な 検 出 シ ス テ ム は 、
模 式 的 に 図 ９ に お い て 示 さ れ る 。 該 検 出 シ ス テ ム は 、 一 般 的 に ９ ０ ０ と 名 付 け ら れ 、 微 小
孔 物 質 上 に 局 在 さ れ る 核 酸 を 検 出 す る た め に 特 に 適 し て い る 。 該 検 出 シ ス テ ム ９ ０ ０ は 、
励 起 フ ィ ル タ ー ９ ５ ０ を 含 む 光 源 ９ ０ ２ を 含 み 、 こ れ は 、 検 出 器 モ ジ ュ ー ル ９ ０ ４ 、 例 え
ば 電 荷 結 合 素 子 (Ｃ Ｃ Ｄ )カ メ ラ と 光 路 で 繋 が っ て い る 。 該 検 出 器 モ ジ ュ ー ル ９ ０ ４ は 、 標
識 さ れ た 核 酸 蛍 光 を 単 離 す る た め 、 １ 以 上 の 干 渉 フ ィ ル タ ー ９ ０ ６ を 含 む 。 検 出 器 モ ジ ュ
ー ル ９ ０ ４ は フ ラ ッ ト ・ フ ィ ー ル ド (flat field)対 物 レ ン ズ ９ ０ ８ 、 例 え ば 約 ０ .１ ～ 約
０ .３ の Ｎ Ａ を 有 し て 、 約 ５ ミ ク ロ ン ～ 約 １ ５ ミ ク ロ ン の 焦 点 深 度 を も た ら す レ ン ズ を 有
し う る 。 こ の 大 き な 焦 点 深 度 は 、 サ ン プ ル フ ィ ル タ ー 膜 の 位 置 の 自 由 度 を 許 容 す る 。 或 い
は 、 高 Ｎ Ａ の 対 物 レ ン ズ は 、 さ ら な る シ グ ナ ル を 集 め る た め に 使 用 さ れ う る が 、 焦 点 深 度
を 小 さ く し て し ま う 。 検 出 器 モ ジ ュ ー ル は ま た 、 検 出 レ ン ズ ９ １ ０ 、 及 び Ｃ Ｃ Ｄ ア レ イ ９
１ ２ 、 例 え ば 数 秒 間 ～ 数 分 間 の 照 射 用 の 冷 却 型 高 量 子 効 率 裏 面 入 射 型 Ｃ Ｃ Ｄ 検 出 器 を 含 む
。 別 の レ ン ズ 及 び 光 フ ァ イ バ ー 照 射 (fiber optic illumination)を 介 し た も の を 含 む 別 の
光 学 デ ザ イ ン も ま た 、 代 わ り の 態 様 に お い て 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 検 出 シ ス テ ム ９ ０ ０ の 作 動 の 間 、 照 射 ビ ー ム ９ ２ ０ は 、 局 在 さ れ た 核 酸 を 有 す る 微 小 孔
物 質 ９ ３ ０ の 表 面 に 向 け ら れ る 。 照 射 ビ ー ム ９ ０ ０ は 、 蛍 光 標 識 さ れ た 被 分 析 物 が 蛍 光 を
発 す る こ と を 引 き 起 こ す 。 局 在 さ れ た 被 分 析 物 は 、 多 く の 蛍 光 マ イ ク ロ ビ ー ズ で 標 識 さ れ
た と し て も 、 か な り 小 さ い 対 象 で あ る 。 各 々 標 識 さ れ た 被 分 析 物 は 、 蛍 光 ビ ー ム ９ ４ ０ か
ら 典 型 的 に Ｃ Ｃ Ｄ ア レ イ ９ １ ２ 上 の 単 一 の 明 ピ ク セ ル を 発 す る 。 検 出 シ ス テ ム ９ ０ ０ は 、
１ ０ ０ ０ × １ ０ ０ ０ Ｃ Ｃ Ｄ ア レ イ で 、 直 径 ３ ｍ ｍ の 標 的 表 面 に つ い て 設 計 さ れ る と す る と
、 各 ピ ク セ ル は 、 膜 フ ィ ル タ ー 上 の 約 ３ × ３ ミ ク ロ ン の 領 域 を 表 す 。 検 出 器 シ ス テ ム ９ ０
０ は 、 前 部 で 記 載 さ れ た 図 ８ の 走 査 共 焦 点 シ ス テ ム と は 異 な っ て 、 分 析 上 ま と ま っ た 照 射
部 及 び 検 出 部 に な る よ う 設 計 さ れ う る 。 こ れ に よ り 、 ピ ク セ ル ・ シ グ ナ ル 強 度 と ピ ク セ ル
あ た り の 蛍 光 核 酸 濃 度 と の 相 関 が 許 容 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 密 集 し た 被 分 析 物 (同
じ ピ ク セ ル 内 )は 、 ピ ク セ ル 強 度 に お け る 段 階 関 数 に よ り 分 解 さ れ て 、 検 出 器 が 計 数 す る
ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 改 良 す る 。 Ｃ Ｃ Ｄ ア レ イ に よ り 作 ら れ る 画 像 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー モ
ニ タ ー な ど の 出 力 デ ィ ス プ レ ー 上 に 視 覚 的 に 表 示 さ う る し 、 又 は 検 出 さ れ た 被 分 析 物 を 計

10

20

30

40

50

(47) JP 2006-511792 A 2006.4.6

ｂ .　 暗 視 野 蛍 光 光 度 計 に 基 く カ メ ラ



数 す る た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り さ ら に 分 析 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　
　 一 の 態 様 で は 、 プ ラ ス モ ン 共 鳴 ア ッ セ ン ブ リ (Ｍ Ｃ -Ｐ Ｒ Ａ )検 出 に 基 く 分 子 計 数 に 適 し
た 検 出 器 を 、 図 １ ０ に 示 し 、 そ し て 一 般 的 に １ ０ ０ ０ と 名 付 け る 。 こ れ は 、 暗 視 野 、 共 焦
点 ス キ ャ ン 分 光 法 と し て 最 適 に 特 徴 付 け ら れ る 。 分 子 計 数 用 に 前 部 で 記 載 さ れ た 蛍 光 に 基
く シ ス テ ム と は 異 な っ て 、 こ の 検 出 器 は 、 十 分 な 光 の レ ベ ル で 作 動 し 、 そ し て 高 い 感 度 の
検 出 を 必 要 と し な い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 照 射 は 、 白 色 光 源 由 来 で あ る べ き で あ り 、 そ し て 直 接 の 反 射 が 検 出 器 に よ り 検 出 さ れ な
い よ う に 配 置 さ れ る べ き で あ る 。 こ れ は 、 微 小 孔 物 質 を 、 高 強 度 の 小 型 の ア ー ク 灯 を 検 出
対 象 の 全 集 束 角 よ り 大 き い 角 度 で 微 小 孔 物 質 を 照 ら す た め の 適 切 な 光 学 系 と 伴 に 使 用 す る
こ と に よ っ て 典 型 的 に 達 成 さ れ る 。 こ れ は 、 慣 用 の 暗 視 野 顕 微 鏡 照 射 装 置 又 は 暗 視 野 金 属
顕 微 鏡 本 体 と 関 連 の ハ ー ド ウ ェ ア を 用 い て 行 わ れ う る 。 小 型 ア ー ク 灯 １ ０ ０ １ は 、 広 範 な
(多 波 長 の )光 で あ っ て 、 コ ン デ ン サ ー レ ン ズ １ ０ ０ ２ に よ り 平 行 化 さ れ た 光 を 放 出 す る 。
こ の 光 は 目 隠 し 円 盤 (obscuration disc)１ ０ ０ ３ に 衝 突 し 、 輪 状 の 放 射 ビ ー ム １ ０ ０ ４ を
形 成 す る 。 照 射 光 の 輪 状 の ビ ー ム は 、 検 出 さ れ た 光 が 通 り 抜 け る た め の 中 央 穴 を 含 む 鏡 １
０ ０ ５ に よ り 反 射 さ れ る 。 輪 状 の 照 射 光 は 、 微 小 孔 物 質 １ ０ １ ０ 上 に 局 在 さ れ た 適 切 な 標
識 １ ０ ０ ９ を 含 む 核 酸 に 照 射 さ れ る た め に 、 対 物 レ ン ズ １ ０ ０ ７ の 最 大 光 集 束 角 よ り 大 き
い 角 度 で 、 輪 状 の レ フ レ ク タ ー (１ ０ ０ ６ )に よ り 反 射 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 例 え ば 微
小 孔 物 質 由 来 の 第 一 表 面 反 射 か ら 鏡 面 反 射 さ れ た 照 射 光 は 、 集 束 光 学 系 に 入 る こ と が で き
な い 。 光 学 シ グ ナ ル は 、 対 物 レ ン ズ １ ０ ０ ７ に よ り 集 束 さ れ 、 比 較 的 第 一 表 面 反 射 が な く
、 そ し て 鏡 １ ０ ０ ５ の 穴 を 通 過 し 、 そ し て レ ン ズ １ ０ １ ２ に よ り 共 焦 点 ピ ン ホ ー ル １ ０ １
３ 上 の 結 像 さ れ る 。 共 焦 点 ピ ン ホ ー ル １ ０ １ ３ は 、 偽 (sprious)散 乱 光 な ど を 低 減 す る 点
で 役 に 立 つ 。 ピ ン ホ ー ル を 通 過 し た 光 は 、 凹 面 光 子 １ ０ １ ４ に 向 け ら れ 、 こ こ で 光 は 個 々
の 波 長 １ ０ １ ５ へ と 分 散 さ れ 、 そ し て フ ォ ト ダ イ オ ー ド ・ ア レ イ １ ０ １ ６ に よ り 検 出 さ れ
る 。 こ の ア レ イ は 、 Ｐ Ｒ Ａ 標 識 さ れ た 核 酸 か ら の 散 乱 シ グ ナ ル 中 に 存 在 す る 複 数 の 波 長 を
同 時 に 検 出 す る 。 前 部 に 論 じ た よ う に 、 こ れ ら の 散 乱 波 長 の 強 度 は 、 局 在 さ れ た 核 酸 の 標
識 パ ラ メ ー タ ー を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 こ の 例 で は 、 ス キ ャ ン は 、 １ ０ １ ７ に よ
り 表 さ れ る 静 止 検 出 器 の 下 で 膜 ア ッ セ ン ブ リ を 動 か す こ と に よ り 、 或 い は 膜 ア ッ セ ン ブ リ
を 静 止 さ せ て い る 間 に 検 出 器 ア ッ セ ン ブ リ を 動 か す こ と に よ り 達 成 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 Ｐ Ｒ Ａ か ら の 散 乱 光 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 の か な り 小 さ い 領 域 内 か ら 生 じ る 。 外 部
散 乱 が 検 出 器 に 達 す る こ と を 制 限 す る た め に 、 高 開 口 数 の 対 物 レ ン ズ 及 び 共 焦 点 ジ オ メ ト
リ ー を 使 用 す る こ と は 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 Ｍ Ｃ -Ｐ Ｒ Ａ 検 出 器 は 、 複 数 の 波 長 を 同 時 に 検 出 す る べ き で あ る 。 図 １ ０ は 、 こ れ の 一
の 実 施 態 様 を 図 示 す る 。 該 検 出 は 、 共 焦 点 を 通 過 し た 散 乱 光 を 直 線 ア レ イ 光 検 出 器 上 に 分
散 す る た め に 、 光 学 格 子 を 使 用 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 光 レ ベ ル は 十 分 高 い の で 、
高 価 な 光 子 計 数 及 び 冷 却 型 Ｃ Ｃ Ｄ シ ス テ ム で は な く て 、 慣 用 の フ ォ ト ダ イ オ ー ド 検 出 器 の
使 用 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　
　 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る 場 合 、 融 解 曲 線 分 析 (Ｍ Ｃ Ａ )は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
可 逆 的 な 性 質 に 基 い た 技 術 で あ る 。 二 本 鎖 の 核 酸 、 並 び に 広 範 な 二 次 構 造 (自 己 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン )を 有 す る 一 本 鎖 の 核 酸 は 、 温 度 及 び 溶 媒 組 成 の よ く 規 定 さ れ た 条 件 下 で
単 純 な 一 本 鎖 構 造 へ と 戻 さ れ る 。 こ の 過 程 は 、 融 解 と 呼 ば れ て い る 。 多 く の 核 酸 染 色 は 、
二 本 鎖 核 酸 断 片 に 結 合 さ れ た と き 蛍 光 の 大 幅 な 増 大 を 示 し 、 そ し て こ れ ら の 二 本 鎖 断 片 が
融 解 す る と 、 蛍 光 を 失 う 。 融 解 曲 線 は 、 一 般 的 に 、 蛍 光 染 色 さ れ た 核 酸 の 蛍 光 対 温 度 の プ
ロ ッ ト で あ る 。 曲 線 の 形 は 、 融 解 核 酸 の 構 造 に つ い て の 情 報 を 含 み 、 そ し て 、 低 い 分 解 能

10

20

30

40

50

(48) JP 2006-511792 A 2006.4.6

ｃ .　 暗 視 野 分 光 計 に よ る ス キ ャ ン

ｄ .融 解 曲 線 分 析



で は あ る が 、 核 酸 同 定 の 特 異 的 指 標 と し て 使 用 さ れ う る 。 こ の 技 術 は 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ
Ｒ 分 析 及 び 分 子 生 物 学 に お い て 広 く 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 一 の 態 様 で は 、 Ｍ Ｃ Ａ は 、 少 な い 異 な る 核 酸 の 混 合 体 に お い て 、 標 的 核 酸 を 区 別 す る た
め に 使 用 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 膜 フ ィ ル タ ー 温 度 又 は 核 酸 融 解 を 引 き 起 こ す 別 の 因 子
を 制 御 及 び 変 化 さ せ る た め に 改 変 さ れ た Ｍ Ｃ 検 出 シ ス テ ム を 伴 っ て 、 核 酸 局 在 化 及 び 標 識
を 上 で 記 載 さ れ る よ う に 行 っ た 。 こ れ は 、 微 小 孔 物 質 を 流 れ る 液 体 の 温 度 を 制 御 す る こ と
に よ り 、 全 体 の 使 い 捨 て の 溶 媒 組 成 物 な ど の 温 度 を 制 御 す る こ と に よ り 、 達 成 さ れ う る 。
核 酸 計 数 融 解 曲 線 分 析 (Ｎ Ａ Ｃ -Ｍ Ｃ Ａ )は 、 幾 つ か の 微 小 孔 物 質 の 温 度 で Ｎ Ａ Ｃ 計 測 す る
こ と に よ り 、 そ し て 標 的 核 酸 の 既 知 の 性 質 に 蛍 光 変 化 対 温 度 を 相 関 す る こ と に よ り 行 わ れ
る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 例 え ば 、 標 的 核 酸 は 、 ８ ０ ℃ の 融 点 を 有 し う る 。 検 出 装 置 は 、 約 ７ ５ ℃ ～ 約 ８ ５ ℃ ま で
０ .５ ℃ 単 位 で 、 Ｎ Ａ Ｃ 計 測 を 行 う た め に セ ッ ト さ れ た 。 標 的 核 酸 は 、 融 解 温 度 に 達 す る
と 、 特 異 的 蛍 光 の 減 少 を 引 き 起 こ す 。 非 標 的 核 酸 は 、 多 く が 異 な る 温 度 で 融 解 す る よ う で
あ る 。 検 出 装 置 は 、 前 以 っ て 規 定 さ れ た 範 囲 で 溶 解 す る 核 酸 を 計 数 す る た め だ け に 設 定 さ
れ る 。 限 ら れ た 数 の 混 じ り こ ん だ 非 標 的 核 酸 を 含 む 適 用 で は 、 こ の 付 加 さ れ た 特 異 性 は 、
相 補 的 プ ロ ー ブ 、 染 色 な ど の 開 発 に お け る 面 倒 な 事 態 を 削 る こ と が で き る 。 大 規 模 な 二 次
構 造 を 有 す る 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ (例 え ば Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 エ ン テ ロ ウ イ ル ス な ど )は 、 予 測 さ れ
た 固 有 の 温 度 で 融 解 す る 染 色 二 次 構 造 で Ｎ Ａ Ｃ -Ｍ Ｃ Ａ に よ り 分 析 さ れ う る 。 さ ら に 、 複
数 の 相 補 核 酸 に 結 合 す る プ ロ ー ブ は 、 特 異 的 標 的 核 酸 、 例 え ば Ｈ Ｉ Ｖ 用 に 設 計 さ れ 、 こ れ
ら は 全 て 一 定 の 温 度 で 融 解 す る 。 こ の 場 合 、 複 数 の プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し
、 そ し て 適 切 な 核 酸 色 素 で 染 色 さ れ た 局 在 化 Ｈ Ｉ Ｖ は 、 特 異 的 プ ロ ー ブ 設 計 に 固 有 の 決 め
ら れ た 温 度 で 融 解 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 特 定 の 状 況 で は 、 局 在 さ れ た 核 酸 の 形 態 学 は 、 Ｓ Ｎ Ｒ 検 出 を 改 良 す る た め に 使 用 さ れ う
る 。 前 部 で 論 じ た よ う に 、 核 酸 は 、 並 外 れ た 高 い 縦 横 比 を 有 す る 分 子 で あ る 。 多 く の 標 的
核 酸 は 、 明 確 に 同 定 で き る 形 態 で 局 在 化 さ れ る 。 図 １ １ は 、 ニ ッ ケ ル ・ ホ ウ 素 ア ノ ポ ア 膜
に 局 在 化 さ れ 、 サ イ バ ー ・ ゴ ー ル ド 色 素 で 染 色 し 、 そ し て 実 施 例 １ ２ に 従 っ て 図 ９ に お い
て 示 さ れ る 検 出 器 を 用 い て 、 画 像 化 さ れ た ヒ ト ・ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 示 す 。 棒 状 の Ｄ Ｎ Ａ が 明
ら か に 見 ら れ る 。 こ の 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ の ピ ク セ ル の 明 る さ は 、 周 り の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ピ
ク セ ル よ り は 明 る い が 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 先 ず 形 に よ り 同 定 さ れ る 。 イ メ ー ジ 分 析 技 術 は 、 特 定
の 形 を 同 定 を 助 け る た め 、 重 な り 領 域 を 補 正 す る た め 、 画 質 を 改 良 す る た め な ど に 利 用 で
き 、 そ し て 計 数 の 正 確 さ を 改 善 す る 。 特 定 の 核 酸 及 び 染 色 技 術 は 、 光 学 的 に 同 定 で き る 構
造 で あ っ て 、 小 型 の 検 出 領 域 内 に 容 易 に 適 合 し な い 構 造 も た ら し 、 実 質 的 な 画 像 の 重 な り
が 存 在 し 、 そ し て そ う で な け れ ば 個 々 の 核 酸 を 同 定 す る た め の 画 像 分 析 技 術 を 必 要 と す る
。 こ れ ら の 技 術 は 、 広 く 使 用 さ れ 、 そ し て 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
　
　 比 較 的 純 粋 な 被 分 析 物 を 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 固 定 化 す る こ と で あ っ て 、 本 明 細 書 中
に 記 載 さ れ る 技 術 に よ り 達 成 さ れ る 固 定 化 は 、 被 分 析 物 の 計 数 に 関 し て 重 要 な 変 量 で あ る
。 「 計 数 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 、 微 小 孔 物 質 の 特 定 の 領 域 で 、 微 小 孔 物 質 の 表 面
付 近 に 局 在 さ れ た 個 々 の 被 分 析 粒 子 の 数 を 測 定 す る こ と と し て 定 義 さ れ る 。 比 較 的 大 き く
、 多 標 識 さ れ た 被 分 析 物 に つ い て で さ え 、 単 一 分 子 の 計 数 は 、 特 別 な 検 出 能 力 を 必 要 と す
る 。 結 果 と し て 、 単 一 分 子 計 数 は 、 競 合 又 は 相 互 作 用 物 質 が な い か な り 精 製 さ れ た 非 分 析
物 を 固 定 化 す る こ と を 必 要 と す る 。 以 下 の 原 理 は 、 本 明 細 書 中 で 記 載 さ れ る 技 術 に よ り 達
成 さ れ る 表 面 固 定 化 が 、 ど れ だ け 分 子 計 数 を 高 め る か を 示 す 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 光 学 系 で は 、 装 置 の 光 収 集 能 力 は 、 焦 点 の 深 度 に 比 例 す る と い う こ と が 数 学 的 に 示 さ れ
る 。 つ ま り 、 １ ミ ク ロ ン の 深 度 領 域 に 局 在 さ れ た 蛍 光 粒 子 を 調 べ る た め に 最 適 化 さ れ た 装
置 内 で 検 出 さ れ る シ グ ナ ル は 、 １ ０ ０ ミ ク ロ ン の 深 度 領 域 に 局 在 さ れ た 同 じ 蛍 光 粒 子 を 調
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べ る 装 置 で あ っ て 同 等 に 最 適 化 さ れ た 装 置 内 で 検 出 さ れ る シ グ ナ ル よ り も １ ０ ０ 倍 大 き く
な る だ ろ う 。 焦 点 装 置 の １ ミ ク ロ ン の 深 度 は 、 １ ０ ０ ミ ク ロ ン の 深 度 領 域 を 段 階 的 に 調 べ
る た め に 使 用 さ れ う る が 、 １ ０ ０ 倍 の 時 間 が か か る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 光 学 分 子 計 数 は 、 光 学 的 に 調 べ る た め に 並 外 れ て 小 さ い 体 積 を 単 離 す る こ と を 必 要 と す
る 。 被 分 析 物 を 計 数 す る た め の 最 も 直 接 的 な ア プ ロ ー チ は 、 標 的 分 子 の 有 無 に つ い て か な
り 小 さ い 検 出 体 積 に つ い て 調 べ る こ と で あ る 。 検 出 体 積 が 大 き く な れ ば 、 分 子 の 解 像 度 が
失 わ れ 、 検 出 体 積 中 の 非 特 異 的 源 由 来 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル が 大 き く な り 、 そ し て
標 的 分 子 の 存 在 か ら も た ら さ れ る 特 異 的 シ グ ナ ル は 低 く な り 、 そ れ に よ り 標 的 分 子 が 検 出
体 積 に 存 在 す る 場 合 を 見 分 け る 実 用 面 で の 能 力 を 低 下 さ せ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 小 さ い 検 出 体 積 は 、 分 子 解 像 度 の 増 加 及 び 光 学 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 の 改 善 を も た ら し 、
そ う し た 体 積 は 又 、 ア ッ セ イ 時 間 に 影 響 す る 。 検 出 体 積 (例 え ば 、 必 要 と さ れ る 解 像 度 及
び シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 の 計 数 に 基 く )に つ い て 考 え る と 、 必 要 と さ れ る 計 数 時 間 は 、 調 べ
な け れ ば な ら な い 総 体 積 に 比 例 す る 。 例 え ば 、 ２ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル (μ ｌ )の 患 者 の サ
ン プ ル は 、 １ ０ の 標 的 核 酸 分 子 の み を 含 み う る 。 １ ０ 立 方 ミ ク ロ ン の 検 出 体 積 を 想 定 す る
と 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 体 積 は 、 １ ０ の 標 的 分 子 を 計 数 す る た め ２ ０ ０ 億 回 調 べ な く て は な ら な
い 。 １ ０ の 標 的 分 子 が 、 直 径 ５ ミ リ メ ー ト ル の 表 面 に 局 在 さ れ る な ら 、 該 表 面 は 、 お お よ
そ １ ０ ０ 万 回 調 べ な け れ ば な ら な な い 。 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る よ う に 、 標 的 分 子 を フ ィ
ル タ ー 表 面 上 に 局 在 化 す る こ と は 、 検 出 に 基 い た ２ ０ ０ ０ ０ 倍 効 果 的 な 濃 度 改 良 を 表 し 、
ア ッ セ イ 時 間 の 同 等 の 節 約 に な る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 分 子 配 置 は 、 光 学 的 計 数 の 間 知 ら さ れ る べ き で あ る 。 サ ン プ ル 中 の 検 出 体 積 を 数 百 万 回
～ 数 億 回 調 べ る こ と は 、 完 了 す る た め に 数 分 か か り う る 。 自 由 に 拡 散 す る 分 子 は 、 高 速 走
査 検 出 器 に よ り 複 数 回 計 数 さ れ う る か 、 又 は 接 続 さ れ た 電 荷 結 合 素 子 (Ｃ Ｃ Ｄ )ア レ イ 検 出
器 で 全 く 計 数 さ れ な い 。 こ う し て 、 標 的 分 子 の 配 置 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 固 定 化 さ
れ る こ と に よ り 最 も 容 易 に 制 御 さ れ る 。 核 酸 計 数 の 場 合 、 微 小 孔 物 質 は 、 非 蛍 光 で あ り 、
そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び /又 は 蛍 光 染 色 が 起 こ る 条 件 下 で 標 的 核 酸 を 固 定 化 で
き る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 許 容 さ れ る 被 分 析 物 計 数 ア ッ セ イ で は 、 以 下 の 条 件 が 考 慮 さ れ る べ き で あ る ：
　 １ .　 シ グ ナ ル -対 -ノ イ ズ 比 (Ｓ Ｎ Ｒ )： 標 的 被 分 析 物 は 、 許 容 さ れ る エ ラ ー 割 合 に 一 致
す る 装 置 の シ グ ナ ル -対 -ノ イ ズ 比 を 達 成 す る た め に 十 分 蛍 光 を 有 す る べ き で あ る 。 核 酸 の
場 合 、 ３ よ り 大 き い 、 又 は 約 ３ ～ 約 ５ ０ 、 約 ３ ～ 約 ４ ０ 、 約 ３ ～ 約 ３ ０ 、 約 ３ ～ 約 ２ ０ 、
又 は 約 ３ ～ 約 １ ０ の Ｓ Ｎ Ｒ が 、 明 確 な 、 低 エ ラ ー 割 合 の 核 酸 計 数 に 所 望 さ れ る と い う こ と
が 計 算 に よ り 示 さ れ る 。
　 ２ .　 ア ッ セ イ 特 異 性 ： 非 標 的 被 分 析 物 は 、 許 容 さ れ る ア ッ セ イ 特 異 性 の 要 件 に 合 致 し
て 非 蛍 光 性 で あ る べ き で あ る 。
　 ３ .　 ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ ： 標 的 被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 、 解 像 で き 、 蛍
光 実 体 を 分 離 で き る も の と し て 、 局 在 さ れ る べ き で あ る 。 つ ま り 、 各 々 の 標 的 被 分 析 物 は
、 他 の 全 て か ら 個 別 に 計 測 で き る べ き で あ る 。 こ う し て 、 検 出 器 が 調 べ る 各 ピ ク セ ル 又 は
検 出 領 域 は 、 １ 又 は ０ の 蛍 光 標 的 被 分 析 物 を 含 む べ き で あ り 、 又 は シ グ ナ ル 処 理 技 術 は 、
計 数 間 違 い を 防 ぐ た め 、 個 々 の 分 子 の 境 界 線 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 標 的 被 分 析 物 が 、 調 べ ら れ た 体 積 中 に 存 在 す る と き に 検 出 さ れ た シ グ ナ ル と 、 標 的 被 分
析 物 が 存 在 し な い 際 に 検 出 さ れ る シ グ ナ ル と の 比 は 、 シ グ ナ ル -対 -ノ イ ズ 比 (Ｓ Ｎ Ｒ )と し
て 定 義 さ れ る 。 検 出 さ れ た シ グ ナ ル は 、 特 定 の 波 長 で の 強 度 、 或 い は 強 度 、 複 数 の 波 長 、
相 、 タ イ ミ ン グ な ど を 含 む パ ラ メ ー タ ー の 複 合 体 に 単 純 に 基 き う る 。 必 要 と さ れ る Ｓ Ｎ Ｒ
は 、 器 具 設 計 と ア ッ セ イ 要 件 と の 関 数 で あ る 。 以 下 の 実 施 例 １ ４ は 、 共 焦 点 上 面 蛍 光 光 度
計 の ス キ ャ ン に 基 く 核 酸 計 数 の 計 算 を 表 し 、 必 要 と さ れ る Ｓ Ｎ Ｒ の 見 積 も り 、 設 計 さ れ た
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検 出 領 域 、 必 要 と さ れ る ス キ ャ ン 時 間 、 及 び ハ ー ド ウ ェ ア 条 件 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る 場 合 、 核 酸 計 数 ア ッ セ イ に お い て 高 い Ｓ Ｎ Ｒ を 達 成 す る た め の 限
定 因 子 は 、 非 特 異 的 な ト レ ー サ ー の 結 合 で あ る 。 核 酸 染 色 で あ ろ う が オ リ ゴ に 基 く 蛍 光 プ
ロ ー ブ で あ ろ う が 、 ト レ ー サ ー は 、 標 的 核 酸 に 結 合 し な い 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 存 在 す
る よ う で あ る 。 非 特 異 的 ト レ ー サ ー は 、 調 べ ら れ た と き に 蛍 光 を 発 す る が 、 該 蛍 光 は 、 標
的 核 酸 と し て 誤 っ て 計 測 し て は い け な い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 例 え ば 、 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 基 く 蛍 光 プ ロ ー ブ で 標 識 さ れ る
と き 、 各 々 の 局 在 さ れ た 標 的 核 酸 が 、 検 出 領 域 に お い て 一 の 蛍 光 プ ロ ー ブ の み と ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 並 び に 相 対 の 蛍 光 特 性 (量 子 収 量 、 波 長 な ど )が 特 異 的 結 合 プ ロ ー ブ と
非 特 異 的 結 合 プ ロ ー ブ と で 同 じ で あ る な ら 、 標 的 核 酸 は 、 ラ ン ダ ム に 位 置 さ れ た 非 特 異 結
合 プ ロ ー ブ か ら 区 別 を す る こ と が で き な い 。 こ れ は 、 蛍 光 ビ ー ズ 標 識 、 量 子 ド ッ ト 、 表 面
プ ラ ス モ ン 共 鳴 粒 子 、 多 標 識 な ど を 含 む プ ロ ー ブ 上 の 蛍 光 標 識 の 程 度 に 関 わ ら ず 、 い え る
こ と で あ る 。 こ の 場 合 で は 、 真 の Ｓ Ｎ Ｒ が １ ０ で あ る こ と は 、 １ の 検 出 領 域 に お い て 標 的
核 酸 に 特 異 的 に 結 合 す る 最 低 限 １ ０ の プ ロ ー ブ を 必 要 と す る 。 但 し 、 該 プ ロ ー ブ 非 特 異 的
結 合 (Ｎ Ｓ Ｂ )は 、 単 離 さ れ た 物 と し て 残 り 、 個 々 の 分 子 は 、 互 い に 集 合 さ れ な い と い う 場
合 を 想 定 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 上 記 の 状 況 は 、 共 通 の 蛍 光 タ グ で 各 々 標 識 さ れ た 複 数 の プ ロ ー ブ を 使 用 す る 検 出 領 域 の
蛍 光 の 単 純 強 度 計 測 に 基 く 。 各 プ ロ ー ブ が 、 明 確 に 分 離 さ れ た 蛍 光 タ グ で 標 識 さ れ て 、 分
離 さ れ 、 同 定 で き る 検 出 可 能 な ト レ ー サ ー を 形 成 す る な ら 、 低 プ ロ ー ブ 数 で の 高 効 率 の Ｓ
Ｎ Ｒ は 可 能 で あ り う る 。 例 え ば 、 計 数 ア ッ セ イ に 必 要 と さ れ る Ｓ Ｎ Ｒ は 、 許 容 さ れ る 頻 度
の 非 特 異 事 象 の 計 数 間 違 い に 基 く 。 単 純 化 さ れ た 場 合 に お い て 、 こ れ は 、 非 特 異 的 事 象 が
所 望 の 特 異 的 事 象 と 同 一 で あ る (装 置 検 出 器 に よ り 検 出 さ れ る よ う に )と い う 確 率 を 決 定 す
る こ と と 同 様 で あ る 。 共 通 の タ グ (例 え ば １ の 蛍 光 波 長 の 強 度 計 測 )シ ス テ ム は 、 ５ 個 の プ
ロ ー ブ で 行 わ れ る 。 非 特 異 的 事 象 が 、 ５ 個 が 合 わ さ っ た プ ロ ー ブ と 同 じ 強 度 で あ る 確 率 は
低 い 。 別 々 に 同 定 さ れ る タ グ を 有 す る ５ 個 の プ ロ ー ブ (例 え ば 、 波 長 及 び 強 度 )に 基 く シ ス
テ ム で は 、 非 特 異 的 事 象 が 同 じ 強 度 で あ り 、 そ し て 正 し い 割 合 で 必 要 と さ れ る 波 長 の 全 て
を 含 む と い う 確 率 は さ ら に 低 い 。 従 っ て 、 低 減 さ れ た プ ロ ー ブ 数 で 高 効 率 な Ｓ Ｎ Ｒ を 維 持
す る た め に 、 よ り 複 雑 な 検 出 ス キ ー ム が 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 高 効 率 の Ｓ Ｎ Ｒ は 、 非 特 異 結 合 が 、 そ れ ら が 標 的 核 酸 に 特 異 的 に 結 合 さ れ た と き と 同 じ
光 学 応 答 を 誘 発 し な い 技 術 を 使 用 す る こ と に よ り 、 低 い プ ロ ー ブ 数 で 達 成 さ れ う る 。 こ れ
ら は 、 核 酸 に 結 合 さ れ た と き に 実 質 的 な 量 子 収 量 の 増 加 を 引 き 起 こ す 核 酸 染 色 の 使 用 に 類
似 し て い る 。 酵 素 は 、 表 面 と 接 触 さ れ る と き 、 か な り の 活 性 を 頻 繁 に 失 う こ と が 知 ら れ て
い る 。 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る よ う に 、 特 異 的 に 結 合 さ れ た プ ロ ー ブ で あ っ て 、 酵 素 タ グ
で 標 識 さ れ る プ ロ ー ブ は 、 非 特 異 的 に 結 合 さ れ る プ ロ ー ブ の よ う に 直 接 表 面 に 接 触 す る と
い う よ り は む し ろ 、 局 在 さ れ た 核 酸 の 微 小 孔 表 面 に 渡 っ て に サ ス ペ ン ド さ れ る と 考 え ら れ
る 。 従 っ て 、 酵 素 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 少 な い プ ロ ー ブ 数 で 高 効 率 の Ｓ Ｎ Ｒ を 表 し う る
。
【 ０ １ ８ ２ 】
　
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 相 関 」 と い う 用 語 は 、 微 小 孔 物 質 上 で 計 数 さ れ る 被 分 析 粒 子
の 数 に 基 き 、 そ し て 既 知 の 関 係 、 例 え ば 微 小 孔 物 質 、 標 識 効 率 、 検 出 効 率 、 視 野 、 な ど に
つ い て 訂 正 さ れ た サ ン プ ル の 既 知 体 積 中 に 存 在 す る 被 分 析 物 の 濃 度 を 定 量 す る こ と と し て
定 義 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 一 の 態 様 で は 、 定 性 的 核 酸 計 数 又 は 検 出 は 、 有 利 に 行 わ れ う る 。 こ の 態 様 で は 、 元 の サ
ン プ ル 濃 度 に 対 す る 検 出 さ れ た シ グ ナ ル の 最 終 相 関 は 、 全 然 重 要 で は な い 。 例 え ば 、 正 確
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な 濃 度 よ り は む し ろ 病 原 体 の 有 無 の 同 定 は 、 診 断 に お い て 十 分 で あ る 事 が 多 い 。 実 施 例 は
、 非 限 定 的 に 生 物 戦 争 薬 剤 の 同 定 、 咽 頭 ス ワ ブ に お け る Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ Ａ 細 菌 の 同 定 、 Ｓ .ア
レ ウ ス (Ｓ .Ａ ｒ ｅ ｕ ｓ )カ ル チ ャ ー に お け る 薬 剤 体 制 を 規 定 す る Ｍ ｅ ｃ Ａ 遺 伝 子 の 同 定 な
ど を 含 む 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 及 び 物 品 は 、 迅 速 で 、 使 用 が 簡 単
で 、 分 子 増 幅 ス テ ッ プ (Ｐ Ｃ Ｒ な ど )を 省 き 、 単 純 な ハ ー ド ウ ェ ア だ け を 必 要 と し 、 処 理 す
る こ と な く 、 例 え ば 得 ら れ た 最 終 の 結 果 を 最 初 の 濃 度 に 相 関 す る こ と な く 複 数 の サ ン プ ル
類 型 の 使 用 能 力 を 介 し て 定 性 的 な 分 析 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 別 の 態 様 で は 、 計 数 さ れ た 核 酸 を 、 最 初 の サ ン プ ル 核 酸 濃 度 と 相 関 す る 能 力 は 、 定 量 的
な 分 析 に 重 要 で あ る 。 実 際 、 固 定 化 さ れ た 核 酸 を 計 数 す る 方 法 は 、 何 年 も 存 在 し て き た 。
　 例 え ば 、 単 純 に 比 較 的 高 濃 度 の サ ン プ ル を き れ い な 石 英 表 面 と 接 触 す る こ と に よ り 、 核
酸 が 石 英 表 面 に 固 定 さ れ う る こ と は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ っ た 。 核 酸 の 幾 つ か は 、 石
英 に 「 く っ つ き 」 、 そ し て 原 子 間 力 顕 微 鏡 (Ａ Ｆ Ｍ )、 走 査 電 子 顕 微 鏡 (Ｓ Ｅ Ｍ )な ど に よ り
計 測 さ れ う る 。 一 の 態 様 で は 、 本 発 明 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 及 び 物 品 は 、 核 酸
が 微 小 孔 物 質 へ 局 在 化 さ れ る 簡 便 さ 及 び 速 さ に よ り 、 広 範 な サ ン プ ル 類 型 及 び 微 小 孔 物 質
へ の 局 在 を 許 容 す る 精 製 度 に よ り 、 並 び に 計 数 さ れ た 核 酸 を 最 初 の 核 酸 サ ン プ ル 濃 度 へ と
相 関 す る 能 力 に よ り 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 技 術 の 現 状 を 改 良 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 は 、 機 械 的 な ろ 過 に 類 似 の 方 法 を 介 し て 、 被 分 析 物
の 局 在 を 許 容 す る 。 該 局 在 ス テ ッ プ は 、 特 定 の 被 分 析 物 、 例 え ば 特 定 の サ イ ズ の 核 酸 に つ
い て 実 質 的 に 定 量 的 で あ り 、 計 数 又 は Ｐ Ｃ Ｒ な ど の 更 な る 処 理 ス テ ッ プ な ど の 検 出 に よ り
同 定 さ れ る た め 、 全 て の 標 的 核 酸 の １ ０ ０ ％ 近 く は 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 す る 。 こ の か な
り 高 い 局 在 効 率 は 、 か な り 低 い 濃 度 の 物 質 で あ っ て 、 サ ン プ ル １ ミ リ リ ッ ト ル あ た り 、 数
コ ピ ー の み を 有 す る 物 質 の 分 析 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 局 在 化 の 再 現 性 は ま た 、 相 関 に 影 響 す る 。 例 え ば 、 １ ０ ０ ％ の 標 的 核 酸 が 常 に 捕 捉 さ れ
そ し て 分 析 に 利 用 で き る 場 合 よ り 確 か に 低 い 感 度 で は あ る が 、 微 小 孔 物 質 が 常 に ２ ％ の 核
酸 を 補 足 す る な ら 、 核 酸 計 数 と 開 始 サ ン プ ル 濃 度 と の 間 の 相 関 は 確 立 さ れ う る 。 本 明 細 書
中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 及 び 物 品 は 、 並 外 れ て 効 率 的 か つ 再 現 性 の あ る 局 在 を
許 容 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 装 置 、 ハ ー ド ウ ェ ア 、 及 び 処 理 パ ラ メ ー タ ー は 、 う ま く い く 相 関 を 予 想 さ れ る べ き で あ
る 。 例 え ば 、 環 状 ビ リ オ ン に つ い て の 定 量 ア ッ セ イ が 所 望 さ れ る な ら ば 、 以 下 の パ ラ メ ー
タ ー は 、 最 終 検 出 核 酸 カ ウ ン ト を 、 最 初 の ウ イ ル ス 濃 度 へ と 相 関 す る た め に 知 ら れ て い る
べ き で あ る 。
　 １ .　 ビ リ オ ン 溶 解 効 率
　 ２ .　 捕 捉 膜 を 通 す 開 始 サ ン プ ル 体 積
　 ３ .　 核 酸 の 捕 捉 効 率
　 ４ .　 核 酸 の 標 識 効 率
　 ５ .　 標 識 核 酸 の 検 出 効 率
　 ６ .　 検 出 器 に よ り 調 べ ら れ る 膜 の 割 合
　 ７ .　 シ ス テ ム の 線 形 性 対 検 出 さ れ た シ グ ナ ル
【 ０ １ ８ ８ 】
　 現 存 し て い る 被 分 析 物 計 数 方 法 と は 違 っ て 、 上 で 記 載 さ れ た パ ラ メ ー タ ー の 効 率 と 再 現
性 を 介 し て さ れ る 、 最 終 被 分 析 物 カ ウ ン ト と 最 初 の サ ン プ ル 体 積 と の 相 関 は か な り 改 良 さ
れ た 。 図 １ ２ ａ ～ １ ２ ｈ は 、 Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ １ 標 識 さ れ た ウ シ 胸 腺 Ｄ Ｎ Ａ の 処 理 さ れ た 反 転 画 像
で あ っ て 、 実 施 例 １ ３ に 従 っ て 光 学 的 に 検 出 さ れ た 画 像 を 示 す 。 ろ 過 さ れ た 試 験 サ ン プ ル
中 に お け る 相 対 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 は 、 図 １ ２ ａ の １ ～ 図 １ ２ ｈ の １ ２ ８ ま で 増 加 さ れ た 。 図 １ ２
ａ ～ １ ２ ｈ に 見 ら れ る よ う に 、 個 々 の 核 酸 は 、 高 感 度 診 断 ア ッ セ イ に 関 心 の あ る 範 囲 内 で
容 易 に 計 数 さ れ う る 。
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【 ０ １ ８ ９ 】
　 図 １ ３ は 、 未 相 関 核 酸 カ ウ ン ト 対 核 酸 濃 度 の グ ラ フ で あ り 、 計 数 さ れ た Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ １ で 標
識 さ れ た ウ シ 胸 腺 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て 、 １ ０ ０ μ ｌ の 開 始 サ ン プ ル 体 積 か ら ア ノ ポ ア 膜 表 面 へ
局 在 さ れ た も の の 曲 線 を 示 す 。 処 理 さ れ た 画 像 に 対 応 す る 該 曲 線 カ ウ ン ト 値 は 、 図 １ ２ ａ
-１ ２ ｈ に 示 さ れ る 。 図 １ ３ の グ ラ フ は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 技 術 を 使 用 す る 未 相 関
Ｎ Ａ Ｃ ア ッ セ イ 較 正 曲 線 の 例 で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 図 １ ４ は 、 図 １ ３ 由 来 の 核 酸 濃 度 に 関 し て 訂 正 さ れ た 核 酸 カ ウ ン ト (つ ま り 、 画 像 由 来
の 訂 正 さ れ た サ ン プ ル 濃 度 対 真 の 相 関 サ ン プ ル 濃 度 )を 示 し 、 そ し て 検 出 器 及 び 固 定 化 効
率 に つ い て 訂 正 さ れ た グ ラ フ で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　
　 微 小 孔 物 質 の い ず れ か は 、 ろ 過 装 置 の 一 部 で あ り う る 。 本 明 細 書 中 で 名 付 け ら れ る 「 ろ
過 装 置 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 の 少 な く と も １ を 含 む 装 置 の
い ず れ か と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 一 の 態 様 で は 、 ろ 過 装 置 は 、 図 １ ５ ａ に 記 載 さ れ る 。 ろ 過 ア ッ セ ン ブ リ １ ５ ３ ０ は 、 被
分 析 物 を 含 む 試 験 サ ン プ ル １ ５ ３ ３ を 保 持 す る た め の ウ ェ ル １ ５ ３ ２ を 含 む 。 １ の ウ ェ ル
の み が 図 １ ５ ａ に お い て 示 さ れ る 一 方 、 フ ィ ル タ ー ・ プ レ ー ト １ ５ ３ ４ の 一 部 で あ る 複 数
の ウ ェ ル が 使 用 さ れ 、 該 プ レ ー ト は 、 多 ウ ェ ル の 形 式 、 例 え ば ９ ６ 又 は ３ ８ ４ ウ ェ ル の フ
ィ ル タ ー ・ プ レ ー ト を 有 す る こ と も あ る と い う こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 ウ ェ ル １ ５
３ ２ の 底 開 口 部 １ ５ ３ ８ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め 微 小 孔 物 質 １ ５ ４ ０ で 覆 わ れ て い る
。 一 の 態 様 で は 、 ０ .２ ミ ク ロ ン の ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー は 、 ウ ェ ル １ ５ ３ ２ の 底 部 に 熱
融 合 さ れ う る 。 底 開 口 部 １ ５ ３ ８ は 、 約 ５ ～ １ ０ ｐ ｓ ｉ の 差 を 与 え て 、 試 験 サ ン プ ル １ ５
３ ３ を 分 析 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ を 介 し て ろ 過 す る こ と を 手 助 け す る 吸 引 源 (図 示 せ ず )へ と
繋 が っ て い る 。 さ ら に 、 分 析 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ は 、 被 分 析 物 の 光 学 分 子 検 出 用 に 構 成 さ
れ る 。 例 え ば 、 分 析 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ は 、 ウ ェ ル １ ５ ３ ２ の 底 部 分 に 取 り 外 し 可 能 な 状
態 で 付 着 さ れ て 、 光 学 検 出 シ ス テ ム に お け る 使 用 の た め 、 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ を 取 り 出 す
こ と を 可 能 に し た 。 さ ら に 、 フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ ン ブ リ １ ５ ３ ０ は 、 適 切 な 検 出 器 と 繋 が
れ て 、 取 り 外 す こ と な く 分 析 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ 上 で 光 学 分 子 検 出 を 可 能 に す る よ う に 設
計 さ れ る こ と も あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 別 の 態 様 で は 、 図 １ ５ ｂ は 、 別 の 実 施 態 様 に 従 っ た 前 ろ 過 を 伴 い 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン
ブ リ １ ５ ３ ０ を 使 用 す る フ ィ ル タ ー シ ス テ ム の 模 式 的 記 載 で あ る 。 図 １ ５ ｂ に お い て 図 示
さ れ る よ う に 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ５ ３ ０ は 、 シ リ ン ジ 型 の フ ィ ル タ ー (図 示 )又 は
フ ィ ル タ ー プ レ ー ト (固 定 又 は 取 り 外 し 可 能 、 示 さ ず )な ど の 前 ろ 過 装 置 １ ５ ３ ５ と 接 続 さ
れ て 使 用 さ れ う る 。 前 ろ 過 装 置 １ ５ ３ ５ は 、 液 体 中 の 被 分 析 物 を 含 む 粒 子 が 、 第 一 フ ィ ル
タ ー を 通 過 す る こ と を 許 容 す る 一 方 、 プ レ フ ィ ル タ ー １ ５ ３ ６ 中 の 微 小 孔 よ り 大 き い 汚 染
物 又 は 不 純 物 を 保 持 す る た め に 構 成 さ れ る プ レ フ ィ ル タ ー １ ５ ３ ６ を 含 む 。 一 の 態 様 で は
、 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る と き 、 該 核 酸 は 、 ビ リ オ ン 、 細 菌 、 胞 子 な ど を 含 み う る 。 プ レ フ
ィ ル タ ー １ ５ ３ ６ は 、 膜 フ ィ ル タ ー な ど の 表 面 フ ィ ル タ ー で あ り う る か 、 又 は プ レ フ ィ ル
タ ー １ ５ ３ ６ は 、 デ プ ス 型 フ ィ ル タ ー (depth filter)で あ り う る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 使 用 の 間 、 試 験 サ ン プ ル １ ５ ３ ３ は 、 プ レ フ ィ ル タ ー １ ５ ３ ６ を 通 し て ウ ェ ル １ ５ ３ ２
へ と ろ 過 さ れ る 。 更 な る 試 薬 、 例 え ば ビ リ オ ン 溶 解 試 薬 、 色 素 、 緩 衝 液 な ど は 、 ウ ェ ル １
５ ３ ２ 中 の ろ 過 さ れ た 試 験 サ ン プ ル に 加 え ら れ う る 。 ろ 過 さ れ た 試 験 サ ン プ ル は 、 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 、 そ し て 次 に 分 析 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ を 介 し て ろ 過 さ れ て 、 核 酸 捕 捉 及
び 局 在 化 を も た ら さ れ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 一 の 態 様 で は 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ５ ３ ０ は 、 例 え ば Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｃ 型 肝 炎 、 又 は 別
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の 感 染 性 疾 患 に つ い て の 試 験 な ど の 迅 速 ウ イ ル ス 量 ア ッ セ イ で あ る 。 こ の 態 様 で は 、 感 染
性 の ビ リ オ ン 粒 子 の み が 計 数 さ れ る べ き で あ る 。 つ ま り 、 多 く の ウ イ ル ス 様 粒 子 は 、 核 酸
を 含 ま ず 、 そ し て 感 染 性 が な い 。 同 様 に 、 遊 離 し て 循 環 し て い る ウ イ ル ス 核 酸 (封 入 さ れ
て い な い )も ま た 感 染 性 が な い 。 図 １ ５ ｂ に お い て 示 さ れ る ろ 過 シ ス テ ム を 使 用 す る 際 に
、 無 傷 の 未 溶 解 ビ リ オ ン は 、 プ レ フ ィ ル タ ー １ ５ ３ ６ を 通 過 し 、 一 方 巨 大 な 不 純 物 及 び 遊
離 の 核 酸 が 保 持 さ れ る 。 ウ ェ ル １ ５ ３ ２ 中 の ろ 液 ビ リ オ ン は 、 分 析 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ 上
に 捕 捉 す る た め 核 酸 を 放 出 す る よ う に 処 理 さ れ 、 一 方 タ ン パ ク 質 、 ウ イ ル ス カ プ セ ル の 破
片 、 別 の 小 さ い 不 純 物 な ど は 、 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ を 通 過 す る 。 分 析 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０
上 に 捕 捉 さ れ る 唯 一 の 核 酸 は 、 無 傷 の ビ リ オ ン 中 に 含 ま れ て い た 核 酸 で あ る 。 こ う し て 、
感 染 性 の あ る ビ リ オ ン の み が 計 数 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 量 分 析 は 、 統 計 的 に 意 味 あ る 十 分 な 核 酸 を 捕 捉 す る た め 、 約 ２
０ ０ μ ｌ の 患 者 サ ン プ ル を 必 要 と す る 高 感 度 ア ッ セ イ の 一 部 と し て 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン
ブ リ １ ５ ３ ０ を 用 い て 行 わ れ る こ と も あ る 。 そ う し た サ ン プ ル を 獲 得 す る た め 、 ２ ０ ０ μ
ｌ の ヒ ト 血 漿 サ ン プ ル は 、 図 １ ５ ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 大 き な 不 純 物 及 び 遊 離 の 核 酸 を 取
り 除 く た め に 、 プ レ フ ィ ル タ ー １ ５ ３ ６ を 使 用 し て 前 ろ 過 さ れ る 。 無 傷 の Ｈ Ｉ Ｖ ビ リ オ ン
は 、 直 径 約 ０ .１ ミ ク ロ ン で あ る こ と が 知 ら れ て お り 、 ０ .２ ミ ク ロ ン の プ レ フ ィ ル タ ー を
通 過 す る 。 前 ろ 過 さ れ た サ ン プ ル は 、 次 に ウ ェ ル １ ５ ３ ２ 中 で 処 理 さ れ て 、 ビ リ オ ン を 溶
解 し 、 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ を 放 出 し 、 そ し て 該 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ は 、 開 示 さ れ た 方 法 に 従 っ て 次
に 分 析 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ 上 に 捕 捉 さ れ る 。 或 い は 、 前 ろ 過 さ れ た サ ン プ ル は 、 滅 菌 さ れ
た き れ い な 容 器 中 に い れ ら れ 、 そ し て 次 に 溶 解 試 薬 な ど を 伴 っ て 、 正 確 に ウ ェ ル １ ５ ３ ２
中 に ピ ペ ッ ト で 移 さ れ た 。 フ ィ ル タ ー １ ５ ４ ０ の 表 面 上 に 局 在 さ れ た ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ は つ
ぎ に 、 光 学 的 分 子 計 数 又 は 慣 用 の Ｐ Ｃ Ｒ 型 分 析 な ど の 分 析 に か け ら れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 一 の 態 様 で は 、 ろ 過 装 置 は 内 部 と 外 部 を 有 す る ウ ェ ル 本 体 か ら 構 成 さ れ る 。 こ こ で 該 ウ
ェ ル 本 体 は 、 内 部 壁 と 外 部 壁 を 有 し 、 そ し て (ｂ )複 合 体 及 び 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 改 変
型 微 小 孔 物 質 を 含 む 微 小 孔 物 質 の い ず れ か か ら 構 成 さ れ る フ ィ ル タ ー 、 こ こ で 該 フ ィ ル タ
ー は 、 ウ ェ ル 本 体 の 内 部 壁 に 付 着 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 フ ィ ル タ ー は 接 着 剤 を 伴 っ て ウ
ェ ル 本 体 の 内 部 表 面 に 取 り 付 け ら れ る 。 別 の 態 様 で は 、 該 フ ィ ル タ ー は フ ィ ル タ ー ・ ホ ル
ダ ー の 使 用 に よ り ウ ェ ル 本 体 の 内 部 表 面 に 取 り 付 け ら れ る 。 一 の 態 様 で は 、 ウ ェ ル 本 体 は
、 化 学 的 に 不 活 性 で あ る 物 質 、 及 び ウ ェ ル 本 体 の 外 形 又 は 構 造 を 変 え る こ と な く 、 熱 に か
け ら れ る 物 質 の い ず れ か か ら 構 成 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 ウ ェ ル 本 体 は ポ リ プ ロ ピ レ ン な
ど の プ ラ ス チ ッ ク か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 被 分 析 物 を 含 む サ ン プ ル が 、 フ ィ ル タ ー と 連 絡 さ れ た ウ ェ ル 本 体 の 内 部 を 通 過 す る と 、
被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に 局 在 さ れ 、 そ し て 残 り の 溶 液 は 、 フ ィ ル タ ー を 通 過
し 、 そ し て 出 口 か ら 排 出 さ れ 、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 は 、 さ ら に 操 作 さ れ う る 。 一 の 態 様 で
は 、 ウ ェ ル 本 体 の 入 口 及 び 出 口 は 、 キ ャ ッ プ 又 は シ ー ル を つ け る こ と が で き る 。 例 え ば 、
入 口 及 び /又 は 出 口 は 、 ね じ 式 の キ ャ ッ プ を 取 り 付 け ら れ る た め 、 ね じ 山 を つ け ら れ う る
。 あ る い は 、 入 口 及 び /又 は 出 口 は 、 キ ャ ッ プ が 入 口 又 は 出 口 上 に ス ナ ッ プ 式 で 取 り 付 け
ら れ る エ ッ ジ 又 は 外 形 を 含 み う る 。 一 の 態 様 で は 、 キ ャ ッ プ 又 は シ ー ル は 、 ウ ェ ル 本 体 を
構 成 す る 物 質 の い ず れ か で あ り う る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 上 で 記 載 さ え れ る ろ 過 装 置 の 幾 つ か の 態 様 は 、 図 １ ６ に 図 示 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 図
１ ６ ａ は 、 一 般 的 に １ ６ ５ ０ と 名 付 け ら れ る フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ で あ っ て 、 市 販 の サ
ー マ ル サ イ ク ラ ー １ ６ ７ ０ 内 に 適 合 す る よ う に 設 計 さ れ た フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ を 図 示
す る 。 該 ろ 過 装 置 は 、 ウ ェ ル 本 体 １ ６ ５ １ 、 フ ィ ル タ ー ・ ホ ル ダ ー １ ６ ５ ２ 、 及 び 出 口 キ
ャ ッ プ １ ６ ５ ３ か ら 構 成 さ れ る 。 分 析 フ ィ ル タ ー １ ６ ５ ４ は 、 熱 融 合 又 は 別 の 手 段 に よ り
フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー １ ６ ５ ２ に 取 り 付 け ら れ て 、 操 作 の 間 サ ン プ ル １ ６ ５ ５ が 分 析 フ ィ ル
タ ー １ ６ ５ ４ を 介 し て ろ 過 さ れ る こ と を 保 証 す る 。 ア ッ セ ン ブ リ の 間 、 取 り 付 け ら れ た 分
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析 フ ィ ル タ ー １ ６ ５ ４ を 含 む フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー は 、 ウ ェ ル 本 体 １ ６ ５ １ 内 に 配 置 さ れ 、
そ し て 一 般 的 に １ ６ ５ ６ と し て 示 さ れ る 先 端 の 表 面 の 間 の 機 械 的 な 相 互 作 用 に よ り 保 護 さ
れ る 。 或 い は 、 こ れ ら の 表 面 は 、 接 着 接 合 さ れ 、 又 は そ う で な け れ ば 、 漏 れ が な い 様 式 で
貼 ら れ る 。 取 り 付 け ら れ た 分 析 フ ィ ル タ ー １ ６ ５ ４ 上 に 過 度 の 圧 力 を 与 え な い た め に 、 ウ
ェ ル 本 体 １ ６ ５ １ と フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー １ ６ ５ ２ と の 間 の 隙 間 １ ６ ５ ７ が 許 容 さ れ る が 、
サ ン プ ル の 汚 染 及 び 持 ち 越 し を 妨 げ る た め に 最 小 限 に さ れ な け れ ば な ら な い 。 使 用 さ れ る
間 、 図 １ ６ ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 サ ン プ ル １ ６ ５ ５ は 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ６ ５ ０
と 内 に 配 置 さ れ 、 そ し て 出 口 キ ャ ッ プ １ ６ ５ ３ は 、 取 り 付 け ら れ て い な い 。 穏 や か な 吸 引
１ ６ ６ ６ 、 圧 力 、 又 は 遠 心 力 が 使 用 さ れ て 、 分 析 フ ィ ル タ ー １ ６ ５ ４ を 通 し た サ ン プ ル １
６ ５ ５ の 液 流 に 作 用 す る 。 ろ 液 １ ６ ５ ８ は 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ６ ５ ０ か ら 流 れ て
、 出 口 １ ６ ６ ０ か ら 排 出 (図 示 せ ず )さ れ 、 一 方 核 酸 １ ６ ５ ９ は 、 さ ら な る 処 理 の た め 、 分
析 フ ィ ル タ ー １ ６ ５ ４ 上 に 保 持 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 局 在 さ れ た 被 分 析 物 １ ６ ５ ９ 及 び 分 析 フ ィ ル タ ー １ ６ ５ ４ は 、 洗 浄 さ れ 、 又 は そ う で な
け れ ば 、 Ｎ Ｓ Ｂ 、 持 ち 越 し な ど の 効 果 を 最 小 限 に す る た め に こ の 点 で 処 理 さ れ る 。 比 較 的
乾 燥 し た フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ ン ブ リ １ ６ ５ ０ で あ っ て 、 分 析 フ ィ ル タ ー １ ６ ５ ４ 上 に 被 分
析 物 １ ６ ５ ９ を 含 む ア ッ セ ン ブ リ の 出 口 １ ６ ６ ０ は 、 出 口 キ ャ ッ プ １ ６ ５ ３ で 蓋 を さ れ て
(図 １ ６ ａ )、 さ ら な る 処 理 の 間 に お け る ア ッ セ ン ブ リ か ら の 液 流 を 妨 げ る 。 出 口 １ ６ ６ ０
に 対 す る 液 体 シ ー ル は 、 出 口 １ ６ ６ ０ 上 に 存 在 す る １ ６ ６ １ と し て 一 般 的 に 示 さ れ る 先 端
表 面 と 、 出 口 キ ャ ッ プ １ ６ ５ ３ と の 間 の 機 械 的 な 相 互 作 用 に よ り 影 響 さ れ る 。 当 業 者 に 知
ら れ て い る 出 口 １ ６ ６ ０ を シ ー ル す る 別 の 方 法 は 、 例 え ば バ ル ブ 、 プ ラ グ な ど に つ い て も
考 慮 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 図 １ ６ ｃ は 、 さ ら な る 処 理 用 に 構 成 さ れ た フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ６ ５ ０ を 示 す 。 例
え ば 、 反 応 試 薬 １ ６ ６ ２ 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ マ ス タ ー ・ ミ ッ ク ス 又 は 核 酸 標 識 用 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 は 加 え ら れ 、 そ し て 分 析 フ ィ ル タ ー １ ６ ５ ４ 上 で 核 酸 １ ６ ５ ９ と 接 触 さ
れ る 。 キ ャ ッ プ １ ６ ６ ３ は 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ６ ５ ０ の ト ッ プ 開 口 部 １ ６ ６ ４ を
シ ー ル す る た め に 加 え ら れ る 。 或 い は 、 ト ッ プ 開 口 部 １ ６ ６ ４ は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る
フ ィ ル ム で シ ー ル さ れ う る 。 こ の 構 成 で は 、 該 ア ッ セ ン ブ リ は 、 慣 用 の Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｔ -Ｐ
Ｃ Ｒ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど に 必 要 と さ れ る 熱 サ イ ク ル 又 は 別 の 処 理 、 分 析 処 理 に
か け ら れ う る 。 さ ら に 、 こ の 実 施 態 様 は 、 分 子 計 数 な ど の 別 の 検 出 ス キ ー ム に 有 用 で あ り
う る 。 こ の 場 合 、 ウ ェ ル 本 体 １ ６ ５ １ は 、 特 定 の 検 出 器 光 学 設 計 を 収 容 す る た め に は 短 い
か も し れ な い 。 し か し な が ら 、 全 て の 場 合 に お い て 、 処 理 の 間 、 開 口 部 に 可 逆 的 に キ ャ ッ
プ を つ け る こ と に よ り 、 液 体 を 膜 と 接 触 さ せ て 保 持 す る 能 力 は 、 重 要 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 別 の フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ は 、 図 １ ７ ａ 及 び １ ７ ｂ に 示 さ れ る 。 こ の フ ィ ル タ ー ・ ア
ッ セ ン ブ リ は 、 一 般 的 に １ ７ ７ ０ と 名 付 け ら れ 、 図 １ ６ に お い て 示 さ れ た フ ィ ル タ ー ・ ア
ッ セ ン ブ リ に つ い て 記 載 さ れ る ウ ェ ル 型 の 形 よ り は む し ろ 、 サ ー マ ル サ イ ク ル 用 に 熱 を 伝
え る 平 ら な 表 面 で 操 作 さ れ る よ う に 設 計 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 微 小 孔 物 質 は 、 酸 化 ア ル
ミ ニ ウ ム か ら 構 成 さ れ る 。 該 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム は 、 多 く の Ｐ Ｃ Ｒ サ ー マ ル サ イ ク ル に お い
て 見 ら れ る プ ラ ス チ ッ ク の ウ ェ ル の 壁 に 比 べ て 、 優 れ た 熱 伝 導 性 質 を 有 す る 。 従 っ て 、 分
析 膜 を 通 し て 熱 を 伝 え る よ う に 設 計 さ れ た フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ 及 び サ ー マ ル サ イ ク ラ
ー を 提 供 す る こ と に よ り 、 熱 サ イ ク ル 時 間 の 改 良 が 認 め ら れ う る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 別 の 態 様 で は 、 ２ 以 上 の ウ ェ ル 本 体 を 含 む ろ 過 装 置 、 こ こ で 各 ウ ェ ル 本 体 は 上 部 開 口 部
と 底 部 開 口 部 を 有 し 、 そ し て (ｂ )本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 の い ず れ か で あ っ て
、 複 合 体 及 び 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 を 含 む も の か ら 構 成 さ れ る フ ィ ル タ ー で あ っ て 、 こ こ
で 該 フ ィ ル タ ー が 各 ウ ェ ル 本 体 の 底 開 口 部 を 覆 う フ ィ ル タ ー か ら 構 成 さ れ る 。 図 １ ７ は 、
該 実 施 態 様 の 特 定 の 態 様 を 図 示 す る 。 ウ ェ ル 本 体 は 、 上 記 物 質 の い ず れ か か ら 構 成 さ れ う
る 。
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【 ０ ２ ０ ４ 】
　 図 １ ７ ａ は 、 サ ン プ ル 製 造 の 間 、 吸 引 ろ 過 装 置 １ ７ ７ １ に 取 り 付 け ら れ た フ ィ ル タ ー ア
ッ セ ン ブ リ １ ７ ７ ０ を 示 す 。 或 い は 、 ろ 過 装 置 の フ ィ ル タ ー を 通 し た 液 体 の 移 動 を 向 上 さ
せ る い ず れ か の 装 置 が こ の 実 施 態 様 に お い て 使 用 さ れ う る 。 そ う し た 装 置 の 例 は 、 非 限 定
的 に 、 圧 力 、 遠 心 、 又 は 流 体 ポ ン プ に よ る ろ 過 を 含 む 。 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ７ ７ ０
は 、 ３ 個 の ウ ェ ル の ア ッ セ ン ブ リ と し て 示 さ れ て い る が 、 一 般 的 に ど ん な 数 の ウ ェ ル を も
含 み う る 。 例 え ば 、 現 在 使 用 さ れ る 多 ウ ェ ル プ レ ー ト は 、 ９ ６ 又 は ３ ８ ４ の 分 離 さ れ た ウ
ェ ル を 含 む こ と が 多 い 。 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ７ ７ ０ は 、 以 前 に 記 載 さ れ る よ う に ろ
過 の 間 、 被 分 析 物 が フ ィ ル タ ー に 局 在 化 す る こ と を 可 能 に す る よ う に 、 熱 シ ー リ ン グ 又 は
別 の 手 段 に よ り 取 り 付 け ら れ た 分 析 膜 １ ７ ７ ２ を 含 む 。 分 析 さ れ る 溶 液 、 こ の 場 合 、 全 血
液 ラ イ セ ー ト １ ７ ７ ３ は 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ７ ７ ０ の ウ ェ ル 中 に 含 ま れ る 。 吸 引
ろ 過 の 間 、 吸 引 シ ー ル は 、 吸 引 シ ー リ ン グ 表 面 １ ７ ７ ５ で 作 ら れ る 。 フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ
ン ブ リ １ ７ ７ ０ は 、 対 応 し た 支 持 プ レ ー ト １ ７ ７ ４ で あ っ て 、 吸 引 下 で 該 ア ッ セ ン ブ リ が
変 形 し て シ ー リ ン グ 表 面 １ ７ ７ ５ 上 で よ り 均 一 な 吸 引 シ ー ル を も た ら す プ レ ー ト と 伴 に 示
さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 吸 引 に よ り 、 全 血 液 ラ イ セ ー ト １ ７ ７ ３ が 、 分 析 フ ィ ル タ ー １ ７
７ ２ を と お し て ろ 過 さ れ る 。 こ の 態 様 で は 、 全 血 液 ラ イ セ ー ト １ ７ ７ ３ 内 に 存 在 す る 核 酸
は 微 小 孔 物 質 １ ７ ７ ２ 上 に 局 在 さ れ る 一 方 で 、 全 血 液 ろ 液 １ ７ ７ ６ は 分 析 フ ィ ル タ ー １ ７
７ ２ を 通 過 し 、 そ し て 最 終 的 に 廃 棄 部 (図 示 せ ず )に 達 す る 。 前 の 例 に お い て 記 載 さ れ る よ
う に 、 分 析 膜 １ ７ ７ ２ は 、 さ ら な る 処 理 の 前 に 洗 浄 さ れ う る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 図 １ ７ ｂ は 、 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 処 理 の 間 の フ ィ ル タ ー ア セ ン ブ リ １ ７ ７ ０ を 示 す 。 こ の 態 様
で は 、 処 理 の 前 に 、 使 い 捨 て ウ ェ ル は 、 漏 れ 、 汚 染 、 及 び 蒸 発 を 防 ぐ た め に シ ー ル さ れ う
る 。 分 析 フ ィ ル タ ー １ ７ ７ ２ は 、 接 着 剤 (粘 着 性 フ イ ル ム )に よ り 、 又 は 熱 シ ー ル に よ り 、
薄 い (１ ｍ ｉ ｌ )プ ラ ス チ ッ ク の シ ー ト を 、 膜 又 は 膜 シ ー ル １ ７ ８ ０ と 示 さ れ る 膜 周 辺 の ハ
ウ ジ ン グ に シ ー ル さ れ う る 。 こ の 膜 は 、 シ ー ル /ろ 過 膜 の 重 ね 合 わ せ を 通 し て 熱 が 早 く 伝
導 す る こ と を 可 能 に す る よ う に 薄 く あ る べ き で あ る 。 一 の 態 様 で は 、 熱 伝 達 分 析 に よ り 、
ア ノ ポ ア フ ィ ル タ ー の 熱 抵 抗 性 は 、 典 型 的 な シ ー ル フ ィ ル ム に 比 較 し て 無 視 で き る も の で
あ る と い う こ と が 示 さ れ る 。 そ れ に も 関 わ ら ず 、 慣 用 の プ ラ ス チ ッ ク ・ シ ー リ ン グ 物 質 (
ポ リ プ ロ ピ レ ン フ ィ ル ム な ど )を 使 用 す る 場 合 で さ え 、 こ の 熱 抵 抗 性 は 、 光 サ イ ク ル Ｒ Ｔ -
Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 (Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ )に お い て 使 用 さ れ る ガ ラ ス 製 の キ ャ ピ ラ リ ー よ り 少 な く 、 サ ー マ
ル サ イ ク ラ ー に 基 く プ ラ ス チ ッ ク 製 の ウ ェ ル よ り 数 倍 も 少 な い 。 ろ 過 膜 シ ー リ ン グ に 先 立
っ て 、 ぶ ら 下 が っ て 残 っ て い る ろ 液 の 滴 又 は 液 体 を 取 り 除 く た め に 、 任 意 の 吸 い 取 り ス テ
ッ プ は 行 わ れ う る 。 該 ス テ ッ プ は 、 使 い 捨 て ブ ロ ッ テ ィ ン グ 物 質 を 用 い て う ま く 達 成 さ れ
う る 。 こ こ で 、 該 ろ 過 ア ッ セ ン ブ リ １ ７ ７ ０ は 、 吸 引 ろ 過 装 置 １ ７ ７ １ か ら 取 り 外 さ れ 、
素 早 く 使 い 捨 て ブ ロ ッ テ ィ ン グ 表 面 (例 え ば ブ ロ ッ テ ィ ン グ 紙 )に 対 し て ブ ロ ッ ト し 、 次 に
膜 を 接 着 剤 又 は 熱 シ ー ル 膜 で シ ー ル さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 こ の 態 様 で 、 使 い 捨 て ウ ェ ル の ト ッ プ 開 口 部 は 、 シ ー ル さ れ う る 。 さ ら に シ ー リ ン グ は
、 反 応 の 光 学 検 出 を 許 容 す る よ う に 達 成 さ れ る べ き で あ る 。 ト ッ プ シ ー ル プ レ ー ト １ ７ ８
６ は 、 図 １ ７ ｂ に お い て 、 分 離 さ れ た 成 形 片 で あ っ て 、 全 体 と し て 光 学 分 析 用 の 薄 い 光 学
窓 １ ７ ８ ２ を 含 む 片 と し て 示 さ れ る 。 透 明 な 窓 に つ い て 灰 色 で 示 さ れ て い る が 、 ト ッ プ シ
ー ル プ レ ー ト は 、 全 体 窓 を 有 す る 透 明 低 蛍 光 物 質 か ら 構 成 さ れ う る 。 示 さ れ る よ う に 、 ト
ッ プ シ ー ル プ レ ー ト １ ７ ８ ６ は 、 ウ ェ ル 内 で 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 １ ７ ８ ８ の 液 体 レ ベ ル の す ぐ
上 で 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ７ ７ ０ と の シ ー ル １ ７ ８ ３ を 形 成 す る 。 熱 サ イ ク ル の 間
、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 １ ７ ８ ８ 溶 液 温 度 は 、 同 一 で な く て は 成 ら ず (定 温 )、 液 体 蒸 発 は 、 定 常 の
反 応 条 件 を 維 持 す る た め に 最 小 限 に さ れ な け れ ば な ら ず 、 そ し て 正 確 な 光 学 計 測 を 可 能 に
す る た め 、 凝 集 は 、 光 学 窓 １ ７ ８ ２ 上 に 制 御 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 １
７ ８ ８ の 液 体 表 面 及 び シ ー ル プ レ ー ト １ ７ ８ ６ の 光 学 窓 と の 間 の 距 離 は 、 使 用 の し や す さ
、 物 質 の 構 成 、 並 び に 所 望 さ れ る 熱 及 び 凝 集 を 最 小 限 に す る た め の 光 学 窓 の 物 質 移 動 条 件
に 合 わ せ て 最 小 限 に す べ き で あ る 。
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【 ０ ２ ０ ７ 】
　 図 １ ７ ｂ を 参 照 す る と 、 熱 サ イ ク ル は 、 温 度 検 出 フ ィ ー ド バ ッ ク ・ ル ー プ に お い て 操 作
さ れ る 熱 電 モ ジ ュ ー ル １ ７ ８ ５ か ら 、 膜 シ ー ル １ ７ ８ ０ /分 析 フ ィ ル タ ー １ ７ ７ ２ を 介 し
た 直 接 的 な 熱 伝 導 に よ り 達 成 さ れ る 。 つ ま り 、 熱 モ ジ ュ ー ル １ ７ ８ ５ (Ｔ Ｅ Ｍ 、 ペ ル テ ィ
エ 加 熱 /冷 却 )は 、 膜 シ ー ル １ ７ ８ ０ と 直 接 接 触 し て お り 、 介 在 性 の 循 環 空 気 又 は 水 浴 、 ア
ル ミ ニ ウ ム ブ ロ ッ ク ヒ ー タ ー 中 へ の 緩 い か み 合 い に 関 連 す る 断 熱 性 の 隙 間 を 伴 わ な い 。 規
格 が 対 応 し た マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト ・ デ ザ イ ン を 使 用 す る こ と に よ り 、 熱 接 触 は 改 良 さ れ
る 。 こ こ で 、 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ １ ７ ７ ０ の 規 格 が 対 応 し た 支 持 プ レ ー ト １ ７ ７ ４ は
、 十 分 な 変 形 能 力 を 有 し て お り 、 底 膜 シ ー ル １ ７ ８ ０ が 、 熱 電 過 熱 /冷 却 モ ジ ュ ー ル １ ７
８ ５ の 表 面 へ と 適 合 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の よ う に し て 、 従 来 の サ ー マ ル サ イ ク ル 装
置 と 比 べ て よ り 良 い 正 確 性 及 び 速 さ を 備 え て 優 れ た 伝 熱 能 力 が 予 期 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 図 １ ７ ｂ の 実 施 態 様 は 、 図 １ ８ 及 び 図 １ ９ に お い て 示 さ れ る 。 こ れ ら の 実 施 態 様 で は 、
ろ 過 装 置 は 、
　 (ａ )　 第 一 表 面 及 び 第 二 表 面 を 有 す る プ レ ー ト で あ っ て 、 こ こ で 該 プ レ ー ト は 、 少 な く
と も １ の 穴 を 有 し 、 該 穴 は 、 プ レ ー ト の 第 一 表 面 と 第 二 表 面 で 一 定 の 幅 を 有 す る 、 前 記 プ
レ ー ト 、 及 び
　 (ｂ )　 第 一 表 面 と 第 二 表 面 を 有 す る 微 小 孔 物 質 で あ っ て 、 こ こ で 該 微 小 孔 物 質 の 該 第 一
表 面 は 、 プ レ ー ト の 第 二 表 面 に 隣 接 し て お り 、 該 微 小 孔 物 質 が プ レ ー ト に お け る 各 穴 を 覆
う 、 前 記 微 小 孔 物 質
　 を 含 む 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 隣 接 」 と い う 用 語 は 、 プ レ ー ト 及 び 本 明 細 書 中 で 記
載 さ れ る 微 小 孔 物 質 の い ず れ か で あ っ て 、 互 い に 物 理 的 に 接 触 し て い る も の と し て 定 義 さ
れ る 。 「 隣 接 」 と い う 用 語 は ま た 、 別 の 物 質 に よ り 分 離 さ れ て い る プ レ ー ト と 微 小 孔 物 質
の こ と も 指 す 。 例 え ば 、 プ レ フ ィ ル タ ー は 、 プ レ ー ト と 微 小 孔 物 質 と の 間 に 配 置 さ れ う る
。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 図 １ ８ で は 、 プ レ ー ト １ ８ ０ ０ は 、 剛 性 、 低 蛍 光 、 製 造 の 容 易 さ 、 及 び 熱 伝 導 性 を 有 す
る 物 質 の い ず れ か か ら 構 成 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 プ レ ー ト は 、 陽 極 酸 化 ア ル ミ 又 は プ ラ
ス チ ッ ク か ら 構 成 さ れ る 。 図 １ ８ ａ で は 、 １ ２ 個 の 反 応 ウ ェ ル １ ８ ０ １ は 、 プ レ ー ト １ ８
０ ０ を 介 し て 形 成 さ れ ； し か し な が ら 、 穴 の い ず れ の 数 が プ レ ー ト 中 に 存 在 し 、 １ の 穴 の
み を 含 む 場 合 も あ る 。 一 の 態 様 で は 、 ア ノ ポ ア 膜 １ ８ ０ ２ は 、 プ レ ー ト １ ８ ０ ０ の 底 表 面
に 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 反 応 ウ ェ ル １ ８ ０ １ の 底 を 形 成 す る 。 膜 は 、 液 体 接 着 剤 、 例 え ば
エ ポ キ シ 系 、 ア ク リ ル 系 な ど 又 は 粘 着 テ ー プ で 接 着 さ れ う る 。 微 小 孔 物 質 は 、 プ レ ー ト 内
の 各 穴 を 覆 う 。 図 １ ８ ｂ を 参 照 す る と 、 該 ウ ェ ル は 、 光 学 的 検 出 、 シ ー リ ン グ 、 液 体 の 取
り 扱 い な ど を 手 助 け す る た め に 、 大 き い ト ッ プ 部 分 と 小 さ い 底 部 分 １ ８ ０ ５ を 有 す る 。 一
の 態 様 で は 、 大 き い ト ッ プ 部 分 １ ８ ０ ４ は 、 不 純 物 を 取 り 除 く こ と が で き る プ レ フ ィ ル タ
ー を 受 け る こ と が で き る 。 サ ン プ ル を 含 む 被 分 析 物 は 、 微 小 孔 物 質 を 通 し て ろ 過 及 び 洗 浄
さ れ 、 そ れ に よ り 、 さ ら な る 方 法 及 び 検 出 用 に 被 分 析 物 を 局 在 化 す る 。 一 の 態 様 で は 、 図
１ ９ ａ を 参 照 す る と 、 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る 場 合 、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 を 含 む 微 小 孔 物 質
１ ９ ０ ２ の 乾 燥 底 表 面 で あ っ て 、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 質 を 含 む も の は 、 熱 溶 接 ポ リ プ ロ ピ
レ ン 熱 シ ー リ ン グ ・ フ ィ ル ム １ ９ １ ０ に よ り 、 乾 燥 膜 上 に 直 接 シ ー ル さ れ う る 。 反 応 液 体
１ ９ １ ３ 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ マ ス タ ー ・ ミ ッ ク ス は 次 に 、 ウ ェ ル １ ９ ０ １ 中 に 加 え ら れ う る 。
反 応 液 １ ９ １ ３ を 含 む ウ ェ ル １ ９ ０ １ の ト ッ プ は 、 透 明 な 粘 着 テ ー プ １ ９ １ １ (図 １ ９ ｂ )
ま た は 透 明 な ス ナ ッ プ 方 式 の ト ッ プ １ ９ １ ２ (図 １ ９ ａ )に よ り 密 閉 さ れ う る 。 こ の ア ッ セ
ン ブ リ は 、 例 え ば 図 １ ７ に お い て 記 載 さ れ よ う に 処 理 さ れ う る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 核 酸 被 分 析 物 の 濃 縮 及 び 局 在 化 に 使 用 さ れ る 微 小 孔 物 質 は 、 図 ２ ０ に お
け る カ ス ケ ー ド ・ フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ ２ ０ ８ ０ の 一 部 で あ り う る 。 フ ィ ル タ ー ・ ア セ
エ ン ブ リ ２ ０ ８ ０ は 、 被 分 析 物 を 含 む サ ン プ ル を 受 け 取 る 取 り 外 し 可 能 な ハ ウ ジ ン グ ２ ０
８ ２ を 含 む 。 ハ ウ ジ ン グ ２ ０ ８ ２ の 第 一 部 分 ２ ０ ８ ３ は 、 試 験 サ ン プ ル を 前 ろ 過 す る た め

10

20

30

40

50

(57) JP 2006-511792 A 2006.4.6



の ０ .２ ミ ク ロ ン ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー な ど の 第 一 フ ィ ル タ ー ２ ０ ８ ４ を 含 む よ う に 構 成
さ る 。 ハ ウ ジ ン グ ２ ０ ８ ２ の 第 二 部 分 ２ ０ ８ ５ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 第 二 フ ィ ル
タ ー ２ ０ ８ ６ 、 例 え ば ０ .２ ミ ク ロ ン ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー を 含 む よ う に 構 成 さ れ る 。 フ
ィ ル タ ー ２ ０ ８ ４ 及 び ２ ０ ８ ６ は 、 ハ ウ ジ ン グ ２ ０ ８ ２ 内 に お い て 一 列 の フ ィ ル タ ー 型 の
配 置 に 配 列 さ れ 、 そ の 結 果 フ ィ ル タ ー ２ ０ ８ ４ が フ ィ ル タ ー ２ ０ ８ ６ に 隣 接 し 、 そ し て 先
行 す る 。 サ ン プ ル の 入 口 チ ュ ー ブ ２ ０ ８ ７ は 、 第 一 部 分 ２ ０ ８ ３ に お け る 第 一 チ ャ ン バ ー
２ ０ ８ ８ と 流 路 で 繋 が っ て お り 、 そ し て 排 出 チ ュ ー ブ ２ ０ ８ ９ は 、 ハ ウ ジ ン グ ２ ０ ８ ２ の
第 二 部 分 ２ ０ ８ ５ 中 で 、 第 二 チ ャ ン バ ー ２ ０ ９ ０ と 流 路 で 繋 が っ て い る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 一 の 態 様 で は 、 フ ィ ル タ ー ・ ア セ ン ブ リ ２ ０ ８ ０ を 使 用 す る 間 、 血 清 サ ン プ ル な ど の 前
処 理 さ れ た 患 者 サ ン プ ル は 、 チ ュ ー ブ ２ ０ ８ ７ を 通 し て チ ャ ン バ ー ２ ０ ８ ８ へ 及 び フ ィ ル
タ ー ２ ０ ８ ４ 上 へ と 配 置 さ れ さ れ る 。 サ ン プ ル は 、 フ ィ ル タ ー ２ ０ ８ ４ 、 そ し て 次 に フ ィ
ル タ ー ２ ０ ８ ６ を 通 し て 流 れ る の で 、 核 酸 は 、 フ ィ ル タ ー ２ ０ ８ ６ の 表 面 に 局 在 化 さ れ る
。 図 ２ ０ に お い て 示 さ れ る よ う に 、 補 足 さ れ た 核 酸 を 含 む フ ィ ル タ ー ２ ０ ８ ６ は 、 さ ら な
る 処 理 及 び /又 は 以 下 に 記 載 さ れ る 光 学 核 酸 計 数 の た め 、 ハ ウ ジ ン グ ２ ０ ８ ２ か ら 物 理 的
に 取 り 出 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 被 分 析 物 の 濃 縮 及 び 局 在 に 使 用 さ れ る 膜 フ ィ ル タ ー は 、 図
２ １ に 図 示 さ れ る よ う に 、 フ ロ ー セ ル ・ フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ ン ブ リ ２ １ ０ ０ の 一 部 で あ り
う る 。 フ ロ ー セ ル フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ ２ １ ０ ０ は 、 サ ン プ ル 又 は 被 分 析 物 を 含 む 別 の
サ ン プ ル を 受 け 取 る た め の ハ ウ ジ ン グ ２ １ ０ ２ を 含 む 。 ハ ウ ジ ン グ ２ １ ０ ２ は 、 分 析 フ ィ
ル タ ー ２ １ ０ ４ を 保 持 す る よ う に 形 作 ら れ る 。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 フ ィ ル タ ー ２ １ ０
４ は 、 核 酸 局 在 用 の ０ .２ ミ ク ロ ン の ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー で あ る 。 フ ィ ル タ ー ２ １ ０ ４
は 、 任 意 の 孔 フ ィ ル タ ー 支 持 体 ２ １ ０ ５ 上 に 静 止 す る 。 フ ィ ル タ ー ２ １ ０ ４ が 十 分 に 小 さ
い 直 径 を 有 す る な ら 、 孔 フ ィ ル タ ー 支 持 体 ２ １ ０ ５ は 除 か れ う る 。 入 口 チ ュ ー ブ ・ ポ ー ト
２ １ ０ ６ は 、 フ ィ ル タ ー ２ １ ０ ４ に 隣 接 す る 第 一 チ ャ ン バ ー ２ １ ０ ７ と 流 路 で 繋 が っ て お
り 、 そ し て 出 口 チ ュ ー ブ ・ ポ ー ト ２ １ ０ ８ は 、 ハ ウ ジ ン グ ２ １ ０ ２ に お い て フ ィ ル タ ー 支
持 体 ２ １ ０ ５ に 隣 接 し て い る 第 二 チ ャ ン バ ー ２ １ ０ ９ と 流 路 で 繋 が っ て い る 。 光 学 窓 ２ １
１ ０ は 、 ハ ウ ジ ン グ ２ １ ０ ２ の 表 面 上 に 位 置 し て 、 検 出 器 へ の 及 び 検 出 器 か ら の 光 ２ １ １
２ が フ ィ ル タ ー ２ １ ０ ４ の 表 面 に 伝 わ る こ と を 可 能 に す る 。 光 ２ １ １ ２ は 、 蛍 光 光 度 計 (
図 示 せ ず )な ど の 検 出 器 に 動 作 可 能 な よ う に 接 続 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 フ ロ ー セ ル ・ フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ ン ブ リ ２ １ ０ ０ を 使 用 す る 間 、 サ ン プ ル は 、 チ ュ ー ブ
ポ ー ト ２ １ ０ ６ を 通 し て チ ャ ン バ ー ２ １ ０ ７ 及 び フ ィ ル タ ー ２ １ ０ ４ 上 へ と 注 入 さ れ る 。
サ ン プ ル が 、 フ ィ ル タ ー ２ １ ０ ４ を 介 し て 流 れ る の で 、 被 分 析 物 は 、 フ ィ ル タ ー ２ １ ０ ４
上 に 局 在 化 さ れ る 。 一 の 態 様 で は 、 被 分 析 物 が 核 酸 で あ る と き 、 サ ン プ ル 中 の 核 酸 は 、 サ
ン プ ル を フ ロ ー セ ル フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ ２ １ ０ ０ に 注 入 す る 前 に 標 識 さ れ た 。 し か し
な が ら 、 核 酸 は 、 フ ィ ル タ ー ２ １ ０ ４ の 表 面 へ の 局 在 化 の 後 に 標 識 さ れ う る 。 こ の 態 様 で
は 、 フ ィ ル タ ー ２ １ ０ ４ 上 の 核 酸 は 、 蛍 光 光 度 計 を 使 用 す る こ と に よ り 、 光 学 窓 ２ １ １ ０
を 通 し て 、 フ ロ ー セ ル フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ ２ １ ０ ０ 中 で 、 サ ン プ ル 液 流 と フ ィ ル タ ー
膜 処 理 と 同 時 に 計 測 さ れ う る 。 こ れ は 、 場 合 に よ り 、 よ り 良 い バ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を
排 除 す る こ と に よ り 、 核 酸 の 検 出 性 を 改 善 す る 。 サ ン プ ル の 前 ろ 過 は 、 必 要 と さ れ る な ら
、 サ ン プ ル を フ ロ ー セ ル フ ィ ル タ ー ア セ ン ブ リ ２ １ ０ ０ に 注 入 す る 前 に 行 わ れ る 。 ポ ー ト
２ １ ０ ６ と ２ １ ０ ８ は 、 キ ャ ッ プ さ れ る か 、 又 は 局 在 さ れ た 核 酸 の さ ら な る 処 理 、 例 え ば
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 な ど が 起 こ る こ と を 可 能 に す る よ う に 閉 め ら れ う る
。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 図 ２ ２ は 、 一 般 化 さ れ た ウ ェ ル 型 の 形 態 の 改 変 で あ っ て 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の 直 前 に 特
定 の 前 ろ 過 を 与 え る 改 変 を 示 す 。 幾 つ か の 場 合 に お い て 、 周 囲 の ご み 、 カ ビ 、 細 菌 な ど は
、 分 析 さ れ る 被 分 析 物 サ ン プ ル を 含 む ウ ェ ル 中 に 入 り 込 み 、 そ し て 被 分 析 物 計 数 に つ い て
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の エ ラ ー シ グ ナ ル を 作 り 出 し う る ： こ の 効 果 を 最 小 化 す る フ ィ ル タ ー の ア ッ セ ン ブ リ は 、
一 般 的 に ２ ２ ０ ０ と 名 付 け ら れ た 。 フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ ン ブ リ ２ ２ ０ ０ は 、 開 口 部 ２ ２ ０
３ を 有 す る 第 一 チ ャ ン バ ー を 規 定 す る ハ ウ ジ ン グ を 有 し 、 該 開 口 部 は チ ャ ン バ ー ２ ２ ０ １
中 に 被 分 析 物 サ ン プ ル ２ ２ ０ ２ の 配 置 を 可 能 に す る 。 チ ャ ン バ ー ２ ２ ０ １ の 底 は 、 約 ０ .
２ ミ ク ロ ン よ り よ り 大 き い 粒 子 を 保 持 し か つ 被 分 析 物 が 通 り 抜 け る よ う に 選 ば れ る プ レ フ
ィ ル タ ー ２ ２ ０ ４ を 含 む 。 プ レ フ ィ ル タ ー ２ ２ ０ ４ の 下 に 、 前 ろ 過 さ れ た 被 分 析 物 サ ン プ
ル を 、 分 析 フ ィ ル タ ー ２ ２ ０ ７ へ と 運 ぶ 液 体 通 路 ２ ２ ０ ５ が 存 在 す る 。 該 分 析 フ ィ ル タ ー
２ ２ ０ ７ は 、 第 二 チ ャ ン バ ー ２ ２ ０ ９ の 一 の 末 端 で ハ ウ ジ ン グ 中 に 配 置 さ れ る 。 通 路 ２ ２
０ ５ の 一 の 表 面 の 少 な く と も 一 部 は 、 光 学 窓 ２ ２ ０ ６ に よ り 規 定 さ れ 、 該 光 学 窓 ２ ２ ０ ６
は 、 通 路 ２ ２ ０ ５ と 流 路 で 繋 が っ た 分 析 フ ィ ル タ ー ２ ２ ０ ７ の 表 面 を 検 出 す る こ と を 可 能
に す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ ン ブ リ ２ ２ ０ ０ の 使 用 の 間 、 サ ン プ ル ２ ２ ０ ２ が フ ィ ル タ ー ２ ２ ０
７ を 通 し て 流 れ て 、 チ ャ ン バ ー ２ ２ ０ ９ に 位 置 す る 液 体 廃 液 ２ ２ ０ ８ を 形 成 す る の で 、 サ
ン プ ル ２ ２ ０ ２ 中 に 含 ま れ た 被 分 析 物 は 、 分 析 フ ィ ル タ ー ２ ２ ０ ７ 上 に 局 在 化 さ れ る 。 曲
が っ た ポ ー ト ２ ２ １ ０ は 、 吸 引 源 に 接 続 さ れ て 、 液 流 を 補 助 及 び 制 御 す る こ と も あ る し 、
又 は チ ャ ン バ ー ２ ２ ０ １ は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る よ う に 少 し 加 圧 さ れ る こ と も あ る 。 示 さ
れ る よ う に 、 廃 液 ２ ２ ０ ８ は チ ャ ン バ ー ２ ２ ０ ９ 中 に 含 ま れ う る か 、 又 は チ ャ ン バ ー ２ ２
０ ９ か ら 取 り 出 さ れ て 、 中 央 廃 液 コ ン テ ナ (図 示 せ ず )に 移 さ れ る 。 フ ィ ル タ ー ア ッ セ ン ブ
リ ２ ２ ０ ０ は 、 チ ャ ン バ ー ２ ２ ０ １ に お け る サ ン プ ル 処 理 (例 え ば 、 ビ リ オ ン 溶 解 液 な ど )
ま え に 、 固 有 の 核 酸 、 粒 子 、 及 び 別 の 不 純 物 を 取 り 除 く た め に 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る さ
ら な る 前 ろ 過 を 伴 っ て 使 用 さ れ う る 。 フ ィ ル タ ー ２ ２ ０ ４ は 、 フ ィ ル タ ー ２ ２ ０ ７ 上 へ の
核 酸 固 定 化 の 直 前 に 、 妨 害 す る 恐 れ の あ る 粒 子 を 単 純 に 取 り 除 く 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 図 ２ ３ ａ 及 び ２ ３ ｂ は 、 か な り 低 減 さ れ た 拡 散 距 離 を 有 す る 被 分 析 物 計 数 用 の フ ロ ー セ
ル 装 置 を 図 示 し 、 該 装 置 は 、 固 体 表 面 (フ ィ ル タ ー で は な い )局 在 化 を 用 い て 使 用 さ れ う る
。 低 濃 度 の 被 分 析 物 は 、 固 体 表 面 へ と 拡 散 す る た め に か な り の 時 間 を 必 要 と す る 。 図 ２ ３
ａ は 、 平 面 図 を 示 し 、 そ し て 図 ２ ３ ｂ は 、 固 体 表 面 局 在 化 フ ロ ー セ ル 装 置 ２ ３ ０ ０ の 側 面
図 を 示 し た 。 フ ロ ー セ ル 装 置 ２ ３ ０ ０ は 、 フ ロ ー セ ル 装 置 ２ ３ ０ ０ は 、 サ ン プ ル ２ ３ ０ ２
を 含 む 被 分 析 物 を ハ ウ ジ ン グ の 第 一 部 分 に よ り 定 義 さ れ る 入 口 チ ャ ン バ ー ２ ３ ０ ７ へ と 導
入 す る た め の 入 口 チ ュ ー ブ ２ ３ ０ １ を 有 す る 。 チ ャ ン バ ー ２ ３ ０ ７ の 一 の 壁 の 少 な く と も
一 部 は 、 チ ャ ン バ ー ２ ３ ０ ７ と ハ ウ ジ ン グ の 第 二 部 分 に よ り 定 義 さ れ る 局 在 化 通 路 ２ ３ ０
４ と の 間 に 存 在 す る フ ロ ー 分 配 構 造 ２ ３ ０ ３ に よ り 形 成 さ れ る 。 図 ２ ３ ｂ を 参 照 す る と 、
局 在 化 通 路 ２ ３ ０ ４ を 定 義 す る ハ ウ ジ ン グ の 第 二 部 分 の 少 な く と も １ の 主 要 表 面 は 、 光 学
窓 ２ ３ ０ ５ か ら 構 成 さ れ る 。 さ ら に 、 少 な く と も １ の こ れ ら 主 要 表 面 の 内 部 は 、 局 在 化 表
面 ２ ３ ０ ６ と し て サ ン プ ル か ら 被 分 析 物 を 局 在 化 す る た め に 処 理 さ れ た 。 局 在 化 表 面 ２ ３
０ ６ は 、 光 学 窓 ２ ３ ０ ５ 上 、 表 面 反 対 光 学 窓 ２ ３ ０ ５ 上 、 又 は そ の 両 方 の 上 に 存 在 し う る
。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 分 配 構 造 ２ ３ ０ ３ は 、 局 在 化 通 路 ２ ３ ０ ４ に お い て 下 流 へ の 均 一 な 流 れ を 引 き 起 こ す た
め に 十 分 な 圧 力 低 下 を 与 え る 孔 物 質 か ら 一 般 的 に 構 成 さ れ る 。 特 定 の 状 況 下 で 、 流 れ 分 配
構 造 ２ ３ ０ ３ は 、 局 在 化 通 路 ２ ３ ０ ４ へ の 狭 い 開 口 部 と し て 構 成 さ れ う る 。 局 在 化 通 路 ２
３ ０ ４ は 、 一 般 的 に 約 １ ～ 約 １ ０ ｍ ｍ の 幅 と 長 さ 、 及 び 厚 さ 約 １ ０ ～ 約 ５ ０ ミ ク ロ ン の 寸
法 を 有 す る 平 面 構 造 で あ る 。 つ ま り 、 被 分 析 物 を 含 む サ ン プ ル ２ ３ ０ ２ は 、 約 １ ～ 約 １ ０
ｍ ｍ の 幅 、 約 １ ０ ～ 約 ５ ０ ミ ク ロ ン の 高 さ 、 及 び 約 １ ～ 約 １ ０ ｍ ｍ の 長 さ の 通 路 を 流 れ る
。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 フ ロ ー セ ル 装 置 ２ ３ ０ ０ の 作 動 の 間 、 被 分 析 物 を 含 む サ ン プ ル は 、 装 置 内 に 流 れ こ み 、
こ こ で 該 サ ン プ ル は 、 局 在 化 通 路 ２ ３ ０ ４ へ と 均 一 に 導 入 さ れ る 。 サ ン プ ル が 、 こ の 通 路
を と お し て ゆ っ く り 流 れ る と き 、 被 分 析 物 は 、 通 路 の 高 さ に よ り 与 え ら れ る か な り 小 さ い
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拡 散 距 離 (約 １ ０ ～ ５ ０ ミ ク ロ ン )の た め 、 比 較 的 早 く 局 在 化 表 面 ２ ３ ０ ６ 上 に 局 在 化 さ れ
る 。 残 り の 液 体 は 、 局 在 化 通 路 ２ ３ ０ ４ か ら 廃 液 と し て 出 る 。 局 在 さ れ た 被 分 析 物 は 、 次
に 表 面 ２ ３ ０ ６ 上 で 光 学 的 に 検 出 さ れ る 。 該 フ ロ ー セ ル 装 置 ２ ３ ０ ０ は 、 重 力 、 圧 力 、 又
は 吸 引 流 量 制 御 で 設 定 さ れ 、 そ し て 使 い 捨 て 装 置 の 不 可 欠 な 要 素 で あ り う る 。 さ ら に 、 フ
ロ ー セ ル 装 置 ２ ３ ０ ０ は 、 長 期 間 光 学 検 出 器 か ら 間 接 的 に サ ン プ ル を 処 理 す る よ う に 設 計
さ れ う る 。 そ う し た サ ン プ ル は 、 局 在 化 が 完 了 し た の 後 に 即 座 に 光 学 的 に 分 析 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 上 で 記 載 さ れ る 物 品 及 び ろ 過 装 置 の い ず れ か は 、 キ ッ ト に 含 ま れ う る 。 該 キ ッ ト は ま た
、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 を 検 出 す る た め に 上 で 記 載 さ れ た 検 出 手 段 の い ず れ か を 含 む 。 一 の
態 様 で は 、 光 学 的 検 出 器 は 、 標 識 核 酸 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　
　 本 発 命 の 組 成 物 、 物 品 、 装 置 、 及 び /又 は 方 法 が 開 示 又 は 記 載 さ れ る 前 で は 、 特 記 な い
限 り 、 そ れ ら は 特 定 の 合 成 方 法 又 は 特 定 の 組 換 え バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 方 法 に 制 限 さ れ ず
、 又 は 特 記 が な い 限 り 特 定 の 試 薬 に 制 限 さ れ ず 、 そ の よ う な も の と し て 当 然 変 わ り う る と
い う こ と を 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 ま た 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 専 門 用 語 は 、 特 定 の 実
施 態 様 を 記 述 す る 目 的 の み で あ り 、 制 限 す る こ と を 意 図 さ れ て い な い と い う こ と も 理 解 さ
れ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 明 細 書 及 び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 使 用 さ れ る と き 、 単 数 形 「 ａ 」 、 「 ａ ｎ 」 、 及 び 「
ｔ ｈ ｅ 」 は 、 文 脈 が 明 ら か に そ う で な い と い う こ と を 示 さ な い か ぎ り は 、 複 数 の 対 象 を 含
む 。 こ う し て 、 例 え ば 、 「 a pharmaceutical carrier」 と い う 記 載 は 、 ２ 以 上 の そ う し た
担 体 な ど を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 範 囲 は 本 明 細 書 中 で 、 「 約 」 あ る 数 値 ～ 「 約 」 別 の 数 値 と し て 表 さ れ る 。 こ う し た 範 囲
が 表 さ れ る と き 、 別 の 実 施 態 様 は 、 該 あ る 数 値 ～ 該 別 の 数 値 を 含 む 。 同 様 に 、 数 値 が 近 似
と し て 表 さ れ る と き 、 前 述 の 「 約 」 の 使 用 に よ っ て 、 特 定 の 数 値 が 、 別 の 実 施 態 様 を 形 成
す る と い う こ と が 理 解 さ れ る だ ろ う 。 範 囲 の 各 々 の 末 端 は 、 別 の 末 端 に 関 し て 、 及 び 別 の
末 端 と 独 立 し て 有 効 で あ る こ と が さ ら に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 多
く の 数 値 が 存 在 し 、 そ し て 各 々 の 数 値 は 、 そ の 数 値 そ の も の に 加 え て 「 約 」 該 数 値 と し て
本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 。 例 え ば 、 数 値 「 １ ０ 」 が 開 示 さ れ る な ら ば 、 「 約 １ ０ 」 も ま た
開 示 さ れ る 。 あ る 数 値 が 開 示 さ れ る と き 、 「 該 数 値 以 下 」 、 「 該 数 値 以 上 」 、 及 び 該 数 値
間 の 範 囲 も ま た 、 当 業 者 に よ り 適 切 に 理 解 さ れ る よ う に 開 示 さ れ る 。 例 え ば 、 数 値 「 １ ０
」 が 開 示 さ れ る な ら 、 「 １ ０ 以 下 」 並 び に 「 １ ０ 以 上 」 も 開 示 さ れ る 。 本 出 願 を と お し て
、 デ ー タ ー は 多 数 の 異 な る 形 式 で 提 供 さ れ 、 そ し て こ の デ ー タ ー は 末 端 と 開 始 点 及 び デ ー
タ ー 点 の い ず れ か の 組 合 せ の 範 囲 を 表 す こ と が 理 解 さ れ る 。 例 え ば 、 特 定 の デ ー タ ー 点 「
１ ０ 」 及 び 特 定 の デ ー タ ー 点 １ ５ が 開 示 さ れ る な ら ば 、 １ ０ 及 び １ ５ 超 、 以 上 、 未 満 、 以
下 並 び に １ ０ 及 び １ ５ そ の も の は 、 １ ０ ～ １ ５ と 同 様 に 開 示 さ れ た と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 こ の 明 細 書 及 び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 、 以 下 の 意 味 を 有 す る と 定 義 さ れ る 多 数
の 用 語 に つ い て 参 照 が 成 さ れ る 。 「 任 意 」 又 は 「 場 合 に よ り 」 は 、 そ の 後 に 記 載 さ れ る 事
象 又 は 状 況 が 起 こ る こ と も あ る し 起 こ ら な い こ と も あ る と い う こ と を 意 味 し 、 そ し て 該 記
載 は 、 前 記 事 象 又 は 状 況 が 起 こ る 場 合 と そ れ が 起 こ ら な い 場 合 を 含 む と い う こ と を 意 味 す
る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 本 出 願 を と お し て 、 様 々 な 文 献 が 参 照 さ れ る 。 こ れ ら の 文 献 の 開 示 全 て は 、 そ れ が 属 す
る 技 術 の 状 態 を よ り 十 分 に 記 載 す る た め に 、 本 出 願 中 に 援 用 さ れ る 。 開 示 さ れ た 参 考 文 献
は 、 個 々 に 及 び 特 異 的 に 、 該 文 献 中 に 含 ま れ る 構 成 要 素 で あ っ て 、 該 文 献 の 文 章 中 に 論 じ
ら れ る 構 成 要 素 に つ い て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 実 施 例 】
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【 ０ ２ ２ ５ 】
　
　 以 下 の 実 施 例 は 、 当 業 者 に 、 本 明 細 書 中 に 開 示 及 び 特 許 請 求 さ れ る 化 合 物 、 組 成 物 、 及
び 方 法 が 、 ど う や っ て 作 ら れ 、 そ し て 評 価 さ れ る か に つ い て の 完 全 な 開 示 及 び 記 載 を 与 え
る た め に 記 載 さ れ 、 そ し て 純 粋 に 例 示 的 で あ る こ と を 意 図 し 、 そ し て 発 明 者 が 、 発 明 で あ
る と み な す 範 囲 を 制 限 す る こ と を 意 図 し な い 。 エ フ ェ ク タ ー は 、 数 (例 え ば 、 量 、 温 度 な
ど )に 関 す る 正 確 性 を 保 証 す る た め に 作 ら れ た が 、 幾 つ か の 間 違 い 及 び 偏 差 は 、 説 明 さ れ
る べ き で あ る 。 他 に 記 載 が な い 限 り 、 割 合 は 、 重 量 に よ る 割 合 で あ り 、 温 度 は 、 ℃ で 表 さ
れ る か 室 温 で あ り 、 そ し て 圧 力 は 、 大 気 圧 又 は そ の 付 近 で あ る 。 反 応 条 件 、 例 え ば 、 濃 度
要 素 、 所 望 の 溶 媒 、 溶 媒 混 合 液 、 温 度 、 圧 力 、 及 び 他 の 反 応 試 薬 、 並 び に 記 載 の 方 法 か ら
得 た 産 物 の 純 度 及 び 収 率 を 最 適 化 す る た め に 使 用 さ れ う る の 多 数 の 変 動 及 び 組 合 せ が 存 在
す る 。 正 当 か つ ル ー チ ン な 実 験 の み が 、 そ う し た 処 理 条 件 を 最 適 す る た め に 必 要 と さ れ る
。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　
　 迅 速 な ウ イ ル ス 量 ア ッ セ イ に お い て 、 試 験 さ れ る 核 酸 は 、 約 ８ ０ ０ ０ 塩 基 又 は 塩 基 対 を
有 す る Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ で あ り う る 。 こ の サ イ ズ 範 囲 に お け る 核 酸 (Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ )ラ
ダ ー は 、 局 在 化 用 に 試 験 さ れ た 。 他 に 特 記 が な い 限 り 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 切 断 さ れ た ラ ム ダ ・
フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て 、 ３ ,５ ３ ０ 、 ４ ,８ ７ ８ 、 ５ ,６ ４ ３ 、 ５ ,８ ０ ４ 、 　 ７ ,４ ２ １
、 及 び ２ １ ,２ ２ ６ 塩 基 対 の Ｄ Ｎ Ａ を 、 モ デ ル 核 酸 と し て 使 用 し た 。 ５ ０ ～ １ ０ ,０ ０ ０ 塩
基 又 は 塩 基 対 の 断 片 を 有 す る 別 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ ラ ダ ー と の 比 較 は 、 Ｒ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ 局
在 に お け る 類 似 性 を 示 し た 。 ろ 過 さ れ た 核 酸 ラ ダ ー 上 の ゲ ル 電 気 泳 動 は 、 約 １ ５ ０ ０ 塩 基
又 は 塩 基 対 よ り 大 き い 分 子 の 高 い 保 持 効 率 を 示 し た 。 精 製 さ れ た ウ シ 胸 腺 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て
１ ３ ,０ ０ ０ 平 均 塩 基 対 長 を 有 す る も の は 、 様 々 な 条 件 下 で ろ 過 さ れ 、 そ し て 結 果 は 以 下
の 実 施 例 に お い て 記 さ れ た 。 ろ 過 は 、 ０ .２ ミ ク ロ ン の ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー を 含 む よ う
に 改 変 さ れ た ミ リ ポ ア ・ マ ル チ ウ ェ ル ・ フ ィ ル タ ー ・ プ レ ー ト を 含 む フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ
ン ブ リ で あ っ て 、 図 １ ５ ａ に お い て 示 さ れ る 直 径 約 ５ ミ リ メ ー ト ル の 改 変 又 は 未 改 変 の ０
.２ ミ ク ロ ン ・ ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー 表 面 を 伴 う ウ ェ ル ・ ア ッ セ ン ブ リ と 類 似 で あ る ア ッ
セ ン ブ リ を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　
　 図 ２ ４ ａ 及 び ２ ４ ｂ は 、 プ レ ー ン 未 改 変 、 ジ オ ー ル (酸 加 水 分 解 さ れ た グ リ シ ド オ キ シ
プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン )改 変 、 及 び ア ミ ン (ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン )改
変 ０ .２ ミ ク ロ ン ア ノ ポ ア 膜 に つ い て の Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 に 対 す る 核 酸 保 持 率 の グ ラ フ で あ る
。 図 ２ ４ ａ は 、 ０ ～ １ ０ ０ ０ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 範 囲 を 示 し 、 一 方 図 ２ ４ ｂ は 、 図 ２ ４ ａ か ら
拡 大 さ れ た ０ ～ １ ０ ０ ｍ Ｍ の 範 囲 を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 １ ｍ Ｍ ・ ト リ ス 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ
８ .０ に お い て 得 ら れ た 。 グ ラ フ か ら 明 ら か で あ る よ う に 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の 塩 が 、 プ レ ー ン
の 及 び ジ オ ー ル 改 変 膜 上 で 実 質 的 に 完 全 に 核 酸 を 保 持 す る こ と に 必 要 と さ れ 、 ア ミ ン 改 変
膜 に つ い て は 、 実 質 的 に 塩 の 効 果 が な い 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　
　 図 ２ ５ ａ 及 び ２ ５ ｂ は 、 プ レ ー ン の 未 改 変 ア ノ ポ ア 膜 に つ い て の 塩 濃 度 に 対 す る 核 酸 保
持 率 の グ ラ フ で あ る 。 図 ２ ５ ａ は 、 ０ ～ ４ ５ ０ ０ ｍ Ｍ の 塩 濃 度 の 範 囲 で あ り 、 一 方 図 ２ ３
ｂ は 、 図 ２ ５ ａ か ら 拡 大 さ れ た ０ ～ １ ０ ０ ｍ Ｍ の 範 囲 を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 上 記 の Ｄ
Ｎ Ａ 切 断 部 位 を 使 用 し て 、 １ ｍ Ｍ ・ ト リ ス 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ８ .０ 中 で 得 ら れ た 。 図 ２ ５ ａ 及
び ２ ５ ｂ の グ ラ フ 中 に 記 さ れ る よ う に 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ (カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 で は な い )は 、 プ レ ー
ン の ０ .２ ミ ク ロ ン ・ ア ノ ポ ア 膜 上 へ の 核 酸 保 持 を 促 進 す る 点 で 、 グ ア ニ ジ ン ・ チ オ シ ア
ネ ー ト と 同 じ く ら い 効 果 的 で あ り 、 そ し て グ ア ニ ジ ン ・ ヒ ド ロ ク ロ リ ド よ り ず っ と 効 果 的
で あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
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２ .　 実 施 例 ２



　
　 図 ２ ６ は 、 プ レ ー ン 未 改 変 、 ジ オ ー ル 改 変 、 及 び ア ミ ン (Ａ Ｐ Ｓ )改 変 の ０ .２ ミ ク ロ ン
・ ア ノ ポ ア 膜 に つ い て の ｐ Ｈ に 対 す る 核 酸 保 持 率 の グ ラ フ で あ る 。 結 果 は 、 １ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ
ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 、 及 び 前 に 記 載 さ れ る よ う に 切 断 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ で 得 ら れ た 。 図
２ ６ の グ ラ フ に お い て 示 さ れ る よ う に 、 核 酸 保 持 率 は 、 ｐ Ｈ ４ に お い て 一 貫 し て 高 く そ し
て 表 面 改 変 と は 無 関 係 で あ っ た が 、 重 大 な 表 面 改 変 効 果 は 、 ｐ Ｈ ６ ～ ８ で 示 さ れ 、 プ レ ー
ン 膜 は 、 ５ ％ 以 下 の 核 酸 保 持 率 へ と 下 が り 、 そ し て ジ オ ー ル 改 変 膜 は 、 ６ ５ ％ の 保 持 率 ま
で 下 が っ た 。 高 ｐ Ｈ (１ ０ )で は 、 核 酸 保 持 率 は 、 プ レ ー ン 及 び ジ オ ー ル 改 変 膜 に つ い て 実
質 的 に ０ ま で 下 が っ た が 、 ア ミ ン 改 変 膜 に つ い て は ま だ ５ ０ ％ を 超 え て い た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　
　 図 ２ ７ ～ ２ ９ の グ ラ フ は 、 １ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 ｐ Ｈ ８ .０ 中 で 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 変 量 と し て
、 プ レ ー ン 未 改 変 、 ア ミ ン (Ａ Ｐ Ｓ )改 変 、 及 び ジ オ ー ル 改 変 の ア ノ ポ ア 膜 上 で の 核 酸 保 持
率 の 性 質 を 示 し た 。 こ れ ら の グ ラ フ は そ れ ぞ れ 、 ３ つ の 場 合 ：
　 全 膜 保 持 率 (プ ロ ッ ト は 図 ２ ４ ａ と 同 一 で あ る )；
　 膜 を 通 し た 洗 浄 液 　 -　 核 酸 を 含 む 特 定 の 緩 衝 液 が 膜 を 通 し て ろ 過 さ れ た 後 に 、 等 量 の
同 一 の 緩 衝 液 で あ っ て 核 酸 を 含 ま な い も の が 、 膜 を 通 し て ろ 過 さ れ 、 そ し て 分 析 さ れ る 。
　 膜 の 表 面 か ら の 洗 浄 液 　 -　 膜 を 洗 浄 し た の ち (上 記 膜 を 通 し た 洗 浄 の の ち )、 等 量 の 同
一 の 緩 衝 液 で あ っ て 核 酸 を 含 ま な い 緩 衝 液 は 、 膜 上 の ウ ェ ル 中 に 配 置 さ れ る 。 こ の 緩 衝 液
は 、 約 １ ０ 回 膜 上 で 吸 引 と 注 入 が 行 わ れ て 、 表 面 か ら 局 在 さ れ た 核 酸 を 洗 浄 す る 。 こ の 表
面 洗 浄 液 を 、 吸 光 度 に よ り 分 析 し 、 そ し て 溶 出 さ れ た 核 酸 を 計 測 し た 。
　 に つ い て の 核 酸 保 持 率 (％ )対 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 を プ ロ ッ ト す る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 プ レ ー ン 及 び ジ オ ー ル 改 変 さ れ た ア ノ ポ ア 膜 (図 ２ ７ 及 び ２ ９ 各 々 )は 、 洗 浄 画 分 か ら の
検 知 可 能 物 を 示 し た 。 こ こ で は 、 核 酸 が フ ィ ル タ ー を 通 し て 流 れ た と き 、 核 酸 は 保 持 さ れ
て い る よ り は ど う や ら 遅 ら さ れ て い る よ う だ 。 こ の 膜 通 過 洗 浄 の 後 で は 、 核 酸 は 、 ほ と ん
ど フ ィ ル タ ー 表 面 か ら 洗 浄 さ れ な い 。 ア ミ ン 改 変 ア ノ ポ ア 膜 (Ａ Ｐ Ｓ 、 図 ２ ８ )は 、 異 な っ
た ふ る ま い を 示 し た 。 洗 浄 を と お し て 、 改 変 さ れ た 膜 か ら 核 酸 は ほ と ん ど 取 り 除 か れ ず 、
一 方 幾 つ か の 場 合 、 ６ ０ ％ 近 く の 開 始 核 酸 は 、 膜 の 表 面 か ら 洗 い 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　
　 図 ３ ０ の グ ラ フ は 、 プ レ ー ン 未 改 変 及 び ア ミ ン (エ チ レ ン ジ ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ
シ シ ラ ン 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｐ Ｓ )改 変 膜 に 関 し て 、 リ ン 酸 緩 衝 液 濃 度 の 核 酸 保 持 又 は 溶 出 に つ い て
の 効 果 を 示 す 。 リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム を 、 グ ラ フ 上 に 挙 げ た 濃 度 で 、 １ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ に 加 え
、 ｐ Ｈ を ８ .０ に 調 節 し た 。 リ ン 酸 イ オ ン は 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ・
パ ッ キ ン グ に 結 合 す る こ と が 知 ら れ 、 そ し て 核 酸 と 同 様 の ア ノ ポ ア 膜 上 の 弱 い 結 合 部 位 と
競 合 し う る 。 図 ３ ０ の グ ラ フ に お い て 示 さ れ る よ う に 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｐ Ｓ 改 変 ア ノ ポ ア 膜 に よ り
局 在 化 さ れ る 核 酸 は 、 リ ン 酸 濃 度 に 対 す る 反 応 性 に つ い て 、 プ レ ー ン 膜 の 反 応 性 と は 程 遠
い 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 別 の 緩 衝 液 は ま た 、 未 改 変 の ア ノ ポ ア 膜 上 に 局 在 さ れ た 核 酸 を 低 下 で き な い 。 表 ２ は 、
表 に 挙 げ ら れ た 緩 衝 液 を 含 む １ ０ ０ ０ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 に お け る Ｄ Ｎ Ａ の 保 持 率 を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
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４ .　 実 施 例 ４

５ .　 実 施 例 ５



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ５ 】
　
　 表 面 の 性 質 は 、 弱 い 相 互 作 用 を 妨 げ る 化 学 種 の 吸 着 に よ り 影 響 さ れ る こ と が 多 い 。 そ う
し た 化 学 種 は 、 膜 被 膜 物 質 と し て 使 用 さ れ 、 そ し て 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 幾 つ か の 用 途
に お い て 存 在 す る 血 漿 要 素 及 び 界 面 活 性 剤 を 含 む 。 表 ５ は 、 ウ イ ル ス 量 ア ッ セ イ に お い て
み つ か る 条 件 下 で の 、 Ｄ Ｎ Ａ の 局 在 化 割 合 を 示 す 。 該 条 件 は 、 １ ｍ ｇ /ｍ ｌ プ ロ テ イ ナ ー
ゼ Ｋ 酵 素 、 ２ ％ ト ウ ィ ー ン ２ ０ 界 面 活 性 剤 、 記 さ れ た 添 加 塩 、 及 び ６ ５ ％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ヒ ト 血
漿 の 有 無 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 表 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｐ Ｓ 改 変 さ れ た 膜 に よ る 核 酸 局 在 化 は 、 様 々 な 塩 及 び 血
漿 条 件 下 で 一 貫 し て 高 い が 、 一 方 未 改 変 膜 は 、 様 々 な 条 件 下 で の 一 貫 し な い 核 酸 局 在 化 を
有 し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　
　 高 感 度 の ウ イ ル ス 量 ア ッ セ イ で は 、 か な り 少 量 の 核 酸 が 定 量 さ れ る 。 以 下 の 表 ４ は 、 貯
蔵 さ れ た 臨 床 サ ン プ ル 対 ビ リ オ ン 溶 解 液 ／ 血 漿 消 化 反 応 条 件 か ら 得 ら れ た Ｈ Ｉ Ｖ ・ Ｒ Ｎ Ａ
の 局 在 化 割 合 を 示 す 。 全 て の サ ン プ ル は 、 １ ３ ５ μ ｌ の 患 者 サ ン プ ル (Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 血 漿 )、 ２
ｍ ｇ /ｍ ｌ プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 、 ２ ％ ト ウ ィ ー ン 、 お よ び ４ ０ ０ ｍ Ｍ の グ ア ニ ジ ン ・ チ オ シ
ア ネ ー ト を 含 ん だ 。 該 サ ン プ ル を ３ ０ 分 間 、 表 ４ に 記 載 の 条 件 下 で オ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 表 ４ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｐ Ｓ 改 変 さ れ た 膜 に よ る Ｒ Ｎ Ａ 局 在 は 、 種 々 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 条 件 下 で 一 貫 し て 高 い 。 一 方 、 プ レ ー ン 未 改 変 膜 は 、 種 々 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 条 件 下 で ず っ と 低 い Ｒ Ｎ Ａ 局 在 割 合 を 有 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　
　 ヒ ト 血 漿 ろ 過 上 で の 試 験 サ ン プ ル 切 断 の 効 果 は 、 成 分 を 含 む ３ ０ ０ μ ｌ の 全 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 混 合 液 を 使 用 す る こ と に よ り 、 及 び 以 下 の 表 ５ に 載 せ ら れ る 条 件 に か け る こ と に
よ り 調 査 さ れ た 。 使 用 さ れ る フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ ン ブ リ は 、 改 変 ミ リ ポ ア ９ ６ ウ ェ ル ・ フ
ィ ル タ ー プ レ ー ト の 底 に 熱 融 合 さ れ た 直 径 約 ５ ｍ ｍ の 未 改 変 ０ .２ ミ ク ロ ン ア ノ ポ ア ・ 膜
フ ィ ル タ ー を 含 ん だ 。 こ れ は 、 例 え ば 、 図 １ ５ ａ の 実 施 態 様 に 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 1　 － 　 サ ン プ ル -　 新 鮮 又 は 冷 凍 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ヒ ト 血 漿
　 ２ 　 -　 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 酵 素 -　 濃 縮 液 体 (２ ３ ｍ ｇ /ｍ ｌ ),Sigma-Aldrich Co.
　 ３ 　 -　 界 面 活 性 剤 -　 分 子 研 究 用 品 質 　 ト ラ イ ト ン Ｘ -１ ０ ０ 、 ト ウ ィ ー ン ２ ０ 、 又 は
Ｓ Ｄ Ｓ (ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム )
　 ４ 　 -　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 -　 Ｒ Ｔ (室 温 )２ ５ ℃ ベ ン チ ト ッ プ ； ５ ５ ℃ 水 浴
　 ５ 　 -　 ろ 過 時 間 -　 局 在 化 膜 フ ィ ル タ ー を 通 し て ２ ５ ０ μ ｌ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の
液 体 を ろ 過 す る た め の 秒 数 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 表 ５ に 記 載 さ れ る よ う に 、 界 面 活 性 剤 を 使 用 し た 場 合 、 サ ン プ ル の 切 断 に よ り 、 ２ ０ ０
μ ｌ の 血 漿 サ ン プ ル が 使 い 勝 手 の よ い マ ル チ ウ ェ ル 形 式 に お い て ０ .２ ミ ク ロ ン 膜 を 通 し
て 数 秒 で ろ 過 さ れ る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　
　 図 ３ １ は 、 脳 脊 髄 液 (Ｃ Ｓ Ｆ )、 ヒ ト 血 清 、 及 び 全 血 に つ い て の サ ン プ ル 切 断 /ろ 過 試 験
の 棒 グ ラ フ で あ る 。 全 ろ 過 体 積 は 、 左 の 軸 に 示 さ れ 、 一 方 、 約 ３ .５ ミ リ メ ー ト ル の 直 径
の 未 改 変 ０ .２ ミ ク ロ ン ・ ア ノ ポ ア 膜 を 通 し て 全 体 積 を ろ 過 す る の に か か る 時 間 が 、 右 の
軸 に 記 載 さ れ る 。 様 々 な 体 積 及 び 切 断 条 件 が 示 さ れ 、 水 (コ ン ト ロ ー ル )、 無 傷 (未 切 断 )Ｃ
Ｓ Ｆ 、 及 び 切 断 Ｃ Ｓ Ｆ 、 血 清 、 血 漿 、 及 び 全 血 液 を 含 む 。 切 断 条 件 は 、 以 下 ：
　 　 　 　 Ｃ Ｓ Ｆ 、 血 清 、 血 漿
　 　 　 　 ３ １ ｍ Ｍ 　 ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
　 　 　 　 ８ ０ ０ ｍ Ｍ 　 グ ア ニ ジ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
　 　 　 　 ０ .５ ％ 　 ト ラ イ ト ン Ｘ -１ ０ ０
　 　 　 　 ５ .２ ％ 　 ト ウ ィ ー ン ２ ０
　 　 　 　 ０ .９ Ａ Ｕ 　 プ ロ テ イ ナ ー ゼ
　 　 　 　
　 　 　 　 全 血
　 　 　 　 １ ８ ｍ Ｍ 　 ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ 、 ６ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
　 　 　 　 ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 グ ア ニ ジ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
　 　 　 　 ０ .３ ％ 　 ト ラ イ ト ン Ｘ -１ ０ ０
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　 　 　 　 ３ .０ ％ 　 ト ウ ィ ー ン ２ ０
　 　 　 　 ２ .０ ｍ ｇ /ｍ ｌ 　 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ
　 を 含 ん で 示 さ れ る 全 切 断 体 積 に お い て ３ ７ ℃ で １ ５ 分 で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 示 さ れ る よ う に 、 種 々 の 生 物 学 的 サ ン プ ル の 実 用 的 な 体 積 は 、 ア ノ ポ ア フ ィ ル タ ー の 小
さ い 領 域 を 通 し て 、 無 理 の な い 時 間 で ろ 過 で き る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　
　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 含 む 全 血 か ら の ゲ ノ ム 核 酸 の 抽 出 及 び 精 製 は 、 以 下 の 方 法 を 使 用 し て 行 わ
れ る 。 最 初 に 、 １ ０ μ ｌ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抗 凝 集 ヒ ト 全 血 を 、 １ ８ ０ μ ｌ の 分 子 研 究 用 品 質 の 水
で あ っ て 、 １ ０ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を １ ０ μ ｌ 含 む 水 に 最 終 濃 度 ０ .５ ％ に な
る よ う に 溶 解 し た 。 混 合 液 を 軽 く 混 合 し 、 次 に 室 温 で 約 １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
。 サ ン プ ル 全 体 を 、 未 処 理 の 完 全 ０ .２ ミ ク ロ ン ・ ア ノ ポ ア 膜 を 備 え る マ ル チ ウ ェ ル ・ フ
ィ ル タ ー ・ プ レ ー ト (前 記 改 変 ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー ・ プ レ ー ト )中 に 配 置 し た 。 混 合 液 を 約
３ ０ 秒 か け て 乾 燥 す る ま で 吸 引 ろ 過 し 、 次 に 約 １ ０ ０ μ ｌ の 蒸 留 水 で 洗 浄 し 、 そ れ を 再 び
乾 燥 す る ま で 膜 を 通 し て 吸 引 ろ 過 し た 。 洗 浄 さ れ た 膜 は 、 実 質 的 に 白 色 で あ り 、 か な り 少
量 の 結 合 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン が 見 え た 。 そ の 後 、 ヒ ト β グ ロ ビ ン タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 コ ー
ド 中 に 含 ま れ る 核 酸 配 列 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー を 含 む ２ ０ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ マ ス タ ー ・
ミ ッ ク ス を フ ィ ル タ ー 上 に 分 注 し 、 そ し て 最 初 の Ｓ Ｄ Ｓ で 溶 解 さ れ た 血 液 サ ン プ ル か ら 捕
捉 さ れ た 局 在 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ か を 簡 単 に 再 溶 解 さ せ た 。 再 溶 解 は 、 繰 り 返 し ２ ０
μ ｌ の マ ス タ ー ミ ッ ク ス を 膜 上 で 注 入 及 び 吸 入 す る こ と に よ り 助 け ら れ た 。 マ ス タ ー ・ ミ
ッ ク ス を 吸 引 し そ し て Ｐ Ｃ Ｒ キ ャ ピ ラ リ ー ・ チ ュ ー ブ へ と 移 し 、 そ し て リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ
Ｒ (Roche Lightcycler)に よ り 、 ヒ ト β グ ロ ビ ン タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 コ ー ド 内 に 含 ま れ る
核 酸 配 列 に つ い て 分 析 し た 。 陽 性 の 結 果 を 得 た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 種 々 に 同 定 さ れ た サ ン プ ル 由 来 の １ ０ μ lの 全 血 を 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ グ ア ニ ジ ン ・ イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト 、 ０ .５ ％ ト ラ イ ト ン -X１ ０ ０ 、 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ６ .５ 、 １ ０ ｍ
Ｍ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 及 び ０ .２ ５ ｍ ｇ /ｍ ｌ プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ (＞ ５ ０ ０ Ｕ /ｍ ｇ )を 含 む ２ ０ ０ μ ｌ
の 全 体 積 中 に 、 １ ５ 分 間 室 温 (～ ２ ５ ℃ )で 溶 解 し た 。 ラ イ セ ー ト を 次 に 未 改 変 ア ノ ポ ア 膜
(ｄ ＝ ～ ３ .８ mm)を 介 し て 、 吸 引 に よ り ろ 過 し 、 次 に １ ０ ０ μ ｌ の ２ ０ ０ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ
で 洗 浄 し た 。 フ ィ ル タ ー を 次 に 乾 燥 し 、 そ し て 裏 側 を １ ～ ３ μ lの Ｄ Ｙ Ｍ Ａ Ｘ  Ｏ Ｐ -２ １
可 動 性 プ ラ ス チ ッ ク 結 合 の ビ ー ズ で あ っ て 、 適 用 後 Ｕ Ｖ で ５ 秒 間 硬 化 さ せ た ビ ー ズ (１ ～
３ μ ｌ )で 不 動 体 化 し た 。 全 血 サ ン プ ル 由 来 の 表 面 に 局 在 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 膜 は 、 ５ ０
μ ｌ の 慣 用 の Ｐ Ｃ Ｒ チ ュ ー ブ 中 の Ｐ Ｃ Ｒ マ ス タ ー ミ ッ ク ス に 加 え ら れ た 。 該 ミ ッ ク ス は 、
１ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 (Roche)、 ４ ｍ Ｍ ・ Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 (Roche)、 ２ ｍ Ｍ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ
Ｇ Ｔ Ｐ 、 及 び ４ ｍ Ｍ ｄ Ｕ Ｔ Ｐ (Perkin Elmer)、 ５ ０ ０ μ g/ｍ ｌ ・ Ｂ Ｓ Ａ (Idaho, Technolo
gy)、 各 ０ .５ μ Ｍ の Ｐ Ｃ Ｏ ３ 及 び Ｐ Ｃ Ｏ ４ プ ラ イ マ ー 、 １ Ｕ  Heat Labile Uracil Ｎ -Gly
cosylase(Roche)及 び ３ Ｕ  FastStart Taq Polymerase(Roche)を 含 む 。 慣 用 の サ ー マ ル ・
サ イ ク ラ ー に お い て 行 わ れ る Ｐ Ｃ Ｒ 熱 サ イ ク ル は 、 以 下 ： ５ ０ ℃ × ５ 分 (Ｕ Ｎ Ｇ )、 ９ ５ ℃
× ５ 分 (ｔ ａ ｑ 活 性 化 )、 [９ ５ ℃ × ３ 秒 、 ５ ５ ℃ × ４ ５ 秒 、 ７ ２ ℃ × ６ ０ 秒 ]を ４ ０ サ イ ク
ル 、 続 い て 最 終 伸 張 ７ ２ ℃ × ５ 分 で あ っ た 。 各 ５ ０ μ ｌ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の う ち の １ ０ μ ｌ を ２
％ ア ガ ロ ー ス 、 Ｔ Ｂ Ｅ ゲ ル 上 に ロ ー ド し 、 そ し て 電 気 泳 動 し た 。 β -グ ロ ビ ン (～ １ １ ０ ｂ
ｐ )又 は プ ラ イ マ ー ・ ダ イ マ ー (～ ３ ５ ｂ ｐ )を 表 す バ ン ド は 、 ゲ ル を エ チ ジ ウ ム ・ ブ ロ マ
イ ド に お い て 染 色 し た 後 に 可 視 化 し 、 そ し て Ｕ Ｖ 光 の 下 で 観 測 し た 。 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の
存 在 を 示 す 陽 性 の 結 果 が 得 ら れ た 。 図 ３ ２ は 、 電 気 泳 動 ゲ ル の 写 真 で あ り 、 全 血 液 サ ン プ
ル 中 に 含 ま れ る 局 在 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 上 に 存 在 す る β グ ロ ビ ン 標 的 領 域 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る こ
と に よ り 作 ら れ た ア ン プ リ コ ン を 示 す 。 示 さ れ る よ う に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 全 て の 場 合 に お
い て 起 こ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
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　 遺 伝 子 分 析 用 に 、 全 血 液 サ ン プ ル を リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ (Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ )中 で 使 用 す る 能
力 は 、 研 究 の 作 業 の 流 れ を 単 純 化 し 、 そ し て コ ス ト を 削 減 し 、 そ し て 別 の 利 益 を 与 え る 。
実 施 例 １ ０ の 全 血 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 前 記 図 １ ８ 及 び １ ９ に お い て 示 さ れ る 単 純 化 さ れ た 使 い
捨 て 形 式 を 使 用 し 、 図 １ ７ ｂ の 系 に 類 似 す る 系 に お い て 分 析 を 行 う こ と に よ り 作 ら れ た ア
ン プ リ コ ン を リ ア ル タ イ ム 検 出 す る こ と を 含 む よ う に 拡 大 さ れ た 。 １ ０ μ ｌ の 全 血 は 溶 解
さ れ 、 次 に 図 １ ８ に お い て 一 般 的 に 示 さ れ る よ う に 、 及 び 実 施 例 １ ０ に 記 載 さ れ る よ う に
、 ろ 過 さ れ そ し て 未 改 変 の ア ノ ポ ア ・ フ ィ ル タ ー を 介 し て 洗 浄 さ れ た 。 ア ノ ポ ア の 乾 燥 さ
れ た 底 表 面 は 、 全 血 サ ン プ ル か ら 由 来 さ れ る 局 在 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 熱 溶 接 ポ リ
プ ロ ピ レ ン 、 熱 シ ー リ ン グ フ ィ ル ム １ ９ １ ０ に よ り 、 図 １ ９ に 示 さ れ る よ う に 直 接 乾 燥 膜
上 に シ ー ル さ れ た 。 以 前 に 記 載 さ れ た と お り で あ る が 、 １ ： ６ ０ ０ ０ 希 釈 の サ イ バ ー グ リ
ー ン Ｉ 色 素 (molecular Probes)を 含 ん だ む 組 成 の ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ マ ス タ ー ・ ミ ッ ク ス を
次 に ウ ェ ル １ ９ ０ １ 中 に 加 え た 。 ウ ェ ル １ ９ ０ １ の ト ッ プ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 １ ９ １ ３ を 含
み 、 次 に 透 明 の 粘 着 テ ー プ １ ９ １ １ 又 は 透 明 の キ ャ ッ プ １ ９ １ ２ に よ り シ ー ル し た 。 こ の
ア ッ セ ン ブ リ を 、 図 １ ７ ｂ に お い て 図 示 さ れ る よ う に ア ノ ポ ア -シ ー リ ン グ フ ィ ル ム 表 面
を 直 接 通 し て 熱 を 伝 え る よ う に 設 計 さ れ た リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 で 熱 サ イ ク ル し た 。 ウ
ェ ル 内 の 蛍 光 の 変 化 は 、 ウ ル ト ラ ・ ブ ラ イ ト (ultra blight)青 色 発 光 ダ イ オ ー ド 、 フ ォ ト
ダ イ オ ー ド 検 出 器 、 及 び 適 切 な 干 渉 フ ィ ル タ ー 、 エ レ ク ト ロ ニ ク ス 、 及 び ソ フ ト ウ ェ ア か
ら 構 成 さ れ る 単 純 化 さ れ た 蛍 光 光 度 計 に よ り 、 サ ー マ ル サ イ ク ル さ れ る 間 モ ニ タ ー さ れ た
。 蛍 光 デ ー タ ー を ラ イ ト サ イ ク ラ ー (Roche)ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 評 価 し た 。 サ ー マ ル サ イ
ク ル を Perkin Elmer４ ８ ０ 装 置 で あ っ て 、 特 注 フ ラ ッ ト サ ー マ ル サ イ ク ル 領 域 を 遠 隔 操 作
す る こ と を 許 容 す る よ う に 改 変 さ れ た 装 置 を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 し た 。 サ ー マ ル サ イ
ク ル ・ プ ロ フ ァ イ ル は 、 実 施 例 １ ０ (９ ９ ℃ × ２ ０ 秒 、 ５ ０ ℃ × ３ 秒 、 ７ ５ ℃ × ６ ０ 秒 )と
同 じ で あ っ た 。 融 解 分 析 は 、 温 度 を １ 時 間 か け て ６ ５ ℃ ～ ９ ９ ℃ ま で 上 昇 さ せ る こ と に よ
り 行 わ れ た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 実 施 例 １ １ 用 の リ ア ル タ イ ム 増 幅 曲 線 は 、 図 ３ ３ に 示 さ れ 、 一 方 融 点 曲 線 は 図 ３ ４ に お
い て 示 さ れ る 。 類 似 の 結 果 は 、 図 ３ ４ に お け る ラ イ ト サ イ ク ラ ー で 見 ら れ た 。 図 は 、 単 純
化 さ れ た リ ア ル タ イ ム の 形 式 で 、 分 解 さ れ た 全 血 か ら の 膜 局 在 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ か ら 、 特 異 的
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 及 び β グ ロ ビ ン 遺 伝 子 の 同 定 の 明 快 な 証 拠 を 示 し た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　
　 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 蛍 光 染 色 に よ り 直 接 的 に 可 視 化 さ れ う る 。 １ ０ ０ 万 細 胞 /ｍ ｌ 超
に 濃 縮 さ れ 精 製 さ れ た ヒ ト 白 血 球 細 胞 １ ０ μ ｌ を 、 ０ .５ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 含
む １ ９ ０ μ ｌ の Ｔ Ｅ 緩 衝 液 に 加 え 、 そ し て ２ ０ 分 間 、 ５ ６ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 、
血 球 細 胞 を 溶 解 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を 放 出 さ せ た 。 Ｔ Ｅ 緩 衝 液 中 に １ ～ １ ０ ,０ ０ ０ 希 釈 の サ イ バ
ー ゴ ー ル ド か ら 構 成 さ れ る 溶 液 中 で 、 １ ～ ４ ０ ０ ,０ ０ ０ の 細 胞 溶 液 １ ０ μ ｌ で 開 始 す る
こ と に 基 い て 、 こ の 溶 液 を 終 濃 度 ま で 希 釈 し た 。 希 釈 Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 、 サ イ バ ー ゴ ー ル ド 溶
液 中 で 数 分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 に ５ ０ μ ｌ を 実 施 例 ２ ２ に 従 っ た ニ ッ ケ ル -ホ ウ 素
改 変 ア ノ ポ ア 膜 を 通 し て ろ 過 し た 。 局 在 さ れ た ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 膜 を 簡 単 に Ｔ Ｅ 緩
衝 液 で 洗 浄 し 、 次 に 図 ９ 及 び さ ら に 実 施 例 １ ３ に お い て 示 さ れ る の と 類 似 の 装 置 に 基 い て
可 視 化 さ れ た 。 実 施 例 に 従 っ た 、 典 型 的 な ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の イ メ ー ジ は 、 図 １ １ に 示 さ
れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　
　 核 酸 を 光 学 的 に 分 析 し た 。 精 製 さ れ た 約 １ ３ ,０ ０ ０ 塩 基 対 の ウ シ 胸 腺 Ｄ Ｎ Ａ は 、 １ ０
０ ｎ Ｍ の Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ １ 核 酸 色 素 を 含 む ろ 過 さ れ た １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ
Ａ 中 に １ ～ １ ２ ８ の 相 対 濃 度 で 段 階 希 釈 さ れ た 。 室 温 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の ５ 分 後 、
１ ０ ０ μ ｌ の 標 識 核 酸 サ ン プ ル を 、 黒 色 ポ リ プ ロ ピ レ ン ・ ホ ル ダ ー 上 に 熱 融 合 さ れ た 活 性
フ ィ ル タ ー 直 径 約 ３ ｍ ｍ の ０ .２ ミ ク ロ ン の 未 改 変 ア ノ ポ ア 膜 を 通 し て ろ 過 し た 。 ４ ８ ８
ｎ ｍ で の 単 線 で 作 動 す る ２ ０ ミ リ ワ ッ ト の 空 冷 ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 、 並 び に １ ０ ２ ４ × １ ０
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５ ８ ピ ク セ ル の 裏 面 入 射 型 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ で あ っ て 、 － １ ０ に 冷 却 さ れ 、 ０ .３ Ｎ Ａ 、 １ ０
× 平 面 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ を 備 え る カ メ ラ を 使 用 し 、 図 ９ に 示 さ れ る 機 器 構 成 の 蛍 光 顕 微 鏡
で 、 フ ィ ル タ ー を 画 像 化 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を 約 ５ 秒 の 照 射 で 簡 単 に 可 視 化 し た 。 画 像 を シ グ ナ
ル 処 理 し て 、 縁 部 を 際 立 た せ 、 明 ら か に 核 酸 で は な い 不 具 合 を 取 り 除 き 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド の 蛍 光 に つ い て 訂 正 し 、 次 に 残 っ て い る 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ス ポ ッ ト を 計 数 し た 。 処 理 さ
れ た 画 像 を 図 １ ２ に お い て 示 し 、 得 ら れ た 単 純 希 釈 曲 線 を 図 １ ３ に お い て 示 し 、 装 置 に 対
し 訂 正 さ れ た 希 釈 曲 線 及 び シ ス テ ム ・ パ ラ メ ー タ ー を 図 １ ４ に お い て 示 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　
　 例 え ば 図 ８ に 記 載 さ れ る 共 焦 点 ス キ ャ ン 検 出 シ ス テ ム に つ い て の 種 々 の 検 出 パ ラ メ ー タ
ー を 評 価 す る た め に 、 理 論 モ デ リ ン グ を 行 っ た 。 理 論 モ デ リ ン グ の た め 、 以 下 の 仮 定 を 行
っ た 。
　 １ .１ ｍ ｌ サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る 核 酸 を １ ｃ ｍ 2 の 領 域 に 結 合 す る 。
　 ２ .１ ｃ ｍ 2 あ た り １ の 計 数 間 違 い に よ る 誤 診 率 は 許 容 さ れ る 。
　 ３ .核 酸 を ２ ５ 又 は １ ０ ０ 色 素 分 子 /核 酸 で 染 色 す る 。
　 ４ .各 蛍 光 色 素 分 子 は 、 検 出 ゾ ー ン に 存 在 す る と き 、 ５ ０ ０ ０ ０ 光 子 /秒 の 検 出 さ れ た シ
グ ナ ル を 生 ず る 。 こ れ は 、 １ ０ ０ ｋ Ｗ /ｃ ｍ 2 の 照 射 密 度 で 達 成 さ れ る 。
　 ５ .ノ イ ズ は 、 器 具 に よ る ノ イ ズ 、 ラ マ ン 散 乱 、 プ ラ ス チ ッ ク の 蛍 光 な ど の バ ッ ク グ ラ
ン ド 源 由 来 で あ る 。 さ ら に 、 核 酸 染 色 由 来 の 表 面 非 特 異 結 合 (Ｎ Ｓ Ｂ )は 、 均 一 に 分 散 さ れ
、 単 離 さ れ た (密 集 し て い な い )色 素 分 子 で あ っ て 、 ス キ ャ ン エ リ ア あ た り 複 数 の 色 素 が 存
在 す る 可 能 性 が か な り 低 い 色 素 分 子 を も た ら す 。 密 集 さ れ た 蛍 光 シ グ ナ ル を 与 え る 表 面 に
結 合 さ れ た 非 特 異 的 核 酸 な ど の 不 慮 の 染 色 は 、 考 慮 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 理 論 モ デ リ ン グ は 、 以 下 の 検 出 条 件 に 基 い た 。 蛍 光 標 識 さ れ た 核 酸 は 、 光 学 表 面 へ と 結
合 さ れ る 。 共 焦 点 走 査 上 面 蛍 光 光 度 計 は 、 結 合 さ れ た 核 酸 に 強 く 照 射 し 、 核 酸 の 蛍 光 を 引
き 起 こ す 。 核 酸 か ら 発 光 さ れ た 蛍 光 光 子 は 、 捕 捉 さ れ 、 そ し て 計 数 さ れ る 。 さ ら に 、 上 面
蛍 光 光 度 計 は 、 散 乱 光 、 器 具 ノ イ ズ 、 Ｎ Ｓ Ｂ な ど か ら の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 計 数 率 を 検 出 す
る 。 蛍 光 核 酸 か ら の 特 異 的 シ グ ナ ル は 、 ス キ ャ ン ス ピ ー ド と ス ポ ッ ト サ イ ズ に よ り 定 義 さ
れ る 間 隔 に お い て 生 じ る 光 子 の ス モ ー ル ・ バ ー ス ト (small burst)と し て 存 在 す る 。 典 型
的 な 例 と し て 、 ０ .５ ～ １ ０ μ 秒 に お こ る ３ ～ ２ ０ 個 の 光 子 の バ ー ス ト が 計 算 さ れ た 。 バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド 又 は ノ イ ズ シ グ ナ ル は 、 ポ ア ソ ン 分 布 に 従 い 、 そ し て 特 異 的 核 酸 シ グ ナ ル
か ら 区 別 で き な い バ ー ス ト に お い て 生 じ る 限 界 確 率 を 有 す る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 必 要 と さ れ る 検 出 パ ラ メ ー タ ー (Ｓ Ｎ Ｒ 、 ス キ ャ ン ス ピ ー ド 、 ス ポ ッ ト サ イ ズ な ど )を 、
１ ｃ ｍ 2 ス キ ャ ン の 間 生 じ る 最 大 統 計 ノ イ ズ ・ バ ー ス ト 計 数 に 等 し い 蛍 光 核 酸 シ グ ナ ル を
セ ッ ト す る こ と に よ り 測 定 し た 。 こ れ に よ り バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ ノ イ ズ か ら の 1/ｃ ｍ 2 の
統 計 的 擬 陽 性 数 が も た ら さ れ た 。 つ ま り 、 規 定 の ス キ ャ ン ス ピ ー ド 及 び ス キ ャ ン ・ ス ポ ッ
ト ・ サ イ ズ は 、 照 射 ス ポ ッ ト が 固 定 化 さ れ た 蛍 光 核 酸 上 を 通 過 す る た め に か か る 時 間 で あ
る 光 子 バ ー ス ト 時 間 (例 え ば 、 約 ０ .５ ～ 約 １ ０ μ 秒 )を も た ら す 。 光 子 バ ー ス ト 時 間 あ た
り の 、 検 出 器 に よ り 計 数 さ れ る 光 子 数 は 、 核 酸 と バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と の 間 で 区 別 さ れ る 。
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ は 、 統 計 変 動 の た め ス モ ー ル ・ バ ー ス ト を 含 む 。 必 須 最 小 核 酸 シ
グ ナ ル (光 子 /バ ー ス ト 時 間 )は 、 全 ス キ ャ ン 時 間 の 間 に 統 計 的 に 生 じ う る 最 大 ノ イ ズ シ グ
ナ ル (光 子 /バ ー ス ト 時 間 )に 等 し く な る よ う セ ッ ト さ れ る 。 従 っ て 、 装 置 は 、 各 時 間 毎 に
１ 個 の 核 酸 を 計 数 し 、 こ の 示 さ れ た バ ー ス ト 割 合 (例 え ば 、 ２ μ 秒 あ た り ５ 個 の 光 子 )は 超
過 で あ る 。 統 計 的 に 、 ノ イ ズ は 、 １ ｃ ｍ 2 ス キ ャ ン あ た り の １ の そ う し た 出 現 、 又 は １ ｍ
ｌ サ ン プ ル あ た り の １ の 擬 陽 性 を 計 上 す べ き で あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 以 下 の 等 式 及 び 数 学 的 関 係 は 、 実 施 例 中 で 行 わ れ た 理 論 モ デ リ ン グ に お い て 使 用 さ れ た
。
　 １ .ポ ア ソ ン ラ ン ダ ム 変 数 方 程 式 ：
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ ( I ) ＝ ｅ - G Ｇ I /Ｉ ！
　 ［ 式 中 、 Ｉ は 、 規 定 の 間 隔 に お け る 光 子 数 で あ り ；
　 　 　 　 　 Ｐ は 、 規 定 の 間 隔 に お い て Ｉ 個 の 光 子 が 生 じ る 確 率 で あ り ； そ し て
　 　 　 　 　 Ｇ は 、 規 定 の 間 隔 に お い て 光 子 が 生 じ る 平 均 確 率 で あ る ]
　 ２ .一 般 的 な 関 係 ：
　 　 　 　 　 　 　 Ｔ ＝ 秒 /１ ｃ ｍ 2 ス キ ャ ン
　 　 　 　 　 　 　 Ｄ ＝ ス ポ ッ ト 寸 法 、 ミ ク ロ ン で あ る 。
　 　 　 　 　 　 　 光 子 バ ー ス ト 時 間 (μ 秒 )＝ Ｔ (Ｄ 2 )１ × １ ０ 8

　 ［ 式 中 、 １ × １ ０ 8 は 、 ｃ ｍ 2 あ た り の ミ ク ロ ン 2 の 数 で あ る ]
　 　 　 　 　 　 　 ス キ ャ ン ス ピ ー ド (ｃ ｍ /秒 )＝ １ × １ ０ 4 /Ｔ Ｄ
　 　 　 　 　 　 　 核 酸 シ グ ナ ル (光 子 数 /光 子 バ ー ス ト 時 間 )＝ Ｆ Ｒ Ｔ Ｄ 2 /１ × １ ０ 8

　 ［ 式 中 、 Ｆ は 、 蛍 光 色 素 分 子 の 数 /核 酸 で あ り ； そ し て
　 　 　 　 　 Ｒ は 、 検 出 さ れ た 光 子 計 数 率 /色 素 分 子 (50,000光 子 /秒 /想 定 分 子 )で あ る ]
　 　 　 　 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル (光 子 計 数 /光 子 バ ー ス ト 時 間 )＝ Ｂ Ｔ Ｄ 4 /１ × １ ０ 8

　 ［ 式 中 、 Ｂ は 、 平 均 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル (光 子 計 数 /秒 /ミ ク ロ ン 2 )で あ る ]
　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｓ Ｂ シ グ ナ ル (光 子 計 数 /光 子 バ ー ス ト 時 間 )＝ Ｚ Ｔ Ｒ Ｄ 4 /１ × １ ０ 8

　 [式 中 、 Ｚ は 、 光 学 表 面 に 非 特 異 的 に 結 合 さ れ る 蛍 光 色 素 分 子 /ミ ク ロ ン 2 で あ る ]
　 　 　 　 　 　 　 フ ォ ト ン ・ バ ー ス ト ・ 時 間 に 基 い て 発 現 さ れ る シ グ ナ ル に 関 し て 、 そ れ ら
は 、 ポ ア ソ ン ・ ラ ン ダ ム 変 数 方 程 式 に お い て 以 下 の よ う に 有 用 で あ る ：
　 　 　 　 　 　 　 Ｉ ＝ 核 酸 シ グ ナ ル ；
　 こ れ は 、 １ 擬 陽 性 /ｃ ｍ 2 に つ き 最 小 核 酸 シ グ ナ ル (光 子 /バ ー ス ト 時 間 )で あ る 。
　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ＝ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル ＋ Ｎ Ｓ Ｂ シ グ ナ ル ；
　 こ れ は 、 全 て の 非 核 酸 源 に つ い て の 平 均 光 子 計 数 ／ バ ー ス ト 時 間 で あ る 。
　 　 　 　 　 　 　 Ｐ ＜ Ｄ 2 ／ １ × １ ０ 8

　 こ の 条 件 は 、 完 全 な １ ｃ ｍ 2 ス キ ャ ン に お け る 、 １ 未 満 の 擬 陽 性 の 統 計 的 発 生 を 示 す 。
こ れ ら の 関 係 に 関 し て 、 様 々 な 条 件 下 の 計 数 パ フ ォ ー マ ン ス の 曲 線 は 、 以 下 の 実 施 例 に お
い て 記 載 さ れ る よ う に 作 ら れ た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　
　 図 ３ ５ は 、 以 下 の ５ 個 の 検 出 条 件 に つ い て の ス キ ャ ン 時 間 対 ス ポ ッ ト 寸 法 の グ ラ フ で あ
る 。
　 １ .　 １ ０ ０ 色 素 分 子 ／ 核 酸 、 １ ０ ｋ ｈ ｚ ／ ミ ク ロ ン 2 ノ イ ズ 、 ０ 色 素 分 子 ／ ミ ク ロ ン 2

Ｎ Ｓ Ｂ ；
　 ２ .　 １ ０ ０ 色 素 分 子 ／ 核 酸 、 ４ ０ ｋ ｈ ｚ ／ ミ ク ロ ン 2 ノ イ ズ 、 ０ 色 素 分 子 ／ ミ ク ロ ン 2

Ｎ Ｓ Ｂ ；
　 ３ .　 １ ０ ０ 色 素 分 子 ／ 核 酸 、 ４ ０ ｋ ｈ ｚ ／ ミ ク ロ ン 2 ノ イ ズ 、 １ 色 素 分 子 ／ ミ ク ロ ン 2

Ｎ Ｓ Ｂ ；
　 ４ .　 ２ ５ 色 素 分 子 ／ 核 酸 、 １ ０ ｋ ｈ ｚ ／ ミ ク ロ ン 2 ノ イ ズ 、 ０ 色 素 分 子 ／ ミ ク ロ ン 2 Ｎ
Ｓ Ｂ ； 及 び
　 ５ .　 ２ ５ 色 素 分 子 ／ 核 酸 、 ４ ０ ｋ ｈ ｚ ／ ミ ク ロ ン 2 ノ イ ズ 、 １ 色 素 分 子 ／ ミ ク ロ ン 2 Ｎ
Ｓ Ｂ
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 図 ３ ５ の グ ラ フ に お い て 示 さ れ る よ う に 、 ス キ ャ ン 時 間 限 界 を ２ ０ ０ 秒 に 設 定 す る こ と
に よ り 、 最 も ノ イ ズ の 高 い ２ ５ 色 素 分 子 ／ 核 酸 の 場 合 以 外 の 発 現 は 、 ２ ミ ク ロ ン ス ポ ッ ト
で 可 能 で あ る 。 ２ ミ ク ロ ン よ り 大 き い ス ポ ッ ト 寸 法 に 関 す る 場 合 に つ い て の デ ー タ ー は 存
在 し な い 。 な ぜ な ら 、 曲 線 が 、 ス ポ ッ ト 寸 法 が ２ と ３ ミ ク ロ ン の 間 で 、 Ｓ Ｎ Ｒ ア プ ロ ー チ
２ と し て 、 急 激 に 上 向 き に な る か ら で あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　
　 図 ３ ６ ～ ３ ９ は 、 ス キ ャ ン 時 間 対 シ グ ナ ル ／ ノ イ ズ の グ ラ フ で あ り 、 こ こ で ：
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　 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 (Ｓ Ｎ Ｒ )＝ 核 酸 シ グ ナ ル ／ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ シ グ ナ ル ＋ Ｎ Ｓ Ｂ シ
グ ナ ル
　 図 ３ ６ の グ ラ フ は 、 種 々 の ス ポ ッ ト 寸 法 で 、 ２ ～ ５ ０ ０ の Ｓ Ｎ Ｒ の 間 で 、 １ ０ ０ 色 素 分
子 ／ 核 酸 の 条 件 に 作 ら れ た 。 図 ３ ７ の グ ラ フ は 、 種 々 の ス ポ ッ ト 寸 法 で 、 ２ ～ １ ０ ０ Ｓ Ｎ
Ｒ の 拡 大 さ れ た ス ケ ー ル の １ ０ ０ 色 素 分 子 ／ 核 酸 の 条 件 に つ い て 作 ら れ る 。 図 ３ ８ の グ ラ
フ は 、 種 々 の ス ポ ッ ト 寸 法 、 ２ ～ ５ ０ ０ Ｓ Ｎ Ｒ で の ２ ５ 色 素 分 子 ／ 核 酸 の 条 件 に つ い て 作
ら れ た 。 図 ３ ９ の 該 グ ラ フ は 、 ２ ～ １ ０ ０ Ｓ Ｎ Ｒ の 拡 大 さ れ た ス ケ ー ル を 伴 う 種 々 の ス ポ
ッ ト 直 径 で 、 ２ ５ 色 素 分 子 ／ 核 酸 の 条 件 に つ い て 作 ら れ た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 図 ３ ６ ～ ３ ９ の グ ラ フ の 各 々 の 左 末 端 で の Ｓ Ｎ Ｒ の 実 際 の 数 値 は 、 ２ .５ 、 ３ .０ 、 ４ .
０ 、 ５ .０ 、 及 び １ ０ .０ で あ る 。 図 ３ ６ ～ ３ ９ の グ ラ フ に よ り 、 Ｓ Ｎ Ｒ が 約 １ ０ 未 満 で 、
ス キ ャ ン 時 間 が 劇 的 に 増 加 す る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 ２ .５ 未 満 の Ｓ Ｎ Ｒ に つ い て の ス
キ ャ ン 時 間 は 、 Ｓ Ｎ Ｒ 比 が ２ .５ 未 満 に な り 、 ス キ ャ ン 時 間 が 増 大 さ れ る こ と を 観 測 す る
た め 以 外 で は 計 算 さ れ な い 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 理 論 モ デ リ ン グ に 基 い て 、 最 も 早 い ス キ ャ ン は 、 Ｓ Ｎ Ｒ の 問 題 点 が 著 し く な る ま で 、 最
も 大 き い ス ポ ッ ト で 達 成 さ れ る 。 図 ３ ７ を 再 び 参 照 し て 、 ２ ミ ク ロ ン の ス ポ ッ ト 寸 法 で 、
２ ５ 色 素 分 子 ／ 核 酸 、 ４ ０ ｋ Ｈ ｚ ／ ミ ク ロ ン 2 ノ イ ズ 、 １ 色 素 分 子 ／ ミ ク ロ ン 2 Ｎ Ｓ Ｂ は 、
３ .４ ７ ２ の Ｓ Ｎ Ｒ を 有 し た 。 １ ０ ０ 色 素 分 子 ／ 核 酸 、 ５ ０ ｋ Ｈ ｚ ／ ミ ク ロ ン 2 ノ イ ズ 、 及
び １ 色 素 分 子 ／ ミ ク ロ ン 2 Ｎ Ｓ Ｂ の 場 合 に つ い て ４ ミ ク ロ ン の ス ポ ッ ト 寸 法 で み ら れ る 同
じ Ｓ Ｎ Ｒ で あ る 。 両 方 の 曲 線 は 比 較 的 な だ ら か で あ る 。 こ れ ら の 曲 線 の 完 全 な プ ロ ッ ト は
、 ス キ ャ ン 時 間 の 急 激 な 増 加 を 示 し 、 Ｓ Ｎ Ｒ が １ に 近 づ く に つ れ て 無 限 に 近 く な る 。 有 用
な 最 小 Ｓ Ｎ Ｒ は 、 お お よ そ ３ で あ る よ う だ 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 Ｎ Ｓ Ｂ が 単 離 さ れ た 色 素 分 子 と し て 存 在 す る 限 り 、 Ｎ Ｓ Ｂ は 全 体 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に
加 え ら れ 、 そ し て Ｓ Ｎ Ｒ 予 測 は 正 当 で あ る 。 色 素 分 子 が 、 ス キ ャ ン に 使 用 さ れ る ス ポ ッ ト
サ イ ズ と 大 き さ が 類 似 す る 領 域 中 に 濃 縮 さ れ る メ カ ニ ズ ム 、 例 え ば 表 面 に 結 合 さ れ た 非 特
異 的 核 酸 を 染 色 す る こ と は 、 非 特 異 核 酸 を 特 異 的 核 酸 と し て 計 数 す る と い う 過 ち を も た ら
す 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　
　 図 ４ ０ は 、 未 改 変 ０ .２ ミ ク ロ ン の 孔 サ イ ズ の ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー 上 に 局 在 化 さ れ 、
そ し て Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ １ 色 素 で 染 色 さ れ た ４ ８ ,５ ０ ２ 塩 基 対 長 の ラ ム ダ ・ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 高
倍 率 反 転 顕 微 鏡 写 真 で あ り 、 実 施 例 ３ に 記 載 の 技 術 に 従 っ て 画 像 化 さ れ た 。 図 ４ ０ は 、 Ｄ
Ｎ Ａ 分 子 の 形 が 容 易 に 明 ら か に さ れ る 膜 フ ィ ル タ ー の 表 面 上 の Ｄ Ｎ Ａ を 明 ら か に 示 す 。 図
４ ０ に お け る 明 る い 細 長 い 形 は 、 十 分 に 伸 張 さ れ た 局 在 化 Ｄ Ｎ Ａ に 一 致 し 、 暗 い 球 形 は 、
崩 壊 さ れ た 分 子 構 造 に 一 致 す る 。 さ ら に 、 中 間 体 構 造 は 、 容 易 に 現 わ れ 、 こ こ で 直 線 状 の
尻 尾 は 、 暗 い ス ポ ッ ト と く っ つ い て 見 ら れ て 、 特 定 の 分 子 伸 張 を 表 す 。 　
【 ０ ２ ６ ３ 】
　
　 サ ン プ ル の ウ イ ル ス 量 は 、 核 酸 計 数 に よ り 測 定 さ れ る 。 計 数 さ れ た 核 酸 か ら の 、 開 始 サ
ン プ ル ウ イ ル ス 量 濃 度 を 相 関 さ せ る 多 数 の 例 は 、 以 下 の 値 ：
　 １ .ビ リ オ ン 溶 解 効 率 　 　 　 ９ ９ ％
　 ２ .サ ン プ ル 体 積 　 　 　 　 　 ２ ０ ０ μ ｌ
　 ３ .核 酸 捕 捉 効 率 　 　 　 　 　 ８ ５ ％
　 ４ .核 酸 標 識 効 率 　 　 　 　 　 ９ ５ ％
　 ５ .核 酸 検 出 効 率 　 　 　 　 　 ９ ９ ％
　 ６ .検 出 さ れ た 膜 割 合 (％ )　 ２ ５ ％ 　
　 ７ .シ ス テ ム 線 形 性 　 　 　 　 ９ ５ ％
　 に 基 き う る 。
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　 ア ッ セ イ の 間 、 膜 分 析 の 画 像 は 、 １ ,０ ０ ０ の 検 出 さ れ た 別 個 の 標 識 さ れ た 核 酸 を 示 し
う る 。 パ ラ メ ー タ ー ７ で 開 始 し 、 そ し て 後 ろ か ら 薦 め る と 、 １ ０ ０ ０ の 検 出 さ れ た 別 個 の
核 酸 は 、 シ ス テ ム の 線 形 性 の た め 、 １ ,０ ５ ３ (１ ０ ０ ０ ／ ０ .９ ５ )個 の 実 際 の 核 酸 に 一 致
す る 。 つ ま り 、 検 出 器 は 、 確 か な 濃 度 で 全 て の 核 酸 を 正 確 に は 計 数 で き な い 。 全 体 の 膜 ろ
過 の ２ ５ ％ の み が 画 像 化 さ れ る の で 、 １ ０ ５ ３ 個 の 核 酸 は 、 サ ン プ ル 由 来 の 全 て の フ ィ ル
タ ー 上 の 核 酸 ４ ２ １ ２ 個 (１ ０ ５ ３ ／ ０ .２ ５ )を 表 す 。 さ ら に 、 核 酸 の あ る 割 合 の み が 、
別 の 理 由 か ら 検 出 さ れ う る の で 、 及 び あ る 割 合 の 核 酸 の み が 標 識 さ れ て 検 出 を 可 能 に す る
。 従 っ て 、 ４ ２ １ ２ 個 の 核 酸 は 、 フ ィ ル タ ー 上 の 存 在 す る ４ ４ ７ ８ 個 (４ ２ １ ２ ／ ０ .９ ９
× ０ .９ ５ )の 核 酸 が 、 フ ィ ル タ ー 上 に 存 在 し た 。 フ ィ ル タ ー 上 の ４ ,４ ７ ８ 個 の 核 酸 は 、
実 際 フ ィ ル タ ー を 通 し て 流 れ た 核 酸 ５ ２ ６ ９ 個 (４ ,４ ７ ８ ／ ０ .８ ５ )個 の 核 酸 を 実 際 あ ら
わ す 。 な ぜ な ら 、 ８ ５ ％ の そ う し た 核 酸 の み が 、 フ ィ ル タ ー 上 に 実 際 保 持 さ れ る か ら で あ
る 。 フ ィ ル タ ー を と お し て 流 さ れ た ５ ２ ６ ９ 個 の 核 酸 は ２ ０ ０ μ ｌ の 開 始 サ ン プ ル 由 来 で
あ り 、 つ ま り １ ０ ５ ３ ８ (５ ２ ６ ９ ／ ０ .２ ｍ ｌ )個 の 核 酸 ／ ｍ ｌ (サ ン プ ル )の 濃 度 由 来 で
あ る 。 最 終 的 に 、 溶 解 条 件 は 、 標 的 ビ リ オ ン か ら 標 的 核 酸 を ９ ５ ％ の 効 率 で 産 生 す る こ と
が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 計 算 さ れ た １ ０ ５ ３ ８ 個 の 核 酸 ／ ｍ ｌ は 、 １ ０ ６ ４ ４ (１ ０ ５ ３
８ ／ ０ .９ ９ )個 の 患 者 サ ン プ ル の １ ｍ ｌ に お け る 実 際 の ビ リ オ ン を 表 す 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　
　 ０ .２ ミ ク ロ ン の ４ ７ ミ リ メ ー ト ル の 直 径 の ア ノ ポ ア 膜 を 以 下 の よ う に 色 素 で 改 変 し た
：
　 ３ ｍ ｌ の Ｅ Ｄ Ａ Ｐ Ｓ (エ チ レ ン ジ ア ミ ノ プ ロ ピ ル ・ ト リ メ ト キ シ シ ラ ン )を ２ ７ ｍ ｌ の 高
純 度 の 水 へ と 混 合 し て 溶 解 し た 。 該 溶 液 を ２ ５ ｍ ｍ の 直 径 の ア ノ ト ッ プ ・ フ ィ ル タ ー (Wha
tman, ０ .２ ミ ク ロ ン )を 通 し て ろ 過 し て 、 全 て の 不 純 物 、 ゲ ル 化 さ れ た 試 薬 、 沈 殿 な ど を
取 り 除 い た 。 乾 燥 ア ノ ポ ア 膜 を 、 次 に ろ 過 溶 液 中 で 完 全 に 浸 し た 。 浸 さ れ た 膜 を 含 む 溶 液
を 、 軽 く 超 音 波 処 理 し 、 次 に 吸 引 オ ー ブ ン 中 に 起 き 、 そ し て 空 気 を 吸 引 し て 膜 が 湿 る の に
役 に 立 つ 。 ５ 分 の 全 浸 潤 時 間 の 後 、 湿 っ た 膜 を 、 丁 寧 に 溶 液 か ら 移 し て 、 そ し て １ ０ ０ ｍ
ｌ の 高 純 度 水 中 に ゆ っ く り 混 合 し て ２ 回 浸 潤 す る こ と に よ り 洗 浄 し て 、 未 結 合 の シ ラ ン 試
薬 を 取 り 除 い た 。 膜 を 同 様 に １ ０ ０ ｍ ｌ の ５ × TE緩 衝 液 中 で 同 様 に 洗 浄 し て 、 表 面 に 結 合
さ れ た ア ミ ノ 基 を 中 和 し 、 次 に 再 び １ ０ ０ ｍ ｌ の 高 純 度 水 中 で 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 湿 っ た 膜 を 吸 引 下 の 温 め た (１ ０ ０ ℃ )オ ー ブ ン 中 で 約 ３ 時 間 、 脱 水 し た 。 乾 燥 Ｅ Ｄ Ａ Ｐ
Ｓ 膜 を 次 に 新 た に 調 製 さ れ 、 そ し て ろ 過 さ れ た ア ミ ノ 反 応 性 の 色 素 (プ ロ シ オ ン Ｍ Ｘ (Proc
ion MX、 リ ア ク テ ィ ブ ・ ブ ル ー ４ (Reactive Blue４ )、 Ｄ Ｔ Ａ Ｆ な ど )の 溶 液 で あ っ て 、 約
０ .５ ｇ の 色 素 を ５ ０ ｍ ｌ の 高 純 度 水 中 に 含 ん だ 溶 液 中 に 浸 潤 し た 。 気 泡 を 超 音 波 処 理 及
び 吸 引 に よ り 取 り 除 い た 。 膜 を 室 温 で 約 ４ 時 間 色 素 溶 液 中 に と ど め た 。 暗 く 染 色 さ れ た 膜
を 素 早 く 高 純 度 水 で 洗 浄 し 、 次 に 乾 燥 さ れ た 。 染 色 さ れ た 乾 燥 膜 は 、 親 水 性 で あ り 、 そ し
て 簡 単 に 水 を ろ 過 す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　
　 ０ .２ ミ ク ロ ン の 直 径 ４ ７ ｍ ｍ の ア ノ ポ ア 膜 を 、 以 下 の よ う に 、 カ ー ボ ン ブ ラ ッ ク 光 学
的 な ピ グ メ ン ト を 取 り 込 む こ と に よ り 改 変 し た ： 約 ０ .２ ｇ の カ ー ボ ン ブ ラ ッ ク (Raven ５
０ ０ ０  Ultra ２ , Columbian Chemicals, Inc.)は 、 界 面 活 性 剤 で あ る ト ウ ィ ー ン ２ ０ を
約 ２ ％ 含 む 高 純 度 水 １ ｍ ｌ 中 へ と 機 械 的 に 分 散 さ れ た 。 得 ら れ た 黒 色 ピ グ メ ン ト 分 実 機 を
、 膜 表 面 に 適 用 し て 、 数 分 間 沈 殿 さ せ 、 次 に 水 で 膜 か ら 洗 浄 さ れ た 。 得 ら れ た 黒 色 膜 は 、
光 学 的 に 不 透 明 で あ り 、 そ し て い く ら か 疎 水 性 で あ る が 、 水 を ろ 過 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　
　 ア ノ ポ ア 膜 を 以 下 の よ う に 無 電 解 金 属 沈 殿 物 に よ り 光 学 的 に 改 変 し た ： 無 電 解 沈 殿 に 適
し た 金 属 合 金 は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ り 、 そ し て ニ ッ ケ ル 、 リ ン 、 ホ ウ 素 、 金 、 パ ラ
ジ ウ ム 、 銀 な ど を 含 ん だ 。 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 光 学 改 変 が 行 わ れ 、 一 方 液 体 ろ 過 性 質
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が 保 た れ る こ と を 可 能 に す る よ う に 制 御 さ れ な け れ ば な ら な い 。 ア ノ ポ ア 膜 上 の メ タ ラ イ
ゼ ー シ ョ ン 方 法 は 、 一 般 的 に ２ 個 の 方 法 で あ る ；
　 活 性 化 － ア ノ ポ ア は 、 一 般 的 に メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 と 非 反 応 性 で あ る 。 従 っ て 、 膜
は 、 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に パ ラ ジ ウ ム を 取 り 込 む こ と に よ り 活 性 化 さ れ る 。 こ れ は 以
下 の よ う に 達 成 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 塩 化 パ ラ ジ ウ ム を 、 攪 拌 及 び 穏 や か に 熱 す る こ と に よ り 、 終 濃 度 ５ ｍ ｇ /ｍ ｌ で ジ メ チ
ル ス ル ホ キ シ ド (Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ )中 に 溶 解 し た 。 ０ .５ ｍ ｌ の 塩 化 パ ラ ジ ウ ム /Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 溶 液 を 、
４ ９ .５ ｍ ｌ の ア セ ト ン 中 に 溶 解 し た (１ ％ 溶 液 )。 乾 燥 ア ノ ポ ア 膜 を 、 １ ～ ２ 分 間 塩 化 パ
ラ ジ ウ ム /Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ /ア セ ト ン 溶 液 に 十 分 浸 潤 し 、 次 に 取 り 出 し た 。 ぶ ら 下 が っ た 水 滴 を 膜
表 面 か ら 取 り 除 き 、 次 に 膜 を 完 全 に 風 乾 さ せ た 。 ア セ ト ン /Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ を 素 早 く 取 り 除 き 、
そ し て 塩 化 パ ラ ジ ウ ム を 沈 殿 さ せ る た め に 、 ア セ ト ン で 湿 っ た 膜 を ジ エ チ ル エ ー テ ル 中 に
浸 す こ と が 、 行 わ れ う る 。 さ ら に 、 水 は 、 希 釈 剤 と し て ア セ ト ン の 代 わ り に な り う る 。 こ
の 場 合 、 ア セ ト ン は 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル の 代 わ り に 使 用 さ れ て 、 素 早 く 膜 を 脱 水 し 、 そ し
て 塩 化 パ ラ ジ ウ ム を 沈 殿 す る 。 粒 子 の 均 一 な 分 散 と し て 膜 内 に 存 在 す る 塩 化 パ ラ ジ ウ ム は
、 電 気 的 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 既 知 の 還 元 剤 、 例 え ば 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 、 ジ メ
チ ル ア ミ ノ ボ ラ ン 、 次 亜 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど で 反 応 す る こ と に よ り 、 金 属 パ ラ ジ ウ ム へ
と 化 学 的 に 還 元 さ れ な け れ ば な ら な い 。 多 く の 場 合 で は 、 こ れ は 、 最 後 の メ タ ラ イ ゼ ー シ
ョ ン 反 応 中 で 行 わ れ る 。 こ こ で 、 パ ラ ジ ウ ム 塩 は 、 大 量 の 金 属 の 沈 積 の 前 に 、 メ タ ラ イ ゼ
ー シ ョ ン ・ バ ス 還 元 試 薬 に よ り 、 触 媒 性 金 属 へ と 還 元 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン 　 -　 無 電 解 メ タ ラ イ ゼ ー シ ョ ン 用 に 多 く の 剤 形 が 存 在 す る 。 例 え
ば 、 無 電 解 金 属 合 金 で あ っ て 、 リ ン 又 は ホ ウ 素 を 合 金 試 薬 と し て 含 む 合 金 が 広 く 知 ら れ て
い る 。 両 方 と も が 、 最 初 に 光 学 的 に 黒 色 の 沈 積 (「 黒 色 ニ ッ ケ ル 」 )を 形 成 し 、 そ し て 、 本
明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 実 施 態 様 中 で 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 黒 色 ニ ッ ケ ル /リ ン ピ グ メ ン ト 沈 積 物 は 、 塩 化 パ ラ ジ ウ ム 活 性 化 ア ノ ポ ア 膜 を 、 ３ ０ ｇ /
ｌ の 塩 化 ニ ッ ケ ル 、 １ ０ ｇ /ｌ の 次 亜 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ０ ｇ /ｌ の 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム を
含 む 、 ｐ Ｈ ８ ～ １ ０ 、 浴 温 度 ９ ０ ℃ の 溶 液 中 に 浸 す こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 浸 す 際 、 ア ノ
ポ ア 膜 は 、 ゆ っ く り 茶 色 に な り 次 に 黒 色 に な る 。 約 ５ 分 の う ち に 、 膜 は 、 ３ .０ 超 の 光 学
的 吸 光 度 を 有 す る 完 全 な 黒 色 に な る 。 こ れ ら の 黒 色 ニ ッ ケ ル /リ ン 膜 は 、 か す か に 未 改 変
ア ノ ポ ア よ り も 親 水 性 が 少 な い が 、 ろ 過 の た め の 高 い 水 の 流 速 を 保 持 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 黒 色 ニ ッ ケ ル /ホ ウ 素 ピ グ メ ン ト 沈 積 物 は 、 塩 化 パ ラ ジ ウ ム 活 性 化 ア ノ ポ ア 膜 を 、 ２ ５
ｇ /ｌ 硫 酸 ニ ッ ケ ル 、 １ ５ ｇ /ｌ の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ４ ｇ /ｌ の ジ メ チ ル ア ミ ノ ボ ラ ン を 含
む ｐ Ｈ ５ .９ 、 室 温 の 溶 液 中 に 浸 す こ と に よ り 形 成 さ れ た 。 こ の 反 応 は 、 ニ ッ ケ ル /リ ン シ
ス テ ム に 記 載 さ れ る よ う に 実 質 的 に 先 行 し た 。 両 方 の 場 合 に お い て 、 膜 は 最 初 に 黒 色 に な
る が 、 最 終 的 に は (１ ０ +分 )金 属 及 び 非 多 孔 質 に な る 。 な ぜ な ら 、 ニ ッ ケ ル 合 金 が 、 孔 及
び 該 表 面 に 沈 積 し つ づ け る か ら で あ る 。 図 ４ ２ は 、 黒 色 ニ ッ ケ ル /ホ ウ 素 沈 積 物 を 含 む よ
う に 、 実 施 例 ２ １ に 従 っ て 改 変 さ れ た ア ノ ポ ア 膜 の 内 部 の 電 子 顕 微 鏡 画 像 で あ る 。 見 ら れ
る よ う に 、 金 属 の 沈 積 は 、 格 別 に 小 さ く 、 単 離 さ れ た 粒 子 で あ り 、 そ し て 材 料 的 に 膜 の 流
れ の 性 質 に 影 響 す る よ う に は 見 え な い 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 図 ４ １ は 、 ３ 種 の 有 機 色 素 改 変 さ れ た ア ノ ポ ア 膜 、 並 び に 実 施 例 １ ９ 及 び ２ １ に 従 っ て
膜 上 に 沈 積 さ れ た ニ ッ ケ ル -リ ン を 有 す る ア ノ ポ ア 膜 (沈 積 さ れ た ピ グ メ ン ト 膜 )に つ い て
の 波 長 に 対 す る 光 学 的 吸 光 度 を 示 す 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 図 ４ ２ は 、 実 施 例 ２ １ に お い て 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 改 変 ア ノ ポ ア 膜 の 内 部
の 電 子 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 明 る い ス ポ ッ ト は 、 実 施 例 ２ １ に 従 っ て 沈 積 さ れ た ニ ッ ケ ル -
ホ ウ 素 合 金 の ピ グ メ ン ト 包 含 物 で あ る 。 表 ６ は 、 プ レ ー ン ア ノ ポ ア 膜 、 ３ の 有 機 色 素 で 改
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変 さ れ た 膜 、 及 び 沈 積 さ れ た ピ グ メ ン ト 膜 に つ い て の 膜 自 己 蛍 光 結 果 を 示 す 。 デ ー タ ー を
図 １ ４ に 示 さ れ る 特 注 設 計 の 暗 視 野 上 面 蛍 光 光 度 計 で 取 得 し た 。 有 機 色 素 膜 は 、 実 施 例 １
９ に 従 っ て 、 プ ロ シ オ ン Ｍ Ｘ ・ ジ ェ ッ ト ブ ラ ッ ク 、 リ ア ク テ ィ ブ ・ ブ ル ー ４ 、 又 は プ ロ シ
オ ン Ｍ Ｘ レ ッ ド で 改 変 さ れ 、 そ し て 沈 積 ピ グ メ ン ト 膜 は 、 黒 色 ニ ッ ケ ル /リ ン を 取 り 込 む
こ と に よ り 、 実 施 例 ２ １ に 従 っ て 改 変 さ れ た 。 ０ .２ ミ ク ロ ン の 直 径 を 有 す る 黄 色 蛍 光 ポ
リ ス チ レ ン ビ ー ズ (Molecular Probes, Inc)を 、 膜 に 対 し て 画 像 化 し 、 そ し て 真 の ビ ー ズ
蛍 光 を 測 定 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の シ グ ナ ル も 計 測 し た 。 こ の デ ー タ ー は 、 非 蛍 光 有 機
色 素 又 は 沈 積 さ れ た ピ グ メ ン ト を 有 す る ア ノ ポ ア 膜 の 自 己 蛍 光 が 実 質 的 に 低 減 す る こ と を
示 す 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 表 ７ は 、 プ レ ー ン 並 び に 前 に 記 載 さ れ た 黒 色 ピ グ メ ン ト (ニ ッ ケ ル /リ ン )ア ノ ポ ア に つ
い て の Ｎ Ｓ Ｂ の 検 出 性 の 低 下 の 結 果 を 示 す 。 ２ の 実 施 例 が 示 さ れ る 。 １ 列 目 は 、 蛍 光 タ ン
パ ク 質 Ｎ Ｓ Ｂ の 検 出 性 低 下 の デ ー タ ー を 示 す 。 蛍 光 タ ン パ ク 質 溶 液 は 、 以 下 ：
　 　 　 １ ０ ０ ｎ Ｍ 　 　 Ｒ -フ ィ コ エ リ ト リ ン (Molecular Probes, Inc)
　 　 　 １ × Ｔ Ｅ 緩 衝 液 (１ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 １ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ８ .０ )
　 　 　 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ
　 を 含 ん で 調 製 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 ４ ０ μ ｌ の 上 記 Ｒ -フ ィ コ エ リ ト リ ン 溶 液 を 、 直 径 ０ .１ ５ ０ イ ン チ の 流 量 範 囲 の 改 変 及
び 未 改 変 ０ .２ ミ ク ロ ン ア ノ ポ ア 膜 を 通 し て ろ 過 し 、 次 に ４ ０ μ ｌ の １ ％ Ｂ Ｓ Ａ -１ × Ｔ Ｅ
緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 次 に ２ ０ ０ μ ｌ の プ レ ー ン １ × Ｔ Ｅ 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 蛍 光 計 測 を 、 ５
０ ｎ ｍ の 帯 域 通 過 に よ り ５ ９ ５ ｎ ｍ の 中 心 波 長 に 変 換 さ れ た 照 射 フ ィ ル タ ー を 伴 う 図 ９ の
装 置 上 で 行 な っ た 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 ２ 列 目 は 、 蛍 光 ビ ー ズ の Ｎ Ｓ Ｂ の 検 出 低 下 に つ い て の デ ー タ ー を 示 す 。 こ れ は 、 蛍 光 Ｒ
-フ ィ コ エ リ ト リ ン 溶 液 を ０ .０ ２ ミ ク ロ ン の 黄 色 蛍 光 マ イ ク ロ ビ ー ズ 溶 液 (Molecular Pro
bes, Inc,１ ％ の 固 体 ス ト ッ ク 溶 液 の ７ ４ ８ 倍 希 釈 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ １ × Ｔ Ｅ 緩 衝 液 中 の １ ０
ｎ Ｍ 等 量 の ビ ー ズ 濃 度 )に 置 き 換 え れ ば 、 方 法 及 び 試 薬 の 点 で １ 列 目 と 同 じ で あ る 。 蛍 光
計 測 を 図 ９ の 装 置 上 で 行 っ た 。 両 方 の 例 は 、 非 特 異 的 結 合 物 質 か ら 検 出 さ れ た 蛍 光 の 低 下
を 示 し た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 ピ グ メ ン ト 改 変 さ れ た 膜 は 、 Ｎ Ｓ Ｂ 低 減 、 分 子 捕 捉 、 共 有 結 合 な ど の 有 用 な 表 面 特 性 を
与 え る た め に 、 プ レ ー ン 膜 に つ い て 前 に 記 載 さ れ た よ う に シ ラ ン 化 反 応 に よ っ て さ ら に 改
変 さ れ う る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　
　 酵 素 結 合 蛍 光 (Ｅ Ｌ Ｆ )に よ る 核 酸 検 出 及 び 定 量 は 、 以 下 の よ う に 行 わ れ う る 。
　 ２ ０ の 相 補 的 に ビ オ チ ン 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 ラ ム ダ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ
Ａ に 対 し て 特 注 さ れ て 合 成 さ れ た 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 各 々 １ ０ プ ロ ー ブ を 有 す る ２ つ
の 群 と し て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 に 結 合 さ れ た 。 各 群 に お け る プ ロ ー ブ は 、 約 ２ ０ ０ の 塩 基
対 の 典 型 的 な 間 隔 で 結 合 す る よ う に 設 計 さ れ た 。 こ れ は 、 ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ タ ー ゲ ッ ト 上 の 高
い プ ロ ー ブ 結 合 密 度 の ２ の 領 域 を も た ら し た 。 ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ が 完 全 に 直 鎖 で あ る な ら 、 各
領 域 に お け る １ ０ の プ ロ ー ブ が 、 約 ０ .６ ミ ク ロ ン の 長 さ に 含 ま れ る と い う こ と を 計 算 が
示 し た 。 こ の ２ つ の 領 域 が 、 約 ２ ５ ０ ０ ０ 塩 基 対 、 又 は 完 全 な 直 鎖 の 場 合 ７ ～ ８ ミ ク ロ ン
に よ り 分 離 さ れ た 。
　 ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ を 、 以 下 に 記 す よ う に 上 記 プ ロ ー ブ に 前 以 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た ：
　 １ μ ｌ の 精 製 ラ ム ダ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ (５ ０ ０ μ ｇ /ｍ ｌ )を 、 ４ ｍ Ｍ ・ Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 及 び ２ ０
０ ｎ Ｍ の 各 ２ ０ の 上 記 プ ロ ー ブ を 含 む ４ ９ ９ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ フ ァ ー ス ト ス タ ー ト 緩 衝 液 (Ｒ
ｏ ｃ ｈ ｅ )中 に 加 え た 。 こ の 混 合 液 を ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 熱 し 、 冷 却 し て ５ ６ 度 で ５ 分 間 お
き 、 冷 却 し て ３ ７ ℃ で ２ 分 間 置 き 、 次 に 室 温 ま で 冷 却 し た 。 未 反 応 性 の プ ロ ー ブ を 、 キ ア
ゲ ン Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ン ・ ア ッ プ キ ッ ト で 製 品 説 明 書 に 従 い 取 り 除 い た 。 ２ ０ 個 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ を 含 む 最 終 ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｔ Ｅ 緩 衝 液 中 で １ μ
ｇ /ｍ ｌ に 希 釈 し 、 そ し て -２ ０ ℃ で 冷 凍 し た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 標 識 さ れ た ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ を 以 下 の よ う に 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 ニ ッ ケ ル ・ ホ ウ 素 改 変 さ れ た ア ノ ポ ア 膜 を 、 実 施 例 ２ １ に 従 っ て 製 造 し 、 そ し て 図 １ ８
ａ に 示 さ れ る よ う に 、 １ ２ 個 の 個 々 の ウ ェ ル を 伴 う ア ッ セ ン ブ リ へ と 構 成 し た 。 こ の ア ッ
セ ン ブ リ を 、 ア ノ ポ ア 膜 に 対 し て し っ か り シ ー リ ン グ す る こ と に よ り 、 吸 引 ろ 過 を 可 能 に
す る 単 純 吸 引 ハ ウ ジ ン グ 中 に 配 置 し た 。 ２ ０ μ ｌ の １ ： ２ ０ ０ 希 釈 の Ｔ Ｅ 緩 衝 液 中 の 上 記
前 以 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ を 、 幾 つ か の ウ ェ ル 中 に ろ 過 し 、 一
方 ２ ０ μ ｌ の プ レ ー ン Ｔ Ｅ 緩 衝 液 を 異 な る ウ ェ ル 中 に ろ 過 し た 。 １ ０ μ ｌ の Ｔ Ｂ Ｔ 緩 衝 液
(１ ０ ｍ Ｍ ・ ト リ ス 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ .１ ％ ト ゥ ィ ー ン -２ ０ 、 ｐ
Ｈ ７ .８ )を 全 て の ウ ェ ル を 通 し て ろ 過 し 、 次 に 、 １ ０ μ ｌ の さ ら な る Ｔ Ｂ Ｔ 緩 衝 液 を 加 え
、 そ し て 全 て の ウ ェ ル で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 、 改 変 ア ノ ポ ア 膜 上 に 結 合 す る 非
特 異 タ ン パ ク 質 の 効 果 を 抑 制 し た 。 Ｔ Ｂ Ｔ イ ン キ ュ ベ ー ン シ ョ ン 溶 液 を ろ 過 し 、 次 に フ ィ
ル タ ー ア ッ セ ン ブ リ を 、 吸 引 ハ ウ ジ ン グ か ら 取 り 出 し 、 次 に ア ノ ポ ア 膜 を カ バ ー す る パ ラ
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フ ィ ル ム を 再 設 置 し た 。 該 パ ラ フ ィ ル ム は 、 ア ノ ポ ア ・ フ ィ ル タ ー を 密 閉 し て 、 次 の ス テ
ッ プ の 間 液 体 の 流 れ を 妨 げ た 。 Ｔ Ｂ Ｔ 緩 衝 液 中 の １ ： ５ ０ 希 釈 の １ ０ μ lス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン -ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Ｓ Ａ Ｐ 、 molecular Probesの in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 用 Ｅ Ｌ Ｆ キ ッ ト )を 各 ウ ェ ル 中 に 加 え 、 そ し て 室 温 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た 。 ウ ェ ル を 吸 入 し て 乾 燥 さ せ 、 １ ０ μ lの TBT緩 衝 液 を 各 ウ ェ ル へ と 加 え 、 次 に 再 び 吸
入 し て 乾 燥 さ せ 、 次 に １ ０ μ lの 洗 浄 緩 衝 液 (Molecular Probes Ｅ Ｌ Ｆ キ ッ ト )を 加 え 、 再
び 乾 燥 す る ま で 吸 入 し た 。 フ ィ ル タ ー ・ ア ッ セ ン ブ リ を 吸 引 ハ ウ ジ ン グ か ら 取 り 出 し 、 そ
し て パ ラ フ ィ ル ム を 取 り 除 い た 。 ア ッ セ ン ブ リ を 次 に 吸 引 ハ ウ ジ ン グ 中 に 再 設 置 し た 。 １
０ ０ μ ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 を 、 各 ウ ェ ル を と お し て 乾 燥 す る ま で ろ 過 し た 。 モ ル キ ュ ラ ー ・ プ
ロ ー ブ ・ キ ッ ト に 付 属 の 説 明 書 に 従 っ て 調 整 さ れ た １ ０ μ ｌ の Ｅ Ｌ Ｆ 基 質 を 、 各 ウ ェ ル に
加 え 、 そ し て 規 定 の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 Ｅ Ｌ Ｆ 基 質 は 、 ろ
過 さ れ た 現 像 緩 衝 液 中 の 基 質 試 薬 の １ ： １ ０ 希 釈 液 で あ っ た 。 ２ の 更 な る 試 薬 ろ 過 の の ち
に 加 え ら れ 、 各 々 は １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 で あ っ た 。 こ れ ら の 各 試 薬 及 び 緩 衝 液 は 、 Molecual
r Probesが 独 自 に 開 発 し た 物 で あ り 、 そ し て Ｅ Ｌ Ｆ キ ッ ト 中 に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 規 定 の 時 間 の Ｅ Ｌ Ｆ 現 像 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 各 ウ ェ ル は 、 １ ０ μ ｌ の 洗 浄 緩 衝
液 で 洗 わ れ 、 そ し て 吸 引 さ れ 、 続 い て １ ０ μ ｌ の 蒸 留 水 で 洗 浄 さ れ 、 吸 引 さ れ た 。 ウ ェ ル
を 、 名 目 上 ３ ６ ５ ｎ ｍ で 照 射 す る こ と を 可 能 に す る 適 切 な フ ィ ル タ ー を 備 え る 水 銀 励 起 源
小 型 ア ー ク 灯 、 並 び に ５ ２ ７ ｎ ｍ に セ ッ ト さ れ た 検 出 フ ィ ル タ ー で 、 図 ９ に お い て 示 さ れ
る 検 出 器 上 で 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 こ の 例 の 結 果 を 、 図 ６ に 示 し 、 こ れ は 明 ら か に 、 局 在 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ウ ェ ル と Ｄ Ｎ
Ａ を 含 ま な い ウ ェ ル と の 間 に お け る 現 像 さ れ た Ｅ Ｌ Ｆ シ グ ナ ル の 違 い を 示 し た 。 さ ら に 、
Ｅ Ｌ Ｆ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 時 間 効 果 は 、 前 に 記 載 さ れ た よ う に 明 ら か に 目 に 見 え た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 本 出 願 を 通 し て 、 様 々 な 文 献 が 参 照 さ れ る 。 こ れ ら の 参 考 文 献 の 開 示 は 、 そ の 全 体 を 、
よ り 完 全 に 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 化 合 物 、 組 成 物 、 及 び 方 法 を 記 載 す る た め に 、 本 出 願
中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 様 々 な 改 変 及 び 変 化 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 及 び 物 品 に 行 わ れ
う る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 及 び 物 品 の 別 の 態 様 は 、 本 明 細 書 及 び
本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 方 法 、 及 び 物 品 の 慣 用 技 術 を 考 慮 に 入 れ る こ と か ら
明 ら か で あ る だ ろ う 。 明 細 書 及 び 実 施 例 は 、 例 示 と し て 考 え ら れ る と い う こ と が 意 図 さ れ
る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 本 出 願 に 含 ま れ そ し て 本 出 願 の 一 部 を 構 成 す る 添 付 の 図 面 は 、 以 下 に 記 載 さ れ る 幾 つ か
の 態 様 を 記 載 す る 。 こ れ ら の 図 面 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 微 小 孔 物 質 、 物 品 、 及 び 方
法 の 典 型 的 な 実 施 態 様 の み を 記 載 す る の み で あ り 、 そ し て そ れ ゆ え そ の 範 囲 を 制 限 す る も
の と 考 え る べ き で は な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ８ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ ａ は 、 微 小 孔 物 質 の 上 面 図 で あ る 。 図 １ ｂ は 、 微 小 孔 物 質 の 断 面 図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ ａ 及 び ２ ｂ は 、 微 小 孔 物 質 の 表 面 付 近 に お け る 被 分 析 物 の 局 在 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 局 在 化 し た 被 分 析 物 に 対 す る 蛍 光 に 基 く ビ ー ズ ・ ト レ ー サ ー 過 程 を 示 す
。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 局 在 化 被 分 析 物 の 検 出 の た め の 酵 素 結 合 蛍 光 の 使 用 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 技 術 を 使 用 す る 典 型 的 な Ｅ Ｌ Ｆ 過 程 の タ イ ミ ン
グ の グ ラ フ を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 蛍 光 ス ポ ッ ト ・ カ ウ ン ト 対 核 酸 計 数 時 間 を 表 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ ａ -７ ｃ は 、 改 変 さ れ た 微 小 孔 物 質 及 び 反 応 割 合 を 高 め る た め の そ れ ら の 使
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用 を 図 示 す る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 の 検 出 用 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 の 別 の 検 出 用 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 局 在 さ れ た 被 分 析 物 の 別 の 検 出 用 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 ニ ッ ケ ル /ホ ウ 素 ア ノ ポ ア (Anopore)表 面 上 に 局 在 し 、 そ し て サ イ バ
ー ・ ゴ ー ル ド 色 素 で 染 色 さ れ た ヒ ト ・ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ ａ -１ ２ ｈ は 、 Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ -１ 標 識 さ れ た コ ウ シ 胸 腺 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て 、 光 学
的 に 検 出 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 処 理 さ れ た 反 転 画 像 を 図 示 す る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 未 校 正 の 核 酸 カ ウ ン ト (Ｎ Ａ Ｃ )ア ッ セ イ の 較 正 曲 線 の グ ラ フ を 示 す
。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 核 酸 濃 度 に 関 し て 校 正 後 の 核 酸 カ ウ ン ト を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 １ ６ ａ 】 図 １ ６ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 別 の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 １ ６ ｂ － ｃ 】 図 １ ６ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 別 の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 別 の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 別 の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 別 の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 別 の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 別 の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 別 の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 被 分 析 物 の 局 在 化 の た め の 別 の ろ 過 装 置 を 図 示 す る 。
【 図 ２ ４ ａ 】 図 ２ ４ ａ 及 び 図 ２ ４ ｂ は 、 未 変 性 、 ジ オ ー ル (酸 加 水 分 解 さ れ た グ リ シ ド オ
キ シ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン )改 変 、 及 び ア ミ ン (ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン
)改 変 ０ .２ ミ ク ロ ン ・ ア ノ ポ ア 膜 に つ い て の 核 酸 保 持 割 合  対  Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 の グ ラ フ で あ
る 。
【 図 ２ ４ ｂ 】 図 ２ ４ ａ 及 び 図 ２ ４ ｂ は 、 未 改 変 、 ジ オ ー ル (酸 加 水 分 解 さ れ た グ リ シ ド オ
キ シ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン )改 変 、 及 び ア ミ ン (ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン
)改 変 ０ .２ ミ ク ロ ン ・ ア ノ ポ ア 膜 に つ い て の 核 酸 保 持 割 合  対  Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 の グ ラ フ で あ
る 。
【 図 ２ ５ ａ 】 図 ２ ５ ａ 及 び ２ ５ ｂ は 、 未 改 変 、 ア ノ ポ ア 膜 に つ い て の 核 酸 保 持 割 合  対  塩
濃 度 (カ オ ト ロ ピ ッ ク 及 び Ｎ ａ Ｃ ｌ )の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ５ ｂ 】 図 ２ ５ ａ 及 び ２ ５ ｂ は 、 未 改 変 、 ア ノ ポ ア 膜 に つ い て の 核 酸 保 持 割 合  対  塩
濃 度 (カ オ ト ロ ピ ッ ク 及 び Ｎ ａ Ｃ ｌ )の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 未 改 変 、 ジ オ ー ル 改 変 、 ア ミ ン (Ａ Ｐ Ｓ )改 変 の ０ .２ ミ ク ロ ン ア ノ
ポ ア 膜 に つ い て の 核 酸 保 持 割 合 -対 -ｐ Ｈ の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 １ ｍ Ｍ ・ ト リ ス 緩 衝 液 ｐ Ｈ ８ .０ で Ｎ ａ Ｃ ｌ が 変 化 す る 際 の 未 改 変
ア ノ ポ ア 膜 上 の 核 酸 保 持 性 質 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 １ ｍ Ｍ ・ ト リ ス 緩 衝 液 ｐ Ｈ ８ .０ で Ｎ ａ Ｃ ｌ が 変 化 す る 際 の ア ミ ン (
Ａ Ｐ Ｓ )改 変 ア ノ ポ ア 膜 上 の 核 酸 保 持 性 質 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 １ ｍ Ｍ ・ ト リ ス 緩 衝 液 ｐ Ｈ ８ .０ で Ｎ ａ Ｃ ｌ が 変 化 す る 際 の ジ オ ー
ル 改 変 ア ノ ポ ア 膜 上 の 核 酸 保 持 性 質 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 未 改 変 及 び ア ミ ン に つ い て 、 核 酸 保 持 又 は 溶 出 に 関 す る リ ン 酸 緩 衝
濃 度 の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 脳 脊 髄 液 (Ｃ Ｓ Ｆ )、 ヒ ト 血 清 、 及 び 全 血 に つ い て の サ ン プ ル 消 化 /
ろ 過 試 験 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 全 血 サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る 局 在 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 上 に 存 在 す る β グ ロ
ビ ン 標 的 領 域 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り 作 ら れ た 単 位 複 製 配 列 を 示 す 電 気 泳 動 ゲ ル の 写 真 で あ る
。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ は 、 溶 解 さ れ た 血 か ら の 核 酸 を 、 β グ ロ ビ ン Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 /検 出 に つ い て
の リ ア ル タ イ ム 増 幅 曲 線 で あ る 。
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【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ は 、 溶 解 さ れ た 血 液 か ら 得 た 核 酸 の β グ ロ ビ ン 単 位 複 製 配 列 の 融 解 曲 線
を 示 す 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 ５ の 検 出 条 件 に つ い て の ス キ ャ ン 時 間 -対 -ス ポ ッ ト 寸 法 の グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 様 々 な ス ポ ッ ト 規 模 で の １ ０ ０ 個 の 色 素 分 子 /核 酸 の 条 件 と ２ ～ ５
０ ０ シ グ ナ ル -対 -ノ イ ズ 比 (Ｓ Ｎ Ｒ )に つ い て の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 図 ３ ７ は 、 様 々 な ス ポ ッ ト 規 模 で の １ ０ ０ 個 の 色 素 分 子 /核 酸 の 条 件 と ２ ～ １
０ ０ Ｓ Ｎ Ｒ に つ い て の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 様 々 な ス ポ ッ ト 規 模 で の ２ ５ 個 の 色 素 分 子 /核 酸 の 条 件 と ２ ～ ５ ０
０ Ｓ Ｎ Ｒ に つ い て の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ は 、 様 々 な ス ポ ッ ト 規 模 で の １ ０ ０ 個 の 色 素 分 子 /核 酸 の 条 件 と ２ ～ １
０ ０ Ｓ Ｎ Ｒ に つ い て の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ０ 】 図 ４ ０ は 、 未 改 変 の 孔 サ イ ズ ０ .２ ミ ク ロ ン の ア ノ ポ ア 膜 フ ィ ル タ ー 上 に 局 在
し 、 そ し て Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ -１ 色 素 で 染 色 さ れ た ４ ８ ,５ ０ ２ 塩 基 対 の ラ ム ダ ・ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の
高 拡 大 反 転 画 像 で あ る 。
【 図 ４ １ 】 図 ４ １ は 、 可 視 光 吸 収 -対 -３ 種 の 有 機 色 素 に 改 変 さ れ た ア ノ ポ ア 膜 及 び ニ ッ ケ
ル -リ ン が 付 着 し た 膜 (付 着 ピ グ メ ン ト 膜 )に つ い て の 波 長 を 示 す 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ ２ は 、 ニ ッ ケ ル -ホ ウ 素 で 改 変 さ れ た ア ノ ポ ア 膜 の 内 部 の 電 子 顕 微 鏡 写 真
で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 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 ｂ － ｃ 】 【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

(83) JP 2006-511792 A 2006.4.6



【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ ａ 】 【 図 ２ ４ ｂ 】
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【 図 ２ ５ ａ 】 【 図 ２ ５ ｂ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】
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【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】

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

【 図 ３ ４ 】 【 図 ３ ５ 】
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【 図 ３ ６ 】 【 図 ３ ７ 】

【 図 ３ ８ 】 【 図 ３ ９ 】
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【 図 ４ ０ 】 【 図 ４ １ 】

【 図 ４ ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本文描述了用于分离流体样品中存在的一种或多种分析物的方法。该方法包括使流体通过具有微孔材料的过滤器，其中分析物位于
微孔材料表面附近。一旦分析物定位，可以执行额外的处理步骤，例如杂交和扩增。在一种方法中，一旦分析物被定位，就可以检
测，计数和关联分析物，以确定样品中分析物的浓度。还公开了改性的微孔材料和复合材料，其可用于本文所述的任何方法和制品
中。该复合材料由微孔材料和颜料组成，其中颜料掺入微孔材料中。颜料改变微孔材料的光学性质，一旦局部化，就增强了分析物
的检测。在另一方面，提供了各种试剂盒和制品，例如含有本文所述的任何微孔材料的过滤装置。
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