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(57)【要約】
その上が官能化されている標的実体に関するセンサー、その標的実体に特異的な少なくと
も１種類のアプタマー、ならびにその同じ物を作る、および用いる方法を、糖化タンパク
質のモニタリングおよび／またはバイオマーカーにおける使用に関して記述する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
１種類以上の分析物に関するセンサーの感度および／または選択性を最適化するための方
法であって、以下の工程：
　１タイプ以上のアプタマーを自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）連結を有する支持体に連結
し、該ＳＡＭ連結は該支持体上に官能化された表面を形成するための所望の連結間隔およ
び／または連結長を有し、
　該所望の連結間隔および／または連結長は、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）、ラマン分
光法、または蛍光分光法の感度および選択性の少なくとも１つを分析物および／またはア
プタマーの特性に基づいて最適化するように選択される；
を含む、前記方法。
【請求項２】
ＳＡＭ連結の少なくとも１つの充填密度および／または長さが表面プラズモン共鳴（ＳＰ
Ｒ）シグナルに影響を及ぼす、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
連結が二成分ＳＡＭおよび還元脱着プロセスによる、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
脱着プロセスが、支持体の官能化された表面をタンパク質吸着に耐性の物質に曝露して該
官能化された支持体上でのタンパク質の非特異的な吸着を防ぐことを含む、請求項３に記
載の方法。
【請求項５】
タンパク質吸着に耐性の物質が（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレング
リコール）（ＰＥＧ３）を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
ＳＡＭ連結が、アプタマーと安定な結合を形成することができるカルボキシ部分を有する
チオール化合物を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
チオール化合物がジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）を含む
、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
ＳＡＭ連結がジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）および（１
－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を用いて形
成され、
　ここでＰＥＧ３はタンパク質の非特異的吸着を防ぎ、そして
　ここでＤＴＳＰ上のカルボキシル部分はアプタマーと安定な結合を形成する、請求項１
に記載の方法。
【請求項９】
二成分ＳＡＭチオール溶液が該ＳＡＭ連結において用いられる、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
二成分ＳＡＭチオール溶液が、３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）および（１－メル
カプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）の１ｍＭエタノー
ル溶液を該二成分ＳＡＭの総濃度を約１ｍＭで維持しながら混合することにより調製され
る、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
ＭＰＡおよびＰＥＧ３が約２０：８０、約５０：５０または約８０：２０の比率で存在す
る、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
さらに以下の工程：
　還元脱着によりＭＰＡを排除してＰＥＧ３を未変化のままにし；そして
　ジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）をアプタマー上のアミ
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ノ基と結合させ、一方でＰＥＧ３は結合を一切形成しない；
を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
アプタマーが３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）上に固定されることができるアミン
修飾アプタマーを含む、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
表面が約５ｎＭ～約１０００ｎＭの範囲の最適な動力を有する、本特許請求の範囲におけ
る請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
センサーが、混合された長さのスペーサー層を含む、本特許請求の範囲における請求項の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
混合された長さの層が、３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）と組み合わせられた１１
－メルカプトウンデカン酸（ＭＵＡ）を含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
ＳＡＭ連結が、支持体の表面に直接結合することができる水溶性チオール含有アミノ酸に
より形成される、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
アミノ酸がシステインを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
１以上の分析物のためのセンサーを形成するための方法であって、以下の工程：
　ａ）３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシ
ル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）からなる二成分を支持体上に吸着させ；
　ｂ）工程ａ）の支持体からＭＰＡを還元脱着させ；
　ｃ）工程ｂ）の支持体上にジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳ
Ｐ）を形成し；
　ｄ）少なくとも１タイプのアプタマーを工程ｃ）の支持体上で固定し；そして、
　ｅ）工程ｄ）の支持体上のＰＥＧ３から未結合のアプタマーを除去し、そうして該支持
体のＤＴＳＰ層に付着したアプタマーを残す；
を含む、前記方法。
【請求項２０】
１以上の分析物のためのセンサーを形成するための方法であって、以下の工程：
　ａ）３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシ
ル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）からなる二成分をエタノール溶液中で金表
面支持体上に吸着させ；
　ｂ）０．５Ｍ　ＫＯＨ溶液中で工程ａ）の支持体からＭＰＡを還元脱着させ、ここでＭ
ＰＡおよびＰＥＧ３の相分離した二成分自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）中の吸着したＭＰ
Ａは、該溶液に－１．２Ｖの電位を３０分間かけることにより選択的に還元され；
　ｃ）ＰＥＧ３層を上に有する工程ｂ）の支持体を１ｍＭ　ＤＳＴＰ溶液中に浸漬してそ
の上にＤＴＳＰ層を形成し；
　ｄ）少なくとも１タイプのアプタマーを工程ｃ）の支持体上で固定し；そして
　ｅ）工程ｄ）の支持体上のＰＥＧ３からアプタマーを除去し、そうして該支持体のＤＴ
ＳＰ層に付着したアプタマーを残す；
を含む、前記方法。
【請求項２１】
支持体が金表面を有する、先行する請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
分析物が血液中のタンパク質の糖化形態を含む、先行する請求項のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項２３】
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総血清タンパク質レベルから特定の糖化タンパク質の割合を決定することを含む、請求項
２２に記載の方法。
【請求項２４】
分析物が、ヒトヘモグロビン、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）が含まれるアルブミン、免
疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）、フィブリノーゲン、および／
またはそれらの断片の１以上を含み、該分析物が糖化または非糖化形態である、本特許請
求の範囲における請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
分析物が、少なくとも１つの第２分析物と異なる半減期を有する少なくとも１つの第１分
析物を含み、方法が、該第１および第２分析物を定量化して１以上の期間にわたる該第１
および第２分析物のレベルに関する遡及判定を提供することをさらに含む、本特許請求の
範囲における請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２６】
第１分析物がヘモグロビンからなり、第２分析物が免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）からなり
；かつここで該第１分析物または第２分析物のいずれかが糖化形態または非糖化形態で存
在する、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
分析物が、少なくとも１つの第１分析物、少なくとも１つの第２分析物および少なくとも
１つの第３分析物を含み、該第１、第２および第３分析物のそれぞれが異なる半減期を有
し、方法が、該第１、第２および第３分析物を定量化して１以上の期間にわたる該第１、
第２および第３分析物のレベルに関する遡及判定を提供することをさらに含む、本特許請
求の範囲における請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
第１分析物がヘモグロビンからなり、第２分析物がＩｇＭからなり、そして第３分析物が
アルブミンからなり；該第１分析物、第２分析物または第３分析物の１以上が糖化形態ま
たは非糖化形態で存在する、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
過去の平均血中分析物レベルのモニタリングにおける使用のための本特許請求の範囲にお
ける請求項のいずれか１項に記載の方法であって、該方法が以下の工程：先行する請求項
のいずれか１項に記載の方法により形成されたセンサーを血液試料と接触させ；該血液中
の分析物の糖化形態の量を決定し；そして該血液試料分析物中に糖化形態で存在する該分
析物の量を所与の時間フレームに関して対照レベルに関連付ける；を含む、前記方法。
【請求項３０】
タンパク質の糖化形態の量が表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を用いて決定される、請求項
２９に記載の方法。
【請求項３１】
支持体に自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）連結により連結された１タイプ以上のアプタマー
を含み、該ＳＡＭ連結が該支持体上に官能化された表面を形成するための所望の連結間隔
および／または連結長を有し、
　該所望の連結間隔および／または連結長が表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）、ラマン分光
法、または蛍光分光法の感度および選択性の少なくとも１つを分析物および／またはアプ
タマー特性に基づいて最適化するように選択される、センサー。
【請求項３２】
ＳＡＭ連結の少なくとも１つの充填密度および／または長さが表面プラズモン共鳴（ＳＰ
Ｒ）シグナルに影響を及ぼす、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載の
センサー。
【請求項３３】
連結が二成分ＳＡＭおよび還元脱着プロセスによる、本特許請求の範囲における請求項の
いずれか１項に記載のセンサー。
【請求項３４】
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支持体の官能化された表面が、該官能化された表面上でのタンパク質の非特異的な吸着を
防ぐために十分なタンパク質吸着に耐性の物質に曝露されている、前記の請求項に記載の
センサー。
【請求項３５】
タンパク質吸着に耐性の物質が（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレング
リコール）（ＰＥＧ３）を含む、前記の請求項に記載のセンサー。
【請求項３６】
ＳＡＭ連結が、アプタマーと安定な結合を形成することができるカルボキシ部分を有する
チオール化合物を含む、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサ
ー。
【請求項３７】
チオール化合物がジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）を含む
、前記の請求項に記載のセンサー。
【請求項３８】
本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサーであって、ＳＡＭ連結
がジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）および（１－メルカプ
ト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を用いて形成され、
　ここでＰＥＧ３はタンパク質の非特異的吸着を防ぎ、そして
　ここでＤＴＳＰ上のカルボキシル部分は該アプタマーと安定な結合を形成する、前記セ
ンサー。
【請求項３９】
二成分ＳＡＭチオール溶液がＳＡＭ連結において用いられる、本特許請求の範囲における
請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項４０】
二成分ＳＡＭチオール溶液が、３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）および（１－メル
カプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）の１ｍＭエタノー
ル溶液を該二成分ＳＡＭの総濃度を約１ｍＭで維持しながら混合することにより調製され
る、前記の請求項に記載のセンサー。
【請求項４１】
ＭＰＡおよびＰＥＧ３が約２０：８０、約５０：５０または約８０：２０の比率で存在す
る、前記の請求項に記載のセンサー。
【請求項４２】
ＭＰＡが還元脱着により排除されてＰＥＧ３が未変化のままになっており；そしてジチオ
ビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）がアプタマー上のアミノ基と結
合しており、かつＰＥＧ３は結合を一切形成しない、本特許請求の範囲における請求項の
いずれか１項に記載のセンサー。
【請求項４３】
アプタマーが、３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）上に固定されることができるアミ
ン修飾アプタマーを含む、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセン
サー。
【請求項４４】
表面が約５ｎＭ～約１０００ｎＭの範囲の最適な動力を有する、本特許請求の範囲におけ
る請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項４５】
センサーが、混合された長さのスペーサー層を含む、本特許請求の範囲における請求項の
いずれか１項に記載のセンサー。
【請求項４６】
混合された長さの層が、３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）と組み合わせられた１１
－メルカプトウンデカン酸（ＭＵＡ）を含む、前記の請求項に記載のセンサー。
【請求項４７】
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ＳＡＭ連結が、支持体の表面に直接結合することができる水溶性チオール含有アミノ酸を
含む、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項４８】
アミノ酸がシステインを含む、前記の請求項に記載のセンサー。
【請求項４９】
少なくとも支持体の表面が金である、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に
記載のセンサー。
【請求項５０】
血液中のタンパク質の糖化形態からなる分析物を感知するために設計された、本特許請求
の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項５１】
総血清タンパク質レベルから特定の糖化タンパク質の割合を決定するために設計された、
前記の請求項に記載のセンサー。
【請求項５２】
分析物が、ヒトヘモグロビン、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）が含まれるアルブミン、免
疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）、フィブリノーゲン、および／
またはそれらの断片の１以上を含み、該分析物が糖化および／または非糖化形態である、
本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項５３】
分析物が、少なくとも１つの第２分析物と異なる半減期を有する少なくとも１つの第１分
析物を含む、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項５４】
第１分析物がヘモグロビンからなり、第２分析物が免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）からなり
；そして、ここで該第１分析物または第２分析物のいずれかが糖化形態または非糖化形態
で存在する、前記の請求項に記載のセンサー。
【請求項５５】
分析物が、少なくとも１つの第１分析物、少なくとも１つの第２分析物および少なくとも
１つの第３分析物を含み、該第１、第２および第３分析物のそれぞれが異なる半減期を有
する、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項５６】
第１分析物がヘモグロビンからなり、第２分析物がＩｇＭからなり、第３分析物がアルブ
ミンからなり；該第１分析物、第２分析物または第３分析物の１以上が糖化形態または非
糖化形態で存在する、前記の請求項に記載のセンサー。
【請求項５７】
以下の工程：先行する請求項のいずれか１項に記載の方法により形成されたセンサーを血
液試料と接触させ；該血液中の該分析物の糖化形態の量を決定し；そして該血液試料分析
物中に糖化形態で存在する該分析物の量を、所与の時間フレームに関して対照レベルに関
連付ける；により過去の平均血中分析物レベルをモニタリングするための、本特許請求の
範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサーの使用。
【請求項５８】
タンパク質の糖化形態の量が表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を用いて決定される、前記の
請求項に記載の使用。
【請求項５９】
アプタマーが、特定の分析物と相互作用することができるヌクレオチド配列を含む、本特
許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項６０】
センサーが、大きな生体分子、小さな生体分子、有機分子、小分子、核酸、金属イオン、
タンパク質、酵素、ペプチド、薬物、色素、癌細胞、ウイルス、ホルモン、または微生物
から選択される１以上の分析物と相互作用することができる、本特許請求の範囲における
請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
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【請求項６１】
分析物が、生物学的試料、環境試料、化学的試料、薬学的試料、食品試料、農業試料、お
よび獣医学的試料の１以上である、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記
載のセンサー。
【請求項６２】
分析物が血液タンパク質である、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載
のセンサー。
【請求項６３】
センサーが、リンカーの特性に基づいてｐＭ～ｎＭの検出が可能である調整可能な検出可
能範囲を有する、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項６４】
センサーが１分未満の応答時間を有する、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１
項に記載のセンサー。
【請求項６５】
およそ周囲温度において１分未満の応答時間を有する、本特許請求の範囲における請求項
のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項６６】
アプタマーが、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４および１５のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％の同一性を有する
ＤＮＡ配列を含む、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項６７】
アプタマーが、本特許請求の範囲において特許請求されるアプタマーのいずれか１つを含
む、本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー。
【請求項６８】
本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のセンサー；および該センサーが
含まれる少なくとも１個の容器を含み、試料を該容器に添加することができる、１以上の
分析物の検出のためのキット。
【請求項６９】
１以上の固体支持体、センサーを溶離液から分離するための１以上の分離剤、およびアプ
タマーを該センサーから分離するための１以上の試薬をさらに含む、本特許請求の範囲に
おける請求項のいずれか１項に記載のキット。
【請求項７０】
単一標的部位結合アプタマーおよび非標的タンパク質結合アプタマーを中に有する核酸の
プールから単一標的部位結合アプタマーを同定する方法であって、以下の工程：
　ａ）核酸のプールに単一部位標的タンパク質複合体を添加し、ここで該プール中に存在
する単一標的部位結合アプタマーおよび非標的タンパク質結合アプタマーの両方が該単一
部位標的タンパク質複合体に結合し、単一標的部位結合アプタマー＋非標的タンパク質結
合アプタマー＋単一部位標的タンパク質複合体を形成し；
　ｂ）該単一標的部位結合アプタマー＋非標的タンパク質結合アプタマー＋単一部位標的
タンパク質複合体を該プールから分離し；
　ｃ）該単一標的部位結合アプタマーおよび該非標的タンパク質結合アプタマーを該単一
部位標的タンパク質複合体から溶離し；
　ｄ）前の工程の溶離液に非標的タンパク質複合体を添加し、ここで工程ｃ）の溶離液中
に存在する非標的タンパク質結合アプタマーは該非標的タンパク質複合体に結合し、非標
的タンパク質結合アプタマー＋非標的タンパク質複合体を形成し；
　ｅ）該非標的タンパク質結合アプタマー＋非標的タンパク質複合体を前の工程の溶離液
から分離して該溶離液中の単一標的部位結合アプタマーを残し；そして
　ｆ）該単一標的部位結合アプタマーを該溶離液から分離し、場合によりさらに該単一標
的部位結合アプタマーを増幅する；
を含む、前記方法。
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【請求項７１】
単一標的部位結合アプタマーを用いてヘモグロビン、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫
グロブリンＭ（ＩｇＭ）およびアルブミンの１つに関して選択する、請求項７０に記載の
方法。
【請求項７２】
単一標的部位結合アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、４、５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４および１５から選択される、請求項７０に記載の方法。
【請求項７３】
単一部位標的タンパク質が固体支持体上に固定されている、請求項７０に記載の方法。
【請求項７４】
非標的タンパク質複合体が固体支持体上に固定されている、請求項７０に記載の方法。
【請求項７５】
固体支持体が磁性ビーズ、クロマトグラフィー用マトリックス、マイクロタイターディッ
シュまたはアレイを含む、請求項７０に記載の方法。
【請求項７６】
糖化ヘモグロビンに結合するアプタマーであって、該アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：
４および５からなる群から選択される核酸配列を含む、前記アプタマー。
【請求項７７】
糖化ヘモグロビンがヒトヘモグロビンである、請求項７６に記載のアプタマー。
【請求項７８】
アプタマーが、１００ｎＭ以下のヒトヘモグロビンに関する解離定数を有する、請求項７
６に記載のアプタマー。
【請求項７９】
アプタマーが少なくとも１つの化学修飾を含む、請求項７６に記載のアプタマー。
【請求項８０】
修飾が、糖の位置における化学的置換、ヌクレオチド間結合における化学的置換、および
塩基の位置における化学的置換からなる群から選択される、請求項７９に記載のアプタマ
ー。
【請求項８１】
有効量の請求項７６に記載のアプタマーまたはその塩、およびそのための支持体を含む、
試験試薬。
【請求項８２】
請求項７６に記載のアプタマーを含む、キット。
【請求項８３】
糖化ヘモグロビンに結合する本特許請求の範囲における請求項のいずれか１項に記載のア
プタマーであって、該アプタマーが、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４および５からなる群から選
択される核酸配列ならびに５’リンカーおよび３’リンカーの１以上を含む、前記アプタ
マー。
【請求項８４】
リンカーが自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）である、請求項８３に記載のアプタマー。
【請求項８５】
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４および５のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％の
同一性を有し、ヒト糖化ヘモグロビンに結合するアプタマー。
【請求項８６】
糖化ヘモグロビンの領域に特異的に結合することができるポリヌクレオチド配列を含む核
酸アプタマー分子にコンジュゲートされた自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を含む物質の組
成物であって、該ポリヌクレオチド配列がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４および５からなる群か
ら選択される、前記組成物。
【請求項８７】
アプタマー分子がＰＥＧ化されている、請求項８６に記載の組成物。
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【請求項８８】
ＰＥＧ化アプタマー分子が（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコ
ール）（ＰＥＧ３）を含む、前記の請求項に記載の組成物。
【請求項８９】
ＳＡＭ連結がジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）および（１
－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を用いて形
成される、請求項８６に記載の組成物。
【請求項９０】
非糖化ヘモグロビンに結合するアプタマーであって、該アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：６および７からなる群から選択される核酸配列を含む、前記アプタマー。
【請求項９１】
非糖化ヘモグロビンがヒトヘモグロビンである、請求項９０に記載のアプタマー。
【請求項９２】
アプタマーが、１００ｎＭ以下のヒトヘモグロビンに関する解離定数を有する、請求項９
０に記載のアプタマー。
【請求項９３】
アプタマーが少なくとも１つの化学修飾を含む、請求項９０に記載のアプタマー。
【請求項９４】
修飾が、糖の位置における化学的置換、ヌクレオチド間結合における化学的置換、および
塩基の位置における化学的置換からなる群から選択される、前記の請求項に記載のアプタ
マー。
【請求項９５】
有効量の請求項９０に記載のアプタマーまたはその塩、およびそのための支持体を含む、
試験試薬。
【請求項９６】
請求項９０に記載のアプタマーを含む、キット。
【請求項９７】
非糖化ヘモグロビンに結合する請求項９０に記載のアプタマーであって、該アプタマーが
、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６および７からなる群から選択される核酸配列ならびに５’リン
カーおよび３’リンカーの１以上を含む、前記アプタマー。
【請求項９８】
該リンカーが自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）である、前記の請求項に記載のアプタマー。
【請求項９９】
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６および７のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％の
同一性を有し、ヒト非糖化ヘモグロビンに結合するアプタマー。
【請求項１００】
非糖化ヘモグロビンの領域に特異的に結合することができるポリヌクレオチド配列を含む
核酸アプタマー分子にコンジュゲートされた自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を含む物質の
組成物であって、該ポリヌクレオチド配列がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６および７からなる群
から選択される、前記組成物。
【請求項１０１】
アプタマー分子がＰＥＧ化されている、請求項１００に記載の組成物。
【請求項１０２】
ＰＥＧ化アプタマー分子が（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコ
ール）（ＰＥＧ３）を含む、前記の請求項に記載の組成物。
【請求項１０３】
ＳＡＭ連結がジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）および（１
－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を用いて形
成される、請求項１００に記載の組成物。
【請求項１０４】
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糖化血清アルブミンに結合するアプタマーであって、該アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：３、８および９からなる群から選択される核酸配列を含む、前記アプタマー。
【請求項１０５】
該糖化血清アルブミンがヒト糖化血清アルブミンである、請求項１０４に記載のアプタマ
ー。
【請求項１０６】
アプタマーが、１００ｎＭ以下のヒト糖化血清アルブミンに関する解離定数を有する、請
求項１０４に記載のアプタマー。
【請求項１０７】
アプタマーが少なくとも１つの化学修飾を含む、請求項１０４に記載のアプタマー。
【請求項１０８】
修飾が、糖の位置における化学的置換、ヌクレオチド間結合における化学的置換、および
塩基の位置における化学的置換からなる群から選択される、前記の請求項に記載のアプタ
マー。
【請求項１０９】
有効量の請求項１０４に記載のアプタマーまたはその塩、およびそのための支持体を含む
、試験試薬。
【請求項１１０】
請求項１０４に記載のアプタマーを含む、キット。
【請求項１１１】
糖化血清アルブミンに結合する請求項１０４に記載のアプタマーであって、該アプタマー
がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、８および９からなる群から選択される核酸配列ならびに５’
リンカーおよび３’リンカーの１以上を含む、前記アプタマー。
【請求項１１２】
該リンカーが自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）である、前記の請求項に記載のアプタマー。
【請求項１１３】
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、８および９のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０
％の同一性を有し、ヒト糖化血清アルブミンに結合する、アプタマー。
【請求項１１４】
糖化血清アルブミンの領域に特異的に結合することができるポリヌクレオチド配列を含む
核酸アプタマー分子にコンジュゲートされた自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を含む物質の
組成物であって、該ポリヌクレオチド配列がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、８および９からな
る群から選択される、前記組成物。
【請求項１１５】
アプタマー分子がＰＥＧ化されている、前記の請求項に記載の組成物。
【請求項１１６】
ＰＥＧ化アプタマー分子が（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコ
ール）（ＰＥＧ３）を含む、前記の請求項に記載の組成物。
【請求項１１７】
ＳＡＭ連結がジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）および（１
－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を用いて形
成される、請求項１１４に記載の組成物。
【請求項１１８】
非糖化血清アルブミンに結合するアプタマーであって、該アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：１０、１１、１２、１３、１４および１５からなる群から選択される核酸配列を含む
、前記アプタマー。
【請求項１１９】
該非糖化血清アルブミンがヒト糖化血清アルブミンである、請求項１１８に記載のアプタ
マー。
【請求項１２０】
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アプタマーが、１００ｎＭ以下のヒト非糖化血清アルブミンに関する解離定数を有する、
請求項１１８に記載のアプタマー。
【請求項１２１】
アプタマーが少なくとも１つの化学修飾を含む、請求項１１８に記載のアプタマー。
【請求項１２２】
修飾が、糖の位置における化学的置換、ヌクレオチド間結合における化学的置換、および
塩基の位置における化学的置換からなる群から選択される、前記の請求項に記載のアプタ
マー。
【請求項１２３】
有効量の請求項１１８に記載のアプタマーまたはその塩、およびそのための支持体を含む
、試験試薬。
【請求項１２４】
請求項１１８に記載のアプタマーを含む、キット。
【請求項１２５】
非糖化血清アルブミンに結合する請求項１１８に記載のアプタマーであって、該アプタマ
ーがＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１１、１２、１３、１４および１５からなる群から選択
される核酸配列ならびに５’リンカーおよび３’リンカーの１以上を含む、前記アプタマ
ー。
【請求項１２６】
該リンカーが自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）である、前記の請求項に記載のアプタマー。
【請求項１２７】
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１１、１２、１３、１４および１５のいずれか１つの配列全
体に対して少なくとも７０％の同一性を有し、ヒト非糖化ヘモグロビンに結合する、アプ
タマー。
【請求項１２８】
非糖化血清アルブミンの領域に特異的に結合することができるポリヌクレオチド配列を含
む核酸アプタマー分子にコンジュゲートされた自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を含む物質
の組成物であって、該ポリヌクレオチド配列がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１１、１２、
１３、１４および１５からなる群から選択される、前記組成物。
【請求項１２９】
アプタマー分子がＰＥＧ化されている、前記の請求項に記載の組成物。
【請求項１３０】
ＰＥＧ化アプタマー分子が（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコ
ール）（ＰＥＧ３）を含む、前記の請求項に記載の組成物。
【請求項１３１】
ＳＡＭ連結がジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）および（１
－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を用いて形
成される、前記の請求項に記載の組成物。
【請求項１３２】
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４およ
び１５からなる群から選択される、精製および単離された非天然存在ＤＮＡ配列。
【請求項１３３】
試料中に存在し得る少なくとも１つの混乱させる物質の作用を低減するための方法であっ
て、以下の工程：
　ａ）該混乱させる物質の非特異的吸着を実質的に低減する／防ぐために十分な１以上の
親水性の基を該支持体上の非結合部位において組み込み、
　ｂ）アプタマーを該支持体に自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）連結を用いて連結し、該Ｓ
ＡＭ連結は該支持体上に官能化された表面を形成するための所望の連結間隔および／また
は連結長を有し、そして
　ｃ）ＳＰＲセンサーにより通常のＳＰＲ検出限界を超える分離距離においてアプタマー
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結合応答を検出する；
を含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　[0001]　この出願は２０１２年１月３１日に出願された米国仮出願シリアル番号６１／
５９３，０５４の利益を主張し、その全開示は参照により明確に本明細書に援用される。
【０００２】
　連邦政府により資金提供を受けた研究に関する記載
　[0002]　本発明は一切の政府支援なしでなされ、政府は本発明において権利を有しない
。
【０００３】
　配列リスト
　[0003]　本出願はＥＦＳ－ｗｅｂを介して提出された配列リストを含み、それは参照に
よりそのまま本明細書に援用される。２０１３年１月３１日に作成されたＡＳＣＩＩコピ
ーは４２０＿５３３５４＿ＳＥＱ＿ＬＩＳＴ＿Ｄ２０１２－１５．ｔｘｔと名付けられて
おり、大きさは３，８８８バイトである。
【０００４】
　技術分野および産業上の利用可能性
　[0004]　本発明は、アプタマーで官能化された（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ）表面
プラズモン共鳴（ＳＰＲ）センサー、その同じものを作る方法および用いる方法に関する
。
【背景技術】
【０００５】
　[0005]　以下の記述は本開示に関連する情報の要約を提供し、本明細書で提供された情
報または参照された刊行物のいずれかが特許請求される発明に対する先行技術であるとい
う容認ではない。
【０００６】
　[0006]　血液タンパク質の直接検出は、糖尿病における特異的なタンパク質の糖化の比
率のモニタリング、薬物研究および環境モニタリングのためのバイオマーカー、癌の診断
および処置等におけるようないくつかの科学的および臨床的適用に利益を与えることがで
きる。血液タンパク質に関する現在の臨床および実験室測定技法は、ボロネート親和性免
疫アッセイ、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、質量分析および毛細管に基づく
システムであり、それは時間がかかり、かつ費用がかかる。
【０００７】
　[0007]　より効率的かつ高速応答の測定法は、関連する適用領域に、特にリアルタイム
分析が可能な次世代の携帯可能な手持ち式の診断装置の開発に関して大きく利益を与え、
その領域を増進することができるであろう。近年では、いくつかの光学に基づく診断技法
、例えば近赤外分光法、旋光分析、光干渉断層撮影、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）、ラ
マンおよび蛍光分光法が血液構成要素をモニタリングするために研究されている。しかし
、これらの光学的方法の多くは、研究している試料中に存在し得る混乱させる（ｃｏｎｆ
ｏｕｎｄｉｎｇ）物質の作用により、それらの有用性が限られている。
【０００８】
　[0008]　高い特異性で標的分子に結合することができる核酸分子のインビトロ選択のた
めの１つの方法は一般にＳＥＬＥＸ（指数関数的増幅によるリガンドの系統的進化）とし
て知られており、“Nucleic Acid Ligands”と題された米国特許第５，４７５，０９６号
および“Nucleic Acid Ligands”と題された米国特許第５，２７０，１６３号において記
述されており、そのそれぞれは参照により具体的に本明細書に援用される。
【０００９】
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　[0009]　現在用いられているＳＥＬＥＸプロセスは有用であるが、より選択性の高いア
プタマーの選択をインビトロでの選択技法から生み出すことを可能とする改善されたプロ
セスが常に必要とされている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】米国特許第５，４７５，０９６号
【特許文献２】米国特許第５，２７０，１６３号
【発明の概要】
【００１１】
　[0010]　１つの広い観点において、本明細書において、支持体に連結されたアミン末端
または同様のものを有するアプタマープローブを含む、標的実体（ｅｎｔｉｔｙ）の存在
を検出するためのセンサーが提供され、ここで、そのセンサーがエネルギー源により励起
された際、以下のどちらかであり：ｉ）その標的実体およびそのアプタマープローブの間
の特異的な相互作用の非存在下ではベースラインシグナルが発せられ；またはｉｉ）その
標的実体およびそのアプタマープローブの間の特異的な相互作用の存在下では検出シグナ
ルが発せられ、ここでそのベースラインシグナルはその検出シグナルとは異なり、それに
よりその標的実体の選択的存在が検出される。
【００１２】
　[0011]　特定の態様において、そのアプタマープローブにはその標的実体と特異的に相
互作用するヌクレオチド配列が含まれる。
　[0012]　特定の態様において、その標的実体は、大きな生体分子、小さな生体分子、有
機分子、小分子、核酸、金属イオン、タンパク質、酵素、ペプチド、薬物、色素、癌細胞
、ウイルス、ホルモン、または微生物の１以上である。特定の態様において、そのタンパ
ク質は血液タンパク質である。
【００１３】
　[0013]　特定の態様において、そのアプタマープローブはアプタマーおよび結合したア
ミン部分を含む。
　[0014]　特定の態様において、そのアプタマープローブにはその支持体およびそのアミ
ン部分の間のＳＡＭリンカーが含まれる。
【００１４】
　[0015]　特定の態様において、そのアミン末端アプタマープローブは３－メルカプトプ
ロピオン酸（ＭＰＡ）によりその支持体に連結されている。
　[0016]　特定の態様において、そのセンサーはそのリンカーの特性に基づいてｐＭ～ｎ
Ｍの検出が可能である調整可能な検出可能範囲を有する。
【００１５】
　[0017]　広い観点において、本明細書において、以下の工程を含む、標的実体が試料中
に存在するかどうかを決定する方法が提供される：ｉ）その試料を本明細書で記述される
ようなセンサーと接触させ；ｉｉ）そのセンサーをエネルギー源により励起し；そしてｉ
ｉｉ）発せられたシグナルの強度を決定し、それによりその標的実体がその試料中に存在
するかどうかを決定する。
【００１６】
　[0018]　特定の態様において、そのエネルギー源は表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を用
いて測定される。
　[0019]　特定の態様において、その方法は１分未満の応答時間を有する。特定の態様に
おいて、その方法はおよそ周囲温度において１分未満の応答時間を有する。
【００１７】
　[0020]　別の広い観点において、本明細書において、本明細書で記述されるようなセン
サーおよびそのセンサーを含有する少なくとも１個の容器を含む標的実体の検出のための
キットが提供され、ここで試料をその容器に添加することができる。
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【００１８】
　[0021]　別の広い観点において、本明細書において、以下の工程を含む、センサーを作
るための方法が提供される：ｉ）自己組織化単分子膜（ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｅｄ　
ｍｏｎｏｌａｙｅｒ）（ＳＡＭ）リンカーを支持体に固定し；そしてｉｉ）アミン末端ア
プタマーをそのＳＡＭリンカーに固定する。
【００１９】
　[0022]　別の広い観点において、本明細書において、以下の工程を含む、センサーを作
るための方法が提供される：ｉ）支持体を自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）リンカーを用い
て官能化し；ｉｉ）工程ｉ）の官能化された支持体を、アミン部分がそのＳＡＭリンカー
上に固定されるのに十分なアミン部分を有する組成物に曝露し；ｉｉｉ）工程ｉｉ）のア
ミンで官能化された支持体を、アプタマーがそのアミン部分上で固定されるのに十分な少
なくとも１種類のアプタマーに曝露し；ｉｖ）場合により、非特異的に固定されたアプタ
マーを除去し；そしてｖ）工程ｉｉｉ）またはｉｖ）のアミン末端アプタマーで官能化さ
れた支持体を、そのアミン部分により活性化された占有されていないＳＡＭ部位をブロッ
キングするのに十分なブロッキング剤に曝露する。
【００２０】
　[0023]　特定の態様において、そのアミン部分を有する組成物は、Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミド（ＮＨＳ）およびＮ－（３－ジメチルアミノプロピル）－Ｎ－エチルカルボジ
イミド塩酸塩（ＥＤＣ）の１以上にカップリングされている。
【００２１】
　[0024]　別の観点において、本明細書において、本明細書で記述されるようなセンサー
用いて血液タンパク質を検出するための方法が提供される。
　[0025]　別の観点において、本明細書において、糖尿病療法指導における適用のための
糖化タンパク質の超高感度かつ選択的な検出および測定のための方法が提供される。１つ
の特定の態様において、その方法には表面プラズモン共鳴分光法の使用が含まれる。
【００２２】
　[0026]　別の態様において、この官能化法はラマンおよび蛍光分光法が含まれる他の感
知様式に適用可能であり、既存のモニタリング技術の性能をさらに向上させるために用い
ることができる。
【００２３】
　[0027]　別の観点において、本明細書において、血液タンパク質の特定の糖化形態を標
的とするアプタマーのインビトロ選択を最適化するための方法が提供される。１態様にお
いて、感度および選択性を標的特性に基づいて最適化するために表面官能化法が用いられ
る。
【００２４】
　[0028]　別の観点において、本明細書において、研究している試料中に存在し得る混乱
させる物質の作用をさらに低減するための方法が提供される。
　[0029]　さらに別の観点において、本明細書において、既存の大規模臨床計測手段と類
似の性能を達成することができる、頑強、低費用、かつ携帯式の感知プラットフォームが
提供される。加えて、その統合されたプラットフォームは、インスリン依存性糖尿病療法
へのコンプライアンスを評価することができる診断装置において有用である。その統合さ
れたプラットフォームは、医師の診療室において、または家庭環境においてのどちらでも
用いることができる低費用な手持ち式の装置を可能にする。その統合されたプラットフォ
ームは収集されたデータの即時分析も提供し、そうして介護者および／または患者がその
患者の長期グルコース調節コンプライアンスを評価することを可能にする。
【００２５】
　[0030]　別の広い観点において、本明細書において、少なくとも１ラウンドの指数関数
的増幅（ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ）によるリガンドの系統的進化（ＳＥＬＥＸ）濃縮（ｅ
ｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）プロトコルにおいて非標的候補（例えば非糖化候補）を導入し、そ
して少なくとも１回の第２ラウンドのＳＥＬＥＸプロトコルにおいてその非標的候補を導
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入して糖化および非糖化タンパク質形態の両方に対する親和性を有するアプタマー候補を
除去することを含む、定められた部位（例えば糖化タンパク質部位）に対して標的化され
たアプタマーを同定するための方法が提供される。
【００２６】
　[0031]　別の広い観点において、本明細書において、所望の連結間隔および／または連
結長を有する連結を用いる二成分自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）形成プロセスを用いるこ
とを含む、感度および／または選択性を標的および／またはアプタマー特性に基づいて最
適化するための表面官能化法が提供され、ここでその連結間隔および／または連結長の少
なくとも一方は、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）の感度および選択性を標的および／また
はアプタマー特性に基づいて最適化するように選択される。
【００２７】
　[0032]　別の観点において、本明細書において、１タイプ以上のアプタマーを自己組織
化単分子膜（ＳＡＭ）連結を有する支持体に連結することを含む、１種類以上の分析物に
関するセンサーの感度および／または選択性を最適化するための方法が提供され、そのＳ
ＡＭ連結はその支持体上に官能化された表面を形成するための所望の連結間隔および／ま
たは連結長を有する。その所望の連結間隔および／または連結長は、表面プラズモン共鳴
（ＳＰＲ）、ラマン分光法、または蛍光分光法の感度および選択性の少なくとも１つを分
析物および／またはアプタマーの特性に基づいて最適化するように選択することができる
。
【００２８】
　[0033]　特定の態様において、そのＳＡＭ連結の少なくとも１つの充填密度および／ま
たは長さは表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）シグナルに影響を及ぼす。
　[0034]　特定の態様において、連結は二成分ＳＡＭおよび還元脱着プロセスによる。
【００２９】
　[0035]　特定の態様において、その脱着プロセスは、その支持体の官能化された表面を
タンパク質吸着に耐性の物質に曝露してタンパク質のその官能化された支持体上での非特
異的な吸着を防ぐことを含む。
【００３０】
　[0036]　特定の態様において、そのタンパク質吸着耐性物質は（１－メルカプト－１１
－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を含む。
　[0037]　特定の態様において、そのＳＡＭ連結はチオールＳＡＭ固定法を用いることを
含み、ここでチオール化合物はそのアプタマーと安定な結合を形成することができるカル
ボキシ部分を有する。
【００３１】
　[0038]　特定の態様において、そのチオール化合物はジチオビス－Ｎ－スクシンイミジ
ルプロピオネート（ＤＴＳＰ）を含む。
　[0039]　特定の態様において、そのＳＡＭ連結はジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプ
ロピオネート（ＤＴＳＰ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレン
グリコール）（ＰＥＧ３）を用いて形成され、ここでＰＥＧ３はタンパク質の非特異的吸
着を防ぎ、ここでＤＴＳＰ上のカルボキシル部分はそのアプタマーと安定な結合を形成す
る。
【００３２】
　[0040]　特定の態様において、二成分ＳＡＭチオール溶液がそのＳＡＭ連結において用
いられる。
　[0041]　特定の態様において、その二成分ＳＡＭチオール溶液は、３－メルカプトプロ
ピオン酸（ＭＰＡ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコ
ール）（ＰＥＧ３）の１ｍＭエタノール溶液をその二成分ＳＡＭの総濃度を約１ｍＭで維
持しながら混合することにより調製される。
【００３３】
　[0042]　特定の態様において、ＭＰＡおよびＰＥＧ３は約２０：８０、約５０：５０ま
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たは約８０：２０の比率で存在する。
　[0043]　特定の態様において、その方法はさらに、還元脱着によりＭＰＡを排除してＰ
ＥＧ３を未変化（ｉｎｔａｃｔ）のままにし、そしてジチオビス－Ｎ－スクシンイミジル
プロピオネート（ＤＴＳＰ）をそのアプタマー上のアミノ基と共有結合させることを含み
、ここでそのアプタマーはＤＴＳＰにのみ結合し、ここで一方でＰＥＧ３は結合を一切形
成しない。
【００３４】
　[0044]　特定の態様において、そのアプタマーはそのＭＰＡ上に固定されることができ
るアミン修飾アプタマーを含む。
　[0045]　特定の態様において、その表面は約５ｎＭ～約１０００ｎＭの範囲の最適な動
力（ｄｙｎａｍｉｃ）を有する。
【００３５】
　[0046]　特定の態様において、そのセンサーには混合された長さのスペーサー層が含ま
れる。
　[0047]　特定の態様において、その混合された長さの層は３－メルカプトプロピオン酸
（ＭＰＡ）と組み合わせられた１１－メルカプトウンデカン酸（ＭＵＡ）を含む。
【００３６】
　[0048]　特定の態様において、その表面に直接結合して自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）
を形成することができる水溶性チオール含有アミノ酸が用いられる。特定の態様において
、そのアミノ酸はシステインを含む。
【００３７】
　[0049]　別の観点において、本明細書において、以下の工程を含む、１種類以上の分析
物のためのセンサーを形成するための方法が提供される：３－メルカプトプロピオン酸（
ＭＰＡ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（Ｐ
ＥＧ３）からなる二成分を支持体上に吸着させ；工程ａ）の支持体からＭＰＡを還元脱着
させ；工程ｂ）の支持体をＤＴＳＰ溶液中に浸漬してその支持体上にＤＴＳＰ層を形成し
；少なくとも１タイプのアプタマーを工程ｃ）の支持体上で固定し；そして、工程ｄ）の
支持体上のＰＥＧ３から未結合のアプタマーを除去し、そうしてその支持体のＤＴＳＰ層
に付着したアプタマーを残す。
【００３８】
　[0050]　別の観点において、本明細書において、以下の工程を含む、１種類以上の分析
物のためのセンサーを形成するための方法が提供される：３－メルカプトプロピオン酸（
ＭＰＡ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（Ｐ
ＥＧ３）からなる二成分をエタノール溶液中で金表面支持体上に吸着させ；０．５Ｍ　Ｋ
ＯＨ溶液中でその支持体からＭＰＡを還元脱着させ、ここでＭＰＡおよびＰＥＧ３の相分
離した二成分自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）中の吸着したＭＰＡは、その溶液に－１．２
Ｖの電位を３０分間かけることにより選択的に還元され；その上にＰＥＧ３層を有する支
持体を１ｍＭ　ＤＳＴＰ溶液中に浸漬してその上にＤＴＳＰ層を形成し；少なくとも１タ
イプのアプタマーをその支持体上で固定し；そしてその支持体上のＰＥＧ３からアプタマ
ーを除去し、そうしてその支持体のＤＴＳＰ層に付着したアプタマーを残す。
【００３９】
　[0051]　特定の態様において、その支持体は金表面を有する。
　[0052]　特定の態様において、その分析物は血液または血清中のタンパク質の糖化形態
を含む。
【００４０】
　[0053]　特定の態様において、その方法は、総血清タンパク質レベルから特定の糖化タ
ンパク質の割合を決定することを含む。
　[0054]　特定の態様において、その分析物は、ヒトヘモグロビン、ヒト血清アルブミン
（ＨＳＡ）が含まれるアルブミン、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリンＭ（Ｉ
ｇＭ）、フィブリノーゲン、および／またはその断片の１以上の非糖化および／または糖



(17) JP 2015-507199 A 2015.3.5

10

20

30

40

50

化形態を含む。
【００４１】
　[0055]　特定の態様において、その分析物は少なくとも１種類の第２分析物と異なる半
減期を有する少なくとも１種類の第１分析物を含み、その方法はさらに、その第１および
第２分析物を定量化して１以上の期間にわたるその第１および第２分析物のレベルに関す
る遡及判定を提供することを含む。
【００４２】
　[0056]　特定の態様において、その第１分析物はヘモグロビンを含み、その第２分析物
はＩｇＭを含む。
　[0057]　特定の態様において、その分析物は少なくとも１種類の第１分析物、少なくと
も１種類の第２分析物および少なくとも１種類の第３分析物を含み、その第１、第２およ
び第３分析物のそれぞれは異なる半減期を有し、その方法はさらに、その第１、第２およ
び第３分析物を定量化して１以上の期間にわたるその第１、第２および第３分析物のレベ
ルに関する遡及判定を提供することを含む。
【００４３】
　[0058]　特定の態様において、その第１分析物はヘモグロビンを含み、その第２分析物
はＩｇＭを含み、その第３分析物はアルブミンを含む。
　[0059]　特定の態様において、その方法は過去の平均グルコースレベルをモニタリング
するために有用であり、その方法は以下の工程を含む：本明細書で記述される方法により
形成されたセンサーを血液試料と接触させ；その血液中のそのタンパク質の糖化形態の量
を決定し；そしてその血液試料中に糖化形態で存在するそのタンパク質の量を、所与の時
間フレームに関して対照グルコースレベルに関連付ける。
【００４４】
　[0060]　特定の態様において、そのタンパク質の糖化形態の量は、表面プラズモン共鳴
（ＳＰＲ）を用いて決定される。
　[0061]　別の観点において、本明細書において、１種類以上の分析物の存在を決定する
ためのセンサーが提供され、ここでそのセンサーは本明細書で記述される方法のいずれか
１つにより形成される。
【００４５】
　[0062]　特定の態様において、そのアプタマーには特定の分析物と相互作用することが
できるヌクレオチド配列が含まれる。
　[0063]　特定の態様において、そのセンサーは、大きな生体分子、小さな生体分子、有
機分子、小分子、核酸、金属イオン、タンパク質、酵素、ペプチド、薬物、色素、癌細胞
、ウイルス、ホルモン、または微生物から選択される１種類以上の分析物と相互作用する
ことができる。
【００４６】
　[0064]　特定の態様において、その分析物は、生物学的試料、環境試料、化学的試料、
薬学的試料、食品試料、農業試料、および獣医学的試料の１以上である。
　[0065]　特定の態様において、そのタンパク質は血液タンパク質である。
【００４７】
　[0066]　特定の態様において、そのセンサーはそのリンカーの特性に基づいてｐＭ～ｎ
Ｍの検出が可能である調整可能な検出可能範囲を有する。
　[0067]　特定の態様において、そのセンサーは１分未満の応答時間を有する。
【００４８】
　[0068]　特定の態様において、そのセンサーはおよそ室温において１分未満の応答時間
を有する。
　[0069]　別の観点において、本明細書において、本明細書で記述されるようなセンサー
およびそのセンサーを含有する少なくとも１個の容器を含む、１種類以上の分析物の検出
のためのキットが提供され、ここで試料をその容器に添加することができる。
【００４９】
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　[0070]　別の観点において、本明細書において、以下の工程を含む、試料中に存在し得
る少なくとも１種類の混乱させる物質の作用を低減するための方法が提供される：その混
乱させる物質の非特異的吸着を実質的に低減する／防ぐために十分な１以上の親水性の基
をその支持体上の非結合部位において組み込み、アプタマーをその支持体に自己組織化単
分子膜（ＳＡＭ）連結を用いて連結し、そのＳＡＭ連結はその支持体上に官能化された表
面を形成するための所望の連結間隔および／または連結長を有し、そしてＳＰＲセンサー
により通常のＳＰＲ検出限界を超える分離距離においてアプタマー結合応答を検出する。
【００５０】
　[0071]　本明細書において、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）分光法およびカスタム開発
したアプタマーに基づく官能化されたセンサー表面を用いて試験環境中の１種類以上の標
的分子またはその断片を検出および／または定量化する方法も記述する。その方法は、ヘ
モグロビンの半減期より短い半減期を有する標的分子が含まれるがそれらに限定されない
大きな範囲の半減期を有するそのような分子の検出および／または測定を可能にする。さ
らに、その方法は、蛍光色素または光架橋のようなタグまたは標識を用いずに実施するこ
とができる。その方法はまた、低い試料消費を有し、速い応答時間（一般に数秒）を提供
し、これはそれを糖血症のコンプライアンスの評価における適用に関して有用なものにす
る。
【００５１】
　[0072]　別の観点において、本明細書において、自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）連結に
より支持体に連結された１タイプ以上のアプタマーを含むセンサーであって、そのＳＡＭ
連結がその支持体上に官能化された表面を形成するための所望の連結間隔および／または
連結長を有し、その所望の連結間隔および／または連結長は表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ
）、ラマン分光法、または蛍光分光法の感度および選択性を分析物および／またはアプタ
マーの特性に基づいて最適化するように選択されているセンサーが提供される。
【００５２】
　[0073]　特定の態様において、そのＳＡＭ連結の少なくとも１つの充填密度および／ま
たは長さは表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）シグナルに影響を及ぼす。
　[0074]　特定の態様において、その連結は二成分ＳＡＭおよび還元脱着プロセスによる
。
【００５３】
　[0075]　特定の態様において、その支持体の官能化された表面は、タンパク質のその官
能化された表面上での非特異的な吸着を防ぐために十分なタンパク質吸着に耐性の物質に
曝露させてある。
【００５４】
　[0076]　特定の態様において、そのタンパク質吸着耐性物質は（１－メルカプト－１１
－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を含む。
　[0077]　そのＳＡＭ連結は、そのアプタマーと安定な結合を形成することができるカル
ボキシ部分を有するチオール化合物を含む。
【００５５】
　[0078]　特定の態様において、そのチオール化合物はジチオビス－Ｎ－スクシンイミジ
ルプロピオネート（ＤＴＳＰ）を含む。
　[0079]　特定の態様において、そのＳＡＭ連結はジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプ
ロピオネート（ＤＴＳＰ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレン
グリコール）（ＰＥＧ３）を用いて形成され、ここでＰＥＧ３はタンパク質の非特異的吸
着を防ぎ、ここでＤＴＳＰ上のカルボキシル部分はそのアプタマーと安定な結合を形成す
る。
【００５６】
　[0080]　特定の態様において、二成分ＳＡＭチオール溶液がそのＳＡＭ連結において用
いられる。
　[0081]　特定の態様において、その二成分ＳＡＭチオール溶液は、３－メルカプトプロ
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ピオン酸（ＭＰＡ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコ
ール）（ＰＥＧ３）の１ｍＭエタノール溶液をその二成分ＳＡＭの総濃度を約１ｍＭで維
持しながら混合することにより調製される。
【００５７】
　[0082]　特定の態様において、ＭＰＡおよびＰＥＧ３は約２０：８０、約５０：５０ま
たは約８０：２０の比率で存在する。
　[0083]　特定の態様において、そのＭＰＡが還元脱着により排除されてＰＥＧ３が未変
化のままになっており；そしてジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴ
ＳＰ）がそのアプタマー上のアミノ基と結合しており、そしてＰＥＧ３は結合を一切形成
しない。
【００５８】
　[0084]　特定の態様において、そのアプタマーは３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ
）上に固定されることができるアミン修飾アプタマーを含む。
　[0085]　特定の態様において、その表面は約５ｎＭ～約１０００ｎＭの範囲の最適な動
力を有する。
【００５９】
　[0086]　特定の態様において、そのセンサーには混合された長さのスペーサー層が含ま
れる。
　[0087]　特定の態様において、その混合された長さの層は３－メルカプトプロピオン酸
（ＭＰＡ）と組み合わせられた１１－メルカプトウンデカン酸（ＭＵＡ）を含む。
【００６０】
　[0088]　特定の態様において、そのＳＡＭ連結はその支持体の表面に直接結合すること
ができる水溶性チオール含有アミノ酸を含む。
　[0089]　特定の態様において、そのアミノ酸はシステインを含む。
【００６１】
　[0090]　別の観点において、本明細書において、少なくともその支持体の表面が金であ
るセンサーが提供される。
　[0091]　特定の態様において、そのセンサーは血液中のタンパク質の糖化形態からなる
分析物を感知するために設計されている。
【００６２】
　[0092]　特定の態様において、そのセンサーは総血清タンパク質レベルから特定の糖化
タンパク質の割合を決定するために設計されている。
　[0093]　特定の態様において、その分析物はヒトヘモグロビン、ヒト血清アルブミン（
ＨＳＡ）が含まれるアルブミン、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリンＭ（Ｉｇ
Ｍ）、フィブリノーゲン、および／またはその断片の１以上を含み、その分析物は糖化お
よび／または非糖化形態である。
【００６３】
　[0094]　特定の態様において、その分析物は少なくとも１種類の第２分析物と異なる半
減期を有する少なくとも１種類の第１分析物を含む。
　[0095]　特定の態様において、その第１分析物はヘモグロビンからなり、その第２分析
物は免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）からなり；そして、ここでその第１分析物または第２分
析物のいずれかが糖化または非糖化形態で存在する。
【００６４】
　[0096]　特定の態様において、その分析物は少なくとも１種類の第１分析物、少なくと
も１種類の第２分析物および少なくとも１種類の第３分析物を含み、その第１、第２およ
び第３分析物のそれぞれは異なる半減期を有する。
【００６５】
　[0097]　特定の態様において、その第１分析物はヘモグロビンからなり、その第２分析
物はＩｇＭからなり、その第３分析物はアルブミンからなり；ここでその第１分析物、第
２分析物または第３分析物の１以上は糖化または非糖化形態で存在する。
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【００６６】
　[0098]　別の観点において、本明細書において、以下の工程により過去の平均血中分析
物レベルをモニタリングするための本明細書で記述されるセンサーのいずれか１つの使用
が提供される：本明細書で記述される方法により形成されたセンサーを血液試料と接触さ
せ；その血液中のその分析物の糖化形態の量を決定し；そしてその血液試料分析物中に糖
化形態で存在するその分析物の量を、所与の時間フレームに関して対照レベルに関連付け
る。
【００６７】
　[0099]　特定の態様において、そのタンパク質の糖化形態の量は、表面プラズモン共鳴
（ＳＰＲ）を用いて決定される。
　[00100]　特定の態様において、そのアプタマーには特定の分析物と相互作用すること
ができるヌクレオチド配列が含まれる。
【００６８】
　[00101]　特定の態様において、そのセンサーは、大きな生体分子、小さな生体分子、
有機分子、小分子、核酸、金属イオン、タンパク質、酵素、ペプチド、薬物、色素、癌細
胞、ウイルス、ホルモン、または微生物から選択される１種類以上の分析物と相互作用す
ることができる。
【００６９】
　[00102]　特定の態様において、その分析物は、生物学的試料、環境試料、化学的試料
、薬学的試料、食品試料、農業試料、および獣医学的試料の１以上である。
　[00103]　特定の態様において、その分析物は血液タンパク質である。
【００７０】
　[00104]　特定の態様において、そのセンサーはそのリンカーの特性に基づいてｐＭ～
ｎＭの検出が可能である調整可能な検出可能範囲を有する。
　[00105]　特定の態様において、そのセンサーは１分未満の応答時間を有する。
【００７１】
　[00106]　特定の態様において、そのセンサーはおよそ室温において１分未満の応答時
間を有する。
　[00107]　特定の態様において、そのセンサーにはアプタマーが含まれ、ここでそのア
プタマーはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１
４および１５のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％の同一性を有するＤＮ
Ａ配列を含む。
【００７２】
　[00108]　別の観点において、本明細書において、本明細書で記述されるセンサーのい
ずれか１つ以上およびそのセンサーが含まれる少なくとも１個の容器を含む１種類以上の
分析物の検出のためのキットが提供され、ここで試料をその容器に添加することができる
。
【００７３】
　[00109]　特定の態様において、そのキットはさらに、１個以上の固体支持体、そのセ
ンサーを溶離液から分離するための１種類以上の分離剤、およびアプタマーをそのセンサ
ーから分離するための１種類以上の試薬を含む。
【００７４】
　[00110]　別の観点において、本明細書において、以下の工程を含む、その中に単一標
的部位結合アプタマーおよび非標的タンパク質結合アプタマーを有する核酸のプールから
単一標的部位結合アプタマーを同定する方法が提供される：
　ａ）核酸のプールに単一部位標的タンパク質複合体を添加し、ここでそのプール中に存
在する単一標的部位結合アプタマーおよび非標的タンパク質結合アプタマーの両方がその
単一部位標的タンパク質複合体に結合し、単一標的部位結合アプタマー＋非標的タンパク
質結合アプタマー＋単一部位標的タンパク質複合体を形成し；
　ｂ）その単一標的部位結合アプタマー＋非標的タンパク質結合アプタマー＋単一部位標
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的タンパク質複合体をそのプールから分離し；
　ｃ）その単一標的部位結合アプタマーおよびその非標的タンパク質結合アプタマーをそ
の単一部位標的タンパク質複合体から溶離し；
　ｄ）前の工程の溶離液に非標的タンパク質複合体を添加し、ここで工程ｃ）の溶離液中
に存在する非標的タンパク質結合アプタマーはその非標的タンパク質複合体に結合し、非
標的タンパク質結合アプタマー＋非標的タンパク質複合体を形成し；
　ｅ）その非標的タンパク質結合アプタマー＋非標的タンパク質複合体を前の工程の溶離
液から分離してその溶離液中の単一標的部位結合アプタマーを残し；そして、
　ｆ）その単一標的部位結合アプタマーをその溶離液から分離し、場合によりさらにその
単一標的部位結合アプタマーを増幅する。
【００７５】
　[00111]　特定の態様において、その単一標的部位結合アプタマーを用いて、ヘモグロ
ビン、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）およびアルブミンの１
つに関して選択する。
【００７６】
　[00112]　特定の態様において、その単一標的部位結合アプタマーはＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４および１５から選択さ
れる。
【００７７】
　[00113]　特定の態様において、その単一部位標的タンパク質は固体支持体上に固定さ
れている。
　[00114]　特定の態様において、その非標的タンパク質複合体は固体支持体上に固定さ
れている。
【００７８】
　[00115]　特定の態様において、その固体支持体は磁性ビーズ、クロマトグラフィー用
マトリックス、マイクロタイターディッシュまたはアレイを含む。
　[00116]　別の観点において、本明細書において、糖化ヘモグロビンに結合するアプタ
マーが提供され、ここでそのアプタマーはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４および５からなる群か
ら選択される核酸配列を含む。
【００７９】
　[00117]　特定の態様において、その糖化ヘモグロビンはヒトヘモグロビンである。
　[00118]　特定の態様において、そのアプタマーは１００ｎＭ以下のヒトヘモグロビン
に関する解離定数を有する。
【００８０】
　[00119]　別の観点において、本明細書において、糖化ヘモグロビンに結合する本明細
書で記述されるアプタマーが提供され、ここでそのアプタマーはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４
および５からなる群から選択される核酸配列ならびに５’リンカーおよび３’リンカーの
１以上を含む。
【００８１】
　[00120]　特定の態様において、そのリンカーは自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）である
。
　[00121]　別の観点において、本明細書において、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４および５の
いずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％の同一性を有し、ヒト糖化ヘモグロビ
ンに結合するアプタマーが提供される。
【００８２】
　[00122]　別の観点において、本明細書において、糖化ヘモグロビンのある領域に特異
的に結合することができるポリヌクレオチド配列を含む核酸アプタマー分子にコンジュゲ
ートされた自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を含む物質の組成物が提供され、ここでそのポ
リヌクレオチド配列はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４および５からなる群から選択される。
【００８３】
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　[00123]　別の観点において、本明細書において、非糖化ヘモグロビンに結合するアプ
タマーが提供され、ここでそのアプタマーはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６および７からなる群
から選択される核酸配列を含む。
【００８４】
　[00124]　特定の態様において、その非糖化ヘモグロビンはヒトヘモグロビンである。
　[00125]　特定の態様において、そのアプタマーは１００ｎＭ以下のヒトヘモグロビン
に関する解離定数を有する。
【００８５】
　[00126]　別の観点において、本明細書において、非糖化ヘモグロビンに結合するアプ
タマーが提供され、ここでそのアプタマーはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６および７からなる群
から選択される核酸配列ならびに５’リンカーおよび３’リンカーの１以上を含む。
【００８６】
　[00127]　特定の態様において、そのリンカーは自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）である
。
　[00128]　別の観点において、本明細書において、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６および７の
いずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％の同一性を有し、ヒト非糖化ヘモグロ
ビンに結合するアプタマーが提供される。
【００８７】
　[00129]　別の観点において、本明細書において、非糖化ヘモグロビンのある領域に特
異的に結合することができるポリヌクレオチド配列を含む核酸アプタマー分子にコンジュ
ゲートされた自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を含む物質の組成物が提供され、ここでその
ポリヌクレオチド配列はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６および７からなる群から選択される。
【００８８】
　[00130]　別の観点において、本明細書において、糖化血清アルブミンに結合するアプ
タマーが提供され、ここでそのアプタマーはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、８および９からな
る群から選択される核酸配列を含む。
【００８９】
　[00131]　特定の態様において、その糖化血清アルブミンはヒト糖化血清アルブミンで
ある。
　[00132]　特定の態様において、そのアプタマーは１００ｎＭ以下のヒト糖化血清アル
ブミンに関する解離定数を有する。
【００９０】
　[00133]　別の観点において、本明細書において、糖化血清アルブミンに結合するアプ
タマーが提供され、ここでそのアプタマーはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、８および９からな
る群から選択される核酸配列ならびに５’リンカーおよび３’リンカーの１以上を含む。
【００９１】
　[00134]　特定の態様において、そのリンカーは自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）である
。
　[00135]　別の観点において、本明細書において、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、８および
９のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％の同一性を有し、ヒト糖化血清ア
ルブミンに結合するアプタマーが提供される。
【００９２】
　[00136]　別の観点において、本明細書において、糖化血清アルブミンのある領域に特
異的に結合することができるポリヌクレオチド配列を含む核酸アプタマー分子にコンジュ
ゲートされた自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を含む物質の組成物が提供され、ここでその
ポリヌクレオチド配列はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、８および９からなる群から選択される
。
【００９３】
　[00137]　別の観点において、本明細書において、非糖化血清アルブミンに結合するア
プタマーが提供され、ここでそのアプタマーはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１１、１２、
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１３、１４および１５からなる群から選択される核酸配列を含む。
【００９４】
　[00138]　特定の態様において、その非糖化血清アルブミンはヒト非糖化血清アルブミ
ンである。
　[00139]　特定の態様において、そのアプタマーは１００ｎＭ以下のヒト非糖化血清ア
ルブミンに関する解離定数を有する。
【００９５】
　[00140]　別の観点において、本明細書において、非糖化血清アルブミンに結合するア
プタマーが提供され、ここでそのアプタマーはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１１、１２、
１３、１４および１５からなる群から選択される核酸配列ならびに５’リンカーおよび３
’リンカーの１以上を含む。
【００９６】
　[00141]　特定の態様において、そのリンカーは自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）である
。
　[00142]　別の観点において、本明細書において、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１１、
１２、１３、１４および１５のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％の同一
性を有し、ヒト非糖化血清アルブミンに結合するアプタマーが提供される。
【００９７】
　[00143]　別の観点において、本明細書において、非糖化血清アルブミンのある領域に
特異的に結合することができるポリヌクレオチド配列を含む核酸アプタマー分子にコンジ
ュゲートされた自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を含む物質の組成物が提供され、ここでそ
のポリヌクレオチド配列はＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１１、１２、１３、１４および１
５からなる群から選択される。
【００９８】
　[00144]　特定の態様において、そのアプタマーは少なくとも１個の化学修飾を含む。
　[00145]　特定の態様において、その修飾は、糖の位置における化学的置換、ヌクレオ
チド間結合における化学的置換、および塩基の位置における化学的置換からなる群から選
択される。
【００９９】
　[00146]　別の観点において、本明細書において、有効量の本明細書で記述されるアプ
タマー、またはその塩、およびそのための支持体を含む試験試薬が提供される。
　[00147]　別の観点において、本明細書において、少なくとも１種類の本明細書で記述
されるようなアプタマーを含むキットが提供される。
【０１００】
　[00148]　特定の態様において、そのアプタマーはＰＥＧ化されている。
　[00149]　特定の態様において、そのＰＥＧ化されたアプタマー分子には（１－メルカ
プト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）が含まれる。
【０１０１】
　[00150]　特定の態様において、そのＳＡＭ連結はジチオビス－Ｎ－スクシンイミジル
プロピオネート（ＤＴＳＰ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレ
ングリコール）（ＰＥＧ３）を用いて形成される。
【０１０２】
　[00151]　特定の態様において、そのアプタマーは少なくとも１個の化学修飾を含む。
　[00152]　特定の態様において、その修飾は、糖の位置における化学的置換、ヌクレオ
チド間結合における化学的置換、および塩基の位置における化学的置換からなる群から選
択される。
【０１０３】
　[00153]　有効量の１種類以上の本明細書で記述されるアプタマーまたはその塩、およ
びそのための支持体を含む試験試薬。
　[00154]　１種類以上の本明細書で記述されるアプタマーを含むキット。
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【０１０４】
　[00155]　別の観点において、本明細書において、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、４、５、
６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４および１５からなる群から選択される精
製および単離された非天然存在ＤＮＡ配列が提供される。
【０１０５】
　[00156]　別の観点において、本明細書において、以下の工程を含む、試料中に存在し
得る少なくとも１種類の混乱させる物質の作用を低減するための方法が提供される：ａ）
その混乱させる物質の非特異的吸着を実質的に低減する／防ぐために十分な１以上の親水
性の基をその支持体上の非結合部位において組み込み、ｂ）アプタマーをその支持体に自
己組織化単分子膜（ＳＡＭ）連結を用いて連結し、そのＳＡＭ連結はその支持体上に官能
化された表面を形成するための所望の連結間隔および／または連結長を有し、そしてｃ）
ＳＰＲセンサーにより通常のＳＰＲ検出限界を超える分離距離においてアプタマー結合応
答を検出する。
【０１０６】
　[00157]　本発明の他のシステム、方法、特徴、および利点は、以下の図面および詳細
な記述を吟味すれば当業者には明らかであり、または明らかになるであろう。全てのその
ような追加のシステム、方法、特徴、および利点はこの記述の範囲内に含まれ、本発明の
範囲内であり、そして添付の特許請求の範囲により保護されることが意図されている。
【０１０７】
　[00158]　本特許または出願書類は、１個以上のカラーで作成された図面および／また
は１個以上の写真を含んでいてよい。カラーの図面（単数または複数）および／または写
真（単数または複数）を有するこの特許または特許出願刊行物のコピーは、請求および必
要な料金の支払いに応じて特許庁により提供されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【０１０８】
【図１】[00159]　図１：感知表面官能化法の模式図。
【図２】[00160]　図２：５ｍＭ　Ｆｅ（ＣＮ）６

３－／Ｆｅ（ＣＮ）６
４－　（カラム

Ａ）むき出しの（Ｂａｒｅ）Ａｕ；（カラムＢ）Ａｕ／ＭＰＡ／ＥＤＣ－ＮＨＳ／ＥＡ／
ＰＰＡ；（カラムＣ）Ａｕ／ＭＰＡ／ＥＤＣ－ＮＨＳ／ＥＡ／ＰＰＡ／ＡＰＴ１を含有す
る１００ｍＭ　ＰＢ溶液（ｐＨ７．２）中で得られたインピーダンススペクトルのナイキ
ストプロット。右のプロットはそれぞれの層の（Ｒｅｔ）を示す。インピーダンススペク
トルは０．１Ｈｚから１００ｋＨｚまでの周波数範囲において５ｍＶ　ｒｍｓの電位振幅
で１０倍あたり１０点（１０　ｐｏｉｎｔｓ　ｐｅｒ　ｄｅｃａｄｅ）で集められた。
【図３】[00161]　図３：磁性ビーズカップリング法によるｍｏｌでのアプタマー／トロ
ンビン結合比を示すグラフ。
【図４】[00162]　図４：むき出しのＡｕおよびアプタマーで修飾されたセンサーのＳＰ
Ｒ応答を示すグラフ。全てのデータの点は３つの実験データの読み取りから平均された。
試料はトロンビンのみ（上のプロット）および４００ｎＭ　ＢＳＡを伴うトロンビン（下
のプロット）であった。はめ込みプロットは、より低い濃度でのよりよい可視化を可能に
するために対数スケールでプロットされた同じデータである。
【図５】[00163]　図５：４００ｎＭ　ＢＳＡ（ＢＳＡ群）、５００ｎＭトロンビン（ト
ロンビン群）、および４００ｎＭ　ＢＳＡを伴う５００ｎＭトロンビン（トロンビン＋Ｂ
ＳＡ群）に関する異なる感知表面のＳＰＲ応答を示すグラフ。エラーバーは、３つの新し
く調製された試料から決定された値の標準偏差を表す。
【図６】[00164]　図６：４００ｎＭ　ＢＳＡを伴う、および伴わない５０ｎＭ、２５０
ｎＭ、５００ｎＭトロンビンに関する異なる感知表面のＳＰＲ応答を示すグラフ、上の軸
（ＡＰＴ１）、下の軸（ＡＰＴ２）；下の軸のゼロの位置は、重なり合っているであろう
データの点をよりよく識別するために意図的にシフトさせてある。
【図７】[00165]　図７：励起された表面プラズモンの模式図。
【図８ａ】[00166]　図８ａ：クレッチマン配置でのＳＰＲの模式図。
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【図８ｂ】[00167]　図８ｂ：屈折率の変化による共鳴角のシフトの模式図。
【図９】[00168]　図９：ＨｂＡ１ｃのＳＰＲ感知表面に付着したＳＡＭ表面上に固定さ
れたアプタマーとの結合の模式図（上）；および、屈折率の変化による共鳴角のシフトの
模式図（下）。
【図１０】[00169]　図１０：異なる糖化レベルのＨＳＡに関するＳＰＲ応答を示すグラ
フ（％パーセント比；糖化／総タンパク質）。注釈：それぞれの試料の総タンパク質濃度
は、１μｇ／ｍＬ総タンパク質のレベルで一定である。（緑）アプタマーで官能化された
表面、（赤）むき出しのＡｕ表面。
【図１１】[00170]　図１１ａ～１１ｅ：ＤＴＳＰ－ＰＥＧ３二成分ＳＡＭ形成に関する
還元脱着の模式図：（図１１ａ）ＭＰＡおよびＰＥＧ３のＡｕ上での同時吸着；（図１１
ｂ）ＭＰＡの還元脱着；（図１１ｃ）ＤＴＳＰの吸着；（図１１ｄ）アプタマーの固定；
および、（図１１ｅ）ＰＥＧ３からのアプタマーの除去。
【図１２】[00171]　図１２：ＳＥＬＥＸプロセスに関するＭＢ対抗選択の模式図。
【発明を実施するための形態】
【０１０９】
　[00172]　この開示全体を通して、様々な刊行物、特許および公開された特許明細書は
同定する引用により参照される。これらの刊行物、特許および公開された特許明細書の開
示は、この発明が属する技術分野の技術水準をより完全に記述するために、本開示中に参
照により本明細書に援用される。
【０１１０】
　[00173]　定義
　[00174]　この明細書において引用される全ての刊行物、公開された特許文書、および
特許出願は、本発明が属する技術分野（単数または複数）における技術のレベルを示して
いる。本明細書で引用される全ての刊行物、公開された特許文書、および特許出願は、あ
たかもそれぞれの個々の刊行物、公開された特許文書、または特許出願が具体的に、かつ
個別に参照により援用されることが示されたのと同程度まで参照により本明細書に援用さ
れる。
【０１１１】
　[00175]　特許請求の範囲を含め、この明細書で用いられる際、単数形“ａ”、“ａｎ
”、および“ｔｈｅ”には、内容が明確に別途指示しない限り、複数の言及も含まれ、“
少なくとも１”および“１以上”と互換的に用いられている。すなわち、“アプタマー（
単数）”への言及にはアプタマー（複数）の混合物が含まれ、“核酸（複数）”への言及
には核酸（複数）の混合物が含まれる、等。
【０１１２】
　[00176]　本明細書で用いられる際、用語“約”は、数値が関連する項目の基本的な機
能が変わらないような、数値の重要でない修正または変動を表す。
　[00177]　本明細書で用いられる際、用語“含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）”、“含むこ
と（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）”、“含まれる（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）”、“含まれること（
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）”、“含有する（ｃｏｎｔａｉｎｓ）”、“含有すること（ｃｏｎ
ｔａｉｎｉｎｇ）”、およびそれらのあらゆる変形は非排他的な包含を含むことが意図さ
れており、従って、要素もしくは要素のリストを含む、要素もしくは要素のリストが含ま
れる、または要素もしくは要素のリストを含有する問題のプロセス、方法、プロダクトバ
イプロセス、または組成物には、それらの要素のみが含まれるのでなく、問題のそのよう
なプロセス、方法、プロダクトバイプロセス、または組成物に明確に列挙されていない、
または本来備わっていない他の要素も含まれてよい。
【０１１３】
　[00178]　用語“アプタマー”は、本明細書で用いられる際、特定の標的実体に結合す
ることができるオリゴ核酸またはペプチド分子を示す。一般に、アプタマーは、小分子、
例えば薬物および色素から複雑な生物学的分子、例えば酵素、ペプチド、およびタンパク
質までに及ぶ様々な標的化合物に関するそれらの高い親和性および選択性のため、抗体模
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倣物の役目を果たすことができる人工オリゴヌクレオチドである。特定の標的化合物に関
するカスタムアプタマーを、指数関数的増幅によるリガンドの系統的進化（ＳＥＬＥＸ）
と呼ばれるインビトロの反復プロセスにより、ランダムオリゴヌクレオチドライブラリー
から同定することができる。ＳＥＬＥＸプロセスの例に関して、参照によりそのまま本明
細書に援用される米国特許第５，２７０，１６３号；第５，４７５，０９６号；および第
５，５６７，５８８号を参照。
【０１１４】
　[00179]　アプタマーは、抗体と類似して、それらの標的化合物に特異的な受容体の役
目を果たす３Ｄ構造を形成することができる。アプタマーは、広い範囲のｐＨおよび塩濃
度に対する許容性、熱安定性、合成の容易さ、および費用効率のような、抗体を超えるい
くつかの利点も有する。アプタマーの特異性および親和性は、抗体よりも高くないとして
も、抗体と同等である。アプタマーは標的化合物の放出のために可逆的に変性させること
もでき、それはアプタマーをバイオセンシング適用に関して特に有用な受容体にする。
【０１１５】
　[00180]　例えば、アプタマーは、様々な標的に結合させるためにインビトロ選択の繰
り返されるラウンドまたは当業者が同定可能な均等な技法により設計された一本鎖（ｓｓ
）オリゴヌクレオチドからなることができ、および／または化学的に合成されたペプチド
であることができる。
【０１１６】
　[00181]　“アプタマー”または“核酸リガンド”は、特定のヌクレオチド配列を有す
る核酸分子の１タイプまたは種のコピーのセットである。アプタマーには、あらゆる適切
な数のヌクレオチドが含まれることができる。“アプタマー（複数）”は、１より多くの
そのような分子のセットを指す。異なるアプタマーは同じ数または異なる数のヌクレオチ
ドのどちらを有していてもよい。アプタマーはＤＮＡもしくはＲＮＡであってよく、一本
鎖、二本鎖であってよく、または二本鎖領域を含有していてよい。
【０１１７】
　[00182]　アプタマーおよび分析物または標的の間の親和性相互作用は程度の問題であ
ることは理解されるべきである。すなわち、アプタマーのその標的に関する“特異的な結
合親和性”は、そのアプタマーが一般にそのようなアプタマーが混合物または試料中の他
の非標的構成要素に結合し得るよりもはるかに高い程度の親和性でその標的に結合するこ
とを意味する。
【０１１８】
　[00183]　本明細書で用いられる際、用語“増幅”または“増幅すること”は、ある分
子またはあるクラスの分子の量またはコピー数を増大させるあらゆるプロセスまたはプロ
セス工程の組み合わせを意味する。
【０１１９】
　[00184]　本明細書で用いられる際、“プール”はそれから所望のリガンドを選択する
ための異なる配列の核酸の混合物である。プールの源は、天然に存在している核酸または
その断片、化学的に合成された核酸、酵素的に合成された核酸または前記の技法の組み合
わせにより作られた核酸からであることができる。修飾されたヌクレオチド、例えば検出
可能な標識、反応性の基または他の修飾を有するヌクレオチドを、そのプール中に組み込
むことができる。特定の態様において、ＳＥＬＥＸプロセスおよび／または本明細書で記
述される向上したＳＥＬＥＸ法を用いてプールを生成することができる。プールは、その
核酸を構造により、そして化学的、大きさ、または他の分離法によってではなく分離する
ことができるように、１以上の共通の構造部分を有する核酸も含むこともできる。本明細
書で用いられる際、プールは時々“ライブラリー”または“候補または核酸混合物”とも
呼ばれる。例えば、“ＲＮＡプール”はＲＮＡからなる候補混合物を指す。
【０１２０】
　[00185]　本明細書で用いられる際、“核酸”、“オリゴヌクレオチド”、および“ポ
リヌクレオチド”はあらゆる長さのヌクレオチドのポリマーを指して互換的に用いられて
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おり、そのようなヌクレオチドにはデオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、およ
び／またはアナログもしくは化学的に修飾されたデオキシリボヌクレオチドもしくはリボ
ヌクレオチドが含まれ得る。用語“ポリヌクレオチド”、“オリゴヌクレオチド”、およ
び“核酸”には、二本鎖または一本鎖分子ならびに三重らせん分子が含まれる。
【０１２１】
　[00186]　用語“センサー”には、本明細書で用いられる際、物理量を測定し、それを
観察者が、または機器が読み取ることができるシグナルに変換する装置を示す。理解され
ているように、センサーは既知の標準に対して較正される。従って、センサーを用いて、
そのアプタマーの標的実体への親和性を利用することにより標的実体を捕捉することがで
き、それは本開示を読めば当業者には同定可能である技法を用いて検出することができる
。
【０１２２】
　[00187]　用語“検出する”または“検出”は、本明細書で用いられる際、試料、反応
混合物、分子複合体ならびにプラットフォームおよびアレイが含まれる支持体が含まれる
がそれらに限定されない空間の限られた部分における標的またはシグナルの存在（ｅｘｉ
ｓｔｅｎｃｅ）、存在（ｐｒｅｓｅｎｃｅ）または事実の決定を示す。検出は、それが標
的またはシグナルの量（ｑｕａｎｔｉｔｙ）または量（ａｍｏｕｎｔ）の測定（定量化と
も呼ばれる）を指す、それに関する、またはそれを含む場合“定量的”であり、それには
その標的またはシグナルの量または割合を決定するために設計されたあらゆる分析が含ま
れるが、それらに限定されない。検出は、それが定量化されない別の標的またはシグナル
に対する相対的な存在量の点での標的またはシグナルの質または種類の同定を指す、それ
に関する、またはそれを含む場合、“定性的”である。“光学的検出”は、視覚的に検出
可能なシグナル：対象の標的またはその標的に付着したプローブからのスペクトルまたは
画像により実施される検出を示す。
【０１２３】
　[00188]　用語“標識剤”、“標識”、または“検出可能部分”、または“検出可能要
素”または“検出可能構成要素”は、標的分子／アプタマー複合体を検出するために用い
ることができる１種類以上の試薬を指す。検出可能部分または標識は、直接または間接的
に検出することができる。
【０１２４】
　[00189]　用語“標的”、“標的実体”および“分析物”は本明細書において互換的に
用いられてよく、一般に試料中のその存在または非存在を検出しなければならない物質、
化合物または構成要素を指す。分析物には生体分子および特にバイオマーカーが含まれる
が、それらに限定されない。用語“生体分子”は、本明細書で用いられる際、糖類、アミ
ノ酸、ペプチド、タンパク質、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、
有機分子、ハプテン、エピトープ、生物細胞、生物細胞の一部、ビタミン、ホルモン等が
含まれるがそれらに限定されない生物学的環境に関連付けられた物質、化合物または構成
要素を示す。用語“バイオマーカー”は、細胞周期の期、健康および疾患状態が含まれる
がそれらに限定されない生物学的環境の特定の状態と関係する生体分子を示す。そのバイ
オマーカーの存在、非存在、低減、上方制御は特定の状態と関係しており、特定の状態を
示している。用語“ポリペプチド”、“ペプチド”、および“タンパク質”は、線状であ
れ分枝状であれ、あらゆる長さのアミノ酸のポリマーを含むことが意図されており、それ
は天然に、または介入により、例えば糖鎖付加、脂質付加、アセチル化、リン酸化、ジス
ルフィド結合形成、コンジュゲーション、または他の操作もしくは修飾により修飾されて
いる可能性があり、修飾されていない可能性もある。
【０１２５】
　[00190]　用語“固体支持体”は、分子が直接または間接的に共有結合または非共有結
合のどちらかにより付着することができる表面を有するあらゆる支持体を意味する。その
支持体材料は、天然に存在しているもの、合成されたもの、または天然に存在している材
料の修飾であってよい。固体支持体材料には、磁性ビーズ、または例えばその表面上に組
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み込まれた１個以上の官能基、例えばアミノ、カルボキシル、チオール、またはヒドロキ
シル官能基のいずれかを有することができるあらゆる他の材料が含まれてよい。その固体
支持体は、単純から複雑までに及ぶ様々な構成のいずれをとることもでき、ビーズ、円盤
、粒子、平板、棒、細片、チューブ、ウェル等が含まれるいくつかの形状のいずれか１つ
を有することができる。その表面は、比較的平面状（例えばスライド）、球状（例えばビ
ーズ）、円筒状（例えばカラム）、または溝付き（ｇｒｏｏｖｅｄ）であってよい。
【０１２６】
　[00191]　用語“分離すること”は、それにより混合物の１以上の構成要素がその混合
物の他の構成要素から分離されるあらゆるプロセスを意味する。例えば、標的分子に結合
したアプタマーを、標的分子に結合していない他の核酸から、および非標的分子から分離
することができる。すなわち、分離プロセスまたは工程は、候補混合物中の全ての核酸の
、標的分子に対するそれらの相対的親和性および／または解離速度に基づく少なくとも２
つのプール中への分離を可能にする。その分離プロセスは様々な方法により成し遂げるこ
とができる。例えば、その上に標的分子がコンジュゲートされている磁性ビーズを用いて
混合物中のアプタマーを分離することもできる。別の例として、表面プラズモン共鳴（Ｓ
ＰＲ）技術を用いて、標的をセンサーチップ上に固定し、混合物をそのチップ上で流すこ
とにより、混合物中の核酸を分離することができ、ここでその標的に関する親和性を有す
る核酸はその標的に結合することができ、残った核酸は洗い流すことができる。
【０１２７】
　[00192]　用語“試料”は、本明細書で用いられる際、標的または分析物を含んでいる
可能性があり、含んでいない可能性もある混合物、ガス、または物質を指す。試料には生
物学的試料、例えば血液、痰、息、尿、精液、唾液、羊水、髄膜液（ｍｅｎｉｎｇｅａｌ
　ｆｌｕｉｄ）、腺液（ｇｌａｎｄｕｌａｒ　ｆｌｕｉｄ）、乳頭吸引液、リンパ液、気
管支吸引液、関節吸引液、滑液、細胞抽出物、脳脊髄液、便もしくは組織試料からのホモ
ジナイズされた固体物質、細菌培養物、ウイルス培養物、またはそれらの実験的に分離さ
れた画分が含まれるが、それらに限定されない。
【０１２８】
　[00193]　用語“非標的”は、アプタマーと非特異的複合体を形成する試料中の分子を
指す。第１アプタマーに関する非標的である分子が第２アプタマーに関する標的であり得
ることは理解されるであろう。同様に、第１アプタマーに関する標的である分子は第２ア
プタマーに関する非標的であり得る。
【０１２９】
　[00194]　一般的記述
　[00195]　記述された方法および装置は、所望の試験環境中の、および微妙な（ｓｅｎ
ｓｉｔｉｖｅ）濃度の糖化タンパク質を検出することができる所望の高い感度および特異
性の両方を有するシステムを提供する。
【０１３０】
　[00196]　特定の観点において、その方法には総血清タンパク質レベルからの特定の糖
化タンパク質の割合を決定することが含まれる。そのようなタンパク質の限定的でない例
には、ヒトヘモグロビン、アルブミン（例えばヒト血清アルブミン（ＨＳＡ））、および
ＩｇＭタンパク質が含まれる。
【０１３１】
　[00197]　体内にある一般的な糖化タンパク質は、ヘモグロビンＡ１ｃ（ＨｂＡ１ｃ）
および免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）（それはＢ細胞上に存在する基本的な抗体である）で
ある。ＨｂＡ１ｃおよびＩｇＭは両方とも体内で異なる半減期を有する；例えば、ＨｂＡ
１ｃに関して約６～８週間およびＩｇＭに関して約１週間。従って、血清中のこれらの糖
化タンパク質の定量化は、より短い期間およびより長い期間の両方にわたる血糖管理に関
する遡及的判定を提供する。本方法は、１タイプの糖化血清タンパク質しか検出すること
ができずに結果としてグルコース制御に関するあらゆるコンプライアンスの評価が１つの
固定された期間に限られていた他の試験の主な欠点の１つを克服する。本方法はヘモグロ



(29) JP 2015-507199 A 2015.3.5

10

20

30

40

50

ビン異常症、溶血、および／または貧血からの干渉のようなアッセイの結果を限定する他
の欠点を克服することも特筆されるべきである。
【０１３２】
　[00198]　本明細書で記述される方法／装置の他の特定の態様において、１種類以上の
他の分子またはその断片、例えば他の糖化タンパク質を正確に試験することができること
は理解されるべきである。本方法は、ヘモグロビンまたは部位特異的ＨｂＡ１ｃ以外の糖
化血液タンパク質の検出および測定を促進し、その方法は血糖管理の評価のための他の技
術に関しても有用である。
【０１３３】
　[00199]　特定の態様において、異なる糖化タンパク質は血中で異なる半減期を有する
ため、およそ数日から約６週間に至るまでの期間からの糖化タンパク質の標的化された歴
史的な（ｈｉｓｔｏｒｉｃ）時間記録を、評価される特定の糖化タンパク質に応じて獲得
することができる。対照的に、以前の試験は１つの固定された期間のみの評価に限定され
ている。
【０１３４】
　[00200]　この方法およびそのような方法を用いるプラットフォームは高度に小型化さ
れており、リアルタイムの検出および分析を提供するための手持ち式の装置において有用
である。
【０１３５】
　[00201]　その方法は、必要な感度を有し、分析物の医学的検査において有用である。
　[00202]　その方法はさらに、異なるタイプのタンパク質、例えば糖化ヘモグロビンお
よび血液タンパク質の他の糖化形態の評価を可能にする。
【０１３６】
　[00203]　本明細書で記述される１つの方法において、血清中の特定の糖血症タンパク
質（ｇｌｙｃｅｍｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ）のレベルを測定することにより糖血症のコン
プライアンスを評価するための正確、迅速かつ比較的安価な方法を提供するために、表面
プラズモン共鳴が高度に官能化されたアプタマー感知表面と共に用いられる。
【０１３７】
　[00204]　アプタマーの決定
　[00205]　本明細書で記述される方法は、異なるタイプのアプタマーを検出するために
有用である。１態様において、ヘモグロビン、アルブミン、およびＩｇＭの糖化／非糖化
タンパク質に特異的なオリゴヌクレオチド（アプタマー）を単離および同定するために、
指数関数的増幅によるリガンドの系統的進化（ＳＥＬＥＸ）濃縮プロトコルを用いること
ができる。
【０１３８】
　[00206]　標準的なＳＥＬＥＸプロトコルは対象の所与のタンパク質に特異なリガンド
のスクリーニングを可能にするが、本明細書で記述されるのは、本明細書においてさらに
説明されるように、両方のタンパク質のバージョン（すなわち糖化および非糖化形態）を
検出および捕捉することができる二次アプタマーを同定する向上したＳＥＬＥＸ法である
。
【０１３９】
　[00207]　本明細書で記述される１態様において、その二次アプタマーの同定を用いて
、所与の時間フレームに関する平均グルコースレベルに相関し得るパーセント糖化を決定
する。
【０１４０】
　[00208]　検出プラットフォーム：タンパク質感知および表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ
）分光法
　[00209]　タンパク質の検出のため、自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を用いて特異的な
アプタマーを金ＳＰＲ感知表面に付着させる。ＳＰＲ分光法自体は、伝導体および誘電体
の間の界面において起こる現象に関連している。この界面において、電子構造における電
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荷密度の振動である表面プラズモンが存在することができる。これらの表面プラズモンは
、可視～近赤外スペクトルにおける光により最も一般的に励起される。この励起は、連続
的な金属表面における自由に伝播する表面プラズモンとして、または金属に基づくナノ粒
子構造の使用による局在性の作用としてのどちらかで起こり得る。本明細書で記述される
１態様において、自由に伝播する表面プラズモンのアプローチが用いられる。
【０１４１】
　[00210]　簡潔には、価電子が原子芯から分離され、外部電場の存在下で本質的に電子
ガスとして振る舞い；表面プラズモンは次の式に等しい対応する波ベクトルを有する結合
した波であることを示すことができる：
【０１４２】
【化１】

【０１４３】
　[00211]　ここでλは光の波長であり、εｍｅｔａｌおよびεｓａｍｐｌｅはそれぞれ
媒体の相対的な誘電率定数である。従って、入射光がｋｓｐに近いエネルギーを有する横
モード偏光成分を有する電場ベクトルを有する場合、表面プラズモンへのエネルギー移動
が起こるであろう（すなわち、それは励起されるであろう）。
【０１４４】
　[00212]　図７において示されるように、その入射光ベクトルは成分ｋｘを有し、それ
は次の式により表すことができる：
【０１４５】
【化２】

【０１４６】
　[00213]　ここでｎｉは入射媒体の屈折率であり、θｉは金属表面と接触する入射光の
入射角である。表面プラズモン共鳴は、εｍｅｔａｌおよびεｓａｍｐｌｅの入射光の波
長λへの依存のため、その試料の屈折率における局所的な変動に高度に敏感である。屈折
率における変化は、反射率に基づくアプローチを用いて測定することができる。図７にお
いて示されるような２つの誘電媒体の界面において反射された光はその表面において最大
強度を有するエバネセント場を生成し、それは自由電子と共鳴する（すなわち表面プラズ
モン）。これは結果として光エネルギーの表面プラズモンへの移動をもたらし、それに対
応して反射される光の度合いが低減する。この減少が起こる角度は一般に共鳴角と呼ばれ
る。
【０１４７】
　[00214]　共鳴角を測定するために用いられるクレッチマン計測配置が図８ａにおいて
図説されている。この配置において、光はプリズムを通過し、それはガラス－金属界面に
おいて反射される。金属－光界面における相互作用の拡大バージョンが図７において示さ
れている。図８ｂにおいて図説されているように、金属／試料界面での屈折率におけるあ
らゆる変化は結果として共鳴角における対応する変化またはシフトをもたらすであろう。
【０１４８】
　[00215]　本方法は、しばしば特異性の欠如の問題により悪影響を受けるＳＰＲ単独で
の使用の欠点を克服する。加えて、ＳＰＲ単独での使用において、感知する分析物が屈折
率における少なくとも中程度の変化を引き出さない場合、ＳＰＲは感度の欠如の問題によ
っても同様に悪影響を受ける。
【０１４９】
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　[00216]　本方法はこれらの不都合な問題を、本明細書で記述される選択的なアプタマ
ーを用いることにより、そして自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）をＳＰＲと共に用いること
により克服する。本方法は、高い感度および選択性、費用対効果、化学的および熱的安定
性、容易な合成および貯蔵のような利点を提供する。
【０１５０】
　[00217]　本明細書で記述されるアプタマーに基づく感知法は、バイオセンサー適用に
おける感知要素として特に有用である。アプタマーの核酸性はまた、固定および再生をよ
り容易にする。ＳＰＲ適用の１態様において、その受容体（すなわちアプタマー）を、標
的分析物または分子を捕捉するために、様々なタイプの固体支持体上に固定する（図９参
照）。
【０１５１】
　[00218]　加えて、本明細書で記述される方法および装置は、ＳＡＭと関係してきたタ
ンパク質の非特異的な吸着による過去の問題を克服し、ここでそのような非特異的な吸着
はセンサー活性に有害であった。特に、血液、尿または他の臨床試料のような複雑な試料
マトリックスからの非特異的吸着は、感度を制限する主な要因であった。
【０１５２】
　[00219]　他の制限要因は、吸着された表面自体の生物物理学的および化学的特性であ
った。そのようなＳＡＭでは、対象の分析物との特異的な親和性相互作用を確実にするた
めに、これらの特性は抑制される必要があった。さらに、ＳＡＭ表面上に吸着されたタン
パク質は、二次構造における立体構造変化および／またはその表面上の最適でない配向お
よび分布のため、それらの生理活性を部分的に喪失する。また、表面の調製のためのプロ
トコルおよび物質輸送の条件がタンパク質吸着応答に著しく影響を与える。従って、異な
る実験室から得られたデータの定量的比較が困難であり、しばしば不正確であった。
【０１５３】
　[00220]
【実施例】
【０１５４】
　[00221]　本発明は以下の実施例においてさらに定義され、別途記載しない限り、ここ
で全ての部および百分率は重量によるものであり、度はセ氏である。これらの実施例は、
本発明の好ましい態様を示すものであるが、説明としてのみ与えられていることは理解さ
れるべきである。上記の論考およびこれらの実施例から、当業者はこの発明の本質的な特
徴を確かめることができ、その精神および範囲から逸脱せずに、本発明の様々な変更およ
び修正を行ってそれを様々な使用および条件に適応させることができる。この明細書中で
言及される特許および非特許文献が含まれる全ての刊行物は、参照により明確に援用され
る。以下の実施例は本発明の特定の好ましい態様を説明することを意図しており、そのよ
うに明記されない限り、特許請求の範囲において定義される通りの本発明の範囲を限定す
るように解釈されるべきではない。
【０１５５】
　[00222]　実施例１
　[00223]　材料
　同定されたアプタマーは、１５ｂｐのアプタマー（ＡＰＴ１）：
【０１５６】
【化３】

【０１５７】
および３４ｂｐのアプタマー（ＡＰＴ２）：
【０１５８】
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【化４】

【０１５９】
を含め、Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（アイオワ州コーラ
ルビル）により合成された。
　[00224]　トシル基活性化（Ｔｏｓｙｌａｃｔｉｖａｔｅｄ）磁性ビーズ（ＭＢ）をＩ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（カリフォルニア州カールスバッド）から購入した。全ての他の化学
物質をＳｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ（カリフォルニア州カールスバッド）から入手可能な
最高純度で購入した。アプタマー溶液を１Ｍ　ｐＨ８リン酸緩衝液を用いて調製した。３
－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）溶液をエタノール中で調製した。タンパク質試料溶
液を５ｍＭ　ＫＣｌおよび１ｍＭ　ＭｇＣｌ２を含む０．１Ｍ　ｐＨ７．２　ＰＢＳ緩衝
溶液を用いて調製した。用いたリン酸は１００ｍＭであった。全ての他の溶液を脱イオン
（ＤＩ）水中で調製した。
【０１６０】
　[00225]　計測手段
　[00226]　ＳＰＲの測定は、商業グレードのＳｅｎｓｉＱ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙシステ
ム（ＩＣｘ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、バージニア州アーリントン）を２５℃で用いて
実施された。このセンサーはクレッチマン配置に基づいており、ここでプリズムにより統
合された発光ダイオード（ＬＥＤ）からの光はまず偏光し、次いで金表面から内部反射さ
れる。光反射の角度および相対強度をフォトダイオードアレイを用いて測定した。試料溶
液を感知表面に適用した際、ＳＰＲプロフィールの最小値（ＳＰＲ角としても知られてい
る）が装填された試料の屈折率の関数としてシフトし、リアルタイムの屈折率の読みを与
えた（しかし、単独ではそのセンサーは所与の標的に一切特異的／選択的ではない）。そ
のＳＰＲ応答プロフィールはＳｅｎｓｉＱソフトウェアにより記録され、次いでＭＡＴＬ
ＡＢ（登録商標）内で処理された。
【０１６１】
　[00227]　電気化学インピーダンス分光（ＥＩＳ）測定を、Ｇａｍｒｙ　Ｒｅｆｅｒｅ
ｎｃｅ　６００ポテンシオスタット（ペンシルバニア州ウォーミンスター）をＫＣｌを支
持電解質として含む５ｍＭ　Ｆｅ（ＣＮ）６

３－／Ｆｅ（ＣＮ）６
４－溶液中で用いて実

施した。全ての実験を室温で実施し、溶液を窒素ガスで１５分間パージし、実験の間窒素
ブランケット（ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｂｌａｎｋｅｔ）を維持した。その実験は２５℃で実
施された。インピーダンススペクトルを０．１Ｈｚから１００ｋＨｚまでの周波数範囲に
おいて５ｍＶ　ｒｍｓの電位振幅で１０倍あたり１０点で集めた。ＥＩＳの結果を、実験
インピーダンスデータを電気的等価回路モデルに当てはめることにより分析した。その電
気的等価回路のパラメーターは、Ｇａｍｒｙ　ＥＩＳ　３００電気化学インピーダンス分
光機に組み込まれた複合非線形最小二乗（ＣＮＬＳ）プログラムを用いてインピーダンス
関数を測定されたボードおよびナイキストプロットに当てはめることにより得られた。
【０１６２】
　[00228]　アプタマーの結合能力は以下のように決定された：１０ｎｍｏｌのアミン修
飾アプタマーを１０ｍｇの洗浄した磁性ビーズ（ＭＢ）に、振盪恒温器中で３７℃におい
て１８時間でカップリングさせた。占有されていない結合部位をウシ血清アルブミン（Ｂ
ＳＡ）によりブロッキングした。そのアプタマーとカップリングしたＭＢを完全に洗浄し
、次いで１０ｎｍｏｌのトロンビンをそのアプタマーとカップリングしたＭＢと振盪器中
で室温において２時間混合した。対照群を、アプタマーの非存在を除いて正確に同じ方法
により調製した。総タンパク質および未結合のタンパク質を、ＳｅｎｓｉＱにより提供さ
れたカルボキシル官能化ＳＰＲセンサーを用いて測定した。
【０１６３】
　[00229]　血液タンパク質を検出するためのアプタマーに基づくＳＰＲセンサーの使用
を実証するため、トロンビンおよび抗トロンビンアプタマーを選択した。金スライドを物
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理蒸着（ＰＶＤ）により調製し、予め汚れを除いた顕微鏡用カバースライド（ｃｏｖｅｒ
　ｓｌｉｄｅｓ）の上に１ｎｍのチタンの層および５０ｎｍの金の層を形成した。次いで
これらを大量のＤＩ水およびエタノールにより洗浄した。それらを使用前に窒素ガス中で
乾燥させた。
【０１６４】
　[00230]　金スライドを官能化するため、それらを１０ｍＭ　ＭＰＡ溶液中に３０分間
浸漬し、次いでエタノールおよびＤＩ水で洗浄した。そのスライドを乾燥させた後、次い
でそれらをＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）およびＮ－（３－ジメチルアミノプ
ロピル）－Ｎ－エチルカルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）（ＮＨＳ　０．２Ｍ、ＥＤＣ　０
．０５Ｍ）の溶液中に３０分間浸漬した。次いでそのスライドをＤＩ水で洗浄し、次いで
５μＭアプタマー溶液中に浸漬した。最後に、そのスライドをＰＢＳ緩衝液ですすいで非
特異的に吸着されたタンパク質を洗い流した。それでそのスライドは測定の準備ができた
。特定の態様において、この２工程表面官能化プロセスはＳＰＲにおいてだけでなくラマ
ンおよび蛍光分光法においても適用可能である。その表面官能化プロセスは図１において
模式的に図説されている。
【０１６５】
　[00231]　コートされていない（すなわち金ではない）ＳｅｎｓｉＱベースの（ｂａｓ
ｅ）センサーを、開発した金に基づくＳＰＲ感知表面を用いてカスタム改変した。具体的
には、新しく調製したアプタマーを固定した金支持体を、その剥がしたセンサーに屈折率
整合光学用油を用いて取り付けた（ｃｏｕｐｌｅｄ）。これに続いて、次いで１００μＬ
の１Ｍエタノールアミン（ＥＡ）を２０μＬ／分の流速で装填してＥＤＣ／ＮＨＳにより
活性化された占有されていないＭＰＡ部位をブロッキングし、続いて１００μＬの１００
ｍＭリン酸（ＰＰＡ）を５０μＬ／分で注入して非特異的な結合を除去した。ランニング
緩衝液は０．１Ｍ　ｐＨ７．２　ＰＢＳであった。そのセンサーをまずその緩衝液で１０
分間標準化し（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ）、次いで５ｎＭ、２５ｎＭ、５０ｎＭ、２５０ｎ
Ｍ、５００ｎＭ、１０００ｎＭ、２０００ｎＭの濃度のトロンビン試料（２５μＬ）を５
μＬ／分で装填した。ＢＳＡを含む試料は全て４００ｎＭ　ＢＳＡを用いて調製した。全
てのデータはその試料注入の２９０秒、３００秒、および３１０秒後に記録され、平均さ
れた。センサーの再生は、１００μＬ　ＰＰＡの５０μＬ／分での注入、続いてランニン
グ緩衝液を用いた洗浄により実施された。
【０１６６】
　[00232]　実施例１に関する結果
　[00233]　ＥＩＳ測定
　[00234]　それぞれの官能化された層の固定の成功を、ＥＩＳ測定により確証した。図
２は、異なる電極でのインピーダンススペクトルのナイキストプロットを示す。むき出し
の金の電極は高い周波数において非常に小さいサイクルを表し、これは電解質溶液中で溶
解したレドックスプローブへの非常に低い電子移動抵抗を示している（曲線Ａ）。ＭＰＡ
を電極上に固定し、ＥＡおよびＰＰＡで処理した際、電子移動抵抗（Ｒｅｔ）は１２５Ω
に増大した（曲線Ｂ）。次いで、５μＭのＡＰＴ１アプタマーを添加し、ＳＡＭと結合さ
せた際、Ｒｅｔは６００Ωに増大した（曲線Ｃ）。この態様において、その金電極上の反
応部位をＥＡ（エタノールアミン）によりブロッキングしてその金表面上へのアプタマー
の非特異的吸着を防ぎ、そうしてそのアプタマーがＳＡＭにのみ付着することを確実にし
た。そのＲｅｔの増大は、その固定されたアプタマーおよびそのレドックスプローブの間
の静電反発により引き起こされ、これは界面の電子移動に関する障壁をもたらす。これら
の結果は、そのＳＡＭ層のその金表面上への固定の成功およびそのアプタマーのそのＳＡ
Ｍへの安定な結合を示している。
【０１６７】
　[00235]　磁性ビーズ（ＭＢ）に基づく最大結合能力
　[00236]　アプタマーとカップリングしたＭＢを完全に洗浄した後、トロンビンを添加
し、濃度変化をカルボキシル修飾ＳＰＲセンサーを用いて測定した。屈折率は添加された



(34) JP 2015-507199 A 2015.3.5

10

20

30

40

50

トロンビンの濃度変化によってのみ制御される。他の実験変数、例えばタンパク質変性お
よび温度はＳＰＲの結果に小さな影響しか有さず、従ってその結果に影響を及ぼすとは考
えられなかった。
【０１６８】
　[00237]　図３において示されるように、トロンビンの濃度変化はそのアプタマーによ
り官能化されていない対照群に関しては無意味であった（３％未満）。これは、その２つ
の実験群における濃度変化が主にそのアプタマーおよびトロンビンの間の結合によるもの
であったことを示している。ＡＰＴ１およびＡＰＴ２群に関して、アプタマーで官能化さ
れたＭＢおよびトロンビン溶液の混合物を１８時間反応させ、その反応はＭＢの製造業者
の仕様書に基づいて完了しているとみなされた。従って、最終濃度はアプタマーのトロン
ビンに対する最大ｍｏｌ／ｍｏｌ結合能力を反映していた。
【０１６９】
　[00238]　その結果は、ＡＰＴ１の結合比（５７．１％）がＡＰＴ２（５５．２％）よ
りも優れた能力を有することを示した。両方のアプタマーはトロンビンに対する５０％よ
り大きいｍｏｌ／ｍｏｌ結合比を有し、これはそれらがトロンビン感知適用に関する優れ
た受容体候補であることを示している。特定の態様において、全てのアプタマーがＭＢに
結合できるわけではなく、従って結合しているアプタマーの標的化合物（単数または複数
）に対する実際の結合能力はわずかに大きい可能性があることは理解されるべきである。
【０１７０】
　[00239]　対照群はアプタマー官能化なしのＭＢからなり、全ての結合部位はＢＳＡに
よりブロッキングされた。アプタマー含有群は、それぞれのアプタマーにより官能化され
、占有されていない結合部位がＢＳＡによりブロッキングされたＡＰＴ１－およびＡＰＴ
２－ＭＢであった。エラーバーは３つの試料から決定された値の標準偏差を表す。
【０１７１】
　[00240]　ＳＰＲの結果
　[00241]　２種類の異なるアプタマーを金表面上に固定し、それぞれ１つずつの結合性
能を比較した。参照のため、異なるトロンビン濃度（５ｎＭ、２５ｎＭ、５０ｎＭ、２５
０ｎＭ、１０００ｎＭ、２０００ｎＭ）の試料を個々に、むき出しのＡｕのセンサー、Ａ
ＰＴ１センサーおよびＡＰＴ２センサーそれぞれの上に装填した。次いで第２の実験を同
じトロンビン濃度を用いて実施した；しかし、４００ｎＭ　ＢＳＡの混乱させる構成要素
がそれぞれのトロンビン試料に比較のために添加された。図４において“トロンビンのみ
”の実験に関して示されているように、ＳＰＲシフトはむき出しのＡｕのセンサー表面に
関して比較的高いトロンビン濃度に関してさえも非常に低かった。
【０１７２】
　[00242]　対照的に、アプタマー修飾センサーに関して、ＳＰＲシフトは有意に高めら
れ、最適検出範囲は５ｎＭ～１０００ｎＭ（線形範囲）であった。“トロンビン＋４００
ｎＭ　ＢＳＡ”のデータ（図４において示されている）は、大きな４００ｎＭ　ＢＳＡの
混乱させる濃度の構成要素がそれぞれのトロンビン試料濃度に追加されたデータを示して
いる。トロンビンのみの群と比較した場合、その応答はほとんど同一であり、これはその
アプタマー修飾ＡＰＴ１およびＡＰＴ２センサーがトロンビンのみに高度に特異的である
ことを示している。
【０１７３】
　[00243]　これはさらに図５において図説されており、それは４００ｎＭのＢＳＡを伴
う、および伴わない５００ｎＭのトロンビン濃度に関するＳＰＲシフトを示している。Ｂ
ＳＡの試料への添加はアプタマー修飾センサーに関するＳＰＲ応答に最小限の作用しか有
さず、これはそのセンサーのトロンビンに対する優れた選択性を示している。これはむき
出しのＡｕのセンサーとは対照的であり、それはＢＳＡを含む、および含まないトロンビ
ン試料の間で著しい変化を経験した。ＡＰＴ１修飾センサーは全てのトロンビン濃度に関
してＡＰＴ２センサーよりもわずかに高いシフトを有していた。ＡＰＴ１に関する当ては
め線の傾きも線形応答範囲においてＡＰＴ２よりもわずかに大きく（図６）、これもより
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よい感度を示している。これらの２種類のアプタマーはトロンビンの異なる部位に結合し
、従ってその標的への親和性は界面の結合環境においておよび溶液中での両方において異
なっている。
【０１７４】
　[00244]　抗体感知
　[00245]　ＭＢ結合試験において、ＡＰＴ１はＡＰＴ２よりもわずかに高い結合能力を
有し、それはその官能化されたセンサーの感度の点でＳＰＲの結果と一致している。理論
により束縛されることを望むわけではないが、この態様において、これはより小さいアプ
タマーはその標的タンパク質の結合部位に接近するより大きな可能性を有するためである
可能性があると信じられている。また、特定の態様において、より複雑な二次構造を有す
るより大きいアプタマーは標的化合物との結合を形成するために余分な空間的柔軟性を必
要とする可能性がある。
【０１７５】
　[00246]　本明細書における実施例１が示すように、ＭＰＡ層は金上で優秀な被覆率を
有し、バイオセンシング目的のための抗体免疫処置のために有用である。これらの結果は
また、そのアミン修飾アプタマーがＭＰＡ層上に容易に固定され、そのセンサーの性能は
抗体に基づくセンサーと比較可能であったことを示している。
【０１７６】
　[00247]　３個の感知スライドをそれぞれのアプタマーに関して、そして対照群に関し
ても調製した。そのセンサー対センサー（ｓｅｎｓｏｒ　ｔｏ　ｓｅｎｓｏｒ）性能は、
新しく調製した試料を用いた場合一貫しており、それぞれの測定に関して比較的小さい誤
差をもたらし、平均して総シグナルの２％標準偏差未満であった（図５において示されて
いるエラーバー）。
【０１７７】
　[00248]　ＢＳＡの添加はわずかに大きい誤差を導入し、流速を低下させる、および試
料の装填時間を増大させることによりその誤差を低減することができるが、考慮するのに
十分であるほど重要ではないと思われた。その誤差の大部分は温度の変動により引き起こ
されていると考えられ；従って、一部の態様において、そのセンサーを温度制御された環
境に置くことは正確性を増大させるのを助ける可能性がある。
【０１７８】
　[00249]　本明細書で記述される感知表面は５ｎＭから１０００ｎＭまでの最適動作範
囲を有し、それはトロンビンアプタマーに基づく感知技法に関する最大の報告された動作
範囲と比較可能であり、またはそれよりも大きい。ヒトの血液中のトロンビン濃度範囲は
低ナノモル濃度～低マイクロモル濃度の範囲内であることが報告されているため、本明細
書で記述される方法はインビボでのトロンビンの定量的検出に十分に適している。
【０１７９】
　[00250]　センサーの可逆性
　[00251]　そのセンサーの可逆性を試験するため、固定された試料濃度をそのセンサー
に１０回繰り返し装填した。そのセンサーの再生はＰＰＡによりなされた。５０ｎＭ、２
５０ｎＭおよび５００ｎＭのトロンビン濃度を用いた平均ＳＰＲ応答を標準偏差に関する
エラーバーと共に図６において示す。全てのデータは新しく調製された感知スライドから
得られた。ＳＰＲ応答は一般に同じ試料濃度に関してそれぞれの装填に関して約０．５％
減少した。全ての感知スライドは、１０回目の装填後に元のＳＰＲシフト応答の９５％よ
り多くを維持していた。また、２回目の試料の装填は通常その後の装填と比較した場合に
最大の応答変化を有していた。実験の要求に応じて、より長いＰＰＡ注入時間によりその
センサーの回復率を増大させることができる。ＢＳＡの出現はそのセンサーの感度を低下
させた（例えば、図６において、ＢＳＡの出現はその応答曲線においてわずかに傾きを低
減した）が、それはそのセンサーの可逆性には影響を及ぼさなかった。図６は、センサー
が５０ｎＭ～５００ｎＭの試料の範囲においてＢＳＡの出現ありおよびなしで線形応答を
維持したことも示している。
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【０１８０】
　[00252]　実施例２
　[00253]　センサーの他の態様
　[00254]　別の態様において、そのセンサーには混合された長さのスペーサー層が含ま
れることができる。１つの限定的でない例において、その混合された長さの層はＭＰＡと
組み合わせられた１１－メルカプトウンデカン酸（ＭＵＡ）であることができ、それは特
定の態様において感度および特異性を増大させるために用いることができる。
【０１８１】
　[00255]　他の態様において、混合された長さのスペーサーを含ませてその固定された
アプタマーの特定の形状の形成および維持を促進することができる。
　[00256]　別の態様において、非特異的なタンパク質結合を低減するために、エチレン
オキシドのような親水性の基をそのアプタマーの５ｃ末端上に挿入することができる。
【０１８２】
　[00257]　本明細書で記述される２工程固定法の特定の態様において、そのアプタマー
の間隔をあけることは、ＭＰＡ　ＳＡＭ密度を調節することにより、またはエタノールア
ミンおよびそのアプタマーを様々なモル比で同時保温することにより行うこともできる。
【０１８３】
　[00258]　血液タンパク質の検出
　[00259]　異なる血液タンパク質の検出に関して、目的の標的タンパク質に特異的に直
接結合するアプタマーを見つけるため、ＳＥＬＥＸ手順を用いることができる。次いで、
ほとんどあらゆるタンパク質に関する標的特異的なセンサーを形成するため、その開発さ
れたアプタマーを次いでアミン末端処理し、本明細書で記述される方法の１つを用いて金
表面上に固定することができる。従って、アプタマーを抗体を超える利点を伴って特定の
化合物を標的とするようにＳＥＬＥＸにより生成することができる。
【０１８４】
　[00260]　本明細書で記述される２工程固定法は、ＳＡＭおよびアミン末端アプタマー
の金ＳＰＲ感知表面上への固定のために特に有用である。本明細書で記述されるＳＰＲセ
ンサーは、少ない試料消費、標識の必要がないこと、高い感度、および速い応答時間のよ
うな利点を提供する。その２工程固定法の追加の利点には、実証可能な費用効率、優れた
可逆性、均一な密度、および頑強かつ特異的な血液タンパク質検出プラットフォームとし
ての使用が含まれる。
【０１８５】
　[00261]　実施例３
　[00262]　ＳＰＲアプタマーに基づく糖化アルブミンタンパク質の感知
　[00263]　糖化ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）の検出および定量化の両方を行った。開
発され、用いられたアプタマー（チオール化、非還元）は、
【０１８６】
【化５】

【０１８７】
であった。
　[00264]　金スライドを物理蒸着（ＰＶＤ）により調製し、予め汚れを除いた顕微鏡用
カバースライド上に１ｎｍのチタンの層および５０ｎｍの金の層を形成した。次いでその
金スライドを大量のＤＩ水およびエタノールにより洗浄した。その金スライドを使用前に
窒素ガス中で乾燥させた。
【０１８８】
　[00265]　チオール化されたアプタマーを１Ｍリン酸緩衝液ｐＨ８により希釈し、振盪
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機中でクリーランド試薬ＲＥＤＵＣＴＡＣＲＹＬ（商標）と２時間混合してアプタマー配
列中の二重チオール結合を還元した。システインは金表面に直接結合して自己組織化単分
子膜（ＳＡＭ）を形成することができる水溶性のチオール含有アミノ酸であり、次いでそ
れをアプタマー溶液に添加して、アプタマーの間隔をあけ、アプタマー間の隙間を埋め、
非特異的表面吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ）を低減するのを助けた。この予備実験にお
けるアプタマーの終濃度は１μＭに設定され、アプタマー：システインのモル比は１：１
０であった。その金スライドをアプタマー／システイン混合物溶液中に３７℃で浸漬させ
た。
【０１８９】
　[00266]　その固定プロセスの後、その金スライドを０．０１Ｍ　ＰＢＳ緩衝液ｐＨ７
．４で洗浄した。次いでその官能化された表面を対応するＳＰＲセンサーに取り付け、１
μｇ／ｍＬ総タンパク質ＨＳＡ試料（すなわち、総＝糖化＋非糖化）を所与の糖化パーセ
ント（％）比（糖化／総タンパク質）：２、６、１０、１４、および１８％に関して調製
した。
【０１９０】
　[00267]　ＳＰＲ応答をそれぞれの試料に関して記録した。官能化された表面に関する
結果がむき出しのＡｕに関する結果と共に図１０において要約されている。アプタマーで
官能化されたＳＰＲ表面は糖化タンパク質含有量における変化に直接応答する。総タンパ
ク質濃度は試料間で１μｇ／ｍＬで一定であることは特筆すべきである。
【０１９１】
　[00268]　官能化されていない表面（すなわちむき出しの金）は無視できるほどの応答
を示し、これは官能化された表面では感度が高いことをさらに説明している。長さは短い
が（４０～６０ｎｔ）、特定の態様において、アプタマー配列は標的を大きさおよび電荷
に基づいて識別することができ、親和性が影響を及ぼされ得る。理論により束縛されるこ
とを望むわけではないが、本発明者らは、本明細書においてここで、そのアプタマーの３
Ｄ構造も役割を果たしている可能性があると信じており；１つの限定的でない例には、シ
トシンに富むバルジループ構造およびＡＣＣ（Ｃ）または（Ｃ）ＣＣＡモチーフが含まれ
る。
【０１９２】
　[00269]　ＨｂＡ１ｃ、アルブミン、およびＩｇＭに関する非糖化および糖化タンパク
質結合部位に関するアプタマー
　[00270]　アプタマーを自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）に付着するように開発した。特
定の態様に関して、タンパク質ヘモグロビン、アルブミン、およびＩｇＭは、それぞれの
半減期が血糖管理における短期、中期、および長期の履歴にわたる情報を提供するため、
有用である。一部の一般的な血液タンパク質に関する特性の要約を下記の表１において提
供する。
【０１９３】
【表１】

【０１９４】
　[00271]　それぞれのタンパク質の糖化は、それぞれのタンパク質の１Ｍグルコースお
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きる。次いでその糖化タンパク質に透析プロセスを施し、次いでそれを親和性クロマトグ
ラフィーによりさらに濃縮することができる。この工程において、その糖化タンパク質を
それぞれの非糖化形態から支持カラム中のポリアクリルアミドビーズ上に固定されたボロ
ン酸を用いて分離することができる。このプロセスにより、非結合および結合画分の両方
を収集し、さらに濾過法を用いて濃縮することができる。
【０１９５】
　[00272]　タンパク質の糖化および非糖化バージョンの両方におけるヘモグロビン、ア
ルブミン、およびＩｇＭに特異的な重要なオリゴヌクレオチド（アプタマー）の単離およ
び同定を達成するため、下記でさらに説明され、図１２において模式的に説明されている
ような、向上した指数関数的増幅によるリガンドの系統的進化（ＳＥＬＥＸ）濃縮法を用
いることができる。
【０１９６】
　[00273]　向上したＳＥＬＥＸ法は、対象のタンパク質に特異であるリガンドのスクリ
ーニングを可能にする。その向上したＳＥＬＥＸ法は、ランダム化されたＲＮＡ配列の大
きなライブラリーを生成することにより実施することができる。このライブラリーは通常
１０１４～１０１５の異なるＲＮＡ種を含有し、それはそれらの個々の配列に応じて異な
る構造へと折り畳まれる。次いでこのライブラリーを対象の標的タンパク質と共に保温し
、次いでそのタンパク質に結合するライブラリー中に含有されるＲＮＡをそのタンパク質
に結合しないＲＮＡから分離する。次いで保持されたＲＮＡをＲＴ－ＰＣＲにより増幅し
、インビトロで転写してＲＮＡのプールを生成し、それは対象の標的に結合するＲＮＡに
関して濃縮されている。この選択および増幅プロセスを、その標的タンパク質に対する最
高の親和性を有するＲＮＡリガンドが単離されるまで８～１２ラウンドの間繰り返すこと
ができる。次いでこれらのアプタマーをクローニングし、配列決定する。
【０１９７】
　[00274]　糖化タンパク質の総タンパク質に対する比率の決定
　[00275]　糖化タンパク質の総タンパク質に対するパーセント比の測定は、所与の時間
窓にわたる平均血中グルコースに関連していた。
【０１９８】
　[00276]　その標的タンパク質の糖化部位に特異的なアプタマーを生成することができ
る。また、そのそれぞれのタンパク質の糖化および非糖化バージョン両方に結合するであ
ろうアプタマーを生成した。１態様において、ヘモグロビン、アルブミン、およびＩｇＭ
タンパク質の糖化バージョンをＳＥＬＥＸプロトコルにおける標的として用いた。結果と
して得られた低減したアプタマーのプールは、非糖化部位および糖化部位特異的アプタマ
ーの両方を含有する。この時点で、および後のラウンド（単数または複数）において、次
いで非糖化タンパク質（すなわち通常のタンパク質）を導入することができ、ここで糖化
部位を認識する既存のアプタマーは結合せず、特性付けのために回収することができる。
この方法は、そのタンパク質の糖化／非糖化バージョンの両方に結合することができる別
々のアプタマーならびに糖化バージョンにのみ特異的であるアプタマーを提供する。
【０１９９】
　[00277]　表面プラズモン共鳴自己組織化単分子膜アプタマーに基づく官能化された表
面の最適化
　[00278]　次いで同定されたアプタマーを最初に結合特性、感度、特異性、および選択
性が含まれる一般的な性能に関して特性付けることができる。下記の表２において示され
ているのは、性能レベルに基づく標的の明細（ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ）の例であ
る。
【０２００】
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【表２】

【０２０１】
　[00279]　特に、結合親和性を特性付けるための１つの方法は、ＳＰＲ法の使用である
。同定されたアプタマー候補に基づいて、ＳＰＲはそれぞれの結合応答曲線を生成するた
めに有用である。例えば、特定の装置（例えばＳｅｎｓｉＱ、ｉＣｘ　Ｎｏｍａｔｉｃｓ
）は二重マイクロ流体チャンネルを備えており、制御可能な流速を有する。その試験は、
図１に関して記述された固定法と類似の固定法を用いて実施することができる。
【０２０２】
　[00280]　固定を促進するための修飾
　[00281]　また、特定の態様において、その糖化および非糖化特異的アプタマー候補を
ＣＯＯＨで修飾された金ＳＰＲ表面上への固定を促進するための５’－ＮＨ２－Ｃ６アタ
ッチメントを用いて修飾することができる。次いでＳＰＲ測定を用いてアプタマー候補に
関するそれぞれの親和性定数を特性付ける。
【０２０３】
　[00282]　親和性試験に加えて、ＳＰＲチップに固定されたアプタマーを用いて、特異
性および選択性の両方を評価することができる。そのような態様において、それぞれのア
プタマーチップを糖化および非糖化形態の両方のそれぞれの標的タンパク質に曝露した。
所与のタンパク質に関する、ならびに異なるタンパク質（例えばＨｂＡ１ｃアプタマーチ
ップに関するアルブミン）に関するその２形態の間の交差反応性がそうして決定された。
特定の好ましい態様において、その標的交差反応性は約６％未満であることが望ましい。
この基準が満たされないことが決定された場合、交差反応性の性能をさらに向上させるた
めに、そのＳＥＬＥＸプロトコルを向上した選択条件（例えば排除ラウンドの頻度を増大
させる）を用いて繰り返すことができる。
【０２０４】
　[00283]　優れた標的認識は固定のために用いられるアプタマー連結プロセスによって
も影響を受け得ることも理解されている。特定の態様において、その方法にはそのアプタ
マーの１つ以上の代わりの連結法の使用が含まれることができる。特定の態様において、
その連結は３’－アミノ、チオール、または他の可能性のある連結によることができる。
【０２０５】
　[00284]　そのような連結を例えば特定のパラメーター、例えば密度および長さを調節
することにより修正することができることも、意図される範囲内である。従って、最大限
の所望の性能を提供するためにアプタマーおよび連結法を最適化することができる。加え
て、官能化された表面を作り出すための本明細書で記述される方法を最適化して、その表
面における所望のレベルの均一性を提供する、ならびにそのアプタマーセンサー応答を最
適化することができる。
【０２０６】
　[00285]　自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）連結
　[00286]　上記で記述された連結法に加えて、用いることができる別の方法には、二成
分自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）および還元脱着プロセスによる連結が含まれる。ＳＡＭ
の充填密度およびＳＡＭの長さはＳＰＲシグナルに影響を及ぼすため、その二成分ＳＡＭ
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の密度および長さを還元脱着プロセスを用いて調節することができる。
【０２０７】
　[00287]　特定の態様において、混合型ＳＡＭを適合させる（ｔａｉｌｏｒｉｎｇ）た
めに、合成されたジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）を（１
－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）と共に用い
ることができる。タンパク質吸着に耐性であるＰＥＧ３を用いてタンパク質の非特異的吸
着を防ぐことができる。加えて、ＤＴＳＰ中のカルボキシル基はそのアプタマーと安定な
結合を形成するであろう。
【０２０８】
　[00288]　特定の態様において、ジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（
ＤＴＳＰ）を用いるチオールＳＡＭ固定法をリン酸緩衝溶液中で用いた。ＤＴＳＰは、少
なくとも部分的にはその独特の表面特性、例えば親水性、水和性、化学反応性、およびヘ
モグロビンおよびシトクロムｃのようなタンパク質に対する親和性のため、ＳＡＭに関し
て有用である。
【０２０９】
　[00289]　二成分ＳＡＭ固定に関して、３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）および
（１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を用い
ることができる。特定の態様において、ＭＰＡが選択され、これはそれがＰＥＧ３よりも
低い酸化還元電位を有するためであり、それはＭＰＡを還元脱着により容易に排除してＰ
ＥＧ３を未変化のままにすることができることを意味する。ＤＴＳＰはアプタマーのアミ
ノ基と共有結合を形成することができ、一方でＰＥＧ３はできず、従ってアプタマーはＤ
ＴＳＰのみに付着するであろう。
【０２１０】
　[00290]　２構成要素チオール溶液はＭＰＡおよびＰＥＧ３の１ｍＭエタノール溶液を
様々な比率で混合し、一方で二成分ＳＡＭの総濃度を１ｍＭで維持することにより調製す
ることができる。次いでＭＰＡおよびＰＥＧ３（その比率は２０：８０、５０：５０およ
び８０：２０である）の二成分ＳＡＭを金電極上で、その電極をその混合されたチオール
溶液中に１時間浸すことにより形成することができる。
【０２１１】
　[00291]　ここで、二成分ＳＡＭの形成および還元脱着手順が示されている図１１ａ～
１１ｅにおける模式図を参照する。最初に、３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）およ
びＰＥＧ３の二成分をエタノール溶液中で金表面上に吸着させる（図１１ａ）。ＭＰＡの
金電極からの還元脱着を０．５Ｍ　ＫＯＨ溶液中で実施する。相分離したＭＰＡおよびＰ
ＥＧ３の二成分ＳＡＭ中の吸着されたＭＰＡを、－１．２Ｖの電位を３０分間かけること
により選択的に還元する（図１１ｂ）。
【０２１２】
　[00292]　ＭＰＡの還元脱着後、ＰＥＧ３層を有する試料を１ｍＭ　ＤＴＳＰ溶液中に
浸漬してＤＴＳＰ層を形成する（図１１ｃ）。図１１ｄはアプタマーの固定を示し、図１
１ｅはアプタマーのＰＥＧ３からの除去を示す。
【０２１３】
　[00293]　アプタマーは、－ＣＯＯＨ末端基を露出しているＤＴＳＰのＳＡＭに共有結
合的にカップリングされる。共有結合の形成のため、ＰＢＳ中のアプタマー（５０μｇ／
ｍｌ）を新しく調製したＮＨＳおよびＥＤＣと一緒に注入する。Ｎ末端においてアミノ基
を有するアプタマーを、ＣＯ－ＮＨアミド結合形成によりＤＴＳＰ　ＳＡＭ上に固定する
ことができる。ＤＴＳＰおよびＰＥＧ３の比率を変動させてＳＡＭの充填を調節し、結果
として、次いで最適なＳＰＲシグナルを与えるタンパク質の結合を得ることができる。
【０２１４】
　[00294]　表面被覆の測定
　[00295]　サイクリックボルタンメトリー（ＣＶ）および電気化学インピーダンス分光
法（ＥＩＳ）を用いて固定されたＳＡＭの表面被覆およびその試料の酸化還元応答を測定
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することができる。その表面組成物を吸着されたチオールに関するサイクリックボルタモ
グラムのピーク面積から概算することができる。修飾された電極上に沈着した二成分ＳＡ
Ｍの応答を、未修飾の電極の応答と比較することができる。
【０２１５】
　[00296]　還元脱着のサイクリックボルタモグラムは、０．５ｍｏｌ　ｄｍ－３リン酸
緩衝溶液中で、Ａｇ－ＡｇＣｌ飽和ＫＣｌ電極を参照電極として、白金線を対電極として
用いて記録することができる。ＳＡＭ＋アプタマーでコートされた金電極（Ａｕ＋ＳＡＭ
＋アプタマー）ならびに金電極上の還元脱離したＳＡＭおよびアプタマー（Ａｕ＋ＲＤ　
ＳＡＭ＋アプタマー）のＣＶ曲線をそうして比較することができる。ＣＶ曲線は還元脱離
に関して１００ｍＶ／ｓの走査速度で記録することができる。それぞれのボルタモグラム
において、ＳＡＭの還元脱着のダウンピーク（ｄｏｗｎ　ｐｅａｋ）はおよそ５０ｍＶに
見られると予想される。
【０２１６】
　[00297]　最適なＳＰＲ応答を得るために、ＳＡＭの長さおよび密度両方を調節するこ
とができる。リンカーの長さが長い場合、より多くのアプタマーを固定することができる
が、アプタマーがその表面からさらに離れるため、ＳＰＲのディップはより広くなり得る
。同様に、リンカーの密度が高い場合、より多くのアプタマーをＳＡＭに付着させること
ができるが、ＳＰＲのディップはより狭くなり、検出がより困難になり得る。これらのア
プタマーで修飾された表面は、５’－ＮＨ２－Ｃ６／－ＣＯＯＨ法と共に用いられる方法
により特性付けることができる。
【０２１７】
　[00298]　開発された官能化されたＳＰＲ感知表面の較正および検証
　[00299]　ＨｂＡ１ｃ、アルブミン、およびＩｇＭの糖化／非糖化タンパク質の検出の
ためのＳＰＲ感知プラットフォームは、最初に既知の標的タンパク質比率を有する生理食
塩水緩衝液を用いる試験において較正することができる。それぞれの試料溶液を、固定さ
れたレベルの総タンパク質に関して、血液中で見られる比率レベルと比較して妥当な比率
レベルで調製することができる（表１参照）。
【０２１８】
　[00300]　それぞれの試料に関して、タンパク質の総量に対する糖化タンパク質の比率
は所望の範囲にわたって変動させることができる（例えば、ＨｂＡ１ｃに関して６～１５
％の％レベルはそれぞれ６０～３６０ｍｇ／ｄＬの平均血糖レベルに相当する）。そのよ
うな態様において、１から２５％ｖ／ｖまでの範囲が適切であろう。次いでそれぞれの試
料におけるＳＰＲ応答を評価することができ、％糖化に関して較正モデルを決定すること
ができ、較正の標準誤差を計算することができる。開発されたＳＰＲアッセイの正確さを
さらに評価するため、無関係な試料（すなわち、較正において用いられていない試料）を
用いてそれぞれの較正モデル（単数または複数）に基づいてアッセイ性能を評価すること
ができる。相対および絶対誤差の両方を決定することができ、有用な診断の目的に必要で
あろう範囲と比較することができる。
【０２１９】
　[00301]　血清の試験
　[00302]　実際の血清における性能を評価するため、糖尿病でない源からの血清を利用
することができる。その血清試料を分析して、標準的な臨床試験により（両方のタンパク
質標的に関する）糖化対総タンパク質のそれぞれの割合を決定することができる。
【０２２０】
　[00303]　これらの値を参照値として用いて、個々の試料に特定の量のそれぞれの糖化
タンパク質（登録商標）をドープする（ｄｏｐｅｄ）ことができる。生理食塩水試験で利
用された試験評価と類似の試験評価を繰り返すことができる。血清中の特定の標的タンパ
ク質（例えば表１において示されるようなヘモグロビン）の高い濃度のため、その試験を
運転する前に試料を希釈することが望ましい可能性があることは理解されている。加えて
、血清の複雑な化学組成のために問題が生じ得るため、他の可能性のある混乱させる作用
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、例えば糖化タンパク質の変動以外での試料組成における変動の導入を試験することがで
きる。
【０２２１】
　[00304]　実施例４
　[00305]　糖化および／または非糖化タンパク質部位に対して標的化されたアプタマー
の同定のための向上したＳＥＬＥＸ法
　[00306]　糖化タンパク質部位への親和性を有するアプタマーの同定を可能にするため
、ＳＥＬＥＸプロトコルを向上させた。この向上したＳＥＬＥＸプロトコルは、糖化タン
パク質の総タンパク質に対するパーセント比の決定を可能にした。
【０２２２】
　[00307]　標的タンパク質（単数または複数）の糖化部位に特異的なアプタマーを、そ
れぞれのタンパク質の糖化および非糖化バージョンの両方に結合するであろうアプタマー
に加えて生成した。それぞれのタンパク質（例えばヘモグロビン、アルブミン、ＩｇＭ等
）に関してそのようなアプタマーを生成するため、増幅の第１ラウンドにおいて、それぞ
れのタンパク質の糖化バージョンにＳＥＬＥＸプロトコルを適用した。そのＳＥＬＥＸプ
ロトコルのこの第１ラウンドは結果として、“非糖化部位特異的”アプタマーおよび“糖
化部位特異的”アプタマーの両方を含有する低減したアプタマーのプールをもたらした。
【０２２３】
　[00308]　非糖化タンパク質（すなわち通常のタンパク質）を、第１ラウンドのＳＥＬ
ＥＸ増幅プロセスで得られたプール中に導入する。少なくとも１回の第２ラウンドの増幅
において、そのような非糖化タンパク質に結合するプール中のアプタマーはこの特定のＳ
ＥＬＥＸラウンドにおいて溶離されず、従ってそのプールから除去される。この向上した
ＳＥＬＥＸプロトコルは、糖化部位に特異的なアプタマーが進行中のプール中に留まるで
あろう機会を向上させる。次いでそのような残っているアプタマーを、標準的なＳＥＬＥ
Ｘプロセスの一部としてのそれに続くＳＥＬＥＸラウンドにおいて特性付けのために回収
することができる。他の態様において、“糖化”タンパク質および“非糖化”タンパク質
の使用を逆にすることができることは理解されるべきであり；例えばここで“糖化”タン
パク質が第１ラウンドのＳＥＬＥＸ増幅プロセスで得られたプール上に導入される。
【０２２４】
　[00309]　高親和性糖化および／または非糖化タンパク質アプタマーの決定
　[00310]　タンパク質分子（例えばアルブミン）は糖化に関して利用可能な多数の部位
を有する。糖化レベルは通常総タンパク質レベルに関する糖化されている所与のタンパク
質の濃度の百分率を指し、一方で糖化率は単一のタンパク質分子内のどれだけ多くの部位
がグルコースまたはグルコース誘導体に結合しているかを指す。３Ｄ立体構造および電荷
分布は高度に糖化されたタンパク質分子および非糖化タンパク質分子の間で著しく異なっ
ているが、軽度に糖化されたタンパク質分子（すなわち単一の糖化点）および非糖化タン
パク質分子の間では非常に類似している。従って、非糖化形態に対して低い親和性を有す
る高親和性単一部位特異的糖化タンパク質結合アプタマーを開発することは非常に挑戦的
である。
【０２２５】
　[00311]　向上したＳＥＬＥＸインビトロ選択プロトコルの１つの例が図１２において
示されており、ここで大きなランダムＤＮＡのプールを最初に磁性ビーズ（ＭＢ）上に固
定された糖化タンパク質標的と混合する；すなわち一次または“糖化タンパク質標的ＭＢ
”複合体。
【０２２６】
　[00312]　その糖化タンパク質標的に対して高い親和性を有するアプタマーは結合して
“アプタマー－糖化タンパク質標的ＭＢ複合体”を形成するであろう。
　[00313]　その“アプタマー－糖化タンパク質標的ＭＢ”複合体を最初のＤＮＡプール
から分離する。
【０２２７】
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　[00314]　それに続く工程において、その結合したアプタマーをその“糖化タンパク質
標的ＭＢ”複合体（すなわち、そのタンパク質の単一または軽度に糖化された形態）から
溶離する。
【０２２８】
　[00315]　この時点において、ＭＢの第２セットにカップリングさせた対照タンパク質
（すなわちそのタンパク質の非糖化形態）（第２または“非糖化タンパク質標的ＭＢ”複
合体）をこの第１溶離液に添加する。
【０２２９】
　[00316]　その“非糖化タンパク質標的ＭＢ”複合体を用いて、その非糖化タンパク質
形態に対する親和性も有する第１溶離液中の“選択的な”アプタマーを除去する。
　[00317]　それに続く工程において、その“選択的な”アプタマーをその“非糖化タン
パク質標的ＭＢ”複合体から溶離する。
【０２３０】
　[00318]　その“非糖化タンパク質標的ＭＢ”複合体を除去したら、残っている“選択
的な”アプタマーは単一のまたは標的化された糖化部位に対して高い親和性を有するアプ
タマーである。
【０２３１】
　[00319]　この時点で、標準的なＳＥＬＥＸ法を用いて、所望の糖化タンパク質部位に
対して非常に高い親和性を有するこれらの残っている“選択的な”アプタマーを増幅する
ことができる。
【０２３２】
　[00320]　具体的には、この向上したＳＥＬＥＸ法は、そのタンパク質の非糖化形態に
対して低い親和性を有する高親和性単一糖化部位アプタマーの開発を可能にする。この向
上したＳＥＬＥＸ法は、分析物／非常に類似した化学構造を有する分子を識別する能力を
有するアプタマーを生成するためにも有用である。
【０２３３】
　[00321]　糖化および非糖化アプタマーの例
　[00322]　有用なアプタマーの例が下記に示されており、ここでＸＸＸおよびＹＹＹは
追加の結合基、例えばビオチン、チオール、アミン等のいずれか１つ以上を指し、それは
所与の自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）の開発を促進するために用いることができる。
【０２３４】
　[00323]　糖化ヘモグロビンアプタマー
【０２３５】
【化６】

【０２３６】
；および
【０２３７】
【化７】

【０２３８】
。
　[00324]　非糖化ヘモグロビンアプタマー
【０２３９】
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【化８】

【０２４０】
；および
【０２４１】

【化９】

【０２４２】
。
　[00325]　糖化：ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）アプタマー
【０２４３】

【化１０】

【０２４４】
；および
【０２４５】

【化１１】

【０２４６】
。
　[00326]　非糖化：ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）アプタマー
【０２４７】

【化１２】

【０２４８】
；および
【０２４９】
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【化１３】

【０２５０】
。
　[00327]　実施例５
　[00328]　標的特性に基づいて感度および選択性を最適化するためのＳＡＭを用いる表
面官能化法
　[00329]　アプタマーの可動化のための二成分ＳＡＭ形成の感度および選択性はさらに
高めることができる。例えば、連結の間隔ならびにアプタマーおよびＳＰＲ表面の間の距
離を調節するため、２つの異なるタイプの自己組織化チオール分子をその表面上に沈着さ
せる。１１－メルカプトウンデカン酸（ＳＨ－（ＣＨ２）５－ＣＯＯＨ、ＭＵＡ）および
メルカプトプロパノール（ＳＨ－（ＣＨ２）２－ＯＨ、ＭＰＬ）の１ｍＭエタノール溶液
を別々に調製する。それぞれの溶液を、その２つの構成要素の総濃度を１ｍＭで維持しな
がら１：１の体積比で混合する。ＭＵＡおよびＭＰＬの二成分ＳＡＭが金表面上に、その
金表面をその混合されたチオール溶液中に１時間浸すことにより形成される。次いで、そ
の金表面を続いてエタノールおよびＤＩ水を用いてすすぐ。
【０２５１】
　[00330]　ＭＰＬの密度は、その金表面に０．５Ｍ　ＫＯＨ溶液（ｐＨ１３）中で電位
をかけることにより、最適なシグナル伝達のために調節することができる。－０．５～－
１．０Ｖで３０分間かけられた電位はＭＰＬの一部を脱離させ、結果としてより低密度の
ＭＰＬ層をもたらし、それはシグナル伝達を増進する。次いで、その表面をすぐにＤＩ水
により洗浄する。
【０２５２】
　[00331]　その表面を乾燥させた後、次いでそれをＮ－ヒドロキシスクシンイミド（Ｎ
ＨＳ）およびＮ－（３－ジメチルアミノプロピル）－Ｎ－エチルカルボジイミド塩酸塩（
ＥＤＣ）の溶液（ＮＨＳ　０．２Ｍ、ＥＤＣ　０．０５Ｍ）で３０分間処理してＭＵＡの
カルボキシル基を活性化させる。次いでその表面をＤＩ水で洗浄し、次いで５μＭアプタ
マー溶液中に浸漬する。アプタマーはその活性化されたＭＵＡに共有結合する。最後に、
その表面をＰＢＳ緩衝液ですすぐ。
【０２５３】
　[00332]　この表面官能化法はＳＰＲに適用可能であるだけでなく、他の感知様式、例
えばラマンおよび蛍光分光法の感度および選択性を最適化するためにも適用可能である。
その方法は、既存のモニタリング技術の性能を向上させるために用いることができる。
【０２５４】
　[00333]　実施例６
　[00334]　試料中に存在する混乱させる物質の作用を低減するための方法
　[00335]　その官能化プロセスの一部として、ＭＰＬ層は本質的に親水性である。この
特性は、タンパク質のその表面への非特異的吸着を防ぐことができる。別の態様において
、そのアプタマー認識要素は、伸長された連結のアプローチにより、（なお所望の感度を
維持しながら）通常のＳＰＲ感知範囲を超えて伸ばすことができる。この態様において、
チオール類に関するような終結（ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓ）により多数の連結を得るこ
とができる。その終結の間で、その表面を金ナノ粒子溶液に曝露することにより金ナノ粒
子界面を作ることができる。このナノ粒子カップリングは、そのアプタマー結合応答をＳ
ＰＲセンサーにより通常のＳＰＲ検出限界を超えた分離距離において検出することを可能
にすることができる。
【０２５５】
　[00336]　非アプタマー部位におけるように、金属粒子カップリングを欠いた、密に充
填されたＳＰＲ範囲外の長さの連結を作ることができることは特筆すべきである。従って
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、これらの部位において非特異的タンパク質吸着または他の混乱させる構成要素に直面し
た場合、対応するＳＰＲ応答は生じず、それによりそのセンサーに関する選択性の性能を
向上させるであろう。
【０２５６】
　[00337]　別の態様において、二次物理蒸着（ＰＶＤ）をそれに続くＭＰＡ層の上に形
成し、続いて熱処理して類似の構造を得てそのアプタマーを伸ばしてＳＰＲ基礎表面から
離し、一方でその金属カップリング連結により感度を維持することができる。
【０２５７】
　[00338]　実施例７
　[00339]　バイオマーカーの検出
　[00340]　本明細書で記述される方法およびプラットフォームは、疾患の診断および評
価のためのバイオマーカーの検出の分野においても有用である。
【０２５８】
　[00341]　例えば、本明細書で記述されるタンパク質（例えば糖化タンパク質）に関し
て、正確な検出は糖尿病の処置を促進し、数多くの関係する健康管理条件、例えば心血管
疾患、失明、腎不全、および多くの他のものの増大する危険性を最小限にするのを助ける
ことができる。
【０２５９】
　[00342]　本明細書における方法およびプラットフォームは、手持ち式の装置中に容易
に組み込むために小型化し、そうしてその方法および／またはプラットフォームが医師の
診療室において、家庭において、または野外で直接用いられることを可能にすることがで
きる。
【０２６０】
　[00343]　従って、（糖血症のコンプライアンスの尺度である）糖化タンパク質の測定
は、タイミングの悪いオフサイト分析（ｏｆｆｓｉｔｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ）による医師
の検査の間にのみ利用可能であるのではなく、患者または健康管理提供者により容易に評
価できる方法で容易に利用可能である。これらのより広く利用可能な測定は、今度は、自
己監視血中グルコース測定の情報に対する補足的な情報を提供して、糖尿病患者が彼らの
状態をよりよく管理し、可能性のある長期の健康問題を緩和するのをさらに助けるであろ
う。
【０２６１】
　[00344]　さらに、そのような情報が拡張された歴史的時間窓でより高頻度な方式で入
手可能である場合、これは糖尿病コミュニティの内外でグルコース調節の理解に著しく影
響を与える可能性があり、それは糖尿病に対する新規のおよび／または最適化された療法
アプローチの開発、教育、および訓練により血糖管理のよりよい理解につながる可能性が
ある。
【０２６２】
　[00345]　実施例８
　[00346]　キット
　[00347]　本明細書で記述されるセンサーは、部品のキットの形態で提供することがで
きる。そのようなキットには、診断キット、バイオマーカー発見キット、環境試験キット
、生物災害または生物兵器検出キット、および医学または分析化学の適用において標的を
検出するためのキットが含まれるが、それらに限定されない。限定的でない例として、そ
のアミン末端アプタマーは単独の分子として含まれることができ、または既に支持体に付
着していることができる。追加の構成要素が含まれることもでき、それはマイクロ流体チ
ップ、参照標準、および当業者が本開示を読めば同定可能である追加の構成要素を含むこ
とができる。また、そのキットの構成要素は、本明細書で開示される方法を実施するため
、適切な説明書および他の必要な試薬と共に提供することができる。一部の態様において
、そのキットは別々の容器中にその組成物を含有することができる。そのアッセイを実施
するための紙または電子支持体、例えばテープまたはＣＤ－ＲＯＭ上の説明書、例えば書
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面の説明書または音声の説明書もそのキット中に含まれることができる。そのキットは、
用いられる個々の方法に応じて、他の包装された試薬および物質（例えば洗浄緩衝液等）
も含有することができる。
【０２６３】
　[00348]　本発明は様々な好ましい態様に関連して記述されてきたが、当業者は、本発
明の本質的な範囲から逸脱することなく様々な変更を行ってよく、その要素の代わりに均
等物を用いてよいことを理解するべきである。加えて、特定の状況または材料を本発明の
教示に適合させるために、その本質的な範囲から逸脱することなく多くの修正を行うこと
ができる。
【０２６４】
　[00349]　従って、本発明は本明細書で開示されたこの発明を実施するために熟慮され
た特定の態様に限定されるのではなく、本発明には特許請求の範囲内に入る全ての態様が
含まれるであろうことが意図されている。
【０２６５】
　[00350]　本明細書で列挙された文書のいずれの引用も、前記のいずれかが関連する先
行技術であるという自認として意図されているわけではない。その日付に関する全ての記
載またはこれらの文書の内容に関する表現は出願者に入手可能な情報に基づいており、こ
れらの文書の日付または内容の正確さに関する自認を構成することは一切ない。

【図１】
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【手続補正書】
【提出日】平成26年9月30日(2014.9.30)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１種類以上の分析物に関するセンサーの感度および／または選択性を最適化するための
方法であって、以下の工程：
　１タイプ以上のアプタマーを自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）連結を有する支持体に連結
し、該ＳＡＭ連結は該支持体上に官能化された表面を形成するための所望の連結間隔およ
び／または連結長を有し、
　該所望の連結間隔および／または連結長は、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）、ラマン分
光法、または蛍光分光法の感度および選択性の少なくとも１つを分析物および／またはア
プタマーの特性に基づいて最適化するように選択される；
を含む、前記方法。
【請求項２】
　ＳＡＭ連結の少なくとも１つの充填密度および／または長さが表面プラズモン共鳴（Ｓ
ＰＲ）シグナルに影響を及ぼす、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　連結が二成分ＳＡＭおよび還元脱着プロセスによる、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　脱着プロセスが、支持体の官能化された表面をタンパク質吸着に耐性の物質に曝露して
該官能化された支持体上でのタンパク質の非特異的な吸着を防ぐことを含む、請求項３に
記載の方法。
【請求項５】
　ＳＡＭ連結がジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳＰ）および（
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１－メルカプト－１１－ウンデシル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）を用いて
形成され、
　ここでＰＥＧ３はタンパク質の非特異的吸着を防ぎ、そして
　ここでＤＴＳＰ上のカルボキシル部分はアプタマーと安定な結合を形成する、請求項１
～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　１以上の分析物のためのセンサーを形成するための方法であって、以下の工程：
　ａ）３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシ
ル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）からなる二成分を支持体上に吸着させ；
　ｂ）工程ａ）の支持体からＭＰＡを還元脱着させ；
　ｃ）工程ｂ）の支持体上にジチオビス－Ｎ－スクシンイミジルプロピオネート（ＤＴＳ
Ｐ）を形成し；
　ｄ）少なくとも１タイプのアプタマーを工程ｃ）の支持体上で固定し；そして、
　ｅ）工程ｄ）の支持体上のＰＥＧ３から未結合のアプタマーを除去し、そうして該支持
体のＤＴＳＰ層に付着したアプタマーを残す；
を含む、前記方法。
【請求項７】
　１以上の分析物のためのセンサーを形成するための方法であって、以下の工程：
　ａ）３－メルカプトプロピオン酸（ＭＰＡ）および（１－メルカプト－１１－ウンデシ
ル）トリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ３）からなる二成分をエタノール溶液中で金表
面支持体上に吸着させ；
　ｂ）０．５Ｍ　ＫＯＨ溶液中で工程ａ）の支持体からＭＰＡを還元脱着させ、ここでＭ
ＰＡおよびＰＥＧ３の相分離した二成分自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）中の吸着したＭＰ
Ａは、該溶液に－１．２Ｖの電位を３０分間かけることにより選択的に還元され；
　ｃ）ＰＥＧ３層を上に有する工程ｂ）の支持体を１ｍＭ　ＤＳＴＰ溶液中に浸漬してそ
の上にＤＴＳＰ層を形成し；
　ｄ）少なくとも１タイプのアプタマーを工程ｃ）の支持体上で固定し；そして
　ｅ）工程ｄ）の支持体上のＰＥＧ３からアプタマーを除去し、そうして該支持体のＤＴ
ＳＰ層に付着したアプタマーを残す；
を含む、前記方法。
【請求項８】
　分析物が血液中のタンパク質の糖化形態を含む、請求項１～７のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項９】
　総血清タンパク質レベルから特定の糖化タンパク質の割合を決定することを含む、請求
項８に記載の方法。
【請求項１０】
　支持体に自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）連結により連結された１タイプ以上のアプタマ
ーを含み、該ＳＡＭ連結が該支持体上に官能化された表面を形成するための所望の連結間
隔および／または連結長を有し、
　該所望の連結間隔および／または連結長が表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）、ラマン分光
法、または蛍光分光法の感度および選択性の少なくとも１つを分析物および／またはアプ
タマー特性に基づいて最適化するように選択される、センサー；および
　該センサーが含まれる少なくとも１個の容器を含み、試料を該容器に添加することがで
きる、１以上の分析物の検出のためのキット。
【請求項１１】
　１以上の固体支持体、センサーを溶離液から分離するための１以上の分離剤、およびア
プタマーを該センサーから分離するための１以上の試薬をさらに含む、請求項１０に記載
のキット。
【請求項１２】
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　単一標的部位結合アプタマーおよび非標的タンパク質結合アプタマーを中に有する核酸
のプールから単一標的部位結合アプタマーを同定する方法であって、以下の工程：
　ａ）核酸のプールに単一部位標的タンパク質複合体を添加し、ここで該プール中に存在
する単一標的部位結合アプタマーおよび非標的タンパク質結合アプタマーの両方が該単一
部位標的タンパク質複合体に結合し、単一標的部位結合アプタマー＋非標的タンパク質結
合アプタマー＋単一部位標的タンパク質複合体を形成し；
　ｂ）該単一標的部位結合アプタマー＋非標的タンパク質結合アプタマー＋単一部位標的
タンパク質複合体を該プールから分離し；
　ｃ）該単一標的部位結合アプタマーおよび該非標的タンパク質結合アプタマーを該単一
部位標的タンパク質複合体から溶離し；
　ｄ）前の工程の溶離液に非標的タンパク質複合体を添加し、ここで工程ｃ）の溶離液中
に存在する非標的タンパク質結合アプタマーは該非標的タンパク質複合体に結合し、非標
的タンパク質結合アプタマー＋非標的タンパク質複合体を形成し；
　ｅ）該非標的タンパク質結合アプタマー＋非標的タンパク質複合体を前の工程の溶離液
から分離して該溶離液中の単一標的部位結合アプタマーを残し；そして
　ｆ）該単一標的部位結合アプタマーを該溶離液から分離し、場合によりさらに該単一標
的部位結合アプタマーを増幅する；
を含む、前記方法。
【請求項１３】
　単一標的部位結合アプタマーを用いてヘモグロビン、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免
疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）およびアルブミンの１つに関して選択する、請求項１２に記載
の方法。
【請求項１４】
　単一標的部位結合アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４および１５から選択される、請求項１２又は１３に記載の方
法。
【請求項１５】
　糖化ヘモグロビンに結合するアプタマーであって、該アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：４および５からなる群から選択される核酸配列を含む、前記アプタマー。
【請求項１６】
　糖の位置における化学的置換、ヌクレオチド間結合における化学的置換、および塩基の
位置における化学的置換からなる群から選択される化学修飾を少なくとも１つ含む、請求
項１５に記載のアプタマー。
【請求項１７】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４および５のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％
の同一性を有し、ヒト糖化ヘモグロビンに結合するアプタマー。
【請求項１８】
　糖化ヘモグロビンの領域に特異的に結合することができるポリヌクレオチド配列を含む
核酸アプタマー分子にコンジュゲートされた自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）を含む物質の
組成物であって、該ポリヌクレオチド配列がＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４および５からなる群
から選択される、前記組成物。
【請求項１９】
　非糖化ヘモグロビンに結合するアプタマーであって、該アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：６および７からなる群から選択される核酸配列を含む、前記アプタマー。
【請求項２０】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６および７のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７０％
の同一性を有し、ヒト非糖化ヘモグロビンに結合するアプタマー。
【請求項２１】
　糖化血清アルブミンに結合するアプタマーであって、該アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：３、８および９からなる群から選択される核酸配列を含む、前記アプタマー。
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【請求項２２】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３、８および９のいずれか１つの配列全体に対して少なくとも７
０％の同一性を有し、ヒト糖化血清アルブミンに結合する、アプタマー。
【請求項２３】
　非糖化血清アルブミンに結合するアプタマーであって、該アプタマーがＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：１０、１１、１２、１３、１４および１５からなる群から選択される核酸配列を含
む、前記アプタマー。
【請求項２４】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１１、１２、１３、１４および１５のいずれか１つの配列
全体に対して少なくとも７０％の同一性を有し、ヒト非糖化ヘモグロビンに結合する、ア
プタマー。
【請求項２５】
　分析物が、ヒトヘモグロビン、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）が含まれるアルブミン、
免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）、フィブリノーゲン、および
／またはそれらの断片の１以上を含み、該分析物が糖化または非糖化形態である、請求項
１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２６】
　分析物が、少なくとも１つの第２分析物と異なる半減期を有する少なくとも１つの第１
分析物を含み、方法が、該第１および第２分析物を定量化して１以上の期間にわたる該第
１および第２分析物のレベルに関する遡及判定を提供することをさらに含む、請求項１～
９及び２５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　分析物が、少なくとも１つの第１分析物、少なくとも１つの第２分析物および少なくと
も１つの第３分析物を含み、該第１、第２および第３分析物のそれぞれが異なる半減期を
有し、方法が、該第１、第２および第３分析物を定量化して１以上の期間にわたる該第１
、第２および第３分析物のレベルに関する遡及判定を提供することをさらに含む、請求項
１～９、２５及び２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　過去の平均血中分析物レベルのモニタリングにおける使用のための請求項１～９及び２
５～２７のいずれか１項に記載の方法であって、該方法が以下の工程：請求項１～９及び
２５～２７のいずれか１項に記載の方法により形成されたセンサーを血液試料と接触させ
；該血液中の分析物の糖化形態の量を決定し；そして該血液試料分析物中に糖化形態で存
在する該分析物の量を所与の時間フレームに関して対照レベルに関連付ける；を含む、前
記方法。
【請求項２９】
　第１分析物がヘモグロビンからなり、第２分析物がＩｇＭからなり、そして第３分析物
がアルブミンからなり；該第１分析物、第２分析物または第３分析物の１以上が糖化形態
または非糖化形態で存在する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　タンパク質の糖化形態の量が表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を用いて決定される、請求
項２８に記載の方法。
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