
(57)【要約】

体液中のタンパク質含有分析物などの生体試料中の分析

物を検出するためのラマン活性またはSERS活性プローブ

構築物を使用する種々の方法が提供される。本発明の方

法が、試料中のタンパク質含有分析物または断片のアミ

ノ酸組成についての情報を提供できるように、ラマン活

性構築物におけるプローブ部分は、生体試料中の特定の

公知の分析物に結合し、同定するように選択されるか、

またはプローブ部分は、一定のアミノ酸に共通に見いだ

される官能基と化学的に相互作用するようにデザインさ

れる。患者試料のタンパク質プロフィールを作製するこ

とができるように、場合によっては、ラマン活性または

SERS活性プローブ構築物は、本発明の方法に使用したと

きに、特定のタンパク質含有分析物またはこのような分

析物の型を同定することができる。ラマンのデータベー

スまたは正常な試料のSERSスペクトルと比較したときに

、開示された方法を使用して患者の疾病状態を同定する

ことができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 固 体 ゲ ル お よ び 、 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 付 着 さ れ た プ ロ ー ブ を 持 つ 1つ ま た は 複 数
の SERS増 強 ナ ノ 粒 子 と を 含 む 固 体 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 ２ 】
　 複 数 の 特 有 の 光 学 的 サ イ ン を 提 供 す る た め の 複 数 の ナ ノ 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の ゲ
ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 ３ 】
　 SERS増 強 ナ ノ 粒 子 が 、 核 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 塩 基 類 似 体 、 蛍 光 色
素 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 、 有 機 部 分 、 量 子 ド ッ ト 、 炭 素 ナ ノ チ ュ ー
ブ 、 フ ラ ー レ ン 、 金 属 ナ ノ 粒 子 、 電 子 高 密 度 粒 子 、 お よ び 結 晶 質 粒 子 か ら な る 群 よ り 独 立
し て 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の ラ マ ン 活 性 タ グ を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス
。
【 請 求 項 ４ 】
　 ナ ノ 粒 子 の 少 な く と も 1つ が 有 効 電 荷 を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ナ ノ 粒 子 が そ れ ぞ れ 、 ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ の 結 合 特 異 性 と 関 連 が あ る 特 有 の SERSシ グ ナ ル
を 提 供 す る 、 請 求 項 1記 載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ラ マ ン 活 性 タ グ が 、 ア デ ニ ン ま た は こ れ ら の 類 似 体 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の ゲ ル マ ト リ
ッ ク ス 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ナ ノ 粒 子 が 、 コ ア お よ び 表 面 と を 含 む 複 合 体 有 機 -無 機 ナ ノ 粒 子 （ COIN） で あ り 、 か つ
コ ア が 第 一 の 金 属 お よ び ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 と を 含 む 金 属 コ ロ イ ド を 含 む 、 請 求 項 1記
載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 ８ 】
　 COINが 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 を 覆 う 層 を 形 成 す る 第 一 の 金 属 と 異 な る 第 二 の 金 属 を さ ら に 含
む 、 請 求 項 7記 載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 ９ 】
　 COINが 金 属 層 を 覆 う 有 機 層 で あ っ て 、 プ ロ ー ブ を 含 む 有 機 層 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 8記
載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 プ ロ ー ブ が 抗 体 、 抗 原 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 受 容 体 、 お よ び リ ガ
ン ド か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 プ ロ ー ブ が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 10記 載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 少 な く と も い く つ か の ナ ノ 粒 子 が 、 光 学 的 サ イ ン に 寄 与 す る 蛍 光 標 識 を さ ら に 含 む 、 請
求 項 1記 載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む ゲ ル マ ト リ ッ ク ス を 製 造 す る た め の 方 法 ：
　 a） 適 切 な 液 体 中 に ゲ ル 形 成 粒 子 を 含 む ゲ ル 形 成 液 体 お よ び 、
　 複 数 の 特 有 の 光 学 的 サ イ ン 、 お よ び 分 析 物 に 結 合 す る た め の 付 着 さ れ た プ ロ ー ブ を 有 す
る 複 数 の ラ マ ン 増 強 ナ ノ 粒 子 と を 共 に 混 合 す る こ と に よ っ て 液 体 組 成 物 を 形 成 す る 工 程 ；
　 b） 液 体 組 成 物 か ら 固 体 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス を 得 る 工 程 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス が 、 そ れ ぞ れ 公 知 の 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 し て 複 合 体 を 形 成 す る 付 着
さ れ た プ ロ ー ブ を 有 す る 複 数 の SERS増 強 ナ ノ 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 SERS増 強 ナ ノ 粒 子 が COINで あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 試 料 中 の 分 析 物 を 検 出 す る た め の 方 法 ：
　 分 析 物 に 対 し て プ ロ ー ブ を 結 合 さ せ て 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 分 析 物
を 含 む 試 料 を 請 求 項 1記 載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 電 気 泳 動 法 ま た は 磁 気 泳 動 法 （ magnetophoresis） に よ っ て 複 合 体 を そ の 他 の 試 料 含 有
物 か ら 分 離 す る 工 程 ；
　 ゲ ル の 内 の 種 々 の 位 置 に 分 離 さ れ た 複 合 体 に よ っ て 放 射 さ れ る SERSシ グ ナ ル で あ っ て 、
特 定 の 複 合 体 に よ っ て 放 射 さ れ る SERSシ グ ナ ル が 特 定 の 分 析 物 の 存 在 と 関 連 づ け ら れ て い
る SERSシ グ ナ ル を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス が 2つ 以 上 の 複 合 体 を 含 み 、 か つ 2つ 以 上 の 複 合 体 か ら の シ グ ナ ル が 2
つ 以 上 の 異 な る 分 析 物 の 存 在 を 指 し 示 す 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 特 定 の 複 合 体 か ら の SERSシ グ ナ ル が 分 析 物 の 化 学 構 造 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 、 請 求 項
16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス が ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で あ り 、 か つ 分 析 物 が 抗 原 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ナ ノ 粒 子 の う ち の 少 な く と も 2つ が 異 な る 有 効 電 荷 を 有 す る 金 属 含 有 SERS増 強 ナ ノ 粒 子
で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 SERS増 強 ナ ノ 粒 子 が COINで あ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 分 析 物 が 生 体 試 料 に 含 ま れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 関 連 づ け が 、 分 析 物 に 対 す る プ ロ ー ブ の 結 合 に よ っ て 生 じ る 移 動 度 変 化 を 決 定 す る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 分 離 が 電 気 泳 動 法 を 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 検 出 す る 工 程 の 前 に 、 ま た は 後 に 、 分 析 物 を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 等 電 点 電 気 泳 動
に 供 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 電 気 泳 動 法 が 非 変 性 条 件 下 で の 一 次 元 ま た は 二 次 元 の 電 気 泳 動 法 で あ る 、 請 求 項 24記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 検 出 す る 工 程 の 前 に 、 ゲ ル を 化 学 的 エ ン ハ ン サ ー 溶 液 中 に 浸 漬 す る 工 程 お よ び ゲ ル を 乾
燥 さ せ て 試 料 を 濃 縮 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 試 料 が 、 実 質 的 に 同 じ サ イ ズ お よ び ／ ま た は 同 じ 電 荷 密 度 を 有 す る 1つ ま た は 複 数 の さ
ら な る 分 析 物 を 含 み 、 か つ 試 料 中 の 実 質 的 に 同 じ サ イ ズ お よ び ／ ま た は 同 じ 電 荷 密 度 を 有
す る さ ら な る 分 析 物 の も の と 比 較 し て 、 ゲ ル 中 の 複 合 体 の 変 更 さ れ た 移 動 度 に 基 づ い て 少
な く と も 1つ の 分 析 物 の 同 一 性 と 光 学 的 シ グ ナ ル を 関 連 づ け る こ と を 含 む 、 請 求 項 16記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 シ グ ナ ル が SERSス ペ ク ト ル で あ り 、 か つ ス ペ ク ト ル が 、 結 合 し た 分 析 物 を 同 定 す る た め
の 複 数 の 分 析 物 の SERSス ペ ク ト ル を 含 む SERSデ ー タ ベ ー ス と 比 較 さ れ る 、 請 求 項 28記 載 の
方 法 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 試 料 中 の 1つ ま た は 複 数 の 分 析 物 の SERSス ペ ク ト ル が 、 公 知 の 生 物 学 的 表 現 型 ま た は 疾
患 と 関 連 づ け ら れ て い る 相 違 を 決 定 す る た め に 、 一 ま と ま り の SERSス ペ ク ト ル と 比 較 さ れ
る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 試 料 が 体 液 で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 試 料 が 血 清 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 以 下 を 含 む 試 料 中 の 分 析 物 を 検 出 す る た め の 系 ：
　 請 求 項 1記 載 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス ；
　 少 な く と も 1つ の 分 析 物 を 含 む 試 料 ； お よ び
　 ナ ノ 粒 子 か ら の SERSシ グ ナ ル を 検 出 す る た め の 適 切 な 光 学 的 検 出 系 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 試 料 か ら 得 ら れ る SERSシ グ ナ ル の 解 析 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む コ ン ピ ュ ー タ を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 系 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 試 料 中 の 標 的 分 子 の 多 重 検 出 の た め の 方 法 ：
　 試 料 中 の 標 的 分 子 を 、 試 料 中 の 分 析 物 の 複 合 体 形 成 を さ せ る た め に 適 し た 条 件 下 で 、 そ
れ ぞ れ の 構 築 物 が 、 少 な く と も 1つ の SERS活 性 ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 か つ 電 気 泳 動 法 に お
い て 特 有 の 移 動 度 と 特 有 の 光 学 的 サ イ ン の 両 方 を 有 す る 光 学 活 性 核 酸 バ ー コ ー ド と 抱 合 さ
れ た 非 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 一 組 の プ ロ ー ブ 構 築 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 電 気 泳 動 法 に よ っ て 複 合 体 を 分 離 す る 工 程 ；
　 適 切 な 検 出 装 置 で 、 多 重 様 式 で 特 有 の 光 学 的 サ イ ン を 検 出 す る 工 程 ； お よ び
　 構 築 物 か ら の 個 々 の 光 学 的 サ イ ン を 試 料 中 の 対 応 す る 分 析 物 の 同 一 性 と 関 連 づ け る 工 程
。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 特 有 の 移 動 度 が バ ー コ ー ド 内 の 様 々 な 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る セ ッ ト の 構 築 物 か ら 生
じ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 少 な く と も い く つ か の 構 築 物 が 有 効 電 荷 を 有 す る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 電 気 泳 動 法 に よ り 、 遊 離 の 標 的 お よ び ／ ま た は 遊 離 の 結 合 し て い な い プ ロ ー ブ 構 築 物 を
複 合 体 か ら 分 離 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 非 核 酸 プ ロ ー ブ が 、 公 知 の タ ン パ ク 質 含 有 標 的 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、
請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 分 離 さ れ た 複 合 体 が 、 吸 着 、 反 射 、 分 極 、 屈 折 、 蛍 光 、 ラ マ ン ス ペ ク ト ル 、 SERS、 共 鳴
光 散 乱 、 格 子 結 合 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ grating-coupled surface plasmon resonance）
、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 選 択 さ れ る 光 学 的 技 術 に よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 35記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 非 ラ マ ン 活 性 分 析 物 を 検 出 す る た め の 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の セ ッ ト
を 作 製 す る た め の 方 法 ：
　 そ れ ぞ れ が 、 バ ッ ク ボ ー ン に 沿 っ て 2つ 以 上 の 化 学 的 に 反 応 性 の 位 置 を 含 む 有 機 重 合 体
を 含 む 分 子 バ ッ ク ボ ー ン の セ ッ ト を 得 る 工 程 ；
　 少 な く と も 1つ の 小 分 子 ラ マ ン 活 性 タ グ を 、 化 学 的 に 反 応 性 の 位 置 に て セ ッ ト 内 の そ れ
ぞ れ の バ ッ ク ボ ー ン に 付 着 す る 工 程 で あ っ て 、 セ ッ ト の メ ン バ ー の バ ッ ク ボ ー ン に 沿 っ た
ラ マ ン 活 性 タ グ の 型 、 数 、 お よ び 相 対 的 位 置 が 、 セ ッ ト の そ れ ぞ れ の メ ン バ ー に つ い て 特
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有 の ラ マ ン シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る よ う に 多 様 に 組 み 合 わ せ ら れ て い る 工 程 ； お よ び
　 セ ッ ト 内 の バ ッ ク ボ ー ン に 対 し て 、 そ れ ぞ れ の 活 性 基 が 公 知 の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 に
結 合 す る 活 性 基 を 抱 合 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 分 子 バ ッ ク ボ ー ン が 、 天 然 に 存 在 す る か 、 ま た は 合 成 の 多 糖 体 、 タ ン パ ク 質 、 ア ミ ノ 酸
、 も し く は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 バ ッ ク ボ ー ン が ラ マ ン 活 性 タ グ の 化 学 的 付 着 の た め に 修 飾 さ れ た 少 な く と も 1つ の 残 基
を 含 む 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 で あ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 修 飾 さ れ た 残 基 が 2-ア ミ ノ プ リ ン で あ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 バ ッ ク ボ ー ン が 標 準 的 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 に よ っ て 合 成 さ れ る 、 請 求 項 43記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ラ マ ン 活 性 タ グ が 色 素 ま た は 天 然 に 存 在 す る ラ マ ン 活 性 ア ミ ノ 酸 も し く は 核 酸 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ラ マ ン 活 性 タ グ が 一 連 の 連 続 し た 核 酸 で あ り 、 か つ タ グ が 標 準 的 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化
学 に よ っ て バ ッ ク ボ ー ン 上 に タ グ を 合 成 す る こ と に よ っ て 、 重 合 体 バ ッ ク ボ ー ン に 直 鎖 状
に 付 着 さ れ て い る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 バ ッ ク ボ ー ン が 2～ 1000ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 セ ッ ト の メ ン バ ー が 共 通 の バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ラ マ ン 活 性 タ グ が ラ マ ン 活 性 色 素 、 ア ミ ノ 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ
せ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 ラ マ ン 活 性 ア ミ ノ 酸 が ア ル ギ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ
せ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ラ マ ン 活 性 ヌ ク レ オ チ ド が ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 お よ び こ れ ら の 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 セ ッ ト の 少 な く と も 1つ の メ ン バ ー が ラ マ ン 活 性 タ グ に 結 合 さ れ た エ ン ハ ン サ ー 部 分 ま
た は 特 有 の ラ マ ン シ グ ナ ル の 強 度 を 押 し 上 げ る た め の ラ マ ン 活 性 バ ッ ク ボ ー を さ ら に 含 む
、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 ラ マ ン 活 性 タ グ が ポ リ （ G） で あ り 、 か つ エ ン ハ ン サ ー が ア ミ ン 基 ま た は AmC6で あ る 、
請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 活 性 基 が ア ク リ ダ イ ト （ acrydite） （ 商 標 ） 、 ア ミ ン 、 お よ び チ オ ー ル 基 か ら 選 択 さ れ
る 反 応 性 官 能 基 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 活 性 基 が 公 知 の 標 的 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 抗 体 、 受 容 体 、 レ ク チ ン 、 ま た は フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ さ れ た ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 生 物 学 的 分 析 物 が タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
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　 タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 が 抗 原 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び タ ン パ ク
質 含 有 分 析 物 を 含 む 複 合 体 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 バ ッ ク ボ ー ン が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 タ グ が ラ マ ン 活 性 ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 お よ
び 方 法 が 、 標 準 的 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 に よ っ て バ ッ ク ボ ー ン に 対 し て 直 鎖 状 に タ グ を
付 着 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ラ マ ン シ グ ナ ル が 、 試 料 中 の 公 知 の 生 物 学 的 分 析 物 の 存 在 を 指 し 示 す 以 下 の 工 程 を 含 む
、 試 料 中 の 生 物 学 的 分 析 物 を 識 別 す る た め の 方 法 ：
　 試 料 中 に 存 在 す る 分 析 物 に 対 し て そ の 中 の プ ロ ー ブ を 特 異 的 に 結 合 さ せ て 複 合 体 を 形 成
す る た め に 適 し た 条 件 下 で 、 複 数 の 生 物 学 的 分 析 物 を 含 む 試 料 を 、 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド
の セ ッ ト と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 結 合 し た 複 合 体 を 分 離 す る 工 程 ；
　 結 合 し た 複 合 体 に お け る 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド に よ っ て 放 射 さ れ る ラ マ ン シ グ ナ ル を 検
出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 所 望 の 生 物 学 的 分 析 物 が 複 数 の 異 な る タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 で あ り 、 か つ セ ッ ト 内 の プ
ロ ー ブ が 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 が 異 な る 公 知 の 生 物 学 的 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
で あ る 、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 ラ マ ン シ グ ナ ル が 、 試 料 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 す る た め に 収 集 さ れ る 、 請 求
項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 生 体 試 料 を ア ッ セ イ す る た め の 方 法 ：
　 固 体 支 持 体 上 の 試 料 の 分 析 物 を 分 離 す る 工 程 ；
　 試 料 中 の 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 に 対 し て 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド を 特 異
的 に 結 合 さ せ て 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る よ う に 、 分 離 さ れ た 分 析 物 を 請 求 項 41記 載
の 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の 一 次 セ ッ ト と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 複 合 体 中 の 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド に よ っ て 生 じ た ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る た め に 、 複
合 体 を 二 次 ラ マ ン コ ー ド 複 合 体 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 二 次 ラ マ ン コ ー ド に よ っ て 生 じ る 増 幅 さ れ た ラ マ ン シ グ ナ ル を 検 出 す る 工 程 ； お よ び
　 検 出 さ れ た 増 幅 さ れ た ラ マ ン シ グ ナ ル を 、 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の 活 性 薬 剤 が 特 異 的 に
結 合 す る 分 析 物 の 試 料 中 に 存 在 す る こ と と 関 連 づ け る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 分 離 さ れ た 複 合 体 か ら 増 幅 さ れ た ラ マ ン ス ペ ク ト ル を 収 集 し て 、 試 料 の タ ン パ ク 質 プ ロ
フ ィ ー ル を 形 成 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 二 次 ラ マ ン 複 合 体 を 接 触 さ せ る 工 程 が 、 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の セ ッ ト の 結 合 し た メ ン
バ ー と ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る た め の 二 次 ラ マ ン コ ー ド に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 化 学 的 会 合 を 含 む 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の セ ッ ト の メ ン バ ー が 、 ラ マ ン 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク
ボ ー ン を 含 み 、 か つ 二 次 ラ マ ン 複 合 体 が 、 バ ッ ク ボ ー ン に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 相 補 的 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 ラ マ ン 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン を 増
幅 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 工 程 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ラ イ ゲ
ー シ ョ ン し て 直 鎖 状 ま た は 分 枝 の ラ マ ン 活 性 複 合 体 を 形 成 し 、 ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る
工 程 を 伴 う 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-524087 A 2007.8.23



　 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の セ ッ ト の 結 合 し た メ ン バ ー が 、 こ れ ら の 3'末 端 に 遊 離 の ヒ ド ロ
キ シ ル 基 を 持 つ ラ マ ン 活 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 結 合 し
た 複 合 体 を 末 端 転 移 酵 素 の 存 在 下 に お い て dNTPに 曝 露 し て 、 長 さ が 何 百 も の ヌ ク レ オ チ ド
の 一 本 鎖 ラ マ ン 活 性 分 子 を 形 成 し て 、 バ ッ ク ボ ー ン の ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る 工 程 を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の セ ッ ト の 結 合 し た メ ン バ ー が 、 直 鎖 状 の ラ マ ン 活 性 核 酸 タ グ お
よ び こ れ ら の 3'末 端 に 遊 離 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン と を
含 み 、 か つ 方 法 が 、 結 合 し た 複 合 体 を 末 端 転 移 酵 素 の 存 在 下 に お い て dNTPに 曝 露 し て 、 長
さ が 何 千 も の ヌ ク レ オ チ ド の 一 本 鎖 ラ マ ン 活 性 分 子 を 形 成 し て 、 バ ッ ク ボ ー ン の ラ マ ン シ
グ ナ ル を 増 幅 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 方 法 が 、 種 々 の 結 合 し た 複 合 体 の 一 本 鎖 ラ マ ン 活 性 分 子 を 増 幅 す る た め に 使 用 さ れ る dN
TPを 変 化 さ せ 、 増 幅 さ れ た ラ マ ン シ グ ナ ル を さ ら に 変 化 さ せ る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 68記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 増 幅 技 術 が ロ ー リ ン グ サ ー ク ル （ rolling circle） 増 幅 で あ る 、 請 求 項 69ま た は 70記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 二 次 ラ マ ン 複 合 体 が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 金 属 ナ ノ 粒 子 に 付 着 さ れ
た 相 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 か つ 増 幅 さ れ る ラ マ ン シ グ ナ ル が SERSシ グ ナ ル で あ る 、
請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 金 属 ナ ノ 粒 子 が 、 銀 、 金 、 銅 、 お よ び ア ル ミ ニ ウ ム か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 二 次 ラ マ ン 複 合 体 が 、 付 着 さ れ た ラ マ ン 活 性 タ グ を 持 つ 相 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、
か つ 方 法 が 二 次 ラ マ ン 複 合 体 か ら デ ン ド リ マ ー を 作 製 す る 工 程 と 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ
ッ ク ボ ー ン に デ ン ド リ マ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る 工 程 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 生 体 試 料 が 体 液 を 含 む 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 増 幅 さ れ た ラ マ ン シ グ ナ ル か ら 増 幅 さ れ た ラ マ ン ス ペ ク ト ル を 収 集 し て 、 生 体 試 料 の タ
ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 分 析 物 の プ ー ル に お け る 分 析 物 の 存 在 を 決 定 す る た め の 方 法 ：
　 a） 分 析 物 の プ ー ル を 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 部 位 に 付 着 さ れ た プ ロ ー ブ の 第 一 の セ ッ ト
と 接 触 さ せ て 、 別 々 の 部 位 に て プ ロ ー ブ ／ 分 析 物 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
　 b） プ ロ ー ブ ／ 分 析 物 複 合 体 を 、 そ れ ぞ れ の 第 二 の セ ッ ト が 活 性 な 薬 剤 と し て 第 一 の セ
ッ ト の プ ロ ー ブ の サ ブ セ ッ ト を 利 用 す る 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の 複 数 の 第 二 の セ ッ ト と 接
触 さ せ て 、 ラ マ ン コ ー ド 含 有 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
　 c） 結 合 し た ラ マ ン コ ー ド を 含 む 複 合 体 を 金 属 イ オ ン と イ ン サ イ チ ュ ー で 接 触 さ せ て 、
ラ マ ン コ ー ド 含 有 複 合 体 を 金 属 の 薄 層 で 被 覆 す る 工 程 ；
　 d） 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 部 位 に て 、 結 合 し た ラ マ ン コ ー ド 含 有 複 合 体 を 光 源 で 同 時 に
照 射 す る こ と に よ っ て 生 じ る SERSシ グ ナ ル を 検 出 す る 工 程 ； お よ び
　 e） 1つ ま た は 複 数 の SERSス ペ ク ト ル を 試 料 中 の 特 定 の 分 析 物 の 存 在 と 関 連 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 金 属 の 層 が 、 金 属 カ チ オ ン の コ ロ イ ド 溶 液 を 還 元 条 件 に 供 し て 、 イ ン サ イ チ ュ ー で 結 合
し た 複 合 体 を 含 む 金 属 ナ ノ 粒 子 を 形 成 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法
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。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 c） の 前 に 、 固 体 支 持 体 上 の 結 合 し た ラ マ ン コ ー ド 含 有 複 合 体 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・
バ ッ ク ボ ー ン の 増 幅 を 行 う 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 増 幅 が PCR3ま た は ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 で あ る 、 請 求 項 78記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 関 連 さ せ る 工 程 が 、 別 々 の 部 位 に お け る そ れ ぞ れ の シ グ ナ ル 位 置 か ら の SERSシ グ ナ ル を
計 数 し て 、 同 じ サ イ ン を 持 つ シ グ ナ ル 点 の 数 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 77記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 関 連 さ せ る 工 程 が 、 ラ マ ン コ ー ド ・ デ ザ イ ン に 従 っ て SERSス ペ ク ト ル を 分 類 す る た め に
複 合 解 析 を 行 う 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 81記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 結 合 剤 が 、 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ さ れ た ペ プ チ ド 、 受 容 体 、 核 酸 、 リ ガ ン ド 、 レ
ク チ ン 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 分 析 物 が 、 タ ン パ ク 質 、 グ ル コ タ ン パ ク 質 、 脂 質 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 多
糖 体 、 ス テ ロ イ ド 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 分 析 物 の プ ー ル が 疾 患 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る か 、 ま た は 疑 い が あ る 患 者 の 体 液 の
試 料 を 含 む 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 方 法 が 、 分 析 物 の プ ー ル が 正 常 対 照 患 者 の 対 応 す る 試 料 を 含 む こ と を 除 い て 繰 り 返 さ れ
、 か つ 方 法 が 患 者 の 分 析 物 か ら 得 ら れ る SERSス ペ ク ト ル を 正 常 対 照 患 者 の 分 析 物 か ら 得 ら
れ る SERSス ペ ク ト ル と 比 較 し て 相 違 を 同 定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 相 違 が 、 疾 患 を 有 す る
こ と が 知 ら れ て い る か 、 ま た は 疑 い が あ る 患 者 の 試 料 中 の 疾 患 マ ー カ ー の 存 在 を 示 す 、 請
求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 第 一 の セ ッ ト の プ ロ ー ブ が 、 複 数 の 第 二 の セ ッ ト 内 の 活 性 薬 剤 を 得 る た め に ラ ン ダ ム に
分 け ら れ 、 単 一 の 第 二 の セ ッ ト 内 の そ れ ぞ れ の ラ マ ン コ ー ド が 、 単 一 の 第 二 の セ ッ ト の メ
ン バ ー に 対 し て 特 有 で あ り 、 か つ 第 二 の セ ッ ト の そ れ ぞ れ が 、 ラ マ ン コ ー ド の 同 じ セ ッ ト
を 含 む 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 生 体 試 料 の タ ン パ ク 質 含 有 量 を ア ッ セ イ す る た め の 方 法 ：
　 a） 活 性 薬 剤 と し て 官 能 基 を 含 む 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の セ ッ ト を 得 る 工 程 ；
　 b） 試 料 を 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 に タ ン パ ク 質 官 能 基 を 持 つ セ ッ ト の メ ン バ
ー を 化 学 的 に 付 着 さ せ て 、 コ ー ド ／ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 ラ マ ン 活 性 分 子
コ ー ド の セ ッ ト と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 c） コ ー ド ／ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 分 離 す る 工 程 ；
　 d） 分 離 さ れ た コ ー ド ／ タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ っ て 生 じ る SERSシ グ ナ ル を 検 出 す る 工 程
； お よ び
　 e） SERSシ グ ナ ル を 試 料 中 の 特 定 の タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 と 関 連 づ け る 工 程 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 セ ッ ト が 、 3つ の ラ マ ン 活 性 分 子 コ ー ド の セ ッ ト で あ り 、 セ ッ ト の そ れ ぞ れ の メ ン バ ー
が 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 お よ び チ オ ー ル 基 か ら 選 択 さ れ る 3つ の 活 性 基 の 1つ を 有
し 、 か つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン が セ ッ ト に 特 有 の ラ マ ン ・ サ イ ン を 提 供 す る
、 請 求 項 88記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 セ ッ ト の そ れ ぞ れ の メ ン バ ー が 、 ポ リ （ dA） 、 ポ リ （ dG） 、 お よ び ポ リ d（ AG） か ら 選
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択 さ れ る 3つ の ラ マ ン 活 性 分 子 コ ー ド の う ち の 1つ を 含 む 、 請 求 項 89記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 方 法 が 、 b） の 前 に 、 副 次 試 料 へ と 試 料 を 分 け る 工 程 、 そ れ ぞ れ の 副 次 試 料 に つ い て b）
、 c） 、 お よ び d） を 繰 り 返 す 工 程 、 並 び に e） の 前 の 全 て の 副 次 試 料 に お け る そ れ ぞ れ の
シ グ ナ ル 点 か ら の ラ マ ン シ グ ナ ル を 計 数 す る 工 程 と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 88記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 試 料 が 、 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド と 接 触 す る 前 に 消 化 さ れ る 、 請 求 項 88記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 ラ マ ン ス ペ ク ト ル か ら 得 ら れ る 情 報 を 使 用 し て 、 試 料 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル を 編 集
す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 92記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 試 料 中 の 分 析 物 の 存 在 を 同 定 す る た め に 有 用 な 方 法 お よ び 装 置 に 、
よ り 具 体 的 に は 生 体 試 料 を ア ッ セ イ す る た め に ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 を 使 用 す る た め
の 方 法 お よ び 装 置 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景 情 報
　 ゲ ノ ム レ ベ ル DNAシ ー ケ ン シ ン グ の 著 し い 成 功 は 、 25年 前 に は 想 像 も 及 ば な か っ た 知 識
の 境 地 に 我 々 を 置 い た 。 こ の デ ー タ の 転 換 点 を 、 ヒ ト 疾 患 を 診 断 し 、 段 階 を 決 め （ stagin
g） 、 理 解 し 、 治 療 す る 際 に 有 用 で あ ろ う と い う 知 識 に 変 換 す る た め に は 、 推 定 ＞ 30,000
の ヒ ト タ ン パ ク 質 の 配 列 を 知 っ て い る だ け で な く 、 我 々 が 、 疾 患 の 発 症 が 差 し 迫 っ て い る
こ と を 予 告 す る タ ン パ ク 質 発 現 の 鍵 と な る 変 化 を 同 定 し 、 正 確 に 分 子 レ ベ ル で 疾 患 サ ブ タ
イ プ を 分 類 す る こ と 、 並 び に 、 疾 患 プ ロ セ ス に 密 接 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 機 能 、 相 互 作
用 、 お よ び 活 性 を 調 整 す る 方 法 を 理 解 す る こ と が 必 要 で あ る 。 タ ン パ ク 質 機 能 を 理 解 す る
た め の 最 も 基 本 的 な ア プ ロ ー チ の う ち の 1つ は 、 増 殖 条 件 、 細 胞 周 期 段 階 、 疾 病 状 態 、 外
部 刺 激 、 そ の 他 の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル 、 お よ び そ の 他 の 変 数 の 関 数 と し て 、 発 現 レ ベ
ル 変 化 を 相 関 さ せ る こ と で あ る 。 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 は 、 ゲ ノ ム 全 体 の mRNA発 現 解 析
に 対 す る 大 規 模 並 列 処 理 ア プ ロ ー チ を 提 供 す る が 、 mRNAと そ の コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の
イ ン ビ ボ の 濃 度 と の 間 に 直 接 の 関 係 が な い こ と が 多 い 。 mRNAの タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 の 差 動
的 割 合 お よ び イ ン ビ ボ で の タ ン パ ク 質 分 解 の 差 動 的 割 合 は 、 タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
の た め の mRNAの 推 定 を 混 乱 さ せ る 2つ の 要 因 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 加 え て 、 こ の よ う な マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 で は 、 調 節 タ ン パ ク 質 機 能 に お い て 重 要 な 役 割
を 果 た す こ と が 多 い 翻 訳 後 タ ン パ ク 質 修 飾 を 検 出 し 、 同 定 し 、 ま た は 定 量 化 す る こ と が で
き な い 。 タ ン パ ク 質 発 現 解 析 は 、 こ れ が 単 な る そ の メ ッ セ ー ジ で は な く 、 生 物 学 的 エ フ ェ
ク タ ー タ ン パ ク 質 分 子 の レ ベ ル を 測 定 す る と い う 点 で 潜 在 的 に 大 き な 利 点 を 提 供 す る 。 現
時 点 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 が 25,000以 上 の 遺 伝 子 の mRNA発 現 の 相 対 的 レ ベ ル を 同 時 に
プ ロ フ ァ イ ル す る 能 力 に 接 近 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 技 術 は 利 用 で
き な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し た が っ て 、 種 々 の 生 物 学 的 お よ び 有 機 的 環 境 に お け る 分 析 物 の 低 濃 度 の 検 出 お よ び 解
析 に 対 し て 払 わ れ る 注 目 は 、 い っ そ う 増 大 し つ つ あ る 。 こ の よ う な 分 析 物 の 定 性 分 析 は 、
一 般 に よ り 高 濃 度 レ ベ ル に 制 限 さ れ て お り 、 一 方 、 定 量 分 析 は 、 通 常 、 放 射 性 同 位 元 素 ま
た は 蛍 光 試 薬 で の 標 識 が 必 要 で あ る 。 こ の よ う な 手 順 は 、 一 般 に 時 間 が か か り 、 お よ び 不
便 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 固 体 セ ン サ ー お よ び 特 に バ イ オ セ ン サ ー は 、 こ れ ら が 化 学 的 、 生 物 学 的 、 お よ び 薬 学 的

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-524087 A 2007.8.23



研 究 、 並 び に 疾 患 診 断 法 に お け る 有 用 性 が 増 大 し て い る た め に 、 最 近 か な り の 注 目 を 受 け
て い る 。 一 般 に 、 バ イ オ セ ン サ ー は 、 2つ の 成 分 ： 高 度 に 特 異 的 な 認 識 エ レ メ ン ト と 分 子
認 識 イ ベ ン ト を 定 量 化 可 能 な シ グ ナ ル に 変 換 す る 変 換 構 造 と か ら な る 。 バ イ オ セ ン サ ー は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 、 抗 体 -抗 原 、 ホ ル モ ン -受 容 体 、 酵 素 -基 質 、 お よ び レ ク チ ン -糖
タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 含 む 種 々 の 生 体 分 子 の 複 合 体 を 検 出 す る た め に 開 発 さ れ た 。 シ グ ナ
ル 伝 達 は 、 一 般 に 電 気 化 学 的 、 電 界 効 果 ト ラ ン ジ ス タ ー 、 光 学 的 吸 収 、 蛍 光 、 ま た は 干 渉
観 測 装 置 で 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 多 孔 性 シ リ コ ン 膜 の 可 視 反 射 率 変 化 の 強 度 を 、 小 分 子 の 予 測 さ れ る 検 出 、 同 定 、 お よ び
数 量 化 の た め の 単 純 な 生 物 学 的 セ ン サ ー に 利 用 す る こ と が で き る こ と が 公 知 で あ る 。 こ の
よ う な 生 物 学 的 セ ン サ ー は 、 確 実 に 有 用 で あ る が 、 一 方 で 、 反 射 率 変 化 の 検 出 で は 、 1つ
ま た は 複 数 の 定 義 さ れ る 鋭 い 発 光 の ピ ー ク で は な く む し ろ 、 幅 広 い ピ ー ク が 存 在 す る こ と
に よ り 複 雑 と な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 ラ マ ン 分 光 法 ま た は 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 は 、 生 体 試 料 か ら の 個 々 の 分 子 の 、 感 受
性 の 高 く 、 か つ 正 確 な 検 出 ま た は 同 定 と い う 目 標 を 達 成 す る た め の 探 求 に 使 用 さ れ て き た
。 光 が 関 心 対 象 の 媒 体 を 通 過 す る と き に 、 一 定 量 の 光 が 、 散 乱 と し て 公 知 の 現 象 に お い て
、 そ の 本 来 の 方 向 か ら 発 散 さ れ る 。 ま た 、 一 部 の 散 乱 光 は 、 光 の 吸 収 お よ び よ り 高 い エ ネ
ル ギ ー 状 態 へ の 電 子 の 励 起 、 続 く 異 な る 波 長 に お け る 発 光 に よ り 、 本 来 の 励 起 （ excitato
ry） 光 と は 周 波 数 が 異 な る 。 吸 収 さ れ る 光 と 放 射 さ れ る 光 の エ ネ ル ギ ー と の エ ネ ル ギ ー の
相 違 は 、 媒 体 の 振 動 エ ネ ル ギ ー に 対 応 す る 。 こ の 現 象 は 、 ラ マ ン 散 乱 と し て 公 知 で あ り 、
ラ マ ン 散 乱 光 で 関 心 対 象 の 媒 体 ま た は 分 子 を 特 徴 づ け 、 お よ び 解 析 す る た め の 方 法 は 、 ラ
マ ン 分 光 法 と 呼 ば れ る 。 ラ マ ン 発 光 ス ペ ク ト ル の 波 長 は 、 試 料 中 の 化 学 組 成 物 お よ び ラ マ
ン 散 乱 分 子 の 構 造 の 特 徴 で あ り 、 一 方 で 、 ラ マ ン 散 乱 光 の 強 度 は 、 試 料 中 の 分 子 の 濃 度 に
依 存 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ラ マ ン ス ペ ク ト ル は 、 赤 外 ス ペ ク ト ル と 同 様 に 、 解 析 さ れ る 試 料 （ 分 析 物 ） に 特 異 的 な
分 子 振 動 に 対 応 す る バ ン ド の 波 長 分 布 か ら な る 。 ラ マ ン 分 光 法 の 実 施 の 際 に は 、 光 源 （ 一
般 に レ ー ザ ー ） か ら の ビ ー ム を 試 料 に 対 し て 焦 点 を 合 わ せ 、 こ れ に よ り 非 弾 性 的 に 散 乱 放
射 線 を 生 じ さ せ 、 こ れ を 光 学 的 に 収 集 し て 、 波 長 分 散 型 分 光 器 に 向 け 、 そ の 中 で 、 検 出 器
が 衝 突 光 量 子 の エ ネ ル ギ ー を 電 気 信 号 強 度 に 変 換 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 歴 史 的 に 、 入 射 光 の 非 弾 性 散 乱 放 射 線 へ の 変 換 が 非 常 に 低 い こ と に よ り 、 ラ マ ン 分 光 法
は 、 水 溶 液 の 解 析 な ど の 赤 外 線 ス ペ ク ト ル 法 に よ っ て 行 う こ と が 困 難 で あ っ た 適 用 に 限 定
さ れ た 。 し か し 、 ざ ら ざ ら に し た 銀 電 極 の 付 近 の 分 子 を ラ マ ン 励 起 源 に 供 さ れ る と き に 、
生 じ る シ グ ナ ル の 強 度 は 、 6桁 も 増 大 さ れ る こ と が 発 見 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の 散 乱 効 率 の 多 大 な 増 大 を 担 う メ カ ニ ズ ム に つ い て は 、 現 在 、 か な り の 研 究 の 対 象 で
あ る が 、 以 下 の 3つ の 条 件 が 満 た さ れ た 場 合 に 現 象 が 生 じ る こ と が 、 一 般 に 認 め ら れ て い
る ： （ 1） 金 属 の 遊 離 電 子 吸 収 を 、 好 ま し く は レ ー ザ ー 光 線 の 形 態 で 、 250～ 2500ナ ノ メ ー
ト ル （ nm） の 間 の 波 長 の 光 に よ っ て 励 起 す る こ と が で き る こ と ； （ 2） 使 用 さ れ る 金 属 が
、 適 切 な サ イ ズ （ 通 常 、 5nm～ 1000nm直 径 粒 子 、 ま た は 同 等 の 形 態 の 表 面 ） で あ り 、 か つ
表 面 プ ラ ス モ ン 場 を 生 じ る た め に 必 要 な 光 学 的 性 質 を 有 す る こ と ； お よ び （ 3） 分 析 物 分
子 が 、 プ ラ ス モ ン 場 に カ ッ プ リ ン グ す る た め の 、 効 率 的 に マ ッ チ す る 光 学 特 性 （ 吸 収 ） を
有 す る こ と 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 特 に 、 金 、 銀 、 銅 、 お よ び 一 定 の そ の 他 の 金 属 の ナ ノ 粒 子 は 、 電 磁 放 射 線 の 局 在 化 効 果
を 増 強 す る よ う に 機 能 し 得 る 。 こ の よ う な 粒 子 の 近 く に 位 置 す る 分 子 は 、 ラ マ ン 分 光 分 析
法 に 対 し て 非 常 に 高 い 感 受 性 を 示 す 。 SERSは 、 関 心 対 象 の 生 体 分 子 を 特 徴 づ け 、 解 析 す る
た め に 、 こ の 表 面 励 起 ラ マ ン 散 乱 効 果 を 利 用 す る 技 術 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 塩 化 リ チ ウ ム は 、 関 心 対 象 の 分 子 が 導 入 さ れ る 前 に 、 ま た は そ の
後 に 、 金 属 ナ ノ 粒 子 ま た は 金 属 皮 膜 表 面 に 適 用 さ れ た と き に 、 SERSシ グ ナ ル を 増 強 す る 化
学 薬 品 と し て 同 定 さ れ た 。 し か し 、 こ れ ら の 化 学 的 エ ン ハ ン サ ー を 使 用 す る 技 術 で は 、 単
一 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 な ど の 低 濃 度 の 分 析 物 分 子 を 確 実 に 検 出 す る ほ ど 十 分
に 感 受 性 で あ る こ と が 証 明 さ れ て お ら ず 、 そ の 結 果 、 SERSは 、 血 漿 な ど の 複 雑 な 生 体 試 料
の タ ン パ ク 質 含 有 量 を 解 析 す る た め に は 適 し て い な か っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 結 合 し た 分 析 物 の 特 徴 に 関 す る 詳 細 な 情 報 を 提 供 す
る 分 析 物 検 出 方 法 の た め の 、 並 び に ラ マ ン 分 光 学 的 解 析 手 法 を 使 用 し て 確 実 に 個 々 の 分 析
物 を 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 す る た め の 需 要 が 存 在 す る 。 加 え て 、 当 技 術 分 野 に お い て 、
低 濃 度 レ ベ ル に て 生 体 分 子 を 定 性 的 お よ び 定 量 的 に 検 出 す る 迅 速 か つ 単 純 な 手 段 に 対 す る
需 要 も あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 の 種 々 の 態 様 は 、 体 液 中 の タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 な ど の 、 生 体 試 料 中 の 分 析 物 を
検 出 す る た め の ラ マ ン 活 性 ま た は SERS活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 の 使 用 に 関 す る 。 あ る 態 様 に お
い て 、 ラ マ ン 活 性 構 築 物 に お け る プ ロ ー ブ 部 分 は 、 生 体 試 料 中 の 特 定 の 公 知 の 分 析 物 に 結
合 し 、 そ れ 故 、 そ の 存 在 を 同 定 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 ラ マ ン 活
性 構 築 物 の プ ロ ー ブ 部 分 は 、 一 定 の ア ミ ノ 酸 に 共 通 に 見 い だ さ れ る 官 能 基 と 化 学 的 に 相 互
作 用 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ 、 そ の 結 果 、 本 発 明 の 方 法 は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 含 有 分 析
物 ま た は こ れ ら の 断 片 の ア ミ ノ 酸 組 成 に つ い て の 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 以 下 の 詳 細 な 説 明 は 、 本 発 明 の 開 示 さ れ た 態 様 の よ り 完 全 な 理 解 を も た ら す た め に 、 多
く の 具 体 的 詳 細 を 含 む 。 し か し 、 本 態 様 は 、 こ れ ら の 具 体 的 詳 細 の 範 囲 を 超 え て 実 施 す る
こ と が で き る こ と が 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 他 の 例 で は 、 当 技 術 分 野 に 周 知 で あ る
装 置 、 方 法 、 手 順 、 お よ び 個 々 の 構 成 要 素 を 本 明 細 書 に 詳 述 し な か っ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 1に お い て 図 示 さ れ る 本 発 明 の 一 つ の 態 様 は 、 分 析 物 200に 特 異 的 に 結 合 す る た め に 付
着 さ れ た プ ロ ー ブ と 共 に 、 個 体 ゲ ル 100と 1つ ま た は 複 数 の SERS増 強 ナ ノ 粒 子 と を 含 む 固 体
ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 300を 提 供 す る 。 ま た 、 複 数 の 特 有 の 光 学 的 サ イ ン を 提 供 す る 複 数 の ナ
ノ 粒 子 を ゲ ル マ ト リ ッ ク ス に 組 み 込 む こ と が で き る 。 SERS増 強 ナ ノ 粒 子 は 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ て い る 1つ ま た は 複 数 の ラ マ ン 活 性 タ グ と 、 タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 な ど の 公 知 の 分
析 物 に 特 異 的 に 結 合 す る プ ロ ー ブ と を 含 む 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス に 含
ま れ る ナ ノ 粒 子 の 少 な く と も 1つ は 、 電 気 泳 動 法 の 間 に 分 析 物 の 分 離 を 補 助 す る た め に 有
効 電 荷 を 有 す る こ と が で き る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 ナ ノ 粒 子 は 、 そ れ ぞ れ 、 ナ ノ 粒
子 の プ ロ ー ブ の 結 合 特 異 性 と 相 関 さ れ た 特 有 の SERS-シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ラ マ ン 光 源 は 、 ゲ ル を 通 っ て 投 射 す る こ と が で き る の で 、 試 料 中 の 分 析 物 の 存 在 は 、 ゲ
ル か ら 分 離 さ れ た 分 析 物 を 除 去 す る 必 要 な く 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス は 、 コ ア お よ び 表 面 を 含 む 複 合 体 有 機
－ 無 機 ナ ノ 粒 子 （ COIN） を 組 み 込 み 、 コ ア は 、 第 一 の 金 属 と ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 と を 含
む 金 属 コ ロ イ ド を 含 む 。 COINお よ び COINを 作 製 す る 方 法 は 、 本 明 細 書 に お い て 下 記 に 詳 述
し て あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 生 体 試 料 な ど の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 検 出 す る た め の 使 用 に つ い て は 、 本 発 明
の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 の タ ン
パ ク 質 部 分 と 特 異 的 に 結 合 す る プ ロ ー ブ を 有 す る SERS活 性 ナ ノ 粒 子 を 含 む 。 こ の よ う な プ
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ロ ー ブ は 、 抗 体 、 抗 原 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 受 容 体 、 リ ガ ン ド 等 を
含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 発 明 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス に 使 用 す る い ず れ の ナ ノ 粒 子 も 、 ナ ノ 粒 子 の 光 学 的 サ イ ン に 寄
与 す る 蛍 光 標 識 を さ ら に 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 1つ ま た は 複 数 の SERS増 強 ナ ノ 粒 子 内 で 分 析 物 に
対 し て プ ロ ー ブ を 結 合 さ せ て 複 合 体 を 形 成 す る こ と に 適 し て い る 条 件 下 で 、 分 析 物 を 含 む
試 料 を 、 発 明 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス な ど の 分 離 ゲ ル と 接 触 さ せ る 工 程 と ； 電 気 泳 動 法 ま た は
磁 気 泳 動 法 に よ っ て 複 合 体 を そ の 他 の 試 料 含 有 物 か ら 分 離 す る 工 程 と ； ゲ ル 内 の 種 々 の 位
置 に 分 離 さ れ た 複 合 体 に よ っ て 放 射 さ れ る SERSシ グ ナ ル を 検 出 す る （ す な わ ち 、 ゲ ル か ら
の 複 合 体 の 除 去 の 有 無 に か か わ ら な い ） 工 程 と を 含 む 試 料 中 の 分 析 物 を 検 出 す る た め の 方
法 を 提 供 す る 。 特 定 の 複 合 体 に よ っ て 放 射 さ れ る SERSシ グ ナ ル は 、 特 定 の 分 析 物 の 存 在 と
関 連 す る 。 試 料 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 の 混 合 物 を 含 む 複 合 体 生 体 試
料 で あ る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス は 、 種 々 の 分 析 物 （ こ れ に 対 し て 、 ナ
ノ 粒 子 中 の プ ロ ー ブ が 特 異 的 に 結 合 す る ） が 試 料 中 に 存 在 す る こ と を 示 す た め の 複 数 の 種
々 の SERS増 強 ナ ノ 粒 子 を 含 む 。 分 離 さ れ る 生 物 学 的 標 的 を 含 む 試 料 は 、 分 離 の た め に ゲ ル
内 に 混 合 物 を 導 入 す る よ り も 前 に 、 SERS増 強 ナ ノ 粒 子 と 接 触 さ れ る か 、 ま た は 試 料 は 、 そ
の 中 に す で に 組 み 込 ま れ た SERS活 性 ナ ノ 粒 子 を 有 す る 発 明 の ゲ ル に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス お よ び ゲ ル 分 別 法 に 使 用 さ れ る ナ ノ 粒 子 中
の プ ロ ー ブ の 特 異 性 は 、 未 知 で あ り 、 特 定 の 結 合 し た 複 合 体 か ら の SERSシ グ ナ ル が 、 こ れ
が 結 合 し た 分 析 物 の 化 学 構 造 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。 結 合 し た 分 析 物 に つ い て の さ ら な
る 情 報 は 、 使 用 し た 特 定 の 分 離 媒 体 （ た と え ば 、 ゲ ル の 型 、 分 離 の 電 気 的 ま た は 磁 気 条 件
） 中 で の 複 合 体 の 挙 動 の 解 析 に よ っ て 得 ら れ 、 こ の 情 報 に よ り 、 ラ マ ン シ グ ナ ル の 解 析 か
ら 得 ら れ た 情 報 を 編 集 す る こ と が で き 、 補 充 す る と 考 え ら れ る 。 検 出 さ れ た 分 析 物 の 全 て
に つ い て の こ の よ う な 情 報 の 編 集 に よ り 、 試 料 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 で の 複 合 体 の 分 離 は 、 電 気 泳 動 法 も し く は 磁 気 泳 動 法 、 ま た は 2つ
の 組 み 合 わ せ に よ っ て 達 成 さ れ 、 特 に 、 ナ ノ 粒 子 が 、 金 属 酸 化 物 な ど の 磁 性 体 を 含 む 場 合
に は 後 者 が 使 用 さ れ る 。 複 合 体 は 、 分 離 が 分 析 物 そ れ 自 体 の 相 違 に 依 存 す る の で は な く 、
む し ろ 分 析 物 ／ SERS増 強 ナ ノ 粒 子 複 合 体 の 、 正 味 の 電 荷 、 重 量 等 の 相 違 に 依 存 す る と 考 え
ら れ る こ と を 除 い て 、 通 常 ゲ ル 分 離 技 術 に 関 連 す る 任 意 の 要 素 に 基 づ い て 分 離 す る こ と が
で き る 。 し た が っ て 、 ナ ノ 粒 子 の 1つ ま た は 複 数 に 対 す る 分 析 物 の 結 合 は 、 分 析 物 に 対 す
る プ ロ ー ブ の 結 合 に よ っ て 生 じ る 分 析 物 の 移 動 度 変 化 を 決 定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ
と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ナ ノ 粒 子 の う ち の 少 な く と も 2つ が 、 電 気 泳 動 法 の 間 に
分 析 物 分 離 に 影 響 を 及 ぼ す よ う に 、 異 な る 有 効 電 荷 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 関 心 対 象 の 分 析 物 が タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 で あ る 場 合 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル マ ト リ
ッ ク ス を 使 用 す る こ と が で き 、 関 心 対 象 の 分 析 物 は 、 抗 原 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、
糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
使 用 さ れ る 電 気 泳 動 技 術 は 、 た と え ば 非 変 性 条 件 下 で の 一 次 元 ま た は 二 次 元 電 気 泳 動 法 の
い ず れ か で あ る こ と が で き る 。 任 意 に 、 本 発 明 の ゲ ル 分 別 法 は 、 分 離 さ れ た 分 析 物 か ら さ
ら に SERSシ グ ナ ル を 増 強 す る た め に 、 LiClま た は NaClの 溶 液 な ど の 化 学 的 エ ン ハ ン サ ー 溶
液 に ゲ ル を 浸 漬 す る こ と を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 化 学 的 エ ン ハ ン サ ー の 溶 液
が 適 用 さ れ た ゲ ル を 乾 燥 す る こ と に よ っ て 、 検 出 前 に 試 料 が 濃 縮 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 分 析 物 か ら の SERSシ グ ナ ル が ゲ ル か ら 分 析 物 を 除 去 せ ず に 検 出 さ れ る 本 発 明 の ゲ ル 分 別
法 は 、 試 料 が 実 質 的 に 同 じ サ イ ズ お よ び ／ ま た は 同 じ 電 荷 密 度 を 有 す る 2つ 以 上 の 分 析 物
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を 含 む と き に 、 個 々 の 分 析 物 間 を 識 別 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。 2つ が 同 じ 化 学 式 を 有
す る 場 合 で あ っ て も 、 レ ー ザ ー に よ る 照 射 に よ っ て 2つ 以 上 の 分 析 物 に よ っ て 生 じ る SERS
シ グ ナ ル は 、 2つ 以 上 の 分 析 物 間 を 識 別 し 、 分 析 物 間 の 相 違 に 関 す る 構 造 的 情 報 を 提 供 す
る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 得 ら れ た SERSシ グ ナ ル は 、 実 質 的 に 試 料 中 の 同
じ サ イ ズ お よ び ／ ま た は 同 じ 電 荷 密 度 を 有 す る 分 析 物 間 を 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 分 別 法 は 、 SERSシ グ ナ ル の 検 出 の 前 に 、 ま た は 後 に 、 分
析 物 を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 等 電 点 電 気 泳 動 に 供 す る こ と を さ ら に 含 む こ と が で き る
。 SERS解 析 に よ っ て 得 ら れ た 情 報 は 、 試 料 中 の 特 定 の タ ン パ ク 質 、 ま た は タ ン パ ク 質 プ ロ
フ ィ ー ル に つ い て の 情 報 を さ ら に 増 強 す る た め に 、 等 電 点 電 気 泳 動 お よ び ／ ま た は ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 得 ら れ た 情 報 と 比 較 し 、 お よ び ／ ま た は と 共 に 編 集 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 分 別 法 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 SERS増 強 ナ ノ 粒 子 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い
る に よ う に 、 COINで あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 適 切 な 液 体 中 の ゲ ル 形 成 粒 子 を 含 む ゲ ル 形
成 性 液 と 、 複 数 の ラ マ ン 増 強 ナ ノ 粒 子 と を 共 に 混 合 す る こ と に よ っ て 液 体 組 成 物 を 形 成 す
る 工 程 を 含 む 、 発 明 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス を 作 製 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 ラ マ ン 増 強 ナ
ノ 粒 子 は 、 複 数 の 特 有 の 光 学 的 サ イ ン を 有 し 、 そ れ ぞ れ の 分 析 物 に 対 し て 結 合 す る た め の
プ ロ ー ブ を 含 む 。 固 体 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 液
体 組 成 物 か ら 得 ら れ る 。 分 離 ゲ ル を 作 製 す る 際 に 一 般 に 使 用 さ れ る 任 意 の 型 の ゲ ル 形 成 粒
子 を 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る が 、 化 学 的 お よ び 生 物 学 的 分 子 を 分 離 す る た め
に は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド お よ び ア ガ ロ ー ス ゲ ル が 一 般 に 使 用 さ れ る 。 複 合 体 生 体 試 料 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め に は 、 そ れ ぞ れ が 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ て い る COINな ど の 、 複 数 の 異 な る 分 析 物 の う ち の 1つ で 複 合 体 を 形 成 す る た め に 特
異 的 な 、 付 着 さ れ た プ ロ ー ブ を 有 す る 複 数 の SERS増 強 ナ ノ 粒 子 を ゲ ル に 組 み 込 む こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 電 気 泳 動 法 に 使 用 さ れ る 最 も 一 般 的 な 安 定 化 媒 体 で あ る ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド お よ び ア ガ
ロ ー ス ゲ ル を 作 製 す る 際 に 当 業 者 に よ っ て 適 用 さ れ る 原 理 は 、 以 下 を 含 む 。 ア ガ ロ ー ス お
よ び ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の 広 範 囲 に わ た る 使 用 は 、 こ れ ら の マ ト リ ッ ク ス が 電 気 泳 動 法 の
間 に 「 分 子 ふ る い 」 と し て も 作 用 し 、 こ れ ら の サ イ ズ お よ び 構 造 に 従 っ て 生 体 分 子 の 移 動
を 制 限 す る と い う 事 実 に 由 来 し て い る 。 ア ガ ロ ー ス お よ び ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル は 、 架
橋 さ れ た ス ポ ン ジ 様 の 構 造 で あ る 。 こ れ ら は 、 99.5%ま で が 水 で あ る が 、 こ れ ら の ゲ ル の
孔 の サ イ ズ は 、 多 く の タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 の も の と 同 じ で あ る 。 分 子 を 印 加 電 圧 に よ っ
て ゲ ル を 通 過 さ せ る に つ れ て 、 よ り 大 き な 分 子 ほ ど 、 ゲ ル に よ り 、 よ り 小 さ な 分 子 よ り も
遅 れ る 程 度 が 大 き く な る 。 任 意 の 特 定 の ゲ ル に 関 し て 、 マ ト リ ッ ク ス で 決 定 さ れ た サ イ ズ
よ り も 小 さ い 分 子 は 、 全 く 遅 れ ず ； こ れ ら は 、 ほ と ん ど 自 由 溶 液 中 の よ う に 移 動 す る 。 そ
の 他 の 極 端 な 場 合 に は 、 マ ト リ ッ ク ス で 決 定 さ れ た サ イ ズ よ り も 大 き な 分 子 は 、 全 く ゲ ル
に 入 る こ と が で き な い 。 し た が っ て 、 当 業 者 は 、 マ ト リ ッ ク ス 濃 度 の 適 切 な 選 択 に よ っ て
、 所 望 の サ イ ズ 範 囲 の 分 子 を ふ る い 分 け る よ う に ゲ ル を 調 整 す る 。 ゲ ル の 平 均 孔 サ イ ズ は
、 ゲ ル に お け る 固 体 の 割 合 に よ っ て 、 お よ び ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド の た め に は 、 同 様 に 架 橋
剤 の 量 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ア ガ ロ ー ス お よ び ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド で 可 能 な ゲ ル 密 度 の 範 囲 に 実 用 限 界 は あ る が 、 こ
れ ら の 2つ の マ ト リ ッ ク ス に よ り 、 長 さ が ほ ん の 数 塩 基 対 だ け の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ～ 数 1
00万 塩 基 対 の 長 さ と 同 じ 大 き さ の 染 色 体 ま た は 染 色 体 断 片 ま で の ど の DNA鎖 の 電 気 泳 動 分
離 も 可 能 で あ る 。 小 さ な 孔 の ゲ ル を 作 る ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド は 、 5塩 基 よ り 少 な い ～ 約 2,0
00塩 基 対 の サ イ ズ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 分 離 す る た め に 使 用 さ れ る 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル は 、
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こ れ ら の 大 き な 細 孔 径 に よ り 、 50～ 30,000塩 基 対 、 お よ び パ ル ス フ ィ ー ル ド （ pulsed-fie
ld） 技 術 で は 、 染 色 体 ～ 同 様 の 大 き さ の 5× 10 6 塩 基 対 の 長 さ よ り 大 き い 断 片 ま で の 核 酸 を
分 離 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の ゲ ル お よ び こ れ ら を 使 用 す る 方 法 の 重 要 な 特 徴 の 1つ は 、 分 離 さ れ た 分 析 物 （
す な わ ち 、 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 ） の 検 出 を ゲ ル か ら 分 析 物 を 除 去 す る こ と を
必 要 と せ ず に 行 う こ と が で き る こ と で あ る 。 検 出 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の SE
RS技 術 を 使 用 し て 、 ゲ ル 内 の 分 離 さ れ た 分 析 物 の 照 射 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 加
え て 、 SERS解 析 の す ぐ れ た 感 受 性 の た め に 、 微 量 の 生 物 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 離 さ れ た 分
析 物 を 検 出 し 、 定 量 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ゲ ル 分 離 法 お よ び 検 出 法 を 実 行 す
る た め に 使 用 す る こ と が で き る 発 明 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス を 含 む 系 を 提 供 す る 。 こ の よ う な
系 は 、 少 な く と も 1つ の 分 析 物 を 含 む 試 料 ； お よ び ナ ノ 粒 子 か ら の SERSシ グ ナ ル を 検 出 す
る た め に 適 し た 光 学 的 検 出 系 を さ ら に 含 む 。 発 明 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス を 使 用 す る 本 発 明 の
系 は 、 試 料 か ら 得 ら れ る SERSシ グ ナ ル の 解 析 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む コ ン ピ ュ ー タ を
さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 分 析 物 を プ ロ ー ブ 構 築 物 の セ ッ ト
と 、 複 合 体 を 形 成 す る た め に 適 し た 条 件 下 で 接 触 す る こ と に よ っ て 、 試 料 中 の 分 析 物 の 多
重 検 出 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ 構 築 物 は 、 特 有 の 光 学 的 サ イ ン を 提
供 す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る と お り の 、 少 な く と も 1つ の SERS活 性 ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 光 学 活 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ー コ ー ド と 抱 合 さ れ た 非 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 。
特 有 の 光 学 的 サ イ ン は 、 特 有 の SERSサ イ ン で あ る こ と が で き る 。 加 え て 、 セ ッ ト の そ れ ぞ
れ の プ ロ ー ブ 構 築 物 は 、 選 ば れ た 電 気 泳 動 培 地 に お い て 特 有 の 移 動 度 を 有 す る よ う に 特 異
的 に 設 計 さ れ る 。 こ う し て 形 成 さ れ た 複 合 体 を 電 気 泳 動 法 に よ っ て 分 離 す る 。 分 離 後 、 分
離 ゲ ル 内 で 、 ま た は 分 離 媒 体 か ら 取 り 出 し た 後 に 、 適 切 な 検 出 装 置 を 持 つ 複 合 様 式 で 、 特
有 の 光 学 的 サ イ ン を 検 出 す る 。 適 切 な 検 出 装 置 は 、 光 学 活 性 バ ー コ ー ド の 光 学 的 性 質 に 依
存 す る 。 そ れ ぞ れ の 特 異 的 に 結 合 す る プ ロ ー ブ は 、 SERSシ グ ナ ル な ど の 、 識 別 可 能 な 光 学
的 サ イ ン を 放 射 す る 公 知 の バ ー コ ー ド に 抱 合 さ れ て い る の で 、 し た が っ て 、 構 築 物 か ら 検
出 さ れ る 個 々 の 光 学 的 サ イ ン は 、 試 料 中 の 公 知 の 分 析 物 の 存 在 と 関 連 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 電 気 泳 動 度 は 、 少 な く と も 部 分 的 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 の
数 に 依 存 す る の で 、 セ ッ ト の 個 々 の プ ロ ー ブ 構 築 物 の 特 有 の 移 動 度 は 、 セ ッ ト の 個 々 の メ
ン バ ー の バ ー コ ー ド の ヌ ク レ オ チ ド が 様 々 な 数 を 有 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き
る 。 同 様 に 、 セ ッ ト の メ ン バ ー の 有 効 電 荷 の 多 様 性 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ー コ ー ド の
核 酸 の 選 択 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 複 合 体 の 移 動 度 は 、 電 気 泳 動 に お け る 全 体 の
複 合 体 の 電 荷 密 度 に よ っ て 決 定 さ れ る の で 、 使 用 し た プ ロ ー ブ 構 築 物 の セ ッ ト の メ ン バ ー
の 特 有 の 移 動 度 特 性 の た め に 、 プ ロ ー ブ 構 築 物 の セ ッ ト の 異 な る メ ン バ ー に 結 合 し た と き
に 単 一 の 試 料 か ら 同 時 に 、 多 く の 同 様 の 分 析 物 を 、 分 離 し 、 次 い で 検 出 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 加 え て 、 遊 離 の 標 的 お よ び ／ ま た は 結 合 し て い な い プ ロ ー ブ 構 築 物 の 電 気 泳 動 特 性 は 、
結 合 し た 複 合 体 の も の と は 異 な り 、 た と え ば 結 合 し た 複 合 体 の 検 出 の 前 に 、 遊 離 の 標 的 お
よ び ／ ま た は 結 合 し て い な い プ ロ ー ブ 構 築 物 を 電 気 泳 動 法 に よ っ て 複 合 体 か ら 除 去 す る こ
と は 簡 単 な 問 題 で あ る 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 プ ロ ー ブ 構 築 物 の セ ッ ト の 非 核 酸 プ ロ ー ブ
は 、 生 体 試 料 中 の 公 知 の タ ン パ ク 質 含 有 標 的 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の セ ッ ト で あ る こ と
が で き る 。 こ の 場 合 、 標 的 分 析 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う な タ ン パ ク 質 含 有 分
析 物 で あ る 。 ま た は 、 患 者 試 料 中 の タ ン パ ク 質 含 有 分 子 ま た は 複 合 体 に 対 す る 非 核 酸 プ ロ
ー ブ （ た と え ば 、 抗 体 、 受 容 体 な ど ） の 結 合 優 先 度 （ preferences） が 本 ア ッ セ イ 法 の 目
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的 で あ っ て も よ い の で 、 プ ロ ー ブ 構 築 物 の 非 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 検 出 さ れ る 真 の 分 析 物 で あ
っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 本 態 様 で 分 離 さ れ る 複 合 体 は 、 一 次 元 （ た と え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は
電 気 泳 動 法 ） ま た は 二 次 元 （ た と え ば 、 最 初 に ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 等 電 点 電 気 泳 動
に よ っ て 、 次 い で 電 気 泳 動 法 に よ っ て ） で あ る こ と が で き る 。 標 的 分 子 の サ イ ズ 、 表 面 特
性 、 お よ び 電 荷 密 度 は 、 プ ロ ー ブ さ れ る 複 合 体 の 形 成 後 に 変 化 し 得 る の で 、 2つ の 異 な る
分 離 原 理 を 使 用 す る こ と に よ り 、 結 合 し て い な い 成 分 か ら の 複 合 体 の 分 離 を 補 助 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 使 用 さ れ る 光 学 的 検 出 手 順 ま た は 光 学 的 検 出 手 順 の 組 み 合 わ せ は 、 分 析 物 、 分 離 装 置 、
ま た は マ ト リ ッ ク ス の 性 質 に 、 並 び に プ ロ ー ブ 構 築 物 の 構 造 お よ び 特 質 に 依 存 す る 。 分 離
さ れ た 複 合 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 技 術 お よ び 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 技
術 を 使 用 し て 、 吸 着 、 反 射 、 分 極 、 屈 折 、 蛍 光 、 ラ マ ン ス ペ ク ト ル 、 SERS、 共 鳴 光 散 乱 、
格 子 結 合 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ grating-coupled surface plasmon resonance） か ら 選 択
さ れ る 光 学 技 術 の 1つ ま た は 組 み 合 わ せ に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 分 子 複 合 体 を 構 築 す る た め の 十 分 に 確 立 さ
れ た DNA／ ペ プ チ ド 化 学 を 使 用 し て 合 成 さ れ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー
ド の セ ッ ト を 作 製 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド は 、 そ れ 自 体 が ラ マ
ン 活 性 で あ る か 、 ま た は 化 学 組 成 を 変 更 す る こ と な く 異 な る ラ マ ン ・ サ イ ン を 得 る た め に
、 組 み 込 み の 官 能 基 を 経 て 種 々 の 位 置 に て バ ッ ク ボ ー ン に 化 学 的 に 付 着 さ れ た ラ マ ン ・ タ
グ を 有 す る ポ リ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン を 特 徴 と す る 。 ラ マ ン 活 性 分 子
コ ー ド と し て 使 用 さ れ る そ れ ぞ れ の 分 子 複 合 体 は 、 生 物 学 的 分 析 物 の ア ミ ノ 酸 に 固 有 の 官
能 基 に 対 し て 、 ま た は タ ン パ ク 質 含 有 標 的 に 対 し て 、 直 接 か つ 特 異 的 に 付 着 す る 活 性 基 （
た と え ば 、 プ ロ ー ブ ） を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド は 、 そ れ ぞ れ が 、 バ ッ ク ボ ー ン に 沿 っ た 種 々 の 位 置 に 2
つ 以 上 の 化 学 的 反 応 性 部 分 を 持 つ 有 機 重 合 体 を 含 む 分 子 バ ッ ク ボ ー ン の セ ッ ト を 得 る 工 程
； お よ び 2つ 以 上 の 小 分 子 ラ マ ン 活 性 タ グ を 、 化 学 的 反 応 性 部 分 に て セ ッ ト の そ れ ぞ れ の
バ ッ ク ボ ー ン に 付 着 す る 工 程 に よ っ て 作 製 さ れ 、 セ ッ ト の メ ン バ ー の バ ッ ク ボ ー ン に 沿 っ
た ラ マ ン 活 性 タ グ の 型 、 数 、 お よ び 相 対 的 位 置 は 、 セ ッ ト の そ れ ぞ れ の メ ン バ ー に 特 有 の
ラ マ ン シ グ ナ ル を 生 じ る よ う に 、 さ ま ざ ま に 組 み 合 わ せ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た 、 活 性 基 は 、 セ ッ ト の バ ッ ク ボ ー ン に 抱 合 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 活 性 基 は 、 タ ン パ ク 質
含 有 分 析 物 に 固 有 の 種 々 の 型 の 官 能 基 と 特 異 的 に 結 合 す る 。 た と え ば 、 活 性 基 は 、 生 物 学
的 タ ン パ ク 質 含 有 分 子 の ア ミ ノ 酸 に 固 有 の 化 学 的 部 分 に 反 応 性 の 化 学 的 官 能 基 で あ る こ と
が で き る 。 ま た は 、 活 性 基 は 、 公 知 の タ ン パ ク 質 含 有 分 子 と 特 異 的 に 結 合 す る 、 本 明 細 書
に 記 載 さ れ て い る よ う な プ ロ ー ブ で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 分 子 バ ッ ク ボ ー ン は 、 公 知 の 化 学 技 術 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 任 意 の 有 機 重 合 体
を 含 む こ と が で き る 。 こ れ は 、 天 然 に 存 在 す る か 、 も し く は 合 成 の 多 糖 体 、 タ ン パ ク 質 、
ア ミ ノ 酸 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ な ど の 生 体 重 合 体 の 特 質 を 持 つ 構 造 で あ る こ と が で
き る 。 ま た 、 バ ッ ク ボ ー ン は 、 ラ マ ン 活 性 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 で あ
る こ と が で き 、 そ の い ず れ も が 、 標 準 的 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 に よ っ て 容 易 に 合 成 さ れ
る 。 バ ッ ク ボ ー ン は 、 ラ マ ン 活 性 タ グ の 化 学 的 付 着 に 適 応 す る よ う に 化 学 修 飾 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド 類 似 体 を 含 む 。 化 学 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 の 重 合 体 の バ ッ ク ボ ー ン に お
け る 位 置 を 変 更 し て 、 ラ マ ン 活 性 タ グ の 位 置 を 変 更 す る 。 こ の 目 的 の た め に バ ッ ク ボ ー ン
に 導 入 す る こ と が で き る も の の 例 は 、 2-ア ミ ノ プ リ ン を 含 む 。 種 々 の 局 面 に お い て 、 バ ッ
ク ボ ー ン は 、 2～ 約 1000ヌ ク レ オ チ ド 、 約 50～ 約 400、 ま た は 約 10～ 約 100ヌ ク レ オ チ ド を
含 む こ と が で き る 。 バ ッ ク ボ ー ン は 、 構 造 お よ び 化 学 組 成 に 応 じ て 、 3つ ま で の 機 能 ： ラ
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マ ン 活 性 タ グ の た め の 補 助 、 ラ マ ン シ グ ナ ル の 供 与 源 、 お よ び ラ マ ン 活 性 タ グ の た め の エ
ン ハ ン サ ー を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 セ ッ ト の メ ン バ ー が 、 ラ マ ン 活 性 タ グ の た め の 付 着 位 置 と し て 使 用 さ れ る 化 学 修 飾 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 の 位 置 を 除 く 、 共 通 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る
と き が 、 バ ッ ク ボ ー ン の 合 成 に は 特 に 便 利 で あ る 。 こ の 場 合 、 そ れ ぞ れ が 、 体 液 中 の 何 千
も の 異 な る 分 析 物 を 同 定 す る た め に 有 用 で あ ろ う 特 有 の ラ マ ン ・ サ イ ン を 持 つ 活 性 分 子 ラ
マ ン コ ー ド の セ ッ ト を 作 製 す る こ と が な お も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド に 組 み 込 ま れ る ラ マ ン 活 性 タ グ は 、 ラ マ ン シ グ ナ ル を 生
じ る 際 に 高 度 に 活 性 で あ り 、 か つ 典 型 的 に は 1kDa未 満 の 分 子 量 を 有 す る 小 分 子 で あ る 。 こ
れ ら の 要 求 を 満 た す ラ マ ン 活 性 タ グ は 、 色 素 （ た と え ば 、 R6G、 Tamra、 Rox） 、 ア ミ ノ 酸
（ た と え ば 、 ア ル ギ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン ） 、 核 酸 塩 基 （ た と え ば 、 ア デ ニ ン ま
た は グ ア ニ ン ） 、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 ま た 、 適 切 な 分 子 量 お よ び ラ
マ ン 特 徴 な ど の 、 上 記 の 特 徴 を 有 す る 天 然 に 存 在 す る か 、 ま た は 合 成 の 化 合 物 を 使 用 す る
こ と も で き る 。 ラ マ ン 活 性 タ グ は 、 分 子 バ ッ ク ボ ー ン に 沿 っ て 任 意 の 位 置 に 配 置 す る こ と
が で き 、 単 一 バ ッ ク ボ ー ン が 、 1つ よ り も 多 く の そ の よ う な タ グ を 有 す る こ と が で き る 。
セ ッ ト の メ ン バ ー の ラ マ ン ・ サ イ ン は 、 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 合 成 の 間 に 、 バ ッ ク ボ ー ン に
沿 っ て ラ マ ン 活 性 タ グ の 型 、 数 、 お よ び 相 対 的 位 置 を 変 え る こ と に よ っ て 調 整 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 活 性 基 は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基
に 見 い だ さ れ る そ の 他 の 官 能 基 （ た と え ば 、 本 明 細 書 に お い て 図 8A～ 8Iで 示 し た 、 ア ミ ン
、 カ ル ボ キ シ ル 、 チ オ ー ル 、 ア ル デ ヒ ド 、 ま た は ヒ ド ロ キ シ ル 基 ） に 反 応 性 で あ る 官 能 基
（ た と え ば 、 ア ク リ ダ イ ト 3、 ア ミ ン 、 ま た は チ オ ー ル 基 ） で あ る 。 た と え ば 、 ア ミ ノ 基
は 、 活 性 基 と し て 使 用 さ れ る と き に 、 分 析 物 中 の Lysと 化 学 的 に 化 合 し 、 お よ び 同 定 し ；
活 性 基 と し て 使 用 さ れ る ス ル フ ヒ ド リ ル 基 は 、 チ オ ー ル 基 ま た は Cysを 含 む ア ミ ノ 酸 に 結
合 し 、 お よ び 同 定 し ； カ ル ボ ン 酸 活 性 基 は 、 Aspま た は Gluに 結 合 し 、 お よ び 同 定 し ； 並 び
に ア ル デ ヒ ド 活 性 基 は 、 図 8A～ 8Iに 示 し た 化 学 を 使 用 し て 、 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 残 基 に 結 合
し 、 お よ び 同 定 す る 。 タ ン パ ク 質 官 能 基 と 特 異 的 に 反 応 す る こ と が で き る そ の 他 の 試 薬 は
、 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド を 作 製 す る 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 の 際 に 、
活 性 基 が こ の 種 の 官 能 基 で あ る と き は 、 単 一 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 が 、 そ れ ぞ
れ が 異 な る ラ マ ン シ グ ナ ル を 生 じ る 複 数 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 標 的 で あ っ て も よ く 、
こ れ ら と の 複 合 体 を 形 成 し て も よ い 。 こ の 場 合 、 単 一 の 分 析 物 と 結 合 す る 分 子 ラ マ ン コ ー
ド の 組 み 合 わ せ に よ り 、 分 析 物 の ア ミ ノ 酸 組 成 の 局 面 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド に 使 用 さ れ る 活 性 基 の 第 二 の 型 は 、 公 知 の タ ン パ ク 質 含
有 分 析 物 も し く は こ れ ら の 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 受 容 体 、 レ ク チ ン 、 ま た は フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ さ れ た ペ プ チ ド の よ う な プ ロ ー ブ で あ る 。 重 合 体 バ ッ ク ボ ー ン に 付 着 す
る こ と が で き る プ ロ ー ブ 分 子 の さ ら な る 例 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 、 抗 体 、 抗 体 断
片 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 レ ク チ ン 、 基 質 、 阻 害 剤 、 活 性 化 因
子 、 リ ガ ン ド 、 ホ ル モ ン 、 サ イ ト カ イ ン 等 を 含 ん で も よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で
は な い 。 こ の タ イ プ の 活 性 基 は 、 プ ロ ー ブ を 、 そ の 標 的 分 子 を 標 識 ま た は 認 識 す る た め に
使 用 す る （ た と え ば 、 結 合 の た め の 立 体 障 害 を 回 避 す る ） こ と が で き る よ う に 、 公 知 の 化
学 、 た と え ば DNA／ タ ン パ ク 質 化 学 を 使 用 し て バ ッ ク ボ ー ン に 抱 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド に 使 用 さ れ る ラ マ ン 活 性 タ グ は 、 ラ マ ン 活 性 色 素 、 ア ミ
ノ 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 選 択 さ れ る 。 ラ マ ン 活 性 タ グ へ 組 み
込 む た め に 適 し た ラ マ ン 活 性 ア ミ ノ 酸 の 例 は 、 ア ル ギ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 お
よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 ラ マ ン 活 性 タ グ へ 組 み 込 む た め に 適 し た ラ マ ン 活 性 ヌ ク
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レ オ チ ド の 例 は 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 お よ び こ れ ら の 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の セ ッ ト の 少 な く と も 1つ の メ ン バ ー は 、 特 有 の ラ マ ン
ス ペ ク ト ル の 強 度 を 押 し 上 げ る ラ マ ン 活 性 バ ッ ク ボ ー ン ま た は タ グ に 結 合 さ れ た エ ン ハ ン
サ ー 部 分 を さ ら に 含 ん で い て も よ い 。 た と え ば 、 ポ リ （ dT） バ ッ ク ボ ー ン は 、 dAタ グ の た
め の バ ッ ク ボ ー ン お よ び エ ン ハ ン サ ー の 両 方 と し て 役 立 ち 、 ポ リ （ G） ラ マ ン ・ タ グ に 付
着 さ れ る ア ミ ン 基 は 、 タ グ の た め の エ ン ハ ン サ ー 部 分 と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー
ド お よ び こ れ ら の セ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド は 、 本 明 細 書 に 記 載
さ れ て い る 方 法 の い く つ か に お い て 、 生 体 試 料 を ア ッ セ イ す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た よ う な 、 本 発 明 の 活
性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 使 用 に よ っ て 生 体 試 料 を ア ッ セ イ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発
明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド を 使 用 し て タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル を 構 築 す る た め に 、 以 下 の
例 示 的 手 順 を 行 う こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 詳 細 な 指 針 を 使
用 し て 、 活 性 基 、 分 子 バ ッ ク ボ ー ン 、 お よ び ラ マ ン ・ タ グ の 種 々 の 組 み 合 わ せ を 利 用 す る
こ と に よ っ て バ リ エ ー シ ョ ン を 考 案 す る こ と が で き る 。 本 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 試 料
は 、 最 初 に 、 任 意 に 、 た と え ば ト リ プ シ ン ま た は 多 様 な 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 配 列 特
異 的 プ ロ テ ア ー ゼ で 消 化 し て も よ い 。 種 々 の プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 お よ び 種 々 の 付 着 化 学 の 組
み 合 わ せ に よ り 、 本 来 の 試 料 か ら 多 数 の 副 次 試 料 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の 例 示 的 方 法 に お い て 、 本 発 明 の 活 性 な 分 子 ラ マ ン コ ー ド ・ セ ッ ト の い ず れ を 使 用 す
る こ と も で き る が 、 そ れ ぞ れ が 3つ の 活 性 基 （ す な わ ち 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 お
よ び チ オ ー ル 基 ） の う ち の 1つ を 含 み 、 か つ 異 な る ラ マ ン 活 性 バ ッ ク ボ ー ン 、 た と え ば ポ
リ （ dA） 、 ポ リ （ dG） お よ び polyd（ AG） か ら 選 択 さ れ る バ ッ ク ボ ー ン （ 図 9） に 付 着 さ れ
た 、 3つ の コ ー ド の セ ッ ト が 使 用 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 全 体 ま た は 消 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の
試 料 （ ま た は 、 別 々 に 副 次 試 料 ） を 結 合 の た め に 3つ の ラ マ ン コ ー ド と 接 触 さ せ る 。 次 い
で 、 結 合 し た 複 合 体 を 、 任 意 の 適 切 な 分 離 機 構 （ た と え ば 、 電 気 泳 動 法 （ た と え ば 、 ゲ ル
マ ト リ ッ ク ス 内 で ） 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 親 和 性 結 合 、 イ オ ン 交 換 、 等 電 点
電 気 泳 動 、 等 ） を 使 用 し て 分 離 す る 。 電 気 泳 動 法 が 使 用 さ れ る と き は 、 複 合 体 の 移 動 度 （
SDSの 非 存 在 下 で ） は 、 全 体 の サ イ ズ お よ び 正 味 の 負 電 荷 に 依 存 す る 。 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気
泳 動 法 は 、 少 量 の 個 々 の 分 析 物 を 検 出 す る た め の 好 ま し い 分 別 法 で あ る 。 そ れ ぞ れ の 試 料
ま た は 副 次 試 料 は 、 そ の そ れ ぞ れ の チ ャ ン ネ ル ま た は ゲ ル マ ト リ ッ ク ス レ ー ン 内 で 分 離 さ
れ る 。 ラ マ ン コ ー ド ／ タ ン パ ク 質 複 合 体 の 分 離 さ れ た 複 合 体 の ラ マ ン （ SERS） シ グ ナ ル は
、 マ ト リ ッ ク ス 内 で 、 ま た は SERS検 出 の 前 に マ ト リ ッ ク ス か ら 移 し て 、 い ず れ か で 検 出 さ
れ る 。 SERS検 出 、 お よ び ラ マ ン コ ー ド 情 報 と SERSス ペ ク ト ル の 相 関 の 後 、 試 料 の タ ン パ ク
質 含 有 量 に 関 し て 、 大 量 の 情 報 を 編 集 す る こ と が で き 、 こ れ が タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン
グ に と っ て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 SERS検 出 の た め に 、 カ ス ケ ー ド 結 合 が ラ マ
ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る 、 試 料 中 の 分 析 物 の 存 在 を 決 定 す る た め
の 方 法 を 提 供 す る 。 生 物 学 的 お よ び 化 学 的 系 の 複 雑 さ の た め に 、 不 完 全 （ 変 性 さ れ た ） 反
応 ま た は 結 合 は 、 ま れ で は な い 。 変 性 さ れ た 結 合 イ ベ ン ト を 研 究 す る こ と に よ り 、 有 用 な
薬 物 ま た は 疾 患 マ ー カ ー の 同 定 を 補 助 す る こ と が で き る 。 現 在 、 広 範 な 薬 剤 お よ び 生 体 分
子 に 対 す る 何 十 万 も の 抗 体 を 利 用 す る こ と が で き 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 、 疾 患 マ ー カ ー 同
定 等 の た め の 極 め て 有 益 な ツ ー ル と な り 得 る 。 し た が っ て 、 本 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方
法 は 、 分 析 物 含 有 試 料 を 、 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 部 位 に 付 着 さ れ た 、 抗 体 ま た は 受 容 体 な
ど の プ ロ ー ブ の 第 一 の セ ッ ト と 接 触 さ せ 、 別 々 の 部 位 に プ ロ ー ブ ／ 分 析 物 複 合 体 を 形 成 さ
せ る 工 程 を 含 む 。 次 い で 、 プ ロ ー ブ ／ 分 析 物 複 合 体 を 、 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 少
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な く と も 1つ の 第 二 の セ ッ ト （ 第 一 の セ ッ ト の プ ロ ー ブ の サ ブ セ ッ ト （ た と え ば 、 抗 体 ま
た は 受 容 体 ） が 、 プ ロ ー ブ 構 築 物 （ す な わ ち 、 発 明 の 活 性 な 分 子 ラ マ ン コ ー ド ） の 第 二 の
セ ッ ト の 活 性 薬 剤 と し て 使 用 さ れ る ） と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 以 下 の 仮 定 に 基 づ く ： 1） 受 容 体 プ ー ル が あ り 、 プ ー ル 内 の 受 容 体 は
、 実 質 的 に 同 じ 濃 度 で あ り 、 か つ プ ー ル の そ れ ぞ れ の 受 容 体 は 、 不 完 全 な （ 変 性 し た ） 結
合 が 可 能 な と き に 、 試 料 中 の 2つ 以 上 の 分 析 物 を 結 合 す る 可 能 性 が 高 い 。 2） 存 在 量 が 異 な
る リ ガ ン ド を 含 む 試 料 が あ る 。 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド に つ い て 、 お そ ら く 、 変 性 さ れ た 結 合
が で き る と き に 利 用 可 能 な 2つ 以 上 の 受 容 体 が あ る 。 こ れ ら の 仮 定 は 、 受 容 体 が 抗 体 で あ
り 、 か つ リ ガ ン ド が タ ン パ ク 質 で あ る 生 物 系 に 、 通 常 あ て は ま る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 変 性 し た 結 合 の た め に 、 第 一 の 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る い く つ か の 複 合 体 は 、 プ ロ ー ブ
構 築 物 に 結 合 す る 可 能 性 が 高 い （ す な わ ち 、 分 析 物 は 、 同 じ 抗 体 に よ っ て 、 ま た は 分 析 物
も し く は 分 析 物 含 有 複 合 体 上 の 2つ の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 2つ の 異 な る 抗 体 に よ っ て 2回
認 識 さ れ る ） 。 こ れ ら の 「 ポ ジ テ ィ ブ な も の 」 だ け が 、 ラ マ ン 活 性 コ ー ド で タ グ が 付 け ら
れ る 。 第 一 の 結 合 イ ベ ン ト に お い て 結 合 し た タ ン パ ク 質 は 、 第 二 の 結 合 イ ベ ン ト に 関 し て
、 比 較 的 濃 縮 さ れ 得 る の で （ 試 料 中 の そ の 濃 度 と 比 較 し て ） 、 ポ ジ テ ィ ブ に 同 定 さ れ た 分
析 物 は 、 試 料 中 の 存 在 量 が 低 い 分 析 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 次 い で 、 ラ マ ン 活 性 コ ー ド を 含 む 結 合 し た 複 合 体 を 、 イ ン サ イ チ ュ ー で 本 明 細 書 に 記 載
さ れ て い る よ う に 金 属 薄 層 で 覆 い 、 ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 か ら の ラ マ ン シ グ ナ ル を 増
強 さ せ る 。 分 析 物 の 付 近 に あ る 金 属 層 は 、 SERSシ グ ナ ル を 生 じ 、 固 体 支 持 体 全 体 を 単 一 光
源 で 照 射 す る こ と が で き 、 一 方 、 SERSシ グ ナ ル は 、 た と え ば SERS走 査 に よ っ て 固 体 支 持 体
上 の 別 々 の 部 位 に 結 合 し た ラ マ ン コ ー ド 含 有 複 合 体 か ら 収 集 さ れ る 。 別 々 の 部 位 か ら 得 ら
れ る 1つ ま た は 複 数 の SERSス ペ ク ト ル は 、 プ ロ ー ブ 部 分 を 試 料 中 の 特 定 の 分 析 物 の 存 在 と
関 連 づ け る か 、 ま た は プ ロ ー ブ 部 分 を 試 料 中 の 分 子 ま た は 複 合 体 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る
（ た と え ば 、 こ れ ま で 未 知 の も の ） と し て 同 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー
ン 、 特 に ラ マ ン 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン を 含 む 場 合 、 本 方 法 は 、 金 属 層 の
沈 着 の 前 に 固 体 支 持 体 上 の 結 合 し た ラ マ ン コ ー ド 含 有 複 合 体 の バ ッ ク ボ ー ン の 増 幅 を さ ら
に 含 む こ と が で き る 。 た と え ば 、 ラ マ ン 活 性 バ ッ ク ボ ー ン を 増 幅 す る た め に 、 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 の 技 術 を 使 用 し て 、 PCR3ま た は 末 端 転 移 酵 素 反 応 増 幅 を 使 用 す る こ と が で き
る 。 末 端 転 移 酵 素 反 応 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 使 用 さ れ る dNTP混 合 物 は
、 任 意 に 1つ も し く は 複 数 の ラ マ ン ・ タ グ を 付 け た ヌ ク レ オ チ ド ま た は ラ マ ン 活 性 ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 増 幅 さ れ た ラ マ ン コ ー ド を 覆 う 金 属 の 薄 層 の 沈 着 は 、 増 幅 さ れ た ラ マ ン コ ー ド を 組 み 込
む た め に 、 イ ン サ イ チ ュ ー で 形 成 さ れ た 金 属 ナ ノ 粒 子 の 形 態 で あ る こ と が で き る 。 図 10A
～ Bに 関 し て 記 載 し て あ る が 、 固 体 支 持 体 110は 、 一 次 抗 体 130を 付 着 す る た め の リ ン カ ー
層 120で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 。 試 料 と 接 触 す る こ と に よ り 、 一 次 抗 体 130は 、 標 的 140
を 固 定 し た 。 ラ マ ン コ ー ド が 付 着 さ れ た 二 次 抗 体 150は 、 固 定 さ れ た 抗 原 140を 有 す る 一 次
抗 体 130に 特 異 的 に 結 合 し 、 ラ マ ン コ ー ド を 任 意 の 上 記 し た 技 術 を 使 用 し て 増 幅 さ れ る 。
金 属 カ チ オ ン は 、 還 元 剤 と 接 触 す る こ と に よ っ て コ ロ イ ド 溶 液 か ら 沈 殿 し て 金 属 ナ ノ 粒 子
170を 形 成 し 、 こ れ を 増 幅 さ れ た ラ マ ン コ ー ド 160に 組 み 込 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 結 果 を 検 出 す る た め に は 、 SERSシ グ ナ ル は 、 基 体 上 の そ れ ぞ れ の 別 々 の 位 置 （ た と え ば
、 「 抗 体 ス ポ ッ ト 」 ） か ら 放 射 さ れ る 個 々 の 分 子 結 合 イ ベ ン ト ま た は シ グ ナ ル 点 を 計 数 す
る 。 図 11に 示 し た よ う に 、 基 体 上 に 一 次 抗 体 が 固 定 さ れ た 基 体 210は 、 複 数 の 別 々 の 位 置
（ 「 す な わ ち 、 抗 体 ス ポ ッ ト 」 ） を 有 す る 。 単 一 の 抗 体 点 の 引 き 延 ば し し た 図 で は 、 別 々
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の 位 置 220に て 一 次 抗 体 に よ っ て 固 定 さ れ た 分 析 物 に 対 し て 少 な く と も 1つ の 活 性 分 子 ラ マ
ン コ ー ド が 結 合 す る こ と に よ り 、 SERSシ グ ナ ル が 検 出 さ れ て い る シ グ ナ ル 点 230を 図 示 す
る 。 こ の 手 順 に よ っ て 得 ら れ た 結 果 の 多 重 解 析 に は 、 ラ マ ン コ ー ド ・ デ ザ イ ン に 従 っ た SE
RSサ イ ン の 分 類 を 含 む 。 個 々 の シ グ ナ ル 点 は 、 図 12の 流 れ 図 に 示 し た よ う に 、 マ イ ク ロ メ
ー タ ー ス ケ ー ル の SERS走 査 お よ び サ イ ン 解 析 を 行 う こ と に よ っ て 解 決 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 抗 体 お よ び 受 容 体 は 、 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 位 置 に 付 着 さ れ る プ ロ ー ブ の 非 限 定 の 例 で
あ り 、 ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 の 第 二 の セ ッ ト に 組 み 込 ま れ る 。 ま た 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ さ れ た ペ プ チ ド 、 核 酸 、 ア プ タ マ ー 、 リ ガ ン ド 、 レ ク チ ン 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合
わ せ は 、 本 発 明 の 方 法 の プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 試 料 は 、 必 ず し も 体 液 で
あ る わ け で は な く 、 タ ン パ ク 質 、 グ ル コ タ ン パ ク 質 、 脂 質 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 ウ イ ル ス 粒
子 、 多 糖 体 、 ス テ ロ イ ド 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 分 析 物 の 任 意 の 混 合 さ れ た
プ ー ル で あ っ て も よ く 、 し か し 含 む こ と が で き る 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 試 料 は 、 特 定 の
疾 患 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る か 、 ま た は 疑 い が あ る 患 者 の 体 液 の プ ー ル を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る 疾 患 マ ー カ ー の 検 出 の た め に は 、 疾 患 を 表 す 患 者 試 料 の 代 わ り
に 、 分 析 物 プ ー ル を 正 常 対 照 患 者 か ら 得 ら れ た 対 応 す る 試 料 （ た と え ば 、 同 型 の 体 液 ） か
ら 構 成 さ れ た こ と を 除 い て 、 本 方 法 が 繰 り 返 さ れ る 。 次 い で 、 本 方 法 は 、 相 違 を 同 定 す る
た め に 正 常 な 対 照 患 者 の 試 料 か ら 得 ら れ る SERSス ペ ク ト ル と 患 者 試 料 か ら 得 ら れ る SERSス
ペ ク ト ル を 比 較 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 相 違 は 、 疾 患 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る か 、 ま
た は 疑 い が あ る 患 者 の 試 料 中 に 疾 患 マ ー カ ー が 存 在 す る こ と を 示 す （ 図 12） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 プ ロ ー ブ の 第 一 の セ ッ ト （ た と え ば 、 抗 体 の 完 全 な セ ッ ト ） は 、
第 二 の セ ッ ト の う ち の 1つ に 使 用 す る た め の プ ロ ー ブ の 複 数 の サ ブ セ ッ ト （ た と え ば 、 活
性 分 子 ラ マ ン コ ー ド に お け る プ ロ ー ブ と し て ） を 得 る た め に 、 ラ ン ダ ム に 分 け ら れ る 。 ま
た は 、 プ ロ ー ブ の 第 一 の セ ッ ト は 、 同 等 数 の プ ロ ー ブ を 含 む サ ブ セ ッ ト に 分 け る こ と が で
き る 。 後 者 の 場 合 、 本 来 の プ ロ ー ブ セ ッ ト の サ ブ セ ッ ト の そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ は 、 活 性 分
子 ラ マ ン コ ー ド の 単 一 の 第 二 の セ ッ ト に お け る 活 性 薬 剤 と し て 使 用 さ れ 、 単 一 の サ ブ セ ッ
ト の そ れ ぞ れ の ラ マ ン コ ー ド は 、 単 一 の メ ン バ ー の サ ブ セ ッ ト に 特 有 で あ る が 、 第 二 の セ
ッ ト の そ れ ぞ れ は 、 ラ マ ン コ ー ド の 同 じ セ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 生 体 試 料 を ア ッ セ イ す る た め の 本 発 明 の 方 法 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 試 料 中
の 分 析 物 を 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る か 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 方 法
を 使 用 し て 固 体 支 持 体 上 で 分 離 さ せ て 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 含 有 分 析 物 の 1つ ま た は 複 数
の 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド が 特 異 的 に 結 合 し て 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る よ う に 、 分 離
さ れ た 分 析 物 を 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の 一 次 セ ッ ト と 接 触 さ せ る 。 次 い で 、 複 合 体 内 の 活
性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド に よ っ て 生 じ る ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る た め に 、 こ う し て 形 成 さ れ
た 複 合 体 を 二 次 ラ マ ン コ ー ド 複 合 体 と 接 触 さ せ る 。 二 次 ラ マ ン コ ー ド に よ っ て 生 じ る 増 幅
さ れ た ラ マ ン シ グ ナ ル を 検 出 し 、 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の 活 性 薬 剤 が 特 異 的 に 結 合 す る 分
析 物 の 試 料 中 に お け る 存 在 と 関 連 づ け る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 二 次 ラ マ ン 複 合 体 の 接 触 は 、 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の セ ッ ト の 結
合 し た メ ン バ ー と ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る た め の 二 次 ラ マ ン コ ー ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 化 学 的 会 合 を 含 む 。 た と え ば 、 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド
の セ ッ ト の メ ン バ ー が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン （ 任 意 に ラ マ ン 活 性 ） を 含 み 、
か つ 二 次 ラ マ ン 複 合 体 が 、 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 場 合 は 、 2つ の 間 の 選 択 的 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 、 ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る た め の 増 幅 反 応 に よ っ て 行 わ れ
る 。 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
た 二 本 鎖 セ グ メ ン ト の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 生 じ さ せ る た め に 適 し た 条 件 が 導 入 さ れ て 、 直 鎖
状 ま た は 分 枝 の ラ マ ン 活 性 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 こ れ が ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る （ 図 7C）
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。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の セ ッ ト の 結 合 し た メ ン バ ー が 、 こ れ
ら の 3'末 端 に 遊 離 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 持 つ ラ マ ン 活 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン を
含 む 場 合 、 本 方 法 は 、 末 端 転 移 酵 素 の 存 在 下 に お い て 適 切 な 条 件 下 で 結 合 し た 複 合 体 を dN
TPに 曝 露 し て 、 バ ッ ク ボ ー ン の ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る た め の 、 何 百 ま た は 何 千 の 長 さ
の ヌ ク レ オ チ ド の 一 本 鎖 ラ マ ン 活 性 分 子 を 形 成 す る 工 程 を さ ら に 含 む 。 こ の よ う な 技 術 は
、 一 般 的 に 「 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 」 と し て 公 知 で あ る 。 増 幅 さ れ た ラ マ ン シ グ ナ ル を
さ ら に 変 え る た め に 、 結 合 し た 複 合 体 で 種 々 の 一 本 鎖 DNAバ ッ ク ボ ー ン を 増 幅 す る た め に
使 用 し た dNTPの 組 成 を 変 え る こ と が で き る 。 任 意 に 、 ラ マ ン ・ タ グ を 付 け た ヌ ク レ オ チ ド
を 使 用 し た dNTPに 付 加 す る こ と が で き る （ 図 7D） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 二 次 ラ マ ン 複 合 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法
を 使 用 し て 、 金 属 ナ ノ 粒 子 に 付 着 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む こ と が で き る （ 図 7A） 。 二 次 ラ マ ン 配 列 の 核 酸 配 列 は 、 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の バ ッ ク
ボ ー ン ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 一 部 に 対 し て 相 補 的 で あ る よ う に 選 択 さ れ る 。 ラ マ
ン 活 性 分 子 バ ッ ク ボ ー ン に 対 す る 相 補 的 核 酸 配 列 の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り
、 照 射 に よ っ て 生 じ る ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る 。 こ の 場 合 、 ナ ノ 粒 子 が 分 析 物 に 近 い た
め 、 増 幅 さ れ る ラ マ ン シ グ ナ ル は SERSシ グ ナ ル で あ る 。 さ ら に も う 一 つ 局 面 に お い て 、 二
次 ラ マ ン 複 合 体 が 、 付 着 さ れ た ラ マ ン 活 性 タ グ を 持 つ 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 場 合 、 二 次 ラ マ ン 複 合 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て お り 、 お よ び 当
技 術 分 野 に お い て 公 知 の よ う に 、 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 作 製 さ れ た デ ン ド リ マ ー
で あ る （ 図 7B） 。 デ ン ド リ マ ー の 1つ ま た は 複 数 に お け る 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
種 々 の 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン に 対 し て 選 択 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し て 、 ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 幅 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 DNAは 、 1× 10 4 倍 （ ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 ） 程 度 ～ 1× 10 6 倍 （ PCR3） 程 度 ま で 増 幅 す
る こ と が で き る こ と が 公 知 で あ る 。 し た が っ て 、 DNA増 幅 お よ び SERS増 幅 の 組 み 合 わ せ に
よ り 、 1× 10 1 4 倍 の 増 強 因 子 を 生 じ 得 る 。 こ の よ う な 増 強 因 子 に よ り 、 単 一 分 子 の 検 出 が
可 能 に な る 。 典 型 的 に は 、 タ ン パ ク 質 分 子 ま た は DNA断 片 は 、 10nm～ 100nmの 寸 法 を 有 す る
。 増 幅 の 後 に 、 シ グ ナ ル が 、 1μ m 2 の 領 域 か ら 産 生 さ れ る 場 合 、 1cm 2 の チ ッ プ に は 、 1× 10
8 個 の タ ン パ ク 質 ま た は DNA断 片 分 析 物 を 保 持 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 レ ー ザ ー 光 線 ス
ポ ッ ト は 、 1μ m程 度 ま た は そ れ よ り も 小 さ く す る こ と が で き 、 か つ 血 清 中 の 大 部 分 の サ イ
ト カ イ ン の 濃 度 は 、 1× 10 5 ～ 1× 10 1 0 分 子 ／ μ lの 範 囲 で あ り （ Nature Biotechnology, Ap
ril 2002 20： 359-356） 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う な 多 く の 定 性 的 ア ッ セ イ 法 の た
め に は 、 微 量 の 試 料 で 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 分 析 物 の プ ー ル を 、 固 体 支 持 体 上 の 別 々 の
部 位 に 付 着 さ れ た 公 知 の 結 合 特 異 性 の プ ロ ー ブ の 第 一 の セ ッ ト と 接 触 さ せ て 、 別 々 の 部 位
に プ ロ ー ブ ／ 分 析 物 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 を 含 む 、 分 析 物 の プ ー ル に お け る 分 析 物 の 存 在
を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 次 い で 、 こ う し て 形 成 さ れ た プ ロ ー ブ ／ 分 析 物 複 合 体
は 、 発 明 の 活 性 ラ マ ン 分 子 コ ー ド の 複 数 の 第 二 の セ ッ ト （ そ れ ぞ れ の 第 二 の セ ッ ト が 、 活
性 薬 剤 と し て 第 一 の セ ッ ト の プ ロ ー ブ の サ ブ セ ッ ト を 利 用 す る ） と 連 続 し て 接 触 さ せ 、 ラ
マ ン コ ー ド 含 有 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 次 い で 、 結 合 し た ラ マ ン コ ー ド 含 有 複 合 体 を イ ン サ
イ チ ュ ー で 金 属 イ オ ン と 接 触 さ せ 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 金 属 の 薄 層 で ラ マ
ン コ ー ド 含 有 複 合 体 を 覆 い 、 複 合 体 を 照 射 す る こ と に よ っ て SERSシ グ ナ ル を 生 じ さ せ る 。
固 体 支 持 体 上 の 別 々 の 部 位 に て 結 合 し た ラ マ ン コ ー ド 含 有 複 合 体 を 同 時 に 照 射 す る こ と に
よ っ て 生 じ る SERSシ グ ナ ル を 検 出 し 、 検 出 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の SERSス ペ ク ト ル を 試 料
か ら の 別 々 の 部 位 に お け る 特 定 の 分 析 物 の 存 在 と 関 連 づ け る 。 任 意 に 、 ラ マ ン コ ー ド 含 有
複 合 体 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン の 増 幅 は 、 た と え ば 上 記 の よ う な PCR3ま た は ロ
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ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 に よ っ て 、 SERSシ グ ナ ル を 増 強 す る た め の 金 属 層 の 形 成 の 前 に 行 う
こ と が で き る 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 SERSシ グ ナ ル は 、 SERS走 査 技 術 を 使 用 し て 検 出 し 、
ラ マ ン コ ー ド ・ デ ザ イ ン に 従 っ て SERSス ペ ク ト ル を 分 類 す る こ と に よ っ て 複 合 解 析 を 行 う
こ と が で き る 。 本 態 様 に お い て 、 使 用 す る こ と が で き る 例 示 的 プ ロ ー ブ は 、 抗 体 、 フ ァ ー
ジ デ ィ ス プ レ イ さ れ た ペ プ チ ド 、 受 容 体 、 核 酸 、 リ ガ ン ド 、 レ ク チ ン 等 を 含 み 、 検 出 す る
こ と が で き る 例 示 的 分 析 物 は 、 タ ン パ ク 質 、 グ ル コ タ ン パ ク 質 、 脂 質 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、
ウ イ ル ス 粒 子 、 多 糖 体 、 ス テ ロ イ ド 等 を 含 む 。 好 ま し く は 、 分 析 物 の プ ー ル は 、 疾 患 を 有
す る こ と が 知 ら れ て い る か 、 ま た は 疑 い が あ る 患 者 の 体 液 試 料 を 含 む 。 一 つ の 局 面 に お い
て 、 分 析 物 の プ ー ル が 、 正 常 対 照 患 者 の 対 応 す る 試 料 を 含 む こ と 、 お よ び 本 方 法 が 相 違 を
同 定 す る た め に 正 常 対 照 患 者 の 分 析 物 の プ ー ル か ら 得 ら れ る SERSス ペ ク ト ル と 分 析 物 の 患
者 の プ ー ル か ら 得 ら れ る SERSス ペ ク ト ル を 比 較 す る 工 程 を さ ら に 含 む こ と を 除 い て 、 本 方
法 が 繰 り 返 さ れ 、 相 違 は 、 疾 患 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る か 、 ま た は 疑 い が あ る 患 者 の
試 料 中 の 疾 患 マ ー カ ー の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 種 々 の 発 明 の 方 法 は 、 健 康 な 個 体 、 並 び に 特 定 の 疾 病 状 態 を
有 す る と 同 定 さ れ た 個 体 の 生 体 試 料 の 特 定 の 型 と 関 連 づ け ら れ た ラ マ ン ま た は SERSス ペ ク
ト ル の ラ イ ブ ラ リ ー を 編 集 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 同 様 の ラ イ ブ ラ リ ー を 種 々
の 生 体 試 料 お よ び 種 々 の 疾 病 状 態 に つ い て 構 築 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ の よ う な ラ
イ ブ ラ リ ー の ラ マ ン ま た は SERSス ペ ク ト ル を 、 こ れ ら の 個 々 の ス ペ ク ト ル に 基 づ い て 、 個
体 が 特 定 の 生 物 学 的 表 現 型 も し く は 疾 患 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 可 能 性 が 高 い か ど う か
を 診 断 す る 際 に 補 助 す る た め に 、 発 明 の 方 法 お よ び 装 置 を 使 用 し て 任 意 の 個 体 に つ い て 得
ら れ た 結 果 と 比 較 す る こ と が で き る （ 図 12を 参 照 さ れ た い ） 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る
よ う な 任 意 の 生 体 試 料 は 、 こ の よ う な 目 的 の た め に 使 用 す る こ と が で き 、 特 に 適 切 な 生 体
試 料 は 、 血 液 、 た と え ば 血 清 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 以 下 の パ ラ グ ラ フ は 、 種 々 の 概 念 に つ い て 論 議 し 、 本 発 明 の 種 々 の 態 様 を 理 解 す る 際 に
有 用 な 用 語 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 に よ っ て 共 に 連 結 さ れ た 一
連 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る た め に 、 本 明 細 書 に お
い て 広 く 使 用 さ れ る 。 便 宜 の た め に 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に
お い て 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を い う た め に 使 用
さ れ る 。 一 般 に 、 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ ま
た は プ ラ イ マ ー と し て 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 約 10ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ
、 通 常 少 な く と も 約 15ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ 、 た と え ば 約 15～ 約 50ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 長 さ
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RNAで あ る こ と が で き 、 ま た は DNAで あ る こ と が で き 、 こ れ ら は 遺
伝 子 ま た は こ れ ら の 一 部 、 cDNA、 合 成 ポ リ デ オ キ シ リ ボ 核 酸 配 列 等 で あ る こ と が で き 、 一
本 鎖 ま た は 二 本 鎖 、 並 び に DNA／ RNAハ イ ブ リ ッ ド で あ る こ と が で き る 。 種 々 の 態 様 に お い
て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー ） を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 以 外 の ヌ ク レ オ シ ド も し く は ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 ま た は バ
ッ ク ボ ー ン 結 合 を 含 む こ と が で き る 。 一 般 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ヌ ク レ オ チ ド は 、
天 然 に 存 在 す る 、 2'-デ オ キ シ リ ボ ー ス に 連 結 さ れ た ア デ ニ ン 、 シ ト シ ン 、 グ ア ニ ン 、 も
し く は チ ミ ン な ど の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は リ ボ ー ス に 連 結 さ れ た ア デ ニ ン 、
シ ト シ ン 、 グ ア ニ ン 、 も し く は ウ ラ シ ル な ど の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 し か し 、 天 然 に
存 在 し な い 合 成 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 修 飾 さ れ た 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 も 含 む こ と が で き る 。 こ
の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 市 販 さ れ て お り 、 こ の
よ う な ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 同 様 あ る （ Lin et al., Nucl. Acid
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s Res. 22： 5220-5234 （ 1994） ； Jellinek et al., Biochemistry 34： 11363-11372 （ 1
995） ； Pagratis et al., Nature Biotechnol. 15： 68-73 （ 1997） ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 す る 共 有 結 合 は 、 一 般 に ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合
で あ る 。 し か し 、 共 有 結 合 は ま た 、 チ オ ジ エ ス テ ル 結 合 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 、 ペ プ
チ ド 様 結 合 、 ま た は 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 産 生 す る た め に ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 す る た め
に 有 用 な 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の そ の 他 の 結 合 を 含 む 、 多 数 の そ の 他 の 結 合 で あ る こ と も
で き る （ た と え ば 、 Tam et al., Nucl. Acids Res. 22： 977-986 （ 1994） ； Ecker and C
rooke Biotechnology 13： 351360 （ 1995） を 参 照 さ れ た い ） 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 た
と え ば 組 織 培 養 培 地 か 、 ま た は 生 物 被 検 体 に 投 与 す る こ と に よ る も の を 含 む ヌ ク レ オ 溶 解
活 性 を 含 み 得 る 環 境 に 曝 露 さ れ る 場 合 、 天 然 に 存 在 し な い ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 ま た は ヌ ク
レ オ チ ド も し く は 類 似 体 を 連 結 す る 結 合 を 組 み 込 む こ と に よ り 、 修 飾 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 分 解 に 対 す る 感 受 性 を よ り 少 な く す る こ と が で き る の で 、 特 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 ま た は 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 選 択 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 す る 際
に 十 分 に 広 範 な 程 度 に 有 用 な よ う に 、 無 関 係 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 以 上 に 、 選 択 し た ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と 優 先 し て 結 合 す る よ う な 、 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト か 、 ま た は 高 度 に ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を い う 。 い く ら か の 量 の 非 特 異 的 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 避 け る こ と は で き な い が 、 し か し 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 た と え ば 標 的 分 子 以 外 の 核 酸 分 子 、 特 に 標 的 核 酸 分 子 以 外 の
実 質 的 に 類 似 の （ す な わ ち 、 相 同 的 ） 核 酸 分 子 と 比 較 し て 、 標 的 核 酸 分 子 と 結 合 す る 標 識
化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 量 に よ っ て 決 定 す る と 、 こ れ を 非 特 異 的 ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 以 上 に 識 別 す る こ と が で き る よ う に 十 分 に 選 択 的 、 た と え ば 少 な く と も 約 2倍 以 上
選 択 的 、 一 般 に 少 な く と も 約 3倍 以 上 選 択 的 、 通 常 少 な く と も 約 5倍 以 上 選 択 的 、 お よ び 特
に 少 な く と も 約 10倍 選 択 的 で あ る こ と を 条 件 と し て 、 こ れ も 許 容 さ れ る こ と が 認 識 さ れ る
。 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 条 件 は 、 経 験 的 に 決 定 す る こ と が で き 、 ま
た は た と え ば ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配
列 の 相 対 的 GC： AT含 量 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ 、 お よ び も し あ れ
ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と そ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 と の 間 の ミ ス マ ッ チ の 数 に 基 づ
い て 推 定 す る こ と が で き る （ た と え ば 、 Sambrook et al., 「  Molecular Cloning: A lab
oratory manual 」 (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989)を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 漸 進 的 に 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 例 は 、 以 下 の と お り で あ る ： 室 温 に て 2× SSC
/0.1% SDS（ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ） ； 室 温 に て 0.2× SSC/0.1% SDS（ 低 ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー 条 件 ） ； 約 42ECに て 0.2× SSC/0.1% SDS（ 中 程 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 ） ； お
よ び 約 68ECに て 0.1× SSC（ 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 ） 。 洗 浄 は 、 こ れ ら の 条 件 の う ち
の 1つ だ け 、 た と え ば 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 使 用 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き
、 ま た は そ れ ぞ れ の 条 件 を 、 た と え ば 、 そ れ ぞ れ 10分 ～ 15分 間 、 上 記 で 列 記 し た 順 に 、 列
記 し た 工 程 の い ず れ か ま た は 全 て を 繰 り 返 し て 、 使 用 す る こ と が で き る 。 し か し 、 上 述 し
た よ う に 、 最 適 条 件 は 、 含 ま れ る 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に 応 じ て 変 更 し 、 経
験 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 と し て 「 デ ン ド リ マ ー 」 は 、 単 純 な 分 枝 モ ノ マ ー 単 位 か ら 段
階 的 様 式 で 調 製 さ れ る 合 成 三 次 元 分 子 で あ り 、 そ の 性 質 お よ び 官 能 性 は 、 容 易 に 制 御 す る
こ と が で き る 。 デ ン ド リ マ ー の 形 成 は 、 ア ド レ ス almaden.ibm.com/st/projects/dendrime
rsに て 、 ワ ー ル ド ・ ワ イ ド ・ ウ ェ ブ 上 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 開 示 さ れ た 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ の 型 に 関 し て 制 限 は な く 、 当 技 術
分 野 に お い て 公 知 の プ ロ ー ブ 部 分 の 任 意 の 型 を バ ー コ ー ド ま た は 分 子 バ ッ ク ボ ー ン に 付 着
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す る こ と 、 お よ び 開 示 さ れ た 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 使 用
さ れ る 「 プ ロ ー ブ 部 分 」 ま た は 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 分 析 物 ま た は は 分 析 物 の 型 に 対 す る 特 異
的 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 分 子 ま た は 構 築 物 を 意 味 す る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 抗 体 断 片
、 ア フ ィ ボ デ ィ ー （ affibodies） 、 キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 リ ガ ン ド 、 結 合 タ ン パ ク 質
、 受 容 体 、 阻 害 剤 、 基 質 な ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る ラ マ ン 活 性 ま た は SERS活 性 構 築 物 は 、
抗 体 プ ロ ー ブ を 含 む 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 並 び に こ の よ う な 抗 体 の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む よ う に 最 も 広 義
に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な 抗 体 ま た は こ れ ら の 抗 原 結 合 断 片 は 、 た と え ば 分 析
物 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 結 合 活 性 を 有 す る こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 ま た は 、 後 述
す る よ う に 、 分 析 物 は 、 プ ロ ー ブ 抗 体 で あ る こ と が で き 、 特 に 抗 体 が プ ロ ー ブ と し て 使 用
さ れ る 本 発 明 の 方 法 の 態 様 （ た と え ば 、 活 性 薬 剤 ） で は 、 抗 体 の セ ッ ト を 候 補 薬 と し て の
有 用 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 体 液 に 曝 露 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 抗 体 は 、 た と え ば 天 然 に 存 在 す る 抗 体 、 並 び に た と え ば 一 本 鎖 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 二 機
能 性 抗 体 、 お よ び ヒ ト 化 抗 体 、 並 び に こ れ ら の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 天 然 に 存 在 し な い 抗 体
を 含 む 。 こ の よ う な 天 然 に 存 在 し な い 抗 体 は 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 を 使 用 し て 構 築 す る こ と
が で き 、 組 換 え で 産 生 す る こ と が で き 、 ま た は た と え ば 、 重 鎖 可 変 部 お よ び 軽 鎖 可 変 部 か
ら な る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で
き る （ Huse et al., Science 246： 1275-1281 （ 1989） を 参 照 さ れ た い ） 。 た と え ば 、 キ
メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 CDRグ ラ フ ト 化 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 お よ び 二 機 能 性 抗 体 を 作 製 す
る こ れ ら の お よ び 他 の 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る （ Winter and Harris, Immunol. Toda
y 14： 243-246, 1993；  Ward et al., Nature 341： 544-546, 1989；  Harlow and Lane, 
Antibodies：  A laboratory manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988)；  H
ilyard et al., Protein Engineering：  A practical approach (IRL Press 1992)；  Bor
rabeck, Antibody Engineering, 2d ed. (Oxford University Press 1995)） 。 ま た 、 プ
ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 適 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 多 数 の 市 販 の 供 与 源 か ら 得 て
も よ い 。 こ の よ う な 市 販 の 抗 体 は 、 多 種 多 様 な 標 的 に 対 し て 利 用 で き る 。 抗 体 プ ロ ー ブ は
、 後 述 す る よ う に 、 標 準 的 化 学 を 使 用 し て 分 子 バ ッ ク ボ ー ン に 抱 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 ま た は 「 特 異 的 結 合 活 性 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 に 関 し て 使 用 さ れ
る と き は 、 抗 体 と 特 定 の エ ピ ト ー プ と の 相 互 作 用 が 、 少 な く と も 約 1× 10 - 6 、 一 般 に 少 な
く と も 約 1× 10 - 7 、 通 常 少 な く と も 約 1× 10 - 8 、 お よ び 特 に 少 な く と も 約 1× 10 - 9 ま た は 1×
10 - 1 0 も し く は そ れ 以 下 の 解 離 定 数 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 抗 原 の エ ピ ト
ー プ に 対 し て 特 異 的 結 合 活 性 を 保 持 す る 抗 体 の Fab、 F(ab') 2 、 Fd、 お よ び Fv断 片 は 、 抗 体
の 定 義 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 「 リ ガ ン ド 」 と い う 用 語 は 、 天 然 に 存 在 す る 、 受 容 体 の 特 異 的
結 合 パ ー ト ナ ー 、 合 成 の 受 容 体 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 、 ま た は 天 然 も し く は 合 成 の リ ガ
ン ド の 適 切 な 誘 導 体 を 意 味 す る 。 リ ガ ン ド の 決 定 お よ び 単 離 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知
で あ る （ Lerner, Trends Neurosci. 17： 142-146, 1994） 。 当 業 者 で あ れ ば 認 識 す る と お
り 、 分 子 （ ま た は 、 巨 大 分 子 複 合 体 ） は 、 受 容 体 お よ び リ ガ ン ド の 両 方 で あ る こ と が で き
る 。 一 般 に 、 よ り 小 さ な 分 子 量 を 有 す る 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 リ ガ ン ド と 称 し 、 お よ び よ り
大 き な 分 子 量 を 有 す る 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 受 容 体 と 称 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 定 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 分 析 物 を 検 出 す る た め の 方 法 に 属 す る 。 「 分
析 物 」 は 、 プ ロ ー ブ が 見 い だ す こ と が で き る 任 意 の 分 子 ま た は 化 合 物 を 意 味 す る 。 分 析 物
は 、 固 相 、 液 相 、 気 相 、 ま た は 蒸 気 相 で あ る こ と が で き る 。 「 気 相 ま た は 蒸 気 相 分 析 物 」
は 、 た と え ば 液 体 の ヘ ッ ド ス ペ ー ス に 、 大 気 中 に 、 呼 吸 試 料 中 に 、 ガ ス 中 に 、 も し く は 前
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述 の い ず れ か の 混 入 物 と し て 存 在 す る 分 子 ま た は 化 合 物 を 意 味 す る 。 気 相 ま た は 蒸 気 相 の
物 理 的 状 態 は 、 圧 力 、 温 度 に よ っ て 、 並 び に 塩 そ の 他 の 存 在 ま た は 添 加 に よ り 、 液 体 の 表
面 張 力 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ っ て 変 化 さ せ る こ と が で き る こ と が 認 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 一 定 の 局 面 に お い て 、 ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ に 対 す る 分
析 物 の 結 合 を 検 出 す る 。 分 析 物 は 、 特 異 的 結 合 対 （ sbp） の メ ン バ ー か ら 構 成 す る こ と が
で き 、 一 価 の （ モ ノ エ ピ ト ー プ の ） ま た は 多 価 の （ ポ リ エ ピ ト ー プ の ） 、 通 常 抗 原 性 ま た
は ハ プ テ ン 性 で あ り 、 お よ び 単 一 の 化 合 物 ま た は 少 な く と も 1つ の 共 通 の エ ピ ト ー プ 部 位
も し く は 決 定 因 子 部 位 を 共 有 す る 複 数 の 化 合 物 で あ る リ ガ ン ド で あ る こ と が で き る 。 分 析
物 は 、 A、 B、 D、 そ の 他 な ど の 血 液 群 抗 原 を 有 す る 細 菌 も し く は 細 胞 、 ま た は HLA抗 原 も し
く は 微 生 物 、 た と え ば 、 細 菌 、 真 菌 、 原 生 動 物 、 も し く は ウ イ ル ス な ど の 細 胞 の 一 部 で あ
る こ と が で き る 。 本 発 明 の 一 定 の 態 様 に お い て 、 分 析 物 は 、 荷 電 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 特 異 的 結 合 対 の メ ン バ ー （ 「 sbpメ ン バ ー 」 ） は 、 表 面 上 に 、 ま た は 空 洞 に 、 そ の 他 の
分 子 の 特 定 の 空 間 お よ び 対 極 を な す 組 織 と 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ こ れ に よ り 相 補 的 で あ る
と 定 義 さ れ る 領 域 を 有 す る 、 2つ の 異 な る 分 子 の う ち の 1つ で あ る 。 特 異 的 結 合 対 の メ ン バ
ー は 、 リ ガ ン ド お よ び 受 容 体 （ 抗 リ ガ ン ド ） ま た は 分 析 物 お よ び プ ロ ー ブ と も 称 さ れ る 。
し た が っ て 、 プ ロ ー ブ は 、 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 で あ る 。 こ れ ら は 、 通 常 抗 原 -
抗 体 な ど の 免 疫 学 的 対 の メ ン バ ー で あ り 、 一 方 、 ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 、 ホ ル モ ン -ホ ル モ ン
受 容 体 、 核 酸 二 重 鎖 、 IgG-プ ロ テ イ ン A、 DNA-DNA、 DNA-RNAな ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 対 な
ど の そ の 他 の 特 異 的 結 合 対 は 、 免 疫 学 的 対 で は な い が 、 本 発 明 お よ び sbpメ ン バ ー の 定 義
に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 特 異 的 結 合 は 、 実 質 的 に そ の 他 の 分 子 の 認 識 が な い こ と と 比 較 し て 、 2つ の 異 な る 分 子
の う ち の 1つ が 他 方 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と で あ る 。 一 般 に 、 分 子 は 、 こ れ ら の 表 面 上 に
、 ま た は 空 洞 に 、 2つ の 分 子 間 の 特 異 的 認 識 を 生 じ さ せ る 領 域 を 有 す る 。 抗 体 -抗 原 相 互 作
用 、 酵 素 -基 質 相 互 作 用 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 相 互 作 用 、 そ の 他 は 、 特 異 的 結 合 の 例 示 で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 非 特 異 的 結 合 は 、 特 異 的 表 層 構 造 と は 比 較 的 無 関 係 の 分 子 間 の 非 共 有 結 合 で あ る 。 非 特
異 的 結 合 は 、 分 子 間 の 疎 水 性 相 互 作 用 を 含 む い く つ か の 要 因 に よ っ て 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 は 、 特 定
の 標 的 分 析 物 、 た と え ば 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 酵 素 、 抗 体 、 ま た は 抗
原 の 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 特 定 の 標 的 に 結 合 す る た め 、 ま
た は 汚 染 物 質 の よ う な 物 質 を 検 出 す る た め の 生 理 活 性 薬 （ す な わ ち 、 候 補 薬 ） を ス ク リ ー
ニ ン グ す る た め に 、 ナ ノ 粒 子 を 使 用 し て も よ い 。 上 で 議 論 し た よ う に 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ
ク 質 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ア プ タ マ ー な ど の プ ロ ー ブ 部 分 を デ ザ イ ン す る こ と が
で き る 任 意 の 分 析 物 を 、 開 示 し た ラ マ ン 活 性 構 築 物 に プ ロ ー ブ を 組 み 込 む こ と に よ っ て 本
発 明 の 方 法 で 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 多 価 リ ガ ン ド 分 析 物 は 、 通 常 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） 、 す な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ
ク 質 、 多 糖 体 、 核 酸 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 こ の よ う な 組 み 合 わ せ は 、 細 菌
、 ウ イ ル ス 、 染 色 体 、 遺 伝 子 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 核 、 細 胞 膜 な ど の 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ほ と ん ど の 場 合 、 本 発 明 を 適 用 す る こ と が で き る ポ リ エ ピ ト ー プ リ ガ ン ド 分 析 物 は 、 少
な く と も 約 5,000、 よ り 通 常 で は 少 な く と も 約 10,000の 分 子 量 を 有 す る 。 ポ リ （ ア ミ ノ 酸
） カ テ ゴ リ ー に お い て 、 関 心 対 象 の ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） は 、 一 般 に 約 5,000～ 5,000,000分 子
量 、 よ り 通 常 で は 約 20,000～ 1,000,000分 子 量 で あ る ； 関 心 対 象 の ホ ル モ ン の 中 で は 、 分
子 量 は 、 通 常 約 5,000～ 60,000分 子 量 ま で の 範 囲 で あ る 。
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【 ０ ０ ８ ８ 】
　 モ ノ エ ピ ト ー プ リ ガ ン ド 分 析 物 は 、 一 般 に 約 100～ 2,000分 子 量 、 よ り 通 常 で は 125～ 1,0
00分 子 量 で あ る 。 分 析 物 は 、 薬 物 、 代 謝 産 物 、 農 薬 、 汚 染 物 質 等 を 含 む 。 ア ル カ ロ イ ド は
、 関 心 対 象 の 薬 物 に 含 ま れ る 。 ア ル カ ロ イ ド に は 、 モ ル ヒ ネ 、 コ デ イ ン 、 ヘ ロ イ ン 、 デ キ
ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン 、 こ れ ら の 誘 導 体 、 お よ び 代 謝 産 物 を 含 む モ ル フ ィ ン ア ル カ ロ イ ド ；
コ カ イ ン お よ び ベ ン ジ ル エ ク ゴ ニ ン 、 こ れ ら の 誘 導 体 、 並 び に 代 謝 産 物 を 含 む コ カ イ ン ア
ル カ ロ イ ド ； リ ゼ ル ギ ン 酸 の ジ エ チ ル ア ミ ド を 含 む 麦 角 ア ル カ ロ イ ド ； ス テ ロ イ ド ア ル カ
ロ イ ド ； イ ミ ナ ゾ イ ル （ iminazoyl） ア ル カ ロ イ ド ； キ ナ ゾ リ ン ア ル カ ロ イ ド ； イ ソ キ ノ
リ ン ア ル カ ロ イ ド ； キ ニ ー ネ お よ び キ ニ ジ ン を 含 む キ ノ リ ン ア ル カ ロ イ ド ； ジ テ ル ペ ン ア
ル カ ロ イ ド 、 こ れ ら の 誘 導 体 、 お よ び 代 謝 産 物 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 分 析 物 と い う 用 語 は 、 下 記 に 定 義 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 析 物
を さ ら に 含 む 。 こ れ ら は 、 mRNA、 rRNA、 tRNA、 DNA、 DNA-RNA二 重 鎖 な ど を 含 む 。 ま た 、 分
析 物 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 剤 、 た と え ば 制 限 酵 素 、 活 性 化 因 子 、 リ プ レ ッ
サ ー 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ヒ ス ト ン 、 修 復 酵 素 、 化 学 療 法 薬 等 で あ る 受 容 体 を
含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 分 析 物 は 、 宿 主 由 来 の 体 液 な ど の 試 料 に 直 接 見 い だ さ れ る 分 子 で あ る こ と が で き る 。 試
料 は 、 直 接 調 べ る こ と が で き る か 、 ま た は よ り 容 易 に 検 出 可 能 な 分 析 物 を 与 え る よ う に 前
処 理 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 関 心 対 象 の 分 析 物 は 、 関 心 対 象 の 分 析 物 に 対 し て 相
補 的 な 特 異 的 結 合 対 メ ン バ ー な ど の 、 関 心 対 象 の 分 析 物 の 証 拠 と な る 薬 剤 （ 関 心 対 象 の 分
析 物 が 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 に の み 、 そ の 存 在 が 検 出 さ れ る ） を 検 出 す る こ と に よ っ て 決
定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 分 析 物 の 証 拠 と な る 薬 剤 は 、 ア ッ セ イ 法 で 検 出 さ れ る
分 析 物 に な る 。 体 液 は 、 た と え ば 、 尿 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液 、 精 液 、 糞 便 、 痰 、 大 脳
髄 液 、 涙 、 粘 液 等 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 コ ロ イ ド 」 と い う 用 語 は 、 液 体 （ 通 常 水 ） に 懸 濁 さ れ た 金 属 イ
オ ン を い う 。 発 明 の 金 属 コ ロ イ ド に 使 用 す る た め の 、 お よ び ナ ノ 粒 子 か ら 想 定 さ れ る 典 型
的 な 金 属 は 、 透 明 な 金 属 、 た と え ば 銀 、 金 、 白 金 、 ア ル ミ ニ ウ ム 等 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ に よ っ て 生 じ る ラ マ ン ス ペ ク ト ル を 増 強 す る た め に 、 本 発 明 の 方 法
の 一 定 の 態 様 に お い て 、 分 析 物 ま た は 分 析 物 を 含 む 複 合 体 に 対 す る ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ の
結 合 後 に 、 イ ン サ イ チ ュ ー で ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ を SERS活 性 プ ロ ー ブ に 変 換 す る こ と が 想
定 さ れ る 。 こ の 目 的 の た め に は 、 層 が ざ ら ざ ら の 表 面 を 有 す る 透 明 な 金 属 の 薄 層 を 、 基 体
お よ び ／ ま た は そ の 上 の 結 合 し た 複 合 体 の 上 層 を 覆 っ て 沈 着 さ せ る 。 ざ ら ざ ら で あ る と い
う 特 徴 は 、 何 十 ナ ノ メ ー ト ル の 桁 で あ り ； 投 射 励 起 放 射 の 波 長 と 比 較 し て 小 さ い 。 小 さ な
粒 子 サ イ ズ に よ り 、 金 属 粒 子 の 表 面 プ ラ ス モ ン の 励 起 を 粒 子 上 に 局 在 化 さ せ る こ と が で き
る 。 金 属 表 面 の 金 属 が ざ ら ざ ら で あ る と い う 特 徴 は 、 多 数 の 方 法 ； た と え ば ； 金 属 粒 子 の
蒸 着 ま た は バ イ オ セ ン サ ー の 上 層 に 対 す る 金 属 コ ロ イ ド の 適 用 で 発 生 さ せ る こ と が で き る
。 金 属 の 表 面 電 子 は 、 サ イ ズ が 小 さ い 粒 子 に 限 定 さ れ る の で 、 プ ラ ス モ ン 励 起 も 、 ざ ら ざ
ら し た 特 徴 に 限 定 さ れ る 。 結 果 と し て 生 じ る プ ラ ス モ ン の 電 磁 場 は 非 常 に 強 く 、 ラ マ ン シ
グ ナ ル と 比 較 し て 、 非 常 に SERSシ グ ナ ル を 増 強 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 10分 子 の 分 析 物 分 子 の う ち の 1分 子 だ け が 、 ラ マ ン 分 光 法 に お い て 非 弾 性 的 に 散 乱 す る
と 推 定 し た 。 し か し 、 散 乱 分 子 か ら の ラ マ ン シ グ ナ ル の 強 度 が 、 SERS条 件 下 で 非 常 に 増 強
さ れ る 本 発 明 の 方 法 の 態 様 で は 、 低 濃 度 の ラ マ ン 活 性 分 析 物 を 、 ピ コ お よ び フ ェ ム ト モ ル
濃 度 程 度 の 低 い 濃 度 で 検 出 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 環 境 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は
、 ラ マ ン 標 識 を 含 む 結 合 し た 複 合 体 と 接 触 さ れ る よ う に 、 透 明 な 金 属 の 薄 層 を 沈 着 さ せ る
こ と に よ っ て 、 血 清 な ど の 複 合 体 生 体 試 料 中 の 単 一 の 分 析 物 分 子 の 存 在 を 検 出 す る た め に
使 用 す る こ と が で き る 。 金 、 銀 、 銅 、 お よ び ア ル ミ ニ ウ ム は 、 こ の 技 術 の た め の 最 も 有 用
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な 透 明 な 金 属 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ざ ら ざ ら し た 金 属 表 面 は 、 い く つ か の 方 法 の う ち の 1つ を 使 用 し て 製 造 す る こ と が で き
る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 薄 い 金 属 層 」 と い う 用 語 は 、 結 合 し た ラ マ ン 標 識 含 有 複 合 体
を 覆 っ て 化 学 蒸 着 に よ っ て 沈 着 さ れ た 金 属 層 を 意 味 す る 。 ま た は 、 薄 い 金 属 層 は 、 金 属 カ
チ オ ン の コ ロ イ ド 溶 液 を 還 元 条 件 に 供 し て 、 イ ン サ イ チ ュ ー で 、 金 属 ナ ノ 粒 子 を 形 成 さ せ
る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る ナ ノ 粒 子 の 層 を 意 味 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 ナ ノ 粒 子 は 、
結 合 し た 複 合 体 を 含 む 。 ま た は 、 た と え ば ラ マ ン コ ー ド に 付 着 さ れ た 種 粒 子 に よ り 、 金 属
コ ロ イ ド 溶 液 か ら ナ ノ 粒 子 を 沈 殿 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 金 属 原 子 は 、 プ ロ ー ブ
構 築 物 に 付 着 さ れ た 、 た と え ば プ ロ ー ブ 構 築 物 の 分 子 バ ッ ク ボ ー ン ま た は バ ー コ ー ド に 付
着 さ れ た 酵 素 タ グ を 使 用 し て 、 金 属 カ チ オ ン 溶 液 の 還 元 を 触 媒 す る こ と に よ っ て 、 活 性 分
子 ラ マ ン コ ー ド に 沈 着 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 状 況 に お い て 、 「 薄 い 」 は 、 SERSの 利 益
を 達 成 す る た め に 照 射 す る 光 源 （ 通 常 、 レ ー ザ ー ） の 波 長 の 約 半 分 、 た と え ば 約 15nm～ 約
500nm、 約 100nm～ 約 200nmな ど の 厚 み を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 の い く つ か に お い て 有 用 な 光 学 プ ロ ー ブ 構 築 物 ま
た は ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 は 、 プ ロ ー ブ お よ び 光 学 活 性 タ グ が 付 着 さ れ る 「 バ ッ ク ボ
ー ン 」 を 含 む も の と し て 記 載 さ れ て い る 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 ラ マ ン コ ー ド ・ バ ッ ク ボ
ー ン は 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 多 糖 体 、 お よ び ／ ま た は 化 学 的 に 誘 導 さ れ た 重 合 体 配 列 の 任 意
の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 有 機 構 造 を 含 む 重 合 体 鎖 か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お
い て 、 バ ッ ク ボ ー ン は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。 一 部 の 態 様 に お い
て 、 バ ッ ク ボ ー ン は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 ま た は ア プ タ マ ー な ど の プ ロ ー ブ 部 分
に 付 着 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 模 倣 物 を 、 有 機 バ ッ ク ボ ー ン を 作 製 す る た
め に 組 み 込 む こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド 単 位 の 糖 お よ び ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 、 す な わ ち
バ ッ ク ボ ー ン は 両 方 と も 、 新 規 の 基 で 置 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 分 子 プ ロ ー ブ は 、 適 切 な 核 酸 標 的 化 合 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 優 れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 質 を 有 す る こ と が 示 さ
れ た オ リ ゴ マ ー 化 合 物 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 模 倣 物 の 1つ の 例 は 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA
） と 称 さ れ る 。 PNA化 合 物 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 糖 バ ッ ク ボ ー ン が 、 ア ミ ド 含 有 バ
ッ ク ボ ー ン 、 た と え ば ア ミ ノ エ チ ル グ リ シ ン バ ッ ク ボ ー ン で 置 換 さ れ て い る 。 こ の 例 で は
、 核 酸 塩 基 は 、 バ ッ ク ボ ー ン の ア ミ ド 部 分 の ア ザ 窒 素 原 子 に 直 接 ま た は 間 接 的 に 保 持 さ れ
、 お よ び 結 合 さ れ る 。 PNA化 合 物 の 調 製 を 開 示 す る い く つ か の 米 国 特 許 は 、 た と え ば 米 国
特 許 第 5,539,082号 ； 第 5,714,331号 ； お よ び 第 5,719,262号 を 含 む 。 加 え て 、 PNA化 合 物 は
、 Nielsen et al.（ Science, 1991, 254, 1497-15） に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 1つ の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド を も う 一 つ か ら 識 別 す る た め に は 、 タ グ を バ ッ ク ボ ー ン に
直 接 付 加 す る こ と が で き る 。 タ グ は 、 イ メ ー ジ ン グ 様 式 、 た と え ば 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 法 、 FT
IR（ フ ー リ エ 変 換 赤 外 ） 分 光 法 、 ラ マ ン 分 光 法 、 電 子 顕 微 鏡 法 、 お よ び 表 面 プ ラ ス モ ン 共
鳴 法 に よ っ て 読 む こ と が で き る 。 タ グ の 形 態 学 的 、 組 織 分 布 的 、 化 学 的 、 お よ び ／ ま た は
電 気 的 特 質 を 検 出 す る た め に 、 伝 導 率 、 ト ン ネ ル 電 流 、 容 量 性 電 流 、 そ の 他 を 含 む （ し か
し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い ） 、 イ メ ー ジ ン グ の 種 々 の 変 形 が 公 知 で あ る 。 使 用
す る イ メ ー ジ ン グ 様 式 は 、 タ グ 部 分 の 性 質 お よ び 生 じ る 産 生 シ グ ナ ル に 依 存 す る 。 蛍 光 、
ラ マ ン 、 ナ ノ 粒 子 、 ナ ノ チ ュ ー ブ 、 フ ラ ー レ ン 、 お よ び 量 子 ド ッ ト ・ タ グ を 含 む （ し か し
、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い ） 、 公 知 の 種 々 の 型 の タ グ を 、 こ れ ら の 組 織 分 布 的 、
化 学 的 、 光 学 的 、 お よ び ／ ま た は 電 気 的 特 質 に よ っ て ラ マ ン コ ー ド を 同 定 す る た め に 使 用
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 特 質 は 、 使 用 す る タ グ 部 分 の 型 と バ ッ ク ボ ー ン 上 の タ グ の
相 対 的 位 置 の 両 方 の 関 数 と し て 変 化 し 、 そ れ ぞ れ の バ ー コ ー ド に 対 し て 生 じ る シ グ ナ ル が
識 別 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 タ グ は 、 た と え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う な 、 ラ マ ン 活 性 タ グ ま た は 蛍 光 タ グ を 含 ん
で い て も よ い 。 隣 接 し た タ グ は 、 た と え ば 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 （ FRET） ま た は そ の 他
の メ カ ニ ズ ム に よ っ て 、 互 い に 相 互 作 用 し 得 る の で 、 タ グ 部 分 の 同 一 セ ッ ト か ら 得 ら れ る
シ グ ナ ル は 、 タ グ 間 位 置 お よ び 距 離 に よ っ て 変 化 し 得 る 。 し た が っ て 、 類 似 か 、 ま た は 同
一 の バ ッ ク ボ ー ン を 持 つ 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド を 識 別 が つ く よ う に 標 識 す る こ と が で き る
。 本 発 明 の 一 定 の 態 様 に お い て 、 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の バ ッ ク ボ ー ン は 、 ホ ス ホ ジ エ ス
テ ル 結 合 、 ペ プ チ ド 結 合 、 お よ び ／ ま た は グ リ コ シ ド 結 合 で 形 成 す る こ と が で き る 。 た と
え ば 、 DNA鎖 を 含 む バ ッ ク ボ ー ン を 作 製 す る た め に 、 標 準 的 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 を 使
用 す る こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ PCR（ 商 標 ） ） 増 幅 な ど の 、 リ ン 酸 ジ エ
ス テ ル 連 結 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン を 作 製 す る た め の そ の 他 の 方 法 も 公 知 で あ る 。 バ ッ ク ボ ー
ン の 末 端 は 、 異 な る 官 能 基 、 た と え ば ビ オ チ ン 、 ア ミ ノ 基 、 ア ル デ ヒ ド 基 、 ま た は チ オ ー
ル 基 を 有 し て い て も よ い 。 官 能 基 は 、 プ ロ ー ブ 部 分 に 結 合 す る た め に 、 ま た は タ グ の 付 着
の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 検 出 を 容 易 に す る た め に 、 タ グ を さ ら に 修 飾 し て 、 異 な
る サ イ ズ 、 電 気 的 、 ま た は 化 学 的 特 質 を 得 る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ま
た は フ ル オ レ セ イ ン タ グ と 結 合 す る た め に 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン タ グ と
結 合 す る た め に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 バ ッ ク ボ ー ン が ペ プ チ ド 部 分 、 ま た は 1つ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 部 分 を 含 む タ グ を 含
む 場 合 は 、 ペ プ チ ド を タ グ 修 飾 の た め に 、 ま た は タ グ と の 化 学 反 応 の た め に リ ン 酸 化 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 一 定 の 態 様 に お い て 、 ラ マ ン 活 性 タ グ が 化 学 的 に 付 着 さ れ て い る 重 合 体 バ ッ ク
ボ ー ン が 作 製 さ れ る 。 バ ッ ク ボ ー ン 部 分 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 単 糖 、 ま た は ビ ニ
ル 、 ス チ レ ン 、 カ ル ボ ナ ー ト 、 ア セ テ ー ト 、 エ チ レ ン 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 そ の 他 な ど の 任
意 の 種 々 の 公 知 の プ ラ ス チ ッ ク 単 量 体 を 含 む （ し か し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い
） 、 重 合 の た め に 適 し た 任 意 の 型 の 単 量 体 か ら 構 成 す る こ と が で き る 。 重 合 体 バ ッ ク ボ ー
ン は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 レ ク チ ン 、 ま た は ア プ タ マ ー プ ロ ー ブ な ど の プ ロ ー ブ
部 分 に 付 着 す る こ と が で き る 。 重 合 体 バ ッ ク ボ ー ン が ヌ ク レ オ チ ド 単 量 体 で 構 成 さ れ て い
る 場 合 、 抗 体 プ ロ ー ブ に 対 す る 付 着 は 、 プ ロ ー ブ お よ び バ ッ ク ボ ー ン 成 分 の 両 方 が 異 な る
標 的 分 子 に 結 合 す る 可 能 性 を 最 小 限 に す る で あ ろ う 。 ま た は 、 バ ッ ク ボ ー ン の た め に ヌ ク
レ オ チ ド 単 量 体 を 使 用 す る 本 発 明 の 一 定 の 態 様 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ い た バ ッ ク
ボ ー ン は 、 そ れ 自 体 が 付 着 し た ラ マ ン 活 性 タ グ の 検 出 を 潜 在 的 に 妨 害 し 得 る ラ マ ン 発 光 ス
ペ ク ト ル を 生 じ る た め 、 ほ と ん ど ま た は 全 く ラ マ ン 発 光 シ グ ナ ル を 生 じ な い バ ッ ク ボ ー ン
を 使 用 し て 、 シ グ ナ ル 検 出 を 最 適 化 し 、 お よ び 信 号 対 雑 音 比 を 最 小 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 プ ロ ー ブ 標 識 化 お よ び 検 出 の た め の 現 法 は 、 種 々 の 不 利 な 点 を 示 す 。 た と え ば 、 有 機 蛍
光 タ グ に 付 着 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 高 検 出 感 度 を 提 供 す る が 、 低 い マ ル チ プ レ ッ ク ス 検 出 能
力 を 有 す る 。 蛍 光 タ グ は 、 幅 広 い 発 光 ピ ー ク を 示 し 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 （ FRET） は
、 単 一 の プ ロ ー ブ 分 子 に 付 着 す る こ と が で き る 異 な る 蛍 光 タ グ の 数 を 制 限 し 、 そ の 一 方 で
、 自 己 消 光 が 、 蛍 光 シ グ ナ ル の 量 子 収 量 を 減 少 さ せ る 。 プ ロ ー ブ が 複 数 の 型 の 発 色 団 を 含
む 場 合 、 蛍 光 タ グ は 、 複 数 の 励 起 源 を 必 要 と す る 。 ま た 、 こ れ ら は 、 光 退 色 の た め に 不 安
定 で あ る 。 潜 在 的 プ ロ ー ブ ・ タ グ の も う 一 つ の 型 は 、 量 子 ド ッ ト で あ る 。 量 子 ド ッ ト ・ タ
グ は 、 複 数 の 層 を 持 つ 比 較 的 大 き な 構 造 で あ る 。 製 造 す る の が 複 雑 で あ る こ と に 加 え て 、
量 子 ド ッ ト を コ ー テ ィ ン グ す る と 、 蛍 光 発 光 を 妨 害 し 、 量 子 ド ッ ト ・ タ グ を 使 用 し て 作 製
す る こ と が で き る 識 別 可 能 な シ グ ナ ル の 数 に 上 限 が あ る 。 プ ロ ー ブ 標 識 の 第 3の 型 は 、 色
素 含 浸 さ せ た ビ ー ズ か ら な る 。 こ れ ら は 、 大 き さ が 非 常 に 大 き い 傾 向 が あ り 、 プ ロ ー ブ 分
子 の サ イ ズ 範 囲 よ り も 大 き い こ と が 多 い 。 色 素 含 浸 さ せ た ビ ー ズ の 検 出 は 、 定 性 的 で 、 定
量 的 で は な い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 対 照 的 に 、 「 ラ マ ン 活 性 タ グ 」 は 、 鋭 い ス ペ ク ト ル の ピ ー ク を 生 じ る 利 点 を 提 供 し 、 よ
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り 多 数 の 識 別 可 能 標 識 を プ ロ ー ブ に 付 着 す る こ と が で き る 。 表 面 増 強 ラ マ ン 分 光 法 （ SERS
） ま た は 同 様 の 技 術 の 使 用 に よ り 、 蛍 光 タ グ と 同 等 の 検 出 感 度 が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 種
々 の 態 様 に お い て 、 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 を 容 易 に す る た め に 、 1つ ま た は 複 数 の ラ マ
ン 活 性 タ グ 部 分 が プ ロ ー ブ 構 築 物 に （ た と え ば 、 そ の 中 の 分 子 バ ッ ク ボ ー ン に ） 付 着 さ れ
る 。 有 用 な ラ マ ン 活 性 タ グ の 非 限 定 の 例 は 、 TRIT（ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ ー ル
） 、 NBD（ 7-ニ ト ロ ベ ン ズ -2-オ キ サ -1,3-ジ ア ゾ ー ル ） 、 テ キ サ ス レ ッ ド 色 素 、 フ タ ル 酸
、 テ レ フ タ ル 酸 、 イ ソ フ タ ル 酸 、 ク レ シ ル フ ァ ス ト バ イ オ レ ッ ト 、 ク レ シ ル ブ ル ー バ イ オ
レ ッ ト 、 ブ リ リ ア ン ト ク レ シ ル ブ ル ー 、 パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 エ リ ス ロ シ ン 、 ビ オ チ ン 、
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 5-カ ル ボ キ シ -4',5'-ジ ク ロ ロ -2',7'-ジ メ ト キ シ フ ル オ レ セ イ ン 、 TET
（ 6-カ ル ボ キ シ -2',4,7,7'-テ ト ラ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン ） 、 HEX（ 6-カ ル ボ キ シ -2',4,4'
,5',7,7'-ヘ キ サ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン ） 、 Joe（ 6-カ ル ボ キ シ -4',5'-ジ ク ロ ロ -2',7'-ジ
メ ト キ シ ル オ レ セ イ ン ） 5-カ ル ボ キ シ -2',4',5',7'-テ ト ラ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン 、 5-カ
ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン 、 5-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 、 Tamra（ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ）
、 6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 、 Rox（ カ ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン ） 、 R6G（ ロ ー ダ ミ ン 6G） 、
フ タ ロ シ ア ニ ン 、 ア ゾ メ チ ン 、 シ ア ニ ン （ た と え ば 、 Cy3、 Cy3.5、 Cy5） 、 キ サ ン チ ン 、
ス ク シ ニ ル フ ル オ レ セ イ ン 、 N,N-ジ エ チ ル -4-（ 5'-ア ゾ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ ル ） -フ ェ ニ ル
ア ミ ン 、 お よ び ア ミ ノ ア ク リ ジ ン を 含 む 。 こ れ ら の 、 お よ び 他 の ラ マ ン 活 性 タ グ は 、 市 販
の 供 与 源 （ た と え ば 、 Molecular Probes, Eugene, OR） か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 一 般 に 、 ラ マ ン 活 性 タ グ が 1つ ま た は 複 数 の 二 重 結 合 、 た と え ば 窒 素 に 対 す る 炭 素 二 重
結 合 を 含 ん で い て も よ い こ と が 想 定 さ れ る 。 ま た 、 ラ マ ン 活 性 タ グ は 、 一 般 に 多 環 芳 香 族
化 合 物 な ど の 、 環 構 造 に 付 着 さ れ た 側 鎖 を 持 つ 環 構 造 を 含 ん で い て も よ い こ と が 想 定 さ れ
る 。 ラ マ ン 強 度 を 増 大 す る 側 鎖 を 持 つ 化 合 物 は 、 プ リ ン 、 ア ク リ ジ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 色 素 、
お よ び シ ア ニ ン 色 素 な ど の 環 構 造 が 抱 合 さ れ た 化 合 物 を 含 む 。 重 合 体 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ
ー ド の 全 体 の 極 性 は 、 親 水 性 で あ る こ と が 想 定 さ れ る が 、 疎 水 性 側 鎖 を 含 む こ と も で き る
。 有 用 で あ り 得 る そ の 他 の タ グ は 、 シ ア ン 化 物 、 チ オ ー ル 、 塩 素 、 臭 素 、 メ チ ル 、 リ ン 、
お よ び 硫 黄 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 構 築 物 に 使 用 さ れ る ラ マ ン 活 性 タ グ は 、 核 酸 、
ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 塩 基 類 似 体 、 蛍 光 色 素 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 修 飾
さ れ た ア ミ ノ 酸 、 有 機 部 分 、 量 子 ド ッ ト 、 炭 素 ナ ノ チ ュ ー ブ 、 フ ラ ー レ ン 、 金 属 ナ ノ 粒 子
、 電 子 高 密 度 粒 子 、 お よ び 結 晶 質 粒 子 か ら な る 群 、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 2つ 以 上 の 組 み
合 わ せ か ら 独 立 し て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ラ マ ン 活 性 タ グ は 、 分 子 バ ッ ク ボ ー ン も し く は 発 明 の ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 を 作 製
す る た め に 使 用 し た そ の 他 の 有 機 部 分 に 直 接 付 着 す る こ と が で き 、 ま た は 種 々 の リ ン カ ー
化 合 物 を 経 て 付 着 す る こ と が で き る 。 ラ マ ン 活 性 タ グ に 共 有 結 合 で 付 着 さ れ た ヌ ク レ オ チ
ド は 、 標 準 的 な 市 販 の 供 与 源 か ら 入 手 可 能 で あ る （ た と え ば 、 Roche Molecular Biochemi
cals, Indianapolis, IN； Promega Corp., Madison, WI； Ambion, Inc., Austin, TX； Am
ersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ） 。 そ の 他 の 分 子 、 た と え ば ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ア ミ ノ 酸 と 共 有 結 合 性 に 反 応 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 反 応 基 を 含 む ラ マ ン 活 性 タ グ
が 市 販 さ れ て い る （ た と え ば 、 Molecular Probes, Eugene, OR） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 当 業 者 で あ れ ば 、 有 用 な ラ マ ン 活 性 タ グ が 、 本 明 細 書 に 開 示 し た
も の に 限 定 さ れ ず 、 し か し 、 バ ッ ク ボ ー ン ま た は プ ロ ー ブ 構 築 物 に 付 着 し 、 検 出 す る こ と
が で き る 任 意 の 公 知 の ラ マ ン 活 性 タ グ を 含 み 得 る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 こ の よ う な ラ
マ ン 活 性 な タ グ の 多 く が 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 重 合 体 ラ マ ン ・ タ グ を 作 製 す る た め の 例 示 的 方 法 は 、 多 孔 質 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 プ ラ ス チ ッ
ク （ ア ク リ ル 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ス チ レ ン お よ び そ の 他 の 材 料 の 共 重 合 体 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン
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、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ ブ チ レ ン 、 ポ リ ウ レ タ ン 類 、 テ フ ロ ン J、 そ の 他 を 含 む が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ る わ け で は な い ） 、 多 糖 体 、 ナ イ ロ ン 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 複 合 材 料 、 セ ラ ミ
ッ ク ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 用 樹 脂 、 シ リ カ 、 シ リ カ に 基 づ い た 材 料 、 シ リ コ ン 、 修 飾 さ れ た シ
リ コ ン 、 炭 素 、 金 属 、 無 機 の ガ ラ ス 、 光 フ ァ イ バ ー バ ン ド ル 、 ま た は 任 意 の そ の 他 の 型 の
公 知 の 固 体 支 持 体 な ど の 固 体 支 持 体 に 対 し て 、 成 長 す る 重 合 体 ラ マ ン ・ タ グ を ア ン カ ー す
る 工 程 を 含 む 。 1つ ま た は 複 数 の リ ン カ ー 分 子 （ 炭 素 原 子 鎖 な ど ） を 支 持 体 に 付 着 す る こ
と が で き る 。 リ ン カ ー 分 子 の 長 さ は 、 変 更 し て も よ い 。 た と え ば 、 リ ン カ ー は 、 2～ 50原
子 の 長 さ で あ る こ と が で き る 。 重 合 体 の 化 学 合 成 の た め の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公
知 で あ り 、 た と え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 合 成 お よ び ／ ま た は ペ プ チ
ド の 固 相 合 成 を 含 ん で も よ い 。 ま た 、 官 能 基 を 保 護 し 、 お よ び 脱 保 護 す る 方 法 は 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ペ プ チ ド 合 成 の 技 術 と 同 様 に 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 単 一 の 重 合 体 バ ッ ク ボ ー ン に 付 着 さ れ た 個 々 の ラ マ ン 活 性 タ グ は 、 そ れ ぞ れ 異 な る 。 ま
た は 、 重 合 体 ラ マ ン 標 識 は 、 同 じ ラ マ ン 活 性 タ グ の 2つ 以 上 の コ ピ ー を 含 ん で い て も よ い
。 識 別 可 能 な 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 数 を 最 大 に す る た め に は 、 複 数 の ラ マ ン 活 性 タ グ が
単 一 の 重 合 体 バ ッ ク ボ ー ン に 組 み 込 ま れ て い る 場 合 は 、 こ れ ら は 一 般 に 異 な っ て い る か 、
ま た は 重 合 体 バ ッ ク ボ ー ン 上 の 異 な る 位 置 に あ る こ と が 想 定 さ れ る 。 単 一 の 重 合 体 バ ッ ク
ボ ー ン に 付 着 さ れ た 複 数 の ラ マ ン 活 性 タ グ の 使 用 に よ り 、 非 常 に 多 く の 識 別 可 能 な 活 性 分
子 ラ マ ン コ ー ド を 製 作 す る こ と が で き る 。 4merの 平 均 サ イ ズ の ラ マ ン 標 識 は 、 約 4000ダ ル
ト ン で あ る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 重 合 体 ラ マ ン 標 識 は 、 ほ と ん ど 立 体 障 害 な く プ ロ
ー ブ -標 的 結 合 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 重 合 体 バ ッ ク ボ ー ン は 、 有 機 構 造 、 た と え ば 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 多 糖 体 、 お よ び ／ ま た は
化 学 的 に 誘 導 さ れ た 重 合 体 の 任 意 の 組 み 合 わ せ か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 重 合 体 ラ マ ン
標 識 の バ ッ ク ボ ー ン は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 、 ペ プ チ ド 結 合 、 お よ び ／ ま た は グ リ コ シ
ド 結 合 に よ っ て 形 成 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 DNA鎖 を 含 む バ ッ ク ボ ー ン を 作 製 す る
た め に 標 準 的 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法
（ PCR（ 商 標 ） ） 増 幅 な ど の 、 リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 連 結 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン を 作 製 す る た め
の そ の 他 の 方 法 が 公 知 で あ る 。 バ ッ ク ボ ー ン の 末 端 は 、 異 な る 官 能 基 、 た と え ば ビ オ チ ン
、 ア ミ ノ 基 、 ア ル デ ヒ ド 基 、 ま た は チ オ ー ル 基 を 有 し て い て も よ い 。 こ れ ら の 官 能 性 を も
た せ た 基 は 、 重 合 体 の 2つ 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 共 に 連 結 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。 一 旦 重 合 体 バ ッ ク ボ ー ン が 所 望 の 長 さ に 合 成 さ れ れ ば 、 2つ 以 上 の 異 な る ラ マ ン 活 性
タ グ を 連 続 し て 、 ま た は 同 時 に 導 入 し て 、 修 飾 さ れ る 残 基 に 含 ま れ る 反 応 性 の 官 能 基 と 結
合 す る こ と が で き る 。 そ の 他 の タ グ 、 た と え ば 蛍 光 、 ナ ノ 粒 子 、 ナ ノ チ ュ ー ブ 、 フ ラ ー レ
ン 、 ま た は 量 子 ド ッ ト ・ タ グ を 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 お よ び 本 明
細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 バ ッ ク ボ ー ン に 沿 っ て 1つ ま た は 複 数 の 位 置 に 付 着 し て 、
活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の セ ッ ト に よ っ て 生 じ る ラ マ ン シ グ ナ ル を さ ら に 多 様 化 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ナ ノ 粒 子 に 対 し て 分 子 を 架 橋 す る た め の 種 々 の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り
、 こ の よ う な 公 知 の 方 法 の い ず れ を 使 用 す る こ と も で き る 。 た と え ば 、 EDAC（ 1-エ チ ル -3
-（ 3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド ） の 存 在 下 に お い て 、 ア ミ ン 基 で カ ル ボ
キ シ ル 基 を 架 橋 す る こ と よ っ て 、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 一 の ナ ノ 粒 子 に 付 着 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 シ ー ケ ン ス さ れ る 核 酸 分 子 は 、 任 意 の 標 準 的 技 術 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 一 つ
の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 天 然 に 存 在 す る DNAま た は RNA分 子 で あ る こ と が で き る 。 RNAが
使 用 さ れ る 場 合 、 RNAを 相 補 的 cDNAに 変 換 す る こ と が 望 ま れ 得 る 。 実 質 的 に 、 染 色 体 DNA、
ミ ト コ ン ド リ ア DNA、 も し く は 葉 緑 体 DNA、 ま た は メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA、 異 種 核 RNA、 リ ボ ソ
ー ム RNA、 ま た は ト ラ ン ス フ ァ ー RNAを 含 む （ し か し 、 限 定 さ れ る わ け で は な い ） 任 意 の 天
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然 に 存 在 す る 核 酸 を 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 調 製 し 、 シ ー ケ ン ス す る こ と が で き る 。 種 々 の
形 態 の 細 胞 の 核 酸 を 調 製 し 、 単 離 す る た め の 方 法 が 公 知 で あ る （ た と え ば 、 「 Guide to M
olecular Cloning Techniques」 , eds. Berger and Kimmel, Academic Press, New York,
 NY, 1987；  「 Molecular Cloning：  A Laboratory Manual」 , 2nd Ed., eds. Sambrook,
 Fritsch and Maniatis, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989）
。 ま た 、 天 然 に 存 在 し な い 核 酸 を 開 示 さ れ た 方 法 お よ び 組 成 物 を 使 用 し て シ ー ケ ン ス し て
も よ い 。 た と え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR（ 商 標 ） ） 増 幅 な ど の 標 準 的 増 幅 技 術 に
よ っ て 調 製 さ れ た 核 酸 を 本 発 明 の 範 囲 内 で シ ー ケ ン ス す る こ と が で き る 。 核 酸 増 幅 の 方 法
は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 核 酸 は 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 真 核 生 物 、 哺 乳 動 物 、 お よ び ヒ ト 、 プ ラ ス ミ ド 、 M13、 λ フ
ァ ー ジ 、 P1人 工 染 色 体 （ PAC） 、 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ YAC） 、 並 び
に そ の 他 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 多 種 多 様 な
供 与 源 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド は 、 標 準 的 分 子 生 物 学 的 技 術 を 介 し た タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ
チ ド も し く は ペ プ チ ド の 発 現 、 天 然 の 供 与 源 か ら の タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド の 単 離 、
ま た は タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド の 化 学 合 成 を 含 む 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 技 術 に よ っ て
作 製 す る こ と が で き る 。 種 々 の 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 、 ポ リ
ペ プ チ ド 、 並 び に ペ プ チ ド 配 列 は 、 以 前 に 開 示 さ れ 、 お よ び 当 業 者 に 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ
化 さ れ た デ ー タ ベ ー ス に て 見 つ け る こ と が で き る 。 こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス に は 、 Nation
al Center for Biotechnology Informationの Genbankお よ び GenPeptデ ー タ ベ ー ス が あ り
、 ワ ー ル ド ・ ワ イ ド ・ ウ ェ ブ 上 で 利 用 で き る 。 公 知 の 遺 伝 子 の た め の コ ー ド 領 域 は 、 本 明
細 書 に 開 示 さ れ た か 、 ま た は 当 業 者 に 公 知 の 技 術 を 使 用 し て 増 幅 お よ び ／ ま た は 発 現 す る
こ と が で き る 。 ま た は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ペ プ チ ド の 種 々 の 市 販 の 標 品
が 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 の た め の も う 一 つ の 技 術 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生
の た め の ペ プ チ ド 模 倣 物 の 使 用 で あ る 。 模 倣 物 は 、 タ ン パ ク 質 二 次 構 造 の エ レ メ ン ト を 模
倣 す る ペ プ チ ド 含 有 分 子 で あ る 。 た と え ば Johnson et al., 「  Peptide Turn Mimetics 
」  in Biotechnology And Pharmacy, Pezzuto et al., Eds., Chapman and Hall, New Yo
rk (1993)を 参 照 さ れ た い 。 ペ プ チ ド 模 倣 物 の 使 用 の 根 底 に あ る 合 理 的 背 景 は 、 タ ン パ ク
質 の ペ プ チ ド バ ッ ク ボ ー ン が 、 主 に 、 抗 体 お よ び 抗 原 な ど の 分 子 相 互 作 用 を 促 進 す る よ う
な 方 法 で ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 順 応 さ せ る た め に 存 在 す る と い う こ と で あ る 。 ペ プ チ ド 模 倣 物 は
、 分 子 相 互 作 用 を 天 然 の 分 子 と 同 様 に さ せ る こ と が 予 想 さ れ る 。 こ れ ら の 原 理 を 使 用 し て
、 本 明 細 書 に 開 示 し た タ ー ゲ テ ィ ン グ ・ ペ プ チ ド の 天 然 の 特 質 の 多 く を 有 す る が 、 し か し
変 更 さ れ 、 か つ 改 善 さ れ た 特 徴 を 持 つ 第 二 世 代 の 分 子 を 設 計 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 態 様 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 分 子 は 、 一 般
に 、 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 の 全 て ま た は 一 部 に 対 し て 、 Nま た は C末 端 に
て 連 結 さ れ た 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ・ ペ プ チ ド の 全 て ま た は 実 質 部 分 を 有 す る 。 た と え ば 、 融
合 に は 、 異 種 の 宿 主 に お け る タ ン パ ク 質 の 組 換 え 発 現 を 可 能 に す る た め に 、 そ の 他 の 種 由
来 の リ ー ダ ー 配 列 を 使 用 し て も よ い 。 も う 一 つ の 有 用 な 融 合 に は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製
を 容 易 に す る た め の 、 抗 体 エ ピ ト ー プ な ど の 免 疫 学 的 に 活 性 な ド メ イ ン の 付 加 を 含 む 。 融
合 接 合 部 に 、 ま た は そ の 近 く に 切 断 部 位 を 含 め る こ と に よ り 、 精 製 後 の 外 来 ポ リ ペ プ チ ド
の 除 去 が 容 易 に な る 。 そ の 他 の 有 用 な 融 合 は 、 酵 素 由 来 の 活 性 部 位 、 グ リ コ シ ル 化 ド メ イ
ン 、 細 胞 の タ ー ゲ テ ィ ン グ ・ シ グ ナ ル 、 ま た は 膜 貫 通 領 域 な ど の 機 能 的 ド メ イ ン の 連 結 を
含 む 。 実 質 的 に 、 い ず れ の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 、 プ ロ ー ブ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ
ン パ ク 質 に 取 り 込 む こ と が で き る こ と が 、 本 発 明 の 範 囲 内 と 想 定 さ れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質
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を 作 製 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 た と え ば 二 官 能 性 の
架 橋 試 薬 を 使 用 し て 化 学 的 付 着 に よ っ て 、 完 全 な 融 合 タ ン パ ク 質 の デ ノ ボ 合 成 に よ っ て 、
ま た は 第 二 の ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 に タ ー ゲ テ ィ ン グ ・ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を 付 着 し 、 続 い て 無 処 置 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と に よ
っ て 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 構 築 物 に 使 用 さ れ る ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 合 成 で 産 生 す
る こ と が で き る 。 種 々 の 自 動 合 成 機 が 市 販 さ れ て お り 、 公 知 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 使 用 す
る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Stewart and Young, (1984)；  Tam et al., (1983)；  Merri
field, (1986)； お よ び  Barany and Merrifield (1979)を 参 照 さ れ た い 。 短 い ペ プ チ ド 配
列 、 通 常 約 6～ 約 35～ 50ま で の ア ミ ノ 酸 は 、 こ の よ う な 方 法 に よ っ て 容 易 に 合 成 す る こ と
が で き る 。 ま た は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 発 現 ベ ク タ ー に 挿
入 さ れ て い る 組 換 え DNA技 術 を 使 用 し 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し て 、 発 現 の た め に 適 し た 条 件 下 で 培 養 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 分 析 物 」 と い う 用 語 は 、 特 異 的 プ ロ ー ブ を 調 製 す る こ と が で き
る 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ま た は 任 意 の
そ の 他 の 潜 在 的 標 的 を 含 む 。 上 記 で 議 論 し た よ う に 、 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー プ ロ ー ブ は 、
本 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド に 組 み 込 む こ と が で き 、 ア プ タ マ ー ま た は 抗 体 を 調 製 す る
こ と が で き る 任 意 の 標 的 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 セ ッ ト の そ れ ぞ れ の メ
ン バ ー は 、 識 別 可 能 に 標 識 し 、 検 出 す る こ と が で き る の で 、 試 料 中 の 複 数 の 分 析 物 の 存 在
は 、 同 時 に ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 分 析 物 の 定 量 化 は 、 分 光 分 析 に お い て 周 知 の 標 準
的 技 術 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 た と え ば 、 発 明 の ラ マ ン プ ロ ー ブ 構 築 物 に 対 し て 結 合
し た 分 析 物 の 量 は 、 生 じ た シ グ ナ ル の 強 度 を 測 定 し 、 既 知 量 の 同 様 の ラ マ ン プ ロ ー ブ 構 築
物 標 準 か ら 調 製 し た 検 量 線 に 対 し て 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な 定 量 化 法 は 、 十 分 に 、 当 技 術 分 野 に お け る 通 常 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 「 基 体 」 ま た は 「 固 体 支 持 体 」 は 、 分 析 物 の 付 着 ま た は 会 合 の た め に 適 し た 別 々 の 個 々
の 部 位 を 含 む よ う に 修 飾 す る こ と が で き 、 少 な く と も 1つ の 検 査 法 に 受 け 入 れ ら れ る 任 意
の 材 料 を 意 味 す る 。 一 般 に 、 基 体 は 、 そ の 上 で 使 用 す る こ と が 想 定 さ れ る 光 学 的 検 査 法 が
可 能 か 、 ま た は 増 強 し 、 シ グ ナ ル 発 光 を 目 に 見 え る ほ ど 妨 害 し な い よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 基 体 」 と い う 用 語 は 、 チ ッ プ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
な ど の 周 知 の 装 置 を 含 み 、 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 処 置 し 、 個 々 の 分 析 物 ま た は 分 析 物
の 型 に 結 合 す る こ と が で き る 個 別 に 別 々 の 部 位 を 含 む パ タ ー ン 化 さ れ た 表 面 を 含 ん で い て
も よ い 。 ま た は 、 プ ロ ー ブ ラ マ ン 構 築 物 が 基 体 に 付 着 さ れ た 態 様 に お い て 、 特 定 の 部 位 に
位 置 す る ラ マ ン コ ー ド ま た は プ ロ ー ブ を 持 つ ア レ イ 上 の 個 々 の 部 位 の 位 置 の 間 の 相 関 を 行
う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ア レ イ 組 成 物 は 、 複 数 の 別 々 の 基 体 部 位 を 持 つ 少 な く と も 1つ の 表 面 を 含 ん で い て も よ
い 。 ア レ イ の サ イ ズ は 、 ア レ イ の 最 終 用 途 に 依 存 す る 。 約 2か ら 何 百 万 も の 異 な る 別 々 の
基 体 部 位 を 含 む ア レ イ を 作 製 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 ア レ イ は 、 表 面 の サ イ ズ に 応 じ
て 、 2～ 1,000,000,000以 上 程 度 の こ の よ う な 部 位 を 含 む 。 し た が っ て 、 超 高 密 度 、 高 密 度
、 中 程 度 密 度 、 低 密 度 、 ま た は 超 低 密 度 の ア レ イ を 作 製 す る こ と が で き る 。 超 高 密 度 ア レ
イ の た め の い く つ か の 範 囲 は 、 ア レ イ あ た り 約 10,000,000～ 約 2,000,000,000部 位 で あ る
。 高 密 度 ア レ イ は 、 約 100,000～ 約 10,000,000部 位 の 範 囲 で あ る 。 中 程 度 密 度 ア レ イ は 、
約 10,000～ 約 50,000部 位 の 範 囲 で あ る 。 低 密 度 ア レ イ は 、 一 般 に 10,000部 位 よ り も 少 な い
。 超 低 密 度 ア レ イ は 、 1,000部 位 よ り も 少 な い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 部 位 は 、 パ タ ー ン 、 す な わ ち 規 則 的 デ ザ イ ン も し く は 配 置 を 含 む か 、 ま た は ラ ン ダ ム に
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分 配 す る こ と が で き る 。 部 位 を X-Y座 標 面 に お い て 対 象 に す る こ と が で き る よ う な 、 部 位
の 規 則 的 パ タ ー ン を 使 用 す る こ と が で き る 。 基 体 の 表 面 は 、 個 々 の 部 位 に お い て 分 析 物 を
付 着 で き る よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 基 体 の 表 面 は 、 別 々 の 部 位 を 形 成
す る よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 基 体 の 表 面 は 、 窪 み （ す な わ ち
、 基 体 の 表 面 の へ こ み ） を 含 む よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ
ィ ー 、 ス タ ン ピ ン グ 技 術 、 型 技 術 、 お よ び 微 小 エ ッ チ ン グ 技 術 を 含 む （ し か し 、 こ れ ら に
限 定 さ れ る わ け で は な い ） 種 々 の 公 知 の 技 術 を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 当 業 者 に 理 解
さ れ る よ う に 、 使 用 さ れ る 技 術 は 、 組 成 物 お よ び 基 体 の 形 状 に 依 存 す る 。 ま た は 、 基 体 の
表 面 は 、 分 析 物 ま た は プ ロ ー ブ を 基 体 上 の 別 々 の 位 置 に 付 着 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 化 学 的 に 由 来 す る 部 位 を 含 む よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ 基
、 オ キ ソ 基 、 お よ び チ オ ー ル 基 な ど の 化 学 的 官 能 基 の パ タ ー ン の 付 加 を 使 用 し て 、 対 応 す
る 反 応 性 官 能 基 ま た は リ ン カ ー 分 子 を 含 む 分 子 を 共 有 結 合 性 に 付 着 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 生 物 学 的 「 分 析 物 」 は 、 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 ま た は 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の
断 片 を 含 ん で い て も よ い 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 抽 出 物 、 ま た は
タ ン パ ク 様 の 細 胞 抽 出 物 の ラ ン ダ ム も し く は 誘 導 さ れ た 消 化 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な 方 法 で 、 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 タ ン パ ク 質 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ て い る 系 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 作 製 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 細 菌 、 真
菌 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 哺 乳 動 物 タ ン パ ク 質 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ 目 的 の た め に
作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 生 物 学 的 分 析 物 は 、 約 5～ 約 30ア ミ ノ 酸 、 ま た は 約 5～ 約 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ る こ
と が で き る 。 ペ プ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 ま た は ラ ン ダ ム ペ プ チ ド の 消 化 物 で
あ る こ と が で き る 。 一 般 に 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド （ ま た は 、 ラ ン ダ ム 核 酸 ） は 、 化 学 的 に 合
成 さ れ て い る の で 、 こ れ ら に は 、 任 意 の 位 置 に 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 を 組 み
込 ん で も よ い 。 合 成 過 程 は 、 ラ ン ダ ム 化 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 作 製 し て 、 配 列 の
長 さ を 通 じ て 全 て の 、 ま た は 大 部 分 の 可 能 な 組 み 合 わ せ を 形 成 さ せ 、 し た が っ て 、 本 発 明
の 方 法 お よ び 構 築 物 を 使 用 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ラ ン ダ ム 化 さ れ た 生 物 学 的 分 析
物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る よ う に デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ま た は 、 生 物 学 的 分 析 物 は 、 核 酸 で あ る こ と が で き る 。 核 酸 は 、 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖
、 ま た は こ れ ら の 混 合 物 で あ る こ と が で き る 。 核 酸 は 、 DNA、 ゲ ノ ム DNA、 cDNA、 RNA、 ま
た は ハ イ ブ リ ッ ド で あ る こ と が で き 、 核 酸 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド お よ び リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド の 任 意 の 組 み 合 わ せ 、 並 び に ウ ラ シ ル 、 ア デ ニ ン 、 チ ミ ン 、 シ ト シ ン 、 グ ア ニ ン
、 イ ノ シ ン 、 キ サ ン タ ニ ン （ xanthanine） 、 ヒ ポ キ サ ン タ ニ ン （ hypoxanthanine） 、 イ ソ
シ ト シ ン 、 イ ソ グ ア ニ ン 、 並 び に ニ ト ロ ピ ロ ー ル お よ び ニ ト ロ イ ン ド ー ル な ど の 塩 基 対 類
似 体 を 含 む 、 塩 基 の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の た め の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 こ の よ う な
任 意 の 公 知 の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 市 販 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 機 （ た と え ば 、 Applied Biosystems, Foster City, CA） を 使 用 し
て 調 製 す る こ と が で き る 。 種 々 の タ グ に 付 着 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 は 、 商 業 的 に 得 る
こ と が で き （ た と え ば 、 Molecular Probes, Eugene, OR） 、 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 込 む こ と が で き る 。 ま た は 、 ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 は 、 ビ オ チ
ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 、 ア ミ ノ 、 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 な ど の 種 々 の 反 応
基 を 含 む も の を 購 入 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 後 、 標 準 的 化 学 を 使 用
し て タ グ を 付 着 す る こ と が で き る 。 ま た 、 任 意 の 所 望 の 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 タ
グ 付 着 の た め の 反 応 基 の 有 無 に か か わ ら ず 、 多 種 多 様 な 供 与 源 （ た と え ば 、 Midland Cert
ified Reagents, Midland, TX） か ら 購 入 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
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ア プ タ マ ー プ ロ ー ブ
　 「 ア プ タ マ ー 」 は 、 SELEXと 呼 ば れ る イ ン ビ ト ロ で の 進 化 プ ロ セ ス に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る （ た と え ば 、 Brody and Gold, Molecular Biotechnology 74： 5-13, 20
00） 。 SELEX（ 登 録 商 標 ） プ ロ セ ス は 、 標 的 に 対 し て 潜 在 的 ア プ タ マ ー （ 核 酸 リ ガ ン ド ）
を 曝 露 す る 工 程 、 結 合 を 生 じ さ せ る 工 程 、 遊 離 の 核 酸 リ ガ ン ド か ら 結 合 し た も の を 分 離 す
る 工 程 、 結 合 し た リ ガ ン ド を 増 幅 す る 工 程 、 お よ び 結 合 プ ロ セ ス を 繰 り 返 す 工 程 の 反 復 サ
イ ク ル を 含 む 。 多 数 の サ イ ク ル の 後 、 実 質 的 に 生 物 学 的 標 的 の 任 意 の 型 に 対 し て 高 親 和 性
お よ び 特 異 性 を 示 す ア プ タ マ ー を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 小 さ な サ イ ズ 、 相 対 的
安 定 性 、 お よ び 調 製 の 容 易 さ の た め 、 ア プ タ マ ー は 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 十 分
に 適 し 得 る 。 ア プ タ マ ー は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ る の で 、 こ れ ら は 、 核 酸 型 バ
ッ ク ボ ー ン に 容 易 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 ア プ タ マ ー の 産 生 の た め の 方 法 は 、 周 知 で あ
る （ た と え ば 、 米 国 特 許 第 5,270,163号 ； 第 5,567,588号 ； 第 5,670,637号 ； 第 5,696,249号
； 第 5,843,653号 ） 。 ま た は 、 特 定 の 標 的 に 対 す る 種 々 の ア プ タ マ ー を 市 販 の 供 与 源 （ た
と え ば 、 Somalogic, Boulder, CO） か ら 得 る こ と が で き る 。 ア プ タ マ ー は 、 約 7kDa～ 50kD
aの 比 較 的 小 さ な 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 COIN」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の ゲ ル マ ト リ ッ ク ス に 組 み 込 ま れ
、 か つ 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 一 定 の そ の 他 の 分 析 物 分 離 技 術 に 使 用 さ れ る SERS活 性 ナ
ノ 粒 子 を い う 。 COINは 、 複 合 体 有 機 -無 機 ナ ノ 粒 子 で あ る 。 こ れ ら の SERS活 性 プ ロ ー ブ 構
築 物 は 、 コ ア お よ び 表 面 を 含 み 、 コ ア は 、 第 一 の 金 属 と ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 を 含 む 金 属
コ ロ イ ド と を 含 む 。 COINは 、 第 一 の 金 属 と は 異 な る 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 を 覆 う 層 を 形 成 す る
第 二 の 金 属 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 COINは 、 プ ロ ー ブ を 含 む 、 金 属 層 を 覆 う 有 機 層 を
さ ら に 含 む こ と が で き る 。 SERS活 性 ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 対 す る 付 着 の た め に 適 し た プ ロ ー ブ
は 、 抗 体 、 抗 原 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 受 容 体 、 リ ガ ン ド 等 を 含 む が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 適 切 な SERSシ グ ナ ル を 達 成 す る た め に 必 要 と さ れ る 金 属 は COINに 固 有 で あ り 、 多 種 多 様
な ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 を 粒 子 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 実 際 に 、 異 な る 構 造 、 混 合 物 、
お よ び 比 率 の ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 を 含 む ナ ノ 粒 子 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 多 数 の 特 有
の ラ マ ン ・ サ イ ン を 作 製 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 COINを 使 用 す る 本 明 細 書 に 記 載
さ れ た 本 方 法 は 、 体 液 の 「 プ ロ フ ィ ー ル 」 の 内 容 の 迅 速 な 定 性 解 析 を じ る 試 料 中 の 多 く の
分 析 物 の 同 時 検 出 の た め に 有 用 で あ り る 。 加 え て 、 多 く の COINを 単 一 の ナ ノ 粒 子 に 組 み 込
む こ と が で き る の で 、 単 一 の COIN粒 子 か ら の SERSシ グ ナ ル は 、 COINと し て 本 明 細 書 に 記 載
さ れ て い る ナ ノ 粒 子 を 含 ま な い ラ マ ン 活 性 材 料 か ら 得 ら れ る SERSシ グ ナ ル と 比 較 し て 強 力
で あ る 。 こ の 状 況 で は 、 COINを 利 用 し な い ラ マ ン 技 術 と 比 較 し て 、 感 受 性 の 増 大 を 生 じ る
。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 COINは 、 標 準 的 金 属 コ ロ イ ド 化 学 を 使 用 し て 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め に 容 易 に 調 製
さ れ る 。 ま た 、 COINの 調 製 は 、 有 機 化 合 物 を 吸 着 す る た め に 金 属 の 能 力 を 利 用 す る 。 実 際
は 、 ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 は 、 金 属 コ ロ イ ド の 形 成 の 間 に 金 属 に 吸 着 さ れ る の で 、 多 く の
ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 を 、 特 別 な 付 着 化 学 を 必 要 と せ ず に COINに 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る COINは 、 以 下 の と お り に 調 製 さ れ る 。 適 切 な 金 属 カ
チ オ ン 、 還 元 剤 、 お よ び 少 な く と も 1つ の 適 切 な ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 を 含 む 水 溶 液 を 調
製 す る 。 次 い で 、 溶 液 の 成 分 を 、 金 属 カ チ オ ン を 還 元 す る 条 件 に 供 し 、 中 性 の コ ロ イ ド 状
金 属 粒 子 を 形 成 さ せ る 。 金 属 コ ロ イ ド の 形 成 は 、 適 切 な ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 の 存 在 下 に
お い て 生 じ る の で 、 ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 は 、 コ ロ イ ド 形 成 の 間 に 金 属 に 容 易 に 吸 着 さ れ
る 。 COINの こ の 単 純 な 型 は 、 I型 COINと 称 す る 。 I型 COINは 、 典 型 的 に は 膜 分 離 に よ っ て 単
離 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 異 な る サ イ ズ の COINを 遠 心 分 離 に よ っ て 濃 縮 す る こ と が で
き る 。
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【 ０ １ ３ １ 】
　 代 わ り の 態 様 で は 、 COINは 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 を 覆 う 層 を 形 成 す る 、 第 一 の 金 属 と は 異 な
る 第 二 の 金 属 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 種 の SERS活 性 ナ ノ 粒 子 を 調 製 す る た め に は 、 I型 C
OINを 適 切 な 第 二 の 金 属 カ チ オ ン と 還 元 剤 と を 含 む 水 溶 液 に 置 く 。 次 い で 、 溶 液 の 成 分 を
、 第 二 の 金 属 カ チ オ ン を 還 元 す る 条 件 に 供 し 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 を 覆 う 金 属 層 を 形 成 さ せ る
。 あ る 態 様 に お い て 、 第 二 の 金 属 層 は 、 た と え ば 銀 、 金 、 白 金 、 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の 金 属 を
含 む 。 こ の タ イ プ の COINは 、 II型 COINと 称 す る 。 II型 COINは 、 I型 COINと 同 様 に 単 離 し 、
ま た は 濃 縮 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 I型 お よ び II型 COINは 、 実 質 的 に 球 形 で あ り
、 か つ 約 20nm～ 60nmの サ イ ズ の 範 囲 で あ る 。 ナ ノ 粒 子 の サ イ ズ は 、 検 出 の 間 に COINを 照 射
す る た め に 使 用 さ れ る 光 の 波 長 の 約 半 分 で あ る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 典 型 的 に は 、 有 機 化 合 物 は 、 有 機 化 合 物 を 金 属 層 の 表 面 に 共 有 結 合 で 付 着 す る こ と に よ
っ て 、 II型 COINの 第 二 の 金 属 の 層 に 付 着 さ れ る 。 金 属 層 に 対 す る 有 機 層 の 共 有 結 合 性 付 着
は 、 た と え ば チ オ ー ル -金 属 結 合 な ど を 介 し て 、 当 業 者 に 周 知 の 多 様 な 方 法 で 達 成 す る こ
と が で き る 。 代 わ り の 態 様 で は 、 金 属 層 に 付 着 さ れ る 有 機 分 子 を 架 橋 し て 、 分 子 網 を 形 成
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る COINは 、 た と え ば 、 酸 化 鉄 等 な ど の 磁 性 材 料 を 含 む コ ア を 含
む こ と が で き る 。 磁 気 COINは 、 一 般 に 入 手 で き る 磁 性 粒 子 を 扱 っ て い る 系 を 使 用 し て 、 遠
心 分 離 す る こ と な く 扱 う こ と が で き る 。 実 際 に 、 磁 気 は 、 特 定 の 生 物 学 的 プ ロ ー ブ で タ グ
を 付 け た 磁 気 COIN粒 子 に 付 着 さ れ る 生 物 学 的 標 的 を 分 離 す る た め の 機 構 と し て 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 」 は 、 レ ー ザ ー に よ る 励 起 に 応 答 し て 特
有 の SERSサ イ ン を 生 じ る 有 機 分 子 を い う 。 種 々 の ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 が 、 COINの 成 分 と
し て 使 用 さ れ る こ と が 想 定 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 は 、 多 環 芳
香 族 ま た は ヘ テ ロ 芳 香 族 化 合 物 で あ る 。 典 型 的 に は 、 ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 は 、 約 300ダ
ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 COINに 有 用 な ラ マ ン 活 性 有 機 化 合 物 の さ ら な る 非 限 定 の 例 は 、 TRIT（ テ ト ラ メ チ ル ロ ー
ダ ミ ン イ ソ チ オ ー ル ） 、 NBD（ 7-ニ ト ロ ベ ン ズ -2-オ キ サ -1,3-ジ ア ゾ ー ル ） 、 テ キ サ ス レ
ッ ド 色 素 、 フ タ ル 酸 、 テ レ フ タ ル 酸 、 イ ソ フ タ ル 酸 、 ク レ シ ル フ ァ ス ト バ イ オ レ ッ ト 、 ク
レ シ ル ブ ル ー バ イ オ レ ッ ト 、 ブ リ リ ア ン ト ク レ シ ル ブ ル ー 、 パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 エ リ ス
ロ シ ン 、 ビ オ チ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 5-カ ル ボ キ シ -4',5'-ジ ク ロ ロ -2',7'-ジ メ ト キ シ フ
ル オ レ セ イ ン 、 5-カ ル ボ キ シ -2',4',5',7'-テ ト ラ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン 、 5-カ ル ボ キ シ
フ ル オ レ セ イ ン 、 5-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 、 6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 、 6-カ ル ボ キ テ ト ラ
メ チ ル ア ミ ノ フ タ ロ シ ア ニ ン 、 ア ゾ メ チ ン 、 シ ア ニ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ス ク シ ニ ル フ ル オ レ
セ イ ン 、 ア ミ ノ ア ク リ ジ ン 等 を 含 む 。 こ れ ら の 、 お よ び 他 の ラ マ ン 有 機 化 合 物 は 、 市 販 の
供 与 源 （ た と え ば 、 Molecular Probes, Eugene, OR） か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 ラ マ ン 活 性 化 合 物 は 、 ア デ ニ ン 、 ア デ ニ ン 、 4-ア ミ ノ -ピ ラ ゾ ロ （ 3
,4-d） ピ リ ミ ジ ン 、 2-フ ル オ ロ ア デ ニ ン 、 N6-ベ ン ゾ リ ア デ ニ ン 、 キ ネ チ ン 、 ジ メ チ ル -ア
リ ル -ア ミ ノ -ア デ ニ ン 、 ゼ ア チ ン 、 ブ ロ モ -ア デ ニ ン 、 8-ア ザ -ア デ ニ ン 、 8-ア ザ グ ア ニ ン
、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 4-ア ミ ノ -6-メ ル カ プ ト ピ ラ ゾ ロ （ 3,4-d） ピ リ ミ ジ ン 、 8-メ ル カ
プ ト ア デ ニ ン 、 ま た は 9-ア ミ ノ -ア ク リ ジ ン 4-ア ミ ノ ピ ラ ゾ ロ （ 3,4-d） ピ リ ミ ジ ン 、 ま た
は 2-フ ル オ ロ ア デ ニ ン で あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 ラ マ ン 活 性 化 合 物 は 、 ア デ ニ ン で あ
る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 「 蛍 光 化 合 物 」 が 、 COINに 組 み 込 ま れ る と き に 、 蛍 光 化 合 物 は 、 色 素 、 本 質 的 に 蛍 光 性
の タ ン パ ク 質 、 ラ ン タ ニ ド リ ン 光 体 等 を 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で
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は な い 。 COINに 組 み 込 む た め に 有 用 な 色 素 は 、 た と え ば テ キ サ ス レ ッ ド 、 ROX（ 6-カ ル ボ
キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン ） 、 ロ ー ダ ミ ン -NHS、 お よ び TAMRA（ 5/6-カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー
ダ ミ ン NHS） な ど の ロ ー ダ ミ ン 並 び に 誘 導 体 ； 5-ブ ロ モ メ チ ル フ ル オ レ セ イ ン お よ び FAM（
5'-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン NHS） な ど の フ ル オ レ セ イ ン 並 び に 誘 導 体 、 ル シ フ ァ ー イ エ
ロ ー 、 IAEDANS、 7-Me 2 、 N-ク マ リ ン -4-ア セ テ ー ト 、 7-OH-4-CH 3 -ク マ リ ン -3-ア セ テ ー ト ,
7-NH 2 -4CH 3 -ク マ リ ン -3-ア セ テ ー ト （ AMCA） 、 モ ノ ブ ロ モ ビ マ ン 、 カ ス ケ ー ド ブ ル ー な ど
の ピ レ ン ト リ ス ル ホ ナ ー ト 、 お よ び モ ノ ブ ロ モ ト リ メ チ ル -ア ン モ ニ オ ビ マ ン を 含 む 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 以 下 の 段 落 は 、 ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 含 有 構 築 物 （ た と え ば 、 ラ マ ン バ ー コ ー ド 、 活 性 分
子 ラ マ ン コ ー ド 、 お よ び 複 合 体 有 機 -無 機 ナ ノ 粒 子 （ COIN） ） の 例 示 的 な 適 用 に 関 す る さ
ら な る 詳 細 を 含 む 。 こ の よ う な ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 を 利 用 す る 適 用 の 多 数 の さ ら な
る 具 体 例 を 、 本 明 細 書 の 教 示 を 使 用 し て 同 定 す る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る 。 当 業 者
で あ れ ば 、 ポ リ ペ プ チ ド と こ れ ら の 標 的 分 子 と の 間 の 多 く の 相 互 作 用 を 、 プ ロ ー ブ と し て
ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 一 定 の 開 示 さ れ た ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 を 使 用 し て 検 出 す る こ
と が で き る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 例 示 的 な 適 用 の 一 つ の 群 に お い て 、 溶 液 中 か 、 ま た
は 固 体 支 持 体 上 の い ず れ か の 抗 原 と ラ マ ン 活 性 抗 体 標 識 さ れ た 構 築 物 の 相 互 作 用 を 検 出 す
る た め に 、 プ ロ ー ブ 部 分 と し て 抗 体 を 有 す る こ の よ う な ラ マ ン 活 性 構 築 物 が 使 用 さ れ る 。
こ の よ う な 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 た と え ば 、 ELISAア ッ セ イ 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ま
た は タ ン パ ク ア レ イ に 使 用 さ れ る も の な ど の 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 プ ロ ー ブ と し て 抗 体
を 有 し 、 か つ 酵 素 も し く は 放 射 性 化 合 物 で 標 識 さ れ た 一 次 ま た は 二 次 抗 体 の 代 わ り に 、 一
次 ま た は 二 次 抗 体 と し て 作 用 す る ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 を 利 用 し て 行 う こ と が で き る
こ と が 理 解 さ れ る 。 も う 一 つ の 例 に お い て 、 ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 は 、 基 質 と 酵 素 の
相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 使 用 す る た め の 酵 素 プ ロ ー ブ に 付 着 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 例 示 的 方 法 の も う 一 つ の 群 で は 、 標 的 核 酸 を 検 出 す る た め に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る
ラ マ ン 活 性 構 築 物 を 使 用 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 た と え ば 臨 床 試 料 内 の 感 染 因 子 の 検 出
、 ゲ ノ ム DNAも し く は RNAも し く は メ ッ セ ー ジ RNAに 由 来 す る 増 幅 産 物 の 検 出 、 ま た は ク ロ
ー ン 内 の 遺 伝 子 （ cDNA） 挿 入 断 片 の 検 出 の た め に 有 用 で あ る 。 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検
出 を 目 的 と す る 一 定 の 方 法 の た め に は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 使 用 し て オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 合 成 さ れ る 。 次 い で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て ラ マ ン 活 性
構 築 物 に 官 能 性 を も た せ る 。 ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 の 特 異 的 ラ マ ン 標 識 の 検 出 は 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 し 、 次 に 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 実 施 の 際 に は 、 ラ マ ン 分 光 計 は 、 ラ マ ン 分 光 法 に よ る 本 発 明 の ラ マ ン シ グ ナ ル
を 検 出 し て 、 定 量 化 す る よ う に デ ザ イ ン し た 検 出 ユ ニ ッ ト の 一 部 で あ る こ と が で き る 。 ラ
マ ン 分 光 法 を 使 用 し て 、 ラ マ ン 標 識 さ れ た 分 析 物 、 た と え ば ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た め
の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 （ 米 国 特 許 第 5,306,403号 ； 第 6,002,471号 ；
お よ び 第 6,174,677号 を 参 照 さ れ た い ） 。 表 面 増 強 ラ マ ン 分 光 法 （ SERS） 、 表 面 増 強 さ れ
た 共 鳴 ラ マ ン 分 光 法 （ SERRS） 、 お よ び コ ヒ ー レ ン ト 反 ス ト ー ク ス ラ マ ン 分 光 法 （ CARS）
の バ リ エ ー シ ョ ン が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ラ マ ン 検 出 ユ ニ ッ ト の 非 限 定 の 例 は 、 米 国 特 許 第 6,002,471号 に 開 示 さ れ て い る 。 励 起
光 線 は 、 532nm波 長 の 振 動 数 2倍 の Nd： YAGレ ー ザ ー ま た は 365nm波 長 の 振 動 数 2倍 の Ti： サ
フ ァ イ ヤ ・ レ ー ザ ー の い ず れ か に よ っ て 発 生 さ せ た 。 パ ル ス レ ー ザ ー 光 線 ま た は 連 続 レ ー
ザ ー 光 線 を 使 用 す る こ と も で き る 。 励 起 光 線 は 、 共 焦 点 オ プ テ ィ ク ス お よ び 顕 微 鏡 対 物 レ
ン ズ を 通 過 し 、 流 路 お よ び ／ ま た は フ ロ ー ス ル ー セ ル に 焦 点 が 合 わ せ ら れ る 。 ラ マ ン 標 識
さ れ た 構 築 物 か ら の ラ マ ン 発 光 光 は 、 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ お よ び 共 焦 点 オ プ テ ィ ク ス に よ っ
て 収 集 さ れ 、 ス ペ ク ト ル の 分 離 の た め に モ ノ ク ロ メ ー タ ー に 結 合 さ れ る 。 共 焦 点 オ プ テ ィ
ク ス は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 減 少 さ せ る た め の 二 色 性 フ ィ ル タ ー 、 バ リ ア ー フ イ
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ル タ ー 、 共 焦 点 ピ ン ホ ー ル 、 レ ン ズ 、 お よ び 鏡 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 標 準 的 な 完 全 視 野 オ
プ テ ィ ク ス 、 並 び に 共 焦 点 オ プ テ ィ ク ス を 使 用 す る こ と が で き る 。 ラ マ ン 発 光 シ グ ナ ル は
、 シ グ ナ ル の 計 数 お よ び デ ジ タ ル 化 の た め に コ ン ピ ュ ー タ に イ ン タ ー フ ェ イ ス を 付 け た ア
バ ラ ン シ ェ フ ォ ト ダ イ オ ー ド を 含 む ラ マ ン 検 出 器 に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ラ マ ン 検 出 ユ ニ ッ ト の も う 一 つ の 例 は 、 米 国 特 許 第 5,306,403号 に 開 示 さ れ て お り 、 単
一 光 子 計 数 モ ー ド で 操 作 さ れ る ガ リ ウ ム -砒 化 物 光 電 増 倍 管 を 持 つ Spex Model 1403二 重 格
子 分 光 光 度 計 （ RCA Model C31034ま た は Burle Industries Model C3103402） を 含 む 。 励
起 源 は 、 SpectraPhysics, Model 166か ら の 514.5nm系 ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー 、 お よ び ク
リ プ ト ン イ オ ン レ ー ザ ー （ Innova 70, Coherent） の 647.1nm系 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 代 わ り の 励 起 源 は 、 337nmの 窒 素 レ ー ザ ー （ Laser Science Inc.） お よ び 325nmの ヘ リ ウ
ム -カ ド ミ ウ ム レ ー ザ ー （ Liconox） （ 米 国 特 許 第 6,174,677号 ） 、 発 光 ダ イ オ ー ド 、 Nd： Y
LFレ ー ザ ー 、 お よ び ／ ま た は 種 々 の イ オ ン レ ー ザ ー お よ び ／ ま た は 色 素 レ ー ザ ー を 含 む 。
励 起 ビ ー ム は 、 バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー （ Corion） を 持 つ ス ペ ク ト ル 的 に 精 製 す る こ と が で
き 、 6× 対 物 レ ン ズ （ Newport, Model L6X） を 使 用 し て 、 流 路 お よ び ／ ま た は フ ロ ー ス ル
ー セ ル に 焦 点 を 合 わ せ る こ と が で き る 。 対 物 レ ン ズ は 、 励 起 ビ ー ム お よ び 放 射 さ れ た ラ マ
ン シ グ ナ ル に 対 し て 直 角 形 状 を 生 じ る よ う に ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ・ ビ ー ム ス プ リ ッ タ ー （ Ka
iser Optical Systems, Inc., Model HB 647-26N18） を 使 用 す る こ と に よ り 、 ラ マ ン 活 性
プ ロ ー ブ 構 築 物 を 励 起 す る た め 、 お よ び ラ マ ン シ グ ナ ル を 収 集 す る た め の 両 方 に 使 用 す る
こ と が で き る 。 レ イ リ ー 散 乱 放 射 線 を 減 少 さ せ る た め に 、 ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ・ ノ ッ チ フ ィ
ル タ ー （ Kaiser Optical Systems, Inc.） を 使 用 す る こ と が で き る 。 代 わ り の ラ マ ン 検 出
器 は 、 赤 色 増 強 が 強 化 さ れ た 電 荷 結 合 素 子 （ RE-ICCD） を 持 つ 検 出 系 （ Princeton Instrum
ents） を 備 え た ISA HR-320ス ペ ク ト ル グ ラ フ を 含 む 。 フ ー リ エ 変 換 ス ペ ク ト ル グ ラ フ （ マ
イ ケ ル ソ ン 干 渉 計 に 基 づ く ） 、 荷 電 さ れ た イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 装 置 、 フ ォ ト ダ イ オ ー ド ア レ
イ 、 InGaAs検 出 器 、 電 子 増 加 CCD、 強 化 CCD、 お よ び ／ ま た は フ ォ ト ト ラ ン ジ ス タ ・ ア レ イ
な ど の 、 そ の 他 の 型 の 検 出 器 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ラ マ ン 分 光 法 も し く は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 関 連 し た 技 術 の 任 意 の 適 切 な 形 態 ま た
は 配 置 は 、 正 常 な ラ マ ン 散 乱 、 共 鳴 ラ マ ン 散 乱 、 表 面 励 起 ラ マ ン 散 乱 、 表 面 増 強 共 鳴 ラ マ
ン 散 乱 、 コ ヒ ー レ ン ト 反 ス ト ー ク ス ラ マ ン 分 光 法 （ CARS） 、 誘 導 ラ マ ン 散 乱 、 逆 位 （ inve
rse） ラ マ ン 分 光 法 、 誘 導 ゲ イ ン （ stimulated gain） ラ マ ン 分 光 法 、 過 剰 ラ マ ン 散 乱 、 分
子 光 学 レ ー ザ ー 検 査 器 （ MOLE） 、 ま た は ラ マ ン マ イ ク ロ プ ロ ー ブ も し く は ラ マ ン 顕 微 鏡 検
査 も し く は 共 焦 点 ラ マ ン 顕 微 分 光 法 、 三 次 元 も し く は 走 査 ラ マ ン 、 ラ マ ン サ チ ュ レ ー シ ョ
ン 分 光 法 、 時 間 分 解 共 鳴 ラ マ ン 、 ラ マ ン 分 離 分 光 法 、 ま た は UV-ラ マ ン 顕 微 鏡 検 査 を 含 む
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 本 発 明 の ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 の 検 出 の た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 一 定 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 を 検 出 す る た め の シ
ス テ ム は 、 情 報 処 理 シ ス テ ム を 含 む 。 例 示 的 な 情 報 処 理 シ ス テ ム は 、 情 報 通 信 用 の バ ス お
よ び プ ロ セ シ ン グ 情 報 用 の プ ロ セ ッ サ ー を 含 む コ ン ピ ュ ー タ を 組 み 込 ん で も よ い 。 本 発 明
の 一 つ の 態 様 に お い て 、 プ ロ セ ッ サ ー は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 Intel Corp.（ San
ta Clara, Calif.） か ら 入 手 可 能 な プ ロ セ ッ サ ー の Pentium（ 登 録 商 標 ） IIフ ァ ミ リ ー 、 P
entium （ 登 録 商 標 ） IIIフ ァ ミ リ ー 、 お よ び Pentium （ 登 録 商 標 ） 4フ ァ ミ リ ー を 含 む Pen
tium（ 登 録 商 標 ） フ ァ ミ リ ー の プ ロ セ ッ サ ー か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て
、 プ ロ セ ッ サ ー は 、 Celeron（ 登 録 商 標 ） 、 Itanium（ 登 録 商 標 ） ま た は Pentium Xeon（ 登
録 商 標 ） プ ロ セ ッ サ ー （ Intel Corp., Santa Clara, Calif.） で あ る こ と が で き る 。 本 発
明 の 種 々 の そ の 他 の 態 様 に お い て 、 プ ロ セ ッ サ ー は 、 Intel（ 登 録 商 標 ） IA-32ま た は Inte
l（ 登 録 商 標 ） IA-64な ど の Intel（ 登 録 商 標 ） ア ー キ テ ク チ ャ に 基 づ く こ と が で き る 。 ま
た は 、 そ の 他 の プ ロ セ ッ サ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 情 報 処 理 系 お よ び 調 節 系 は 、 メ モ

10

20

30

40

50

(36) JP 2007-524087 A 2007.8.23



リ 、 デ ィ ス プ レ イ 、 キ ー ボ ー ド お よ び ／ ま た は そ の 他 の 装 置 な ど の 当 技 術 分 野 に お い て 公
知 の 任 意 の 周 辺 装 置 を さ ら に 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 特 定 の 例 に お い て 、 検 出 ユ ニ ッ ト は 、 情 報 処 理 シ ス テ ム に 作 動 可 能 に 結 合 す る こ と が で
き る 。 検 出 ユ ニ ッ ト か ら の デ ー タ は 、 プ ロ セ ッ サ ー に よ っ て 処 理 す る こ と が で き 、 デ ー タ
を メ モ リ に 記 憶 す る こ と が で る 。 ま た 、 種 々 の ラ マ ン 標 識 ま た は コ ー ド に 関 す る 発 光 プ ロ
フ ィ ー ル に つ い て の デ ー タ も メ モ リ に 記 憶 さ せ て も よ い 。 プ ロ セ ッ サ ー に よ り 、 流 路 お よ
び ／ ま た は フ ロ ー ス ル ー セ ル に お け る ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 か ら の 発 光 ス ペ ク ト ル を
比 較 し て 、 プ ロ ー ブ 構 築 物 の ラ マ ン 活 性 部 分 を 同 定 し て も よ い 。 プ ロ セ ッ サ ー に よ り 、 た
と え ば 検 出 ユ ニ ッ ト か ら の デ ー タ を 解 析 し て 、 本 発 明 の ラ マ ン 活 性 プ ロ ー ブ 構 築 物 の プ ロ
ー ブ に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 決 定 し て も よ い 。 ま た 、 情 報 処 理 シ ス テ ム に よ り 、
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル の 減 算 ま た は 異 な る 試 料 か ら の シ グ ナ ル の 比 較 な ど の 標 準 的 手
順 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 一 定 の 方 法 は 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た プ ロ セ ッ サ ー の 制 御 下 で 行 う こ と が で き る が
、 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 完 全 に も し く は 部 分 的 に 、 フ ィ ー ル ド プ ロ グ ラ
ム 可 能 ゲ ー ト ア レ イ （ Field Programmable Gate Arrays（ FPGA） ） 、 TTL論 理 、 も し く は
ア プ リ ケ ー シ ョ ン 特 異 的 集 積 回 路 （ Application Specific Integrated Circuits（ ASIC）
） な ど の 任 意 の プ ロ グ ラ ム 可 能 な 、 ま た は ハ ー ド コ ー ド さ れ た 論 理 に よ っ て 実 行 す る こ と
が で き る 。 加 え て 、 開 示 さ れ た 方 法 は 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 汎 用 コ ン ピ ュ ー タ 構 成 要 素 お よ
び ／ ま た は カ ス タ ム ・ ハ ー ド ウ ェ ア 構 成 要 素 の 任 意 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 デ ー タ を 集 め る 操 作 に 続 い て 、 デ ー タ は 、 典 型 的 に は デ ー タ 分 析 操 作 に 伝 え ら れ る 。 解
析 操 作 を 容 易 に す る た め に 、 検 出 ユ ニ ッ ト に よ っ て 得 ら れ た デ ー タ は 、 典 型 的 に は 、 上 記
さ れ て い る も の な ど の デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ を 使 用 し て 解 析 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 コ ン ピ
ュ ー タ は 、 検 出 ユ ニ ッ ト か ら デ ー タ を 受 け 取 り 、 貯 蔵 す る た め 、 並 び に 集 ま っ た デ ー タ の
解 析 お よ び 報 告 の た め に 適 切 に プ ロ グ ラ ム さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 一 定 の 態 様 に お い て 、 カ ス タ ム ・ デ ザ イ ン さ れ た ソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ を
検 出 ユ ニ ッ ト か ら 得 ら れ る デ ー タ を 解 析 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 別 の
態 様 に お い て 、 デ ー タ 分 析 は 、 情 報 処 理 シ ス テ ム お よ び 公 的 に 利 用 で き る ソ フ ト ウ ェ ア ・
パ ッ ケ ー ジ を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る こ と が 企 図 さ れ る も の で あ り 、 限 定 す る も の で は な
い 。
【 ０ １ ５ １ 】
実 施 例 1
　 癌 関 連 生 物 マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 、 患 者 試 料 お よ び 対 照 試 料 を 収 集 す る 。 ス ク リ ー
ニ ン グ 効 率 を 増 大 す る た め に 、 複 数 の 患 者 試 料 を プ ー ル し て 相 違 を 規 準 化 す る 。 同 様 の 手
順 を 対 照 試 料 に 対 し て も 使 用 す る 。 1000個 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の プ ー ル を 得 て 、 200群
（ そ れ ぞ れ 5メ ン バ ー で ） の 第 一 の セ ッ ト に 分 け る 。 5つ の 抗 体 ア レ イ （ そ れ ぞ れ 、 抗 体 を
固 定 す る よ う に 処 置 さ れ た 200個 の 別 々 の 位 置 を 有 す る ） を 調 製 す る 。 次 い で 、 同 じ 1000
個 の 抗 体 を ラ ン ダ ム な 順 に 分 類 し て 、 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 合 成 に 使 用 す る た め の 40個
の サ ブ セ ッ ト （ そ れ ぞ れ 、 25メ ン バ ー で ） の 第 二 の セ ッ ト を 形 成 す る 。 40個 の サ ブ セ ッ ト
の そ れ ぞ れ 全 25個 の メ ン バ ー を 合 計 40個 の ラ マ ン コ ー ド を 用 い て 同 じ 分 子 ラ マ ン コ ー ド に
付 着 し て 、 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 合 成 を 完 了 す る 。 そ の 後 、 40個 の メ ン バ ー の そ れ ぞ れ
が 異 な る ラ マ ン コ ー ド を 有 す る 、 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 25 40-メ ン バ ー 群 を 抗 体 に 基 づ
い て 形 成 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
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　 次 い で 、 25群 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド を 使 用 し て 、 第 一 の 結 合 に お い て 別 の 位 置 で 捕 獲
さ れ 、 お よ び 固 定 さ れ た 分 析 物 を 検 出 す る 。 遊 離 の ラ マ ン コ ー ド の 除 去 後 、 ア レ イ 上 で 結
合 し た ラ マ ン コ ー ド を 増 幅 し 、 SERS走 査 を 使 用 し て 抗 体 ア レ イ の そ れ ぞ れ の 別 々 の 位 置 内
の （ ス ポ ッ ト の ） 全 て の シ グ ナ ル 点 か ら ラ マ ン ・ サ イ ン を 収 集 す る 。 同 じ サ イ ン を 持 つ シ
グ ナ ル 点 の 数 を 決 定 す る 。 全 25個 の ラ マ ン コ ー ド 群 が 試 験 さ れ る ま で 、 同 じ 手 順 を 繰 り 返
す 。 最 後 に 、 患 者 試 料 と 対 照 試 料 と の 間 の 相 違 を 解 析 し て 、 患 者 試 料 中 の 相 違 を 検 出 す る
。 こ の よ う な 検 出 に よ り 、 癌 マ ー カ ー で あ る 一 次 候 補 を 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 実 施 例 に 関 し て 記 載 し た が 、 修 正 お よ び 変 更 が 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範
囲 内 に 包 含 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 の み に よ っ
て 限 定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ４ 】
【 図 １ 】 銀 ナ ノ 粒 子 （ 下 段 ） を 含 浸 さ せ た 発 明 の ゲ ル と 共 に 、 従 来 技 術 の 重 合 体 ゲ ル （ 上
段 ） を 描 い て い る 模 型 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 付 着 さ れ た 抗 体 プ ロ ー ブ と 共 に 、 発 明 の 光 学 的 バ ー コ ー ド の 調 製 お よ び 分 離 を 図
示 す る 模 式 的 流 れ 図 で あ る 。 種 々 の 標 的 分 子 と 接 触 し た と き に 、 光 学 的 バ ー コ ー ド 構 築 物
の 抗 体 が 、 特 異 的 に 異 な る 分 析 物 と 結 合 す る 。 こ う し て 形 成 さ れ た プ ロ ー ブ 複 合 体 は 、 分
離 さ れ た 複 合 体 の 照 明 に よ っ て 生 じ る 、 ラ マ ン シ グ ナ ル な ど の 光 学 的 信 号 の 検 出 に 備 え て
二 次 元 の 分 離 に 供 さ れ た こ と を 示 す 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド の 4つ の 機 能 役 割 が 、 ど の よ う に プ ロ ー ブ 構 築 物
の 4つ の 構 造 ド メ イ ン と 相 互 関 係 を 有 す る か を 図 示 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 同 じ 長 さ （ 21残 基 ） の 単 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン 上 の ラ マ ン 活 性 タ
グ の 数 、 お よ び 位 置 を 変 更 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド か ら の
ラ マ ン シ グ ナ ル に 対 す る 効 果 を 図 示 す る 3つ の ラ マ ン SERSス ペ ク ト ル の グ ラ フ で あ る 。 RF1
は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ バ ッ ク ボ ー ン の 反 対 側 に 位 置 す る が 、 ア ミ ノ 基 エ ン ハ ン サ ー を
欠 い て い る 2つ の ラ マ ン ・ タ グ 、 ROXお よ び FAMを 有 す る 構 築 物 の ラ マ ン シ グ ナ ル で あ る 。 A
T3、 AT11、 お よ び AT19は 、 共 通 の バ ッ ク ボ ー ン と 5'ア ミ ノ 基 エ ン ハ ン サ ー と を 共 有 す る 3
つ の 構 築 物 の ラ マ ン ス ペ ク ト ル で あ る が 、 同 じ ラ マ ン ・ タ グ の TAMRAは 、 バ ッ ク ボ ー ン に
沿 っ て 3つ の 異 な る 位 置 に 位 置 す る 。
【 図 ５ 】 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド に お け る エ ン ハ ン サ ー の 効 果 を 図 示 す る 2つ の ラ マ
ン SERSス ペ ク ト ル の グ ラ フ で あ る 。 PGPTお よ び NPGPTの 両 方 の ス ペ ク ト ル を 生 じ た 構 築 物
は 、 10残 基 の ポ リ （ dG） ラ マ ン ・ タ グ を 持 つ 直 鎖 状 単 鎖 の ポ リ （ dT） バ ッ ク ボ ー ン を 有 す
る 。 PGPTは 、 エ ン ハ ン サ ー 基 を 欠 い て い る が 、 一 方 、 NPGPTは 、 ポ リ （ dG） ラ マ ン ・ タ グ
に よ っ て 提 供 さ れ る ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 強 す る た め の ポ リ （ dG） ラ マ ン ・ タ グ に 付 着 さ れ
た エ ン ハ ン サ ー 部 分 （ AmC6） を 有 す る 。
【 図 ６ 】 図 6A～ Bは 、 発 明 の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド に お け る 機 能 ／ 構 造 ド メ イ ン の ク ロ ス
オ ー バ ー 効 果 を 図 示 す る ラ マ ン SERSス ペ ク ト ル の グ ラ フ で あ る 。 図 6Aに 示 し た SPTAス ペ ク
ト ル は 、 ThiSS活 性 基 、 ポ リ （ dT） バ ッ ク ボ ー ン 、 お よ び 5'末 端 の 単 一 dAタ グ を 有 す る 分
子 構 築 物 に よ っ て 生 じ る 。 ス ペ ク ト ル は 、 ラ マ ン 活 性 部 分 が 分 子 バ ッ ク ボ ー ン を 持 つ 単 一
dA残 基 で あ る こ と に よ り 、 わ ず か な エ ン ハ ン サ ー 機 能 を 提 供 す る こ と を 示 す 。 図 6Bに 示 し
た ACRGAMス ペ ク ト ル は 、 5Acrd活 性 基 、 ポ リ （ dG） バ ッ ク ボ ー ン 、 お よ び 5'末 端 エ ン ハ ン
サ ー 基 と し て の 単 一 AmC7を 有 す る 分 子 構 築 物 に よ っ て 生 じ る 。 ラ マ ン ス ペ ク ト ル は 、 主 に
、 シ グ ナ ル を 増 幅 す る エ ン ハ ン サ ー を 持 つ ラ マ ン 活 性 ポ リ （ dG） バ ッ ク ボ ー ン に よ っ て 生
じ る 。
【 図 ７ 】 図 7A～ Dは 、 固 定 さ れ た 分 析 物 か ら の ラ マ ン シ グ ナ ル を 増 強 す る た め に カ ス ケ ー
ド 結 合 を 使 用 す る た め の 発 明 の 方 法 の 4つ の 異 な る 態 様 を 図 示 す る 一 連 の 模 式 的 流 れ 図 で
あ る 。 そ れ ぞ れ の 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 お よ び DNAバ ッ ク ボ ー ン を 持 つ 活 性 分 子 ラ マ ン
コ ー ド は 、 基 体 上 に 分 析 物 を 固 定 す る 。 図 7A、 7B、 7C、 お よ び 7Dは 、 そ れ ぞ れ 、 ラ マ ン シ
グ ナ ル を 増 強 す る た め の 、 以 下 の 4つ の 異 な る 型 の 二 次 ラ マ ン 複 合 体 の ラ マ ン 活 性 核 酸 に
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対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 図 示 す る ： 化 学 的 に 付 着 さ れ た 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と 金 属 ナ ノ 粒 子 ； 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 形 成 さ れ た デ ン ド リ マ ー ； ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ た 二 本 鎖 DNA； 並 び に dNT
Pお よ び ラ マ ン ・ タ グ を 付 け た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し た 末 端 転 移 酵 素 反 応 に 対 す る
分 子 バ ッ ク ボ ー ン の 従 属 。
【 図 ８ 】 図 8A～ Iは 、 DNAラ マ ン 活 性 バ ッ ク ボ ー ン お よ び タ ン パ ク 質 含 有 分 子 に お け る ア ミ
ノ 酸 残 基 の 官 能 基 と 特 異 的 に 結 合 す る た め の 活 性 基 と し て の 官 能 基 を 持 つ 発 明 の 活 性 分 子
ラ マ ン コ ー ド の 使 用 を 図 示 す る 一 連 の 化 学 合 成 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 タ ン パ ク 質 含 有 試 料 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る た め の 発 明 の 方 法 を 図 示 す
る 模 式 的 流 れ 図 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 、 お よ び カ ル ボ キ シ ル 官 能 基
に 特 異 的 な 3つ の 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド が 使 用 さ れ る 。
【 図 １ ０ 】 図 10Aは 、 分 子 ラ マ ン コ ー ド の カ ス ケ ー ド 結 合 お よ び 増 幅 （ 図 7A～ Dに 示 し た と
お り ） が 、 イ ン サ イ チ ュ ー で 金 属 ナ ノ 粒 子 を 形 成 し て 、 SERSシ グ ナ ル を 生 じ る こ と に よ っ
て 行 わ れ る 発 明 の 方 法 を 図 示 す る 。 図 10Bは 、 ラ マ ン シ グ ナ ル の 強 度 が 、 SERS活 性 構 築 物
の 合 成 に お け る 3つ の 点 で 生 じ る こ と を 図 示 す る 。
【 図 １ １ 】 別 々 の 位 置 に 分 配 さ れ た 抗 体 の プ ー ル が あ る チ ッ プ を 図 示 す る 。 引 き 延 ば し し
た 図 は 、 活 性 分 子 ラ マ ン コ ー ド に お い て 抗 体 の サ ブ セ ッ ト を 使 用 す る 縮 重 カ ス ケ ー ド 結 合
後 の 単 一 の 別 々 の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 ラ マ ン コ ー ド ・ デ ザ イ ン に 従 っ て SERSサ イ ン の 分 類 に よ る ア ッ セ イ 結 果 の 多 重
解 析 を 図 示 す る 模 式 的 流 れ 図 で あ る 。 個 々 の シ グ ナ ル 点 （ 図 11） は 、 図 12の 流 れ 図 で 示 す
よ う に 、 マ イ ク ロ メ ー タ ー ス ケ ー ル SERS走 査 お よ び サ イ ン 解 析 を 行 う こ と に よ っ て 分 解 す
る こ と が で き る 。 対 照 お よ び 試 験 試 料 か ら 得 ら れ た 結 果 の 比 較 に よ り 、 試 験 （ 患 者 の ） 試
料 中 の 異 常 を 決 定 す る 。
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ Ａ 】

(40) JP 2007-524087 A 2007.8.23



【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ７ Ｃ 】

【 図 ７ Ｄ 】

【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ８ Ｃ 】

【 図 ８ Ｄ 】

【 図 ８ Ｅ 】

【 図 ８ Ｆ 】

【 図 ８ Ｇ 】

【 図 ８ Ｈ 】

【 図 ８ Ｉ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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