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(54)【発明の名称】 多重遺伝子情報をより単純なパターンに変換するカスタマイズされたオリゴヌクレオチドマイク

ロチップは、移動可能でありそして再利用可能である

(57)【要約】
本発明は、環境中、食品中ならびに生物学的サンプル中
の、異なる遺伝子、器官および／または個体に対して特
異的な核酸の、検出および同定をするためのカスタマイ
ズされたオリゴヌクレオチドマイクロチップを、バイオ
センサーとして使用することに関する。このマイクロチ
ップは、遺伝子情報の多重ビットを、ユニットとして解
釈される単純なシグナルパターンに変換するように設計
される。サンプル由来のオリゴヌクレオチドがマイクロ
チップへハイブリダイズする方法が改善されたので、マ
イクロチップは、再利用可能かつ移動可能である。実地
調査に対して、移動可能なレーザーまたはバーコードス
キャナーが、適している。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  サンプルの核酸中の少なくとも１つの窒素塩基配列を同定す

るための再利用可能なマイクロチップを使用するための方法であって、該方法は

、以下：

  （ａ）オリゴヌクレオチドのカスタマイズされたマトリックスをある配置でマ

イクロチップ上に提供する工程であって、ここで、該配置は、全体として検出可

能なパターンを示すように設計された順序付けられたスキームであって、ここで

、該検出可能なパターンは、該サンプル中の核酸の窒素塩基配列を同定する、工

程；

  （ｂ）該サンプル由来の核酸を該マイクロチップ上でハイブリダイズする工程

；および

  （ｃ）該サンプル中の少なくとも１つの窒素塩基配列を、該マイクロチップ上

で全体として検出された該パターンによって同定する工程であって、ここで、該

パターンは、オリゴヌクレオチドの位置から生じ、ここで、該オリゴヌクレオチ

ドは、該サンプル核酸にハイブリダイズする、工程

を包含する、方法。

    【請求項２】  請求項１に記載の方法であって、ここで、前記窒素塩基配列

が、ＤＮＡ分子の中にある、方法。

    【請求項３】  請求項１に記載の方法であって、ここで、前記窒素塩基配列

が、１６Ｓ  ＲＮＡ、ｍＲＮＡまたは他のＲＮＡ分子の中にある、方法。

    【請求項４】  請求項１に記載の方法であって、ここで、前記再利用可能な

マイクロチップ上の前記オリゴヌクレオチドのカスタマイズされたマトリックス

が、複数のゲル要素によって形成され、ここで、該要素の数が、該マトリックス

中のオリゴヌクレオチドの数によって決定され、そしてここで、各ゲル要素が、

所望の窒素塩基配列長および濃度の１つのオリゴヌクレオチドを含み、各ゲル要

素は、互いから疎水性ガラス空間によって分離されており、そしてここで、該ゲ

ル要素が、約３０μｍ以下の隙間の空間の平面上に垂直な高さを有し、該オリゴ

ヌクレオチドは、特定の位置に配置されている、

方法。
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    【請求項５】  請求項４に記載の方法であって、ここで、前記マトリックス

が、以下：

【表１】

の前記塩基配列を有するオリゴヌクレオチドを含む、

方法。

    【請求項６】  請求項５に記載の方法であって、ここで、前記オリゴヌクレ

オチドが、以下：

【表２】

のマトリックス中に配置され、ここで、Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩおよびＩＶは、マイク

ロチップの列であり、そして「ＡＢＣ」は、該マイクロチップの行である、

方法。

    【請求項７】  請求項１に記載の方法であって、以下：
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  （ｅ）前記サンプル中の前記窒素塩基配列を前記マイクロチップ上のオリゴヌ

クレオチドにハイブリダイズさせる前に、標識を該窒素塩基配列に添加する工程

をさらに包含する、方法。

    【請求項８】  請求項７に記載の方法であって、ここで前記標識が、蛍光色

素である、方法。

    【請求項９】  請求項７に記載の方法であって、ここで前記標識が、複数の

異なる色素である、方法。

    【請求項１０】  硝化細菌の検出および分類をするためのマイクロチップマ

トリックスであって、ここで、該マトリックスが、以下：

【表３】

の設計を有し、ここで、Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩおよびＩＶは、マイクロチップの列で

あり、そしてＡ、Ｂ、Ｃは、該マイクロチップの行であり、ここで、塩基配列が

、以下：

【表４】
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である、

マトリックス。

    【請求項１１】  サンプル中の遺伝子の変異の存在についての診断アッセイ

であって、該アッセイが、以下：

  （ａ）カスタマイズされた再利用可能なマイクロチップバイオセンサーを設計

する工程であって、該バイオセンサーは、変異を有する遺伝子にハイブリダイズ

する少なくとも１つのオリゴヌクレオチドを含み、該設計する工程は、該変異の

該ハイブリダイゼーションの存在下で検出可能な全体のパターンを生成する、工

程；

  （ｂ）該遺伝子配列のハイブリダイゼーションを可能にする条件下において、

該サンプルを該カスタマイズされたマイクロチップバイオセンサーに接触させる

工程であって、該遺伝子配列は、マイクロチップ上のオリゴヌクレオチドに対し

て変異である、工程；および

  （ｃ）該マイクロチップのパターンを分析することによって、ハイブリダイゼ

ーションが生じたか否かを決定する工程であって、該パターンから該遺伝子中の

該変異の存在が決定される、工程

を包含する、診断アッセイ。

    【請求項１２】  マイクロチップ上の窒素塩基配列と試験される窒素塩基配
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列との間のミスマッチを検出するための非平衡融解曲線を用いる方法であって、

該方法が、以下：

  （ａ）一連の温度においてマイクロチップ上の配列と、一致するかまたは一致

しない該窒素塩基配列の間のハイブリダイゼーションを同時にモニタリングする

ことによって、該非平衡融解曲線を生成する工程；

  （ｂ）該一致と該不一致との間に最大の識別が生じる温度を選択する工程；な

らびに

  （ｃ）該選択された温度において、試験される該窒素塩基配列の該不一致の程

度を測定する工程：

を包含する、方法。

    【請求項１３】  請求項１２に記載の方法であって、ここで、前記選択され

た温度は、不一致した配列のシグナル強度が、一致した配列の該シグナル強度の

少なくとも１０分の１である温度である、方法。

    【請求項１４】  βグロブリン変異の検出のためのカスタマイズされたオリ

ゴヌクレオチドマイクロチップであって、該マイクロチップが、以下：

【表５】

の窒素塩基配列を有する７つのオリゴヌクレオチドを含む、

マイクロチップ。
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    【請求項１５】  遺伝子発現の定量化のための再利用可能なカスタマイズさ

れたオリゴヌクレオチドマイクロチップであって、ここで、該マイクロチップの

設計が、発現の程度に対応するパターンを示す、マイクロチップ。

    【請求項１６】  ＨＬＡ多型の検出のためのカスタマイズされたオリゴヌク

レオチドマイクロチップであって、ここで、該マイクロチップの設計は、ＨＬＡ

プローブが、ハイブリダイゼーションが生じた場合に、特定の質問に回答するよ

うに配置されるパターンを示す、マイクロチップ。

    【請求項１７】  請求項１６に記載のカスタマイズされたオリゴヌクレオチ

ドマイクロチップであって、以下のオリゴヌクレオチド：

【表６】

を含む、マイクロチップ。

    【請求項１８】  試験サンプルに関する特定の質問に回答する再利用可能な

遺伝子マイクロチップを設計するための方法であって、該回答は、全体として該

マクロチップ上の、該サンプル中に存在する、核酸分子の窒素塩基配列のハイブ
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リダイゼーションパターンまたはリボ核酸分子の窒素塩基配列のハイブリダイゼ

ーションパターンの検出によって提供され、該方法は、以下：

  （ａ）該特定の質問を決定する工程；および

  （ｂ）該サンプル中に存在する核酸のハイブリダイゼーションが、全体として

検出される場合に、該質問に対する回答を提供するパターンを提供するように、

該マイクロチップを設計する工程；および

  （ｃ）該パターンを検出する工程

を包含する、

方法。

    【請求項１９】  請求項１８に記載の方法であって、ここで、前記サンプル

は、水であり、そして前記質問は、何の病原体が存在するかである、方法。

    【請求項２０】  請求項１８に記載の方法であって、ここで、前記サンプル

は、血液であり、そして前記質問は、何の遺伝子変異が存在するかである、方法

。

    【請求項２１】  請求項１８に記載の方法であって、ここで、前記サンプル

は、食品であり、そして前記特定の質問は、何の含有物が存在するかである、方

法。

    【請求項２２】  請求項１８に記載の方法であって、ここで、前記パターン

は、バーコードパターンであり、そして該パターンの検出は、バーコードレーザ

ースキャナーによって実施される、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  米国政府は、米国エネルギー省と（Ａｒｇｏｎｎｅ  Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｙ）を代表するＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｃｈｉｃａｇｏと

の間の契約Ｗ  １０９－ＥＮＧに遵って、本発明に対する権利を有する。

      【０００２】

  新規のマイクロチップは、特定の質問に回答するようにカスタマイズされ、そ

してそのマイクロチップ上に配置されたオリゴヌクレオチドを有し、その結果、

複数ビットの情報が、より単純なパターンにより立証される。マイクロチップに

対するハイブリダイゼーションの新規方法もまた提示される。

      【０００３】

  （発明の背景）

  ヌクレオチド配列およびアミノ酸配列における相違は、環境、食品または生物

学的なサンプルを分析するために利用され得る。微生物の検出および同定は、臨

床目的、および汚染された食品、空気または土壌の検出のために重要である。環

境微生物学における研究は、天然の集団の莫大な多様性をはっきり同定し、そし

て直接定量することができないためしばしば限定されている。この課題は、今や

、異なる遺伝的特徴を直接測定するための分子生物学の使用が増大するにつれ、

変化しつつある。（Ｍｏｂａｒｒｙら，１９９６；Ｓｔａｈｌ，１９９５；Ｗａ

ｇｎｅｒら，１９９５）。例えば、ＤＮＡプローブは、今や、ハイブリダイゼー

ションによって、特定の異化機能に関与するタンパク質をコードする遺伝子を検

出するため、および環境における異なる遺伝的集団を解明するために使用されて

いる。特に、小サブユニット（ＳＳＵ）の１６Ｓ  ｒＲＮＡに対して相補的な群

特異的なＤＮＡプローブの使用は、複合系における微生物集団構造の研究のため

の包括的な枠組みを提供した。このサブユニットの配列決定は、微生物分類に革

命をもたらし、そして古細菌類（Ｗｏｅｓｅ、１９８７）の発見に至った。異な

る細菌について大多数の配列が収集されている（Ｍａｉｄａｋら，１９９６）。

すべての微生物種は、そのリボゾームＲＮＡ遺伝子または他の遺伝子の可変な領

域内の特定のＤＮＡ配列によって特徴付けられる。微生物分類およびその進化樹
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の構築のための非常に効率よい手順は、これらの観察に基づく。リボゾームＤＮ

Ａにおける特定の配列の同定は、信頼性の高い微生物分析であり、これは、直接

のＤＮＡ配列決定によって実施され得る。しかし、ＤＮＡ配列決定は、環境また

は医療の適用のための商業スケールでの連続的微生物分析について使用するため

には、かなり複雑であり、費用がかかり、そして時間のかかる手順である。結果

として、商業的に実現可能に適合するような新たな方法が必要である。

      【０００４】

  また、野外に持ち出すことができる方法も必要である。核酸ハイブリダイゼー

ションは、非常に特異的であり、そして感受性の高い手順であり、これは、高等

生物または異なる生物の混合物のなかののゲノム中の他の何百万もの配列のなか

で、特定の配列が検出および同定されることを可能にする。ハイブリダイゼーシ

ョンの原理は、その直鎖状ヌクレオチド配列の類似性の関数としてある配列がハ

イブリダイズすることである。特定のオリゴヌクレオチドプローブに対する、非

常に複雑な混合物からまでも抽出されたＤＮＡまたはＲＮＡのハイブリダイゼー

ションは、例えば、環境サンプル中の特定の微生物のはっきりした同定を生じた

。そのような分析の過程で、ＲＮＡまたはＤＮＡは、水溶液、空気または土壌か

ら単離された微生物のサンプルから抽出され、フィルターに固定され、そして異

なる微生物についてのいくつかのオリゴヌクレオチドプローブと連続的にハイブ

リダイズされる。しかし、そのサンプルは、種々の微生物に対応する数十万もの

異なるオリゴヌクレオチドの存在についてチェックされる必要があり、これは、

現在の方法を用いると極度に煩雑で、かつ高価であり、そして同定を解読するた

めにコンピューターによって解釈されねばならない結果を生成する。必要なもの

は、特定の課題に対する迅速な回答を提供する単純化されたパターンであり、例

えば、これは、水サンプル中の任意の公知の病原体である。

      【０００５】

  ヌクレオチドハイブリダイゼーションの適用範囲は、しばしば、アッセイの性

質によって限定され、これは、概して、非依存性のハイブリダイゼーションおよ

び複数の環境サンプルの複数のＤＮＡプローブに対する解釈を包含する。さらに

、いくつかの検出アッセイは、例えば、ＰＣＲを介した標的核酸の増幅を必要と
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する。これは、定量的な偏向に寄与し得る。従って、より高いサンプル処理能力

およびより高い感度、迅速な結果の読み出しを提供するアッセイについての必要

性が存在する。

      【０００６】

  特定のＤＮＡまたはＲＮＡ配列が目的である別の領域は、変異および多型の分

析である。異なる遺伝子において発見された塩基変化（変異）の数は、急速に伸

びている。これらの変化は、遺伝子疾患、疾患の素因および癌と関連し、微生物

における薬物耐性の発生に関連し、そして遺伝子多型に関連する。多型は、サン

プルの供給源を決定するために有用である（例えば、法医学分析）。ＨＬＡ系に

おけるような多型は、組織移植の成功を予測するために必須である。単純で迅速

かつ安価な方法で遺伝子における多くの変異を同時に分析する能力は、臨床医学

において必須であり、そしてこの必要性は、変異をスクリーニングするための異

なる方法の開発を刺激するのみならず、すべてが重篤な限界を有する。必要なこ

とは、例えば、高度の技術の顕微鏡を要さずに臨床にぴて使用するための運搬可

能でかつ解釈可能であるキットである。

      【０００７】

  フィルターに対立遺伝子特異的なオリゴヌクレオチドを固定したＤＮＡのハイ

ブリダイゼーションが、変異についてスクリーニングするための方法として示唆

された（Ｃｏｎｎｅｒら，１９８３）。しかし、一度にアッセイされ得る対立遺

伝子の数が限定されている。そのフィルターは、数回しか使用可能ではなく、そ

して複雑な分析または結果を簡単に解釈する機会は殆どない。

      【０００８】

  大スケールのハイブリダイゼーションに対する可能な解決策は、ＤＮＡ配列ハ

イブリダイゼーションのためのマイクロチップの使用である（ＳＨＯＭ，マイク

ロチップにおけるオリゴヌクレオチドを用いたハイブリダイゼーションによる配

列決定）（例えば、Ｋｈｒａｐｋｏ，１９９６；Ｙｅｒｓｈｏｖ，１９９６）。

数百または数千もの固定されたオリゴヌクレオチドのアレイの開発（いわゆる「

オリゴヌクレオチドチップ」）は、多くの変異の同時の分析を可能にしている（

概説について、Ｍｉｒｚａｂｅｋｏｖ，１９９４を参照のこと）。そのようなア
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レイは、オリゴヌクレオチドの並行合成によって（Ｓｏｕｔｈｅｒｎら，１９９

２；Ｆｏｄｏｒら，１９９１；Ｐｅａｓｅら，１９９４；Ｍａｔｓｏｎら，１９

９５）か、または呼び合成したオリゴヌクレオチドの化学固定によって（Ｋｈｒ

ａｐｋｏら，１９９１；Ｌａｒｎｔｕｒｅら，１９９４；Ｇｈｕら，１９９４）

製造され得る。ガラス表面（Ｓｏｕｔｈｅｒｎら，１９９２；Ｆｏｄｏｒら，１

９９１；Ｇｈｕら，１９９４）、ガラス孔（Ｂｅａｔｔｉｅら、１９９５）、ポ

リプロピレンシート（Ｍａｔｓｏｎら，１９９５）、およびゲルパッド（Ｋｈｒ

ａｐｋｏら，１９９１；Ｙｅｒｓｈｏｖら，１９９６）は、オリゴヌクレオチド

固定のための固体支持体として使用されている。しかし、「オリゴヌクレオチド

アレイ技術は、それが有望であるところまでには至っていない」Ｓｏｕｔｈｅｒ

ｎ，１９９６  ｐ．１１５。

      【０００９】

  当該分野における欠損のいくつかは、その結果の予測不可能性、最適な条件の

知識の欠如、および正確かつ商業的実現可能性を実証することの欠如である。さ

らに、ハイブリダイゼーションの結果の分析は、多重ビットの情報を同化および

解釈し得るコンピュータプログラム、ならびに抗技術顕微鏡を必要とする。マイ

クロチップは、運搬可能でもなく、再使用可能でもなく、容易に解釈し得るもの

でもない。

      【００１０】

  （発明の要旨）

  本発明は、オリゴヌクレオチドマイクロチップ技術の適用を具現化する。ここ

で、マイクロチップは、バイオセンサであり、そしてカスタマイズされたオリゴ

ヌクレオチドマイクロチップは、核酸ハイブリダイゼーションの特定の適用のた

めに設計される

  ハイブリダイゼーションとは、規定された反応条件下で、部分的または完全に

相補的な核酸が特定かつ安定な水素結合を形成する逆並行の様式で結合すること

を可能にするプロセスである。

      【００１１】

  発明の局面としては、以下が挙げられる：
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  １．複数ビットの遺伝的情報が、ユニットとして解釈されるパターンへと変換

されるように設計されたマイクロチップ。ここで、そのパターンの出現は、特定

の課題に対する回答を提供する；この構築物は、ハイブリダイゼーションパター

ンにより提供される容易に解釈可能な回答を提供することを容易にし、そしてハ

イブリダイゼーションの結果を解釈する高度の技術の装置の必要性をいくつか排

除する；そして

  ２．カスタマイズされたマイクロチップ上のオリゴヌクレオチドへの、サンプ

ル中のオリゴヌクレオチドのハイブリダイズする改善された方法は、洗浄工程を

必要とするのではなく、むしろ非平衡の融点曲線（温度曲線）を測定する。これ

は、マイクロチップから固定されたオリゴヌクレオチドを除去する溶液を用いた

戦場を必要としない；このことは、マイクロチップが再使用可能であることを意

味する。なぜなら、オリゴヌクレオチドおよびゲルエレメント内に固定されたオ

リゴヌクレオチドが、洗浄除去されず、そして再使用のために利用可能であるか

らである（サンプルを有するマイクロチップは、一般的に、溶液中に保持される

が、マイクロチップは、乾燥され得、そして再使用されるまでに数ヶ月保存し得

る）。

      【００１２】

  マイクロチップへのハイブリダイゼーション後に示されるパターンは、ハイブ

リダイゼーションの性質に直接関係せず、そして「イエス」または「ノー」の信

号、または「正」または「負」の信号を、バイナリー結果へと単純に変換せず、

しかも、本発明のパターンは、量のグラデーションを別の形態のグラデーション

（例えば、呈色グラデーション）へとも変換しない。オリゴヌクレオチドのマイ

クロチップ自体の上の意図的な構成は、情報を転移させず、試験核酸とのハイブ

リダイゼーションの後のみに、ハイブリダイゼーションシグナル自体がそのパタ

ーンを形成する。次いで、このパターンを、さらなる検出装置の助けを借りない

視覚化解釈を含み得る検出手段によって検出される。

      【００１３】

  マイクロチップ上のオリゴヌクレオチド位置付けの順序付けられたスキームを

選択することによって、視覚化された信号が単純化され、そして増強され、例え
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ば、文字「Ｐ」は、特定の病原体群が存在する場合に観察され：同じオリゴヌク

レオチドプローブを含むチップ上のゲルエレメントのカラムは、適合するオリゴ

ヌクレオチドが試験サンプル中に存在する場合に、正の線状カラムとして容易に

検出可能である。可視的概観は、肉眼で観察するに充分な強度で有り得、ＵＰＣ

（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ  Ｐｒｏｄｕｃｔ  Ｃｏｄｅ  すなわち「バーコード」）

レーザスキャナまたはレーザガンを用いてを用いて決定され得る。バーコードの

ための信号を受容する、スキャナおよびセンサの波長は、ＤＮＡとハイブリダイ

ズするに使用される色素または標識に一致しなければならない。

      【００１４】

  当然、局面１および２は、一緒に使用されなければならないわけではない。オ

リゴヌクレオチドの多数のハイブリダイゼーションによって得られた複数量の遺

伝子情報を、より単純で容易に解釈し得るパターンへと変換することから生じる

設計は、本発明のまえに使用される方法によって構築および分析されたマイクロ

チップ上で行われ得る。

      【００１５】

  同様に、マイクロチップ上でハイブリダイゼーション結果を提供する改善され

た方法が、複数の片の遺伝子情報をより単純なパターンへと変換するように設計

されていないマイクロチップ上で使用され得る。

      【００１６】

  本発明の他の局面は、改善された予測可能性、増加した精度、およびヌクレオ

チド配列の検出および同定について標準化された因子を包含する。改善は、マイ

クロチップハイブリダイゼーションについて条件、方法および組成物を最適化す

ることから得られる。意図的に順序付けられるスキームであって、特定の課題に

回答するように設計され、そしてより単純なパターンへと複雑なデータを変換す

るものは、多数のハイブリダイゼーション情報が、マイクロチップの単なる走査

から得られて、調査されるサンプル中の核酸による固定されたオリゴヌクレオチ

ドのハイブリダイゼーションを検出し得るようにされる。サンプルとしては、空

気、水、土壌、血液、細胞、組織、組織培養物および食品が挙げられる。本発明

の局面は、同じマイクロチップがハイブリダイゼーション信号の認知され得る悪
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化を何ら伴わずに２０～３０を超える回数にわたりハイブリダイゼーションにつ

いて使用され得ることである。なぜなら、固定されたオリゴヌクレオチドは、洗

浄されも剥がされもしないからである。マイクロチップのカスタマイズされたセ

ットは、特定の適用のために得られる。また、あるサンプルにおける核酸の、マ

イクロチップ上の多数のオリゴヌクレオチドへの並行ハイブリダイゼーションが

可能であり、これは、複製および標準化を可能にする。例えば、変動する数度の

異なる微生物集団から回収されるＳＳＵｒＲＮＡの配列多様性は、マイクロチッ

プへの単純なハイブリダイゼーションによって分析される。大多数のＨＬＡ対立

遺伝子は、マイクロチップへの単純なハイブリダイゼーションによってアッセイ

される。

      【００１７】

  本発明は、マイクロチップを用いてサンプル中のヌクレオチド配列を同定する

ための方法に関する。この方法は、以下の工程を包含する：

  ａ）そのサンプル中の遺伝的配列を同定するように設計されたマイクロチップ

上にオリゴヌクレオチドのカスタマイズされたマトリクスを提供する工程であっ

て、順序付けされたスキームがオリゴヌクレオチドを位置付けしてハイブリダイ

ゼーションの後の特定の課題を回答するようなパターンを提供する、工程；

  ｂ）そのサンプル自体またはそのマイクロチップ上で増幅された後のサンプル

から抽出された核酸をハイブリダイゼーションさせる工程；ならびに

  ｃ）その配列に対してハイブリダイズするオリゴヌクレオチドのパターンを分

析することによって、そのサンプル中に表されるヌクレオチド配列を同定する工

程であって、そのパターンは、シグナルによって提供される、工程。

      【００１８】

  本発明の実施のために適切な核酸は、ＤＮＡ、ｍＲＮＡ、１６Ｓ  ｒＲＮＡの

配列および他のＲＮＡ種である。

      【００１９】

  カスタマイズされたオリゴヌクレオチドマイクロチップは、本発明の局面であ

る。そのマイクロチップとしては、支持体に固定されたゲルマトリクスであって

、そのマトリクスはゲルパッドエレメントの複数の部位によって形成される。部
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位の数は、そのアレイ中のオリゴヌクレオチドの数によって決定される。ゲル各

々のエレメントは、所望の配列、長さおよび濃度の化学的に固定された１つのヌ

クレオチドを含み；そのゲルエレメントは、互いに疎水性のガラス空間によって

分離され、そしてゲル部分は、間隙空間の平面上の直角高さが一般に３０μｍを

超えない。いくつかの適用において、同じ型のオリゴヌクレオチドは、異なるゲ

ルパッドに対して固定されてパターンを形成し得る。

      【００２０】

  本発明は、遺伝子、ＲＮＡ転写物または任意の他の独特のヌクレオチド配列（

例えば、微生物の１６ＳリボソームＲＮＡをコードするもの）について核酸調製

物をスクリーニングに関する。特定の型の生物についてのＤＮＡ／ＲＮＡまたは

任意の独特のヌクレオチド配列の比が適切である。複数標識によって、異なる核

酸配列であって、マイクロチップ上にハイブリダイズしたものの同時の検出およ

び定量的比較が可能になる。

      【００２１】

  本発明の方法としては、そのサンプル中のオリゴヌクレオチド配列を標識する

こと、その後、そのアレイとその配列を接触させることを包含する。適切な標識

は、蛍光色素である。複数の異なる色素が同時に使用され得る。カスタマイズさ

れたマイクロチップに固定されたオリゴヌクレオチドとしては以下が挙げられる

：βグロビン遺伝子、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａに特異的な配列、多型ＨＬＡ対立遺

伝子配列。

      【００２２】

  硝化細菌の検出および分類のためのオリゴヌクレオチドマイクロチップはカス

タマイズされた設計を有する。ここで、そのマイクロチップの細胞における標識

を同定することは、細菌のクラスから選択されたオリゴヌクレオチドを参照し、

そしてその選択は、分類に関して特定の課題に回答するように設計される。

      【００２３】

  本発明の適用の実施形態は以下である：汚染についてチェックするための環境

から得られたサンプル（例えば、水、空気または土壌のサンプル）；医療診断の

ための、得られた生物学的サンプル；または汚染についてチェックするための食
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品サンプル。他の適用としては、犯罪捜査のために得られたサンプル中のＤＮＡ

を同定するための法医学試験、および染色体フラグメントの検出、または単一遺

伝子変異（例えば、βサラセミアまたは複数型の癌ののような遺伝子疾患を診断

するため）が挙げられる。  移植またはヒトの多様性を研究するために多型ＨＬ

Ａ対立遺伝子について組織型決定することが容易になる。

      【００２４】

  核酸調製物は、任意の型の環境において収集されるサンプルから作製される。

ここで、おそらく、新たな（これまで未同定の）生物が回収され得る。

      【００２５】

  サンプル中のＤＮＡまたはＲＮＡ分子は、その単離の間に互いに分離され得、

そして異なる蛍光色素で標識され得る。これらのＲＮＡおよびＤＮＡの分子は、

試験されるべきサンプルに対して特異的なマイクロチップ上のオリゴヌクレオチ

ドと同時にハイブリダイズされる。異なって標識されたＤＮＡおよびＲＮＡの同

時ハイブリダイゼーションをいくつかの波長で多色を識別し得る顕微鏡で定量モ

ニターすることにより、サンプル中のＤＮＡ／ＲＮＡの比の珪酸が可能になる。

細菌サンプルについて、この比は、その細菌の生存性および生理学的活性の状態

を決定する。１つの実施形態において、ＲＮＡ／ＤＮＡの比を使用して、微生物

増殖の活性状態から、死んだ細菌細胞および胞子を識別する。同様にして、ある

色素で染色された細菌株のＤＮＡまたはＲＮＡの分子は、検査中の配列（単数ま

たは複数）に対して、内部標準として算出された量で添加され得る。ここで、そ

の配列が異なる（第二の）色素で染色して検査される、その標準および検査され

る配列（プローブ）について異なる波長でのハイブリダイゼーション強度の蛍光

測定によって、相対定量比の決定が可能になる。

      【００２６】

  マイクロチップ上のハイブリダイゼーションは、サンプル中の異なる群の選択

された細菌のはっきりした型決定を可能にする。マイクロチップハイブリダイゼ

ーションは、細菌型決定のための、単純で、迅速で、安価で、信頼性の高い方法

である。

      【００２７】
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  本発明の１つの局面は、チェックされ得る配列の数にも、検出され得る微生物

の型の数にも制限がないことである。例えば、ａ１６Ｓ  ｒＲＮＡ調製物の、異

なるプローブとの複数の連続的なハイブリダイゼーションの代わりに、１回のみ

のハイブリダイゼーションが、異なる配列がサンプル中に存在するものを見出す

ために必要である。ハイブリダイゼーションの量は、劇的に減少し、そしてその

アッセイは、標準的な技術に比して、はるかに少ないＲＮＡまたはＤＮＡを必要

とする。利点は、細菌培養および遺伝子増幅が回避され得ることである。

      【００２８】

  本発明の方法は、サンプル調製時間を有意に減少し、野外状況から回収された

生物の培養を回避し、そして特定のサンプル中に含まれる微生物の種の同定を可

能にする。携帯型のマイクロチップが野外研究に利用可能である。

      【００２９】

  例えば、選択された微生物群（硝化細菌を含む）の低分子ｒＲＮＡ配列に対し

て相補的なオリゴヌクレオチドは、その標的配列のＤＮＡまたはＲＮＡのいずれ

かの形態に由来する標識された標的核酸を選択的に保持するかまたはそれとハイ

ブリダイズすることが示された。本発明の方法および組成物は、蛍光標識された

核酸プローブであって、１６Ｓ  ｒＲＮＡ配列とハイブリダイズするものを用い

て、以下の属のなかで識別する：Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ、Ｎｉｔｒｏｂａｃ

ｔｅｒおよびＮｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｓｐ．。各々の種は、そのｒＲＮＡ

遺伝子の可変領域の中に特異的なＤＮＡ配列を有する。そのｒＲＮＡは、天然に

増幅され、しばしば１細胞あたり数千コピーで存在することから、それらは、高

度の感度を提供し、多くの適用における増幅の必要性を排除する。

      【００３０】

  本発明は、環境サンプルからの生物の同定を、現在利用可能であるものよりも

より迅速かつより経済的なアプローチにおいて容易にする。さらに、公知のおよ

び新たに発見されたせ異物の分類学的状態に関して情報に富む新たな種が発見さ

れ得る。

      【００３１】

  遺伝子における変異についての本発明の診断アッセイは、以下の工程を包含す
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る。

      【００３２】

  ａ．その変異を有する遺伝子にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドを含む

カスタマイズされたオリゴヌクレオチドマイクロチップバイオセンサーを設計す

る工程であって、特定の課題に回答するためにどのオリゴヌクレオチドがそのサ

ンプル中に存在するかに依存して、パターンが生じるように、このオリゴヌクレ

オチドがそのマイクロチップに位置付けされる、工程；

  ｂ．そのマイクロチップに対してその核酸のハイブリダイゼーションを可能に

する条件下で、そのカスタマイズしたオリゴヌクレオチドマイクロチップバイオ

センサに核酸サンプルを接触させる工程；ならびに

  ｃ．ハイブリダイゼーションのパターンを決定し、該パターンから、特定の核

酸配列の存在が推測され、そしてその特定の課題に回答がされる、工程。

      【００３３】

  遺伝子疾患についての診断アッセイのために、ＤＮＡの配列分析を、オリゴヌ

クレオチドアレイマイクロチップを用いて、ＰＣＲ増幅されたＤＮＡまたはその

ＲＮＡ転写物のハイブリダイゼーションによって行う。対立遺伝子特異的に固定

したオリゴヌクレオチドを含むポリアクリルアミドゲルパッドをマイクロチップ

のガラススライド上に固定する。ＰＣＲ増幅されたゲノムＤＮＡのＲＮＡ転写物

を必要に応じて酵素または化学的方法によって蛍光標識し、そしてそのマイクロ

チップとハイブリダイズさせる。野外において、化学的方法が好ましい。なぜな

ら、結果がより迅速に入手されるからであり、そしてそのサンプルに必要ないく

つかの化学物質は、同時にＤＮＡをフラグメントするからである。

      【００３４】

  融解曲線実験を行う場合、適合するオリゴおよびミスマッチのオリゴの両方を

、ゲルパッドに固定し得、そして適合する核酸およびミスマッチの核酸の両方を

、そのサンプル中に存在させ得る。このバイオチップは以下の２つの実施形態に

おいて再使用可能である：ａ）そのサンプルまたは試験核酸は、除去され得るか

そのチップから剥がされ得、そして異なる試験サンプルが導入され得る、ならび

に２）さらなる洗浄を行うことなく同じ融点曲線実験を行い得、そして再度実行
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し得る。

      【００３５】

  実験を異なる試験サンプルとともに行う場合、そのもとのサンプルをそのチッ

プから、滅菌水を６０℃での１時間（から一晩まで）のインキュベーション用い

た洗浄または剥がし手順によって、除去する。その融点曲線実験が繰り返される

場合（または再使用される場合）、その同じサンプルをそのチップと接触したま

まにし、そして種々の温度（通常、０℃～５０℃）でハイブリダイゼーションシ

グナルの消失が観察される。

      【００３６】

  そのチップがインキュベートされる場合、サンプルヌクレオチドを除去するた

めに、実質的に固定されたオリゴのいずれもそのプロセスでは除去されない。な

ぜなら、これは、オリゴが、マイクロチップを構成するゲルパッドのゲルマトリ

クスに共有結合しているからである。

      【００３７】

  異なるサンプルが１０の連続する除去の後に適用されるチップの反復される再

使用は、通常５０回の使用に限定される。なぜなら、非特異的またはバックグラ

ウンドのハイブリダイゼーションシグナルが最終的に、ミスマッチハイブリダイ

ゼーションシグナルの１０分の１を超えるからである。チップが再使用される条

件（５０回まで）は、殆ど存在しない。そのような条件としては、そのチップを

－２０℃に冷却させること、またはそのチップが７０℃を超える（これは、その

チップの分解を引き起こし、したがってチップが不安定になることが示されてい

る）までに加熱される実験を行うことが挙げられる。

      【００３８】

  オリゴヌクレオチドアレイ全体におけるハイブリダイゼーションおよび融解曲

線のリアルタイムでの同時測定を、ＣＣＤカメラまたは特定のレーザスキャナを

装着したレーザー光源を有する蛍光顕微鏡を用いて行う。ある人は、乾燥マイク

ロチップでしか研究していない。異なる安定性およびＡＴ含量との二重鎖につい

てハイブリダイゼーション特異性をモニターすることは、融解曲線上での最適識

別温度でその測定を行うことによって増強される。マイクロチップ診断は、適切
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な対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドを、重複オリゴマーのセットのなかから

選択することによって最適化される。変異検出の精度は、正常および変異された

対立遺伝子の少なくとも２つの異なる標識されたサンプルを有するマイクロチッ

プの同時ハイブリダイゼーションによって、および複数波長蛍光顕微鏡を用いた

そのハイブリダイゼーションを並行モニターすることによって増強され得る。配

列分析の効率および信頼性は、βサラセミア変異およびＨＬＡ多型の診断によっ

て実証されている。遺伝子発現のレベルを決定することも、本発明の局面である

。

      【００３９】

  本発明の方法は、ハイブリダイゼーションの単純な手順しか必要とせず、かつ

、１回のみのハイブリダイゼーションが必要であることから、これは迅速かつ安

価である。本発明は、多数の情報を１回の実験から得ることを、数百ものデータ

点の分析に比較して単純なパターンで可能にすることから、本発明は効率を増加

させる。本発明は信頼性が高い。なぜなら、マイクロチップが再使用可能である

からである。固定されたオリゴヌクレオチドは、洗浄されない。ハイブリダイゼ

ーションプローブのむだもない。したがって、そのマイクロチップハイブリダイ

ゼーションは、安価でかつ比放射性同位体検出は、すべての手順を単純化する。

      【００４０】

  かなり短めのマイクロチップ固定されたオリゴヌクレオチドとプローブとのハ

イブリダイゼーションによる効率的かつ正確な配列分析は、多くの因子に依存す

る。主要な因子は、ミスマッチを含む二重鎖からの完全な二重鎖の識別性の信頼

性、ＡＴリッチおよびＧＣリッチの二重鎖の安定性における相違、そのハイブリ

ダイゼーションの効率、およびハイブリダイゼーションについて標識されたサン

プルの調製における単純性である。

      【００４１】

  塩基改変の同定は、オリゴヌクレオチドアレイ全体において形成される二重鎖

の融解曲線の並行測定によって、ならびに２つの波長で２つの異なる標識された

サンプルの同時ハイブリダイゼーションおよび適切な対立遺伝子特異的オリゴヌ

クレオチドの選択によって顕著に改善される。
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      【００４２】

  本発明の動作のために考慮すべき他の因子としては、以下が挙げられる：（１

）ハイブリダイゼーションの間に、マイクロチップ上に試験されるサンプルを含

む流体の流れを性著すること；および（２）ゲル層および上部流体層に隣接させ

て冷却および加熱装置に置くことによって、異なる様式で、マイクロチップゲル

層および流体層の温度を制御すること。このゲル層温度は、そのゲルのガラスプ

レート基板に装着した加熱／冷却デバイスによって均一または勾配の様式で制御

される。野外研究のために、特定の課題について最適な温度は、研究室において

予め決定される。

      【００４３】

  「カスタマイズされたマイクロチップ」の定義は、支持体上のゲルエレメント

のマイクロチップである。ここで、そのオリゴヌクレオチドは、順序付けされた

スキームに従ってゲルエレメントに固定される。その結果、複数ビットの情報が

、複数の課題に回答するようにより単純なパターンに従って順序付けされる。

      【００４４】

  試験またはサンプルの核酸の、マイクロチップからの除去は、滅菌水を用いて

少なくとも１時間（一晩まで）６０℃でで実施されるインキュベーション工程に

よって達成される。（この手順は、サザンブロットをプロービングする標準的な

技術における再使用のためにフィルターを「剥がす（ストリップ）」工程に類似

する）。ゲルマトリクスにおける固定されたオリゴヌクレオチドは、そのオリゴ

ヌクレオチドが、ゲル支持体に共有結合しているときにはこのインキュベーショ

ンによっては除去されない。

      【００４５】

  （好ましい実施形態の説明）

  本発明は、カスタマイズされたオリゴヌクレオチドマイクロチップを、環境、

食品および生物学的サンプル中での異なる遺伝子、生物および個体について特異

的な核酸の検出および同定についてのバイオセンサとして用いることに関する。

「環境」とは、水、空気および土壌を包含する。核酸における配列の検出を使用

して、サンプル中の微生物を同定し、遺伝的欠損または多型を診断し、遺伝子発
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現を検出し、そして法医学研究を行う。

      【００４６】

  本発明のマイクロチップ中の個々のゲルエレメントとのハイブリダイゼーショ

ンからの信号によって生成されるパターンを検出するための手段としては、以下

が挙げられる：レーザスキャナ（例えば、レーザ「銃」（例えば、バーコードを

走査するために用いられる））、蛍光顕微鏡に取り付けられたＣＣＤカメラ。野

外では、肉眼またはスキャナが使用される。

      【００４７】

  本発明は、マイクロチップ上に固定されたオリゴヌクレオチドの意図的かつ情

報性の配置に関する。その結果、試験サンプル中のオリゴヌクレオチドとのハイ

ブリダイゼーションの際に、パターンが生成され、これは、適切な手段を用いて

解釈され得る。ハイブリダイゼーションは、文字（図１２）、デザインまたはバ

ーコードのパターン（図１３）によって検出され得る。ここで、カラム「１」お

よび「３」は、黒い棒であり、これは、病原体の存在を示す。そして、「１」に

おける特定の病原体は、異なる「３」におけるものからの異なる炭疽菌種である

。カラムにおけるオリゴヌクレオチドの１つの型のすべてを固定することによっ

て、例えば、そのパターンは、線形カラムとして容易に検出され、これは、単純

な小さなゲルエレメント（単数または複数）におけるハイブリダイゼーションを

検出すること（このことは、それを検出するために顕微鏡を必要とし、そして分

析するためにコンピュータプログラムを必要とする）とは対照的である。

      【００４８】

  核酸ハイブリダイゼーションは、非常に特異的であり、そして高感度の手順で

あり、そして特定の配列が、生物のゲノム中の数百万の他の配列から検出および

同定されることを可能にする。しかし、核酸ハイブリダイゼーションは、有用で

あるが、非常に煩雑な手順である。この欠点は、異なる微生物についてオリゴヌ

クレオチドマイクロチップをバイオセンサとして用いることによって克服され得

る。数ｍｍ2またはｃｍ2のある小さな領域内に、リボゾームＤＮＡまたは他の特

異的な核酸に対して特異的である数百および数千～数十万の合成オリゴヌクレオ

チドプローブが固定される。引き続き、ＤＮＡまたはＲＮＡの分子の、マイクロ
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チップへのハイブリダイゼーションは、サンプル中で同定されるべきオリゴヌク

レオチドの選択を可能にする。数百または数千の個々のハイブリダイゼーション

を解釈することが必要である代わりに、ハイブリダイゼーションによって生成さ

れる比較的単純なパターンが分析される。

      【００４９】

  細菌アッセイについて、純粋な培養微生物、精製された標的核酸または合成オ

リゴヌクレオチドでさえ、内部標準として有用であり、これは、核酸単離の効率

または回収された標的核酸の絶対量を見積もる働きをする。

      【００５０】

  カスタマイズされたオリゴヌクレオチドマイクロチップは、予備構成されたオ

リゴヌクレオチドの化学的固定、またはマイクロチップ上へのオリゴヌクレオチ

ドの直接合成によって生成される。マイクロチップは、比較的長いオリゴヌクレ

オチドを含むが、前者の方法は、選択されるべき方法である。なぜなら、固定の

前に、オリゴヌクレオチドが精製され、そして品質についてチェックされるから

である。

      【００５１】

  マイクロチップの製造、蛍光標識されたＤＮＡまたはＲＮＡとマイクロチップ

とのハイブリダイゼーション、およびＣＣＤカメラ、コンピュータおよび適切な

ソフトウェアを備えた蛍光顕微鏡を用いたハイブリダイゼーションのモニタリン

グのための方法および技術が開発されている（米国特許第５，５５２，２７０号

を参照のこと。これは、本明細書において参考として援用される）。

      【００５２】

  オリゴヌクレオチドマイクロチップは、一般に４０×４０×２０μｍおよびそ

れより大きいサイズの多くのポリアクリルアミドゲルパッドエレメントからなる

。このエレメントは、ガラス表面に化学的に固定化される。各マイクロチップゲ

ルエレメントは、共有結合を介して固定化される特定のプレ合成オリゴヌクレオ

チドを含有する。数百および数千もの異なる固定化オリゴヌクレオチドを含む数

百ものマイクロチップは、特別に考案されたロボットによって製造され得る。ゲ

ルアレイはまた、オリゴヌクレオチドアレイのインサイチュ合成を用いるフォー
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マットを超えるいくつかの利点を提供する。合成オリゴヌクレオチドはマイクロ

チップ上の固定化の前にゲル電気泳動またはＨＰＬＣによって精製される。これ

は、オリゴヌクレオチドの純度の厳密な質的制御を提供し、そして高い特異性を

確実にする。ポリアクリルアミドゲル支持体は、１００×１００×２０μｍゲル

パッド当たり０．０３ｐｍｏｌ～１０ｐｍｏｌまでの固定化されたオリゴヌクレ

オチドの収容能を有する。これは、改善された定量化、および完全な二重鎖とミ

スマッチな二重鎖との間のより良好な識別を提供する。それはまた、ハイブリダ

イゼーションシグナル強度の差異を標準化する方法を提供する。

      【００５３】

  ハイブリダイゼーションによる配列決定のためのオリゴヌクレオチドマイクロ

チップ技術は、任意のタイプのサンプル中の微生物の存在を同定するか、または

新規な種を見出すために利用可能である。本明細書中の実施例において示される

ように、特定のオリゴヌクレオチドプローブに対する、非常に複雑な混合物から

抽出されたＤＮＡまたはＲＮＡのハイブリダイゼーションは、微生物の曖昧な同

定を生じた。リボソーム１６Ｓ  ｒＲＮＡの小サブユニットをコードする遺伝子

についての微生物のヌクレオチド配列は、マイクロチップバイオセンサーのため

の基盤を形成する。遺伝子の直接配列決定の代わりに、微生物について特異的な

オリゴヌクレオチドとのＤＮＡサンプルまたはＲＮＡサンプルのハイブリダイゼ

ーション分析が実施される。この新規な技術は、効率的な微生物分析および環境

モニタリングを提供する。微生物由来の蛍光標識したＤＮＡおよびＲＮＡのサン

プルが、いくつかの微生物について特異的なオリゴヌクレオチドを含有するマイ

クロチップとハイブリダイズされる。これらの微生物は、マイクロチップハイブ

リダイゼーションパターンによって信頼性をもって同定される。微生物バイオセ

ンサー技術が開発され、再利用可能にカスタマイズされた微生物オリゴヌクレオ

チドマイクロチップが本発明の方法によって生成され、そしてサンプル中の数百

および数１０００もの微生物の同時の量的および質的マイクロチップ分析のため

、および新規な微生物の発見のための方法が、開発される。

      【００５４】

  （実施例）
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  以下の実施例を、本発明の限定ではなくむしろ、本発明の局面の例示として示

す。他の適用としては、遺伝的変異（例えば、ヘモグロビン障害に特徴的な変異

）の検出；遺伝的多型（例えば、ＨＬＡ）の検出；遺伝子発現の調査；疾患の原

因因子の検出；法医学的研究；および微生物汚染物質の検出が挙げられる。

      【００５５】

  （実施例１：オリゴヌクレオチドマイクロチップバイオセンサーの調製）

  オリゴヌクレオチドを、３９４  ＤＮＡ／ＲＮＡ合成機（Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂ

ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて合成する。固定化のためのオリゴヌクレオチドの

合成は、３’末端位置で３－メチルウリジンを用いて開始した。

      【００５６】

  １つの実施形態では、蛍光標識ＲＮＡを、Ｔ７  ＲＮＡポリメラーゼを用いて

調製した。インビトロ転写のための鋳型ＤＮＡ（１３３ｂｐ長および７５ｂｐ長

）をネストプライマーＴ７－Ｖ２Ｌ－４５、５’－ＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＴＡ

ＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ  ＡＣＡＣＣＡＴＧＧＴＧＣＡＣＣＴＧＡＣＴ

ＣＣ－３’（配列番号５）ならびに共通逆方向プライマーＴ７－Ｖ２Ｌ－１０３

  ５’－ＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＧＴ

ＧＡＡＣＧＴＧＧＡＴＧＡＡＧＴＴＧＧ－３’（配列番号１６）および５’－Ｔ

ＣＴＣＣＴＴＡＡＡＣＣＴＧＴＣＴＴＧＴＡＡＣＣ－３’（配列番号１７）を用

いるＰＣＲ増幅によって調製した。ＱＩＡｑｕｉｃｋ  ＰＣＲ精製キット（ＱＩ

ＡＧＥＮＥ）を製造者のプロトコルに従って用いて鋳型を精製した。ＲＮＡポリ

メラーゼ反応を、ＭＥＧＡｓｈｏｒｔｓｃｒｉｐｔTM  Ｔ７キット（Ａｍｂｉｏ

ｎ）をフルオレセイン１２－ＵＴＰ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ）と共

に用いて実施した。蛍光標識ｓｓＤＮＡ（一本鎖ＤＮＡ）フラグメントを、シン

グルプライマー再増幅によって調製した。

      【００５７】

  ポリアクリルアミドゲル微小マトリックスを、０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝

液、ｐＨ７．０中の４％アクリルアミド（アクリルアミド／ビスアクリルアミド

  １９／１）、４０％グリセロール、０．０００２％メチレンブルー、および０

．０１２％ＴＥＭＥＤの溶液の光重合によって調製した。この混合物を、ＵＶ光
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で照射した組み立てられた重合チャンバーに適用した。

      【００５８】

  ２つのタイプのマイクロチップマトリクス（微小マトリックス（ｍｉｃｒｏｍ

ａｔｒｉｘ））を、１２０μｍおよび２２０μｍ間隔でそれぞれ置かれた、約６

０×６０×２０μｍおよび約１００×１００×２０μｍのゲルパッドエレメント

を用いて慣用的に調製した。約１ｎｌの活性化オリゴヌクレオチド溶液を、ロボ

ットまたは簡単な手動デバイスのいずれかを用いてゲルエレメントに移した。

      【００５９】

  このデバイスは、顕微操作ホルダー、電源、および冷却循環器と共に、両眼レ

ンズ下に配置されたペルチェサーモスタットピンを備える。

      【００６０】

  ゲル固定化オリゴヌクレオチドのマイクロチップの製造は、基本的に、以下の

三工程からなる：ゲル微小マトリックス上に所望の位相幾何学のオリゴヌクレオ

チドを成形する工程；微小マトリックスにマイクロ容量（ｍｉｃｒｏｖｏｌｕｍ

ｅ）のオリゴヌクレオチド溶液をロードする工程；およびゲル内に活性な３’末

端または５’末端のアルデヒド基またはアミン基を含むオリゴヌクレオチドを固

定化する工程。

      【００６１】

  隣接するゲルパッド上に適用された異なるオリゴヌクレオチド溶液の交換を避

けるために、パッドを、疎水性ガラス表面によって微小マトリックス上で分離さ

せる。二次元スクライビングまたはレーザー蒸着（ｌａｓｅｒ  ｅｖａｐｏｒａ

ｔｉｏｎ）を、微小マトリックス調製のために使用するが、これらの手順は、や

や複雑な装置および熟練者を必要とする。光重合法は、これらの手順を著しく簡

易化し、そして生化学研究室に対しても利用しやすいものとする。

      【００６２】

  マスク指向性光重合による微小製作（例えば、マイクロエレクトロニクスにお

けるフォトレジスト法）は十分に開発された技術である。試験したいくつかのア

クリルアミド光重合技術から、修飾メチレンブルー誘導光重合が、微小マトリッ

クス製造にとって最良の結果を生じた。ゲルマトリクスは、スライドガラス上に
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光重合されたゲルパッドからなる。ゲルパッドは、不透明なグリッドによって被

覆された場所には光重合が生じないため、マスク位相幾何学に従って形成される

。

      【００６３】

  マイクロチップは、活性化されたオリゴヌクレオチドの溶液を、活性なヒドラ

ジド基またはアルデヒド基を含むゲルエレメントの微小マトリックス上に適用す

ることにより製造される。微小マトリックス上に１００までの異なるオリゴヌク

レオチドを手動でロードするための簡易なデバイスが存在する。転移は、ピンの

親水性上部表面によって実施される。この表面をまずオリゴヌクレオチド溶液中

に浸漬して濡らし、次いで溶液から取り出してゲル表面と接触させる。これは、

約１ｎｌのオリゴヌクレオチド溶液を±１０％の再現性でもって転移させる。転

移の過程でこのマイクロ容量溶液の蒸発を避けるために、ピンの温度を外気の露

点近くに維持する。

      【００６４】

  オリゴヌクレオチドを、ハイブリダイゼーションパターンデータが容易に判読

可能なパターンになるデザインに従って配置する。

      【００６５】

  （実施例２：ハイブリダイゼーション緩衝液を用いるＤＮＡおよびＲＮＡとの

マイクロチップのハイブリダイゼーション）

  蛍光標識ＤＮＡまたはＲＮＡ（５μｌ、０．１～１ｐｍｏｌ／μｌ）を、ｐＨ

７．０で１Ｍ  ＮａＣｌ、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、１％Ｔｗｅｅｎ－２０、および１

０ｍＭリン酸ナトリウムを含有するハイブリダイゼーション緩衝液中で＋５℃で

、約２～２４時間の間、マイクロチップにハイブリダイズさせた。マイクロチッ

プを、３００μｍ上方にあるようにカバーガラスまたはテフロン（登録商標）シ

ートで覆った。次いで、ＤＮＡまたはＲＮＡフラグメントを含有するハイブリダ

イゼーション溶液を、１０μｌの冷却ハイブリダイゼーション緩衝液と置き換え

た。カバーガラスを有するマイクロチップを熱に安定な台上に配置した。ＣＣＤ

カメラおよび適切なソフトウェアを備えた、４×４ｍｍの観察視野を有する特別

設計の多色エピ蛍光顕微鏡（ｓｐｅｃｉａｌｌｙ  ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ  ｍ
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ｕｌｔｉｃｏｌｏｒ  ｅｐｉｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）

を用いて、ハイブリダイゼーションを量的にモニタリングした。

      【００６６】

  （実施例３：融解曲線の分析；ハイブリダイゼーション緩衝液を必要としない

）

  マイクロチップ上で使用されるポリアクリルアミドゲルは、二次元ガラス表面

よりも、１００倍以上高い、オリゴヌクレオチドの三次元固定化能を提供する。

高濃度の固定化オリゴヌクレオチドは、ミスマッチの二重鎖の識別を容易にし、

そしてマイクロチップにおける測定感度を増強する。このことは、レーザー走査

システム（Ｌｉｐｓｈｕｔｚら、１９９５）よりも感度が低いけれども、ＣＣＤ

カメラ装備蛍光顕微鏡（Ｙｅｒｓｈｏｖら、１９９６）の使用を可能にする。し

かし、これは、融解曲線の測定のためにリアルタイムで異なる温度でマイクロチ

ップ上でのハイブリダイゼーションをモニタリングするという利点を提供する。

融解曲線は、温度に対して二重鎖の量［蛍光強度］をプロットすることにより作

成されるものとして、本明細書中では定義する。手順、ソフトウェア、およびハ

イブリダイゼーションマイクロチャンバー（Ｙｅｒｓｈｏｖら、１９９６）は全

て、全てのマイクロチップオリゴヌクレオチドとのプローブのハイブリダイゼー

ションの際に形成される完全な二重鎖およびミスマッチの二重鎖について、同時

に広範囲の温度で融解曲線を記録するために開発されている。

      【００６７】

  著しい量の時間が、やや長いＲＮＡまたはＤＮＡプローブとハイブリダイズし

たマイクロチップが平衡に達するために必要とされる。従って、非平衡解離融解

曲線を測定した。しかし、加熱速度におけるいくらかの差異が結果に著しくは影

響しなかった場合、これら曲線は平衡からあまり離れていない。例えば、合成１

９マーのマイクロチップオリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションについ

ての融解曲線は、非平衡ＲＮＡおよびＤＮＡ融解曲線を測定するために使用した

のと同じ条件下で平衡に達した。融解曲線はまた、内部標準物を試験サンプルに

添加する場合、平衡から離れた数分後に測定され得る。この標準物は、通常の対

立遺伝子の異なって標識されたＲＮＡであり得る。これは、核酸塩基変更の同定
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を著しく促進する。

      【００６８】

  （実施例４：非平衡ハイブリダイゼーションのための至適融解温度の選択）

  本発明は、ゲル固定化ヌクレオチドのアレイ（マイクロチップ）と試験される

未知のヌクレオチドとの間のハイブリダイゼーションが至適な識別融解温度で測

定されるＳＨＯＭ技術の改善を具現化する。この改善は、オリゴヌクレオチドア

レイ全体におけるハイブリダイゼーションにより形成された二重鎖の融解曲線の

並行測定、ならびに異なる蛍光色素で標識したヌクレオチドの２つのサンプルの

同時ハイブリダイゼーションをモニタリングすること、および固定化プローブと

しての適切な対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドの慎重な選択によって達成さ

れる。標識のために選択された蛍光色素は、十分に異なる波長の光を発光する。

これら両方のタイプの標識は同じ反応混合物中で測定され得る。

      【００６９】

  完全な二重鎖およびミスマッチの二重鎖との間の最大の識別は、完全な二重鎖

からのハイブリダイゼーションシグナルの強度がその開始値の１０分の１になっ

た温度で達成され；そのような温度で、通常、ミスマッチの二重鎖からのハイブ

リダイゼーション強度は、バックグラウンドレベルに近づいた。ハイブリダイゼ

ーションの開始シグナルが１０分の１になる温度を、識別温度（Ｔｄ）と称する

。

      【００７０】

  本明細書の実施例６に記載のようなβサラセミアの変異の検出の場合：（１）

ＰＣＲ増幅ＤＮＡのＲＮＡ転写物を固定化オリゴヌクレオチドとハイブリダイズ

させた；（２）完全な４０％ＧＣリッチ二重鎖および７０％ＧＣリッチ二重鎖の

Ｔｄ値はそれぞれ５２°および６４°であった；（図１Ａおよび図１Ｂにおける

曲線１および３）；（３）固定化オリゴヌクレオチドを、１セットの重複配列の

間から選択した；および（４）反応混合物中に含まれる２つのサンプルは、１つ

の蛍光色素で標識された変異対立遺伝子ＲＮＡと、異なる蛍光色素で標識された

正常な対立遺伝子ＲＮＡのサンプルであった。

      【００７１】
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  Ｔｄは、対立遺伝子ＤＮＡが利用可能である場合、ＲＮＡサンプルとのハイブ

リダイゼーションによって決定される。このようなＤＮＡが利用可能でない場合

、Ｔｄは、目的の変異対立遺伝子に対応する合成オリゴヌクレオチドを用いて実

施された実験から生じるハイブリダイゼーションデータから測定され得る。

      【００７２】

  完全な二重鎖およびミスマッチの二重鎖についての解離曲線は、半対数スケー

ルでプロットされた場合、約１０°の範囲（曲線の中央部）で並行である。この

１０℃範囲では、完全な二重鎖とミスマッチの二重鎖とについてのシグナルの割

合は、やや一定である。このことは、識別の手順を、Ｔｄを決定することにおけ

るいくらかの不正確さに対して頑強にする。この識別温度は、実験毎に変動し得

る実験条件（加熱速度、イオン強度、プローブ濃度、断片化の程度など）に依存

する。しかし、これらの変動は、マイクロチップエレメント全部について同様の

程度でＴｄおよびハイブリダイゼーションシグナルの相対的強度に影響するわけ

ではなく、従って、識別を著しくゆがめるものではない。従って、参照Ｔｄを提

供するために、オリゴヌクレオチドＣＤ２６（Ｎ）およびＣＤ２６  Ｇ／Ａ（こ

れらはそれぞれ、全ての試験したＲＮＡと完全な二重鎖およびミスマッチの二重

鎖を形成する）をマイクロチップに導入した。

      【００７３】

  Ｔｄが測定におけるいくらかの不正確さに対して頑強であるので、１９マーの

オリゴデオキシヌクレオチドを、これらの実験において、より高価な１９マーオ

リゴリボヌクレオチドの代わりに使用した。ＤＮＡ－ＲＮＡヘテロ二重鎖に対し

てＤＮＡ－ＤＮＡホモ二重鎖の安定性には差異がある（ＬｅｓｎｉｋおよびＦｒ

ｅｉｅｒ、１９９５）。患者由来のＲＮＡとの、および１９マーとのマイクロチ

ップのハイブリダイゼーションのパターンは、１０マーからのにやや類似してい

た。対応する合成オリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションは、変異が、

診断マイクロチップとのそのハイブリダイゼーションによってＲＮＡサンプル中

に同定される場合、コントロールとして好ましい。

      【００７４】

  蛍光標識ＲＮＡサンプルの混合物を２人の患者から調製した；第１のサンプル
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は、βグロビン対立遺伝子の正常ＣＤ２６領域にホモ接合性である患者由来のＴ

ＭＰ標識ＲＮＡであった；第２のサンプルは、正常ＣＤ２６領域および変異ＣＤ

２６Ｇ／Ａ対立遺伝子にヘテロ接合性である患者由来のＴＭＰ標識ＲＮＡである

。この混合物を、以下の固定化されたオリゴヌクレオチドを含む２つのマイクロ

チップエレメントからなるマイクロチップとハイブリダイズさせた。

      【００７５】

【表７】

      【００７６】

  シグナルの位置決め（ｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎ）の間に異なるフィルターを

使用することにより、サンプル（これらは、マイクロチップの同じエレメントに

おいて異なる色素（ＴＭＰ（赤）およびフルオレセイン（緑））で標識した）の

独立した同時の位置決めを可能にした。図２は、サンプル１とＡマイクロチップ

エレメントとの相互作用を示す；グラフ２は、サンプル２とＡマイクロチップエ

レメントとの相互作用を示す；グラフ３は、サンプル２とＢマイクロチップエレ

メントとの相互作用を示す；そしてグラフ４は、サンプル１とＢマイクロチップ

エレメントとの相互作用を示す。

      【００７７】

  （実施例５：硝化微生物を同定するためにカスタマイズされたマイクロチップ

マトリクスバイオセンサーの使用）

  本実施例における結果は、以前に利用可能な方法（非平衡融解曲線ではない）

を用いて得た。ニトロ芳香族化合物を分解する微生物としては、Ｐｓｅｕｄｏｍ

ｏｎａｓ（Ｐｓｅｕｄｏｎｏｍａｓ）、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｎｏｃａｒ

ｄｉａ、Ｍｙｃｏ－ｂａｃｔｅｒｉｕｍ、および真菌類が挙げられる。

      【００７８】
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  以前には、これらの細菌を検出するための方法は、冗漫であり、かつ不正確で

あった。例えば、ニトロ芳香族化合物を分解し得るＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓを検

出するために、２－ニトロトルエン（ｎｉｔｒｏｌｕｅｎｅ）を、単独の炭素、

エネルギーおよび窒素供給源として試験した。試験を実施するために土壌サンプ

ルから細菌を単離することは難しかった。

      【００７９】

  硝化細菌は、それらの長い生成時間および乏しい計数効率のために、最確数（

ＭＰＮ）および選択的プレーティングのような培養技術を用いて研究するには、

特に困難であることが分かった。従って、硝化菌（ｎｉｔｒｉｆｉｅｒ）の迅速

な、そして培養に依存しない計数技術は、それらの生態系における調査を大いに

促進し得た。

      【００８０】

  ガラス表面上に固定化され、そして１５～２０塩基長の１０のオリゴヌクレオ

チドのセットを含む、１００×１００×２０μｍゲルパッド（あるいは１００×

１００×２０μｍ）を有するマイクロチップを、細菌分類実験のために製造した

。このセットは、１６ＳリボソームＲＮＡの異なる領域に相補的なオリゴヌクレ

オチドを含んだ。ｒＲＮＡは、天然に増幅され、そしてしばしば１細胞当たり数

千ものコピーで存在するので、それらは、高い感度を提供し、そして多くの適用

における増幅についての必要性を除去する。１つのオリゴヌクレオチドは、ほと

んどの生存生物において代表され、別のは細菌のほとんどに代表的であり、そし

て残りは、ニトロソ（硝化）細菌のみに属する。ニトロソ細菌オリゴヌクレオチ

ドの群は、硝酸菌に代表的な２つのオリゴヌクレオチド、ニトロソモナス（ｎｉ

ｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ）に代表的な２つ、およびニトロソビブリオ菌（ｎｉｔｏ

ｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ）に代表的な１つからなる。１つのオリゴヌクレオチドは

、ゲノムまたはｃＤＮＡからＰＣＲ増幅されたリボソームｄｓＤＮＡとのハイブ

リダイゼーションのためのｒＤＮＡのアンチセンス鎖に相補的であった。

      【００８１】

  順序付けられたオリゴヌクレオチドローディング（チップ上に配置すること）

のための以下のスキームは、細菌（または生物、種）分類のために有用である。
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表１に示す微小マトリックス設計において、第１のオリゴヌクレオチドは、最も

高い順序（ｏｒｄｅｒ）を特徴付ける（すなわち、生存生物を識別するため）。

［Ｕｎｉ  １３９０－ＣＩＩＩ］。この順序を段階ごとに最も低いレベルにまで

落とすこと（すなわち、科から、属へ、さらに種へ）は、調査されるサンプル中

に存在するオリゴヌクレオチドのさらなる識別を提供する。例えば、硝化細菌を

類別するために用いるオリゴヌクレオチドについては、細菌オリゴヌクレオチド

が、次の位置にある。［Ｂａｃ３３８－ＣＩおよびＮｏｎＢａｃ３３８－ＣＩＩ

］。硝酸菌に特異的なオリゴヌクレオチド［Ｎｂ１０００－ＡＩおよびＮＩＴ３

－ＡＩＩ］およびアンモニア酸化体（ｏｘｉｄｉｚｅｒ）に特異的なオリゴヌク

レオチド［ＮＥＵ３２または２３？－ＡＩＩＩ、Ｎｓｏ１９０－ＡＩＶおよびＮ

ｓｏ１２２５－ＢＩ］が、任意の順序で続く。最後に、ニトロソモナスに特異的

なオリゴヌクレオチド［ＮｓａＩ５６－ＢＩＩ］およびニトロソビブリオ菌に特

異的なオリゴヌクレオチド［Ｎｓｖ４４３－ＢＩＩＩ］は、微小マトリックス設

計を補完する。

      【００８２】

  ３つの異なるｒＲＮＡ調製物（細胞ＲＮＡのフェノール抽出物、精製リボソー

ムから単離されたＲＮＡ、およびクローニングされたリボソームＤＮＡのインビ

トロ転写物）、および共に断片化された二本鎖ＤＮＡおよび一本鎖ＤＮＡを用い

てマイクロチップを評価した。マイクロチップ耐久能を増強し、そしてＲＮＡ分

解を減少させるために、ハイブリダイゼーションを低温のホルムアミド緩衝液中

で行った。全てのＤＮＡおよびＲＮＡ調製物が使用され得るが、最良の識別は、

本研究で評価したハイブリダイゼーション条件を用いて、インビトロ転写ｒＲＮ

Ａについて観察された。

      【００８３】

  微生物マイクロチップのハイブリダイゼーションを、標的核酸の５つの異なる

調製物を用いて実施した。リボソームＲＮＡおよび総ＲＮＡを細胞から回収した

。インビトロで転写したＲＮＡ、ならびに一本鎖および二本鎖のＰＣＲ増幅１６

Ｓ  ｒＤＮＡを、クローニングされた１６Ｓ  ｒＲＮＡ遺伝子を含むプラスミド

から得た。これらのサンプルタイプの全てが、マイクロチップ固定化オリゴヌク
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レオチドとのそれらのハイブリダイゼーションによる微生物の比較的信頼性のあ

る同定を提供し、そしてそれらは、異なる目的のために使用され得た。例えば、

ｒＲＮＡは、天然に増幅された標的を提供する。また、細胞リボソーム含有量は

、増殖速度と共に変動することが周知であるので、一般に、ｒＲＮＡの直接的な

定量がより活性な環境集団を同定するように働くと考えられる。対して、ＰＣＲ

増幅ｒＤＮＡの分析は、サンプル中に存在する全ての微生物のより一般的な測定

を提供する。あるいは、これらの測定は、組み合わされ得た。例えば、環境サン

プルのＲＮＡおよびＤＮＡ成分が単離され、そして異なる蛍光色素で標識され得

た。それらの組み合わせハイブリダイゼーション後、個々のゲルエレメントにハ

イブリダイズするＲＮＡおよびＤＮＡの得られた比は、対応する微生物集団の生

理学的状態を推測するために使用され得た。

      【００８４】

  表２は、オリゴヌクレオチドの配列およびそれらの他の特徴を示す。

      【００８５】

【表８】

      【００８６】

【表９】
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      【００８７】

  多数のハイブリダイゼーション条件を、ハイブリダイゼーションの効率および

特異性について、試験した。低温でのホルムアミド含有緩衝液中のハイブリダイ

ゼーションは、良好な結果を与えた。３３％ホルムアミド中、５℃で、ハイブリ

ダイゼーションを行った。ＲＮＡサンプルおよび、オリゴヌクレオチドと支持体

との共有結合（従って、マイクロチップの耐久能）は、低温でより安定である。

さらに、これらの条件は、ＲＮＡ安定性および約０～５℃の低温での他のＲＮＡ

分子に類似のマイクロチップ耐久能の観点から望ましかった。

      【００８８】

  微生物マイクロチップにおけるハイブリダイゼーションを、異なるニトロソ細
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菌の１６Ｓ  ｒＤＮＡのインビトロのＲＮＡ転写物、総ＲＮＡ抽出物、およびＥ

．ｃｏｌｉおよびＤｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉａ  ｖｕｌｇｕｒｕｓから抽出され

たリボソームＲＮＡ、ならびに１６Ｓ  ｒＤＮＡのＰＣＲ増幅二本鎖または一本

鎖ＤＮＡを用いて実施した。

      【００８９】

  アンモニア酸化細菌についてのプローブは、異なる条件下で異なる識別特異性

を示す。図３は、Ｎｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓ（Ａ）、Ｎｉｔｒ

ｏｓｏｍｏｎａｓ  ｅｕｒｏｐａｅａ（Ｂ）、およびインビトロで転写されたＥ

．ｃｏｌｉ（Ｃ）または単離されたリボソームから回収されたＥ．ｃｏｌｉ（Ｄ

）の１６Ｓ  ｒＲＮＡに対するハイブリダイゼーション後のマイクロチップ上の

個々のゲルエレメントの蛍光を示す。同じマイクロチップを、蒸留水を用いる洗

浄後の各ハイブリダイゼーションのために使用した。各マイクロチップを、２０

～３０までのハイブリダイゼーション実験のために慣用的に使用した。示された

全てのゲルエレメントについて、メンブレン支持ハイブリダイゼーションを用い

て以前に決定された解離温度（Ｔds）における有意差に関わらず、ハイブリダイ

ゼーションの適当なパターンを観察した（表１）。匹敵する安定性のハイブリッ

ドについては、蛍光分析器がリアルタイムでハイブリダイゼーションシグナルを

モニタリングし得るので、識別は、一般に、温度上昇（以下に記載）での洗浄に

より、またはそれらの融解特徴を同時に評価することによって達成される。

      【００９０】

  図４Ａおよび４Ｂは、標的ＲＭＡ保持に対する洗浄温度上昇の効果を評価する

実験の結果を示す。異なる蛍光色素（それぞれフルオレセインおよびテトラメチ

ルローダミン）で標識したＮｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓおよびＥ

．ｃｏｌｉ  １６Ｓ  ｒＲＮＡの混合物を５℃でチップにハイブリダイズさせた

。次いで、ハイブリダイゼーション溶液を洗浄緩衝液と置き換え、そして各ＲＮ

Ａ種の保持を、多色検出を用いて、各々１０℃ずつ温度を上昇させた（６０℃ま

で）後測定した。Ｎｓｏ１２２５（アンモニウム酸化体）、Ｎｓｍ１５６（ニト

ロソモナス）、およびＮｏｎＢａｃ３３８（アンチセンス）に対するＥ．ｃｏｌ

ｉ  ｒＲＮＡの非特異的ハイブリダイゼーションを、１０℃洗浄の後に観察した
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。しかし、この非特異的ハイブリダイゼーションは、４０℃洗浄後に著しく減少

した。同様にして、Ｎｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓの１６Ｓ  ｒＲ

ＮＡは１０℃でＮｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ（Ｎｓｍ１５６）にハイブリダイズし

たが、４０℃洗浄後に（ＮｏｎＢａｃ３３８に比較して）バックグラウンド近く

に減少した。本発明の方法を使用すると、ハイブリダイゼーション緩衝液は必要

とされない。二重鎖の安定性における差異についてのより完全な矯正は、全ての

マイクロチップエレメントについて平衡または非平衡融解曲線を測定することに

より実施され得る。これは、個々の二重鎖安定性に影響する種々の因子（例えば

、それらの長さ、ＧＣ含量、ならびにＲＮＡおよびＤＮＡにおける二次構造およ

び三次構造との競合を補う基盤を提供する。

      【００９１】

  図４Ｂは、１０℃および４０℃の異なるマイクロチップオリゴヌクレオチドと

のテトラメチルローダミン標識Ｅ．ｃｏｌｉに対するフルオレセイン標識Ｎｉｔ

ｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓのハイブリダイゼーション強度の比を示す

（この比は、図４Ａに示したデータから誘導される）。これらの比は、１０℃と

よりストリンジェントな条件についての４０℃との間で、細菌に特異的なオリゴ

ヌクレオチドおよび全ての生存生物に特異的なオリゴヌクレオチドについて著し

く変化しなかった。しかし、この比は、アンモニア酸化体に特異的なオリゴヌク

レオチドおよびニトロソビブリオに特異的なオリゴヌクレオチドについて、（１

０℃に比較して）４０℃で劇的に増加する。これは、Ｅ．ｃｏｌｉ  ＲＮＡに比

較して、相補的オリゴヌクレオチドとのＮｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕ

ｉｓ  ＲＮＡのより大きな二重鎖安定性を反映する。ニトロソモナス比は増大す

るが、各標識ＲＮＡから発生するシグナルは、バックグラウンド近くである。こ

の実験は、（細胞から単離されたか、または合成されたかのいずれかである）第

２の色素標識ＲＮＡの取り込みが、ハイブリダイゼーションパターンの定量的評

価のための内部標準として使用され得たことを示す。

      【００９２】

  異なるゲルエレメントに対する変動するハイブリダイゼーションは、各々が、

異なる会合および解離速度論を有する、プローブのアレイを評価するために、１
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つのハイブリダイゼーション条件を用いる予期された結果である。いくらかの程

度まで、これらの差異は、個々のゲルエレメント中のオリゴヌクレオチドの濃度

を変動させることにより標準化され得る。例えば、Ｎｓｖ４４３（ｂ－ＩＩＩ）

に比較した、Ｎｓｏ１２２５（ｂ－Ｉ）およびＵｎｉ１３９０（ｃ－ＩＩＩ）の

比較的低いハイブリダイゼーションシグナルはそれぞれ、ゲルにおいて固定化さ

れる対応するオリゴヌクレオチドプローブの量を増加させることにより高められ

得た。このアプローチを、いくつかの異なる濃度で（以前に記載の実験において

使用した濃度の６倍高い濃度まで）固定化された選択されたプローブを用いてマ

イクロチップを合成することにより評価した。これは、各ゲルエレメントへの標

準ローディング溶液（１００ｐｍｏｌ／μｌプローブ）の多重適用によって達成

した。Ｎｓｏ１２２５（アンモニア酸化体）およびＮｓｖ４４３（ニトロソビブ

リオ菌様）の匹敵するハイブリダイゼーションが、Ｎｓｏ１２２５プローブの３

つの適用後に達成された（図５）。同様に、Ｂａｃ３３８（細菌）の２つの適用

、およびＵｎｉ１３９０（全ての生存物）の５つが、Ｎｓｖ４４３に匹敵するハ

イブリダイゼーションを生じた。

      【００９３】

  用いた株。Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ

  ｖｕｌｇａｒｉｓ  ＰＴ２株、Ｎｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓ  

ＮＶ１２株、Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ  ｅｕｒｏｐａｅａ  ＡＴＣＣ１９７１

９株、およびＮｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ  Ｃ５６株を、これらの実験のための核

酸の供給源として使用した。

      【００９４】

  ＲＮＡ調製。総細胞ＲＮＡを、フェノール／クロロホルム抽出によって単離し

た。サンプルのいくつかについて、リボソーム富化を、ＲＮＡ抽出の前に実施し

た。５０ｍｌの対数期増殖Ｅ．ｃｏｌｉまたはＤ．ｖｕｌｇａｒｉｓ  ＰＴ２株

を３，５００ｇで１０分間遠心分離し、そして４℃リボソーム緩衝液４ｍｌ中に

再懸濁した。リボソーム富化緩衝液は、ジエチルピロカルボン酸処理二重蒸留水

中２０ｍＭ  ＭｇＣｌ２、５０ｍＭ  ＫＣｌ、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５

）、および５ｍＭ  β－メルカプトエタノールからなった。細胞懸濁液を、４つ
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のネジ蓋微量遠心分離チューブの間で分け、そして０．５ｇの０．１ｍｍ  Ｚｒ

Ｏ２ビーズを加えた。細胞懸濁物を２分間破壊し、氷上に５分間置き、そして２

分間再度破壊した。細胞懸濁物を１４０００ｇで１０分間遠心分離した。上清（

リボソームを含む）を回収し、そして超遠心分離チューブに移した。リボソーム

を、７０ＳのＳｖｅｄｂｅｒｇ沈降因子のために、Ｂｅｃｋｍａｎ  Ｏｐｔｉｍ

ａ  Ｓｅｒｉｅｓ  ＴＬスウィンギングバケットローター（Ｂｅｃｋｍａｎ、  

Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ、ＣＡ）において５５，０００ｒｐｍ（２０１，０００ｇ平

均）で５０分間リボソーム緩衝液中で超遠心分離によってペレット化した。遠心

分離後、上清を捨て、そしてＲＮＡを、ｐＨ５．１フェノール／クロロホルムを

用いる抽出によってペレット化リボソームから回収した。抽出されたＲＮＡの質

および量を、ポリアクリルアミドゲル電気泳動および臭化エチジウム染色によっ

て評価した。

      【００９５】

  １６Ｓ  ｒＤＮＡのクローニングおよびＲＮＡ転写物のインビトロ生産。ＤＮ

Ａを、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ  ｖｕｌｇａｒｉｓ  ＰＴ２

、Ｎｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓ  ＮＶ１２、Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏ

ｎａｓ  ｅｕｒｏｐａｅａ  １９７１８、およびＮｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ  ｓ

ｔｒａｉｎ  Ｃ－５６細胞ペーストから、グアニジン／珪藻法を用いて抽出した

。完全に近い１６Ｓ  ｒＤＮＡ遺伝子（約１５００塩基対）を、プライマーとし

てＳ－Ｄ－Ｂａｃｔ－００１１－ａ－Ｓ－１７（ＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ

ＣＡＧ）（配列番号３）およびＳ－Ｄ－Ｂａｃｔ－１４９２－ａ－Ａ－２１（Ａ

ＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ）（配列番号４）、およびプレ混合

ＰＣＲ増幅緩衝液（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ．Ｐｉｓｃａ

ｔａｗａｙ、ＮＪ）（０．２ｍＭ  Ｍｇ＋＋、２．５ｍＭ各ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ

、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ、０．２ｍＭの各増幅プライマー、および２．５単位のＴ

ａｑ  ＤＮＡポリメラーゼ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）からなる）を用いるＰＣＲ増

幅によって各々から回収した。温度サイクリングを、Ｉｄａｈｏ  Ｔｅｃｈｎｏ

ｌｏｇｙサーモサイクラー（Ｉｄａｈｏ  Ｆａｌｌｓ、ＩＤ）において、９４℃

で１５秒、５０℃で２０秒、および７２℃で３０秒の３０サイクルを用いて行っ
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た。ＰＣＲ産物をｐＣＲプラスミド（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇ

ｏ、ＣＡ）中に製造者の説明書に従ってクローニングした。プラスミドを、Ｗｉ

ｚａｒｄキット（Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）を用いて単離し、そ

してクローニングしたＳＳＵ  ｒＲＮＡ遺伝子のインビトロ転写のために使用し

た。

      【００９６】

  ＤＮＡオリゴヌクレオチドプローブ。全てのプローブを、ＳＳＵ  ｒＲＮＡに

相補的であり、そしてメンブレンハイブリダイゼーションフォーマットを用いて

以前に特徴付けた。５つのプローブは、Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａのβ再分

割内のアンモニア酸化細菌の異なる群にハイブリダイズする。Ｓ－Ｇ－Ｎｓｏ－

１９０－ｂ－Ａ－１９（Ｎｓｏ１９０）およびＳ－Ｇ－Ｎｓｏ－１２２５－ａ－

Ａ－２０（Ｎｓｏ１２２５）は、Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａのβサブクラス

の全ての配列決定されたアンモニア酸化体を包含し、プローブＳ－Ｇ－Ｎｓｍ－

１５６－ａ－Ａ－１９（Ｎｓｍ１５６）は、Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ属のメン

バー（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ  ｍｏｂｉｌｉｓもまた含む）を同定し、プ

ローブＳ－Ｇ－Ｎｓｖ－４４３－ａ－Ａ－２０（Ｎｓｖ４４３）はＮｉｔｒｏｓ

ｏｖｉｂｒｉｏ／Ｎｉｔｒｏｓｏｌｏｂｕｓ／Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ群に特

異的であり、そしてプローブＳ－Ｇ－Ｎｓｍ－６５３－ａ－Ａ－１８（ＮＥＵ２

３）はＮｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓのハロ耐性メンバーに特異的である。Ｎｉｔｒ

ｏｂａｃｔｅｒ属（亜硝酸酸化）のメンバーについてのプローブは、Ｓ－Ｇ－Ｎ

ｉｔ－１０００－ｂ－Ａ－１５（Ｎｂ１０００）およびＳ－Ｇ－Ｎｉｔ－１０３

５－ａ－Ａ－１８（ＮＩＴ３）であった。使用した他のプローブは、Ｓ－Ｄ－Ｂ

ａｃｔ－０３３８－ａ－Ａ－１８（細菌ドメインのメンバーにハイブリダイズす

る）；Ｓ－Ｄ－ＮＢａｃ－０３３８－ａ－Ｓ－１８（ＮｏｎＢａｃ３３８）（Ｂ

ａｃ３３８のアンチセンス鎖に相補的である）；およびＳ－*－Ｕｎｉｖ－１３

９０－ａ－Ａ－１８（Ｕｎｉ１３９０）（いくつかの原生動物を除いて、ほぼ全

ての特徴付けられた生存生物のＳＳＵ  ＲＮＡに相補的である）であった。

      【００９７】

  ＲＮＡおよびＤＮＡ標識および断片化。一本鎖ＤＮＡを、１００倍過剰の順方
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向プライマーを用いてＡｕｓｕｂｅｌら（１９９４）に従って非対称ＰＣＲによ

って調製した。簡潔にいえば、ＤＮＡを、８０％蟻酸中で２０℃で３０分間、部

分的に脱プリン化し、次いで０．５Ｍ塩酸エチレンジアミン（ｐＨ７．４）中に

３７℃で３時間、続いて０．１Ｍ  ＮａＢＨ４の存在下で３７℃で３０分間、イ

ンキュベートした。フルオレセインイソチオシアネートを、無水ＤＭＳＯ中室温

で１時間のインキュベーションによりフラグメント化したＤＮＡ中に取り込んだ

。

      【００９８】

  ＲＮＡを、塩基加水分解によりフラグメント化し、そしてウシホスファターゼ

で脱リン酸化した。フラグメント化ＲＮＡをＮａＩＯ4により酸化し、そして６

－カルボキシフルオロセイン（ＦＡＭ）スクシンアミドのエチレンジアミン媒介

カップリングによるか、またはテトラメチルローダミン（ＴＭＲ）の直接取り込

みによるかのいずれかにより標識した。

      【００９９】

  （マイクロチップの製作）各々６０×６０×２０μｍまたは１００×１００×

２０μｍの寸法、そして２０μｍまたは２００μｍだけ離れて配置されたガラス

に固定化されたゲルエレメントのマトリックスをそれぞれ調製した。このポリア

クリルアミドゲルを、いくつかのアミド基を、ヒドラジン水和物の処理によりヒ

ドラジド基での置換により活性化した。オリゴヌクレオチドは、ＮａＩＯ4を用

いる３’末端３－メチルウリジンを酸化することにより活性化し、ゲルのヒドラ

ジド基とのカップリングのためにジアルデヒド基を生成し、そして特別に考案し

たロボットを用いて０．５～１ｎｌの活性化オリゴヌクレオチド溶液（１００ｐ

ｍｏｌ／μｌ）を付与することにより各微小マトリックスエレメントにカップリ

ングした。

      【０１００】

  （ハイブリダイゼーションおよびイメージ分析）プローブ結合は、個々のゲル

エレメントに対する蛍光標識されたＤＮＡまたはＲＮＡ（テトラメチルローダミ

ンまたはフルオレセイン）の結合により付与される蛍光を測定することにより定

量した。ハイブリダイゼーションおよび洗浄は、あつらえの落射蛍光顕微鏡のス
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テージにマウントされたＰｅｌｔｉｅｒサーモテーブル（－５．０℃～＋６０．

０℃の作動範囲を備える）を用いて制御およびモニターした。マイクロチップを

、５℃で、一晩または６時間の間、２～５μｌのハイブリダイゼーション緩衝液

［３３％ホルムアミド、０．９Ｍ  ＮａＣｌ、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、１％Ｔｗｅｅ

ｎ２０、および５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．０）］中、０．２～２ｐｍ

ｏｌ／μｌの間のＤＮＡおよびＲＮＡの濃度でハイブリダイズさせた。このハイ

ブリダイゼーション混合物を、顕微鏡観察の直前にホルムアミドを含まない５～

１０μｌのハイブリダイゼーション緩衝液で置換した。シグナル強度に依存して

曝露は０．１～１０秒の範囲であったが、代表的には約１秒であった。蛍光は、

室温または５～６０℃の間の温度の範囲のいずれかを用いてモニターした。

      【０１０１】

  微小分子のアクリルアミドゲルへのカップリングの条件を考案し、固定化の間

の液体蒸発の可能性を解除し、そしてオリゴヌクレオチドのゲルマトリックスと

の共有結合が進行して終わることを確実にした。オリゴヌクレオチド溶液の微小

容量がマトリックスのすべての細胞に付与された後、この微小マトリックスゲル

エレメントを、周囲空気からの水を凝縮することにより膨潤させた。次いで、微

小マトリックス表面を、不活性非発光オイルの薄層で覆い、そして活性化オリゴ

ヌクレオチドの活性化ポリアクリルアミドへの化学的カップリングを実施して終

了した。

      【０１０２】

  （実施例６：診断アッセイとしてのマイクロチップバイオセンサの使用）

  このマイクロチップ技術を、ヒトゲノム疾患の信頼性のある診断のために、ゲ

ノムＤＮＡおよびＲＮＡ中の１塩基変化の同定のために首尾良く試験した。特製

のマイクロチップは、βサラセミア正常および異常βグロビン遺伝子に特異的な

オゴヌクレオチドを含んでいた。被験体のゲノムＤＮＡ由来の、ＰＣＲ増幅した

ＤＮＡまたはＲＮＡサンプルとのハイブリダイゼーションは、試験されるべきサ

ンプル中変異の明白な同定を可能にした。この同定の信頼性は、異なる蛍光色素

で染色した正常および変異ＲＮＡの２つのサンプルとの同時のハイブリダイゼー

ションを用いること、および異なる波長でのハイブリダイゼーションのモニタリ
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ングにより；マイクロチップ上に形成された二重鎖に対する融解曲線を同時に測

定することにより、およびＤＮＡの変異した部位に相補的ないくつかのオリゴヌ

クレオチドの適正なセットを用いることにより増大された。

      【０１０３】

  βグロビンでの最も一般的に存在するβサラセミアの多くは、オリゴヌクレオ

チドマイクロチップバイオセンサを用いる診断アッセイでで用いられた。これら

の変異は、βグロビン遺伝子の第１イントロン（ＩＶＳＩ）中の第１、第２、第

５、および第６ヌクレオチドについてのスプライス部位変異：ＩＶＳＩ／１  Ｇ

／Ａ（Ｇ／Ａ＝ＡをＧで置換）、ＩＶＳＩ／２  Ｔ／Ｃ、ＩＶＳＩ／５  Ｇ／Ｔ

、ＩＶＳＩ／５  Ｇ／Ｃ、ＩＶＳＩ／６  Ｔ／Ｃ、および第１エキソンの第２６

コドン（ＧＡＧ）中のＧ／Ａ置換（図６）、（異常ヘモグロビンＥとしてもまた

知られる）（用語については、Ｄｉａｚ－Ｃｈｉｃｏら、１９８８を参照のこと

）。

      【０１０４】

  １００Ｈ１１００Ｈ２０μｍゲルエレメント（Ｙｅｒｓｈｏｖら、１９９６）

を用いたマイクロチップは、固定化デカオリゴヌクレオチド、すなわち、正常お

よび変異体βサラセミア対立遺伝子に対応する１０マーを含んでいた。これらの

１０マーは、ミスマッチを８マーより信頼性良くミスマッチを識別しなかったが

、８マーより効率的にハイブリダイズした。従って、１０マーは、このアッセイ

に好適であった。表３は、マイクロチップ上に固定化された対立遺伝子特異的オ

リゴヌクレオチドの配列を示す。二重鎖内のミスマッチは、末端位置におけるミ

スマッチよりかなり高い脱安定化影響を有し得る（Ｋｈｒａｐｋｏら、１９９１

）；従って、変異した塩基を固定化オリゴヌクレオチドの内側に配置した。

      【０１０５】

  異なる長さであって、かつランダムフラグメント化の後に回収された、一本鎖

および二本鎖ＰＣＲ増幅βグロビンＤＮＡを、これらの変異のいくつかの同定の

ためのアッセイで試験した。しかし、ＲＮＡのハイブリダイゼーションが、ＤＮ

Ａハイブリダイゼーションより好適であった。ＲＮＡフラグメントは、Ｔ７ＲＮ

Ａポリメラーゼを用いた転写によるＰＣＲ増幅されたゲノムＤＮＡ由来であった
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（Ｌｉｐｓｈｕｔｚら、１９９５）。ＤＮＡ分子あたり約１００コピーの非標識

または蛍光標識ＲＮＡ転写物を合成し、ハイブリダイゼーションプローブの十分

量を調製するための簡便な方法を提供した。ＲＮＡをフラグメント化し、そして

フラグメントあたり１つの蛍光色素分子を導入する。

      【０１０６】

  表３は、マイクロチップ対立遺伝子特異的１０マーの配列を示す。マイクロチ

ップＩのオリゴヌクレオチドは、βグロビン遺伝子の第１イントロン（ＩＶＳＩ

／１、２、５、６）の第１、第２、第５、または第６ヌクレオチド中、および第

１エキソンのコドン番号２６（ＣＤ２６）中のβサラセミア単一塩基変異（Ｇ／

Ａ－ＧをＡで置換）をもつ患者のＤＮＡのβグロビンのコード鎖に相補的である

。マイクロチップＩＩのオリゴヌクレオチド１～１６は、ＩＶＳ  Ｉ／２  Ｇ／

Ｔ対立遺伝子に対応する。変異した塩基および対応する正常塩基を、１０マーの

３’末端から２位～９位までに配置する。変異した塩基は、小太字で示し、そし

て正常対立遺伝子中の対応するオリゴヌクレオチド塩基を強調している。オリゴ

ヌクレオチド合成およびマイクロチップ製作は、Ｙｅｒｓｈｏｖら（１９９６）

に記載されていた。

      【０１０７】

  マイクロチップＩは、ＲＮＡの７５および１３３ｎｔ長と、フラグメント化な

くして、またはフラグメント化の後（１３３ｆｒ、表５、プローブ３ａおよび４

ａ）、ならびにβサラセミア変異に対応する、６つの合成１９マーオリゴデオキ

シヌクレオチドと首尾良くハイブリダイズした。ＲＮＡおよび１９マーは、フル

オレセイン（Ｆ１）で標識したＲＮＡプローブ２ａ、２ｂ、および６ｂを除いて

、ＴＭＲで標識した。融解曲線（図１Ａ－Ｂ、図２）を、各ハイブリダイゼーシ

ョンにおいてすべてのマイクロチップオリゴヌクレオチドについて同時に測定し

た。これらの曲線は、識別温度Ｔｄにおけるハイブリダイゼーション強度の値を

提供した。Ｒは、Ｔｄにおいて推定された完全二重鎖のシグナル（Ｉｐ）に対す

るミスマッチ二重鎖のハイブリダイゼーションシグナル（Ｉｍ）の比を、すべて

のマイクロチップオリゴヌクレオチドについて同時に示す。Ｒ＝Ｉｍ／Ｉｐ。ｄ

19合成１９デオキシマーは、マイクロチップ上に固定化された対立遺伝子特異的
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１０マーに相補的であった。

      【０１０８】

  表４は、変異検出に関する１０マー内の対立遺伝子塩基の位置の影響を示す。

マイクロチップＩＩは、正常およびＩＶＳ  Ｉ／２  Ｔ／Ｇ対立遺伝子に対応す

る１０マーの２つのセットを含む。このマイクロチップを、ＴＭＲ標識正常対立

遺伝子１９マーと、およびＲＮＡ７５ｎｔ長にハイブリダイズさせた。Ｔ0.1は

、マイクロチップ二重鎖についてのハイブリダイゼーションシグナルが、０℃に

おけるその初期値の１／１０に低下する温度である。ΔＴ0.1＝Ｔ0.1（完全二重

鎖）マイナスＴ0.1（対応するミスマッチ二重鎖）である。

      【０１０９】

  蛍光標識したＲＮＡプローブを、第１エキソンからのβグロビン遺伝子のフラ

グメントから調製した（Ｌａｗｎら、１９８０）。ヌクレオチド－４７～＋１７

１４にマップされるヒトβグロビン遺伝子の１．７６ｋｂフラグメント（Ｌａｗ

ｎら、１９８０）のＰＣＲ増幅を、１μｇのゲノムＤＮＡ（Ｐｏｎｅｚら、１９

８２）および各５０ｐｍｏｌの前方プライマー：５’－ＧＧＡＧＣＣＡＧＧＧＣ

ＴＧＧＧＣＡＴＡＡＡＡＧＴ－３’（－４７－＞－２３）（配列番号１８）およ

び逆プライマー５’－ＡＴＴＴＴＣＣＣＡＡＧＧＴＴＴＧＡＡＣＴＡＧＣＴＣ－

３’（＋１６８９－＞＋１７１４）（配列番号１９）（図７）を用いて実施した

。この増幅は、１００μｌの、各２００ｍＭのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、

ｄＴＴＰ、２．５ｍＭ  ＭｇＣｌ2、２単位のＴａｑ  ＤＮＡポリメラーゼ（Ｂ

ｉｏＭａｓｔｅｒ、Ｒｕｓｓｉａ）、５０ｍＭ  ＫＣｌ、１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－

ＨＣｌ、ｐＨ９．０、および０．１％  Ｔｒｉｔｏｎ  Ｘ－１００を含む緩衝液

中、ＤＮＡサーマルサイクラー（ＧｅｎｅＡｍｍｐ  ＲＣＲ  Ｓｙｓｔｅｍ  ２

４００、Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）中で実施した。

反応条件は、９５℃で４５秒、６６℃で９０秒、および７２℃で１２０秒の３０

サイクルであった。ＰＣＲ産物は、２％低ゲル／溶解温度アガロースゲル（Ｎｕ

Ｓｉｅｖｅアガロース、ＦＭＣ）から精製した。１５９ｂｐおよび１０２ｂｐの

ＤＮＡフラグメントを、３つのネスト（ｎｅｓｔｅｄ）プライマーをもつ１０ｎ

ｇの１．７５ｋｂＤＮＡ、Ｔ７プロモーターを含む２つの配列、および共通逆プ
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ライマーを用いて増幅した。ネストプライマーは、Ｔ７－Ｖ２Ｌ－４５（５’－

ＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＣＡＣＣＡＴＧ

ＧＴＧＣＡＣＣＴＧＡＣＴＣＣ－３’－４４－＞＋６６）（配列番号５）；Ｔ７

－Ｖ２Ｌ－１０３（５’－ＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴ

ＡＧＧＧＡＧＧＴＧＡＡＣＧＴＧＧＡＴＧＡＡＧＴＴＧＧ－３’；＋１０２－＞

－１２３）（配列番号１６）；および５’－ＴＣＴＣＣＴＴＡＡＡＣＣＴＧＴＣ

ＴＴＧＴＡＡＣＣ－３’（共通逆；１５３－＞＋１７６）（配列番号１７）であ

った。増幅は２５サイクルで実施した（９５℃で１５秒、６２℃で３０秒、およ

び７２℃で３０秒）。ＰＣＲ産物は、ＱＩＡＧＥＮ  ＱＩＡ迅速ＰＣＲ精製キッ

トにより精製した。Ｔ７プロモーターを含むＰＣＲ増幅された１５９または１０

２ｂｐＤＮＡ（４－５μｇ）を、Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼ（Ｐｒｏｍｅｇａ）の

４００単位を用いて転写し、１３３および１７５ｎｔ長のＲＮＡを、３００ｍＭ

  ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．６、３０ｍＭ  ＭｇＣｌ2、１６μｇＢＳＡ、４０ｍＭ

  ＤＴＴ、３０単位のＲｎａｓｉｎ（Ｐｒｏｍｅｇａ）および各４ｍＭのＡＴＰ

、ＣＴＰ、ＧＴＰ、およびＵＴＰを含む８０μｌの緩衝液中に３時間３８℃で生

成した。反応混合物の除タンパク質は、２０ｍＭ  ＥＧＴＡ、ｐＨ８．０、２％

ＳＤＡ、およびプロテイナーゼＫ（１０ｍｇ／ｍｌ）中、１５分、３７℃で実施

した。この混合物を、最初等容量のフェノール、次いで等容量のクロロホルムで

抽出し、１容量のイソプロピルアルコールによって２回沈殿させ、０．５Ｍ  Ｌ

ｉＣｌＯ4から、そしてＢｉｏ－ＳｐｉｎＰ６カラム（ＢｉｏＲａｄ）上で溶解

した。

      【０１１０】

  １０－１００μｇＲＮＡの、２０マー～４０マーの平均長さへのフラグメント

化は、５０μｌの０．１Ｍ  ＫＯＨ中、３０分、４０℃で実施した。次いで、５

μｌの１Ｍ  ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．６、および１５μｌの１％ＨＣＯ4を４℃で

添加した。過塩素酸カリウムのペレットを遠心分離により除去し、そしてＲＮＡ

をアセトン中の２％ＬｉＣｌＯ4の１０容量により沈殿させた。このＲＮＡをア

セトンで２回洗浄し、そして２０～３０分間室温で乾燥させた。フラグメント化

したＲＮＡは、２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０、１ｍＭ  ＭｇＣｌ2
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、１ｍＭ  ＺｎＣｌ2、１０単位のＲｎａｓｉｎ、５～７単位のウシ小腸ホスフ

ァターゼ（ＣＩＰ） の５０μｌ中、１時間、３７℃で脱リン酸化した。ＲＮＡ

の除タンパク質および精製は、本明細書に記載のように実施した。

      【０１１１】

  ＲＮＡの化学的蛍光標識化のために、３’末端脱リン酸化ヌクレオシドを、２

０μｌの１０ｍＭ  過ヨウ素酸ナトリウム中、２０分、室温で酸化した。ＲＮＡ

をアセトンで沈殿させた。１０％アセトニトリル中１０モル過剰の１０ｍＭ  Ｔ

ＭＲ－ヒドラジンを、２０μｌの２０ｍＭ酢酸ナトリウムｐＨ４．０中の酸化し

たＲＮＡフラグメントに添加した。

      【０１１２】

  この反応混合物を３７℃で３０－４０分インキュベートし、そしてＲＮＡと色

素との間のヒドラジン結合を、新たに調製した１．５μｌの０．２Ｍ  ＮａｃＮ

ＢＨ3を用いた還元により安定化し、そして室温で３０分インキュベートした。

次いで、この混合物を、水飽和ｎ－ブタノールで４回抽出し、そしてアセトンで

沈殿させた。あるいは、ＲＮＡを、マニュアルに従ってＡｍｂｉｏｎ  ＭＥＧＡ

ｓｈｏｒｔｓｃｒｉｐｔキットを用い、転写の間にフルオレセイン－ＵＴＰの取

り込みにより標識した。

      【０１１３】

  蛍光標識したＲＮＡ（１ｐｍｏｌ／μｌ）のマイクロチップとのハイブリダイ

ゼーションは、０℃で１８時間実施した。多くの場合、０℃におけるハイブリダ

イゼーションシグナルの強度は、完全二重鎖およびミスマッチ二重鎖で類似して

いた。完全二重鎖およびミスマッチ二重鎖ならびに種々のＧＣおよびＡＴ含量を

有する二重鎖は異なる安定性を示し、そしてそれ故、異なる温度で試験した。

      【０１１４】

  表４は、１）多くのホモ接合性およびヘテロ接合性のβサラセミア患者由来の

ＲＮＡプローブと；および２）対応する１９マーとの診断マイクロチップのハイ

ブリダイゼーションの結果を要約する。この表は、各マイクロチップオリゴヌク

レオチド上に形成された完全二重鎖に対するＴｄを示す。表３中の異なるマイク

ロチップオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションシグナルの相対強度Ｒは
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、Ｔｄにおける完全二重鎖のシグナル（１．０と推定した）に対して規格化され

た。大部分の場合、ミスマッチ二重鎖についての比は、０．１より少なくかつ０

に近い。これらの値は、（完全二重鎖のみからハイブリダイゼーションシグナル

が観察されるとき）Ｔｄにおける患者中のホモ接合型変異およびヘテロ接合型変

異の明白な同定を可能にするに十分低い。ホモ接合型ＲＮＡのマイクロチップと

のハイブリダイゼーション（表５、プローブ１ａ、２ａ、２ｂ、および３ａ）は

、１つの固定化されたオリゴヌクレオチドとのみ完全二重鎖、およびほかのすべ

てとのミスマッチ二重鎖の特有の形成を示す。

      【０１１５】

【表１０】
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      【０１１６】

【表１１】
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      【０１１７】

【表１２】
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      【０１１８】

  認知し得る例外は、それぞれ、非対応のサンプルＩＶＳ（Ｎ）およびＩＶＳ  

１／２  Ｔ／Ａ  ＲＮＡとのハイブリダイゼーションに際し、強いミスマッチシ

グナルを示すＩＶＳ  １／２  Ｔ／ＡおよびＩＶＳ  １／２  Ｔ／Ｇ変異に対応

するオリゴヌクレオチドである（表５、１ａ、２ｂ、４ａ、６ａおよび６ｂ）。

これらのミスマッチシグナルの相対的強度は、固定化に適切なオリゴヌクレオチ
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ドを選択することにより有意に低減され得る。診断アッセイは、ＲＮＡ７５ヌク

レオチド（ｎｔ）長（表５、プローブ１ａ、および６ａ）、および１３３ｎｔ長

（プローブ２ａおよび６ｂ）、ならびに２０－４０ｎｔ長にフラグメント化され

た１３３ｎｔ長ＲＮＡ（プローブ３ａおよび４ａ）を用いて実施され得るようで

ある。しかし、フラグメント化後のハイブリダイゼーションシグナルの強度は、

約５倍増加し、そしてハイブリダイゼーションの時間は、数時間から数分に減少

する。

      【０１１９】

  より長いＲＮＡプローブはゲル中によりゆっくりと拡散し、そして安定な二次

構造または凝集物を形成し得る。これらの因子は、ある程度短い固定化オリゴヌ

クレオチドとのそれらのハイブリダイゼーションを妨害する。従って、このフラ

グメント化は、サンプル調製において必須の工程であるようである。なぜなら、

それはハイブリダイゼーションを増大し、そして迅速にするからである。

      【０１２０】

  融解曲線を測定することに加えて、変異および塩基変化の同定の信頼性は、多

色蛍光顕微鏡の使用により増大され得る（Ｙｅｒｓｈｏｖら、１９９６）。この

目的のために、試験されたＲＮＡは、１つの蛍光標識によってマークされ、そし

て異なる色素で標識させた正常な対立遺伝子サンプルの存在下でマイクロチップ

とハイブリダイズされる。２つの色素を用いて測定されたハイブリダイゼーショ

ンのパターンと比は、異なる対立遺伝子塩基、すなわち変異に対応するマイクロ

チップオリゴヌクレオチドを除いてすべてのマイクロチップオリゴヌクレオチド

について同様である。表４は、このような実験の結果を示す。２つの波長で検出

されたハイブリダイゼーションのパターンは、非常に類似している。

      【０１２１】

  表３に示されるように、変異ＩＶＳＩ－２  Ｔ／Ｇ、ＩＶＳＩ－２  Ｔ／Ｃ、

およびＩＶＳＩ－２  Ｔ／Ａにマッチする固定化１０マーは、その他の対立遺伝

子に対応するいくつかのＲＮＡプローブとかなり強くハイブリダイズする。ＲＮ

Ａ中の異なる構造因子がこのハイブリダイゼーションを引き起こし得る。これら

の因子の影響は、１０マーの異なる位置に変動可能なＩＶＳＩ－２塩基を配置す
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ることによって最小にし得る。これらの実験の結果を表４に示す。マイクロチッ

プＩＩは、フラグメント化７５－ｎｔ－長ＲＮＡと、または合成ＤＮＡ１９マー

と（両方とも正常対立遺伝子に対応する）首尾良くハイブリダイズした。マイク

ロチップＩＩは、正常対立遺伝子またはＩＶＳＩ－２  Ｔ／Ｇ対立遺伝子のいず

れかに相補的である、８つの重複した２つの固定化１０マーの２つの類似のセッ

トを含んでいた。第１のセットのための対立遺伝子特異的塩基Ａおよび第２のセ

ットのための対立遺伝子特異的塩基Ｃは、これら１０マーにおいて、第２～第９

のすべての内部位置に位置する。これらの塩基は、完全Ａ－Ｔまたはミスマッチ

Ａ－Ｇ塩基対をそれぞれ形成する。マイクロチップ上に形成された完全およびミ

スマッチ二重鎖の安定性は、この二重鎖の初期ハイブリダイゼーションシグナル

が当初の強度の１／１０まで減少する温度Ｔ0.1として測定される。ΔＴ0.1は、

完全二重鎖と類似のミスマッチ二重鎖との間のＴ0.1における最に対応する。完

全二重鎖とミスマッチ二重鎖とのより良好な識別は、ΔＴ0.1のより高い値に反

映される。識別効率（ΔＴ）は、ハイブリダイズしたＲＮＡについて１９マーよ

り低かった。この識別は、対立遺伝子塩基を、固定化されたオリゴヌクレオチド

の第９位または第７位にそれぞれ配置したとき、ΔＴ＝－２℃および３℃で驚く

ほど低かった。二次構造およびＲＮＡの他の領域における類似の配列の存在がこ

の低下を引き起こすようである。これらの影響は、変異についてサーチされる領

域の配列から部分的に予測され得る。しかし、対立遺伝子塩基が、他の場所、例

えば、８、６、５、または４位に配置されるとき、高い識別（ΔＴ＝８－１１℃

）に到達することは不可能である。

      【０１２２】

  ＰＣＲ増幅されたＤＮＡのＲＮＡ転写物のオリゴヌクレオチドマイクロチップ

とのハイブリダイゼーションは、患者のゲノムＤＮＡ中のホモ接合型およびヘテ

ロ接合型βサラセミア変異の信頼性ある塩基変化の同定および識別を可能にする

。

      【０１２３】

  ＰＣＲ増幅されたＤＮＡから転写されたＲＮＡは、ＰＣＲ増幅により調製され

たＤＮＡの使用より、十分量の標識された一本鎖サンプルを調製するためのより
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容易な方法を提供する。ＲＮＡはフラグメント化され得、そして１つの蛍光色素

分子がフラグメントあたり導入され得る。

      【０１２４】

  （実施例７：遺伝子発現を検出するための特製マイクロチップバイオセンサの

使用）

  遺伝子発現は、現代分子生物学の中心的テーマの１つである。良く研究された

遺伝子供給源からのＤＮＡは、系統的にすでに配列決定されている。これらの配

列について、ハイブリダイゼーション手順を首尾良く用いて、差次的遺伝子発現

のレベルを推定する。この推定の結果は、発生生物学、発生児学、ならびに遺伝

子疾患および感染疾患の処置の基礎的メカニズムを理解するために有用である。

      【０１２５】

  オリゴヌクレオチドマイクロチップが遺伝子発現を同定するために有用である

か否かを決定するために、マイクロチップバイオセンサハイブリダイゼーション

を、６つの異なる遺伝子から単離された以下のｓｓフラグメントを用いて実施し

た：

－グリセロアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ３ＰＤＨ）からの２０５

ｂフラグメント；

－ヒトトランスフェリンレセプター（ＨＴＲ）からの２８１ｂフラグメント；

－β2－マイクログロブリン（Ｂ２Ｍ）からの２２４ｂフラグメント；

－ヒトインターロイキン－１（ＩＬ１Ｒ）からの５４５ｂフラグメント；

－ヒトＮＦ－κＢ（ｐ５０）からの１８８ｂフラグメント；

－インターフェロンγレセプター（ＩＧＲ）からの２２４ｂフラグメント。

      【０１２６】

  ５つのハウスキーピング遺伝子（Ｇ３ＰＤＨ、ＨＴＲ、Ｂ２Ｍ、ＩＬ１Ｒおよ

びＮＦ－κｂ（ｐ５０））（ＣＬＯＮＴＥＣＨカタログ９４／９５「Ｔｏｏｌｓ

  ｆｏｒ  ｔｈｅ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｉｓｔ」９０－９３ペー

ジ）に対応する、３’末端位置に３－メチルウリジン残基を有する、固定化され

た６０ｂオリゴヌクレオチドを含む特製のマイクロチップを、相補的ｓｓＤＮＡ

フラグメントとのハイブリダイゼーション実験のために生成した。各オリゴヌク
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レオチドを、マイクロチップ上の２つの位置に、１：１０の量比（各々０．３ｐ

ｍｏｌ：０．０３ｐｍｏｌ）で付与した。固定化オリゴヌクレオチドに相補的な

ｓｓＤＮＡフラグメントは、蛍光標識ヌクレオチド三リン酸（ＦＵＯＲｓｃｒｉ

ｐｔ  Ｔ７、フルオロセイン標識インビトロ転写キット）を用いた非対称ＰＣＲ

増幅（１つのプライマーのみを用いる）によって合成された。さらに、ＰＣＲプ

ライマーは、カラム上に保持されたアビジンを用いる合成されたｓｓＤＮＡフラ

グメントの次の単離のためのビオチンタグを保有していた（Ｓａｍｂｒｏｏｋら

、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ」第２版、１２．１４頁）。図８は、

マイクロチップ上のハイブリダイゼーションを示す。各スポット中の蛍光の強度

は、スポット中の、固定化されたオリゴヌクレオチドの量およびＤＮＡフラグメ

ントの長さに依存する。ハイブリダイゼーションには、０．５ｐｍｏｌ／μｌ（

約０．０５μｇ／μｌ）の濃度でｓｓＤＮＡを含む、緩衝液Ａ（５０％ホルムア

ミド、１０％硫酸デキストラン、１％ＳＤＳ、ｐＨ７．４の５０ｍＭリン酸ナト

リウム、７５０ｍＭ塩化ナトリウム、５ｍＭ  ＥＤＴＡＮａ）を、室温で約６－

１２時間インキュベートし、Ｈ2Ｏで簡単に洗浄し、そして蛍光顕微鏡で分析し

た。再ハイブリダイゼーションの前に、このマイクロチップは、緩衝液Ｂ（５０

％ホルムミド、１％Ｔｗｅｅｎ２０）中で３０分５０℃で処理し、ハイブリダイ

ズしたｓｓＤＮＡを完全に除去した。

      【０１２７】

  これらの結果は、蛍光で標識したｓｓＤＮＡの濃度が、１００倍まで増加され

得ることを示す。個々のｓｓＤＮＡフラグメントとのハイブリダイゼーションは

、研究されたオリゴヌクレオチドの高い特異性を示す。異なる試験されたＤＮＡ

と固定化されたオリゴヌクレオチドとの間で検出された交叉ハイブリダイゼーシ

ョンはなかった。非特異的ＤＮＡ（例えば、プローブＩＧＲ）とハイブリダイズ

したとき、いずれのオリゴヌクレオチドも、シグナルを示さなかった。これは、

非発現遺伝子の「発現」を、ハウスキーピング遺伝子の発現から区別する。特定

の細胞または組織中で発現されない遺伝子は、低い発現を有するとして、従来の

スクリーニング手順で実際に釣り上げられ得、その一方すべての細胞内で発現さ

れているその他の遺伝子（ハウスキーピング遺伝子）もまた、低～中程度の発現
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を有するとして釣り上げられ得る。このハウスキーピング遺伝子は、実際に発現

されている。この実施例では、シグナルにおける差異は、低レベル発現が、低レ

ベルバックグラウンドから明白に区別され得るように検出可能である。

      【０１２８】

  この手順は、高および中程度発現レベルの遺伝子の発現を検出する。低レベル

遺伝子発現を決定するためには、ＲＴ－ＰＣＲ増幅がより好適である。

      【０１２９】

  （実施例８：ＨＬＡ多形を検出するための本発明の特製マイクロチップバイオ

センサの使用）

  遺伝子型認識の困難な課題は、組織適合性遺伝子の領域にあるヒト白血球抗原

（ＨＬＡ）をコードする遺伝子の異なるハプロ型（対立遺伝子）を研究すること

で生じる。このＨＬＡ遺伝子座（クラスＩおよびクラスＩＩ遺伝子）は、組織移

植の組織適合性の原因である。対立遺伝子同定の必要性はまた、ＨＬＡクラスＩ

Ｉ遺伝子を含む種々の医療および生物学的課題において遭遇する。ＨＬＡ遺伝子

型といくつかの傷害との間の強い相関を示す多くの臨床データがあり、例えば、

いくつかの対立遺伝子ＤＱＡ１／ＤＱＢ１は、ＩＤＤＭ（インスリン依存性糖尿

病）、マラリア、自己免疫疾患（慢性関節リウマチおよび尋常性天疱瘡－重篤な

水泡を引き起こす皮膚病）のような自己免疫疾患に明確に関連する。ＨＬＡの高

レベルの多形は、いくつかの疾患に対するリスク群を決める個体の同定に有用で

あることが示されている。ＨＬＡ型決定は、ドナーを移植物に一致させるために

特に重要である。それはまた、不妊症検査として提案されている。

      【０１３０】

  この観点から、本発明は、固定化された８～１２ｂｐ長のオリゴヌクレオチド

のアレイをオリゴヌクレオチドマイクロチップに形成することを可能にし、それ

によってＨＬＡ  ＤＱＡ１対立遺伝子の同定を容易にする方法を提供する。

      【０１３１】

  アルゴリズムが設計され、そして種々のＨＬＡ下位対立遺伝子のすべての対立

遺伝子のヌクレオチド配列の分析を可能にする特別のコンピュータプログラムが

構築された。オリゴヌクレオチドの最適化されたセットを形成することは、高い
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信頼性の、ＨＬＡ対立遺伝子のホモ接合型およびヘテロ接合型の検出を提供する

。

      【０１３２】

  １８のＰＡＡ－ゲル固定化（各々１ｐｍｏｌの）短いオリゴヌクレオチドのア

レイを含む特製のマイクロチップを、対立遺伝子同定のための、蛍光標識された

相補的ＨＬＡ  ＤＱＡ１  ＤＮＡまたはＲＮＡプローブとのハイブリダイゼーシ

ョンのために作成した。１８デカマーを、以下の順で左から右にチップ上に付与

した：

      【０１３３】

【表１３】

      【０１３４】

  オリゴヌクレオチドの配列を図９に示した。

      【０１３５】

  マイクロチップ上に固定化されたオリゴヌクレオチドは、ＤＱＡ１  ＤＮＡの

異なる対立遺伝子のセンス鎖、およびいくつかのコントロールオリゴヌクレオチ

ドに相補的である。２０オリゴヌクレオチドを備えたマイクロチップを、ＨＬＡ

  ＤＱＡ１領域中の１５の異なる対立遺伝子の部分的同定のために製造した。Ｐ

ＣＲを用いて、ヒトゲノムＤＮＡからのＤＱＡ１遺伝子の多形第２エキソンの（

コドン１２からコドン８７に開始する）２２９ｂｐ  ＤＮＡフラグメントを調製

した。ネストプライマー２ＤＱＡＡＭＰ－Ａ：５’－ａｔｇｇｔｇｔａａａｃｔ

ｔｇｔａｃｃａｇｔ（配列番号７３）；および２ＤＱＡＡＭＰ－Ｂ：５’ｔｔｇ

ｇｔａｇｃａｇｃｇｇｔａｇａｇｔｔｇ（配列番号７４）を用いた。ネストＰＣ

Ｒプライマーは、Ｔ７－２ＤＱＡＡＭＰおよびプライマーＢであった。Ｔ７  Ｒ
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ＮＡポリメラーゼのプロモーターを含む第１のプライマーおよびＰＣＲ産物をイ

ンビトロ転写のために用いた。ＲＮＡプローブは、コードＤＮＡ鎖に同一であっ

た。ＲＮＡをフラグメント化し、フルオレセインで標識し、そしてマイクロチッ

プとのハイブリダイゼーションに用いた。ハイブリダイゼーション条件は以下の

通りであった：１Ｍ  ＮａＣｌ、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、５ｍＭリン酸Ｎａ、ｐＨ７

．０、１％Ｔｗｅｅｎ２０中５℃で一晩のインキュベーション。次いで、温度を

１０℃の間隔で段階的に増加し、そして蛍光測定を各ステップで行った。緩衝液

は変えなかった。

      【０１３６】

  図１０はハイブリダイゼーション結果を示し、そして対立遺伝子同定のために

ＨＬＡ  ＤＱＡ１チップを図示する。図１０において、３つの対角線上に配置さ

れたオリゴヌクレオチド（１１－０１０１／０１０４対立遺伝子特異的；６－０

１０１、０１０２１、０１０２２、０１０３、００１０４に特異的；１７－０５

０２を除いてすべての対立遺伝子に対応）は、ポジティブなハイブリダイゼーシ

ョンシグナルを与え、そして３つの対角線上に配置された明るい蛍光スポットと

して観察される。これらプローブは、０１０１また０１０４対立遺伝子として同

定された（両方の対立遺伝子は、第２エキソンで同一である）。すべての他のオ

リゴヌクレオチドは、上記で記載したものと比較してかなり弱い蛍光シグナルを

生じた。なぜなら、それらのいずれも対立遺伝子０１０１および０１０４に相補

的な配列を含んでいないからである。その一方、０１０１または０１０４とは異

なる任意の対立遺伝子は、別のセットのハイブリダイゼーションシグナルを示す

。

      【０１３７】

  チップ上の最も明るい蛍光の矩形は：０３０１１または０３０２特異的である

オリゴ番号４；オリゴ番号８はＴａｑポリメラーゼ特異的アーチファクト；オリ

ゴ番号１８－対立遺伝子０１０１－０５０１１に属する；オリゴ１１－０１０１

、０１０４対立遺伝子特異的；１７－０５０２を除くすべての対立遺伝子に対応

；ｇ４は蛍光コントロールオリゴ；番号１３－番号１８にミスマッチ。すべての

ほかのチップエレメントは、有意により少ない強度の蛍光を示した。これらのプ
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ローブにより同定された遺伝子型は、０１０１／０１０４－０３０２／０３０１

１ヘテロ接合型を有する。

      【０１３８】

  （実施例９：ライム病スピロヘータを検出するための特製のマイクロチップバ

イオセンサの使用）

  種Ｂａｒｒｅｔｉａ  ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ、およびダニ媒介のスピロヘー

タの関連種に属する細菌は、ヒトおよび獣医学疾患を引き起こし得る。核酸プロ

ーブは、ライム病を引き起こす細菌を検出するために利用可能である。これらの

細菌は、免疫学的試験を利用可能であるが、標準的な微生物学的方法によっては

同定され得ない。

      【０１３９】

  本発明の方法を用いて、オリゴヌクレオチドがＷｅｉｓｂｕｒｇ（１９９５）

に従って調製され、そして臨床サンプル中のライム病を検出することにおける使

用のために設計された微小マトリックスに添加される。

      【０１４０】

  （実施例１０：食品サンプル中のＳａｌｍｏｎｅｌｌａを検出するための特製

のマイクロチップバイオセンサの使用）

  Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａの存在は、標準的な微生物学的実験室手順に従って培養

を調製すること、および形態学的および生化学的特性について培養を試験するこ

とにより最も一般的に検出される。サンプルの収集の後約４８時間後試験が始ま

り、そして終了するために数日を要する。

      【０１４１】

  しかし、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ試験のためのＲＮＡおよびＤＮＡプローブが利

用可能である。本発明の方法を用い、オリゴヌクレオチドが本明細書に参考とし

て援用されるＬａｎｅら（１９９６）に従って調製され、そしてＳａｌｍｏｎｅ

ｌｌａのｒＲＮＡを非Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａから区別することによって、食品サ

ンプル中のＳａｌｍｏｎｅｌｌａを検出することにおける使用のために設計され

たマイクロチップに添加される。

      【０１４２】
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【表１４】
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      【０１４３】

  （開示の要約）

  本発明は、環境中、食品中ならびに生物学的サンプル中の、異なる遺伝子、器

官および／または個体に対して特異的な核酸の、検出および同定をするためのカ

スタマイズされたオリゴヌクレオチドマイクロチップを、バイオセンサーとして

使用することに関する。このマイクロチップは、遺伝子情報の多重ビットを、ユ

ニットとして解釈される単純なシグナルパターンに変換するように設計される。

サンプル由来のオリゴヌクレオチドがマイクロチップへハイブリダイズする方法

が改善されたので、マイクロチップは、再利用可能かつ移動可能である。実地調

査に対して、移動可能なレーザーまたはバーコードスキャナーが、適している。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、マイクロチップオリゴヌクレオチドを用いたＲＮＡの二重鎖の非平衡

融点曲線を示す。

    【図２】

  図２は、マイクロチップオリゴヌクレオチドを用いてハイブリダイズした７５

ｎｔ長のＲＮＡフラグメントについての４つの融点曲線の例を示す。このＲＮＡ
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は、ＩＶＳ  １／２  Ｔ／Ａ  変異を、βグロビン遺伝子中に有する患者に由来

した。この曲線を、初期のハイブリダイゼーションシグナルに対して正規化した

。融点曲線１および３は、完全二重鎖に対応し；曲線２および４は、それぞれ内

部にＴ－ＴまたはＧ－Ｔのミスマッチを含む二重鎖に対応する。完全およびミス

マッチの二重鎖についての曲線は、約１０℃互いにずれている。

    【図３】

  図３は、フルオレセイン標識された１６Ｓ  ｒＲＮＡのマイクロチップへのハ

イブリダイゼーションを示す。固定されたプローブを有するマイクロチップ（表

１および表２を参照のこと）を、Ｎｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓ（

Ａ）、Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ  ｅｕｒｏｐａｅａ（Ｂ）、Ｅ．ｃｏｌｉ（Ｃ

）のインビトロ転写された１６Ｓ  ｒＲＮＡ、および単離されたリボソームから

回収されたＥ．ｃｏｌｉ  ｒＲＮＡ（Ｄ）へ連続的にハイブリダイズさせた。右

にあるパネルは、各プローブとそのＲＮＡとの間のミスマッチの数を示す。

    【図４】

  図４Ａおよび４Ｂは、異なって標識されたＥ．ｃｏｌｉおよびＮｉｔｒｏｓｏ

ｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓ  のｒＲＮＡの混合物の、１０℃および４０℃での

マイクロチップへのハイブリダイゼーションを示す。Ａ．そのマイクロチップは

、フルオレセイン標識されたＮｉｔｒｏｓｏｖｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓと、テ

トラメチルローダミン標識されたＥ．ｃｏｌｉ  １６Ｓ  ｒＲＮＡとの混合物と

ハイブリダイズさせ、そして支持された温度で、任意ユニット（ａ．ｕ．）の蛍

光強度で連続的に洗浄した。１０℃および４０℃で測定されたＮｉｔｒｏｓｏｖ

ｉｂｒｉｏ  ｔｅｎｕｉｓ（ＩNt）対Ｅ．ｃｏｌｉ（ＩE.coli）１６Ｓ  ＲＮＡ

の比、Ｒ＝（ＩＮｔ／ＩＥ．ｃｏｌｉ）。

    【図５】

  図５は、ハイブリダイゼーション強度に対する固定されたオリゴヌクレオチド

の濃度効果を示す。異なる濃度の固定されたオリゴヌクレオチドを有するマイク

ロチップを、フルオレセインで標識したＮ．ｔｅｎｕｉｓ  １６Ｓ  ｒＲＮＡと

ハイブリダイズし、そして２０℃で洗浄した。曲線１は、Ｎｓｖ４４３に対応す

る（ニトロソビブリオ様）プローブ、曲線２－Ｂａｃ３３８（Ｂａｃｔｅｒｉａ
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）、曲線３－Ｎｓｏ１２２５（アンモニア酸化体）、曲線４－Ｕｎｉ  １３９０

（すべての生命）、ならびに曲線５－Ｎｓｍ－１５６（ニトロソモナス（ｎｉｔ

ｒｏｓｏｍｏｎａｓ）），ａ．ｕ．－任意単位の蛍光強度。

    【図６】

  図６は、マイクロチップ上に固定されたオリゴヌクレオチドを特定するβグロ

ビン対立遺伝子の配列を示す。

    【図７】

  図７は、オリゴヌクレオチドマイクロチップを用いてβグロビン変異を検出す

る実験設計を示す。

    【図８】

  図８は、遺伝子発現研究の結果を示す。

    【図９】

  図９は、１８の短いＨＬＡオリゴヌクレオチドを示す。

    【図１０】

  図１０は、そのマイクロチップに対してハイブリダイズされたＨＬＡオリゴヌ

クレオチドを示す。

    【図１１】

  図１１は、ガラス支持体４上にゲルアレイ３を有するマイクロチップを含む密

封マイクロチャンバ１を例示する。ポート２は、湿潤溶液を提供するためだけに

用いられる。

    【図１２】

  図１２は、順序付けされたスキームを示す。ここで、文字「Ｐ」は、病原体か

らのオリゴヌクレオチドであるサンプルからのオリゴヌクレオチドのハイブリダ

イゼーションのグループが存在する場合に検出される。

    【図１３】

  図１３は、Ｂ．ａｎｔｈｒａｃｉｓが存在する場合のマイクロチップにおける

順序付けされたスキームを示す。
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【図１】
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【図２】
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【図４Ａ】
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【図４Ｂ】
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【図５】
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【図７】
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【図９】
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【図１０】
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【図１１】
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【図１２】
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【図１３】
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