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(57)【要約】
　本発明は、抗体及びアプタマーが結合する基板を提供
する。本発明はまた、試料中の標的分析物を検出する方
法を提供し、この方法は標的分析物の基板上の捕捉プロ
ーブへの結合を検出するステップを含んでなり、ここで
ある捕捉プローブは抗体を含んでなるとともに他の捕捉
プローブはアプタマーを含んでなり、及び全ての捕捉プ
ローブが基板に結合する。加えて、本発明は、捕捉プロ
ーブ及び捕捉オリゴヌクレオチドが結合する基板を提供
し、ここで捕捉オリゴヌクレオチドはＤＮＡバーコード
とハイブリダイズし得る。本発明は同様に試料中の標的
分析物を検出する方法を提供し、この方法は試料を捕捉
プローブ及び捕捉オリゴヌクレオチドが結合する基板と
接触させるステップを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の少なくとも１つの標的分析物を検出するための方法であって、前記標的分析物
が少なくとも２つの結合部位を有し、前記方法が、
　ａ）標的認識要素を含んでなる第１の種類の捕捉プローブ及びアプタマーを含んでなる
第２の種類の捕捉プローブが結合する基板を提供するステップであって、各種類の捕捉プ
ローブが特異的標的分析物の第１の結合部位に結合し得るステップと、
　ｂ）前記標的分析物の前記第１の結合部位への各種類の捕捉プローブの結合に効果的な
条件下で前記試料を前記基板及び前記検出プローブと接触させるステップと、
　ｃ）前記基板を洗浄して非結合物質を除去するステップと、
　ｄ）前記複合体の存在又は不在を検出し、前記複合体の存在又は不在が前記試料中の前
記特異的標的分析物の存在又は不在の指標となるステップと、
を含む方法。
【請求項２】
　前記標的分析物の第２の結合部位に結合し得る少なくとも１種類の検出プローブを提供
するステップをさらに含み、前記検出プローブが前記標的分析物の前記第２の結合部位に
結合して複合体を形成し得る、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　試料をまず前記検出プローブと接触させて前記試料中に存在する標的分析物を前記検出
プローブに結合させるとともに、次に前記検出プローブに結合した前記標的分析物を前記
基板と接触させて前記標的分析物を前記基板上の少なくとも１種類の捕捉プローブに結合
させる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　試料をまず前記基板と接触させて前記試料中に存在する標的分析物を少なくとも１種類
の捕捉プローブに結合させるとともに、次に前記捕捉プローブに結合した前記標的分析物
を前記検出プローブと接触させて前記標的分析物を前記検出プローブに結合させる、請求
項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記試料、前記検出プローブ及び前記基板上の前記捕捉プローブを同時に接触させる、
請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　前記捕捉された標的－検出プローブ複合体が、フォトニック的、電子的、音響的、光音
響的、重力的、電気化学的、電気光学的、質量分光学的、酵素的、化学的、生化学的、又
は物理的手段により検出される、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　前記標的分析物がタンパク質であり、前記検出プローブが、
　ａ）前記標的分析物を結合させる抗体と、
　ｂ）前記標的分析物を結合させるアプタマーと、
　ｃ）前記標的分析物を結合させる抗体及びアプタマーの混合物と、
を含むナノ粒子プローブである、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　前記ナノ粒子が貴金属から作製される、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　前記ナノ粒子が金又は銀から作製される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ナノ粒子が金から作製される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記検出プローブが、フルオロフォア、蛍光体、量子ドット、酵素コンジュゲート、又
は抗体－ＤＮＡコンジュゲートを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項１２】
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　前記基板が、ナノ粒子、薄膜、又は電磁ビーズである、請求項２に記載の方法。
【請求項１３】
　前記基板が平面を有する、請求項２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記基板が、ガラス、石英、セラミック、又はプラスチックから作製される、請求項２
に記載の方法。
【請求項１５】
　前記検出が、前記基板を銀染色と接触させるステップを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項１６】
　前記検出プローブがナノ粒子を含み、前記検出ステップが前記ナノ粒子により散乱する
光を検出するステップを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項１７】
　前記基板がアドレス可能である、請求項２に記載の方法。
【請求項１８】
　各々が異なる標的分析物を認識できる複数の捕捉プローブがアレイ状スポットとして前
記基板に付着する、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　捕捉プローブの各スポットが２個の電極間に位置し、及び前記検出プローブが導電体材
料から作製されるナノ粒子を含み、前記検出ステップが伝導性の変化を検出するステップ
を含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記電極が金から作製され、前記ナノ粒子が金から作製される、請求項１９に記載の方
法。
【請求項２１】
　前記基板を銀染色と接触させて前記伝導性の変化を生じさせる、請求項１９に記載の方
法。
【請求項２２】
　前記標的認識要素が、抗体、抗体断片、又は単鎖抗体断片（ｓｃＦｖ）、又はペプチド
を含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　試料中の少なくとも１つの標的分析物を検出するための方法であって、前記標的分析物
が少なくとも２つの結合部位を有し、前記方法が、
　ａ）少なくとも１種類の捕捉プローブ及び少なくとも１種類の捕捉オリゴヌクレオチド
が結合する基板を提供するステップであって、前記捕捉プローブが特異的標的分析物の第
１の結合部位に結合し得るとともに前記捕捉オリゴヌクレオチドがＤＮＡバーコードの第
１の部分に結合し得るステップと、
　ｂ）少なくとも１種類のＤＮＡバーコード及び標的分析物結合分子が結合する少なくと
も１種類のバーコードプローブを提供するステップであって、前記標的分析物結合分子が
前記特異的標的分析物の第２の結合部位に結合し得るステップと、
　ｃ）前記標的分析物の前記第１の結合部位への各種類の捕捉プローブの結合及び前記標
的分析物の前記第２の結合部位への前記標的分析物結合分子の結合に効果的な条件下で、
前記試料を前記基板及び前記バーコードプローブに接触させて第１の複合体を形成するス
テップと、
　ｄ）前記基板を洗浄して非結合物質を除去するステップと、
　ｅ）前記ＤＮＡバーコードを前記第１の複合体から遊離させるステップと、
　ｆ）前記標的分析物の存在又は不在を検出するステップであって、前記第１の複合体の
存在又は不在が前記試料中の前記特異的標的分析物の存在又は不在の指標となるステップ
と、
を含む方法。
【請求項２４】
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　前記バーコードプローブ上の前記標的分析物結合分子が、前記標的分析物に結合するビ
オチン化標的認識要素を認識するストレプトアビジン又は抗ビオチン抗体を含む、請求項
２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記バーコードプローブ上の前記標的分析物結合分子が、前記標的分析物に結合する核
酸標識化認識要素を認識する核酸を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　前記試料を、前記ＤＮＡバーコードの第２の部分に結合可能な検出オリゴヌクレオチド
を有する検出プローブと、前記ＤＮＡバーコードと前記検出オリゴヌクレオチドと前記捕
捉オリゴヌクレオチドとの間の結合により第２の複合体の形成を可能にする効果的な条件
下で接触させるステップであって、前記第２の複合体が前記検出オリゴヌクレオチドに結
合する前記ＤＮＡバーコードに結合する前記捕捉オリゴヌクレオチドを含んでなるステッ
プ、及び前記標的分析物の存在又は不在を検出するステップであって、前記第２の複合体
の存在又は不在が前記試料中の前記特異的標的分析物の存在又は不在の指標となるステッ
プを更に含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
　試料をまず前記バーコードプローブと接触させて前記試料中に存在する標的分析物を前
記バーコードプローブに結合させるとともに、次に前記バーコードプローブに結合した前
記標的分析物を前記基板と接触させて前記標的分析物を前記基板上の少なくとも１種類の
捕捉プローブに結合させる、請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　試料をまず前記基板と接触させて前記試料中に存在する標的分析物を少なくとも１種類
の捕捉プローブに結合させるとともに、次に前記捕捉プローブに結合した前記標的分析物
を前記バーコードプローブと接触させて前記標的分析物を前記バーコードプローブに結合
させる、請求項２３に記載の方法。
【請求項２９】
　前記試料、前記バーコードプローブ及び前記基板上の前記捕捉プローブを同時に接触さ
せる、請求項２３に記載の方法。
【請求項３０】
　前記捕捉プローブが抗体を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項３１】
　前記捕捉プローブがアプタマーを含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項３２】
　前記ＤＮＡバーコードがビオチン化される、請求項２３に記載の方法。
【請求項３３】
　前記ＤＮＡバーコードが放射活性で標識される、請求項２３に記載の方法。
【請求項３４】
　前記ＤＮＡバーコードが蛍光標識される、請求項２３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記ＤＮＡバーコードが、遊離された後、及び前記第２の複合体を検出するステップに
先立ち増幅される、請求項２３に記載の方法。
【請求項３６】
　抗体及び前記抗体が結合したアプタマーが結合する基板。
【請求項３７】
　前記基板が、ナノ粒子、薄膜、又は電磁ビーズである、請求項３６に記載の基板。
【請求項３８】
　前記基板が平面を有する、請求項３７に記載の基板。
【請求項３９】
　前記基板が、ガラス、石英、セラミック、又はプラスチックから作製される、請求項３
８に記載の基板。
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【請求項４０】
　少なくとも１種の捕捉プローブ及び少なくとも１種の捕捉オリゴヌクレオチドが結合す
る基板であって、前記捕捉オリゴヌクレオチドがＤＮＡバーコードとハイブリダイズし得
る基板。
【請求項４１】
　前記基板が、ナノ粒子、薄膜、又は電磁ビーズである、請求項４０に記載の基板。
【請求項４２】
　前記基板が平面を有する、請求項４０に記載の基板。
【請求項４３】
　前記基板が、ガラス、石英、セラミック、又はプラスチックから作製される、請求項４
０に記載の基板。
【請求項４４】
　試料中の核酸標的分析物及びタンパク質標的分析物を検出するための方法であって、
　ａ）特異的タンパク質標的分析物の第１の結合部位に結合可能な抗体を含んでなる第１
の種類の捕捉プローブ及び特異的核酸標的分析物の第１の結合部位に結合可能な核酸配列
を含んでなる第２の種類の捕捉プローブが結合する基板を提供するステップと、
　ｂ）前記標的タンパク質分析物の第２の結合部位に結合し得る少なくとも１種類の検出
プローブ及び前記標的ＤＮＡ分析物の第２の結合部位に結合し得る少なくとも１種類の検
出プローブを提供するステップと、
　ｃ）前記試料を前記基板及び前記検出プローブと、前記標的分析物の前記第１の結合部
位への各種類の捕捉プローブの結合に効果的な条件下で接触させて第１の複合体を形成す
るとともに、前記標的分析物の前記第２の結合部位への前記検出プローブの結合に効果的
な条件下で接触させて第２の複合体を形成するステップと、
　ｄ）前記基板を洗浄して非結合物質を除去するステップと、
　ｅ）前記第１の複合体、前記第２の複合体、又は前記第１の複合体及び前記第２の複合
体の双方の存在又は不在を検出するステップであって、各複合体の存在又は不在が前記試
料中の前記タンパク質標的分析物、前記核酸標的分析物、又は前記タンパク質標的分析物
及び前記核酸標的分析物の双方の存在又は不在の指標となるステップと、
を含む方法。
【請求項４５】
　前記基板がアドレス可能である、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　各々が異なる核酸又はタンパク質標的分析物を認識し得る複数の核酸及び抗体捕捉プロ
ーブがアレイ状スポットとして前記基板に付着する、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　２種以上のタンパク質及び核酸標的分析物が前記基板上で同時に検出される、請求項４
６に記載の方法。
【請求項４８】
　試料中の核酸標的分析物及びタンパク質標的分析物を検出するための方法であって、
　ａ）前記タンパク質標的分析物に結合し得る抗体を含んでなる第１の種類の捕捉プロー
ブ及び核酸標的分析物に結合し得る核酸配列を含んでなる第２の種類の捕捉プローブが結
合する基板を提供するステップであって、各種類の捕捉プローブが前記特異的標的分析物
の第１の結合部位に結合し得るステップと、
　ｂ）前記標的分析物の第２の結合部位に結合し得る少なくとも１種類の検出プローブを
提供するステップと、
　ｃ）前記試料を前記基板及び前記検出プローブと、前記標的分析物の前記第１の結合部
位への各種類の捕捉プローブの結合及び前記標的分析物の前記第２の結合部位への前記検
出プローブの結合に効果的な条件下で接触させて複合体を形成するステップと、
　ｄ）前記基板を洗浄して非結合物質を除去するステップと、
　ｅ）前記複合体の存在又は不在を検出するステップであって、前記複合体の存在又は不
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在が前記試料中の前記タンパク質及びＤＮＡ標的分析物の存在又は不在の指標となるステ
ップと、
を含む方法。
【請求項４９】
　前記基板がアドレス可能である、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　各々が異なる核酸又はタンパク質標的分析物を認識し得る複数の核酸及び抗体捕捉プロ
ーブがアレイ状スポットとして前記基板に付着する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　２種以上のタンパク質及び核酸標的分析物が前記基板上で同時に検出される、請求項５
０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２００５年８月１９日付けで出願された米国仮特許出願第６０／７０９，６
１３号明細書に関連するとともにその利益を主張し、その開示は参照により本明細書に援
用されるものとする。これらの研究は技術支援作業部会（Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｓｕｐｐ
ｏｒｔ　Ｗｏｒｋｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ）から交付番号Ｎ４１７５６－０４－Ｃ－４１６９
により資金援助を受けた。米国政府は本発明に対し一定の権利を有し得る。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、試料中の標的分析物を検出する方法に関し、基板上の捕捉プローブへの標的
分析物の結合を検出するステップを含んでなり、ある捕捉プローブは抗体を含んでなると
ともに他の捕捉プローブはアプタマーを含んでなり、及び全ての捕捉プローブは基板に結
合する。本発明は同様に、試料中の標的分析物を検出する方法に関し、試料をＤＮＡバー
コード並びに捕捉プローブ及び捕捉オリゴヌクレオチドが結合する基板と接触させるステ
ップを含んでなる。本発明はさらに、抗体及び捕捉オリゴヌクレオチドが結合する基板に
関する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　分析物の検出は分子生物学研究及び医学的応用の双方において重要である。現在、様々
なタンパク質構造の同定には、蛍光、質量分析、ゲル電気泳動、レーザー走査及び電気化
学に基づく診断方法が利用可能である（パンデー（Ｐａｎｄｅｙ）及びマン（Ｍａｎｎ）
、２０００年、Ｎａｔｕｒｅ　４０５：８３７－８４６頁；フィールズ（Ｆｉｅｌｄｓ）
及びソン（Ｓｏｎｇ）、１９８９年、Ｎａｔｕｒｅ　３４０：２４５－２４６頁；イズク
スマ（Ｉｊｋｓｍａ）ら、２００１年、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７３：９０１－９０７頁；
サービス（Ｓｅｒｖｉｃｅ）、２０００年、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８７：２１３６－２１３
８頁）。血球細胞の遺伝的タンパク質変異を同定し、疾患を診断し、組織内に分子プロー
ブを局在化させ、及び分子を精製するか、又は分離過程に効果を及ぼすために、抗体に基
づく反応が広範に使用されている（ゾル（Ｚｏｌｅ）、「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ」、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、ニューヨーク、２０００年、１－
５頁）。医学的診断用途について（例えばマラリア及びＨＩＶ）、単一の標的タンパク質
構造を同定するためには、酵素結合免疫吸着検定法、ウエスタンブロット法、及び間接蛍
光抗体検査などの抗体検査が極めて有用である（バトラー（Ｂｕｔｌｅｒ）、２０００年
、Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　２１：１６５－２０９頁；ハーブリンク（Ｈｅｒｂｒｉｎｋ
）ら、１９９１年、Ｔｅｃｈ．Ｄｉａｇｎ．Ｐａｔｈｏｌ．２：１－１９頁）。
【０００４】
　ＤＮＡ検出方法について、放射性標識、分子フルオロフォア、化学発光スキーム、電気
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化学タグ、及びごく最近では、ナノ構造に基づく標識を使用する、多くのアッセイが開発
されている（ナイスワーナー－ペナ（Ｎｉｃｅｗａｒｎｅｒ－Ｐｅｎａ）ら、２００１年
、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９４、１３７頁；ハン（Ｈａｎ）ら、２００１年、Ｎａｔ．Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌ．１９、６３１頁；ツァオ（Ｚｈａｏ）ら、２００３年、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｓｏｃ．１２５、１１４７４頁；ロルティエ（Ｌｏｒｔｉｅ）ら、１９９１年、Ｊ
．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．２９、２２５０頁；ゼフ（Ｚｅｐｈ）ら、１９９１年
、Ｃｕｒｒ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．２２、７９頁；ユー（Ｙｕ）ら、２００１年、Ｊ．Ａ
ｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１２３、１１１５５頁；タトン（Ｔａｔｏｎ）ら、２０００年
、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８９、１７５７頁；パーク（Ｐａｒｋ）ら、２００２年、Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２９５、１５０３頁；カオ（Ｃａｏ）ら、２００２年、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９７
、１５３６頁；サガテリアン（Ｓａｇｈａｔｅｌｉａｎ）ら、２００３年、Ｊ．Ａｍ．Ｃ
ｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２５、３４４頁）。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　場合によっては、単一試料中で核酸分子及びタンパク質などの異なる種類の分析物を検
出することも望ましい。現在、これらの異なる種類の分析物を検出する能力は核酸及び抗
体／タンパク質を別個の基板上に固定化する必要性により制約されており、これは分析物
の検出に異なる種類の捕捉要素（例えば、抗体及び核酸アプタマー）が必要とされる場合
には複数の検査又は基板が必要とされるためである。従って、当該技術分野においては、
特に、例えばある種類の分析物がタンパク質であるとともに別の種類の分析物が核酸分子
であるなど、分析物が異なる種類の分子である場合に、単一試料中で複数の分析物を検出
できる効率的かつ迅速なアッセイの必要性がある。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
発明の概要
　本発明は、試料中の少なくとも１つの標的分析物を検出するための方法を提供し、標的
分析物は少なくとも２つの結合部位を有し、本方法は、（ａ）抗体を含んでなる第１の種
類の捕捉プローブ及びアプタマーを含んでなる第２の種類の捕捉プローブが結合する基板
を提供するステップであって、各種類の捕捉プローブが特異的標的分析物の第１の結合部
位に結合し得るステップ、（ｂ）場合により、標的分析物の第２の結合部位に結合し得る
少なくとも１種類の検出プローブを提供するステップ、（ｃ）試料を基板及び検出プロー
ブと、標的分析物の第１の結合部位への各種類の捕捉プローブの結合及び場合により標的
分析物の第２の結合部位への検出プローブの結合に効果的な条件下で接触させて複合体を
形成するステップ、（ｄ）基板を洗浄して非結合物質を除去するステップ、及び（ｅ）複
合体の存在又は不在を検出するステップであって、複合体の存在又は不在が試料中の特異
的標的分析物の存在又は不在の指標となるステップ、を含む。
【０００７】
　ある態様においては、試料をまず検出プローブと接触させて試料中に存在する標的分析
物を検出プローブに結合させるとともに、次に検出プローブに結合した標的分析物を基板
と接触させて標的分析物を基板上の少なくとも１種類の捕捉プローブに結合させる。ある
いは、試料をまず基板と接触させて試料中に存在する標的分析物を少なくとも１種類の捕
捉プローブに結合させるとともに、次に捕捉プローブに結合した標的分析物を検出プロー
ブと接触させて標的分析物を検出プローブに結合させる。他の態様においては、試料、検
出プローブ及び基板上の捕捉プローブを同時に接触させる。
【０００８】
　捕捉された標的－検出プローブ複合体は、フォトニック的、電子的、音響的、光音響的
、重力的、電気化学的、電気光学的、質量分光学的、酵素的、化学的、生化学的、又は物
理的手段により検出され得る。
【０００９】
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　ある態様においては、標的分析物はタンパク質であるとともに検出プローブはナノ粒子
プローブであり、ナノ粒子プローブは、（ａ）標的分析物を結合させる抗体、（ｂ）標的
分析物を結合させるアプタマー、又は（ｃ）標的分析物を結合させる抗体及びアプタマー
の混合物を含む。
【００１０】
　本発明はまた、試料中の少なくとも１つの標的分析物を検出するための方法も提供し、
標的分析物は少なくとも２つの結合部位を有し、本方法は、（ａ）少なくとも１種類の捕
捉プローブ及び少なくとも１種類の捕捉オリゴヌクレオチドが結合する基板を提供するス
テップであって、捕捉プローブが特異的標的分析物の第１の結合部位に結合し得るととも
に捕捉オリゴヌクレオチドがＤＮＡバーコードの第１の部分に結合し得るステップ、（ｂ
）少なくとも１種類のＤＮＡバーコード及び標的分析物結合分子が結合する少なくとも１
種類のバーコードプローブを提供するステップであって、標的分析物結合分子が特異的標
的分析物の第２の結合部位に結合し得るステップ、（ｃ）試料を基板及びバーコードプロ
ーブと、標的分析物の第１の結合部位への各種類の捕捉プローブの結合及び標的分析物の
第２の結合部位への標的分析物結合分子の結合に効果的な条件下で接触させて第１の複合
体を形成するステップ、（ｄ）ＤＮＡバーコードを第１の複合体から遊離させるステップ
、（ｅ）基板を洗浄して非結合物質を除去するステップ、及び（ｆ）場合により、試料を
、ＤＮＡバーコードの第２の部分に結合可能な検出オリゴヌクレオチドを有する検出プロ
ーブと、ＤＮＡバーコード及び検出オリゴヌクレオチド及び捕捉オリゴヌクレオチドの間
の結合を可能にする効果的な条件下で接触させて第２の複合体を形成するステップであっ
て、第２の複合体が検出オリゴヌクレオチドに結合するＤＮＡバーコードに結合する捕捉
オリゴヌクレオチドを含んでなるステップ、及び（ｇ）標的分析物の存在又は不在を検出
するステップであって、第１の複合体（又は場合により第２の複合体）の存在又は不在が
試料中の特異的標的分析物の存在又は不在の指標となるステップ、を含んでなる。いくつ
かの態様において、遊離したＤＮＡバーコードは、検出に先立ち捕捉オリゴヌクレオチド
を含有する基板上の別個の領域に移動させ得る。例えば、ＤＮＡバーコードが基板の一領
域にあってもよいとともに、捕捉オリゴヌクレオチドが基板の別の領域にあってもよく、
ここで領域は、例えば何らかの物理的要素（壁など）又は近接により分離されている。あ
るいは、ＤＮＡバーコードはマイクロフルイディクスにより移動させてもよく、ここでＤ
ＮＡバーコード及び捕捉オリゴヌクレオチドは相互接続されるチャンバにより分離される
。
【００１１】
　他の態様において、バーコードプローブ上の標的分析物結合分子は、標的分析物に結合
するビオチン化標的認識要素を認識するストレプトアビジン又は抗ビオチン抗体を含んで
なる。さらに他の態様において、バーコードプローブ上の標的分析物結合分子は、標的分
析物に結合する核酸標識化標的認識要素を認識する核酸を含んでなる。
【００１２】
　ある態様においては、試料をまずバーコードプローブと接触させて試料中に存在する標
的分析物をバーコードプローブに結合させるとともに、次にバーコードプローブに結合し
た標的分析物を基板と接触させて標的分析物を基板上の少なくとも１種類の捕捉プローブ
に結合させる。他の態様においては、試料をまず基板と接触させて試料中に存在する標的
分析物を少なくとも１種類の捕捉プローブに結合させるとともに、次に捕捉プローブに結
合した標的分析物をバーコードプローブと接触させて標的分析物をバーコードプローブに
結合させる。あるいは、試料、バーコードプローブ及び基板上の捕捉プローブを同時に接
触させる。
【００１３】
　また、本発明は、抗体及びアプタマーの双方の結合を含んでなる基板も提供する。抗体
及びアプタマーは同一の標的分析物に特異的であってもよく（すなわち、双方とも同じ標
的分析物に結合する）、又は各々が異なる標的分析物に特異的であってもよい（すなわち
、抗体は一標的分析物に特異的に結合し得るとともにアプタマーは異なる標的分析物に結
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合し得る）。加えて、本発明は、捕捉プローブ（オリゴヌクレオチド、抗体及び／又はア
プタマーなど）及び捕捉オリゴヌクレオチドの結合を含んでなる基板を提供する。捕捉プ
ローブは標的分析物に特異的であり得る一方、捕捉オリゴヌクレオチドはＤＮＡバーコー
ドとのハイブリダイゼーションに特異的であり得る。捕捉プローブはタンパク質又は核酸
分子に特異的であり得る。ある態様において、基板は複数の種類の捕捉プローブを含んで
なってもよく、あるものにはタンパク質が結合するとともにあるものには核酸分子が結合
し、それにより単一アッセイにおける単一基板上でのタンパク質及び核酸分子の検出が可
能となる。
【００１４】
　本発明のこれら及び他の実施形態は、以下の詳細な説明及び例に照らして明らかとなる
であろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
好ましい実施形態の詳細な説明
　別途文脈により必要とされない限り、単数形の用語は複数を含むものとし、及び複数形
の用語は単数を含むものとする。
【００１６】
　本開示に従い利用されるとき以下の用語は、別段に指示されない限り、以下の意味を有
するものと理解されるべきである。
【００１７】
　本明細書で使用されるとき、「核酸配列」、「核酸分子」、又は「核酸」は、本明細書
に定義されるとおりの１つ又は複数のオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドを参照す
る。
【００１８】
　用語「ポリヌクレオチド」は本明細書において参照されるとき、長さが少なくとも１０
塩基の一本鎖又は二本鎖核酸高分子を意味する。ある実施形態において、ポリヌクレオチ
ドを含んでなるヌクレオチドは、リボヌクレオチド又はデオキシリボヌクレオチド又は何
れかの種類のヌクレオチドの修飾形態であり得る。前記修飾としては、ブロモウリジンな
どの塩基修飾、アラビノシド及び２’，３’－ジデオキシリボースなどのリボース修飾、
及びホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホロセレノエート、ホスホロジセ
レノエート、ホスホロアニロチオエート、ホスホルアニラデート及びホスホロアミデート
などのインターヌクレオチド結合修飾が挙げられる。用語「ポリヌクレオチド」は具体的
には、一本鎖及び二本鎖型のＤＮＡを含む。
【００１９】
　本明細書において参照される用語「オリゴヌクレオチド」は、天然及び／又は非天然の
オリゴヌクレオチド結合によって共に結合する天然及び修飾ヌクレオチドを含む。オリゴ
ヌクレオチドは、一般的に一本鎖であるとともに２００塩基以下の長さを有するメンバー
を含んでなる一部のポリヌクレオチドである。ある実施形態において、オリゴヌクレオチ
ドの長さは１０～６０塩基である。ある実施形態において、オリゴヌクレオチドの長さは
、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、又は２０～４０塩基
である。オリゴヌクレオチドは、例えば遺伝子変異体の構築における使用向けに、一本鎖
又は二本鎖であってもよい。本発明のオリゴヌクレオチドは、タンパク質コード配列に関
連するセンス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドであってもよい。
【００２０】
　用語「天然ヌクレオチド」は、デオキシリボヌクレオチド及びリボヌクレオチドを含む
。用語「修飾ヌクレオチド」は、修飾又は置換糖類などを伴うヌクレオチドを含む。用語
「オリゴヌクレオチド結合」は、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホロ
セレノエート、ホスホロジセレノエート、ホスホロアニロチオエート、ホスホルアニラデ
ート、ホスホロアミデートなどのオリゴヌクレオチド結合を含む。例えば、ラプランシュ
（ＬａＰｌａｎｃｈｅ）ら、１９８６年、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、１４：９０
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８１頁；ステック（Ｓｔｅｃ）ら、１９８４年、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１０６
：６０７７頁；ステイン（Ｓｔｅｉｎ）ら、１９８８年、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ
．、１６：３２０９頁；ゾン（Ｚｏｎ）ら、１９９１年、Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒ
ｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ、６：５３９頁；ゾン（Ｚｏｎ）ら、１９９１年、「ＯＬＩＧＯＮＵ
ＣＬＥＯＴＩＤＥＳ　ＡＮＤ　ＡＮＡＬＯＧＵＥＳ：Ａ　ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲ
ＯＡＣＨ」、８７－１０８頁（Ｆ・エクステイン（Ｆ．Ｅｃｋｓｔｅｉｎ）編）、オック
スフォード大学出版（Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ）、英国オック
スフォード（Ｏｘｆｏｒｄ）；ステック（Ｓｔｅｃ）ら、米国特許第５，１５１，５１０
号明細書；ウルマン（Ｕｈｌｍａｎｎ）及びペイマン（Ｐｅｙｍａｎ）、１９９０年、Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ、９０：５４３頁を参照されたく、これらの開示はいか
なる目的にも参照によって本明細書により援用される。オリゴヌクレオチドは検出可能標
識を含むことでオリゴヌクレオチドの検出又はそのハイブリダイゼーションを可能にし得
る。
【００２１】
　本発明の方法において使用される「基板」又は「アドレス可能基板」は、抗体、アプタ
マー、オリゴヌクレオチド、又は分析物が結合可能な任意の表面であり得る。かかる表面
としては、限定はされないが、ナノ粒子、薄膜、電磁ビーズ、又は、ガラス、金属、プラ
スチック、又は、抗体、アプタマー、オリゴヌクレオチド、若しくは分析物が結合するよ
う設計される官能基でコーティングされる物質を含んでなる任意の物質が挙げられる。コ
ーティングは単分子層より厚くてもよい。実際、コーティングは十分な厚さの多孔質物質
を含むことで多孔質三次元構造を生成することができ、そこに抗体、アプタマー、オリゴ
ヌクレオチド、又は分析物が拡散し得るとともに内表面に結合し得る。
【００２２】
　抗体、アプタマー、及びオリゴヌクレオチドなどの捕捉プローブの基板への結合は、当
業者に周知であるとともに、例えば、全体として参照により援用される、２００５年５月
６日付け出願の米国特許出願第１１／１２４６０９号明細書に記載されるとおりの任意の
方法により達成され得る。
【００２３】
　用語「捕捉プローブ」は本明細書で使用されるとき、アプタマー又は抗体、又はアプタ
マー及び／又は抗体を含んでなる複合体（例えばアプタマー及び／又は抗体が結合する粒
子）を参照し得る。
【００２４】
　本発明の「検出用プローブ」又は「検出プローブ」は、１つ又は複数の検出用アプタマ
ー、抗体、又はオリゴヌクレオチドが付着し得る任意の担体であってもよく、ここで１つ
又は複数の検出用アプタマー、抗体、又はオリゴヌクレオチドは特異的標的分析物を結合
させる立体構造を含んでなり得る。検出プローブは、フルオロフォア又は蛍光体（例えば
、蛍光体又はフルオロフォアがドープされた粒子が挙げられる）、量子ドット、酵素コン
ジュゲート（セイヨウワサビペルオキシダーゼなど）、又は抗体－ＤＮＡコンジュゲート
（これは例えば、免疫ＰＣＲ又はローリングサークル増幅検出アッセイにおいて使用され
得る）を含んでなり得る。担体それ自体が標識として働いてもよく、又は検出可能標識を
含有するか、若しくはそれで修飾されてもよく、又は検出用アプタマー、抗体、又はオリ
ゴヌクレオチドがかかる標識を担持してもよい。本発明の方法に好適な担体としては、限
定はされないが、マイクロ粒子、ナノ粒子、量子ドット、デンドリマー、半導体、ビーズ
、上方又は下方変換蛍光体、巨大タンパク質、脂質、炭水化物、又は十分なサイズの任意
の好適な無機又は有機分子、又はこれらの組み合わせが挙げられる。
【００２５】
　本明細書で使用されるとき、用語「標識」又は「検出用標識」は、フォトニック的、電
子的、光電子的、磁気的、重力的、音響的、酵素的、又は他の物理的又は化学的手段によ
り検出され得る検出可能マーカーを参照する。用語「標識された」は本明細書で使用され
るとき、かかる検出可能なマーカーの取り込み（例えば、放射性標識ヌクレオチドの取り
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込み、又は検出可能マーカーのアプタマー、抗体、又はオリゴヌクレオチドへの付着によ
り）を参照する。
【００２６】
　「試料」は本明細書で使用されるとき、タンパク質又は核酸などの標的分析物を含んで
なる、又は含んでなる可能性があるとともに、本発明の方法において使用され得る任意の
量の物質を参照する。例えば、試料は生体試料であり得るとともに、ヒト、動物、植物、
真菌、酵母、細菌、ウイルス、組織培養物又はウイルス培養物に由来する生体試料、又は
上記の組み合わせから抽出され得る。これらは、固形組織（例えば、骨髄、リンパ節、脳
、皮膚）、体液（例えば、血清、血液、尿、喀痰、精液又はリンパ液）、骨格組織、又は
個々の細胞を含有するか、又はそれから抽出されてもよい。あるいは、試料は、精製され
た、又は部分的に精製されたタンパク質又は核酸分子などの分析物、及び、例えば、本発
明の方法を成功裏に実施するための然るべき条件を生成するために使用される緩衝液及び
／又は試薬を含んでなり得る。
【００２７】
　用語「分析物」又は「標的分析物」は、本発明の方法により検出又は検定すべき化合物
又は組成物を参照する。典型的な分析物としては、限定はされないが、タンパク質、ペプ
チド、核酸セグメント、小分子、細胞、微生物及びこれらの断片及び産物、又は、付着部
位、結合メンバー又は受容体（抗体など）を生じ得る任意の物質を挙げることができる。
分析物は、捕捉プローブ及び／又は検出用プローブ（例えば抗体若しくはアプタマー又は
その双方）により標的とされ得る少なくとも１つの結合部位、好ましくは少なくとも２つ
の結合部位（例えば、エピトープ）を有する。
【００２８】
　分析物は、宿主の体液など、試料中に直接所見される分子であってもよい。試料は直接
検査され得るか、又は分析物をより容易に検出可能とするよう前処理されてもよい。さら
には、当該分析物は、当該分析物に相補的な特異的結合対メンバーなどの当該分析物の証
明となる薬剤を検出することにより判定されてもよく、その存在は当該分析物が試料中に
存在するときのみ検出されるであろう。従って、分析物の証拠となる薬剤がアッセイにお
いて検出される分析物となる。体液は、例えば、尿、血液、血漿、血清、唾液、精液、便
、喀痰、脳脊髄液、涙、粘液などであり得る。
【００２９】
　用語「特異的結合」は、他の分子の実質的により低い認識と比較して、２個の異なる分
子の一方の他方に対する特異的な認識を参照する。一般的に、分子はその表面上又は空洞
内に領域を有して２個の分子間に特異的認識を生じさせる。例示的な特異的結合は、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などである。
【００３０】
　用語「非特異的結合」は、特異的表面構造からは比較的独立した分子間の結合を参照す
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の結果として生じ得
る。
【００３１】
　用語「標的認識要素」は、標的分析物の結合に使用され得る任意の結合剤を参照する。
例えば、標的認識要素は、抗体、エピトープ結合抗体断片（Ｆａｂなど）、Ａｆｆｉｂｏ
ｄｙ（登録商標）（アフィボディ・ＡＢ（Ａｆｆｉｂｏｄｙ　ＡＢ）、Ｂｒｏｍｍａ、ス
ウェーデン）、ナノボディ分子、単鎖抗体断片（ｓｃＦｖ）、又はペプチドであり得る。
【００３２】
　用語「抗体」は、特定の空間及び極性構造の別の分子に特異的に結合するとともに従っ
てそれと相補的なものとして定義される免疫グロブリンを参照する。抗体はモノクローナ
ル又はポリクローナルであり得るとともに、宿主の免疫化及び血清の収集などの当該技術
分野において周知の技術により（ポリクローナル）、又は連続ハイブリッド細胞系の調製
及び分泌タンパク質の収集により（モノクローナル）、又は少なくとも天然抗体の特異的
結合に必要なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列又はそれらの突然変異誘発型の
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クローニング及び発現により調製され得る。抗体としては完全免疫グロブリン又はその断
片を挙げることができ、この免疫グロブリンは、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ１、Ｉ
ｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ及びＩｇＧ３、ＩｇＭ等の様々なクラス及びアイソタイプを含む。
これらの断片としては、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＦ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’などを挙げることが
できる。加えて、特定の分子に対する結合親和性が維持される限り、免疫グロブリンの凝
集体、重合体、及びコンジュゲート又はそれらの断片が、適切な場合には使用され得る。
【００３３】
　タンパク質、ポリペプチド、断片、変異体、及び誘導体などの標的分析物は、当該技術
分野において周知の方法を使用して抗体を調製するために使用され得る。従って、標的分
析物に結合する抗体及び抗体断片は本発明の方法において、アプタマー検出用プローブが
使用される場合には基板上の捕捉プローブとして、アプタマーが基板上の捕捉プローブと
して使用される場合には検出用プローブとして、又はアプタマー検出用プローブと組み合
わせた検出用プローブとして使用され得る。抗体は、ポリクローナル、単一特異性ポリク
ローナル、モノクローナル、組換え型、キメラ、ヒト化型、完全ヒト型、単鎖及び／又は
二重特異性であり得る。
【００３４】
　標的分析物を対象とするポリクローナル抗体は一般的に、動物（例えば、ウサギ又はマ
ウス）中で抗原及びアジュバントの頻回皮下又は腹腔内注射により産生される。標的分析
物タンパク質、ポリペプチド、又はそれらの変異体、断片又は誘導体は、キーホールリン
ペットヘモシアニン、血清、アルブミン、ウシチログロブリン、又はダイズトリプシン阻
害因子などの、免疫されるべき種において免疫原性の担体タンパク質とコンジュゲートす
ることが有用であり得る。また、ミョウバンなどの凝集剤を使用して免疫応答は亢進され
もする。免疫化後、動物は瀉血されるとともに血清が抗標的分析物抗体力価についてアッ
セイされる。
【００３５】
　標的分析物を対象とするモノクローナル抗体は、培養物中の連続細胞系により抗体分子
の産生を提供する任意の方法を使用して産生される。モノクローナル抗体を調製するため
に好適な方法の例としては、コーラー（Ｋｏｈｌｅｒ）ら、Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９
５－９７頁（１９７５年）のハイブリドーマ法、及びヒトＢ細胞ハイブリドーマ法、コズ
ボール（Ｋｏｚｂｏｒ）、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３３：３００１頁（１９８４年）；ブ
ロデュア（Ｂｒｏｄｅｕｒ）ら、「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄ
ｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」５１－６３
頁（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ　１９８７年）が挙げられる。
【００３６】
　用語「アプタマー」は本明細書で使用されるとき、インビトロ選択又は当該技術分野に
おいて周知の他の種類のアプタマー選択手順（例えばフローサイトメトリー又は高密度ア
プタマーアレイを伴うビーズに基づく選択）により核酸が分子の混合物に付加されるとき
に出現する核酸（典型的には、ＤＮＡ、ＲＮＡ又はオリゴヌクレオチド）を参照する。ア
プタマーを結合させるリガンドとしては、限定はされないが、小分子、ペプチド、タンパ
ク質、炭水化物、ホルモン、糖、代謝副産物、補因子、薬物及び毒物が挙げられる。本発
明のアプタマーは好ましくは、特定の分析物に特異的である。アプタマーは、診断上の標
的検証性及び治療適用性を有し得る。結合の特異性は、アプタマーのそのリガンドに対す
る解離定数Ｋｄの観点から定義される。アプタマーは高親和性を有し、抗体（ｐＭ～ｎＭ
）と同様のＫｄ範囲及び抗体と同様／抗体より優れた特異性を伴い得る（テュエーク（Ｔ
ｕｅｒｋ）及びゴールド（Ｇｏｌｄ）、１９９０年、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４９：５０５頁
；エリントン（Ｅｌｌｉｎｇｔｏｎ）及びスツォスタック（Ｓｚｏｓｔａｋ）、１９９０
年、Ｎａｔｕｒｅ　３４６：８１８頁）。アプタマーの長さは典型的には、１０～３００
ヌクレオチドであろう。ＲＮＡ及びＤＮＡアプタマーは、ＳＥＬＥＸ（試験管内進化法）
などのインビトロ選択試験から生成され得る。アプタマーの使用及び技術の例は、Ｐｈｏ
ｔｏＳＥＬＥＸ（商標）及びＲｉｂｏｒｅｐｏｒｔｅｒｓ（商標）である。アプタマー、
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その使用、及び製造が、例えば、米国特許第５，８４０，８６７号明細書、同第６，００
１，６４８号明細書、同第６２２５，０５８号明細書、同第６，２０７，３８８号明細書
及び米国特許出願公開第２００２／０００１８１０号明細書に記載され、それらの開示全
てが全体として参照により援用される。
【００３７】
　特異的標的分析物に結合するように構成されるアプタマーは、例えば、オリゴヌクレオ
チドの初期異種集団を合成するとともに、次にオリゴヌクレオチドを特定の標的分析物に
強く結合する集団内から選択することにより選択され得る。特定の標的分子に結合するア
プタマーが同定されると、アプタマーは生物学的分野及び他の分野において周知の様々な
技術を使用して、例えば、クローニング及びポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅とそれ
に続く転写により複製され得る。
【００３８】
　オリゴヌクレオチドの異種集団の合成及び当該集団内でのアプタマーの選択は、試験管
内進化法又はＳＥＬＥＸとして周知の手順を使用して達成され得る。ＳＥＬＥＸ法は、例
えば、ゴールド（Ｇｏｌｄ）ら、米国特許第５，２７０，１６３号明細書及び同第５，５
６７，５８８号明細書；フィッツウォーター（Ｆｉｔｚｗａｔｅｒ）ら、「Ａ　ＳＥＬＥ
Ｘ　Ｐｒｉｍｅｒ」、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、２６７：２７５－
３０１頁（１９９６年）；及びエリントン（Ｅｌｌｉｎｇｔｏｎ）及びスツォスタック（
Ｓｚｏｓｔａｋ）、「Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＲＮＡ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌｅｓ　ｔｈａｔ　Ｂｉｎｄ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｌｉｇａｎｄｓ」、Ｎａｔｕｒｅ
、３４６：８１８－２２頁に記載されている。例えば、異種ＤＮＡオリゴマー集団を合成
してアプタマーのインビトロ選択用の候補オリゴマーを提供し得る。初期ＤＮＡオリゴマ
ー集団は、長さ１０～５０ヌクレオチドの固定的な５’及び３’配列が隣接する長さ１５
～１００ヌクレオチドの一組のランダム配列である。固定領域がＰＣＲプライマーハイブ
リダイゼーションのための、及びある実施例では、ＲＮＡポリメラーゼによる転写の開始
のための部位として提供され、ＲＮＡオリゴマーの集団が産生される。固定領域はまた、
選択されたアプタマーをクローニングするための制限部位も含有する。固定領域の多くの
例がアプタマー進化法において使用され得る。例えば、コンラッド（Ｃｏｎｒａｄ）ら、
「Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ａｐｔａ
ｍｅｒｓ　Ｔｈａｔ　Ｂｉｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ」、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ、２６７：３３６－８３頁（１９９６年）；シエシオルカ（Ｃｉｅｓｉｏｌ
ｋａ）ら、「Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ－Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｆ
ｒｏｍ　Ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ　Ｒｉｂｏｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｐｏｏｌｓ
」、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、２６７：３１５－３５頁（１９９６
年）；及びフィッツウォーター（Ｆｉｔｚｗａｔｅｒ）ら、「Ａ　ＳＥＬＥＸ　Ｐｒｉｍ
ｅｒ」、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、２６７：２７５－３０１頁（１
９９６年）を参照されたい。
【００３９】
　アプタマーは５～１００サイクルの手順において選択される。各サイクルにおいて、オ
リゴマーは、標的分子に結合され、オリゴマーの結合している標的を単離することにより
精製され、標的から遊離され、及び次に２０～３０回のＰＣＲ増幅により複製される。当
該技術分野において周知のアプタマーを産生するための代替的方法もまた、ビーズに基づ
く選択又はマイクロアレイに基づく選択を含め、使用され得る。
【００４０】
　限定はされないが、２’－フルオロ－リボヌクレオチドオリゴマー、ＮＨ２置換及びＯ
ＣＨ３置換リボースアプタマー、及びデオキシリボースアプタマーを含む、様々なオリゴ
マーがアプタマー選択に使用され得る。ＲＮＡ及びＤＮＡ集団も同様に、任意の種類の標
的分子に結合するよう構成されるアプタマーを提供可能である。いずれの集団内でも、選
択されるアプタマーは１０９～１０１３の頻度で発生する（ゴールド（Ｇｏｌｄ）ら、「
Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ」、
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Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、６４：７６３－９７頁
（１９９５年）を参照されたい）とともに、最も頻繁なものは標的に対しナノモル結合親
和性を有し、この親和性は抗体の同種抗原に対する親和性と同程度に強い。グリフィス（
Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ）ら、ＥＭＢＯ　Ｊ．、１３：３２４５－６０頁（１９９４年）を参
照されたい。
【００４１】
　２’－フルオロ－リボヌクレオチドオリゴマーを使用すると、結合親和性が、非置換リ
ボ又はデオキシリボオリゴヌクレオチドで得られるものを１０～１００倍上回って増加す
る可能性がある（パグラティス（Ｐａｇｒａｔｉｓ）ら、「Ｐｏｔｅｎｔ　２’－ａｍｉ
ｎｏ　ａｎｄ　２’ｆｌｕｏｒｏ　２’ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ＲＮ
Ａ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ　ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔ
ｏｒ」Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１５：６８－７３頁を参照）。かか
る修飾塩基は追加的な結合相互作用を提供するとともにアプタマーの二次構造の安定性を
増加させる。これらの修飾はまた、アプタマーをヌクレアーゼに対し耐性にもすることで
、現実面での系の適用に大幅に有利となる。リン（Ｌｉｎ）ら、「Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｒ
ＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｐｏｏｌｓ　ｆｏｒ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
」Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２２：５２２９－３４頁（１９９４
年）；及びパグラティス（Ｐａｇｒａｔｉｓ）ら、「Ｐｏｔｅｎｔ　２’－ａｍｉｎｏ　
ａｎｄ　２’ｆｌｕｏｒｏ　２’ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ＲＮＡ　ｉ
ｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ　ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ」
Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１５：６８－７３頁を参照されたい。
【００４２】
　アプタマーは、アプタマーを基板に付着又は結合可能にし得る好適な修飾を含んでもよ
い。好適な、だが非限定的な修飾としては、チオール、アミン、カルボン酸、マレイミド
、及びジエンなどの官能基が挙げられる。ハプテン相互作用などの他の方法が使用されて
もよい。ハプテン相互作用の例としては、限定はされないが、ストレプトアビジン－ビオ
チン、ｘ－ビオチン－ビオチン、ｘ－フルオレセイン／フルオレセイン及び当該技術分野
において周知の他のハプテン対が挙げられる。アプタマーは、化学合成及び固形支持体上
での化学合成を含む、任意の好適な手段により調製され得る。
【００４３】
　本発明の方法において使用されるアプタマーは、オリゴヌクレオチドテールを含んでも
よい。用語「オリゴヌクレオチドテール」は、アプタマーの合成オリゴヌクレオチド伸長
部を参照する。この伸長部はアプタマーの合成中に作成されてもよく、又は化学的又は酵
素的手段を含む任意の好適な手段を使用してアプタマーの３’又は５’末端に付加されて
もよい。この伸長部はアプタマー配列が選択された後に付加される点に留意することは重
要である。従って、これはアプタマーの結合活性を決定する配列部分を呈するものではな
い。伸長部は一般的に一本鎖であるとともに約１０～６０塩基の長さを有する。ある実施
形態において、オリゴヌクレオチドの長さは、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１
６、１７、１８、１９、及び２０～４０塩基である。オリゴヌクレオチドテールは任意の
好適な長さで、かつアプタマーのその標的への結合能力を妨げない配列であってもよい。
オリゴヌクレオチドテールが所定の配列を有することで、オリゴヌクレオチドテールの少
なくとも一部と相補的な配列を有する標識されたオリゴヌクレオチド、例えば、フルオロ
フォア標識オリゴヌクレオチドをハイブリダイズすることにより、アプタマーの修飾が任
意の所望の標識を含むことが可能となる。
【００４４】
　ある実施形態において、アプタマーは基板又は粒子（例えばナノ粒子又はマイクロ粒子
）に結合し得るとともに標的分析物を位置づけ得る（すなわち試料中で結合させ得る）立
体構造を含んでなることにより、結合時にアプタマーを介して標的非核酸分析物を基板又
は粒子に付着させる。
【００４５】
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　他の実施形態において、アプタマーはオリゴヌクレオチドテール及びオリゴヌクレオチ
ドテールの配列の少なくとも一部と相補的な配列を有する第２のリンカーオリゴヌクレオ
チドを含んでなり、前記第２のオリゴヌクレオチドは任意選択の標識を有する。オリゴヌ
クレオチドテールは有利には、多重化、例えば、フルオロフォア、デンドリマー、放射標
識、酵素などの異なる検出部分で標識された異なるオリゴヌクレオチドプローブの付着が
可能である。オリゴヌクレオチドテールを有するアプタマープローブは、例えば、２００
５年５月３日付け出願の米国特許出願第１１／１２１１６５号明細書に記載されるとおり
の、直接的又は間接的サンドイッチアッセイを含む、様々なアッセイにおいて標的分析物
の検出に広範に有用である。
【００４６】
　ある実施形態において、「バーコードプローブ」が本発明の方法に使用される。本明細
書で使用されるとき、「バーコードプローブ」は、粒子（例えばナノ粒子又はマイクロ粒
子）に結合するＤＮＡバーコードを含んでなる複合体である。本明細書で使用されるとき
、用語「バーコード」、「生化学的バーコード」、「バイオバーコード」、「バーコード
ＤＮＡ」、「ＤＮＡバーコード」、「レポーターバーコード」、「レポーターバーコード
ＤＮＡ」等は全て互いに可換であるとともに同じ意味を有する。ＤＮＡバーコードは、デ
オキシ核酸又はリボ核酸などの核酸であってもよい。好ましくは、ＤＮＡバーコードは、
所定の配列のオリゴヌクレオチドである。必要に応じて、ＤＮＡバーコードは、例えば、
ビオチン、放射標識、又は蛍光標識で標識されてもよい。ＤＮＡバーコードは好ましくは
、標的分析物の一部及び検出オリゴヌクレオチドの一部に結合することにより、検出可能
な複合体を形成し得る。
【００４７】
　ＤＮＡバーコードは粒子に直接結合し得るか、又は、任意の付着部分、例えばＤＮＡバ
ーコードの少なくとも一部とハイブリダイズされることによりバーコードを粒子に結合さ
せ得るような粒子に結合するオリゴヌクレオチドを通じて、粒子に結合し得る。ＤＮＡバ
ーコードは、バーコードを粒子に付着させるオリゴヌクレオチドからＤＮＡバーコードを
デハイブリダイズする条件にバーコードを曝露することにより、粒子から遊離され得る。
【００４８】
　あるいは、ＤＮＡバーコードはそれらが付着する粒子から、上記及び本開示の他所に記
載されるとおりバーコードの表面への結合を崩壊させる化学的遊離剤により遊離され得る
。かかる薬剤としては、本明細書に記載されるとおり、限定はされないが、他のチオール
又はジスルフィド含有分子、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、ジチオエリトリトール（Ｄ
ＴＥ）、メルカプトエタノールなどのチオール結合を通じて選好的に微粒子に結合するで
あろう任意の分子、及びジスルフィド結合を切断することによりＤＮＡバーコードをそれ
らが結合する微粒子から遊離させるであろう水素化ホウ素ナトリウムなどの還元剤が挙げ
られる。
【００４９】
　本明細書に記載されるとおり、バーコードは検出可能なレポーター基で標識され得る。
好適なレポーター基としては、限定はされないが、フルオロフォア、発色団、酸化還元活
性基、電気的シグネチャを伴う基、放射性基、触媒基、又はラマン標識が挙げられる。
【００５０】
　ラマン標識は、特有のラマン散乱スペクトルを伴う数多くの分子の中の任意の１つであ
り得る。酵素免疫測定法において使用される酵素とは異なり、これらの標識種は、安定し
た単純で安価な分子であり、必要に応じて化学的に修飾され得る。以下の属性により本適
用における標識の有効性は亢進される：（ａ）レーザー励起波長近傍における強い吸収帯
（１０４に近い吸光係数、（ｂ）特異的結合メンバーに対する共有結合を可能にする官能
基、（ｃ）光安定性、（ｄ）サブナノグラムの範囲での分析物の検出を可能にするうえで
十分な表面及び共鳴の増大、（ｅ）標識及び非標識特異的結合メンバー間の結合相互作用
における最小限の干渉、（ｆ）使用される励起波長での強い蛍光放射の最小限の呈示、（
ｇ）数個の強いピークを伴う比較的単純な散乱パターン、及び／又は（ｈ）互いに干渉し
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ないため数個の指標分子が同時に分析され得る散乱パターンを伴う標識。
【００５１】
　以下にこれらのラマン活性標識のいくつかを列挙するが、全てが候補となる可能性を有
するわけではない：４－（４－アミノフェニルアゾ）フェニルアルソン酸モノナトリウム
塩、アルセナゾＩ、塩基性フクシン、シカゴスカイブルー、ダイレクトレッド８１、ディ
スパースオレンジ３、ＨＡＢＡ（２－（４－ヒドロキシフェニルアゾ）－安息香酸）、エ
リスロシンＢ、トリパンブルー、ポンソーＳ、ポンソーＳＳ、１，５－ジフルオロ－２，
４－ジニトロベンゼン、クレシルバイオレット及びｐ－ジメチルアミノアゾベンゼン。選
ばれた標識は当該特異的結合メンバーに共有結合するか、又はそれに付着又は連結し得る
。
【００５２】
　複数のラマン標識を粒子に結合させてマルチコード化ラマン標識を提供し、異なる粒子
をインデックス化してもよい。従って、本発明は、複数のラマン色素及びＤＮＡ、ＲＮＡ
、抗体、抗原、小分子などの特異的結合物質が粒子に結合している試薬を含む。粒子に基
づく検出用プローブのため、ラマン標識又は色素は粒子に直接的又は間接的に付着され得
る。ラマン標識は、官能基、例えば金属ナノ粒子などの粒子の表面に結合し得るチオール
、アミン、又はホスフィンで修飾され得る。必要に応じて、ラマン色素はさらに、ナノ粒
子安定性の向上のためオリゴヌクレオチド（例えば、ポリアデノシン、ポリチミジン）な
どの分子又は特異的結合対メンバー（核酸標的又は特定のリガンドの受容体の少なくとも
一部と相補的な配列を有するオリゴヌクレオチドなど）で官能化され得る。あるいは、ラ
マン標識は分子又は任意のリンカー、例えば、粒子に結合するための官能基を保有するポ
リＡ又はポリＴオリゴヌクレオチドとコンジュゲートされ得る。ラマン標識は、例えば、
参照により援用される２００３年５月７日付け出願の米国特許出願第１０／４３１，３４
１号明細書に記載されるとおり検出され得る。
【００５３】
　ＤＮＡバイオバーコードは場合により、遊離後に増幅、例えば、ＰＣＲ増幅されるとと
もに、サンドイッチアッセイなどの任意の好適な手段により検出され得る。好ましくは、
ＤＮＡバイオバーコードは、例えば、全体として参照により援用される米国特許第６，７
５０，０１６号明細書及び２００４年６月２５日付け出願の米国特許出願第１０／８７７
，７５０号明細書に記載されるとおり、アレイ基板及び銀増幅を使用する高感度ナノ粒子
ベース検出システムを使用して検出される。あるいは、ＤＮＡバイオバーコードは、ビオ
チン化され得るか、放射活性で標識され得るか、又は蛍光又は任意の他の好適な検出用標
識で標識され得る。標識されたＤＮＡバイオバーコードは、溶液に基づく蛍光定量法を含
む任意の好適な手段により検出され得る。
【００５４】
　バイオバーコードアッセイの説明については、全体として参照により援用される２００
４年６月２５日付け出願の米国特許出願第１０／８７７，７５０号明細書を参照されたい
。バイオバーコード増幅アッセイは典型的には２種類の粒子、当該標的に対し親和性を有
する基で官能化される磁性微粒子（ＭＭＰ）及び同標的とともに当該標的のレポーター基
として作用し得るオリゴヌクレオチド（バーコードＤＮＡ）に対しても親和性を有する第
２の基で官能化されるナノ粒子が関与する。標的がタンパク質の場合、磁性粒子上の認識
剤は典型的にはモノクローナル抗体であるが、アプタマーであってもよく、及び金ナノ粒
子上の認識剤はポリクローナル又はモノクローナル抗体であるが、好ましくはこれはアプ
タマーであり、磁性粒子上の抗体上のものとは異なるエピトープを認識する。バイオバー
コードアッセイにおいて、ＭＭＰプローブが当該タンパク質標的を含有する溶液に添加さ
れ得る。ＭＭＰプローブに標的と反応する機会が与えられた後、バーコードＤＮＡを伴う
ナノ粒子プローブが添加され、標的を捕捉したＭＭＰプローブを伴うサンドイッチ構造が
形成される。好適な分離技術、例えば、磁界を使用してかかるサンドイッチ複合体を試液
から分離するとともに、上清を廃棄してもよい。バーコードＤＮＡのデハイブリダイゼー
ションとそれに続く金ナノ粒子プローブを伴うマイクロアレイ検出により、バーコード配
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列の同定及び試液中のタンパク質標的量の定量が可能となる。ある実施形態において、Ｄ
ＮＡバーコードの検出は、本明細書に記載されるとおり、標的分析物を捕捉するために使
用されるものと同じ基板上で起こる。あるいは、ナノ粒子に結合するＤＮＡバーコードは
、任意の好適な標識（フルオロフォアなど）でさらに修飾されるとともにフルオロフォア
検出法などの別の好適な手段により検出され得る。従って、遊離されたＤＮＡバイオバー
コードは、バイオバーコードが標識されているか否かにある部分依存して、任意の好適な
手段により検出され得る。
【００５５】
　ある実施形態において、本発明の検出用標識として使用され得る標識により、フォトニ
ック的、電子的、音響的、光音響的、重力的、電気化学的、電気光学的、質量分光学的、
酵素的、化学的、生化学的、又は物理的手段による検出が可能となる。代表例としては、
蛍光、発光、リン光、又は放射性検出用標識、量子ドット、ナノ粒子、デンドリマー、分
子凝集体又はビーズ、ナノ粒子、及び既知の配列を有するオリゴヌクレオチドが挙げられ
る。オリゴヌクレオチドは、ハイブリダイゼーションカスケード又は酵素的手段などの、
物理的、化学的又は生化学的手段により増幅されるよう設計される。別の態様において、
任意選択の標識は、粒子－オリゴヌクレオチドコンジュゲートである。粒子コンジュゲー
ト標識は、粒子に直接的又は間接的に結合する１つ又は複数の種類のＤＮＡバーコードを
有する粒子を含んでなる。バーコードは本明細書に記載されるとおり遊離され得るととも
に、任意の好適な検出用プローブを使用するサンドイッチアッセイにおけるアレイ基板を
含む、任意の好適な手段により検出され得る。粒子は、ナノ粒子及びマイクロサイズ粒子
、例えば１μｍを含む任意の好適なサイズであってもよいとともに、ポリマー（例えば、
ポリスチレン）、金属（例えば、金又は銀）、セラミック、半導体物質などの任意の好適
な物質であってもよい。
【００５６】
　特定のバイオバーコード検出アッセイが、例えば、全体として参照により援用される２
００４年６月２５日付け出願の米国特許出願第１０／８７７，７５０号明細書に記載され
ている。タンパク質検出の場合、タンパク質認識イベントに付随する信号の増幅を可能に
するようなＰＣＲと同等の方法は極めて少ない。タンパク質検出に対し最も有望なのは、
免疫ＰＣＲ（Ｔ・サノ（Ｔ．Ｓａｎｏ）、Ｃ・Ｌ・スミス（Ｃ．Ｌ．Ｓｍｉｔｈ）、Ｃ・
Ｒ・カンター（Ｃ．Ｒ．Ｃａｎｔｏｒ）、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５８、１２０頁（１９９２
年））及びバイオバーコード増幅（ナム・Ｊ・Ｍ（Ｎａｍ，Ｊ．Ｍ．）、サクストン・Ｃ
・Ｓ（Ｔｈａｘｔｏｎ，Ｃ．Ｓ．）、ミルキン・Ｃ・Ａ（Ｍｉｒｋｉｎ，Ｃ．Ａ．）（２
００３年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０１、１８８４－１８８６頁；及びナム・Ｊ・Ｍ（Ｎａｍ
，Ｊ．Ｍ．）、ストゥバ・Ｓ・Ｉ（Ｓｔｏｅｖａ，Ｓ．Ｉ．）、ミルキン・Ｃ・Ａ（Ｍｉ
ｒｋｉｎ，Ｃ．Ａ．）（２００４年）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２６、５９３２－
５９３３頁）の手法である。バイオバーコード増幅手法は、これまで調査されてきた系に
ついて免疫ＰＣＲより感度が高く、酵素的増幅に頼ることがないとともに、複雑性がより
低いという利点を有する。バイオバーコードアッセイの説明については、全体として参照
により援用される２００４年６月２５日付け出願の米国特許出願第１０／８７７，７５０
号明細書を参照されたい。
【００５７】
　本明細書で使用されるとき、用語「粒子」は、好ましくは、金属、シリカ、酸化ケイ素
、又はポリスチレンからなる物質の小部分を参照する。「粒子」は、球形又は棒状などの
任意の形であり得る。用語「粒子」は本明細書で使用されるとき、具体的には以下に定義
及び記載されるとおりのナノ粒子及びマイクロ粒子の双方を包含する。本発明の捕捉プロ
ーブ、検出プローブ、及びバーコードプローブは、例えば、抗体、検出オリゴヌクレオチ
ド、バーコード、及び／又はアプタマーのための担体として働く粒子を含んでなり得る。
【００５８】
　一実施形態において、本発明の方法において使用される粒子はナノ粒子である。本発明
の実施において有用なナノ粒子としては、金属（例えば、金、銀、銅及び白金）、半導体
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（例えば、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、及びＣｄＳ又はＺｎＳ被覆ＣｄＳｅ）及び磁性（例えば、
強磁性マグネタイト）コロイド物質が挙げられる。本発明の実施において有用な他のナノ
粒子としては、ＺｎＳ、ＺｎＯ、ＴｉＯ２、ＡｇＩ、ＡｇＢｒ、ＨｇＩ２、ＰｂＳ、Ｐｂ
Ｓｅ、ＺｎＴｅ、ＣｄＴｅ、Ｉｎ２Ｓ３、Ｉｎ２Ｓｅ３、Ｃｄ３Ｐ２、Ｃｄ３Ａｓ２、Ｉ
ｎＡｓ、及びＧａＡｓが挙げられる。ナノ粒子のサイズは、好ましくは約５ｎｍ～約１５
０ｎｍ（平均粒径）、より好ましくは約５～約５０ｎｍ、最も好ましくは約１０～約３０
ｎｍである。ナノ粒子はまた棒状であってもよい。本発明において有用な他のナノ粒子と
しては、シリカ及びポリマー（例えばラテックス）ナノ粒子が挙げられる。
【００５９】
　金属、半導体及び磁性ナノ粒子を作製する方法は、当該技術分野において周知である。
例えば、シュミット・Ｇ（Ｓｃｈｍｉｄ，Ｇ．）（編）「Ｃｌｕｓｔｅｒｓ　ａｎｄ　Ｃ
ｏｌｌｏｉｄｓ」（ＶＣＨ、ワインハイム、１９９４年）；ハヤット・Ｍ・Ａ（Ｈａｙａ
ｔ，Ｍ．Ａ．（編）「Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　Ｇｏｌｄ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ，ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、サンデ
ィエゴ、１９９１年）；マサート・Ｒ（Ｍａｓｓａｒｔ，Ｒ．）、ＩＥＥＥ　Ｔａｒａｎ
ｓａｃｔｉｏｎｓ　Ｏｎ　Ｍａｇｎｅｔｉｃｓ、１７、１２４７頁（１９８１年）；アフ
マディ・Ｔ・Ｓ（Ａｈｍａｄｉ，Ｔ．Ｓ．）ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２７２、１９２４頁（
１９９６年）；ヘングレイン・Ａ（Ｈｅｎｇｌｅｉｎ，Ａ．）ら、Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅ
ｍ．、９９、１４１２９頁（１９９５年）；カーティス・Ａ・Ｃ（Ｃｕｒｔｉｓ，Ａ．Ｃ
．）ら、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．、２７、１５３０頁（１９８
８年）を参照されたい。フルオロフォア又はリン光体で含浸されるシリカナノ粒子を作製
する方法もまた、当該技術分野において周知である（タン（Ｔａｎ）及び共同研究者ら、
ＰＮＡＳ、２００４年、１０１、１５０２７－１５０３２頁を参照）。
【００６０】
　ＺｎＳ、ＺｎＯ、ＴｉＯ２、ＡｇＩ、ＡｇＢｒ、ＨｇＩ２、ＰｂＳ、ＰｂＳｅ、ＺｎＴ
ｅ、ＣｄＴｅ、Ｉｎ２Ｓ３、Ｉｎ２Ｓｅ３、Ｃｄ３Ｐ２、Ｃｄ３Ａｓ２、ＩｎＡｓ、及び
ＧａＡｓナノ粒子を作製する方法もまた、当該技術分野において周知である。例えば、ウ
ェラー（Ｗｅｌｌｅｒ）、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．、３２、４
１頁（１９９３年）；ヘングレイン（Ｈｅｎｇｌｅｉｎ）、Ｔｏｐ．Ｃｕｒｒ．Ｃｈｅｍ
．、１４３、１１３頁（１９８８年）；ヘングレイン（Ｈｅｎｇｌｅｉｎ）、Ｃｈｅｍ．
Ｒｅｖ．、８９、１８６１頁（１９８９年）；ブラス（Ｂｒｕｓ）、Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ
．Ａ．、５３、４６５頁（１９９１年）；バンクマン（Ｂａｈｎｃｍａｎｎ）、「Ｐｈｏ
ｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｔｏｒａｇｅ　ｏｆ　Ｓｏｌ
ａｒ　Ｅｎｅｒｇｙ」（ペリツェッティ（Ｐｅｌｉｚｅｔｔｉ）及びスキアベッロ（Ｓｃ
ｈｉａｖｅｌｌｏ）編　１９９１年）、２５１頁；ワン（Ｗａｎｇ）及びヘロン（Ｈｅｒ
ｒｏｎ）、Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．、９５、５２５頁（１９９１年）；オルシャブスキ
（Ｏｌｓｈａｖｓｋｙ）ら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１１２、９４３８頁（１９
９０年）；ウシダ（Ｕｓｈｉｄａ）ら、Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．、９５、５３８２頁（
１９９２年）を参照されたい。
【００６１】
　好適なナノ粒子はまた、例えば、テッド・ペラ社（Ｔｅｄ　Ｐｅｌｌａ，Ｉｎｃ．）（
金）、アマシャム社（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）（金）、ナノプロー
ブズ社（Ｎａｎｏｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．）（金）、及びクアントム・ドット社（Ｑｕａ
ｎｔｏｍ　Ｄｏｔ，Ｉｎｃ．）（ＣｄＳｅ／ＺｎＳなどのコアシェル半導体粒子）から市
販もされている。
【００６２】
　ナノ粒子は、そのサイズに由来する独特な物理学的及び化学的特性から強い関心の的と
なってきた。それらの特性によって、ナノ粒子は、従来の検出方法より高感度で、より特
異的、かつより費用効果の高い新型の生物学的センサ開発への有望な道を提供する。ナノ
粒子を合成するための方法及びそれらから結果として得られる特性を調査するための方法
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論が、過去１０年間、幅広く開発されてきた（編者クラバンド（Ｋｌａｂｕｎｄｅ）、「
Ｎａｎｏｓｃａｌｅ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」、Ｗｉｌｅｙ　
Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、２００１年）。しかしながら、生物学的感知におけるその使
用は、当該生物学的分子でナノ粒子を機能化するためのロバストな方法の欠如により制限
されており、これはこれら２つの異なる物質の固有の不適合性に起因していた。修飾オリ
ゴヌクレオチドでナノ粒子を機能化するための高度に効率的な方法が開発されている。全
体として参照により援用される、米国特許第６，３６１，９４４号明細書及び同第６，４
１７，３４０号明細書（譲受人：ナノスフィア社（Ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ，Ｉｎｃ．）を
参照されたい。この方法によりオリゴヌクレオチドで高度に機能化されたナノ粒子がもた
らされ、これは驚くべき粒子安定性及びハイブリダイゼーション特性を有する。結果とし
て得られるＤＮＡ修飾粒子はまた、高い電解質濃度を含有する溶液中でのその安定性、遠
心分離又は凍結に対する安定性、及び繰り返し加熱及び冷却されるときの熱的安定性によ
り明らかなとおり、極めてロバストであることも証明されている。この添加過程はまた、
制御可能及び適応可能である。かかる方法を使用してナノ粒子－アプタマーコンジュゲー
トを生成することもできる。
【００６３】
　異なるサイズ及び組成のナノ粒子が機能化されたら、オリゴヌクレオチド認識配列のナ
ノ粒子への添加が添加過程を介して制御され得る。ナノ粒子の好適な、だが非限定的な例
としては、全てが全体として参照にり本明細書によって援用される、米国特許第６，５０
６，５６４号明細書、国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ０２／１６３８２号明細書、２００３年
５月７日付け出願の米国特許出願第１０／４３１，３４１号明細書、及び国際特許出願Ｐ
ＣＴ／ＵＳ０３／１４１００号明細書に記載されるものが挙げられる。
【００６４】
　アプタマー及び任意選択の希釈オリゴヌクレオチドが結合するナノ粒子は好ましくは、
全体として参照により援用される米国特許第６，５０６，５６４号明細書に記載されると
おりの、ナノ粒子－オリゴヌクレオチドコンジュゲートを調製するための塩熟成法により
調製される。ナノ粒子に結合し得る官能基を含んでなる部分が共有結合するアプタマー及
びオリゴヌクレオチドが使用される。部分及び官能基は、オリゴヌクレオチドをナノ粒子
に結合させる（すなわち、化学吸着又は共有結合により）ための、米国特許第６，５０６
，５６４号明細書及び同第６，７６７，７０２号明細書（全体として参照により援用され
る）に記載されるものである。例えば、アルカンチオール又はアルカンジスルフィドが５
’又は３’末端に共有結合するオリゴヌクレオチドを使用してオリゴヌクレオチドを、金
ナノ粒子を含む様々なナノ粒子に結合させ得る。ホスホロチオエート又はホスホロジチオ
エート官能基部分が５’又は３’末端に共有結合するチオアプタマーを使用してアプタマ
ーを、金ナノ粒子を含む様々なナノ粒子に結合させ得る。加えて、オリゴヌクレオチドは
、金ナノ粒子表面に対し高親和性を有するポリＡテールなどのオリゴヌクレオチドテール
を介して結合し得る（タルロフ（Ｔａｒｌｏｖ）及び共同研究者ら、ＪＡＣＳ、２００４
年を参照）。あるいは、ストレプトアビジン又はｘ－ビオチン修飾されたナノ粒子をビオ
チン化アプタマーと接触させてアプタマーナノ粒子コンジュゲートを形成し得る。
【００６５】
　アプタマー及び任意選択の希釈オリゴヌクレオチドを、少なくとも一部のアプタマー及
びオリゴヌクレオチドを官能基によってナノ粒子と結合させるのに十分な時間だけ水中の
ナノ粒子と接触させる。かかる時間は実験的に決定され得る。例えば、約１２～２４時間
という時間が良好な結果を与えることが分かっている。アプタマー及びオリゴヌクレオチ
ドの結合に好適な他の条件もまた実験的に決定され得る。例えば、約１０～２０ｎＭのナ
ノ粒子濃度及び室温でのインキュベーションが良好な結果を与える。
【００６６】
　次に、少なくとも１種の塩が水に添加され塩溶液が形成される。塩は任意の水溶性塩で
あり得る。例えば、塩は、リン酸緩衝液中の塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、塩化カ
リウム、塩化アンモニウム、酢酸ナトリウム、酢酸アンモニウム、これらの塩の２種又は
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それ以上の組み合わせ、又はこれらの塩のうちの１種であってもよい。好ましくは、塩は
濃縮溶液として添加されるが、固形としても添加され得るであろう。塩は一度にまとめて
水に添加され得るか、又は塩は時間をかけて徐々に添加される。「時間をかけて徐々に」
は、塩がある期間により離間される間隔を置いて少なくとも２つの分量で添加されること
を意味する。好適な時間間隔は実験的に決定され得る。
【００６７】
　塩溶液のイオン強度は、少なくとも部分的にオリゴヌクレオチドの互いの静電斥力、及
び負に帯電したオリゴヌクレオチドの正に帯電したナノ粒子に対する静電気引力、又は負
に帯電したオリゴヌクレオチドの負に帯電したナノ粒子からの静電斥力のいずれかに勝る
よう十分でなければならない。塩を時間をかけて徐々に添加することにより静電気引力及
び斥力を徐々に低減すると、ナノ粒子に対するオリゴヌクレオチドの面密度は最高になる
ことが分かっている。好適なイオン強度は各塩又は塩の組み合わせについて実験的に決定
され得る。リン酸緩衝液中の約０．１Ｍ～約１．０Ｍの塩化ナトリウムの最終濃度が、好
ましくは塩化ナトリウムの濃度を時間をかけて徐々に上昇させるに伴い、良好な結果を与
えることが分かっている。
【００６８】
　塩の添加後、アプタマー、オリゴヌクレオチド及びナノ粒子は塩溶液中で、さらなる十
分なオリゴヌクレオチドをナノ粒子に結合させてアプタマー及びオリゴヌクレオチドが結
合する安定なナノ粒子コンジュゲートを産生させるうえで十分なさらなる時間だけインキ
ュベートされる。以下に詳細に記載されるであろうとおり、ナノ粒子に対するオリゴヌク
レオチドの面密度の増加はコンジュゲートを安定化させることが分かっている。このイン
キュベーション時間は実験的に決定され得る。約２４～４８、好ましくは４０時間の総イ
ンキュベーション時間が良好な結果を与えることが分かっている（これはインキュベーシ
ョンの総時間である。塩濃度はこの総時間にわたり徐々に上昇し得る）。塩溶液中でのイ
ンキュベーションのこの第２の期間は、本明細書においては「熟成」ステップと称される
。この「熟成」ステップに好適な他の条件もまた実験的に決定され得る。例えば、室温か
つｐＨ７．０でのインキュベーションが良好な結果を与える。
【００６９】
　「熟成」ステップの使用により産生される捕捉プローブ－ナノ粒子コンジュゲートは、
「熟成」ステップなしに産生されるものより大幅に安定していることが分かっている。上
述のとおり、この安定性の増加は、「熟成」ステップにより達成されるナノ粒子の表面に
対するオリゴヌクレオチド密度の増加によるものである。「熟成」ステップにより達成さ
れる面密度は、ナノ粒子のサイズ及び種類並びにアプタマー／オリゴヌクレオチドの長さ
、配列及び濃度に依存するであろう。ナノ粒子を安定にするために適切な面密度及び所望
の組み合わせのナノ粒子及びアプタマー／オリゴヌクレオチド向けの面密度を得るために
必要な条件は、実験的に決定され得る。
【００７０】
　ＤＮＡ修飾ナノ粒子、特にアプタマー修飾金ナノ粒子プローブを調製するための前述の
添加方法は、オリゴヌクレオチド及び非核酸標的用の比色感知スキームの開発に至ってい
る。例えば、全体として参照により援用される、米国特許第６，５０６，５６４号明細書
を参照されたいが、これはＤＮＡ修飾ナノ粒子に基づく比色感知スキームを記載している
。この方法は、２個の金ナノ粒子プローブの、当該標的、例えば、ＤＮＡの２つの異なる
領域とのハイブリダイゼーションに基づく。プローブの各々は同一配列を保有する複数の
オリゴヌクレオチドで機能化されるため、十分な標的が存在する場合には標的の結合は結
果として標的／金ナノ粒子プローブ凝集体の形成をもたらす。ＤＮＡ標的認識は結果とし
て粒子の粒子間距離の減少による比色上の遷移をもたらす。この比色的変化は、ＵＶ可視
分光光度計により光学的に、又は肉眼で視覚的にモニタされ得る。加えて、溶液が膜上に
凝縮されると色は強まる。それゆえ、単純な比色上の遷移が特異的ＤＮＡ配列の存在又は
不在の証拠を提供する。このアッセイを使用して、モデルＤＮＡ標的及びポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）で増幅された核酸配列のフェムトモル量及びナノモル濃度が検出されて
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いる。
【００７１】
　ＤＮＡ修飾ナノ粒子コンジュゲート、特にアプタマー修飾金ナノ粒子プローブの開発は
また、オリゴヌクレオチド及び非核酸標的についての散乱光をモニタするための比色法に
も至っている。全体として参照により援用される、２００４年１１月２２日付け出願の米
国特許出願第１０／９９５，０５１号明細書を参照されたい。散乱に基づく比色検出法は
核酸検出において、低い標的濃度でのプローブ－標的結合を可能にする中性又はアニオン
性多糖類に基づく改良型ハイブリダイゼーション法と併せると、既に報告されている吸光
度に基づくスポット試験より高い感度（＞４のオーダー）を提供する。そのうえ、本発明
の方法は、大幅に過剰な非複合粒子の存在下で２個又はそれ以上の粒子を含有するプロー
ブ－標的複合体の検出を可能にし、これは低い標的濃度の存在下でのハイブリダイゼーシ
ョンを促進する。また、本明細書に提供されるとおりのエバネセント誘導散乱と併せた硫
酸デキストラン介在プローブ－標的複合体の形成により、細菌の全ＤＮＡにおける核酸配
列についての、又は抗体－抗原相互作用を伴う単純な同種ハイブリダイゼーション及び比
色検出プロトコルが可能となる。
【００７２】
　本明細書に記載されるとおり、アプタマー及び／又は抗体を含んでなるナノ粒子プロー
ブ、特に金ナノ粒子プローブは、意外にも、かつ予期せず、分析物の検出に好適である。
マイクロアレイに基づくアッセイにおける銀に基づく信号増幅手順がさらに、超高感度増
強を提供する。銀染色法が銀の還元を触媒する任意の種類のナノ粒子で用いられ得る。貴
金属（例えば、金及び銀）からなるナノ粒子が好ましい。バッセル（Ｂａｓｓｅｌｌ）ら
、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．、１２６、８６３－８７６頁（１９９４年）；ブラウン－ハ
ウランド（Ｂｒａｕｎ－Ｈｏｗｌａｎｄ）ら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、１３、９２
８－９３１頁（１９９２年）を参照されたい。銀染色法を使用して、上記のものを含む基
板上で実施される任意のアッセイにおいて、検出可能な変化が生成又は増強され得る。特
に、銀染色法は単一の種類のナノ粒子を用いるアッセイについて感度を大幅に増強するた
め、多くの場合に、ナノ粒子、凝集体プローブ及びコアプローブの層を使用しなくてもよ
いことが分かっている。
【００７３】
　ナノ粒子は本発明の方法において、例えば光学スキャナ又は平面スキャナを使用して検
出され得る。スキャナは、グレースケール値を計算可能なソフトウェアを搭載したコンピ
ュータに連結され得るとともに、グレースケール値が計算されることにより検出された分
析物量の定量的尺度が提供される。
【００７４】
　好適なスキャナとしては、反射モード（例えば、平面走査）で動作可能なコンピュータ
にドキュメントを走査するために使用されるもの、この機能を実施可能な、又は同じ種類
の光学を利用する他の機器、任意の種類のグレースケール感知計測機器、及び本発明に係
る基板を走査するよう改良された標準的なスキャナが挙げられる。
【００７５】
　また、ソフトウェアは、カラースポットについての色数も提供できるとともに走査の画
像（例えば、プリントアウト）を生成でき、これは核酸の存在の定性的判定、核酸量、又
はその双方を提供するために改めて検討され得る。加えて、アッセイの感度は、陰性結果
を表す色を陽性結果を表す色から差し引くことにより上昇し得ることが分かっている。
【００７６】
　コンピュータは標準的なパーソナルコンピュータであってもよく、これは市販されてい
て容易に入手可能である。従って、標準的なソフトウェアを搭載する標準的なコンピュー
タに連結される標準的なスキャナの使用により、アッセイが基板上で実施される際の、核
酸を検出及び定量する簡便容易で安価な手段が提供され得る。走査をコンピュータ内に保
存して、さらなる参照又は使用向けに結果の記録を保管することもまた可能である。当然
ながら、必要に応じて、より洗練された計器及びソフトウェアが使用され得る。
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【００７７】
　ナノ粒子は本発明の方法において、例えば、暗視野顕微鏡法、エバネセント導波路、又
はガラス基板の平面照明を含む様々な方法による照明後の共鳴光散乱を使用して検出され
得る。粒径が４０ｎｍ超の金属粒子は、表面プラズモン共鳴周波数で特定の色の光を散乱
させる（ユゲラビド・Ｊ（Ｙｇｕｅｒａｂｉｄｅ，Ｊ．）；ユゲラビド・Ｅ・Ｅ（Ｙｇｕ
ｅｒａｂｉｄｅ，Ｅ．Ｅ．）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．（１９９８年）、２６２、１５
７－１７６頁）とともに、粒子のサイズ、形、及び化学組成を制御することにより基板上
の多色標識に使用され得る（タトン・Ｔ・Ａ（Ｔａｔｏｎ，Ｔ．Ａ．）；ル・Ｇ（Ｌｕ，
Ｇ．）；ミルキン・Ｃ・Ａ（Ｍｉｒｋｉｎ，Ｃ．Ａ．）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．（
２００１年）、１２３、５１６４－５１６５頁；ジン・Ｒ・Ｃ（Ｊｉｎ，Ｒ．Ｃ．）；カ
オ・Ｙ・Ｗ（Ｃａｏ，Ｙ．Ｗ．）；ミルキン・Ｃ・Ａ（Ｍｉｒｋｉｎ，Ｃ．Ａ．）；ケリ
ー・Ｋ・Ｌ（Ｋｅｌｌｙ，Ｋ．Ｌ．）；スキャッツ・Ｇ・Ｃ（Ｓｃｈａｔｚ，Ｇ．Ｃ．）
；ツェン・Ｊ・Ｇ（Ｚｈｅｎｇ，Ｊ．Ｇ．）Ｓｃｉｅｎｃｅ（２００１年）、２９４、１
９０１－１９０３頁）。別の実施形態において、ナノ粒子は本発明の方法において、例え
ば、ナノ粒子凝集に基づく均一溶液（グラハム（Ｇｒａｈａｍ）及び共同研究者ら、Ａｎ
ｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．、２０００年、１１２、１１０３頁）又は固相アッセイにおいて基板
上（ポーター（Ｐｏｒｔｅｒ）及び共同研究者ら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，１９９９年、
７１、４９０３－４９０８頁）のいずれかにおいて表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）を
使用して、又は銀の展開に続くＳＥＲＳを使用して（ミルキン（Ｍｉｒｋｉｎ）及び共同
研究者ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２００２年、２９７、１５３６－１５４０頁）、検出され得
る。
【００７８】
　別の実施形態において、本発明の粒子は光熱的な撮像により検出され得る（ボワイエ（
Ｂｏｙｅｒ）ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２００２年、２９７、１１６０－１１６３頁）。別の
実施形態において、本発明の粒子は回折に基づく感知技術により検出され得る（ベイリー
（Ｂａｉｌｅｙ）ら、Ｊ．Ａｍ　Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、２００３年、１２５、１３５４１
頁）。別の実施形態において、本発明の粒子はハイパーレイリー散乱により検出され得る
（キム（Ｋｉｍ）ら、Ｃｈｅｍ　Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．、２００２年、３５２、４２１頁
）。
【００７９】
　別の実施形態において、基板に付着するアプタマー及び／又は抗体が２個の電極間に位
置してもよく、粒子は導電体材料から作製され得るとともに、本発明の方法における検出
ステップが伝導性の変化を検出するステップを含んでなり得る。更に別の実施形態におい
て、各々が異なる標的分析物を認識できる複数のアプタマー及び／又は抗体がアレイ状ス
ポットとして基板に付着するとともにアプタマー及び／又は抗体の各スポットが２個の電
極間に位置し、ナノ粒子は導電体材料から作製され、及び本発明の方法における検出ステ
ップが伝導性の変化を検出するステップを含んでなる。電極は、例えば金で作製され得る
とともにナノ粒子は金で作製される。あるいは、基板を銀染色と接触させることにより伝
導性に変化が生じ得る。
【００８０】
　ある実施形態において、本発明は、試料中の標的分析物を検出するための方法を提供す
る。特定の実施形態において、本方法は、少なくとも１種類の捕捉プローブが結合する基
板を含んでなる。各種類の捕捉プローブは異なる標的分析物に特異的であり得る（すなわ
ち各プローブは異なる分析物に結合し得る）か、又は各種類の捕捉プローブは同一の標的
分析物に特異的であり得るが異なる種類の結合分子を含んでなる（例えばある種類はアプ
タマーであり得るとともにある種類は抗体であり得るが、アプタマー及び抗体の双方が同
じ標的分析物に結合し得る）。特定の実施形態において、本発明の方法は、例えば図１に
示されるとおり、基板を標的分析物と接触させるステップ、及び次に分析物を検出プロー
ブと接触させることにより、捕捉プローブ、検出プローブ、及び標的分析物に基板上で複
合体を形成させるステップを含んでなる。複合体は本明細書に記載される検出方法を使用
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して検出可能である。複合体の存在は試料中の標的分析物の存在を指示する。
【００８１】
　他の実施形態において、基板には捕捉プローブ及び捕捉オリゴヌクレオチドが結合して
いてもよい。捕捉プローブは、標的分析物に結合し得る抗体及び／又はアプタマーを含ん
でなり得る。あるいは、捕捉プローブはオリゴヌクレオチドを含んでなり得るとともに核
酸分子を含む標的分析物とハイブリダイズし得る。特定の実施形態において、本発明の方
法は、標的分析物を基板及びバーコードプローブと接触させることで標的分析物を基板上
の捕捉プローブとバーコードプローブとの双方に結合させ、それによって複合体を形成す
るステップを含んでなる。次にバーコードは本明細書に記載されるとおり遊離され得るこ
とにより、バーコードの第１の部分が捕捉オリゴヌクレオチドとハイブリダイズ可能とな
る。遊離されたバーコードは、例えば図２に説明されるとおり、バーコードの第２の部分
とハイブリダイズするオリゴヌクレオチドを含んでなる検出プローブと接触させる。
【００８２】
　さらに他の実施形態において、本発明の方法は、検出ステップに先立つ任意の時点で基
板から非結合物質（例えば、非結合プローブ及び検出可能信号と干渉し得る任意の他の物
質）を洗浄するために使用され得る洗浄ステップを含んでなり得る。
【００８３】
　ある実施形態において、本発明は、抗体及びアプタマーの双方の結合を含んでなる基板
を提供する。抗体及びアプタマーは、同一の標的分析物に特異的であり得る（すなわち、
双方が同一の標的分析物に結合する）か、又は各々が異なる標的分析物に特異的であり得
る（すなわち、抗体は一標的分析物に特異的に結合し得るとともにアプタマーは別の標的
分析物に結合し得る）。基板には、異なる標的分析物を結合させ得ることにより単一アッ
セイにおいて単一基板上の複数の標的分析物の検出を可能にする複数の捕捉プローブが配
列され得る。
【００８４】
　さらなる実施形態において、本発明は、捕捉プローブ（オリゴヌクレオチド、抗体及び
／又はアプタマーなど）及び捕捉オリゴヌクレオチドの結合を含んでなる基板を提供する
。捕捉プローブは標的分析物に特異的であり得る一方、捕捉オリゴヌクレオチドはＤＮＡ
バーコードとのハイブリダイゼーションに特異的であり得る。捕捉プローブはタンパク質
又は核酸分子に特異的であり得る。ある態様において、基板は複数の種類の捕捉プローブ
を含んでなってもよく、あるものはタンパク質を結合させるとともにあるものは核酸分子
を結合させ、それにより単一アッセイにおける単一基板上でのタンパク質及び核酸分子の
検出が可能となる。
【００８５】
　本発明の更に別の実施形態においては、試料中の１つ又は複数の分析物を検出するため
のキットであって、（ａ）少なくとも２種類の捕捉プローブが結合する基板であって、一
方の種類の捕捉プローブが抗体を含んでなるとともに第２の種類の捕捉プローブがアプタ
マー又はオリゴヌクレオチドを含んでなる基板、又は（ｂ）少なくとも１種類の捕捉プロ
ーブ及び少なくとも１種類の検出プローブが結合する基板であって、捕捉プローブが抗体
又はアプタマー又はオリゴヌクレオチドを含んでなり得る基板を含んでなるキットがある
。基板には特異的標的分析物用の少なくとも１種の捕捉プローブが配列され得る。キット
はまた、本明細書に記載されるとおりの検出プローブ及びバーコードプローブも含んでな
り得る。
【実施例】
【００８６】
　本発明は以下の例示的実施例によりさらに実証される。実施例は例示として提供され、
いかなる方法によっても本発明を限定することはない。
【００８７】
実施例１：固定化ｘ－ＩｇＥアプタマー及びｘ－ＩｇＥ抗体を含有する基板上でのヒトＩ
ｇＥの検出
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　この実施例において、抗体及びＤＮＡアプタマー（配列番号１）を含有する代表的アレ
イが、ヒトＩｇＥ抗体の検出における使用向けに調製された。当初はタセット（Ｔａｓｓ
ｅｔ）及び共同研究者らが高い親和性及び高い特異性を伴いヒトＩｇＥに結合するアプタ
マーオリゴヌクレオチド配列について報告した（ウィーガンド（Ｗｉｅｇａｎｄ）ら、１
９９６年、Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第１５７巻、２２１
－２３０頁）。続いて、伸長したステム－ループ構造を伴うアプタマー配列が設計されＩ
ｇＥ結合親和性が増大した（リス（Ｌｉｓｓ）ら、２００２年、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ、第
７４巻、４４８８－４４９５頁）とともに本実施例においてはＩｇＥ検出用に使用された
。モノクローナルｘ－ＩｇＥ抗体がＯＥＭコンセプト社（ＯＥＭ　ｃｏｎｃｅｐｔｓ，Ｉ
ｎｃ．）［カタログ番号Ｍ２－Ｇ４０　ＣＬＯＮＥ番号０９０－１１３４８］から本実施
例におけるＩｇＥ検出用に購入された。コードリンク（Ｃｏｄｅｌｉｎｋ）スライドがア
マシャム社（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｉｎｃ．）から購入された。６０ｎｍ粒径の金粒子がブ
リティッシュ・バイオセル・インターナショナル（ＢＢＩ：Ｂｒｉｔｉｓｈ　ＢｉｏＣｅ
ｌｌ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）［カタログ番号ＥＭ．ＧＣ６０］により製造された
。
配列番号１：５’－ＧＣＧ　ＣＧＧ　ＧＧＣ　ＡＣＧ　ＴＴＴ　ＡＴＣ　ＣＧＴ　ＣＣＣ
　ＴＣＣ　ＴＡＧ　ＴＧＧ　ＣＧＴ　ＧＣＣ　ＣＣＧ　ＣＧＣ　ＰＥＧ　ＰＥＧ　ＮＨ２
－３’
【００８８】
固定化ｘ－ＩｇＥ抗体及びアプタマーのアレイの調製
　抗体及びアプタマーがコードリンク（Ｃｏｄｅｌｉｎｋ）スライド（アマシャム社（Ａ
ｍｅｒｓｈａｍ，Ｉｎｃ．））上にＧｅｎｅＭａｃｈｉｎｅｓ　ＯｍｎｉＧｒｉｄ　アク
セント・マイクロアレイヤー（ゲノミック・ソリューションズ（Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌ
ｕｔｉｏｎｓ）、アナーバー（Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ）、ミシガン州）を使用して配列され
た。ｘ－ＩｇＥ抗体が、１×リン酸緩衝生理食塩水（ｐＨ７．４）、６０ｍＭトレハロー
ス中５００ｕｇ／ｍＬの最終濃度で緩衝された。ｘ－ＩｇＥアプタマーが、１５０ｍＭリ
ン酸ナトリウムｐＨ８．５、０．００５％ＳＤＳ中で緩衝された。プリント後、スライド
が湿室中で一晩インキュベートされたうえ、続いてＴＢＳ－Ｔ緩衝液（０．０５％ツイー
ン（Ｔｗｅｅｎ）２０を含有する１５０ｍＭのＮａＣｌ／１０ｍＭのトリスベース緩衝液
（ｐＨ８））で洗浄された。アレイが１×ＰＢＳ、１ｍＭのＭｇＣｌ２、０．０１％ツイ
ーン（Ｔｗｅｅｎ）２０に浸漬され、及び６５℃まで５分間加熱され、水で濯ぎ流され、
及び脱水された。１０個のサブアレイが各スライド上にプリントされた。各サブアレイは
６スポットの抗体及びアプタマーを含有した。
【００８９】
抗体修飾金ナノ粒子の調製
　ポリクローナル抗ウサギ抗体がプロトス・イムノリサーチ（Ｐｒｏｔｏｓ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｒｅｓｅａｒｃｈ）［カタログ番号２２２］（テメキュラ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ）、カリ
フォルニア州）から購入された。粒径６０ｎｍの金ナノ粒子がブリティッシュ・バイオセ
ル・インターナショナル（ＢＢＩ：Ｂｒｉｔｉｓｈ　ＢｉｏＣｅｌｌ　Ｉｎｔｅｒｎａｔ
ｉｏｎａｌ）から購入された。簡潔に述べれば、５ｕＬの０．１Ｍ炭酸ナトリウム緩衝液
が１ｍｌの６０ｎｍ粒径金粒子に添加されｐＨが調節された。次に、１０μｇの抗ウサギ
抗体が緩衝された金ナノ粒子に添加され、及び室温で３０分間インキュベートされた。抗
体－金ナノ粒子コンジュゲートが２１００Ｇで２５分間の遠心分離により単離された。遠
心分離後上清が除去され、及び粒子が緩衝液（２０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７．０）、０
．５％ＢＳＡ及び０．０１％アジド）中に再分散された。最終ナノ粒子濃度が、６０ｎｍ
粒径金粒子について推定吸光係数ε５２０＝２．８×１０１０Ｍ－１ｃｍ－１を使用して
５２０ｎｍのＵＶ可視吸光度により計測された。
【００９０】
抗体／アプタマーアレイ上のヒトＩｇＥの検出
　本アッセイの第１のステップにおいて、１ｕｇ／ｍＬのヒトＩｇＥ標的［ケミコン（Ｃ
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ｈｅｍｉｃｏｎ）－カタログ番号Ａ６３０Ｐ］又はヒトＩｇＧ陰性対照［シグマ（Ｓｉｇ
ｍａ）カタログ番号Ｉ４５０６］が、アッセイ緩衝液としての１×ＰＢＳ緩衝液（ｐＨ７
．２）、０．０１％ツイーン（Ｔｗｅｅｎ）２０中で７分間、約２４℃で、別個の検査ア
レイ上でインキュベートされた。次にスライドがアッセイ緩衝液で洗浄され、及び次にウ
サギポリクローナルｘ－ＩｇＥ抗体（アッセイ緩衝液中１０ｕｇ／ｍＬ）が各アレイに５
分間添加された。アッセイ緩衝液での第２の洗浄後、０．１％ＢＳＡ、２％硫酸デキスト
ランを含有するアッセイ緩衝液中の抗ウサギ抗体でコーティングされた金プローブ（４０
０ｐＭ）がピペットを介して各アレイに添加され、及び３分間インキュベートされ、続い
てアッセイ緩衝液で洗浄された。スライドが脱水され、水で濯ぎ流すことにより残留塩が
除去され、及び撮像に先立ち再び脱水された。撮像はアレイワークス（Ａｒｒａｙｗｏｒ
ｘ）画像分析器（アプライド・プレシジョン社（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　
Ｉｎｃ．））により実施された（図２）。画像データはジェネピクス（Ｇｅｎｅｐｉｘ）
ソフトウェア（アクソン・インストゥルメンツ（Ａｘｏｎ　ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ））
を使用して定量化された。アレイ上に固定化された抗体及びアプタマーの双方が、それぞ
れのアレイ位置における信号により指示されるとおりヒトＩｇＥ標的に結合する。
【００９１】
実施例２：ＤＮＡバーコード及びハイブリッドアレイを使用したタンパク質の検出
　別の実施例においては、基板に付着する抗体が特異的タンパク質標的を認識し、これは
核酸バーコードの付着を伴う抗体－ナノ粒子コンジュゲートにより認識される（図３）。
核酸バーコードは遊離されるとともに、ナノ粒子プローブを使用して基板の別個の部分に
付着する相補的核酸上で検出される。
【００９２】
　前述の開示は本発明のある特定の実施形態を強調しているとともにそれと等価な全ての
改変案又は代替案が添付の特許請求の範囲に記載されるとおり本発明の趣旨と範囲内であ
ることは理解されるべきである。
【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】単一又は複数のタンパク質標的を検出するためのアッセイの概略図を示す。
【図２】本発明のアプタマー／抗体スライドを使用したヒトＩｇＥの検出を示す。
【図３】ハイブリッド抗体／ＤＮＡスライド上でのバーコードアッセイの概略図を示す。
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