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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１つの核酸鎖あるいは２つ以上の核酸鎖の複合体を含む組成物であって、前記核酸鎖あ
るいは複合体は、（ｉ）２つ以上の標識ヌクレオチドあるいは標識ヌクレオチドアナログ
と、（ｉｉ）前記標識とは異なる１つ以上の結合相手と、を含み、前記結合相手は前記核
酸鎖あるいは複合体とリンカーを介して付着される組成物。
【請求項２】
　前記核酸鎖あるいは複合体は１つ以上の非標識ヌクレオチドアナログを含む請求項１記
載の組成物。
【請求項３】
　前記ヌクレオチドアナログは脱塩基核酸、スペーサ基及びペプチド核酸サブユニットか
らなるグループから選択される請求項２記載の組成物。
【請求項４】
　前記標識は１つの蛍光化合物、１つの燐光化合物、１つの化学発光化合物、１つのキレ
ート化合物、１つの高電子密度化合物、１つの磁気化合物、１つの内位添加化合物、１つ
のエネルギー伝達化合物、及びそれらの組合せからなるグループから選択される請求項１
記載の組成物。
【請求項５】
　前記結合相手はリガンド／受容体、ホルモン／受容体、ビオチン／アビジン、ビオチン
／ストレプトアビジン及び抗原／抗体の対からなるグループから選択される請求項１記載
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の組成物。
【請求項６】
　前記リンカーは前記核酸鎖あるいは複合体を含む１つのヌクレオチドあるいはヌクレオ
チドアナログに付着され且つ前記付着は前記ヌクレオチドあるいはヌクレオチドアナログ
における塩基、糖類、ホスフェートあるいはそれらのアナログを介する請求項１記載の組
成物。
【請求項７】
　前記リンカーは１つ以上の炭素、窒素、酸素、リンあるいは硫黄原子あるいはそれらの
組合せを含む請求項１記載の組成物。
【請求項８】
　前記リンカーは１つ以上のペプチド結合、アルキル鎖、アルケン基、アルキル基、アリ
ール基、共役系、糖類あるいはそれらの誘導体を含む請求項１記載の組成物。
【請求項９】
　前記核酸鎖は直鎖かあるいは分岐する請求項１記載の組成物。
【請求項１０】
　前記複合体は塩基対あるいは三重鎖構造を介して生成される請求項１記載の組成物。
【請求項１１】
　　　（ｉ）（ａ）分析体が検出あるいは定量化されると予測される検体と、
　　　　　　（ｂ）組成物が第一結合相手を含む請求項１記載の組成物と、
　　　　　　（ｃ）前記第一結合相手と第二結合相手が結合対を形成し前記第二結合相手
を含む分析体固有部分とを提供し、
　　（ｉｉ）前記分析体固有部分（ｃ）を検体（ａ）中に存在する１つの分析体に結合さ
せ、
　（ｉｉｉ）前記第一結合相手と前記第二結合相手との相互作用を介して前記組成物（ｂ
）を前記工程（ｉｉ）からの結合分析体固有部分に結合させ、更に
　　（ｉｖ）シグナル生成を測定しそれにより前記分析体の存在あるいは量を検出する工
程を含む検体中の分析体を検出あるいは定量化する方法。
【請求項１２】
　前記第一及び第二結合相手はビオチン／アビジン、ビオチン／ストレプトアビジン、抗
原／抗体、ホルモン／ホルモン受容体、レクチン／糖、酵素／酵素基質、酵素／基質アナ
ログ、酵素／酵素阻害剤、コファクター／コファクター酵素結合部位、及びキレーター／
キレートからなるグループから選択される対である請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　前記分析体固有部分は抗体あるいは抗原を含む請求項１１記載の方法。
【請求項１４】
　前記方法は更に（ｄ）一つ以上の非標識核酸を提供する工程を含み、請求項１記載の組
成物における核酸部分の配列の一部が非標識核酸である請求項１１記載の方法。
【請求項１５】
　　　（ｉ）（ａ）分析体が検出あるいは定量化されると予測される検体と、
　　　　　　（ｂ）組成物が第一結合相手を含む請求項１記載の組成物と、
　　　　　　（ｃ）第二結合相手と第三結合相手とを含むリンク部分と、
　　　　　　（ｄ）第四結合相手を含む分析体固有部分であって、前記第一結合相手と前
記第二結合相手が第一結合対を形成し、更に前記第三結合相手と第四結合相手が第二結合
対を形成する分析体固有部分とを提供し、
　　（ｉｉ）（ａ）前記分析体固有部分（ｄ）を検体（ａ）中に存在する分析体に結合さ
せ、
　　　　　　（ｂ）前記第三結合相手を前記第四結合相手に結合させ、
　　　　　　（ｃ）前記第一結合相手を前記第二結合相手に結合させて、分析体、分析体
固有部分、リンク部分及び請求項１記載の組成物とを含む複合体を生成する工程を含む少
なくとも１つの結合反応を処理あるいは実施し、



(3) JP 5313509 B2 2013.10.9

10

20

30

40

50

　（ｉｉｉ）前記複合体中のシグナル生成量を検出あるいは定量化する工程を含む検体中
の分析体を検出あるいは定量化する方法。
【請求項１６】
　前記処理工程（ｉｉ）において結合反応は順次あるいは付随して処理あるいは実施され
る請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　前記順次結合反応は工程（ｉｉ）（ａ）、（ｉｉ）（ｂ）、（ｉｉ）（ｃ）の順序で行
われる請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　前記順次結合反応は工程（ｉｉ）（ｂ）、（ｉｉ）（ｃ）、（ｉｉ）（ａ）の順序で行
われる請求項１６記載の方法。
【請求項１９】
　前記順次結合反応は工程（ｉｉ）（ａ）、（ｉｉ）（ｃ）、（ｉｉ）（ｂ）の順序で行
われる請求項１６記載の方法。
【請求項２０】
　前記順次結合反応は工程（ｉｉ）（ｃ）、（ｉｉ）（ｂ）、（ｉｉ）（ａ）の順序で行
われる請求項１６記載の方法。
【請求項２１】
　前記第一及び第二結合相手及び前記第三及び第四結合相手はビオチン／アビジン、ビオ
チン／ストレプトアビジン、抗原／抗体、ホルモン／ホルモン受容体、レクチン／糖、酵
素／酵素基質、酵素／基質アナログ、酵素／酵素阻害剤、コファクター／コファクター酵
素結合部位、及びキレーター／キレートからなるグループから選択される対である請求項
１５記載の方法。
【請求項２２】
　前記提供工程（ｉ）において、前記第一結合対と前記第二結合対は結合相手が同じ対を
形成する請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　前記提供工程（ｉ）において、前記第一結合対と前記第二結合対は結合相手が異なる対
を形成する請求項２１記載の方法。
【請求項２４】
　前記分析体固有部分は抗体あるいは抗原を含む請求項１５記載の方法。
【請求項２５】
　前記方法は更に（ｅ）一つ以上の非標識核酸を提供する工程を含み、請求項１記載の組
成物における核酸部分の配列の一部が非標識核酸である請求項１５記載の方法。
【請求項２６】
　組成物を標的分子に付着あるいは結合することを含む標的分子の標識化方法であって、
前記組成物は１つの核酸鎖あるいは２つ以上の核酸鎖の複合体を含み、前記核酸鎖あるい
は複合体は（ｉ）２つ以上の標識ヌクレオチドあるいは標識ヌクレオチドアナログと、（
ｉｉ）１つ以上の結合相手とを含み、前記結合相手は前記核酸鎖あるいは複合体とリンカ
ーを介して付着される、標的分子の標識化方法。
【請求項２７】
　前記標的分子は１つのペプチド、１つのタンパク質、１つの抗体、１つの酵素、１つの
酵素基質、１つのリガンド、１つのホルモン、１つの受容体、１つの抗原、１つのハプテ
ン、１つのレクチン、アビジン、ストレプトアビジン、１つのトキシン、１つの炭水化物
、１つのオリゴ糖、１つの多糖類、１つのリボヌクレオチド、１つのデオキシリボヌクレ
オチド、１つのジデオキシリボヌクレオチド、１つのデオキシヌクレオチド及び１つのリ
ボヌクレオチド及び１つのジデオキシヌクレオチドアナログ、１つの変性デオキシヌクレ
オチド、１つの変性リボヌクレオチド、１つの変性ジデオキシヌクレオチド、１つのオリ
ゴヌクレオチド及び１つのポリヌクレオチドからなるグループから選択される請求項２６
記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マルチシグナル標識化試薬として有効な組成物に関する。より詳しくは、こ
れらの試薬は、シグナルをタンパク質、特に、抗体のような分析体固有部分に添加するこ
とを含む、多くの生化学的使用において有効である。これらの試薬は、また、タンパク質
配列系で分析しようとするサンプルの標識化において有効である。この種の試薬における
マルチプルシグナルの添加は、検出感度を増やす際に有効である。
【０００２】
　本出願において引用あるいは記載される全ての特許、特許出願、特許公報、科学文献な
どは、本発明が関連する技術をより完全に記載するためにそれら全部をここに参考として
組込まれる。
【発明の背景】
【０００３】
　生化学および分子生物学における非放射性ラベルの使用は、近年急激に増加した。非放
射性ラベルとして使用されたさまざまな化合物の一つに、蛍光性または発光シグナルを生
じる芳香族色素は、特に有効である。この種の化合物の顕著な例として、フルオレセイン
、ローダミン、クマリンおよびシアニン染料、例えばＣｙ３およびＣｙ５が含まれる。複
合色素は、また、２つの異なる色素を共に溶かすことによって合成された（リーその他、
（１９９２）核酸リサーチ２０；２４７１－２４８８；リーその他、米国特許第５，９４
５，５２６号及びワゴナーその他、米国特許第６，００８，３７３号、これら全てここに
参考として組み込まれる）。
【０００４】
　非放射性標識化方法は、当初、タンパク質上にシグナル発生基を取り付けるために開発
された。これは化学基がタンパク質上に天然で存在するアミン、チオールおよびヒドロキ
シル基と反応できるように、標識を化学基で修飾することによって実施された。このため
に使われた反応基の例として、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、イソチオシアネ
ートおよび他の化合物などの活性化エステルが含まれる。従って、それが非放射性手段に
よってヌクレオチドおよび核酸を標識するのに適すると、ヌクレオチド及びポリヌクレオ
チドをタンパク質に機能的に類似する形に変換する方法が開発された。例えば、米国特許
第４，７１１，９５５号（ここに引用する）はプリンの８－位置、ピリミジンの５－位置
およびデアザプリンの７－位置にアミンを添加することが開示された。現在標識をタンパ
ク質のアミン基に添加できる方法はここで同様にこれらの変性ヌクレオチドに対して適用
される。
【０００５】
　標識ヌクレオチドは、末端トランスフェラーゼ標識化、ニックトランスレーション、ラ
ンダムプライミング、逆転写、ＲＮＡ転写およびプライマ伸展を含む多くの酵素法におけ
るＤＮＡ及びＲＮＡプローブの合成に使用されてきた。これらヌクレオチドの標識ホスホ
ラミダイト変型は、また、標識オリゴヌクレオチドを生成するために自動化シンセサイザ
ーで使用された。得られた標識プローブはノーザンブロッティング、サザンブロッティン
グ、元来ハイブリッド形成、ＲＮＡｓｅ保護アッセイ、ＤＮＡシークエンス反応、ＤＮＡ
およびＲＮＡミクロ配列分析および染色体塗装のような標準的処理法において広く使われ
ている。
【０００６】
　核酸に対して、シグナル部分を核酸に直接にまたは間接的に添加する方法により化学的
に修飾することに関する多くの文献が存在する。この分野における最重要関心事として、
核酸のどの部位、すなわち糖、塩基またはホスファート類似体などが添加に使用されるか
、及び、これらの部位が破壊的であるか非破壊かどうかに関して（たとえば米国特許第４
，７１１，９５５号および米国特許第５，２４１，０６０号の記載を参照、両方とも引用
したものとする）、また通常単一の芳香族基（米国特許第４，９５２，６８５号及び米国
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から構成されるスペーサ基をシグナリング部分あるいは反応基に対して連結を可能にし、
核酸と反応基の距離あるいはシグナリング部分とＯＨ，ＮＨ，ＳＨあるいはシグナリング
部分及びシグナリング部分の性質にカップリングできる別の基のようなスペーサの端部に
おける反応基との距離を提供するような添加部位の化学に関する。
【０００７】
　最近、２００２年３月１２日に出願された米国特許出願第１０／０９６／０７５号（こ
こに引用される）において、マーカーあるいは標識と目的の標的分子との間において炭素
－炭素結合を形成できる反応基を含有する新規な標識化試薬が開示された。これは前に記
載されている標識化試薬とは対照的に、アミン基、スルフヒドリル基、あるいはヒドロキ
シル基と適切な反応基との間の結合を形成することを含むタンパク質誘導化学作用を使用
する。リンカーアームの存在及び性質はまた標識化標的分子の生物学的あるいは化学的活
性を増加させる。核酸におけるシグナル基の適度な距離を提供するのに使用されるリンカ
ーアームはまた本記載においても利用される。
【発明の要旨】
【０００８】
　本発明は生化学及びその関連分野におけるマルチシグナル標識化試薬及びその応用に関
する。
【０００９】
　本発明は以下の成分、ａ）１つあるいは複数の標識がオリゴマーあるいはポリマーに化
学的に結合する２つ以上の標識成分、ｂ）１つ以上の反応基、及びｃ）１つ以上の荷電基
とからなるオリゴマーあるいはポリマーを含有する組成物を提供する。この荷電基は（ｉ
）オリゴマーあるいはポリマーに共有結合されるか、あるいは（ｉｉ）オリゴマーあるい
はポリマーの主鎖の一部を含有するか、あるいは（ｉｉｉ）前述の組合せを含有する。
【００１０】
　本発明はまた核酸鎖あるいは２つ以上の核酸鎖複合体を含有する組成物であって、前記
鎖あるいは複合体は（ｉ）２つ以上の標識ヌクレオチドあるいは標識ヌクレオチドアナロ
グ及び（ｉｉ）前記標識と異なる１つ以上の結合相手とからなる組成物を提供する。
【００１１】
　また、本発明により提供される組成物は、以下の式の構造を有する化合物を含有する組
成物からなり、
【００１２】
【化１】

ここで、Ｑは非固有荷電基を表し、ｎは１以上の整数を表し、Ｄは標識を表し、ｍは２と
等しいかそれ以上の整数を表し、Ｒは少なくとも１つの反応基を表し、及びＰはオリゴマ
ーあるいはポリマーを表す。
【００１３】
　本発明の更に別の態様として、以下の式の構造を有する化合物を含有する組成物に関す
る。
【００１４】
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【化２】

上記構造において、Ｄは標識を表し、ｍは２と等しいかあるいはそれ以上の整数を表し、
Ｒは少なくとも１つの反応基を表し、及びＰは合成あるいはキメラのオリゴマーあるいは
ポリマーを表す。更に構造において、ＤあるいはＰの少なくとも１つのモノマーユニット
は１つ以上の荷電基を含有する。
【００１５】
　様々な方法が本発明により提供される。ある態様の一つに、本発明は組成物を標的分子
に添加あるいは結合することからなる標的分子を標識化する方法を提供する。組成物は核
酸鎖あるいは２つ以上の核酸鎖の複合体を含有し前記鎖あるいは複合体は（ｉ）２つ以上
の標識ヌクレオチドあるいは標識ヌクレオチドアナログと（ｉｉ）一つ以上の結合相手と
を含有する。
【００１６】
　更に、本発明は（ａ）（ｉ）標識化のための標的、および（ｉｉ）以下の式、
【００１７】

【化３】

上記式において、Ｑは非固有荷電基を表し、ｎは１以上の整数を表し、Ｄは標識を表し、
ｍは２と等しいかそれ以上の整数を表し、Ｒは少なくとも１つの反応基を表し、Ｐはオリ
ゴマーあるいはポリマーを表す式を有する標識化試薬とを提供し、；（ｂ）標的（ｉ）と
前記標識化試薬（ｉｉ）を反応させて組成物を生成し、ここで組成物は以下の式、
【００１８】

【化４】

ここでＬはオリゴマーあるいはポリマーと標的間の結合あるいはリンカーを表す式を有す
る組成物を生成する工程から構成される標的標識化方法により生成された組成物を提供す
る。
【００１９】
　本発明により提供される別の組成物は、（ａ）（ｉ）標識化のための標的と、（ｉｉ）
以下の式、
【００２０】
【化５】

上記式において、Ｄは標識を表し、ｍは２と等しいかそれ以上の整数を表し、Ｒは少なく
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とも１つの反応基を表し、Ｐは合成あるいはキメラのオリゴマーあるいはポリマーを表し
、ＤあるいはＰの少なくとも１つのモノマーユニットは１つ以上の荷電基からなる式を有
する標識試薬とを提供し；
（ｂ）前記標的（ｉ）と前記標識化試薬（ｉｉ）とを反応させて以下の式、
【００２１】
【化６】

ここで、Ｌは前記オリゴマーあるいはポリマーと前記標的間の結合あるいはリンカーを表
す式を有する組成物を生成する工程とから構成される標的標識化方法により生成される。
【００２２】
　本発明の多くの別の態様あるいは実施例は以下にさらに詳細に説明する。
【発明の詳細な説明】
【００２３】
　本発明は従来技術に比較して感受性及び溶解度を上昇させた標識標的、標識分析体及び
標識分析体固有部分を生成する方法及び組成物に関する。本発明で使用される分析体固有
部分の実施例として、核酸、タンパク質、抗体、抗原、リガンド、受容体、ホルモン及び
合成化合物が含まれるがそれに限定されない。本発明の一態様として、新規な標識化試薬
は、ａ）１つあるいは複数の標識がオリゴマーあるいはポリマーと化学的に結合する２つ
以上の標識成分、ｂ）１つ以上の反応基、ｃ）（ｉ）オリゴマーあるいはポリマーと化学
的に結合するか、（ｉｉ）オリゴマーあるいはポリマーの主鎖の一部を含有するか、（ｉ
ｉｉ）前記のいずれかの組合せを含有する１つ以上の荷電基とを含有するオリゴマーある
いはポリマーからなることを開示する。新規な標識組成物あるいは試薬は固有な分析体を
検出する化合物を標識することに使用される際に、オリゴマーあるいはポリマーは分析体
に固有な親和性を実質的になくすべきである。
【００２４】
　マルチプル標識基は分析体固有部分に添加されるシグナル量を増加させ、すなわち反応
基の存在によりマルチプル標識基が目的の標的に添加され、また荷電基の存在により溶解
度を維持あるいは増加させる。標識あるいは荷電基をオリゴマーあるいはポリマーに結合
させるのに有効な化学結合の例として、共有結合、非共有結合、イオン結合、リガンド、
受容体及び複合体を含むがこれに限定されない。標識あるいはマーカーの例として、蛍光
化合物、燐光化合物、化学発光化合物、キレート化合物、高電子密度化合物、磁気化合物
、内位添加化合物及びエネルギー伝達化合物が含まれるがこれに限定されない。溶解度に
関して、標識として使用される多くの蛍光化合物は高い芳香性あるいは疎水性を有し、ま
た本発明の１つあるいは複数の荷電基はこの特性を補償する。溶解性を提供するのに利用
される荷電基の例として、ホスフェート基、カルボン酸基、スルホン基、アミン基、ヒド
ロキシ基が含まれるがこれに限定されない。荷電基はオリゴマーあるいはポリマーの固有
部分となるかあるいは人為的に導入される非固有改質となりえる。新規な標識分析体固有
部分は核酸、タンパク質、抗体、抗原、リガンド、受容体、ホルモンあるいは薬剤を含む
いずれかの分析体を検出するのに使用されるがこれに限定されない。
【００２５】
　オリゴマーあるいはポリマーの各モノマーユニットはマーカーを含有するかあるいはオ
リゴマーあるいはポリマーは標識及び非標識モノマーユニットの混合物を含有する。標識
モノマーユニットは単一標識あるいは１つ以上の標識を含有しえる。１つ以上の標識がモ
ノマーユニットに含まれる場合、モノマー上の同じ部位あるいは別々の部位に添加される
。１つの部位にある１つ以上の標識を有するモノマーユニットの例として、ローダミン部
分に結合されるフルオレセイン部分のような複合染料を有するヌクレオチドである。一方
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、ここに引例として参照される２００２年３月１２日付け出願の米国特許出願第１０／０
９６，０７６号に記載される複合染料を生成するための同様な方法が同じ染料のタンデム
二量体、三量体等の合成に適用できる。このように、使用者はモノマーユニットの数、標
識モノマーユニットの割合、モノマー当りの標識の数を直接導ける。
【００２６】
　オリゴマーあるいはポリマー標識試薬を生成するのに利用可能なモノマーユニットの例
として、アミノ酸、ヌクレオチド、炭水化物、糖類、芳香族化合物あるいはオリゴマーあ
るいはポリマー部分を生成できるよう誘導されるいずれかの有機化合物が含まれるがこれ
に限定されない。いずれかのモノマーユニットの変性種あるいは変性アナログも使用可能
である。本発明に使用されるアナログの例として、以下全て参照として引用されるが、自
在あるいは変質塩基を含むヌクレオチドアナログ（レビュード　イン　ロックハート　２
００１、核酸研究２９；２４３７－２４４７）、ペプチド核酸モノマー（ニールセン他、
１９９１、サイエンス２５４；１４９７）、非ヌクレオチドスペーサ基（米国特許第５，
６９６，２５１号）、糖類アナログ（オノ他、１９９７　核酸研究２５；４５８１－４５
８８）、メチルホスホンアミダイト（ロシュナー及びエンゲルス　１９８８　ヌクレオシ
ド　ヌクレオチド　７；７２９）及びホスホロチオエート（ステック他、１９８４　ジェ
イ　エーエム　ケム　ソサイエティ１０６；６０７７）等が含まれるがこれに限定されな
い。
【００２７】
　このようなモノマーユニットから生成されるオリゴマーあるいはポリマーの例として核
酸、脱塩基核酸、ペプチド核酸、ポリペプチド、タンパク質、オリゴ糖、多糖類あるいは
有機ポリマーが含まれるがこれに限定されない。本発明に使用されるオリゴマーあるいは
ポリマーは生物源から単離されるかあるいは合成的または試験管内で生成される。オリゴ
マーあるいはポリマーに化学的に結合する標識および／あるいは反応基はこのオリゴマー
あるいはポリマーに内在していないものが好ましい。このオリゴマーあるいはポリマーは
、ホモポリマーでありたった１つの特有の特定型のモノマーユニットの複合体から構成さ
れるか、あるいはそれらはヘテロポリマーまたはキメラであり異なるモノマーユニットを
含有する。例えば、キメラのオリゴマーあるいはポリマーは、正常な核酸セグメントとペ
プチド核酸セグメントの両方を含有する核酸構成体か、ヌクレオチドとアミノ酸の組合せ
、あるいは脱塩基核酸セグメントとペプチド核酸からなるセグメントとの組合せとなり得
る。本発明の標識化試薬がオリゴマーあるいはポリマー標的分子を標識するのに使用され
る際の特別な方法を発見し、ここで標識化試薬のモノマーユニットはオリゴマーあるいは
ポリマー標的のモノマーユニットとは別の特徴を有する。この例として、オリゴマーある
いはポリマー部分は標識ヌクレオチドあるいはヌクレオチドアナログ及び少なくとも１つ
の反応基を含有する核酸構成体であり、これによりマルチプル標識を標的タンパク質を生
成する１つ以上のアミノ酸に添加することができる。従来の文献に記載されるマーカー、
リンカー、及び反応基のいずれも本発明の具体的な実施態様において使用される。
【００２８】
　更に、オリゴマーあるいはポリマーのモノマーユニットが類似の特徴を有する場合さえ
、それらが同じ場合もあれば異なる場合もある。例えば、核酸ポリマーは単一塩基の反復
からなるホモポリマーかあるいは多様なヌクレオチドを有するヘテロポリマーとなり得る
。ポリペプチドはホモポリマーであり単一アミノ酸の複合体を含有するかあるいはヘテロ
ポリマーであり異なるアミノ酸を含有しえる。オリゴマーあるいはポリマー標識化試薬の
標識は同一か異なる場合もあり得る。例えば、ポリヌクレオチド上に不連続間隔で添加さ
れる２つの異なる染料を含有する標識化試薬はシグナル生成へのエネルギー伝達に関与す
る。
【００２９】
　本発明のオリゴマーあるいはポリマーはモノマーユニット同士を結合する単一鎖を含有
するかあるいは一つ以上の鎖を含有する。例えば、分岐した、二重鎖のあるいは三重鎖の
核酸は全て本発明に利用可能である。このような多鎖構造は有効な特性を提供する。例え
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ば、二重鎖核酸は一本鎖核酸よりも固定される。二重鎖構造を使用すると標識部分の分布
あるいは間隔をより制御しやすくし、近接性の必要な場合あるいは必要でない場合も可能
である。例えば、エネルギー伝達を利用した効果的なシグナル生成は供与体部分と受容体
部分の近接性に依存し、従ってこれらの部分間の近接の実現は有利である。一方で、単一
染料種がシグナル生成剤として利用される場合、いくつかの染料分子の近接性は自己発光
抑制（クエンチング）現象を導き、これら染料の位置を分散させることが有利である。１
つ以上の鎖を利用するとシグナル生成量を増加させたり荷電数を増加させるなどの別の有
利な特性を導く。マルチプル鎖はまたその系に適応性をもたらす。例えば、第一の核酸鎖
は反応基を含有し、相補配列を有する第二の核酸鎖はシグナル基を含有する。これらの鎖
間の相補塩基対により複合体は反応基とシグナル基を含有するよう生成される。これらの
点を更に説明するために、マルチプル鎖を利用した様々な種を図１に示す。本発明の新規
な標識化試薬にマルチプル鎖を利用すると平行して使用できる試薬あるいは標識部分を生
成することに広がりをもたらす。例えば、反応基を含有する第一鎖は２つの第二鎖のどち
らかと混合して、同じ反応基を利用し且つ互いに異なる標識からなる２つの異なる化合物
を生成できる。本発明のオリゴマー及びポリマーはまた同様に非ポリマー成分を含有する
。例えば、延長したマルチプル荷電基を有する末端あるいは延長鎖を構成する。有効な追
加の特性を提供する別の基も本発明において利用される。
【００３０】
　従来技術にタンパク質用の標識化試薬として核酸の利用が記載される（米国特許出願第
０８／４７９，９９５、１９９５年６月７日出願、ヨーロッパ特許庁により発行／登録さ
れたヨーロッパ特許第０１２８３３２号）。しかしながら、この引例の方法は、標的に非
標識ポリヌクレオチドを添加させた後に標識相補ヌクレオチドの交雑を実施することが記
載される。対照的に、本発明においては、２つ以上のオリゴヌクレオチドあるいはポリヌ
クレオチドを含有する複合体はマルチプルシグナルを伝達することに利用される際に、予
め生成された試薬が利用され、それはシグナルと一つ以上の反応基を含有する。この方法
において、標的は交雑反応を介さない。この方法論はまた標的に添加する前に複合体を精
製することができ、これにより反応基を有する複合体中に最大量の標識ヌクレオチド鎖が
存在するよう保証する。核酸を標識することに関心が広がったため、この分野において核
酸と非核酸とを結合する広範で多様な技術が知られる。この方法の実施例は、ジャブロン
スキ他、１９８６年核酸リサーチ　１４；６１１５－６１２８、米国特許出願第０８／４
７９，９９５号（１９９５年６月７日出願）、米国特許出願第０９／８９６，８９７号（
２００１年６月３０日出願）及び非アイソトーププローブ、ブロット及びシークエンス、
第２版、ラリー　ジェイ　クリカ著、１９９５年、アカデミックプレス社、サンディエゴ
、シーエーにおける「核酸の非放射性標識の方法」クリストファーケスラー　ｐｐ４２－
１０９などに記載され、全てここに引用される。
【００３１】
　本発明の更に別の態様として、オリゴマーあるいはポリマーが核酸である場合、反応基
は結合相手に置換される。すなわち、標識化試薬の結合相手と標的分子上における結合相
手の片方との相互作用により標的分子に標識が添加できる。結合相手の対の例として、リ
ガンド／受容体、ホルモン／受容体、ビオチン／アビジン及び抗原／抗体の対が含まれる
がこれに限定されない。
【００３２】
　従って、本発明のこの態様において、新規な標識化試薬は核酸鎖、あるいは２つ以上の
標識と一つ以上の結合相手を含有し且つ結合相手が標識と異なるかあるいは同一であるよ
うな核酸鎖複合体を含有する。本発明のこの態様は標識核酸鎖あるいは複合体が結合相手
により非核酸標的と結合するような特別な利用が可能である。すなわち、従来技術は標識
タンパク質を結合することにより核酸を標識できることが記載されているが、本発明のこ
の態様では標識核酸を結合することによりタンパク質を標識できることを開示する。
【００３３】
　本発明の更に別の態様において、新規なオリゴマーあるいはポリマーユニットが１つ以
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能な原子を含有する所定の長さを有する原子鎖であるリンカーアームＬにより結合される
。この連結鎖は飽和状態か、非飽和状態か芳香環を含み、また結合鎖は柔軟性があるか固
定的である。連結鎖は更にいずれかの固定ユニットを含み、米国特許出願第１０／０９６
，０７５号（２００２年３月１２日出願）に記載され、ここに引用される。本発明のこの
態様において、反応基の例として、活性エステル、炭素－炭素結合を形成できる基および
Ｏ，Ｎ，Ｓと化学結合できる基を含むがこれに限定されない。このような基の例として、
イソチオシアネート、イソシアネート、モノクロロトリアジン、ジクロロトリアジン、モ
ノ－あるいはジ－ハロゲン置換ピリジン、モノ－あるいはジ－ハロゲン置換ジアジン、マ
レイミド、アジリジン、スルホニルハロゲン置換ジアジン、マレイミド、アジリジン、ス
ルホニルハロゲン化物、酸ハロゲン化物、ヒドロキシスクシンイミドエステル、ヒドロキ
シスルホスクシンイミドエステル、イミドエステル、ヒドラジン、アジドニトロフェニル
、アジド、３－（２－ピリジルジチオ）－プロプリオンアミド、グリオキサール、アルデ
ヒド、炭素－炭素間二重結合、水銀塩及び炭素－炭素二重結合、アミン、ヒドロキシル基
、スルフヒドリル基およびハロゲンと反応可能な基を含むがこれに限定されない。反応基
はまた、Ｒがリガンドあるいは金属を含有する際に配位結合の形成に関与する。反応基Ｒ
は上述したリンカーアームＬを介してオリゴマーあるいはポリマー部分に添加されるかあ
るいは必要であればリンカーアームを使用せずに直接添加される。更に本発明の別の態様
において、反応基は末端、側鎖あるいはオリゴマーまたはポリマー部分の内部位で新規な
標識化試薬と化学的に結合しえる。更に、記載した新規なポリマー組成物はまた主鎖上に
追加のアルキル基、アリール基および／または極性基あるいは荷電基、リンカーアームあ
るいは染料あるいは標識を含む。極性基あるいは荷電基はハロゲン、飽和または不飽和ア
ルキルまたはアリール基、飽和または不飽和アルキル基、アルコキシ基、フェノキシ基、
アミノ基、アミド基およびカルボキシ基、および硝酸塩のような極性基、スルホネート、
スルフヒドリル基、亜硝酸塩、カルボン酸、ホスフェートあるいはこの類の別の基あるい
は置換基などが含まれるがこれに限定されない。
【００３４】
　本発明の別の態様において、新規なオリゴマーあるいはポリマー標識化試薬は以下の式
７として表される。
【００３５】
【化７】

【００３６】
　この略図において、Ｑは荷電基を示し、ｎは１あるいはそれ以上の整数に等しく、Ｄは
染料あるいは別の適切な試薬を示し、ｍは２と等しいかそれ以上であり、Ｒは適切な標的
に対して標識化試薬を結合させるのに使用される少なくとも１つの反応基を示し、更にＰ
はオリゴマーあるいはポリマーを示す。荷電基および染料はＰを含有するモノマーユニッ
トそれぞれに添加されるかあるいはいくつかのモノマーユニットのみがこれらの基を含有
する。
【００３７】
　本発明の別の態様において、新規なオリゴマーあるいはポリマー標識化試薬は以下の式
８として表される。
【００３８】



(11) JP 5313509 B2 2013.10.9

10

20

30

40

50

【化８】

【００３９】
　上記略図において、Ｄは染料あるいは別の適切な標識を示し、ｍは２と等しいかそれ以
上であり、Ｒは少なくとも１つの反応基を示し、Ｐはオリゴマーあるいはポリマーを示し
更に、ここでＤあるいはＰのモノマーユニットの１つは１つ以上の荷電基を含有する。染
料はＰを含有するモノマーユニットのそれぞれに添加し得るかあるいはいくつかのモノマ
ーユニットのみがこれらの基を含有する。
【００４０】
　本発明の別の態様において、以下に示す式９の新規な組成物として、本発明の新規なオ
リゴマーあるいはポリマー標識化試薬は適切な標的分子を標識するために使用される。
【００４１】

【化９】

【００４２】
　上記の略図において、Ｑは荷電基を示し、ｎは１の整数と等しいかそれ以上であり、Ｄ
は染料かあるいはべつの適切な標識を示し、ｍは２と等しいかそれ以上であり、Ｐはオリ
ゴマーあるいはポリマーを示し、Ｌは標的分子に標識化試薬を結合させる連結部である。
荷電基および染料はＰを構成するモノマーユニットのそれぞれに添加されるかあるいはい
くつかのモノマーユニットのみがこれらの基を含有する。Ｌは上述したなんらかの連結ア
ームを構成するかあるいは反応基と標的分子上の適切な化学基との間を形成する連結部を
含有する。標的はペプチド、タンパク質、抗体、酵素、酵素基質、リガンド、ホルモン、
受容体、抗原、ハプテン、レクチン、アビジン、ストレプトアビジン、トキシン、炭水化
物、オリゴ糖、多糖、リボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、ジデオキシリボヌ
クレオチド、デオキシヌクレオチドアナログ、リボヌクレオチド及びジデオキシヌクレオ
チド、変性デオキシヌクレオチド、変性リボヌクレオチド、変性ジデオキシヌクレオチド
　オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド、及び反応基Ｒと連結部を形成できる別の分析
体固有部分を含むがこれに限定されない。
【００４３】
　本発明の別の態様において、以下に示す式１０の新規な組成物として、本発明の新規な
オリゴマーあるいはポリマー標識化試薬は適切な標的分子を標識するのに使用されること
を開示する。
【００４４】
【化１０】

【００４５】
　上記略図において、Ｄは染料あるいは別の適切な標識を示し、ｍは２と等しいかそれ以
上であり、Ｐはオリゴマーあるいはポリマーを示し、Ｌは標識試薬を標的分子に結合させ
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る連結部を示し、ここでＤあるいはＰのモノマーユニットの内の１つは１つ以上の荷電基
を含有する。染料はＰを含有するモノマーユニットそれぞれに添加されるかあるいはいく
つかのモノマーユニットのみがこれらの基を含有する。Ｌは上述したなんらかの連結アー
ムを含有するかあるいは反応基Ｒと標的分子上の適切な化学基間を形成する連結部を含有
する。標的は上述した基のいずれかから選択される。
【００４６】
　マルチプルシグナルを提供する本発明の様々な態様は高感度な標識化組成物の合成を実
施できる。　酵素的組み込みのような標識試薬を生成するために使用される従来の方法に
おいて、染料ユニットの数は酵素による染料の組み込みが乏しいため限られていた。更に
、酵素的組み込みの後に２つ以上の染料ユニットが互いに隣接して配置されるため、度々
シグナルの発光抑制（クエンチング）が生じる。本発明の長所の一つに、染料の配置が特
異的に調節されるため、染料ユニットの望ましい数及びそれらの間の間隙が最適なシグナ
ル用に設計できる。このことは隣接するユニットに対して最小のクエンチングを有する最
大のシグナル量を生成できる標識ユニットを有する標識化試薬となり得る。本発明の新規
な標識化試薬はシグナル強度の増加が有益であるような広範囲の目的に使用可能である。
【００４７】
　本発明の別の目的は、本発明、あるいは別の標識化試薬あるいは標識材料と協同して利
用可能な非標識試薬を提供することである。例えば、化合物が標的固有部分あるいは標識
を含有する際に、ノイズに対するシグナル（Ｓ／Ｎ）の最大値は、結合が標的固有部分の
媒介を介し且つ標識自体、あるいは標識を標的固有部分に結合させるのに使用される成分
を介さない時に生じる。明らかに、標的固有でない化合物の部分がどこか識別不可能であ
り、更に非標的分子に対するこのような部分の結合はバックグラウンドシグナル生成の上
昇を引き起こし、続いてＳ／Ｎ比の低下を引き起こす可能性がある。そのため、本発明に
おいて、標的固有部分を標識するのに使用される標識オリゴマーあるいはポリマー部分と
類似する非標識オリゴマーあるいはポリマー化合物が、非標識オリゴマーあるいはポリマ
ーが標識化合物のオリゴマーあるいはポリマー成分による非特異的結合を抑制できるよう
な特定の分析体の存在あるいは量を検出するアッセイに使用できることを開示する。
【００４８】
　本発明の具体的な例として、マルチプルフルオレセイン部分を含有するオリゴヌクレオ
チドにより標識された抗体は検出試薬として利用される。非標識オリゴヌクレオチドはこ
の試薬の非特異的な結合を阻害するのに利用できる。この阻害試薬は抗体検出試薬に対し
て検体を作用させる前あるいは間のいずれかに使用可能である。核酸は配列の非均質なコ
レクションとなりえる。例えば、サケの精子あるいは子ウシの胸腺ＤＮＡは通常標識ＤＮ
Ａプローブと共にアッセイに使用され、核酸の非特異的結合を除外する。逆に、抗体を標
識するのに使用される核酸の配列は阻害剤、すなわち離散的配列などにも利用可能である
。離散的、ランダム、置換、不均一核酸の組合せあるいは混合物がこの目的に利用される
。
【００４９】
　以下の実施例は図示することにより説明されるが本発明はこれに限定されるものではな
い。
【好適な実施態様の説明】
【００５０】
　本出願における実施例は以下に列挙される。
実施例１　５’末端に反応基を有するマルチシグナル試薬
実施例２　タンパク質のＳＨ基を有するマルチシグナル試薬の使用
実施例３　マルチシグナル試薬に使用されるタンパク質の変性
実施例４　マルチシグナル試薬の５’末端に対するブロモアセチル基の添加
実施例５　糖タンパク質に使用されるマルチシグナル標識試薬
実施例６　３’末端に反応基を有するマルチシグナル試薬
実施例７　ＴｄＴによるマルチシグナル試薬の合成
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実施例８　第二水銀塩類を使用するマルチシグナル標識試薬の合成
実施例９　二重鎖マルチシグナル試薬
実施例１０　タンパク質配列に使用されるマルチシグナル試薬
実施例１１　末端シグナル試薬を有するマルチシグナル試薬
実施例１２　ビオチンを使用する二重鎖マルチシグナル試薬で標識された抗体
実施例１３　マイクロアレイチップ用ノイズ・サプレッサ及びビオチンを利用した単一鎖
マルチシグナル試薬
実施例１４　相補核酸を使用するマイクロアレイチップ用マルチシグナル試薬
実施例１５　エネルギー伝達を利用するマイクロアレイチップ用マルチシグナル試薬
【実施例１】
【００５１】
マルチシグナル標識化試薬
　ａ）以下の構造を有する３３－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【００５２】

【化１１】

ここで、５’末端はホスフェート基を有し、オリゴヌクレオチドはアリールアミン変性ウ
リジン（Ｕ*として記される）を含有する。
【００５３】
　ｂ）２００２年３月１２日付け出願米国特許出願第１０，０９６，０７５号、スタブリ
アノポロスにより開示されるアフェニリックテキサスレッドアナログの活性エステルはオ
リゴヌクレオチド中のアリールアミン部分と反応し、アフェニリックテキサスレッドアナ
ログをアリールアミン変性ｄＵＴＰに添加させた上記引例に記載される方法を使用して標
識オリゴヌクレオチドを生成する。
【００５４】
　ｃ）標識オリゴヌクレオチドの５’ホスフェートはハロランとパーカー（１９６６，ジ
ェイ　免疫９６；３７３）に記載される方法により第一ジアルキルアミンと反応させて標
識オリゴヌクレオチドを５’アミン基を有するマルチシグナル標識化試薬に変換させる。
【００５５】
　ｄ）５’末端の第一アミンはその後室温で４５分間、ｐＨ７．８、２０倍モル過剰のス
クシニルマレイン酸活性エステルと反応させマレイミド基を５’末端につなぐ。ｐＨは濃
酢酸を添加してすぐにｐＨ４－５へ調整し更にマレイミド誘導オリゴヌクレオチドはエタ
ノールにより沈殿させる。次ぎにＬｉＡｃバッファ（ｐＨ４）中に再懸濁させて再び沈殿
させる。使用前に、マレイミド誘導オリゴヌクレオチドは酢酸エステルバッファ（ｐＨ５
．５）中に溶解させる。この方法は６テキサスレッド染料部分と目的の標的に添加するた
めのシグナル反応基を含有するマルチシグナル標識化試薬を生成する。
【実施例２】
【００５６】
タンパク質を有するマルチシグナル標識化試薬の使用
　実施例１からえた試薬は有効スルフヒドリル基を有するタンパク質を標識するのに直接
使用される。例えば、ＢＳＡはｐＨ５．５のマレイミド誘導試薬と共に反応させて室温に
て標識できる。
【実施例３】
【００５７】
マルチシグナル標識化試薬と共に使用されるタンパク質の変性
　有効スフルヒドリル基の欠如したタンパク質も実施例１の試薬と共に利用可能である。
例えば、抗体はｐＨ９のＮ－アセチル－ホモシステインチオラクトンと反応させてスルフ
ヒドリル基を導入することにより実施例２に記載したマレイミド誘導試薬で標識化できる
。Ｎ－アセチル－ホモシステインチオラクトンの濃度及び反応時間を変化させてタンパク
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質に導入されるスルフヒドリル基の数を調節できる。生物活性を維持するために、抗体は
およそ２－３スルフヒドリル基で変性されることが好適である。
【実施例４】
【００５８】
マルチシグナル標識化試薬の変性
　実施例１の工程ｃ）に記載されるマルチシグナル標識化試薬はブロモ酢酸ＮＨＳエステ
ルと反応させて５’末端にブロモアセチル基をつなぐ。この基は第一アミンに非常に反応
し且つｐＨ９でタンパク質あるいは第一アミンあるいはチオール基を含む別の所望の基を
標識するのに使用される。前述のようにこれらの基は標的分子に固有であるかあるいは導
入される。
【実施例５】
【００５９】
糖タンパク質に利用されるマルチシグナル標識化試薬
　前述したアミン基及びスルフヒドリル基に加えて、哺乳類細胞から単離される多くのタ
ンパク質はグリコシル化されることにより添加に使用できる追加の標的基を提供する。こ
のようなタンパク質の著名な例として抗体がある。ＩｇＧの酸化は暗室で４℃、２０分間
の間ｐＨ４－５の１０ｍＭ過ヨウ素酸塩により実施され、抗体にアルデヒド基を導入する
。過剰な過ヨウ素酸塩はＧ５０遠心分離によりその後取り除かれる。変性試薬はシスタチ
オンをエルマン試薬で反応させることにより生成し、従ってチオール分子を除去可能基で
阻害する。抗体のグリコン部のアルデヒド基は次にｐＨ６の４０倍過剰の変性試薬で室温
にて１時間反応させる。ｐＨは次ぎにｐＨ９まで上昇させ、溶液は冷却し更にシッフ塩基
はＮａＢＨ４で還元する。これはシッフ塩基をアミンに還元しチオールを遊離させる。過
剰ＮａＢＨ４はアセテートバッファ（ｐＨ４）を加えて消失させる。チオール標識ＩｇＧ
は実施例１のマレイミド誘導試薬かあるいは実施例４のブロモアセチル変性試薬と結合す
るのに有効である。この方法はグリコシル化が生じる部位にのみ生じるため、非常に調節
された量の標識化となる。例えば、本実施例において使用される抗体は不変領域において
グリコシル化される。このように、標識化試薬の添加はその標的の抗原に対して抗体を結
合する抗体の部分である可変領域に干渉されない。
【実施例６】
【００６０】
３’末端に反応基を有するマルチシグナル試薬
　以下の構造を有する２９－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【００６１】
【化１２】

ここで、オリゴヌクレオチドは３’第一アミンとフルオレセイン標識を有するウリジン（
ＵＦとして記す）を含有する。これらの変性でオリゴヌクレオチドを生成するためのホス
ホラミダイト及びＣＰＧは市販されている。あるいは、オリゴヌクレオチドを５’末端の
第一アミンで合成するホスホラミダイトは、類似の標識オリゴヌクレオチドを合成するの
に使用されてきた。この製品は５フルオレセン部分及び一つのアミン基を含有する。この
試薬は実施例１、２、３，４及び５において記載した同じ方法で使用される。
【実施例７】
【００６２】
マルチシグナル標識化試薬を合成する末端トランスフェラーゼの利用
　ａ）以下の構造を有する２７－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【００６３】
【化１３】



(15) JP 5313509 B2 2013.10.9

10

20

30

40

50

ここで、オリゴヌクレオチドはアリールアミン変性ウリジンを含有する。（Ｕ＊と記す）
。アレクサフルオール５５５（分子プローブ、インク、ユージン、ＯＲ）の活性エステル
の添加は実施例１に記載される方法で実施できる。
【００６４】
　ｂ）標識オリゴヌクレオチドは更に末端トランスフェラーゼによるジデオキシ変型のア
リールアミンｄＵＴＰの追加により反応する。この工程は単一アミン基をオリゴヌクレオ
チドの３’末端に導入することにより５アレクサ染料及び単一アミン基を有する標識化試
薬を生成できる。この標識化試薬は前述のように使用できる。
【実施例８】
【００６５】
第二水銀塩類を使用するマルチシグナル標識化試薬の合成
　以下の構造を有する５７－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【００６６】
【化１４】

ここで３’末端はアミン基を有する。オリゴヌクレオチドは５時間６５℃で酢酸エステル
バッファ（ｐＨ４．０）中に３倍モル到達の酢酸水銀IIで処理しオリゴヌクレオチドのウ
リジン環の５位を水銀で化合する。この水銀処理オリゴヌクレオチドは次ぎにエタノール
で沈殿され必要となるまで－２０℃で保存される。オリゴヌクレオチドは次ぎに米国特許
出願第１０，０９６，０７５号、出願日２００２年３月１２日、ストラブリアノポロスに
記載されここに引用される末端二重結合反応基を含有するＣｙ染料で反応させる。この合
成されたオリゴヌクレオチドは３’末端に単一アミン反応基とＵが存在していた８部位そ
れぞれのＣｙ染料とを含有する。この標識化試薬は前述のように使用される。
【実施例９】
【００６７】
核酸の二重鎖により標識されたタンパク質
　ａ）以下の構造を有する１２－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【００６８】

【化１５】

ここでオリゴヌクレオチドはアルリアミン変性ウリジン（Ｕ＊により記す）を含む。
【００６９】
　ｂ）実施例１で使用されるアフェニリック　テキサス　レッド　アナログの活性エステ
ルはオリゴヌクレオチドのアリールアミン部分と反応し前述した同様な方法によりシグナ
ルオリゴヌクレオチドを生成する。
【００７０】
　ｃ）以下の構造を有する５０－マー　添加オリゴヌクレオチドが合成される。
【００７１】
【化１６】

【００７２】
　ｄ）テキサスレッド標識シグナルオリゴヌクレオチドは添加オリゴヌクレオチドにアニ
ーリングされマルチシグナル標識化試薬を生成する。ジヌクレオチドの繰り返しが過剰で
あるために交雑が速い反応速度で行われる。シグナルオリゴヌクレオチドは添加オリゴヌ
クレオチドよりも小さく、マルチシグナル標識化試薬の各添加オリゴヌクレオチドに結合
するために４つほどのシグナルオリゴヌクレオチドの空間が存在する。このことはマルチ
シグナル標識化試薬のアミン基を介して結合される１つの標的の全ての部位に対して１２
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このシグナル部分が潜在的に添加されることになる。Ａ／Ｔ塩基対あたり２℃、Ｇ／Ｃ塩
基対あたり４℃の規定を使用してシグナルオリゴヌクレオチドの理論Ｔｍはおよそ３６℃
である。従って、マルチシグナル標識化試薬複合体は室温で完全に安定しなければならな
い。なお、添加オリゴヌクレオチドの隣接部位にある２つのシグナルオリゴヌクレオチド
が交雑することにより各オリゴヌクレオチドの温度安定化を提供する相互作用を段積み可
能にするため、より高いＴｍ値もおそらく実現可能である。
【００７３】
　ｅ）マルチシグナル標識化試薬は上述のようにアミン基を介してタンパク質に添加され
てタンパク質上の各添加部位にマルチシグナルを含有する標識タンパク質を生成させる。
【実施例１０】
【００７４】
タンパク質配列のためのサンプルの精製
　ａ）以下の構造を有する１５－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【００７５】

【化１７】

ここでオリゴヌクレオチドはアリールアミン変性ウリジン（Ｕ＊で記される）を含有する
。
【００７６】
　ｂ）アルフェニリックテキサスレッドアナログの活性エステルはオリゴヌクレオチド中
のアリールアミン部分と反応し実施例１に記載される方法によりシグナルオリゴヌクレオ
チド＃１を生成する。このオリゴヌクレオチドのＴｍ値はおよそ５０℃である。
【００７７】
　ｃ）以下の構造を有する添加オリゴヌクレオチド＃１（６３－マー）が合成される。
【００７８】
【化１８】

【００７９】
　ｄ）シグナルオリゴヌクレオチド＃１は添加オリゴヌクレオチド＃２にアニーリングさ
れ飽和値で３’ＮＨ２基あたり８このテキサスレッド部分の結合を有するマルチシグナル
標識化試薬＃１を生成する。
【００８０】
　ｅ）以下の構造を有する１５－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【００８１】
【化１９】

ここでオリゴヌクレオチドはアリールアミン変性ウリジン（Ｕ＊で記す）を含有する。
【００８２】
　ｆ）工程（ｂ）と同様な方法を使用して、アレクサフルオール６４７（分子プローブ、
インク、ユージン、ＯＲ）の活性エステルはオリゴヌクレオチド中のアリールアミン部分
と反応しマルチシグナルオリゴヌクレオチド＃２を生成する。このオリゴヌクレオチドの
Ｔｍ値もおよそ５０℃である。
【００８３】
　ｇ）以下の構造を有する添加オリゴヌクレオチド＃２（６３－マー）が合成される。
【００８４】
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【化２０】

【００８５】
　ｈ）シグナルオリゴヌクレオチド＃２は添加オリゴヌクレオチド＃２にアニーリングさ
れて飽和値で３’ＮＨ２基あたり８このアレクサ部分の結合を有するマルチシグナル標識
化試薬＃２を生成する。
【００８６】
　ｉ）上述の実施例の方法を利用して、タンパク質サンプル＃１は工程（ｄ）から得たマ
ルチシグナル標識化試薬＃１と反応しタンパク質サンプル＃２は工程（ｈ）から得たマル
チシグナル標識化試薬＃２と反応する。
【００８７】
　これらのサンプルは、タンパク質配列に利用されるために準備され、ここでタンパク質
サンプル＃１（テキサスレッド）から得たシグナルがタンパク質サンプル＃２（アレクサ
）から得たシグナルと識別可能である。前述したように、本発明のこの実施例におけるマ
ルチシグナル標識化試薬を連結すると、一つの染料を利用して得られるシグナル部分の量
の８倍が１つのアミノ基と結合可能となる。
【実施例１１】
【００８８】
単一鎖末端を有するマルチシグナル標識化試薬
　ａ）以下の構造を有する５０－マー　添加オリゴヌクレオチドが合成される。
【００８９】

【化２１】

【００９０】
　ｂ）以下の構造を有する３２－マー　シグナルオリゴヌクレオチドが合成される。
【００９１】

【化２２】

ここでオリゴヌクレオチドはアリールアミン変性ウリジン（Ｕ＊で記す）を含有する。
【００９２】
　ｃ）アフェニリックテキサスレッドアナログの活性エステルはオリゴヌクレオチド中の
アリールアミン部分と反応し末端シグナルオリゴヌクレオチドを生成する。シグナルオリ
ゴヌクレオチドの５’末端にある１６この塩基セグメントは工程（ａ）の添加オリゴヌク
レオチドと相補的でありかつ８Ｇ’ｓおよび８Ｔ／Ｕ’ｓに基づくおよそ４８℃のＴｍを
有する。Ｔ’ｓおよびＵ＊’ｓから構成されるシグナルオリゴヌクレオチドの１６この塩
基３’末端セグメントはシグナルを提供するが添加オリゴヌクレオチドへの結合には関与
しない。
【００９３】
　ｄ）添加オリゴヌクレオチドへのシグナルオリゴヌクレオチドの交雑はマルチシグナル
標識化試薬を生成し、これは８このシグナル部分をそれぞれ有した３つのシグナルオリゴ
ヌクレオチドを、マルチシグナル試薬の添加オリゴヌクレオチド部がタンパク質標的に結
合される各部位に対して潜在的に結合される正味総２４こシグナル部分に提供される。
【００９４】
　マルチシグナル試薬の非標識添加オリゴヌクレオチド部分は上述のアミン基を介するタ
ンパク質への結合に利用され１つ以上のマルチシグナル標識化試薬を含有する標識標的を
生成する。
【実施例１２】
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【００９５】
結合相手としてのビオチンを有する二重鎖マルチシグナル標識化試薬
　ａ）以下の構造を有する５０－マー　ビオチニル化添加オリゴヌクレオチドが合成され
る。
【００９６】
【化２３】

３’ビオチン標識ヌクレオチド用のホスホラミダイトは非常に多くの化学源から容易に適
用できる。
【００９７】
　ｂ）実施例９の工程（ｃ）から得た末端シグナルオリゴヌクレオチドはビオチリニル化
添加オリゴヌクレオチドと交雑しビオチニル化マルチシグナル標識化試薬を生成する。前
述のようにこの複合体はたった一つのビオチン添加部分と２４シグナル部分を含有する。
【００９８】
　ｃ）ビオチニル化抗体は多くの市販源から容易に適用可能である。ビオチニル化抗体は
組織片検体中の適切な標的抗原に対して結合可能であり、抗原の存在を増幅させる検出は
最初にストレプトアビジンと結合させ次に工程（ｂ）から得られたビオチニル化マルチシ
グナル標識化試薬と結合させることによりシグナル生成を実施することで可能となる。
【実施例１３】
【００９９】
結合相手としてのビオチンを有する単一鎖マルチシグナル試薬とノイズサプレッサの添加
　ａ）以下の構造を有する６１－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【０１００】
【化２４】

ここで５’末端はビオチニル化Ｕを有し且つオリゴヌクレオチドはアリールアミン変性ウ
リジン部分（Ｕ＊として記す）を含有する。
【０１０１】
　ｂ）Ｃｙ３染料（アメルシャム　バイオサイエンス、ピスカタウェイ、ニュージャージ
ー）の活性エステルがＣｙ３標識ビオチニル化マルチシグナル試薬を生成するために前述
と同様の方法を使用してオリゴヌクレオチド中のアリールアミン部分と反応する。
【０１０２】
　ｃ）以下の配列を有する２０－マー　オリゴヌクレオチドが標識あるいはビオチンを欠
いた状態で合成され、ノイズサプレッサを提供する。
【０１０３】

【化２５】

【０１０４】
　ｄ）ポリＡ　ｍＲＮＡはラバニ他、米国特許出願第０９／８９６，８９７号、出願日２
００１年６月３０日（ここに引用される）に記載される方法に従って増幅され、ここでビ
オチンが二重鎖ｃＤＮＡコレクションの試験管内転写の間取り込まれて標識アンチセンス
ＲＮＡを生成される。
【０１０５】
　ｅ）ビオチニル化ＲＮＡは高密度マイクロアレイチップに切断され更に交雑されて製造
者用指示書（アフィメトリックス、インク、サンタクララ、カナダ）に従ってアフィメト
リックスを生成する。
【０１０６】
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　ｆ）そのチップはアフィメトリックス指示書に従ってストレプトアビジンと培養される
。
【０１０７】
　ｇ）アフィメトリックス指示書に記載されるビオチニル化フィコエリトリンを使用する
替わりに、チップを工程（ｂ）で得たＣｙ３標識ビオチニル化マルチシグナル試薬と工程
（ｃ）で得たノイズサプレッサとの混合物と培養する。
【０１０８】
　ｈ）適切な洗浄の後、各遺伝子座からのシグナル生成を測定する。
【実施例１４】
【０１０９】
結合相手としてのビオチンを有する単一鎖マルチシグナル標識化試薬及び非標識補体の追
加
　ａ）以下の構造を有する６１－マー　オリゴヌクレオチドを合成する。
【０１１０】

【化２６】

５’末端はビオチニル化Ｕを有し更にオリゴヌクレオチドはアリールアミン変性ウリジン
成分（Ｕ＊として記す）を含有する。
【０１１１】
　ｂ）Ｃｙ３染料（アメルシャム　バイオサイエンス、ピスカタウェイ、ニュージャージ
ー）の活性エステルは上述と同様の方法を使用してオリゴヌクレオチド中のアリールアミ
ン部分と反応し、Ｃｙ３標識ビオチニル化マルチシグナル標識化試薬を生成する。
【０１１２】
　ｃ）以下の構造を有する２０－マー　オリゴヌクレオチドが標識あるいはビオチンなし
で合成され、マルチシグナル試薬補体を生成する。このオリゴヌクレオチドのＴｍ値は１
０Ｃ’ｓおよび１０Ａ’ｓに基づきおよそ６０℃となる。
【０１１３】

【化２７】

【０１１４】
　ｄ）ポリＡ　ｍＲＮＡはＥＮＺ６１中に記載される方法に従って増幅され、これはビオ
チンが二重鎖ｃＤＮＡコレクションの試験管内転写の間取り込まれ標識アンチセンスＲＮ
Ａを生成する。
【０１１５】
　ｅ）ビオチニル化ＲＮＡは製造者指示書（アフィメトリックス、インク、サンタクララ
、カナダ）に従ってアフィメトリックスから高密度マイクロアレイチップに切断され交雑
される。
【０１１６】
　ｆ）このチップはアフィメトリックス指示書に従ってストレプトアビジンで培養される
。
【０１１７】
　ｇ）アフィメトリックス指示書に記載されるビオチニル化フィコエリトリンを使用する
替わりに、そのチップを工程（ｂ）で得たＣｙ３標識ビオチニル化マルチシグナル試薬と
工程（ｃ）で得たマルチシグナル試薬補体との混合物で培養される。マルチシグナル試薬
補体とＣｙ３標識ビオチニル化マルチシグナル試薬との交雑はこの工程の間行われるかあ
るいは必要であればこれらはチップに添加される前に共に予め培養される。Ｃｙ３標識ビ
オチニル化マルチシグナル試薬に二重鎖形質を供与することによりＣｙ３部分の相互作用
により生じるクエンチングが減少できる。また必要であれば、実施例１１の工程（ｃ）か
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【０１１８】
　ｈ）適切な洗浄の後、各遺伝子座からのシグナル生成を測定する。
【実施例１５】
【０１１９】
ビオチンを有するマルチシグナル標識化試薬とエネルギー伝達
　ａ）以下の構造を有する６１－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【０１２０】
【化２８】

ここで、５’末端はビオチニル化Ｕを有しオリゴヌクレオチドはフルオレセン変性シチジ
ン部分（ＣＦとして記す）を含有しエネルギー供与マルチシグナル標識化試薬を生成する
。
【０１２１】
　ｂ）以下の構造を有する２０－マー　オリゴヌクレオチドが合成される。
【０１２２】

【化２９】

ここで５’末端はビオチニル化Ｕを有しオリゴヌクレオチドはアリールアミン変性ウリジ
ン部分（Ｕ＊として記す）を含有する。このオリゴヌクレオチドのＴｍ値は１０Ｇ’ｓお
よび１０Ｔ／Ｕ’ｓに基づきおよそ６０℃である。
【０１２３】
　ｃ）アフェニリックテキサスレッドの活性エステルは上述に記載した方法を利用してオ
リゴヌクレオチド中のアリールアミン部分と反応しエネルギー受容マルチシグナル標識化
試薬を生成する。
【０１２４】
　ｄ）工程（ａ）からのエネルギー供与マルチシグナル試薬と工程（ｃ）からのエネルギ
ー受容マルチシグナル標識化試薬は共に交雑されて１つのビオチンと５個供与体及び６個
受容体とを含有するエネルギー伝達マルチシグナル標識化試薬を生成する。
【０１２５】
　ｅ）エネルギー伝達マルチシグナル標識化試薬は上述のように使用される。
【０１２６】
　本発明の前述した記載及び実施例を考慮して、当業者は疑いなく多くの明白な多様性が
示唆される。すべてのこのような多様性は後に記載の請求項においてより特徴的に定義さ
れる発明の範囲及び主旨において完全に包含される。
【図面の簡単な説明】
【０１２７】
【図１】図１は単一鎖あるいは二本鎖核酸マルチシグナル標識化試薬の多様な配列を示す
。
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