
(57)【要約】
試料において標的核酸配列の存在または非存在を検出するための方法およびキットが提供
されている。方法およびキットは、金属ナノ粒子の使用および金属ナノ粒子と核酸分子の
間の静電気的相互作用を含む。方法は、金属ナノ粒子との ss-核酸および ds-核酸の示差的
相互作用に頼っている。比色検出アプローチは、コロイド懸濁液において金属ナノ粒子と
静電気的に会合した ss-核酸の、それらを凝集に対して安定させる能力を利用する。タグ
付けされた ss-オリゴヌクレオチドプローブを含む蛍光アプローチは、 ss-核酸の金属ナノ
粒子上への示差的吸着を、標的にハイブリダイズしなかったプローブ上の蛍光タグの示差
的消光に変換する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 検 査 溶 液 に お い て 標 的 核 酸 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る た め の 方
法 ：
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 形 成 す る た め に 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ を 標 的 核 酸 を 含 む 可 能 性 の あ る 検 査 溶 液 と 混 合 す る 段 階 で あ っ て 、 少 な く と
も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お よ び 検 査 溶 液 が 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 検 査 溶 液 に 存 在 す る 任 意 の 標 的 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 混 合 さ れ る 段 階 ；
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 に 、 該 混 合 段 階 後 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
な い ま ま で あ る 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒
子 と 静 電 気 的 に 会 合 す る こ と を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 曝 露 す る 段 階 ； お よ び
少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た か
、 ま た は 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 の 1つ も し く は そ れ 以 上 と 静 電 気 的 に 会 合 し た か を 判 定 す る
段 階 で あ っ て 、 標 的 核 酸 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ま た は 1つ も し く は そ れ 以 上 の 金
属 ナ ノ 粒 子 と の 静 電 気 的 会 合 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 に よ り 示 さ れ る
段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 曝 露 段 階 が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 を 含 む 懸 濁 液 に 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ
び 塩 溶 液 を 添 加 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ 】
　 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 が 約 1 nMと 約 100 nMの 間 の 濃 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 へ 導
入 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 塩 溶 液 が 約 0.01 Mと 約 5 Mの 間 の Na + 濃 度 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 接 触 段 階 お よ び 添 加 段 階 が 同 時 に 行 わ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 接 触 段 階 お よ び 添 加 段 階 が 連 続 し て 行 わ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 接 触 段 階 と 添 加 段 階 の 間 に 遅 延 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 約 1 nM～ 約 10,000 nMの 濃 度 で ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 存 在 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 判 定 段 階 が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
曝 露 段 階 後 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 色 変 化 を 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 色 変 化 が 標 的
核 酸 の 存 在 下 で の 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 の 実 質 的 凝 集 を 示 す 段 階 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 検 出 段 階 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 色 を 1つ ま た は そ れ 以 上 の あ ら か じ め 較 正 さ
れ た 対 照 溶 液 と 比 較 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 検 出 段 階 が ユ ー ザ ー の 肉 眼 観 察 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 蛍 光 標 識 に 連 結 さ れ て い る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 蛍 光 標 識 が 有 機 色 素 、 半 導 体 量 子 ド ッ ト 、 ラ ン タ ニ ド 原 子 含 有 複 合 体 お よ び 蛍 光 タ ン パ
ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
　 光 学 的 性 質 が 蛍 光 ス ペ ク ト ル ま た は 蛍 光 ピ ー ク の 大 き さ で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 判 定 段 階 が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 ：
曝 露 段 階 後 蛍 光 標 識 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 蛍 光 の 実 質 的 低 下 を 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 複
数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 の 1つ ま た は そ れ 以 上 と 静 電 気 的 に 会 合 し た プ ロ ー ブ に よ る 蛍 光 の 消 光
を 示 し 、 そ れ に よ り 、 標 的 核 酸 の 非 存 在 を 示 し て い る 段 階 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 検 査 溶 液 が 複 数 の 異 な る 標 的 核 酸 を 含 み 、 か つ 少 な く と も 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ が 対 応 す る 複 数 の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 み 、 複 数 の 異 な る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の そ れ ぞ れ が 別 個 の 蛍 光 標 識 を 有 す る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 が 金 ナ ノ 粒 子 、 銀 ナ ノ 粒 子 、 白 金 ナ ノ 粒 子 、 混 合 金 属 ナ ノ 粒 子 お よ
び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 、 有 意 に は 複 数
の 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 し な い 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 標 的 核 酸 が DNAで あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 標 的 核 酸 が RNAで あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 標 的 核 酸 が ヒ ト 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 動 物 、 昆 虫 ま た は 植 物 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 標 的 核 酸 が 合 成 の 、 天 然 の 、 ま た は 構 造 的 に 改 変 さ れ た DNAも し く は RNAで あ る 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 標 的 核 酸 が タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 し た 核 酸 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 標 的 核 酸 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 産 物 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 検 査 溶 液 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 溶 液 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 で あ っ て 、 該
方 法 が 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 方 法 ：
混 合 段 階 前 に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 産 物 を 変 性 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 少 な く と も 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の そ れ ぞ れ が 約 10ヌ ク レ オ チ ド 長 と 約 50
ヌ ク レ オ チ ド 長 の 間 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 構 造 的 に 改 変 さ れ た DNAま た は RNAを 含
む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 少 な く と も 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 に 100パ ー セ ン ト 相 補 的 で あ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 検 査 溶 液 に お い て 標 的 核 酸 の 量 を 定 量 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 以 下 の 段 階 を 含 む 方
法 ：
そ れ ぞ れ が 既 知 で あ る が 異 な る 量 の 標 的 核 酸 を 含 む 第 一 お よ び 第 二 対 照 溶 液 を 供 給 す る 段
階 ；
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第 一 お よ び 第 二 対 照 溶 液 な ら び に 検 査 溶 液 に つ い て 請 求 項 1記 載 の 方 法 を 行 う 段 階 で あ っ
て 、 該 実 行 段 階 が 検 査 溶 液 な ら び に 第 一 お よ び 第 二 対 照 溶 液 を 用 い て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 段 階 ； お よ び
第 一 お よ び 第 二 対 照 溶 液 に 存 在 す る 標 的 核 酸 の 量 に 対 し て 検 査 溶 液 に お け る 標 的 核 酸 の 量
を 計 算 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 光 学 的 性 質 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 色 で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 少 な く と も 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が そ れ ぞ れ 、 蛍 光 標 識 を 含 み 、 か つ 光 学
的 性 質 が 蛍 光 標 識 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 蛍 光 ス ペ ク ト ル ま た は 蛍 光 ピ ー ク の 大 き さ で あ る
、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 検 査 溶 液 に お い て 標 的 核 酸 の 量 を 定 量 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 以 下 の 段 階 を 含 む 方
法 ：
検 査 溶 液 に つ い て 請 求 項 1記 載 の 方 法 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 該 実 行 段 階 が 検 査 溶 液 を 用 い
て 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 段 階 ； な ら
び に
測 定 さ れ た 光 学 的 性 質 、 お よ び 測 定 さ れ た 光 学 的 性 質 対 標 的 核 酸 の 量 の 検 量 線 を 用 い て 検
査 溶 液 に お い て 標 的 核 酸 の 量 を 判 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 標 的 核 酸 分 子 に お い て 一 塩 基 多 型 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 以 下 の 段 階 を 含 む
、 方 法 ：
検 査 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 形 成 す る た め に 、 (i)標 的 核 酸 分 子 を 含 む 検 査 溶 液 お
よ び (ii)一 塩 基 多 型 を 含 む 可 能 性 が あ る 標 的 核 酸 分 子 の 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 混 合 す る 段
階 で あ っ て 、 該 混 合 段 階 が 、 少 な く と も 1つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る
よ う に 、 標 的 核 酸 分 子 と 少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 間 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 行 わ れ る 段 階 ；
対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 形 成 す る た め に 、 (i)標 的 核 酸 分 子 を 含 む 対 照 溶 液 お
よ び (ii)一 塩 基 多 型 を 含 ま な い 標 的 核 酸 分 子 の 領 域 に 完 全 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む 少 な く と も 1つ の 第 二 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 混 合 す る 段 階
で あ っ て 、 該 混 合 段 階 が 、 少 な く と も 1つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る よ
う に 、 標 的 核 酸 分 子 と 少 な く と も 1つ の 第 二 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と の 間 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 行 わ れ る 段 階 ；
少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 と 少 な く と も 1つ の 第
二 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 の 間 で あ る 温 度 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 溶 液 を 維 持 し な が ら 、 検 査 お よ び 対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒
子 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い プ ロ ー ブ が 金 属 ナ
ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 す る の を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 曝 露 す る 段 階 ； な ら び
に
標 的 核 酸 分 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 存 在 を 示 し て い る 、 検 査 お よ び 対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 が 実 質 的 に 異 な る か ど う か を 判 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 曝 露 段 階 が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 ：
検 査 お よ び 対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の そ れ ぞ れ を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 に 接 触 さ せ
る 段 階 、 な ら び に
検 査 お よ び 対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の そ れ ぞ れ に 塩 溶 液 を 添 加 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 が 約 1 nMと 約 100 nMの 間 の 濃 度 で 検 査 お よ び 対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 溶 液 の そ れ ぞ れ へ 導 入 さ れ る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ６ 】
　 塩 溶 液 が 約 0.01 Mと 約 5 Mの 間 の Na + 濃 度 を 含 む 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 接 触 段 階 お よ び 添 加 段 階 が 同 時 に 行 わ れ る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 接 触 段 階 お よ び 添 加 段 階 が 連 続 し て 行 わ れ る 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 接 触 段 階 と 添 加 段 階 の 間 に 遅 延 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 少 な く と も 1つ の 第 一 お よ び 第 二 の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 約 1 nM/ml～ 約
100,000 nM/mlの 濃 度 で 検 査 お よ び 対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 存 在 す る 、 請 求 項 3
3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 検 査 お よ び 対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 が そ れ ら の 色 で あ り 、 色 の 違
い が 検 査 溶 液 に お け る 一 塩 基 多 型 の 存 在 を 示 す 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 検 出 段 階 が ユ ー ザ ー の 肉 眼 観 察 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、
請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 が 金 ナ ノ 粒 子 、 銀 ナ ノ 粒 子 、 白 金 ナ ノ 粒 子 、 混 合 金 属 ナ ノ 粒 子 お よ
び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 標 的 核 酸 が DNAで あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 標 的 核 酸 が RNAで あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 標 的 核 酸 が ヒ ト 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 動 物 、 昆 虫 ま た は 植 物 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 33記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 標 的 核 酸 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 一 本 鎖 産 物 で あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 検 査 溶 液 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 か ら 得 ら れ 、 混 合 段 階 の 前 に 変 性 条 件 に 曝 露 さ れ る 、
請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の そ れ ぞ れ が 約 10ヌ ク レ オ チ ド 長
と 約 50ヌ ク レ オ チ ド 長 の 間 で あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お よ び 少 な く と も 1つ の 第 二 一
本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 実 質 的 に 同 じ 長 さ で あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 1つ ま た は 両 方 が 構 造 的 に 改 変
さ れ た DNAま た は RNAを 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 標 的 核 酸 分 子 に お い て 一 塩 基 多 型 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 以 下 の 段 階
を 含 む 方 法 ：
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(i)標 的 核 酸 分 子 を 含 む 溶 液 な ら び に (ii)ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ に 付 着 し た 蛍 光 標
識 を 含 む 少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 混 合 す る 段 階 で あ っ
て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 一 塩 基 多 型 を 含 む 可 能 性 が あ る 標 的 核 酸 分 子 の 領 域 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 形 成 し 、 該 混 合 段 階 が 、 少 な く と も 1つ の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 標 的 核 酸 分 子 と 少 な く と も 1つ の 第 一 一
本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る の に 効 果 的
な 条 件 下 で 行 わ れ る 段 階 ；
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お
け る ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い プ ロ ー ブ が 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 す る の を 可 能 に
す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 曝 露 す る 段 階 ；
蛍 光 標 識 に よ る フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス の 消 光 が 始 ま る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 温 度 を
判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 温 度 が 融 解 温 度 を 表 し て い る 段 階 ； な ら び に
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に つ い て の 融 解 温 度 を 、 完 全 に 相 補 的 な プ ロ ー ブ の 既 知 の 融
解 温 度 と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 融 解 温 度 間 の 差 が 標 的 核 酸 分 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 存
在 を 示 す 段 階 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 蛍 光 標 識 が 有 機 色 素 、 半 導 体 量 子 ド ッ ト 、 ラ ン タ ニ ド 原 子 含 有 複 合 体 お よ び 蛍 光 タ ン パ
ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 が 約 1 nMと 約 100 nMの 間 の 濃 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 へ 導
入 さ れ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 約 1 nM/ml～ 約 100,000 nM/mlの
濃 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 存 在 す る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 が 金 ナ ノ 粒 子 、 銀 ナ ノ 粒 子 、 白 金 ナ ノ 粒 子 、 混 合 金 属 ナ ノ 粒 子 お よ
び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 標 的 核 酸 が DNAで あ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 標 的 核 酸 が RNAで あ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 標 的 核 酸 が ヒ ト 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 動 物 、 昆 虫 ま た は 植 物 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 54記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 標 的 核 酸 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 一 本 鎖 産 物 で あ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 検 査 溶 液 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 か ら 得 ら れ 、 混 合 段 階 の 前 に 変 性 条 件 に 曝 露 さ れ る 、
請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 約 10ヌ ク レ オ チ ド 長 と 約 50ヌ ク レ オ チ ド 長 の 間 で
あ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 構 造 的 に 改 変 さ れ た DNAま た は RNAを 含 む 、 請 求 項
54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 以 下 の も の を 含 む キ ッ ト ：
金 属 ナ ノ 粒 子 を 含 む コ ロ イ ド 溶 液 を 含 む 第 一 容 器 ；
標 的 核 酸 分 子 に 実 質 的 に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 水 溶 液 を 含 む 第 二 容 器 。
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【 請 求 項 ６ ７ 】
　 金 属 ナ ノ 粒 子 が 、 結 合 し た 核 酸 分 子 を 実 質 的 に 含 ま な い 表 面 を 特 徴 と す る 、 請 求 項 66記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 金 属 ナ ノ 粒 子 が 直 径 が 約 5 nmと 約 500 nmの 間 で あ る 、 請 求 項 66記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 金 属 ナ ノ 粒 子 が 金 ナ ノ 粒 子 、 銀 ナ ノ 粒 子 、 白 金 ナ ノ 粒 子 、 混 合 金 属 ナ ノ 粒 子 お よ び そ れ
ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 66記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 約 0.01 Mと 約 5 Mの 間 の Na + 濃 度 を 含 む 塩 溶 液 を 含 む 容 器 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 66記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 約 1 nM～ 約 100,000 nMの 濃 度 で
水 溶 液 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 66記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 蛍 光 標 識 に 結 合 し て い る 、 請 求
項 66記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 蛍 光 標 識 が 有 機 色 素 、 半 導 体 量 子 ド ッ ト 、 ラ ン タ ニ ド 原 子 含 有 複 合 体 お よ び 蛍 光 タ ン パ
ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 第 三 容 器 が 少 な く と も 2つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項 66記 載
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 少 な く と も 2つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の そ れ ぞ れ が 蛍 光 標 識 に 結 合 し て
お り 、 蛍 光 標 識 が 少 な く と も 2つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に つ い て 異 な っ て
い る 、 請 求 項 74記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の そ れ ぞ れ が 約 10ヌ ク レ オ チ ド 長
と 約 50ヌ ク レ オ チ ド 長 の 間 で あ る 、 請 求 項 66記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 構 造 的 に 改 変 さ れ た DNAま た は RN
Aを 含 む 、 請 求 項 66記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 に 100パ ー セ ン ト 相 補 的
で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 66記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 検 査 溶 液 に お い て 標 的 核 酸 を 検 出 す る た め の 方 法 ：
標 的 核 酸 を 含 む 可 能 性 の あ る 検 査 溶 液 の 一 部 を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に か け 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 の 一 本 鎖 核 酸 産 物 を 含 む 産 物 溶 液 を 得 る 段 階 ；
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 形 成 す る た め に 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ を 産 物 溶 液 に 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 産 物
溶 液 に 存 在 す る 任 意 の 標 的 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る の
に 効 果 的 な 条 件 下 で 混 合 す る 段 階 ；
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お
け る 任 意 の 一 本 鎖 核 酸 が 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 と 会 合 す る の を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件
下 で 曝 露 す る 段 階 ； お よ び
少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た
か 、 ま た は 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 の 1つ も し く は そ れ 以 上 と 静 電 気 的 に 会 合 し た か を 判 定 す
る 段 階 で あ っ て 、 標 的 核 酸 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 1つ も し く は そ れ 以 上 の 金
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属 ナ ノ 粒 子 と の 静 電 気 的 会 合 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 に よ り 示 さ れ
る 段 階 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 が 約 1 nMと 約 100 nMの 間 の 濃 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 へ 導
入 さ れ る 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 が 金 ナ ノ 粒 子 、 銀 ナ ノ 粒 子 、 白 金 ナ ノ 粒 子 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合
わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 約 1 nM～ 約 100,000 nMの 濃 度 で
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 存 在 す る 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 判 定 段 階 が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 ：
曝 露 段 階 後 、 溶 液 の 色 変 化 を 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 色 変 化 が 標 的 核 酸 の 非 存 在 下 に お け
る 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 の 実 質 的 な 凝 集 を 示 す 、 段 階 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 蛍 光 標 識 に 結 合 し て い る 、 請 求
項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 蛍 光 標 識 が 有 機 色 素 、 半 導 体 量 子 ド ッ ト 、 ラ ン タ ニ ド 原 子 含 有 複 合 体 お よ び 蛍 光 タ ン パ
ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 84記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 判 定 段 階 が 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 ：
標 的 核 酸 の 存 在 を 示 し て い る 、 曝 露 後 蛍 光 標 識 に よ り 引 き 起 こ さ れ る フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス
を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 、 有 意 に は 、 複
数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 し な い 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 標 的 核 酸 が cDNAで あ り 、 か つ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 が 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 で あ
る 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 標 的 核 酸 が 合 成 の 、 天 然 の 、 ま た は 構 造 的 に 改 変 さ れ た DNAも し く は RNAで あ る 、 請 求 項
79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 標 的 核 酸 が タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 し た 核 酸 分 子 を 含 む 、 請 求 項 79記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 が 免 疫 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 で あ る 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 に お い て 病 原 体 を 検 出 す る 方 法 ：
病 原 体 の 核 酸 を 含 む 可 能 性 の あ る 試 料 を 得 る 段 階 ； お よ び
請 求 項 1記 載 の 方 法 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た こ と を 判 定 す る 段 階 が 、 病 原 体 の 存 在 を 示 し て い る
段 階 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 試 料 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 が RNAで あ り 、 か つ 標 的 核 酸 が RNAで あ る 、 請 求 項 92記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 試 料 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 が RNAで あ り 、 か つ 標 的 核 酸 が cDNAで あ る 、 請 求 項 92記 載 の 方
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法 で あ っ て 、 該 方 法 が 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 方 法 ：
実 行 段 階 の 前 に 単 離 さ れ た RNAを 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り 増 幅 す る 段 階 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 遺 伝 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 ：
試 料 を 得 る 段 階 ；
試 料 か ら DNAを 単 離 す る 段 階 ；
試 料 か ら 単 離 さ れ た DNAを 増 幅 す る 段 階 ； お よ び
請 求 項 1記 載 の 方 法 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た こ と を 判 定 す る 段 階 が 、 遺 伝 学 的 疾 患 、 遺 伝 性 疾 患
、 の 素 因 を 示 す 、 ま た は 生 物 体 を 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 に お い て タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 方 法 ：
試 料 を 得 る 段 階 ；
試 料 を 用 い て 免 疫 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 手 法 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 免 疫 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 手 法 が 結 果 と し て 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 核 酸 の 増 幅 を 生 じ る 段 階 ； お よ び
請 求 項 1記 載 の 方 法 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る 核 酸 が 標 的 核 酸 で あ
り 、 か つ 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し た こ と を 判 定 す る 段 階 が 、 そ の タ ン パ ク 質 が 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 し て い る 段 階 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り 調 製 さ れ た 増 幅 核 酸 の 量 を 定 量 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法
が 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
そ れ ぞ れ 、 増 幅 さ れ る べ き 核 酸 分 子 ま た は そ れ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 が あ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 2つ ま た は そ れ 以 上 の 蛍 光 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ
マ ー を 供 給 す る 段 階 ；
標 的 核 酸 分 子 お よ び /ま た は そ れ の 相 補 体 な ら び に 供 給 さ れ た 蛍 光 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 行 う 段 階 ； な ら び に
該 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 実 行 段 階 後 、 得 ら れ た 試 料 に つ い て 請 求 項 1記 載 の 方 法 を 行 う 段
階 で あ っ て 、 試 料 か ら 検 出 さ れ た 蛍 光 レ ベ ル が 増 幅 核 酸 分 子 へ 組 み 入 れ ら れ た プ ラ イ マ ー
の 量 を 示 す 段 階 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く 核 酸 検 出 方 法 お よ び そ れ を 実 施 す る た め の
材 料 に 関 す る 。 な お 、 本 出 願 は 、 2003年 5月 16日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/471,25
7号 、 お よ び 2004年 3月 12日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/552,793号 の 恩 典 を 主 張 し 、
そ れ ら の そ れ ぞ れ は 、 全 体 が 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。 本 発 明 は 、 少
な く と も 一 部 は 、 認 可 AG18231と し て National Institutes of Healthか ら 受 け た 財 政 的 支
援 で な さ れ た 。 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 保 有 し う る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 検 出 は 、 臨 床 診 断 、 生 化 学 的 お よ び 医 学 的 研 究 、 食 品
お よ び 薬 品 産 業 、 な ら び に 環 境 モ ニ タ リ ン グ 、 病 理 学 お よ び 遺 伝 学 に と っ て 重 要 で あ る (P
rimrose et al., Principles of Genome Analysis and Genomics, Blackwell Publishing
, Malden, MA, 第 3版  (2003); Hood et al., Nature 421:444-448 (2003); Rees, Scienc
e 296:698-700 (2002))。 現 在 の ア ッ セ イ 法 は 、 2つ の 主 な 欠 点 を も つ チ ッ プ に 基 づ く 方 法
(Epstein et al., Analytica Chimica Acta 469:3-36 (2002); Chee et al., Science 27
4:610-614 (1996))に 支 配 さ れ て い る 。 第 一 に 、 標 的 標 識 が 通 常 、 必 要 と さ れ る 。 第 二 に
、 表 面 上 に 立 体 的 に 抑 圧 さ れ た プ ロ ー ブ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 遅 い 。 サ ン ド イ ッ
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チ ア ッ セ イ (Elghanian et al., Science 277:1078-1081 (1997); Taton et al., Science
 289:1757-1760 (2000); Cao et al., Science 297:1536-1540 (2002); Park et al., Sc
ience 295:1503-1506 (2002))、 固 定 化 分 子 ビ ー コ ン (Dubertret et al., Nat. Biotech. 
19:365-370 (2001); Du et al., J. of Am. Chem. Soc. 125:4012-4013 (2003))、 表 面 プ
ラ ズ モ ン 共 鳴 (Brockman et al., Annual Review of Physical Chemistry 51:41-63 (2000
))、 ポ ー ラ ス シ リ コ ン 微 小 空 洞 発 光 (Chan et al., Materials Science & Engineering C-
Biomimetic and Supramolecular Systems 15:277-282 (2001))、 お よ び 反 射 干 渉 分 光 法 (L
in et al., Science 278:840-843 (1997); Pan et al., Nano Lett. 3:811-814 (2003))
の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 前 者 の 問 題 を 避 け る が 、 プ ロ ー ブ 固 定 化 の た め の 複 雑 な 表 面 付 着
化 学 を な お 必 要 と し 、 遅 い 応 答 に 悩 む 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 場 合 の い く つ か に お い て 、
結 合 し て い な い 標 的 を 除 去 す る た め に 重 要 な リ ン ス 段 階 が 必 要 と さ れ る 、 ま た は 第 二 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 が ア ッ セ イ に 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 DNA配 列 の た め の ほ と ん ど す べ て の ア ッ セ イ 法 は 、 単 一 コ ピ ー ほ ど の DNAか ら 特 定 の 配 列
セ グ メ ン ト を 容 易 に 検 出 さ れ る 量 ま で 増 幅 す る た め に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (「 PCR」 )を
用 い る (Reed et al., Practical Skills in Biomolecular Sciences, Addison Wesley Lo
ngman Limited, Edinburgh Gate, Harlow, England (1998); Walker et al., Molecular 
Biology and Biotechnology, The Royal Society of Chemistry, Thomas Graham House, 
Cambridge, UK (2000))。 PCRの 使 用 は 、 感 受 性 問 題 を 扱 う だ け で な く 、 与 え ら れ た ア ッ セ
イ 法 に つ い て 対 象 で は な い 可 能 性 が あ る 大 量 の DNAの 影 響 を 改 善 す る た め に 試 料 を 効 果 的
に 精 製 も す る 。 こ れ ら の 特 徴 は 、 目 下 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (「 SPR」 )(Thiel et al., An
al. Chem. 69:4948-4956 (1997); Jordan et al., Anal. Chem. 69:4939-4947 (1997); N
elson et al., Anal. Chem. 73:1-7 (2001); He et al., J. Am. Chem. Soc. 122:9071-9
077 (2000))、 蛍 光 マ イ ク ロ ア レ イ (Sueda et al., Bioconjugate Chem. 13:200-205 (200
2); Paris et al., Nucleic Acids Res. 26:3789-3793 (1998); Lepecq et al., Mol. Bi
ol. 27:87-106 (1967))、 半 導 体 ま た は 金 属 ナ ノ 粒 子 に 基 づ い た ア ッ セ イ 法
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
、 お よ び 水 溶 性 共 役 高 分 子 に 基 づ く セ ン サ ー (Gaylord et al., J. Am. Chem. Soc. 125:8
96-900 (2003))の よ う な 多 種 多 様 の 革 新 的 な 検 出 ア プ ロ ー チ の 開 発 に も か か わ ら ず 、 PCR
の 使 用 を 、 ゲ ノ ム DNAの 分 析 に ほ と ん ど 欠 く こ と の で き な い も の に さ せ て い る 。 こ れ ら の
技 術 は 、 主 と し て 、 精 製 さ れ た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に お い て 実 証 さ れ た が 、 そ れ ら の
い く つ か を 、 PCR増 幅 さ れ た 試 料 に 適 合 す る よ う に 適 応 さ せ る こ と が 可 能 で あ り う る 。 し
か し な が ら 、 い っ た ん PCR増 幅 が 利 用 さ れ た な ら ば 、 追 加 の 増 幅 は 簡 単 で あ る た め 、 ア ッ
セ イ の 優 秀 さ は 、 主 と し て 、 そ れ の 感 受 性 よ り む し ろ そ れ の 単 純 性 に よ り 決 定 さ れ る 。 上
記 の ア プ ロ ー チ の 大 部 分 は 、 指 摘 さ れ て い る よ う に 、 高 価 な 器 械 類 を 必 要 と す る 、 ま た は
、 DNA、 基 質 も し く は ナ ノ 粒 子 を 修 飾 す る た め の 時 間 の か か る 合 成 を 含 む 。 さ ら に 、 立 体
障 害 を 導 入 し 、 プ ロ ー ブ と 標 的 の 間 の 遅 く か つ 非 効 率 的 な 結 合 へ と 導 く 基 質 の 存 在 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と が 通 常 、 必 要 で あ る 。 結 果 と し て 、 PCR増 幅 さ れ た 試 料
の 後 処 理 は 、 高 価 で 、 か つ 時 間 の か か る も の で あ り う る (Rolfs et al., PCR: Clinical D
iagnostics and Research, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg (1992))。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 DNAと 負 に 帯 電 し た 金 ナ ノ 粒 子 の 複 合 体 は 、 長 年 研 究 さ れ て き て お り (Mirkin et al., N
ature 382:607-609 (1996); Alivisatos et al., Nature 382:609-611 (1996))、 多 数 の
創 造 的 な ス キ ー ム が 、 ナ ノ 組 み 立 て か ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 検 出 か の い ず れ か の た め
に 、 特 定 の 標 的 DNA配 列 を 結 合 し う る 、 DNA配 列 で 共 有 結 合 的 に 官 能 性 を も た せ た 金 ナ ノ 粒
子 を 開 発 し た
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 前 記 に 基 づ い て 、 標 的 核 酸 の 検 出 の た め に 修 飾 を 必 要 と し な い 伝 導 性 金 属 ナ ノ 粒 子 お よ
び 標 的 核 酸 分 子 を 利 用 す る ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る こ と が 望 ま し く 思 わ れ る 。 さ ら に 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 非 常 に 遅 く さ せ 、 よ り 非 効 率 的 に さ せ
る 表 面 結 合 プ ロ ー ブ の 立 体 的 束 縛 な し に 最 適 な 条 件 下 で 行 わ れ う る よ う に 、 検 出 か ら 完 全
に 分 離 し て い る ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る こ と が 望 ま し く 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 こ れ ら の 目 的 を 達 成 す る こ と お よ び 当 技 術 分 野 に お け る こ れ ら を 始 め と す る
欠 点 を 克 服 す る こ と に 向 け ら れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 の 第 一 局 面 は 、 検 査 溶 液 (例 え ば 、 試 料 )に お い て 標 的 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 非 存
在 を 検 出 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 溶 液 を 形 成 す る た め に 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 標 的
核 酸 を 含 む 可 能 性 の あ る 検 査 溶 液 と 混 合 す る 段 階 で あ っ て 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お よ び 検 査 溶 液 が 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ と 検 査 溶 液 に 存 在 す る 任 意 の 標 的 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 を
可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 混 合 さ れ る 段 階 ； ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 複 数 の
金 属 ナ ノ 粒 子 に 、 そ の 混 合 段 階 後 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ な い ま ま で あ る 少 な く と も 1つ の 一
本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 す る こ と を 可 能
に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 曝 露 す る 段 階 ； お よ び 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た か 、 ま た は 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 の 1つ も
し く は そ れ 以 上 と 静 電 気 的 に 会 合 し た か を 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 標 的 核 酸 へ の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ま た は 1つ も し く は そ れ 以 上 の 金 属 ナ ノ 粒 子 と の 静 電 気 的 会 合 が ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 に よ り 示 さ れ る 段 階 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 特 に 好 ま し い 本 発 明 の こ の 局 面 に つ い て の い く つ か の 態 様 が あ る 。 一 つ の 態 様 は 、 比 色
ア ッ セ イ 法 と 呼 ば れ て い る の だ が 、 非 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 利 用 し 、 曝 露 段
階 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 色 変 化 を 検 出 す る こ と に よ り 判 定 を 行 う こ と を 含 み
、 色 変 化 が 、 標 的 核 酸 の 存 在 下 に お け る 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 の 実 質 的 凝 集 を 示 し て い る 。
色 変 化 が 生 じ な い (有 意 で は な い 変 化 )場 合 に は 、 標 的 核 酸 の 非 存 在 が 示 さ れ て い る 。 も う
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一 つ の 態 様 は 、 蛍 光 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 利 用 し 、 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒
子 へ の 曝 露 後 蛍 光 が 検 出 さ れ う る か ど う か を 判 定 す る こ と を 含 み 、 蛍 光 の 消 失 が 標 的 核 酸
の 非 存 在 を 示 し 、 残 っ た 蛍 光 が そ れ の 存 在 を 示 し て い る 。 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ に よ る 蛍 光 が 残 っ て い る 場 合 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 二 重 鎖 を 形 成 し て
お り 、 金 属 ナ ノ 粒 子 か ら 解 離 し た ま ま で あ る (す な わ ち 、 蛍 光 消 光 が 生 じ な か っ た )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 第 二 局 面 は 、 標 的 核 酸 分 子 に お い て 一 塩 基 多 型 (「 SNP」 )を 検 出 す る た め の 方
法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 検 査 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 形 成 す る た め に 、 (i)標 的
核 酸 分 子 を 含 む 検 査 溶 液 お よ び (ii)一 塩 基 多 型 を 含 む 可 能 性 が あ る 標 的 核 酸 分 子 の 領 域 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ を 混 合 す る 段 階 で あ っ て 、 そ の 混 合 段 階 が 、 少 な く と も 1つ の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 標 的 核 酸 分 子 と 少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件
下 で 行 わ れ る 段 階 ； 対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 形 成 す る た め に 、 (i)標 的 核 酸 分
子 を 含 む 対 照 溶 液 お よ び (ii)一 塩 基 多 型 を 含 ま な い 標 的 核 酸 分 子 の 領 域 に 完 全 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 第 二 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ を 混 合 す る 段 階 で あ っ て 、 そ の 混 合 段 階 が 、 少 な く と も 1つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 標 的 核 酸 分 子 と 少 な く と も 1つ の 第 二 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 行 わ
れ る 段 階 ； 少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 と 少 な く
と も 1つ の 第 二 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 の 間 で あ る 温 度 に ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 維 持 し な が ら 、 検 査 お よ び 対 照 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 複 数
の 金 属 ナ ノ 粒 子 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い プ ロ
ー ブ が 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 す る の を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 曝 露 す る
段 階 ； な ら び に 、 標 的 核 酸 分 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 存 在 を 示 す 、 検 査 お よ び 対 照 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 が 実 質 的 に 異 な る か ど う か を 判 定 す る 段 階 に よ り 行 わ
れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 第 三 局 面 は 、 標 的 核 酸 分 子 に お い て SNPを 検 出 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 こ の
方 法 は 以 下 の 段 階 に よ り 行 わ れ る ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 形 成 す る た め に 、 (i)
標 的 核 酸 分 子 を 含 む 溶 液 な ら び に (ii)ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 一 塩 基 多 型 を 含 む 可 能 性 が あ る
標 的 核 酸 分 子 の 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ に 付 着 し た 蛍 光
標 識 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 混 合 す る 段 階 で
あ っ て 、 そ の 混 合 段 階 が 、 少 な く と も 1つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る よ
う に 、 標 的 核 酸 分 子 と 少 な く と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と の 間 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 行 わ れ る 段 階 ； ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お い て ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し て い な い プ ロ ー ブ が 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 す る の を 可 能 に す る の に 効 果
的 な 条 件 下 で 曝 露 す る 段 階 ； 蛍 光 標 識 に よ る フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス の 消 光 が 始 ま る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 温 度 を 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 そ の 温 度 が 融 解 温 度 を 示 し て い る 、
段 階 ； な ら び に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に つ い て の 融 解 温 度 を 完 全 に 相 補 的 な プ ロ ー
ブ の 既 知 の 融 解 温 度 と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 融 解 温 度 間 の 差 が 標 的 核 酸 分 子 に お け る 一
塩 基 多 型 の 存 在 を 示 し て い る 段 階 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 第 四 局 面 は 、 検 査 溶 液 に お い て 標 的 核 酸 を 検 出 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 こ の
方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： 標 的 核 酸 を 含 む 可 能 性 の あ る 検 査 溶 液 の 一 部 を ポ リ メ ラ ー ゼ 連
鎖 反 応 に か け 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 一 本 鎖 核 酸 産 物 を 含 む 産 物 溶 液 を 得 る 段 階 ； ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 形 成 す る た め に 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ を 産 物 溶 液 に 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 産 物 溶 液
に 存 在 す る 任 意 の 標 的 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る の に 効
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果 的 な 条 件 下 で 、 混 合 す る 段 階 ； ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 に 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お け る 任 意 の 一 本 鎖 核 酸 が 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 と 会 合 す る
の を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 、 曝 露 す る 段 階 ； お よ び 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た か 、 ま た は 複 数 の 金 属 ナ ノ
粒 子 の 1つ も し く は そ れ 以 上 と 静 電 気 的 に 会 合 し た か を 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 標 的 核 酸
へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 1つ も し く は そ れ 以 上 の 金 属 ナ ノ 粒 子 と の 静 電 気 的 会
合 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 に よ り 示 さ れ る 段 階 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 第 五 局 面 は 、 病 原 体 の 核 酸 を 含 む 可 能 性 の あ る 試 料 を 得 る 段 階 、 お よ び そ の 後
、 病 原 体 の 標 的 核 酸 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 本 発 明 の 方 法 を 行 う
段 階 で あ っ て 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し た こ と を 判 定 す る 段 階 が 病 原 体 の 存 在 を 示 し て い る 段 階 を 含 む 、 試 料 に お い て
病 原 体 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 第 六 局 面 は 、 遺 伝 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 試 料 を 得
る 段 階 、 試 料 か ら DNAを 単 離 す る 段 階 、 試 料 か ら 単 離 さ れ た DNAを 増 幅 す る 段 階 、 そ の 後 、
遺 伝 学 的 疾 患 、 遺 伝 性 疾 患 な ど を 診 断 す る の に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用
い て 本 発 明 の 方 法 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た こ と を 判 定 す る 段 階 が 遺 伝 学 的 疾 患 、 遺 伝 性 疾 患 、
の 素 因 ま た は 生 物 体 の 同 定 を 示 し て い る 段 階 に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 第 七 局 面 は 、 試 料 に お い て タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、
試 料 を 得 る 段 階 、 試 料 を 用 い て 免 疫 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 手 順 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 免 疫
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 手 順 が 結 果 と し て 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る 核 酸 の 増 幅 を 生 じ る
段 階 、 お よ び そ の 後 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る 核 酸 (ま た は そ れ の 相 補 体 )に 特 異 的 な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 本 発 明 の 方 法 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 少 な く と も 1つ の
一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た こ と を 判 定 す る 段 階
が 、 そ の タ ン パ ク 質 が 試 料 に 存 在 す る こ と を 示 し て い る 段 階 に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 第 八 局 面 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り 調 製 さ れ た 増 幅 核 酸 の 量 を 定 量 す る
方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ 、 増 幅 さ れ る べ き 核 酸 分 子 ま た は そ れ の 相 補 体 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 が あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 2つ ま た は そ れ 以 上 の 蛍 光 標 識 さ
れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 供 給 す る 段 階 ； 標 的 核 酸 分 子 お よ び /ま た は そ れ の
相 補 体 な ら び に 供 給 さ れ た 蛍 光 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 を 行 う 段 階 ； な ら び に 、 そ の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 実 行 段 階 後 、 得 ら れ た 試 料 に
つ い て 本 発 明 の 蛍 光 定 量 的 方 法 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 試 料 か ら 検 出 さ れ た 蛍 光 レ ベ ル が 、
増 幅 核 酸 分 子 へ 組 み 入 れ ら れ た プ ラ イ マ ー の 量 を 示 し て い る 段 階 に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 第 九 局 面 は 、 ユ ー ザ ー が 本 発 明 の 1つ ま た は 複 数 の 方 法 を 行 う の を 可 能 に す る
様 々 な 構 成 要 素 を 含 む キ ッ ト に 関 す る 。 一 つ の 態 様 に よ り 、 キ ッ ト は 、 最 小 限 と し て 、 金
属 ナ ノ 粒 子 を 含 む コ ロ イ ド 溶 液 を 含 む 第 一 容 器 、 お よ び 標 的 核 酸 分 子 に 実 質 的 に 相 補 的 で
あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含
む 水 溶 液 を 含 む 第 二 容 器 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 お よ び キ ッ ト は 、 金 属 ナ ノ 粒 子 と 核 酸 分 子 の 間 の 静 電 気 的 相 互 作 用
を 利 用 す る 、 金 属 ナ ノ 粒 子 お よ び 核 酸 分 子 の 使 用 を 含 む 。 特 に 、 本 出 願 人 ら は 、 本 発 明 の
ア ッ セ イ 法 お よ び 材 料 に よ り 利 用 さ れ う る 4つ の 独 特 な 相 互 作 用 を 同 定 し た 。 こ れ ら は 以
下 の も の を 含 む ： (1)特 定 の 条 件 下 で 、 一 本 鎖 核 酸 は 、 負 に 帯 電 し た 金 属 ナ ノ 粒 子 上 に 吸
着 す る が 、 二 本 鎖 核 酸 分 子 は 吸 着 し な い と い う 発 見 ； (2)一 本 鎖 核 酸 分 子 の 、 コ ロ イ ド 溶
液 に 懸 濁 さ れ た 金 属 ナ ノ 粒 子 上 へ の 吸 着 は 、 塩 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 凝 集 に 対 し て ナ ノ 粒
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子 を 安 定 化 さ せ る ； (3)一 本 鎖 核 酸 分 子 に つ い て の 吸 着 速 度 は 、 配 列 長 に 依 存 す る ； お よ
び (4)一 本 鎖 核 酸 分 子 に つ い て の 吸 着 速 度 は 、 溶 液 の 温 度 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 DNAの 静 電 気 的 性 質 の 間 の 本 質 的 な 違 い は 、 お そ ら く 、 ss-DNAは そ
れ の 塩 基 を 露 出 す る の に 十 分 に ほ ど け う る が 、 ds-DNAは 負 に 帯 電 し た リ ン 酸 バ ッ ク ボ ー ン
を 常 に 提 示 す る 安 定 し た 二 重 ら せ ん 幾 何 学 的 配 置 を も つ た め に 、 生 じ る (Watson, The Dou
ble Helix: A Personal Account of the Discovery of the Structure of DNA, Weidenfe
ld and Nicholson, London (1968); Bloomfield et al., Nuclei Acids: Structures, Pr
operties, and Functions, University Science Books, Sausalito, California (1999)
、 そ れ ぞ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 溶 液 に お け る 伝 導 性 金
属 ナ ノ 粒 子 は 、 典 型 的 に は 、 吸 着 さ れ た 陰 イ オ ン (例 え ば 、 ク エ ン 酸 )に よ り 、 そ の 斥 力 が
、 金 属 粒 子 間 の 強 い フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 引 力 が そ れ ら を 凝 集 さ せ る の を 防 ぎ 、 安 定 化 さ れ
る (Hunter, Foundations of Colloid Science, Oxford University Press Inc., New Yor
k (2001); Shaw, Colloid and Surface Chemistry, Butterworth-Heinemann Ltd., Oxfor
d (1991)、 そ れ ぞ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 ds-DNAの 帯 電
し た リ ン 酸 バ ッ ク ボ ー ン と 吸 着 さ れ た ク エ ン 酸 イ オ ン の 間 の 斥 力 は 、 金 属 ナ ノ 粒 子 と ds-D
NAの 間 の 静 電 気 的 相 互 作 用 に 優 越 し 、 そ れ に よ り 、 ds-DNAは 吸 着 し な い 。 ss-DNAは 、 そ れ
の 塩 基 を 部 分 的 に ほ ど く の に 十 分 柔 軟 で あ る た め 、 そ れ ら は 金 属 ナ ノ 粒 子 に 曝 露 さ れ う る
。 こ れ ら の 条 件 下 に お い て 、 バ ッ ク ボ ー ン 上 の 負 電 荷 は 、 十 分 遠 い の で 、 塩 基 と 金 属 ナ ノ
粒 子 の 間 の 引 力 の フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 力 は 、 ss-DNAを 金 属 に 貼 り 付 か せ る の に 十 分 で あ る
。 二 重 鎖 構 造 は 、 塩 基 を 露 出 さ せ る の に 必 要 と さ れ る 、 ほ ど く こ と を 許 さ な い た め 、 同 じ
機 構 が ds-DNAに 作 用 し な い 。 本 発 明 に お い て 、 ss-DNAの 金 属 ナ ノ 粒 子 へ の 選 択 的 吸 着 が 実
証 さ れ て い る 。 さ ら に 、 ss-DNAの 吸 着 は 、 通 常 に は ク エ ン 酸 イ オ ン の 反 発 相 互 作 用 を 遮 蔽
す る 塩 濃 度 に お け る 凝 集 に 対 し て 金 属 ナ ノ 粒 子 を 安 定 化 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る 。 金 属
ナ ノ 粒 子 の 色 は 、 主 と し て 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 判 定 さ れ 、 こ れ は 、 ナ ノ 粒 子 の 凝
集 に よ り 劇 的 に 影 響 を 及 ぼ さ れ る (Link et al., Intl. Reviews in Physical Chemistry 
19:409-453 (2000); Kreibig et al., Surface Science 156:678-700 (1985); Quinten e
t al., Surface Science 172:557-577 (1986)、 そ れ ぞ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ て い る )。 ss-DNAお よ び ds-DNAの 静 電 気 的 性 質 に お け る 違 い は 、 単 純 な 比 色
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 を 設 計 す る た め に 用 い ら れ う る 。 ア ッ セ イ 法 は 、 非 修
飾 の 市 販 さ れ て い る 材 料 を 用 い る 非 タ グ 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 特 異 的 検 出 の た め に
用 い ら れ う る 。 ア ッ セ イ 法 は 、 100フ ェ ム ト モ ル の レ ベ ル に お け る 視 覚 的 検 出 の た め に 実
行 す る の が 容 易 で あ り 、 プ ロ ー ブ と 標 的 の 間 の 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 検 出 す る よ う に 容 易 に
適 合 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 ま た 、 本 明 細 書 に は 、 標 的 と プ ロ ー ブ の 配 列 間 の ど れ く ら
い の 長 さ の ミ ス マ ッ チ が 、 金 属 ナ ノ 粒 子 上 に 吸 着 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 性 向 に 影 響 を
及 ぼ す か に つ い て の 初 期 研 究 も 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 お よ び キ ッ ト に お い て 上 記 で 同 定 さ れ た 相 互 作 用 を 利 用 す る こ と に
よ り 、 本 発 明 は 、 以 前 に 開 発 さ れ た 検 出 手 順 を 凌 ぐ 多 数 の 利 点 を 提 供 す る 、 標 的 核 酸 を 検
出 す る 方 法 を 与 え る 。 こ れ ら の 利 点 の 一 部 は 以 下 の も の を 含 む ： 標 的 標 識 が 必 要 と さ れ な
い ； ア ッ セ イ 法 は 、 溶 液 中 で 起 こ り 、 約 10分 未 満 (ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 過 程 を 減 速 さ
せ る 傾 向 に あ る チ ッ プ ま た は 表 面 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 よ り 有 意 に 速 い )内 で 標 的 核 酸 の 検
出 を 可 能 に す る ； 検 出 手 順 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 か ら 時 間 的 に 分 離 さ れ る の で 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 過 程 は 、 ほ と ん ど 検 出 手 順 を 考 慮 せ ず に 最 適 化 さ れ う る ； お よ び
ア ッ セ イ 法 は 市 販 さ れ て い る 材 料 を 用 い て 行 わ れ う る 。 本 発 明 の 2つ の 基 本 的 な 態 様 、 比
色 ア ッ セ イ 法 お よ び 蛍 光 定 量 ア ッ セ イ 法 、 は 有 意 な 利 点 を 提 供 す る 。 比 色 ア ッ セ イ 法 は 、
蛍 光 顕 微 鏡 ま た は 光 電 子 増 倍 管 の よ う な 高 価 な 検 出 装 置 を 必 要 と す る こ と な く 行 わ れ う る
。 比 色 ア ッ セ イ 法 に お け る 陽 性 ま た は 陰 性 結 果 の 検 出 は 、 観 測 者 の 肉 眼 に よ り 評 価 さ れ う
る 。 ア ッ セ イ 法 は 、 極 め て 感 受 性 が 高 く 、 フ ェ ム ト モ ル 範 囲 に お け る (ま た は 蛍 光 ア プ ロ
ー チ の 場 合 に お い て よ り 低 い )濃 度 で の 標 的 核 酸 を 検 出 す る 能 力 が あ る 、 核 酸 の 複 合 混 合
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物 間 を 識 別 す る 能 力 が あ る 、 お よ び 野 生 型 標 的 と SNPsを 有 す る も の と を 識 別 す る 能 力 が あ
る 。 ゲ ノ ム DNAに お け る SNPsの 検 出 は 、 特 に 難 し い が 、 そ れ は 多 数 の 遺 伝 性 疾 患 お よ び 癌
と 関 連 し て お り 、 か つ さ ら に 多 く の 原 因 で あ る 可 能 性 が 高 い た め 、 診 断 テ ク ノ ロ ジ ー の 最
前 線 に あ る (Friedberg, Nature 421:436-439 (2003); Futreal et al., Nature 409:850-
852 (2002)、 そ れ ぞ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 試 料 ま た は 検 査 溶 液 に お い て 標 的 核 酸 分 子 の 存 在 (ま た は 実 質 的 な 非
存 在 )を 検 出 す る た め に 用 い ら れ う る 。 基 本 的 に 、 方 法 は 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お よ び 検 査 溶 液 を 、 そ の 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ と 検 査 溶 液 に 存 在 す る 任 意 の 標 的 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形
成 を 可 能 に す る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 混 合 す る 段 階 を 含 む 。 標 的 核 酸 が 存 在 し な い ま た は
標 的 核 酸 が 実 質 的 に 存 在 し な い 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 生 じ な い ま た
は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 実 質 的 に 生 じ な い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る
よ う に さ せ て お い た 後 (す な わ ち 、 プ ロ ー ブ と 標 的 の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 可 能
で あ る 場 合 に は )、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 に 、 任 意 の ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し て い な い プ ロ ー ブ が 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 す る の を 可 能 に す
る の に 効 果 的 な 条 件 下 で 、 曝 露 さ れ る 。 そ の 後 、 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た か 、 ま た は 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 の 1つ も し
く は そ れ 以 上 と 静 電 気 的 に 会 合 し た か の 判 定 が な さ れ る 。 こ の 判 定 は 、 下 記 で 考 察 さ れ て
い る よ う に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 に よ り な さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 検 出 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 標 的 核 酸 分 子 は 、 DNAま た は RNAで あ り う る 。 DNAま た は RNA
は 、 試 料 か ら 直 接 的 に 単 離 さ れ 、 十 分 な 量 で 存 在 す る 場 合 に は 、 そ の 後 、 検 査 さ れ う る 、
ま た は ま ず 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (「 PCR」 )も し く は 逆 転 写 PCRに よ り 増 幅 さ れ う る 。 こ
の よ う に 、 検 出 さ れ う る DNAは 、 増 幅 さ れ た cDNAで あ り う る 。 DNAが 増 幅 さ れ た cDNAで あ り
う る た め 、 cDNAは ま た 、 合 成 、 天 然 ま た は 構 造 的 に 改 変 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 塩 基 を そ れ に
組 み 入 れ て い る こ と も あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 標 的 核 酸 分 子 は ま た 、 任 意 の 生 物 体 源 (例 え ば 、 ヒ ト ま た は 別 の 動 物 、 ウ イ ル ス 、 細 菌
、 昆 虫 、 植 物 な ど )由 来 で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 方 法 と し て 、 標 的 核 酸 は 、 タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 ま た は そ う で な
け れ ば 結 合 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み う る 。 そ の よ う な 場 合 、 標 的 核 酸 の 検 出 は 、 タ ン
パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 直 接 的 に 確 認 す る 。 ま た は 、 標 的 核 酸 は 、 免 疫 PCR手
順 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み う る ；
そ の 後 に 増 幅 さ れ る 標 的 cDNAは 、 検 査 さ れ る べ き 試 料 に お け る 標 的 核 酸 の 存 在 を 間 接 的 に
確 認 す る (す な わ ち 、 標 的 cDNAの 非 存 在 は 、 標 的 が 最 初 の 試 料 に 存 在 し な い こ と を 確 認 す
る )。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に 用 い ら れ う る 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 非 標 識 で あ り う る か 、 ま
た は 蛍 光 標 識 に 結 合 あ る い は そ う で な け れ ば 連 結 し う る か の い ず れ か で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ へ の 蛍 光 標 識 の 連 結 は 、 イ オ ン 力 、 共 有 結 合 性 力 も し く は 当 技 術 分 野 に
お い て 周 知 の 他 の 力 の よ う な 、 既 知 の 核 酸 結 合 化 学 を 用 い て 、 ま た は 物 理 的 手 段 に よ り 達
成 さ れ う る (例 え ば 、 Dattagupta et al., Analytical Biochemistry 177:85-89 (1989); 
Saiki et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6230-6234 (1989); Gravitt et al., J.
 Clin. Micro. 36:3020-3027 (1998)を 参 照 、 そ れ ぞ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ て い る )。 末 端 塩 基 ま た は 末 端 塩 基 近 く の 別 の 塩 基 の い ず れ で も 蛍 光 標 識 に 結
合 し う る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 末 端 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 は 、 (限 定 さ れ
る わ け で は な い が )カ ル ボ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 チ オ ー ル な ど の よ う な 反 応 基
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を 含 む よ う に 修 飾 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 蛍 光 標 識 は 、 核 酸 に 結 合 さ れ う る 任 意 の フ ル オ ロ フ ォ ア で あ り え 、 好 ま し く は 、 適 切 な
検 出 装 置 で 検 出 か つ 容 易 に 同 定 さ れ う る フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス の 性 質 を も つ 。 例 示 的 蛍 光 標
識 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 蛍 光 色 素 、 半 導 体 量 子 ド ッ ト 、 ラ ン タ ニ ド 原 子 含 有 複
合 体 、 お よ び 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 本 発 明 に 用 い ら れ る フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 視 覚 的 に か
ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 型 の 光 学 検 波 器 を 用 い る か の い ず れ か で 、 検 出 可 能 で あ
る 蛍 光 放 射 最 大 値 を 特 徴 と す る 。 可 視 ス ペ ク ト ル に お い て 蛍 光 放 射 最 大 値 を も つ フ ル オ ロ
フ ォ ア が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 例 示 的 色 素 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 Cy2(商 標 )、 YO-PRO(商 標 )-1、 YOYO(商 標 )-
1、 カ ル セ イ ン 、 FITC、 FluorX(商 標 )、 Alexa(商 標 )、 ロ ー ダ ミ ン 110、 5-FAM、 Oregon Gre
en(商 標 )500、 Oregon Green(商 標 )488、 RiboGreen(商 標 )、 Rhodamine Green(商 標 )、 ロ ー
ダ ミ ン 123、 Magnesium Green(商 標 )、 Calcium Green(商 標 )、 TO-PRO(商 標 )-1、 TOTO(登 録
商 標 )-1、 JOE、 BODIPY(登 録 商 標 )530/550、 Dil、 BODIPY(登 録 商 標 ) TMR、 BODIPY(登 録 商
標 )558/568、 BODIPY(登 録 商 標 )564/570、 Cy3(商 標 )、 Alexa(商 標 )546、 TRITC、 Magnesium
 Orange(商 標 )、 フ ィ コ エ リ ト リ ン R&B、 ロ ー ダ ミ ン フ ァ ロ イ ジ ン 、 Calcium Orange(商 標 )
、 ピ ロ ニ ン Y、 ロ ー ダ ミ ン B、 TAMRA、 Rhodamine Red(商 標 )、 CY3.5(商 標 )、 ROX、 Calcium 
Crimson(商 標 )、 Alexa(商 標 )594、 Texas Red(登 録 商 標 )、 ナ イ ル レ ッ ド 、 YO-PRO(商 標 )-3
、 YOYO(商 標 )-3、 R-フ ィ コ シ ア ニ ン 、 C-フ ィ コ シ ア ニ ン 、 TO-PRO(商 標 )-3、 TOTO(登 録 商
標 )-3、 DiD、 DilC(5)、 Cy5(商 標 )、 チ ア ジ カ ル ボ シ ア ニ ン お よ び Cy5.5(商 標 )を 含 む 。 今
、 公 知 ま た は 今 後 開 発 さ れ る 他 の 色 素 は 、 そ れ ら の 励 起 お よ び 発 光 特 性 が 光 源 と 適 合 し 、
か つ 存 在 し う る 他 の フ ル オ ロ フ ォ ア に 干 渉 し な い (す な わ ち 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 転 ま
た は FRETに 関 与 す る 能 力 が な い )限 り 、 同 様 に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ へ の 色 素 の 付 着 は 、 例 え ば 、 末 端 塩 基 か ま た は 末 端 塩 基 近
く の 別 の 塩 基 の い ず れ か が 色 素 に 結 合 す る の を 可 能 に す る 様 々 な 公 知 の 技 術 の い ず れ か を
用 い て 行 わ れ う る 。 例 え ば 、 3'-テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン (TAMRA)が 、 3'-TAMRA-CPGの よ う
な 市 販 さ れ て い る 試 薬 を 用 い て 、 製 造 会 社 (Glen Research, Sterling, Virginia)の 使 用
説 明 書 に 従 っ て 付 着 さ れ う る 。 他 の 例 示 的 手 順 は 、 例 え ば 、 Dubertret et al., Nature B
iotech. 19:365-370 (2001); Wang et al., J. Am. Chem. Soc., 125:3214-3215 (2003);
 Bioconjugate Techniques, Hermanson, ed. (Academic Press) (1996)に 記 載 さ れ て お り
、 そ れ ぞ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 例 示 的 タ ン パ ク 質 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 エ ク オ レ ア (Aequorea)お よ び レ ニ ラ
(Renilla)の よ う な 様 々 な 源 由 来 の 天 然 に 存 在 す る お よ び 改 変 さ れ た (す な わ ち 、 変 異 体 )
両 方 の 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (Prasher et al., Gene 111:229-233 (1992); PCT出 願 WO 95/0
7463、 そ れ ぞ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )； ビ ブ リ オ (Vibrio)
お よ び フ ォ ト バ ク テ リ ウ ム (Photobacterium)の よ う な 様 々 な 源 由 来 の 天 然 に 存 在 す る お よ
び 改 変 さ れ た 両 方 の 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (Karatani et al., Photochem. Photobiol. 55(2
):293-299 (1992); Lee et al., Methods Enzymol. (Biolumin. Chemilumin.) 57:226-23
4 (1978); Gast et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 80(1):14-21 (1978)、 そ れ ぞ
れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )； な ら び に 藍 色 細 菌 お よ び 真 核 生
物 藻 類 由 来 の 型 の フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 (Apt et al., J. Mol. Biol. 238:79-96 (1995);
 Glazer, Ann. Rev. Microbiol. 36:173-198 (1982); Fairchild et al., J. Biol. Chem
. 269:8686-8694 (1994); Pilot et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6983-6987 (1
984); Lui et al., Plant Physiol. 103:293-294 (1993); Houmard et al, J. Bacteriol
. 170:5512-5521 (1988)、 そ れ ぞ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )
を 含 み 、 そ れ ら の い く つ か は 、 ProZyme, Inc. (San Leandro, CA)か ら 市 販 さ れ て い る 。
今 、 公 知 ま た は 今 後 開 発 さ れ る 他 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の 励 起 お よ び 発 光 特 性 が 光

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-516426 A 2007.6.21



源 と 適 合 し 、 か つ 存 在 し う る 他 の フ ル オ ロ フ ォ ア に 干 渉 し な い 限 り 、 同 様 に 用 い ら れ う る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ へ の 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 付 着 は 、 核 酸 へ 色 素 を 繋 ぐ た め に 用
い ら れ る 実 質 的 に 同 じ 手 順 を 用 い て 行 わ れ う り 、 例 え ば 、 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ て い る 、 Bioconjugate Techniques, Hermanson, ed. (Academic Press) (1996
)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ナ ノ 結 晶 粒 子 ま た は 半 導 体 ナ ノ 結 晶 (Quantum Dot(商 標 )粒 子 と し て も 知 ら れ て い る )は
、 半 径 が バ ル ク 励 起 子 ボ ー ア 半 径 よ り 小 さ い の だ が 、 分 子 と 物 体 の バ ル ク 形 状 の 中 間 的 な
物 質 の ク ラ ス を 構 成 す る 。 す べ て の 3次 元 に お け る 電 子 お よ び 正 孔 の 両 方 の 量 子 閉 じ こ め
は 、 晶 子 サ イ ズ を 減 少 さ せ て 、 物 質 の 有 効 バ ン ド ギ ャ ッ プ に お け る 増 加 へ と 導 く 。 そ の 結
果 と し て 、 半 導 体 ナ ノ 結 晶 の 光 吸 収 お よ び 発 光 の 両 方 は 、 ナ ノ 結 晶 の サ イ ズ が 小 さ く な る
に つ れ て 、 青 色 (よ り 高 い エ ネ ル ギ ー )へ と シ フ ト す る 。 本 発 明 の キ ャ ッ プ ド ナ ノ 結 晶 粒 子
は 、 一 次 光 源 で 照 射 さ れ 、 二 次 発 光 は 、 ナ ノ 結 晶 粒 子 に 用 い ら れ た 半 導 体 物 質 の バ ン ド ギ
ャ ッ プ に 対 応 す る 振 動 数 で 生 じ る 。 バ ン ド ギ ャ ッ プ は 、 ナ ノ 結 晶 粒 子 の サ イ ズ の 関 数 で あ
る 。 キ ャ ッ プ ド ナ ノ 結 晶 粒 子 の 狭 い サ イ ズ 分 布 の 結 果 と し て 、 照 射 さ れ た ナ ノ 結 晶 粒 子 は
、 高 純 度 の 光 と い う 結 果 に な る 狭 い ス ペ ク ト ル 範 囲 の 光 を 放 射 す る 。 粒 子 サ イ ズ は 直 径 が
約 1 nmと 約 1000 nmの 間 、 好 ま し く は 約 2 nmと 約 50 nmの 間 、 よ り 好 ま し く は 約 5 nm～ 約 20
 nmで あ り う る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 結 果 と し て 生 じ る ナ ノ 結 晶 粒 子 の 蛍 光 放 射 は 、 物 質 の 選 択 お よ び 粒 子 の サ イ ズ 分 布 を 制
御 す る こ と に 基 づ い て 制 御 さ れ う る 。 例 え ば 、 ZnSeお よ び ZnS粒 子 は 、 青 色 ま た は 紫 外 線
領 域 (～ 400 nmま た は そ れ 未 満 )に お い て 蛍 光 放 射 を 示 す ； Au、 Ag、 CdSe、 CdSお よ び CdTe
は 、 可 視 ス ペ ク ト ル (約 440 nmと 約 700 nmの 間 )に お い て 蛍 光 放 射 を 示 す ； InAsお よ び GaAs
は 、 近 赤 外 領 域 (～ 1000 nm)に 蛍 光 放 射 を 示 す 、 な ら び に PbS、 PbSeお よ び PbTeは 、 近 赤 外
領 域 (す な わ ち 、 約 700nm～ 2500 nmの 間 )に 蛍 光 放 射 を 示 す 。 ナ ノ 結 晶 粒 子 の 成 長 を 制 御 す
る こ と に よ り 、 所 望 の 波 長 に お い て 蛍 光 を 発 す る 粒 子 を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 上 で
述 べ た よ う に 、 よ り 小 さ い 粒 子 は 、 同 じ 物 質 の よ り 大 き い 粒 子 と 比 較 し て 青 色 (よ り 高 い
エ ネ ル ギ ー )へ の シ フ ト を 与 え る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ナ ノ 結 晶 粒 子 の 調 製 は 、 公 知 の 手 順 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ て い る 、 Murray et al., MRS Bulletin 26(12):985-991 (2001); Murray et
 al., IBM J. Res. Dev. 45(1):47-56 (2001); Sun et al., J. Appl. Phys. 85(8, Pt. 
2A):4325-4330 (1990); Peng et al., J. Am. Chem. Soc. 124(13):3343-3353 (2002); P
eng et al., J. Am. Chem. Soc. 124(9):2049-2055 (2002); Qu et al., Nano Lett. 1(6
):333-337 (2001); Peng et al., Nature 404(6773):59-61 (2000); Talapin et al., J.
 Am. Chem. Soc. 124(20):5782-5790 (2002); shevenko et al., Advanced Materials 14
(4):287-290 (2002); Talapin et al., Colloids and Surfaces, A: Physiochemical and
 Engineering Aspects 202(2-3):145-154 (2002); Talapin et al., Nano Lett. 1(4):20
7-211 (2001)、 に 従 っ て 行 わ れ う る 。 ま た は 、 ナ ノ 結 晶 粒 子 は 、 Evident Technologiesの
よ う な 商 業 的 ソ ー ス か ら 購 入 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ へ の ナ ノ 結 晶 粒 子 の 付 着 は 、 色 素 を そ れ ら に 繋 ぐ た め に 用
い ら れ る 実 質 的 に 同 じ 手 順 を 用 い て 行 わ れ う る 。 こ れ ら の 手 順 に つ い て の 詳 細 は 、 例 え ば
、 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Bioconjugate Techniques, Hermans
on, ed. (Academic Press) (1996)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 例 示 的 ラ ン タ ニ ド 原 子 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 Ce、 Pr、 Nd、 Pm、 Sm、 Eu、 Gd、
Tb、 Dy、 Ho、 Er、 Tm、 Ybお よ び Lvを 含 む 。 こ れ ら の う ち 、 Nd、 Erお よ び Tbは 、 そ れ ら が 蛍

10

20

30

40

50

(17) JP 2007-516426 A 2007.6.21



光 適 用 に 一 般 に 用 い ら れ て い る た め 、 好 ま し い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ へ の ラ ン タ
ニ ド 原 子 (ま た は ラ ン タ ニ ド 原 子 を 含 む 複 合 体 )の 付 着 は 、 色 素 を そ れ ら に 繋 ぐ た め に 用 い
ら れ る 実 質 的 に 同 じ 手 順 を 用 い て 行 わ れ う る 。 こ れ ら の 手 順 に つ い て の 詳 細 は 、 例 え ば 、
全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Bioconjugate Techniques, Hermanson
, ed. (Academic Press) (1996)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 複 数 の プ ロ ー ブ が 用 い ら れ 、 そ れ ぞ れ が 蛍 光 標 識 に 結 合 し て い る 場 合 、 蛍 光 標 識 は 、 適
切 な 検 出 装 置 を 用 い て お 互 い に 区 別 さ れ う る こ と が 好 ま し い 。 す な わ ち 、 1つ の 蛍 光 標 識
の 蛍 光 放 射 は 、 利 用 さ れ る こ と に な っ て い る 別 の 蛍 光 標 識 の 蛍 光 放 射 に 重 複 ま た は 干 渉 し
て は な ら な い 。 同 様 に 、 任 意 の 1つ の 蛍 光 標 識 の 吸 収 ス ペ ク ト ル は 、 別 の 蛍 光 標 識 の 発 光
ス ペ ク ト ル に 重 複 (他 方 の 標 識 に よ る 発 光 を 隠 す こ と が で き る 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 転 を
生 じ う る )し て は な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 RNAま た は DNAの い ず れ か か ら 形 成 さ れ う り 、 1
つ も し く は そ れ 以 上 の 修 飾 塩 基 、 1つ も し く は そ れ 以 上 の 修 飾 糖 、 1つ も し く は そ れ 以 上 の
修 飾 バ ッ ク ボ ー ン 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 み う る 。 修 飾 さ れ た 塩 基 、 糖 ま た は バ
ッ ク ボ ー ン は 、 プ ロ ー ブ の 標 的 核 酸 分 子 へ の 親 和 性 を 増 強 さ せ る か 、 ま た は 蛍 光 標 識 へ の
結 合 を 可 能 に す る か の い ず れ か の た め に 用 い ら れ う る 。 修 飾 塩 基 の 例 示 的 型 は 、 当 技 術 分
野 に お い て 知 ら れ て お り 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ア ル キ ル 化 塩 基 、 ア ル キ ニ ル 化 塩
基 、 チ オ ウ リ ジ ン 、 お よ び G-ク ラ ン プ を 含 む (Flanagan et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 30:3513-3518 (1999)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。
修 飾 糖 の 例 示 的 型 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 LN
A、 2'-O-メ チ ル 、 2'-O-メ ト キ シ エ チ ル 、 お よ び 2'-フ ル オ ロ を 含 む (例 え ば 、 Freier and 
Attmann, Nucl. Acids Res. 25:4429-4443 (1997)を 参 照 、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明
細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 修 飾 バ ッ ク ボ ー ン の 例 示 的 型 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら
れ て お り 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト 、 チ オ ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト お よ び
ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト を 含 む 。 他 の 修 飾 塩 基 、 糖 お よ び /ま た は バ ッ ク ボ ー ン は 、 も ち ろ
ん 、 利 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 検 査 溶 液 に お い て (存 在 す る 場 合 に は )標 的 核 酸
へ の 迅 速 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 検 査 溶 液 に 後 で 導 入 さ れ た 金 属 ナ ノ 粒 子 と の
迅 速 な 静 電 気 的 会 合 を 可 能 に す る の に 適 し て い る 任 意 の 長 さ で あ り う る 。 迅 速 さ に よ り 、
一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 導 入 前 の 検 査 溶 液
に お け る 他 の 核 酸 と の 会 合 率 よ り 大 き い (好 ま し く は 少 な く と も 1桁 )率 で 金 属 ナ ノ 粒 子 と
静 電 気 的 に 会 合 し う る こ と が 意 図 さ れ る 。 例 と し て 、 か つ 非 限 定 的 に 、 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 好 ま し く は 約 10ヌ ク レ オ チ ド 長 と 約 50ヌ ク レ オ チ ド 長 の 間 、 よ り 好
ま し く は 約 10ヌ ク レ オ チ ド 長 と 30ヌ ク レ オ チ ド 長 の 間 、 最 も 好 ま し く は 約 12ヌ ク レ オ チ ド
長 と 20ヌ ク レ オ チ ド 長 の 間 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 向 け ら れ
る そ れ ら の 全 長 ま た は そ の 任 意 の 部 分 を も ち う る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核
酸 配 列 の 一 部 に 100パ ー セ ン ト ま た は 完 全 に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 検 査 溶 液 に 導 入 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 量 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶
液 へ 導 入 さ れ る 金 属 ナ ノ 粒 子 の 総 量 お よ び /ま た は 存 在 す る と 考 え ら れ る 標 的 核 酸 の 総 量
に 基 づ い て 決 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 比 色 ア ッ セ イ 法 に つ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 量 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 溶 液 に 存 在 す る 金 属 ナ ノ 粒 子 の 量 よ り 少 な く と も わ ず か に 多 い (す な わ ち 、 1:1比 よ り 多
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い )こ と が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は 、 約 10:1よ り 多 く 、 か つ 約 30:1ま で で あ る 。 用 い ら
れ る プ ロ ー ブ お よ び 標 的 の 量 に お け る ほ ど よ い 釣 り 合 い は 、 ア ッ セ イ 法 の 最 適 化 に と っ て
望 ま し い 。 試 料 に お け る 核 酸 の 量 が 合 理 的 に 推 定 さ れ う る 場 合 に は 、 プ ロ ー ブ ： 標 的 の 比
は 約 0.3:1と 約 3:1の 間 で あ る べ き で あ る 。 合 理 的 推 定 が な さ れ え な い 場 合 に は 、 濃 度 系 列
が 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 蛍 光 ア ッ セ イ 法 に つ い て 、 試 験 溶 液 に お け る 標 的 お よ び プ ロ ー ブ の 相 対 的 濃 度 は 重 要 で
は な い 。 そ の 代 わ り 、 す べ て の ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い プ ロ ー ブ が 消 光 さ れ る よ う に 、
過 剰 の 金 属 ナ ノ 粒 子 が 利 用 さ れ る (か つ 、 過 剰 標 的 は 蛍 光 を 発 し な い )。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 1つ よ り 多 い 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 同 時 に 利 用 さ れ る 場 合 、 上 記 で 開 示
さ れ た 同 じ 基 準 が 考 慮 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 標 準 的 合 成 手 順 を 用 い て 合 成 さ れ う る 、 ま た は Midlan
d Certified Reagent Co. (Midland, Texas)お よ び Integrated DNA Technologies, Inc. 
(Coralville, Iowa)の よ う な 商 業 的 ベ ン ダ ー か ら 取 り 寄 せ ら れ う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 比 色 ア ッ セ イ 法 に つ い て 、 金 属 ナ ノ 粒 子 は 、 好 ま し く は 、 金 属 ナ ノ 粒 子 の コ ロ イ ド 懸 濁
液 を 含 む 溶 液 の 形 を と っ て 供 給 さ れ る 。 蛍 光 定 量 ア ッ セ イ 法 に つ い て 、 コ ロ イ ド 金 属 ナ ノ
粒 子 は 、 溶 液 中 で 供 給 さ れ る う る か 、 ま た は そ れ ら は 、 標 準 的 連 結 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て
固 体 表 面 (例 え ば 、 ガ ラ ス 表 面 )上 に 固 定 化 さ れ う る か の い ず れ か で あ る 。 コ ロ イ ド 金 属 ナ
ノ 粒 子 を 固 定 化 す る こ と に よ り 、 安 定 し た コ ロ イ ド 金 属 ナ ノ 粒 子 溶 液 を 調 製 ま た は 供 給 す
る 必 要 は な い 。 商 業 的 に は 、 こ れ は よ り 望 ま し い ア プ ロ ー チ で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 金 属 ナ ノ 粒 子 は 、 ナ ノ 粒 子 が 、 適 切 な 条 件 下 で 、 一 本 鎖 核 酸 分 子 と 静 電 気 的 に 会 合 す る
、 ま た は 他 の 金 属 ナ ノ 粒 子 と 凝 集 す る 能 力 が あ る こ と を 可 能 に す る 、 任 意 の 伝 導 性 金 属 ま
た は 合 金 か ら 形 成 さ れ う る 。 (本 発 明 に お け る 使 用 の 前 に 、 コ ロ イ ド 懸 濁 液 は 、 実 質 的 に
凝 集 が な い 安 定 し た 環 境 に 金 属 ナ ノ 粒 子 を 維 持 し て い る こ と が 、 認 識 さ れ る べ き で あ る 。
)重 要 な こ と に は 、 金 属 ナ ノ 粒 子 は 、 有 意 に は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 (す な わ ち 、
二 本 鎖 核 酸 分 子 )と 静 電 気 的 に 会 合 し な い 。 例 示 的 金 属 ナ ノ 粒 子 は 、 限 定 さ れ る わ け で は
な い が 、 金 ナ ノ 粒 子 、 銀 ナ ノ 粒 子 、 白 金 ナ ノ 粒 子 、 混 合 金 属 ナ ノ 粒 子 (例 え ば 、 銀 コ ア を
囲 む 金 シ ェ ル )、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 コ ロ イ ド 金 属 ナ ノ 粒 子 の 懸 濁 液 は 、 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、
Grabar et al., Anal. Chem. 67:735-743 (1995)に 記 載 さ れ た 手 順 を 用 い て 形 成 さ れ う る
。 金 属 ナ ノ 粒 子 は 、 好 ま し く は 、 そ れ ら の 外 側 表 面 に 結 合 す る ど ん な リ ガ ン ド も 含 ま な い
。 し か し な が ら 、 そ れ ら は 、 例 え ば 溶 液 中 の ク エ ン 酸 イ オ ン に よ り 安 定 化 さ れ る 。 コ ロ イ
ド 懸 濁 液 は 、 好 ま し く は 、 約 5 nmと 約 500 nmの 間 、 最 も 好 ま し く は 約 10 nmと 30 nmの 間 の
金 属 ナ ノ 粒 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ア ッ セ イ を 実 施 す る に あ た っ て 、 プ ロ ー ブ と 標 的 の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出
は 、 2つ の 好 ま し い ア プ ロ ー チ の 1つ に お い て 達 成 さ れ う る ： 比 色 的 ア プ ロ ー チ ま た は 蛍 光
定 量 的 ア プ ロ ー チ 。 そ れ ぞ れ は 他 方 を 凌 ぐ 別 個 の 利 点 を も ち 、 要 望 ど お り に 用 い ら れ う る
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 比 色 ア ッ セ イ 法 (プ ロ ー ブ は 非 標 識 で あ り う る )に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液
の 光 学 的 性 質 は 、 そ の 可 視 の 色 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 色 変 化 は 、 図 1に
示 さ れ て い る よ う に 、 複 数 の 金 属 ナ ノ 粒 子 の 凝 集 を 引 き 起 こ す こ と に よ り も た ら さ れ う る
。 比 色 ア ッ セ イ 法 は 、 定 量 が 必 要 で な い 場 合 、 お よ び 高 価 な 検 出 装 置 が 利 用 で き な い 場 合
に お い て 、 特 に 有 用 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お け る 色 変 化 の 検 出 は 、 ユ ー
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ザ ー (す な わ ち 、 ア ッ セ イ を 行 う 人 )の 肉 眼 観 察 に よ り 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 凝 集 は 、 実 体 の な い 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合
し た 場 合 の み 起 こ る 。 実 質 的 な 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気
的 に 会 合 し た 場 合 に は (平 均 し て 、 ナ ノ 粒 子 あ た り 約 1つ ま た は 2つ よ り 多 い )、 凝 集 は 有 意
に 阻 害 さ れ る 。 凝 集 (色 変 化 )は 、 標 的 核 酸 が 検 査 溶 液 に 存 在 し た こ と を 示 し て い る 。 凝 集
の 誘 導 は 、 塩 溶 液 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 へ 導 入 す る こ と に よ り 行 わ れ う り 、 塩 は
、 金 属 ナ ノ 粒 子 の 静 電 気 的 性 質 を 変 え て 、 そ れ に よ り そ れ ら の 凝 集 を 促 進 す る の に 十 分 な
濃 度 で あ る 。 塩 溶 液 は 、 好 ま し く は 、 約 0.01 Mと 約 1 Mの 間 、 よ り 好 ま し く は 約 0.1 Mと 約
0.3 Mの 間 の Na + 濃 度 を 含 む 。 塩 溶 液 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 媒 体 へ の 導 入 は 、 金 属 ナ ノ
粒 子 を 含 む 溶 液 の 導 入 と 同 時 に か ま た は そ れ に 相 次 い で か の い ず れ か で (約 15分 ま で の 遅
れ を も つ か ま た は も た な い か の い ず れ か で )、 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 比 色 ア ッ セ イ 法 は 肉 眼 観 察 に よ り 検 出 さ れ う る た め 、 ユ ー ザ ー が 色 に お け る 検 出 可 能 な
変 化 に つ い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 調 べ る こ と が で き る か 、 ま た は ア ッ セ イ が 、
凝 集 し た 金 属 ナ ノ 粒 子 を 含 む 比 較 で き る 溶 液 (陰 性 対 照 )お よ び /も し く は 実 質 的 に 凝 集 し
て い な い 金 属 ナ ノ 粒 子 を 含 む 比 較 で き る 溶 液 (陽 性 対 照 )の 色 を 複 製 す る 1つ も し く は そ れ
以 上 の 対 照 (陽 性 ま た は 陰 性 )と 並 行 し て 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 蛍 光 定 量 的 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 は 、 フ ル オ
ロ フ ォ ア に よ る 蛍 光 ス ペ ク ト ル ま た は 蛍 光 ピ ー ク の 大 き さ で あ る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア 標 識 の
フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス 性 質 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 を 金 属 ナ ノ 粒 子 の 存 在 下 で 進 行
す る よ う に さ せ て お い た 後 に 、 検 出 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ は 、 そ れ ら の サ イ ズ に 基 づ い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お い て 、 よ り 長 い
核 酸 分 子 よ り 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に よ り 迅 速 に 会 合 す る た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 非 存 在 (す な わ ち 、 標 的 の 非 存 在 )は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 1つ ま た は そ れ
以 上 の 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 し た 場 合 の 蛍 光 標 識 に よ る 蛍 光 の 実 質 的 な 消 光 に よ
り 示 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 標 的 核 酸 分 子 の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ す な わ
ち 、 標 的 の 存 在 ） は 、 金 属 ナ ノ 粒 子 の 凝 集 (上 記 と 同 じ 様 式 で 達 せ ら れ る )後 で さ え も 維 持
さ れ る フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス 性 質 に よ り 示 さ れ る 。 こ れ ら の 選 択 肢 は 、 図 2に 示 さ れ て い る
。 蛍 光 定 量 的 ア ッ セ イ 法 は 、 対 象 と な る 標 的 が 試 料 に お い て た っ た 1つ も し く は 多 数 の 核
酸 鎖 で あ る 場 合 、 標 的 核 酸 の 定 量 が 望 ま れ る 場 合 、 ま た は 複 数 の 別 個 の 標 的 核 酸 分 子 の 存
在 が 同 じ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 内 で 同 時 に 分 析 さ れ る こ と に な っ て い る (す な わ ち
、 そ れ ぞ れ 、 そ れ に 付 着 し た 別 個 の フ ル オ ロ フ ォ ア を も つ 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ を 用 い て )場 合 、 高 感 度 の た め に 特 に 有 用 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 蛍
光 性 質 の 検 出 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る よ う な 適 切 な 検 出 装 置 (例 え ば 、 蛍 光
顕 微 鏡 、 光 電 子 増 倍 管 、 CCDカ メ ラ 、 フ ォ ト ダ イ オ ー ド な ど )を 用 い て 達 成 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 蛍 光 定 量 的 ア ッ セ イ 法 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お い て フ ル オ ロ フ ォ ア に 起 因
す る 蛍 光 を 測 定 す る こ と を 含 む た め 、 ユ ー ザ ー は 、 蛍 光 の 存 在 ま た は 非 存 在 の い ず れ に つ
い て も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 調 べ る こ と が で き る 。 対 照 は 必 要 で は な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 蛍 光 定 量 的 ア ッ セ イ 法 は 少 量 に 対 し て さ え も 感 度 が 高 く 、 フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス 性 質 は 、
精 密 な 器 械 類 で 検 出 さ れ う る た め 、 蛍 光 定 量 的 ア ッ セ イ 法 は 、 検 査 溶 液 に 存 在 す る 標 的 核
酸 の 量 を 定 量 す る の に 向 い て い る 。 検 査 溶 液 に 存 在 す る 標 的 核 酸 の 量 を 定 量 す る た め の 1
つ の ア プ ロ ー チ は 、 検 査 溶 液 か ら の 結 果 を 、 そ れ ぞ れ が 既 知 で あ る が 異 な る 量 の 標 的 核 酸
を 含 む 2つ の 対 照 溶 液 か ら 得 ら れ た 結 果 と 比 較 す る こ と を 含 む 。 こ の よ う に 、 フ ォ ト ル ミ
ネ セ ン ス 性 質 の 測 定 は 、 検 査 溶 液 お よ び 2つ の 対 照 溶 液 か ら 得 ら れ る 。 各 溶 液 の フ ォ ト ル
ミ ネ セ ン ス に 基 づ い て 、 第 一 お よ び 第 二 対 照 溶 液 に 存 在 す る 標 的 核 酸 の 量 に 対 す る 検 査 溶
液 に お け る 標 的 核 酸 の 量 を 計 算 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 検 査 溶 液 に お け る 標 的 核
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酸 の 量 は 、 測 定 さ れ た 光 学 的 性 質 (検 査 溶 液 か ら の )お よ び 標 的 核 酸 の 量 に 対 す る 測 定 さ れ
た 光 学 的 (例 え ば 、 フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス )性 質 の 検 量 線 を 用 い て 計 算 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 の 重 要 な 使 用 の 1つ は 、 上 で 述 べ た よ う に 、 1つ ま た は 複 数 の 型 の PC
Rと 共 で あ る 。 PCRは 、 試 料 に お け る 核 酸 の 総 量 を 素 速 く 増 幅 す る こ と が で き る た め 、 し ば
し ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く 検 出 手 順 と 共 に 用 い ら れ る 。 本 発 明 の 重 要 な 利 点
の 1つ は 、 ア ッ セ イ が 、 サ ー モ サ イ ク ラ ー に 使 用 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 媒 体 を 用
い て 行 わ れ う る こ と で あ る 。 し か し な が ら 、 唯 一 の 必 要 条 件 は 、 PCRの 産 物 (典 型 的 に は 二
本 鎖 cDNA)が 、 金 属 ナ ノ 粒 子 を 導 入 す る 前 に 変 性 さ れ な け れ ば な ら な い こ と で あ る 。 具 体
的 に は 、 二 本 鎖 cDNAは 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 媒 体 へ 導
入 す る 前 ま た は 後 で あ る が 、 金 属 ナ ノ 粒 子 を 導 入 す る 前 に 、 変 性 さ れ う る 。 二 本 鎖 cDNAを
変 性 し な か っ た こ と は 、 存 在 す る 場 合 で あ る が 、 い ず れ の 標 的 核 酸 と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン も 妨 げ 、 結 果 と し て 、 誤 っ た 可 能 性 の あ る 陰 性 結
果 を 生 じ る 。 一 本 鎖 産 物 を 得 る 代 替 の PCR手 順 は 、 PCR産 物 を 変 性 す る こ と な く 用 い ら れ う
る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 の も う 一 つ の 重 要 な 使 用 は 、 標 的 核 酸 分 子 に お い て 一 塩 基 多 型 (「 S
NP」 )を 検 出 す る こ と に つ い て で あ る 。 こ れ は 、 比 色 ア ッ セ イ 法 か ま た は 蛍 光 定 量 的 ア ッ
セ イ 法 の ど ち ら が 行 わ れ る こ と に な っ て い る か に 依 存 し て わ ず か に 異 な る 様 式 で 行 わ れ る
。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 基 本 的 に は 、 比 色 ア ッ セ イ 法 は 、 検 査 溶 液 お よ び 対 照 溶 液 を 用 い て 並 行 し て 行 わ れ る 。
検 査 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 標 的 核 酸 分 子 、 お よ び SNPを 含 む 可 能 性 が あ る 標 的
核 酸 分 子 の 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 第 一 一
本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 。 プ ロ ー ブ は 、 SNPを 含 む 領 域 に 完 全 に は ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し な い (す な わ ち 、 塩 基 対 形 成 が SNPと 生 じ な い )ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 対 照
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 標 的 核 酸 分 子 、 お よ び 一 塩 基 多 型 を 含 ま な い 標 的 核 酸 分
子 の 領 域 に 完 全 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 少 な く と も 1つ の 第 二 一 本
鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 。 検 査 お よ び 対 照 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の
両 方 は 、 そ の 後 、 金 属 ナ ノ 粒 子 に 曝 露 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に お け る い ず れ
の ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い プ ロ ー ブ も 金 属 ナ ノ 粒 子 と 静 電 気 的 に 会 合 す る よ う に さ せ て
お く 。 重 要 な こ と に は 、 ア ッ セ イ の こ の 段 階 中 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 少 な く
と も 1つ の 第 一 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 と 少 な く と も 1つ の 第 二 一 本
鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 (そ れ は 完 全 に 相 補 的 で あ る た め 、 よ り 高 い 融
解 温 度 を も つ )の 間 で あ る 温 度 に 維 持 さ れ る 。 行 わ れ る こ と に な っ て い る ア ッ セ イ 法 (比 色
ま た は 蛍 光 定 量 )に 依 存 し て 、 検 査 お よ び 対 照 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性
質 が 実 質 的 に 異 な る か ど う か の 判 定 が な さ れ る 。 実 質 的 な 差 は 、 標 的 核 酸 分 子 に お け る 一
塩 基 多 型 の 存 在 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 SNPsを 検 出 す る に お い て 、 第 一 お よ び 第 二 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 同 じ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (か つ 同 じ 長 さ で あ り う る )ま た は 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し う る 。
す な わ ち 、 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 標 的 核 酸 の 同 じ 領 域 ま た は 異 な る 領 域
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る 。 後 者 の 場 合 に は 、 対 照 溶 液 に お け る 標 的 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、
検 査 溶 液 に お い て 検 出 さ れ る こ と に な っ て い る 特 定 の SNPを 有 し な い こ と が わ か っ て い る c
DNA分 子 で あ る 。 前 者 の 場 合 に は 、 対 照 溶 液 に お け る 標 的 核 酸 分 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 領 域 は 、 安 定 し て お り 、 か つ SNPsを 含 ま な い (す な わ ち 、 野 生 型 配 列 を 含 む )こ と が わ
か っ て い る 。 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の そ れ ら の そ れ ぞ れ の 標 的 と の 融 解 温 度
間 の 差 を 増 大 さ せ る た め に 、 対 照 ア ッ セ イ に つ い て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 よ
り 長 く あ り う る 、 ま た は プ ロ ー ブ と 標 的 の 間 の 安 定 性 を 増 強 さ せ る 改 変 さ れ た 構 造 (例 え
ば 、 修 飾 塩 基 、 バ ッ ク ボ ー ン な ど )を も ち う る 。
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【 ０ ０ ５ ８ 】
　 蛍 光 定 量 的 ア ッ セ イ 法 は 、 蛍 光 標 識 か ら の フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス の 消 光 が 始 ま る 時 に ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 温 度 が 測 定 さ れ る (す な わ ち 、 温 度 を 、 消 光 が 始 ま る ま で ゆ っ
く り 低 下 さ せ る )こ と を 除 け ば 、 実 質 的 に は 上 記 の よ う に 行 わ れ る 。 測 定 さ れ た 温 度 は 、
プ ロ ー ブ と 標 的 核 酸 の 間 の 融 解 温 度 を 表 す 。 こ の 測 定 さ れ た 融 解 温 度 は 、 そ の 後 、 完 全 に
相 補 的 な プ ロ ー ブ の 既 知 の 融 解 温 度 (こ の 測 定 は 、 市 販 キ ッ ト で 提 供 さ れ う る か ま た は 並
行 し て ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ り 測 定 さ れ う る か の い ず れ か で あ る )と 比 較 さ れ る 。 融 解
温 度 間 の 差 は 、 標 的 核 酸 分 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 存 在 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 の さ ら に も う 一 つ の 重 要 な 使 用 は 、 試 料 に お い て 病 原 体 の 存 在 を 検
出 す る こ と に つ い て で あ る 。 基 本 的 に 、 試 料 を 得 て (例 え ば 、 組 織 試 料 、 食 物 試 料 、 水 試
料 な ど )、 試 料 か ら 核 酸 を 単 離 す る 。 核 酸 、 RNAま た は DNAの い ず れ か を 単 離 し た な ら ば 、
そ の ア ッ セ イ 法 を 用 い る 検 出 を 可 能 に す る の に 十 分 な 試 料 が 存 在 し て い る か ど う か 、 ま た
は PCRも し く は RT-PCRが 単 離 さ れ た 核 酸 を 増 幅 す る の に 必 要 で あ る か ど う か に 関 し て 評 価
が な さ れ う る 。 こ の よ う に 、 増 幅 は 必 要 で あ る 場 合 も あ る し 、 必 要 で な い 場 合 も あ る 。 例
え ば 、 試 料 か ら 単 離 さ れ た 全 RNAは 、 RT-PCRな し で 進 行 す る の に 十 分 な 量 で あ り う る ； 一
方 で 、 試 料 か ら 単 離 さ れ た 全 DNAは 、 増 幅 を 必 要 と し う る 。 と に か く 、 本 発 明 の ア ッ セ イ
法 が 行 わ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 光 学 的 性 質 (色 ま た は 蛍 光 強 度 )が 測 定 ま た は
評 価 さ れ て 、 病 原 体 の 存 在 を 示 す 、 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し た か ど う か を 判 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 の さ ら に も う 一 つ の 重 要 な 使 用 は 、 遺 伝 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ に つ い
て で あ る 。 基 本 的 に 、 試 料 を 患 者 か ら 得 て 、 試 料 か ら 核 酸 を 単 離 す る 。 遺 伝 学 的 ス ク リ ー
ニ ン グ は 、 典 型 的 に は DNA単 離 お よ び 分 析 を 含 む た め 、 典 型 的 に は (必 ず し も で は な い が )
、 増 幅 を 必 要 と す る 。 と に か く 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 が 行 わ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
溶 液 の フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス 性 質 が 測 定 ま た は 評 価 さ れ て 、 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ が 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た か ど う か を 判 定 し 、 遺 伝 学 的 疾 患 、 遺 伝 性 疾 患 に つ
い て の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 存 在 を 示 す (例 え ば 、 父 性 、 母 性 、 同 系 性 な ど )、 ま た は 生 物 体 を
同 定 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 の さ ら な る 使 用 は 、 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 の 検 出 で あ
る 。 免 疫 PCRは 、 標 的 と さ れ る タ ン パ ク 質 が 試 料 に 存 在 し て い る 場 合 の み cDNA増 幅 を 与 え
る こ と が で き る 手 順 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 免 疫 PCRの 増 幅 検 出 手 順 と
連 結 さ れ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 媒 体 に お け る 増 幅 さ れ た cDNA、 お よ び そ れ に 伴 っ て
試 料 に お け る 標 的 タ ン パ ク 質 、 の 存 在 を 確 認 す る こ と が で き る 。 基 本 的 に は 、 試 料 を 得 て
、 試 料 を 用 い て 免 疫 PCRを 行 い 、 免 疫 PCRは 、 結 果 と し て 、 タ ン パ ク 質 に 連 結 し て い る 核 酸
の 増 幅 を 生 じ る 。 そ の 後 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 が 行 わ れ 、 タ ン パ ク 質 に 連 結 し て い る 核 酸
(ま た は そ れ の 相 補 体 )が 本 発 明 の 比 色 ま た は 蛍 光 定 量 的 ア ッ セ イ 法 の 標 的 と な る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 の さ ら な る 使 用 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (ま た は 類 似 し た 増 幅 手
順 )に よ り 調 製 さ れ た 増 幅 核 酸 の 量 を 定 量 す る こ と で あ る 。 基 本 的 に は 、 そ れ ぞ れ が 、 増
幅 さ れ る こ と に な っ て い る 核 酸 分 子 ま た は そ れ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 が あ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 、 お よ び 好 ま し く は 2つ ま た は そ れ 以 上
の 蛍 光 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 供 給 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー を 用 い る 増 幅
は 、 標 的 核 酸 分 子 お よ び /ま た は そ れ の 相 補 体 、 な ら び に 供 給 さ れ た 蛍 光 標 識 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い る 様 々 な 公 知 の 増 幅 手 順 (ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の よ う な )の い
ず れ か を 用 い て 行 わ れ る 。 そ の 後 、 本 発 明 の 蛍 光 定 量 法 が 、 増 幅 手 順 が 行 わ れ た 後 に 得 ら
れ た 試 料 上 で 行 わ れ る 。 試 料 か ら 検 出 さ れ る 蛍 光 の レ ベ ル は 、 増 幅 さ れ た 核 酸 分 子 へ 組 み
入 れ ら れ た プ ラ イ マ ー の 量 を 示 し て い る 。 増 幅 が 続 く (お よ び 、 よ り 長 い 増 幅 さ れ た 配 列
へ よ り 多 い プ ラ イ マ ー が 組 み 入 れ ら れ る )に つ れ て 、 与 え ら れ た 試 料 か ら の 蛍 光 の 量 は 、
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よ り 長 い 核 酸 が 金 属 ナ ノ 粒 子 に 静 電 気 的 に 会 合 す る 率 の 低 下 に よ り 増 加 す る は ず で あ る 。
他 方 、 伸 長 さ れ な い プ ラ イ マ ー は 、 金 属 ナ ノ 粒 子 に 迅 速 に 会 合 し 、 結 果 と し て 、 そ れ ら に
付 着 し た 標 識 に よ る 蛍 光 の 消 光 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 を 実 施 す る た め に 用 い ら れ う る 1つ ま た
は 複 数 の 型 の キ ッ ト に 関 す る 。 キ ッ ト は 、 他 に も 構 成 要 素 は あ る が 、 金 属 ナ ノ 粒 子 の コ ロ
イ ド 溶 液 を 含 む 第 一 容 器 、 お よ び 標 的 核 酸 分 子 に 実 質 的 に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る 少 な く と も 1つ の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 水 溶 液 を 含 む 第 二 容
器 を 含 み う る 。 行 わ れ る ア ッ セ イ 法 (比 色 ま た は 蛍 光 定 量 )に 依 存 し て 、 第 二 容 器 に お け る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 上 記 の 型 の 蛍 光 標 識 に 連 結 し て い る 場 合 も あ る し 、 連 結
し て い な い 場 合 も あ る 。 蛍 光 定 量 的 ア ッ セ イ 法 お よ び 複 数 の 標 的 間 を 識 別 す る 能 力 に つ い
て 、 第 二 容 器 は 、 任 意 で 、 追 加 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ (同 じ ま た は 異 な る 標 的 核
酸 分 子 へ 向 け ら れ る )を 含 み う り 、 そ れ ぞ れ が 別 個 の 蛍 光 放 射 パ タ ー ン を も つ 。 前 記 の 容
器 お よ び 構 成 要 素 に 加 え て 、 比 色 ア ッ セ イ 法 の た め の 対 照 溶 液 、 塩 溶 液 を 含 む 容 器 、 お よ
び 様 々 な 使 用 説 明 書 も ま た 提 供 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 態 様 を 例 証 す る た め に 提 供 さ れ る が 、 決 し て 、 そ れ の 範 囲 を
限 定 す る こ と を 意 図 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 施 例 1に つ い て の 材 料 お よ び 方 法
　 HAuCl 4 の ク エ ン 酸 還 元 に よ り 合 成 さ れ た 約 13 nm直 径 の 金 ナ ノ 粒 子 の コ ロ イ ド 溶 液 (Grab
ar et al., Anal. Chem. 67:735-743 (1995)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ て い る )を 用 い た 。 コ ロ イ ド 溶 液 の 濃 度 は 、 典 型 的 に は 17 nMで あ っ た 。 凍 結 乾 燥 さ
れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ ら の 相 補 体 を MWG Biotech (High Point, NC)か ら
購 入 し 、 10 mM リ ン 酸 緩 衝 溶 液 に 溶 解 し た 。 典 型 的 に は 、 プ ロ ー ブ お よ び 標 的 の 試 み ら れ
る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 0.3 M NaClを 含 む 10 mM リ ン 酸 緩 衝 溶 液 に お い て 室 温 で 5
分 間 、 行 わ れ た 。 特 定 の 塩 濃 度 は 、 実 験 に よ っ て 変 わ り 、 図 面 の 説 明 で 示 さ れ て い る 。 試
験 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 試 験 溶 液 を 金 コ ロ イ ド と 混 合 し 、 す ぐ に 続 い て 、 塩 /緩 衝
溶 液 の 追 加 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 試 料 は 、 水 を 参 照 と し て 、 Perkin Elmer UV/VIS/NIRス ペ ク ト ロ メ ー タ ー Lambda 19を 用
い て 吸 収 ス ペ ク ト ル を 記 録 す る た め に 5 mm路 長 を も つ 水 晶 キ ュ ベ ッ ト に 置 か れ た 。 蛍 光 ス
ペ ク ト ル お よ び 強 度 対 時 間 に つ い て 、 MWG Biotech(High Point, NC)か ら 購 入 さ れ た 色 素
標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 用 い ら れ た 。 1 cm路 長 を も つ 水 晶 セ ル に お け る 溶 液 は 、 前 面 収
集 幾 何 学 的 配 置 お よ び 4 nm 分 解 能 を も つ Jobin-Yvon Fluorolog-3ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー に
お い て 研 究 さ れ た 。 共 鳴 ラ マ ン ス ペ ク ト ル が 、 こ れ ら の 色 素 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 で
、 定 常 状 態 532 nm 励 起 、 お よ び レ イ リ ー 散 乱 を 拒 絶 す る た め の ポ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ
フ ィ ル タ ー を も つ Ocean Optics CCDア レ イ に よ る 検 出 で 、 取 ら れ た 。 分 解 能 は 、 約 10 cm -
1 で あ っ た 。 写 真 は 、 Canon S-30デ ジ タ ル カ メ ラ で 撮 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
実 施 例 1　 － 　 金 ナ ノ 粒 子 の 、 二 本 鎖 核 酸 と 比 較 し た 、 優 先 的 な 一 本 鎖 核 酸 の 吸 着
　 色 素 タ グ 付 き ss-DNAと 金 ナ ノ 粒 子 と の 間 の 優 先 的 相 互 作 用 に つ い て の 直 接 的 証 拠 は 、 図
4A～ Bに 図 示 さ れ て い る 。 色 素 タ グ 付 き ss-DNAは 金 上 に 吸 着 す る が 、 ds-DNAは 吸 着 し な い
と い う 事 実 は 、 色 素 タ グ 付 き ss-DNAか ま た は 色 素 タ グ 付 き ds-DNAの い ず れ か を 含 む 溶 液 へ
コ ロ イ ド 金 を 添 加 す る こ と の 効 果 を 通 し て 見 ら れ う る 。 色 素 タ グ 付 き ss-DNAの 場 合 、 色 素
フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス の 消 光 お よ び 色 素 か ら の 共 鳴 ラ マ ン 散 乱 の 増 大 が 観 察 さ れ た 。 こ れ ら
の 両 方 と も 、 金 プ ラ ズ モ ン と の 電 子 的 相 互 作 用 の 効 果 で あ る た め 、 色 素 と 金 の 間 の 密 接 し
た 接 触 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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　 図 5Aは 、 ss-DNAま た は ds-DNAお よ び 塩 /緩 衝 液 溶 液 の 添 加 前 お よ び 後 の コ ロ イ ド の ス ペ
ク ト ル を 示 し て い る 。 通 常 に は 、 塩 へ の 曝 露 は 、 反 発 相 互 作 用 を 遮 蔽 し 、 コ ロ イ ド 凝 集 を
引 き 起 こ す (Hunter, Foundations of Colloid Science, Oxford University Press Inc.,
 New York (2001); Shaw, Colloid and Surface Chemistry, Butterworth-Heinemann Ltd
., Oxford (1991)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 明 ら か に
、 金 ナ ノ 粒 子 に 基 づ い た ss-DNAの 吸 着 は 、 塩 を 導 入 さ れ た 場 合 の 凝 集 に 対 し て コ ロ イ ド 金
粒 子 を 追 加 的 に 安 定 化 さ せ る 。 従 っ て 、 適 当 量 の ss-DNAを 含 む 溶 液 は 、 凝 集 を 防 ぎ 、 金 コ
ロ イ ド は ピ ン ク 色 の ま ま で あ る が 、 ds-DNAを 含 む 溶 液 は 、 凝 集 に 影 響 を 及 ぼ さ ず 、 溶 液 は
青 色 に 変 化 す る 。 お そ ら く 、 こ れ は 、 表 面 を よ り 負 に 帯 電 し て い る よ う に 出 現 さ せ る 電 荷
の 再 分 布 を 扱 わ な け れ ば な ら な い 。 ラ マ ン 研 究 は 、 ss-DNAが ク エ ン 酸 イ オ ン に 取 っ て 代 わ
ら な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 図 5Bは 、 2つ の ss-DNAに つ い て 同 じ デ ー タ の 濃 縮 型 を 図 示 し 、 ど の よ う に 色 が ss-DNAの
量 に 依 存 す る か を 実 証 し て い る 。 顕 著 に は 、 金 ナ ノ 粒 子 あ た り ほ ん の わ ず か の ss-DNAを 含
む 溶 液 は 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 積 が 数 百 個 の ss-DNA 24マ ー を 収 容 す る の に 十 分 で あ る と い う
事 実 に も か か わ ら ず 、 明 ら か に 異 な る 吸 収 ス ペ ク ト ル を も つ 。 十 分 な ss-DNAで 、 コ ロ イ ド
は ピ ン ク 色 の ま ま で あ る が 、 ds-DNAを 形 成 し う る 試 験 溶 液 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 青
っ ぽ い コ ロ イ ド へ 導 く (図 5C)。 実 際 的 見 地 か ら 、 こ れ は 、 与 え ら れ た 試 料 が 図 1に 描 か れ
た プ ロ ト コ ー ル の 筋 道 に 沿 っ て 一 本 鎖 DNAを 含 む か ま た は 二 本 鎖 DNAを 含 む か を 判 定 す る ア
ッ セ イ 法 の 設 計 を 可 能 に す る 。 方 法 の 極 め て 重 要 な 特 徴 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 最
適 化 条 件 (pH、 塩 お よ び 緩 衝 液 濃 度 )下 で 標 識 無 し の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 行 わ れ う り 、 検
出 段 階 か ら 完 全 に 独 立 し て い る こ と で あ る 。 ま た 、 標 的 と プ ロ ー ブ と の 間 の 濃 度 ミ ス マ ッ
チ に つ い て 、 そ れ ら の 比 率 が 0か ら 1ま で 異 な る 溶 液 を 用 い る こ と に よ り 何 が 起 き る か が 調
べ ら れ た 。 結 果 (図 5C)は 、 技 術 が 、 標 的 の 存 在 を 検 出 す る そ れ の 能 力 に お い て 驚 く ほ ど 頑
健 で あ る こ と を 証 明 し て い る 。 較 正 さ れ た 比 色 測 定 法 は 、 標 的 の 量 を 定 量 的 に 判 定 す る の
に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 同 様 に 、 分 析 物 溶 液 が プ ラ イ マ ー お よ び 他 の 断 片 が 存 在 し て い る と こ ろ の ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 増 幅 の 産 物 に 見 出 さ れ う る よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 混 合 物 を 含 む 場 合 が 、 考
え ら れ う る (Rolfs et al., PCR: Clinical Diagnostics and Research, Springer-Verlag
, Berlin Heidelberg (1992)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )
。 図 6Aは 、 標 的 配 列 の 様 々 な 画 分 と 混 合 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 析 物 に つ い て の 結 果
を 図 示 し て お り 、 30%の 標 的 で も 容 易 に 検 出 さ れ る こ と は 明 ら か で あ る 。 濃 度 ミ ス マ ッ チ
に 類 似 し た 状 況 は 、 標 的 お よ び プ ロ ー ブ の 配 列 が 相 補 的 で あ る が 、 異 な る 長 さ を も つ 場 合
に 起 こ る 。 そ の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 鎖 の 一 部 が ss-DNAの 静 電 気 的 性 質 を も つ よ う に
見 え 、 一 方 、 他 の 部 分 は 二 本 鎖 の よ う に 見 え る 。 定 性 的 に は 、 結 果 は 、 完 全 な 長 さ の 一 致
を も つ も の と 類 似 し て お り 、 比 較 的 長 い 長 さ の 差 (5～ 10塩 基 対 の オ ー ダ ー に お け る )を も
つ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ 鎖 と 標 的 鎖 さ え も 、 二 本 鎖 と し て ふ る ま う 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 金 ナ ノ 粒 子 の 非 常 に 高 い 吸 光 係 数 (Doremus, J. Chem. Phys. 40:2389-2396 (1994)、 そ
れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )は 、 比 色 法 を 極 め て 高 感 度 に さ せ
る 。 17 nM 濃 度 に お い て （ Grabar et al., Anal. Chem. 67:735-743（ 1995） 、 そ れ は 全
体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )、 1 cm路 長 は 、 単 一 体 に 近 い 光 学 密 度 を
提 供 す る 。 経 験 的 に は 、 100フ ェ ム ト モ ル 未 満 の 金 粒 子 を 含 む 5 μ L 液 滴 に お い て 色 を 視
覚 的 に 同 定 す る こ と は 容 易 で あ る 。 図 5Bは 、 ナ ノ 粒 子 濃 度 よ り わ ず か だ け 大 き い ss-DNA濃
度 が 、 塩 に 曝 露 さ れ た 場 合 の 凝 集 に 対 し て コ ロ イ ド を 安 定 化 さ せ る の に 十 分 で あ る こ と を
図 示 し て い る 。 従 っ て 、 器 械 類 な し に 、 オ ー ダ ー 100フ ェ ム ト モ ル の ss-DNAと ds-DNAの 量
の 間 を 識 別 し う る こ と が 期 待 さ れ る も の と 思 わ れ る 。 ナ ノ 粒 子 あ た り た っ た 1つ ま た は 2つ
の ss-DNA鎖 の 吸 着 が 金 の 表 面 積 の う ち の ほ ん の 少 し を 覆 っ て い る と し て も 、 ク エ ン 酸 コ ー
テ ィ ン グ に お け る 電 荷 の 再 配 列 を 通 し て ナ ノ 粒 子 の 周 り に 分 布 す る 正 味 の 負 電 荷 を 加 え る
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よ う に 見 え る 。 上 の 推 論 と 一 致 し て 、 4.3 nMの 標 的 濃 度 (図 6B)ま た は 60フ ェ ム ト モ ル ほ ど
の 標 的 の 総 量 (図 6C)が 容 易 に 可 視 的 差 を 生 じ る 。 色 を 評 価 す る た め に 吸 収 ス ペ ク ト ロ メ ー
タ ー を 利 用 す る こ と は 、 感 度 に お い て 少 な く と も 1桁 の 向 上 が 生 じ る は ず で あ り 、 光 熱 偏
向 の よ う な 吸 収 を 測 定 す る た め の 零 位 法 の 使 用 は 、 な お さ ら に 感 度 を 増 大 さ せ る も の と 思
わ れ る (Jackson, Applied Optics 20:1333-1344 (1981)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 方 法 は 、 生 物 学 的 に 重 要 な 一 塩 基 多 型 の 検 出 に 必 須 で あ る プ ロ ー ブ と 標 的 の 間 の 一 塩 基
対 ミ ス マ ッ チ を 同 定 す る よ う に 容 易 に 適 応 す る (Rolfs et al., PCR: Clinical Diagnosti
cs and Research, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg (1992)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し
て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 ds-DNAの ss-DNA断 片 へ の 解 離 の 速 度 式 は 結 合 強 度 に
依 存 し (Owczarzy et al., Biopolymers 44:217-239 (1997); Santalucia et al., J. Am.
 Chem. Soc. 113:4313-4322 (1991)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て
い る )、 そ れ ゆ え に 、 ミ ス マ ッ チ し た ds-DNA(ds'-DNA)に つ い て は 、 完 全 に マ ッ チ し た ds-D
NAに つ い て よ り 速 い と い う 事 実 が 利 用 さ れ た 。 試 験 溶 液 由 来 の ds-DNAを 、 金 コ ロ イ ド お よ
び 塩 /緩 衝 溶 液 を 加 え る 前 に 、 塩 を 含 ま な い 水 に お い て 短 時 間 だ け 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
よ う に さ せ て お い た 。 ア ッ セ イ を 行 う 2分 前 ま で 待 っ て 、 完 全 に マ ッ チ し た ds-DNAセ グ メ
ン ト
　
　
お よ び そ れ の 相 補 体 )と 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ し た ds-DNAセ グ メ ン ト
　
　
　
と の 間 で 明 ら か な 色 の 違 い が 観 察 さ れ た (図 6D)。 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ま た 、 単 に
緩 衝 /塩 溶 液 の 導 入 を 遅 ら せ る だ け で 、 金 コ ロ イ ド 溶 液 に お い て な さ れ う る が 、 ds-DNAは
、 水 に お い て よ り コ ロ イ ド 溶 液 に お い て 安 定 で あ る こ と が 見 出 さ れ 、 金 コ ロ イ ド に お い て
10分 後 、 ア ッ セ イ に よ り 判 定 さ れ た 場 合 、 有 意 な 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は な か っ た 。
一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ し た DNAセ グ メ ン ト は 、 5分 後 に 明 ら か な 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
示 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 溶 液 お よ び 金 コ ロ イ ド の 混 合 物 を 、 緩 衝 /塩 溶 液 と 混 合 す る
前 に 1分 間 ま た は 2分 間 、 超 音 波 に か け る こ と は 、 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 加 速 し 、 ds
-DNAと ds'-DNAの 間 の 優 れ た 対 比 を 与 え た (図 6E)。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ss-DNAお よ び ds-DNAは 、 そ れ ら の 静 電 気 的 性 質 に よ り 金 ナ ノ 粒 子 上 に 吸 着 す る 異 な る 性
向 を も つ こ と が 実 証 さ れ た 。 こ れ は 、 市 販 さ れ て い る 材 料 の み を 用 い る 、 10分 も か か ら な
い 、 検 出 装 置 を 必 要 と し な い 、 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ に 対 し て 感 受 性 が あ る 、 か つ 濃 度 ま た は
長 さ ミ ス マ ッ チ の 適 度 な 寛 容 性 が あ る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 認 識 ア ッ セ イ 法 を 設 計 す る た
め に 用 い ら れ た 。 記 載 さ れ た ア ッ セ イ 法 は 、 そ れ の 速 さ お よ び 平 易 さ の ほ か に さ ら な る 利
点 を も つ 。 DNAの 静 電 気 的 性 質 を 利 用 し う る 能 力 の た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 検 出
か ら 分 離 さ れ る の で 、 DNA結 合 の 動 力 学 お よ び 熱 力 学 は 、 プ ロ ー ブ の 官 能 性 を も た せ た 表
面 に 関 連 し た 立 体 的 束 縛 に よ り か き 乱 さ れ な い 。 さ ら に 、 ア ッ セ イ 法 は 、 も っ ぱ ら 液 相 で
起 こ る た め 均 一 で 、 マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト の 標 準 的 ロ ボ ッ ト 操 作 を 用 い て 自 動 化 す る の
を 簡 単 に さ せ る 特 徴 を も つ 。 ss-DNAを 金 粒 子 上 に 異 な っ て 吸 着 す る 能 力 は ま た 、 分 析 物 の
タ グ 付 け を な お も 避 け る 、 蛍 光 に 基 づ い た 感 度 の 高 い ア ッ セ イ 法 の 基 礎 を 形 成 し う る 。 プ
ロ ー ブ 鎖 上 に 組 み 入 れ ら れ た 蛍 光 色 素 に 関 し て 、 ss-DNAの 蛍 光 は 、 蛍 光 が 消 光 さ れ る 金 ナ
ノ 粒 子 近 く に あ る よ う に 色 素 を 強 要 す る た め 、 図 4Aの よ う に 選 択 的 に 消 光 さ れ う る (Duber
tret et al., Nature Biotechnol. 19:365-370 (2001); Du et al., J. Am. Chem. Soc. 
125:4012-4013 (2003)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 し か
し な が ら 、 タ グ 付 き の プ ロ ー ブ ss-DNAが 標 的 に 結 合 す る 場 合 に は 、 そ の ds-DNAは 金 に 吸 着
せ ず 、 蛍 光 は 持 続 す る 。
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【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 2～ 6に つ い て の 材 料 お よ び 方 法
　 13 nmを も つ 金 粒 子 は 、 HAuCl 4 の 還 元 に よ り 合 成 さ れ た (Gradar et al., Anal. Chem. 6
7:735-743 (1995)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 簡 単 に は
、 1 mM HAuCl 4 の 500 mLを 激 し く 撹 拌 し な が ら 、 沸 き 返 る ほ ど 沸 騰 さ せ た 。 38.8 mM ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム の 50 mLを 素 速 く 溶 液 に 添 加 し 、 沸 騰 を 10分 間 、 続 け た 。 そ の 後 、 加 熱 マ
ン ト ル を 除 去 し 、 撹 拌 を さ ら に 15分 間 、 続 け た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 す べ て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 MWG Biotech, Inc. (High Point, NC)か ら 購 入 さ れ 、
さ ら に 精 製 す る こ と は な か っ た 。 プ ロ ー ブ は 、 0.3 M NaClを 含 む 10 mM リ ン 酸 緩 衝 溶 液 に
お い て 、 室 温 ま た は 適 切 な 温 度 で 5分 間 よ り 多 く 、 標 的 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 実 施 例 2に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ お よ び 標 的 は 以 下 の と お り で あ る ：
ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 標 識 プ ロ ー ブ ：
　
　
；
お よ び 標 的 核 酸 ：
　
　
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 実 施 例 3お よ び 4に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ お よ び 標 的 は 以 下 の と お り で あ る ：
ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 標 識 プ ロ ー ブ ：
　
　
；
相 補 性 標 的 A：
　
　
　
；
相 補 的 標 的 B：
　
　
　
； お よ び
非 相 補 的 標 的 C：
　
　
　
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 実 施 例 5に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ お よ び 標 的 は 以 下 の と お り で あ る ：
ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 標 識 プ ロ ー ブ ：
　
　
；
相 補 的 標 的 A'：
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； お よ び
相 補 的 標 的 B'：
　
　
　
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 実 施 例 6に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ お よ び 標 的 は 以 下 の と お り で あ る ：
ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 標 識 プ ロ ー ブ 1：
　
　
；
相 補 的 標 的 1： プ ロ ー ブ 1の 相 補 体 ；
Cy5標 識 プ ロ ー ブ 2：
　
　
；
相 補 的 標 的 2： プ ロ ー ブ 2の 相 補 体 ； お よ び
非 相 補 的 標 的 ：
　
　
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 溶 液 の 画 分 を 、 17 nM 金 コ ロ イ ド 溶 液 の 500 μ Lに 加 え 、 特 定 の 説
明 が な い 場 合 に は 、 0.1 M 食 塩 水  10 mM リ ン 酸 緩 衝 溶 液 の も う 500 μ Lを 加 え た 。 こ の 混
合 物 の 蛍 光 は 、 蛍 光 計 ま た は 蛍 光 顕 微 鏡 の い ず れ か 、 お よ び カ メ ラ を 用 い て 直 ち に 記 録 さ
れ た 。 蛍 光 ス ペ ク ト ル は 、 570 nmで の 励 起 で 蛍 光 計 で 測 定 さ れ 、 特 定 の 説 明 が な い 限 り 4 
nm帯 域 に 設 定 さ れ た ス リ ッ ト で 585 nmか ら 680 nmま で の 発 光 範 囲 が 与 え ら れ た 。 蛍 光 画 像
は 、 ノ ッ チ フ イ ル タ ー お よ び 狭 い 帯 域 干 渉 フ ィ ル タ ー を 備 え た 蛍 光 共 焦 点 顕 微 鏡 で 記 録 さ
れ た 。 蛍 光 は 、 532 nm レ ー ザ ー 源 に よ り 励 起 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
実 施 例 2　 － 　 色 素 タ グ 付 き の 一 本 鎖 DNAお よ び 二 本 鎖 DNAの 示 差 的 蛍 光 消 光
　 5'末 端 に 共 有 結 合 性 に 付 着 し た ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ た DNAオ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド が プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ た 。 プ ロ ー ブ の μ M溶 液 の 数 マ イ ク ロ リ ッ ト ル を 、 0.3
 M NaClを 含 む 10 mM リ ン 酸 緩 衝 液 に お け る 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と し て の 標 的 配
列 に 曝 露 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を コ ロ イ ド 金 懸 濁 液 に 加 え 、 ds-DNAを 安 定 化
さ せ る の を 補 助 す る た め に さ ら に リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 を 加 え た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 図 7Aは 、 相 補 的 お よ び 非 相 補 的 標 的 を 含 む 試 験 溶 液 か ら の フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス を 比 較 す
る 測 定 の 結 果 を 図 示 し て い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い プ ロ ー ブ は 金 ナ ノ 粒 子 上 に 効 率
的 に 吸 着 し て 、 そ れ ら の 蛍 光 が 消 光 さ れ る た め 、 100:1よ り 大 き い 蛍 光 対 比 が 観 察 さ れ た
。 吸 着 機 構 は 、 上 の 実 施 例 1に 考 察 さ れ て い る よ う に 、 完 全 に 静 電 気 性 で あ る 。 吸 着 お よ
び 付 随 し た 蛍 光 消 光 は 不 可 逆 性 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 お よ び 塩 の 金 コ ロ イ ド へ の 添 加 は 、 最 終 的 に コ ロ イ ド
の 凝 集 を 引 き 起 こ す 。 後 者 は 沈 殿 へ 導 く の で 、 ナ ノ 粒 子 は 、 も は や プ ロ ー ブ 蛍 光 の 有 効 な
消 光 剤 で は な い 。 コ ロ イ ド を 安 定 化 さ せ る た め に 関 連 し て い な い ss-DNA鎖 を 用 い る こ と に
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よ り 二 重 鎖 を 満 足 さ せ る の に 十 分 な 塩 で の 条 件 下 で 凝 集 か ら コ ロ イ ド を 保 護 す る こ と が 可
能 で あ る 。 し か し な が ら 、 図 7Aの デ ー タ は 、 蛍 光 測 定 が 約 15分 間 以 内 に な さ れ る 限 り 、 こ
れ は 必 要 で は な い こ と を 図 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 溶 液 の 比 較 的 大 き な 容 量 が 典 型 的 蛍 光 計 に 必 要 と さ れ る た め 、 同 じ 測 定 プ ロ ト コ ー ル を
用 い る 方 法 の 感 度 を 評 価 す る こ と は 実 際 的 で は な い 。 図 7Bは 、 た っ た 0.1フ ェ ム ト モ ル の
標 的 を 含 む 溶 液 の 非 常 に 小 さ い ア リ コ ー ト の 蛍 光 を 測 定 す る こ と を 図 示 し て お り 、 こ れ は
、 蛍 光 顕 微 鏡 お よ び カ メ ラ で 容 易 に 検 出 さ れ る 。 方 法 は 本 質 的 に 零 位 法 で あ る た め 、 そ れ
が 、 標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 10コ ピ ー (0.1ア ト モ ル )よ り 少 な い と こ ろ ま で 下 が っ て の
比 較 的 簡 単 な 蛍 光 検 出 に 用 い ら れ う る こ と は 理 に か な っ て い る (Cao et al., Science 297
:1536-1540 (2002)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
実 施 例 3　 － 　 長 い 標 的 配 列 へ の 適 用
　 ゲ ノ ム 分 析 に つ い て 、 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り ず っ と 長 い DNA標 的 上 で 特 定
の 配 列 を 検 出 す る こ と が 望 ま し い 。 こ れ ら は 、 臨 床 試 料 か ら 直 接 的 に 、 ま た は PCRを 用 い
て 増 幅 さ れ た 試 料 か ら 引 き 出 さ れ う る 。 図 8Aは 、 長 い 標 的 の 部 分 へ の マ ッ チ を 検 出 す る た
め の 原 理 の 証 明 で あ る 。 標 的 の 大 き な 部 分 が 一 本 鎖 の ま ま で あ り 、 か つ お そ ら く ss-DNAの
静 電 気 的 性 質 を も つ と 思 わ れ る と い う 事 実 に も か か わ ら ず 、 ア ッ セ イ 法 は 、 こ れ ら の 長 い
標 的 が 短 い 色 素 タ グ 付 き プ ロ ー ブ に 相 補 的 な 配 列 を 含 む か ど う か を 判 定 す る た め に 用 い ら
れ う る 。 こ の 場 合 、 吸 着 お よ び 消 光 が 観 察 さ れ な い 理 由 は 、 本 明 細 書 の 実 施 例 7に 述 べ ら
れ て い る よ う に 、 長 い ss-DNA配 列 は 、 よ り ず っ と ゆ っ く り し た 速 度 で 金 ナ ノ 粒 子 上 に 吸 着
す る こ と で あ る 。 従 っ て 、 技 術 は 、 短 い 色 素 タ グ 付 き プ ロ ー ブ (<25マ ー )が 用 い ら れ る 場
合 、 最 も 実 際 的 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
実 施 例 4　 － 　 標 的 配 列 の 混 合 物 へ の 適 用
　 ア ッ セ イ 法 の 唯 一 の 必 要 条 件 は 、 分 析 物 に お い て 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い ss-D
NAプ ロ ー ブ が 金 に 吸 着 し 、 消 光 さ れ る こ と で あ る た め 、 唯 一 の 制 約 は 、 コ ロ イ ド 金 の 量 が
す べ て の プ ロ ー ブ DNAを 吸 着 す る の に 十 分 で な け れ ば な ら な い こ と で あ る 。 そ れ ゆ え に 、
ア ッ セ イ 法 は 、 図 8Bの デ ー タ に よ り 実 証 さ れ て い る よ う に 、 DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 複
合 混 合 物 に お い て さ え も 標 的 鎖 が 存 在 す る か ど う か を 判 定 す る よ う に 働 き う る 。 そ の 場 合
、 標 的 配 列 の 存 在 を 検 証 す る た め に 、 1%相 補 的 標 的 が 99%非 相 補 的 標 的 と 混 合 さ れ た 。 感
度 と 共 に 、 ア ッ セ イ 法 の 混 合 物 に 対 す る 寛 容 性 は 、 そ れ が PCRに よ る 標 的 増 幅 な し に 用 い
ら れ る 可 能 性 を 与 え る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 5　 － 　 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ 検 出
　 完 全 に マ ッ チ し た 対 照 を 導 入 し 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 性 試 験 で そ の 2つ を 比 較 す る こ と に
よ り 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 検 出 す る よ う に 技 術 を 適 応 さ せ る こ と は 簡 単 で あ る 。 例 証 的 目 的
の た め に 、 一 塩 基 だ け 異 な る 2つ の 異 な る 標 的 配 列 が 用 い ら れ た 。 こ れ ら の う ち の 1つ は 、
色 素 タ グ 付 き プ ロ ー ブ と 完 全 に マ ッ チ す る 。 唯 一 の 手 順 の 違 い は 、 2つ の 試 験 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 金 コ ロ イ ド へ 導 入 す る 前 に 、 そ れ ら は 、 46℃ 、 ミ ス マ ッ チ に つ い て の
融 解 温 度 よ り 上 で か つ 完 全 マ ッ チ に つ い て の よ り 下 で あ る 温 度 、 で 5分 間 、 そ れ ぞ れ 維 持
さ れ る こ と で あ る 。 ミ ス マ ッ チ し た 鎖 は 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ り 、 蛍 光 が 消 光 さ
れ う る 一 本 鎖 プ ロ ー ブ を 放 出 す る 。 ミ ス マ ッ チ を も つ 試 料 は 、 そ れ ゆ え に 、 完 全 に マ ッ チ
し た 標 的 よ り ず っ と 少 な い フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス を 示 す 。 図 9は 、 中 間 部 分 に お い て プ ロ ー
ブ に 相 補 的 な 一 つ の 長 い 標 的 、 お よ び 1つ の 末 端 に お い て プ ロ ー ブ に 相 補 的 な も う 一 つ の
長 い 標 的 に よ る 検 出 を 示 し て い る 。 こ の 手 順 は 、 ゲ ノ ム DNAに お け る 一 塩 基 多 型 の 迅 速 な
検 出 に 適 用 で き 、 現 在 、 標 準 的 プ ロ ト コ ー ル で あ る 時 間 の か か る 高 価 な ゲ ル シ ー ケ ン シ ン
グ 手 順 を 排 除 す る こ と へ の 興 奮 す る よ う な 将 来 的 展 望 が あ る と 思 わ れ る (Rolfs et al., P
CR: Clinical Diagnostics and Research, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg (1992)
、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 実 際 に は 、 も ち ろ ん 、 2つ の
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異 な る プ ロ ー ブ 鎖 配 列 を 用 い て 、 野 生 型 配 列 に 相 補 的 な プ ロ ー ブ を 、 標 的 に さ れ た 位 置 に
一 塩 基 ミ ス マ ッ チ を も つ も の と 比 較 す る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
実 施 例 6　 － 　 同 時 的 複 数 標 的 検 出
　 示 差 的 消 光 ア ッ セ イ 法 は ま た 、 単 一 の 標 的 上 の い く つ か の 配 列 ま た は い く つ か の 標 的 を
同 時 に 探 す よ う に 多 重 化 さ れ う る 。 図 10は 、 2つ の 異 な る 色 素 を も つ 2つ の 異 な る プ ロ ー ブ
が 標 的 の 混 合 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ れ を 図 示 し て い る 。 分 光 器 に よ る 検 出 が 用 い ら れ
る 場 合 に は 、 こ の ア プ ロ ー チ を 、 通 常 の 色 素 を も つ 5つ ま た は 6つ の 標 的 ま で 、 お よ び 鮮 明
な 発 光 を 有 す る 半 導 体 ナ ノ 粒 子 フ ル オ ロ フ ォ ア を も つ よ り い っ そ う 多 く ま で 拡 大 す る こ と
を 想 像 す る の は 妥 当 と 思 わ れ る 。 こ れ は 、 も ち ろ ん 、 こ れ ら が 、 方 法 の 基 礎 で あ る 絶 対 必
要 な 静 電 学 を 混 乱 さ せ な い こ と を 前 提 と す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 要 約 す れ ば 、 こ れ ら の 実 験 は 、 ss-DNAお よ び ds-DNAの 静 電 気 的 性 質 に お け る 違 い に 基 づ
い た DNA配 列 認 識 の た め の 簡 単 な ア ッ セ イ 法 を 実 証 し て い る 。 特 定 の 塩 濃 度 に つ い て 、 ss-
DNAは ク エ ン 酸 コ ー テ ィ ン グ 化 金 ナ ノ 粒 子 上 に 吸 着 す る が 、 ds-DNAは 吸 着 せ ず 、 こ の 事 実
は 、 色 素 タ グ 付 き ss-DNAプ ロ ー ブ の 蛍 光 を 区 別 し て 消 光 す る た め に 利 用 さ れ う る 。 方 法 は
標 的 修 飾 を 必 要 と し な い 、 た だ 市 販 さ れ て い る 材 料 を 用 い る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合
物 を 含 む 分 析 物 に つ い て 働 く 、 お よ び 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ の 検 出 に 適 用 さ れ う る 。 お そ ら く
、 ア プ ロ ー チ の 最 も 魅 力 的 な 特 徴 は 、 そ れ の 速 度 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 は
最 適 化 条 件 下 の 溶 液 中 で 起 こ り 、 検 出 段 階 か ら 分 離 さ れ て い る た め 、 全 体 の ア ッ セ イ は 10
分 未 満 内 に 完 了 さ れ う る 。 DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 0.1フ ェ ム ト モ ル 未 満 に 対 す る 感 受 性
が 実 証 さ れ た が 、 方 法 は ほ ぼ 零 位 法 で あ り 、 蛍 光 検 出 に 頼 っ て い る た め 、 数 桁 、 こ れ を 向
上 さ せ る こ と は お そ ら く 可 能 で あ る 。 方 法 が 病 原 体 検 出 、 SNPsの 臨 床 的 分 析 お よ び 生 体 分
子 研 究 へ の 適 用 へ の 大 い な る 見 込 み を も つ こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
実 施 例 7～ 9に つ い て の 材 料 お よ び 方 法
　 す べ て の 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 MWG Biotech, Inc. (High Point, NC)か ら
購 入 さ れ 、 さ ら に 精 製 す る こ と な く 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 金 ナ ノ 粒 子 の コ ロ イ ド 溶 液 は 、 Grabar et al., Anal. Chem. 67:735-743 (1995)(全 体
が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )に 記 載 さ れ た 手 順 に 従 っ て 合 成 さ れ た 。 簡
単 に は 、 1 mM HAuCl 4 (Alfa Aesar, Ward Hill, MA)の 250 mLを 撹 拌 し な が ら そ れ の 沸 点 ま
で 加 熱 し た 。 38.8 mM ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Alfa Aesar, Ward Hill, MA)の 25 mLを 沸 騰 溶
液 に 素 速 く 添 加 し 、 同 時 に も う 15分 間 、 溶 液 を 煮 沸 か つ 撹 拌 し 続 け た 。 溶 液 を 室 温 ま で 冷
却 し 、 使 用 の た め に 無 期 限 に 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ の 研 究 に お け る す べ て の 写 真 は 、 Canon PowerShot S30デ ジ タ ル カ メ ラ で 記 録 さ れ た
。 吸 収 ス ペ ク ト ル は 、 Perkin Elmer UV/VIS/NIRス ペ ク ト ロ メ ー タ ー ラ ム ダ 19で 記 録 さ れ
た 。 2 mmま た は 5 mm路 長 を も つ 水 晶 セ ル が 用 い ら れ 、 水 が 参 照 と し て 用 い ら れ た 。 蛍 光 ス
ペ ク ト ル お よ び 強 度 対 時 間 は 、 そ れ ぞ れ 、 4 nm帯 域 に 設 定 さ れ た ス リ ッ ト を 以 て 、 570 nm
で の 励 起 お よ び 590 nmで の 発 光 で Jobin-Yvon Fluorolog-3ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー で 記 録 さ れ
た 。 1 cm路 長 お よ び 前 面 収 集 を も つ 水 晶 セ ル が 蛍 光 測 定 の た め に 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
実 施 例 7　 － 　 ss-DNAの 金 ナ ノ 粒 子 へ の 吸 着 に 対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 長 お よ
び 温 度 の 影 響
　 ss-DNAの 金 ナ ノ 粒 子 凝 集 へ の 効 果 を 研 究 す る た め に 、 300 μ L 金 コ ロ イ ド を 、 0.2 M Na
Clを 含 む 10 mM PBSの 10 μ Lに お け る 300ピ コ モ ル 24マ ー ss-DNA
　
　
と 混 合 し 、 そ の 後 、 0.2 M NaClを 含 む 10 mM PBSの 100 μ Lを 添 加 し た 。 比 較 の た め に 、 10
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0 μ L 脱 イ オ ン 水 を 、 0.2 M NaCl含 有 10 mM PBSの 100 μ Lと 、 300 μ L 金 コ ロ イ ド と 、 別
々 に 、 混 合 し た 。 吸 収 ス ペ ク ト ル は 、 2 mm路 長 の セ ル で 記 録 さ れ 、 混 合 物 の 写 真 が 撮 ら れ
た 。 ス ペ ク ト ル は 経 時 的 に 安 定 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 配 列 長 依 存 性 の ss-DNAの 金 ナ ノ 粒 子 へ の 吸 着 を 調 べ る た め に 、 5'末 端 に ロ ー ダ ミ ン レ ッ
ド タ グ を も つ 2 μ L(2 μ M)ss-DNAを 13 nm金 コ ロ イ ド の 1000 μ Lへ 加 え た 。 ss-DNA配 列 は
、 10マ ー
　
　
、 24マ ー
　
　
お よ び 50マ ー
　
　
　
で あ っ た 。 蛍 光 強 度 対 時 間 は 、 蛍 光 計 で 記 録 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ss-DNA吸 着 の 温 度 依 存 性 を 研 究 す る た め に 、 2 μ L(100 μ M)50マ ー ss-DNAお よ び 13 nm 
金 コ ロ イ ド の 300 μ Lを 22℃ 、 45℃ 、 70℃ お よ び 95℃ ま で 、 そ れ ぞ れ 、 2分 間 、 加 熱 し た 。
0.2 M NaClを 含 む 22℃ に お け る 10 mM PBSの 300 μ Lの 溶 液 を す ぐ に 加 え 、 吸 収 ス ペ ク ト ル
を 5 mm路 長 セ ル で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 短 い お よ び 長 い ss-DNA混 合 物 の 吸 着 を 研 究 す る た め に 、 2 μ M ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 標 識 15
マ ー
　
　
の 4 μ Lを 、 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 、 0.3 M NaCl(2 μ M濃 度 に お け る 4 μ L
)を 含 む 10 mM PBSに お け る 3つ の 異 な る 50マ ー (配 列 下 記 )の そ れ ぞ れ と 混 合 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 中 央 に お い て 15マ ー に 相 補 的 な
　
　
　
；
　 末 端 に お い て 15マ ー に 相 補 的 な
　
　
　
。
　 15マ ー に 非 相 補 的 な
　
　
　
。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 5分 後 、 各 溶 液 を 、 13 nm 金 コ ロ イ ド の 1 mL、 お よ び 0.1
 M NaClを 含 む 10 mM PBSの 追 加 の 0.4 mLと 混 合 し 、 そ の 結 果 生 じ た 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 蛍 光
計 で 記 録 し た 。 300 μ L 金 コ ロ イ ド 、 6 μ L(20 μ M)ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た DNA溶 液 お よ び 0.
2 M NaClを 含 む 10 mM PBSの 300 μ Lの 混 合 物 の 色 写 真 を 、 非 標 識 の 同 じ 配 列 の 15マ ー な し
で Canon S-30カ メ ラ で 撮 っ た 。
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【 ０ ０ ９ ８ 】
　 金 コ ロ イ ド の 色 は 、 懸 濁 液 に お け る ナ ノ 粒 子 の 凝 集 の 程 度 に 対 し て 非 常 に 感 度 が 高 く (Q
uinten et al., Surf. Sci. 172:557 (1986); Lazarides et al., J. Phys. Chem. B 104
:460 (2000); Storhoff et al., J. Am. Chem. Soc. 122:4640-4650 (2000)、 そ れ は 全 体
が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )、 凝 集 は 、 塩 の よ う な 電 解 質 で 容 易 に 引 き
起 こ さ れ う る (Hunter, Foundations of Colloid Science, Oxford University Press Inc
., New York (2001); Shaw, Colloid and Surface Chemeistry, Butterworth-Heinemann 
Ltd., Oxford (1991)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 こ の 現
象 は 、 吸 収 分 光 分 析 法 ま た は 視 覚 的 観 察 に よ り 容 易 に モ ニ タ ー さ れ う る 。 水 溶 液 中 の 金 ナ
ノ 粒 子 (直 径 13 nm)は 、 負 に 帯 電 し た ク エ ン 酸 イ オ ン の コ ー テ ィ ン グ に よ り 凝 集 に 対 し て
安 定 化 さ れ る (Bloomfield et al., Nucleic Acids: Structures, Properties, and Funct
ions, University Science Books, Sausalito, California (1999)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 個 々 の 粒 子 と し て 、 金 ナ ノ 粒 子 は 、 520 nmに 表 面
プ ラ ズ マ 共 鳴 吸 収 ピ ー ク を も ち (図 11A： 赤 色 )、 ピ ン ク 色 に 見 え る (図 11A、 挿 入 写 真 ： 左
バ イ ア ル )。 金 ナ ノ 粒 子 の 即 時 の 凝 集 は 、 十 分 な 塩 が 加 え ら れ 、 イ オ ン コ ー テ ィ ン グ 化 金
ナ ノ 粒 子 間 の 静 電 気 的 斥 力 を 遮 蔽 す る 場 合 に 起 こ る 。 結 果 は 、 広 い 特 色 の な い 吸 収 ス ペ ク
ト ル (図 11A： 青 色 )、 お よ び 金 ナ ノ 粒 子 凝 集 体 の 表 面 プ ラ ズ マ 共 鳴 に 特 有 な 青 灰 色 (図 11A
、 挿 入 写 真 ： 中 央 バ イ ア ル )で あ る (Quinten et al., Surf. Sci. 172:557 (1986); Lazar
ides et al., J. Phys. Chem. B 104:460-467 (2000); Storhoff et al., J. Am. Chem. 
Soc. 122:4640-4650 (2000)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 他 の 状 態 で は 凝 集 を 引 き 起 こ す 塩 の 添 加 の 前 に 十 分 な ss-DNAが 金 コ ロ イ ド へ 加 え ら れ て
い る 場 合 に は 、 塩 は も は や 、 金 ナ ノ 粒 子 の 凝 集 を 引 き 起 こ さ な い こ と が 見 出 さ れ た 。 こ れ
ら の 環 境 下 に お い て 、 金 コ ロ イ ド は そ れ の 吸 収 ス ペ ク ト ル お よ び 色 を 保 持 す る (図 11A： 緑
色 お よ び 挿 入 写 真 ： 右 バ イ ア ル )。 コ ロ イ ド の 安 定 化 に つ い て の 理 由 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 吸 着 し 、 斥 力 を 増 大 さ せ る 金 ナ ノ 粒 子 へ 負 電 荷 を 加 え る こ と で あ る 。 こ の 主 張 は 、
ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド タ グ 付 き ss-DNAを 用 い る 蛍 光 消 光 実 験 に よ り 確 認 さ れ る (図 11B)。 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 金 ナ ノ 粒 子 に 吸 着 す る 場 合 、 色 素 の 金 へ の 近 接 に 伴 っ て 、 蛍 光 消 光 へ 導
く (Maxwell et al., J. Am. Chem. Soc. 124:9606-9612 (2002); Dubertret et al., Nat
. Biotech. 19:365-370 (2001)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る
)。 蛍 光 消 光 実 験 は ま た 、 吸 着 速 度 が 配 列 長 に 依 存 し 、 よ り 短 い 配 列 が 金 ナ ノ 粒 子 に ず っ
と よ り 速 く 貼 り 付 く (図 11B)こ と を 示 す 。 さ ら に 、 温 度 上 昇 は 結 果 と し て よ り 速 い 吸 着 を
生 じ る こ と が 見 出 さ れ て い る (図 11C)。 図 11A～ Dに お け る デ ー タ か ら 推 測 さ れ る 金 ナ ノ 粒
子 上 へ の ss-DNA吸 着 お よ び 金 ナ ノ 粒 子 凝 集 の 両 方 と も 不 可 逆 性 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 負 に 帯 電 し た 金 ナ ノ 粒 子 上 へ の ss-DNAの 吸 着 は 、 ss-DNAが 、 そ れ の 天 然 の 立 体 配 置 に お
い て 、 ら せ ん 状 に 巻 か れ て 、 親 水 性 の 負 に 帯 電 し た リ ン 酸 バ ッ ク ボ ー ン が 水 溶 液 に 最 も 多
く 曝 露 さ れ て い る (Bloomfield et al., Nuclei Acids: Structures, Properties, and Fu
nctions, University Science Books, Sausalito, California (1999)、 そ れ は 全 体 が 参
照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )と い う こ と か ら の 一 般 の 通 念 (Maxwell et al., 
J. Am. Chem. Soc. 124:9606-9612 (2002); Graham et al., Angew. Chem. Int. Ed. 39:
1061 (2000)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )と は 正 反 対 で あ る
。 ss-DNAが 金 ナ ノ 粒 子 へ 貼 り 付 く と い う 事 実 、 加 え て 配 列 長 お よ び 温 度 へ の 依 存 性 は 、 コ
ロ イ ド 科 学 の 理 論 か ら 導 か れ る 単 純 な 絵 で 説 明 さ れ う る (Hunter, Foundations of Colloi
d Science, Oxford University Press Inc., New York (2001); Shaw, Colloid and Surf
ace Chemistry, Butterworth-Heinemann Ltd., Oxford (1991)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 金 ナ ノ 粒 子 お よ び ss-DNAの 両 方 は 、 溶 液 か ら 対 イ オ ン
を 引 き つ け 、 図 12に 概 略 的 に 描 い て い る よ う に 電 子 二 重 層 に よ り 十 分 説 明 さ れ る 。 あ ら ゆ
る 場 合 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ナ ノ 粒 子 の 間 に 引 力 の フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 力 が あ
る 。 静 電 気 力 は 二 極 性 相 互 作 用 に よ る も の で あ り 、 ss-DNAの 立 体 配 置 お よ び 配 向 に 依 存 す
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る 。 一 時 的 な 構 造 的 揺 ら ぎ が 、 ss-DNAの 短 い セ グ メ ン ト が ほ ど け る の を 可 能 に し 、 塩 基 が
金 ナ ノ 粒 子 に 直 面 す る 時 、 静 電 気 力 の 引 力 が 、 ss-DNAを 不 可 逆 性 に 金 へ 吸 着 さ せ る 。 必 須
の 揺 ら ぎ は 、 短 い 配 列 に お い て 、 ら せ ん 状 に 巻 か れ た 形 態 を 強 制 し う る 残 っ て い る 鎖 が ほ
と ん ど な い た め 、 よ り 広 く 行 き 渡 る 。 こ れ ゆ え に 、 短 い ss-DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が よ り
速 く 吸 着 す る 。 同 様 に 、 温 度 の 上 昇 は 、 塩 基 を 露 出 さ せ 、 ら せ ん 状 に 巻 か れ た 構 造 を ほ ど
い て 吸 着 を よ り 速 く さ せ る 揺 ら ぎ を 促 進 す る 。 温 度 の 上 昇 は ま た 、 よ り 長 い DNA鎖 に お け
る 二 次 構 造 を 壊 す よ う に 働 き 、 そ れ に よ り 図 12の 幾 何 学 的 配 置 に よ り 容 易 に 到 達 で き る よ
う に さ せ る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 長 さ 依 存 性 吸 着 は 、 典 型 的 に は 大 き さ で 数 百 個 の 塩 基 対 で あ る PCR増 幅 さ れ た DNA配 列 の
検 出 に 適 切 な ア ッ セ イ 法 を 開 発 す る た め に 利 用 さ れ う る (Reed et al., Practical Skills
 in Biomolecular Sciences, Addison Wesley Longman Limited, Edinburgh Gate, Harlo
w, England (1998); Walker et al., Molecular Biology and Biotechnology, The Royal
 Society of Chemistry, Thomas Graham House, Cambridge, UK (2000)、 そ れ は 全 体 が 参
照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 こ
れ ら が 長 い 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 、 そ れ ら が 金 ナ ノ 粒 子 上 に 迅 速 に は 吸 着 し な い と
い う 考 え で 設 計 さ れ う る 。 そ れ ゆ え に 、 プ ロ ー ブ と 長 い 鎖 の 部 分 と の 間 に 配 列 マ ッ チ が あ
る 場 合 、 そ れ ら は 、 塩 で 引 き 起 こ さ れ る 凝 集 お よ び そ れ に 伴 っ た 色 変 化 を 防 ぐ こ と が で き
な い 。 ま た は 、 短 い プ ロ ー ブ が 蛍 光 標 識 さ れ て い る 場 合 に は 、 そ れ ら の 蛍 光 は 、 そ れ ら が
長 い 標 的 鎖 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 「 縛 り 付 け ら れ て 」 い な い 限 り 、 金 ナ ノ 粒
子 上 へ の 吸 着 に よ り 消 光 さ れ る 。 図 11Dは 、 合 成 50塩 基 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 的 お よ び ロ
ー ダ ミ ン 標 識 15塩 基 プ ロ ー ブ で の こ れ ら の ア ッ セ イ の そ れ ぞ れ に つ い て 原 理 の 証 明 を 図 示
し て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 8　 － 　 PCR増 幅 さ れ た 標 的 cDNAの 検 出
　 University of Rochester Medical Centerの Ming Qi博 士 か ら 入 手 さ れ た ゲ ノ ム DNAは 、
PCR鋳 型 と し て 用 い ら れ た 。 プ ラ イ マ ー は 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
　
　
　
で あ っ た 。 QT延 長 症 候 群 を 示 す KCNE1遺 伝 子 の 特 定 の 領 域 を 、 Promega PCRマ ス タ ー ミ ッ ク
ス (Promega, Madison, WI)に お い て 、 Tag DNAポ リ メ ラ ー ゼ で 、 95℃ で 5 min； 95℃ で 30s
、 56℃ で 30sお よ び 72℃ で 30sの 35サ イ ク ル ； 72℃ で 10 min、 増 幅 し 、 そ の 後 、 4℃ に 保 ち
、 189 bp PCR産 物 を 生 じ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ れ ら の モ デ ル 実 験 後 、 PCR増 幅 DNAの 分 析 に お い て 発 生 す る 重 要 な 問 題 を 扱 う 簡 単 な 比
色 ア ッ セ イ 法 が 設 計 さ れ た 。 第 一 に 、 増 幅 DNAが 所 望 の 配 列 を 含 む か ど う か を 、 プ ロ ー ブ
と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 評 価 す る こ と に よ り 確 か め る こ と が で き る 。 第 二 に 、 増 幅
さ れ た 配 列 に お い て SNPsを 同 定 す る こ と が 簡 単 で あ る 。 す べ て の 実 験 は 、 さ ら に 精 製 す る
こ と な く 、 臨 床 診 断 実 験 室 か ら 得 ら れ た PCR産 物 に お い て 行 わ れ る 。 探 索 さ れ る 配 列 は 、 Q
T延 長 症 候 群 と 呼 ば れ る 致 命 的 心 不 整 脈 の 患 者 研 究 に お い て 採 取 さ れ た ゲ ノ ム DNAか ら 得 ら
れ る (Priori et al., J. Interv. Card. Electr. 9:93 (2003)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 こ の 疾 患 は 、 KCNE1遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 と 関 連 し て
い た (Splawski et al., Circulation 102:1178-1185 (2000)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本
明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 PCR増 幅 さ れ た 配 列 に お け る 点 突 然 変 異 に つ い て の 現 行 の ア ッ セ イ 法 は 、 時 間 の か か る
手 順 、 高 価 な 器 械 類 ま た は 両 方 を 含 む (Reed et al., Practical Skills in Biomolecular
 Sciences, Addison Wesley Longman Limited, Edinburgh Gate, Harlow, England (1998
); Walker et al., Molecular Biology and Biotechnology, The Royal Society of Chem
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istry, Thomas Graham House, Cambridge, UK (2000); Rolfs et al., PCR: Clinical Di
agnostics and Research, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg (1992)、 そ れ は 全 体 が
参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 方 法 は 、 適 切 な 配 列 の 増 幅 、 お よ び そ の PCR
を 行 う た め に 用 い ら れ た 同 じ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー で の SNPsに つ い て の 試 験 結 果 を 検 証 す る
の に 10分 も か か ら な い 。 所 望 の 配 列 の 増 幅 を 確 認 す る た め に 、 図 13Aに 概 略 的 に 図 示 さ れ
た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 。 プ ラ イ マ ー よ り 低 い 融 解 温 度 を も つ 、 所 望 の PCR産 物 に 相 補 的
な 配 列 を 有 す る 2つ の ss-DNAプ ロ ー ブ が 選 択 さ れ 、 こ れ ら を PCR産 物 溶 液 へ 加 え た 。 PCR増
幅 さ れ た ds-DNAは 95℃ で 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ss-DNAを 生 じ る 。 こ れ ら の 混 合 物 は 、 プ ロ
ー ブ が PCR増 幅 配 列 と 、 存 在 し て い る 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る よ う に 、 プ ロ ー ブ
の 融 解 温 度 よ り 下 で ア ニ ー ル さ れ る 。 同 時 に 、 消 費 さ れ な か っ た プ ラ イ マ ー も ま た 、 そ れ
ら が プ ロ ー ブ の よ り 高 い 融 解 温 度 を も つ た め 、 PCR産 物 に 結 合 す る 。 PCR過 程 自 身 に お い て
の よ う に 、 PCR増 幅 さ れ た 相 補 体 の 再 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら の 結 合 位 置 の 競 合 は 、
そ れ が 立 体 的 理 由 で よ り 遅 い の で 、 無 視 し て よ い 。 金 コ ロ イ ド が こ の 混 合 物 に 曝 露 さ れ る
場 合 、 プ ロ ー ブ が 増 幅 さ れ た DNA標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た な ら ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 溶 液 に お け る 塩 は 、 即 時 に 金 ナ ノ 粒 子 凝 集 お よ び 色 変 化 を 引 き 起 こ す (図 13B、 左 バ イ
ア ル )。 PCR産 物 が プ ロ ー ブ に 相 補 的 で な い 、 ま た は PCR増 幅 が 全 く 失 敗 し て い る 場 合 、 プ
ロ ー ブ は 金 ナ ノ 粒 子 へ 吸 着 し 、 凝 集 を 防 ぐ (図 13B、 右 バ イ ア ル )。
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 9　 － 　 PCR増 幅 さ れ た 標 的 cDNAの 配 列 検 出 お よ び 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 検 出
　 配 列 検 出 に つ い て 、 修 飾 さ れ て い な い PCR産 物 の 8 μ Lを 、 0.3 M NaClを 含 む 10 mM PBS
に 2つ の 相 補 的 プ ロ ー ブ か ま た は 2つ の 非 相 補 的 プ ロ ー ブ の い ず れ か を 含 む 1 μ M プ ロ ー ブ
溶 液 の 6 μ Lと 混 合 し た 。 5分 間 の 95℃ で の 変 性 お よ び 1分 間 の 50℃ で の ア ニ ー リ ン グ 後 、 6
0 μ L 金 コ ロ イ ド を 加 え 、 写 真 を 撮 っ た 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 以 下 の と お り で あ る ：
　
　
　
　
　
　
。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ (SNP)検 出 に つ い て 、 8 μ L PCR産 物 を 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ と 重 な っ て
い る 1 μ M プ ロ ー ブ の 6 μ Lと 、 お よ び 8 μ L PCR産 物 を 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ と 重 な っ て い
な い 1 μ M プ ロ ー ブ の 6 μ Lと 、 そ れ ぞ れ 、 混 合 し た 。 混 合 物 を 95℃ で 5分 間 、 加 熱 し 、 50
℃ 、 54℃ お よ び 58℃ で 1分 間 、 そ れ ぞ れ 、 ア ニ ー ル し 、 そ の 後 、 金 コ ロ イ ド の 60 μ Lを 加
え 、 写 真 を 撮 っ た 。 プ ロ ー ブ は 以 下 の と お り で あ っ た ：
　
　
　
(SNPと 重 な っ て い な い )、
　
　
　
(SNPと 重 な っ て い る )。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 検 出 は 、 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ が プ ロ ー ブ の 標 的 配 列 へ の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ま だ な お 許 す た め 、 少 し ば か り 異 な る プ ロ ト コ ー ル を 必 要 と す る 。 特 定 の 配
列 検 出 に 関 す る 、 図 14Aに 描 か れ た 方 針 と 同 じ 概 念 が 用 い ら れ た 。 PCRプ ラ イ マ ー の よ り 低
い 、 同 じ 融 解 温 度 を も つ 4つ の プ ロ ー ブ が 選 択 さ れ た 。 配 列 は 、 標 的 の 野 生 型 配 列 に 相 補
的 で あ る よ う に 選 択 さ れ た 。 プ ロ ー ブ の う ち の 2つ は 、 可 能 性 の あ る 点 突 然 変 異 の 位 置 に
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重 な っ て 結 合 す る が 、 2つ は 、 対 照 と し て 用 い ら れ 、 研 究 中 の SNPに 重 な ら な い 位 置 に 結 合
し た 。 標 的 配 列 上 に 突 然 変 異 が 存 在 す る 場 合 に は 、 突 然 変 異 を カ バ ー す る プ ロ ー ブ は 、 完
全 に マ ッ チ す る よ う に 設 計 さ れ て い る 配 列 に お け る 他 の 場 所 に 位 置 し た 対 照 プ ロ ー ブ よ り
低 い 温 度 で 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ど ち ら の 配 列 の 融 点 よ り も 下 の 温 度 に お い て 、 プ ロ ー
ブ は 、 PCR増 幅 さ れ た DNAに 付 着 し た ま ま で あ り 、 塩 で 引 き 起 こ さ れ る 金 ナ ノ 粒 子 凝 集 を 防
ぐ こ と は で き な い (図 14B： a、 b)。 完 全 お よ び ミ ス マ ッ チ の 配 列 の 両 方 の 融 解 温 度 よ り 上
で は 、 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ど ち ら に つ い て も 起 こ り 、 金 ナ ノ 粒 子 凝 集 は 妨 げ ら れ
る (図 14B： e、 f)。 ミ ス マ ッ チ の 配 列 が 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ り も 上 で あ る が 、 完 全 に
マ ッ チ し た 配 列 が 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ り も 下 の 温 度 に お い て 、 SNPの 存 在 を 示 す 色 の
違 い が 検 出 さ れ る (図 14B： c、 d)。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ss-DNAは 、 長 さ お よ び 温 度 依 存 性 で あ る 速 度 で 金 ナ ノ 粒 子 に 吸 着 す る こ と が 、 こ れ ら の
実 験 に よ り 実 証 さ れ た 。 さ ら に 、 ss-DNAの 金 ナ ノ 粒 子 上 へ の 吸 着 は 、 塩 に 引 き 起 こ さ れ る
凝 集 に 対 し て コ ロ イ ド を 効 果 的 に 安 定 化 さ せ う る 。 こ れ ら の 観 察 は 、 厳 密 に は DNAの 静 電
気 的 性 質 に 基 づ い た 、 PCR増 幅 さ れ た DNAに つ い て の 簡 単 で 速 い 比 色 ア ッ セ イ 法 を 設 計 す る
た め に 利 用 さ れ た 。 ア プ ロ ー チ は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 他 の 複 雑 な シ ー ケ ン シ ン グ 手 順 の
必 要 性 を 排 除 す る 。 そ れ は 、 安 価 な 市 販 さ れ て い る 材 料 で 10分 未 満 内 に 遂 行 さ れ う り 、 PC
Rに 用 い ら れ る プ ロ グ ラ ム 可 能 な サ ー マ ル サ イ ク ラ ー 以 外 の 器 械 類 は 必 要 と さ れ な い 。 方
法 の 重 要 な 特 徴 は 、 チ ッ プ に 基 づ い た ア ッ セ イ 法 (Fodor et al., Nature 364:555-556 (1
993); Chee et al., Science 274:610-614 (1996)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ て い る )ま た は 官 能 性 を も た せ た ナ ノ 粒 子 を 利 用 す る 他 の ア プ ロ ー チ (Elghan
ian et al., Science 277:1078-1081 (1997); Taton et al., Science 289:1757-1760 (2
000); Park et al., Science 295:1503-1506 (2002); Cao et al., Science 297:1536-15
40 (2002); Maxwell et al., J. Am. Chem. Soc. 124:9606-9612 (2002); Dubertret et 
al., Nat Biotech 19:365-370 (2001); Sato et al., J. Am. Chem. Soc. 125:8102-8103
 (2003)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )と 違 っ て 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン が 、 ア ッ セ イ か ら 独 立 し て 制 御 さ れ う る 最 適 化 条 件 下 で 起 こ る こ と で あ る 。
ア ッ セ イ 法 は ま た 、 QT延 長 症 候 群 と し て 知 ら れ て い る 遺 伝 性 心 不 整 脈 に 関 連 し た SNPsに つ
い て ス ク リ ー ニ ン グ す る ゲ ノ ム DNAの 臨 床 試 料 に 適 用 さ れ た 。 こ の ア プ ロ ー チ が PCR増 幅 さ
れ た DNAの 後 処 理 に つ い て の い く つ か の 伝 統 的 な 分 析 方 法 に 取 っ て 代 わ る こ と が で き る こ
と 、 お よ び そ れ が 広 い 適 用 を 見 出 す で あ ろ う こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 10　 － 　 修 飾 RNAプ ロ ー ブ を 用 い た RNA検 出
　 配 列 検 出 に つ い て 、 100 μ M 2'-o-メ チ ル RNAプ ロ ー ブ の 2.4 μ Lを 、 10 mM PBSお よ び 0.
3 M NaCl溶 液 に 1つ の 相 補 的 プ ロ ー ブ か ま た は 1つ の 非 相 補 的 プ ロ ー ブ の い ず れ か を 含 む 10
0 μ M RNA標 的 の 2.4 μ Lと 混 合 し た 。 2分 間 の 95℃ で の 変 性 お よ び 30分 間 の プ ロ ー ブ の 融
解 温 度 よ り 下 の 温 度 で の ア ニ ー リ ン グ 後 、 200 μ L 金 コ ロ イ ド を 加 え 、 写 真 を 撮 っ た 。 RN
Aお よ び 金 コ ロ イ ド の 量 は 、 適 宜 、 増 加 ま た は 減 少 さ れ う る 。 こ の 場 合 、 比 較 的 多 量 の RNA
お よ び 金 が 、 通 常 の ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー で 可 視 ス ペ ク ト ル を 測 定 す る の に 用 い ら れ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 プ ロ ー ブ お よ び 標 的 配 列 は 以 下 の と お り で あ る ：
2'-o-メ チ ル RNAプ ロ ー ブ ：
　
　
；
完 全 に マ ッ チ し た 標 的 ：
　
　
非 相 補 的 標 的 ：
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。
【 ０ １ １ １ 】
　 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ (SNP)検 出 に つ い て 、 100 μ M 2'-o-メ チ ル RNAプ ロ ー ブ 1(標 的 と 完
全 に マ ッ チ し て い る )の 2.4 μ Lを 100 μ M 標 的 の 2.4 μ Lと 、 お よ び 100 μ M 2'-o-メ チ ル
RNAプ ロ ー ブ 2(標 的 と 1ミ ス マ ッ チ )の 2.4 μ Lを 100 μ M 標 的 の 2.4 μ Lと 、 そ れ ぞ れ 、 混
合 し た 。 混 合 物 を 95℃ で 2分 間 、 加 熱 し 、 50℃ お よ び 60℃ で 30分 間 、 そ れ ぞ れ 、 ア ニ ー ル
し 、 そ の 後 、 金 コ ロ イ ド の 200 μ Lを 加 え 、 写 真 を 撮 っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 プ ロ ー ブ お よ び 標 的 配 列 は 以 下 の と お り で あ る ：
2'-o-メ チ ル RNAプ ロ ー ブ ：
　
　
完 全 に マ ッ チ し た 標 的 ：
　
　
1ミ ス マ ッ チ の 標 的 ：
　
　
。
【 ０ １ １ ３ 】
　 図 15A～ Bに 示 さ れ て い る よ う に 、 RNAプ ロ ー ブ は 、 SNPと 野 生 型 配 列 を 効 果 的 に 識 別 す る
た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 11　 － 　 免 疫 PCRプ ロ ト コ ー ル
　 捕 獲 抗 体 、 お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 介 し て ビ オ チ ン 化 DNA分 子 に 連 結 さ れ る ビ オ チ
ン 化 検 出 抗 体 を 用 い る 検 出 プ ロ ト コ ー ル は 、 標 準 的 免 疫 PCR手 順 を 用 い て 抗 原 の 存 在 を 検
出 す る の に 用 い ら れ う る 。 抗 原 が 存 在 す る 場 合 に は 、 PCRは 結 果 と し て 、 ビ オ チ ン 化 DNA分
子 の 増 幅 を 生 じ る 。 抗 原 が 存 在 し た と 仮 定 す れ ば 、 増 幅 さ れ た PCR産 物 は 、 上 記 の 実 施 例
に 記 載 さ れ た 比 色 ま た は 蛍 光 定 量 的 検 出 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 が 本 明 細 書 で 詳 細 に 描 写 お よ び 記 載 さ れ た が 、 様 々 な 改 変 、 追 加 、 置 換 な
ど が 本 発 明 の 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く な さ れ う る こ と は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る
と 思 わ れ 、 そ れ ゆ え に 、 こ れ ら は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 定 義 さ れ て い る 本 発 明 の 範 囲 内 に あ
る と み な さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ６ 】
【 図 １ 】 一 本 鎖 と 二 本 鎖 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 区 別 す る こ と ； お よ び そ の 結 果 と し て 、
選 択 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 検 出 の た め の 比 色 法 の 図 表 示 で あ る 。 円 は 、 コ ロ イ ド 金 属 (例
え ば 、 金 )ナ ノ 粒 子 を 表 す 。
【 図 ２ 】 選 択 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 検 出 の た め の 蛍 光 定 量 的 方 法 の 図 表 示 で あ る 。 パ ネ ル
A、 Bお よ び Dに お け る 赤 色 の 星 は 、 プ ロ ー ブ 鎖 上 の 蛍 光 標 識 か ら の 確 認 で き る (す な わ ち 、
消 光 し て い な い )蛍 光 を 表 す 。 薄 い 緑 色 の 鎖 お よ び 濃 い 緑 色 の 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 、 一 本 鎖 核
酸 分 子 お よ び 二 本 鎖 核 酸 分 子 を 表 す 。 パ ネ ル Cお よ び Dに お け る 円 は 、 金 属 (例 え ば 、 金 )ナ
ノ 粒 子 を 表 す 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 標 的 核 酸 分 子 の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン は 、 金 属 ナ ノ 粒 子 を 導 入 す る 前 に 起 こ る 。 ナ ノ 粒 子 が 、 DNA二 重 鎖 形 成 が 生 じ な か っ た
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 へ 導 入 さ れ る 場 合 、 プ ロ ー ブ 上 の タ グ か ら の 蛍 光 は 消 光 さ れ
る (パ ネ ル C)。 ナ ノ 粒 子 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ た 溶 液 へ 導 入 さ れ る 場 合 、 二
重 鎖 形 成 プ ロ ー ブ 上 の タ グ か ら の 蛍 光 は 観 察 さ れ る (パ ネ ル D)。

10

20

30

40

50

(35) JP 2007-516426 A 2007.6.21



【 図 ３ 】 免 疫 PCRを 本 発 明 の 方 法 と 組 み 合 わ せ た タ ン パ ク 質 検 出 の 概 略 的 プ ロ ト コ ー ル で
あ る 。
【 図 ４ 】 図 4A～ Bは 、 金 ナ ノ 粒 子 上 へ の ss-DNAの 優 先 的 な 吸 着 に つ い て の 証 拠 を 提 供 す る
。 図 4Aは 、 ss-DNA(破 線 )お よ び ds-DNA(実 線 )に 付 着 し た ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド か ら 放 射 さ れ る
蛍 光 の グ ラ フ 式 図 解 で あ る 。 蛍 光 ス ペ ク ト ル は 、 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 (色 素
標 識 ss-DNAの 最 終 濃 度 ： 50 nM)、 金 コ ロ イ ド の 500 μ L、 お よ び 0.1 M NaClを 含 む 10 mM 
リ ン 酸 緩 衝 溶 液 (PBS)の 500 μ Lか ら な る 混 合 物 か ら 記 録 さ れ た 。 ss-DNA(破 線 )曲 線 は 、 プ
ロ ー ブ お よ び そ れ の 非 相 補 的 標 的 (nc-標 的 )を 含 む 混 合 物 か ら 記 録 さ れ た 。 点 曲 線 は 、 プ
ロ ー ブ お よ び そ れ の 相 補 的 標 的 (c-標 的 )を 含 む 混 合 物 か ら 記 録 さ れ た 。 図 4Bは 、 ss-DNA(
実 線 )お よ び ds-DNA(破 線 )上 に タ グ 付 け さ れ た ロ ー ダ ミ ン グ リ ー ン (Rhodamine Green)か ら
の 表 面 増 強 共 鳴 ラ マ ン 散 乱 (「 SERRS」 )の グ ラ フ に よ る 図 解 で あ る 。 SERRSは 、 5ピ コ モ ル
の プ ロ ー ブ お よ び 5ピ コ モ ル の nc-標 的 (実 線 曲 線 )ま た は 5ピ コ モ ル の c-標 的 (破 線 曲 線 )、
な ら び に 0.5 M NaClを 含 む 10 mM PBSの 100 μ L、 加 え て 300 μ L 銀 コ ロ イ ド の 混 合 物 か ら
記 録 さ れ た 。 1645 cm - 1 、 1558 cm - 1 、 1509 cm - 1 お よ び 1363 cm - 1 に お け る ラ マ ン モ ー ド は
、 ロ ー ダ ミ ン グ リ ー ン の コ ア の 芳 香 族 C-C伸 縮 モ ー ド で あ る が 、 1279 cm - 1 お よ び 1182 cm -
1 に お け る ラ マ ン モ ー ド は 、 そ れ ぞ れ 、 ロ ー ダ ミ ン C-O-C伸 縮 お よ び C-C伸 縮 振 動 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5A～ Cは 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 比 色 検 出 を 示 す 。 図 5
Aは 、 金 コ ロ イ ド (菱 形 )、 な ら び に ss-DNA1(円 )、 ss-DNA2(三 角 )お よ び ss-DNA1と ss-DNA2
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら の ds-DNA(四 角 )を そ れ ぞ れ 含 む 混 合 物 の 吸 収 ス ペ ク ト ル を
示 す グ ラ フ で あ る 。 金 コ ロ イ ド は 、 混 合 物 に お い て と 同 じ 濃 度 ま で 水 で 希 釈 さ れ た 。 混 合
物 は 、 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 (塩 緩 衝 溶 液 に お け る 5 μ L(60 μ M)ss-DNA)を 含
み 、 17 nM 金 コ ロ イ ド の 500 μ Lに 加 え ら れ 、 続 い て 10 mM PBSお よ び 0.2 M NaClの 200 μ
Lに 加 え ら れ た 。 図 5Bは 、 700 nmに お け る 吸 光 度 に 対 す る 520 nmに お け る 吸 光 度 の 比 率 対
金 ナ ノ 粒 子 あ た り の DNAの 数 に 表 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 の グ ラ フ に よ る 図 解 で あ
る 。 DNA配 列 お よ び 混 合 物 は 、 DNAの 量 の 変 化 を 除 い て は 、 図 5Aに お い て と 同 じ で あ る 。 図
5Bは 、 重 症 急 性 呼 吸 器 症 候 群 (「 SARS」 )ウ イ ル ス に 特 有 の DNA配 列 断 片 の 比 色 検 出 を 示 す
写 真 で あ る (Drosten et al., The New England Journal of Medicine 348:1967-1976 (20
03)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 す べ て の 溶 液 は 、 120ピ
コ モ ル の プ ロ ー ブ 、 200 μ L 金 コ ロ イ ド 、 な ら び に 10 mM PBSお よ び 0.2 M NaClの 100 μ L
を 含 ん だ 。 溶 液 に お い て の プ ロ ー ブ の 量 に 対 す る 標 的 の 量 の 比 率 は 、 そ れ ぞ れ 、 0、 0.2、
0.4、 0.6お よ び 1(左 か ら 右 へ )で あ っ た 。
【 図 ６ 】 図 6A～ Eは 、 混 合 物 、 低 濃 度 、 低 量 に お け る 、 お よ び 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ を も つ 標
的 の 比 色 検 出 を 示 す 。 図 6Aは 、 混 合 物 に お け る 標 的 配 列 の 検 出 を 示 す 写 真 で あ る 。 試 験 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 3.5 μ Lを 金 コ ロ イ ド の 300 μ Lお よ び 0.2 M NaClを 含 む 10 m
M リ ン 酸 緩 衝 溶 液 の 300 μ Lと 混 合 し た 。 左 か ら 右 へ の 溶 液 に 含 ま れ る 相 補 的 標 的 は 、 残
り を 作 り 上 げ て い る 非 相 補 的 標 的 を 含 む 全 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 の 50%、 40%、 30%お よ
び 0%で あ っ た 。 す べ て の 溶 液 は 、 相 補 的 標 的 お よ び 非 相 補 的 標 的 の 合 計 に 等 し い 105ピ コ
モ ル の プ ロ ー ブ を 含 ん だ 。 図 6Bは 、 低 濃 度 溶 液 に お け る 標 的 DNAの 検 出 を 示 す 写 真 で あ る
。 金 コ ロ イ ド の 100 μ Lを 300 μ L 水 に 希 釈 し 、 1 μ L 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液
、 お よ び 0.3 M NaClを 含 む 10 mM リ ン 酸 緩 衝 溶 液 の 300 μ Lと 混 合 し た (最 終 標 的 濃 度 ： 4.
3 nM)。 左 の バ イ ア ル は マ ッ チ し て い な い ss-DNA鎖 を 含 ん だ が 、 右 の バ イ ア ル は 相 補 的 鎖
を 含 ん だ 。 図 6Cは 、 低 量 の 標 的 の 検 出 を 示 す 写 真 で あ る 。 金 コ ロ イ ド の 5 μ Lを 、 0.3 μ M
 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 0.2 μ Lと 混 合 し 、 そ の 後
、 0.2 M NaClを 含 む 10 mM リ ン 酸 緩 衝 溶 液 の 3 μ Lと 混 合 し た 。 そ れ ぞ れ 、 60フ ェ ム ト モ
ル を 含 む 非 相 補 的 ss-DNA(左 )混 合 物 お よ び 相 補 的 ss-DNA(右 )の 結 果 と し て 生 じ た 液 滴 を 、
観 察 の た め に 逆 プ ラ ス チ ッ ク バ イ ア ル 上 に 置 い た 。 図 6Dは 、 水 に お け る 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 速 度 式 に よ る ds-DNAに お け る 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ の 同 定 を 示 す 写 真 で あ る 。 ds-D
NA溶 液 の 1 μ Lを 、 100 μ L 水 に お い て 、 0分 間 、 1分 間 お よ び 2分 間 、 そ れ ぞ れ 、 脱 ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ 、 そ の 後 、 金 ナ ノ 粒 子 の 300 μ lお よ び 0.3 M NaClを 含 む 10 mM リ ン 酸 緩 衝
溶 液 の 300 μ Lと 混 合 し た (最 終 ds-DNA濃 度 ： 0.043 μ M)。 各 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時
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間 群 の 左 バ イ ア ル に お け る 溶 液 は 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を も つ ds-DNAを 含 み 、 右 バ イ ア ル は
完 全 に マ ッ チ し た 標 的 鎖 お よ び プ ロ ー ブ 鎖 を 含 ん だ 。 赤 色 は 、 ds-DNAの 一 部 が 脱 ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し た こ と を 示 す 。 図 6Eは 、 金 コ ロ イ ド に お け る 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 速 度 式 に
よ る 、 ds-DNAに お け る 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ の 同 定 を 示 す 写 真 で あ る 。 1 μ L オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド お よ び 300 μ Lの 金 ナ ノ 粒 子 を 、 0.5分 、 1分 お よ び 2分 、 そ れ ぞ れ 、 超 音 波 処 理 し 、
そ の 後 、 0.3 M NaClを 含 む 10 mM リ ン 酸 緩 衝 溶 液 の 300 μ Lと 混 合 し た (最 終 標 的 濃 度 ： 0.
05 μ M)。 各 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 群 の 左 バ イ ア ル に お け る 溶 液 は 、 一 塩 基 対 ミ
ス マ ッ チ を も つ ds-DNAを 含 み 、 右 バ イ ア ル は 完 全 に マ ッ チ し た 標 的 鎖 お よ び プ ロ ー ブ 鎖 を
含 ん だ 。 赤 色 は 、 ds-DNAの 一 部 が 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た こ と を 示 す 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 、 テ キ ス ト で 同 定 さ れ る 。
【 図 ７ 】 図 7A～ Bは 、 金 ナ ノ 粒 子 が ss-DNA上 に 標 識 さ れ た フ ル オ ロ フ ォ ア か ら の 蛍 光 を 優
先 的 に 消 光 す る こ と を 示 す 。 図 7Aは 、 ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 標 識 さ れ た ss-DNAプ ロ ー ブ お よ び
そ れ の 相 補 的 標 識 (黒 塗 り の 四 角 )ま た は 非 相 補 的 標 的 (白 抜 き の 四 角 )の 5 μ L(10 μ M)試
験 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 溶 液 、 500 μ Lの 金 コ ロ イ ド 、 な ら び に 0.1 M NaClを 含 む 10 mM PBS
の 500 μ Lの 混 合 物 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 7Bは 、 共 焦 点 蛍 光 顕 微 鏡 で
測 定 さ れ た 蛍 光 画 像 強 度 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す グ ラ フ で あ る 。 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
溶 液 の 0.5 μ L(0.1 μ M)を 、 希 釈 さ れ た 金 コ ロ イ ド (脱 イ オ ン 水 で 20倍 に 希 釈 さ れ た )の 50
0 μ Lお よ び 0.1 M NaClを 含 む 10 mM PBSの 500 μ Lと 混 合 し た 。 黒 塗 り の 円 は 、 相 補 的 標
的 を 含 む 混 合 物 の 2 μ Lか ら 記 録 さ れ た ； 白 抜 き の 円 は 、 非 相 補 的 標 的 を 含 む 混 合 物 の 2 
μ Lか ら 記 録 さ れ た 。
【 図 ８ 】 図 8A～ Bは 、 長 い 標 的 お よ び 混 合 物 に お け る 長 い 標 的 の 検 出 を 示 す 。 図 8Aは 、 長
い 標 的 に つ い て 機 能 す る 方 法 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 蛍 光 ス ペ ク ト ル は 、 相 補 的 標 的 a(黒 塗
り の 四 角 )、 相 補 的 標 的 b(白 抜 き の 四 角 )、 お よ び 非 相 補 的 標 的 c(黒 塗 り の 三 角 )を そ れ ぞ
れ 含 む 溶 液 か ら 記 録 さ れ た 。 溶 液 は 、 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 溶 液 の 4 μ L(10 μ M)、 500
 μ L 金 コ ロ イ ド 、 お よ び 0.1 M NaClを 含 む 10 mM PBSの 500 μ Lを 含 ん だ 。 図 8Bは 、 混 合
物 に お け る 長 い 標 的 に つ い て 機 能 す る 方 法 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 蛍 光 ス ペ ク ト ル は 、 1%相
補 的 標 的 a(黒 塗 り の 四 角 )、 1%相 補 的 標 的 b(白 抜 き の 四 角 )、 お よ び 非 相 補 的 標 的 (黒 塗 り
の 三 角 )を そ れ ぞ れ 含 む 混 合 物 か ら 記 録 さ れ た 。 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 溶 液 に お け る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 構 成 要 素 は 、 10ピ コ モ ル の 非 相 補 的 標 的 、 0.5ピ コ モ ル の プ ロ ー ブ 、
お よ び 0.1ピ コ モ ル の 候 補 を 含 ん だ 。 混 合 物 は 、 試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 溶 液 の 0.5 μ L、
500 μ L 金 コ ロ イ ド (250 μ L 水 で 希 釈 さ れ た )、 お よ び 0.1 M NaClを 含 む 10 mM PBSの 500
 μ Lか ら 構 成 さ れ た 。
【 図 ９ 】 図 9A～ Bは 、 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 検 出 を 示 す 。 図 9Aは 、 長 い 標 的 aお よ び 標 的 a'の
中 央 に 結 合 す る プ ロ ー ブ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 9Bは 、 長 い 標 的 bお よ び 相 補 的 標 的 b'の 1
つ の 末 端 に 結 合 す る プ ロ ー ブ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 検 出 の た め の 蛍 光
ス ペ ク ト ル は 、 46℃ 水 浴 で 温 め ら れ た 1 μ L(10 μ M)試 験 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 溶 液 (同 量 の
プ ロ ー ブ お よ び 標 的 )、 500 μ L 金 コ ロ イ ド 、 な ら び に 10 mM PBSお よ び 0.1 M NaClの 500 
μ Lを 含 む 混 合 物 か ら 記 録 さ れ た 。 黒 塗 り の 四 角 は 、 完 全 マ ッ チ し た ds-DNAを 含 む 混 合 物
か ら 記 録 さ れ 、 白 抜 き の 四 角 は 、 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を も つ ds-DNAを 含 む 混 合 物 か ら 記 録
さ れ た 。
【 図 １ ０ 】 図 10A～ Bは 、 同 時 の 複 数 標 的 検 出 を 示 す 。 図 10Aは 、 プ ロ ー ブ 1に タ グ 付 け さ れ
た ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド の 吸 収 極 大 で あ る 570 nmに お け る 励 起 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 10Bは
、 プ ロ ー ブ 2に タ グ 付 け さ れ た cy5の 吸 収 極 大 で あ る 648 nMに お け る 励 起 を 示 す グ ラ フ で あ
る 。 (注 ： 図 10Bに お け る ス ペ ク ト ル (黒 塗 り の 四 角 )の 二 番 目 の ピ ー ク は 、 570 nmに よ り 励
起 さ れ た プ ロ ー ブ 2に タ グ 付 け さ れ た cy5の 発 光 で あ る 。 )
【 図 １ １ 】 図 11A～ Dは 、 金 ナ ノ 粒 子 へ の ss-DNAの 吸 着 を 示 す 。 図 11Aは 、 300 μ L 金 コ ロ
イ ド お よ び 100 μ L 脱 イ オ ン 水 (赤 色 )、 10 mM PBS(0.2 M NaCl)の 100 μ L(青 色 )、 最 初 に
300ピ コ モ ル の 24ベ ー ス の ss-DNA、 そ の 後 10 mM PBS(0.2 M NaCl)の 100 μ L(緑 色 )の 吸 収
ス ペ ク ト ル を グ ラ フ で 示 し て い る 。 図 11Bは 、 4ピ コ モ ル の ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド タ グ 付 き の ss
-DNAの 1000 μ L 金 コ ロ イ ド へ の 添 加 後 の フ ォ ト ル ミ ネ セ ン ス 強 度 対 時 間 を 示 す グ ラ フ で
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あ る 。 10マ ー (赤 色 )、 24マ ー (緑 色 )お よ び 50マ ー (青 色 )。 図 11Cは 、 異 な る 温 度 で 2分 間 、
加 熱 さ れ 、 続 い て 10 mM PBS(0.2 M NaCl)の 300 μ Lを 添 加 さ れ た 、 200ピ コ モ ル の ss-DNA(
50マ ー )お よ び 300 μ Lの 金 ナ ノ 粒 子 の 混 合 物 の 吸 収 ス ペ ク ト ル を グ ラ フ で 示 し て い る 。 22
℃ (青 色 )、 45℃ (シ ア ン 色 )、 70℃ (緑 色 )、 お よ び 95℃ (赤 色 )。 図 11Dは 、 ロ ー ダ ミ ン レ ッ
ド 標 識 さ れ た 15マ ー ss-DNA、 50マ ー ss-DNAお よ び 金 コ ロ イ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 溶 液 の
蛍 光 ス ペ ク ト ル を グ ラ フ で 示 し て お り 、 15マ ー は 、 50マ ー に 、 中 央 で (赤 色 )、 末 端 で (緑
色 )結 合 す る 、 お よ び ど こ へ も 結 合 し な い (青 色 )。 下 の 方 の 挿 入 図 は 、 15マ ー と 50マ ー の
間 の 結 合 位 置 を 概 略 的 に 示 し て い る 。 上 の 方 の 挿 入 図 は 、 15マ ー 上 に 蛍 光 標 識 を も た な い
対 応 す る 混 合 物 (左 か ら 右 へ )の 色 写 真 を 含 む 。
【 図 １ ２ 】 負 に 帯 電 し た 金 属 ナ ノ 粒 子 と ss-DNAの 間 の 相 互 作 用 の 概 略 図 で あ る 。 く さ び 形
様 構 造 (左 )は 、 金 属 ナ ノ 粒 子 を 表 し 、 構 造 (右 )は 、 リ ン 酸 バ ッ ク ボ ー ン (実 線 の 垂 線 )お よ
び ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 (水 平 線 )を 有 す る ss-核 酸 を 表 す 。
【 図 １ ３ 】 PCR増 幅 さ れ た DNA配 列 の 同 定 を 示 す 。 図 13Aは 、 検 出 プ ロ ト コ ー ル の 概 略 図 で
あ る 。 PCR産 物 お よ び プ ロ ー ブ の 混 合 物 を 変 性 し 、 相 補 的 プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 よ り 下 で ア
ニ ー ル し 、 続 い て 金 コ ロ イ ド を 添 加 す る 。 長 い 青 色 お よ び 緑 色 の 線 は 、 PCR増 幅 さ れ た DNA
断 片 を 表 し 、 ピ ン ク 色 お よ び 淡 青 色 の 中 位 の バ ー は 過 剰 の PCRプ ラ イ マ ー を 表 す 。 短 い 青
色 お よ び 緑 色 の バ ー は 、 結 合 し 、 結 果 と し て 金 ナ ノ 粒 子 凝 集 (紫 色 )を 生 じ る 、 相 補 的 プ ロ
ー ブ で あ る 。 短 い 紫 色 お よ び オ レ ン ジ 色 の バ ー は 、 結 合 せ ず 、 金 ナ ノ 粒 子 に 吸 着 し て 、 ナ
ノ 粒 子 凝 集 を 防 ぎ 、 溶 液 を ピ ン ク 色 の ま ま に し て お く 、 非 相 補 的 プ ロ ー ブ で あ る 。 図 13B
は 、 相 補 的 プ ロ ー ブ (a)お よ び 非 相 補 的 プ ロ ー ブ (b)で の 結 果 と し て 生 じ る 溶 液 の 色 写 真 で
あ る 。 8 μ L PCR産 物 、 3.5ピ コ モ ル の プ ロ ー ブ お よ び 70 μ L 金 コ ロ イ ド が 各 バ イ ア ル に
用 い ら れ た 。
【 図 １ ４ 】 図 14A～ Bは 、 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 検 出 を 示 す 。 図 14Aは 、 検 出 方 針 を 示 し て い
る 。 長 い 緑 色 お よ び 青 色 の 線 に お け る 赤 色 ス ポ ッ ト は 、 可 能 性 の あ る SNPの 位 置 を 表 す 。
長 い 緑 色 お よ び 青 色 の 線 は 、 PCR増 幅 さ れ た DNA断 片 の 相 補 的 配 列 で あ る 。 短 い 緑 色 お よ び
青 色 の バ ー は 、 図 示 さ れ て い る よ う に 、 PCR増 幅 さ れ た DNA断 片 の 野 生 型 配 列 の 部 分 に 相 補
的 な プ ロ ー ブ で あ る 。 図 14Bは 、 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ の 検 出 を 示 す 写 真 で あ る 。 バ イ ア ル b
、 dお よ び fは 、 プ ロ ー ブ が 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ に 重 な っ て い る PCR産 物 を 含 み 、 バ イ ア ル a、
cお よ び eは 、 プ ロ ー ブ が 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ に 重 な っ て い な い PCR産 物 を 含 む 。 写 真 は 、 50
℃ (a、 b)、 54℃ (c、 d)お よ び 58℃ (e、 f)で ア ニ ー ル さ れ た 混 合 物 に つ い て 撮 ら れ た 。 8 μ
L PCR産 物 、 3.5ピ コ モ ル の プ ロ ー ブ お よ び 70 μ L 金 コ ロ イ ド が 各 バ イ ア ル に 用 い ら れ た
。
【 図 １ ５ 】 図 15A～ Bは 、 RNAプ ロ ー ブ お よ び RNA標 的 を 用 い る 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 検 出 を 示
し て い る 。 図 15A～ Bに 示 さ れ た 記 号 は 以 下 の と お り で あ る ： ds： 二 重 鎖 ； ds'： ミ ス マ ッ
チ を 含 む 二 重 鎖 ； ss： 対 照 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

(40) JP 2007-516426 A 2007.6.21



【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 1月 17日 (2006.1.17)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 方 法 は 、 生 物 学 的 に 重 要 な 一 塩 基 多 型 の 検 出 に 必 須 で あ る プ ロ ー ブ と 標 的 の 間 の 一 塩 基
対 ミ ス マ ッ チ を 同 定 す る よ う に 容 易 に 適 応 す る (Rolfs et al., PCR: Clinical Diagnosti
cs and Research, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg (1992)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し
て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る )。 ds-DNAの ss-DNA断 片 へ の 解 離 の 速 度 式 は 結 合 強 度 に
依 存 し (Owczarzy et al., Biopolymers 44:217-239 (1997); Santalucia et al., J. Am.
 Chem. Soc. 113:4313-4322 (1991)、 そ れ は 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て
い る )、 そ れ ゆ え に 、 ミ ス マ ッ チ し た ds-DNA(ds'-DNA)に つ い て は 、 完 全 に マ ッ チ し た ds-D
NAに つ い て よ り 速 い と い う 事 実 が 利 用 さ れ た 。 試 験 溶 液 由 来 の ds-DNAを 、 金 コ ロ イ ド お よ
び 塩 /緩 衝 溶 液 を 加 え る 前 に 、 塩 を 含 ま な い 水 に お い て 短 時 間 だ け 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
よ う に さ せ て お い た 。 ア ッ セ イ を 行 う 2分 前 ま で 待 っ て 、 完 全 に マ ッ チ し た ds-DNAセ グ メ
ン ト
　
　
お よ び そ れ の 相 補 体 )と 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ し た ds-DNAセ グ メ ン ト
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と の 間 で 明 ら か な 色 の 違 い が 観 察 さ れ た (図 6D)。 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ま た 、 単 に
緩 衝 /塩 溶 液 の 導 入 を 遅 ら せ る だ け で 、 金 コ ロ イ ド 溶 液 に お い て な さ れ う る が 、 ds-DNAは
、 水 に お い て よ り コ ロ イ ド 溶 液 に お い て 安 定 で あ る こ と が 見 出 さ れ 、 金 コ ロ イ ド に お い て
10分 後 、 ア ッ セ イ に よ り 判 定 さ れ た 場 合 、 有 意 な 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は な か っ た 。
一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ し た DNAセ グ メ ン ト は 、 5分 後 に 明 ら か な 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
示 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 溶 液 お よ び 金 コ ロ イ ド の 混 合 物 を 、 緩 衝 /塩 溶 液 と 混 合 す る
前 に 1分 間 ま た は 2分 間 、 超 音 波 に か け る こ と は 、 脱 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 加 速 し 、 ds
-DNAと ds'-DNAの 間 の 優 れ た 対 比 を 与 え た (図 6E)。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 実 施 例 3お よ び 4に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ お よ び 標 的 は 以 下 の と お り で あ る ：
ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 標 識 プ ロ ー ブ ：
　
　
；
相 補 性 標 的 A：
　
　
　
；
相 補 的 標 的 B：
　
　
　
； お よ び
非 相 補 的 標 的 C：
　
　
　
。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 実 施 例 5に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ お よ び 標 的 は 以 下 の と お り で あ る ：
ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 標 識 プ ロ ー ブ ：
　
　
；
相 補 的 標 的 A'：
　
　
　
； お よ び
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相 補 的 標 的 B'：
　
　
　
。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 実 施 例 6に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ お よ び 標 的 は 以 下 の と お り で あ る ：
ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 標 識 プ ロ ー ブ 1：
　
　
；
相 補 的 標 的 1： プ ロ ー ブ 1の 相 補 体 ；
Cy5標 識 プ ロ ー ブ 2：
　
　
；
相 補 的 標 的 2： プ ロ ー ブ 2の 相 補 体 ； お よ び
非 相 補 的 標 的 ：
　
　
。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 9　 － 　 PCR増 幅 さ れ た 標 的 cDNAの 配 列 検 出 お よ び 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ 検 出
　 配 列 検 出 に つ い て 、 修 飾 さ れ て い な い PCR産 物 の 8 μ Lを 、 0.3 M NaClを 含 む 10 mM PBS
に 2つ の 相 補 的 プ ロ ー ブ か ま た は 2つ の 非 相 補 的 プ ロ ー ブ の い ず れ か を 含 む 1 μ M プ ロ ー ブ
溶 液 の 6 μ Lと 混 合 し た 。 5分 間 の 95℃ で の 変 性 お よ び 1分 間 の 50℃ で の ア ニ ー リ ン グ 後 、 6
0 μ L 金 コ ロ イ ド を 加 え 、 写 真 を 撮 っ た 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 以 下 の と お り で あ る ：
　
　
　
　
　
　
。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

提供了用于检测样品中靶核酸序列的存在或不存在的方法和试剂盒。方
法和试剂盒包括使用金属纳米颗粒和金属纳米颗粒与核酸分子之间的静
电相互作用。该方法依赖于ss-核酸和ds-核酸与金属纳米颗粒的差异相互
作用。比色检测方法利用了与胶体悬浮液中的金属纳米颗粒静电相关的
ss-核酸的能力，以稳定它们抵抗聚集。涉及标记的ss-寡核苷酸探针的荧
光方法将ss-核酸的差异吸附转化为金属纳米颗粒，转化为不与靶杂交的
探针上的荧光标签的差异猝灭。
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