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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】相補的オリゴヌクレオチドプローブがほとんどミスマッチなくハイブリダイズす
ると考えられる支持体上で使用するための複数の捕捉オリゴヌクレオチドプローブを提供
する。
【解決手段】下記方法で作成されたオリゴヌクレオチドアレイ。第1段階は、4つのヌクレ
オチドが互いに結合した複数の四量体の第1のセットを提供する段階を伴い、ここで(1)セ
ット内の各四量体は、セット内のすべての他の四量体と少なくとも2つのヌクレオチド塩
基が異なり、(2)互いに相補的な2つの四量体はセット内に存在せず、(3)回文構造または2
ヌクレオチドの反復である四量体はセット内に存在せず、かつ(4)1以下または3以上のヌ
クレオチドGまたはCを有する四量体はセット内に存在しない。第1のセット内の2つから4
つの四量体の群を共に連結させて、多量体ユニットの集合を形成する、方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
複数の捕捉オリゴヌクレオチドプローブが狭い範囲の融解温度を有する、相補的オリゴヌ
クレオチドプローブがほとんどミスマッチなくハイブリダイズする支持体上で使用するた
めの、複数の捕捉オリゴヌクレオチドプローブの設計方法であり、以下の段階を含む方法
：
(1)セット内の各四量体は、セット内のすべての他の四量体と少なくとも2つのヌクレオチ
ド塩基が異なり、(2)互いに相補的な2つの四量体はセット内に存在せず、(3)回文構造ま
たは2ヌクレオチドの反復である四量体はセット内に存在せず、かつ(4)1以下または3以上
のヌクレオチドGまたはCを有する四量体はセット内に存在しない、4つのヌクレオチドが
互いに結合した複数の四量体の第1のセットを提供する段階；
第1のセット内の2つから4つの四量体群を共に連結させて、多量体ユニットの集合（colle
ction）を形成する段階；
多量体のユニットの集合から、同じ四量体から形成された全ての多量体ユニット、および
多量体ユニットを形成する四量体の数の4倍未満の温度（摂氏）の融解温度を有する全て
の多量体ユニットを除去して、多量体ユニットの修正された集合を形成する段階；
多量体ユニットの修正された集合を、融解温度の順に一覧にして並べる段階；
融解温度の2℃の増分内で、多量体ユニットの修正された集合の順番を、無作為化する（r
andomize）段階；
一覧中の多量体ユニットを交互に、各々が融解温度の順に並べられた第1および第2の亜集
合（sub collection）に分割する段階；
第2の亜集合の順番を逆にする段階；
多量体ユニットの第1の集合を、逆にした多量体ユニットの第2の集合に順に結合させ、二
重多量体ユニットの集合を形成する段階；ならびに
二重多量体ユニットの集合から、(1)四量体の数の11倍未満および四量体の数の15倍を上
回る融解温度（摂氏）を有する二重多量体ユニット、(2)同じ四量体が3つ連結した二重多
量体ユニット、および(3)同じ四量体が中断ありまたはなしで4つ連結した二重多量体ユニ
ットを除去して、二重多量体ユニットの修正された集合を形成する段階。
【請求項２】
以下の段階をさらに含む、請求項1記載の方法：
支持体上で固定化されるべき相補的なオリゴヌクレオチドをその位置で捕捉できるように
、二重多量体ユニットの修正された集合を支持体上の位置に配置する段階。
【請求項３】
二重多量体ユニットの集合が図26に示される、請求項2記載の方法。
【請求項４】
二重多量体ユニットの集合が図27に示される、請求項2記載の方法。
【請求項５】
除去される二重多量体ユニットの集合が、四量体の数の12.5倍未満および四量体の数の14
倍を上回る融解温度（摂氏）を有する、請求項2記載の方法。
【請求項６】
多量体ユニットが12merを有し、二重多量体ユニットが24merを有し、二重多量体ユニット
の融解温度が75℃から84℃である、請求項1記載の方法。
【請求項７】
以下の段階をさらに含む、請求項1記載の方法：
四量体の数の11倍未満および四量体の数の15倍を上回る融解温度（摂氏）を有する二重多
量体ユニットを回収する（reclaim）段階；
回収した二重多量体ユニットの連結を離して、各々が多量体ユニット対を形成する段階；
四量体の数の11倍を上回り、四量体の数の17倍未満の融解温度（摂氏）を有する多量体ユ
ニットを選択する段階；ならびに
選択された多量体ユニットを該方法に再度組み込む段階。
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【請求項８】
請求項7の方法が繰り返される、請求項7記載の方法。
【請求項９】
以下の段階をさらに含む、請求項1記載の方法：
第1のセットおよびその相補体の中の四量体の円順列（circular permutation）を塩基ご
とに産生することによって、複数の四量体の追加の異なるセットを作製する段階。
【請求項１０】
四量体のセットが表1に示されるものおよびその相補体である、請求項1記載の方法。
【請求項１１】
四量体のセットが、表1に示される四量体の1塩基の円順列およびその相補体である、請求
項10記載の方法。
【請求項１２】
四量体のセットが、表1に示される四量体の2塩基の円順列およびその相補体である、請求
項10記載の方法。
【請求項１３】
四量体のセットが、表1に示される四量体の3塩基の円順列およびその相補体である、請求
項10記載の方法。
【請求項１４】
二重多量体ユニットの集合が図26に示される、請求項1記載の方法。
【請求項１５】
二重多量体ユニットの修正された集合が、図27に示される、請求項1記載の方法。
【請求項１６】
二重多量体ユニットの集合が、四量体の数の12.5倍未満および四量体の数の14倍を上回る
融解温度（摂氏）を有する、請求項1記載の方法。
【請求項１７】
以下を含むオリゴヌクレオチドアレイ：
支持体；ならびに
支持体上で固定化されるべき相補的オリゴヌクレオチドが異なる位置で捕捉されるような
、支持体上の異なる位置にある二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合であって、
ここで24℃を上回る狭い温度範囲内で、ほとんどミスマッチなく、相補的オリゴヌクレオ
チドが二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合のメンバーにハイブリダイズすると
考えられ、(1)セット内の各四量体は、セット内のすべての他の四量体と少なくとも2つの
ヌクレオチド塩基が異なり、(2)互いに相補的な2つの四量体はセット内に存在せず、(3)
回文構造または2ヌクレオチドの反復である四量体はセット内に存在しない、二重多量体
ユニットオリゴヌクレオチドは、四量体のセットから形成され、かつ、二重多量体ユニッ
トオリゴヌクレオチドの集合の中から以下のオリゴヌクレオチドが除去されている：(1)
四量体の数の12.5倍未満および四量体の数の14倍を上回る融解温度（摂氏）を有するオリ
ゴヌクレオチド、(2)同じ四量体が3つ連結した二重多量体ユニット、および(3)同じ四量
体が中断ありまたはなしで4つ連結した多量体ユニット。
【請求項１８】
二重多量体ユニットの集合が図26に示される、請求項17記載のオリゴヌクレオチドアレイ
。
【請求項１９】
二重多量体ユニットの集合が、図27に示される、請求項17記載のオリゴヌクレオチドアレ
イ。
【請求項２０】
二重多量体ユニットの集合が、四量体の数の12.5倍未満および四量体の数の14倍を上回る
融解温度（摂氏）を有する、請求項17記載のオリゴヌクレオチドアレイ。
【請求項２１】
二重多量体ユニットが24merを有し、二重多量体ユニットの融解温度が75℃から84℃であ
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る、請求項17記載のオリゴヌクレオチドアレイ。
【請求項２２】
四量体のセットが表6に示されるものおよびその相補体である、請求項17記載のオリゴヌ
クレオチドアレイ。
【請求項２３】
四量体のセットが、表6に示される四量体の1塩基の円順列およびその相補体である、請求
項17記載のオリゴヌクレオチドアレイ。
【請求項２４】
四量体のセットが、表6に示される四量体の2塩基の円順列およびその相補体である、請求
項17記載のオリゴヌクレオチドアレイ。
【請求項２５】
四量体のセットが、表6に示される四量体の3塩基の円順列およびその相補体である、請求
項17記載のオリゴヌクレオチドアレイ。
【請求項２６】
以下の段階を含む、複数の標的ヌクレオチド配列中で、1つまたは複数の単一塩基の変化
、挿入、欠失、または転座により異なる複数の配列のうち1つまたは複数を同定する方法
：
複数の配列の違いを有する1つまたは複数の標的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試
料を提供する段階；
(a)標的特異的部分および位置特定可能な（addressable）アレイ特異的部分を有する第1
のオリゴヌクレオチドプローブ、および(b)標的特異的部分および検出可能なレポーター
標識を有する第2のオリゴヌクレオチドプローブにより各セットが特徴づけられる、複数
のオリゴヌクレオチドプローブセットを提供する段階であって、ここで特定のセット中の
オリゴヌクレオチドプローブは、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接してハイ
ブリダイズする場合、互いに連結するのに適しているが、試料中に存在する他の任意のヌ
クレオチド配列にハイブリダイズする場合は、そのような連結を妨げるミスマッチを有す
る；
リガーゼを提供する段階；
試料、複数のオリゴヌクレオチドプローブセット、およびリガーゼを混合して、混合液を
形成する段階；
任意のハイブリダイズしたオリゴヌクレオチドが標的ヌクレオチド配列から分離される変
性処理および、オリゴヌクレオチドプローブセットが塩基特異的にそれぞれの標的ヌクレ
オチド配列（試料中に存在する場合）上の隣接する位置にハイブリダイズし、互いに連結
して、(a)位置特定可能なアレイ特異的部分、(b)互いに連結された標的特異的部分、およ
び(c)検出可能なレポーター標識を含む連結産物配列を形成するハイブリダイゼーション
処理を含む1回またはそれ以上のリガーゼ検出反応サイクルに混合液を供する段階であっ
て、ここでオリゴヌクレオチドプローブセットは、各々の標的ヌクレオチド配列以外の試
料中のヌクレオチド配列にハイブリダイズしてよいが、1つまたは複数のミスマッチの存
在のために互いに連結せず、変性処理の間に個々に分離する；
異なる位置に固定化された異なる捕捉オリゴヌクレオチドを有する支持体を提供する段階
であって、ここで、捕捉オリゴヌクレオチドは、位置特定可能なアレイ特異的部分に相補
的なヌクレオチド配列を有し、かつ二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合から形
成され、ここで位置特定可能なアレイ特異的部分を有するオリゴヌクレオチドは、多量体
ユニット中の四量体の数の4倍を上回る狭い温度範囲内で、捕捉オリゴヌクレオチドにほ
とんどミスマッチなくハイブリダイズすると考えられ、二重多量体ユニットオリゴヌクレ
オチドは以下のような四量体のセットから形成される：(1)セット内の各四量体は、セッ
ト内のすべての他の四量体と少なくとも2つのヌクレオチド塩基が異なり、(2)互いに相補
的な2つの四量体はセット内に存在せず、(3)回文構造または2ヌクレオチドの反復である
四量体はセット内に存在せず、かつ、二重多量体ユニットの修正された集合を形成するた
めに、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合の中から以下のオリゴヌクレオチド
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が除去されている：(1)四量体の数の11倍の、および四量体の数の15倍を上回る融解温度
（摂氏）を有するオリゴヌクレオチド、(2)同じ四量体が3つ連結した二重多量体ユニット
、ならびに(3)同じ四量体が中断ありまたはなしで4つ連結した二重多量体ユニット；
供する段階の後、位置特定可能なアレイ特異的部分が塩基特異的に捕捉オリゴヌクレオチ
ドにハイブリダイズするのに効果的な条件下で、混合液に支持体を接触させ、それによっ
て、相補的捕捉オリゴヌクレオチドを有する部位において、位置特定可能なアレイ特異的
部分を支持体上で捕捉する段階；ならびに
支持体上の特定の部位で捕捉された連結産物配列のレポーター標識を検出し、それにより
試料中の1つまたは複数の標的ヌクレオチド配列の存在を示す段階。
【請求項２７】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部で共に
連結するのに適しているが、試料中に存在する他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダ
イズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブにはそのような連結を妨げる、
連結接合部における塩基のミスマッチがある、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
ミスマッチが連結接合部の3'塩基にある、請求項27記載の方法。
【請求項２９】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部で共に
連結するのに適しているが、試料中に存在する他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダ
イズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブにはそのような連結を妨げる、
連結接合部の塩基に隣接する塩基にミスマッチがある、請求項26記載の方法。
【請求項３０】
ミスマッチが連結接合部の3'塩基に隣接する塩基にある、請求項29記載の方法。
【請求項３１】
試料が潜在的に、複数の配列の違いを有する複数の標的配列のうちの1つまたは複数を未
知の量含む、請求項26記載の方法であり、以下の段階をさらに含む方法：
検出段階後に、試料から作製された捕捉された連結産物配列の量を、既知の量の標的ヌク
レオチド配列を含む試料から作製された捕捉された連結産物配列の検量線と比較すること
によって、試料中の標的ヌクレオチド配列の量を定量する段階。
【請求項３２】
試料が潜在的に、複数の配列の違いを有する複数の標的ヌクレオチド配列のうちの1つま
たは複数を未知の量含む、請求項26記載の方法であり、以下の段階をさらに含む方法：
既知の量の1つまたは複数のマーカー標的ヌクレオチド配列を提供する段階；
(a)マーカー標的ヌクレオチド配列に相補的な標的特異的部分および支持体上の捕捉オリ
ゴヌクレオチドに相補的な位置特定可能なアレイ特異的部分を有する第1のオリゴヌクレ
オチドプローブ、および(b)マーカー標的ヌクレオチド配列に相補的な標的特異的部分お
よび検出可能なレポーター標識を有する第2のオリゴヌクレオチドプローブにより各セッ
トが特徴づけられる、複数のマーカー特異的オリゴヌクレオチドプローブセットを提供す
る段階であって、ここで特定のマーカー特異的オリゴヌクレオチドセット中のオリゴヌク
レオチドプローブは、対応するマーカー標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接してハイブ
リダイズする場合、互いに連結するのに適しているが、試料中に存在する他の任意のヌク
レオチド配列または添加されたマーカー配列にハイブリダイズする場合は、そのような連
結を妨げるミスマッチを有し、混合段階は試料、マーカー標的ヌクレオチド配列、複数の
オリゴヌクレオチドプローブセット、複数のマーカー特異的オリゴヌクレオチドプローブ
セット、およびリガーゼを混合して混合液を形成する段階を含む；
特定の部位で支持体上に捕捉された連結されたマーカー特異的オリゴヌクレオチドセット
のレポーター標識を検出し、それにより、試料中の1つまたは複数のマーカー標的ヌクレ
オチド配列の存在を示す段階；および
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既知の量のマーカー標的ヌクレオチド配列から作製された捕捉された連結産物の量を、捕
捉された他の連結産物の量と比較することによって、試料中の標的ヌクレオチド配列の量
を定量する段階。
【請求項３３】
1つまたは複数のマーカー標的ヌクレオチド配列が、試料中の標的ヌクレオチド配列と、1
つまたは複数の単一のヌクレオチド位置で異なる、請求項31記載の方法。
【請求項３４】
オリゴヌクレオチドプローブセットおよびマーカー特異的オリゴヌクレオチドプローブセ
ットが、複数のオリゴヌクレオチドプローブ群を形成し、各群が単一のヌクレオチド位置
での複数の対立遺伝子の違いを区別するために設計された1つまたは複数のオリゴヌクレ
オチドプローブセットを含み、各群のオリゴヌクレオチドプローブセット中では、第1の
オリゴヌクレオチドプローブは共通の標的特異的部分を有し、かつ、第2のオリゴヌクレ
オチドプローブは所与の対立遺伝子またはマーカーヌクレオチド配列に塩基特異的にハイ
ブリダイズする異なる標的特異的部分を有する、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
オリゴヌクレオチドプローブセットおよびマーカー特異的オリゴヌクレオチドプローブセ
ットが、複数のオリゴヌクレオチドプローブ群を形成し、各群が単一のヌクレオチド位置
での複数の対立遺伝子の違いを区別するために設計された1つまたは複数のオリゴヌクレ
オチドプローブセットを含み、各群のオリゴヌクレオチドプローブセット中では、第2の
オリゴヌクレオチドプローブは共通の標的特異的部分を有し、かつ、第1のオリゴヌクレ
オチドプローブは所与の対立遺伝子またはマーカーヌクレオチド配列に塩基特異的にハイ
ブリダイズする異なる標的特異的部分を有する、請求項33記載の方法。
【請求項３６】
試料が潜在的に、複数の配列の違いを有する複数の標的ヌクレオチド配列のうちの2つま
たはそれ以上を未知の量含む、請求項26記載の方法であり、以下の段階をさらに含む方法
：
検出段階後に、試料内の複数の標的配列の各々により作製された捕捉された連結産物配列
の相対量を比較することにより試料中の複数の標的ヌクレオチド配列のそれぞれの相対量
を定量し、それにより試料内の2つまたはそれ以上の標的ヌクレオチド配列の相対レベル
の定量測定を提供する段階。
【請求項３７】
オリゴヌクレオチドプローブセットの標的特異的部分が、実質的に同じ融解温度を有し、
そのため類似のハイブリダイゼーション条件下で標的ヌクレオチド配列にハイブリダイズ
する、請求項26記載の方法。
【請求項３８】
単一の標的ヌクレオチド配列中の1つもしくは複数のヌクレオチド位置における複数の対
立遺伝子の違い、または複数の標的ヌクレオチド配列中の1つもしくは複数の位置におけ
る複数の対立遺伝子の違いが区別され、オリゴヌクレオチドプローブセットはそれぞれ複
数のオリゴヌクレオチドプローブ群を形成し、各群は単一のヌクレオチド位置における複
数の対立遺伝子の違いを区別するために設計された1つまたは複数のオリゴヌクレオチド
プローブセットを含み、各群のオリゴヌクレオチドプローブ中で、第2のオリゴヌクレオ
チドプローブは共通の標的特異的部分を有し、第1のオリゴヌクレオチドプローブは、所
与の対立遺伝子に塩基特異的にハイブリダイズする異なる標的特異的部分を含み、検出段
階において、異なる部位で支持体上に捕捉された各群の連結産物配列の標識が検出され、
それによって、試料中の、1つまたは複数の標的ヌクレオチド配列中の1つまたは複数のヌ
クレオチド位置における1つまたは複数の対立遺伝子の存在を示す、請求項26記載の方法
。
【請求項３９】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、所与のセット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部
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で共に連結するのに適しているが、試料中に存在する他の任意のヌクレオチド配列にハイ
ブリダイズする場合は、第1のオリゴヌクレオチドプローブはそのような連結を妨げる連
結接合部における塩基のミスマッチを有する、請求項38記載の方法。
【請求項４０】
単一の標的ヌクレオチド配列における、2つもしくはそれ以上の隣接するヌクレオチド位
置、または重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要とするヌクレオチド位置に
おける複数の対立遺伝子の違い、または複数の標的ヌクレオチド配列における、2つもし
くはそれ以上の隣接するヌクレオチド位置、もしくは重複するオリゴヌクレオチドプロー
ブセットを必要とするヌクレオチド位置における複数の対立遺伝子の違いが、重複する標
的特異的部分を有するオリゴヌクレオチドプローブを有するオリゴヌクレオチドプローブ
群によって区別される、請求項38記載の方法。
【請求項４１】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部で共に
連結するのに適しているが、セット中のオリゴヌクレオチドプローブが試料中に存在する
他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合は、そのような連結を妨げる連結
接合部における塩基のミスマッチが存在する、請求項40記載の方法。
【請求項４２】
単一の標的ヌクレオチド配列における、重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必
要とする、1つもしくは複数のヌクレオチド位置における、挿入、欠失、マイクロサテラ
イトリピート、転座、もしくはその他のDNA再配列からなる複数の対立遺伝子の違い、ま
たは複数の標的ヌクレオチド配列における、重複するオリゴヌクレオチドプローブセット
を必要とする、1つもしくは複数のヌクレオチド位置における、挿入、欠失、マイクロサ
テライトリピート、転座、もしくはその他のDNA再配列からなる複数の対立遺伝子の違い
が区別され、オリゴヌクレオチドプローブセットが複数のオリゴヌクレオチドプローブ群
を形成し、各群は、重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要とする、1つまた
は複数のヌクレオチド位置における、挿入、欠失、マイクロサテライトリピート、転座、
およびその他のDNA再配列からなる群より選択される、複数の対立遺伝子の違いを区別す
るために設計された1つまたは複数のオリゴヌクレオチドプローブセットを含み、ここで
、各群のオリゴヌクレオチドプローブセット中で、第2のオリゴヌクレオチドプローブは
共通の標的特異的部分を有し、第1のオリゴヌクレオチドプローブは、所与の対立遺伝子
に塩基特異的にハイブリダイズする異なる標的特異的部分を含み、検出段階において、異
なる部位で支持体上に捕捉された各群の連結産物配列の標識が検出され、それによって、
試料中で、1つまたは複数のヌクレオチド位置における、挿入、欠失、マイクロサテライ
トリピート、転座、およびその他のDNA再配列からなる群より選択される、1つまたは複数
の対立遺伝子の違いの存在を示す、請求項26記載の方法。
【請求項４３】
オリゴヌクレオチドプローブセットが重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要
とする、1つまたは複数のヌクレオチド位置における、挿入、欠失、およびマイクロサテ
ライトリピートからなる群より選択される複数の対立遺伝子の違いを区別するために設計
され、各群のオリゴヌクレオチドプローブセット中で、第2のオリゴヌクレオチドプロー
ブは共通の標的特異的部分を有し、第1のオリゴヌクレオチドプローブは、所与の対立遺
伝子に塩基特異的にハイブリダイズする異なる長さの反復配列を含む異なる標的特異的部
分を有する、請求項42記載の方法。
【請求項４４】
過剰な正常配列の存在下で、単一の標的ヌクレオチド配列における、複数の隣接ヌクレオ
チド位置もしくは重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要とするヌクレオチド
位置における少量の複数の対立遺伝子の違い、または、過剰な正常配列の存在下で、複数
の標的ヌクレオチド配列における、重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要と
する複数のヌクレオチド位置における少量の複数の対立遺伝子の違いが区別され、オリゴ
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ヌクレオチドプローブセットは複数のオリゴヌクレオチドプローブ群を形成し、各群は、
単一のヌクレオチド位置における複数の対立遺伝子の違いを区別するために設計された1
つまたは複数のオリゴヌクレオチドプローブセットを含み、群内の1つまたは複数のセッ
トは共通の第2のオリゴヌクレオチドプローブを有し、第1のオリゴヌクレオチドプローブ
は正常な対立遺伝子を除く所与の対立遺伝子に塩基特異的にハイブリダイズする異なる標
的特異的部分を有し、検出段階においては、異なる部位で支持体上に捕捉された各群の連
結産物配列の標識が検出され、それによって、試料中の、1つまたは複数の標的ヌクレオ
チド配列の1つまたは複数のヌクレオチド位置における1つまたは複数の量の少ない対立遺
伝子の存在を示す、請求項26記載の方法。
【請求項４５】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部で共に
連結するのに適しているが、セット中のオリゴヌクレオチドプローブが試料中に存在する
他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合は、第1のオリゴヌクレオチドプ
ローブはそのような連結を妨げる連結接合部における塩基のミスマッチを有する、請求項
44記載の方法。
【請求項４６】
過剰な正常配列の存在下で、単一の標的ヌクレオチド配列内の、複数の隣接ヌクレオチド
位置もしくは重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要とするヌクレオチド位置
における少量の複数の対立遺伝子の違い、または、過剰な正常配列の存在下で、複数の標
的ヌクレオチド配列における、重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要とする
、複数のヌクレオチド位置における少量の複数の対立遺伝子の違いが試料中で定量される
、請求項44記載の方法であって、以下の段階をさらに含む方法：
既知の量の1つまたは複数のマーカー標的ヌクレオチド配列を提供する段階；
(a)マーカー標的ヌクレオチド配列に相補的な標的特異的部分および位置特定可能なアレ
イ特異的部分を有する第1のオリゴヌクレオチドプローブ、および(b)マーカー標的ヌクレ
オチド配列に相補的な標的特異的部分および検出可能なレポーター標識を有する第2のオ
リゴヌクレオチドプローブにより各セットが特徴づけられる、複数のマーカー特異的オリ
ゴヌクレオチドプローブセットを提供する段階、ここで特定のマーカー特異的オリゴヌク
レオチドセット中のオリゴヌクレオチドプローブは、対応するマーカー標的ヌクレオチド
配列上で互いに隣接してハイブリダイズする場合、共に連結するのに適しているが、試料
中に存在する他の任意のヌクレオチド配列または添加されたマーカー配列にハイブリダイ
ズする場合は、そのような連結を妨げるミスマッチを有する；
各々の群が、マーカーヌクレオチド配列を含む、単一のヌクレオチド位置での複数の対立
遺伝子の違いを区別するために設計された1つまたは複数のオリゴヌクレオチドプローブ
セットもしくはマーカー特異的オリゴヌクレオチドプローブセットを含む、複数のオリゴ
ヌクレオチドプローブ群を提供する段階、ここで群内の1つまたは複数のセットは共通の
第2のオリゴヌクレオチドプローブを有し、第1のオリゴヌクレオチドプローブは正常な対
立遺伝子を除く所与の対立遺伝子またはマーカーヌクレオチド配列に塩基特異的にハイブ
リダイズする異なる標的特異的部分を有し、混合段階が試料、マーカー標的ヌクレオチド
配列、複数のオリゴヌクレオチドプローブセット、複数のマーカー特異的オリゴヌクレオ
チドプローブセット、およびリガーゼを混合して混合液を混合する段階を含む；
特定の部位で支持体上に捕捉された連結されたマーカー特異的オリゴヌクレオチドセット
のレポーター標識を検出し、それによって試料中の1つまたは複数のマーカー標的ヌクレ
オチド配列の存在を示す段階；ならびに
既知の量のマーカー標的ヌクレオチド配列から作製された捕捉された連結産物の量と少量
の未知の試料から作製されたその他の捕捉された連結産物の量を比較することによって、
試料中の標的ヌクレオチド配列の量を定量する段階。
【請求項４７】
連結接合部での完全な相補性により、選択された条件下で対応する標的ヌクレオチド配列
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上で互いに隣接してハイブリダイズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブ
は連結接合部で共に連結するのに適しているが、セット中のオリゴヌクレオチドプローブ
が試料中に存在する他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合は、第1のオ
リゴヌクレオチドプローブはそのような連結を妨げる連結接合部における塩基のミスマッ
チを有する、請求項46記載の方法。
【請求項４８】
単一の標的ヌクレオチド配列中の1つもしくは複数のヌクレオチド位置における複数の対
立遺伝子の違い、または複数の標的ヌクレオチド配列中の1つまたは複数の位置における
、複数の対立遺伝子の違いが区別され、オリゴヌクレオチドセットは複数のオリゴヌクレ
オチドプローブ群を形成し、各群は、単一のヌクレオチド位置における複数の対立遺伝子
の違いを区別するために設計された1つまたは複数のオリゴヌクレオチドプローブセット
を含み、各群のオリゴヌクレオチドプローブ中で、第1のオリゴヌクレオチドプローブは
共通の標的特異的部分を有し、第2のオリゴヌクレオチドプローブは、所与の対立遺伝子
に塩基特異的にハイブリダイズする異なる標的特異的部分を含み、検出段階においては、
特定の部位で支持体上に捕捉された各群の連結産物配列の異なるレポーター標識が検出さ
れ、それによって、試料中の、1つまたは複数の標的ヌクレオチド配列中の1つまたは複数
のヌクレオチド位置における1つまたは複数の対立遺伝子の存在が示される、請求項26記
載の方法。
【請求項４９】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部で共に
連結するのに適しているが、セット中のオリゴヌクレオチドプローブが試料中に存在する
他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合は、第2のオリゴヌクレオチドプ
ローブはそのような連結を妨げる連結接合部における塩基のミスマッチを有する、請求項
48記載の方法。
【請求項５０】
単一の標的ヌクレオチド配列における、2つもしくはそれ以上の隣接するヌクレオチド位
置、もしくは重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要とするヌクレオチド位置
における複数の対立遺伝子の違い、または複数の標的ヌクレオチド配列における、2つも
しくはそれ以上の隣接するヌクレオチド位置、もしくは重複するオリゴヌクレオチドプロ
ーブセットを必要とするヌクレオチド位置における複数の対立遺伝子の違いが区別され、
オリゴヌクレオチドプローブ群が、重複する標的特異的部分を有するオリゴヌクレオチド
プローブを含む、請求項48記載の方法。
【請求項５１】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部で共に
連結するのに適しているが、セット中のオリゴヌクレオチドプローブが試料中に存在する
他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合は、第2のオリゴヌクレオチドプ
ローブが、そのような連結を妨げる連結接合部における塩基のミスマッチを有する、請求
項50記載の方法。
【請求項５２】
単一の標的ヌクレオチド配列中の1つもしくは複数のヌクレオチド位置における複数の対
立遺伝子の違い、または複数の標的ヌクレオチド配列中の1つもしくは複数の位置におけ
る複数の対立遺伝子の違いが区別され、オリゴヌクレオチドセットが複数のプローブ群を
形成し、各群が、単一のヌクレオチド位置における複数の対立遺伝子の違いを区別するた
めに設計された1つまたは複数のオリゴヌクレオチドプローブセットを含み、異なる群の
オリゴヌクレオチドプローブ中で、第2のオリゴヌクレオチドプローブが共通の標的特異
的部分を有するか、または第1のオリゴヌクレオチドプローブが共通の標的特異的部分を
有し、検出段階において、特定の部位で支持体上に捕捉された各群の複数の標識された連
結産物配列のうちの1つが検出され、それによって、試料中の、1つまたは複数の標的ヌク
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レオチド配列中の1つまたは複数のヌクレオチド位置における1つまたは複数の対立遺伝子
の存在が示される、請求項26記載の方法。
【請求項５３】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、所与のセット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部
で共に連結するのに適しているが、セット中のオリゴヌクレオチドが試料中に存在する他
の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合は、第1または第2のオリゴヌクレオ
チドプローブはそのような連結を妨げる連結接合部における塩基のミスマッチを有する、
請求項52記載の方法。
【請求項５４】
標的ヌクレオチド配列における、2つもしくはそれ以上の隣接するヌクレオチド位置、も
しくは重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要とするヌクレオチド位置におけ
る複数の対立遺伝子の違い、または複数の標的ヌクレオチド配列における、2つもしくは
それ以上の隣接するヌクレオチド位置、もしくは重複するオリゴヌクレオチドプローブセ
ットを必要とするヌクレオチド位置における複数の対立遺伝子の違いが区別され、オリゴ
ヌクレオチドプローブ群が、重複する標的特異的部分を有するプローブを含む、請求項52
記載の方法。
【請求項５５】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部で共に
連結するのに適しているが、セット中のオリゴヌクレオチドが試料中に存在する他の任意
のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合は、第1または第2のオリゴヌクレオチドプ
ローブはそのような連結を妨げる連結接合部における塩基のミスマッチを有する、請求項
54記載の方法。
【請求項５６】
単一の標的ヌクレオチド配列中の単一のコドンについての全ての可能な単一塩基変異、単
一の標的ヌクレオチド配列中の複数のコドンについての全ての可能な単一塩基変異、およ
び複数の標的ヌクレオチド配列中の複数のコドンについての全ての可能な単一塩基変異が
区別され、オリゴヌクレオチドセットが複数のオリゴヌクレオチドプローブ群を形成し、
各群が単一コドンについての全ての可能な単一塩基変異を区別するために設計された1つ
または複数のオリゴヌクレオチドプローブセットからなり、各群のオリゴヌクレオチドプ
ローブにおいて、第2のオリゴヌクレオチドプローブは、連結接合部の5'塩基のみにおい
て異なり、かつ異なるレポーター標識を含み、第1のオリゴヌクレオチドプローブは、連
結接合部における3'塩基のみにおいて異なり、かつ異なる位置特定可能なアレイ特異的部
分を含む、または第1のオリゴヌクレオチドプローブは、連結接合部の塩基に隣接する3'
塩基のみにおいて異なり、かつ異なる位置特定可能なアレイ特異的部分を含む、請求項53
記載の方法。
【請求項５７】
連結接合部での完全な相補性により、対応する標的ヌクレオチド配列上で互いに隣接して
ハイブリダイズする場合は、セット中のオリゴヌクレオチドプローブは連結接合部で共に
連結するのに適しているが、セット中のオリゴヌクレオチドプローブが試料中に存在する
他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合は、第1のオリゴヌクレオチドプ
ローブは連結接合部の3'塩基もしくは連結接合部の塩基に隣接する3'塩基にミスマッチを
有する、または第2のオリゴヌクレオチドプローブはそのような連結を妨げる連結接合部
の5'塩基にミスマッチを有する、請求項53記載の方法。
【請求項５８】
単一の標的ヌクレオチド配列中の単一のコドンについての全ての可能な単一塩基変異、ま
たは複数の標的ヌクレオチド配列における、2つまたはそれ以上の隣接するコドンについ
ての、もしくは重複するオリゴヌクレオチドプローブセットを必要とするヌクレオチド位
置における全ての可能な単一塩基変異が区別され、オリゴヌクレオチドプローブ群が重複
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する標的特異的部分を有するオリゴヌクレオチドプローブを含む、請求項57記載の方法。
【請求項５９】
変性処理が約80℃から105℃の温度である、請求項26記載の方法。
【請求項６０】
変性処理およびハイブリダイゼーション処理を含む各サイクルの長さが、約30秒から約5
分である、請求項26記載の方法。
【請求項６１】
供する段階が、2サイクルから50サイクル繰り返される、請求項26記載の方法。
【請求項６２】
供する段階の合計時間が1分から250分である、請求項26記載の方法。
【請求項６３】
リガーゼが、サーマス・アクアティクス（Thermus aquaticus）リガーゼ、サーマス・サ
ーモフィルス（Thermus thermophilus）リガーゼ、大腸菌（E. coli）リガーゼ、T4リガ
ーゼ、およびピロコッカス（Pyrococcus）リガーゼからなる群より選択される、請求項26
記載の方法。
【請求項６４】
検出可能なレポーター標識が、発色団（chlomophore）、蛍光部分、酵素、抗原、重金属
、磁気プローブ、色素、リン光基、放射性物質、化学発光部分、および電気化学検出部分
からなる群より選択される、請求項26記載の方法。
【請求項６５】
オリゴヌクレオチドプローブの標的特異的部分が、それぞれ20℃から85℃のハイブリダイ
ゼーション温度を有する、請求項26記載の方法。
【請求項６６】
オリゴヌクレオチドプローブの標的特異的部分の長さが、20ヌクレオチドから28ヌクレオ
チドである、請求項26記載の方法。
【請求項６７】
混合液がさらに担体DNAを含む、請求項26記載の方法。
【請求項６８】
混合段階の前に試料中の標的ヌクレオチド配列を増幅する段階をさらに含む、請求項26記
載の方法。
【請求項６９】
増幅段階が、試料をポリメラーゼに基づく増幅手順に供することによって行われる、請求
項68記載の方法。
【請求項７０】
ポリメラーゼに基づく増幅手順が、DNAポリメラーゼを用いて行われる、請求項68記載の
方法。
【請求項７１】
ポリメラーゼに基づく増幅手順が、逆転写酵素を用いて行われる、請求項68記載の方法。
【請求項７２】
ポリメラーゼに基づく増幅手順が、RNAポリメラーゼを用いて行われる、請求項68記載の
方法。
【請求項７３】
増幅段階が、試料中の標的ヌクレオチド配列をリガーゼ連鎖反応過程に供することによっ
て行われる、請求項68記載の方法。
【請求項７４】
オリゴヌクレオチドプローブセットが、リボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、
修飾リボヌクレオチド、修飾デオキシリボヌクレオチド、ペプチド核酸、修飾ペプチド核
酸、修飾リン酸-糖骨格オリゴヌクレオチド、ヌクレオチド類似体、およびそれらの混合
物からなる群より選択される、請求項26記載の方法。
【請求項７５】
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細菌性、ウイルス性、寄生性（parasitic）、および真菌性の感染病原体（agent）によっ
て引き起こされる感染症を検出するために使用される、請求項26記載の方法。
【請求項７６】
感染症が、大腸菌（Escherichia coli）、サルモネラ菌（Salmonella）、赤痢菌（Shigel
la）、クレブシエラ（Klebsiella）、シュードモナス（Pseudomonas）、リステリア菌（L
isteria monocytogenes）、結核菌（Mycobacterium tuberculosis）、マイコバクテリウ
ム・アビウム-イントラセルラーレ（Mycobacterium avium-intracellulare）、エルシニ
ア（Yersinia）、フランシセラ（Francisella）、パスツレラ（Pasteurella）、ブルセラ
（Brucella）、クロストリジウム（Clostridia）、百日咳菌（Bordetella pertussis）、
バクテロイデス（bacteroides）、黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）、肺炎連鎖
球菌（Streptococcus pneumonia）、β型溶血連鎖球菌（β-Hemolytic strep.）、コリネ
バクテリウム（Corynebacteria）、レジオネラ（Legionella）、マイコプラズマ（Mycopl
asma）、ウレアプラズマ（Ureaplasma）、クラミジア（Chlamydia）、淋菌（Neisseria g
onorrhea）、髄膜炎菌（Neisseria meningitides）、インフルエンザ菌（Hemophilus inf
luenza）、エンテロコッカス・フェカーリス（Enterococcus faecalis）、プロテウス・
ブルガリス（Proteus vulgaris）、プロテウス・ミラビリス（Proteus mirabilis）、ヘ
リコバクター・ピロリ（Helicobacter pylori）、梅毒トレポネーマ（Treponema palladi
um）、ボレリア・バーグドーフェリ（Borrelia burgdorferi）、回帰熱ボレリア（Borrel
ia recurrentis）、リケッチア（Rickettsial）病原菌、ノカルジア（Nocardia）、およ
びアクチノミセス（Acitnomycetes）からなる群より選択される細菌によって引き起こさ
れる、請求項75記載の方法。
【請求項７７】
感染症が、クリプトコッカス・ネオフォルマンス（Cryptococcus neoformans）、ブラス
トミセス・デルマティティディス（Blastomyces dermatitidis）、ヒストプラスマ・カプ
スラーツム（Histoplasma capsulatum）、コクシジオイデス・イミチス（Coccidioides i
mmitis）、ブラジルパラコクシジオイデス（Paracoccidioides brasiliensis）、カンジ
ダ・アルビカンス（Candida albicans）、アスペルギルス・フミガーツス（Aspergillus 
fumigatus）、藻菌類（Phycomycetes）(クモノスカビ（Rhizopus）)、スポロトリックス
・シェンキィ（Sporothrix schenckii）、クロモミコーシス（Chromomycosis）、および
マズラミコーシス（Maduromycosis）からなる群より選択される真菌性感染病原体によっ
て引き起こされる、請求項75記載の方法。
【請求項７８】
感染症が、ヒト免疫不全ウイルス、ヒトTリンパ球好性ウイルス、肝炎ウイルス（例えば
、Ｂ型肝炎ウイルスおよびＣ型肝炎ウイルス）、エプスタイン-バーウイルス、サイトメ
ガロウイルス、ヒトパピローマウイルス、オルソミクソウイルス、パラミクソウイルス、
アデノウイルス、コロナウイルス、ラブドウイルス、ポリオウイルス、トガウイルス、ブ
ンヤウイルス、アレナウイルス、風疹ウイルス、およびレオウイルスからなる群より選択
されるウイルス性感染病原体によって引き起こされる、請求項75記載の方法。
【請求項７９】
感染症が、熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）、四日熱マラリア原虫（Plasm
odium malaria）、三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）、卵形マラリア原虫（Plasm
odium ovale）、回旋糸状虫（Onchocerca volvulus）、リーシュマニア（Leishmania）、
トリパノソーマ種（Trypanosoma spp.）、住血吸虫種（Schistosoma spp.）、赤痢アメー
バ（Entamoeba histolytica）、クリプトスポリジウム（Cryptosporidium）、ジアルジア
種（Giardia spp.）、トリコモナス種（Trichomonas spp.）、大腸バランチジウム（Bala
ntidium coli）、バンクロフト糸状虫（Wuchereria bancrofti）、トキソプラズマ種（To
xoplasma spp.）、蟯虫（Enterobius vermicularis）、回虫（Ascaris lumbricoides）、
鞭虫（Trichuris trichiura）、メジナ虫（Dracunculus medinesis）、吸虫類（trematod
es）、広節裂頭条虫（Diphyllobothrium latum）、条虫種（Taenia spp.）、ニューモシ
スチス・カリニ（Pneumocystis carinii）、およびアメリカ鉤虫（Necator americanis）
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からなる群より選択される寄生性感染病原体によって引き起こされる、請求項75記載の方
法。
【請求項８０】
遺伝病を検出するために使用される、請求項26記載の方法。
【請求項８１】
遺伝病が、21ヒドロキシラーゼ欠損症、嚢胞性線維症、脆弱Ｘ症候群、ターナー症候群、
デュシェンヌ型筋ジストロフィー、ダウン症候群、心臓病、単一遺伝子疾患、HLA型判定
（HLA typing）、フェニルケトン尿症、鎌形赤血球貧血、テイ・サックス（Tay-Sachs）
症候群、地中海貧血、クラインフェルター症候群、ハンチントン病、自己免疫疾患、リピ
ドーシス、肥満疾患（obesity defect）、血友病、先天性代謝異常、および糖尿病からな
る群より選択される、請求項80記載の方法。
【請求項８２】
癌遺伝子、腫瘍抑制遺伝子、またはDNAの増幅、複製、組み換え、もしくは修復に関与す
る遺伝子が関与する癌を検出するために使用される、請求項26記載の方法。
【請求項８３】
癌が、BRCA1遺伝子、p53遺伝子、家族性大腸ポリポーシス、Her2/Neu増幅、Bcr/Ab1、K-r
as遺伝子、16型および18型のヒトパピローマウイルス、白血病、大腸癌、乳癌、肺癌、前
立腺癌、脳腫瘍、中枢神経系腫瘍、膀胱腫瘍、メラノーマ、肝臓癌、骨肉腫およびその他
の骨癌、精巣癌および卵巣癌、ENT腫瘍、ならびに異型接合性の喪失からなる群より選択
される遺伝子に関連している、請求項82記載の方法。
【請求項８４】
環境モニタリング、法医学、ならびに食品および飼料の業界のモニタリングに使用される
、請求項26記載の方法。
【請求項８５】
検出する段階が以下の段階を含む、請求項26記載の方法：
特定の部位で支持体をスキャンして、オリゴヌクレオチドプローブセットの連結が起こっ
たかどうかを同定する段階；および
同定した連結を標的ヌクレオチド配列の有無に相関させる段階。
【請求項８６】
スキャンする段階が、走査電子顕微鏡、電子顕微鏡、共焦点顕微鏡、電荷結合素子、操作
トンネル電子顕微鏡、赤外顕微鏡、原子間力顕微鏡、電気伝導度、および蛍光またはリン
光体の画像化によって行われる、請求項85記載の方法。
【請求項８７】
相関させる段階が、コンピュータを用いて行われる、請求項85記載の方法。
【請求項８８】
混合液を支持体に接触させる段階が、45℃～90℃の温度で最高60分間までの期間である、
請求項26記載の方法。
【請求項８９】
複数の捕捉オリゴヌクレオチドの一部が同じヌクレオチド配列を有し、かつ異なる標的ヌ
クレオチド配列の一部について異なる標識が使用される、請求項26記載の方法。
【請求項９０】
複数の捕捉オリゴヌクレオチドがそれぞれ異なるヌクレオチド配列を有する、請求項26記
載の方法。
【請求項９１】
各々の捕捉オリゴヌクレオチドが、連結したオリゴヌクレオチドプローブセットが接触段
階の際にハイブリダイズしない仕切り（barrier）オリゴヌクレオチドによって、隣接す
る捕捉オリゴヌクレオチドと分割された、隣接する捕捉オリゴヌクレオチドを有する、請
求項89記載の方法。
【請求項９２】
オリゴヌクレオチドプローブセットの位置特定可能なアレイ特異的部分に捕捉オリゴヌク
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レオチドがハイブリダイズする温度よりも低い温度で、オリゴヌクレオチドプローブセッ
トが標的ヌクレオチド配列にハイブリダイズする、請求項26記載の方法。
【請求項９３】
以下の段階をさらに含む、請求項26記載の方法：
混合液を一連のリガーゼ検出反応サイクルに供する段階の後に、混合液を化学的または酵
素的に処理して、連結しなかったオリゴヌクレオチドプローブを破壊する段階。
【請求項９４】
処理する段階がエキソヌクレアーゼを用いて行われる、請求項93記載の方法。
【請求項９５】
以下の段階をさらに含む、請求項26記載の方法：
捕捉オリゴヌクレオチドに結合したオリゴヌクレオチドを除去して、固定化された捕捉オ
リゴヌクレオチドを有する支持体の再利用を可能にする段階。
【請求項９６】
支持体が、異なる部位に固定化された異なる捕捉オリゴヌクレオチドを含み、異なる捕捉
オリゴヌクレオチドは異なる位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的であり、それによ
って、異なるオリゴヌクレオチドプローブセットが支持体上の異なる部位で捕捉されて検
出される、請求項26記載の方法。
【請求項９７】
支持体が、支持体上に固定化された同じ捕捉オリゴヌクレオチドを含み、捕捉オリゴヌク
レオチドはすべての位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的であり、オリゴヌクレオチ
ドプローブセットに結合した標識が異なっており、それによって、異なるオリゴヌクレオ
チドプローブセットが異なる標識により検出されて区別される、請求項26記載の方法。
【請求項９８】
二重多量体ユニットの集合が図26に示される、請求項26記載の方法。
【請求項９９】
二重多量体ユニットの集合が図27に示される、請求項26記載の方法。
【請求項１００】
除去された二重多量体ユニットの集合が、四量体の数の12.5倍未満および四量体の数の14
倍を上回る融解温度（摂氏）を有する、請求項26記載の方法。
【請求項１０１】
二重多量体ユニットが24merを有し、かつ二重多量体ユニットの融解温度が75℃～84℃で
ある、請求項26記載の方法。
【請求項１０２】
四量体のセットが表1に示されたものおよびその相補体である、請求項26記載の方法。
【請求項１０３】
四量体のセットが、表1に示される四量体の1塩基の円順列およびその相補体である、請求
項26記載の方法。
【請求項１０４】
四量体のセットが、表1に示される四量体の2塩基の円順列およびその相補体である、請求
項26記載の方法。
【請求項１０５】
四量体のセットが、表1に示される四量体の3塩基の円順列およびその相補体である、請求
項26記載の方法。
【請求項１０６】
複数の標的ヌクレオチド配列における単一塩基の変化、挿入、欠失、または転座により異
なる複数の配列のうち1つまたは複数を同定するためのキットであり、以下を含むキット
：
リガーゼ；
特定のセット中のオリゴヌクレオチドプローブは、各々の標的ヌクレオチド配列上で互い
に隣接してハイブリダイズする場合、共に連結するのに適しているが、試料中に存在する
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他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合は、そのような連結を妨げるミス
マッチを有する、(a)標的配列特異的部分および位置特定可能なアレイ特異的部分を有す
る第1のオリゴヌクレオチドプローブ、および(b)標的配列特異的部分および検出可能なレ
ポーター標識を有する第2のオリゴヌクレオチドプローブにより各々が特徴づけられる、
複数のオリゴヌクレオチドプローブセット；ならびに
異なる位置に固定化された異なる捕捉オリゴヌクレオチドを有する支持体、ここで、捕捉
オリゴヌクレオチドは、位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的なヌクレオチド配列を
有し、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合から形成されており、ここで位置特
定可能なアレイ特異的部分を有するオリゴヌクレオチドは、多量体ユニット中の四量体の
数の4倍を上回る狭い温度範囲内で、ほとんどミスマッチなく捕捉オリゴヌクレオチドの
メンバーにハイブリダイズすると考えられ、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドは以
下のような四量体のセットから形成され：(1)セット内の各四量体は、セット内のすべて
の他の四量体と少なくとも2つのヌクレオチド塩基が異なり、(2)互いに相補的な2つの四
量体はセット内に存在せず、(3)回文構造または2ヌクレオチドの反復である四量体はセッ
ト内に存在せず、かつ、捕捉オリゴヌクレオチドが位置特定可能なアレイ特異的部分に相
補的なヌクレオチド配列を有する、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合の中か
ら以下のオリゴヌクレオチドが除去されている：(1)四量体の数の11倍未満および四量体
の数の15倍を上回る融解温度（摂氏）を有するオリゴヌクレオチド、(2)同じ四量体が3つ
連結した二重多量体ユニット、ならびに(3)同じ四量体が中断ありまたはなしで4つ連結し
た多量体ユニット。
【請求項１０７】
それぞれの標的ヌクレオチド配列以外のヌクレオチド配列に対するオリゴヌクレオチドプ
ローブセットのミスマッチがそれぞれの標的ヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合
に、各セットのオリゴヌクレオチドプローブが互いに連結する連結接合部の塩基にある、
請求項106記載のキット。
【請求項１０８】
ミスマッチが、連結接合部に3'末端を有するオリゴヌクレオチドプローブセットのオリゴ
ヌクレオチドプローブ上にある、請求項106記載のキット。
【請求項１０９】
それぞれの標的ヌクレオチド配列以外のヌクレオチド配列に対するオリゴヌクレオチドプ
ローブセットのミスマッチがそれぞれの標的ヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合
に、各セットのオリゴヌクレオチドプローブが互いに連結する連結接合部に隣接する塩基
にある、請求項106記載のキット。
【請求項１１０】
ミスマッチが、連結接合部に3'末端を有するオリゴヌクレオチドプローブセットのオリゴ
ヌクレオチドプローブ上にある、請求項109記載のキット。
【請求項１１１】
リガーゼが、サーマス・アクアティクス（Thermus aquaticus）リガーゼ、サーマス・サ
ーモフィルス（Thermus thermophilus）リガーゼ、大腸菌（E. coli）リガーゼ、T4リガ
ーゼ、およびピロコッカス（Pyrococcus）リガーゼからなる群より選択される、請求項10
6記載のキット。
【請求項１１２】
標的ヌクレオチド配列の予備増幅に適した増幅プライマー、および
ポリメラーゼ
をさらに含む、請求項106記載のキット。
【請求項１１３】
支持体が、異なる特定の部位に固定化された異なる捕捉オリゴヌクレオチドを含み、異な
る捕捉オリゴヌクレオチドは異なる位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的であり、そ
れによって異なるオリゴヌクレオチドプローブセットが支持体上の異なる部位でハイブリ
ダイズして検出される、請求項106記載のキット。
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【請求項１１４】
支持体が、支持体上に固定化された同じ捕捉オリゴヌクレオチドを含み、捕捉オリゴヌク
レオチドはすべての位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的であり、かつオリゴヌクレ
オチドプローブセットに結合した標識は異なり、それによって、オリゴヌクレオチドプロ
ーブセットが異なる標識によって検出されて区別される、請求項106記載のキット。
【請求項１１５】
オリゴヌクレオチドプローブセットの位置特定可能なアレイ特異的部分に捕捉オリゴヌク
レオチドがハイブリダイズする温度よりも低い温度で、オリゴヌクレオチドプローブセッ
トがそれぞれ標的ヌクレオチド配列に対してハイブリダイズするように、オリゴヌクレオ
チドプローブセットおよび捕捉オリゴヌクレオチドが構成されている、請求項106記載の
キット。
【請求項１１６】
二重多量体ユニットの集合が図26に示される、請求項106記載のキット。
【請求項１１７】
二重多量体ユニットの集合が図27に示される、請求項106記載のキット。
【請求項１１８】
除去された二重多量体ユニットの集合が、四量体の数の12.5倍未満および四量体の数の14
倍を上回る融解温度（摂氏）を有する、請求項106記載のキット。
【請求項１１９】
二重多量体ユニットが24merを有し、二重多量体ユニットの融解温度が75℃～84℃である
、請求項106記載のキット。
【請求項１２０】
四量体のセットが表1に示されるものまたはその相補体である、請求項106記載のキット。
【請求項１２１】
四量体のセットが、表1に示される四量体の1塩基の円順列およびその相補体である、請求
項106記載のキット。
【請求項１２２】
四量体のセットが、表1に示される四量体の2塩基の円順列およびその相補体である、請求
項106記載のキット。
【請求項１２３】
四量体のセットが、表1に示される四量体の3塩基の円順列およびその相補体である、請求
項106記載のキット。
【請求項１２４】
固体支持体上で捕捉オリゴヌクレオチドに対して不適切に交差ハイブリダイズすると考え
られるリガーゼ検出反応オリゴヌクレオチドの合成を避けるための方法であり、以下の段
階を含む方法：
リガーゼ検出反応オリゴヌクレオチドを捕捉オリゴヌクレオチドと比較する段階；および
リガーゼ検出反応オリゴヌクレオチドに交差ハイブリダイズする可能性のある任意の捕捉
オリゴヌクレオチドを同定する段階。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、国立衛生研究所補助金番号GM-41337-06、GM-43552-05、GM-42722-07およびG
M-51628-02の政府資金を用いて開発された。合衆国政府は一定の権利を有しうる。
【０００２】
発明の属する分野
　本発明は、複数の捕捉オリゴヌクレオチドプローブが狭い範囲の融解温度を有し、相補
的オリゴヌクレトチドがほとんどミスマッチなくハイブリダイズする支持体上で使用する
ための複数の捕捉オリゴヌクレオチドプローブを設計する方法に関する。本発明の別の局
面は、支持体上に固定された複数のオリゴヌクレオチドプローブを有する支持体、複数の
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標的ヌクレオチド配列における単一塩基変化、挿入、欠失または転座を検出するために支
持体を使用する方法、およびオリゴヌクレオチドが固定されている支持体を含むそのよう
な検出用のキットに関する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
配列の差異の検出
　多型度の高い遺伝子座の大規模多重分析は、実父確定検査および法科学（Reynoldsら、
Anal.Chem.、63:2～15（1991））、臓器移植におけるドナーとレシピエントの組み合わせ
（Buyseら、Tissue Antigens、41:1～14（1993）ならびにGyllenstenら、PCR Meth.Appl.
 1:91～98（1991））、遺伝病の診断、予後ならびに出生前カウンセリング（Chamberlain
ら、Nucleic Acids Res.、16:11141～11156（1988）ならびにL.C.Tsui、Human Mutat.、1
:197～203（1992））、および発癌性変異の研究（Hollsteinら、Science、253:49～53（1
991））などにおける個人の同定に役立てるために必要とされている。また、核酸分析に
よる感染症診断の費用効果は、パネルテストの多重度により大きく変動する。上述の適用
の多くでは、空間的に近接する場合もある様々な遺伝子座における一塩基の差の識別を基
礎としている。
【０００４】
　多数の配列からなる領域を含む試料中の一つまたは複数のポリヌクレオチド配列の存在
を検出するには、様々なDNAハイブリダイゼーション法を利用することができる。断片の
捕獲および標識に基づく簡単な方法では、特定の配列を含む断片を、固定化したプローブ
に対するハイブリダイゼーションで捕獲する。捕獲断片は、検出用レポーター部分を含む
別のプローブとのハイブリダイゼーションで標識される。
【０００５】
　広く用いられている他の方法にはサザンブロット法がある。本方法では、試料中のDNA
断片の混合物をゲル電気泳動で分画した後にニトロセルロースフィルターに固定する。ハ
イブリダイゼーション条件下でフィルターを一つまたは複数の標識プローブと反応させる
ことで、プローブ配列を含むバンドの存在を同定することができる。本方法は、制限酵素
によるDNA切断物中の断片（任意のプローブ配列を含む）の同定、および制限断片長多型
（「RFLP」）の分析に特に有用である。
【０００６】
　ポリヌクレオチド試料に含まれる任意の配列または配列群の存在を検出する別の方法に
は、ポリメラーゼ連鎖反応（ムリス（Mullis）らによる米国特許第4,683,202号、および
サイキ（R.K.Saiki）らによる論文（Science 230:1350（1985）））による配列（または
配列群）の選択的な増幅がある。本方法では、特定配列（または配列群）の反対側の端に
相補的なプライマーを用いて、プライマーから開始される連続的な複製を加熱サイクルで
進める。増幅後の配列は、種々の方法で容易に同定することができる。本方法は例えば、
体液試料中の病原体配列の検出といった、ポリヌクレオチド試料に含まれる低コピー配列
を検出する際に特に有用である。
【０００７】
　さらに最近では、プローブ連結法で既知の標的配列を同定する方法が、ホワイトリー（
N.M.Whiteley）らによる米国特許第4,883,750号、ウー（D.Y.Wu）らによる論文（Genomic
s 4:560（1989））、ランデグレン（U.Landegren）らによる論文（Science 241:1077（19
88））、およびウィンディーン（E.Winn-Deen）らによる論文（Clin. Chem. 37:1522（19
91））に記載されている。オリゴヌクレオチド連結アッセイ法（OLA）として知られてい
る方法では、対象標的領域にまたがる2本のプローブまたはプローブエレメントと標的領
域との間でハイブリッドを形成させる。プローブエレメントが、隣接する標的塩基と、プ
ローブエレメントの直面する端で対合する（塩基対を形成する）と、2本のエレメントを
例えばリガーゼで処理して連結させることができる。連結したプローブエレメントを対象
として次にアッセイ法を行い、標的配列の存在を明らかにする。
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【０００８】
　本アプローチの変法では、連結プローブエレメントを、相補的なプローブエレメント対
の鋳型として働かせる。変性、ハイブリダイゼーションおよび連結のサイクルを2通りの
相補的なプローブエレメント対の存在下で続けることで、標的配列は幾何級数的（すなわ
ち指数関数的）に増幅されて、微量の標的配列が検出および/または増幅される。本方法
はリガーゼ連鎖反応（「LCR」）と呼ばれる（F.Barany 「クローニングされた熱耐性リガ
ーゼを用いた遺伝病検出およびDNA増幅（Genetic Disease Detection and DNA Amplifica
tion Using Cloned Thermostable Ligase）」（Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 88:189～93（1
991）および、F.Barany、「PCR界におけるリガーゼ連鎖反応（LCR）（The Ligase Chain 
Reaction（LCR）in a PCR World）」（PCR Methods and Applications、1:5～16（1991）
）。
【０００９】
　検出用標識をもち、［電荷］/［並進運動に伴う摩擦抵抗］比が顕著な配列特異的プロ
ーブと標的をハイブリダイズさせて相互に連結可能であるグロスマン（Grossman）らによ
る米国特許第5,470,705号において、核酸配列差の多重検出に関する他の方式が開示され
ている。本方法はグロスマンらによる論文（「High-density Multiplex Detection of Nu
cleic Acid Sequences: Oligonucleotide Ligation Assay and Sequence-coded Separati
on」Nucleic Acids Res.、22（21）:4527～34（1994））において、嚢胞性線維症の膜貫
通調節遺伝子を対象とした大規模多重分析に使用されている。
【００１０】
　ジョー（Jou）らによる論文（「Deletion Detection in Dystrophin Gene by Multiple
x Gap Ligase Chain Reaction and Immunochromatographic Strip Technology」Human Mu
tation 5:86～93（1995））では、複数のエキソンの特定領域を増幅して、各エキソンに
対するプローブ上の様々なハプテンの差に特異的な抗体を有する免疫クロマトグラフィー
・ストリップ上で増幅産物を読み取る、いわゆる「ギャップリガーゼ連鎖反応」の過程の
利用について記載されている。
【００１１】
　例えば遺伝子スクリーニングの分野において、標的ポリヌクレオチドに含まれる多くの
配列のそれぞれの有無の検出に有用な方法はますます必要とされている。例えば嚢胞性線
維症には400種もの多様な変異が関与している。この疾患の遺伝的素因に対するスクリー
ニングでは、被験者のゲノムDNA中に含まれうる遺伝子配列上の多様な変異を調べること
で「嚢胞性線維症」陽性者を同定することが最適である。生じうるあらゆる変異部位の有
無を1回のアッセイ法で調べることが理想的であろう。しかしながら、上述の先行技術の
方法を簡便かつ自動化された1回のアッセイ法で特定配列群の検出に応用することは困難
である。
【００１２】
　固相ハイブリダイゼーションアッセイ法では、複数の液体処理段階が必要であり、一部
のインキュベーション温度および洗浄温度を注意深く制御して、一ヌクレオチドの誤対合
を識別するために必要な厳密さを保たなければならない。本方法の多重化は、最適なハイ
ブリダイゼーション条件がプローブ配列により大きく変わることから困難である。
【００１３】
　対立遺伝子に特異的なPCR産物は一般にサイズが同じであり、任意の増幅用チューブは
、各反応チューブと関連するゲル・レーンにおける産物バンドの有無により評価される（
Gibbsら、Nucleic Acids Res.、17:2437～2448（1989））。このような方法は、多様なプ
ライマーの組み合わせを用いた複数の反応チューブ中の試験試料の分離を必要とすること
から、アッセイ法に要する費用は増大する。PCRでもまた、競合する対立遺伝子用プライ
マーに様々な蛍光色素を結合させることで、1本の反応チューブで対立遺伝子を識別する
ことができる（F.F.Chehabら、Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 86:9178～9182 （1989））が、
このような方式による多重分析は、既存の装置および色素化学の知見を利用して経済的な
方法でスペクトルに分解可能な色素種がそれほど多くないことから規模の拡大は限られる
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。大きな側鎖をもつように修飾した塩基の取り込みを、電気泳動の移動度を元に対立遺伝
子のPCR産物を識別する際に利用することができるものの、本方法は、修飾塩基がポリメ
ラーゼにより良好に取り込まれることと、これらの基の一つのサイズが異なる比較的大き
なPCR産物を分解する電気泳動の能力による制限を受ける（Livakら、Nucleic Acids Res.
、20:4831～4837（1989））。各PCR産物は一つの変異のみを探索するために用いられ、多
重化は困難である。
【００１４】
　対立遺伝子特異的プローブの連結では、固相捕獲法（U.Landegrenら、Science、241:10
77～1080（1988）；Nickersonら、Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 87:8923～8927（1990））ま
たはサイズに依存した分離法（D.Y.Wuら、Genomics、4:560～569（1989）および、F.Bara
ny、Proc.Natl.Acad.Sci.、88:189～193（1991））を利用して対立遺伝子のシグナルを分
解することが一般的である。しかし後者の方法は、連結用プローブのサイズ幅が狭いこと
から多重化において制限を受ける。ギャップリガーゼ連鎖反応では、追加的なステップ、
すなわちポリメラーゼによる伸長が必要である。より複雑な多重化に対して電荷/並進運
動に伴う摩擦抵抗の比が顕著なプローブを使用する場合は、電気泳動時間を長くする必要
があるほか、別の検出法の利用が求められる。
【００１５】
　したがって、ポリヌクレオチド試料に含まれる複数の特定配列の有無を検出するための
迅速な単回アッセイ法が必要であることは変わらない。
【００１６】
核酸分析のためのオリゴヌクレオチドアレイの利用
　固相支持体に固定化したオリゴヌクレオチドが整然と並んだアレイは、DNAの配列決定
、分類（sorting）、単離および操作における利用が提案されている。任意の長さのあら
ゆるオリゴヌクレオチドプローブに対する、クローン化された1本鎖DNA分子のハイブリダ
イゼーションでは、分子内に存在する対応する相補的DNAセグメントを理論的に同定可能
であることが認められている。このようなアレイでは、個々のオリゴヌクレオチドプロー
ブは、固相支持体上のあらかじめ決めた様々な位置に固定化される。DNA分子中のあらゆ
るオリゴヌクレオチドセグメントは、このようなアレイを利用して調べることができる。
【００１７】
　オリゴヌクレオチドアレイを用いてDNA分子の配列を決定する手順の一例が、ドルマナ
ク（Drmanac）らによる米国特許第5,202,231号に開示されている。この特許は、複数のオ
リゴヌクレオチドを結合させた固相支持体に対する標的DNAの利用に関する。配列は、標
的DNAセグメントとオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションおよびハイブリッドを
形成したオリゴヌクレオチドの重複セグメントの集合により読み取られる。アレイには11
～22程度のヌクレオチドの長さのあらゆるオリゴヌクレオチドを利用することができるが
、この種のアレイの構築法に関する情報は極めて少ない。本件に関しては、チェトベリン
（A.B.Chetverin）らによる論文（「Sequencing of Pools of Nucleic Acids on Oligonu
cleotide Arrays」 BioSystems、30:215～31（1993））、クラプコ（Khrapko）らによる
国際公開公報第92/16655号、クズネツォバ（Kuznetsova）らによる論文（「DNA Sequenci
ng by Hybridization with Oligonucleotides Immobilized in Gel. Chemical Ligation 
as a Method of Expanding the Prospects for the Method」 Mol.Biol. 28（20）; 290
～99（1994））、リビッツ（M.A.Livits）らによる論文（「Dissociation of Duplexes F
ormed by Hybridization of DNA with Gel-Immobilized Oligonucleotides」J.Biomolec.
Struct. & Dynam.、11（4）:783～812（1994））も参照されたい。
【００１８】
　サザン（Southern）による国際公開公報第89/10977号では、既知の点変異、ゲノムフィ
ンガープリント法、連鎖解析および配列決定に関する核酸試料の分析に利用するハイブリ
ダイゼーション反応が可能なオリゴヌクレオチドアレイをもつ支持体の利用について開示
されている。ヌクレオチド塩基を、特定のパターンで支持体上に配してマトリックスを作
製することができる。国際公開公報第89/10977号では、ペンプロッターまたはマスキング
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により集合させるオリゴヌクレオチドを有する支持体に水酸基リンカーを利用することが
できることが記載されている。
【００１９】
　キャンター（Cantor）による国際公開公報第94/11530号もまた、ハイブリダイゼーショ
ンによる配列決定の過程を実施するためのオリゴヌクレオチドアレイの利用に関する。オ
リゴヌクレオチドは突出部分をもつ2本鎖であり、この突出部分に標的核酸が結合して2本
鎖の非突出部分と連結される。このようなアレイは、ビオチン化されたオリゴヌクレオチ
ドを捕獲するストレプトアビジン被覆濾紙を用いて構築され、集合後に結合させる。
【００２０】
　チェトベリン（Chetverin）による国際公開公報第93/17126号では、核酸を分類して調
べる目的で区分化した2成分からなるオリゴヌクレオチドアレイを使用している。このア
レイでは、不変ヌクレオチド配列が、可変ヌクレオチド配列に隣接して結合しており、い
ずれの配列も共有結合部を介して固相支持体に結合される。不変ヌクレオチド配列には、
ハイブリッドを形成した鎖をPCRで増幅可能とするプライミング領域がある。次に、可変
領域に対するハイブリダイゼーションによる分類を行う。2成分アレイ上における断片化
核酸の、配列決定、単離、分類、および操作についても開示されている。感度を強化した
一つの態様では、固定化されたオリゴヌクレオチドには、それとハイブリッドを形成して
、カバーされていないオリゴヌクレオチドの部分を残す短い相補的領域がある。このアレ
イを次にハイブリダイゼーション条件下におくと、固定化されたオリゴヌクレオチドに相
補的な核酸がアニールする。次にDNAリガーゼを用いて、短い相補的領域と、アレイ上に
ある相補的な核酸を連結する。オリゴヌクレオチドアレイの調製法に関してはほとんど開
示されていない。
【００２１】
　フォドル（Fodor）らによる国際公開公報第92/10588号では、オリゴヌクレオチドアレ
イに対するハイブリダイゼーションによる核酸の配列決定、フィンガープリント法、およ
びマッピングの過程が開示されている。オリゴヌクレオチドアレイは、大規模かつ多様な
オリゴヌクレオチドの合成が可能な極めて大規模に固定化された重合体合成により調製さ
れる。この手法では、基盤表面を機能状態とし、オリゴヌクレオチドを基盤上に集合させ
るためのリンカー基を導入する。オリゴヌクレオチドを結合させる領域には、選択的に活
性化される保護基が（基盤または各ヌクレオチドサブユニット上に）ある。通常本方法で
は、曝露領域を脱保護するための多様な形状のマスクを用いて、光によるアレイの画像化
が必要である。脱保護領域では保護されたヌクレオチドと化学反応が起きて、オリゴヌク
レオチド配列が伸長することで画像化される。2成分マスキング法を用いることで、任意
の時間内に2種またはそれ以上のアレイを構築することができる。検出は、ハイブリッド
が形成された領域の位置を決めることでなされる。これについては、フォドルらによる米
国特許第5,324,633号および第5,424,186号、ピルング（Pirrung）らによる米国特許第5,1
43,854号および5,405,783号、ピルングによる国際公開公報第90/15070号、ピース（A.C.P
ease）らによる論文（「Light-generated Oligonucleotide Arrays for Rapid DNA Seque
nce Analysis」 Proc.Natl.Acad.Sci USA 91:5022～26（1994））も参照されたい。ビー
ティー（K.L.Beattie）らによる論文（「Advances in Genosensor Research」Clin.Chem.
、41（5）:700～09（1995））では、集合済みのオリゴヌクレオチドプローブを固相支持
体に結合させる方法について説明されている。
【００２２】
　アレイに対するハイブリダイゼーションに基づく上述の配列決定法には欠点が多い。第
一に、極めて多数のオリゴヌクレオチドを合成する必要がある。第二に、正しくハイブリ
ダイズしたもの、相応に対合した2本鎖、および誤対合したもの、の識別が困難である。
さらに、ある種のオリゴヌクレオチドは、標準的な条件下でハイブリッドを形成しにくく
、オリゴヌクレオチドが同定能力を得るようになるためには、詳細なハイブリダイゼーシ
ョン条件の検討が必要となる。
【００２３】
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　本発明は、先行技術における欠点を克服することを目的としている。
【発明の概要】
【００２４】
　本発明は、複数の捕捉オリゴヌクレオチドプローブが狭い範囲の融解温度を有し、相補
的オリゴヌクレトチドがほとんどミスマッチなくハイブリダイズする支持体上で使用する
ための複数の捕捉オリゴヌクレオチドプローブを設計する方法に関する。本方法の第1段
階は、（1）セット内の各四量体がセット内の他の全ての四量体と少なくとも2ヌクレオチ
ド塩基異なり、（2）互いに相補的な2つの四量体はセット内に存在せず、（3）回文構造
または2ヌクレオチドの反復である四量体はセット内に存在せず、かつ（4）1以下または3
以上のヌクレオチドGまたはCを有する四量体はセット内に存在しない、互いに連結された
4個のヌクレオチドである、複数の四量体の第1のセットを提供する段階を含む。第1のセ
ットの2個から4個の四量体の群は多量体ユニットの集合を形成するために互いに連結され
る。多量体ユニットの集合から、同じ四量体から形成された全ての多量体ユニット、およ
び多量体ユニットを形成する四量体の数の4倍未満の融解温度（摂氏）を有する全ての多
量体ユニットが、多量体ユニットの修飾型集合を形成するために除去される。多量体ユニ
ットの修飾型集合は一覧において融解温度順に配置される。多量体ユニットの修飾型集合
の順番は、融解温度の2℃の増分内で無作為化される。一覧中の交互の多量体ユニットは
その後、第1および第2の亜集合に分割され、各々は融解温度順に配置される。2番目の亜
集合の順番を反転させた後、二重多量体ユニットの集合を形成するために、反転された2
番目の集合に第1の集合が順に連結される。二重多量体ユニットの修飾型集合を形成する
ために、二重多量体ユニットの集合から、（1）四量体の数の11倍未満および四量体の数
の15倍超の融解温度（摂氏）を有する、（2）同じ3個の四量体が相互に連結された二重多
量体ユニット、および（3）同じ4個の四量体が分断ありでまたはなしで相互に連結された
二重多量体ユニットを有するそれらのユニットが除去される。
【００２５】
　本発明の別の局面は、支持体および支持体上の異なる部位の二重多量体ユニットオリゴ
ヌクレオチドの集合を含むので、固体支持体上に固定された相補的オリゴヌクレオチドが
異なる位置に捕捉されることができる、オリゴヌクレオチドアレイに関する。相補的オリ
ゴヌクレオチドは、24℃超の狭い温度範囲内で二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの
集合の構成員にほとんどミスマッチなくハイブリダイズすると考えられる。（1）セット
内の各四量体がセット内の他の全ての四量体と少なくとも2ヌクレオチド塩基異なり、（2
）互いに相補的な2つの四量体はセット内に存在せず、および（3）回文構造または2ヌク
レオチドの反復である四量体はセット内に存在しない、四量体セットから二重多量体ユニ
ットオリゴヌクレオチドが形成され、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合はそ
れから以下のオリゴヌクレオチドを除去した：（1）四量体の数の12.5倍未満および四量
体の数の14倍超の融解温度（摂氏）を有するオリゴヌクレオチド、（2）同じ3つの四量体
が相互に連結された二重多量体ユニット、および（3）同じ4つの四量体が分断ありでまた
はなしで相互に連結された多量体ユニット。
【００２６】
　本発明のさらに別の局面は、複数の標的ヌクレオチド配列における一つまたは複数の単
一塩基変化、挿入、欠失または転座により異なる、一つまたは複数の配列を同定する方法
に関する。この方法は複数の配列差異を有する一つまたは複数の標的ヌクレオチド配列を
潜在的に含む試料を提供することを含む。複数のオリゴヌクレオチドプローブセットには
また、（a）標的特異的部分および位置特定可能なアレイ特異的部分を有する第1のオリゴ
ヌクレオチドプローブ、および（b）標的特異的部分および検出可能なレポーター標識を
含む第2のオリゴヌクレオチドプローブにより特徴付けられる各セットが提供される。特
定のセットにおけるオリゴヌクレオチドプローブは、相当する標的ヌクレオチド配列上で
互いに隣接してハイブリダイズする時には、相互連結されるのに適切であるが、しかし試
料中に存在するその他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合はそのような
連結を妨害するミスマッチを有する。リガーゼにはまた、試料、複数のオリゴヌクレオチ
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ドプローブセット、および混合液を形成するために混濁されたリガーゼが提供される。任
意のハイブリダイズしているオリゴヌクレオチドが標的ヌクレオチド配列から分離される
変性処理、および、もし試料中に存在するならば各々の標的ヌクレオチド配列に、塩基特
異的な様式でオリゴヌクレオチドプローブセットが隣接部位でハイブリダイズし、および
（a）位置特定可能なアレイ特異的部分、（b）互いに連結された標的特異的部分、および
（c）検出可能なレポーター標識を含む、連結産物配列を形成するために互いに連結され
る、ハイブリダイゼーション処理を含む一回または複数のリガーゼ検出反応サイクルにこ
の混合液は供される。オリゴヌクレオチドプローブセットは各々の標的ヌクレオチド配列
以外の、試料中に存在するヌクレオチド配列にハイブリダイズしうるが、しかし一つまた
は複数のミスマッチの存在のために相互に連結されず、変性処理で個々に分離される。捕
捉オリゴヌクレオチドが位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的なヌクレオチド配列を
有し、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合から形成される、異なる部位に固相
化された異なる捕捉オリゴヌクレオチドが支持体に提供される。位置特定可能なアレイ特
異的部分を有するオリゴヌクレオチドは、多量体ユニット内の四量体の数の4倍超の狭い
温度範囲内で、捕捉オリゴヌクレオチドの集合の構成員に、ほとんどミスマッチなくハイ
ブリダイズすると考えられる。（1）セット内の各四量体がセット内の他の全ての四量体
と少なくとも2ヌクレオチド塩基異なり、（2）互いに相補的な2つの四量体はセット内に
存在せず、および（3）回文構造または2ヌクレオチドの反復である四量体はセット内に存
在しない四量体セットから二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドが形成される。二重多
量体ユニットの修飾型集合を形成するために、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの
集合はそれから以下のオリゴヌクレオチドを除去している：（1）四量体の数の11倍未満
および四量体の数の15倍超の融解温度（摂氏）を有するオリゴヌクレオチド、（2）同じ3
つの四量体が相互に連結された二重多量体ユニット、および（3）同じ4つの四量体が分断
ありでまたはなしで相互に連結された二重多量体ユニット。混合液を一回または複数のリ
ガーゼ検出反応サイクルに供した後に、位置特定可能なアレイ特異的部分が捕捉オリゴヌ
クレオチドプローブに塩基特異的様式でハイブリダイズし、それにより位置特定可能なア
レイ特異的部分が、相補的捕捉オリゴヌクレオチドを有する部位に支持体上で捕捉される
のに有効な条件下で混合液が支持体に接触される。特定部位において支持体に捕捉された
連結産物のレポーター標識が検出され、試料中に一つまたは複数の標的ヌクレオチド配列
が存在することを示す。
【００２７】
　本発明の別の局面は、複数の標的ヌクレオチド配列における1塩基の変化、挿入、欠失
または転座により異なる一つまたは複数の配列を同定するキットに関する。リガーゼに加
えて、そのキットは、特定のセットにおけるオリゴヌクレオチドプローブは、各々の標的
ヌクレオチド配列上で互いに隣接してハイブリダイズする時は互いに連結されるのに適切
であるが、しかしに存在するその他のヌクレオチド配列にハイブリダイズする時はそのよ
うな連結を妨害するミスマッチを有する、（a）標的配列特異的部分および位置特定可能
なアレイ特異的部分を有する第1のオリゴヌクレオチドプローブ、および（b）標的配列特
異的部分および検出可能なレポーター部分を含む第2のオリゴヌクレオチドプローブによ
り各々が特徴付けられる複数のオリゴヌクレオチドプローブセットを含む。捕捉オリゴヌ
クレオチドが位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的なヌクレオチド配列を有し、二重
多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合から形成される、異なる部位に固相化された異
なる捕捉オリゴヌクレオチドを有する支持体もまたキット中に見出される。位置特定可能
なアレイ特異的部分を有するオリゴヌクレオチドは、多量体ユニット内の四量体の数の4
倍超の狭い温度範囲内で、捕捉オリゴヌクレオチドの集合の構成員にほとんどミスマッチ
なくハイブリダイズすると考えられる。（1）セット内の各四量体がセット内の他の全て
の四量体と少なくとも2ヌクレオチド塩基異なり、（2）互いに相補的な2つの四量体はセ
ット内に存在せず、および（3）回文構造または2ヌクレオチドの反復である四量体はセッ
ト内に存在しない、四量体セットから、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドが形成さ
れる。二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合はそれから以下のオリゴヌクレオチ
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ドを除去している：捕捉オリゴヌクレオチドが位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的
なヌクレオチド配列を有する、（1）四量体の数の11倍未満および四量体の数の15倍超の
融解温度（摂氏）を有するオリゴヌクレオチド、（2）同じ3つの四量体が相互に連結され
た二重多量体ユニット、および（3）同じ4つの四量体が分断ありまたはなしで相互に連結
された二重多量体ユニット。
【００２８】
　本発明の別の局面は、固体支持体上で捕捉オリゴヌクレオチドに不適切に交叉ハイブリ
ダイゼーションすると考えられるリガーゼ検出反応オリゴヌクレオチドを合成することを
避ける方法に関する。この方法は、リガーゼ検出反応オリゴヌクレオチドを捕捉オリゴヌ
クレオチドと比較すること、およびリガーゼ検出反応オリゴヌクレオチドと交叉ハイブリ
ダイゼーションする可能性が高い任意の捕捉オリゴヌクレオチドを同定することを含む。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】先行技術および本発明のポリメラーゼ連鎖反応（PCR）/リガーゼ検出反応（LDR
）の各過程を示す流れ図であり、点変異などの生殖系列上の変異の検出に関するものであ
る。
【図２】先行技術および本発明のPCR/LDR過程を示す流れ図であり、癌に関連した変異の
検出に関するものである。
【図３】同一遺伝子の2種の多型（すなわち対立遺伝子の差）におけるホモ接合体または
へテロ接合体の検出を目的とした、対立遺伝子特異的なプローブ上のアドレスを用いる本
発明のPCR/LDR過程を示す略図である。
【図４】同一遺伝子上の2種の多型（すなわち対立遺伝子の差）におけるホモ接合体また
はへテロ接合体の検出を目的とした、共通プローブ上のアドレスを用いる本発明のPCR/LD
R過程を示す略図である。
【図５】所与の部位において可能なすべての塩基を識別する対立遺伝子特異的なプローブ
上のアドレスを用いる、本発明のPCR/LDR過程を示す略図である。
【図６】任意の部位において生じうるすべての塩基を識別する共通プローブ上のアドレス
を用いる本発明のPCR/LDR過程を示す略図である。
【図７】近傍の2か所の部位に存在しうる任意の塩基の有無の検出を目的として、対立遺
伝子特異的なプローブ上のアドレスを用いる本発明のPCR/LDR過程を示す略図である。
【図８】近傍の2か所の部位に存在しうる任意の塩基の有無の検出を目的として、共通プ
ローブ上のアドレスを用いる本発明のPCR/LDR過程を示す略図である。
【図９】挿入および欠失を識別する対立遺伝子特異的なプローブ上のアドレスを用いる本
発明のPCR/LDR過程を示す略図である。
【図１０】挿入および欠失を識別する共通プローブ上のアドレスを用いる本発明のPCR/LD
R過程を示す略図である。
【図１１】正常配列が大半を占める中で、数度が低い変異（コドン内）を検出するために
対立遺伝子特異的なプローブ上のアドレスを用いる本発明のPCR/LDR過程を示す略図であ
る。
【図１２】正常配列が大半を占める中で、数度が低い変異（コドン内）を検出するために
共通プローブ上のアドレスを用いる本発明のPCR/LDR過程を示す略図である。
【図１３】アドレスが共通プローブ上に位置し、かつ対立遺伝子の差が異なる蛍光シグナ
ルF1、F2、F3、およびF4により識別される、本発明のPCR/LDR過程を示す略図である。
【図１４】隣接する対立遺伝子および近接する対立遺伝子の両方を検出する、本発明のPC
R/LDR過程を示す略図である。
【図１５】ひとつのコドンに対して可能な全ての一塩基変異を検出する、本発明のPCR/LD
R過程を示す略図である。
【図１６Ａ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｂ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｃ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
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【図１６Ｄ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｅ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｆ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｇ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｈ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｉ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｊ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｋ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｌ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｍ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｎ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｏ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１６Ｐ】p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を示す。
【図１７】オリゴヌクレオチドプローブの捕獲に関する別のフォーマットを示す。図17B
では、位置特定可能なアレイに特異的な部分が、対立遺伝子特異的なプローブ上にある。
各対立遺伝子は、それぞれアドレスZ1およびZ2上の蛍光シグナルの捕獲により識別される
。図17Cでは、位置特定可能なアレイに特異的な部分は共通プローブ上にあり、各対立遺
伝子は各2本の対立遺伝子に対応する蛍光シグナルF1およびF2の捕獲により識別される。
【図１８】共有結合修飾、グラフト、固体支持体へのオリゴマー接着のための化学反応を
示す。
【図１９】一連の固有の24merを作製するために使用されることができる、少なくとも2塩
基異なる36個の四量体を用いた本発明にしたがった設計を示す。
【図２０】BRCA1およびBRCA2の変異を検出するためのPCR/PCR/LDR法の概要を示す。
【図２１】ゲルに基づくアッセイ法におけるBRCA1およびBRCA2の3つの特定の変異を検出
するための多重LDR検出を示す。
【図２２】普遍的DNAマイクロアレイを用いたBRCA1およびBRCA2の3つの特定の変異を検出
するための多重LDR検出の概要を示す。
【図２３】位置特定可能な普遍的マイクロアレイ上のBRCA1およびBRCA2の3つの特定の変
異を検出するためのLDR検出を示す。
【図２４】大腸腫瘍由来のDNAにおける変異の存在を示すp53チップハイブリダイゼーショ
ンを示す。
【図２５Ａ】本発明にしたがって作製された4633個の捕捉オリゴヌクレオチドの一覧を示
す。
【図２５Ｂ】図25Bは、図25Aの続きを示す図である。
【図２５Ｃ】図25Cは、図25Bの続きを示す図である。
【図２５Ｄ】図25Dは、図25Cの続きを示す図である。
【図２５Ｅ】図25Eは、図25Dの続きを示す図である。
【図２５Ｆ】図25Fは、図25Eの続きを示す図である。
【図２５Ｇ】図25Gは、図25Fの続きを示す図である。
【図２５Ｈ】図25Hは、図25Gの続きを示す図である。
【図２５Ｉ】図25Iは、図25Hの続きを示す図である。
【図２５Ｊ】図25Jは、図25Iの続きを示す図である。
【図２５Ｋ】図25Kは、図25Jの続きを示す図である。
【図２５Ｌ】図25Lは、図25Kの続きを示す図である。
【図２５Ｍ】図25Mは、図25Lの続きを示す図である。
【図２５Ｎ】図25Nは、図25Mの続きを示す図である。
【図２５Ｏ】図25Oは、図25Nの続きを示す図である。
【図２５Ｐ】図25Pは、図25Oの続きを示す図である。
【図２５Ｑ】図25Qは、図25Pの続きを示す図である。
【図２５Ｒ】図25Rは、図25Qの続きを示す図である。
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【図２５Ｓ】図25Sは、図25Rの続きを示す図である。
【図２５Ｔ】図25Tは、図25Sの続きを示す図である。
【図２５Ｕ】図25Uは、図25Tの続きを示す図である。
【図２５Ｖ】図25Vは、図25Uの続きを示す図である。
【図２５Ｗ】図25Wは、図25Vの続きを示す図である。
【図２５Ｘ】図25Xは、図25Wの続きを示す図である。
【図２５Ｙ】図25Yは、図25Xの続きを示す図である。
【図２５Ｚ】図25Zは、図25Yの続きを示す図である。
【図２５ＡＡ】図25AAは、図25Zの続きを示す図である。
【図２５ＢＢ】図25BBは、図25AAの続きを示す図である。
【図２５ＣＣ】図25CCは、図25BBの続きを示す図である。
【図２５ＤＤ】図25DDは、図25CCの続きを示す図である。
【図２５ＥＥ】図25EEは、図25DDの続きを示す図である。
【図２５ＦＦ】図25FFは、図25EEの続きを示す図である。
【図２５ＧＧ】図25GGは、図25FFの続きを示す図である。
【図２５ＨＨ】図25HHは、図25GGの続きを示す図である。
【図２５ＩＩ】図25IIは、図25HHの続きを示す図である。
【図２５ＪＪ】図25JJは、図25IIの続きを示す図である。
【図２５ＫＫ】図25KKは、図25JJの続きを示す図である。
【図２５ＬＬ】図25LLは、図25KKの続きを示す図である。
【図２５ＭＭ】図25MMは、図25LLの続きを示す図である。
【図２５ＮＮ】図25NNは、図25MMの続きを示す図である。
【図２５ＯＯ】図25OOは、図25NNの続きを示す図である。
【図２５ＰＰ】図25PPは、図25OOの続きを示す図である。
【図２５ＱＱ】図25QQは、図25PPの続きを示す図である。
【図２５ＲＲ】図25RRは、図25QQの続きを示す図である。
【図２５ＳＳ】図25SSは、図25RRの続きを示す図である。
【図２５ＴＴ】図25TTは、図25SSの続きを示す図である。
【図２５ＵＵ】図25UUは、図25TTの続きを示す図である。
【図２５ＶＶ】図25VVは、図25UUの続きを示す図である。
【図２５ＷＷ】図25WWは、図25VVの続きを示す図である。
【図２５ＸＸ】図25XXは、図25WWの続きを示す図である。
【図２５ＹＹ】図25YYは、図25XXの続きを示す図である。
【図２５ＺＺ】図25ZZは、図25YYの続きを示す図である。
【図２５ＡＡＡ】図25AAAは、図25ZZの続きを示す図である。
【図２５ＢＢＢ】図25BBBは、図25AAAの続きを示す図である。
【図２５ＣＣＣ】図25CCCは、図25BBBの続きを示す図である。
【図２５ＤＤＤ】図25DDDは、図25CCCの続きを示す図である。
【図２５ＥＥＥ】図25EEEは、図25DDDの続きを示す図である。
【図２５ＦＦＦ】図25FFFは、図25EEEの続きを示す図である。
【図２５ＧＧＧ】図25GGGは、図25FFFの続きを示す図である。
【図２５ＨＨＨ】図25HHHは、図25GGGの続きを示す図である。
【図２５ＩＩＩ】図25IIIは、図25HHHの続きを示す図である。
【図２５ＪＪＪ】図25JJJは、図25IIIの続きを示す図である。
【図２５ＫＫＫ】図25KKKは、図25JJJの続きを示す図である。
【図２５ＬＬＬ】図25LLLは、図25KKKの続きを示す図である。
【図２５ＭＭＭ】図25MMMは、図25LLLの続きを示す図である。
【図２５ＮＮＮ】図25NNNは、図25MMMの続きを示す図である。
【図２５ＯＯＯ】図25OOOは、図25NNNの続きを示す図である。
【図２５ＰＰＰ】図25PPPは、図25OOOの続きを示す図である。
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【図２５ＱＱＱ】図25QQQは、図25PPPの続きを示す図である。
【図２５ＲＲＲ】図25RRRは、図25QQQの続きを示す図である。
【図２５ＳＳＳ】図25SSSは、図25RRRの続きを示す図である。
【図２５ＴＴＴ】図25TTTは、図25SSSの続きを示す図である。
【図２５ＵＵＵ】図25UUUは、図25TTTの続きを示す図である。
【図２５ＶＶＶ】図25VVVは、図25UUUの続きを示す図である。
【図２５ＷＷＷ】図25WWWは、図25VVVの続きを示す図である。
【図２５ＸＸＸ】図25XXXは、図25WWWの続きを示す図である。
【図２５ＹＹＹ】図25YYYは、図25XXXの続きを示す図である。
【図２５ＺＺＺ】図25ZZZは、図25YYYの続きを示す図である。
【図２５ＡＡＡＡ】図25AAAAは、図25ZZZの続きを示す図である。
【図２５ＢＢＢＢ】図25BBBBは、図25AAAAの続きを示す図である。
【図２５ＣＣＣＣ】図25CCCCは、図25BBBBの続きを示す図である。
【図２５ＤＤＤＤ】図25DDDDは、図25CCCCの続きを示す図である。
【図２５ＥＥＥＥ】図25EEEEは、図25DDDDの続きを示す図である。
【図２５ＦＦＦＦ】図25FFFFは、図25EEEEの続きを示す図である。
【図２５ＧＧＧＧ】図25GGGGは、図25FFFFの続きを示す図である。
【図２５ＨＨＨＨ】図25HHHHは、図25GGGGの続きを示す図である。
【図２５ＩＩＩＩ】図25IIIIは、図25HHHHの続きを示す図である。
【図２５ＪＪＪＪ】図25JJJJは、図25IIIIの続きを示す図である。
【図２５ＫＫＫＫ】図25KKKKは、図25JJJJの続きを示す図である。
【図２５ＬＬＬＬ】図25LLLLは、図25KKKKの続きを示す図である。
【図２５ＭＭＭＭ】図25MMMMは、図25LLLLの続きを示す図である。
【図２６Ａ】本発明にしたがって作製された465個の捕捉オリゴヌクレオチドの一覧を示
す。
【図２６Ｂ】図26Bは、図26Aの続きを示す図である。
【図２６Ｃ】図26Cは、図26Bの続きを示す図である。
【図２６Ｄ】図26Dは、図26Cの続きを示す図である。
【図２６Ｅ】図26Eは、図26Dの続きを示す図である。
【図２６Ｆ】図26Fは、図26Eの続きを示す図である。
【図２６Ｇ】図26Gは、図26Fの続きを示す図である。
【図２６Ｈ】図26Hは、図26Gの続きを示す図である。
【図２６Ｉ】図26Iは、図26Hの続きを示す図である。
【図２６Ｊ】図26Jは、図26Iの続きを示す図である。
【図２７Ａ】本発明にしたがって作製された96個の捕捉オリゴヌクレオチドの一覧を示す
。
【図２７Ｂ】図27Bは、図27Aの続きを示す図である。
【図２８Ａ】本発明にしたがって作製された65個の捕捉オリゴヌクレオチドの一覧を示す
。
【図２８Ｂ】図28Bは、図28Aの続きを示す図である。
【図２９Ａ】本発明にしたがって作製された4633個の捕捉オリゴヌクレオチド（20merPNA
の形で）の一覧を示す。
【図２９Ｂ】図29Bは、図29Aの続きを示す図である。
【図２９Ｃ】図29Cは、図29Bの続きを示す図である。
【図２９Ｄ】図29Dは、図29Cの続きを示す図である。
【図２９Ｅ】図29Eは、図29Dの続きを示す図である。
【図２９Ｆ】図29Fは、図29Eの続きを示す図である。
【図２９Ｇ】図29Gは、図29Fの続きを示す図である。
【図２９Ｈ】図29Hは、図29Gの続きを示す図である。
【図２９Ｉ】図29Iは、図29Hの続きを示す図である。
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【図２９Ｊ】図29Jは、図29Iの続きを示す図である。
【図２９Ｋ】図29Kは、図29Jの続きを示す図である。
【図２９Ｌ】図29Lは、図29Kの続きを示す図である。
【図２９Ｍ】図29Mは、図29Lの続きを示す図である。
【図２９Ｎ】図29Nは、図29Mの続きを示す図である。
【図２９Ｏ】図29Oは、図29Nの続きを示す図である。
【図２９Ｐ】図29Pは、図29Oの続きを示す図である。
【図２９Ｑ】図29Qは、図29Pの続きを示す図である。
【図２９Ｒ】図29Rは、図29Qの続きを示す図である。
【図２９Ｓ】図29Sは、図29Rの続きを示す図である。
【図２９Ｔ】図29Tは、図29Sの続きを示す図である。
【図２９Ｕ】図29Uは、図29Tの続きを示す図である。
【図２９Ｖ】図29Vは、図29Uの続きを示す図である。
【図２９Ｗ】図29Wは、図29Vの続きを示す図である。
【図２９Ｘ】図29Xは、図29Wの続きを示す図である。
【図２９Ｙ】図29Yは、図29Xの続きを示す図である。
【図２９Ｚ】図29Zは、図29Yの続きを示す図である。
【図２９ＡＡ】図29AAは、図29Zの続きを示す図である。
【図２９ＢＢ】図29BBは、図29AAの続きを示す図である。
【図２９ＣＣ】図29CCは、図29BBの続きを示す図である。
【図２９ＤＤ】図29DDは、図29CCの続きを示す図である。
【図２９ＥＥ】図29EEは、図29DDの続きを示す図である。
【図２９ＦＦ】図29FFは、図29EEの続きを示す図である。
【図２９ＧＧ】図29GGは、図29FFの続きを示す図である。
【図２９ＨＨ】図29HHは、図29GGの続きを示す図である。
【図２９ＩＩ】図29IIは、図29HHの続きを示す図である。
【図２９ＪＪ】図29JJは、図29IIの続きを示す図である。
【図２９ＫＫ】図29KKは、図29JJの続きを示す図である。
【図２９ＬＬ】図29LLは、図29KKの続きを示す図である。
【図２９ＭＭ】図29MMは、図29LLの続きを示す図である。
【図２９ＮＮ】図29NNは、図29MMの続きを示す図である。
【図２９ＯＯ】図29OOは、図29NNの続きを示す図である。
【図２９ＰＰ】図29PPは、図29OOの続きを示す図である。
【図２９ＱＱ】図29QQは、図29PPの続きを示す図である。
【図２９ＲＲ】図29RRは、図29QQの続きを示す図である。
【図２９ＳＳ】図29SSは、図29RRの続きを示す図である。
【図２９ＴＴ】図29TTは、図29SSの続きを示す図である。
【図２９ＵＵ】図29UUは、図29TTの続きを示す図である。
【図２９ＶＶ】図29VVは、図29UUの続きを示す図である。
【図２９ＷＷ】図29WWは、図29VVの続きを示す図である。
【図２９ＸＸ】図29XXは、図29WWの続きを示す図である。
【図２９ＹＹ】図29YYは、図29XXの続きを示す図である。
【図２９ＺＺ】図29ZZは、図29YYの続きを示す図である。
【図２９ＡＡＡ】図29AAAは、図29ZZの続きを示す図である。
【図２９ＢＢＢ】図29BBBは、図29AAAの続きを示す図である。
【図２９ＣＣＣ】図29CCCは、図29BBBの続きを示す図である。
【図２９ＤＤＤ】図29DDDは、図29CCCの続きを示す図である。
【図２９ＥＥＥ】図29EEEは、図29DDDの続きを示す図である。
【図２９ＦＦＦ】図29FFFは、図29EEEの続きを示す図である。
【図２９ＧＧＧ】図29GGGは、図29FFFの続きを示す図である。
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【図２９ＨＨＨ】図29HHHは、図29GGGの続きを示す図である。
【図２９ＩＩＩ】図29IIIは、図29HHHの続きを示す図である。
【図２９ＪＪＪ】図29JJJは、図29IIIの続きを示す図である。
【図２９ＫＫＫ】図29KKKは、図29JJJの続きを示す図である。
【図２９ＬＬＬ】図29LLLは、図29KKKの続きを示す図である。
【図２９ＭＭＭ】図29MMMは、図29LLLの続きを示す図である。
【図２９ＮＮＮ】図29NNNは、図29MMMの続きを示す図である。
【図２９ＯＯＯ】図29OOOは、図29NNNの続きを示す図である。
【図２９ＰＰＰ】図29PPPは、図29OOOの続きを示す図である。
【図２９ＱＱＱ】図29QQQは、図29PPPの続きを示す図である。
【図２９ＲＲＲ】図29RRRは、図29QQQの続きを示す図である。
【図２９ＳＳＳ】図29SSSは、図29RRRの続きを示す図である。
【図２９ＴＴＴ】図29TTTは、図29SSSの続きを示す図である。
【図２９ＵＵＵ】図29UUUは、図29TTTの続きを示す図である。
【図２９ＶＶＶ】図29VVVは、図29UUUの続きを示す図である。
【図２９ＷＷＷ】図29WWWは、図29VVVの続きを示す図である。
【図２９ＸＸＸ】図29XXXは、図29WWWの続きを示す図である。
【図２９ＹＹＹ】図29YYYは、図29XXXの続きを示す図である。
【図２９ＺＺＺ】図29ZZZは、図29YYYの続きを示す図である。
【図２９ＡＡＡＡ】図29AAAAは、図29ZZZの続きを示す図である。
【図２９ＢＢＢＢ】図29BBBBは、図29AAAAの続きを示す図である。
【図２９ＣＣＣＣ】図29CCCCは、図29BBBBの続きを示す図である。
【図２９ＤＤＤＤ】図29DDDDは、図29CCCCの続きを示す図である。
【図２９ＥＥＥＥ】図29EEEEは、図29DDDDの続きを示す図である。
【図２９ＦＦＦＦ】図29FFFFは、図29EEEEの続きを示す図である。
【図２９ＧＧＧＧ】図29GGGGは、図29FFFFの続きを示す図である。
【図２９ＨＨＨＨ】図29HHHHは、図29GGGGの続きを示す図である。
【図２９ＩＩＩＩ】図29IIIIは、図29HHHHの続きを示す図である。
【図２９ＪＪＪＪ】図29JJJJは、図29IIIIの続きを示す図である。
【図２９ＫＫＫＫ】図29KKKKは、図29JJJJの続きを示す図である。
【図２９ＬＬＬＬ】図29LLLLは、図29KKKKの続きを示す図である。
【図２９ＭＭＭＭ】図29MMMMは、図29LLLLの続きを示す図である。
【図２９ＮＮＮＮ】図29NNNNは、図29MMMMの続きを示す図である。
【図２９ＯＯＯＯ】図29OOOOは、図29NNNNの続きを示す図である。
【図２９ＰＰＰＰ】図29PPPPは、図29OOOOの続きを示す図である。
【図２９ＱＱＱＱ】図29QQQQは、図29PPPPの続きを示す図である。
【図２９ＲＲＲＲ】図29RRRRは、図29QQQQの続きを示す図である。
【図２９ＳＳＳＳ】図29SSSSは、図29RRRRの続きを示す図である。
【図３０】本発明にしたがって作製された96個の捕捉オリゴヌクレオチドの一覧に対する
融解温度（すなわちTm）の分布を示す。
【図３１】本発明にしたがって作製された465個の捕捉オリゴヌクレオチドの一覧に対す
る融解温度（すなわちTm）の分布を示す。
【図３２】本発明にしたがって作製された4633個の捕捉オリゴヌクレオチドの一覧に対す
る融解温度（すなわちTm）の分布を示す。
【図３３】本発明にしたがって作製された4633個の捕捉オリゴヌクレオチドの一覧に対す
る融解温度（すなわちTm）の並び替えられた分布を示す。
【図３４】本発明にしたがって作製された65、96、465および4633個の捕捉オリゴヌクレ
オチドの一覧における四量体使用度を示す。
【図３５Ａ】アレイ捕捉プローブが標的配列にハイブリダイズしないように設計されるこ
とを確実にするための、標的配列をアレイ捕捉プローブと比較するコンピュータープログ
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ラムを記載する。
【図３５Ｂ】図35Bは、図35Aの続きを示す図である。
【図３５Ｃ】図35Cは、図35Bの続きを示す図である。
【図３５Ｄ】図35Dは、図35Cの続きを示す図である。
【図３５Ｅ】図35Eは、図35Dの続きを示す図である。
【図３５Ｆ】図35Fは、図35Eの続きを示す図である。
【図３５Ｇ】図35Gは、図35Fの続きを示す図である。
【図３５Ｈ】図35Hは、図35Gの続きを示す図である。
【図３５Ｉ】図35Iは、図35Hの続きを示す図である。
【図３５Ｊ】図35Jは、図35Iの続きを示す図である。
【図３５Ｋ】図35Kは、図35Jの続きを示す図である。
【図３５Ｌ】図35Lは、図35Kの続きを示す図である。
【図３５Ｍ】図35Mは、図35Lの続きを示す図である。
【図３５Ｎ】図35Nは、図35Mの続きを示す図である。
【図３５Ｏ】図35Oは、図35Nの続きを示す図である。
【図３５Ｐ】図35Pは、図35Oの続きを示す図である。
【図３５Ｑ】図35Qは、図35Pの続きを示す図である。
【図３５Ｒ】図35Rは、図35Qの続きを示す図である。
【図３６】位置特定可能な普遍的マイクロアレイにおける7個の特定のK-ras変異のLDR検
出を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
発明および図面の詳細な説明
　本発明は、複数の捕捉オリゴヌクレオチドプローブが狭い範囲の融解温度を有し、相補
的オリゴヌクレトチドがほとんどミスマッチなくハイブリダイズする支持体上で使用する
ための複数の捕捉オリゴヌクレオチドプローブを設計する方法に関する。本方法の第1段
階は、（1）セット内の各四量体がセット内の他の全ての四量体と少なくとも2ヌクレオチ
ド塩基異なり、（2）互いに相補的な2つの四量体はセット内に存在せず、（3）回文構造
または2ヌクレオチドの反復である四量体はセット内に存在せず、かつ（4）1以下または3
以上のヌクレオチドGまたはCを有する四量体はセット内に存在しない、互いに連結された
4個のヌクレオチドである、複数の四量体の第1のセットを提供する段階を含む。第1のセ
ットの2個から4個の四量体の群は多量体ユニットの集合を形成するために互いに連結され
る。多量体ユニットの集合から、同じ四量体から形成された全ての多量体ユニット、およ
び多量体ユニットを形成する四量体の数の4倍未満の融解温度（摂氏）を有する全ての多
量体ユニットが、多量体ユニットの修飾型集合を形成するために除去される。多量体ユニ
ットの修飾型集合は一覧において融解温度順に配置される。多量体ユニットの修飾型集合
の順番は、融解温度の2℃の増分内で無作為化される。一覧中の交互の多量体ユニットは
その後、第1および第2の亜集合に分割され、各々は融解温度順に配置される。2番目の亜
集合の順番を反転させた後、二重多量体ユニットの集合を形成するために、反転された2
番目の集合に第1の集合が順に連結される。二重多量体ユニットの修飾型集合を形成する
ために、二重多量体ユニットの集合から、（1）四量体の数の11倍未満および四量体の数
の15倍超の融解温度（摂氏）を有する、（2）同じ3個の四量体が相互に連結された二重多
量体ユニット、および（3）同じ4個の四量体が分断ありでまたはなしで相互に連結された
二重多量体ユニットを有するそれらのユニットが除去される。
【００３１】
　本発明の別の局面は、支持体および支持体上の異なる部位の二重多量体ユニットオリゴ
ヌクレオチドの集合を含むので、固体支持体上に固定された相補的オリゴヌクレオチドが
異なる位置に捕捉されることができる、オリゴヌクレオチドアレイに関する。相補的オリ
ゴヌクレオチドは、24℃超の狭い温度範囲内で二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの
集合の構成員にほとんどミスマッチなくハイブリダイズすると考えられる。（1）セット
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内の各四量体がセット内の他の全ての四量体と少なくとも2ヌクレオチド塩基異なり、（2
）互いに相補的な2つの四量体はセット内に存在せず、および（3）回文構造または2ヌク
レオチドの反復である四量体はセット内に存在しない、四量体セットから二重多量体ユニ
ットオリゴヌクレオチドが形成され、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合はそ
れから以下のオリゴヌクレオチドを除去した：（1）四量体の数の12.5倍未満および四量
体の数の14倍超の融解温度（摂氏）を有するオリゴヌクレオチド、（2）同じ3つの四量体
が相互に連結された二重多量体ユニット、および（3）同じ4つの四量体が分断ありでまた
はなしで相互に連結された多量体ユニット。
【００３２】
　本発明のさらに別の局面は、複数の標的ヌクレオチド配列における一つまたは複数の単
一塩基変化、挿入、欠失または転座により異なる、一つまたは複数の配列を同定する方法
に関する。この方法は複数の配列差異を有する一つまたは複数の標的ヌクレオチド配列を
潜在的に含む試料を提供することを含む。複数のオリゴヌクレオチドプローブセットには
また、（a）標的特異的部分および位置特定可能なアレイ特異的部分を有する第1のオリゴ
ヌクレオチドプローブ、および（b）標的特異的部分および検出可能なレポーター標識を
含む第2のオリゴヌクレオチドプローブにより特徴付けられる各セットが提供される。特
定のセットにおけるオリゴヌクレオチドプローブは、相当する標的ヌクレオチド配列上で
互いに隣接してハイブリダイズする時には、相互連結されるのに適切であるが、しかし試
料中に存在するその他の任意のヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合はそのような
連結を妨害するミスマッチを有する。リガーゼにはまた、試料、複数のオリゴヌクレオチ
ドプローブセット、および混合液を形成するために混濁されたリガーゼが提供される。任
意のハイブリダイズしているオリゴヌクレオチドが標的ヌクレオチド配列から分離される
変性処理、および、もし試料中に存在するならば各々の標的ヌクレオチド配列に、塩基特
異的な様式でオリゴヌクレオチドプローブセットが隣接部位でハイブリダイズし、および
（a）位置特定可能なアレイ特異的部分、（b）互いに連結された標的特異的部分、および
（c）検出可能なレポーター標識を含む、連結産物配列を形成するために互いに連結され
る、ハイブリダイゼーション処理を含む一回または複数のリガーゼ検出反応サイクルにこ
の混合液は供される。オリゴヌクレオチドプローブセットは各々の標的ヌクレオチド配列
以外の、試料中に存在するヌクレオチド配列にハイブリダイズしうるが、しかし一つまた
は複数のミスマッチの存在のために相互に連結されず、変性処理で個々に分離される。捕
捉オリゴヌクレオチドが位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的なヌクレオチド配列を
有し、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合から形成される、異なる部位に固相
化された捕捉オリゴヌクレオチドが支持体に提供される。位置特定可能なアレイ特異的部
分を有するオリゴヌクレオチドは、多量体ユニット内の四量体の数の4倍超の狭い温度範
囲内で、捕捉オリゴヌクレオチドの集合の構成員に、ほとんどミスマッチなくハイブリダ
イズすると考えられる。（1）セット内の各四量体がセット内の他の全ての四量体と少な
くとも2ヌクレオチド塩基異なり、（2）互いに相補的な2つの四量体はセット内に存在せ
ず、および（3）回文構造または2ヌクレオチドの反復である四量体はセット内に存在しな
い四量体セットから二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドが形成される。二重多量体ユ
ニットの修飾型集合を形成するために、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合は
それから以下のオリゴヌクレオチドを除去している：（1）四量体の数の11倍未満および
四量体の数の15倍超の融解温度（摂氏）を有するオリゴヌクレオチド、（2）同じ3つの四
量体が相互に連結された二重多量体ユニット、および（3）同じ4つの四量体が分断ありで
またはなしで相互に連結された二重多量体ユニット。混合液を一回または複数のリガーゼ
検出反応サイクルに供した後に、位置特定可能なアレイ特異的部分が捕捉オリゴヌクレオ
チドプローブに塩基特異的様式でハイブリダイズし、それにより位置特定可能なアレイ特
異的部分が、相補的捕捉オリゴヌクレオチドを有する部位に支持体上で捕捉されるのに有
効な条件下で混合液が支持体に接触される。特定部位において支持体に捕捉された連結産
物のレポーター標識が検出され、試料中に一つまたは複数の標的ヌクレオチド配列が存在
することを示す。
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【００３３】
　本発明の別の局面は、複数の標的ヌクレオチド配列における1塩基の変化、挿入、欠失
または転座により異なる一つまたは複数の配列を同定するキットに関する。リガーゼに加
えて、そのキットは、特定のセットにおけるオリゴヌクレオチドプローブは、各々の標的
ヌクレオチド配列上で互いに隣接してハイブリダイズする時は互いに連結されるのに適切
であるが、しかしに存在するその他のヌクレオチド配列にハイブリダイズする時はそのよ
うな連結を妨害するミスマッチを有する、（a）標的配列特異的部分および位置特定可能
なアレイ特異的部分を有する第1のオリゴヌクレオチドプローブ、および（b）標的配列特
異的部分および検出可能なレポーター部分を含む第2のオリゴヌクレオチドプローブによ
り各々が特徴付けられる複数のオリゴヌクレオチドプローブセットを含む。捕捉オリゴヌ
クレオチドが位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的なヌクレオチド配列を有し、二重
多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合から形成される、異なる部位に固相化された異
なる捕捉オリゴヌクレオチドを有する支持体もまたキット中に見出される。位置特定可能
なアレイ特異的部分を有するオリゴヌクレオチドは、多量体ユニット内の四量体の数の4
倍超の狭い温度範囲内で、捕捉オリゴヌクレオチドの集合の構成員にほとんどミスマッチ
なくハイブリダイズすると考えられる。（1）セット内の各四量体がセット内の他の全て
の四量体と少なくとも2ヌクレオチド塩基異なり、（2）互いに相補的な2つの四量体はセ
ット内に存在せず、および（3）回文構造または2ヌクレオチドの反復である四量体はセッ
ト内に存在しない、四量体セットから、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドが形成さ
れる。二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合はそれから以下のオリゴヌクレオチ
ドを除去している：捕捉オリゴヌクレオチドが位置特定可能なアレイ特異的部分に相補的
なヌクレオチド配列を有する、（1）四量体の数の11倍未満および四量体の数の15倍超の
融解温度（摂氏）を有するオリゴヌクレオチド、（2）同じ3つの四量体が相互に連結され
た二重多量体ユニット、および（3）同じ4つの四量体が分断ありまたはなしで相互に連結
された二重多量体ユニット。
【００３４】
　しばしば、複数の異なる単一塩基の変異、挿入、もしくは欠失が、目的配列の同一ヌク
レオチド位置で起こることがある。この方法は、第2のオリゴヌクレオチドプローブが共
通で検出可能な標識を含み、かつ第1のオリゴヌクレオチドプローブが異なる位置特定可
能なアレイに特異的な部分および標的特異的な部分を有するオリゴヌクレオチドセットの
使用を含む。第1のオリゴヌクレオチドプローブは、ミスマッチなしに被検配列にハイブ
リダイズする場合には、第1の連結接合部で第2の隣接したオリゴヌクレオチドプローブに
連結させるために好ましいものである。異なる第1の隣接するオリゴヌクレオチドプロー
ブは、接合部位に別の識別塩基を含み、ミスマッチを含まないハイブリダイゼーションの
みが接合部位置で連結可能となるものである。各々の第1の隣接したオリゴヌクレオチド
は、異なる位置特定可能なアレイに特異的な部分を含み、従って、特異的塩基の変化が異
なるアドレス（address）での捕獲によって識別される。このスキームでは、少なくとも1
つの塩基により、他の核酸と異なる別の核酸配列の多重検出を行うために、複数の異なる
捕獲オリゴヌクレオチドを、固体支持体上の異なる位置に結合させてある。または、第1
のオリゴヌクレオチドプローブは、共通の位置特定可能なアレイに特異的な部分を含み、
第2のオリゴヌクレオチドプローブは異なる検出可能な標識および標的特異的な部分を有
する。
【００３５】
　このような配置により、少なくとも1つの塩基が他の核酸と異なる別の核酸配列の多重
検出が可能となる。このような多重検出を実施する際には、該核酸配列が同一もしくは異
なる対立遺伝子上に存在する。
【００３６】
　本発明はまた、リガーゼを含む本発明の方法を実施するためのキット、複数の異なるオ
リゴヌクレオチドプローブのセット、および捕獲オリゴヌクレオチドを固定化した固体支
持体に関する。標的塩基配列の予備的増幅に用いるプライマーもキットに含まれる。増幅
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をポリメラーゼ連鎖反応で実施する場合には、ポリメラーゼもキットに含まれる。
【００３７】
　図1および図2には、キャピラリー電気泳動もしくはゲル電気泳動/蛍光の定量化を利用
した先行技術のリガーゼによる検出反応と比較した本発明の方法の流れ図を示す。図1は
生殖系列の変異検出に関し、図2は癌の検出を示す。
【００３８】
　図1は、リ-フラウメニ症候群（Li-Fraumenisyndrome）の原因となるp53変異等の生殖系
列における点突然変異の検出を示す。段階1において、DNA試料の調製後、Taq（すなわち
、Thermusaquaticus）ポリメラーゼを用いホットスタートの条件下でエキソン5～8をPCR
増幅した。反応の最後に、プロテイナーゼKを用いた処理によりTaqポリメラーゼを失活さ
せる。段階2では、該産物を対立遺伝子特異的および共通のLDRプローブを含む新しいLDR
緩衝液で20倍に希釈する。チューブは、通常、各プライマーを約500フェムトモル含む。
段階3では、リガーゼによる検出反応は、Taqリガーゼの添加によりホットスタート条件下
で開始する。LDRプローブは、接合部部位における完全な相補性を示す標的配列の存在下
でのみ隣接したプローブと連結する。産物は2つの異なる形態で検出される。第1の形態4a
では、当先行技術分野において用いられる、蛍光標識されたLDRプローブは、異なる長さ
のポリAもしくは酸化ヘキサエチレン・テールを含む。従って、僅かに異なる易動度を有
する正常DNAに対する連結で生じる各々のLDR産物はピークのラダーを与える。生殖系列の
突然変異によって、電気泳動像に新たなピークが生成する。新しいピークのサイズは、概
ねもとの試料に存在する変異の量に相当する。ホモ接合体の正常で0％、ヘテロ接合体の
担体で50％、ホモ接合体の変異体では100％である。第2の形態4bにおいては、本発明に従
って、各々の対立遺伝子特異的プローブは、例えば、付加的な24ヌクレオチド塩基をその
5'末端に含む。これらの配列は、位置特定可能なアレイ上で相補的アドレス配列に特異的
にハイブリダイズする単一の位置特定可能な配列である。LDR反応では、各々の対立遺伝
子特異的プローブは、対応する標的配列の存在下で隣接する蛍光標識した共通プローブに
対して連結を行うことができる。野生型および変異体の対立遺伝子は、アレイ上の隣接し
たアドレスに捕獲される。未反応のプローブを洗い流す。黒いドットは、野性型対立遺伝
子に関して100％のシグナルを示す。白いドットは、変異体の対立遺伝子に関して0％のシ
グナルを示す。斜線で示されたドットは、生殖系列の突然変異における1つの位置での各
々の対立遺伝子に関して50％のシグナルを示す。
【００３９】
　図2は、p53腫瘍抑制性遺伝子における体細胞変異の検出を表すが、いずれも通常、低感
度の変異検出に関するものである。段階1では、DNA試料を調製し、蛍光PCRプライマーを
用いてエキソン5～9を3つの断片としてPCRで増幅する。これにより、段階2でのキャピラ
リー電気泳動もしくはゲル電気泳動を用いたPCR産物の蛍光の定量化が可能となる。段階3
では、マーカーDNAの1/100希釈（3つの断片の各々に対し）で産物が急増する。癌細胞で
は観察されない変異を含むが、適当なLDRプローブで容易に検出されること以外は、このD
NAは、野性型DNAに相同である。段階4の混合したDNA産物を変異体もしくはマーカー対立
遺伝子に対してのみ特異的な全LDRプローブを含む緩衝液で20倍に希釈する。段階5では、
リガーゼ検出反応を、Taqリガーゼの添加によりホットスタート条件下で開始した。接合
部部位における完全な相補性を与える標的配列の存在下でのみ、隣接したプローブに対し
てLDRプローブの連結が起こる。図1に記載される同一の2つの形態で、産物が検出される
。段階6aの当先行技術分野において用いられる形態では、産物はキャピラリー電気泳動も
しくはゲル電気泳動で分離し、蛍光シグナルを定量する。変異体ピークのマーカーピーク
に対する比は、100分割したもとの試料に存在する癌の突然変異量の概算を与える。段階6
bの形態では、本発明に基づいて、位置特定可能なアレイ上の相補的配列に対する特異的
ハイブリダイゼーションで産物を検出する。マーカードットに対する変異体ドットの蛍光
シグナル比は、100分割したもとの試料に存在する癌の突然変異量の概算を与える。
【００４０】
　本発明のリガーゼによる検出反応の方法は、図3～図15を参照することによって最もよ
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く理解される。一般的には、これは、Baranyらの国際公開公報第90/17239号；F.Baranyら
の「耐熱性DNAリガーゼをコードする遺伝子のクローニング、過剰発現および塩基配列（C
loning, Overexpression and Nucleotide Sequence of a Thermostable DNA Ligase-enco
ding Gene）」（Gene. 109:1-11（1991））、およびF.Baranyらの「クローン化耐熱のリ
ガーゼを用いた遺伝病の検出およびDNA増幅（Genetic Disease Detection and DNA Ampli
fication Using Cloned Thermostable Ligase）」（Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 88:189-19
3（1991））等に記載されており、これらの開示は参照として本明細書に組み入れられる
。本発明のリガーゼによる検出反応には、2セットの相補的オリゴヌクレオチドを用いる
ことができる。これは、直ぐ上に示した3つの参考文献に記載のリガーゼ連鎖反応として
知られるものであり、参照として本明細書に組み入れられる。または、リガーゼによる検
出反応は、オリゴヌクレオチド連結アッセイ法として知られる単一サイクルを含む。Land
egrenらの「リガーゼによる遺伝子検出技術（A Ligase-Mediated Gene Detection Techni
que）」Science 241:1077-80（1988）;Landegren　らの「DNA診断薬-分子技術と自動化（
DNA Diagnostics-Molecular Techniques and Automation）」、Science 242:229-37（198
8）;およびLandegrenらの米国特許第4,988,617号を参照のこと。
【００４１】
　方法のリガーゼによる検出反応期の際、ハイブリダイゼーションは50～85℃で起こるが
、変性処理は80～105℃で実施する。各々のサイクルは、変性処理および全体として約1～
5分の加熱ハイブリダイゼーション処理からなる。通常、連結による検出反応は、2～50サ
イクルの繰り返し変性とハイブリダイゼーションを行うことを含む。該方法のリガーゼに
よる検出反応段階にかかる全体の時間は1～250分である。
【００４２】
　オリゴヌクレオチドプローブのセットは、リボヌクレオチド、デオキシヌクレオチド、
修飾リボヌクレオチド、修飾デオキシリボヌクレオチド、ペプチドヌクレオチド類縁体、
修飾ペプチドヌクレオチド類縁体、修飾リン酸塩・糖鎖骨格オリゴヌクレオチド、ヌクレ
オチド類縁体、およびその混合物の形態であってもよい。
【００４３】
　一つの変法において、オリゴヌクレオチドプローブのセットのオリゴヌクレオチドは、
各々が66～70℃のハイブリダイゼーションもしくは融解温度（すなわち、Tm）を有する。
これらのオリゴヌクレオチドは20～28ヌクレオチドの長さである。
【００４４】
　DNAアレイ上に連結産物を捕獲する前に位置特定可能なヌクレオチドアレイ特異的な部
分を含む未変換のLDRオリゴヌクレオチドプローブを化学的もしくは酵素的に破壊するこ
とが望ましい。これを行わない場合、このような未変換のプローブは、相補的配列を含む
固体支持体のアレイ上のアドレスで、結合に関して連結産物と競合する。破壊はエキソヌ
クレアーゼIII等（L-H Guo and R.Wu、Methods in Enzymology 100:60-96（1985）、これ
は参照として本明細書に組み入れられる）のエキソヌクレアーゼを利用し、端でブロック
され、互いにプローブの連結には含まれないLDRプローブと組み合わせることによって達
成できる。ブロッキング部分は、レポーター基もしくはホスホロチオエート基を含むこと
ができる（T.T.Nikiforow　らの「単一鎖PCR産物の調製のためのホスホロチオエートプラ
イマーおよびエキソヌクレアーゼ加水分解の利用と固相ハイブリダイゼーションによる検
出（The Use of Phosphorothioate Primers and Exonuclease Hydrolysis for the Prepa
ration of Single-stranded PCR Products and their Detection by Solid-phase Hybrid
ization）」、PCR Methods and Applications.3:p.285-291（1994）、これは参照として
本明細書に組み入れられる）。LDR法の後に、連結の起こらなかったプローブは、反応混
合物をエキソヌクレアーゼと反応させて選択的に破壊する。連結の起こったプローブは、
エキソヌクレアーゼ反応の開始に必要なフリーの3'末端の除去により保護される。このア
プローチにより、特にLDR反応が少量の産物のみを形成する場合にシグナル対雑音比の増
加が起こる。連結の起こらなかったオリゴヌクレオチドは、捕獲に関して捕獲オリゴヌク
レオチドと競合するので、このような連結の起こったオリゴヌクレオチドとの競合はシグ
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ナルを低下させる。このアプローチの別の利点は、ハイブリダイズしていない標識を含む
配列が分解し、したがって、標的に依存しないバックグラウンドシグナルを生じづらくな
ることである。何故ならば、洗浄によってDNAアレイからより容易に除去され得るからで
ある。
【００４５】
　上記のオリゴヌクレオチドプローブのセットは、検出に好ましいレポーター標識を有す
る。有用な標識は、発色基、蛍光部分、酵素、抗原、重金属、磁気プローブ、色素、燐光
基、放射線物質、化学発光部位、および電気化学的検出部位を含む。捕獲オリゴヌクレオ
チドは、リボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、修飾リボヌクレオチド、修飾デ
オキシリボヌクレオチド、ペプチドヌクレオチド類縁体、修飾ペプチドヌクレオチド類縁
体、修飾リン酸塩-糖骨格オリゴヌクレオチド、ヌクレオチド類縁体、およびその混合物
の形態であり得る。本発明の方法が複数のオリゴヌクレオチドセットの使用を含む場合、
第2のオリゴヌクレオチドプローブは同一でもよいが、第1のオリゴヌクレオチドプローブ
の位置特定可能なアレイに特異的な部位は異なっている。または、第1のオリゴヌクレオ
チドプローブの位置特定可能なアレイに特異的な部位は同一でもよいが、第2のオリゴヌ
クレオチドプローブのレポーター標識は異なる。
【００４６】
　本発明の連結による検出反応期前に、好ましくは、最初の標的核酸の増幅法で試料を増
幅する。これにより、試料中の標的塩基配列の量が増加する。例えば、最初の標的核酸の
増幅が、ポリメラーゼ連鎖反応法、配列の自己複製、もしくはQ-βレプリカーゼによって
媒介されるRNA増幅を用いて達成される。ポリメラーゼ連鎖反応法は、好ましい増幅法で
あり、H.Erlichらの「ポリメラーゼ連鎖反応における最近の進歩（Recent Advances in t
he Polymerase Chain Reaction）」（Science 252:1643-50（1991）;M.Innisらの「PCRプ
ロトコール:方法と応用の指針（A Guide to Methods and Applications）」（Academic P
ress: New York（1990））;およびR.Saikiらの「耐熱性DNAポリメラーゼによるDNAのプラ
イマー特異的な酵素的増幅（Primer-directed Enzymatic Amplification of DNA with a 
Thermostable DNA Polymerase）」（Science 239:487-91（1988））等に詳細に記載され
ており、これらは参照として本明細書に組み入れられる。参照として本明細書に組み入れ
られるJ.Guatelliらの「レトロウイルスの複製をモデルにしたマルチ酵素反応による核酸
の等熱インビトロ増幅（Isothermal, invitro Amplification of Nucleic Acids by a Mu
ltienzyme Reaction Modeled After Retroviral Replication）」（Proc.Natl.Acad.Sci.
USA 87:1874-78（1990））には、配列の自己複製法に関して記載がある。Qβレプリカー
ゼによって媒介されるRNA増幅は、F.Kramerらの「複製可能なRNAレポーター（Replicatab
le RNA Reporters）」（Nature 339:401-02（1989））に開示されており、これは参照と
して本明細書に組み入れられる。
【００４７】
　本発明のポリメラーゼ連鎖反応法の使用およびその後のリガーゼによる検出法の使用を
図3に示す。ここで二つの多型におけるホモもしくはヘテロ接合性（すなわち、対立遺伝
子としての差異）は、同一遺伝子上にある。または、このような対立遺伝子の差異は異な
る遺伝子上にあってもよい。
【００４８】
　図3に示されるように、標的核酸が二本鎖DNA分子の形態である場合、変性して鎖を分離
させる。これは、80～105℃程度の温度に加熱することによって達成する。次に、ポリメ
ラーゼ連鎖反応のプライマーを加え、通常、20～85℃程度の温度で鎖にハイブリダイズさ
せる。また、耐熱性ポリメラーゼ（例えば、Thermusaquaticusポリメラーゼ）を添加し、
温度を50～85℃に調整して、プライマーがハイブリダイズする核酸の長さに沿ってプライ
マーを伸長させる。ポリメラーゼ連鎖反応の伸長の段階後に、得られた二本鎖分子を80～
105℃の温度に加熱し、分子を変性させ鎖を分離させる。これらのハイブリダイゼーショ
ン、伸長、および変性の段階を、何回も繰り返して標的を適当なレベルに増幅する。
【００４９】
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　方法のポリメラーゼ連鎖反応期が完了すると、図3に示す連結による検出反応期が開始
される。二本鎖DNA分子の状態であれば、80～105℃の温度、好ましくは94℃で標的核酸を
変性させた後、標的塩基配列の一方の鎖に対する連結による検出反用のオリゴヌクレオチ
ドプローブをリガーゼ（例えば、図3に示す耐熱性リガーゼ様のThermusaquaticusリガー
ゼ）とともに加える。次に、オリゴヌクレオチドプローブを標的核酸分子にハイブリダイ
ズさせ、通常、45-85℃、好ましくは65℃の温度で連結を行う。連結接合部に完全な相補
性があれば、オリゴヌクレオチドはともに連結することができる。置換可能なヌクレオチ
ドがTまたはAであるとき、標的塩基配列にTが存在すれは、位置特定可能なアレイに特異
的な部位Z1を有するオリゴヌクレオチドプローブがレポーター標識Fを有するオリゴヌク
レオチドプローブに連結し、また標的塩基配列にAが存在すれば、位置特定可能なアレイ
に特異的な部位Z2を有するオリゴヌクレオチドプローブがレポーター標識Fを有するオリ
ゴヌクレオチドプローブに連結する。同様に、変化可能なヌクレオチドがAまたはGである
ときには、標的塩基配列にTが存在すれば、位置特定可能なアレイに特異的な部位Z4を有
するオリゴヌクレオチドプローブがレポーター標識Fを有するオリゴヌクレオチドプロー
ブに連結し、また標的塩基配列にCが存在すれば、位置特定可能なアレイに特異的な部位Z
3を有するオリゴヌクレオチドプローブがレポーター標識Fを有するオリゴヌクレオチドプ
ローブと連結する。連結後に、材料を再び変性させてハイブリダイズしている鎖を分離す
る。ハイブリダイゼーション/連結および変性の段階は、一つもしくは複数のサイクル（
例えば、1～50サイクル）を経て標的シグナルを増幅する。蛍光連結産物（同様に、位置
特定可能なアレイに特異的な部位を有する、連結されなかったオリゴヌクレオチドプロー
ブ）は、位置特定可能なアレイ上の特定のアドレスにおけるZ1、Z2、Z3、およびZ4部位に
相補的な捕獲プローブへのハイブリダイゼーションにより捕獲される。次に、オリゴヌク
レオチドの一方に前もって存在する標識Fで、連結の起こったオリゴヌクレオチドの存在
を検出する。図3において、連結産物の配列は、位置特定可能なアレイに特異的な部位Z1
およびZ3に相補的な捕獲オリゴヌクレオチドでアレイのアドレスにハイブリダイズするが
、連結の起こらなかった位置特定可能なアレイに特異的な部位Z2およびZ4を有するオリゴ
ヌクレオチドプローブは、その相補的捕獲オリゴヌクレオチドにハイブリダイズする。し
かしながら、連結産物の配列のみが標識Fを有するので、それらのみの存在が検出される
。
【００５０】
　図4において、共通のオリゴヌクレオチドプローブが位置特異的な部分を有する一方で
対立遺伝子特異的なプローブが異なる標識を有する、ということを除いては、図4は図3に
類似している。
【００５１】
　図5は、本発明のPCR/LDRの段階に関する流れ図であり、与えらた部位がいずれの塩基あ
っても識別できる。位置特定可能なアレイに特異的な部位Z1、Z2、Z3、およびZ4に相補的
なアドレスの蛍光シグナルの出現は、標的塩基配列における、それぞれ、A、G、C、およ
びT対立遺伝子の存在を示す。ここで、標的塩基配列A、およびC対立遺伝子の存在は、部
位Z1およびZ3にそれぞれ相補的な捕獲オリゴヌクレオチドプローブで固体支持体上のアド
レスの蛍光で示される。図5では、位置特定可能なアレイに特異的な部位が識別オリゴヌ
クレオチドプローブ上にあり、識別塩基がこれらのプローブの3'末端にあることに留意さ
れたい。
【００５２】
　図6において、共通のオリゴヌクレオチドプローブが位置特異的な部分を有する一方で
対立遺伝子特異的なプローブが異なる標識を有する、ということを除いては、図6は図5に
類似している。
【００５３】
　図7は、本発明の2カ所の近接部位における可能な塩基の存在の検出に関するPCR/LDRの
段階の流れ図である。ここで、LDRプライマーは重複していてもよいが、接合部に完全な
相補性がある場合に連結が可能である。このことが、重複プライマーが互いに阻害を起こ
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す対立遺伝子特異的PCR等のほかのアプローチと、LDRが異なる点である。図7においては
、第1のヌクレオチドの位置は、AおよびCの対立遺伝子でヘテロ接合体であるが、第2のヌ
クレオチドの位置はG、CおよびTの対立遺伝子でヘテロ接合体である。図5に示すように、
位置特定可能なアレイに特異的な部位は識別オリゴヌクレオチドプローブ上にあり、識別
塩基はこれらのプローブの3'末端にある。レポーター基（例えば、蛍光標識）は、共通オ
リゴヌクレオチドプローブの3'末端にある。例えば、各々の個体が、2つの正常遺伝子お
よび2つの偽遺伝子を有し、2カ所のスプライス部位（ヌクレオチド656）に3つの可能な単
一塩基（G、A、およびC）が存在する場合の21ヒドロキシラーゼ遺伝子に関して、これが
可能である。また、これを用いて薬剤耐性（例えば、AZTに対する）株の出現を示すHIV感
染における低レベルの変異を検出できる。図7に戻って、位置特定可能なアレイに特異的
な部位Z1、Z2、Z3、Z4、Z5、Z6、Z7、およびZ8に相補的なアドレスの蛍光シグナルの出現
は、ヘテロ接合体の部位のAおよびC対立遺伝子における、それぞれ、A、G、C、およびTの
存在、およびヘテロ接合体部位のG、C、およびT対立遺伝子における、それぞれA、G、C、
およびTの存在を示す。
【００５４】
　図8において、共通のオリゴヌクレオチドプローブが位置特異的な部分を有する一方で
対立遺伝子特異的なプローブが異なる標識を有する、ということを除いては、図8は図7に
類似している。
【００５５】
　図9は、本発明のPCR/LDRの段階に関する流れ図であり、挿入（左上部のプローブセット
）および欠失（右下部のプローブセット）を識別する。左では、正常配列がポリAテール
に5つのAを含む。変異体の配列は、さらに2つのAがテール内に挿入されている。したがっ
て、位置特定可能なアレイに特異的な部位Z1（正常の配列を表す）およびZ3（2塩基対の
挿入を表す）を有するLDR産物は、共通プライマーに連結することによって蛍光標識され
ている。LDR法（例えば、耐熱性リガーゼ酵素を用いる）は、単一ヌクレオチド反複にお
ける単一塩基の挿入もしくは欠失を簡単に識別できるが、対立遺伝子特異的PCRでは、こ
のような差異を識別できない。なぜならば、3'塩基が両方の対立遺伝子に存在するためで
ある。右では、正常配列は5つの（CA）反復（すなわち、CACACACACA）である。変異体で
は、正常配列と比較して2つ少ないCA塩基を含む（すなわち、CACACA）。これらは、特定
位置特定可能なアレイに特異的な部位Z8（正常の配列を表す）およびZ6（2つのCA欠失を
表す）アドレスにおける、蛍光LDR産物として検出される。また、さまざまな感染病原体
の薬剤に対する耐性は、本発明を用いて調べることができる。図9では、Z1およびZ3に相
補的な捕獲オリゴヌクレオチドを有するアドレスにおける蛍光標識Fで示される連結産物
の配列の存在は、正常および変異体のポリA配列の両方の存在を示す。同様に、Z6およびZ
8に相補的な捕獲オリゴヌクレオチドを有するアドレスの蛍光標識Fで示される連結産物の
配列の存在は、正常なCAの繰り返し配列および繰り返しユニットが1つ欠失した配列の両
方の存在を示す。
【００５６】
　図10において、共通のオリゴヌクレオチドプローブが位置特異的な部分を有する一方で
対立遺伝子特異的なプローブが異なる標識を有する、ということを除いては、図10は図9
に類似している。
【００５７】
　図11は、過剰の正常配列の存在における低レベルの変異を検出する位置特定可能なアレ
イに特異的な部位を用いた　本発明のPCR/LDRの段階に関する流れ図である。図11は、K-r
as遺伝子のグリシン（Gly）をコードするコドン12の配列GGTを示す。ごく一部の細胞が、
アスパラギン酸（Asp）をコードするGATにおけるGからAへの変異を含む。野生型のLDRプ
ローブ（すなわち、正常配列）は、反応から除外される。正常LDRプローブ（識別塩基=G
を有する）を含む場合、これらを共通プローブに対して連結さることによって、変異体の
標的に由来するシグナルより強めることができる。代わりに、図11に示されるように、蛍
光標識Fを有する連結産物の配列の存在は、位置特定可能なアレイに特異的な部位Z4に相
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補的な捕獲オリゴヌクレオチドを有するアドレスにおけるアスパラギン酸をコードする変
異体の存在を示す。
【００５８】
　図12において、共通のオリゴヌクレオチドプローブが位置特異的な部分を有する一方で
対立遺伝子特異的なプローブが異なる標識を有する、ということを除いては、図12は図11
に類似している。
【００５９】
　図13は、本発明のPCR/LDRの段階に関する流れ図であり、位置特定可能なアレイに特異
的な部位が、共通のオリゴヌクレオチドプローブに配置されおり、識別オリゴヌクレオチ
ドプローブはレポーター標識を有する。対立遺伝子の差異は、異なる蛍光シグナルF1、F2
、F3、およびF4で識別される。この方法により、より高密度なアレイの使用が可能となる
。なぜならば、各々の位置は、特定の基で発光すると予測されるからである。エミッショ
ンスペクトルにおいて最小重複を有し、多重走査が必要な蛍光基を必要とするという不利
な点を有する。これは低レベルの対立遺伝子（例えば、癌に関連した変異）の検出に理想
的といえるほど好適ではない。
【００６０】
　図14は、本発明のPCR/LDRの段階に関する流れ図であり、隣接および近傍の対立遺伝子
の両方が検出される。隣接した変異は、互いの右隣にあり、1セットのオリゴヌクレオチ
ドプローブが接合部の3'末端の塩基を識別する（異なる位置特定可能なアレイに特異的な
部位Z1、Z2、Z3、およびZ4の使用によって）が、もう一方のオリゴヌクレオチドプローブ
のセットは、接合部の5'末端の塩基を識別する（異なる蛍光レポーター標識F1、F2、F3、
およびF4の使用）。図14では、疾患遺伝子（例えば、嚢胞性線維症CFTR）のGlyおよびア
ルギニン（Arg）をコードするコドンが、それぞれ、生殖系列の突然変異の候補である。
図14の検出結果は、Gly（GGA;連結産物の配列を有する部位Z2および標識F2で示される）
がグルタミン酸（Glu）（GAA;部位Z2および標識F1を有する連結産物の配列で示される）
に突然変異を起こしており、Arg（CGG;部位Z7および標識F2を有する連結産物の配列で示
される）がトリプトファン（Trp）（TGG;部位Z8および標識F2を有する連結産物の配列で
示される）に突然変異を起こしていることを示している。したがって、患者は、複合ヘテ
ロ接合型の個体である（すなわち、両方の遺伝子に変異体対立遺伝子を有する）。
【００６１】
　図15は、本発明のPCR/LDRの段階に関する流れ図であり、単一コドンに関して可能な単
一塩基の変異すべてが検出される。通常アミノ酸のコドンは3番目の塩基が縮重している
のでこれら可能な変異すべてについて、蛋白質レベルで最初の2つの位置を決定できる。
これらのアミノ酸には、アルギニン、ロイシン、セリン、トレオニン、プロリン、アラニ
ン、グリシン、およびバリンを含む。しかしながら、幾つかのアミノ酸については、コド
ンの3つの塩基すべてを調べるので、3箇所の隣接した位置の変異を識別するオリゴヌクレ
オチドプローブが必要となる。図15に示すように、3'末端に対する最後から2番目の位置
に4種の可能な塩基を含む4つのオリゴヌクレオチドプローブを設計し、また3'末端に4種
の考え得る塩基を含む別の4つの捕獲オリゴヌクレオチドを設計し、この問題を解決する
。レポーター標識のみを有する共通オリゴヌクレオチドプローブはコドンの縮重に対応し
、同一のアレイアドレスで捕獲され異なる連結産物の配列間の識別ができる2つの蛍光基
を有している。例えば、図15に示されるように、グルタミン（Gln）をコードするコドン
（すなわち、CAAおよびCAG）の存在が、部位Z1および標識F2を含む連結産物の配列の存在
によって示される。同様に、ヒスチジン（His）をコードする変異（コドンCACでコードさ
れる）に対するGlnの存在は、部位Z1および標識F2を有する連結産物の配列の存在ならび
に部位Z7および標識F2を有する連結産物の配列の存在によって示される。プライマーZ1お
よびZ7が同一の配列を有するという事実に起因し、このアッセイ法に冗長性が内在する。
【００６２】
　本発明の特に重要な局面は、試料中の標的塩基配列の量が定量可能であることである。
内部（すなわち、該試料を用いた増幅・検出により得られる標準材料）もしくは外部（す
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なわち、得られる標準物質は増幅されないが該試料を用いて検出される）標準を得ること
によって、これを様々な方法で達成することができる。
【００６３】
　ある定量法に従って、レポーター標識により生成したシグナルは、分析試料より生産さ
れた連結産物の配列の捕獲によって生じ検出されるものである。このシグナル強度は、生
成した既知の量の標的塩基配列を有する試料中に存在する連結産物の配列の捕獲によって
生じるシグナルによって得られる検量線と比較する。その結果、分析試料中の標的塩基配
列の量を調べることができる。本技術は、外部標準の使用を含む。
【００６４】
　本発明の別の定量法は、内部標準に関する。ここでは、既知の量の一つもしくは複数の
マーカー標的塩基配列を試料に添加する。さらに、複数のマーカー特異的オリゴヌクレオ
チドプローブのセットをリガーゼ、上記のオリゴヌクレオチドプローブのセットおよび試
料とともに混合物に添加する。マーカー特異的オリゴヌクレオチドプローブのセットは、
（1）マーカー標的塩基配列に相補的な標的特異的な部位ならびに支持体上の捕獲オリゴ
ヌクレオチドに相補的な位置特定可能なアレイに特異的な部位を有する第1のオリゴヌク
レオチドプローブ、（2）マーカー標的塩基配列に相補的な標的特異的な部位ならびに検
出可能なレポーター標識を有する第2のオリゴヌクレオチドプローブを含む。特定のマー
カー特異的オリゴヌクレオチドセットにおけるオリゴヌクレオチドプローブは、対応する
マーカー標的塩基配列上で相互に隣接してハイブリダイズし、互いに連結することにおい
て適切である。しかしながら、試料中の他のヌクレオチド配列または添加したマーカー配
列にハイブリダイズする場合には、このような連結を阻害するミスマッチが存在する。支
持体上に捕獲された連結産物の配列の存在は、レポーター標識の検出によって同定される
。次に、既知の量のマーカー標的塩基配列から生成し捕獲された連結産物の量を捕獲され
た他の連結産物の配列の量と比較することによって、試料中の標的塩基配列の量を決定す
る。
【００６５】
　本発明の別の定量法は、複数の配列上の差異を有する2つもしくはそれ以上の複数の標
的塩基配列を含む試料の解析を含む。ここでは、標的塩基配列に対応する連結産物の配列
が、上記のいずれかの技術によって検出・識別される。次に、生成し捕獲された連結産物
の配列の相対量を比較して、試料中の標的塩基配列の相対量を定量する。これは、試料に
おける標的塩基配列の相対的レベルの定量的尺度を提供する。
【００６６】
　本発明のリガーゼによる検出反応法の段階の前に、リガーゼ連鎖反応法を行い、オリゴ
ヌクレオチド産物を増幅することもできる。本方法は、F.Baranyらの「耐熱性DNAリガー
ゼをコードする遺伝子のクローニング、過剰発現および塩基配列（Cloning, Overexpress
ion and Nucleotide Sequence of a Thermostable DNA Ligase-encoding Gene）」、Gene
 109:1-11（1991）、およびF.Baranyらの「クローン化耐熱のリガーゼを用いた遺伝病の
検出およびDNA増幅（Genetic Disease Detection and DNA Amplification Using Cloned 
Thermostable Ligase）」（Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88:189-93（1991））に完全な記載
があり、これらは参照として本明細書に組み入れられる。増幅にリガーゼ連鎖反応を用い
る代わりに、転写に基づく増幅法を利用することもできる。
【００６７】
　好ましい耐熱性リガーゼはThermusaquaticus由来のものである。本酵素はこの生物から
単離できる（M.Takahashiら「好熱性DNAリガーゼ（Thermophillic DNA ligase）」（J.Bi
ol.Chem. 259:10041-47（1984））；これは参照として本明細書に組み入れられる）。ま
たは、リコンビナントで調製することもできる。このような単離法は、リコンビナントTh
ermusaquaticusリガーゼの産生（およびThermusthemophilusリガーゼ）とともに、Barany
らの国際公開公報第90/17239号、およびF.Baranyらの「耐熱性DNAリガーゼをコードする
遺伝子のクローニング、過剰発現および塩基配列（Cloning, Overexpression and Nucleo
tide Sequence of a Thermostable DNA Ligase-encoding Gene）」（Gene.109:1-11（199
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1））等に開示されており、参照として本明細書に組み入れられる。これらの文献は、こ
のリガーゼおよびこれをコードするDNAの完全な配列情報を含む。他の好ましいリガーゼ
としては、E.coliリガーゼ、T4リガーゼ、Thermussp.AK16リガーゼ、Aquifexaeolicusリ
ガーゼ、Thermotogamaritimaリガーゼおよび、Pyrococcusリガーゼを含む。
【００６８】
　連結増幅混合物は、サケ精子DNA等の担体DNAを含んでいてもよい。
【００６９】
　好ましくは加熱ハイブリダイゼーション処理であるハイブリダイゼーションの段階では
、連結接合部における識別ヌクレオチドに基づく塩基配列間での識別を行う。標的塩基配
列間の差異は、例えば、単一核酸塩基の差、核酸の欠失、再構成である。1塩基以上を含
むこのような配列の差異も検出できる。好ましくは、オリゴヌクレオチドプローブのセッ
トは実質的に同一の長さを有し、それらを実質的に同様なハイブリダイゼーション条件で
標的塩基配列にハイブリダイズする。その結果、本発明の方法は、感染性疾患、遺伝病、
および癌を検出できる。また、環境モニタリング、法医科学、および食品科学においても
有用である。
【００７０】
　広く多様な感染性疾患は、本発明の方法で検出できる。通常、これらは細菌性、ウイル
ス性、寄生性、および真菌性の感染病原体によっておこる。また、さまざまな感染病原体
の薬剤に対する耐性は、本発明を用いて調べることができる。
【００７１】
　本発明で検出する細菌性感染病原体は、大腸菌、サルモネラ菌（Salmonella）、赤痢菌
（Shigella）、クレブシエラ（Klebsiella）、シュードモナス（Pseudomonas）、リステ
リア菌（Listeria monocytogenes）、結核菌（Mycobacterium tuberculosis）、ミコバク
テリアアビウム-イントラセルラ（Mycobacterium avium-intracellulare）、エルシニア
（Yersinia）、フランシセラ（Francisella）、パスツレラ（Pasteurella）、ブルセラ（
Brucella）、クロストリジウム（Clostridia）、百日咳菌（Bordetella pertussis）、バ
クテロイド（Bacteroides）、黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）、スタフィロコ
ッカスニューモニア（Streptococcus pneumonia）、B-溶連菌（B-Hemolyticstrep.）、コ
リネバクテリア（Corynebacteria）、レジオネラ（Legionella）、ミコプラズマ（Mycopl
asma）、ウレアプラズマ（Ureaplasma）、クラミジア（Chlamydia）、淋菌（Neisseriago
norrhea）、髄膜炎菌（Neisserimeningitides）、ヘモフィルスインフルエンザ（Hemophi
lus influenza）、エンテロコッカスファエカリス（Enterococcus faecalis）、プロテウ
スブルガリス（Proteus vulgaris）、プロテウスミラビリス（Proteus mirabilis）、ヘ
リコバクターピロリ（Helicobacter pylori）、梅毒トレポネーマ（Treponema palladium
）、ボレリアバーグドーフェリ（Borreliaburgdorferi）、ボレリアレクレンティス（Bor
relia recurrentis）、リケッチア（Rickettsial）の病原、ノカルジア（Nocardia）、お
よびアシトノマイセス（Acitnomycetes）を含む。
【００７２】
　本発明で検出される真菌性感染病原体は、クリプトコッカスネオフォルマンス（Crypto
coccus neoformans）、ブラストミセスデルマティティディス（Blastomyces dermatitidi
s）、ヒストプラズマカプスラタム（Histoplasma capsulatum）、コクシジウムイミティ
ス（Coccidioides immitis）、パラコクシシオイデスブラシリアンシス（Paracoccicioid
es brasiliensis）、カンジダアルビカンス（Candidaalbicans）、アスペルギルスフミガ
ーツス（Aspergillus fumigautus）、フィコマイセテス（Phycomycetes）（リゾプス(Rhi
zopus)）、スポロスリックスシェンキー（Sporothrix schenckii）、クロモミコシス（Ch
romomycosis）、およびマズロミコシス（Maduromycosis）を含む。
【００７３】
　本発明で検出されるウイルス性感染病原体は、ヒト免疫不全症ウイルス、ヒトT細胞リ
ンパ球親和性ウイルス、肝炎ウイルス（例えば、B型肝炎ウイルスおよびC型肝炎ウイルス
）、エプスタイン・バーウイルス、サイトメガロウイルス、ヒトパピローマウイルス、オ
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ルトミクソウイルス、パラミクソウイルス、アデノウイルス、コロナウイルス、ラブドウ
イルス、ポリオウイルス、トガウイルス、バンヤウイルス、アレナウイルス、ルベラウイ
ルス、およびレオウイルスを含む。
【００７４】
　本発明で検出される寄生性作用病原体は、プラスモジウムファルシパラム（Plasmodium
 falciparum）、プラスモジウムマラリア（Plasmodium malaria）、プラスモジウムビバ
ックス（Plasmodium vivax）、プラスモジウムオーバル（Plasmodium ovale）、オンコバ
ルバボルブラス（Onchovervavolvulus）、レーシュマニア（Leishmania）、トリパノソー
マ（Trypanosoma）種、住血吸虫（Schistosoma）種、エンタモエバヒストリチカ（Entamo
ebahistolytica）、クリプトスポリジウム（Cryptosporidum）、ギアルディア（Giardia
）種、トリチモナス（Trichimonas）、バラチジウムコーライ（Balatidiumcoli）、ウチ
ェレリアバンクロフティ（Wuchereriabancrofti）、トキソプラズマ（Toxoplasma）種、
エンテロビウスバーミキュラシス（Enterobiusvermicularis）、アスカリスラムブリコイ
デス（Ascarislumbricoides）、トリチュリストリチウラ（Trichuristrichiura）、ドラ
カムクルスメディネシス（Dracunculusmedinesis）、吸虫（trematodes）、ジフィロボツ
リウムラタン（Diphyllobothriumlatum）、条虫（Taenia）種、ニューモシスティスカリ
ニー（Pneumocystiscarinii）、及びネカターアメリカニス（Necatoramericanis）を含む
。
【００７５】
　本発明はまた、感染性因子による薬剤耐性の検出にも有用である。例えば、バンコマイ
シン耐性エンテロコッカスファエシウム（Enterococcus faecium）、メチシリン耐性黄色
ブドウ球菌、ペニシリン耐性肺炎連鎖球菌（Streptococcus pneumoniae）、多剤耐性結核
菌（Mycobacterium tuberculosis）、およびAZT耐性ヒト免疫不全ウイルスはいずれも本
発明で同定できる。
【００７６】
　遺伝性疾患は、本発明の方法で検出できる。これは染色体および遺伝的異常の出生前ス
クリーニングもしくは遺伝病の出生後スクリーニングで実施可能である。検出可能な遺伝
病の例としては、21ヒドロキシラーゼ欠損、嚢胞性線維症、脆弱X症候群、ターナー症候
群、デュシェーヌ筋ジストロフィー、ダウン症候群もしくはその他のトリソミー、心臓疾
患、単一遺伝子疾患、HLAタイピング、フェニルケトン尿症、鎌状細胞貧血、テイ-サック
ス病、タラセミア、クラインフェルトラー症候群、ハンチントン病、自己免疫疾患、脂肪
代謝異常症、肥満症、血友病、先天性代謝異常、および糖尿病があげられる。
【００７７】
　本発明の方法で検出される癌は、通常、癌遺伝子、腫瘍抑制性遺伝子、もしくはDNA増
幅に関与する遺伝子、複製、組換え、もしくは修復を含む。これらの例は、BRCA1遺伝子
、p53遺伝子、家族性大腸ポリポーシス、Her2/Neu増幅、Bcr/AbI、K-ras遺伝子、ヒトパ
ピローマウイルスのタイプ16および18、白血病、大腸癌、乳癌、肺癌、前立腺癌、脳腫瘍
、中枢神経系腫瘍、膀胱腫瘍、メラノーマ、肝癌、骨肉腫およびその他の骨癌、睾丸癌お
よび卵巣癌、耳鼻咽喉科の腫瘍、およびヘテロ接合性の消失を含む。
【００７８】
　環境モニタリングの分野においては、本発明は、都市廃水浄化システムおよび貯水器等
の天然の、および工学的な生態系ならびに微小生態系もしくは生物的環境浄化を行ってい
る汚染域における病原性および常在微生物の検出、同定、およびモニタリングに用いられ
る。集団動態研究における特異的標的微生物のモニタリング、または環境および工業用植
物における改変微生物における遺伝学的検出、同定、もしくはモニタリングのいずれかの
ために、非生体物質を代謝する遺伝子を含むプラスミドの検出をおこなうことも可能であ
る。
【００７９】
　本発明は、軍人、および犯罪捜査におけるヒトの識別、父性検査および家族関係解析、
HLA適合性タイピング、および血液、精子、もしくは移植臓器の汚染スクリーニングを含
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む多様な法医学的分野においても用いることができる。
【００８０】
　食品および飼料工業においては、本発明は広く多様な応用を有する。例えば、ビール、
ワイン、チーズ、ヨーグルト、パン、その他の産生に関わる酵母等の産生用微生物の同定
および特徴付けに用いることができる。利用に関する別の分野は、産物の品質管理および
検定ならびに工法（例えば、家畜、殺菌、および食肉加工）における汚染に関する。その
他の利用としては、育種目的の植物、球根、および種子の特徴付け、植物特異的病原体の
存在同定、ならびに家畜感染の検出および同定があげられる。
【００８１】
　望ましくは、オリゴヌクレオチドプローブは、連結接合部において完全な相補性に基づ
き、対応する標的塩基配列上で相互に隣接してハイブリダイズする場合の、連結接合部に
おける連結に好ましいものである。しかしながら、該セットにおけるオリゴヌクレオチド
プローブは、試料中の他のいずれかのヌクレオチド配列にハイブリダイズする場合には、
連結を阻害する連結接合部位置の塩基にミスマッチが存在する。最も好ましくは、ミスマ
ッチは連結接合部の3'塩基に隣接した位置の塩基に存在する。または、ミスマッチは、連
結接合部の塩基に隣接した塩基にあってもよい。
【００８２】
　本発明の方法は、第1および第2の塩基配列を100アトモルから250フェムトモルの量で試
料中に検出することができる。LDR段階を第1のポリメラーゼ特異的増幅段階とカップルさ
せ、本発明の完全な方法では、単一分子程度を含む試料において標的塩基配列を検出する
ことができる。さらに、ピコモル量であることの多いPCR増幅産物は上記範囲で容易に希
釈できる。このリガーゼによる検出反応では、ミスマッチ連結産物の配列の形成速度は、
マッチした連結産物の配列の形成速度の0.005より低い。
【００８３】
　連結期が完了すると、捕獲期が開始される。本方法の捕獲期では、混合物は25～90℃、
好ましくは60℃～80℃の温度で、かつ10～180分間、好ましくは60分までので時間、固体
支持体と接触させる。ハイブリダイゼーションは、ハイブリダイゼーション中に連結混合
物を混合すること、または容積排除、カオトロピック薬剤、テトラメチルアンモニウム塩
、もしくはN,N,N,トリメチルグリシン（ベタイン一水和物）を添加することによって加速
もしくは改善される。アレイが数十から数百のアドレスからなる場合、正しい連結産物が
適当なアドレスでハイブリダイズする機会を有することが重要である。これは、用いる高
い温度におけるオリゴヌクレオチドの熱運動、アレイ表面と接触する液体の機械的運動、
もしくは電界によるアレイ全域にわたるオリゴヌクレオチドの運動によって達成すること
ができる。ハイブリダイゼーショ後にハイブリダイズしていないプローブを除去し、捕獲
されたプローブの検出の最適化を図るために、アレイを緩衝液で洗浄する。または、アレ
イを順次洗浄する。
【００８４】
　ハイブリダイゼーションの特異性は、ハイブリダイゼーション溶液への、非特異的競合
DNA（例えばニシン精子DNA）の添加および/またはホルムアミドの添加により促進されて
もよい。洗浄の厳密度はまた洗浄温度の上昇および/または洗浄緩衝液へのホルムアミド
の添加により増大されうる。図16は標準的ハイブリダイゼーションおよび洗浄条件への上
記の変更の様々な組み合わせによる結果を示す。
【００８５】
　好ましくは、固体支持体は、アクリルアミドとカルボン酸塩、アルデヒド、もしくはア
ミノ基を含む機能性のモノマーとの組み合わせで構成される親水性ポリマーの多孔性表面
を有する。この表面は、支持体を、ポリアクリルアミドに基づくゲルでコーティングする
によって形成する。好ましい配合は、アクリルアミド/アクリル酸およびN,N-ジメチルア
クリルアミド/グリセロールモノメタクリレートである。クロスリンカーN,N'-メチレンビ
スアクリルアミドは、50:1以下のレベル、好ましくは500:1以下のレベルである。
【００８６】



(42) JP 2014-68651 A 2014.4.21

10

20

30

40

50

　固体支持体を連結混合物に接触させている間の陰性電荷のマスキングに関する一態様は
、二価カチオンの利用によって達成される。二価カチオン、Mg2+、Ca2+、MN2+、もしくは
Co2+でよい。通常、二価カチオンによるマスキングは、カチオンを含むハイブリダイゼー
ション緩衝液により10mMの最小濃度で室温で15分間、固体支持体のプレハイブリダイゼー
ションを行うことによって実施する。
【００８７】
　固体支持体を連結混合物に接触させている間の陰性電荷のマスキングに関する別の態様
は、pH6.0もしくはそれ以下のpHで接触させることによって実施する。これを固体支持体
に接触させる前もしくは接触中に連結混合物に緩衝液を添加することが効果的である。好
ましい緩衝液は、2-（N-モルフォリノ）エタンスルフォン酸（MES）、リン酸ナトリウム
、およびリン酸カリウムを含む。
【００８８】
　固体支持体を連結混合物に接触させている間の陰性電荷のマスキングに関する別の態様
は、ポリマーの親水性を抑えながら遊離のカルボン酸基を中和剤でキャッピングすること
によって実施する。好ましい中和剤は、エタノールアミン、ジエタノールアミン、プロパ
ノールアミン、ジプロパノールアミン、イソプロパノールアミン、およびジイソプロパノ
ールアミンを含む。通常、中和剤によるマスキングは、1-[(3-ジメチルアミノ)プロピル]
-3-エチルカルボジイミド塩酸塩およびN-ヒドロキシこはく酸イミドを用い固体支持体内
でカルボン酸基を活性化した後、クロロフォルム、ジクロロメタン、もしくはテトラヒド
ロフラン等の極性非プロトン性溶媒中で中和剤溶液による処理を行うことによって実施す
る。
【００８９】
　本発明による陰性電荷のマスキングによって、連結の起こらなかったオリゴヌクレオチ
ドプローブの存在下における連結された産物の存在の検出が向上する。特に、連結の起こ
らなかったオリゴヌクレオチドプローブに対する比が1:300未満、好ましくは1:900未満、
さらに好ましくは1:3000未満、最も好ましくは1:9000未満である場合の連結産物の存在の
検出に、本発明は効果的である。
【００９０】
　さらに、本発明による陰性電荷のマスキングによって、非標的ヌクレオチド配列とは異
なる標的塩基配列を有する標的塩基配列の存在を非標的ヌクレオチド配列から単一塩基の
差によって識別検出する能力が向上する。特に、標的塩基配列の非標的ヌクレオチド配列
に対する比が1:20未満、好ましくは1:50未満、より好ましくは1:100未満、最も好ましく
は1:200未満である場合の標的塩基配列の検出に、本発明は有効である。
【００９１】
　安定にハイブリダイズする捕獲オリゴヌクレオチドおよび位置特定可能な塩基配列の選
択が重要である。このために、オリゴヌクレオチドセットおよび捕獲オリゴヌクレオチド
を、位置特定可能なアレイに特異的な部位に捕獲オリゴヌクレオチドがハイブリダイズす
る温度以下の温度で標的塩基配列にオリゴヌクレオチドセットハイブリダイズするように
設計する必要がある。オリゴヌクレオチドをこのように設計しなかった場合、標的にハイ
ブリダイズする同一のオリゴヌクレオチドセットから隣接した未反応のオリゴヌクレオチ
ドを捕獲してしまうことで偽陽性シグナルが生じる。
【００９２】
　特定のオリゴヌクレオチドセットの連結が起こり、連結が被検試料中の標的塩基配列の
有無と相関する場合には、本方法の検出期は走査と同定を含む。走査は、走査電子顕微鏡
法、共焦点顕微鏡法、電荷結合素子、走査トンネル電子顕微鏡法、赤外線顕微鏡法、原子
間力顕微鏡法、電導度、および蛍光もしくは燐光撮像技術によって実施可能である。相関
付けはコンピュータで行う。
【００９３】
　本発明の別の局面は、支持体上のオリゴヌクレオチドのアレイ形成法に関する。この方
法は、各々がオリゴヌクレオチドの付加に適切である部位のアレイを有する支持体を提供
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することを含む。各々のアレイ位置において支持体へのオリゴヌクレオチドの結合に好ま
しいリンカー、もしくは支持体（好ましくは非加水分解性）は固体支持体に結合している
。固体支持体上のオリゴヌクレオチドのアレイは、多量体ヌクレオチドの付加のための選
択されたアレイ位置の活性化および活性アレイ位置における多量体ヌクレオチドの付加の
一連のサイクルによって形成される。
【００９４】
　本発明のさらに別の局面は、支持体上のオリゴヌクレオチドのアレイそのものに関する
。支持体は、オリゴヌクレオチドの付加に各々好適である部位のアレイを有する。オリゴ
ヌクレオチドの支持体への結合に好ましいリンカー、もしくは支持体（好ましくは非加水
分解性）は、アレイの各々の位置において支持体に結合している。オリゴヌクレオチドの
アレイは、支持体上の16ヌクレオチド以上を有するオリゴヌクレオチドで占められる少な
くとも一部のアレイの位置に配置される。
【００９５】
　アレイ形成法においては、異なる多量体オリゴヌクレオチドセットに由来する多量体オ
リゴヌクレオチドは、支持体上の異なるアレイ位置で結合する。その結果、支持体は異な
る位置に結合した多量体オリゴヌクレオチドの異なる基を有する位置のアレイを含む。
【００９６】
　異なる1,000のアドレスは、LDRオリゴヌクレオチドプローブの標的特異的配列（例えば
、約20～25mer）と共有結合で連結したユニークな捕獲オリゴヌクレオチド（例えば、24m
er）であってもよい。捕獲オリゴヌクレオチドプローブの配列は、試料中に存在するゲノ
ム上の標的配列もしくは他の配列のいずれかに対して如何なる相同性をも示さないもので
ある。次に、このオリゴヌクレオチドプローブを、位置特定可能なアレイに特異的な部位
、位置特定可能な支持体アレイ上の捕獲オリゴヌクレオチドに相補的な配列に捕獲させる
。この概念を、可能な2つの形態で示し、例えば、p53R248変異（図17A～図17C）の検出が
あげられる。
【００９７】
　図17A～図17Cには、p53腫瘍抑制性遺伝子のコドン248における生殖系列変異の存在を同
定するためのオリゴヌクレオチドプローブの設計に関するほかの2つの形態を示す。野性
型配列はアルギニン（R248）をコードするが、癌の変異では、トリプトファン（R248W）
をコードする。下部の図は捕獲オリゴヌクレオチドの模式図である。太い水平の線は位置
特定可能なアレイを含むメンブレンもしくは表面を表す。細い曲線は、柔軟なリンカーア
ームを示す。さらに太い線は、CからN方向で固体表面に結合した捕獲オリゴヌクレオチド
配列を示す。例示の目的において、部分Bにおけるリンカーアームが「引き延ばされた」
ように捕獲オリゴヌクレオチドを垂直に描いている。アームは柔軟なため、塩基対相補性
により捕獲オリゴヌクレオチドは各々において5'をCにおよび3'をNにハイブリダイズする
ことができる。オリゴヌクレオチドがN末端においてメンブレンに結合する場合、同一方
向のオリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションが可能となる。この場合、DNA/PNAハイ
ブリダイゼーションは、通常5'から3'、および3'から5'への逆平行にある。他の修飾され
た糖リン酸骨格も同様に用いられる。図17Bは、3'末端における塩基CもしくはTの識別を
含むことにより野生型および変異体p53を識別するように設計された2つのLDRプローブを
示す。正しい標的DNAおよびTthリガーゼの存在においては、識別プローブは共有結合で下
流の共通オリゴヌクレオチドに結合する。下流のオリゴヌクレオチドは、蛍光標識されて
いる。識別オリゴヌクレオチドは、各々の5'末端における単一の位置特定可能なアレイに
特異的な部位Z1およびZ2の存在によって識別される。黒いドットは、標的依存性の連結が
起こっていることを示す。連結後に、オリゴヌクレオチドプローブを、アレイ上での単一
アドレスにおける相補的な位置特定可能アレイに特異的な部位によって捕獲してもよい。
連結したオリゴヌクレオチドプローブおよび未反応のオリゴヌクレオチドプローブのいず
れもが、オリゴヌクレオチドアレイによって捕獲される。未反応の蛍光標識した共通プラ
イマーおよび標的DNAを、高温（約65℃～80℃）および低塩濃度で洗い流す。変異シグナ
ルは、位置特定可能なアレイに特異的な部位Z1に相補的な捕獲オリゴヌクレオチドにおけ
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る蛍光シグナルの検出によって識別するが、野性型シグナルは、位置特定可能なアレイに
特異的な部位Z2に相補的な捕獲オリゴヌクレオチドに出現する。ヘテロ接合性は、位置特
定可能なアレイに特異的な部位Z1およびZ2に相補的な捕獲オリゴヌクレオチドにおける同
程度のシグナルによって示されるのである。シグナルは蛍光撮影装置を用いて定量される
。この形態では各々の対立遺伝子に関して単一アドレスを用い、低レベルのシグナル（30
～100アトモルのLDR産物）の非常に正確な検出の達成に好適である。図17Cは、識別シグ
ナルが蛍光撮影装置を用いて定量できることを示す。この形態では、異なる蛍光基をF1お
よびF2を5'末端に有することによってオリゴヌクレオチドプローブを識別する単一アドレ
スを用いる。オリゴヌクレオチドプローブのいずれかが、3'末端に位置特定可能なアレイ
に特異的な部位Z1を含む共通の下流オリゴヌクレオチドプローブに連結することができる
。この形態においては、野性型および変異体LDRの両方がアレイ上の同一のアドレスに捕
獲され、異なる蛍光で識別される。この形態では、アレイのより好ましい利用が可能であ
り、数百もの潜在する生殖系列の突然変異を検出する場合には好適である。
【００９８】
　支持体は、広く多様な材料から作製することが可能である。基質は、生物学的、非生物
学的、有機、無機、もしくはこれらのいずれの組み合わせでもよく、粒子、鎖、沈殿、ゲ
ル、シート、管状材料、球状、容器、毛細管、パッド、スライス、フィルム、プレート、
スライド、ディスク、メンブレン、その他として存在するものである。基質は、盤、四角
形、円形、その他等の通常の形状を有する。基質は、好ましくは平坦なものであるが、様
々な異なる表面配置をとってもよい。例えば、基質は合成の起こる隆起もしくは陥没した
領域を有していてもよい。基質およびその表面は、好ましくはその上で本明細書に記載の
反応を起こさせる固い支持体を形成する。また、基質およびその表面は、適当な光吸収特
性を提供するように選択したものである。例えば、基質は、重合Langmuir Blodgettフィ
ルム、機能化ガラス、Si、Ge、GaAs、GaP、SiO2、SiN4、修飾シリコン、または広く多様
なゲルのいずれか、もしくは（ポリ）テトラフルオロエチレン、（ポリ）ビニリデンジフ
ルオリド、ポリスチレン、ポリカーボネート、ポリエチレン、ポリプロピレン、塩化ポリ
ビニル、ポリ（メチルアクリレート）、ポリ（メチルメタクリレート）、もしくはその組
み合わせ等のポリマーでもよい。当業者であれば、他の基質材料についても、本開示の記
載により容易に理解できる。好ましい態様においては、基質は平坦なガラスもしくは単一
結晶シリコンである。
【００９９】
　幾つかの態様においては、所望の表面特性を与えるように、基質表面を既知の技術を用
いてエッチングする。例えば、トレンチ、V字溝、丘段構造、切り上がりプラットフォー
ム等の方法で形成し、合成領域は蛍光源等からの集光を最大限にするための反射「鏡」構
造で得られる照射光の焦点内により近接して配置する。
【０１００】
　基質上の表面は、常にではないが通常は、基質と同一材料で構成する。従って、表面は
、広汎な材料、例えば、ポリマー、プラスチック、セラミック、多糖、シリカもしくはシ
リカに基づく材料、炭素、金属、無機ガラス、メンブレン、もしくはそれらの組み合わせ
のいずれかで構成される。基質表面にしっかりと結合した結合部材で表面を官能基化する
。好ましくは、表面の官能基は、シラノール、オレフィン、アミノ、ヒドロキシル、アル
デヒド、ケト、ハロ、ハロゲン化アシルもしくはカルボキシル基等の反応基である。ある
場合においては、このような官能基は予め基質に内在する。例えば、シリカに基づく材料
はシラノール基を有し、多糖はヒドロキシル基を有し、また合成ポリマーは、それを生じ
るモノマーに依存して多様な官能基を含む。または、基質が所望の官能基を含まない場合
には、このような基は、1段階もしくは複数の段階において基質に結合させることができ
る。
【０１０１】
　好適に修飾されたガラス、プラスチック、または炭水化物による表面もしくは多様なメ
ンブレンを含む多様な市販材料を用いることができる。材料に依存して、表面の官能基（
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例えば、シラノール、ヒドロキシル、カルボキシル、アミノ）は（おそらく、コーティン
グ・ポリマーの一部として）最初から存在する、もしくは、官能基の導入のために別の方
法（例えば、プラズマアニメーション、クロム酸酸化、官能基化側鎖のアルキルトリクロ
ロシランによる処理を必要とする）。複数の方法でヒドロキシル基を安定なカルバミン酸
（ウレタン）結合に組み込む。アミノ官能基は直接アセチル化することができるが、カル
ボキシル基は活性化（例えば、N,N'-カルボジイミダゾールもしくは水溶性カルボジイミ
ド）し、アミノで官能基化した化合物と反応させる。図18に示すように、支持体は出発官
能基Xを有するメンブレンもしくは表面であってもよい。官能基の変換は、基Y*との共有
結合における1つのパートナーを表す基X*を提供する（必要に応じて）多様な方法で行う
ことができる。図18は、PEG（すなわち、ポリエチレングリコール）のグラフトを具体的
に示すが、同一レパートリーの反応を、炭水化物（ヒドロキシルを有する）、リンカー（
カルボキシルを有する）、および/もしくは好ましい官能基（アミノもしくはカルボキシ
ル）によって伸長したオリゴヌクレオチドを付加させるために用いることができる（ただ
し、必要であれば）。ある場合においては、基X*もしくはY*は予め活性化される（別の反
応で単離可能な種）。または、活性化はインサイチューで起こる。図18に記載のPEGを参
照すると、YおよびY*は同一（同一二元官能基）でも異なって（異質二元官能基）いても
よい。後者の場合、Yはさらに化学的コントロールを行うために保護することができる。
未反応のアミノ基をアセチル化、スクシニル化でブロックし、過剰のハイブリダイズして
いないDNAを「排除する」中性もしくは陰性に荷電した環境を保つ。負荷レベルは、標準
的な分析法で調べることができる。Fieldsらの「固相ペプチド合成の原理および実施（Pr
inciples and Practice of Solid-Phase Peptide Synthesis）」（合成ペプチド:ユーザ
ー指針（Synthetic Peptides: A User's Guide）G.Grant、Editor、W.H.Freeman and Co.
: New York.p.77-183（1992））、これは参照として本明細書に組み入れられる。
【０１０２】
　シリカに基づく支持体表面に官能基を付加する一つのアプローチとしては、所望の官能
基（例えば、オレフィン、アミノ、ヒドロキシル、アルデヒド、ケト、ハロ、ハロゲン化
アシルもしくはカルボキシル）を有する分子、もしくは所望の官能基を含む別の分子Bに
結合することのできる分子Aのいずれかでシラン化することがあげられる。前者の場合、
ガラスもしくはシリカに基づく支持体の、例えば、アミノ基による官能基化は、3-アミノ
プロピルトリエトキシシラン、3-アミノプロピルメチルジエトキシシラン、3-アミノプロ
ピルジメチルエトキシシラン、3-アミノプロピルトリメトキシシラン、N-（2-アミノエチ
ル）-3-アミノプロピルメチルジメトキシシラン、N-（2-アミノエチル-3-アミノプロピル
）トリメトキシシラン、アミノフェニルトリメトキシシラン、4-アミノブチルジメチルメ
トキシシラン、4-アミノブチルトリエトキシシラン、アミノエチルアミノメチルフェネチ
ルトリメトキシシラン、もしくはその混合物等のアミン化合物で実施する。後者の場合に
は、分子Aは、好ましくはビニル、アクリレート、メタクリレート、もしくはアリル等の
オレフィン基を含むが、分子Bはオレフィン基および所望の官能基を含む。この場合、分
子AおよびBは、互いに重合する。ある場合においては、その性質を修飾するために（例え
ば、生体適合性を付与するおよび機械的安定性を向上させるために）。シラン化した表面
を修飾することが好ましい。これは、分子A、B、およびCを含むポリマーネットワークを
得るために、分子Bとともにオレフィン分子Cを添加することによって達成できる。
【０１０３】
　分子Aは、以下の化学式で定義される：
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【化１】

式中、R1はHもしくはCH3である。
R2は（C=O）-O-R6で、官能置換基を有するもしくは有さない脂肪族基、官能置換基を有す
るもしくは有さない芳香族基、または官能置換基を有するもしくは有さない脂肪族/芳香
族基の混合したものである。
R3はO-アルキル、アルキルもしくはハロゲン基である。
R4は、O-アルキル、アルキルもしくはハロゲン基である。
R5はO-アルキル、アルキルもしくはハロゲン基であり、また
R6は、官能置換基を有するもしくは有さない脂肪族基、官能置換基を有するもしくは有さ
ない芳香族基、または官能置換基を有するもしくは有さない脂肪族/芳香族基の混合した
ものである。分子Aの例は、3-（トリメトキシシリル）プロピルメタクリレート、N-[3-（
トリメトキシシリル）プロピル]-N'-（4-ビニルベンジル）エチレンジアミン、トリエト
キシビニルシシラン、トリエチルビニルシシラン、ビニルトリクロロシシラン、ビニルト
リメトキシシラン、およびビニルトリメチルシシランを含む。
【０１０４】
　分子Bは、上記の一つもしくは複数の官能基を含むモノマーである。分子Bは、以下の化
学式で定義される：
【化２】

式中、（i）R1はHもしくはCH3であり、
R2は（C=O）、および
R3はOHもしくはClである；
または
（ii）R1はHもしくはCH3、およびR2は（C=O）-O-R4、官能置換基を有するもしくは有さな
い脂肪族基、官能置換基を有するもしくは有さない芳香族基、または官能置換基を有する
もしくは有さない脂肪族/芳香族基の混合したものである。また、R3はOH、COOH、NH2、ハ
ロゲン、SH、COC1、もしくは活性エステル等の官能基、およびR4は官能置換基を有するも
しくは有さない脂肪族基、官能置換基を有するもしくは有さない芳香族基、または官能置
換基を有するもしくは有さない脂肪族/芳香族基の混合したものである。分子Bの例は、ア
クリル酸、アクリルアミド、メタクリル酸、ビニル酢酸、4-ビニル安息香酸、イタコン酸
、アリルアミン、アリルエチルアミン、4-アミノスチレン、2-アミノエチルメタクリレー
ト、塩化アクリロイル、塩化メタクリロイル、クロロスチレン、ジクロロスチレン、4-ヒ
ドロキシスチレン、ヒドロキシメチルスチレン、ビニルベンジルアルコール、アリルアル
コール、2-ヒドロキシエチルメタクリラート、もしくはポリ（エチレングリコール）メタ
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クリレートを含む。
【０１０５】
　分子Cは、分子A、分子B、もしくは両方に重合可能な分子であり、選択的に上記の一つ
もしくは複数の官能基を含む。分子Cは、アクリル酸、メタクリル酸、ビニル酢酸、4-ビ
ニル安息香酸、イタコン酸、アリルアミン、アリルエチルアミン、4-アミノスチレン、2-
アミノエチルメタクリレート、塩化アクリロイル、塩化メタクリロイル、クロロスチレン
、ジクロロスチレン、4-ヒドロキシスチレン、ヒドロキシメチルスチレン、ビニルベンジ
ルアルコール、アリルアルコール、2-ヒドロキシエチルメタクリラート、ポリ（エチレン
グリコール）メタクリレート、アクリル酸メチル、メチルメタクリレート、エチルアクリ
レート、エチルメタクリレート、スチレン、1-ビニルイミダゾール、2-ビニルピリジン、
4-ビニルピリジン、ジビニルベンゼン、エチレングリコールジメタクリルアクリレート、
N,N'-メチレンジアクリルアミド、N,N'-フェニレンジアクリルアミド、3,5-ビス（アクリ
ロイルアミド）安息香酸、ペンタエリスリトールトリアクリレート、トリメチロールプロ
パントリメタクリレート、ペンタエリスリトールテトラアクリレート、トリメチロールプ
ロパンエトキシレート（14/3EO/OH）トリアクリレート、トリメチロールプロパンエトキ
シレート（7/3EO/OH）トリアクリレート、トリエチロールプロパンプロポキシレート（1P
O/OH）トリアクリレート、もしくはトリメチロールプロパンプロポキシレート（2PO/PHト
リアクリレート）等のモノマーもしくはクロスリンカーであってもよい。
【０１０６】
　通常、官能基は最終的には支持体に結合するオリゴヌクレオチドのための出発点として
働く。これらの官能基は、支持体に結合する有機基に反応性であるか、またはリンカーも
しくはハンドルの利用によってこのような基に反応性となるように修飾することができる
。官能基は、支持体にさまざまな所望の性質を付与することができる。
【０１０７】
　支持体を（必要に応じて）官能基化した後、相補的オリゴヌクレオチド捕獲プローブの
担体部位として働く活性化された官能基を含むテーラーメイドのポリマーネットワークを
支持体に植え込む。従って、このアプローチの利点としては、捕獲プローブの負荷容量を
有意に増加させることができ、中間体としての固相対液相の物理的性質が制御しやすくな
る。最適化を受けるパラメータは、官能基を含むモノマーの種類と濃度、および用いるク
ロスリンカーの種類と相対的濃度を含む。
【０１０８】
　リンカー分子は本発明に必要な要素ではないものと理解されるが、官能基化した基質表
面は、好ましくはリンカー分子層とともに提供される。作製した基質においてポリマーが
基質に暴露された分子と自由に相互作用できるように、リンカー分子は、好ましくは充分
な長さのものである。充分に暴露されるように、リンカー分子は、6～50原子の長さであ
ることが必要である。リンカー分子、例えば、アリールアセチレン、2～10モノマーユニ
ットを含むエチレングリコールオリゴマー、ジアミン類、2価酸、アミノ酸類、もしくは
その組み合わせである。
【０１０９】
　別の態様においては、リンカー分子をその親水性/疎水性の性質に基づいて選択し、特
定の受容体に対する合成ポリマーの提示について改善する。例えば、親水性受容体の場合
には、親水性リンカー分子は、受容体が合成ポリマーにより近接して近づくことが可能で
あることが好ましい。
【０１１０】
　もう一つの別の態様においては、リンカー分子は中間位置に光開裂性の基を有するもの
として提供される。光開裂性の基は、保護基とは異なる波長で開裂することが好ましい。
これにより、異なる光波長に暴露する方法で合成完了後に、さまざまなポリマーの除去を
可能にする。
【０１１１】
　リンカー分子は、炭素と炭素の間の結合で、例えば、（ポリ）トリフルオロクロロエチ
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レン表面を用いて、もしくは、好ましくは、シロキサン結合（例えば、ガラスもしくは酸
化シリコン表面を用いて）で基質に結合できる。基質表面とのシロキサン結合は、一態様
においては、トリクロロシリル基を有するリンカー分子の反応によって形成する。リンカ
ー分子は、選択的に整列アレイ（すなわち、重合化単層にその頭部が平らに並んだものと
して）に結合していてもよい。別の態様においては、リンカー分子は基質表面に吸着して
いる。
【０１１２】
　多量体を用いてアレイを組み立てる例として、そのような組み立てが四量体を用いて達
成されることが可能である。4つの塩基が四量体として配置されることが可能である256（
44）の可能な方法のうち、固有の配列を有する36個を選択することができる。選択された
四量体のおのおのは他の全てのものと少なくとも2塩基異なり、どの2つの二量体も互いに
相補的ではない。さらにアドレスの自己対合またはヘアピン形成につながると考えられる
四量体は除去された。
【０１１３】
　最終的な四量体は表1に列記されており、1から36に任意に番号付けされている。この固
有の四量体セットは、時に所望の24mer捕捉オリゴヌクレオチドアドレス配列の設計モジ
ュールとして使用される。その構造は段階的に（一度に1塩基）または収束的（四量体構
築ブロック）合成戦略により組み立てられることが可能と考えられる。上記の規則に従う
多くの他の四量体セットが設計されてもよい。区分化法は四量体のみに制限されたもので
はなく、他のユニット、すなわち二量体、三量体、五量体または六量体も使用できると考
えられる。
【０１１４】
（表１）　互いに少なくとも2塩基異なる四量体PNA配列および相補的DNA配列のリスト
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【０１１５】
　四量体の番号付けスキームでは、各々のアドレスが6つの数字で略称されることに留意
されたい（例えば、下記の表2第2列）。36の四量体単一セットで設計された24merアドレ
スの概念（表1）から、可能な構造は膨大な数となる（366=2,176,782,336）。
【０１１６】
　図19には、少なくとも2塩基互いに異なる36の四量体で多数の可能な設計のうちの1つを
示す。チェッカーボード・パターンは、256の可能な全四量体を示す。四角形は、チェッ
カーボードにおける左の最初の2塩基とそれに続く上部の2塩基を表す。各々の四量体は少
なくとも互いに2塩基異なる必要があり、非相補的である必要がある。四量体を白いボッ
クスで示し、その相補鎖を（番号）としてリストに載せた。従って、このスキームにおい
て、相補的配列GACC（20）およびGGTC（20'）はお互いに排除的である。さらに、四量体
は、非回文構造的でなくてはならない、例えば、TCGA（黒い対角線のボックス）、および
非繰り返しでなくてはならない、例えば、CACA（黒い対角線のボックス、上部の左から下
部右）。36の四量体とは、僅か1塩基しか異ならないその他の配列はいずれも、明るい灰
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色で斜線付けされている。4つの潜在的四量体（白いボックス）は、すべてがA*Tもしくは
すべてがG*Cである塩基のいずれかであるために選択されなかった。しかしながら、下記
に示されるように、A*T塩基のTm値をほぼG*C塩基のレベルに上げることは可能である。従
って、すべてがA*TもしくはすべてがG*C塩基である四量体（白ボックス中のものを含む）
は、潜在的に四量体設計用いることができる。さらに、捕獲オリゴヌクレオチドアドレス
の配列内で、およびオリゴヌクレオチドプローブの位置特定可能なアレイに特異的な部位
であれば、チミンは5-プロピニルウリジンで置換できる。これにより、A*T塩基対のTmは
約1.7℃増加する。従って、個々の四量体のTm値は、約15.1℃から15.7℃となるはずであ
る。完全長24merのTm値は95℃以上となるはずである。
【０１１７】
　この概念を例示する目的で、36の四量体配列のうちで6つからなるサブセットを用いて
、アレイ:1=TGCG;2=ATCG;3=CAGC;4=GGTA;5=GACC;および6=ACCTを構築した。所望の24mer
の位置特定可能なアレイに特異的な部位および24merの相補的捕獲オリゴヌクレオチドの
アドレス配列設計モジュールとして、この単一の四量体セットを用いることができる。こ
の態様は、5つの位置特定可能なアレイに特異的な部位（表2のリストに載せた配列）の合
成を含む。四量体の番号付けスキームで、各々の部位の略称（「Zip#」と称する）が6つ
の数字で示されている（「Zipコード」と称する）ことに留意されたい。
【０１１８】
（表２）　5つのDNA/PNAオリゴヌクレオチドアドレス配列全ての一覧

【０１１９】
　これらのオリゴマーは各々、5'末端に酸化ヘキサエチレン・リンカーアーム（P.Grossm
anら、Nucleic Acids Res.、22:4527-4534（1994）は参照として本明細書に組み入れられ
る）、およびスライドグラス表面への結合に好適である最終的なアミノ官能基、もしくは
別の物質を含む。結合方法は、フリーの表面官能基に依存する（Y.Zhangら、Nucleic Aci
ds Res.、19:3929-3933（1991）およびZ.Guoら、Nucleic Acids Res.、34:5456-5465（19
94）は参照として本明細書に組み入れられる）。
【０１２０】
　合成オリゴヌクレオチド（正常および相補的方向、捕獲ハイブリダイゼーションもしく
はハイブリダイゼーション/連結のいずれか）は、天然の塩基もしくはヌクレオチド類似
体のいずれかを有するDNAもしくはPNAのいずれかとして調製する。このような類似体は完
全な相補性で天然の塩基と対をなすが、Tm値は増加する（例えば、5-プロピニルウラシル
）。
【０１２１】
　本発明にしたがって、DNA合成エラーから生じる偽ハイブリダイゼーションシグナルは
避けられる。アドレスは、正しくないアドレスに対してはハイブリダイゼーションTm値に
非常に大きな差異があるように設計することができる。対照的に、直接ハイブリダイゼー
ション法は微細な差異に依存する。本発明はまた、DNA合成エラー、バンド拡張、または
偽バンド移動のいずれかに起因するゲル電気泳動またはキャピラリー電気泳動を用いた誤
ったデータ解釈の問題も除去する。
【０１２２】
　連結産物の存在を検出するための捕捉オリゴヌクレオチドの使用は、差異的ハイブリダ
イゼーションを用いてオリゴヌクレオチドの一塩基差異を検出する必要性を除去する。対
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立遺伝子特異的PCR、差異的ハイブリダイゼーションまたはハイブリダイゼーションによ
る配列決定法に依存する先行技術の他の既存の方法は、解析される新規配列の各々に対し
て個別にハイブリダイゼーション条件を最適化しなければならない。多数の変異を同時に
検出することを試みるとき、ハイブリダイゼーション条件を最適化することは困難または
不可能になる。対照的に、本発明は、標的配列に依存せず、均一のハイブリダイゼーショ
ン条件下で、正しいシグナルを高精度に検出する一般的方法である。本発明は、先行技術
内で現在利用可能な任意の方法によるよりも、有意に高い精度で異なるオリゴヌクレオチ
ド配列間を識別する柔軟な方法を生み出す。
【０１２３】
　本発明のアレイは普遍的であり、癌変異、遺伝性（生殖細胞系列）変異、および伝染病
の検出に有用である。さらなる恩典はアレイを再利用できることから得られ、試料あたり
の費用を低下させる。
【０１２４】
　本発明はまたオリゴヌクレオチドの合成および支持体へのその固着において大きな柔軟
性もまた提供する。オリゴヌクレオチドは支持体から離れて合成され、それから支持体上
の固有の表面に付着されることができる。中間介在物のバックボーン保護（たとえばPNA
）を必要としない、オリゴヌクレオチド多量体の分節を合成し、固体支持体上に連結する
ことができる。これらの合成法を捕捉オリゴヌクレオチドアドレスの設計と統合すること
が可能であることにより、更なる利点が達成される。固体支持体のそのような作製は自動
化作製になじみやすく、ヒトの介入の必要性およびその結果としての汚染の懸念を未然に
防ぐ。
【０１２５】
　本発明のアレイの重要な利点は、以前に固着された捕捉オリゴヌクレオチドとともにア
レイが再利用可能であることである。そのような再利用のための固体支持体を調整するた
めに、捕捉されたオリゴヌクレオチドを固体支持体に連結している連結成分を除去するこ
となく、捕捉されたオリゴヌクレオチドは除去されなければならない。この目的を達成す
るためには多様な手段が利用可能である。例えば、固体支持体を95℃～100℃の蒸留水中
で処理する、室温で0.01N水酸化ナトリウムに供する、90℃～95℃で50％ジメチルホルム
アミドに接触する、または90℃～95℃で50％ホルムアミドで処理することが可能である。
一般的には、この手段は捕捉されたオリゴヌクレオチドを約5分で除去するために使用す
ることができる。これらの条件はDNA-DNAハイブリダイゼーションを破壊するのに適して
いる。DNA-PNAハイブリダイゼーションは他の破壊条件を必要とする。
【０１２６】
　本発明は、これに制限されないが、以下の実施例により説明される。
【実施例】
【０１２７】
実施例1　物質および方法
オリゴヌクレオチド合成および精製
　オリゴヌクレオチドはIDT社（コラルビル（Coralville）、アイオワ州）のカスタム合
成産物として獲得され、または標準的なホスホアミダイト化学を用いてABI394DNA合成機
（PEバイオシステムズ社、フォスターシティ、カリフォルニア州）上で組織内で合成され
た。スペーサーホスホアミダイト18、3'-アミノ-修飾基C3 CPGおよび3'-フルオレセインC
PGはグレンリサーチ（Glen Research）（スターリング（Sterling）、バージニア州）か
ら購入した。その他全ての試薬はPEバイオシステムズから購入した。標識および非標識オ
リゴヌクレオチドの両者は12％変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により精製された。
バンドはUV付影処理により可視化され、ゲルから切り出され、0.5M NaCl、5mM EDTA、pH8
.0中で37℃にて一晩溶出された。オリゴヌクレオチド溶液はC18 Sep-Paks（ウォーターズ
コーポレーション（Waters Corporation）、ミルフォード、マサチューセッツ州）上でメ
ーカーの指示書に従い精製され、続いてオリゴヌクレオチドが乾燥するまで濃縮され（ス
ピードバック（Speed-Vac））および-20℃で保存された。
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【０１２８】
顕微鏡スライドの洗浄
　ガラス顕微鏡スライド（VWR、前清浄化、3in.×1in.×1.2mm）を沸騰した濃NH4OH-30％
H2O2-H2O（1：1：5、v/v/v）中で10分間インキュベーションし、蒸留水で洗浄した。2回
目のインキュベーションは沸騰した濃HCl-30％H2O2-H2O中で10分間実施された。参照とし
て本明細書に組み入れられる、U.Jonssonら、「良く特性化されたシリカ表面におけるフ
ィブロネクチンの吸収挙動（Absorption Behavior of Fibronectin on Well Characteriz
ed Silica Surfaces）」、J.Colloid Interface Sci.90：148～163（1982）を参照された
い。スライドは蒸留水、メタノールおよびアセトンで完全に洗浄され、室温で風乾された
。
【０１２９】
ポリマー被膜スライド
　清浄に続いてすぐに、スライド（フィッシャーサイエンスティフィック（Fisher Scien
tific）、前洗浄化、3in.×1in.×1.2mm）は、CHCl3中2％メタクリルオキシプロピルトリ
メトキシシラン、0.2％トリエチルアミン中に25℃30分間浸され、その後CHCl3で洗浄され
た（15分を2回）。単量体溶液（20μL：8％アクリルアミド、2％アクリル酸、0.02％N,N'
-メチレン-ビスアクリルアミド（単量体：架橋剤比は500：1の比）、0.8％過硫酸アンモ
ニウムラジカル重合開始剤）をスライドの一端に付着させ、事前にシラン化処理（CHCl3
中5％（CH3）2SiCl2）されたカバースリップ（24×50mm）を用いて広げた。重合はスライ
ドを70℃ホットプレート上で4.5分間加熱することにより達成された。ホットプレートか
らスライドを取り除いて、カバースリップを直ちに単一切れ刃のかみそり刃を用いて引き
剥がした。被膜化されたスライドを脱イオン水で洗浄し、開放空気中で乾燥させ、周囲条
件下で保存した。
【０１３０】
Zipコード（Zip-Code）アレイの調製
　重合体被膜化スライドはそれらを、0.1M K2HPO4/KH2PO4、pH6.0中において0.1Mである1
-[3-(ジメチルアミノ)プロピル]-3-エチルカルボジイミド塩酸塩に20mM N-ヒドロキシス
クシンイミドを添加した溶液に25℃30分間浸すことにより事前に活性化された。活性化さ
れたスライドを水で洗浄し、その後65℃オーブンで乾燥させた。それらはドライアライト
（Drierite）を入れたデシケーター内で25℃にて6ヶ月またはそれより長く保存において
安定であった。
【０１３１】
　アレイはカルテシアンテクノロジーピクシス（Cartesian Technologies Pixsys）5500
ロボットにて、0.2M K2HPO4/KH2PO4、pH8.3中500μMのZipコードオリゴヌクレオチド溶液
を用いて、25℃および70％相対湿度下でスポットされた。各アドレスは4重にスポットさ
れた。加えて、Cy3、Cy5およびフルオレセイン基準が各アレイの右手上下に沿って印刷さ
れた。スポッテイングに続いて、未結合オリゴヌクレオチドが、スライドを300mMビシン
、pH8.0、300mM NaCl、0.1％SDS中に65℃30分間浸すこと、水で洗浄すること、および乾
燥することにより、重合体表面から除去された。アレイは必要となるまでスライド箱中で
25℃で保存された。
【０１３２】
K-ras DNA試料のPCR増幅
　PCR増幅は、10mMトリスHCl、pH8.3、4mM MgCl2、50mM KCl、800μM dNTPs、1μMのフォ
ワードおよびリバースプライマー（各プライマー50pmol、K-rasEx1フォワードおよびK-ra
sEx1リバース（表3））、1Uのアンプリタックゴールド（Ampli Taq Gold）およびパラフ
ァイン包埋腫瘍または細胞株から抽出された100ngのゲノムDNAを含む50μL反応混合液中
でパラフィンオイル下で実施された。反応液は95℃10分間、前インキュベーションされた
。増幅は40ラウンドの94℃30秒間、60℃1分間、および72℃1分間の温度サイクル、続く72
℃5分間の最終伸長により達成された。PCR後、1μLのプロテイナーゼK（18mg/mL）を添加
し、反応液を70℃で10分間加熱し、その後95℃で15分間反応を停止させた。予測された大
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。
【０１３３】
K-ras DNA試料のLDR
　LDRは、20mMトリスHCl、pH8.5、5mM MgCl2、100mM KCl、10mM DTT、1mM NAD+、10pmol
総LDRプローブ（500fmolの各蛍光標識識別プローブ（Cy3、Cy5および蛍光標識のK-rasc32
Wt、Cy3標識K-rasc12.2D、Cy5標識K-rasc12.2A、蛍光標識K-rasc12.2V、Cy3標識K-rasc12
.1S、Cy5標識K-rasc12.1R、蛍光標識K-rasc12.1C、Cy3標識K-rasc13.4D）に、合計5pmol
の共通プローブ（各1500fmolのK-rascd32Com9cZip1、K-rascd12Com2cZip2、およびK-rasc
d12Com1cZip3、および500fmolのK-rascd13Com4cZip4（表3））、細胞株または腫瘍試料由
来の2μLのPCR産物を含む20μL容量中でパラフィンオイル下で実施された。反応混合液は
94℃2分間事前加熱され、その後25fmolの野生型TthDNAリガーゼが添加された。LDR反応混
合液は94℃30秒および65℃4分で20ラウンドサイクルされた。
【０１３４】
K-ras LDR産物のDNAアレイへのハイブリダイゼーション
　LDR反応混合液は最終緩衝液濃度300mM MES、pH6.0、10mM MgCl2、0.1％SDSになるよう
に20μLの2×ハイブリダイゼーション緩衝液を用いて希釈され、94℃で3分間変性され、
氷上で冷却された。アレイは1×ハイブリダイゼーション緩衝液中で25℃15分間事前イン
キュベーションされた。カバーウェル（グレイス（Grace）社、サンリバー、オレゴン州
）をアレイに付着させ、30μLの希釈LDR反応混合液で満たした。アレイは加湿された培養
チューブ中に設置され、65℃で1時間、20rpmで、回転式ハイブリダイゼーション用オーブ
ン中でインキュベーションされた。ハイブリダイゼーションに続いて、アレイは300mMビ
シン、pH8.0、10mM MgCl2、0.1％SDS中に25℃10分間洗浄された。蛍光シグナルはスキャ
ンアレイ（Scanarray）5000（GSIルモニクス（Lumonics））を用いて測定された。
【０１３５】
　位置特定可能なユニバーサルマイクロアレイ上の7種の特定のK-ras変異のLDR検出は図3
6中に示されている。各アレイの右側の上部に沿った3つのシグナルおよび下部のそれらは
位置決めに使用される基準である。第2列に渡る続く4つのアドレスは、各々cZip1、cZip2
、cZip3、およびcZip4に相補的であるアドレス#1、#2、#3および#4に相当する。8種の、
細胞株（すなわちCOLO205、LS180、SW1116、SW480およびDLD1）および腫瘍試料（G12S、G
12RおよびG12C）は存在する変異が正確に同定された。野生型細胞株COLO205はCy3、Cy5お
よびフルオレセインシグナルをアドレス#1に与える。アドレス#1の野生型シグナルは全試
験の対照として使用された。Asp12変異を含むLS180細胞株はアドレス#2にCy3シグナルを
与えた。Ala12変異を含むSW1116細胞株はアドレス#2にCy5シグナルを与えた。Val12変異
を含むSW480細胞株はアドレス#2にフルオレセインシグナルを与えた。Ser12変異を含むG1
2S腫瘍試料はアドレス#3にCy3シグナルを与えた。Arg12変異を含むG12R腫瘍試料はアドレ
ス#3にCy5シグナルを与えた。Cys12変異を含むG12C腫瘍試料はアドレス#3にフルオレセイ
ンシグナルを与えた。Asp13変異を含むDLD1細胞株はアドレス#4にCy3シグナルを与えた。
LS180およびSW1116試料のZip4に見られる不正確なシグナルは試料の汚染によるものであ
った。
【０１３６】
（表３）　PCR/LDR/アレイハイブリダイゼーションによるK-ras変異検出用に設計された
プライマー
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増幅は40ラウンドの94℃15秒間および60℃2分間の温度サイクル、続く65℃5分間の最終伸
長段階により達成された。PCR後、1μLのプロテイナーゼK（18mg/mL）を添加し、反応液
を70℃10分間加熱し、その後95℃で15分間反応を停止させた。予測された大きさの増幅産
物の存在を確認するために各PCR産物1μLが3％アガロースゲル上で解析された。
【０１３７】
K-ras DNA試料のLDR
　LDR反応は、20mMトリスHCl、pH8.5、5mM MgCl2、100mM KCl、10mM DTT、1mM NAD+、合
計8pmolのLDRプローブ（500fmolの各識別プローブに4pmolの蛍光標識共通プローブを加え
たもの）、細胞株または腫瘍試料由来の1pmolのPCR産物を含む20μL容量中でパラフィン
オイル下で実施された。各々が7個の変異特異的プローブ、3つの共通プローブおよびコド
ン12に対する野生型識別プローブまたはコドン13に対するもののいずれかを各々含む、2
つのプローブ混合物が調整された（表3）。
【０１３８】
　反応混合液は94℃2分間事前加熱され、その後25fmolの野生型TthDNAリガーゼが添加さ
れた。LDR反応は94℃15秒および65℃4分で20ラウンドサイクルされた。各反応液の2μLア
リコートを2μLのゲルローディング緩衝液（8％ブルーデキストラン、50mM EDTA、pH8.0-
ホルムアミド（1：5））と混合し、94℃で2分間変性させ、氷上で冷却した。各混合液の1
μLを10％変性ポリアクリルアミドゲルにロードし、ABI377 DNAシークエンサー上で1500V
で電気泳動させた。
【０１３９】
K-ras LDR産物のDNAアレイへのハイブリダイゼーション
　LDR反応液（17μL）は最終緩衝液濃度300mM MES、pH6.0、10mM MgCl2、0.1％SDSになる
ように40μLの1.4×ハイブリダイゼーション緩衝液を用いて希釈された。アレイは1×ハ
イブリダイゼーション緩衝液中で25℃15分間事前インキュベーションされた。カバーウェ
ル（グレイス社、サンリバー、オレゴン州）を30μLの希釈したLDR反応液で満たし、アレ
イに付着させた。アレイは加湿された培養チューブ中に設置され、65℃で1時間および回
転式ハイブリダイゼーション用オーブン中で20rpmでインキュベーションされた。ハイブ
リダイゼーションに続いて、アレイは300mMビシン、pH8.0、10mM MgCl2、0.1％SDS中に25
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℃10分間洗浄された。蛍光シグナルは以下の段落で記載されているように、顕微鏡/CCDを
用いて測定された。
【０１４０】
画像化
　アレイはモレキュラーダイナミクスフルオロイメージャー595（Molecular Dynamics Fl
uorImager 595）（サニーベール（Sunnyvale）、カリフォルニア州）またはプリンストン
インスツルメント（Princeton Instruments）TE/CCD-512 TKBM1カメラ（トレントン、ニ
ュージャージー州）を備えたオリンパスAX70落射けい光顕微鏡（メルビル、ニューヨーク
州）を用いて画像化された。フルオロイメージャー上の蛍光標識プローブの解析に関して
は、488nm励起が530/30発光フィルターとともに使用された。スキャニングの空間的分解
能はピクセルあたり100μmである。結果は、機器とともに提供されたImageQuaNTソフトウ
ェアを用いて解析された。落射蛍光顕微鏡は100W水銀ランプ、FITCフィルターキューブ（
励起480/40、二色性ビーム分離器505、発光535/50）、テキサスレッドフィルターキュー
ブ（励起560/55、二色性ビーム分離器595、発光645/75）および100mmのマクロ対物レンズ
を装備している。マクロ対物レンズは直径15mmまでの対象視野の図解を可能にし、7×7mm
のアレイ面積を12.3×12.3mmのCCDマトリックスに投影する。画像はカメラとともに提供
されたWinview32ソフトウェアを用いて16ビットモードで収集された。解析はスキオン（S
cion）画像（スキオン社、フレドリック、メリーランド州）を用いて実施された。
【０１４１】
実施例2　野生型および変異体対立遺伝子PCR/PCR/LDR検出用BRCA1およびBRCA2エキソンの
増幅
　リガーゼ検出反応（「LDR」）（参照として本明細書に組み入れられる、Khanna、Mら、
「原発大腸腫瘍のK-ras変異検出のための多重PCR/LDR（Multiplex PCR/LDR for Detectio
n of K-ras Mutations in Primary Colon Tumors）」Oncogene、18：27～38（1999））が
引き続く、各アンプリコンを均等に増幅する修飾型PCR（PCR/PCR）（参照として本明細書
に組み入れられる、Belgraderら、「ヒト同一性テスト用の多重PCR-リガーゼ検出反応ア
ッセイ法（A Mulitplex PCR-Ligase Detection Reaction Assay for Human Identity Tes
ting）」、Genome Science and Technology 1：77～87（1996））を用いて小さな挿入お
よび欠失を検出するために、多重アッセイ法が使用された。全産物を均等に増幅すること
を確実にするためにいかに適切なエキソンの多重増幅が実施されるかを図20は示している
：遺伝子特異的プライマーを用いて限られた数のPCRサイクルが実施され、PCRプライマー
の最も5'端に位置する普遍的配列からプライミングする更なる数ラウンドの増幅がされた
。この方法はプライマー特異的効果に基づく増幅バイアスを最小限にする。LDRは次に、
照会配列の野生型および変異体版の両方を検出するために使用される。連結オリゴヌクレ
オチドプローブは野生型および変異体産物の両方にハイブリダイズするが、しかし両方の
プローブがギャップまたは重複なく完全に一致したときのみ連結される。産物は同定のた
めに、電気泳動的に分離されるかまたはマイクロアレイにハイブリダイズされるのいずれ
かが可能である。
【０１４２】
　PCRはBRCA1エキソン2およびエキソン20およびBRCA2エキソン11を同時に増幅するために
単一チューブ多重反応として実施された。ゲノムDNAはアシュケナジーム（Ashkenazi）ユ
ダヤ人の個人の血液試料から抽出され、100ng DNA、400μMの各dNTP、4mM MgCl2を補完さ
れた1×PCR緩衝液II（10mMトリスHCl、25℃でpH8.3、50mM KCl）、1Uアンプリタックゴー
ルドおよび5'端にユニバーサルプライマーAまたはBのいずれかを含む各遺伝子特異的プラ
イマー2pmolを有する25μL反応混合液中で増幅された。表4は以下のようにPCR/LDR/アレ
イハイブリダイゼーションを用いたBRCA1およびBRCA2変異の検出用のプライマーおよびプ
ローブを示す。
【０１４３】
（表４）　PCR/LDR/アレイハイブリダイゼーションによるBRCA1およびBRCA2変異検出用に
設計されたプライマーおよびプローブ
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【０１４４】
　反応液はミネラルオイルで重層され、95℃で10分間事前インキュベーションされた。増
幅は以下のように15サイクル実施された：94℃15秒、65℃1分間。各ユニバーサルプライ
マーAおよびBを含む2番目の反応混合液の25μLアリコートが25pmolのミネラルオイルを通
して添加された。サイクルは55℃アニーリング温度を用いて反復された。反応液は続いて
、1mg/mlのプロテイナーゼK/50mM EDTAの2μL溶液を用いて55℃で10分間消化された。プ
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ロテイナーゼKは90℃15分間の最終インキュベーションにより消去された。LDRに関しては
、オリゴヌクレオチド合成および精製は以前に記載されているように（参照として本明細
書に組み入れられる、Khanna、Mら、「原発大腸腫瘍のK-ras変異検出のための多重PCR/LD
R（Multiplex PCR/LDR for Detection of K-ras Mutations in Primary Colon Tumors）
」Oncogene 18：27～38（1999））実施された。Tth DNAリガーゼは別に記載されているよ
うに過剰生産および精製された（参照として本明細書に組み入れられる、Luoら、「サー
マスサーモフィルスDNAリガーゼの必須残基の同定（Identification of Essential Resid
ues in Thermus Thermophilus DNA Ligase）」、Nucleic Acids Research 24：3079～308
5（1996）およびBaranyら「耐熱性DNAリガーゼ遺伝子のクローン化、過剰発現およびヌク
レオチド配列（Cloning, Overexpression, and Nucleotide Sequence of a Thermostable
 DNA Ligase Gene）」Gene 109：1～11（1991））。LDRは、500fmolの各プローブ、2μL
の増幅されたDNAおよび20mMトリスHCl、pH7.6、10mM MgCl2、100mM KCl、10mM DTT、1mM 
NAD+を含む20μLの反応液中で実施された。反応液は25fmolのTth DNAリガーゼ添加前に94
℃まで1.5分間加熱され、その後94℃15秒および65℃4分に20サイクル供された（表4を参
照されたい）。
【０１４５】
　モデル系としてアシュケナジームユダヤ人集団の3つのBRCA1およびBRCA2の創始変異（f
ounder mutation）（BRCA1 185delAG、BRCA1 5382insC、BRCA2 6174delT）（参照として
本明細書に組み入れられる、Rahmanら、「乳癌感受性の遺伝学（The Genetics of Breast
 Cancer Susceptibility）」、Annu.Rev.Genet.32：95～121（1998））を用いて、そのア
ッセイ法は80超のDNA試料における多重化反応内でこれらの変異を容易に検出した。図21A
は3つのBRCA変異を検出する代表的なLDRゲルを示す。識別上流オリゴヌクレオチドをFAM
（野生型に対して）またはTET（変異体に関して）のいずれかを用いて蛍光末端標識する
ことにより、かつLDRオリゴヌクレオチドプローブに異なる長さの「尾」を添加すること
により、連結産物は標識およびポリアクリルアミドゲル上の移動度に基づいて容易に識別
された。野生型産物はゲルの右側に同定される。変異体産物はゲルの上部に同定される。
電気泳動分離は8M尿素-10％ポリアクリルアミドゲルおよびABI373 DNAシークエンサーを
用いて1400Vで実施された。蛍光連結産物はABIジーンスキャン（GeneScan）672ソフトウ
ェアを用いて解析および定量された。
【０１４６】
　解析は続いてDNAのプールされた試料における変異を検出するために拡張された。既知
の変異を有するDNAが、PCR増幅の前に野生型DNAを用いて1：2、1：5、1：10および1：20
で希釈され、その後LDRに供された。これらの模擬実験は、増幅の前に野生型DNAを用いて
既知の変異体DNAが1：20に希釈された時、PCR/PCR/LDRが成功裏に全ての3つの変異の存在
を検出できたことを示していた。図21Bは、プールされたDNA試料のBRCA1およびBRCA2の変
異検出を示す。既知の変異を有するDNAが、増幅の前に野生型DNA中に希釈された。多重LD
Rの連結産物が各希釈に対して示される。BRCA1delAG、BRCA1insC、およびBRCA2delTは、
ただ1つの変異のみが存在することを意味する。変異体配列のみに向けられた多重LDRは50
0fmolの各LDRオリゴヌクレオチドプローブを使用する。3変異は全3個の変異が存在するこ
とを意味する。変異配列のみに向けられた多重LDRは500fmolの各LDRオリゴヌクレオチド
を使用する。1：20の3変異+野生型対照は全3個の変異が存在することを意味する。多重LD
Rは、各々500fmolおよび25fmolの各LDRオリゴヌクレオチドプローブを使用して、変異体
および野生型配列の両方に向けられる。プールされた実験は249個の盲検化されたアシュ
ケナジームユダヤ人のDNA試料を用いて繰り返された。盲検化されたDNAを含むチューブは
9×9格子形式に配置され、各行および各列の統合されたDNAを1つのチューブに生産するた
めに、各チューブからのアリコートは行にわたって、次に列を下って統合された。格子形
式における交差点を用いて各試料を一意に分類するためにこれがなされた。プールされた
DNAはその後上述のように増幅およびLDRに供された。249個の試料のうち248個が正確にタ
イピングされた。野生型として不正確に同定された1つの試料は非常に希釈されすぎてい
ることが証明され、より濃度の高い他の9個の試料と混合したとき検出限界以下に落ちた



(59) JP 2014-68651 A 2014.4.21

10

20

30

40

50

。実施された個々の反応の数は、この戦略により249から96に減少された（55個のプール
試料および確認用に使用された41個の個別の試料）。
【０１４７】
　ゲルに基づく検出に加えて、変異同定はまた普遍的DNAマイクロアレイを用いて反応産
物をスクリーニングすることによっても達成された（参照として本明細書に組み入れられ
る、Gerryら、「少量の点変異の多重検出のための普遍的DNAマイクロアレイ法（Universa
l DNA Microarray Method for Multiplex Detection of Low Abundance Point Mutations
）」J.Mol.Biol. 292：251～262（1999））。マイクロアレイは、加湿チャンバー（カル
テシアンテクノロジー、アーバイン、カリフォルニア州）内に封入されたピクシス5500ロ
ボットを用いて以前に記載されたように処理およびスポットされた（参照として本明細書
に組み入れられる、Gerryら、「少量の点変異の多重検出のための普遍的DNAマイクロアレ
イ法」J.Mol.Biol. 292：251～262（1999））。簡単には、LDR反応液は回転チャンバー内
で65℃1時間、300mM MES、pH6.0、10mM MgCl2、0.1％SDSを含む32μL中でハイブリダイズ
された。300mM ビシン、pH8.0、10mM MgCl2、0.1％SDS中で25℃10分間洗浄された後、100
W水銀バーナー、テキサスレッドフィルターキューブ、およびプリンストンインスツルメ
ントTEK512/CCDカメラを用いてオリンパスプロビスAX70顕微鏡上で画像化された。16ビッ
トグレイスケール画像はメタモルフ（MetaMorph）イメージングシステム（ユニバーサル
イメージングコーポレーション、ウエストチェスター、ペンシルベニア州）を用いて捕捉
され、8ビットグレイスケールに変換する前により狭くLDRシグナルを区分するために再ス
ケリーングされた。8ビット画像はアドビ（Adobe）フォトショップを用いてCy3シグナル
に赤を与えるためにカラー化された。
【０１４８】
　ゲルに基づく形式で設計されたプローブ（すなわち差異的に標識された識別プローブお
よび同じ共通プローブ）を用いた予備的なマイクロアレイ実験は3つのBRCA配列の野生型
および変異体版がアレイ上で容易に検出されることを証明した（参照として本明細書に組
み入れられる、Baranyらに与えられたWO97/31256を参照されたい）。この版においては、
両配列型は同じアドレスに向けられた（例えばBRCA1 185delAGおよびBRCA1 185野生型は
両者ともZipコード1に向けられた）。この形式は成功することが証明されたが、PCR/PCR/
LDRは単一チューブ反応において数100の変異を検出する能力を有しており、かつこの設計
はそのような大規模変異同定実験用のアレイの最良の適用ではない。将来の研究のために
実験パラダイムを確立するために、LDR連結産物を対照として使用する配列を各アンプリ
コンの中で選択することにより位置特定可能な形式は拡張された。したがって、各変異体
LDR産物に対して野生型配列を検出する必要があるというよりも、この形式はあるアンプ
リコン内の多数の異なる配列変異体の陽性対照として機能する単一産物を使用する（図22
を参照されたい）。この形式の1つの利点はオリゴヌクレオチド合成を最小化することで
ある。付加的には、64部位の各々の使用が最大化される。単一のアドレスで検出可能なLD
R連結産物の数は現在利用可能なスペクトルで分離されている蛍光標識の数で制限されて
いるので、対照をアレイの特定の領域に制限することは、残りの各々のアドレスにおいて
さらに1つの配列変異体の検出を可能にする。下記に記載される実験においては、紹介さ
れた部位に対する対照および変異体LDR連結産物は、64部位アレイ上の6個の離れたアドレ
スに向けられた。
【０１４９】
　全部で3つのフレームシフト変異が普遍的アレイへのハイブリダイゼーションにより検
出可能であった（図23）。図23Aは対照および変異体配列の各々をアレイ表面上の特定の
アドレスに配置することを示している。対照シグナルは上部の3つのアドレスに向けられ
た。変異体シグナルは下部の3つに向けられた。図23Bは野生型DNAにより生じるシグナル
を示す。図23C、EおよびGは個々のDNA試料の代表的ハイブリダイゼーションを示す。図23
D、FおよびHはアシュケナジーム個人由来のプールされたDNA試料を用いた各変異の代表的
ハイブリダイゼーションを示す。変異は最も右に同定されている。
【０１５０】
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　6個の可能なアドレスの組み合わせのみがハイブリダイゼーションに続いて可視化可能
になり、他のいかなる未使用アドレスにおいても付加的なシグナルは検出されなかった。
したがって、Zipコードハイブリダイゼーションは非常に特異的である。対照および変異
体シグナルは、単一の個人由来のDNA試料に由来する各変異に対して明確に存在していた
（図23C、EおよびG）。上記の249個のDNA試料を解析する際に使用されたプールされたDNA
は、ゲルに基づくアッセイ法で見出されたものと同じ変異シグナルを生じた（図23D、Fお
よびH）。各々のケースにおいて、アレイはゲルの結果を再現した。
【０１５１】
　これらの結果は、PCR/PCR/LDR産物の普遍的マイクロアレイ解析が、臨床診断および集
団研究の両方の状況において、小さな挿入および欠失変異の迅速な同定を可能にすること
を証明している。
【０１５２】
実施例3　p53チップハイブリダイゼーションおよび洗浄条件
　どの方法がシグナルを有意に失うことなく最小のバックグラウンドノイズを生じうるか
を決定するために、3つのパラメーター（非特異的競合DNAの存在または非存在、温度、お
よび洗浄緩衝液組成）を異なる組み合わせで変更したた。ハイブリダイゼーションは100
μg/mlのせん断サケ精子DNA（図16B、D、JおよびL）、250μg/mlのせん断サケ精子DNA（
図16F、H、NおよびP）、または非特異的競合DNA（図16A、C、E、G、I、K、MおよびO）を
用いて実施された。洗浄は4つの異なる条件を用いて10分間実施された。標準洗浄緩衝液
（300mMビシン、pH8.0、10mM MgCl2、0.1％SDS）を用いて室温（図16A、B、EおよびF）。
10％ホルムアミドを追加した標準洗浄緩衝液を用いて室温（図16I、J、MおよびN）。標準
洗浄緩衝液を用いて50℃（図16C、D、GおよびH）または10％ホルムアミドを追加した標準
洗浄緩衝液を用いて50℃（図16K、L、OおよびP）。各パネルの右上の数は各条件に対する
p53エキソン5対照（Zipコード1）のピクセル密度を示す。数字の右側に示された損失割合
は計算された割合に直接隣接する左および右のパネルを比較している。基準（Cy3、Cy5お
よびフルオレセイン）は方向性を与えるために、チップの左上に水平におよび右下の領域
に垂直にスポットされている。Zipコード1は左上領域の基準の直下に位置している。引き
続くZipコードは数字の順に左から右の様式でスポットされている。
【０１５３】
　p53エキソン5および7を同時に増幅するために、PCRは単一チューブ多重反応として実施
された。白血球由来の市販のゲノムDNAは、100ng DNA、400μMの各dNTP、4mM MgCl2を補
完された1×PCR緩衝液II（10mMトリスHCl、25℃でpH8.3、50mM KCl）、1Uアンプリタック
ゴールドおよび5'端にユニバーサルプライマーAまたはBのいずれかを持つ2pmolの各々の
遺伝子特異的プライマーを含む25μL反応混合液中で増幅された（表5を参照されたい）。
反応液をミネラルオイルで重層し、95℃で10分間事前加熱処理された。増幅は以下を15サ
イクル実施した：94℃15秒、65℃1分間。25pmolの各ユニバーサルプライマーAおよびBを
含む、2番目の反応混合液の25μLアリコートが、ミネラルオイルを通して添加された。サ
イクルは55℃アニーリング温度を用いて反復された。反応液は続いて、1mg/mlのプロテイ
ナーゼK/50mM EDTAの2μL溶液を用いて55℃で10分間消化された。プロテイナーゼKは90℃
15分間の最終インキュベーションにより消去された。LDRに関しては、オリゴヌクレオチ
ド合成および精製は以前に記載されているように（参照として本明細書に組み入れられる
、Khanna、Mら、「原発大腸腫瘍のK-ras変異検出のための多重PCR/LDR（Multiplex PCR/L
DR for Detection of K-ras Mutations in Primary Colon Tumors）」Oncogene 18：27～
38（1999））実施された。Tth DNAリガーゼは別に記載されているように過剰生産および
精製された（参照として本明細書に組み入れられる、Luoら、「サーマスサーモフィルスD
NAリガーゼの必須残基の同定（Identification of Essential Residues in Thermus Ther
mophilus DNA Ligase）」、Nucleic Acids Research 24：3079～3085（1996）およびBara
nyら「耐熱性DNAリガーゼ遺伝子のクローン化、過剰発現およびヌクレオチド配列（Cloni
ng, Overexpression, and Nucleotide Sequence of a Thermostable DNA Ligase Gene）
」Gene 109：1～11（1991））。LDRは、500fmolの各プローブ、2μLの増幅されたDNAおよ



(61) JP 2014-68651 A 2014.4.21

10

20

30

び20mMトリスHCl、pH7.6、10mM MgCl2、100mM KCl、10mM DTT、1mM NAD+を含む20μLの反
応液中で実施された。反応物を94℃で1.5分間加熱して25fmolのTth DNAリガーゼを添加し
、その後94℃15秒および65℃4分の20サイクルに供した。以下のようにPCR/LDR/アレイハ
イブリダイゼーションによるp53変異の検出用に設計されたオリゴヌクレオチドプライマ
ーおよびプローブを示す表5を参照されたい。
【０１５４】
（表５）　PCR/LDR/アレイハイブリダイゼーションによるp53変異検出用に設計されたプ
ライマーおよびプローブ



(62) JP 2014-68651 A 2014.4.21

10

20

30

40



(63) JP 2014-68651 A 2014.4.21

10

20

30

40



(64) JP 2014-68651 A 2014.4.21

10

20

30

40



(65) JP 2014-68651 A 2014.4.21

10

20

30

40



(66) JP 2014-68651 A 2014.4.21

10

20

30

40

50

【０１５５】
　PCRプライマーはp53遺伝子内および周囲の領域を増幅するために特異的に設計される。
より長い遺伝子特異的プライマー（各反応につき1～2pmol）を用いて高いTm（すなわち65
℃）での15ラウンドの増幅の後、2つのユニバーサルプライマー（太大文字）が50μL中に
50pmolで添加され、かつ産物はさらに20ラウンドの増幅にサイクルされる。
【０１５６】
　対立遺伝子特異的LDRプローブは5'端に蛍光標識（Fam、Tet、Cy3またはCy5）および3'
端に識別塩基を含んでいた。ゲルに基づくアッセイ用に最終の連結産物の大きさを調節す
るためにいくつかのプローブの5'端に非ゲノム配列が付加された（太小文字で指定されて
いる）。共通LDRプローブはその3'端に5'リン酸基（p）およびC-3封鎖基（B）を含んでい
た。アレイに基づく検出で使用される共通LDRプローブはその3'端にZipコード配列を有し
ている（小文字で指定されている）。
【０１５７】
　LDR反応液は回転チャンバー内で65℃1時間、100μg/mlのせん断サケ精子DNAを含むまた
は含まない、300mM MES、pH6.0、10mM MgCl2、0.1％SDSを含む32μL中でハイブリダイズ
された。10％ホルムアミドを含むまたは含まない、300mM ビシン、pH8.0、10mM MgCl2、0
.1％SDS中で25℃10分間または50℃10分間洗浄された後、100W水銀バーナー、テキサスレ
ッドフィルターキューブ、およびプリンストンインスツルメントTEK512/CCDカメラを用い
てオリンパスプロビスAX70顕微鏡上で画像化された。16ビットグレイスケール画像はメタ
モルフイメージングシステム（ユニバーサルイメージングコーポレーション）を用いて捕
捉され、8ビットグレイスケールに変換する前により狭くLDRシグナルを区分するために再
スケリーングされた。この8ビット画像はアドビフォトショップを用いてCy3シグナルに黒
を与えるために反転された。
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【０１５８】
実施例4　大腸腫瘍由来DNAにおける変異の存在を示すp53チップハイブリダイゼーション
　p53チップはエキソン5、6、7および8に存在する75個の異なる変異の存在を検出するこ
とが可能であり、144個のLDRオリゴヌクレオチドを使用する（表5を参照されたい）。図2
4は大腸腫瘍由来DNAを用いたマイクロアレイに基づくp53変異検出の例である。各試料の
変異の状態およびシグナルを捕捉することが期待されるZipコードは各パネルの右に示さ
れている。その図は、スポットされたZipコード内の汚染蛍光に起因するCy3バックグラウ
ンドを右側最下のパネルに示している（図24H）。p53エキソン5、6、7および8を同時に増
幅するために、PCRは単一チューブ多重反応として実施された。大腸腫瘍から抽出された
ゲノムDNAは、100ng DNA、400μMの各dNTP、4mM MgCl2を補完された1×PCR緩衝液II（10m
MトリスHCl、25℃でpH8.3、50mM KCl）、1Uアンプリタックゴールドおよび5'端にユニバ
ーサルプライマーAまたはBのいずれかを持つ2pmolの各遺伝子特異的プライマーを含む25
μL反応混合液中で増幅された（表5を参照されたい）。反応液にはミネラルオイルが重層
され、95℃で10分間事前加熱処理された。増幅は以下のように15サイクル実施された：94
℃15秒、65℃1分間。25pmolの各ユニバーサルプライマーAおよびBを含む2番目の反応混合
液の25μLアリコートがミネラルオイルを通して添加された。サイクルは55℃アニーリン
グ温度を用いて反復された。反応液は続いて、1mg/mlのプロテイナーゼK/50mM EDTAの2μ
L溶液を用いて55℃で10分間消化された。プロテイナーゼKは90℃15分間の最終インキュベ
ーションにより消去された。LDRに関しては、オリゴヌクレオチド合成および精製は以前
に記載されているように（参照として本明細書に組み入れられる、Khanna、Mら、「原発
大腸腫瘍のK-ras変異検出のための多重PCR/LDR（Multiplex PCR/LDR for Detection of K
-ras Mutations in Primary Colon Tumors）」Oncogene 18：27～38（1999））実施され
た。Tth DNAリガーゼは別に記載されているように過剰生産および精製された（参照とし
て本明細書に組み入れられる、Luoら、「サーマスサーモフィルスDNAリガーゼの必須残基
の同定（Identification of Essential Residues in Thermus Thermophilus DNA Ligase
）」、Nucleic Acids Research 24：3079～3085（1996）およびBaranyら「耐熱性DNAリガ
ーゼ遺伝子のクローン化、過剰発現およびヌクレオチド配列（Cloning, Overexpression,
 and Nucleotide Sequence of a Thermostable DNA Ligase Gene）」Gene 109：1～11（1
991））。LDRは、500fmolの各プローブ、2μLの増幅されたDNAおよび20mMトリスHCl、pH7
.6、10mM MgCl2、100mM KCl、10mM DTT、1mM NAD+を含む20μLの反応液中で実施された。
p53配列の上側鎖または下側鎖にハイブリダイズするように設計されたLDRプローブを含む
各試料に関して2つの反応が実施された。反応液は25fmolのTth DNAリガーゼ添加前に94℃
で1.5分間加熱され、その後94℃15秒および65℃4分に20サイクル供された（表5を参照さ
れたい）。LDR反応液は回転チャンバー内で65℃1時間、100μg/mlのせん断サケ精子DNAを
含む、300mM MES、pH6.0、10mM MgCl2、0.1％SDSを含む32μL中でハイブリダイズされた
。300mM ビシン、pH8.0、10mM MgCl2、0.1％SDS中で50℃10分間洗浄された後、100W水銀
バーナー、テキサスレッドフィルターキューブ、およびプリンストンインスツルメントTE
K512/CCDカメラを用いてオリンパスプロビスAX70顕微鏡上で画像化された。16ビットグレ
イスケールイメージはメタモルフイメージングシステム（ユニバーサルイメージングコー
ポレーション）を用いて捕捉され、8ビットグレイスケールに変換する前により狭くLDRシ
グナルを区分するために再スケリーングされた。8ビット画像はアドビフォトショップを
用いて最初Cy3シグナルに黒を与えるために反転され、その後p53配列の上側鎖または下側
鎖を標的としたLDRを用いたハイブリダイゼーションに由来する各試料の画像が重層およ
び重ね合わせされた。この処理の結果は図24に示されている。
【０１５９】
実施例5　四量体を用いた最適化Zipコード配列構築
　普遍的DNAアレイは、各々が固有の部位に捕捉されるようにLDR産物をユニークにタグ付
けするために、拡散した配列を用いるというコンセプトに基づいて設計されている。この
コンセプトの中心は、各々が他のいずれとも少なくとも2塩基異なる36個の四量体の設計
である（表6を参照されたい）。
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【０１６０】
（表６）

これらの36個の四量体を6個のセットに組み合わせることにより、24塩基長のアドレスを
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構築することが可能である。
【０１６１】
　1296アレイは、所定の四量体セットの交互タイリング（alternate tiling）のコンセプ
トに基づいて設計することが可能である。これらの捕捉オリゴヌクレオチドはその近傍物
と3つの交互部位において異なるが、しかし他の3つの部位においては同じである、すなわ
ち（第1=A、第3=Cおよび第5=E部位）。したがって、各捕捉オリゴヌクレオチドは他の任
意の1つと24部位のうち少なくとも6個異なっていた。さらにこれらの差異は捕捉オリゴヌ
クレオチドの長さに渡り分布していた。正しい捕捉オリゴヌクレオチドを誤ったアドレス
に配置する時、Tmの差異は24℃超になると予測された。それにもかかわらず、この設計型
の可能性の1つは、所定の部位のセットにおける3つの隣接する四量体（すなわちABC）が
別の捕捉オリゴヌクレオチドに一致するが、しかし異なる部位のセット（すなわちBCD）
においてであることである。
【０１６２】
　最適表面は3次元多孔性表面であるので、所定のLDR産物が正確なアドレスに捕捉される
多大な機会を有する。たとえLDR産物が一過性に正確なアドレス内の所定のオリゴヌクレ
オチドから解離したとしても、同じアドレス内の別のオリゴヌクレオチドを迅速に発見し
、ハイブリダイズする。予備試験的な研究において、Tmを変化させると予測される変化（
すなわちプロピニル誘導体の使用）は正確にハイブリダイズした産物の収量には大きくは
影響しなかった。したがってハイブリダイゼーションは速度論的に制御可能でありうる。
2つのよく関連したオリゴヌクレオチド間の低いレベルの交互ハイブリダイゼーションで
さえ、その可能性を最小化するためには、24mer捕捉オリゴヌクレオチドを有する四量体
の順序間の差異を最大化するように配列を設計することが可能である。
【０１６３】
　そのような配列を設計するための概要は以下のとおりである。
【０１６４】
1. 36個の四量体の3セットの、全46,656個（=36×36×36）の順列を含む3つの列を作製す
る。
【０１６５】
2. モレキュラーバイオロジーインサイト（Molecular Biology Insights）社（カスケー
ド、コロラド州）のオリゴ6.0プログラムを用いて46,656個の12merのTmをコンピューター
計算し、予測Tm値に従い一覧を並び替える。
【０１６６】
3. 各四量体に1つのGC塩基を含む12mer（四量体#1～#7）または各四量体に3つのGC塩基を
含む12mer（四量体#28～#36）を取り除く。この過程はTm値の極値を取り除く。24℃未満
のTm値の12mer取り除く。3つの反復された四量体を有する、残る12mer（すなわち9-9-9）
を取り除く。
【０１６７】
4. Tmが2度上がるごとに新しい群として、12merのセットをTmにより群分けする。Tmを2で
割って、整数に切り捨てることによって値を決定した。
【０１６８】
5. 一覧を無作為化し、奇数および偶数の12merに分割する。2番目の一覧を反転させ、最
初の一覧の最後に追加し、6個の四量体=12,880個のアドレス候補を形成する。配列を連結
し、24merのTm値を決定する。
【０１６９】
6. Tm値が75から84の間である6個の四量体のみを選抜する。未使用の三量体を再生し、Tm
を増加させた新規の6個の四量体を作成し、一覧に戻し加える。
【０１７０】
7. 表7に記載されているような13個の選抜条件を用いて、一覧を削る。「1」はその部位
で一致していることを示し、「0」は一致がないことを示す。2つの候補アドレスが条件の
1つにおいて一致する時はいつでも、それは候補一覧から除去され、未使用三量体一覧に
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【０１７１】
（表７）

【０１７２】
8. 上記の13条件は一覧を9,650個のアドレス候補に減少させた。
【０１７３】
9. 上記の13条件は連続した4個の一致を取り除き、別の1つと同じ配置である連続した3つ
の一致を取り除く。しかし、類似しているが1個または2個の四量体ユニットによって転換
された配列は取り除かれない。これらの種類のアーチファクトを消去するために、もとも
との6個の四量体の下にコピーし、以下の図8にあるように1つまたは2つの四量体によって
補正した。
【０１７４】
（表８）

【０１７５】
10. これら3つの選抜は、64×64アドレスアレイの4,096個の標的より4,798個多い8,894個
の候補捕捉オリゴヌクレオチドを一覧から精選した。これらの捕捉オリゴヌクレオチド配
列は以下の特性を有している。（1）捕捉オリゴヌクレオチド配列が互いに配置されたと
き、または互いに補正または分割したときのいずれかで、同一である連続した4個の四量
体の例はない。（2）捕捉オリゴヌクレオチド配列が1つの端から互いに配置されたとき、
行において同一である3個の四量体の例はない。（3）6個の四量体のうち4個の四量体が同
一部位にある例はない。
【０１７６】
11. 更なる選抜には、補正された連続する3つの配列を表9のように消去した。
【０１７７】
（表９）
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【０１７８】
12. これらの6個の選抜は、50×50アドレスアレイの2,500個のより選択的な標的より多い
3,038個の候補捕捉オリゴヌクレオチドを一覧から精選した。これらの捕捉オリゴヌクレ
オチド配列は以下の特性を有している。（1）捕捉オリゴヌクレオチド配列が互いに配置
されたとき、または互いに補正されたときのいずれかにおいて同一である連続した4個の
四量体の例はない。（2）捕捉オリゴヌクレオチド配列が1つの端から互いに配置されたと
き、または互いに補正されたいずれかのときに、同一である連続した3個の四量体の例は
ない。（3）6個の四量体のうち4個の四量体が同一部位にある例はない。
【０１７９】
13. 四量体の順番は反転され、新しいTm値が計算され、（6,076）に足し戻され、その後
、上の7～11の段階に記載されているように余計なものを取り除かれた。候補一覧は3,270
個とわずかに増加した。したがって、未使用三量体を濃縮する方法が必要とされた。
【０１８０】
14. 全ての部位において使用された三量体の一覧が、利用可能な（未使用の）三量体を決
定し、新しい6個の四量体セットを構築するために使用された。Tm値が75℃～84℃の範囲
の6個の四量体の割合を増加させるために、予測Tm値が34℃～50℃の三量体が互いに反転
され、使用された（すなわちTm34の三量体ABCがTm50の三量体DEFに融合され、Tm38の三量
体ABCがTm46の三量体DEFに融合された、など）。
【０１８１】
15. 6個の四量体のセットが構築され、接合部に作製された三量体（すなわち部位BCDおよ
びCDE）が使用済み三量体一覧に対して再試験され、それらの一致しなかった6個の四量体
が再利用された。それらの不一致でなかった6個の四量体は3,270個の候補一覧に付加され
、再度並び替えられ、段階7～11に記載されているように余計なものを取り除かれた。候
補一覧は4,035に拡大した。
【０１８２】
16. 64×64アドレスアレイの4,096の標的より537配列多い、4,633個の捕捉オリゴヌクレ
オチドの最終一覧を作製するために、もう2回この過程が繰り返された（表6の四量体を参
照する図25）。これらの捕捉オリゴヌクレオチド配列は以下の特性を有している。（1）
捕捉オリゴヌクレオチド配列が互いに配置されたとき、または互いに補正されたときのい
ずれかで、同一である連続した4個の四量体の例はない。（2）捕捉オリゴヌクレオチド配
列が1つの端から互いに配置されたとき、または互いに補正されたときのいずれかで、同
一である連続した3個の四量体の例はない。（3）6個の四量体のうち4個の四量体が同一部
位にある例はない。
【０１８３】
17. 4,633個の捕捉オリゴヌクレオチド一覧を用いて、8×8=64アドレスアレイ、8×12=96
アドレスアレイ、16×24=384アドレスアレイ、および20×20=400アドレスアレイのための
より小さな一覧が作成された。選抜基準として、四量体対を共通に共有する捕捉オリゴヌ
クレオチドは選択的に一覧から除かれた。所定の部位において同一である全ての二量体対
（すなわちAB=AB）を淘汰することで一覧は465個の捕捉オリゴヌクレオチド配列に減少し
た（表6の四量体を参照する図26）。隣接部位において類似している二量体対（すなわちA
B=BC、BC=CDなど）の2度目の淘汰により、および2回超使用されている全ての二量体対を
取り除くことにより、セットは96個の捕捉オリゴヌクレオチド配列に減少した（表6の四
量体を参照する図27）。最終的にどの二量体も1回超使用されないことを保証することで6
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【０１８４】
18. 4,633個のそのような捕捉オリゴヌクレオチドの一覧を含む図29（表6の四量体を参照
する）に示されているように、捕捉オリゴヌクレオチドはまたPNA（すなわち、ペプチド
ヌクレオチド類似体）であることもできる。PNA捕捉オリゴヌクレオチドは20merユニット
の型である。PNAは平均で1塩基につき1.0℃から1.5℃オリゴヌクレオチドのTmを増加させ
る利点を提供する。そのため図29に列記されたオリゴマーのTm値はPNA型として合成され
るとき平均で20℃（またはそれを超えて）高いと考えられる。したがってアドレスはPNA
型ではわずか20mer以下であれさえすえればよいと考えられる。これらの配列は、2つの代
替法を考慮することにより、より迅速な合成に適合しやすい。最初の方法では、表6に列
記された36個の四量体が最初に合成され、その後、図29に列記されている配列を形成する
ために正確な順に5個の四量体が連結される。または、PNAオリゴマーはリソグラフィック
合成法を用いて合成されると考えられる。標準的なリソグラフィック合成では4塩基、す
なわちA-C-G-Tを第1の部位に、A-C-G-Tを第2の部位になどが何度となく使用され、4×20=
80のマスキングが必要とされると考えられる。図29に列記されている現在の配列は62回の
、またはマスキングの順番を変更することにより更に少ない、マスキングにより合成に適
合しやすい。62回のマスキングは以下の順番でPNA単量体を付加することを可能にすると
考えられる。

【０１８５】
　所定の配列に関して、次の塩基においてその配列を許すマスキングはそのアドレスにお
いて開放されている。一例として、もし配列が

であれば、ちょうど20回のマスキングを用いて終了することが可能と考えられる。異なる
配列はより多くのマスキングを必要とすると考えられる。したがって、20merは異なる数
のマスキングを用いて終了する。62回未満のマスキングを必要とする5個の異なるアドレ
スZipID#1、2、3、4および26の合成のための例が以下に提供される。これらの例では、正
しい配列を達成するために、マスキングの使用はその塩基に下線を引くことで指示される
。
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これにより、20merを合成するための標準的アプローチに必要とされる80マスクよりもず
っと少なく、それどころか16merの標準PNAの作製に必要な64マスクよりも少ない、62マス
ク以下を用いる平板アプローチを用いて、20merのPNAアドレスが合成されうる。
【０１８６】
　全アドレスは75～84℃の間のTm値を有するように選択された。Tm値の分布は多かれ少な
かれ捕捉オリゴヌクレオチドの数とは独立している。一般的には高いG+C含量を有するア
ドレスがより高いTm値を与えた一方で、単純なTm=4（G+C）+2（A+T）則は多くの例におい
て最大10℃まで狂う。96、465および4,633個の捕捉オリゴヌクレオチドの値が図30、31お
よび32にそれぞれ示されている。捕捉オリゴヌクレオチドプローブの4,633個の一覧の並
び替えられたTm値は図33に示されている。Tm値の勾配は相対的に平坦であり、大部分の捕
捉オリゴヌクレオチド（80％）は両端を含む75℃から80℃からのTm値を有する。図34は、
本発明にしたがって作製された65、96、465および4633個の捕捉オリゴヌクレオチドの一
覧における四量体の利用度を示す。もし四量体の分布が完全に無作為であれば、各四量体
は2.7％の回数で提示されるはずである。しかしながら選抜はより高いTmの捕捉オリゴヌ
クレオチドプローブの側に偏向されている。したがって、Tm値を減少させる傾向のある四
量体、すなわち#7=TACAは過小提示される一方、Tm値を増加させる傾向のある四量体、す
なわち#29=TGCGは過剰提示される。
【０１８７】
　変異検出の本方法は3つの直交する構成要素を有する。（1）第1のPCR増幅、（2）液相L
DR検出、および（3）固相ハイブリダイゼーション捕捉。したがって、各段階からのバッ
クグラウンドシグナルは最小化することが可能であり、結果として本方法の全体の感度お
よび精度は、他の戦略で提供されるそれらに対して有意に増強される。例えば「ハイブリ
ダイゼーションによる配列決定」法は、処理能力を制限する、（1）複数ラウンドのPCRま
たはPCR/T7転写、（2）それらを断片化または1本鎖にするためにPCR増幅産物を処理する
こと、および（3）長いハイブリダイゼーション時間（10時間またはそれ以上）、を必要
とする（参照として本明細書に組み入れられる、Guoら、Nucleic Acids Research 22：54
56～5465（1994）、Haciaら、Nat.Genet. 14441～447（1996）、Cheeら、Science 274：6
10～614（1996）、Croninら、Human Mutation 7：244～255（1996）、Wangら、Science 2
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80：1077～1082（1998）、Schenaら、Proc. Natl. Acd. Sci. USA 93：10614～10619（19
96）およびShalonら、Genome Res. 6：639～645（1996））。付加的には、これらのアレ
イ上の固相化プローブは広範囲のTmを有するので、ハイブリダイゼーションを0℃から44
℃の温度で実施する必要がある。結果として、例えば反復配列における小さな挿入および
欠失に関して、ミスマッチハイブリダイゼーションおよび非特異的結合に起因するバック
グラウンドノイズの増加および偽シグナルを生じる（参照として本明細書に組み入れられ
る、Haciaら、Nat.Genet. 14441～447（1996）、Croninら、Human Mutation 7：244～255
（1996）、Wangら、Science 280：1077～1082（1998）、およびSouthern E.M.、Trends i
n Genet、12：110～115（1996））。対照的に本発明の方法は単一反応における多重PCRを
可能にし（参照として本明細書に組み入れられる、Belgraderら、Genome Sci.Technol. 1
：77～87（1996））、産物を1本鎖型に変換する付加的な段階を必要とせず、反復配列に
おけるずれを含む全ての点変異を容易に識別することが可能である（参照として本明細書
に組み入れられる、Dayら、Genomics、29：152～162（1995））。別のDNAアレイは、配列
の変動または試料中に存在する標的の量に起因する、異なるハイブリダイゼーション効率
の影響を受ける。類似した熱力学的特性を有する拡散したアドレス配列を設計する本方法
を用いることにより、ハイブリダイゼーションは65℃で実施することが可能であり、より
厳密および迅速なハイブリダイゼーションに結果としてなる。変異検出段階をハイブリダ
イゼーション段階から脱共役することで、すでにゲルに基づくLDR検出を用いて達成され
ているLDR産物の定量の目途を提供する。
【０１８８】
　多量体表面にスポットされたアレイは、ガラス表面にスポットまたは直接インサイチュ
ー合成されたアレイと比較して、シグナル捕捉において大きな改善を提供する（参照とし
て本明細書に組み入れられる、Drobyshevら、Gene、188：45～52（1997）、Yershovら、P
roc. Natl. Acd. Sci. USA 94：4913～4918（1996）およびParinovら、Nucleic Acids Re
s. 24：2998～3004（1996））。しかしながら、本発明の多量体表面は容易に24merの捕捉
オリゴヌクレオチドが浸透および共有結合することを可能にする一方で、他者により記載
された多量体は8から10merのアドレスを使用することに制限されている。さらに60から75
ヌクレオチド塩基長のLDR産物もまた浸透し、引き続いて正確なアドレスにハイブリダイ
ズすることが見出された。付加的な利点として、多量体はほとんどまたは全くバックグラ
ウンド蛍光を生じず、蛍光標識オリゴヌクレオチドの非特異的結合を示さない。最後に、
別個のアドレスにスポットおよび共有結合された捕捉オリゴヌクレオチドは近接スポット
に「流出（bleed over）」せず、例えばゲルパッドを切断することなどにより、物理的に
部位を隔離する必要性を取り除く。
【０１８９】
　本発明は、文献で以前に提示された他のアレイに基づく検出システムとは大きく異なる
、高処理変異検出のための戦略に関連する。溶液で実施されるポリメラーゼ連鎖反応/リ
ガーゼ検出反応（PCR/LDR）アッセイ法と共同して、遺伝的およびその遺伝子の配列の50
％として存在する、または散発性および野生型の配列の1％以下で存在するのいずれかで
あれ、本発明のアレイは一塩基変異の正確な検出を可能にする。LDRプローブの拡散した
位置特定可能なアレイ特異的部分は各LDR産物をDNAアレイ上の指定されたアドレスに導く
一方で、耐熱性DNAリガーゼは変異識別の特異性を提供するので、この感度が達成される
。アドレス配列は一定のままで、相補体は任意のLDRプローブセットに付加することがで
きるので、本発明の位置特定可能なアレイは普遍的である。したがって、単一アレイ設計
は広範囲の遺伝的変異を検出するようにプログラムされることができる。
【０１９０】
　多数の遺伝子の多量の潜在的部位における迅速な変異検出の確固とした方法は、癌患者
の診断および治療の改善を強く約束する。唾液、喀痰、尿および糞の脱落（shed）細胞の
変異解析のための非侵襲試験は、高危険度集団のサーベランスを有意に簡便化および改善
し、内視鏡検査の費用および不快さを減少させ、早期で治療可能な段階のより効果的な癌
診断につながることが可能と考えられる。脱落変異の検出の実現可能性は既知および遺伝



(75) JP 2014-68651 A 2014.4.21

10

20

30

的に特性化された腫瘍を有する患者において明確に証明されたが（参照として本明細書に
組み入れられる、Sidranskyら、Science、256：102～105（1992）、Nollauら、Int.J.Can
cer、66：332～336（1996）、Calasら、Cancer Research、54：3568～73（1994）、Haseg
awaら、Oncogene 10：1413～16（1995）およびWuら、「癌分子マーカーの早期検出（Earl
y Detection of Cancer Molecular Marker）」（Lippmanら編集）（1994））、症状が現
れる前の効果的なスクリーニングは、無数の低頻度の潜在的な変異が最小の偽陽性および
偽陰性シグナルで同定されることが必要となろう。さらに、腫瘍の遺伝的変化を決定する
技術を、治療応答の可能性についての臨床情報と統合することは、より進行した腫瘍を有
する患者を治療のためにいかに選択するかに関して、根本的に変更しうる。信頼度の高い
遺伝的マーカーの同定および確認には、多くの候補遺伝子が大規模臨床試験において試験
される必要がある。高費用の微細加工チップは100,000アドレスを有する形で作製可能で
あるが、それらのどれも、そのような臨床試験において変異プロファイルを正確にスコア
化することひ必要とされているような低頻度の変異を同定する能力は証明されていない（
参照として本明細書に組み入れられる、Haciaら、Nat.Genet. 14441～447（1996）、Chee
ら、Science 274：610～614（1996）、Kozalら、Nat.Med. 2：753～759（1996）および、
Wangら、Science 280：1077～1082（1998）。本発明の普遍的位置特定可能なアレイ法は
、腫瘍進行に関連する多数の遺伝子の欠失および増幅の定量ならびに、無数の遺伝子にお
いて多数のコドンにおける低頻度変異を迅速および高信頼度で同定する能力を有する。加
えて、mRNA発現プロファイルに関しては、LDR普遍的アレイはK-、N-およびH-rasのような
非常に類似した遺伝子を識別することを可能にする。さらに、特定の遺伝子または特定の
変異タンパク質を標的とした新しい治療が開発されるにつれて、迅速および正確な高処理
能力の遺伝的試験の重要性は間違いなく増加すると考えられる。
【０１９１】
実施例6：標的配列への結合を回避する位置特定可能なアレイの設計用のコンピューター
ソフトウェア
　位置特定可能なアレイの設計において、標的配列がアレイ上の捕捉プローブにハイブリ
ダイズしないことを保証することが重要である。以下に記載されているように、コンピュ
ータープログラムがこの目的のために設計された。プログラムは、任意のアレイ配列に一
致する一続きの配列をN個の隣接ヌクレオチド部位のN-x個に位置させる。パラメーターx
およびNは使用者により設定される。
【０１９２】
　プログラムは出力をスクリーンおよびファイルに送達する。スクリーン出力は、最長の
一致がM塩基のうちのiである、MがNよりも大きいまたは等しい、かつ、iがM-xよりも大き
いまたは等しい、配列比較の数を要約している。出力ファイルは、スクリーンに提供され
た情報の概要を与えることならびに各配列セットの実際の一致を示す。ファイル出力の例
は以下に示される。
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大文字の対立遺伝子が実際に一致した部位を表し、小文字の対立遺伝子が許容されるミス
マッチを示しており、括弧内の領域は同定された最長の一致を表す。
【０１９３】
　プログラムはプラットフォーム間の可搬性を目的として、ANSI Cにて記載されている。
使用された正確なソフトウェアは図35に記載されている。プログラムは一直線のテキスト
形式の入力ファイルを受け入れる。配列は標準的な不明瞭コード（例えば、コードYはCま
たはTのいずれかに相当する）を含んでもよい。
【０１９４】
　入力ファイル#1のF1配列の各々は入力ファイル#2のF2配列の各々と比較され、全体でF1
×F2比較となる。各セットに関して、2つの配列が全ての可能性のある配置に関して一時
にN個の連続した部位で比較される。N個の隣接部位のうち少なくともN-x個の一致が検出
されるならば、比較される部位は1ずつ増加される（すなわち、i増加の後、一致基準はN+
i部位のうちN-x+iとなる）。この処理は、一致基準を満たす一致が見出されなくなるまで
繰り返される。配列対の最長一致は、N-x+iの最長値に対立するものとして、N+iの最長値
を含む一致として定義される。したがって、使用者は、異なるレベルの厳密度を有する全
ての解析を明らかに繰り返すべきである（すなわち、x=0、x=1、x=2....）。もし使用者
が、完全な、または完全に近い一致がより長い範囲に渡るより低い完成度の一致によりマ
スキングされてしまうかもしれないとの懸念を有している場合に、これは重要である。例
えば、7一致部位中の7個は、（1）1セットの配列が10部位中8で一致している、および（2
）一致基準が2つのミスマッチを許容する、ならば報告されないと考えられる。
【０１９５】
　発明は例示の目的で詳細に記載されているが、そのような詳細は単にその目的のためだ
けであること、および、添付の特許請求の範囲のみにより定義される発明の精神および範
囲を逸脱することなく当業者により変更可能であることが、理解される。
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【手続補正書】
【提出日】平成25年11月26日(2013.11.26)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
以下を含むオリゴヌクレオチドアレイ：
支持体；ならびに
支持体上で固定化されるべき相補的オリゴヌクレオチドが異なる位置で捕捉される、支持
体上の異なる位置にある二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合であって、ここで
ほとんどミスマッチなく、相補的オリゴヌクレオチドが二重多量体ユニットオリゴヌクレ
オチドの集合のメンバーにハイブリダイズし、(1)セット内の各四量体は、セット内のす
べての他の四量体と少なくとも2つのヌクレオチド塩基が異なり、(2)互いに相補的な2つ
の四量体はセット内に存在せず、(3)回文構造または2ヌクレオチドの反復である四量体は
セット内に存在しない、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドは、四量体のセットから
形成され、かつ、二重多量体ユニットオリゴヌクレオチドの集合の中から以下のオリゴヌ
クレオチドが除去されている：(1)四量体の数の12.5倍未満の融解温度（摂氏）を有する
オリゴヌクレオチドおよび四量体の数の14倍を上回る融解温度（摂氏）を有するオリゴヌ
クレオチド、(2)同じ四量体が3つ連結した二重多量体ユニット、および(3)同じ四量体が
中断ありまたはなしで4つ連結した多量体ユニット。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
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【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2014068651000001.app
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摘要(译)

解决的问题：提供多种捕获寡核苷酸探针用于支持物，其中互补的寡核苷酸探针几乎没有错配地杂交。 通过以下方法制备的寡核苷
酸阵列。 第一步涉及提供第一组四聚体，其中四个核苷酸彼此连接，其中（1）组中的每个四聚体包括该组中的所有其他四聚体。 
至少两个核苷酸碱基不同于四聚体，（2）彼此不互补的两个四聚体不存在于集合中，并且（3）设置回文或两个核苷酸重复的四聚
体。 并且（4）在该组中不存在具有1个以下或3个以上的核苷酸G或C的四聚体。 一种将第一组中的2至4个四聚体的一组连接在一
起以形成一组多聚体单元的方法。 [选择图]无
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