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最終頁に続く

(54)【発明の名称】 配列標識の固定されたアドレス分析

(57)【要約】
核酸サンプルの包括的分析のための方法、及び前記方法
への使用のためのディテクター組成物が開示される。配
列標識の固定されたアドレス分析（ＦＡＡＳＴ）と称す
る方法は、種々の付着端配列を有する１組の核酸フラグ
メントの生成；付着端の配列に基づいての前記フラグメ
ントのインデキシング；前記フラグメントによるディテ
クター配列の会合；ディテクターアレイ上のインデキシ
ングされたフラグメントの配列に基づく捕獲；及びフラ
グメントラベルの検出を包含する。複数の付着端配列の
生成は、１又は複数の核酸切断と共に核酸サンプルをイ
ンキュベートすることによって達成される。インデキシ
ングされたフラグメントは、プローブへのハイブリダイ
ゼーション及びカップリング、好ましくは連結により捕
獲される。前記方法は、再現性で且つ配列特異的な態様
での核酸の複合体サンプルのすばやく且つ容易な分類を
可能にする。前記方法の１つの形は、既知の又は可能性
ある配列の異なった組み合わせの、核酸分子における会
合の決定を可能にする。前記方法のもう１つの形は、修
飾の存在又は不在に分子の切断を基づかせることによっ
て、核酸分子における配列の修飾を評価する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  核酸サンプル中の核酸フラグメントを同定するための方法で

あって、

  （ａ）複数の異なる配列を有する付着端を集合的に生成する１又は複数の核酸

開裂試薬と共に核酸サンプルをインキュベートして、付着端を有する核酸フラグ

メントを生成し、

  （ｂ）複数のアダプター－インデクサーを前記核酸サンプルとを混合し、そし

て核酸フラグメントに前記アダプター－インデクサーを共有結合させ、ここで個

々のアダプター－インデクサーは異なる付着端を有し、前記アダプター－インデ

クサーの個々の付着端は前記核酸開裂試薬により生成される付着端と適合でき、

  （ｃ）前記核酸サンプルに複数のライゲーター－ディテクターをハイブリダイ

ズさせ、ここで個々のライゲーター－ディテクターは、少なくとも１のアダプタ

ー－インデクサーの付着端を包含し、そしてそれに隣接する配列のすべて又は一

部に適合するか又は相補的な配列を含み、

  （ｄ）前記核酸サンプルに複数のディテクタープローブをハイブリダイズさせ

、そして前記ライゲーター－ディテクターを前記ディテクタープローブに共有結

合させ、ここで個々のディテクタープローブは異なる配列を有し、そして

  （ｅ）前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテクターの結合を、

直接的に又は間接的に検出すること

を含む方法。

    【請求項２】  個々のアダプター－インデクサーが付着端部分及び検出部分

分を含んで成り、ここで個々のアダプター－インデクサーのディテクターの部分

が別々に検出でき、そして前記アダプター－インデクサーのディテクター部分を

、直接的に又は間接的に検出することをさら含んで成る請求項１記載の方法。

    【請求項３】  各々のライゲーター－ディテクターがディテクター部分を含

んで成り、ここで個々のライゲーター－ディテクターのディテクター部分はアダ

プター－インデクサーの１つのディテクター部分に対応し、ライゲーター－ディ

テクターの検出部分の検出がその対応するアダプター－インデクサーのディテク

ター部分の間接的な検出である請求項２記載の方法。
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    【請求項４】  アダプター－インデクサーの検出部分の検出が、その対応す

るライゲーター－ディテクターのディテクター部分の間接的な検出である請求項

２記載の方法。

    【請求項５】  少なくとも１つのアダプター－インデクサーの検出部分がラ

ベルである請求項２記載の方法。

    【請求項６】  前記アダプター－インデクサーが連結により核酸フラグメン

トに共有結合され、そして前記ライゲーター－ディテクターが連結によりディテ

クタープローブに共有結合される請求項１記載の方法。

    【請求項７】  段階（ｂ）の前、サンプルを複数のインデックスサンプルに

分けることをさらに含んで成り、ここで異なったライゲーター－ディテクターが

個々のインデックスサンプルによりハイブリダイズされ、個々のインデックスサ

ンプルにおけるライゲーター－ディテクターが、インデックスサンプル中のアダ

プター－インデクサーの付着端を包含し、そしてそれに隣接する配列のすべて又

は一部に適合するか又は相補的な配列を含んで成る請求項１記載の方法。

    【請求項８】  前記ライゲーター－ディテクターが、アダプター－インデク

サーの付着端のすべて又は一部に、及びインデックスサンプルに使用されるアダ

プター－インデクサーの隣接する配列のすべて又は一部に適合するか又は相補的

な配列を含んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項９】  段階（ｂ）に続いて、前記核酸フラグメントの鎖を分離し、

そして前記鎖の１本のみを用いて、段階（ｃ）を進行せしめることをさらに含ん

で成る請求項８記載の方法。

    【請求項１０】  前記鎖が、前記鎖の１つに会合される捕捉タグを用いて分

離される請求項９記載の方法。

    【請求項１１】  前記捕捉タグがアダプター－インデクサーに会合される請

求項１０記載の方法。

    【請求項１２】  前記インデックスサンプルにおける種々の核酸フラグメン

トの濃度が標準化される請求項９記載の方法。

    【請求項１３】  前記核酸フラグメントへの鎖が分離され、そして前記核酸

フラグメントの濃度が、前記核酸フラグメントへの１つの鎖を固定し、前記核酸
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フラグメントを変性し、豊富な核酸フラグメントについてのＣ０ｔ１／２よりも

長く、且つ希核酸フラグメントについてのＣ０ｔ１／２よりも短い時間、前記核

酸フラグメントを再生し、そして前記再生されなかった核酸フラグメントを集め

ることによって標準化される請求項１２記載の方法。

    【請求項１４】  前記ライゲーター－ディテクターの連結が、ライゲーター

－ディテクターにより開始される、増幅標的サークルのローリングサークル複製

によって検出される請求項８記載の方法。

    【請求項１５】  前記核酸開裂試薬がＮ個の異なった配列を有する付着端を

生成し、そして前記サンプルがＮ個のインデックスサンプルに分けられる請求項

８記載の方法。

    【請求項１６】  前記ディテクタープローブが、すべて同じ長さのものであ

る請求項８記載の方法。

    【請求項１７】  前記ディテクタープローブが、６，７又は８個の長さのヌ

クレオチドである請求項１６記載の方法。

    【請求項１８】  前記ディテクタープローブが、すべて類似するハイブリッ

ド安定性を有する請求項８記載の方法。

    【請求項１９】  前記核酸開裂試薬が制限酵素である請求項８記載の方法。

    【請求項２０】  前記核酸サンプルが１つの制限酵素により消化され、ここ

で前記制限酵素が複数の異なった配列を有する付着端を生成する請求項１９記載

の方法。

    【請求項２１】  前記制限酵素が、その認識配列とは異なる部位で開裂する

タイプＩＩ－Ｓ制限酵素である請求項２０記載の方法。

    【請求項２２】  個々のライゲーター－ディテクターが、前記アダプター－

インデクサーの付着端を包含し、そして隣接する配列のすべて又は一部に適合す

る配列を含んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項２３】  個々のライゲーター－ディテクターが、前記アダプター－

インデクサーの付着端を包含し、そして隣接する配列のすべて又は一部に相補的

な配列を含んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項２４】  少なくとも１つのライゲーター－ディテクターが、前記ア
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ダプター－インデクサーの付着端を包含し、そして隣接する配列のすべて又は一

部に適合する配列を含んで成り、そして少なくとも１つのライゲーター－ディテ

クターが、前記アダプター－インデクサーの付着端を包含し、そして隣接する配

列のすべて又は一部に相補的な配列を含んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項２５】  前記核酸サンプルにおける種々の核酸フラグメントの濃度

が標準化される請求項６記載の方法。

    【請求項２６】前記核酸フラグメントの濃度が、前記核酸フラグメントの１

つの鎖を固定し、前記核酸フラグメントを変性し、豊富な核酸フラグメントにつ

いてのＣ０ｔ１／２よりも長く、且つ希核酸フラグメントについてのＣ０ｔ１／

２よりも短い時間、前記核酸フラグメントを再生し、そして前記再生されなかっ

た核酸フラグメントを集めることによって標準化される請求項２５記載の方法。

    【請求項２７】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテ

クター又はディテクタープローブが、支持体上に固定される請求項８記載の方法

。

    【請求項２８】  前記ディテクタープローブが、支持体上に固定される請求

項２７記載の方法。

    【請求項２９】  アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテクター

又はディテクタープローブのすべてが、同じ支持体上に固定される請求項２７記

載の方法。

    【請求項３０】  アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテクター

又はディテクタープローブのすべてが、異なった支持体上に固定される請求項２

７記載の方法。

    【請求項３１】  前記支持体がビーズである請求項３０記載の方法。

    【請求項３２】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、少なくとも１つのアダプター－インデクサー

、ライゲーター－ディテクター又はディテクタープローブが支持体上に固定され

、そして少なくとも１つの他のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディ

テクター又はディテクタープローブがそれぞれ、異なった支持体上に固定される

ように、複数の異なった支持体上に固定される請求項２７記載の方法。
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    【請求項３３】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、アレイにおいて存在する請求項２７記載の方

法。

    【請求項３４】  前記ディテクタープローブが、アレイにおいて存在する請

求項３３記載の方法。

    【請求項３５】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテ

クター又はディテクタープローブが、捕捉タグ、ソーティングタグ又は両者に会

合される請求項８記載の方法。

    【請求項３６】  前記ライゲーター－ディテクターが、捕捉タグ又はソーテ

ィングタグに会合される請求項３５記載の方法。

    【請求項３７】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、前記捕捉タグを通して捕獲される請求項３５

記載の方法。

    【請求項３８】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、前記ソーティングタグを通して分類される請

求項３５記載の方法。

    【請求項３９】  前記ライゲーター－ディテクターがソーティングタグに会

合され、そして前記アダプター－インデクサーが捕捉タグに会合される請求項３

５記載の方法。

    【請求項４０】  前記ライゲーター－ディテクターが捕捉タグに会合され、

そして前記アダプター－インデクサーがソーティングタグに会合される請求項３

５記載の方法。

    【請求項４１】  前記ディテクタープローブソーティングタグに会合され、

そして前記アダプター－インデクサーが捕捉タグに会合される請求項３５記載の

方法。

    【請求項４２】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、複数の異なった捕捉タグ又は複数の異なった

ソーティングタグに会合される請求項３５記載の方法。

    【請求項４３】  前記核酸サンプルにおける少なくとも１つの核酸フラグメ
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ントの一部の配列を決定することをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項４４】  前記核酸開裂試薬が制限酵素であり、

  前記核酸サンプルが１つの制限酵素により消化され、前記制限酵素が複数の異

なった配列を有する付着端を生成し、

  前記制限酵素がその認識配列とは異なる部位で開裂するタイプＩＩ－Ｓ制限酵

素であり、そして

  前記核酸フラグメントの一部が、前記付着端配列、ディテクタープローブがハ

イブリダイズする付着端配列に隣接する配列、及び前記制限酵素の認識配列に対

応する請求項４３記載の方法。

    【請求項４５】  前記一部が、前記付着端に隣接する配列と前記制限酵素の

認識配列との間の、既知の長さであるが、しかし未知の配列のギャップを包含す

る請求項４４記載の方法。

    【請求項４６】  前記一部が、下記構造式：

    Ａ－Ｂ－Ｃ－Ｄ

［式中、Ａは制限酵素の認識配列であり、Ｂは未知の配列のギャップであり、Ｃ

は、ディテクタープローブがハイブリダイズした配列であり、そしてＤは付着端

配列である］を有する請求項４５記載の方法。

    【請求項４７】  前記核酸フラグメントの一部の決定された配列に基づくプ

ローブ又はプライマーを用いて、核酸サンプルにおける核酸フラグメントに対す

る核酸を検出し、又は増幅することをさらに含んで成る請求項４４記載の方法。

    【請求項４８】  前記ディテクタープローブがアレイに存在し、個々のディ

テクタープローブがアレイにおける異なった位置で固定され、そしてディテクタ

ープローブへのライゲーター－ディテクターの連結の検出がアレイにおける異な

った位置でのライゲーター－ディテクターの存在を検出することによって達成さ

れる請求項８記載の方法。

    【請求項４９】  前記アレイにおけるライゲーター－ディテクターの位置、

量、又は位置及び量が、前記アレイにおけるライゲーター－ディテクターのパタ

ーンを構成し、

  前記アレイにおけるライゲーター－ディテクターのパターンと、第２核酸サン
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プルを用いて別の方法により決定された、アレイにおけるライゲーター－ディテ

クターのパターンとを比較することをさらに含んで成る請求項４８記載の方法。

    【請求項５０】  前記アレイにおけるライゲーター－ディテクターのパター

ンと、複数の異なった核酸サンプルを用いて、複数の別の方法により決定された

、アレイにおけるライゲーター－ディテクターのパターンとを比較することをさ

らに含んで成る請求項４９記載の方法。

    【請求項５１】  段階（ｂ）に続いて、

  前記インデックスサンプルを、１又は複数の第２核酸開裂試薬と共にインキュ

ベートし、そして

  第２アダプターを、個々のインデックスサンプルと共に混合し、そして前記第

２アダプターを前記核酸フラグメントに連結することをさらに含んで成り、ここ

で個々の前記アダプターの前記第２核酸開裂試薬の１つにより生成される末端と

適合できる末端を有する請求項８記載の方法。

    【請求項５２】  段階（ｃ）の前、

  個々のインデックスサンプルを、１又は複数の制限されたインデックスサンプ

ル及び制限されていないインデックスサンプルに分け、

  個々の制限されたインデックスサンプルを、異なった第３核酸開裂試薬と共に

インキュベートすることをさらに含んで成り、

  ここで段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が、制限された及び制限されていない両

インデックスサンプルにより行われる請求項５１記載の方法。

    【請求項５３】  前記第２核酸開裂試薬と共にインキュベーションする前、

  個々のインデックスサンプルを、複数組の二次インデックスサンプルに分け、

  ここで個々の組のインデックスサンプルにおける個々の第２インデックスサン

プルが１又は複数の異なった組の第２核酸開裂試薬と共にインキュベートされる

請求項５１記載の方法。

    【請求項５４】  段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が個々の第２インデックス

サンプルにより行われる請求項５３記載の方法。

    【請求項５５】  段階（ｃ）の前、

  個々の第２インデックスサンプルを、１又は複数の制限されたインデックスサ
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ンプル及び制限されていないインデックスサンプルに分け、

  個々の制限されたインデックスサンプルを、異なった第３核酸開裂試薬と共に

インキュベートすることをさらに含んで成り、

  ここで段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が制限された及び制限されていない両イ

ンデックスサンプルにより行われる請求項５３記載の方法。

    【請求項５６】  前記第１、第２、及び第３核酸開裂試薬が制限酵素である

請求項５５記載の方法。

    【請求項５７】  前記第２核酸開裂試薬と共にインキュベーションした後、

個々のインデックスサンプルを、複数組の第２インデックスサンプルに分ける

ことをさらに含んで成る請求項５１記載の方法。

    【請求項５８】  段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が個々の第２インデックス

サンプルにより行われる請求項５７記載の方法。

    【請求項５９】  前記第１及び第２核酸開裂試薬が制限酵素である請求項５

１記載の方法。

    【請求項６０】  前記核酸フラグメントへの第２アダプターの連結に続いて

、

  アダプター－インデクサー及び第２アダプターが連結されているインデックス

サンプルにおける核酸フラグメントを増幅することをさらに含んで成る請求項５

１記載の方法。

    【請求項６１】  前記核酸フラグメントが、ＰＣＲにより増幅される請求項

６０記載の方法。

    【請求項６２】  ＰＣＲのために使用されるプライマーが、前記アダプター

－インデクサー及び第２アダプターにおける配列に相補的である請求項６１記載

の方法。

    【請求項６３】  段階（ｂ）の前、核酸サンプルを複数のインデックスサン

プルに分けることをさらに含んでなり、

  ここで１よりも多くの核酸開裂試薬が段階（ａ）において使用され、個々のイ

ンデックスサンプルが異なった１つの核酸開裂試薬と共にインキュベートされ、

  ここで異なったライゲーター－ディテクターが個々のインデックスサンプルに
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よりハイブリダイズされ、個々のインデックスサンプルにおけるライゲーター－

ディテクターが、インデックスサンプルにおけるアダプター－インデクサーの付

着端を包含し、そしてそれに隣接する配列のすべて又は一部に適合するか又は相

補的な配列を含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項６４】  段階（ｂ）続いて、

  アダプター－インデクサーが連結されているインデックスサンプルにおける核

酸フラグメントを増幅することをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項６５】  増幅に続いて、

  前記増幅された核酸フラグメントの鎖を分離し、そして前記鎖の１本のみを用

いて、段階（ｃ）を進行せしめることをさらに含んで成る請求項６４記載の方法

。

    【請求項６６】  前記鎖が、前記鎖の１つに組み込まれる捕捉タグを用いて

分離される請求項６５記載の方法。

    【請求項６７】  前記捕捉タグが、核酸フラグメントの増幅のために使用さ

れるプライマーにより会合される請求項６６記載の方法。

    【請求項６８】  前記核酸フラグメントが、ＰＣＲにより増幅される請求項

６４記載の方法。

    【請求項６９】  段階（ｂ）及び（ｄ）における連結に続いて、塩基ミスマ

ッチを破壊するか又は変更する試薬と共に前記インデックスサンプルをインキュ

ベートすることをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項７０】  前記塩基ミスマッチ試薬が、（１）Ｔ４エンドヌクレアー

ゼＶＩＩ、（２）ＭｕｔＨ，ＭｕｔＬ及びＭｕｔＳ、（３）Ｔ７エンドヌクレア

ーゼＩ、（４）ＭｕｔＹ，（５）グリコシラーゼ又は（６）トポイソメラーゼＩ

である請求項６９記載の方法。

    【請求項７１】  段階（ｂ）及び（ｄ）における連結の前、

  前記インデックスサンプルを、塩基ミスマッチに結合する試薬とともに混合す

ることをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項７２】  前記塩基ミスマッチ試薬が、（１）Ｍｅｃｌ、（２）Ｍｕ

ｔＳ、（３）ＭＳＨ２－ＭＳＨ６，（４）ＭＬＨ１－ＰＭＳ１，又は（５）ＭＳ



(11) 特表２００２－５４０８０２

Ｈ２－ＭＳＨ３である請求項７１記載の方法。

    【請求項７３】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテ

クター又はディテクタープローブがラベルを含み、そしてディテクタープローブ

へのライゲーター－ディテクターの連結がラベルにより検出される請求項８記載

の方法。

    【請求項７４】  個々のライゲーター－ディテクターがラベルを含み、

  ここで前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテクターの連結の検

出が、連結されなかったライゲーター－ディテクターから連結されたライゲータ

ー－ディテクターを分離し、そして前記ライゲーター－ディテクターのラベルを

検出することによって達成される請求項７３記載の方法。

    【請求項７５】  個々の異なったライゲーター－ディテクターが異なったラ

ベルを含み、個々のディテクタープローブが捕捉タグ又はソーティングタグによ

り会合され、結合されなかったライゲーター－ディテクターからの連結されたラ

イゲーター－ディテクターの分離が、捕捉タグ又は分類することによって達成さ

れ、ここで前記連結されたライゲーター－ディテクターがディテクタープローブ

と分離する請求項７４記載の方法。

    【請求項７６】  前記ソーティングタグが蛍光ラベルであり、そして連結さ

れなかったライゲーター－ディテクターからのディテクタープローブの分離が蛍

光ラベルソーターを用いて達成される請求項７５記載の方法。

    【請求項７７】  前記ラベルが蛍光、リン光又は化学ルミネセンスラベルで

ある請求項７３記載の方法。

    【請求項７８】  前記ラベルの少なくとも２種が、異なった蛍光、リン光又

は化学ルミネセンス発光寿命を通して一時的に区別される請求項７７記載の方法

。

    【請求項７９】  前記ラベルが、核磁気共鳴、電子常磁性共鳴、表面増強さ

れたラマン散乱、表面プラスモン共鳴、蛍光、リン光、化学ルミネセンス、共鳴

ラマン、マイクロ波、又はそれらの組み合わせにより検出される請求項７３記載

の方法。

    【請求項８０】  前記ラベルが、核磁気共鳴、電子常磁性共鳴、表面増強さ
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れたラマン散乱、表面プラスモン共鳴、蛍光、リン光、化学ルミネセンス、共鳴

ラマン、マイクロ波、又はそれらの組み合わせを用いて検出される請求項７９記

載の方法。

    【請求項８１】  前記ラベルが、ラベルを含んで成るビーズである請求項７

３記載の方法。

    【請求項８２】  前記ラベルが、分子バーコードである請求項８１記載の方

法。

    【請求項８３】  前記ラベルが、質量ラベルである請求項７３記載の方法。

    【請求項８４】  対照の核酸サンプルに対して段階（ａ）～（ｅ）を行い、

  異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター－ディテクターのパ

ターンの、核酸サンプルと対照の核酸サンプルとの間の差異を同定することをさ

らに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項８５】  前記対照の核酸サンプルと共に使用されるライゲーター－

ディテクターが、核酸サンプルと共に使用されるライゲーター－ディテクターの

ラベルとは異なったラベルを含み、

  ここで前記対照のインデックスサンプルが、段階（ｄ）の前、対応するインデ

ックスサンプルと共に混合される請求項８４記載の方法。

    【請求項８６】  複数の核酸サンプルに対して段階（ａ）～（ｅ）を行うこ

とをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項８７】  対照の核酸サンプルに対して段階（ａ）～（ｅ）を行い、

  異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター－ディテクターのパ

ターンの、核酸サンプルと対照の核酸サンプルとの間の差異を同定することをさ

らに含んで成る請求項８６記載の方法。

    【請求項８８】  異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター

－ディテクターのパターンの核酸サンプル間での差異を同定することをさらに含

んで成る請求項８６記載の方法。

    【請求項８９】  異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター

－ディテクターの存在、量、存在及び量、又は不在のパターンが、核酸サンプル

における核酸フラグメントのカタログを構成する請求項８記載の方法。
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    【請求項９０】  第２核酸サンプルにおける核酸フラグメントの第２カタロ

グを調製し、そして前記第１カタログ及び第２カタログを比較することをさらに

含んで成る請求項８９記載の方法。

    【請求項９１】  前記第１核酸サンプルに限界量で存在するが、しかし前記

第２核酸サンプルには限界量で存在しない核酸フラグメントに対応する核酸フラ

グメントを同定し又は調製することをさらに含んで成る請求項９１記載の方法。

    【請求項９２】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルと同じタ

イプの生物からのサンプルである請求項９０記載の法方。

    【請求項９３】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルと同じタ

イプの組織からのサンプルである請求項９０記載の法方。

    【請求項９４】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルと同じ生

物からのサンプルである請求項９０記載の法方。

    【請求項９５】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なった時間で得られる請求項９４記載の法方。

    【請求項９６】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なった生物からのサンプルである請求項９０記載の法方。

    【請求項９７】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なったタイプの生物からのサンプルである請求項９０記載の法方。

    【請求項９８】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なった種の生物からのサンプルである請求項９０記載の法方。

    【請求項９９】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なった株の生物からのサンプルである請求項９０記載の法方。

    【請求項１００】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも

異なった細胞区画からのサンプルである請求項９０記載の法方。

    【請求項１０１】  前記第１核酸サンプルに存在するが、しかし前記第２核

酸サンプルには存在しない核酸フラグメントに対応する核酸フラグメントを同定

し又は調製することをさらに含んで成る請求項９０記載の方法。

    【請求項１０２】  前記核酸フラグメントをプローブとして使用することを

さらに含んで成る請求項１０１記載の方法。
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    【請求項１０３】  プローブとしての核酸フラグメントの使用が、異なった

核酸サンプルにより段階（ａ）～（ｅ）を反復することによって達成され、ここ

で前記核酸フラグメントが段階（ｄ）及び（ｅ）においてディテクタープローブ

として使用される請求項１０２記載の方法。

    【請求項１０４】  異なったディテクタープローブに連結されるライゲータ

ー－ディテクターの量のパターンが、核酸サンプルにおける核酸フラグメントの

カタログを構成し、

  ここで前記パターンが、ディテクタープローブにハイブリダイズされる配列の

塩基ミスマッチの確立に基づいて、予測されるパターンに比較される請求項８記

載の方法。

    【請求項１０５】  個々のアダプター－インデクサーが、一本鎖部分及び二

本鎖部分を含んでん成る核酸を含んで成り、ここで前記一本鎖部分が付着端であ

り、そして前記二本鎖部分が個々のアダプター－インデクサーにおける同じ配列

を有する請求項８記載の法方。

    【請求項１０６】  前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテク

ターの連結の検出が、アダプター－インデクサー、連結されたライゲーター－デ

ィテクター、アダプター－インデクサーにより会合される質量ラベル、連結され

たライゲーター－ディテクターにより会合される質量ラベル、又はそれらの組み

合わせを、質量分光計により検出することによって達成される請求項８記載の方

法。

    【請求項１０７】  前記アダプター－インデクサー、連結されたライゲータ

ー－ディテクター、アダプター－インデクサーにより会合される質量ラベル及び

連結されたライゲーター－ディテクターにより会合される質量ラベルが、マトリ

ックス－助力のレーザー脱着／イオン化時間経過質量分光計により検出される請

求項１０６記載の方法。

    【請求項１０８】  前記アダプター－インデクサー、連結されたライゲータ

ー－ディテクター、アダプター－インデクサーにより会合される質量ラベル及び

連結されたライゲーター－ディテクターにより会合される質量ラベルの組成が、

フラグメント化パターンを分析することによって決定される請求項１０６記載の
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方法。

    【請求項１０９】  結合されなかったライゲーター－ディテクターが、連結

されたアダプター－インデクサーの検出前、ディテクタープローブから洗浄され

る請求項１０６記載の方法。

    【請求項１１０】  段階（ｂ）に続いて、インデックスサンプルを、１又は

複数の第２核酸開裂試薬と共にインキュベートすることをさらに含んで成る請求

項１０６記載の方法。

    【請求項１１１】  前記アダプター－インデクサー、ディテクタープローブ

又は両者が、光分解性ヌクレオチドを含み、ここでディテクタープローブへのラ

イゲーター－ディテクターの連結に続いて、

  前記光分解性ヌクレオチドの光分解、及び

  質量分光計による、連結されたライゲーター－ディテクターの１又は両鎖の検

出をさらに含んで成る請求項１０６記載の方法。

    【請求項１１２】  前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテク

ターの連結に続いて、

  １又は複数の核酸開裂試薬と共に、前記連結されたライゲーター－ディテクタ

ー及びディテクタープローブのインキュベーション、及び

  貨量分光計による前記連結されたライゲーター－ディテクターの１又は両鎖の

検出をさらに含んで成る請求項１０６記載の方法。

    【請求項１１３】  段階（ｂ）に続いて、

  前記インデックスサンプルを、１又は複数の第２核酸開裂試薬と共にインキュ

ベートし、そして

  第２アダプターを、個々のインデックスサンプルと共に混合し、そして前記第

２アダプターを前記核酸フラグメントに連結することをさらに含んで成り、ここ

で個々の前記アダプターの前記第２核酸開裂試薬の１つにより生成される末端と

適合できる末端を有し、

  ここで前記第２核酸開裂試薬の少なくとも１つが、その認識部位の修飾に対し

て敏感である請求項８記載の方法。

    【請求項１１４】  前記第１及び第２核酸開裂試薬が制限酵素である請求項
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１１３記載の方法。

    【請求項１１５】  前記認識部位の修飾が、メチル化、アルキル化、ニ量体

化、誘導体化、脱プリン化又はＡＤＰ－リボシル化である請求項１１４記載の方

法。

    【請求項１１６】  前記修飾が、単離される場合、核酸フラグメントに存在

し、又は単離の後、核酸フラグメントに導入される請求項１１４記載の方法。

    【請求項１１７】  段階（ｃ）の前、

  個々のインデックスサンプルを、１又は複数の制限されたインデックスサンプ

ル及び制限されなかったインデックスサンプルに分け、

  異なった第３制限酵素により個々の制限されたインデックスサンプルを消化す

ることをさらに含んで成り、

  ここで段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が制限された及び制限されていない両イ

ンデックスサンプルにより行われる請求項１１４記載の方法。

    【請求項１１８】  前記核酸フラグメントへの第２アダプターの連結に続い

て、

  アダプター－インデクサー及び第２アダプターが連結されているインデックス

サンプルにおける核酸フラグメントを増幅することをさらに含んで成る請求項１

１４記載の方法。

    【請求項１１９】  前記核酸サンプルにおける核酸フラグメントの少なくと

も１つの一部の配列を決定することをさらに含んで成る請求項１１８記載の方法

。

    【請求項１２０】  前記核酸フラグメントへの第２アダプターの連続に続い

て、

  第２アダプターに連結されない核酸フラグメントから、第２アダプターに連結

される核酸フラグメントを分離することをさらに含んで成り、ここで第アダプタ

ーに連結される核酸フラグメントのみが段階（ｃ）に使用される請求項１１４記

載の方法。

    【請求項１２１】  前記第２制限酵素の少なくとも１つが、（１）その認識

部位の修飾に対して敏感であり、そして（２）その認識部位の修飾に対して敏感
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である第２制限酵素と同じ認識部位を有し、

  前記第２制限酵素による消化の前、

  個々のインデックスサンプルを、複数組の第２インデックスサンプルに分け、

ここで、個々の組の第２インデックスサンプルにおける個々の第２牽引サンプル

が、異なった第２制限酵素により消化され、

  ここで段階（ｃ）～（ｅ）が前記個々の第２インデックスサンプルに行われる

請求項１１４記載の方法。

    【請求項１２２】  その認識部位の修飾に対して敏感である第２制限酵素を

包含する異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター－ディテクタ

ーの存在又は不在のパターンと、その認識部位の修飾に対して鈍感であり、そし

てその認識部位の修飾に対して敏感である第２制限酵素と同じ認識部位を有する

第２制限酵素を包含する異なったディテクタープローブに連結されるライゲータ

ー－ディテクターの存在又は不在のパターンとを比較することをさらに含んで成

り、

  ここで前記パターンの差異が核酸サンプルにおける核酸の修飾を示す請求項１

２１記載の方法。

    【請求項１２３】  異なったディテクタープローブに連結されるライゲータ

ー－ディテクターの存在、量、存在及び量、又は不在のパターンが、核酸サンプ

ルにおける核酸フラグメントのカタログを構成する請求項１１４記載の方法。

    【請求項１２４】  第２核酸サンプルにおける核酸フラグメントの第２カタ

ログを調製し、そして前記第１カタログ及び第２カタログを比較することをさら

に含んで成り、ここで前記第１及び第２カタログにおける差異が、前記第１及び

第２核酸サンプルの修飾の差異を示す請求項１２３記載の方法。

    【請求項１２５】  前記第２核酸サンプルが第１核酸サンプルと同じ細胞型

からのサンプルであり、但し、第１核酸サンプルが由来する細胞は、第２核酸サ

ンプルが由来する細胞に比較して、修飾欠失性である請求項１２３記載の方法。

    【請求項１２６】  前記第２核酸サンプルが第１核酸サンプルとは異なる細

胞型からのサンプルであり、そして第１核酸サンプルが由来する細胞が、第２核

酸サンプルが由来する細胞に比較して、修飾欠失性である請求項１２３記載の方
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法。

    【請求項１２７】  前記核酸開裂試薬が制限酵素であり、ここで前記制限酵

素はそれらの認識配列とは異なる部位で開裂するタイプＩＩ－Ｓ制限酵素であり

、

  段階（ａ）の前、

  核酸サンプルにおける１又は複数の核酸分子に興味ある領域に隣接する制限酵

素のための認識部位を導入し、

  ここで前記ライゲーター－ディテクターが制限酵素のための認識部位の配列及

びそれに隣接する配列のすべて又は一部に適合するか又は相補的である配列を含

んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項１２８】  前記認識部位が、前記認識配列を含むプライマーを用い

て核酸分子を増幅することによって導入される請求項１２８記載の方法。

    【請求項１２９】  前記核酸分子がＰＣＲを用いて増幅される請求項１２８

記載の方法。

    【請求項１３０】  前記ディテクタープローブが、興味ある領域における既

知の又は可能性ある配列に適合するか又は相補的な配列を包含する請求項１２７

記載の方法。

    【請求項１３１】  前記興味ある領域に複数の既知の又は可能性ある配列が

存在し、ここで前記ディテクタープローブ組が、それぞれ既知の又は可能性ある

配列に適合し、又は相補的な配列を包含する請求項１３０記載の方法。

    【請求項１３２】  前記核酸サンプルにおける核酸分子が免疫グロブリン又

はＴ細胞受容体核酸分子であり、ここで前記核酸分子は可変領域、Ｎ領域及び連

結領域を有し、

  ここで前記制限酵素のための認識部位が、前記核酸分子のＮ領域に隣接する核

酸分子の可変領域中に導入され、

  ここで前記ライゲーター－ディテクターは、制限酵素のための認識部位の配列

のすべて又は一部、又はＮ領域までではあるが、しかしその領域を包含しない、

制限酵素のための認識部位に隣接する可変領域配列の配列のすべて又は一部に適

合するか又はそれに対して相補的な配列を含んでなり、



(19) 特表２００２－５４０８０２

  ここで複数の既知の又は可能性ある配列は、核酸分子のＮ領域に隣接する核酸

分子の連結領域の配列のすべて又は一部に適合するか又はそれに対して相補的な

配列である請求項１３１記載の方法。

    【請求項１３３】  １組のアダプター－インデクサー、ここで個々のアダプ

ター－インデクサーは異なった付着端を有し、前記アダプター－インデクサーの

個々の付着端は、複数の異なった配列を有する付着端を集合的に生成する１又は

複数の核酸開裂試薬により生成される付着端と適合でき；

  １組のライゲーター－ディテクター、ここで個々のライゲーター－ディテクタ

ーは、異なったアダプター－インデクサーの付着端のすべて又は一部、及びアダ

プター－インデクサーの隣接する配列のすべて又は一部と適合するか又はそれに

対して相補的である配列を含んで成り；及び

  複数のディテクタープローブ、ここで個々のディテクタープローブは異なった

配列を有する；を含んで成るキット。

    【請求項１３４】  前記アダプター－インデクサーの個々の付着端が、制限

酵素により生成される付着端と適合できる請求項１３３記載のキット。

    【請求項１３５】  前記キットが、個々のアダプター－インデクサーに対応

する少なくとも１つのライゲーター－ディテクターを包含する請求項１３３記載

のキット。

    【請求項１３６】  少なくとも１つのアダプター－インデクサー、少なくと

も１つのライゲーター－ディテクター、少なくとも１つのディテクタープローブ

、又はそれらの組み合わせが、ラベルを含む請求項１３５記載のキット。

    【請求項１３７】  前記ラベルが蛍光、リン光又は化学ルミネセンスラベル

である請求項１３６記載のキット。

    【請求項１３８】  前記ラベルの少なくとも２種が、異なった蛍光、リン光

又は化学ルミネセンス発光寿命を通して一時的に区別される請求項１３７記載の

キット。

    【請求項１３９】  前記ラベルが、核磁気共鳴、電子常磁性共鳴、表面増強

されたラマン散乱、表面プラスモン共鳴、蛍光、リン光、化学ルミネセンス、共

鳴ラマン、マイクロ波、又はそれらの組み合わせにより検出される請求項１３６
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記載のキット。

    【請求項１４０】  前記ラベルが、ラベルを含んで成るビーズである請求項

１３６記載のキット。

    【請求項１４１】  前記ラベルが、分子バーコードである請求項１４０記載

のキット。

    【請求項１４２】  前記ラベルが、質量ラベルである請求項１３６記載のキ

ット。

    【請求項１４３】  前記核酸開裂試薬がＮ個の異なった配列を有する付着端

を生成し、そして前記キットがＮ個の異なったアダプター－インデクサーを含む

請求項１３３記載のキット。

    【請求項１４４】  前記ディテクタープローブが、６，７又は８個の長さの

ヌクレオチドである請求項１３３記載のキット。

    【請求項１４５】  個々のライゲーター－ディテクターが、ラベルを含む請

求項１３３記載のキット。

    【請求項１４６】  前記ラベルが、蛍光ラベルである請求項１４５記載のキ

ット。

    【請求項１４７】  前記キットが個々のアダプター－インデクサーに対応す

る少なくとも２種のライゲーター－ディテクターを含み、ここで所定のアダプタ

ー－インデクサーに対応する個々のライゲーター－ディテクターが異なったレベ

ルを含む請求項１４５記載のキット。

    【請求項１４８】  前記ディテクタープローブが、すべて同じ長さのもので

ある請求項１３３記載のキット。

    【請求項１４９】  前記ディテクタープローブが、すべて類似するハイブリ

ッド安定性を有する請求項１３３記載のキット。

    【請求項１５０】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディ

テクター又はディテクタープローブが、支持体上に固定される請求項１３３記載

のキット。

    【請求項１５１】  前記ディテクタープローブが、支持体上に固定される請

求項１５０記載のキット。
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    【請求項１５２】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディ

テクター又はディテクタープローブが、捕捉タグ、ソーティングタグ又は両者に

会合される請求項１３３記載のキット。

    【請求項１５３】  前記ライゲーター－ディテクターが、捕捉タグ又はソー

ティングタグに会合される請求項１５２記載のキット。

    【請求項１５４】  前記ディテクタープローブが、

  （ａ）付着端を有する核酸フラグメントを生成するために、複数の異なった配

列を有する付着端を集合的に生成する、１又は複数の核酸開裂試薬と共に核酸サ

ンプルをインキュベートし、

  （ｂ）複数のアダプター－インデクサーと、前記核酸サンプルとを混合し、そ

して核酸フラグメントに前記アダプター－インデクサーを共有結合し、ここで個

々のアダプター－インデクサーは異なった付着端を有し、前記アダプター－イン

デクサーの個々の付着端は前記核酸開裂試薬により生成される付着端と適合でき

、

  （ｃ）前記核酸サンプルにより複数のライゲーター－ディテクターをハイブリ

ダイズし、ここで個々のライゲーター－ディテクターは、アダプター－インデク

サーの少なくとも１つの付着端を包含し、そしてそれに隣接する配列のすべて又

は一部に適合するか又は相補的な配列を含んで成り、

  （ｄ）前記核酸サンプルにより複数のディテクタープローブをハイブリダイズ

し、そして前記ライゲーター－ディテクターを前記ディテクタープローブに共有

結合し、ここで個々のディテクタープローブは異なった配列を有し、

  （ｅ）前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテクターの結合を、

直接的に又は間接的に検出し、ここで異なったディテクタープローブに結合され

るライゲーター－ディテクターのパターンが核酸サンプルにおける核酸フラグメ

ントのカタログを構成し、

  （ｆ）第２核酸サンプルにおける核酸フラグメントの第２カタログを調製し、

そして前記第１カタログ及び第２カタログを比較し、そして

  （ｇ）第１核酸サンプルに存在するが、しかし第２核酸サンプルには存在しな

い核酸フラグメントに対応する核酸フラグメントを調製することによって調製さ
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れる核酸フラグメントである請求項１３３記載のキット。
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【発明の詳細な説明】

  開示される本発明は一般的に、核酸特徴化及び分析の分野、及び特に、遺伝子

発現パターン及びゲノムの分析及び比較の分野に関する。

  遺伝子－発現パターンにおける差異の研究は、分化及び発生の機構を理解する

ための最も有望なアプローチの１つである。さらに、疾病関連の標的分子の同定

は、合理的な医薬発明のための新規接近手段を開く。現在、分子発現パターンの

分析のための次の２種のアプローチが存在する：（１）ｍＲＮＡ－発現地図の生

成、及び（２）タンパク質の発現プロフィールが技法、例えば二次元ゲル電気泳

動、質量分光計［マトリックス－助力－脱着－イオン化－時間経過（ＭＡＬＤＩ

－ＴＯＦ）又はエレクトロスプレー］及びピコモル以下の量のタンパク質を配列

決定する能力により分析される、“プロトコム（ｐｒｏｔｃｏｍ）”の試験。転

写体のイメージングのための従来のアプローチ、例えばノザンブロット又はプラ

ークハイブリダイゼーションは、ｍＲＮＡ－発現パターンを分析するために時間

がかかり、且つ材料集約的な手段である。それらの理由のために、産業的及び臨

床学的研究における高い処理能力のスクリーニングのための他の方法が開発され

て来た。

  遺伝子発現の分析における進歩は、１９７７年におけるノザンプロット技法の

開発であった（Ａｌｗｉｎｅなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ  ７４：５３５０－５３４５（１９７７））。この技法により、ラベルさ

れたｃＤＮＡ又はＲＮＡプローブは、ｍＲＮＡ転写体の発現パターンを研究する

ためにＲＮＡブロットにハイブリダイズされる。他方では、ＲＮアーゼ－保護ア

ッセイは、特定のＲＮＡの発現を検出できる。それらのアッセイは、同様の態様

でのｍＲＮＡサブセットの発現の決定を可能にする。ＲＮアーゼ－保護アッセイ

ン関しては、分析されたｍＲＮＡの配列は、選択されたｍＲＮＡとのハイブリッ

ドを形成するラベルされたｃＤＮＡを合成するために、知られるべきであり；そ

のようなハイブリッドは、一本鎖－特異的ヌクレアーゼによるＲＮＡ分解を阻止

する。第３のアプローチとして、示差プラーク－フィルターハイブリダイゼーシ

ョンは、クローン化されたｃＤＮＡの発現における特定の差異の同定を可能にす

る（Ｍａｎｉａｔｉｓなど．，Ｃｅｌｌ  １５：６８７－７０１（１９７８））
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。それらのすべての技法は遺伝子発現における差異の研究のための卓越した手段

であるが、それらの種類の方法の制限要因は、発現パターンが既知遺伝子のため

のみ分析され得ることである。

  遺伝子発現パターンの分析は、異なった起源のｍＲＮＡプールに１つの起源の

ｍＲＮＡプールをハイブリダイズすることによって生成されるＤＮＡライブラリ

ーの開発を有意に前進せしめた。次にハイブリダイゼーション段階において相補

的鎖を見出さない転写体が、ｃＤＮＡライブラリーの構成のために使用される（

Ｈｅｄｒｉｃｋなど．，Ｎａｔｕｒｅ  ３０８：１４９－１５３（１９８４））

。この方法に対する種々の改良が、特定のｍＲＮＡを同定するために開発されて

来た（Ｓｗａｒｏｏｐなど．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２５：１

９５４（１９９１）；Ｄｉａｔｃｈｅｎｋｏなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：６０２５－６０３０（１９９６））。それらの１

つは、ビオチン－及び制限－介在性富化を通しての特異的に発現されたｍＲＮＡ

の選択的増幅であり（ＳＡＢＲＥ；Ｌａｖｅｒｙなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．

Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９４：６８３１－６８３６（１９９７））、すなわ

ちテスター集団に由来するｃＤＮＡがドライバー（対照）集団のｃＤＮＡに対し

てハイブリダイズされる。テスター－ｃＤＮＡ含有ハイブリッドに対して特異的

な精製段階の後、テスター－テスターホモハイブリッドが、付加されたリンカー

を用いて特異的に増幅され、従って、これまで知られていない遺伝子の単離を可

能にする。

  真核生物ｍＲＮＡの示差的表示の技法は、ニ方向態様で組織的に、転写された

遺伝子を分析し、そして比較するための最初の１－管方法であり；減法的及び示

差的ハイブリダイゼーション技法が特異的に発現された遺伝子の一方向性同定の

ために適合されて来た（Ｌｉａｎｇ  ａｎｄ  Ｐａｒｄｅｅ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  

２５８：９６７－９７１（１９９２））。精製が、示差的表示の再現性、効率及

び性能を強化するために提案されて来た（Ｂａｕｅｒなど．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  

Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１１：４２７２－４２８０（１９９３）；Ｌｉａｎｇ  ａ

ｎｄ  Ｐａｒｄｅｅ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｄ．７：２７４－２８０

（１９９５）；Ｉｔｏ  ａｎｄ  Ｓａｋａｌｃｉ，Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｍｏｌ．Ｂ
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ｉｏｌ．８５：３７－４４（１９９７）；Ｐｒａｓｃｈａｒ  ａｎｄ  Ｗｅｉｓ

ｓｍａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９３：６５９－６６

３（１９９６））。それらのアプローチは、従来のＰＣＲに基づく示差的表示よ

りも再現性であり且つ正確であるが、それらはまだ、ゲル電気泳動の使用を必要

とし、そしてしばしば、分析からの一定のＤＮＡフラグメントの排除を包含する

。

  ２種の複合体ゲノム間の差異を同定するために元来、開発されたが、代表的な

差異分析（ＲＤＡ）は減法的ハイブリダイゼーション及びＰＣＲの両者を利用す

ることによって示差的遺伝子発現を分析するために適合された（Ｌｉｓｉｔｓｙ

ｎなど．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２５９：９４６－９５１（１９９３）；Ｈｕｂａｎｋ

  ａｎｄ  Ｓｃｈａｔｚ，Ｍｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２２：５６４

０－５６４８（１９９４）。第１の段階においては、２種の異なった集団、すな

わちテスター及びドライバー（対照）に由来するｍＲＮＡが逆転写され；前記テ

スターｃＤＮＡは、示差遺伝子発現の発生が予測されるｃＤＮＡ集団を表す。時

折開裂する制限エンドヌクレアーゼによる消化に続いて、リンカーがｃＤＮＡの

両端に連結される。次に、ＰＣＲ段階が異なった遺伝子プールの初期表示を生成

する。テスター及びドライバーｃＤＮＡのリンカーが消化され、そして新規リン

カーがラスターｃＤＮＡの末端に連結される。次に、テスター及びドライバーｃ

ＤＮＡが、テスター及びドライバーｃＤＮＡプールにおいて共通の一本鎖ｃＤＮ

Ａ間でのハイブリダイゼーションを促進するために、過剰のドライバーｃＤＮＡ

と共に１：１００の比で混合される。ｃＤＮＡのハイブリダイゼーションに続い

て、ＰＣＲは、二本鎖ｃＤＮＡの両端上のプライミング部位を通して、テスター

ｃＤＮＡにより生成されるそれらのホモ重複体のみを、指数的に増幅する（Ｏ’

Ｎｅｉｌｌ  ａｎｄ  Ｓｉｎｃｌａｉｒ，ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ

．２５：２６８１－２６８２（１９９７）；Ｗａｄａなど．，Ｋｉｄｎｅｙ  Ｉ

ｎｔ．５１：１６２９－１６３８（１９９７）；Ｅｄｍａｎなど．，Ｊ．３２３

：１１３－１１８（１９９７））。

  細胞又は生物の遺伝子－発現パターンは、その基本的な生物学的特徴を決定す

る。ｍＲＮＡコードの配列の発現及び特徴化を促進するために、種々の組織から
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直接的に、ｃＤＮＡのフラグメントを配列決定する考えが明らかになった（Ａｄ

ａｍｓなど．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２５２：１６５１－１６５６（１９９２）；Ａｄ

ａｍｓなど．，Ｎａｔｕｒｅ３７７：３－１６（１９９５））。それらの発現さ

れた配列標識（ＥＳＴ）は、ゲノム由来の配列におけるコード領域の同定を可能

にする。公的に入手できるＥＳＴデータベースは、コンピュターによる遺伝子発

現の比較分析を可能にする。示差的に発現された遺伝子は、所定の器官又は細胞

型の発現された配列のデータベースと、異なった起源からの配列情報を比較する

ことによって同定され得る（Ｌｅｅなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．ＵＳＡ  ９２：８３０３－８３０７（１９９９５）；Ｖａｓｍａｔｚｉｓ

など．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９５：３００－３０

４（１９９８））。ＥＳＴの配列決定に対する欠点は、大規模な配列決定施設の

必要性である。

  遺伝子発現の連続分析（ＳＡＧＥ）は、比較分析を通して示差的に発現された

遺伝子の同定への配列に基づくアプローチである（Ｖｅｌｃｕｌｅｓｃｕなど．

，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７０：４８４－４８７（１９９５））。それは、異なった

細胞集団又は組織に由来する配列の同時分析を可能にする。次の３段階がＳＡＧ

Ｅについての分子基礎を形成する：

（１）発現された転写体を同定するための配列標識（１０－１４ｂｐ）の生成；

（２）クローン化され、そして配列決定され得るコンカテマーを得るための配列

標識の連結；及び（３）標識により同定された遺伝子の発現における差異を決定

するための配列データの比較。この方法は、分析されるべきあらゆるｍＲＮＡ集

団のために行われる。ＳＡＧＥの主要欠点は、対応する遺伝子が遺伝子バンクに

寄与されるそれらの標識についてのみ同定され得、従ってＳＡＧＥの効率を入手

できるデータベースの程度に依存性にする事実である。他方では、単純に、配列

決定作業のほとんどが細胞ｍＲＮＡにおいて高い頻度で存在するそれらの標識に

対する反復した読み取りを付与するので、いずれかの所定のｍＲＮＡ集団の９５

％の有効範囲を提供することができるＳＡＧＥデータ組を完全にするための主要

配列決定の努力が必要とされる。換言すれば、ＳＡＧＥ配列決定実験は、独得の

標識が、多くの週の配列決定の努力の後でのみ、データベースに蓄積し始めるで
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あろう、まれなｍＲＮＡについての収穫逓減を付与する。

  遺伝子発現プロフィール及びゲノム組成の研究に対する異なったアプローチは

、ＤＮＡマイクロアレイの使用である。現在のＤＮＡマイクロアレイは、高い密

度で組織的にグリッド化される。そのようなマイクロアレイは、ナイロンフィル

ター、ガラススライド又はシリコーンチップの表面に連結される、ｃＤＮＡ（例

えば、ＥＳＴ）、ＰＣＲ生成物又はクローン化されたＤＮＡを用いることによっ

て生成される（Ｓｃｈｅｎａなど．，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７０，４６７－４７０

（１９９５））。ＤＮＡアレイはまた、合成されたオリゴヌクレオチドを直接的

に適用することによって、合成されたオリゴヌクレオチドをマトリックスに直接

的に適用することによって、又はフォトリトグラフィー及び固相化学合成を組合

わす、より洗練された方法により、合成オリゴヌクレオチドからアセンブリーさ

れ得る（Ｆｏｄｏｒなど．，Ｎａｔｕｒｅ  ３６４：５５５－５５６（１９９３

））。遺伝子発現における差異を決定するためにには、ラベルされたｃＤＮＡ又

はオリゴヌクレオチドが、ＤＮＡ－又はオリゴマー－担持アレイにハイブリダイ

ズされる。ＤＮＡ又はオリゴヌクレオチドをラベリングするために異なった蛍光

団を用いる場合、２種のプローブがアレイに同時に適用され、そして異なった波

長で比較される。１０，０００及びそれ以上の遺伝子の発現が単一のチップ上で

分析され得る（Ｃｈｅｅなど．，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７４：６１４（１９９６）

）。しかしながら、ｃＤＮＡ及びオリゴヌクレオチドアレイの感度に依存して、

ハイブリダイゼーションシグナルの強度は、弱く又は多量に発現された遺伝子が

分析される場合、直線範囲から逸れる。従って、特別に発現された遺伝子の正確

な検出を確保する個々の最適化段階が必要とされる。そのようなマイクロアレイ

方法は、多くの興味ある生物学的問題と取り組むために使用され得るが、それら

は新規遺伝子の発現のためには適切でない。

  示差的表示又はＳＡＧＥに固有の遺伝子発現のための能力を有するアレイハイ

ブリダイゼーション技法の力及び便利を兼ね備えた方法についての必要性がある

。そのような方法は、それがゲル電気泳動の使用を伴なわないで、及び冗長性Ｄ

ＮＡ配列決定努力の必要性を伴なわないで、包括的な遺伝子発現分析を可能にで

きる場合、最も魅力あるものである。
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  従って、核酸配列標識の包括的分析のための方法を提供することが、本発明の

目的である。

  核酸配列標識のインデキシングを可能にするディテクター組成物を提供するこ

とが、本発明のもう１つの目的である。

  発明の簡単な要約：

  核酸サンプルの包括的分析のための方法、及び前記方法への使用のためのディ

テクター組成物が開示される。配列標識の固定されたアドレス分析（ＦＡＡＳＴ

）と称する方法は、種々の付着端配列を有する１組の核酸フラグメントの生成；

付着端の配列に基づいての前記フラグメントのインデキシング；前記フラグメン

トによるディテクター配列の会合；ディテクターアレイ上のインデキシングされ

たフラグメントの配列に基づく捕獲；及びフラグメントラベルの検出を包含する

。複数の付着端配列の生成は、１又は複数の核酸開裂試薬と共に核酸サンプルを

インキュベートすることによって達成される。好ましくは、これは、認識配列と

は異なる部位で分解する制限エンドヌクレアーゼ、又は複数の制限エンドヌクレ

アーゼによる消化に核酸サンプルをゆだねることによって達成される。インデキ

シングされたフラグメントは、プローブへのハイブリダイゼーション及びカップ

リング、好ましくは連結により捕獲される。前記プローブは好ましくは、アレイ

に、又は分類できるビーズ上に固定される。

  前記方法は、インデキシングされたフラグメントの検出を可能にし、ここで検

出は、個々のフラグメントの元の付着端の配列、制限エンドヌクレアーゼの認識

配列（付着端配列とは異なる場合）、及びプローブに対応する配列を包含する、

フラグメントのためのいくつかの配列情報を提供する。前記方法は、再現できる

及び配列－特異的態様での核酸複合体サンプルのすばやく且つ容易な分類を可能

にする。

  配列標識の可変性アドレス分析（ＶＡＡＳＴ）として言及される１つの形のＦ

ＡＡＳＴ方法は、既知の又は可能性ある配列の種々の組み合わせの、核酸分子に

おける会合の決定を可能にする。例えば、免疫グロブリン又はＴ細胞受容体にお

ける連結及び可変領域の特定の組み合わせが決定され得る。配列標識の修飾助力

分析（ＭＡＡＳＴ）として言及されるもう１つの形のＦＡＡＳＴ方法は、修飾の
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存在又は不在に分子の分解を基づかせることによって、核酸分子における配列の

修飾を評価する。例えば、核酸分子においてメチル化される部位は、その部位で

メチル化に対して敏感である制限酵素により開裂されないであろう。メチル化に

対して鈍感である制限酵素はその部位で分解し、従って配列標識の異なったパタ

ーンを生成する。

  発明の特定の記載：

  配列標識の固定されたアドレス分析（ＦＡＡＳＴ）として言及される、開示さ

れる方法は、再現でき且つ配列特異的な態様で、核酸の複合体サンプルのすばや

く且つ容易な分類を可能にする。そのようなカタログは、サンプル間の差異の便

利な検出を可能にするために、他の核酸サンプルの他の同様にして調製されたカ

タログと比較され得る。核酸サンプルについての有意な量の情報を組み込むカタ

ログは、関連する核酸サンプルの検出及び核酸サンプルの比較のために使用され

得る核酸サンプルのフィンガープリントとして作用することができる。例えば、

特定の生物の存在又は正体は、試験生物の核酸のカタログを生成し、そしてその

得られるカタログと、既知生物から調製された対照カタログとを比較することに

よって検出され得る。遺伝子発現パターンにおける変化及び差異はまた、異なっ

た細胞サンプルからのｍＲＮＡのカタログを調製し、そしてそのカタログを比較

することによっても検出され得る。配列のカタログはまた、核酸サンプルの源に

対して特異的である１組のプローブ又はプライマーを生成するためにも使用され

得る。

  開示される方法と、生成される核酸カタログとの比較は、前記方法において生

成され、そして分類される配列情報の高い規則の性質により促進される。前記方

法への固定化、分類及び／又はアレイ検出の使用は、その方法の自動化、情報の

分類及び他のカタログとの比較を可能にする。前記方法は、充填された及び空の

ビン、及び／又はビンにおけるシグナルの量のパターンを伴なって、充填され得

、空であり、又は異なったレベルに充填され得る多数の配列特異的ビンの同等物

をもたらし、分類されている核酸サンプルについての情報を提供する。

  ＦＡＡＳＴ方法は次の基本的な段階を包含する。核酸サンプルは、１又は複数

の核酸開裂試薬、好ましくは種々の配列を有する付着端を有する１組のＤＮＡフ
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ラグメントをもたらす制限エンドヌクレアーゼと共にインキュベートされる。好

ましい形の方法においては、サンプルがアリコート（インデックスサンプルとし

て言及される）に分けられ；好ましくは多くのアリコートに劣らず、付着端配列

が存在する。複数の制限エンドヌクレアーゼが使用される場合、核酸サンプルは

好ましくは、開裂に続いて、インデックスサンプルに分けられる。次に、個々の

サンプル（核酸サンプルが分けられる場合、個々のインデックスサンプル）が、

インデックスサンプルにおけるＤＮＡフラグメント上の可能な付着端の１つと適

合できる付着端をそれぞれ有する、１又は複数のアダプター－インデクサーと共

に混合される。好ましくは、異なったアダプター－インデクサーは、個々のイン

デックスサンプルと共に混合される。次に、アダプター－インデクサーが、好ま

しくは連結により、適合できるＤＮＡフラグメントンに共有結合される。

  次に、個々のサンプル（又は個々のインデックスサンプル）におけるＤＮＡフ

ラグメントが、ライゲーター－ディテクターにハイブリダイズされる。個々のラ

イゲーターの１つの端は、第１核酸開裂試薬により生成される可能な付着端配列

の１つのすべて又は一部、又は開裂が認識配列から逸れない場合、第１核酸開裂

試薬の認識配列のすべて又は一部に適合するか、又はそれに対して相補的な配列

を有する。ライゲーター－ディテクターは、アダプター－インデクサーに結合さ

れるフラグメントにおける付着端配列に隣接する配列に適合するか又はそれに対

して相補的な配列を有することができ、そして好ましくは有する。個々のインデ

ックスサンプルに使用されるライゲーター－ディテクターは好ましくは、インデ

ックスサンプルに使用されるアダプター－インデクサー配列における、付着端配

列を包含する配列に適合するか、又はその配列に対して相補的である。

  最終的に、個々のサンプル（又はインデックスサンプル）は、好ましくは連結

により、１又は複数のディテクタープローブと反応せしめられ、そしてそのプロ

ーブに結合される。好ましくは、使用される組のディテクタープローブは、所定

の長さのあらゆる可能な配列（例えば、あらゆる可能な６塩基配列）を包含する

。プローブ及びライゲーター－ディテクターオリゴヌクレオチドの末端は、プロ

ーブがライゲーター－アダプターの末端に隣接してハイブリダイズする場合での

み結合される。プローブは好ましくは、固定されたオリゴヌクレオチドである。
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  サンプルからの個々のプロセッシングされたＤＮＡフラグメントは、プローブ

へのライゲーター－ディテクターの結合に基づいてシグナルをもたらすであろう

。複合体核酸サンプルは、シグナルの独得のパターンを生成するであろう。それ

は、核酸サンプルの独得な分類、及び異なった核酸サンプルから生成されるシグ

ナルのパターンの敏感且つ強力な比較を可能にするこのパターンである。

  プローブへのライゲーター－ディテクターの結合は、直接的に又は間接的に検

出され得る。例えば、プローブ、ライゲーター－ディテクター又は会合されたア

ダプター－インデクサーのいずれかが検出され得る。所定のプローブによるライ

ゲーター－ディテクター又はアダプター－インデクサーへの会合は、プローブ及

びライゲーター－ディテクターの結合の表示である。そのような会合の検出は、

プローブ、ディテクター－ライゲーター又はアダプター－インデクサーの固定化

を通して、及びプローブ、ディテクター－ライゲーター及び／又はアダプター－

インデクサーと共に捕捉タグ、ソーティングタグ及び検出できるラベルを通して

促進され得る。固定化、及び捕捉タグ、ソーティングタグ及びラベルとの会合の

いずれかの組み合わせが使用され得る。好ましくは、プローブはアレイに固定さ

れ、そしてライゲーター－検出が検出できるラベルにより会合される。従って、

固定されたプローブの特定のアレイにおける特定の位置でのシグナルの検出は、

核酸サンプルからインデキシングされる核酸フラグメントについての情報を提供

することができる。

  プローブがアレイにおいて固定される場合、ＤＮＡフラグメントがシグナルを

生成する前記アレイ及びそのアレイにおける位置は、ＤＮＡフラグメントの付着

端の配列、及び前記付着端に隣接する配列（又は第１制限酵素の認識配列及び認

識配列及び付着端配列がオーバーラップする場合、隣接する配列）を同定する。

これは、４個の塩基の付着端及び６個の塩基の同定されたオリゴヌクレオチドが

使用される場合、１０個の塩基の配列である。使用される場合、タイプＩＩ－Ｓ

制限酵素の認識配列と開裂部位との間の固定された関係、及び認識配列の正体は

、ＤＮＡフラグメントについての追加の配列情報を提供する。同じ効果が、特定

のプローブを捕獲し、分離し、又は検出することによって（捕捉タグ、ソーティ

ングタグ及びラベルを通して）、達成され得る。すなわち、プローブ及びそれに
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結合されるライゲーター－ディテクターが同定され得る限り、パターンが決定さ

れ得る。

  任意には、ライゲーター－ディテクターとのハイブリダイゼーションの前、個

々のサンプル（又はインデックスサンプル）は、１又は複数の他の核酸開裂試薬

（第２核酸開裂試薬として言及される）、好ましくは４個の塩基の認識配列を有

する制限酵素と共にインキュベートされ得る。次に、第２アダプターが、サンプ

ルにおけるＤＮＡフラグメントに、好ましくは連結により結合され得る。次に、

そのＤＮＡフラグメントは、いずれかの適切な方法、例えばＰＣＲを用いて増幅

され得る。

  配列標識の修飾助力された分析（ＭＡＡＳＴ）として言及される１つの形のＦ

ＡＡＳＴ方法は、分子の開裂を、修飾の存在又は不在に基づかせることによって

、核酸分子における配列の修飾を評価する。例えば、核酸分子においてメチル化

される部位は、その部位でメチル化に対して敏感である制限酵素により切断され

ないであろう。メチル化に対して鈍感である制限酵素はその部位で分解し、従っ

て配列標識の異なったパターンを生成する。

  配列標識の可変性アドレス分析（ＶＡＡＳＴ）として言及される１つの形のＦ

ＡＡＳＴ方法は、既知の又は可能性ある配列の種々の組み合わせの、核酸分子に

おける会合の決定を可能にする。例えば、免疫グロブリン又はＴ細胞受容体にお

ける連結及び可変領域の特定の組み合わせが決定され得る。ＶＡＡＳＴは、ＦＡ

ＡＳＴと同じ基本的な段階を使用し、そして核酸サンプルの開裂の前、１つの段

階を付加する。ＶＡＡＳＴにおいては、切断のための認識部位、好ましくは制限

酵素認識部位が、核酸サンプルにおける核酸フラグメント中に導入される。次に

、この認識部位が、第１の基本的なＦＡＡＳＴ方法において切断の標的物として

使用され得る。アダプター－インデクサーは、認識部位が導入された配列に隣接

すると思われる既知の又は可能性ある配列と適合するよう選択されるべきである

。その結果物は、核酸フラグメントに由来する中央配列を囲む定義された末端配

列を有するフラグメントである。これは、既知の又は可能性ある配列の会合の評

価を可能にする。特に、認識部位が特定のアダプター－インデクサー（既知の又

は可能性ある隣接配列と適合する配列を有する）と共に導入された配列の会合が
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検出され得る。

  材料：

核酸サンプル：

  いずれの核酸サンプルでも、開示される方法に使用され得る。適切な核酸サン

プルの例は、ゲノムサンプル、ｍＲＮＡサンプル、核酸ライブラリー（ｃＤＮＡ

及びゲノムライブラリーを包含する）、全細胞サンプル、環境サンプル、培養物

サンプル、組織サンプル、体液及び生検サンプルを包含する。多くの核酸サンプ

ル源が知られており、又は開発され得、そしていずれでも開示される方法に使用

され得る。開示される方法と共に使用するための好ましい核酸サンプルは、有意

な複合核酸サンプル、例えばゲノムサンプル及びｍＲＮＡサンプルである。

  核酸フラグメントは、大きな核酸分子のセグメントである。開示される方法に

使用されるような核酸フラグメントは一般的に、切断された核酸分子を言及する

。核酸開裂試薬と共にインキュベートされた核酸サンプルは、消化されたサンプ

ルとして言及される。制限酵素を用いて消化された核酸サンプルは、消化された

サンプルとして言及される。

  インデックスサンプルは、さらなるプロセッシングのために異なったアリコー

トに分けられた核酸サンプルである。開示される方法においては、インデックス

サンプルは好ましくは、異なったアダプター－インデクサーが、消化されたサン

プルに存在する核酸フラグメントに、好ましくは連結により結合するために添加

される、消化された核酸サンプルのアリコートである。開示される方法において

は、異なった核酸フラグメントが、そのフラグメントの付着端配列に基づいて、

異なったインデックスサンプルにおいてプロセッシングされる。従って、好まし

くは、消化された核酸サンプルは、サンプルを消化するために使用される核酸開

裂試薬により可能性ある付着端配列の数が生成されるようできるだけ多くのイン

デックスサンプルに分けられる。複数の異なった核酸開裂試薬が核酸サンプルを

切断するために使用される場合、好ましくは、核酸サンプルは、使用される核酸

開裂試薬と同じほど多くのアリコートに分けられ、そして核酸サンプルは、切断

の前に分けられる。

  対照の核酸サンプルは、もう１つの核酸サンプル（テスター核酸サンプルとし
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て言及され得る）が比較される核酸サンプルである。対照のインデックスサンプ

ルは、もう１つのインデックスサンプル（テスターインデックスサンプルとして

言及され得る）が比較されるインデックスサンプルである。

  第２インデックスサンプルは、インデックスサンプルのアリコートである。従

って、インデックスサンプルは、多くの第２インデックスサンプルに分けられ得

る。第２インデキシングインデックスサンプルは、核酸開裂試薬、好ましくは制

限酵素により切断される。制限されたインデックスサンプル及び制限されていな

いインデックスサンプルは、インデックスサンプルのアリコートである。制限さ

れたインデックスサンプルは核酸を開裂試薬により切断されるが、制限されてい

ないインデックスサンプルは、それにより切断されない。制限された第２インデ

ックスサンプル及び制限されていない第２インデックスサンプルは、第２インデ

ックスサンプルのアリコートである。制限された第２インデックスサンプルは核

酸開裂試薬により切断されるが、制限されていない第２インデックスサンプルは

それにより切断されない。第２インデックスサンプル、制限されたインデックス

サンプル、制限されていないインデックスサンプル、制限された第２インデック

スサンプル、及び制限されていない第２インデックスサンプルは、集合的には、

誘導体インデックスサンプルとして言及される。個々のインデックスサンプルに

由来し、そしていくつかの場合、もう１つの誘導体インデックスサンプルに由来

する。

核酸開裂試薬：

  開示される方法は、核酸開裂試薬を使用する。核酸開裂試薬は、核酸分子に対

する切断を引き起こし、仲介し、又は触媒する、化合物、複合体及び酵素である

。好ましい核酸開裂試薬は、配列－特異的態様で核酸分子を切断するそれらのも

のである。制限酵素（制限エンドヌクレアーゼとしても言及される）は、核酸開

裂試薬の好ましい形である。他の核酸開裂試薬は、Ｓｚｙｂａｌｓｋｉの普遍的

な制限エンドヌクレアーゼを包含し（Ｓｚｖｂａｌｓｋｉ，Ｇｅｎｅ  ４０（２

－３）：１６９－７３（１９８５）；Ｐｏｄｈａｊｓｋａ  ａｎｄ  Ｓｚｙｂａ

ｌｓｋｉ，Ｇｅｎｅ  ４０（２－３）：１７５－８２（１９９５）［公開された

正誤表はＧｅｎｅ４３（３）：３２５（１９８５）に見られる］、そして進歩し
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たＤＮＡ切断システムはＢｒｅａｋｅｒなどにより開発された（Ｃａｒｍｉなど

．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ  ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９５（５）：２２３３

－２２３７（１９９８）。

  多くの核酸開裂試薬は知られており、そして開示される方法に使用される。開

示される方法に関しては、核酸開裂試薬は一般的に、認識配列及び切断部位を有

する。多くの核酸開裂試薬、特に制限酵素はまた、切断部位で付着端を生成する

。認識配列は、核酸分子に存在する場合、同起源の核酸開裂試薬により核酸分子

の切断を方向づけるであろうヌクレオチド配列である。核酸開裂試薬の切断部位

は、通常、認識配列に関して、核酸開裂試薬が核酸分子を切断する部位である。

付着端（付着端、突出端及び５’又は３’オーバーハングとしても言及される）

は、二本鎖核酸セグメントの末端での一本鎖核酸セグメントである。

  本発明の方法の特定の態様に関しては、使用される核酸開裂試薬は、この方法

において使用される他の制限酵素に対して一定の性質及び／又は一定の関係を有

するであろう。例えば、開示される方法のいくつかの好ましい態様においては、

多くの異なった配列を有する付着端を生成する核酸開裂試薬が好ましく、そして

認識配列からの切断部位オフセットを有する核酸開裂試薬が最も好ましい。開示

される方法の他の態様は、異なった認識配列を有し、そして／又は本発明の方法

における他の段階で同じインデックスサンプルに対して使用される他の核酸開裂

試薬とは異なった付着端を生成する異なった核酸開裂試薬の使用を必要とする。

例えば、３種の消化物（すなわち、切断反応）がこの方法において使用される場

合、好ましくは、個々の消化物に使用される核酸開裂試薬は、他の消化物に使用

される核酸開裂試薬の認識配列とは異なった認識配列を有する。そのような場合

、核酸開裂試薬の既知性質が、適切な核酸開裂試薬を選択し、または企画するた

めに使用され得る。

  核酸開裂試薬が認識配列とは異なった又ははなれた部位でＤＮＡを切断する場

合、異なった配列を有する種々の付着端が生成され得る。これは、核酸における

認識配列がいずれかの配列の次に存在し、そして、切断部位がいずれかの配列を

有することができるからである。例えば、ＦｏｋＩは、ＧＧＡＴＧの認識部位か

ら９個（上方の鎖）及び１３個（下方の鎖）下流のヌクレオチドを切断する。４



(36) 特表２００２－５４０８０２

個の塩基の付着は、どんな配列でも、認識部位から１０～１３個のヌクレオチド

離れて存在すべきであろう。十分な切断部位を与える場合、合計２５６個の異な

った付着端配列（あらゆる可能な４個の塩基配列である）が、ＦｏｋＩ消化に起

因する。結果として、制限酵素、例えばタイプＩＩ－Ｓ制限酵素は、多くの異な

った配列を有する付着端を生成するといわれる。

  本明細書において使用される場合、特にことわらない限り、用語、消化物、消

化、消化された及び消化するとは、一般的に、切断反応又は切断の作用を言及し

、そしてタンパク質酵素、又はいずれかの特定の機構による切断に限定されるも

のではない。同様に、用語、制限されたとは、いずれかの核酸切断を言及するも

のであって、制限酵素による切断を言及するものではない。核酸開裂試薬におい

ては、配列－特異性は、単なるいくらかの配列特異性を必要とし、絶対的な配列

特異性を必要としない。すなわち、完全に又は一部定義された認識配列を有する

核酸開裂試薬が好ましい。従って、それらの認識配列にいくらかの縮重を有する

核酸開裂試薬は、まだ、配列－特異的であると思われる。

  第２核酸開裂試薬は、第２インデックスサンプルを消化するために使用される

核酸開裂試薬である。第３核酸開裂試薬は、制限されたインデックスサンプル又

は制限された第２インデックスサンプルを消化するために使用される核酸開裂試

薬である。第２及び第３核酸開裂試薬は好ましくは、認識配列において切断する

タイプＩＩ制限エンドヌクレアーゼである。第２制限酵素は、第２インデックス

サンプルを消化するために使用される制限酵素である。第２制限酵素は、制限さ

れたインデックスサンプル又は制限された第２インデックスサンプルを消化する

ために使用される酵素である。第２及び第３制限酵素は、好ましくは、認識配列

において切断するタイプＩＩ制限エンドヌクレアーゼである。

  標準の態様での制限酵素の使用の他に、Ｓｚｙｂａｌｓｉｋ（Ｓｚｙｂａｌｓ

ｉｋ，Ｇｅｎｅ４０（２－３）：１６９－７３（１９８５）；Ｐｏｄｈａｊｓｋ

ａ  ａｎｄ  Ｓｚｙｂａｌｓｋｉ，Ｇｅｎｅ４０（２－３）：１７５－８２（１

９９５）［公開された正誤表はＧｅｎｅ４３（３）：３２５（１９８５）に見ら

れる］により記載されるように、普遍的制限エンドヌクレアーゼとしてタイプＩ

Ｉ－Ｓ酵素を使用することができる。そのＳｚｙｂａｌｓｋｉの技法においては
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、一本鎖又は二本鎖ＤＮＡが、タイプＩＩ－Ｓ酵素と組合して、記載される構造

体を用いて、いずれかの任意の（但し、特異的な）部位で切断され得る。より進

歩したＤＮＡ切断システムは、Ｂｒｅａｋｅｒなどにより開発された（Ｃａｒｍ

ｉなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９５（５）：２２３

３－２２３７（１９９８））。それらのシステムにおいては、Ｂｒｅａｋｅｒは

、ＤＮＡが標的ＤＮＡにおける特定の配列を認識し、そして標的ＤＮＡ、一本鎖

又は二本鎖標的物を切断できることを示す。特定の作用のためのＤＮＡの開発の

ためのＢｒｅａｋｅｒのシステムによれば、適切な時間及び努力が与えられる場

合、認識及び特定の切断のための適切なＤＮＡは実用的であることが明白である

。

アダプター－インデクサー：

  アダプター－インデクサーは、１本鎖部分及び二本鎖部分を含む二本鎖核酸で

ある。前記一本鎖部分は、アダプター－インデクサーの一端で存在し、付着端を

構成する。付着端は、アダプター－インデクサーの付着端部分として言及される

。好ましくは、突出する一本鎖（付着端）は、２，３，４又は５個のヌクレオチ

ドを有する。アダプター－インデクサーの二本鎖部分は、いずれかの便利な配列

又は長さを有することができる。一般的に、二本鎖部分の配列及び長さは、方法

における続く段階に適合されるよう選択される。例えば、アダプター－インデク

サーにおける配列は、プライマー又はプローブハイブリダイゼーションのために

使用され得る。アダプター－インデクサーの主な目的は、連結態によるハイブリ

ダイゼーションのための配列を提供することである。アダプターが結合されてい

るサンプルにおけるフラグメントが増幅される場合、アダプター－インデクサー

はまた、プライマーハイブリダイゼーションのための配列（ライゲーター－ディ

テクターハイブリダイゼーションのための配列とオーバーラップするか又は隣接

できる）を提供することができる。従って、アダプター－インデクサーの二本鎖

部分についての好ましい配列組成及び長さは一般的に、プローブ及びプライマー

ハイブリダイゼーションのために有用であるそれらのものであろう。アダプター

－インデクサーはまた、アダプター－インデクサーの検出を促進するよう企画さ

れるディテクター部分を包含することができる。例えば、検出部分は、ハイブリ
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ダイゼーション標的物である配列であり得るか、又はそれはラベル又は標識であ

り得る。

  一般的に、アダプター－インデクサーの二本鎖部分の配列は、前記方法におけ

る続く段階に使用されるべきいずれかの制限酵素の認識配列を含むべきではない

。好ましくは、アダプター－インデクサーは、自己相補的であるいずれかの配列

も有さない。この条件は、ミスマッチ又はギャップを伴なわないで６個よりも長

いヌクレオチドの相補的領域が存在しない場合に適合されると思われる。

  開示される方法に使用するための１組のアダプター－インデクサーは、異なっ

たアダプター－インデクサーを含むべきではなく、ここで一本鎖部分は、ヌクレ

オチドＡ，Ｃ，Ｇ及びＴの組み合わせ及び置換から選択された異なったヌクレオ

チド配列をそれぞれ有する。複数の核酸開裂試薬が第１消化物に使用される場合

、個々のアダプター－インデクサーの一本鎖部分は、核酸開裂試薬の１つにより

生成される付着端配列と適合できる異なったヌクレオチド配列を有することがで

きる。１つの組におけるアダプター－インデクサーの付着端は異なった配列を有

するが、好ましくは、それは１つの核酸開裂試薬による切断により生成されるイ

ンデキシングフラグメントへの前記組の使用を促進するために同じ長さのもので

あり得る。好ましくは、１組のアダプター－インデクサーのメンバーは、その組

の個々のメンバーのために同一である二本鎖部分を含む。

  好ましい組のインデキシングリンカー鎖は次のものを含んで成る：（ａ）共通

する同一の配列、及び３’末端及び５’末端から選択された１つの末端で、Ａ，

Ｇ，Ｃ及びＴヌクレオチドの置換及び組み合わせから選択された、２，３，４及

び５個のヌクレオチドから選択された長さのユニーク配列をそれぞれ有する少な

くとも２つの一本鎖第１オリゴヌクレオチド；及び（ｂ）第１オリゴヌクレオチ

ドのいずれか１つによりハイブリダイズされる場合、ユニーク配列を有する付着

端を有する末端を含む二本鎖アダプター－インデクサーが生じるよう、その配列

が第１オリゴヌクレオチドの共通する配列に対して相補的である一本鎖第２オリ

ゴヌクレオチド。

  アダプター－インデクサーはまた、アダプター－インデクサーが結合されてい

るフラグメントの固定又は捕獲を促進するために捕捉タグを含むことができるか
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又はそれにより会合され得る。一般的に、捕捉タグは、結合対の１つのメンバー

、例えばビオチン及びストレプタビジンであり得る。捕捉タグは本明細書の他の

部分においてより詳細に論じられる。アダプター－インデクサーはまた、アダプ

ター－インデクサーが結合されているフラグメントの分類又は分離を促進するた

めにソーティングタグを含むことができるか又はそれにより会合され得る。一般

的に、ソーティングタグは、検出できるラベル、例えば蛍光成分又は操作できる

成分、例えば磁気ビーズであり得る。ソーティングタグは本明細書の部分でより

詳細に論じられる。アダプター－インデクサーはまた、アダプター－インデクサ

ーが結合されているフラグメントの検出を促進するためにラベルを含むことがで

きるか又はそれにより会合され得る。アダプター－インデクサーはまた、支持体

上に固定され得る。

  アダプター－インデクサーはまた、付着端の反対側の末端で突出する端を含む

ことができる。そのような末端は、例えば、アダプター－インデクサーにより会

合されるべきラベルのためのハイブリダイゼーション標的物として使用され得（

そして、従って、アダプター－インデクサーの検出部分として見なされ得る）。

アダプター－インデクサーはまた、検出のためのアダプター－インデクサー配列

の開放を促進するために１又は複数の光分解性ヌクレオチドを含むことができる

。光分解性ヌクレオチド及びそれらの使用は、Ｗ０００／０４０３６号に記載さ

れている。

  アダプター－インデクサーは、天然に存在するヌクレオチドから構成される必

要はない。修飾されたヌクレオチド、異常塩基のヌクレオチド、及びオリゴヌク

レオチド類似体が使用され得る。必要とされるすべては、アダプター－インデク

サーが本明細書に記載される一般構造を有し、そして開示される方法において必

要とされる相互作用及び反応を行うことができることである。

ライゲーター－ディテクター：

  ライゲーター－ディテクターは、核酸サンプルから開示される方法により生成

される核酸フラグメントの一部に対しては相補的である一本鎖領域を含む核酸分

子である。ライゲーター－ディテクターは一般的に、アダプター－インデクサー

に対する特定の配列関係を有する。ライゲーター－ディテクターは、アダプター
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－インデクサーの少なくとも１つの付着体を包含し、そしてそれに隣接する配列

のすべて又は一部に適合するか又はそれに対して相補的である。ライゲーター－

ディテクターのディテクター部分として言及される配列を包含する。従って、ラ

イゲーター－ディテクターは、付着端配列（いずれかの側又は両側）に隣接する

核酸フラグメントにおける配列に適合するか又は相補的な配列、付着端に適合す

るか又は相補的な配列、又は付着端配列及び付着端に隣接する核酸フラグメント

における両配列に適合するか又は相補的な配列を有する。

  好ましくはライゲーター－ディテクターの配列は、付着端配列のすべて又は一

部、及び付着端配列と共に使用するために企画されたアダプター－インデクサー

の隣接する配列のすべて又は一部に適合するか又はそれに対して相補的である。

この形で、ライゲーター－ディテクターの配列は、切断が認識配列から逸れない

場合、第１制限酵素の認識配列のすべて又は一部と適合するか、又はそれに対し

て相補的である。ＶＡＡＳＴに関しては、好ましくは、ライゲーター－ディテク

ターは、付着端配列に隣接する核酸フラグメントにおける配列に適合するか又は

相補的な配列を含む。ライゲーター－ディテクターにおける配列が適合するか又

は相補的であるかにかかわらず、アダプター－インデクサーの鎖及び／又はフラ

グメントは、ライゲーター－ディテクターにハイブリダイズするであろう。好ま

しくは、適合性であるか又は相補的であるライゲーター－ディテクターの１つの

タイプのみが、所定のＦＡＡＳＴ反応に使用される。

  アダプター－インデクサーとライゲーター－ディテクターとの間の配列関係の

いくつかの例が、図１に示されている。図１におけるライゲーター－ディテクタ

ー１－１２は、アダプター－インデクサ－Ｉの付着端配列のすべて又は一部、及

びアダプター－インデクサーＩの隣接する配列のすべて又は一部に適合するよう

企画される。ライゲーター－ディテクター１３－１９は、アダプター－インデク

サーＩの付着端配列のすべて又は一部、及びアダプター－インデクサーＩ隣接配

列のすべて又は一部に対して相補的であるよう企画される。ライゲーター－ディ

テクター２１－３２は、アダプター－インデクサーＩＩの付着端配列のすべて又

は一部、及びアダプター－インデクサーＩＩの隣接する配列のすべて又は一部に

適合するよう企画される。ライゲーター－ディテクター３３－４０は、アダプタ
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ー－インデクサーＩＩの付着端配列のすべて又は一部、及びアダプター－インデ

クサーＩＩの隣接配列のすべて又は一部に対して相補的であるよう企画される。

ライゲーター－ディテクターに包含されるアダプター－インデクサーの隣接配列

の一部が、ライゲーター－ディテクターに包含される付着端配列の一部と隣接す

ることを注目すること。これは、隣接により意味されることである。

  図１におけるライゲーター－ディテクター１－４は、アダプター－インデクサ

ーＩの付着端配列のすべて、及びアダプター－インデクサーＩの隣接する配列の

すべて又は一部に適合するよう企画される。ライゲーター－ディテクター５－１

２は、アダプター－インデクサーＩの付着端配列の一部、及びアダプター－イン

デクサーＩの隣接配列のすべて又は一部に対して適合するよう企画される。ライ

ゲーター－ディテクター２－４及び８－１２は、アダプター－インデクサーＩの

付着端配列のすべて又は一部、及びアダプター－インデクサーＩの隣接する配列

の一部に適合するよう企画される。ライゲーター－ディテクター１３－１６は、

アダプター－インデクサーＩの付着端配列のすべて、及びアダプター－インデク

サーＩの隣接する配列のすべて又は一部に対して相補的であるよう企画される。

ライゲーター－ディテクター１７－１９は、アダプター－インデクサーＩの付着

端配列の一部、及びアダプター－インデクサーＩの隣接配列のすべて又は一部に

対して相補的であるよう企画される。ライゲーター－ディテクター１４－１６は

、アダプター－インデクサーＩの付着端配列のすべて又は一部、及びアダプター

－インデクサーＩの隣接する配列の一部に対して相補的であるよう企画される。

ライゲーター－ディテクター２０は、制限酵素の認識配列（アダプター－インデ

クサーＩの付着端と適合できる付着端を生成する）のすべて、及びアダプター－

インデクサーＩの隣接する配列のすべてに適合するよう企画される。アダプター

－インデクサー付着端配列を越えて延長する特別なヌクレオチドを注目すること

。これは、認識配列におけるフランキングヌクレオチドである。

  ライゲーター－ディテクター２１－２４は、アダプター－インデクサーＩＩの

付着端配列のすべて、及びアダプター－インデクサーＩＩの隣接する配列のすべ

て又は一部に適合するよう企画される。ライゲーター－ディテクター２５－３２

は、アダプター－インデクサーＩＩの付着端配列の一部、及びアダプター－イン
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デクサーＩＩの隣接配列のすべて又は一部に適合するよう企画される。ライゲー

ター－ディテクター２２－２４及び２８－３１は、アダプター－インデクサーＩ

Ｉの付着端配列のすべて又は一部、及びアダプター－インデクサーＩＩの隣接す

る配列の一部に適合するよう企画される。ライゲーター－ディテクター３３－３

６は、アダプター－インデクサーＩＩの付着端配列のすべて、及びアダプター－

インデクサーＩＩの隣接配列のすべて又は一部に対して相補的であるよう企画さ

れる。ライゲーター－ディテクター３７－４０は、アダプター－インデクサーＩ

Ｉの付着端配列の一部、及びアダプター－インデクサーＩＩの隣接する配列のす

べて又は一部に対して相補的であるよう企画される。ライゲーター－ディテクタ

ー３４－３６及び４０は、アダプター－インデクサーＩＩの付着端配列のすべて

又は一部、及びアダプター－インデクサーＩＩの隣接配列の一部に対して相補的

であるよう企画される。

  第１消化物に使用される核酸開裂試薬が、認識配列が付着端配列を超えて延長

するよう、核酸開裂試薬のための認識配列内を切断する場合、ライゲーター－デ

ィテクターはまた、その認識配列のすべて又は一部に適合するか又はそれに対し

て相補的であり得る。認識配列が付着端配列（例えば、６個の塩基の認識配列及

び４個の塩基の付着端）を超えて延長する場合、ライゲーター－ディテクター配

列は、その同種起源のアダプター－インデクサーの付着端配列を超えて延長する

ことができる。そのようなライゲーター－ディテクターの例は、図１（ライゲー

ター－ディテクター番号２０）に示される。

  ライゲーター－ディテクターは配列に基づく検出システムを用いて検出され得

るが、ライゲーター－ディテクターはまた、ライゲーター－ディテクターの検出

を促進するためにラベルを含むことができる。多くのラベルは知られており、そ

してこの目的のために使用され得る。ライゲーター－ディテクターはまた、ライ

ゲーター－ディテクターの固定化又は捕獲を促進するために捕捉タグを含むか、

又はそれにより会合され得る。ライゲーター－ディテクターはまた、ライゲータ

ー－ディテクターの分類又は促進するためにソーティングタグを含むか、又はそ

れにより会合され得る。ライゲーター－ディテクターはまた、支持体上にも固定

され得る。
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  ライゲーター－ディテクターはまた、検出のためのライゲーター－ディテクタ

ーの開放を促進するために１又は複数の光分解性ヌクレオチドを含むことができ

る。光分解性ヌクレオチド及びそれらの使用は、ＷＯ  ００／０４０３６号に記

載されている。

  ライゲーター－ディテクターは、天然に存在するヌクレオチドから構成される

必要はない。修飾されたヌクレオチド、異常塩基のヌクレオチド、及びオリゴヌ

クレオチド類似体が使用され得る。必要とされるすべては、ライゲーター－ディ

テクターが本明細書に記載される一般構造を有し、そして開示される方法におい

て必要とされる相互作用及び反応を行うことができることである。

ディテクタープローブ：

  ディテクタープローブは、配列特異的態様で核酸にハイブリダイズできる分子

、好ましくはオリゴヌクレオチドである。開示される方法においては、ディテク

タープローブは、ライゲーター－ディテクターがハイブリダイズされるサンプル

核酸フラグメントに存在する相補的配列に基づいてライゲーター－ディテクター

を捕獲するために使用される。ディテクタープローブは好ましくは、種々のプロ

ーブ、好ましくはプローブの長さとヌクレオチド配列とのあらゆる可能な組み合

わせを有する（又はあらゆる組み合わせにハイブリダイズできる）１組のプロー

ブを有するセットに使用される。ディテクタープローブは好ましくは、個々のプ

ローブが同じ長さを有するセットに使用される。ディテクタープローブのプロー

ブ部分のための好ましい長さは、５，６，７及び８個の長さのヌクレオチドであ

る。ディテクタープローブは好ましくは、プローブ部分（サンプルフラグメント

へのハイブリダイゼーションのための）、及びプローブ部分が支持体、捕捉タグ

、ソーティングタグ又はラベルに結合されるリンカー部分を包含する。それらの

リンカー部分は、いずれかの適切な構造を有することができ、そして一般的に、

ディテクタープローブの固定化又は合成方法に基づいて選択されるであろう。リ

ンカー部分は、いずれかの適切な長さを有し、そして好ましくは、プローブ部分

の効果的なハイブリダイゼーションを可能にするために十分な長さのものである

。便利さのために及び特にことわらない限り、ディテクタープローブの長さは、

プローブのプローブ部分の長さを言及する。固定化されたディテクタープローブ
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は、支持体上に固定されるディテクタープローブである。

  ディテクタープローブは、支持体上に固定され得、そして好ましくは固定され

る。ディテクタープローブはまた、ディテクタープローブはまた、それらが結合

されているプローブ及びライゲーター－ディテクターの固定化又は捕獲を促進す

るために捕捉タグを含み、又はそれにより会合され得る。

  ディテクタープローブはまた、プローブに結合されるプローブ配列及びライゲ

ーター－ディテクターの開放を促進するために１又は複数の光分解性ヌクレオチ

ドを含むことができる。光分解性ヌクレオチド及びそれらの使用は、ＷＯ  ０／

０４０３６号に記載されている。

  ディテクタープローブは、天然に存在するヌクレオチドから構成される必要は

ない。修飾されたヌクレオチド、異常塩基のヌクレオチド、及びオリゴヌクレオ

チド類似体が使用され得る。必要とされるすべては、プローブが本明細書に記載

される一般構造を有し、そして開示される方法において必要とされる相互作用及

び反応を行うことができることである。

プローブアレイ：

    異なったディテクタープローブは、セットとして一緒に使用され得る。この

セットは、プローブのすべて又はサブセットの混合物として使用され、プローブ

は別々の反応において別々に使用され、又はアレイにおいて固定される。別々に

又は混合物として使用されるプローブは、例えば捕捉タグ、ソーティングタグ又

はビーズ上への固定化の使用を通して物理的に分離できる。プローブアレイ（本

明細書においては、アレイとしても言及される）は、アレイ上の同定された又は

予測される位置で固定される多くのプローブを包含する。この場合、多くのプロ

ーブは、異なった配列をそれぞれ有する複数のプローブを言及する。アレイ上の

予測される位置は、１つのタイプのプローブ（すなわち、その位置でのすべての

プローブは同じ配列を有する）を有する。個々の位置は、プローブの複数のコピ

ーを有するであろ。アレイにおける異なった配列のプローブの空間的分離は、核

酸サンプルにおける核酸フラグメントへのプローブのハイブリダイゼーションを

通してプローブに結合されるようになるライゲーター－ディテクターの別々の検

出及び同定を可能にする。ライゲーター－ディテクターがプローブアレイにおけ
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る所定の位置で検出される場合、それは、ライゲーター－ディテクターがハイブ

リダイズした核酸フラグメントにおける部位に隣接する配列がアレイにおけるそ

の位置で固定されるプローブに相補的であることを示す。

  アダプター－インデクサー及びライゲーター－ディテクターは又は、アレイに

おいて固定され得る。開示される方法の異なった態様が、固定され、ラベルされ

、又は標識される異なった成分により行われ得る。アダプター－インデクサー及

びライゲーター－ディテクターのアレイは、下記のようにして及びディテクター

プローブについて本明細書において記載されるようにして、製造され、そして使

用され得る。

  プローブアレイに使用するための固定状態支持体は、オリゴヌクレオチドが直

接的に又は間接的に結合され得るいずれかの固体材料を包含する。これは、材料

、例えばアクリルアミド、セルロース、ニトロセルロース、ガラス、ポリスチレ

ン、ポリエチレンビニルアセテート、ポリプロピレン、ポリメタクリレート、ポ

リエチレン、ポリ酸化エチレン、ポリシリケート、ポリカーボネート、テフロン

（登録商標）、フルオロカーボン、ナイロン、シリコーンゴム、ポリ無水物、ポ

リグリコール酸、ポリ乳酸、ポリオルトエステル、ポリプロピルフマレート、コ

ラーゲン、グリコサミノグリカン及びポリアミノ酸を包含する。固体状態支持体

は、いずれか有用な形、例えば薄フイルム又は膜、ビーズ、ボトル、皿、繊維、

繊維織物、形状化されたポリマー、粒子及び微小粒子の形を有することができる

。固体状態支持体のための好ましい形は、マイクロタイター－皿である。マイク

ロタイター皿の最も好ましい形は、標準の９６－ウェル型である。

  固体状態へのオリゴヌクレオチドの固定化方法は、十分に確立されている。デ

ィテクタープローブは、確立されている結合方法を用いて、支持体に結合され得

る。例えば、適切な結合方法は、Ｐｅａｓｅなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９１（１１）：

５０２２－５０２６（１９９４）、及びＫｈｒａｐｋｏなど，，Ｍｏｌ．Ｂｉｏ

ｌ．（Ｍｏｓｋ）（ＵＳＳＲ）２５：７１８－７３０（１９９１）により記載さ

れる。カゼイン被覆されたスライト上への３’－アミンオリゴヌクレオチドの固

定化方法は、Ｓｔｉｍｐｓｏｎなど．，Ｒｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃｉ．ＵＳＡ９
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２：６３７９－６３８３）により記載される。固体状態支持体へのオリゴヌクレ

オチドの結合の好ましい方法は、Ｇｕｏなど．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  

Ｒｅｓ．２２：５４５６－５４６５（１９９４）により記載される。

  固体状態支持体上にオリゴヌクレオチドのアレイを生成するための方法もまた

知られている。そのような技法の例は、アメリカ特許第５，８７１，９２８号（

Ｆｏｄｏｒなど．，）、アメリカ特許第５，５４，４１３号、第５，４２９，８

０７号及び第５，５９９，６９５号（Ｐｅａｓｅなど．，）に記載される。

  好ましいけれども、所定のプローブアレイが単一のユニット又は構造体である

必要はない。プローブのセットは、固体支持体のいずれかのメンバー上に分布さ

れ得る。例えば、極端には、個々のプローブは、別々の反応管又は容器に固定さ

れ得る。

  アレイにおけるプローブはまた、類似するハイブリッド安定性を有するよう企

画され得る。これは、ディテクタープローブへのフラグメントのハイブリダイゼ

ーションをより効果的にし、そしてミスマッチハイブリダイゼーションの発生率

を低める。プローブのハイブリッド安定性は、既知の式及び熱力学の原理を用い

て計算され得る（例えば、Ｓａｎｔａ  Ｌｕｃｉａなど．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ

ｔｒｙ３５５５－３５６２（１９９６）；Ｆｒｅｉｅｒなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８３：９３７３－９３７７（１９８６）；Ｂｒ

ｅｓｌａｕｅｒなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８３：

３７４６－３７５０（１９８６）を参照のこと）。プローブのハイブリッド安定

性は、例えば、プローブを化学的に修飾することによって、より類似するようさ

れ得る（ハイブリッド安定性の平滑性として言及され得る工程）（Ｎｇｕｙｅｎ

など．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２５（１５）：３０５９－３０

６５（１９９７）；Ｈｏｈｓｉｓｅｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．

２４（３）：４３０－４３２（１９９６））。ハイブリッド安定性はまた、特殊

化された条件下でハイブリダイゼーションを行うことによって平滑化され得（Ｎ

ｇｕｙｅｎなど．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２７（６）：１４９

２－１４９８（１９９９）；Ｗｏｏｄなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．ＵＳＡ８２（６）：１５８５－１５８８（１９８５））。
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  プローブのハイブリッド安定性を平滑化するためにもう１つの手段は、プロー

ブの長さを変えることである。これは、プローブのすべてが類似するハイブリッ

ド安定性（可能な程度まで）を有するよう、個々のプローブのハイブリッド安定

性の調節を可能にする。プローブから単一のヌクレオチドの付加又は欠失は一定

のインクレメントでプローブのハイブリッド安定性を変えるので、プローブアレ

イにおけるプローブのハイブリッド安定性は等しくないであろう。この理由のた

めに、ハイブリッド安定性の類似性とは、本明細書において使用される場合、プ

ローブのハイブリッド安定性の類似性のいずれかの上昇性を言及する（又は、プ

ローブのハイブリッド安定性における差異の低下を言及する）。これはハイブリ

ッド安定性におけるそのような高められた類似性がハイブリダイゼーションの効

率及び適合度、及びディテクタープローブの連結を改良することができるので、

有用である。

  サンプルフラグメントへのディテクタープローブのハイブリダイゼーション及

び連結の効率はまた、異なったハイブリダイゼーション条件にゆだねられ得るプ

ローブアレイの部分又はセグメントにおける類似するハイブリッド安定性のディ

テクタープローブをグループ分けすることによっても改良され得る。この場合、

ハイブリダイゼーション条件は、特定種類のプローブのために最適化され得る。

ラベル：

  ディテクタープローブに結合されるライゲーター－ディテクターの検出及び定

量化を助けるために、ラベルが、ライゲーター－ディテクター、ディテクタープ

ローブ及び／又はアダプター－インデクサー中に組み込まれ、結合され、又は会

合され得る。好ましくは、ライゲーター－ディテクターはラベルされる。ラベル

は、ライゲーター－ディテクターにより、直接的に又は間接的に会合され得、そ

して測定でき、検出できるシグナルを、直接的に又は間接的にもたらすいずれか

の分子である。ラベルは、それが成分に共有的に又は非共有的にカップリングさ

れるか又は結合される場合、その成分に会合される。ラベルは、それが成分に共

有結合される場合、その成分に結合される。核酸中への組み込み、カップリング

又は会合のための多くの適切なラベルは知られている。開示される方法への使用

のために適切なラベルの例は、放射性同位体、蛍光分子、リン光分子、生物ルミ
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ネセント分子、酵素、抗体及びリガンドである。

  適切な蛍光ラベルの例は、次のものを包含する：フルオレセイン（ＦＩＴＣ）

、５，６－カルボキシメチルフルオレセイン、テキサスレッド、ニトロベンズ－

２－オキサ－１，３－ジアゾール－４－イル（ＮＢＤ）、クマリン、塩化ダンシ

ル、ローダミン、４’－６－ジアミジンノ－２－フェニルイノドール（ＤＡＰＩ

）、及びシアニン色素Ｃｙ３，Ｃｙ３．５，Ｃｙ５，Ｃｙ５．５及びＣｙ７。好

ましい蛍光ラベルは、フルオレセイン（５－カルボキシフルオレセイン－Ｎ－ヒ

ドロキシスクシンイミドエステル）及びローダミン（５，６－テトラメチルロー

ダミン）である。同時検出のための好ましい蛍光ラベルは、ＦＩＴＣ、及びシア

ニン色素Ｃｙ３，Ｃｙ３．５，Ｃｙ５，Ｃｙ５．５及びＣｙ７である。それらの

ほたる石についてのそれぞれの吸収度及び発光最大値は次の通りである：ＦＩＴ

Ｃ（４９０ｎｍ；４２０ｎｍ）、Ｃｙ２（５５４ｎｍ；５６８ｎｍ）、Ｃｙ３．

５（５８１ｎｍ；５８８ｎｍ）、Ｃｙ５（６５２ｎｍ；６７２ｎｍ）；Ｃｙ５．

５（６８２ｎｍ；７０３ｎｍ）及びＣｙ７（７５５ｎｍ；７７８ｎｍ）；従って

それらの同時検出を可能にする。蛍光ラベルは、種々の市販源、例えばＭｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ及びＲｅｓｅａｒｃｈ  Ｏｒｇ

ａｎｉｃｓ，Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ，Ｏｈｉｏから得られる。

  ラベルされたヌクレオチドは、それらが、合成の間、ライゲーター－ディテク

ター中に直接的に組み込まれ得るので、ラベルの形を含む。ＤＮＡ又はＲＮＡ中

に組み込まれ得るラベルの例は、ヌクレオチド類似体、例えばＢｒｄＵｒｄ（Ｈ

ｏｙ  ａｎｄ  Ｓｃｈｉｍｋｅ，Ｍｕｔａｔｉｏｎ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  ２９０

：２１７－２３０（１９９３）），ＢｒＵＴＰ（Ｗａｎｓｉｃｋなど．，Ｊ．Ｃ

ｅｌｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  １２２：２８３－２９３（１９９３）），及びビオチ

ンにより（Ｌａｎｇｅｒなど．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ

Ａ７８：６６３３（１９８１））、又は適切なハプテン、例えばジゴキシゲニン

により（Ｋｅｒｋｈｏｆ，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０５：３５９－３６４

（１９９２））、修飾されたヌクレオチドを包含する。適切な蛍光ラベルされた

ヌクレオチドは、フルオレセイン－イソチオシアネート－ｄＵＴＰ、シアニン－

３－ｄＵＴＰ及びシアニン－５－ｄＵＴＰである（Ｙｕなど．，Ｎｕｃｌｅｉｃ
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  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，２２：３２２６－３２３２（１９９４））。ＤＮＡの

ための好ましいヌクレオチド類似体検出ラベルはＢｒｄＵｒｄ（ＢＵＤＲミリン

酸、Ｓｉｇｍａ）であり、そしてＲＮＡのための好ましいヌクレオチド類似体検

出ラベルは、ビオチン－１６－ウリジン－５’－三リン酸（ビオチン－１６－ｄ

ＵＴＰ，Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ）である。フルオレセイン、

Ｃｙ３及びＣｙ５は、直接的なラベリングのためにｄＵＴＰに連結され得る。Ｃ

ｙ３．５及びＣｙ７は、ビオチン－又はジゴキシゲニン－ラベルされたプローブ

の第２の検出のためにアビジン又は抗－ジゴキシゲニン接合体として入手できる

。

  核酸中に組み込まれるラベル、例えばビオチンは、当業界において良く知られ

ている感受性方法を用いて、連続的に検出され得る。例えば、ビオチンは、ビオ

チンに結合され、そして続いて、適切な基質の化学ルミネセンス（例えば、化学

ルミネセンス基質ＣＳＰＤ：ニナトリウム、３－（４－メトキシスピロ－［１，

２－ジオキセタン－３－２’－（５’－クロロ）トリシルロ［３，３，１，１３

．７］デカン］－４－イル）フェニルホスフェート；Ｔｒｏｐｉｘ，Ｉｎｃ．）

により検出される、ストレプタビジン－アルカリホスファターゼ接合体（Ｔｒｏ

ｐｉｘ，Ｉｎｃ．）を用いて検出され得る。

  他のラベルは、分子又は金属バーコード、質量ラベル、及び核磁気共鳴、電子

常磁性共鳴、表面増強されたラマン散乱、表面プラスモン共鳴、蛍光、リン光、

化学ルミネセンス、共鳴ラマン、マイクロ波、又はそれらの組み合わせにより検

出できるラベルを包含する。質量ラベルは、ラベルされた成分、すなわち質量分

光計における特有の質量特性を有するか又はそれを付与する、化合物又は成分で

ある。質量ラベルは、質量分光計が検出のために使用される場合に有用である。

好ましい質量ラベルは、ペプチド核酸及び炭水化物である。ラベルの組み合わせ

もまた、有用である。例えば、２６５のラベルのユニーク組み合わせを有する、

色素コードされた微小ビーズは、多くの成分を特徴づけるために有用である。例

えば、２５６の異なったライゲーター－ディテクターは、独得にラベルされ、そ

して検出され得、開示される方法の多重化及び自動化を可能にする。

  有用なラベルは、次の文献に記載されている：ｄｅ  Ｈａａｓ，Ｒ．Ｒ，など
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．，“Ｐｌａｔｉｎｕｍ  ｐｏｒｐｈｙｒｉｎｓ  ａｓ  ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｓ

ｃｅｎｔ  ｌａｂｅｌ  ｆｏｒ  ｔｉｍｅ－ｒｅｓｏｌｖｅｓ  ｍｉｃｒｏｓｃ

ｏｐｙ，”Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．４５（９）：１２７９

－９２（１９９７）；Ｋａｒｇｅｒ  ａｎｄ  Ｇｅｓｔｅｌａｎｄ，“Ｄｉｇｉ

ｔａｌ  ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ  ｉｍａｇｉｎｇ  ｏｆ  ＤＮＡ

  ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ  ｂｌｏｔｓ  ｕｓｉｎｇ  ａ  ｃａｈｒｇｅ－ｃｏｕ

ｐｌｅｄ  ｄｉｖｉｃｅ  ｃａｅｒａ，”Ｎｕｃｉｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ

．２０（２４）：６６５７－６５（１９９２）；Ｋｅｙｅｓ，Ｒ．Ｓ．，など．

，“Ｏｖｅｒａｌｌ  ａｎｄ  ｉｎｔｅｒｎａｌ  ｄｙｎａｒｎｉｃｓ  ｏｆ  

ＤＮＡ  ａｓ  ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ  ｂｙ  ｆｉｖｅ－ａｔｏｍ－ｔｅｔｈｅｒ

ｅｄ  ｓｐｉｎ  ｌａｂｅｌｓ，”Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．７２（１）：２８２－

９０（１９９７）；Ｋｉｒｓｃｈｓｔｅｉｎ，Ｓ．，など．，“Ｄｅｔｅｃｔｉ

ｏｎ  ｏｆ  ｔｈｅ  ＤｅｌｔａＦ５０８  ｍｕｒａｔｉｏｎ  ｉｎ  ｔｈｅ  

ＣＦＴＲ  ｇｅｎｅ  ｂｙ  ｍｅａｎｓ  ｏｆ  ｔｉｍｅ－ｒｅｓｏｌｖｅｄ  

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ  ｍｅｔｈｏｄｓ，”Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍ

．Ｂｉｏｅｎｅｒｇ．４８（２）：４１５－２１（１９９９）；Ｋｒｉｃｋａ，

Ｌ．Ｊ．，“Ｓｅｌｅｃｔｅｄ  ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ  ｆｏｒ  ｉｍｐｒｏｖ

ｉｎｇ  ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ  ａｎｄ  ｒｅｌｉａｂｉｌｊｔｙ  ｏｆ  ｉ

ｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ，”Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４０（３）：３４７－５７（

１９９４）；Ｋｒｉｃｋａ，Ｌ．Ｊ．，“Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ  

ａｎｄ  ｂｉｏｌｕｍｉｎｃｓｃｅｎｔ  ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，”Ｃｌｉｎ．

Ｃｈｅｍ．３７（９）：１４７２－８１（１９９１）；Ｋｕｍｋｅ，Ｍ．Ｕ．，

など．，“Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ  ａｎｄ  ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ  ｓｔｕｄｉ

ｅｓ  ｏｆ  ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ  ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ  ｄｅｔｅ

ｃｔｉｏｎ  ｏｆ  ＤＮＡ  ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，“Ａｎａｌ．Ｃｈｅ

ｍ．６９（３）：５００－６（１９９７）；ＭｃＣｒｅｅｒｙ，Ｔ．，“Ｄｉｇ

ｏｘｉｇｅｎｉｎ  ｌａｂｅｌｉｎｇ，”Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．７（

２）：１２１－４（１９９７）；Ｍａｎｓｆｉｅｌｄ，Ｅ．Ｓ．，など．，“Ｎ

ｕｃｌｅｉｃ  ａｃｉｄ  ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｕｓｉｎｇ  ｎｏｎ－ｒａｄｉ
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ｏａｃｔｉｖｅ  ｌａｂｅｌｉｎｇ  ｍｅｔｈｏｄｓ，”Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ  Ｐ

ｒｏｂｅｓ  ９（３）：１４５－５６（１９９５）；Ｎｕｒｍｉ，Ｊ．，など．

，“Ａ  ｎｅｗ  ｌａｂｅｌ  ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ｆｏｒ  ｔｈｅ  ｄｅｔ

ｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  ｓｐｅｃｉｆｉｃ  ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ  ｃｈａｉｎ  

ｒｅａｃｔｉｏｎ  ｐｒｏｄｕｃｔｓ  ｉｎ  ａ  ｃｌｏｓｅｄ  ｔｕｂｅ，”

Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２８（８）：２８（２０００）；Ｏｅｔ

ｔｉｎｇ，Ｗ．Ｓ．，など．，“Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ  ｓｈｏｒｔ  ｔａｎ

ｄｅｍ  ｒｅｐｅａｔ  ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｗｅｂｅ

ｒ  ８Ａ  ｓｅｔ  ｏｆ  ｍａｒｋｅｒｓ  ｕｓｉｎｇ  ｔａｉｌｅｄ  ｐｒｉ

ｍｅｒｓ  ａｎｄ  ｉｎｆｒａｒｅｄ  ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ  ｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎ，”Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ  １９（１８）：３０７９－８３

（１９９８）；Ｒｏｄａ，Ａ．，など．，“Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ

  ｉｍａｇｉｎｇ  ｏｆ  ｅｎｚｙｍｅ－ｌａｂｅｌｅｄ  ｐｒｏｂｅｓ  ｕｓ

ｉｎｇ  ａｎ  ｏｐｔｉｃａｌ  ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ－ｖｉｄｅｏｃａｍｅｒ

ａ  ｌｕｍｉｎｏｇｒａｐｈ，”Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２５７（１）：５

３－６２（１９９８）；Ｓｉｄｄｉｑｉ，Ａ．，など．，“Ｅｖａｌｕａｔｉｏ

ｎ  ｏｆ  ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ－ａｎｄ  ｂｉ

ｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ－ｂａｓｅｄ  ａｓｓａｙｓ  ｆｏｒ  ｑｕａｎｔ

ｉｔａｔｉｎｇ  ｓｐｅｃｉｆｉｃ  ＤＮＡ．Ｌａｂ．Ａｎａｌ．１０（６）：

４２３－３１（１９９６）；Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ，Ｃ．Ｌ．，など．，“Ｓｙｎ

ｃｈｒｏｎｏｕｓ  ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ：ａ  ｎｅｗ  ｄｅｔｅｃｔｉｏ

ｎ  ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ  ｆｏｒ  ｍｕｌｔｉｐｌｅ  ｆｌｏｕｒｅｓｃｅｎｔ

  ｐｒｏｂｅｓ  ｕｓｅｄ  ｆｏｒ  ＤＮＡ  ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，”Ｂｉｏ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １６（６）：１１０４－１１（１９９４）；Ｖｏ－Ｄｉ

ｎｈ，Ｔ．，など．，“Ｓｕｒｆａｃｅ－ｅｎｈａｎｃｅｄ  Ｒａｍａｎ  ｇｅ

ｎｅ  ｐｒｏｂｅｓ，”Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ  ６６（２０）：３３７９－８３（

１９９４）；Ｖｏｌｋｅｒｓ，Ｈ．Ｈ．，など．，“Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ  ｌａ

ｂｅｌ  ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ  ｆｏｒ  ＤＮＡ  ｉｎ  ｓ

ｉｔｕ  ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，”Ｅｕｒ．Ｊ．Ｍｏｒｐｈｏｌ，２９（
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１）：５９－６２（１９９１）。

  金属バーコード、すなわち分子バーコードの形は、３０－３００ｎｍの直径×

４００－４０００ｎｍの多層多金属ロッドである。それらのロッドは、アルミナ

金型中への電着により構成され、次にアルミナが除去され、小さな多層目的物が

残る。システムは、７種までの異なった金属により、１２までの区画をコードさ

れ、ここで前記金属は異なった反射能を有し、そして従って、金属に依存して、

光学顕微鏡において、より明るく又は暗く出現し；これが実際的に制限されてい

ない識別コードを導く。金属バーがガラス又は他の材料により被服され得、そし

てプローブが当業界において通常知られている方法を用いてガラスに結合され；

アッセイ読み出し情報は標的物からの蛍光によってであり、そしてプローブの正

体はバーコードの明暗パターンからである。

  ラベルにより生成されるシグナルを検出し、そして測定するための方法は知ら

れている。例えば、放射性同位体は、シンチレーション計数又は直接的な可視化

により検出され得；蛍光分子が蛍光分光計により検出され得；リン光分子が分光

計により検出され、又はカメラにより直接的に可視化され得；酵素が、その酵素

により触媒される反応の生成物の検出又は可視化により検出され得；抗体がその

抗体に結合される第２検出ラベルを検出することによって検出され得る。そのよ

うな方法は、増幅及び検出の開示される方法に直接的に使用され得る。本明細書

において使用される場合、検出分子は、増殖された核酸と相互作用し、そして１

又は複数の検出ラベルが結合される分子である。もう１つの形の検出においては

、ラベルは、異なった蛍光、リン光又は化学ルミネセント発光寿命を通して一時

的に区別され得る。多重化された時間－依存性検出は、Ｓｑｕｉｒｅなど．，Ｊ

．Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ  １９７（２）：１３６－１４９（２０００）及びＷＯ

  ００／０８４４３号に記載されている。

  ラベルの量又は強度の定量的測定が使用され得る。例えば、定量化は、所定の

ラベル及び従って、ラベル化された成分が限界レベル又は量で存在するかどうか

を決定するために使用され得る。限界レベル又は量は、シグナルのいずれかの所

望するレベル又は量であり、そして実施される方法の特定の形の必要性に適合す

るよう選択され得る。
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第２アダプター：

  第２アダプターは、１本鎖部分及び二本鎖部分を含む二本鎖核酸である。前記

一本鎖部分は、第２アダプターの一端で存在し、そして付着端を構成する。好ま

しくは、突出する一本鎖（付着端）は、２，３，４又は５個のヌクレオチドを有

する。第２アダプターの二本鎖部分は、いずれかの便利な配列又は長さを有する

ことができる。一般的に、二本鎖部分の配列及び長さは、方法における続く段階

に適合されるよう選択される。例えば、第２アダプターにおける配列は、プライ

マー又はプローブハイブリダイゼーションのために使用され得る。アダプターが

連結されているサンプルにおけるフラグメントが増幅され得る場合、第２アダプ

ターは、プライマーハイブリダイゼーションのためのプローブを提供することが

できる。従って、第２アダプターの二本鎖部分のための好ましい配列組成及び長

さは一般的に、プライマーハイブリダイゼーションのために有用であるそれらの

ものであろう。

  一般的に、第２アダプターの二本鎖部分の配列は、方法における続く段階に使

用されるいずれかの核酸開裂試薬の認識配列を含むべきではない。好ましくは、

第２アダプターは、自己－相補的であるいずれかの配列を有さない。この条件は

、ミスマッチ又はギャップを有さない、６個よりも多くのヌクレオチドの相補的

領域が存在しない場合に適合されると思われる。

  開示される方法への使用のための１組みの第２アダプターは、異なった第２ア

ダプターを含むことができ、ここで１本鎖部分はそれぞれ、第２制限酵素の１つ

により生成される付着端配列と適合できる異なったヌクレオチド配列を有する。

好ましくは、１組の第２アダプターのメンバーは、前記組の個々のメンバーに対

して同一である二本鎖部分を含む。

  第２アダプターはまた、第２アダプターが結合されているフラグメントの固定

又は捕獲を促進するために捕捉タグを含み、又はそれにより会合され得る。第２

アダプターはまた、第２アダプターが結合されているフラグメントの分類又は分

離を促進するためにソーティングタグを含み、又はそれにより会合され得る。第

２アダプターはまた、第２アダプターが結合されているフラグメントの検出を促

進するために、ラベルを含み、又はそれにより会合され得る。第２アダプターは
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また、支持体上に固定され得る。

  捕捉タグ

  捕捉タグは、捕捉タグを有する化合物または複合体を、それを有さないものか

ら分離するために用いられ得る任意の化合物である。好ましくは、捕捉タグは、

リガンド結合分子または抗体のような別の化合物と結合するかまたは相互作用す

るリガンドまたはハプテンのような化合物である。捕捉タグおよび捕捉構成成分

間のこのような相互作用が、ハプテンおよび抗体またはリガンドおよびリガンド

結合分子間のような特異的相互作用であるのも好ましい。

  核酸プローブの関係で記載される好ましい捕捉タグは、Ｓｙｖｎｅｎ  ｅｔ  

ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，１４：５０３７（１９８６）

により記載されている。好ましい捕捉タグとしては、核酸中に組み入れられ得る

ビオチンが挙げられる。開示された方法では、アダプター－インデクサーまたは

二次アダプター中に組み入れられる捕捉タグは、支持体に接着されるかまたは結

合されることによりサンプル断片（アダプターがそれに結合されている）を捕捉

させ得る。このような捕捉は、断片の洗浄および取扱いの単純化を可能にし、そ

してすべてのまたは一部の方法の自動化を可能にする。

  支持体上のサンプル断片の捕捉は、いくつかの方法で成し遂げられ得る。一実

施態様では、捕捉ドックが支持体に接着されるかまたは結合される。捕捉ドック

は、断片上に捕捉タグを結合するかまたはそれと相互作用することによりサンプ

ル断片の接着を媒介する化合物または部分である。支持体上に固定された捕捉ド

ックは、支持体上の断片の捕捉を可能にする。このような捕捉は、その後の過程

を妨げ得る反応構成成分を洗い落とす便利な手段を提供する。

  開示された方法に用いるための支持体は、検定の構成成分が接着または結合さ

れ得る任意の固体物質を含み得る。支持体の例としては、アクリルアミド、セル

ロース、ニトロセルロース、ガラス、ポリスチレン、ポリエチレンビニルアセテ

ート、ポリプロピレン、ポリメタクリレート、ポリエチレン、ポリエチレンオキ

シド、ポリシリケート、ポリカルボネート、テフロン、フルオロカーボン、ナイ

ロン、シリコンゴム、ポリアンヒドライド、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、ポリ

オルトエステル、ポリプロピルフメレート、コラーゲン、グリコサミノグリカン
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およびポリアミノ酸のような物質が挙げられるが、これらに限定されない。支持

体は、薄皮膜または膜、ビーズ、ボトル、皿、繊維、織繊維、造形ポリマー、粒

子および微粒子を含めた任意の有用な形態を有し得る。支持体の好ましい形態は

、プレートおよびビーズである。ビーズの最も好ましい形態は、磁気ビーズであ

る。

  一実施態様では、捕捉ドックは、オリゴヌクレオチドである。オリゴヌクレオ

チドを支持体に固定し、結合するための方法は、十分確立されている。例えば、

適切な付着方法は、Ｐｅａｓｅ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ

．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９１（１１）：５０２２－５０２６（１９９４）およびＫｈ

ｒａｐｋｏ  ｅｔ  ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（Ｍｏｓｋ）（ＵＳＳＲ）２５

：７１８－７３０（１９９１）により記載されている。カゼイン被覆スライド上

の３‘－アミノオリゴヌクレオチドの固定化のための方法は、Ｓｔｉｍｐｓｏｎ

  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９２：６３

７９－６３８３（１９９５）により記載されている。固体状態支持体へのオリゴ

ヌクレオチドの好ましい付着方法は、Ｇｕｏ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  

Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２２：５４５６－５４６５（１９９４）により記載されて

いる。

  別の実施態様では、捕捉ドックは、抗ハイブリッド抗体である。支持体に抗体

を固定するための方法は、十分確立されている。固定化は、標準固定化化学を用

いて、例えばアミノ化表面、カルボキシル化表面またはヒドロキシル化表面に取

り付けることにより成し遂げられ得る。付着剤の例は、臭化シアン、スクシンイ

ミド、アルデヒド、トシルクロリド、アビジン－ビオチン、光架橋可能剤、エポ

キシドおよびマレイミドである。好ましい付着剤は、グルタルアルデヒドである

。これらのおよびその他の付着剤、ならびに付着にそれらを用いるための方法は

、Ｐｒｏｔｅｉｎ  ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ：ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ

  ａｎｄ  ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｒｉｃｈａｒｄ  Ｆ．Ｔａｙｌｏｒ，ｅ

ｄ．（Ｍ．Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９１），Ｊｏｈｎｓｔｏｎｅ

  ａｎｄ  Ｔｈｏｒｐｅ，Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  Ｉｎ  Ｐｒａｃｔ

ｉｃｅ（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ
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ｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ，１９８７）ｐａｇｅｓ２０９－２１６  ａ

ｎｄ  ２４１－２４２およびＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ  Ａｆｆｉｎｉｔｙ  Ｌｉ

ｇａｎｄｓ，Ｃｒａｉｇ  Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，ｅｄｓ．（

Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９２）に記載されてい

る。抗体は、支持体内に存在する反応性側基に抗体上の遊離アミノ基を化学的に

架橋することにより、支持体に取り付けられ得る。例えば、抗体は、架橋剤とし

てグルタルアルデヒドまたはカルボジイミドを用いて、遊離アミノまたはカルボ

キシル基を含有する支持体に化学的に架橋され得る。この方法では、遊離抗体を

含有する水性溶液は、グルタルアルデヒドまたはカルボジイミドの存在下で固体

状態支持体とともにインキュベートされる。グルタルアルデヒドによる架橋のた

めに、反応体は、ｐＨ７．４で０．１Ｍカコジル酸ナトリウムのような緩衝化溶

液中の２容量％グルタルアルデヒドとともにインキュベートされ得る。他の標準

固定化化学は、当業者には既知である。

  ソーティングタグ

  ソーティングタグは、ソーティングタグを有する化合物または複合体を、それ

を有さないものから分類または分離するために用いられ得る任意の化合物である

。概して、すべての捕捉タグはソーティングタグであり得る。ソーティングタグ

は、検出され得る、そしてタグ化構成成分のソーティングを媒介し得る化合物お

よび部分も含み得る。このような形態のソーティングタグは、一般に捕捉タグで

はない。例えば、蛍光部分は、その部分でタグ化された構成成分の、そうでない

もの（または異なるタグを有するもの）からのソーティングを可能にし得る。し

かしながら、このような蛍光部分は、それが相互作用し、捕捉され得る適切な捕

捉ドックを必ずしも有さない。好ましくは、ソーティングタグは、ソーティング

を媒介し得る標識、例えば蛍光標識である。

  増幅標的環（サークル）

  増幅標的環（ＡＴＣ）は、一般に４０～１０００ヌクレオチド、好ましくは約

５０～１５０ヌクレオチド、最も好ましくは約５０～１００ヌクレオチドを含有

する環状一本鎖ＤＮＡ分子である。ＡＴＣの部分は、回転環状増幅（ＲＣＡ）に

有用なＡＴＣを作製する特殊な機能を有する。これらの部分は、プライマー補足
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部分およびレポータータグ部分と呼ばれる。プライマー補足部分およびレポータ

ータグ部分は、増幅標的環の必要素子である。ＡＴＣの特定部分に対応しないＡ

ＴＣのセグメントは、恣意的選定配列であり得る。ＡＴＣは自己相補的であるい

かなる配列も有さないのが好ましい。ミスマッチまたはギャップを伴わない６ヌ

クレオチド長より長い相補的領域が存在しない場合、この条件は満たされると考

えられる。

  増幅標的環は、複製されると、増幅標的環と相補的な配列の多重反復を含有す

る長いＤＮＡ分子を生じる。この長いＤＮＡ分子は、本明細書中では、タンデム

配列ＤＮＡ（ＴＳ－ＤＮＡ）と呼ばれる。ＴＳ－ＤＮＡは、プライマー相補的部

分およびレポータータグ部分と相補的な配列を含有する。ＴＳ－ＤＮＡ中のこれ

らの配列は、プライマー配列（回転環複製プライマーの配列と適合する）および

レポータータグと呼ばれる。増幅標的環およびそれらの使用はさらに、米国特許

第５，８５４，０３３号に記載されている。

  方法

  ＦＡＡＳＴ法は、以下の基本的過程を包含する。二本鎖ＤＮＡに具現される核

酸サンプルを、種々の配列を伴う付着末端を有する一組のＤＮＡ断片が生成され

るように、１つ又はそれ以上の核酸開裂試薬、好ましくは制限エンドヌクレアー

ゼとともにインキュベートする。この目的のために好ましいのは、オフセット開

裂部位を有する単一ＩＩ－Ｓ型制限エンドヌクレアーゼの使用である。このよう

なＩＩ－Ｓ類制限エンドヌクレアーゼは認識配列と異なる部位で切断するため、

仔レア種々の配列を伴う付着末端を有する一組のＤＮＡ断片を生じる。制限エン

ドヌクレアーゼまたはそれらの認識部位で切断するその他の核酸開裂試薬の混合

物で核酸サンプルを消化することにより、同様の作用が得られる。

  ４塩基付着末端に関しては、２５６の考え得る配列がある。一般紙期は、Ｎ＝

４Ｘ（式中、Ｘは付着末端の長さであり、Ｎは考え得る配列の数である）。十分

に複雑な核酸サンプルでは、これらの配列はすべて、ＤＮＡ断片組の末端に示さ

れる。核酸サンプルは、アリコート（インデックスサンプルと呼ばれる）に、好

ましくは付着末端配列が存在するのと同様に多数のアリコート（即ちＮ＝４Ｘア

リコート）に分けられる。多重制限エンドヌクレアーゼを用いる場合、好ましく
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は消化前に、核酸サンプルをインデックスサンプルに分ける。単一制限エンドヌ

クレアーゼを用いる場合には、好ましくは消化後に、核酸サンプルをインデック

スサンプルに分ける。次に、各インデックスサンプルを異なるアダプター－イン

デクサーと混合するが、その各々はそのインデックスサンプル中のＤＮＡ断片上

の考え得る付着末端の１つと適合性である付着末端を有する。次に、アダプター

－インデクサーを適合性ＤＮＡ断片上に結合する。次に基本的方法は、ライゲー

ター－ディテクターとの核酸サンプルのハイブリダイゼーションに進行する。

  任意に、ライゲーター－ディテクターとのハイブリダイゼーション前に、各イ

ンデックスサンプルを次に１つ又はそれ以上のその他の核酸開裂試薬（第二核酸

開裂試薬と呼ばれる）、好ましくは制限酵素とともにインキュベートし得る。第

二核酸開裂試薬は、好ましくは４塩基認識配列を有する制限酵素である。インデ

ックスサンプルはすべて、好ましくは同一核酸開裂試薬（単数または複数）で消

化される。あるいは、指標試薬はさらに、その各々が異なる第二核酸開裂試薬ま

たは核酸開裂試薬組で消化される第二指標試薬に分けられる。次に、第二アダプ

ターは、インデックスサンプル（または第二インデックスサンプル）中のＤＮＡ

断片に結合され得る。好ましくは、同一第二アダプターを各サンプルサンプルに

用いる。異なる第二アダプターは、好ましくは、同一インデックスサンプルから

得られる第二インデックスサンプルとともに用いられる。この場合、同一組の第

二アダプターが各組の第二インデックスサンプルとともに用いられるのが好まし

い。各インデックスサンプル（または第二インデックスサンプル）中のＤＮＡ断

片は、ここでは各末端に結紮されたアダプターを有する。次に、ＰＣＲのような

任意の適切な方法を用いて、ＤＮＡ断片を増幅し得る。アダプター中の配列は、

この増幅のためのプライマー結合部位として用いられ得る。

  任意に、ライゲーター－ディテクターとのハイブリダイゼーション前に、イン

デックスサンプル（または第二インデックスサンプル）は、さらなるアリコート

に分けられ得る。これらは、制限化インデックスサンプルおよび非制限化インデ

ックスサンプル（または第二インデックスサンプルが存在する場合には、制限化

第二インデックスサンプルおよび非制限化第二インデックスサンプル）と呼ばれ

る。一般に、インデックスサンプル（または第二インデックスサンプル）は、１
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つ又はそれ以上の制限化インデックスサンプルおよび１つの非制限化インデック

スサンプルに分けられ得る。制限化インデックスサンプル（または制限化第二イ

ンデックスサンプル）は次に、各々異なる核酸開裂試薬（第三核酸開裂試薬と呼

ばれる）、好ましくは制限酵素とともにインキュベートされるが、しかし非制限

化インデックスサンプル（または制限化第二インデックスサンプル）はそうでな

い。第三核酸開裂試薬は、好ましくはそれによりサンプルが消化された核酸開裂

試薬または第二核酸開裂試薬のいずれとも異なる。

  いくつかの場合には、第三核酸開裂試薬は、制限化インデックスサンプル（ま

たは制限化第二インデックスサンプル）中のいくつかのＤＮＡ断片を切断し、し

たがって増幅（ライゲーター－ディテクターとの核酸サンプルのハイブリダイゼ

ーション前のもう一つの任意の過程）に役立たない断片を作製する。この方法で

は、制限化インデックスサンプルおよび非制限化インデックスサンプル（または

制限化および非制限化第二インデックスサンプル）により生成されるシグナル箱

となり得るし、第三制限酵素の１つの認識配列を含有する断片が同定され得る。

  第二インデックスサンプル、制限化インデックスサンプル、非制限化インデッ

クスサンプル、制限化第二インデックスサンプルおよび非制限化第二インデック

スサンプルは、本明細書中では集合的に誘導性インデックスサンプルと呼ばれる

。各々は、インデックスサンプルから、そしていくつかの場合には別の誘導性イ

ンデックスサンプルから得られる。概して、最後に生成された誘導性インデック

スサンプルだけが、本方法では前方に運ばれる。例えば、第二インデックスサン

プルが作製された場合、それらが得られたオリジナルインデックスサンプルは、

本方法ではもはや前方に運ばれない（第二インデックスサンプルが運ばれる）。

同様に、制限化および非制限化第二インデックスサンプルが作製された場合には

、オリジナルインデックスサンプルも、制限化および非制限化第二インデックス

サンプルが得られる第二インデックスサンプルも本方法では前方に運ばれない。

しかしながら、インデックスサンプルおよび誘導性インデックスサンプルのすべ

てまたはいくつかを前方に運ぶことにより、付加的情報が獲得され得る。

  基本的過程（およびあらゆる所望の任意の過程）後、各インデックスサンプル

（または、用いられる場合には、核誘導性インデックスサンプル）中のＤＮＡ断
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片を、ライゲーター－ディテクターとハイブリダイズする。各ライゲーター－デ

ィテクターの一部分は、少なくとも１つのアダプター－インデクサーの付着末端

を含めた、そしてそれに隣接する配列のすべてまたは一部と適合するかあるいは

相補的である。好ましくは、ライゲーター－ディテクターは、制限酵素での消化

により生成される考え得る付着末端配列の１つと適合するかまたは相補的である

配列を有する。ライゲーター－ディテクターは、それらの認識配列で切断する制

限酵素が用いられる場合には、制限酵素の認識配列中のヌクレオチドとも相補的

であり得る。ライゲーター－ディテクターは、アダプター－インデクサー中の共

通配列と適合するかまたは相補的である配列も有し得る。この場合、適切なライ

ゲーター－ディテクターはインデックスサンプルの各々（または用いられる場合

には、各誘導性インデックスサンプル）とともに用いられる。即ち、各インデッ

クスサンプル（または各誘導性インデックスサンプル）に用いられるライゲータ

ー－ディテクターオリゴヌクレオチドは、そのインデックスサンプルに用いられ

る（または誘導性インデックスサンプルが得られたインデックスサンプルに用い

られる）アダプター－インデクサー配列中の、付着末端配列（ならびに付着末端

配列と重複する場合には、認識配列）を含めた配列と適合するかまたは相補的で

ある。あるいは、ライゲーター－ディテクターは、付着末端配列に隣接する、そ

してアダプター－インデクサーからの断片の反対側の核酸断片の配列（アダプタ

ー－インデクサーがそれに結合された）と適合するかまたは相補的である配列を

有し得る。このようなライゲーター－ディテクターは、ＶＡＡＳＴに用いるため

に好ましい。

  最後に、各インデックスサンプル（または各誘導性インデックスサンプル）を

ディテクタープローブと混合し、プローブをライゲーター－ディテクターと結合

する。好ましくは、用いられるプローブ組は、所定腸のすべての考え得る配列（

例えば、すべての考え得る６塩基配列）を含む。ディテクタープローブをアレイ

中に固定し得る。

  プローブがライゲーター－ディテクターの末端に隣接してハイブリダイズする

場合のみ、ディテクタープローブおよびライゲーター－アダプターの末端を一緒

に結合する。したがって、ライゲーター－ディテクターの末端がハイブリダイズ
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するオリジナルサンプルからのＤＮＡ断片中の領域のすぐ隣りにプローブと相補

的な配列（好ましくは付着末端配列）が存在する場合のみ、ライゲーター－ディ

テクターをディテクタープローブと結合する。開示された方法の種々の構成成分

の関係および相互作用の例を、図２、３、４および５に示す。

  サンプルからの各プロセッシング化ＤＮＡ断片（即ち、アダプター－インデク

サーが結紮された各ＤＮＡ断片）は、ディテクタープローブとのライゲーター－

ディテクター（およびアダプター－インデクサー）の会合を生じる。この会合は

、会合化構成成分の１つから生成されたシグナルにより検出される。開示された

方法の好ましい形態では、ディテクタープローブ組（多重組が用いられる場合）

が用いられ、この場合、所定断片に関するシグナルはオリジナル付着末端配列（

または認識配列）により確定される。各々の異なる付着末端または認識配列は、

別個のインデックスサンプル中でプロセッシングされる。別組のディテクタープ

ローブが、各インデックスサンプルまたは誘導性インデックスサンプルのために

用いられる。所定断片に関するシグナルが会合され、検出されるプローブ組中の

プローブは、ＤＮＡ断片とハイブリダイズしたライゲーター－ディテクターに結

合されるためには、ディテクタープローブがこの配列とハイブリダイズしなけれ

ばならないために、付着末端配列（または認識配列）に隣接するＤＮＡ断片中の

配列により確定される。複合核酸サンプルは、プローブ組中に独特のパターンの

シグナルを生成する。核酸サンプルの独特のカタログ作製、ならびに異なる核酸

サンプルから生成されるシグナルのパターンの高感度且つ強力な比較を可能にす

るのは、このパターンである。

  シグナルが会合するディテクタープローブ組および組中の特定のプローブは、

シグナルを生じるＤＮＡ断片の配列ならびに付着末端に隣接する配列（あるいは

制限酵素の認識配列ならびに認識配列に隣接する配列）を同定する。これは、４

塩基付着末端および６塩基プローブが用いられる場合には、１０塩基配列である

。ディテクタープローブの各組は異なる付着末端配列を有する異なるアダプター

－インデクサーを用いたため、ディテクタープローブ組は付着末端配列（４塩基

）を同定する。各プローブは異なる配列を伴う異なるプローブを有するため、特

定のプローブは付着末端に隣接する配列（６塩基）を同定する。隣接配列と相補
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的な配列を有するプローブのみがハイブリダイズし、したがってシグナルと会合

するようになる。認識配列とＩＩ－Ｓ型制限酵素の開裂部位との固定関係は、そ

して用いられる場合には認識配列の同一性は、ＤＮＡ断片についての付加的配列

情報を提供する。

  生成された情報は、プローブアレイが用いられる場合、同様である。所定断片

に関するシグナルが検出されるアレイ（多重アレイが用いられる場合）は、オリ

ジナル付着末端配列（または認識配列）の配列により確定される。各々の異なる

付着末端または認識配列は、別個のインデックスサンプル中でプロセッシングさ

れる。別個のアレイが、各インデックスサンプルまたは誘導性インデックスサン

プルのために用いられる。ＤＮＡ断片とハイブリダイズしたライゲーター－ディ

テクターに結合されるためには、プローブがこの配列とハイブリダイズしなけれ

ばならないために、付着末端配列（または認識配列）に隣接するＤＮＡ断片中の

配列により、所定断片に関するシグナルが検出されるアレイ中の位置が確定され

る。複合核酸サンプルは、アレイ上に独特のパターンのシグナルを生成する。

  ＤＮＡ断片がシグナルを生成するアレイおよびアレイの位置は、ＤＮＡ断片の

付着末端の配列ならびに付着末端に隣接する配列（あるいは制限酵素の認識配列

ならびに認識配列に隣接する配列）を同定する。これは、４塩基付着末端および

６塩基プローブが用いられる場合には、１０塩基配列である。各アレイが異なる

付着末端配列を有する異なるアダプター－インデクサーを用いたため、アレイは

付着末端配列（４塩基）を同定する。各位置は異なる配列を伴う異なるプローブ

を有するため、アレイ中の位置は、付着末端に隣接する配列（６塩基）を同定す

る。隣接配列と相補的な配列を有するプローブのみがハイブリダイズし、したが

ってシグナルと会合するようになる。認識配列とＩＩ－Ｓ型制限酵素の開裂部位

との間の固定関係は、そして用いられる場合には認識配列の同一性は、ＤＮＡ断

片についての付加的配列情報を提供する。

  集合的に複数の異なる付着末端配列を生じる１つ又はそれ以上の核酸開裂試薬

を用いて、開示された方法を実施する。好ましくは、核酸開裂試薬により生成さ

れる付着末端配列は、核酸開裂試薬の認識配列により限定されない。生成される

付着末端は、好ましくは２、３、４または５ヌクレオチド長である。開示された
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方法に用いるための好ましい核酸開裂試薬は、ＩＩ－Ｓ型制限エンドヌクレアー

ゼであって、これは認識部位の外側（またはそこから分枝した）位置でＤＮＡを

切断する酵素であって、付着末端を生成する。ＩＩ－Ｓ型制限エンドヌクレアー

ゼの例は、ＦｏｋＩ、ＢｂｖＩ、ＨｇａＩ、ＢｓｐＭＩおよびＳｆａＮＩである

。

  開示された方法に用いるための核酸開裂試薬は、４ヌクレオチドＡ、Ｃ、Ｇお

よびＴの順列および組合せを包含する付着末端を生じる。突出する塩基の数が多

いほど、末端ヌクレオチド配列の考え得る順列および組合せの数は多く、そして

特異的であると思われるインデキシングは多い。例えば、４塩基、５‘－突出付

着末端を有する断片を放出する制限エンドヌクレアーゼ、例えばＦｏｋＩは、４

４または２５６の考え得る突出テトラヌクレオチド末端を生成する。平均１２，

０００の異なるｃＤＮＡを有するｃＤＮＡサンプルの制限エンドヌクレアーゼＦ

ｏｋＩによる切断は、４塩基、５’突出末端を有する断片の混合物を生じる。塩

基の無作為分布を含有するサンプルに関しては、平均で、ＦｏｋＩは４５塩基対

毎に２回切断して、５１２塩基対の平均断片サイズを生じる。ｃＤＮＡの平均長

が１，７００塩基対である場合、各ｃＤＮＡはおよそ４つの断片を生じる。全サ

ンプルが、約４＊１２，０００＝４８，０００断片を含有する。４４＝２５６の

考え得るテトラヌクレオチド配列が、したがって各付着末端に関して２５６の考

え得る同一性が存在する。平均で、４８，０００／２５６＝１８８の所定付着末

端を有する断片が存在する。これらの断片は各々、各断片中の付着末端配列に隣

接する配列に基づいて異なるプローブとのハイブリダイゼーションにより分類さ

れる。六量体プローブアレイは、４，０９６の異なる６ヌクレオチドプローブを

有する。したがって、プローブアレイ中の４，０９６の六量体のうちの１８８の

みが、平均で、ライゲーター－ディテクターと結紮する。各々４，０９６の異な

る六量体ディテクタープローブを有する２５６プローブアレイを用いると、２５

６＊４，０９６＝１，０４８，５７６“貯蔵棚”で、この場合、４８，０００断

片を分布する。これは、異なるｃＤＮＡサンプルを用いた場合、異なるパターン

を同定するための十分な機会を残す。

  制限エンドヌクレアーゼＢｓｐ２４ＩによるヒトゲノムＤＮＡ（３  Ｘ  １０
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９塩基対の一倍体数を有する）の切断は、５塩基、３‘－突出末端を有する断片

の大きく且つ複雑な混合物を放出する。平均で、Ｂｓｐ２４Ｉは、４６塩基対毎

に２回切断して、２０４８塩基対の平均断片サイズを生じ、３  Ｘ  １０９／２

０４８＝約１．５  Ｘ  １０６断片をもたらす。４５＝１０２４の考え得るペン

タヌクレオチド配列で、したがって、各付着末端に関して１０２４の考え得る同

一性が存在する。平均で、１．５  Ｘ  １０６／１０２４＝１，４６５の所定付

着末端配列を有する断片である。これらの断片は各々、各断片中の付着末端配列

に隣接する配列に基づいて異なるプローブとのハイブリダイゼーションにより分

類される。七量体プローブアレイは、１６，３８４の異なる７ヌクレオチドプロ

ーブを有する。したがって、アレイ中の１６，３８４の七量体のうちの１，４６

５のみが、平均で、ライゲーター－ディテクターと結紮する。各々１６．３８４

の異なる七量体ディテクタープローブを有する１０２４ディテクターアレイを用

いると、１０２４＊１６，３８４＝１，６  Ｘ  １０７“貯蔵棚”で、この場合

、１．５  Ｘ  １０６断片を分布する。

  ６塩基認識配列を有する２０の異なる制限エンドヌクレアーゼによるｃＤＮＡ

サンプルの切断は、付着末端を有する断片の混合物を生じる。平均で、６塩基認

識配列を有する制限エンドヌクレアーゼは、４６＝４０９６塩基対毎に１回切断

する。サンプルが、１，５００塩基対のｃＤＮＡ平均長を有する約１２，０００

ｃＤＮＡ分子を含有する場合には、制限酵素の１つによる切断は、約３２００切

断片（したがって、付着末端を有する６４００ＤＮＡ断片）を生じる。４塩基認

識配列を有する２つの異なる制限エンドヌクレアーゼによるサンプルのさらなる

切断（二次消化）は、４４＝２５６塩基対毎に１回、付加的切断を生じる。二次

消化は、多くの場合、各断片上に切断を生じるため、これは（２０＊２＝４０第

二インデックスサンプルの各々に関して）、各々約２５６塩基対長の約６，４０

０断片を生じる。

  ４塩基認識配列を有する５つの異なる制限エンドヌクレアーセが三次消化に用

いられる場合には、各制限化第二インデックスサンプル中の断片の約半数が切断

される（これらの制限酵素が２５６塩基対毎に約１回切断するためである）。し

たがって、２０＊２＊５＝２００の各制限化第二インデックスサンプル中に約３
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，２００断片（無傷、アダプター－インデクサーおよび二次アダプターを有する

）が存在する（非制限化第二インデックスサンプル中には約６，４００断片が存

在する）。これらの断片は各々、各断片中の付着末端配列に隣接する配列に基づ

いて異なるプローブとのハイブリダイゼーションにより分類される。六量体プロ

ーブアレイは、４，０９６の異なる６ヌクレオチドプローブを有する。したがっ

て、アレイ中の４，０９６の六量体のうちの３，２００のみが、平均で、ライゲ

ーター－ディテクターと結紮する。各々４，０９６の異なる六量体プローブを有

する２００プローブアレイを用いると、２００＊４，０９６＝８１９，２００“

貯蔵棚”で、この場合、３，２００＊２００＝６４０，０００の総断片を分布す

る（六量体アレイは、２００＊１６，３８４＝３，２７６，８００“貯蔵棚”を

提供する）。

  これらの実施例が説明するように、認識配列の長さ、生成される付着末端の長

さ、および一緒に用いられるプローブの長さは、核酸断片が分類されるデータ貯

蔵棚の数を決定する。十分長の付着末端およびディテクタープローブを用いるこ

とにより、断片のソーティングを分析されるサンプルの複雑性に適合させ得る。

  アダプター－インデクサーの包括的パネルの使用は、核酸断片の複合混合物の

選定亜組への特定の機能的修飾の付着、およびそのように修飾された分子の同定

のための手段を提供する。このような限定亜組の分子は、付加的切断およびイン

デキシングにより、あるいは確立された技法、例えばクローニング、ＰＣＲ増幅

またはゲル電気泳動のいずれかによりさらに分解し得る。そのクラスのここの成

員は、長さ、配列または制限エンドヌクレアーゼ地図のような特徴を同定するこ

とにより区別し得る。アダプター－インデクサーの付着末端の配列は、多数の核

酸断片をインデキシングする手段を提供する。

  異なる配列のディテクタープローブは、プローブアレイ上の異なる位置で固定

し得る。この点では、プローブアレイ上のプローブの配列およびインデックスサ

ンプル中の核酸断片の配列は、アレイ上のどこで、ライゲーター－ディテクター

が結合されるようになるかを確定する。プローブアレイ中の異なる位置でのライ

ゲーター－ディテクターの存在、量、存在および量、あるいは非存在は、したが

って、サンプル中の特定の核酸配列の存在または非存在に基づいた核酸サンプル
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の特色および指紋を提供するシグナルのパターンを形成する。この理由のために

、シグナルのこのパターン（即ち、ライゲーター－ディテクターの存在、量、存

在および量、あるいは非存在のパターン）のカタログ作製は、特に興味深い開示

された方法の一実施態様である。本明細書中で別記したように、プローブミスマ

ッチの確率を用いて、異なるディテクタープローブとの特定の断片の示差的ハイ

ブリダイゼーションを基礎にしたより複雑なカタログを作製し得る。

  カタログは、例えばプローブアレイ上のライゲーター－ディテクターのパター

ン、プローブアレイ上のライゲーター－ディテクターの存在のパターン、サンプ

ル中の核酸断片のカタログ、あるいはサンプル中の核酸配列のカタログとして作

製し、言及し得る。カタログ中の情報は、好ましくは位置情報の形態（即ち、デ

ィテクターアレイ中の位置）、さらに好ましくは配列の形態である。カタログに

関する好ましい配列情報は、ライゲーター－ディテクターが結合されたディテク

タープローブの配列、ならびにサンプル中に存在する核酸断片の配列（ライゲー

ター－ディテクターが結合されたディテクターアレイ中の位置から得られる）を

含む。

  核酸サンプルのこのようなカタログを、任意の他のサンプルから得られる同様

のカタログと比較して、サンプル中の類似性および差（サンプル中の核酸の類似

性および差を示す）を検出し得る。例えば、第一核酸サンプルのカタログを、第

一核酸サンプルと同一型の生物からのサンプル、第一核酸サンプルと同一型の組

織からのサンプル、第一核酸サンプルと同一生物体からのサンプル、第一核酸サ

ンプルと同一供給源から、しかし異なる時期に得られたサンプル、第一核酸サン

プルと異なる生物体からのサンプル、第一核酸サンプルと異なる型の組織からの

サンプル、第一核酸サンプルと異なる系統の生物体からのサンプル、第一核酸サ

ンプルと異なる種の生物体からのサンプル、あるいは第一核酸サンプルと異なる

型の生物体からのサンプルのカタログと比較し得る。

  同一型の組織は、肝臓組織、筋組織または皮膚の組織である（これらは同一の

または異なる生物体または生物体類からであり得る）。同一生物体とは、同一固

体、動物または細胞を指す。例えば、患者から採取される２つのサンプルは、同

一生物体からである。同一供給源とは、類似の、しかしより広範な、例えば同一
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生物体、同一生物体からの同一組織、または同一ｃＤＮＡライブラリーからのサ

ンプルを指す。比較される同一供給源からのサンプルは、好ましくは異なる時点

で収集される（したがって、検出される時間を経て考え得る変化を可能にする）

。これは、治療の効果または症状の変化が査定される場合に、特に有用である。

異なる生物体とは、異なる個々の生物体、例えば異なる患者、異なる個々の動物

を指す。異なる生物体は、同一種類の異なる生物体または異なる種類の生物体を

含む。異なる種類の生物体とは、イヌとネコ、ヒトとネズミまたは大腸菌とサル

モネラ菌のような異なる種類の生物体を指す。異なる種類の組織とは、肝臓と腎

臓、または皮膚と脳といった異なる種類の組織を指す。異なる系統または種の生

物体とは、それらの用語が当業界で理解されているように、それらの種または系

統名が異なる生物体を指す。

  ディテクタープローブと結合したライゲーター－ディテクターの存在、量、存

在および量、または非存在は、ライゲーター－ディテクターに組み入れられた、

結合されたまたはそれと会合した標識の検出により達せられ得る。あるいは、ラ

イゲーター－ディテクターは、それらの配列の検出に基づいて検出し得る。これ

らの検出は一般に、ライゲーター－ディテクターのカップリングの直接検出と呼

ばれる。多数の配列特異的検出技法のいずれか、例えば標識化プローブのハイブ

リダイセーションを、この目的のために用い得る。ライゲーター－ディテクター

の存在、量、存在および量、または非存在は、ライゲーター－ディテクターによ

り媒介されるシグナルを発生することによっても検出し得る。以下に記載する回

転環複製のためのプライマーとしてのライゲーター－ディテクターの使用は、こ

の好ましい例である。ライゲーター－ディテクターの存在、量、存在および量、

または非存在は、ライゲーター－ディテクターが結合されるディテクタープロー

ブ、結合ライゲーター－ディテクターと会合するアダプター－インデクサー、ま

たはその両方を検出することによっても検出し得る。これらの検出は一般に、ラ

イゲーター－ディテクターのカップリングの間接検出と呼ばれる。

  本方法中の核酸増幅により、核酸断片に関して検出されるシグナルを増大し得

る。アダプター－インデクサーが結合された核酸断片（アダプター／断片と呼ば

れる）が増幅されるか、あるいはディテクタープローブと結合されたライゲータ
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ー－ディテクターが増幅されるかまたは別の核酸の増幅を媒介するのが好ましい

。最初の場合には、任意の適切な方法を用いて、アダプター／断片を増幅し得る

。これらの例としては、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（

ＬＣＲ）、自立性配列複製（３ＳＲ）、核酸配列ベースの増幅（ＮＡＳＢＡ）、

鎖置換増幅（ＳＤＡ）、Ｑβレプリカーゼによる増幅、および回転環増幅（ＲＣ

Ａ）が挙げられる（Ｂｉｒｋｅｎｍｅｙｅｒ  ａｎｄ  Ｍｕｓｈａｈｗａｒ，Ｊ

．Ｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｍｅｔｈｏｄｓ，３５：１１７－１２６（１９９１

）；Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ，Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，９：１９９－２０

２（１９９３）；Ｌｉｚａｒｄｉｅｔ  ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉｃ

ｓ  １９（３）：２２５－２３２（１９９８））。ライゲーター－ディテクター

増幅の場合、増幅の好ましい形態は、ライゲーター－ディテクターによりプライ

ムされる一本鎖環状ＤＮＡ分子の回転環増幅である。この方法では、ライゲータ

ー－ディテクターを介してディテクターアレイに固定された増幅化鎖を用いてＤ

ＮＡ環の長いタンデム反復を生成する。増幅のこの技法は、ＰＣＴ出願ＷＯ９７

／１９１９３に記載されている。ライゲーター－ディテクターが回転環複製プラ

ィマーとして用いられる場合は、増幅ＤＮＡが検出され得る（直接的にまたは組

み入れ標識を介して）ため、ライゲーター－ディテクター中に標識を組み入れる

必要はない。

  アダプター／断片の増幅は、断片末端のアダプター－インデクサー配列の存在

により（そして第二アダプターが用いられる場合には、他方の末端の第二アダプ

ター配列の存在により）促される。例えば、アダプター配列は、増幅プライマー

配列のためにも用いられ得る。アダプター配列を用いて、回転環複製によるその

後の増幅のためにアダプター／断片を環化し得る。回転環増幅は、米国特許第５

，８５４，０３３号およびＰＣＴ出願ＷＯ  ９７／１９１９３に記載されている

。

  別の実施態様では、アダプター－インデクサーが結合された核酸断片の鎖（ア

ダプター／断片）を、ライゲーター－ディテクターとのハイブリダイゼーション

の前に分離し得る。このような鎖分離は、ライゲーター－ディテクターハイブリ

ダイゼーションの効率を改良し得る。任意の適切な技法を用いて、この分離を成
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し遂げ得る。鎖分離は、好ましくはアダプター－インデクサーの鎖の一方の上に

捕捉タグを含めるかまたはタグをソーティングすることにより成し遂げ得る。津

ににこのような捕捉タグを用いて、アダプター／断片の一方の鎖を固定し、他方

の鎖を洗い落とす。固定化または洗浄化鎖は、本方法では前方に運ばれ得る。ソ

ーティングタグは、ソーティング技法により鎖の分離を可能にし得る。

  別の実施態様では、インデックスサンプル中の種々の核酸断片の濃度は、標準

化される。標準化は、用いられ得るあらゆる増幅過程の前または後に実施し得る

。断片標準化のための好ましい技法は、核酸断片の一方の鎖の固定化、核酸断片

の変性、多量の核酸断片のためのｃＯｔ１／２より大きい時間のならびにまばら

な核酸断片に関するｃＯｔ１／２未満の時間の核酸断片の再生、ならびに非再生

核酸断片の収集を包含する。

  ハイブリダイゼーションエラーを矯正するために、単一、二元的または逐次方

式で２つの一般的アプローチの一方を用い得る。説明のために、ガラスマイクロ

アレイ検出系で実行されるハイブリダイゼーションおよび結紮実験を考察する。

第一のアプローチでは、結紮過程前に、正しくないプローブ配列とのインデクサ

ーディテクターの結紮を遮断する方法によりハイブリダイズ化アレイを処理する

。このアプローチの鍵は、共有結合メカニズムが結合をなしえないよう、結紮さ

れるニックを遮断する（滅菌的に妨害する）ことである。実際には、ハイブリダ

イズ化アレイをとって、それを遮断実体および適切な緩衝液と接触し、マスキン

グ実体がミスマッチ上に正しく置かれるようになり、次に結紮により練続するの

に適した温度で適切な時間、系を保持する。特定のミスマッチと結合するために

選択される多数の一本鎖抗体は、多数の酵母菌ミスマッチ修復および細胞周期チ

ェックポイントタンパク質、例えばＭＳＨ２～ＭＳＨ６と同様に、この方法のた

めの使用を有する（Ｈａｂｒａｋｅｎ  ｅｔ  ａｌ．，ＡＴＰ－ｄｅｐｅｎｄｅ

ｎｔ  ａｓｓｅｍｂｌｙ  ｏｆ  ａ  ｔｅｒｎａｒｙ  ｃｏｍｐｌｅｘ  ｃｏｎ

ｓｉｓｔｉｎｇ  ｏｆ  ａ  ＤＮＡ  ｍｉｓｍａｔｃｈ  ａｎｄ  ｔｈｅ  ｙｅ

ａｓｔ  ＭＳＨ２－ＭＳＨ６  ａｎｄ  ＭＬＨ１－ＰＭＳ１  ｐｒｏｔｅｉｎ  

ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ．Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２７３（１６）：９８３７－４

１（１９９８）；ＭＳＨ２－ＭＳＨ３（Ｈａｂｒａｋｅｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂｉ
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ｎｄｉｎｇ  ｏｆ  ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ／ｄｅｌｅｔｉｏｎ  ＤＮＡ  ｍｉｓｍ

ａｔｃｈｅｓ  ｂｙ  ｔｈｅ  ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ  ｏｆ  ｙｅａｓｔ  ｍ

ｉｓｍａｔｃｈ  ｒｅｐａｉｒ  ｐｒｏｔｅｉｎ  ＭＳＨ２  ａｎｄ  ＭＳＨ３

．Ｃｕｒｒ  Ｂｉｏｌ  ６（９）：１１８５－７（１９９６））；およびＭｅｃ

ｌ（Ｐａｃｉｏｔｔｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｍｅｃｌｐ  ｉｓ  ｅｓｓｅｎｔｉａｌ

  ｆｏｒ  ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｙｅａｓｔ  ＤＮ

Ａ  ｄａｍａｇｅ  ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ  ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｄｄｃｌｐ，ｗｈ

ｉｃｈ  ｐｈｙｓｉｃａｌｌｙ  ｉｎｔｅｒａｃｔｓ  ｗｉｔｈ  Ｍｅｃ３ｐ．

Ｅｍｂｏ  Ｊ  １７（１４）：４１９９－２０９（１９９８）））。

  第二のアプローチは、ミスマッチを含有する鎖を認識し、特異的に切断する系

で共有結合化プローブ－標的サンプルを処理することである。この第二のアプロ

ーチは、プローブアレイの最終緊縮洗浄において、破壊されたミスマッチ化サン

プルがシグナル検出操作前にチップから洗い落とされるように、ミスマッチの認

識およびミスマッチ化領域の破壊的ターゲッティングまたは「エラーチェック」

を利用する。実際上、ハイブリダイズ化および結紮化プローブアレイをとって、

それを適切な緩衝液中のエラーチェック試薬と接触し、エラーチェック試薬がミ

スマッチを突き止め、最終緊縮洗浄前にミスマッチを含有する鎖を破壊するのに

適切な温度で適切な時間、系を保持する。１つ又はそれ以上の以下の「エラーチ

ェック」系を用い得る：Ｔ４エンドヌクレアーゼＶＩＩ；タンパク質ＭｕｔＨ、

ＭｕｔＬおよびＭｕｔＳを一緒に；ＭｕｔＹ（Ｌｕ  ａｎｄ  Ｈｓｕ，Ｄｅｔｅ

ｃｔｉｏｎ  ｏｆ  ｓｉｎｇｌｅ  ＤＮＡ  ｂａｓｅ  ｍｕｔａｔｉｏｎｓ  ｗ

ｉｔｈ  ｍｉｓｍａｔｃｈ  ｒｅｐａｉｒ  ｅｎｚｙｍｅｓ．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ

  １４（２）：２４９－５５（１９９２））；グルコシラーゼ（Ｎｅｄｄｅｒｍ

ａｎｎ  ａｎｄ  Ｊｅｒｉｃｎｙ，Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ  ｒｅｍｏｖａｌ  ｏｆ

  ｕｒａｃｉｌ  ｆｒｏｍ  Ｇ．Ｕ  ｍｉｓｐａｉｒｓ  ｂｙ  ｔｈｅ  ｍｉｓ

ｍａｔｃｈ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ  ｔｈｍｉｎｅ  ＤＮＡ  ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓ

ｅ  ｆｒｏｍ  ＨｅＬａ  ｃｅｌｌｓ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ

．ＵＳＡ  ９１（５）：１６４２－６（１９９４）；ｍａｍｍａｌｉａｎ  ｔｏ

ｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ  Ｉ（Ｙｅｈ  ｅｔ  ａｌ．，Ｍａｍｍａｌｉａｎ  ｔ
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ｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ  Ｉ  ｈａｓ  ｂａｓｅ  ｍｉｓｍａｔｃｈ  ｎｉｃ

ｋｉｎｇ  ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２６９（２２）：１５

４９８－５０４（１９９４））およびＴ７エンドヌクレアーゼＩ。

  特に、開示された方法におけるハイブリダイゼーション／カップリング過程－

アダプター－インデクサーが断片に結合され、そしてライゲーター－ディテクタ

ーがディテクタープローブに結合される過程の忠実度は、ミスマッチヌクレアー

ゼ、例えばＴ４エンドヌクレアーゼＶＩＩでサンプルを消化することにより増大

し得る。Ｔ４エンドヌクレアーゼＶＩＩは、ミスマッチが存在する二本鎖ＤＮＡ

を切断する。非正統的ハイブリダイゼーション／結紮を「非結紮化する」ことに

より、核酸断片のカタログ作製ミスは、おそらく少なくされる。適切緊縮ハイブ

リダイゼーション条件を用いることにより、ハイブリダイゼーション／結紮過程

の忠実度を最大にし得る。

  以下に、ＦＡＡＳＴの例、ならびに得られ得る配列および配列関係を提示する

。単一ＩＩ－Ｓ型制限酵素を一次消化に用いる場合、得られ得る配列情報は以下

の構造を用いて説明し得る：

  ＤＮＡ断片：

  これらの構造においては、各文字はヌクレオチドを表す。Ｎは、任意のヌクレ

オチド（本方法との特別な同一性および関係を有さない）を表す。Ｒは、ＩＩ－

Ｓ型制限酵素の認識配列中のヌクレオチドを表す。Ｏは、ＩＩ－Ｓ型制限酵素の

認識部位および切断部位間のオフセット中のヌクレオチドを表す。Ｓは、ＩＩ－

Ｓ型制限酵素による切断に起因する付着末端中のヌクレオチドを表す。Ｘは、二

次制限酵素の認識／切断部位中のヌクレオチドを表す。Ｉは、固定化オリゴヌク

レオチドと相補的なヌクレオチドを表す。

  ＤＮＡ断片．．ＮＮＮＮＸＸＸＸ．．ＮＮＮＮＲＲＲＲＲＯＯＯＯＯＯＯＯＯ

ＳＳＳＳＮＮＮＮ．．から、配列情報ＲＲＲＲＲＯＯＯＩＩＩＩＩＩＳＳＳＳが

得られる。この実施例では、ＩＩ－Ｓ型制限酵素は、５塩基認識配列、切断部位

に対する９塩基オフセットを有し（即ち、認識配列と切断部位の間に９つの塩基
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が存在する）、そして４塩基付着末端を作製する。プローブは、六量体配列を有

する。したがって、シグナルが生成される各アレイ位置は、本実施例では、特定

の配列：ｎｎｎｎｎ－－－ｎｎｎｎｎｎｎｎｎｎ（ここでｎは同定化ヌクレオチ

ドを表し、各－は、非同定化ヌクレオチドを表す）を表す。これは、確定配列と

呼ばれる。配列が決定された核酸断片の部分は、付着末端、ディテクタープロー

ブがハイブリダイズする付着末端配列に隣接する配列、および制限酵素の認識配

列に対応する（それぞれＳ、ＩおよびＲ）。

  この配列情報は、以下の構造によっても表され得る：

  Ａ－Ｂ－Ｃ－Ｄ

（この場合、Ａは制限酵素の認識配列であり、Ｂは未知の配列のギャップであり

、Ｃは固定化オリゴヌクレオチドがハイブリダイズした配列であり、そしてＤは

付着末端配列である）。ギャップは、認識配列とプローブがハイブリダイズした

配列との間のヌクレオチドを表す。Ｃは常に、付着末端配列Ｄに隣接する。前記

の実施例では、ＡはＲＲＲＲＲであり、ＢはＯＯＯであり、ＣはＩＩＩＩＩＩで

あり、そしてＤはＳＳＳＳである。開裂なしでは増幅は認められず（したがって

、その核酸分子のさらなるプロセッシングもない）、シグナルは存在しないとい

う結果になるため、二次制限酵素による開裂も有用な情報を付加する。

  開示された方法を用いて得られる配列情報は、核酸断片の特定の実施例を用い

て説明し得る。以下の配列を有する核酸断片を含有する核酸サンプルを仮定する

：

ＧＧＡＴＧの認識配列ならびに９および１３ヌクレオチドによる切断部位オフセ

ットを有するＩＩ－Ｓ型制限酵素であるＦｏｋＩでサンプルが消化される場合、

断片は開裂されて以下の断片を生成する（ＦｏｋＩ認識配列を太字で示す）：

対応するアダプター－インデクサーが断片と結紮され、結紮化断片が対応するラ

イゲーター－ディテクターとハイブリダイズされる場合、以下の核酸が得られる
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（アダプター－インデクサーからの配列に下線を付す）：

核酸が適切なプローブ（本実施例では固定化六量体）とハイブリダイズされ、プ

ローブおよびライゲーター－ディテクターが結紮される場合、以下の構造が得ら

れる：

ライゲーター－ディテクターの標識が検出されるプローブアレイ中の位置により

、固定化プローブの配列を同定する。隣接付着末端の配列は、ライゲーター－デ

ィテクターの標識が検出されるディテクターアレイにより同定する（異なるディ

テクターアレイが各付着末端配列に用いられるため）。最後に、認識配列に対す

る切断部位の関係により、認識配列の配列を同定する。したがって、この実施例

では、ＡＴＡＣ付着末端ディテクターアレイのＴＧＡＡＧＣ六量体位置中の標識

の検出は、以下の配列を有する核酸サンプル中の核酸断片の存在を示す：

この配列を一般構造Ａ－Ｂ－Ｃ－Ｄと関連させると、ＡはＣＣＴＡＣであり、Ｂ

はＮＮＮであり、ＣはＡＣＴＴＣＧであり、そしてＤはＡＴＡＣである。

  一次消化のために多制限酵素を用いる場合、得られる配列情報は、以下の構造

を用いて説明し得る：

  ＤＮＡ断片：

  これらの構造においては、各文字はヌクレオチドを表す。Ｎは、任意のヌクレ

オチド（本方法との特別な同一性および関係を有さない）を表す。Ｓは、一次制

限酵素の認識配列（付着末端を含む）中のヌクレオチドを表す。Ｘは、二次制限

酵素の認識／切断部位中のヌクレオチドを表す。Ｒは、三次制限酵素の認識配列

中のヌクレオチドを表す。Ｉは、ディテクタープローブと相補的なヌクレオチド
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を表す。二次および三次制限酵素の認識部位間の、ならびに二次制限酵素の認識

部位とプローブ補足体間の配列および距離は、基本的方法では確定されない。

  ＤＮＡ断片．．ＮＮＸＸＸＸＮＮ．．ＮＮＲＲＲＲＮＮ．．ＮＮＩＩＩＩＩＩ

ＳＳＳＳＳＳＮＮ．．から、配列情報ＸＸＸＸ．．．．．．ＲＲＲＲ．．．．．

．ＩＩＩＩＩＩＳＳＳＳＳＳが得られる。この実施例では、固定化プローブは、

六量体配列を含有する。したがって、シグナルが生成される各アレイ位置は、本

実施例では、特定の配列：ｎｎｎｎ．．．ｎｎｎｎ．．．ｎｎｎｎｎｎｎｎｎｎ

ｎｎ（ここでｎは同定化ヌクレオチドを表し、各．．．は、非同定化ギャップ配

列を表す）を表す。これは、確定配列と呼ばれる。配列が決定された核酸断片の

部分は、一次制限酵素の認識配列、ディテクタープローブがハイブリダイズする

認識配列に隣接する配列、二次制限酵素の認識配列、および三次制限酵素の認識

配列に対応する（それぞれＳ、Ｉ、ＸおよびＲ）。

  この配列情報は、以下の構造によっても表され得る：

  Ｅ－Ｂ－Ｆ－Ｂ－Ｃ－Ｄ

（この場合、Ｂは未知の配列のギャップであり、Ｃはプローブがハイブリダイズ

した配列であり、Ｄは一次制限酵素の認識配列であり、Ｅは二次制限酵素の認識

配列であり、そしてＦは三次制限酵素の認識配列である）。ギャップは、二次お

よび三次制限酵素の認識配列間、ならびに三次制限酵素の認識配列とプローブが

ハイブリダイズした配列との間のヌクレオチドを表す。Ｃは常に、認識配列Ｄに

隣接する。前記の実施例では、ＣはＩＩＩＩＩＩであり、ＤはＳＳＳＳＳＳであ

り、ＥはＸＸＸＸであり、そしてＦはＲＲＲＲである。

  開示された方法を用いて得られる配列情報は、核酸断片の特定の実施例を用い

てさらに説明し得る。以下の配列を有する核酸断片を含有する核酸サンプルを仮

定する：

４塩基付着末端を生じるＧＧＡＴＣＣの認識配列を有する制限酵素であるＢａｍ

ＨＩでサンプルが一次消化される場合、断片は開裂されて以下の断片を生成する

：
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  対応するアダプター－インデクサーが断片と結紮され、断片がＮｌａＩ（制限

配列ＣＡＴＧ）で消化される場合、結果は以下の通りである：

第二アダプターの付加および対応するライゲーター－ディテクターとのハイブリ

ダイゼーション後、以下の核酸を得る（アダプター－インデクサーからの配列に

下線を付す）。アダプター－インデクサーが付着末端配列および残りの認識配列

の両方とハイブリダイゼーションすることに留意（即ち、付着末端中にＣはない

）。

この核酸が適切なプローブ（この実施例では固定化六量体）とハイブリダイズ去

れ、そして固定化プローブおよびライゲーター－ディテクターが結紮される場合

、以下の構造が得られる：

  ライゲーター－ディテクターの標識が検出されるアレイ中の位置により、固定

化プローブの配列を同定する。隣接認識配列（付着末端を含む）の配列は、ライ

ゲーター－ディテクターの標識が検出されるアレイにより同定する（異なる組の

アレイが各インデックスサンプルに用いられるため）。二次制限酵素の認識配列

の配列は、ライゲーター－ディテクターの標識が検出されるアレイにより同定す

る（異なる組のアレイが各二次インデックスサンプルのために用いられるため）

。最後に、三次制限酵素で消化された制限化第二インデックスサンプルのための

アレイからはシグナルは存在しないか否かを見ることにより、内部配列（三次制

限酵素の認識配列）の存在を確定する（異なるアレイは各制限化および非制限化

第二インデックスサンプルのために用いられる）。シグナルが存在しない場合、

それは、認識部位が断片中に存在することを示す。三次制限酵素による消化後に
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増幅過程が存在しない場合には、この消化は、ＮｌａＩ消化の前またはＮｌａＩ

消化の後に実施される。

  したがって、この実施例では、ＣＣＴＡＧＧ付着末端組のアレイ中のＧＴＡＣ

二次認識部位組のアレイ中のＴＣＧＡ三次認識部位アレイのＡＧＣＴＡＴ六量体

位置中の標識の検出は、以下の配列を有する核酸サンプル中の核酸断片の存在を

示す：

この配列を一般構造Ｅ－Ｂ－Ｆ－Ｂ－Ｃ－Ｄと関連させると、ＣはＴＣＧＡＴＡ

であり、ＤはＣＣＴＡＧＧであり、ＥはＧＴＡＣであり、そしてＦはＴＣＧＡで

ある。

  ＦＡＡＳＴにおける標識の使用およびソーティングは、新規の方法でマイクロ

ビーズを使用する以下の実施例を用いて説明し得る。この実施例では、２５６の

ライゲーター－ディテクターを２５６の色コード化マイクロビーズの表面に結合

させる。単一色により、各ライゲーター－ディテクターを同定する。標的配列と

のこれらの新規の「マイクロビーズライゲーター－ディテクター」のアニーリン

グおよび結紮後、２５６組の「マイクロビーズライゲーター－ディテクター」を

、１プローブ／ウエルで、４０９６の六量体プローブを含有する４０９６ウエル

微量滴定プレート中に同時に投入する。ハイブリダイゼーション中の完全適正配

列のみが、特異的マイクロビーズ標識化複合体にフルオロクロム標識化六量体を

結紮する。Ｌｕｍｉｎｅｘフロー分析機は、色コード化マイクロビーズを識別し

、それらの蛍光を同時に測定するため、微量滴定プレート上のウエルの特定アド

レス（およびそのアドレスに含入される六量体）を知ることにより、ライゲータ

ー－ディテクターに隣接する６塩基を同定し得る。計画を以下に説明する。

  一本鎖アンプリコンを生成するまでの過程は、ＩＩ－Ｓ酵素切断片、アダプタ

ー－インデクサー結紮、二次４ｂｐ酵素切断片、第二アダプター結紮、ＰＣＲ増

幅、ならびに一本鎖断片を生成するための断片の捕捉および変性を含めて、一基

本ＦＡＡＳＴの場合と同様である。

  ２５６一本鎖ＤＮＡアンプリコンを２５６ライゲーター－ディテクターとアニ

ーリングする。ライゲーター－ディテクターオリゴヌクレオチドの２５６の異な
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る配列が存在するが、これは、生成される４塩基付着末端の各々と相補的である

２５６の異なるライゲーター－ディテクターを含む。ライゲーター－ディテクタ

ーを、シグナリング部分、例えば蛍光染料または蛍光ビーズで標識する。２５６

アニーリング化一本鎖調製物の各々を４０９６のアリコートに分け、４０９６六

量体プローブの１つとハイブリダイズさせる。例えば、４０９６六量体は４０９

６微量滴定プレート中に含入去れ、各々のウエルは単一六量体プローブを含有す

る。４０９６六量体プローブは各々、５‘末端で蛍光標識され、遊離３’ヒドロ

キシル末端を含有する。

  アニール化一本鎖アンプリコンとの六量体プローブのハイブリダイゼーション

および結紮後、２５６調製物をストレプタビジンを含有する別のウエルに移して

、非結合物質を洗い落とす（六量体プローブはビオチン基も含有する）。次に２

つのシグナルを測定する。

  １つのシグナルはサンプルに対応する（例えば、テスターまたは対照）。蛍光

的コード化ビーズ（Ｌｕｍｉｎｅｘ）により、テスターおよび対照サンプルを識

別する。一実施態様では、５１２色、即ちテスター用に２５６色および対照用に

２５６色を用いる。しかしながら、２５６色コード化ビーズも用い得るが、この

場合、テスターおよび対照間でビーズは「オフセット」される。例えば、色１は

テスターに関しては六量体２に対応するが、しかし対照に関しては六量体３に対

応するといった具合である。二次シグナルは標識化六量体プローブから出て、ラ

イゲーター－ディテクターとアニール化された一本鎖ＤＮＡのレベルを側定する

。ここで測定される２つのシグナルは、Ｌｕｍｉｎｅｘ１００のような計器で同

時に読み取られる。

  多数の種々のプローブ組およびアレイが当業界で既知であり、ＦＡＡＳＴとと

もに用い得る。Ｔｅｒｓｔａｐｐｅｎ等（Ｔｉｂｂｅ，Ａ．Ｇ．，ｅｔ  ａｌ．

，Ｏｐｔｉｃａｌ  ｔｒａｃｋｉｎｔｇ  ａｎｄ  ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  

ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃａｌｌｙ  ｓｅｌｅｃｔｅｄ  ａｎｄ  ａｌｉｇ

ｎｅｄ  ｃｅｌｌｓ．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１９９９．１７（１２）

：ｐ．１２１０－３；Ｄｏｌａｎ，Ｇ．Ｊ．ａｎｄ  Ｌ．Ｗ．Ｍ．Ｍ．Ｔｅｒｓ

ｔａｐｐｅｎ，Ｍａｇｎｅｔｉｃ  ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ  ａｐｐａｒａｔｕｓ
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  ａｎｄ  ｍｅｔｈｏｄｓ  ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ  ａｎ  ｉｎｔｅｒｎａｌ  ｍ

ａｇｎｅｔｉｃ  ｃａｐｔｕｒｅ  ｇｒａｄｉｅｎｔ  ａｎｄ  ａｎ  ｅｘｔｅ

ｒｎａｌ  ｔｒａｎｓｐｏｒｔ  ｆｏｒｃｅ，．１９９９：米国特許第５，９８

５，１５３号；Ｔｅｒｓｔａｐｐｅｎ，Ｌ．Ｗ．Ｍ．Ｍ．ａｎｄ  Ｐ．Ａ．Ｌｉ

ｂｅｒｔｉ，Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ  ｃｅｌｌ  ａｎａｌｙｓｉｓ  ｍｅｔ

ｈｏｄｓ  ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ  ｍａｇｎｅｔｉｃ  ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，．

１９９９：米国特許第５，９９３，６６５号；Ｔｅｒｓｔａｐｐｅｎ，Ｌ．Ｗ．

Ｍ．Ｍ．ａｎｄ  Ｐ．Ａ．Ｌｉｂｅｒｔｉ，Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  ｂｉｏｌ

ｏｇｉｃａｌ  ｓｕｂｓｔａｎｃｅ  ａｎａｌｙｓｉｓ  ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ  

ｉｎｔｅｒｎａｌ  ｍａｎｅｔｉｃ  ｇｒａｄｉｅｎｔｓ  ｓｅｐａｒａｔｉｏ

ｎ  ａｎｄ  ａｎ  ｅｘｔｅｒｎａｌｌｙ－ａｐｐｌｉｅｄ  ｔｒａｎｓｐｏｒ

ｔ  ｆｏｒｃｅ，．２０００：米国特許第６，０１３，１８８号）は、当該細胞

の検出のための免疫磁気的選定および蛍光的標識化プローブを立証した。それら

の技法では、免疫特異的結合プローブを用いて細胞を標識し、その結果生じる標

識化細胞を、外的適用磁場により検出器範囲に動かす。サンプル容器の一側壁の

リトグラフ処理により、十分確定された空間パターンに沿ったタグ化細胞の位置

特定が改良される。

  Ｔｈｏｒｐ等（Ｎａｐｉｅｒ，Ｍ．Ｅ．，ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｂｉｎｇ  ｂ

ｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅ  ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ  ｗｉｔｈ  ｅｌｅｃｔｒｏｎ

  ｔｒａｎｓｆｅｒ：ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ  ｓｅｎｓｏｒｓ  ｆｏ

ｒ  ＤＮＡ  ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ  Ｃｈｅｍ，１

９９７．８（６）：ｐ．９０６－１３；Ｔｈｏｒｐ，Ｈ．Ｈ．，Ｃ．Ｒ．Ｌｏｏ

ｍｉｓ，ａｎｄ  Ｍ．Ｅ．Ｎａｐｉｅｒ，Ｐｏｌｙｍｅｒ－ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ

ｓ  ｆｏｒ  ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ  ｎｕｃｌｅｉｃ  ａｃｉｄ  ｈｙｂｒｉｄｉ

ｚａｔｉｏｎ  ａｎｄ  ｍｅｔｈｏｄ  ｏｆ  ｕｓｅ  ｔｈｅｒｅｏｆ，．１９

９９：米国特許第５，９６８，７４５号；Ｔｈｏｒｐ，Ｈ．Ｈ．，ｅｔ  ａｌ．

，Ｅｌｅｃｔｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ  ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  ｎｕｃｌｅｉ

ｃ  ａｃｉｄ  ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，．１９９９：米国特許第５，８７

１，９１８号；Ｗｅｌｃｈ，Ｔ．Ｗ．，Ｅｌｅｃｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ  ｐｒｏ
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ｂｅｓ  ｆｏｒ  ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｉｎｔｅｒ

ａｃｔｉｏｎｓ  ａｎｄ  ｄｒｕｇ  ｄｅｓｃｏｖｅｒｙ，．１９９９：ＷＯ９

９６４８４７）は、電気化学的検出方法を開発した。彼等の方法は、サンプル増

幅または蛍光標識の使用を伴わずに標的核酸を直接検出する。検出は、Ｒｕ（ｂ

ｐｙ）３２＋の酸化還元周期後、電気化学的測定により成し遂げる。測定素子は

、電極に結合されたオリゴヌクレオチドプローブを合成的に調製し、電極は、バ

イオチップ、微量滴定プレートおよび把持具を含めた種々のフォーマットに二次

加工されていた。

  ＤＮＡサンプルの分析のために、フローサイトメトリーのような計数技術と結

びつけたスペクトル標識化が開発されている（Ｆｕｌｔｏｎ，Ｒ．Ｊ．，Ｍｅｔ

ｈｏｄ  ａｎｄ  ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ  ｆｏｒ  ｆｌｏｗ  ｃｙｔｏｍｅ

ｔｒｉｃ  ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ  ｏｆ  ＤＮＡ  ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，

１９９８：米国特許第５，７３６，３３０号；Ｐｈｉｐｐｓ，Ｓ．，ｅｔ  ａｌ

．，Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ  ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙ  ｄｙｅｄ  ｐａｒｔｉ

ｃｌｅｓ  ａｎｄ  ｍｅｔｈｏｄｓ  ｏｆ  ｍａｋｉｎｇ  ａｎｄ  ｕｓｉｎｇ

  ｓａｍｅ，．１９９９：ＷＯ９９１９５１５；Ｃｈａｎｄｌｅｒ，Ｄ．ａｎｄ

  Ｍ．Ｂ．Ｃｈａｎｄｌｅｒ，Ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ  ｗｉｔｈ  ｍｕ

ｌｔｉｐｌｅ  ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  ｓｉｇｎａｌｓ，．１９９９；ＷＯ９

９３７８１４）。このような分析においては、それらの表面に結合されたプロー

ブによりμ規模のビーズを色コード化し、標的を分析的蛍光タグで標識し、そし

てビーズ色および分析的色を含有する同時発生事象を計数する。このようにして

、多数の色のプローブアレイを非常に迅速且つ容易に読み取ることができる。

  ミクロスフェアを用いる別の方法で、Ｗａｌｔ  ｅｔ  ａｌ．（Ｗａｌｔ，Ｄ

．Ｒ．，Ｔｅｃｈｖｉｅｗ：分子生物学。ビーヅによる光ファイバー・アレー．

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０００，２８７（５４５２）：ｐ．４５１－２；Ｆｅｒｇｕ

ｓｏｎ，Ｊ．Ｆ．，Ｂ．Ｇ．Ｈｅａｌｅｙ，ａｎｄ  Ｄ．Ｒ．Ｗａｌｔ，混合液

体サンプルの中のオリゴヌクレオチド分子種を選択的に検出する光ファイバー・

バイオセンサー．１９８８：ＷＯ９８５０７８２；Ｗａｌｔ，Ｄ．Ｒ．ａｎｄ  

ｋ．ｌ．Ｍｉｃｈａｅｌ，コードされたミクロスフェアを用いる光ファイバー・
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センサー．２０００：米国特許第６，０２３，５４０号；Ｍｉｃｈａｅｌ，Ｋ．

Ｌ．ｅｔ  ａｌ．，ランダムな順序のアドレス可能な高密度光センサー・アレー

．Ａｎａｌ  Ｃｈｅｍ，１９９８．７０（７）：ｐ．１２４２－８）は、プロー

ブをミクロスフェアに付着させ、その後ミクロスフェアが光ファイバー・アレー

の末端にランダムな空間的パタンで凝集するシステムを開発した。各ミクロスフ

ェアの“光バーコード”シグネチャーによって、付着したプローブが識別され、

標識されたターゲットの信号がそのターゲットの濃度を示す。

修飾による配列タグの分析（ＭＡＡＳＴ）

  修飾による配列タグの分析（ＭＡＡＳＴ）はＦＡＡＳＴの一形態であって、核

酸分子中の修飾の有無による開裂の差を検出することによって核酸分子の配列の

修飾を評価するものである。例えば、核酸分子のメチル化された部位は、その部

位のメチル化に敏感な制限酵素によって切断されない。メチル化に敏感でない制

限酵素は、その部位で開裂するので配列タグのパタンに差が生ずる。異なる核酸

サンプルによる結果の比較によって、異なるサンプルでの修飾レベル又はパタン

の差を明らかにすることができる。ここで用いられる場合、認識部位の修飾に敏

感な核酸開裂試薬又は制限酵素とは、その部位が修飾されない場合に限り開裂す

る、又はその部位が修飾された場合に限り開裂する（すなわち、その核酸開裂試

薬又は制限酵素は開裂のためにある特定の修飾状態を必要とする）核酸開裂試薬

又は制限酵素である。その認識部位の修飾に敏感でない核酸開裂試薬又は制限酵

素とは、その部位が修飾されているかどうかに関わりなく開裂する核酸開裂試薬

又は制限酵素である。

  ＭＡＡＳＴは、核酸分子の修飾の状態、レベル、及び条件を評価するのに有用

である。多くの核酸修飾が知られており、大部分が生物学的な影響及び意義を有

する。例えば、メチル化は、動物及び植物における遺伝子形質発現を調節するた

めの普遍的なメカニズムである（Ｂｉｒｄ  ａｎｄ  Ｗｏｌｆｆｅ，メチル化に

誘発される抑制ベルト、ブレス、及びクロマチン、Ｃｅｌｌ  ９９：４５１－４

５４（１９９９）；Ｆｉｎｎｅｇａｎ  ｅｔ  ａｌ．，植物におけるＤＮＡメチ

ル化、Ａｎｎｕａｌ  Ｒｅｖ  Ｐｈｙｓｉｏｌ  ４９：２２３－２４７（１９９

８）；Ｂｉｒｄ，あらためてＤＮＡメチル化、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８６：２２８
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７－２２８８（１９９９））。メチル化の生理学的な影響についての理解はいく

つかの分野で有益である。プロモーター領域のメチル化がｉｎ  ｖｉｔｒｏ及び

ｉｎ  ｖｉｖｏで転写を抑制することは良く調べられている（Ｂａｙｌｉｎ  ｅ

ｔ  ａｌ．，ＤＮＡメチル化の変化：新生物のある基本的側面、Ａｄｖ  Ｃａｎ

ｃｅｒ  Ｒｅｓ  ７２：１４１－９６（１９９８））。例えば、新生物及び腫瘍

抑制に関わるいくつかの遺伝子のプロモーターは、過剰メチル化される（Ｍｅｌ

ｋｉ  ｅｔ  ａｌ．，急性骨髄性白血病における複数遺伝子の同時ＤＮＡ過剰メ

チル化、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ  ５９（１５）：３７３０－４０（１９９９））

。メチル化は、また、植物の発生と開花に重要な機能を果たしている。

  差動的なメチル化を用いて遺伝子の機能を研究するために、従来はメチル化さ

れるＤＮＡ配列についての事前の知識が必要であり、それは問題の領域をクロー

ニングし、配列を決定し、メチル化感受性を検証するために多大な努力を払った

後に初めて得られるものであった。ＭＡＡＳＴは、その好ましい形態では、高ス

ループットのマイクロアレー技術のパワーとｉｎ  ｓｉｌｉｃｏ分析を、差動デ

ィスプレーの感度と定量性に組み合わせることによって差動的にメチル化される

配列の同定を迅速化する。

  ＭＡＡＳＴは、ゲノム・スケールでプロモーターを同定するために現在用いら

れている他の方法に比べていくつかの利点を有する。プロモーターやその他の調

節エレメントを高スループットな仕方で同定するための現在のアプローチには次

のようなものがある：転写因子結合部位、β－ラクタマーゼ挿入、のヌクレオチ

ド配列のｉｎ  ｓｉｌｉｃｏ分析（Ｗｈｉｔｎｅｙ  ｅｔ  ａｌ．，生きている

哺乳類細胞における信号伝達のゲノム全体にわたる機能分析、Ｎａｔ  Ｂｉｏｔ

ｅｃｈｎｏｌ  １６（１３）：１３２９－３３（１９９８））、ＣＯＢＲＡ（Ｘ

ｉｏｎｇ  ａｎｄ  Ｌａｉｒｄ，ＣＯＢＲＡ：高感度及び定量的なＤＮＡメチル

化分析、Ｎｕｃ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  ２５（１２）：２５３２－２５３４（１９

９７））、及び制限ランドマーク・ゲノム走査（Ｃｏｓｔｅｌｌ  ｅｔ  ａｌ．

，異常ＣｐＧ－アイランドメチル化は非ランダム及び腫瘍タイプ特異的パタンを

有する、Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  ２５：１３２－１３８  （２０００

））。
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  他の形態の修飾は、特定の因子によって生ずるいくつかのタイプのＤＮＡ損傷

を示す。それは、アルキル化、ダイマー化、誘導体化、脱プリン、あるいはＡＤ

Ｐ－リボシル化、などである。修飾とその源の例は、Ｌｏｄｏｖｉｃｉ  ｅｔ  

ａｌ．，ヒト白血球におけるＤＮＡ損傷のマーカーとしての８－ヒドロキシデオ

キシグアノシンのレベル、Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉｃ  Ｂｉｏｌ  Ｍｅｄ  ２８（１

）：１３－７（２０００）；Ｍａｅｈｉｒａ  ｅｔ  ａｌ．，受動的喫煙に曝さ

れたラット肺のタンパク質キナーゼＣ、８－ヒドロキシデオキシグアノシン、及

びＫ－ｒａｓ癌遺伝子、の変化、Ｃｌｉｎ  Ｃｈｉｍ  Ａｃｔａ  ２８９（１－

２）：１３３－４４（１９９９）；Ｇａｍｂｏａ  Ｄａ  Ｃｏｓｔａ  ｅｔ  ａ

ｌ．，ｉｎ  Ｖｉｔｒｏ及びｉｎ  Ｖｉｖｏでアルファーヒドロキシ－Ｎ－デス

メチルタモキシフェンによって形成される主要ＤＮＡアダクトの特性、Ｃｈｅｍ

  Ｒｅｓ  Ｔｏｘｉｃｏｌ  １３（３）：２００－２０７（２０００）；Ｐｈｉ

ｌｌｉｐｓ  ｅｔ  ａｌ．，ＤＮＡアダクト決定方法及び化合物の遺伝毒性試験

への応用、Ｅｎｖｉｒｏｎ  Ｍｏｌ  Ｍｕｔａｇｅｎ  ３５（３）：２２２－２

３３（２０００）；Ａｉｒｏｌｄｉ  ｅｔ  ａｌ．，危険評価における手段とし

ての発癌物質－ＤＮＡアダクト、Ａｄｖ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  Ｂｉｏｌ  ４７２：

２３１－４０（１９９９）：Ｐｕｒｅｗａｌ  ｅｔ  ａｌ．，近交系Ｆｉｓｃｈ

ｅｒ  ３４４及びＷｉｓｔａｒ  Ｋｙｏｔｏラットの結腸と前立腺におけるアセ

チル化遺伝子型と２－アミノ－ｌ－メチル－６－フェニリミダゾ［４，５－ｂ］

ピリジン（ＰｈＩＰ）ＤＮＡアダクト形成の関連、Ｃａｎｃｅｒ  Ｌｅｔｔ  １

４９（１－２）：５３－６０（２０００）、に記述されている。

  ＭＡＡＳＴはＦＡＡＳＴと同じ基本的ステップを用い、第二の核酸開裂試薬に

よる開裂と、核酸断片への第二のアダプターの結合とを含む。相違は、ＭＡＡＳ

Ｔがその認識部位の修飾に敏感な核酸開裂試薬を用いるということである。すな

わち、核酸開裂試薬は修飾された部位で開裂しないか、又は修飾された部位での

み開裂する。認識部位で修飾されている核酸断片では、断片は第二の核酸開裂試

薬で開裂せず、第二のアダプターが末端に付け加えられることはない。

  開裂されない核酸断片は、いろいろな仕方でこの手順から淘汰される。例えば

、第二のアダプターを付加した後に核酸断片を増幅する場合、増幅は末端におけ
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る第二のアダプターの存在に依存するようにすることができる。これは、例えば

、第二のアダプターにおける配列と相補的なＰＣＲプライマーを用いることによ

って遂行できる。開裂されない核酸断片は、例えば、第二のアダプターに捕獲タ

グ、選別タグ、又はラベルを含めることによっても淘汰することができる。捕獲

又は選別タグの有無に基づいて断片を捕獲又は選別することによって、この手順

において第二のアダプターを含む断片だけが先へ進行するようにできる。

  あるラベルを第二のアダプターと結びつけて、全ての断片がこの手順で先へ進

んでも、第二のアダプターを（したがって、ラベルを）含むものだけが検出可能

な信号を生ずるようにすることができる（このシナリオでは、第二のアダプター

上のラベルをディテクタープローブ及び／又はライゲーター－ディテクターと関

連させて検出しなければならない）。第二のアダプターにおけるラベルをこのよ

うに用いることによって、開裂した断片と開裂しない断片（すなわち、第二の核

酸開裂試薬で開裂した又は開裂しない断片）の識別も可能になる。これは、ディ

テクタープローブ、ライゲーター－ディテクター、又はアダプター－インデクサ

ー上のラベル、捕獲タグ、又は選別タグによってライゲーター－ディテクターの

ディテクタープローブへの結合を検出し、断片上の第二のアダプターの存在、量

、存在と量、又は不在、をそのラベルで検出することによって行われる。

  ＭＡＡＳＴは、また、あるタイプの細胞又は生物が、別のタイプの細胞又は生

物における遺伝子の発現やその他の生物学的経路に影響を及ぼす仕方を明らかに

することにも利用できる。例えば、あるマウスを遺伝子ターゲッティングによっ

て遺伝的に変えてある特定のメチルトランスフェラーゼ遺伝子を不活性化すると

しよう（マウスについてはいくつか知られているが、説明の都合上ただ１つしか

ないとしよう）。関心ある細胞（例えば、Ｂ細胞）がそのマウスから取られ、正

常なマウスから取られた他の関心ある細胞（例えば、Ｔ細胞）と混合される。Ｂ

細胞とＴ細胞が混ぜ合わされる。すると、Ｔ細胞メチル化のパタンを、Ｂ細胞を

混合したものとＢ細胞を混合しないものとで比較することができる。Ｂ細胞のメ

チルトランスフェラーゼは不活性化されているので、観測されるメチル化の変化

はＴ細胞の中で起こっていると結論するのが安全であろう。

  標準的な差動的遺伝子発現方法を用いた場合、多くの遺伝子で、どの転写物が
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Ｂ細胞からのものであり、どの転写物がＴ細胞からのものであるかを区別するこ

とは非常に難しく、遺伝子によっては不可能であろう（どの二つの細胞タイプも

いくつかの遺伝子の形質発現を共有しているから）。しかしＭＡＡＳＴでは、事

前の遺伝的変更により、すなわち、メチルトランスフェラーゼ遺伝子が削除され

ていることにより、混合細胞集団での遺伝子発現を調べることが可能になる。

  ＭＡＡＳＴは以下の説明によってさらに良く理解できる。

  １．対照及び試験サンプルからゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）を単離する。

  ２．二つの制限酵素の組を選ぶ。各組は、タイプＩＩ－Ｓ制限酵素と、メチル

化されたときにＤＮＡを切断しないタイプＩＩ制限酵素を含む。この説明では、

ＦｏｋＩ（ＩＩ－Ｓ）とＨｉｎｐＩＩ（ＩＩ、メチル化敏感）が例として用いら

れる。使用できそうなタイプＩＩ－Ｓ制限酵素及びタイプＩＩ制限酵素はいくつ

かある。

  ３．まず、ｇＤＮＡをタイプＩＩ－Ｓ制限エンドヌクレアーゼによって消化す

る。５’末端４塩基オーバーハングが好ましい：

  ＦｏｋＩで切断すると次のようになる：

  ４．各々が２５６のユニークなアダプター－インデクサーの１つを含む２５６

のウエルに配分する。

  ５．４つの塩基オーバーハングと相補的なアダプター－ライゲーター（２５６

の１つ）を結紮する。アダプター－インデクサーは、結紮されない鎖から分ける

その後の精製を容易にするビオチン部分を含む。

  ６．結紮生成物を洗浄して結紮されないものを除く。結紮された生成物だけを

残す。
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  ７．メチル化敏感な制限エンドヌクレアーゼ（又は、同じ部位を認識する制限

酵素の対／組合わせで一方の酵素はメチル化された部位を切断せず他方の酵素は

切断するもの）による第二の消化。

  例：ＨｉｎＰＩＩによる対照サンプルの消化：

  ＨｉｎＰＩＩで切断すると次のようになる：

  例：ＨｉｎＰＩＩによる試験サンプル（これはＨｉｎＰＩＩ部位でメチル化さ

れている）の消化：

  （メチル化敏感な）ＨｉｎＰＩＩで切断すると次のようになる：

  ８．洗浄してメチル・アダプターに結紮する。第二のアダプターはメチル化敏

感な制限エンドヌクレアーゼによって認識される部位に生成される付着する端に

特異的である。第二のアダプターの結紮は、ＤＮＡがメチル化敏感な制限酵素で

切断されたときに（この例でメチル化が存在しないとき）最も効率的である。Ｄ

ＮＡが切断されていないとき、結紮のために利用できる付着する端がない。した

がって、開裂を阻害する仕方でメチル化されたゲノムＤＮＡの領域は以後のステ

ップの基質にならない。

  例：メチル化敏感な制限酵素で切断されたＤＮＡへの第二のアダプターの結紮

。



(86) 特表２００２－５４０８０２

  ９．固定されたｇＤＮＡ断片ライブラリーのＰＣＲ又は他の適当な増幅方法に

よる増幅。増幅プライマーはアダプターの各々の適当な鎖に対して相補的である

ように設計される。

  例：ＰＣＲによって生成されるアンプリコン

  １０．Ｔ７遺伝子６エキソヌクレアーゼによる消化ステップを用いて一本鎖ア

ンプリコンを生成することができる。このステップは、増幅に用いられるプライ

マーの１つがプライマーの５’末端でホスホジエステル・リンケージの代わりに

５ホスホロチオエート・リンケージを有する形で合成されていることを必要とす

る。ホスホロチオエート・リンケージを含む鎖は消化から防護される。

  例：エキソヌクレアーゼによる消化の後の一本鎖アンプリコン。

  １１．ライゲーター－ディテクタープローブにハイブリダイズする。

  例：５’リン酸基をもつライゲーター－ディテクターにハイブリダイズされた

ｇＤＮＡアンプリコン。ライゲーター－ディテクターはラベルを、例えば３’末

端にくっついた蛍光分子をもつ。

  １２．ユニバーサルディテクターアレーにハイブリダイズする。ハイブリダイ

ズされたライゲーター－ディテクタープローブを含む２５６のゲノムＤＮＡプレ

パラートの各々に、４，０９６の可能な全てのヘキサマーから成る包括的なディ

テクターアレーを接触させる。このアレーのヘキサマー・プローブはある特定の
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順序で配分されている。プローブはアレーの表面から、好ましくは非ポリヌクレ

オチド・リンカー・スペーサーによって、隔離されていることが好ましい。

  例：固定化ヘキサマーに結合されたディテクター－ライゲーター。

  ２５６の一般ディテクターアレーの各々における蛍光信号は適当な蛍光走査計

器又は蛍光ビーズを用いて測定される。

  例：各アレー・アドレスのタグ配列（５既知＋３未知＋１０既知塩基）。ある

未知の距離にあるメチル化部位の配列も同定される。

  １３．導出された配列情報の特定

  ゲノム配列情報が得られた場合、もしもその配列がある特定された遺伝子の５

’末端にあるならば、導出された配列を用いたＢＬＡＳＴサーチによってプロモ

ーターの存在が示される。予測されるメチル化部位のｉｎ  ｓｉｌｉｃｏ分析が

この想定を容易にするだろう。ゲノム配列が得られない場合、配列タグは、まだ

はっきりしていない問題のゲノムＤＮＡ領域を調べる出発点として役立てられる

。

配列タグの可変アドレス分析（ＶＡＡＳＴ）

  配列タグの可変アドレス分析（ＶＡＡＳＴ）は、ＦＡＡＳＴ法の一形態であっ

て、核酸分子における既知の又は可能な配列のいろいろな組み合わせの関連を決

定することを可能にする。例えば、免疫グロブリン又はＴ細胞レセプタにおける

結合及び可変領域の特定組み合わせを決定することができる。ＶＡＡＳＴはＦＡ

ＡＳＴと同じ基本ステップを用い、核酸サンプルの開裂の前に１つステップを付

け加える。ＶＡＡＳＴでは、開裂のための認識部位、好ましくは制限酵素認識部

位、が核酸サンプル中の核酸断片に導入される。そして、この認識部位が基本Ｆ

ＡＡＳＴ法における開裂部位として用いられる。アダプター－インデクサーは、

この認識部位が導入された配列に隣接して現れる既知の又は可能な配列にマッチ
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するように選ばれなければならない。結果として、ある核酸断片から導出される

中央配列のまわりに一定の末端配列がある断片が得られる。これによって既知の

又は可能な配列の関連を評価することができる。特に、認識部位が導入された配

列とある特定アダプター－インデクサー（これは既知の又は可能な隣接配列とマ

ッチする配列をもつ）との関連を検出できる。

  ＶＡＡＳＴは次の説明によってさらに良く理解される。

  １．問題のサンプルからＲＮＡを単離し、ｃＤＮＡ（ＤＮＡ）を作る。

  ２．二つのＰＣＲプライマーの組、１つはＶ領域に特異的なもの、１つはＪ領

域（又は、望むなら、Ｄ又はＣ領域）に特異的なもの、を選ぶ。第一の好ましい

方法（いくつかあるが）では、ＶプライマーはタイプＩＩ－Ｓ制限部位、例えば

ＦｏｋＩ、を含む。さらに、Ｖ特異的プライマーは、Ｏ’末端にいくつかのホス

ホロチオエート・リンケージを含む。アンプリコンの長さはプライマーの布置に

よってコントロールされる。

  例：ｃＤＮＡ標的：

  導入されたＦｏｋＩ部位を含むｃＤＮＡアンプリコンの例：

  ３．ＰＣＲの後、アンプリコンはＦｏｋＩで消化され、アダプター－インデク

サーが結紮される。これでアンプリコンは、Ｔ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６に

よって消化される準備が整う。アダプター－インデクサーの５’末端はＴ７エキ

ソヌクレアーゼ遺伝子６による消化から防護されていない。したがって、Ｔ７エ

キソヌクレアーゼ遺伝子６による消化ステップで一本鎖のアンプリコンが生成さ

れる。

  ステップ２からのｃＤＮＡ



(89) 特表２００２－５４０８０２

  ＦｏｋＩ消化

  ４．ＰＣＲの後、アンプリコンはＴ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６によって消

化される。

  Ｔ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６で処理されたアンプリコンの例：

  ５．一本鎖アンプリコンが１００のＶライゲーター－ディテクターのプール（

各々がラベルを有し、各々１つのＶ領域遺伝子セグメントに特異的である）にハ

イブリダイズされる。全てのＶライゲーター－ディテクター（長さは約２５塩基

）は、１つのＶ領域遺伝子セグメントにハイブリダイズするように先験的に（ａ

ｐｒｉｏｒｉ）設計される。Ｖ及びＪ添字ナンバーはここでは説明のために任意

に選ばれている。

  この例では、Ｖ１ライゲーター－ディテクターもＶ２ライゲーター－ディテク

ターもＪ１０プローブにハイブリダイズし結紮して信号を生成するということに

注意しよう。さらに、Ｖ１ライゲーター－ディテクターはＪ１アドレスから信号

を生成する；ここから、配列タグの可変アドレス分析というネーミングが出てく

る。ハイブリダイズされた複合体のアドレスは、どのＪ領域遺伝子セグメントに
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Ｖ遺伝子セグメントが結合したかに依る。この同じ原理が１００のＶ遺伝子セグ

メント全てにあてはまる。

  ６．アンプリコン／アダプター・インデクサー複合体に、全ての既知のＪ遺伝

子セグメント及びＶとＪの間に６つのヌクレオチド塩基を付加して生成される配

列に対して特異的なオリゴヌクレオチド・プローブを含む包括的なアドレス・ア

レーを接触させる。Ｊセグメントの数（５０）は少ないので、プローブのサイズ

を６塩基に制限する必要はない。ハイブリダイゼーション適合度を高めるために

もっとストリンジエントな条件が望まれる場合、好ましい長さは８乃至１５塩基

以上になる。

  Ｎ領域で生成される全ての可能な配列をカバーするために必要なプローブの複

雑度を示す：

  したがって、Ｎ領域で全ての可能な配列が生成され、全てのＪ遺伝子セグメン

トが利用されると仮定すると、２７３，０５０の配列が可能である。さらに、１

００のＶ遺伝子セグメントが全て用いられると仮定すると、可能な配列の総数は

：

  １００×２７３，０５０＝２７，３０５，０００－すなわち、２７００万強の
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配列となる。

  以下の所見は、尋ねられる可能性がある配列の複雑度を１０－１００倍拡大す

る：

  所見１：ここでは考慮されていないが、Ｎ領域の付加は、ゼロから６までが最

も普通であるが、６塩基を超えることもあることは十分確立されている。

  所見２：複雑度の増加は、ＤＮＡエディティングと呼ばれている現象からも生

ずる。これは、Ｖ領域の３’末端及びＪ領域の５’末端の塩基が“噛み取られ”

てさらに多様性を生ずるものである。簡単のために、ＤＮＡエディティングはこ

の説明では考慮されていない。

  所見３：最後に、ここで記述されるＩｇ及びＴＣＲレセプター・ファミリーは

細胞表面のヘテロ・ダイマーとして表される。例えば、ＴＣＲ－アルファ鎖はＴ

ＣＲ－ベータ鎖と関連している。したがって、ｃＤＮＡのアルファ及びベータ遺

伝子に関する配列の変化を同時に調べるチップを生成することは簡単な仕事であ

る。

  所見４：ＴＣＲ及びＩｇ配列の完全な多様性はＶ、Ｄ、Ｊ、及びＣ領域の任意

の組み合わせを想定している。可能な組み合わせは、ＶＤＪＣ、ＶＮＤＪＣ、Ｖ

ＪＣ、ＶＮＪＣ、ＶＤＤＪＣ、ＶＮＤＤＮＪＣ、ＶＤＮＤＮＪＣ、ＶＮＤＮＤＮ

ＪＣ、及びこれらの任意の組み合わせを含む。

質量分析検出

  質量分析測定手法をＦＡＡＳＴにおける検出に利用できる。この方法は、マト

リックスによるレーザー脱着／電離飛行時間（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析法

を含む。この方法は自動化が可能であり、多数のサンプル及び分析を迅速に処理

することができる。

  質量分析検出法は、小さな分子の方がうまくゆくので、質量分析検出の前に、

又はその一部として、いくつかのＦＡＡＳＴ成分を切断することが有益である。

質量分析による検出の前に検出しようとするオリゴヌクレオチド分子を短く切断

するのにいくつかの方法が考えられる。ＦＡＡＳＴプロトコルは通常に進められ

、好ましい実施の形態では、ヘキサマー・プローブが付着された表面が、マトリ

ックスによるレーザー脱着／電離、飛行時間、質量分析器（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
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－ＭＳ）のソース領域と共用される。ＦｏｋＩインデックス切断によるＦＡＡＳ

Ｔプロセスで得られる断片は下のようなものであろう

  ここで：

Ｈは、ヘキサマー・プローブ、断片に結紮されている；

Ｉは、インデクシング・ステップからのクアドラマー；

Ｎは、ＦＡＡＳＴで読み取られない未知の塩基；

Ｘは、相補的な塩基、適切でないもの；

Ｙは、ＦＡＡＳＴ断片の残りのヌクレオチド；

－は、リンカー、ユニバーサル塩基、擬態又はその他の相似物；

Ｌはラベルである。

太字は可能なサブ断片を表す。

  約５０塩基を超える断片では、質量分析法の性能はＤＮＡサンプルに関しては

低くなる。化学的、生物的、物理的（熱的）、その他の開裂手段を用いてもっと

小さい、もっと適当なサブ断片を生成して質量分析器で分析することができる。

Ｑ－ＴＯＦシステム（Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ，ＵＳ本社はＳｕｉｔｅ  ４０７Ｎ，

１００  Ｃｕｍｍｉｎｇｓ  Ｃｅｎｔｅｒ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ  ０１９１５

－６１０１，ＵＳＡ）のような装置では、断片化の程度を多少調節することがで

き、親イオンを見てから断片化を高め、分解断片そして配列を調べる；この方法

はフルサイズのサブ断片を決定し、サブ断片の配列（それは基本ＦＡＡＳＴ法の

場合よりも長い配列情報である）をこれらの公知の手段で推測しようとするもの

である。検出できる断片は、スキームによりトップ・ストランド、ボトム・スト

ランド、又はその両方である。ラベルは開裂可能な質量タグであっても、又スト

ランドにラベルを付けなくても良い。

  このために使用できる開裂手段はいくつかある。例えば、１つの方法は（本明

細書の別のところで記述されている）Ｓｚｙｂａｌｓｋｉの方法であり、Ｆｏｋ

Ｉを用いてある任意の、特異的な認識部位からある一定の距離のところで切断す

る。この方法は、タイプＩＩ－Ｓ又はタイプＩＩＩの他の制限酵素にも拡張でき
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る。この方法を２回用いることもできる、すなわち、１回は表面に近い方の端を

切り取るために、１回は表面から遠い方の端を切り取るために用いる；好ましく

は、タイプＩＩの酵素を用いて表面から最も遠い端を切断する。

  ＭｃｒＢＣ（ＮＥＢ、＃２７２）を用いて、Ｇ／Ａに隣接するメチルシトシン

部位を切断することができる。切断サイトは明確ではないが（約３０塩基）、そ

れを有利に利用して親ならびに断片セットを生成することができる。オリゴヌク

レオチドに付着された金属を含むポルフィリンは、光にさらされるとそのポルフ

ィリンのすぐ近くでＤＮＡを切断することが示されている（テキサフィリン、Ｕ

Ｓ５６０７９２４）。ハイブリダイゼーション・テキサフィリンを変性し、光と

合わせて用いて残りの鎖を開裂することができるだろう。別の開裂方法は、Ｄｅ

ｒｖａｎの方法である（Ｃａｒｔｗｒｉｇｈｔ，Ｉ．Ｌ．，ｅｔ  ａｌ．，メチ

ジウムプロピルＥＤＴＡ、鉄（ＩＩ）、によるクロマチンの開裂、Ｐｒｏｃ  Ｎ

ａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ，１９８３．８０（１１）：ｐ．３２１３－

７；Ｓｃｈｕｌｔｚ，Ｐ．Ｇ．ａｎｄ  Ｐ．Ｂ．Ｄｅｒｖａｎ，ペンタ－Ｎ－メ

チルピロルカルボキシアミドＥＤＴＡ  Ｘ  Ｆｅ（ＩＩ）によるＤＮＡの配列特

異的な二本鎖開裂、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ，１９８３

．８０（２２）：ｐ．６８３４－７）。光開裂リンケージを用いる方法はＯｌｅ

ｊｎｉｋ  ｅｔ  ａｌ．によって記述されている（０ｌｅｊｎｉｋ，Ｊ．ｅｔ  

ａｌ．，光開裂可能なペプチド－ＤＮＡ複合体：合成及びＭＡＬＤＩ－ＭＳを用

いるＤＮＡ分析への応用、Ｎｕｃｌｅｉｃ  ａｃｉｄ  Ｒｅｓ，１９９９．２７

（２３）：ｐ．４６２３－３１；Ｏｌｅｊｎｉｋ，Ｊ．，Ｅ．Ｋｒｚｙｍａｎｓ

ｋａ－Ｏｌｅｊｎｉｋ，ａｎｄ  Ｋ．Ｊ．Ｒｏｔｈｃｈｉｌｄ，生体分子の単離

と検出のための光開裂可能な親和性タグ、Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ，１

９９８．２９１：ｐ．１３５－５４；Ｏｌｅｊｎｉｋ，Ｊ．，Ｅ．Ｋｒｚｙｍａ

ｎｓｋａ－Ｏｌｅｊｎｉｋ，ａｎｄ  Ｋ．Ｊ．Ｒｏｔｈｃｈｉｌｄ，５’末端Ｄ

ＮＡ／ＲＮＡ標識のための光開裂可能なアミノタグ  ホスホルアミジト、Ｎｕｃ

ｌｅｉｃ  ａｃｉｄ  Ｒｅｓ，１９９８．２６（１５）：ｐ．３５７２－６；Ｏ

ｌｅｊｎｉｋ，Ｊ．，Ｅ．Ｋｒｚｙｍａｎｓｋａ－Ｏｌｅｊｎｉｋ，ａｎｄ  Ｋ

．Ｊ．Ｒｏｔｈｃｈｉｌｄ，５’末端ＤＮＡ／ＲＮＡ標識のための光開裂可能な
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アミノタグ  ホスホルアミジト、Ｎｕｃｌｅｉｃ  ａｃｉｄ  Ｒｅｓ，１９９８

．２６（１５）：ｐ．３５７２－６；Ｏｌｅｊｎｉｋ，Ｊ．，ｅｔ  ａｌ．，光

開裂可能なビオチン誘導体：生体分子の単離のための可変的アプローチ、Ｐｒｏ

ｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ，１９９５．９２（１６）：ｐ．７５

９０－４）。

  これらのリンケージは光を用いて開裂して表面から断片を放出させることがで

き、それによって穏やかな脱着を可能にする。ＷＯ  ０００４０３６は光開裂可

能なヌクレオチドとそれを利用する方法を記載している。

  ある実施の形態では、異なる配列及び分子量のペプチド核酸（ＰＮＡ）分子な

どの質量ラベル（Ｈａｎｖｅｙ  ｅｔ  ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５８：１４

８１－１４８５（１９９２））を、ライゲーター－ディテクターやアダプター－

インデクサーにおける配列に特異的に結合するラベルとして用いることができる

。サンプルのレーザー脱着を用いて分析器に放出されて質量によって分解される

ＰＮＡラベルのＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量スペクトルが生成される。各ＰＮＡラベ

ルの強度はいろいろな成分（例えば、ライゲーター－ディテクターやアダプター

－インデクサー）の相対的な量を表す。言い換えると、ＰＮＡスペクトルはアレ

ーの特定の場所における標識された成分の相対的な存在量の間接的指標であるス

カラー値を生成する。

確率検出

  ハイブリダイゼーションによる配列決定はミスマッチ・エラーを生ずることが

知られている（Ｌｉｐｓｈｕｔｚ，Ｒ．Ｊ．，ハイブリダイゼーションによる確

率的なＤＮＡ配列決定、Ｊ  Ｂｉｏｍｏｌ  Ｓｔｒｕｃｔ  Ｄｙｎ，１９９３，

１１（３）：６３７－５３）。配列情報のデータベース探索は現在正規表現に基

づいており、データベース記載とサーチ配列の間でマッチする“文字”を必要と

する。ＦＡＡＳＴは、正規表現マッチング（塩基毎の合致ｖｓ非合致）を、配列

タグ（すなわち、ＦＡＡＳＴで生成される断片）の同一性付与の信頼性を決定す

る確率機能で置き換えることを可能にする。

  ＦＡＡＳＴ法は、結紮を用いてライゲーター位の近くのハイブリダイゼーショ

ンの特異性を改善する。この改善にも関わらず、特にライゲーター位から離れた
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ヌクレオチドに関しては、ミスマッチの有限の確率が残る。エラー率は、最も小

さい二つのミスマッチ性質に依存する：塩基のペアリング、すなわち、ＡとＧ；

  ライゲーター位からの距離。

  信頼度の値を決定するプロセスの一例として、ライゲーター位から最も遠いヘ

キサマー・プローブにおける二つの塩基を、塩基に下で示すようにナンバーを付

けて、考えよう。

ここで、この特定のケースでは、表面－－－リンカー－スペーサー－－－ＡＴＸ

ＸＸＸ、となっており、以下の説明ではＡＴ（位置１及び２）塩基に焦点を合わ

せる。

  表現される可能な配列の組を評価するために、Ｄａｙｈｏｆｆ  （Ｄａｙｈｏ

ｆｆ，Ｍ．Ｏ．，Ｒ．Ｍ．Ｓｃｈｗａｒｔｚ，ａｎｄ  Ｂ．Ｃ．Ｏｒｃｕｔｔ，

タンパク質の配列と構造におけるタンパク質の進化的変化のモデル、Ｍ．Ｏ．Ｄ

ａｙｈｏｆｆ，Ｅｄｉｔｏｒ．１９７８，Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｂｉｏｍｅｄｉｃ

ａｌ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ：Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ  ＤＣ

）及びＶｅｎｅｚｉａ  （Ｖｅｎｅｚｉａ，Ｄ．ａｎｄ  Ｐ．Ｊ．Ｏ’Ｈａｒａ

，マッチ重みセットによる迅速モチーフ・コンプライアンス・スコアリング．Ｃ

ｏｍｐｕｔ  Ａｐｐｌ  Ｂｉｏｓｃｉ，１９９３．９（１）：６５－９）のタン

パク質手法にしたがって、重みマトリックスが用いられる。これらのマトリック

スの係数はＦＡＡＳＴシステムに関して実験的に決定される。下に、位置１と２

を表すマトリックス（説明用の係数をもつ）の１例を示す。ここで、列は上の鎖

のヌクレオチドを表し、行は下の鎖のヌクレオチドを表す。実際の係数は実験的

に決定できる。
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  ヘキサマーＡＴＸＸＸＸでの完全マッチ検出の場合、スコアは、下で太字で示

されているマトリックス係数の積として決定される；０．９０×０．９７＝０．

８７．

  一方の鎖で１つの塩基のミスマッチが起こる場合、例えばヘキサマー側で位置

１においてＡ→Ｇとなる場合、スコアは同様に、０．０５×０．９７＝０．０５

と決定される。

  この手順は、同様に任意の数の塩基に拡張できる。ある与えられた数のヌクレ

オチドについて、全ての可能なミスマッチに対してスコアを計算して順位を付け

て並べて最も確からしい同定物（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）を見つけることができる。

カットオフ・スコアを用いてマトリックス推定からの可能な同定物（ｉｄｅｎｔ

ｉｔｉｅｓ）の数を減らすことができる。例えば、上で例示したマトリックスを
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用いると、０．５０を超えるスコア閾値による配列は唯１つの配列しか与えず、

それがプローブにマッチする配列になる。

  前記プローブに対するミスマッチ事象の全体から配列及びそれぞれの確率スコ

アを推定するこの方法は１からｎに拡張することができる。ここでｎはハイブリ

ダイゼーションに利用できる自由塩基の数である。

  完全には特定されていない生物（すなわち、少なくとも配列決定が行われ、合

致（ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ）配列が構成されている）で、塩基のランダムな分布を

仮定するならば、ユニークネスに関する信頼度の値を計算することができる。例

えば、推定１０８塩基のゲノムをもつ生物において、長さが１５塩基の候補があ

るとすると、１０８／４１５＝０．１は１よりもずっと小さいので、この１５塩

基の断片はユニークであると予期される。この特定の１５塩基断片が２回起こる

と予期できるためには、ゲノムは１０倍大きくなければならない。

  既知のゲノムにおける分布は、完全にはランダムでないことが知られており、

情報が集まるにつれて、ランダムな分布という最初の仮定を改良することができ

る。この新しい情報を用いて信頼度の値を割り当てて利用することができる。

  一例として、メンバーがＡＢＣＤ１、ＡＢＣＤ２、ＡＢＣＤ３である仮想的な

遺伝子ファミリーＡＢＣＤを考えよう。３つのメンバーは熱ショックなど何らか

の事象の後で見つかったものであり、したがって、推測で熱ショック遺伝子ファ

ミリーに属するとされ、その遺伝子ファミリーの間では相当な長さの保存（ｃｏ

ｎｓｅｒｖｅｄ）配列があるようになっている。また、その生物は植物であり、

ＡＢＣＤ１はその植物の根から単離され、ＡＢＣＤ２はその植物の葉から単離さ

れ、ＡＢＣＤ３はその植物の花から単離されたとしよう。推定マトリックスは下

のように見えるだろう

                １        ２        ３

ＡＢＣＤ１  ［．６０，  ．１５，  ．０５］

ＡＢＣＤ２  ［．２５，  ．６０，  ．１５］

ＡＢＣＤ３  ［．０５，  ．１５，  ．６０］

ここで、列１は根を表し、列２は葉を表し、列３は花を表す。

  配列の信頼度が高いが、配列はファミリーの３つの既知のメンバーのどれかに
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属する１つの実験で、サンプルの源（すなわち、根、葉、又は花）は遺伝子の同

一性推定を可能にする。数学的に完全に閉じた取り扱いをするためには、マトリ

ックスはファミリーの全てのエレメントを含んでいなければならない、ここでは

このファミリーのまだ見つかっていない遺伝子を考慮するために、行と列は加え

合わせても１にならない；他のすべてのメンバーには０．０５という総和が割り

当てられ、その生物について知られる情報が増すのに伴って値は更新される。

  この推定を拡張して生物相同性を含めることができる。すなわち、植物１の遺

伝子ＡＢＣＤ１からＦＡＡＳＴタグを全ての生物のデータベースで探す場合、植

物２，植物３、哺乳類１，等とのマッチがある。推定マトリックスは、データベ

ースの既知の生物データから構築される。

  上述の計算と分析は、次のカタログ構築の例によって説明することができる。

２プローブ検出器アレー、対照サンプル、及び試験サンプルを考えよう。２プロ

ーブは既知の配列：Ａ、〈基質－－リンカー－－ＡＧＧＧＡＧ－３’〉及びＢ、

〈基質－－リンカー－－ＡＴＧＧＡＧ〉、を有するとしよう。これらのプローブ

はその同族配列；ＡＡ、〈．．．ＴＣＣＣＴＣ．．．〉、及び〈．．．ＴＡＣＣ

ＴＣ．．．〉を対照及び試験サンプルから捕獲し、さらに、ここで述べたように

低い確率でミスマッチの分子種を捕獲する。上で述べたような推定マトリックス

法を用いて正しいマッチングの確率が計算される。

  ＦＡＡＳＴ手順が対照及び試験サンプルで実行され、生ずる信号がプローブデ

ィテクターアレーから集められ、４つの信号を含むカタログが作成される：

            対照                          試験

          ＡＡ        ＢＢ              ＡＡ        ＢＢ

  Ａ    ．３０      ．０３      Ａ    ．８０      ．１０

  Ｂ    ．０３      ．５０      Ｂ    ．０３      ．５０

  カタログはまた、上述のように、各プローブ／標的の組み合わせに対する確率

、及び／又は確率から導出されるエントリー、を含む。説明のために、プローブ

配列Ａが標的配列ＡＡとペアになる確率が０．８０であり、プローブ配列Ａが標

的配列ＢＢとペアになる確率が０．１０であり、プローブ配列Ｂが標的配列ＡＡ

とペアになる確率が０．０５であり、プローブ配列Ｂが標的配列ＢＢとペアにな
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る確率が０．７５であると仮定しよう、すなわち、

            推定

          ＡＡ        ＢＢ

  Ａ    ．８０      ．１０

  Ｂ    ．０５      ．７５

  各標的に対応する信号を決定することは線形代数の単純な応用問題である。こ

こでは、例えば、対応するエントリーをかけ合わせて対照及び試験を問題の標的

の確率論的パタンに対応するパタンに変換する。例えば、対照サンプルで、標的

ＡＡに帰せられる全信号は０．３０×０．８０（Ａプローブ部位で、完全マッチ

）＋０．０３×０．０５（Ｂプローブ部位で、不完全マッチ）＝約０．２４であ

る。試験サンプルでは、ＡＡ標的信号は０．８０×０．８０＋０．０３×０．０

５＝約０．６４である。対照及び試験のパタンをＡＡに対応する配列に関して比

較するとＡＡの相対量で対照から試験へ、それぞれ０．２４から０．６４への増

加が認められる。パタンにおける他の全てのエントリーが同じようにして計算さ

れる。

実施例（Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｓ）

  開示された方法は以下の実施例を参照してさらに良く理解される。

  実施例  １－ＦＡＡＳＴ

  １．二本鎖ｃＤＮＡが標準の手順を用いて逆転写酵素で調製される。

  ２．その二本鎖ｃＤＮＡがクラスＩＩ－Ｓ制限エンドヌクレアーゼで開裂され

る。このステップでは利用できるいくつかのクラスＩＩ－Ｓ酵素のどれを用いて

も良い。好ましいクラスＩＩ－Ｓ酵素はｃＤＮＡのユニークな５－塩基配列を認

識し、認識配列より８又は９塩基下流にある部位で開裂する。可能な開裂部位の

数は全部で２５６の異なる配列を含み、２５６の異なる４－塩基付着末端のどれ

かを生成する。このステップで適当な酵素としては、例えば、ＢｂｖＩ（認識、

ＧＣＡＧＣ－＞Ｎ８開裂）、及びＦｏｋＩ（認識、ＧＧＡＴＧ－＞Ｎ９）がある

。

  例：ＦｏｋＩによる開裂
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  ３ａ．３８４ウエルのマイクロタイタ皿を用いて、ｃＤＮＡ消化物を２５６の

等量アリクオットに分け、各アリクオットをＴ４ＤＮＡリガーゼの存在下で第一

のアダプター－インデクサーと共にインキュベートする。クラスＩＩ－Ｓ酵素に

よって生成される付着末端にアダプターを結合するプロセスは“インデクシング

”と命名された（Ｕｎｒａｕ  ａｎｄ  Ｄｅｕｇａｕ，Ｇｅｎｅ  １４５：１６

３－１６９（１９９４））。ｃＤＮＡ消化によって生成される２５６の可能な４

－塩基付着末端に対応して、２５６の異なる第一のアダプター－インデクサーが

ある。アダプターは非結紮末端にビオチン部分を含み、その後のステップにおけ

るアダプターの固定を可能にしている。

  例：第一のアダプター－インデクサー（２５６のうちの１つ）の結紮

  ３ｂ．結紮されたものが、ファージＴ４エンドヌクレアーゼＶＩＩの存在下で

、ミスマッチ開裂条件の下でインキュベートされる（Ｙｏｕｉｌ  ｅｔ  ａｌ．

，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ  ３２：４３１－４３５（１９９６））。このステップで、

結紮されたＤＮＡが不完全にペアになった付着末端にアダプターが結合したとこ

ろで開裂される。すなわち、このステップは前の結紮ステップのエラー・チェッ

キングを行う。このステップはオプションである。

  ４ａ．２５６のｃＤＮＡアリクオットの各々がユニークな４－塩基配列を認識

する１つの特異的な制限エンドヌタレアーゼによって消化される。フリケント・

カッターであるどんな４カッター酵素もこのステップに適している。この消化で

、結紮された第一のアダプター－インデクサーを既に含むｃＤＮＡの多くが開裂

される。この消化の後、用いられるクラスＩＩ－Ｓ及び４カッター制限酵素の特

異的な組に依るが、ｃＤＮＡ断片は平均サイズが１００乃至２００塩基の不均質
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な集団を含む。ｃＤＮＡ断片は、結紮されたアダプターと付着末端を含むならば

、将来の分析に役立つタグを含む。このステップはオプションである。

  ４ｂ．２５６の反応の各々からの産物が、表面にビオチン化されたアダプター

を結合するために固定されたアビジンを含む別々のマイクロタイタ・ウエルに入

れられる。このステップの結果、ステップ３でアダプターに良く結紮された全て

の断片が固定される。結合されていない断片は洗浄によって除去される。得られ

る２５６の固定化断片セットの全体は固定化ｃＤＮＡ断片ライブラリーと呼ばれ

る。このステップはオプションである。

  例：４カッター付着末端をもつ表面固定化タグ

  ５．固定化ｃＤＮＡ断片ライブラリーの各メンバーは、固定化ｃＤＮＡ断片を

ユニバーサル・プライミング配列と結合させるために、ＤＮＡリガーゼの存在下

で第二のアダプターと共にインキュベートされる。結合されないアダプターは洗

浄によって除去される。このステップはオプションである。

  例：二つのアダプターをもつ固定化ｃＤＮＡタグ

  ６ａ．固定化ｃＤＮＡ断片ライブラリーの全てのメンバーが、ＰＣＲなどの適

当な増幅方法によって増幅される。全部で２５６の別々の増幅反応が行われる。

二つの増幅プライマーが用いられる、一つは第二のアダプターの鎖と相補的にな

るように設計され、もう一つは第一のアダプター－インデクサーと相補的になる

ように設計される。第一のアダプター－インデクサーと相補的なプライマーは、

２５６の可能なプライマー配列の一つであり、ステップ２で生成される４－塩基

の付着末端の一つだけと４つの塩基で重なる。増幅は、ＰＣＲを用いて、全部で
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１２乃至１８サイクルにわたって行われる。このステップはオプションである。

  例：ＰＣＲで生成されたアンプリコン

  ６ｂ．Ｔ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６による消化ステップ（Ｎｉｋｉｆｏｒ

ｏｖ  ｅｔ  ａｌ．，ＰＣＲ  Ｍｅｔｈｏｄ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

  ３：２８５－２９１（１９９４））を用いて一本鎖アンプリコンを生成するこ

ともできる。この消化ステップは、６ａで用いられるプライマーの１つが、その

プライマーの５’末端でホスホジエステル・リンケージの代わりに５ホスホチオ

エート・リンケージを用いて合成されていると想定している（Ｎｉｋｉｆｏｒｏ

ｖ  ｅｔ  ａｌ．（１９９４））。このリンケージは一つの鎖を消化から防護す

る。このステップはオプションである。

  例：エキソヌクレアーゼ消化の後の一本鎖アンプリコン

  ６ｃ．ステップ６で増幅されたタグを生成するのに別の方法がある。一例は、

Ｗａｌｋｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  

２０：１６９１－１６９６（１９９２）のＳｔｒａｎｄ  Ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅ

ｎｔ増幅法である。ｃＤＮＡタグを増幅するさらに別の方法は、回転サークル増

幅（Ｌｉｚａｒｄｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  １９：

２２５－２３２（１９９８）；Ｌｉｚａｒｄｉへの米国特許第５，８５４，０３

３号）である。回転サークル増幅を用いるには、結紮によって円形にしたｃＤＮ

Ａを生成する必要がある。円形にした二本鎖ＤＮＡを生成する結紮方法は当業者

には周知である。このステップはオプションである。

  ７ａ．増幅されたｃＤＮＡタグの２５６の標本の各々が別の３８４ウエルのマ

イクロタイタ皿に移され、蛍光標識されたディテクター－ライゲーターオリゴヌ

クレオチドとハイブリダイズされる。２５６の異なる配列のディテクター－ライ

ゲーターオリゴヌクレオチドがあり、それはステップ２で生成された４－塩基付
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着末端の各々と相補的な２５６の異なるライゲーター－ディテクターを含む。２

５６の増幅されたｃＤＮＡタグの各々に対し特異的な同族の配列だけが用いられ

る。ライゲーター－ディテクターは５’リン酸基を含む。

  例：リン酸化されたライゲーター－ディテクターとハイブリダイズされたｃＤ

ＮＡアンプリコン

  ７ｂ．対照ｖｓ．試験ｍＲＮＡ集団の発現プロフィールをもっと正確に比較す

るために、このステップでは異なる色の蛍光染料で標識されたディテクター－ラ

イゲーターオリゴヌクレオチドの第二の組が組み込まれる。すなわち、対照タグ

は色“Ａ”のオリゴヌクレオチドとハイブリダイズされ、試験タグは色“Ｂ”の

オリゴヌクレオチドとハイブリダイズされる。ハイブリダイゼーションが完了し

た後、ｃＤＮＡタグのペアになっている組が混合され、次のステップ８へ進む。

  例：リン酸化されたライゲーター－ディテクターとハイブリダイズされたｃＤ

ＮＡアンプリコン

  ８．ハイブリダイズされたライゲーター－ディテクターを含むｃＤＮＡの２５

６の標本の各々に包括的なプローブ・アレーを接触させる。この包括的なプロー

ブ・アレーは固い表面に並べられ、表面から非ポリヌクレオチドのリンカー－ス

ペーサーで隔離された４，０９６のヘキサマー（あるいは、１６，３８４のヘプ

タマー）の完全な組から成る。ヘキサマー（又はヘプタマー）は、自由な３’－

ヒドロキシル末端を含む。アレーにおける２５６の検出反応の各々は、Ｔ４  Ｄ

ＮＡリガーゼ又は他の適当なリガーゼを用いて、特異的な同族のヘキサマー配列

をディテクター－ライゲータープローブの５’末端に隣接する対応する配列に結

紮するように、同一のハイブリダイゼーション／結紮条件の下で行われる。ハイ

ブリダイゼーションの後、結合されていない物質は非常に厳重な洗浄によって除
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去される。

  例：固定化ヘキサマー（ＨＥＸＡＭＥＲ）に結合されたディテクター－ライゲ

ーター

  ９．ハイブリダイゼーション・エラーを小さくするために、エラー・チェック

・ステップが結紮の後に行われる。このエラー・チェック・ステップは、ライゲ

ーター－ディテクタープローブにおける誤ってペアになった塩基（誤ってペアに

なったＣ又はＴを含むもの）を開裂する。このステップは、（Ｅｌｌｉｓ  ｅｔ

  ａｌ．，Ｈｕｍａｎ  Ｍｕｔａｔｉｏｎ  １１：３４５－３５３（１９９８）

）に記述されているようなミスマッチした塩基の化学的開裂を用いて行われる。

この方法は誤って結紮されたライゲーター－ディテクタープローブを全て破壊す

る訳ではないが、アレー・アドレスの約５０％でノイズを減少させる。他のエラ

ー・チェック方法を用いてミスマッチしたＧやＡを除去することができる。この

ステップはオプションである。

  １０．２５６の一般プローブ・アレーの各々の蛍光信号は、適当な蛍光走査計

器を用いて測定される。２５６のアレー全部を合わせた信号から発現プロフィー
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ル・データセットが生成される。各信号のアドレスは、太字で示された既知の配

列に翻訳される。

  例：各アレー・アドレスで決定される配列（５既知＋３未知＋１０既知塩基）

。

  １１、発現プロフィールのデータセットは、入手可能な配列データから予測す

ることができる満ちあふれている遺伝子産物の予想されるアドレスパターンを考

慮に入れてさらに分析された。２つの組織の間の発現の違いは、対照およびテス

ターに対応する２つの異なる色シグナルの比により測定される。間違ったアドレ

スで豊富な配列の交差雑種形成により発生した不一致を解消するには同様の実験

が異なるペアの制限酵素で行なわれなければならない。

  オーバーサンプリングの計算：

平均的なｍＲＮＡ＝１７０００塩基、平均的な標識＝１２０塩基。

平均的なｍＲＮＡに対する標識数＝４。

すなわち平均的なｍＲＮＡは、何回もサンプリングして正確な検出の確度を増す

。

  篩のコンプレキシティーに関する考察：

ｍＲＮＡのコンプレキシティー＝転写物１２，０００個×１７００塩基＝＞＞１

×１０７。

五量体＝１／１０２４×四量体＝１／２５６×六量体＝１／４０９６＝＞＞＞１

／１×１０９。

  平均標識サイズ１２０塩基と仮定して：

標識の数＝１２０００×（４）＝４８，０００標識。

各２５６ミクロタイターウェル中の標識の数＝１８８。

異なるアレイアドレスの数＝２５６×４，０９６＝１，０４８，５７６（六量体

）。

異なるアレイアドレスの数＝２５６×１６，３８４＝４，１９４，３０４（七量

体）。
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  実例２－ＦＡＡＳＴ

  １、二重鎖ｃＤＮＡを、標準の手順を用いて逆転写酵素により調製する。

  ２、一回目の消化：二重鎖ｃＤＮＡをＣ個の等分割量（インデックスサンプル

）に分け、２または４塩基のスティッキーエンドを生成する異なる６種類の塩基

認識制限エンドヌクレアーゼで各インデックスサンプルを開裂する。多くの入手

可能な制限エンドヌクレアーゼのいずれか１つをこのステップに用いることがで

きる。

  このステップ用の好適な酵素の例には下記のものがある：

  ＢａｍＨＩ    ＧＧＡＴＣＣ

  ＢｃｌＩ      ＴＧＡＴＣＡ

  ＢｇｌＨ      ＡＧＡＴＣＴ

  ＢｓｉＷＩ    ＣＧＴＡＣＧ

  ＢｓｐＨＩ    ＴＣＡＴＧＡ

  ＥｃｏＲＩ    ＧＡＡＴＴＣ

  例：Ｃ個の一番目の制限酵素（Ｒは認識配列中の塩基であり、Ｓはスティッキ

ーエンド中の塩基であり（勿論これもまた認識配列中にある）、Ｎは任意の塩基

である）の１つによる開裂：

  ３、一回目の連結反応：開裂した二重鎖ｃＤＮＡのＣ個のインデックスサンプ

ルの各々を、一回目の消化に用いたその対応する酵素の正しいスティッキーエン

ドを含有する二重鎖アダプター－インデクサー、および任意のプライマー補体配

列と混合する。Ｃ個の異なるこのようなアダプター－インデクサーが存在し、各

アダプター－インデクサーは下記の構造を有する。

  適切なＤＮＡ合成酵素を加え、こうして開裂したｃＤＮＡ中に存在する全ての
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適合性のある末端と結合させる。

  ４、二回目の消化：結合した二重鎖ｃＤＮＡを含有するＣ個のインデックスサ

ンプルの各々を、Ｒ個（一般には１から５）の等分割量（二次インデックスサン

プル）に分け、これら二次インデックスサンプルの各々をＮ個（一般には１また

は２）の異なる４塩基認識エンドヌクレアーゼの異なる混合物で開裂する。この

混合物が一回目の消化に用いたものと同一の酵素を含有しないという条件で、多

くの入手可能な制限エンドヌクレアーゼの任意の混合物をこのステップにおいて

用いることができる。したがって、Ｃ×Ｒ個の断片が第二回目の消化を行なう過

程で生ずる可能性がある。第二回目の消化ステップで用いたＮ個の酵素の混合物

には下記のような酵素が含まれる。

  ＡｃｉＩ          スティッキー＝２    ＣＣＧＣ

  ＨｈａＩ          スティッキー＝２    ＧＣＧＣ

  ＴａｑＩ          スティッキー＝２    ＴＣＧＡ

  Ｃｓｐ６Ｉ        スティッキー＝２    ＧＴＡＣ

  Ｓａｕ３ＡＩ      スティッキー＝４    ＧＡＴＣ

  Ｔｓｐ５０９Ｉ    スティッキー＝４    ＡＡＴＴ

  ＴａｉＩ          スティッキー＝４    ＡＣＧＴ

  Ｎ個の酵素の混合物によるこの二回目の消化は、結合したアダプター－インデ

クサーをすでに含有しているこれらｃＤＮＡの多くを開裂することになる。この

消化後、ｃＤＮＡ断片は平均サイズが６０から３００塩基の不均一な集団を含む

ことになり、これは用いられたＮ個の４塩基の認識制限エンドヌクレアーゼの特

定の混合物に左右される。

  ５、各分割量をＴ４ＤＮＡ合成酵素の存在下で二番目のアダプターとともにイ

ンキュベートする。Ｎ個の酵素の混合物により生成し得る２塩基または４塩基の

スティッキーエンドに対応するＮ個の異なる二番目のアダプターが存在する。第

二アダプターは、次のステップにおいて第二アダプターの固定化を可能にするた

めに、非結合末端にビオチン部分を含有することができる。

  例：二番目のアダプター（Ｎ個のうちの１つ）の連結反応
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  更なる分析用の生産的ｃＤＮＡ断片は、両末端で結合しているアダプターを含

有することになる。

  ５ｂ、（オプション）：結合した二次インデックスサンプルを、誤対合を開裂

する条件下でファージＴ４エンドヌクレアーゼＶＩＩの存在下でインキュベート

する（Ｙｏｕｉｌ等、１９９６）。このステップは、アダプターが不完全なペア

であるスティッキーエンドと接合している場合、任意の結合しているＤＮＡを開

裂することになる。したがって、このステップはそれ以前の連結反応ステップの

エラーチェックを行なう。

  ６、各二次インデックスサンプルをＤ個の分割量に分け、これら分割量（制限

二次インデックスサンプル）のうちのＤ－１を第一消化において用いられた４塩

基の認識制限エンドヌクレアーゼの組には含まれていない４塩基の認識制限エン

ドヌクレアーゼと、第二消化において用いられたＮ個の４塩基の認識制限エンド

ヌクレアーゼの混合物とにより消化する。残りの消化されていない分割量は非制

限二次インデックスサンプルである。この消化ステップは断片のサブセットを開

裂し、ステップ７において増幅できなくすることになる。

  ６ｂ、（オプション）：表面にビオチン化されたアダプター（または任意のリ

ガンド－アダプター）を結合させるために、Ｃ×Ｒ×Ｄ個の二次インデックスサ

ンプルの各々から採った材料を、固定化されたアビジン（または任意の適切な結

合性部分）を含有する別々のミクロタイターウェル上に置く。このステップは、

ステップ５において二番目のアダプターとうまく結合し、ステップ６において開

裂しなかった全ての断片の固定化をもたらすことになる。若干の結合していない

断片を洗浄により除去した。Ｃ×Ｒ×Ｄ個の固定化された断片の組から得られた

捕集物は、固定化二次インデックスサンプルと呼ばれる。
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  ７、全ての固定化二次インデックスサンプルを、ＰＣＲなどの適切な増幅法を

用いて増幅する。合計Ｃ×Ｒ×Ｄ個の別々の増幅反応が行なわれる。２つの増幅

プライマーが用いられ、一方は第二アダプターの鎖と相補的であるように設計さ

れ、他方はアダプター－インデクサーと相補的であるように設計される。アダプ

ター－インデクサーと相補的なプライマーはＣ個の可能なプライマー配列の１つ

であり、一回目の消化の酵素認識部位と４塩基だけ重複している。異なるＲ個の

各反応において第二アダプターと相補的なプライマーはＮ個の可能なプライマー

配列の１つであり、第二消化において用いられたＮ個の酵素の混合物の各酵素認

識部位と４塩基だけ重複している。増幅は、ＰＣＲを用いて合計１２から２５サ

イクル行なう。

  例：ＰＣＲにより生じたアンプリコン

  ７ｂ、ステップ７において増幅された標識を生成するには別法がある。一例は

、Ｗａｌｋｅｒ等（１９９２）の鎖置換増幅（Ｓｔｒａｎｄ  Ｄｉｓｐｌａｃｅ

ｍｅｎｔ  Ａｍｐｆｉｃａｔｉｏｎ）法である。さらに別のｃＤＮＡ標識の増幅

方法は、ローリングサークル増幅（Ｌｉｚａｒｄｉ等、１９９８）である。ロー

リングサークル増幅を用いるには、連結反応により環状化されたｃＤＮＡ標識を

生成させることが必要である。環状化された二重鎖ＤＮＡを生成する連結反応の

方法はよく知られている。

  ８、一重鎖アンプリコンを生成させるには、Ｔ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６

（Ｎｉｋｉｆｏｒｏｖ等、１９９３）による消化ステップを使用することができ

る。この消化ステップは、ステップ７において用いたプライマーの１つが、プラ

イマーの５′末端でリン酸ジエステル結合を５個のチオリン酸エステル結合で置

き換えることにより合成されると仮定している（Ｎｉｋｉｆｏｒｏｖ等、１９９

３）。これらの結合は消化から一本の鎖を保護する。

  例：エキソヌクレアーゼ消化後の一重鎖アンプリコン
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  ９、増幅した二次インデックスサンプルの各々を別のミクロタイター皿に移し

、蛍光標識したライゲーター－ディテクターオリゴヌクレオチドと雑種形成する

。各々がアダプター－インデクサーの１つと相補的なＣ個の異なるライゲーター

－ディテクターが存在する。特定の同族配列のみが増幅した二次インデックスサ

ンプルの各々において用いられる。これらのライゲーター－ディテクターは、５

′－リン酸基を含有する。

  例：リン酸化されたライゲーター－ディテクターと雑種形成したｃＤＮＡアン

プリコン

  ９ｂ、対照対テスターのｍＲＮＡ集団のより正確な発現プロフィールを描くた

めに、このステップは異なる色の蛍光染料で標識したライゲーター－ディテクタ

ーの二つ目の組を取り入れることができる。したがって、対照用標識を「Ａ型シ

グナル」のＣ個のライゲーター－ディテクターと雑種形成し、一方テスター用標

識は「Ｂ型シグナル」のＣ個のライゲーター－ディテクターと雑種形成する。雑

種形成の完了後、Ａをコード化した二次インデックスサンプルおよびＢをコード

化した二次インデックスサンプルのペアになった組を混合し、下記のステップ１

０に進む。

  例：リン酸化されたライゲーター－ディテクターと雑種形成したｃＤＮＡアン

プリコン

  １０、雑種形成されたライゲーター－ディテクターを含有することになったＣ

×Ｒ×Ｄ個の二次インデックスサンプルの各々を統合型アドレスアレイ（プロー

ブアレイ）と接触させる。統合型アドレスアレイは、固体表面上に並んだ完全な

一組の六量体４，０９６個（または別法では七量体１６，３８４個）からなり、

非ポリヌクレオチドのリンカー－スペーサーにより表面から分離されている。六

量体（七量体）はフリーの３′－水酸基末端を含有する。アレイ上におけるＣ×
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Ｒ×Ｄ個の各検出反応は、特定の同族六量体配列とライゲーター－ディテクター

プローブの５′末端に隣接する対応配列との連結反応を達成するために、Ｔ４Ｄ

ＮＡ合成酵素または任意の他の適切な合成酵素を用いて同一の雑種形成／連結反

応条件下で行なわれる。雑種形成後、若干の結合していない材料を非常に厳しい

洗浄により除去する。

  例：固定化された六量体に接合したライゲーター－ディテクター

  １１、Ｃ×Ｒ×Ｄ個の統合型アドレスアレイ各々のシグナルは、適切な読出し

機器を用いて測定される。発現プロフィールのデータセットは、Ｃ×Ｒ×Ｄ個の

アレイの各アドレスにおけるシグナル比から得られる。各シグナルのアドレスを

太字で示した配列に翻訳する。六量体プローブ由来の６つのヌクレオチド、認識

／スティッキーエンド配列由来の５つのヌクレオチド、および認識配列中の最後

の塩基由来の１つのヌクレオチドである。

  例：各アレイアドレスに対して決定された配列

  決定された配列：

  所与の二次インデックスサンプルから得られる各々１つのＤ－１制限二次イン
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デックスサンプルにおいて見えなくなる特定のシグナルは、ｃＤＮＡ断片内の特

定の開裂部位〔下記のＲＥＳＴ〕の存在を示している。

  決定された配列：

  発現データセットは、入手可能な配列データから予測できる豊富な遺伝子産物

の予想されるアドレスパターンを考慮に入れて分析される。２つの組織の間の発

現の違いは、対照およびテスターに対応する２つの異なる色シグナルの比により

測定される。Ｎ＝１の場合、第二アダプターに隣接する配列、すなわちｓｓｓｓ

スティッキーエンド配列もまた既知である。

    実施例

  実施例１、ＦＡＡＳＴインデキシング付きＤＮＡアンプリコンの創出

  配列標識またはＦＡＡＳＴの固定アドレス分析によって複雑なＤＮＡを、制限

酵素による消化、続いて二重らせんアダプターとの連結反応の２つの一連のラウ

ンドを含むプロセスにより部分的に知られている配列の小さな断片の集団に並び

替える。第一ラウンドではＤＮＡを、酵素の認識部位とは異なる部位で切断し未

決定の配列の５′または３′張り出し部分を生じさせるＩＩ－Ｓ型制限酵素によ

り消化する。相補的な張り出し部分を含有する二重らせんアダプターのみが被制

限ＤＮＡ末端と結合する能力があることになる。第二ラウンドではＤＮＡ断片を

、認識部位の内部で切断し、既知の配列の５′または３′張り出し部分を生じさ

せる制限酵素により消化する。続いて、対応する配列の二重らせんアダプターを

これら末端に結合させる。この実施例においては第一ラウンドの消化に対しては

、認識部位から９塩基を切断し４塩基の５′張り出し部分を生じさせるＦｏｋＩ

をＩＩ－Ｓ型制限酵素として用いる。第二ラウンドの消化に対しては、対応する

認識部位内で切断し、それぞれ３′および５′に４塩基の張り出し部分を生じさ
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せるＮｌａＩＩＩかＤｐｎＩＩのいずれかを用いることができる。既知の配列の

２つのｙＯＲＦに消化／連結反応の２つのラウンドを受けさせ、各ｙＯＲＦから

得られたただ一つのＰＣＲアンプリコンが予想されたＦＡＡＳＴインデキシング

付き断片に対応することを実証する。

  一手順において、各々ユニークな酵母の読み取り枠（ｙＯＲＦ）を含有する２

つのＰＣＲ産物を、ＦＡＡＳＴ手順の第一段階を通して別個に処理した。この段

階は、制限酵素による消化、続いて酵素による開裂により生成した４塩基の張り

出し部分と、適合性のあるアダプターオリゴヌクレオチド複合体の連結反応との

２つの一連のラウンドを含む。溶液中で行なわれる第一ラウンドにおいては、ｙ

ＯＲＦをＦｏｋＩにより消化し、制限末端を適合性のあるアダプター－インデク

サー複合体と結合させた。固体表面で行なわれる第二ラウンドにおいては、断片

をさらにＮｌａＩＩＩかＤｐｎＩＩのいずれかにより消化し、適合性のある第二

アダプター複合体と結合させた。各ｙＯＲＦ由来の２つの最終産物をＰＣＲによ

り増幅した。これらＦＡＡＳＴインデキシング付きＤＮＡ断片のアイデンティテ

ィーを制限地図分析により、また配列決定により決定した。

  下記の結果を得た。消化／連結反応の第一ラウンドにおいては、ｙＯＲＦのＹ

ＣＲ１００ＣおよびＹＫＬ０５１Ｗ（これらはＲｅｓｅａｒｃｈ  Ｇｅｎｅｔｉ

ｃｓ，Ｉｎｃ．から入手）に対応するサイズがそれぞれ１．０ｋｂｐおよび１．

１ｋｂｐのＰＣＲ産物を、ＦｏｋＩにより別々の反応で消化した。両ＰＣＲ産物

は、それぞれの配列のｉｎ  ｓｉｌｉｃｏ制限分析から予想されるように４つの

異なる制限断片を生成した。アダプター／インデクサー複合体を、その一つが５

′末端にビオチン部分を含有するオリゴヌクレオチドの適切なペアをアニーリン

グすることにより作製した。これらアダプターは、各ｙＯＲＦの唯一の断片の５

′の４塩基張り出し部分を補完するように設計された。Ｔ４ＤＮＡ合成酵素を使

用して、約２０倍過剰のアダプター複合体を用いる標準条件下でアダプター／イ

ンデクサーをＦｏｋＩで処理したＤＮＡと結合させた。室温（約２２℃）で３０

分間インキュベートした後、反応物はＡｆｆｉｎｉＴｉｐストレプトアビジンミ

クロカラムを通過させた。アダプター／インデクサー複合体と結合したｙＯＲＦ

のＤＮＡ断片のみが、ビオチンのストレプトアビジンとの結合によりミクロカラ
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ム中に留められた。

  第二ラウンドの消化／連結反応においては、反応緩衝液１００μｌを用いてス

トレプトアビジン結合ＤＮＡを含有するＡｆｆｉｎｉＴｉｐミクロカラムの母材

を濡らすことにより下記のステップを行なった。ＹＣＲ１００ＣおよびＹＫＬ０

５１Ｗ由来のＤＮＡをそれぞれＮｌａＩＩＩおよびＤｐｎＩＩにより３７℃で１

時間消化した。次いでミクロカラムを洗浄して酵素と、アダプター／インデクサ

ーを含有しない全てのＤＮＡ断片を完全に除去した。Ｔ４ＤＮＡ合成酵素を用い

て、必要に応じてＮｌａＩＩＩかＤｐｎＩＩのいずれかの４塩基張り出し部分に

適合する過剰のアダプターを使用して第二アダプター複合体をストレプトアビジ

ン結合ＤＮＡと結合させた。室温（約２２℃）で１時間連結反応を行ない、続い

て母材を完全に洗浄して合成酵素および未反応のアダプターを除去した。

  一重鎖アンプリコンを回収するために下記のステップを採用した。Ａｆｆｉｎ

ｉＴｉｐミクロカラムの母材を０．１ＭＮａＯＨに浸漬してストレプトアビジン

結合ＤＮＡを変性した。このステップでは、アビジン部分を含有するＤＮＡ鎖は

母材と結合したまま残り、一方相補鎖は溶液中に放出される。溶離分（４０μｌ

）を３Ｍ酢酸ナトリウム４μｌで中和した。一重鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）を、キ

ャリヤーとしてグリコーゲン５μｇを用いてエタノールに沈殿させ、ＴＥ緩衝液

１０μｌ中に再溶解した。溶出したｓｓＤＮＡは、標準の電気泳動分析における

ＤＮＡ結合染料を用いて検出することができなかった。各溶離剤１μｌを、イン

デクサーおよび第二アダプター配列に相補的なプライマーのペアを含むＰＣＲ反

応物５０μｌ中に鋳型として加えた。ＹＣＲ１００ＣおよびＹＫＬ０５１Ｗから

予想されたＦＡＡＳＴインデキシング付きアンプリコンは、それぞれ１６６ｂｐ

および１９１ｂｐである。予想されたサイズのＤＮＡは、対応するＰＣＲ反応の

産物中で識別できた。レーンより上に表示されたようにｓｓＤＮＡの希釈物で出

発したＰＣＲ反応物から得られたサンプルを、１ＸＴＢＥに溶かした４～２０％

ポリアクリルアミドゲル上に流した。基準を用いて表示されたＰＣＲ産物のサイ

ズを決定した。プライマーのバンドおよび推定されるＰＣＲの人為産物もまた同

定された。予測されたＦＡＡＳＴアンプリコン内のユニーク配列を認識する制限

酵素による消化は、これら産物を予想されるサイズの断片に開裂した。ｓｓＤＮ
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Ａの１：１０の希釈物で出発したＰＣＲ反応物から得られたＤＮＡを、表示され

た制限酵素で消化した。手のついていない制限断片に対応するバンドを同定した

。ＹＣＲ１００Ｃ由来の１６６ｂｐのアンプリコンを、ＨｐａＩＩにより９７お

よび６９ｂｐの断片に開裂した。ＹＫＬ０５１Ｗ由来の１９１ｂｐのアンプリコ

ンを、ＨｉｎｆＩにより１１１および８０ｂｐの断片に開裂した。手のついてい

ない産物をゲルから抽出し、更なるＰＣＲ増幅に使用した。この材料の配列決定

により、それが予想されるＦＡＡＳＴアンプリコンの配列から構成されているこ

とを確認した。ＰＣＲプライマーのアンニーリング領域および４塩基制限部位を

同定した。ＦｏｋＩの開裂および認識部位とその順序もまた同定された。ＰＣＲ

増幅に用いられたプライマーと同じペアを用いてＤＮＡ断片の両方の鎖の配列決

定を行なった。

  以上のことをまとめると、ＦＡＡＳＴアダプターは、予想されたＰＣＲアンプ

リコンの産生により実証されるように、２つのｙＯＲＦから得られる特定の制限

断片とうまく結合した。これらの結果は、次の雑種形成分析において用いられる

ゲノムＤＮＡのＦＡＡＳＴインデキシング付けを例示している。

  実施例２、ＦＡＡＳＴのエラー修正

  バクテリオファージのタンパク質Ｔ７エンドヌクレアーゼＩは、とりわけヘテ

ロ二本鎖ＤＮＡと結合し、鎖の１つから誤対合による１から２塩基の５′を切り

取る。この特性は、Ｔ７エンドヌクレアーゼＩをＤＮＡの構造および突然変異分

析の研究における重要なツールにした。この実施例において、この酵素が表面に

結合したＤＮＡの誤対合の除去に役立つことを示す。表面に結合した核酸のエラ

ー修正については今まで実証されたことがなかった。誤対合の除去手順は、標的

ＤＮＡ鎖を集めて六量体のミクロアレイにする雑種形成の間にエラー修正するこ

とが望ましい。

  プローブオリゴヌクレオチドのミクロアレイは、ポリエチレングリコールのス

ペーサー部分（ＰＥＧ）を介してガラス製スライド（ＳｕｒＭｏｄｉｃｓ，Ｉｎ

ｃ．）の表面に二重結合している。プローブオリゴヌクレオチドは、六量体のプ

ローブ配列（Ｂ、Ａ、Ｄ、またはＥ）、アダプター－インデクサー配列の２３塩

基（２３化合体）、および発蛍光団（Ｃｙ５）から構成された。次いで４７塩基
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の標的オリゴヌクレオチドを標準条件下でアニーリングしてプローブ分子にした

。標的配列は、アダプター－インデクサー配列に補的な２３塩基（２３化合体）

、プローブオリゴヌクレオチドに非相補的な１８塩基（Ｎ１８）、および別の発

蛍光団（Ｃｙ５）から構成される。プローブと標的オリゴヌクレオチドの間の雑

種形成は、Ｔ７エンドヌクレアーゼＩで処理する前にＣｙ３の蛍光を測定するこ

とにより決定された。

  雑種形成時にプローブと標的の分子は、標的オリゴヌクレオチドと相補的でな

い六量体プローブ領域の幾つかの位置を除いては連続二重鎖らせんを形成する。

ミクロアレイをＴ７エンドヌクレアーゼＩにより１００ｍＭＮａＣｌを補給した

緩衝液Ｎｏ．４（ＮＥＢ）中で２０分間、２２℃で処理した。Ｃｙ５の蛍光を、

Ｔ７エンドヌクレアーゼＩで処理する前（Ｐｒｅ－Ｔ７）と後（Ｐｏｓｔ－Ｔ７

）でＧｅｎｅｒａｌ  Ｓｃａｎｎｉｎｇ３０００（ＧＳＩ  Ｌｕｍｏｎｉｃｓ）

を用いて測定した。Ｃｙ５シグナルの損失は、エンドヌクレアーゼで処理する前

に検出したシグナル量の百分率として表わされる。複製ミクロアレイの点から得

られる測定値は、塩基の誤対合を含有する複合体由来のＣｙ５シグナルの著しく

大きな損失を例示した。

  まとめると、これらの結果はＴ７エンドヌクレアーゼＩがＤＮＡミクロアレイ

から少なくとも２つの誤対合をもつ雑種を除去することができることを示してい

る。

【図面の簡単な説明】

【図１】２種の例のアダプター－インデクサー（上部）の１つと共に使用するた

めに企画されたライゲーター－ディテクター（番号付けされた四角）の例の列挙

である。付着端配列（又は、それらの補体）は、太字で示される。

【図２】単一の例の核酸分子に焦点を向けられた開示される方法の例の間に使用

され、そして形成される核酸分子の列挙である（パネルＡ）。制限酵素認識配列

は下線が引かれ、そして付着端配列は太字で示される。パネルＢは、ＦｏｋＩに

よる切断の後の核酸分子を示す。パネルＣは、核酸フラグメント（左）、及び適

合できるアダプター－インデクサーの例（左；これは図１からのアダプター－イ

ンデクサーＩである）を示す。パネルＤは、核酸フラグメント連結されるアダプ
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ター－インデクサーを示す。パネルＥは、アダプター／フラグメント（上部）の

１つの鎖（上方の鎖）、及び適合できるライゲーター－ディテクターの例（底部

；これは図１からのライゲーター－ディテクター１３である）を示す。パネルＦ

は、アダプター／フラグメント鎖にハイブリダイズされたライゲーター－ディテ

クターを示す。パネルＧは、アダプター／フラグメント／ライゲーター（上部）

、及びディテクターアレイ上に固体された適合できるヘキサマーディテクターア

レイプローブ（底部）を示す。パネルＨは、ライゲーター－ディテクター（両者

ともアダプター／フラグメントにハイブリダイズされる）に連結されるディテク

ターアレイプローブを示す。パネルＩは、ディテクターアレイ上に固定される、

連結されたプローブ／ライゲーター－ディテクターを示す。

【図３】単一の例の核酸分子に焦点を向けられた開示される方法の例の間に使用

され、そして形成される核酸分子の列挙である（パネルＡ）。この例においては

、核酸分子の低部鎖が使用される。制限酵素認識配列は下線が引かれ、そして付

着端配列は太字で示される。パネルＢは、ＦｏｋＩによる切断の後の核酸分子を

示す。パネルＣは、核酸フラグメント（左）、及び適合できるアダプター－イン

デクサーの例（左；これは図１からのアダプター－インデクサーＩである）を示

す。パネルＤは、核酸フラグメント連結されるアダプター－インデクサーを示す

。パネルＥは、アダプター／フラグメント（上部）の低部鎖（上方の鎖）、及び

適合できるライゲーター－ディテクターの例（底部；これは図１からのライゲー

ター－ディテクターＩである）を示す。パネルＦは、アダプター／フラグメント

鎖にハイブリダイズされたライゲーター－ディテクターを示す。パネルＧは、ア

ダプター／フラグメント／ライゲーター（上部）、及びディテクターアレイ上に

固体された適合できるヘキサマーディテクターアレイプローブ（底部）を示す。

パネルＨは、ライゲーター－ディテクター（両者ともアダプター／フラグメント

にハイブリダイズされる）に連結されるディテクターアレイプローブを示す。パ

ネルＩは、ディテクターアレイ上に固定される、連結されたプローブ／ライゲー

ター－ディテクターを示す。

【図４】単一の例の核酸分子に焦点を向けられた開示される方法の例の間に使用

され、そして形成される核酸分子の列挙である（パネルＡ）。これは、図２にお
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ける例と同じであるが、但し第２アダプターの付加が例示される。制限酵素認識

配列は下線が引かれ、そして付着端配列は太字で示される。パネルＤは、核酸フ

ラグメント連結されるアダプター－インデクサーを示す。パネルＤ１は、Ｓａｕ

３ＡＩによる切断の後の核酸分子を示す。パネルＤ２は、核酸フラグメント（右

）及び適合できる第２アダプターの例（左）を示す。パネルＤ３は、核酸フラグ

メントに連結される第２アダプター（アダプター－インデクサーはフラグメント

の他端に連結される）を示す。パネルＦは、アダプター／フラグメント鎖にハイ

ブリダイズされたライゲーター－ディテクターを示す。パネルＨは、ライゲータ

ー－ディテクター（両者ともアダプター／フラグメントにハイブリダイズされる

）に連結されるディテクターアレイプローブを示す。パネルＩは、ディテクター

アレイ上に固定される、連結されたプローブ／ライゲーター－ディテクターを示

す。

【図５】単一の例の核酸分子に焦点を向けられた開示される方法の例の間に使用

され、そして形成される核酸分子の列挙である（パネルＡ）。これは、図２にお

ける例と同じであるが、但し捕捉タグの付加が例示される。制限酵素認識配列は

下線が引かれ、そして付着端配列は太字で示される。パネルＢは、ＦｏｋＩによ

る切断の後の核酸分子を示す。パネルＣは、核酸フラグメント（左）、及び適合

できるアダプター－インデクサーの例（左；これは図１からのアダプター－イン

デクサーＩである）を示す。前記アダプター－インデクサーは、捕捉タグ（標識

）を包含する。パネルＤは、核酸フラグメント連結されるアダプター－インデク

サーを示す。パネルＥは、アダプター／フラグメント（上部）の１つの鎖（上方

の鎖）、及び適合できるライゲーター－ディテクターの例（底部；これは図１か

らのライゲーター－ディテクター１３である）を示す。鎖の分離は、捕捉タグに

より促進され得る。パネルＦは、アダプター／フラグメント鎖にハイブリダイズ

されたライゲーター－ディテクターを示す。パネルＧは、アダプター／フラグメ

ント／ライゲーター（上部）、及びディテクターアレイ上に固体された適合でき

るヘキサマーディテクターアレイプローブ（底部）を示す。パネルＨは、ライゲ

ーター－ディテクター（両者ともアダプター／フラグメントにハイブリダイズさ

れる）に連結されるディテクターアレイプローブを示す。パネルＩは、ディテク
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ターアレイ上に固定される、連結されたプローブ／ライゲーター－ディテクター

を示す。

【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【手続補正書】

【提出日】平成１３年１０月１８日（２００１．１０．１８）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】全文

【補正方法】変更

【補正の内容】

【発明の名称】  配列標識の固定されたアドレス分析

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  核酸サンプル中の核酸フラグメントを同定するための方法で

あって、

  （ａ）複数の異なる配列を有する付着端を集合的に生成する１又は複数の核酸

開裂試薬と共に核酸サンプルをインキュベートして、付着端を有する核酸フラグ

メントを生成し、

  （ｂ）複数のアダプター－インデクサーを前記核酸サンプルとを混合し、そし

て核酸フラグメントに前記アダプター－インデクサーを共有結合させ、ここで個

々のアダプター－インデクサーは異なる付着端を有し、前記アダプター－インデ

クサーの個々の付着端は前記核酸開裂試薬により生成される付着端と適合でき、

  （ｃ）前記核酸サンプルに複数のライゲーター－ディテクターをハイブリダイ

ズさせ、ここで個々のライゲーター－ディテクターは、少なくとも１のアダプタ

ー－インデクサーの付着端を包含し、そしてそれに隣接する配列のすべて又は一

部に適合するか又は相補的な配列を含み、

  （ｄ）前記核酸サンプルに複数のディテクタープローブをハイブリダイズさせ

、そして前記ライゲーター－ディテクターを前記ディテクタープロ－ブに共有結

合させ、ここで個々のディテクタープローブは異なる配列を有し、そして

  （ｅ）前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテクターの結合を、

直接的に又は間接的に検出すること

を含む方法。

    【請求項２】  個々のアダプター－インデクサーが付着端部分及び検出部分
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分を含んで成り、ここで個々のアダプター－インデクサーのディテクターの部分

が別々に検出でき、そして前記アダプター－インデクサーのディテクター部分を

、直接的に又は間接的に検出することをさら含んで成る請求項１記載の方法。

    【請求項３】  各々のライゲーター－ディテクターがディテクター部分を含

んで成り、ここで個々のライゲーター－ディテクターのディテクター部分はアダ

プター－インデクサーの１つのディテクター部分に対応し、ライゲーター－ディ

テクターの検出部分の検出がその対応するアダプター－インデクサーのディテク

ター部分の間接的な検出である請求項２記載の方法。

    【請求項４】  アダプター－インデクサーの検出部分の検出が、その対応す

るライゲーター－ディテクターのディテクター部分の間接的な検出である請求項

２記載の方法。

    【請求項５】  少なくとも1つのアダプター－インデクサーの検出部分がラ

ベルである請求項２記載の方法。

    【請求項６】  前記アダプター－インデクサーが連結により核酸フラグメン

トに共有結合され、そして前記ライゲーター－ディテクターが連結によりディテ

クタープローブに共有結合される請求項１記載の方法。

    【請求項７】  段階（ｂ）の前、サンプルを複数のインデックスサンプルに

分けることをさらに含んで成り、ここで異なったライゲーター－ディテクターが

個々のインデックスサンプルによりハイブリダイズされ、個々のインデックスサ

ンプルにおけるライゲーター－ディテクターが、インデックスサンプル中のアダ

プター－インデクサーの付着端を包含し、そしてそれに隣接する配列のすべて又

は一部に適合するか又は相補的な配列を含んで成る請求項１記載の方法。

    【請求項８】  前記ライゲーター－ディテクターが、アダプター－インデク

サーの付着端のすべて又は一部に、及びインデックスサンプルに使用されるアダ

プター－インデクサーの隣接する配列のすべて又は一部に適合するか又は相補的

な配列を含んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項９】  段階（ｂ）に続いて、前記核酸フラグメントの鎖を分離し、

そして前記鎖の１本のみを用いて、段階（ｃ）を進行せしめることをさらに含ん

で成る請求項８記載の方法。
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    【請求項１０】  前記鎖が、前記鎖の１つに会合される捕捉タグを用いて分

離される請求項９記載の方法。

    【請求項１１】  前記捕捉タグがアダプター－インデクサーに会合される請

求項10記載の方法。

    【請求項１２】  前記インデックスサンプルにおける種々の核酸フラグメン

トの濃度が標準化される請求項９記載の方法。

    【請求項１３】  前記核酸フラグメントの鎖が分離され、そして前記核酸フ

ラグメントの濃度が、前記核酸フラグメントの１つの鎖を固定し、前記核酸フラ

グメントを変性し、豊富な核酸フラグメントについてのC0t1/2よりも長く、且つ

希核酸フラグメントについてのC0t1/2よりも短い時間、前記核酸フラグメントを

再生し、そして前記再生されなかった核酸フラグメントを集めることによって標

準化される請求項12記載の方法。

    【請求項１４】  前記ライゲーター－ディテクターの連結が、ライゲーター

－ディテクターにより開始される、増幅標的サークルのローリングサークル複製

によって検出される請求項８記載の方法。

    【請求項１５】  前記核酸開裂試薬がN個の異なった配列を有する付着端を

生成し、そして前記サンプルがN個のインデックスサンプルに分けられる請求項

８記載の方法。

    【請求項１６】  前記ディテクタープローブが、すべて同じ長さのものであ

る請求項８記載の方法。

    【請求項１７】  前記ディテクタープローブが、６，７又は８個の長さのヌ

クレオチドである請求項16記載の方法。

    【請求項１８】  前記ディテクタープローブが、すべて類似するハイブリッ

ド安定性を有する請求項８記載の方法。

    【請求項１９】  前記核酸開裂試薬が制限酵素である請求項８記載の方法。

    【請求項２０】  前記核酸サンプルが１つの制限酵素により消化され、ここ

で前記制限酵素が複数の異なった配列を有する付着端を生成する請求項１９記載

の方法。

    【請求項２１】  前記制限酵素が、その認識配列とは異なる部位で開裂する
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タイプII－S制限酵素である請求項20記載の方法。

    【請求項２２】  個々のライゲーター－ディテクターが、前記アダプター－

インデクサーの付着端を包含し、そして隣接する配列のすべて又は一部に適合す

る配列を含んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項２３】  個々のライゲーター－ディテクターが、前記アダプター－

インデクサーの付着端を包含し、そして隣接する配列のすべて又は一部に相補的

な配列を含んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項２４】  少なくとも１つのライゲーター－ディテクターが、前記ア

ダプター－インデクサーの付着端を包含し、そして隣接する配列のすべて又は一

部に適合する配列を含んで成り、そして少なくとも１つのライゲーター－ディテ

クターが、前記アダプター－インデクサーの付着端を包含し、そして隣接する配

列のすべて又は一部に相補的な配列を含んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項２５】  前記核酸サンプルにおける種々の核酸フラグメントの濃度

が標準化される請求項６記載の方法。

    【請求項２６】  前記核酸フラグメントの濃度が、前記核酸フラグメントの

１つの鎖を固定し、前記核酸フラグメントを変性し、豊富な核酸フラグメントに

ついてのC0t1/2よりも長く、且つ希核酸フラグメントについてのC0t1/2よりも短

い時間、前記核酸フラグメントを再生し、そして前記再生されなかった核酸フラ

グメントを集めることによって標準化される請求項25記載の方法。

    【請求項２７】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテ

クター又はディテクタープローブが、支持体上に固定される請求項８記載の方法

。

    【請求項２８】  前記ディテクタープローブが、支持体上に固定される請求

項27記載の方法。

    【請求項２９】  アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテクター

又はディテクタープローブのすべてが、同じ支持体上に固定される請求項27記載

の方法。

    【請求項３０】  アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテクター

又はディテクタープローブのすべてが、異なった支持体上に固定される請求項27
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記載の方法。

    【請求項３１】  前記支持体がビーズである請求項30記載の方法。

    【請求項３２】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、少なくとも１つのアダプター－インデクサー

、ライゲーター－ディテクター又はディテクタープローブが支持体上に固定され

、そして少なくとも1つの他のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディ

テクター又はディテクタープローブがそれぞれ、異なった支持体上に固定される

ように、複数の異なった支持体上に固定される請求項27記載の方法。

    【請求項３３】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、アレイにおいて存在する請求項27記載の方法

。

    【請求項３４】  前記ディテクタープロ－ブが、アレイにおいて存在する請

求項33記載の方法。

    【請求項３５】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテ

クター又はディテクタープローブが、捕捉タグ、ソーティングタグ又は両者に会

合される請求項８記載の方法。

    【請求項３６】  前記ライゲーター－ディテクターが、捕捉タグ又はソーテ

ィングタグに会合される請求項35記載の方法。

    【請求項３７】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、前記捕捉タグを通して捕獲される請求項35記

載の方法。

    【請求項３８】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、前記ソーティングタグを通して分類される請

求項35記載の方法。

    【請求項３９】  前記ライゲーター－ディテクターがソーティングタグに会

合され、そして前記アダプター－インデクサーが捕捉タグに会合される請求項35

記載の方法。

    【請求項４０】  前記ライゲーター－ディテクターが捕捉タグに会合され、

そして前記アダプター－インデクサーがソーティングタグに会合される請求項35
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記載の方法。

    【請求項４１】  前記ディテクタープローブソーティングタグに会合され、

そして前記アダプター－インデクサーが捕捉タグに会合される請求項35記載の方

法。

    【請求項４２】  前記アダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテク

ター又はディテクタープローブが、複数の異なった捕捉タグ又は複数の異なった

ソーティングタグに会合される請求項35記載の方法。

    【請求項４３】  前記核酸サンプルにおける少なくとも１つの核酸フラグメ

ントの一部の配列を決定することをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項４４】  前記核酸開裂試薬が制限酵素であり、

  前記核酸サンプルが１つの制限酵素により消化され、前記制限酵素が複数の異

なった配列を有する付着端を生成し、

  前記制限酵素がその認識配列とは異なる部位で開裂するタイプII－S制限酵素

であり、そして

  前記核酸フラグメントの一部が、前記付着端配列、ディテクタープローブがハ

イブリダイズする付着端配列に隣接する配列、及び前記制限酵素の認識配列に対

応する請求項43記載の方法。

    【請求項４５】  前記一部が、前記付着端に隣接する配列と前記制限酵素の

認識配列との間の、既知の長さであるが、しかし未知の配列のギャップを包含す

る請求項44記載の方法。

    【請求項４６】  前記一部が、下記構造式：

    A－B－C－D

［式中、Aは制限酵素の認識配列であり、Bは未知の配列のギャップであり、Cは

、ディテクタープローブがハイブリダイズした配列であり、そしてDは付着端配

列である］を有する請求項45記載の方法。

    【請求項４７】  前記核酸フラグメントの一部の決定された配列に基づくプ

ローブ又はプライマーを用いて、核酸サンプルにおける核酸フラグメントに対す

る核酸を検出し、又は増幅することをさらに含んで成る請求項44記載の方法。

    【請求項４８】  前記ディテクタープローブがアレイに存在し、個々のディ
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テクタープローブがアレイにおける異なった位置で固定され、そしてディテクタ

ープローブへのライゲーター－ディテクターの連結の検出がアレイにおける異な

った位置でのライゲーター－ディテクターの存在を検出することによって達成さ

れる請求項８記載の方法。

    【請求項４９】  前記アレイにおけるライゲーター－ディテクターの位置、

量、又は位置及び量が、前記アレイにおけるライゲーター－ディテクターのパタ

ーンを構成し、

  前記アレイにおけるライゲーター－ディテクターのパターンと、第２核酸サン

プルを用いて別の方法により決定された、アレイにおけるライゲーター－ディテ

クターのパターンとを比較することをさらに含んで成る請求項48記載の方法。

    【請求項５０】  前記アレイにおけるライゲーター－ディテクターのパター

ンと、複数の異なった核酸サンプルを用いて、複数の別の方法により決定された

、アレイにおけるライゲーター－ディテクターのパターンとを比較することをさ

らに含んで成る請求項49記載の方法。

    【請求項５１】  段階（ｂ）に続いて、

  前記インデックスサンプルを、１又は複数の第２核酸開裂試薬と共にインキュ

ベートし、そして

  第２アダプターを、個々のインデックスサンプルと共に混合し、そして前記第

２アダプターを前記核酸フラグメントに連結することをさらに含んで成り、ここ

で個々の前記アダプターの前記第２核酸開裂試薬の１つにより生成される末端と

適合できる末端を有する請求項８記載の方法。

    【請求項５２】  段階（ｃ）の前、

  個々のインデックスサンプルを、１又は複数の制限されたインデックスサンプ

ル及び制限されていないインデックスサンプルに分け、

  個々の制限されたインデックスサンプルを、異なった第３核酸開裂試薬と共に

インキュベートすることをさらに含んで成り、

  ここで段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が、制限された及び制限されていない両

インデックスサンプルにより行われる請求項51記載の方法。

    【請求項５３】  前記第２核酸開裂試薬と共にインキュベーションする前、
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  個々のインデックスサンプルを、複数組の二次インデックスサンプルに分け、

  ここで個々の組のインデックスサンプルにおける個々の第２インデックスサン

プルが１又は複数の異なった組の第２核酸開裂試薬と共にインキュベートされる

請求項51記載の方法。

    【請求項５４】  段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が個々の第２インデックス

サンプルにより行われる請求項53記載の方法。

    【請求項５５】  段階（ｃ）の前、

  個々の第２インデックスサンプルを、１又は複数の制限されたインデックスサ

ンプル及び制限されていないインデックスサンプルに分け、

  個々の制限されたインデックスサンプルを、異なった第３核酸開裂試薬と共に

インキュベートすることをさらに含んで成り、

  ここで段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が制限された及び制限されていない両イ

ンデックスサンプルにより行われる請求項53記載の方法。

    【請求項５６】  前記第１、第２、及び第３核酸開裂試薬が制限酵素である

請求項55記載の方法。

    【請求項５７】  前記第２核酸開裂試薬と共にインキュベーションした後、

  個々のインデックスサンプルを、複数組の第２インデックスサンプルに分ける

ことをさらに含んで成る請求項51記載の方法。

    【請求項５８】  段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が個々の第２インデックス

サンプルにより行われる請求項57記載の方法。

    【請求項５９】  前記第１及び第２核酸開裂試薬が制限酵素である請求項51

記載の方法。

    【請求項６０】  前記核酸フラグメントへの第２アダプターの連結に続いて

、

  アダプター－インデクサー及び第２アダプターが連結されているインデックス

サンプルにおける核酸フラグメントを増幅することをさらに含んで成る請求項51

記載の方法。

    【請求項６１】  前記核酸フラグメントが、PCRにより増幅される請求項60

記載の方法。
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    【請求項６２】  PCRのために使用されるプライマーが、前記アダプター－

インデクサー及び第２アダプターにおける配列に相補的である請求項61記載の方

法。

    【請求項６３】  段階（ｂ）の前、核酸サンプルを複数のインデックスサン

プルに分けることをさらに含んでなり、

  ここで１よりも多くの核酸開裂試薬が段階（ａ）において使用され、個々のイ

ンデックスサンプルが異なった１つの核酸開裂試薬と共にインキュベートされ、

  ここで異なったライゲーター－ディテクターが個々のインデックスサンプルに

よりハイブリダイズされ、個々のインデックスサンプルにおけるライゲーター－

ディテクターが、インデックスサンプルにおけるアダプター－インデクサーの付

着端を包含し、そしてそれに隣接する配列のすべて又は一部に適合するか又は相

補的な配列を含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項６４】  段階（ｂ）続いて、

  アダプター－インデクサーが連結されているインデックスサンプルにおける核

酸フラグメントを増幅することをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項６５】  増幅に続いて、

  前記増幅された核酸フラグメントの鎖を分離し、そして前記鎖の１本のみを用

いて、段階（ｃ）を進行せしめることをさらに含んで成る請求項64記載の方法。

    【請求項６６】  前記鎖が、前記鎖の１つに組み込まれる捕捉タグを用いて

分離される請求項65記載の方法。

    【請求項６７】  前記捕捉タグが、核酸フラグメントの増幅のために使用さ

れるプライマーにより会合される請求項66記載の方法。

    【請求項６８】  前記核酸フラグメントが、PCRにより増幅される請求項64

記載の方法。

    【請求項６９】  段階（ｂ）及び（ｄ）における連結に続いて、塩基ミスマ

ッチを破壊するか又は変更する試薬と共に前記インデックスサンプルをインキュ

ベートすることをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項７０】  前記塩基ミスマッチ試薬が、（１）T4エンドヌクレアーゼ

VII、（２）MutH, MutL及びMutS、（３）T7エンドヌクレアーゼI、（４）MutY, 
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（５）グリコシラーゼ又は（６）トポイソメラーゼIである請求項69記載の方法

。

    【請求項７１】  段階（ｂ）及び（ｄ）における連結の前、

  前記インデックスサンプルを、塩基ミスマッチに結合する試薬とともに混合す

ることをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項７２】  前記塩基ミスマッチ試薬が、（１）Mec1、（２）MutS、（

３）MSH2－MSH6,（４）MLH1－PMS1, 又は（５）MSH2－MSH3である請求項71記載

の方法。

    【請求項７３】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディテ

クター又はディテクタープローブがラベルを含み、そしてディテクタープローブ

へのライゲーター－ディテクターの連結がラベルにより検出される請求項８記載

の方法。

    【請求項７４】  個々のライゲーター－ディテクターがラベルを含み、

  ここで前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテクターの連結の検

出が、連結されなかったライゲーター－ディテクターから連結されたライゲータ

ー－ディテクターを分離し、そして前記ライゲーター－ディテクターのラベルを

検出することによって達成される請求項73記載の方法。

    【請求項７５】  個々の異なったライゲーター－ディテクターが異なったラ

ベルを含み、個々のディテクタープローブが捕捉タグ又はソーティングタグによ

り会合され、結合されなかったライゲーター－ディテクターからの連結されたラ

イゲーター－ディテクターの分離が、捕捉タグ又は分類することによって達成さ

れ、ここで前記連結されたライゲーター－ディテクターがディテクタープローブ

と分離する請求項74記載の方法。

    【請求項７６】  前記ソーティングタグが蛍光ラベルであり、そして連結さ

れなかったライゲーター－ディテクターからのディテクタープローブの分離が蛍

光ラベルソーターを用いて達成される請求項75記載の方法。

    【請求項７７】  前記ラベルが蛍光、リン光又は化学ルミネセンスラベルで

ある請求項73記載の方法。

    【請求項７８】  前記ラベルの少なくとも２種が、異なった蛍光、リン光又
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は化学ルミネセンス発光寿命を通して一時的に区別される請求項77記載の方法。

    【請求項７９】  前記ラベルが、核磁気共鳴、電子常磁性共鳴、表面増強さ

れたラマン散乱、表面プラスモン共鳴、蛍光、リン光、化学ルミネセンス、共鳴

ラマン、マイクロ波、又はそれらの組み合わせにより検出される請求項73記載の

方法。

    【請求項８０】  前記ラベルが、核磁気共鳴、電子常磁性共鳴、表面増強さ

れたラマン散乱、表面プラスモン共鳴、蛍光、リン光、化学ルミネセンス、共鳴

ラマン、マイクロ波、又はそれらの組み合わせを用いて検出される請求項79記載

の方法。

    【請求項８１】  前記ラベルが、ラベルを含んで成るビーズである請求項73

記載の方法。

    【請求項８２】  前記ラベルが、分子バーコードである請求項81記載の方法

。

    【請求項８３】  前記ラベルが、質量ラベルである請求項73記載の方法。

    【請求項８４】  対照の核酸サンプルに対して段階（ａ）～（ｅ）を行い、

  異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター－ディテクターのパ

ターンの、核酸サンプルと対照の核酸サンプルとの間の差異を同定することをさ

らに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項８５】  前記対照の核酸サンプルと共に使用されるライゲーター－

ディテクターが、核酸サンプルと共に使用されるライゲーター－ディテクターの

ラベルとは異なったラベルを含み、

  ここで前記対照のインデックスサンプルが、段階（ｄ）の前、対応するインデ

ックスサンプルと共に混合される請求項84記載の方法。

    【請求項８６】  複数の核酸サンプルに対して段階（ａ）～（ｅ）を行うこ

とをさらに含んで成る請求項８記載の方法。

    【請求項８７】  対照の核酸サンプルに対して段階（ａ）～（ｅ）を行い、

  異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター－ディテクターのパ

ターンの、核酸サンプルと対照の核酸サンプルとの間の差異を同定することをさ

らに含んで成る請求項86記載の方法。
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    【請求項８８】  異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター

－ディテクターのパターンの核酸サンプル間での差異を同定することをさらに含

んで成る請求項86記載の方法。

    【請求項８９】  異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター

－ディテクターの存在、量、存在及び量、又は不在のパターンが、核酸サンプル

における核酸フラグメントのカタログを構成する請求項８記載の方法。

    【請求項９０】  第２核酸サンプルにおける核酸フラグメントの第２カタロ

グを調製し、そして前記第１カタログ及び第２カタログを比較することをさらに

含んで成る請求項89記載の方法。

    【請求項９１】  前記第１核酸サンプルに限界量で存在するが、しかし前記

第２核酸サンプルには限界量で存在しない核酸フラグメントに対応する核酸フラ

グメントを同定し又は調製することをさらに含んで成る請求項91記載の方法。

    【請求項９２】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルと同じタ

イプの生物からのサンプルである請求項90記載の方法。

    【請求項９３】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルと同じタ

イプの組織からのサンプルである請求項90記載の方法。

    【請求項９４】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルと同じ生

物からのサンプルである請求項90記載の方法。

    【請求項９５】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なった時間で得られる請求項94記載の方法。

    【請求項９６】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なった生物からのサンプルである請求項90記載の方法。

    【請求項９７】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なったタイプの生物からのサンプルである請求項90記載の方法。

    【請求項９８】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なった種の生物からのサンプルである請求項90記載の方法。

    【請求項９９】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも異

なった株の生物からのサンプルである請求項90記載の方法。

    【請求項１００】  前記第２核酸サンプルが、前記第１核酸サンプルよりも
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異なった細胞区画からのサンプルである請求項90記載の方法。

    【請求項１０１】  前記第１核酸サンプルに存在するが、しかし前記第２核

酸サンプルには存在しない核酸フラグメントに対応する核酸フラグメントを同定

し又は調製することをさらに含んで成る請求項90記載の方法。

    【請求項１０２】  前記核酸フラグメントをプローブとして使用することを

さらに含んで成る請求項101記載の方法。

    【請求項１０３】  プローブとしての核酸フラグメントの使用が、異なった

核酸サンプルにより段階（ａ）～（ｅ）を反復することによって達成され、ここ

で前記核酸フラグメントが段階（ｄ）及び（ｅ）においてディテクタープローブ

として使用される請求項102記載の方法。

    【請求項１０４】  異なったディテクタープローブに連結されるライゲータ

ー－ディテクターの量のパターンが、核酸サンプルにおける核酸フラグメントの

カタログを構成し、

  ここで前記パターンが、ディテクタープローブにハイブリダイズされる配列の

塩基ミスマッチの確立に基づいて、予測されるパターンに比較される請求項８記

載の方法。

    【請求項１０５】  個々のアダプター－インデクサーが、一本鎖部分及び二

本鎖部分を含んでん成る核酸を含んで成り、ここで前記一本鎖部分が付着端であ

り、そして前記二本鎖部分が個々のアダプター－インデクサーにおける同じ配列

を有する請求項８記載の方法。

    【請求項１０６】  前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテク

ターの連結の検出が、アダプター－インデクサー、連結されたライゲーター－デ

ィテクター、アダプター－インデクサーにより会合される質量ラベル、連結され

たライゲーター－ディテクターにより会合される質量ラベル、又はそれらの組み

合わせを、質量分光計により検出することによって達成される請求項８記載の方

法。

    【請求項１０７】  前記アダプター－インデクサー、連結されたライゲータ

ー－ディテクター、アダプター－インデクサーにより会合される質量ラベル及び

連結されたライゲーター－ディテクターにより会合される質量ラベルが、マトリ
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ックス－助力のレーザー脱着/イオン化時間経過質量分光計により検出される請

求項106記載の方法。

    【請求項１０８】  前記アダプター－インデクサー、連結されたライゲータ

ー－ディテクター、アダプター－インデクサーにより会合される質量ラベル及び

連結されたライゲーター－ディテクターにより会合される質量ラベルの組成が、

フラグメント化パターンを分析することによって決定される請求項106記載の方

法。

    【請求項１０９】  結合されなかったライゲーター－ディテクターが、連結

されたアダプター－インデクサーの検出前、ディテクタープローブから洗浄され

る請求項106記載の方法。

    【請求項１１０】  段階（ｂ）に続いて、インデックスサンプルを、１又は

複数の第２核酸開裂試薬と共にインキュベートすることをさらに含んで成る請求

項106記載の方法。

    【請求項１１１】  前記アダプター－インデクサー、ディテクタープローブ

又は両者が、光分解性ヌクレオチドを含み、ここでディテクタープローブへのラ

イゲーター－ディテクターの連結に続いて、

  前記光分解性ヌクレオチドの光分解、及び

  質量分光計による、連結されたライゲーター－ディテクターの１又は両鎖の検

出をさらに含んで成る請求項106記載の方法。

    【請求項１１２】  前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテク

ターの連結に続いて、

  １又は複数の核酸開裂試薬と共に、前記連結されたライゲーター－ディテクタ

ー及びディテクタープローブのインキュベーション、及び

  貨量分光計による前記連結されたライゲーター－ディテクターの１又は両鎖の

検出をさらに含んで成る請求項106記載の方法。

    【請求項１１３】  段階（ｂ）に続いて、

  前記インデックスサンプルを、１又は複数の第２核酸開裂試薬と共にインキュ

ベートし、そして

  第２アダプターを、個々のインデックスサンプルと共に混合し、そして前記第
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２アダプターを前記核酸フラグメントに連結することをさらに含んで成り、ここ

で個々の前記アダプターの前記第２核酸開裂試薬の１つにより生成される末端と

適合できる末端を有し、

  ここで前記第２核酸開裂試薬の少なくとも１つが、その認識部位の修飾に対し

て敏感である請求項８記載の方法。

    【請求項１１４】  前記第１及び第２核酸開裂試薬が制限酵素である請求項

113記載の方法。

    【請求項１１５】  前記認識部位の修飾が、メチル化、アルキル化、ニ量体

化、誘導体化、脱プリン化又はADP－リボシル化である請求項114記載の方法。

    【請求項１１６】  前記修飾が、単離される場合、核酸フラグメントに存在

し、又は単離の後、核酸フラグメントに導入される請求項114記載の方法。

    【請求項１１７】  段階（ｃ）の前、

  個々のインデックスサンプルを、１又は複数の制限されたインデックスサンプ

ル及び制限されなかったインデックスサンプルに分け、

  異なった第３制限酵素により個々の制限されたインデックスサンプルを消化す

ることをさらに含んで成り、

  ここで段階（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）が制限された及び制限されていない両イ

ンデックスサンプルにより行われる請求項114記載の方法。

    【請求項１１８】  前記核酸フラグメントへの第２アダプターの連結に続い

て、

  アダプター－インデクサー及び第２アダプターが連結されているインデックス

サンプルにおける核酸フラグメントを増幅することをさらに含んで成る請求項11

4記載の方法。

    【請求項１１９】  前記核酸サンプルにおける核酸フラグメントの少なくと

も１つの一部の配列を決定することをさらに含んで成る請求項118記載の方法。

    【請求項１２０】  前記核酸フラグメントへの第２アダプターの連続に続い

て、

  第２アダプターに連結されない核酸フラグメントから、第２アダプターに連結

される核酸フラグメントを分離することをさらに含んで成り、ここで第アダプタ
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ーに連結される核酸フラグメントのみが段階（ｃ）に使用される請求項114記載

の方法。

    【請求項１２１】  前記第２制限酵素の少なくとも１つが、（１）その認識

部位の修飾に対して敏感であり、そして（２）その認識部位の修飾に対して敏感

である第２制限酵素と同じ認識部位を有し、

  前記第２制限酵素による消化の前、

  個々のインデックスサンプルを、複数組の第２インデックスサンプルに分け、

ここで、個々の組の第２インデックスサンプルにおける個々の第２牽引サンプル

が、異なった第２制限酵素により消化され、

  ここで段階（ｃ）～（ｅ）が前記個々の第２インデックスサンプルに行われる

請求項114記載の方法。

    【請求項１２２】  その認識部位の修飾に対して敏感である第2制限酵素を

包含する異なったディテクタープローブに連結されるライゲーター－ディテクタ

ーの存在又は不在のパターンと、その認識部位の修飾に対して鈍感であり、そし

てその認識部位の修飾に対して敏感である第２制限酵素と同じ認識部位を有する

第２制限酵素を包含する異なったディテクタープローブに連結されるライゲータ

ー－ディテクターの存在又は不在のパターンとを比較することをさらに含んで成

り、

  ここで前記パターンの差異が核酸サンプルにおける核酸の修飾を示す請求項12

1記載の方法。

    【請求項１２３】  異なったディテクタープローブに連結されるライゲータ

ー－ディテクターの存在、量、存在及び量、又は不在のパターンが、核酸サンプ

ルにおける核酸フラグメントのカタログを構成する請求項114記載の方法。

    【請求項１２４】  第２核酸サンプルにおける核酸フラグメントの第２カタ

ログを調製し、そして前記第１カタログ及び第２カタログを比較することをさら

に含んで成り、ここで前記第１及び第２カタログにおける差異が、前記第１及び

第２核酸サンプルの修飾の差異を示す請求項123記載の方法。

    【請求項１２５】  前記第２核酸サンプルが第１核酸サンプルと同じ細胞型

からのサンプルであり、但し、第１核酸サンプルが由来する細胞は、第２核酸サ
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ンプルが由来する細胞に比較して、修飾欠失性である請求項123記載の方法。

    【請求項１２６】  前記第２核酸サンプルが第１核酸サンプルとは異なる細

胞型からのサンプルであり、そして第１核酸サンプルが由来する細胞が、第２核

酸サンプルが由来する細胞に比較して、修飾欠失性である請求項123記載の方法

。

    【請求項１２７】  前記核酸開裂試薬が制限酵素であり、ここで前記制限酵

素はそれらの認識配列とは異なる部位で開裂するタイプII－S制限酵素であり、

  段階（ａ）の前、

  核酸サンプルにおける１又は複数の核酸分子に興味ある領域に隣接する制限酵

素のための認識部位を導入し、

  ここで前記ライゲーター－ディテクターが制限酵素のための認識部位の配列及

びそれに隣接する配列のすべて又は一部に適合するか又は相補的である配列を含

んで成る請求項６記載の方法。

    【請求項１２８】  前記認識部位が、前記認識配列を含むプライマーを用い

て核酸分子を増幅することによって導入される請求項128記載の方法。

    【請求項１２９】  前記核酸分子がPCRを用いて増幅される請求項128記載の

方法。

    【請求項１３０】  前記ディテクタープローブが、興味ある領域における既

知の又は可能性ある配列に適合するか又は相補的な配列を包含する請求項127記

載の方法。

    【請求項１３１】  前記興味ある領域に複数の既知の又は可能性ある配列が

存在し、ここで前記ディテクタープローブ組が、それぞれ既知の又は可能性ある

配列に適合し、又は相補的な配列を包含する請求項130記載の方法。

    【請求項１３２】  前記核酸サンプルにおける核酸分子が免疫グロブリン又

はT細胞受容体核酸分子であり、ここで前記核酸分子は可変領域、N領域及び連結

領域を有し、

  ここで前記制限酵素のための認識部位が、前記核酸分子のN領域に隣接する核

酸分子の可変領域中に導入され、

  ここで前記ライゲーター－ディテクターは、制限酵素のための認識部位の配列
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のすべて又は一部、又はN領域までではあるが、しかしその領域を包含しない、

制限酵素のための認識部位に隣接する可変領域配列の配列のすべて又は一部に適

合するか又はそれに対して相補的な配列を含んでなり、

  ここで複数の既知の又は可能性ある配列は、核酸分子のN領域に隣接する核酸

分子の連結領域の配列のすべて又は一部に適合するか又はそれに対して相補的な

配列である請求項131記載の方法。

    【請求項１３３】  １組のアダプター－インデクサー、ここで個々のアダプ

ター－インデクサーは異なった付着端を有し、前記アダプター－インデクサーの

個々の付着端は、複数の異なった配列を有する付着端を集合的に生成する１又は

複数の核酸開裂試薬により生成される付着端と適合でき；

  １組のライゲーター－ディテクター、ここで個々のライゲーター－ディテクタ

ーは、異なったアダプター－インデクサーの付着端のすべて又は一部、及びアダ

プター－インデクサーの隣接する配列のすべて又は一部と適合するか又はそれに

対して相補的である配列を含んで成り；及び

  複数のディテクタープローブ、ここで個々のディテクタープローブは異なった

配列を有する；を含んで成るキット。

    【請求項１３４】  前記アダプター－インデクサーの個々の付着端が、制限

酵素により生成される付着端と適合できる請求項133記載のキット。

    【請求項１３５】  前記キットが、個々のアダプター－インデクサーに対応

する少なくとも1つのライゲーター－ディテクターを包含する請求項133記載のキ

ット。

    【請求項１３６】  少なくとも１つのアダプター－インデクサー、少なくと

も1つのライゲーター－ディテクター、少なくとも１つのディテクタープローブ

、又はそれらの組み合わせが、ラベルを含む請求項135記載のキット。

    【請求項１３７】  前記ラベルが蛍光、リン光又は化学ルミネセンスラベル

である請求項136記載のキット。

    【請求項１３８】  前記ラベルの少なくとも２種が、異なった蛍光、リン光

又は化学ルミネセンス発光寿命を通して一時的に区別される請求項137記載のキ

ット。
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    【請求項１３９】  前記ラベルが、核磁気共鳴、電子常磁性共鳴、表面増強

されたラマン散乱、表面プラスモン共鳴、蛍光、リン光、化学ルミネセンス、共

鳴ラマン、マイクロ波、又はそれらの組み合わせにより検出される請求項136記

載のキット。

    【請求項１４０】  前記ラベルが、ラベルを含んで成るビーズである請求項

136記載のキット。

    【請求項１４１】  前記ラベルが、分子バーコードである請求項140記載の

キット。

    【請求項１４２】  前記ラベルが、質量ラベルである請求項136記載のキッ

ト。

    【請求項１４３】  前記核酸開裂試薬がN個の異なった配列を有する付着端

を生成し、そして前記キットがN個の異なったアダプター－インデクサーを含む

請求項133記載のキット。

    【請求項１４４】  前記ディテクタープローブが、６，７又は８個の長さの

ヌクレオチドである請求項133記載のキット。

    【請求項１４５】  個々のライゲーター－ディテクターが、ラベルを含む請

求項133記載のキット。

    【請求項１４６】  前記ラベルが、蛍光ラベルである請求項145記載のキッ

ト。

    【請求項１４７】  前記キットが個々のアダプター－インデクサーに対応す

る少なくとも２種のライゲーター－ディテクターを含み、ここで所定のアダプタ

ー－インデクサーに対応する個々のライゲーター－ディテクターが異なったレベ

ルを含む請求項145記載のキット。

    【請求項１４８】  前記ディテクタープローブが、すべて同じ長さのもので

ある請求項133記載のキット。

    【請求項１４９】  前記ディテクタープローブが、すべて類似するハイブリ

ッド安定性を有する請求項133記載のキット。

    【請求項１５０】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディ

テクター又はディテクタープローブが、支持体上に固定される請求項133記載の
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キット。

    【請求項１５１】  前記ディテクタープローブが、支持体上に固定される請

求項150記載のキット。

    【請求項１５２】  個々のアダプター－インデクサー、ライゲーター－ディ

テクター又はディテクタープローブが、捕捉タグ、ソーティングタグ又は両者に

会合される請求項133記載のキット。

    【請求項１５３】  前記ライゲーター－ディテクターが、捕捉タグ又はソー

ティングタグに会合される請求項152記載のキット。

    【請求項１５４】  前記ディテクタープローブが、

  （ａ）付着端を有する核酸フラグメントを生成するために、複数の異なった配

列を有する付着端を集合的に生成する、１又は複数の核酸開裂試薬と共に核酸サ

ンプルをインキュベートし、

  （ｂ）複数のアダプター－インデクサーと、前記核酸サンプルとを混合し、そ

して核酸フラグメントに前記アダプター－インデクサーを共有結合し、ここで個

々のアダプター－インデクサーは異なった付着端を有し、前記アダプター－イン

デクサーの個々の付着端は前記核酸開裂試薬により生成される付着端と適合でき

、

  （ｃ）前記核酸サンプルにより複数のライゲーター－ディテクターをハイブリ

ダイズし、ここで個々のライゲーター－ディテクターは、アダプター－インデク

サーの少なくとも1つの付着端を包含し、そしてそれに隣接する配列のすべて又

は一部に適合するか又は相補的な配列を含んで成り、

  （ｄ）前記核酸サンプルにより複数のディテクタープローブをハイブリダイズ

し、そして前記ライゲーター－ディテクターを前記ディテクタープロ－ブに共有

結合し、ここで個々のディテクタープローブは異なった配列を有し、

  （ｅ）前記ディテクタープローブへのライゲーター－ディテクターの結合を、

直接的に又は間接的に検出し、ここで異なったディテクタープローブに結合され

るライゲーター－ディテクターのパターンが核酸サンプルにおける核酸フラグメ

ントのカタログを構成し、

  （ｆ）第２核酸サンプルにおける核酸フラグメントの第２カタログを調製し、
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そして前記第１カタログ及び第２カタログを比較し、そして

  （ｇ）第１核酸サンプルに存在するが、しかし第２核酸サンプルには存在しな

い核酸フラグメントに対応する核酸フラグメントを調製することによって調製さ

れる核酸フラグメントである請求項133記載のキット。

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  開示される本発明は一般的に、核酸特徴化及び分析の分野、及び特に、遺伝子

発現パターン及びゲノムの分析及び比較の分野に関する。

      【０００２】

  遺伝子－発現パターンにおける差異の研究は、分化及び発生の機構を理解する

ための最も有望なアプローチの１つである。さらに、疾病関連の標的分子の同定

は、合理的な医薬発明のための新規接近手段を開く。現在、分子発現パターンの

分析のための次の２種のアプローチが存在する：（１）mRNA－発現地図の生成、

及び（２）タンパク質の発現プロフィールが技法、例えば二次元ゲル電気泳動、

質量分光計［マトリックス－助力－脱着－イオン化－時間経過（MALDI－TOF）又

はエレクトロスプレー］及びピコモル以下の量のタンパク質を配列決定する能力

により分析される、“プロトコム（protcom）”の試験。転写体のイメージング

のための従来のアプローチ、例えばノザンブロット又はプラークハイブリダイゼ

ーションは、mRNA－発現パターンを分析するために時間がかかり、且つ材料集約

的な手段である。それらの理由のために、産業的及び臨床学的研究における高い

処理能力のスクリーニングのための他の方法が開発されて来た。

      【０００３】

  遺伝子発現の分析における進歩は、1977年におけるノザンプロット技法の開発

であった（Alwineなど., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5350-5345 (1977)）

。この技法により、ラベルされたcDNA又はRNAプローブは、mRNA転写体の発現パ

ターンを研究するためにRNAブロットにハイブリダイズされる。他方では、RNア

ーゼ－保護アッセイは、特定のRNAの発現を検出できる。それらのアッセイは、

同様の態様でのmRNAサブセットの発現の決定を可能にする。RNアーゼ－保護アッ

セイン関しては、分析されたmRNAの配列は、選択されたmRNAとのハイブリッドを
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形成するラベルされたcDNAを合成するために、知られるべきであり；そのような

ハイブリッドは、一本鎖－特異的ヌクレアーゼによるRNA分解を阻止する。第３

のアプローチとして、示差プラーク－フィルターハイブリダイゼーションは、ク

ローン化されたcDNAの発現における特定の差異の同定を可能にする（Maniatisな

ど., Cell 15：687-701 (1978)）。それらのすべての技法は遺伝子発現における

差異の研究のための卓越した手段であるが、それらの種類の方法の制限要因は、

発現パターンが既知遺伝子のためのみ分析され得ることである。

      【０００４】

  遺伝子発現パターンの分析は、異なった起源のmRNAプールに１つの起源のmRNA

プールをハイブリダイズすることによって生成されるDNAライブラリーの開発を

有意に前進せしめた。次にハイブリダイゼーション段階において相補的鎖を見出

さない転写体が、cDNAライブラリーの構成のために使用される（Hedrickなど., 

Nature 308: 149-153 (1984)）。この方法に対する種々の改良が、特定のmRNAを

同定するために開発されて来た（Swaroopなど., Nucleic Acids Res. 25: 1954 

(1991); Diatchenko など., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 6025-6030 (1996

)）。それらの１つは、ビオチン－及び制限－介在性富化を通しての特異的に発

現されたmRNAの選択的増幅であり（SABRE；Laveryなど., Proc. Natl. Acad. Sc

i. USA 94: 6831-6836 (1997)）、すなわちテスター集団に由来するcDNAがドラ

イバー（対照）集団のcDNAに対してハイブリダイズされる。テスター－cDNA含有

ハイブリッドに対して特異的な精製段階の後、テスター－テスターホモハイブリ

ッドが、付加されたリンカーを用いて特異的に増幅され、従って、これまで知ら

れていない遺伝子の単離を可能にする。

      【０００５】

  真核生物mRNAの示差的表示の技法は、ニ方向態様で組織的に、転写された遺伝

子を分析し、そして比較するための最初の１－管方法であり；減法的及び示差的

ハイブリダイゼーション技法が特異的に発現された遺伝子の一方向性同定のため

に適合されて来た（Liang and Pardee, Science 258: 967-971 (1992)）。精製

が、示差的表示の再現性、効率及び性能を強化するために提案されて来た(Bauer

など., Nucleic Acids Res. 11: 4272-4280 (1993); Liang and Pardee, Curr. 
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Opin. Immund. 7: 274-280 (1995); Ito and Sakalci, Methods Mol. Biol. 85:

 37-44 (1997); Praschar and Weissman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA93: 659-

663 (1996))。それらのアプローチは、従来のPCRに基づく示差的表示よりも再現

性であり且つ正確であるが、それらはまだ、ゲル電気泳動の使用を必要とし、そ

してしばしば、分析からの一定のDNAフラグメントの排除を包含する。

      【０００６】

  ２種の複合体ゲノム間の差異を同定するために元来、開発されたが、代表的な

差異分析（RDA）は減法的ハイブリダイゼーション及びPCRの両者を利用すること

によって示差的遺伝子発現を分析するために適合された（Lisitsyn など., Scie

nce 259：946-951 (1993); Hubank and Schatz, Mucleic Acids Res. 22: 5640-

5648 (1994)。第１の段階においては、２種の異なった集団、すなわちテスター

及びドライバー（対照）に由来するmRNAが逆転写され；前記テスターcDNAは、示

差遺伝子発現の発生が予測されるcDNA集団を表す。時折開裂する制限エンドヌク

レアーゼによる消化に続いて、リンカーがcDNAの両端に連結される。次に、PCR

段階が異なった遺伝子プールの初期表示を生成する。テスター及びドライバーcD

NAのリンカーが消化され、そして新規リンカーがラスターcDNAの末端に連結され

る。次に、テスター及びドライバーcDNAが、テスター及びドライバーcDNAプール

において共通の一本鎖cDNA間でのハイブリダイゼーションを促進するために、過

剰のドライバーcDNAと共に１：100の比で混合される。cDNAのハイブリダイゼー

ションに続いて、PCRは、二本鎖cDNAの両端上のプライミング部位を通して、テ

スターcDNAにより生成されるそれらのホモ重複体のみを、指数的に増幅する（O

’Neill and Sinclair, nucleic Acids Res. 25: 2681-2682 (1997); Wadaなど.

, Kidney Int. 51: 1629-1638 (1997); Edman など., J. 323: 113-118 (1997)

）。

      【０００７】

  細胞又は生物の遺伝子－発現パターンは、その基本的な生物学的特徴を決定す

る。mRNAコードの配列の発現及び特徴化を促進するために、種々の組織から直接

的に、cDNAのフラグメントを配列決定する考えが明らかになった（Adamsなど., 

Science 252: 1651-1656 (1992); Adamsなど., Nature 377: 3-16 (1995)）。そ
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れらの発現された配列標識（EST）は、ゲノム由来の配列におけるコード領域の

同定を可能にする。公的に入手できるESTデータベースは、コンピュターによる

遺伝子発現の比較分析を可能にする。示差的に発現された遺伝子は、所定の器官

又は細胞型の発現された配列のデータベースと、異なった起源からの配列情報を

比較することによって同定され得る（Leeなど., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9

2: 8303-8307 (19995)；Vasmatzisなど., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 300

-304 (1998)）。ESTの配列決定に対する欠点は、大規模な配列決定施設の必要性

である。

      【０００８】

  遺伝子発現の連続分析（SAGE）は、比較分析を通して示差的に発現された遺伝

子の同定への配列に基づくアプローチである（Velculescuなど., Science 270：

484-487 (1995)）。それは、異なった細胞集団又は組織に由来する配列の同時分

析を可能にする。次の３段階がSAGEについての分子基礎を形成する：

（１）発現された転写体を同定するための配列標識（10－14bp）の生成；（２）

クローン化され、そして配列決定され得るコンカテマーを得るための配列標識の

連結；及び（３）標識により同定された遺伝子の発現における差異を決定するた

めの配列データの比較。この方法は、分析されるべきあらゆるmRNA集団のために

行われる。SAGEの主要欠点は、対応する遺伝子が遺伝子バンクに寄与されるそれ

らの標識についてのみ同定され得、従ってSAGEの効率を入手できるデータベース

の程度に依存性にする事実である。他方では、単純に、配列決定作業のほとんど

が細胞mRNAにおいて高い頻度で存在するそれらの標識に対する反復した読み取り

を付与するので、いずれかの所定のmRNA集団の95％の有効範囲を提供することが

できるSAGEデータ組を完全にするための主要配列決定の努力が必要とされる。換

言すれば、SAGE配列決定実験は、独得の標識が、多くの週の配列決定の努力の後

でのみ、データベースに蓄積し始めるであろう、まれなmRNAについての収穫逓減

を付与する。

      【０００９】

  遺伝子発現プロフィール及びゲノム組成の研究に対する異なったアプローチは

、DNAマイクロアレイの使用である。現在のDNAマイクロアレイは、高い密度で組
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織的にグリッド化される。そのようなマイクロアレイは、ナイロンフィルター、

ガラススライド又はシリコーンチップの表面に連結される、cDNA（例えば、EST

）、PCR生成物又はクローン化されたDNAを用いることによって生成される（Sche

naなど., Science 270, 467-470 (1995)）。DNAアレイはまた、合成されたオリ

ゴヌクレオチドを直接的に適用することによって、合成されたオリゴヌクレオチ

ドをマトリックスに直接的に適用することによって、又はフォトリトグラフィー

及び固相化学合成を組合わす、より洗練された方法により、合成オリゴヌクレオ

チドからアセンブリーされ得る（Fodor など., Nature 364: 555-556 (1993)）

。遺伝子発現における差異を決定するためにには、ラベルされたcDNA又はオリゴ

ヌクレオチドが、DNA－又はオリゴマー－担持アレイにハイブリダイズされる。D

NA又はオリゴヌクレオチドをラベリングするために異なった蛍光団を用いる場合

、２種のプローブがアレイに同時に適用され、そして異なった波長で比較される

。10,000及びそれ以上の遺伝子の発現が単一のチップ上で分析され得る（Cheeな

ど., Science 274: 614 (1996)）。しかしながら、cDNA及びオリゴヌクレオチド

アレイの感度に依存して、ハイブリダイゼーションシグナルの強度は、弱く又は

多量に発現された遺伝子が分析される場合、直線範囲から逸れる。従って、特別

に発現された遺伝子の正確な検出を確保する個々の最適化段階が必要とされる。

そのようなマイクロアレイ方法は、多くの興味ある生物学的問題と取り組むため

に使用され得るが、それらは新規遺伝子の発現のためには適切でない。

      【００１０】

  示差的表示又はSAGEに固有の遺伝子発現のための能力を有するアレイハイブリ

ダイゼーション技法の力及び便利を兼ね備えた方法についての必要性がある。そ

のような方法は、それがゲル電気泳動の使用を伴なわないで、及び冗長性DNA配

列決定努力の必要性を伴なわないで、包括的な遺伝子発現分析を可能にできる場

合、最も魅力あるものである。

      【００１１】

  従って、核酸配列標識の包括的分析のための方法を提供することが、本発明の

目的である。

      【００１２】
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  核酸配列標識のインデキシングを可能にするディテクター組成物を提供するこ

とが、本発明のもう1つの目的である。

      【００１３】

  発明の簡単な要約：

  核酸サンプルの包括的分析のための方法、及び前記方法への使用のためのディ

テクター組成物が開示される。配列標識の固定されたアドレス分析（FAAST）と

称する方法は、種々の付着端配列を有する１組の核酸フラグメントの生成；付着

端の配列に基づいての前記フラグメントのインデキシング；前記フラグメントに

よるディテクター配列の会合；ディテクターアレイ上のインデキシングされたフ

ラグメントの配列に基づく捕獲；及びフラグメントラベルの検出を包含する。複

数の付着端配列の生成は、１又は複数の核酸開裂試薬と共に核酸サンプルをイン

キュベートすることによって達成される。好ましくは、これは、認識配列とは異

なる部位で分解する制限エンドヌクレアーゼ、又は複数の制限エンドヌクレアー

ゼによる消化に核酸サンプルをゆだねることによって達成される。インデキシン

グされたフラグメントは、プローブへのハイブリダイゼーション及びカップリン

グ、好ましくは連結により捕獲される。前記プローブは好ましくは、アレイに、

又は分類できるビーズ上に固定される。

      【００１４】

  前記方法は、インデキシングされたフラグメントの検出を可能にし、ここで検

出は、個々のフラグメントの元の付着端の配列、制限エンドヌクレアーゼの認識

配列（付着端配列とは異なる場合）、及びプローブに対応する配列を包含する、

フラグメントのためのいくつかの配列情報を提供する。前記方法は、再現できる

及び配列－特異的態様での核酸複合体サンプルのすばやく且つ容易な分類を可能

にする。

      【００１５】

  配列標識の可変性アドレス分析（VAAST）として言及される１つの形のFAAST方

法は、既知の又は可能性ある配列の種々の組み合わせの、核酸分子における会合

の決定を可能にする。例えば、免疫グロブリン又はT細胞受容体における連結及

び可変領域の特定の組み合わせが決定され得る。配列標識の修飾助力分析（MAAS
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T）として言及されるもう１つの形のFAAST方法は、修飾の存在又は不在に分子の

分解を基づかせることによって、核酸分子における配列の修飾を評価する。例え

ば、核酸分子においてメチル化される部位は、その部位でメチル化に対して敏感

である制限酵素により開裂されないであろう。メチル化に対して鈍感である制限

酵素はその部位で分解し、従って配列標識の異なったパターンを生成する。

      【００１６】

  発明の特定の記載：

  配列標識の固定されたアドレス分析（FAAST）として言及される、開示される

方法は、再現でき且つ配列特異的な態様で、核酸の複合体サンプルのすばやく且

つ容易な分類を可能にする。そのようなカタログは、サンプル間の差異の便利な

検出を可能にするために、他の核酸サンプルの他の同様にして調製されたカタロ

グと比較され得る。核酸サンプルについての有意な量の情報を組み込むカタログ

は、関連する核酸サンプルの検出及び核酸サンプルの比較のために使用され得る

核酸サンプルのフィンガープリントとして作用することができる。例えば、特定

の生物の存在又は正体は、試験生物の核酸のカタログを生成し、そしてその得ら

れるカタログと、既知生物から調製された対照カタログとを比較することによっ

て検出され得る。遺伝子発現パターンにおける変化及び差異はまた、異なった細

胞サンプルからのmRNAのカタログを調製し、そしてそのカタログを比較すること

によっても検出され得る。配列のカタログはまた、核酸サンプルの源に対して特

異的である１組のプローブ又はプライマーを生成するためにも使用され得る。

      【００１７】

  開示される方法と、生成される核酸カタログとの比較は、前記方法において生

成され、そして分類される配列情報の高い規則の性質により促進される。前記方

法への固定化、分類及び/又はアレイ検出の使用は、その方法の自動化、情報の

分類及び他のカタログとの比較を可能にする。前記方法は、充填された及び空の

ビン、及び/又はビンにおけるシグナルの量のパターンを伴なって、充填され得

、空であり、又は異なったレベルに充填され得る多数の配列特異的ビンの同等物

をもたらし、分類されている核酸サンプルについての情報を提供する。

      【００１８】
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  FAAST方法は次の基本的な段階を包含する。核酸サンプルは、１又は複数の核

酸開裂試薬、好ましくは種々の配列を有する付着端を有する1組のDNAフラグメン

トをもたらす制限エンドヌクレアーゼと共にインキュベートされる。好ましい形

の方法においては、サンプルがアリコート（インデックスサンプルとして言及さ

れる）に分けられ；好ましくは多くのアリコートに劣らず、付着端配列が存在す

る。複数の制限エンドヌクレアーゼが使用される場合、核酸サンプルは好ましく

は、開裂に続いて、インデックスサンプルに分けられる。次に、個々のサンプル

（核酸サンプルが分けられる場合、個々のインデックスサンプル）が、インデッ

クスサンプルにおけるDNAフラグメント上の可能な付着端の１つと適合できる付

着端をそれぞれ有する、１又は複数のアダプター－インデクサーと共に混合され

る。好ましくは、異なったアダプター－インデクサーは、個々のインデックスサ

ンプルと共に混合される。次に、アダプター－インデクサーが、好ましくは連結

により、適合できるDNAフラグメントンに共有結合される。

      【００１９】

  次に、個々のサンプル（又は個々のインデックスサンプル）におけるDNAフラ

グメントが、ライゲーター－ディテクターにハイブリダイズされる。個々のライ

ゲーターの１つの端は、第１核酸開裂試薬により生成される可能な付着端配列の

１つのすべて又は一部、又は開裂が認識配列から逸れない場合、第１核酸開裂試

薬の認識配列のすべて又は一部に適合するか、又はそれに対して相補的な配列を

有する。ライゲーター－ディテクターは、アダプター－インデクサーに結合され

るフラグメントにおける付着端配列に隣接する配列に適合するか又はそれに対し

て相補的な配列を有することができ、そして好ましくは有する。個々のインデッ

クスサンプルに使用されるライゲーター－ディテクターは好ましくは、インデッ

クスサンプルに使用されるアダプター－インデクサー配列における、付着端配列

を包含する配列に適合するか、又はその配列に対して相補的である。

      【００２０】

  最終的に、個々のサンプル（又はインデックスサンプル）は、好ましくは連結

により、１又は複数のディテクタープローブと反応せしめられ、そしてそのプロ

ーブに結合される。好ましくは、使用される組のディテクタープローブは、所定
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の長さのあらゆる可能な配列（例えば、あらゆる可能な６塩基配列）を包含する

。プローブ及びライゲーター－ディテクターオリゴヌクレオチドの末端は、プロ

ーブがライゲーター－アダプターの末端に隣接してハイブリダイズする場合での

み結合される。プローブは好ましくは、固定されたオリゴヌクレオチドである。

      【００２１】

  サンプルからの個々のプロセッシングされたDNAフラグメントは、プローブへ

のライゲーター－ディテクターの結合に基づいてシグナルをもたらすであろう。

複合体核酸サンプルは、シグナルの独得のパターンを生成するであろう。それは

、核酸サンプルの独得な分類、及び異なった核酸サンプルから生成されるシグナ

ルのパターンの敏感且つ強力な比較を可能にするこのパターンである。

      【００２２】

  プローブへのライゲーター－ディテクターの結合は、直接的に又は間接的に検

出され得る。例えば、プローブ、ライゲーター－ディテクター又は会合されたア

ダプター－インデクサーのいずれかが検出され得る。所定のプローブによるライ

ゲーター－ディテクター又はアダプター－インデクサーへの会合は、プローブ及

びライゲーター－ディテクターの結合の表示である。そのような会合の検出は、

プローブ、ディテクター－ライゲーター又はアダプター－インデクサーの固定化

を通して、及びプローブ、ディテクター－ライゲーター及び/又はアダプター－

インデクサーと共に捕捉タグ、ソーティングタグ及び検出できるラベルを通して

促進され得る。固定化、及び捕捉タグ、ソーティングタグ及びラベルとの会合の

いずれかの組み合わせが使用され得る。好ましくは、プローブはアレイに固定さ

れ、そしてライゲーター－検出が検出できるラベルにより会合される。従って、

固定されたプローブの特定のアレイにおける特定の位置でのシグナルの検出は、

核酸サンプルからインデキシングされる核酸フラグメントについての情報を提供

することができる。

      【００２３】

  プローブがアレイにおいて固定される場合、DNAフラグメントがシグナルを生

成する前記アレイ及びそのアレイにおける位置は、DNAフラグメントの付着端の

配列、及び前記付着端に隣接する配列（又は第１制限酵素の認識配列及び認識配
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列及び付着端配列がオーバーラップする場合、隣接する配列）を同定する。これ

は、４個の塩基の付着端及び６個の塩基の同定されたオリゴヌクレオチドが使用

される場合、10個の塩基の配列である。使用される場合、タイプII－S制限酵素

の認識配列と開裂部位との間の固定された関係、及び認識配列の正体は、DNAフ

ラグメントについての追加の配列情報を提供する。同じ効果が、特定のプローブ

を捕獲し、分離し、又は検出することによって（捕捉タグ、ソーティングタグ及

びラベルを通して）、達成され得る。すなわち、プローブ及びそれに結合される

ライゲーター－ディテクターが同定され得る限り、パターンが決定され得る。

      【００２４】

  任意には、ライゲーター－ディテクターとのハイブリダイゼーションの前、個

々のサンプル（又はインデックスサンプル）は、１又は複数の他の核酸開裂試薬

（第２核酸開裂試薬として言及される）、好ましくは４個の塩基の認識配列を有

する制限酵素と共にインキュベートされ得る。次に、第２アダプターが、サンプ

ルにおけるDNAフラグメントに、好ましくは連結により結合され得る。次に、そ

のDNAフラグメントは、いずれかの適切な方法、例えばPCRを用いて増幅され得る

。

      【００２５】

  配列標識の修飾助力された分析（MAAST）として言及される１つの形のFAAST方

法は、分子の開裂を、修飾の存在又は不在に基づかせることによって、核酸分子

における配列の修飾を評価する。例えば、核酸分子においてメチル化される部位

は、その部位でメチル化に対して敏感である制限酵素により切断されないであろ

う。メチル化に対して鈍感である制限酵素はその部位で分解し、従って配列標識

の異なったパターンを生成する。

      【００２６】

  配列標識の可変性アドレス分析（VAAST）として言及される１つの形のFAAST方

法は、既知の又は可能性ある配列の種々の組み合わせの、核酸分子における会合

の決定を可能にする。例えば、免疫グロブリン又はT細胞受容体における連結及

び可変領域の特定の組み合わせが決定され得る。VAASTは、FAASTと同じ基本的な

段階を使用し、そして核酸サンプルの開裂の前、１つの段階を付加する。VAAST
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においては、切断のための認識部位、好ましくは制限酵素認識部位が、核酸サン

プルにおける核酸フラグメント中に導入される。次に、この認識部位が、第１の

基本的なFAAST方法において切断の標的物として使用され得る。アダプター－イ

ンデクサーは、認識部位が導入された配列に隣接すると思われる既知の又は可能

性ある配列と適合するよう選択されるべきである。その結果物は、核酸フラグメ

ントに由来する中央配列を囲む定義された末端配列を有するフラグメントである

。これは、既知の又は可能性ある配列の会合の評価を可能にする。特に、認識部

位が特定のアダプター－インデクサー（既知の又は可能性ある隣接配列と適合す

る配列を有する）と共に導入された配列の会合が検出され得る。

      【００２７】

  材料：

核酸サンプル：

  いずれの核酸サンプルでも、開示される方法に使用され得る。適切な核酸サン

プルの例は、ゲノムサンプル、mRNAサンプル、核酸ライブラリー（cDNA及びゲノ

ムライブラリーを包含する）、全細胞サンプル、環境サンプル、培養物サンプル

、組織サンプル、体液及び生検サンプルを包含する。多くの核酸サンプル源が知

られており、又は開発され得、そしていずれでも開示される方法に使用され得る

。開示される方法と共に使用するための好ましい核酸サンプルは、有意な複合核

酸サンプル、例えばゲノムサンプル及びmRNAサンプルである。

      【００２８】

  核酸フラグメントは、大きな核酸分子のセグメントである。開示される方法に

使用されるような核酸フラグメントは一般的に、切断された核酸分子を言及する

。核酸開裂試薬と共にインキュベートされた核酸サンプルは、消化されたサンプ

ルとして言及される。制限酵素を用いて消化された核酸サンプルは、消化された

サンプルとして言及される。

      【００２９】

  インデックスサンプルは、さらなるプロセッシングのために異なったアリコー

トに分けられた核酸サンプルである。開示される方法においては、インデックス

サンプルは好ましくは、異なったアダプター－インデクサーが、消化されたサン
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プルに存在する核酸フラグメントに、好ましくは連結により結合するために添加

される、消化された核酸サンプルのアリコートである。開示される方法において

は、異なった核酸フラグメントが、そのフラグメントの付着端配列に基づいて、

異なったインデックスサンプルにおいてプロセッシングされる。従って、好まし

くは、消化された核酸サンプルは、サンプルを消化するために使用される核酸開

裂試薬により可能性ある付着端配列の数が生成されるようできるだけ多くのイン

デックスサンプルに分けられる。複数の異なった核酸開裂試薬が核酸サンプルを

切断するために使用される場合、好ましくは、核酸サンプルは、使用される核酸

開裂試薬と同じほど多くのアリコートに分けられ、そして核酸サンプルは、切断

の前に分けられる。

      【００３０】

  対照の核酸サンプルは、もう1つの核酸サンプル（テスター核酸サンプルとし

て言及され得る）が比較される核酸サンプルである。対照のインデックスサンプ

ルは、もう１つのインデックスサンプル（テスターインデックスサンプルとして

言及され得る）が比較されるインデックスサンプルである。

      【００３１】

  第２インデックスサンプルは、インデックスサンプルのアリコートである。従

って、インデックスサンプルは、多くの第２インデックスサンプルに分けられ得

る。第２インデキシングインデックスサンプルは、核酸開裂試薬、好ましくは制

限酵素により切断される。制限されたインデックスサンプル及び制限されていな

いインデックスサンプルは、インデックスサンプルのアリコートである。制限さ

れたインデックスサンプルは核酸を開裂試薬により切断されるが、制限されてい

ないインデックスサンプルは、それにより切断されない。制限された第２インデ

ックスサンプル及び制限されていない第２インデックスサンプルは、第２インデ

ックスサンプルのアリコートである。制限された第２インデックスサンプルは核

酸開裂試薬により切断されるが、制限されていない第２インデックスサンプルは

それにより切断されない。第２インデックスサンプル、制限されたインデックス

サンプル、制限されていないインデックスサンプル、制限された第２インデック

スサンプル、及び制限されていない第２インデックスサンプルは、集合的には、
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誘導体インデックスサンプルとして言及される。個々のインデックスサンプルに

由来し、そしていくつかの場合、もう1つの誘導体インデックスサンプルに由来

する。

核酸開裂試薬：

  開示される方法は、核酸開裂試薬を使用する。核酸開裂試薬は、核酸分子に対

する切断を引き起こし、仲介し、又は触媒する、化合物、複合体及び酵素である

。好ましい核酸開裂試薬は、配列－特異的態様で核酸分子を切断するそれらのも

のである。制限酵素（制限エンドヌクレアーゼとしても言及される）は、核酸開

裂試薬の好ましい形である。他の核酸開裂試薬は、Szybalskiの普遍的な制限エ

ンドヌクレアーゼを包含し（Szybalski, Gene 40 (2-3): 169-73 (1985); Podha

jska and Szybalski, Gene 40 (2-3): 175-82 (1995)［公開された正誤表はGene

43（３）：325（1985）に見られる］、そして進歩したDNA切断システムはBreake

r などにより開発された（Carmiなど., Proc. Natl. A cad. Sci. USA 95 (5): 

2233-2237 (1998)。

      【００３２】

  多くの核酸開裂試薬は知られており、そして開示される方法に使用される。開

示される方法に関しては、核酸開裂試薬は一般的に、認識配列及び切断部位を有

する。多くの核酸開裂試薬、特に制限酵素はまた、切断部位で付着端を生成する

。認識配列は、核酸分子に存在する場合、同起源の核酸開裂試薬により核酸分子

の切断を方向づけるであろうヌクレオチド配列である。核酸開裂試薬の切断部位

は、通常、認識配列に関して、核酸開裂試薬が核酸分子を切断する部位である。

付着端（付着端、突出端及び5’又は3’オーバーハングとしても言及される）は

、二本鎖核酸セグメントの末端での一本鎖核酸セグメントである。

      【００３３】

  本発明の方法の特定の態様に関しては、使用される核酸開裂試薬は、この方法

において使用される他の制限酵素に対して一定の性質及び/又は一定の関係を有

するであろう。例えば、開示される方法のいくつかの好ましい態様においては、

多くの異なった配列を有する付着端を生成する核酸開裂試薬が好ましく、そして

認識配列からの切断部位オフセットを有する核酸開裂試薬が最も好ましい。開示
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される方法の他の態様は、異なった認識配列を有し、そして/又は本発明の方法

における他の段階で同じインデックスサンプルに対して使用される他の核酸開裂

試薬とは異なった付着端を生成する異なった核酸開裂試薬の使用を必要とする。

例えば、３種の消化物（すなわち、切断反応）がこの方法において使用される場

合、好ましくは、個々の消化物に使用される核酸開裂試薬は、他の消化物に使用

される核酸開裂試薬の認識配列とは異なった認識配列を有する。そのような場合

、核酸開裂試薬の既知性質が、適切な核酸開裂試薬を選択し、または企画するた

めに使用され得る。

      【００３４】

  核酸開裂試薬が認識配列とは異なった又ははなれた部位でDNAを切断する場合

、異なった配列を有する種々の付着端が生成され得る。これは、核酸における認

識配列がいずれかの配列の次に存在し、そして、切断部位がいずれかの配列を有

することができるからである。例えば、FokIは、GGATGの認識部位から9個（上方

の鎖）及び13個（下方の鎖）下流のヌクレオチドを切断する。４個の塩基の付着

は、どんな配列でも、認識部位から10～13個のヌクレオチド離れて存在すべきで

あろう。十分な切断部位を与える場合、合計256個の異なった付着端配列（あら

ゆる可能な４個の塩基配列である）が、FokI消化に起因する。結果として、制限

酵素、例えばタイプII－S制限酵素は、多くの異なった配列を有する付着端を生

成するといわれる。

      【００３５】

  本明細書において使用される場合、特にことわらない限り、用語、消化物、消

化、消化された及び消化するとは、一般的に、切断反応又は切断の作用を言及し

、そしてタンパク質酵素、又はいずれかの特定の機構による切断に限定されるも

のではない。同様に、用語、制限されたとは、いずれかの核酸切断を言及するも

のであって、制限酵素による切断を言及するものではない。核酸開裂試薬におい

ては、配列－特異性は、単なるいくらかの配列特異性を必要とし、絶対的な配列

特異性を必要としない。すなわち、完全に又は一部定義された認識配列を有する

核酸開裂試薬が好ましい。従って、それらの認識配列にいくらかの縮重を有する

核酸開裂試薬は、まだ、配列－特異的であると思われる。
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      【００３６】

  第２核酸開裂試薬は、第２インデックスサンプルを消化するために使用される

核酸開裂試薬である。第３核酸開裂試薬は、制限されたインデックスサンプル又

は制限された第２インデックスサンプルを消化するために使用される核酸開裂試

薬である。第２及び第３核酸開裂試薬は好ましくは、認識配列において切断する

タイプII制限エンドヌクレアーゼである。第２制限酵素は、第２インデックスサ

ンプルを消化するために使用される制限酵素である。第２制限酵素は、制限され

たインデックスサンプル又は制限された第２インデックスサンプルを消化するた

めに使用される酵素である。第２及び第３制限酵素は、好ましくは、認識配列に

おいて切断するタイプII制限エンドヌクレアーゼである。

      【００３７】

  標準の態様での制限酵素の使用の他に、Szybalski（Szybalski, Gene 40 (2-3

): 169-73 (1985); Podhajska and Szybalski, Gene 40 (2-3): 175-82 (1995)

［公開された正誤表はGene43（３）：325（1985）に見られる］により記載され

るように、普遍的制限エンドヌクレアーゼとしてタイプII－S酵素を使用するこ

とができる。そのSzybalskiの技法においては、一本鎖又は二本鎖DNAが、タイプ

II－S酵素と組合して、記載される構造体を用いて、いずれかの任意の（但し、

特異的な）部位で切断され得る。より進歩したDNA切断システムは、Breaker な

どにより開発された（Carmiなど., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(5): 2233-2

237 (1998)）。それらのシステムにおいては、Breakerは、DNAが標的DNAにおけ

る特定の配列を認識し、そして標的DNA、一本鎖又は二本鎖標的物を切断できる

ことを示す。特定の作用のためのDNAの開発のためのBreakerのシステムによれば

、適切な時間及び努力が与えられる場合、認識及び特定の切断のための適切なDN

Aは実用的であることが明白である。

アダプター－インデクサー：

  アダプター－インデクサーは、１本鎖部分及び二本鎖部分を含む二本鎖核酸で

ある。前記一本鎖部分は、アダプター－インデクサーの一端で存在し、付着端を

構成する。付着端は、アダプター－インデクサーの付着端部分として言及される

。好ましくは、突出する一本鎖（付着端）は、２，３，４又は５個のヌクレオチ
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ドを有する。アダプター－インデクサーの二本鎖部分は、いずれかの便利な配列

又は長さを有することができる。一般的に、二本鎖部分の配列及び長さは、方法

における続く段階に適合されるよう選択される。例えば、アダプター－インデク

サーにおける配列は、プライマー又はプローブハイブリダイゼーションのために

使用され得る。アダプター－インデクサーの主な目的は、連結態によるハイブリ

ダイゼーションのための配列を提供することである。アダプターが結合されてい

るサンプルにおけるフラグメントが増幅される場合、アダプター－インデクサー

はまた、プライマーハイブリダイゼーションのための配列（ライゲーター－ディ

テクターハイブリダイゼーションのための配列とオーバーラップするか又は隣接

できる）を提供することができる。従って、アダプター－インデクサーの二本鎖

部分についての好ましい配列組成及び長さは一般的に、プローブ及びプライマー

ハイブリダイゼーションのために有用であるそれらのものであろう。アダプター

－インデクサーはまた、アダプター－インデクサーの検出を促進するよう企画さ

れるディテクター部分を包含することができる。例えば、検出部分は、ハイブリ

ダイゼーション標的物である配列であり得るか、又はそれはラベル又は標識であ

り得る。

      【００３８】

  一般的に、アダプター－インデクサーの二本鎖部分の配列は、前記方法におけ

る続く段階に使用されるべきいずれかの制限酵素の認識配列を含むべきではない

。好ましくは、アダプター－インデクサーは、自己相補的であるいずれかの配列

も有さない。この条件は、ミスマッチ又はギャップを伴なわないで６個よりも長

いヌクレオチドの相補的領域が存在しない場合に適合されると思われる。

      【００３９】

  開示される方法に使用するための１組のアダプター－インデクサーは、異なっ

たアダプター－インデクサーを含むべきではなく、ここで一本鎖部分は、ヌクレ

オチドA, C, G及びTの組み合わせ及び置換から選択された異なったヌクレオチド

配列をそれぞれ有する。複数の核酸開裂試薬が第１消化物に使用される場合、個

々のアダプター－インデクサーの一本鎖部分は、核酸開裂試薬の１つにより生成

される付着端配列と適合できる異なったヌクレオチド配列を有することができる
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。１つの組におけるアダプター－インデクサーの付着端は異なった配列を有する

が、好ましくは、それは１つの核酸開裂試薬による切断により生成されるインデ

キシングフラグメントへの前記組の使用を促進するために同じ長さのものであり

得る。好ましくは、１組のアダプター－インデクサーのメンバーは、その組の個

々のメンバーのために同一である二本鎖部分を含む。

      【００４０】

  好ましい組のインデキシングリンカー鎖は次のものを含んで成る：（ａ）共通

する同一の配列、及び3’末端及び5’末端から選択された１つの末端で、A, G, 

C及びTヌクレオチドの置換及び組み合わせから選択された、２，３，４及び５個

のヌクレオチドから選択された長さのユニーク配列をそれぞれ有する少なくとも

２つの一本鎖第１オリゴヌクレオチド；及び（ｂ）第１オリゴヌクレオチドのい

ずれか１つによりハイブリダイズされる場合、ユニーク配列を有する付着端を有

する末端を含む二本鎖アダプター－インデクサーが生じるよう、その配列が第１

オリゴヌクレオチドの共通する配列に対して相補的である一本鎖第２オリゴヌク

レオチド。

      【００４１】

  アダプター－インデクサーはまた、アダプター－インデクサーが結合されてい

るフラグメントの固定又は捕獲を促進するために捕捉タグを含むことができるか

又はそれにより会合され得る。一般的に、捕捉タグは、結合対の１つのメンバー

、例えばビオチン及びストレプタビジンであり得る。捕捉タグは本明細書の他の

部分においてより詳細に論じられる。アダプター－インデクサーはまた、アダプ

ター－インデクサーが結合されているフラグメントの分類又は分離を促進するた

めにソーティングタグを含むことができるか又はそれにより会合され得る。一般

的に、ソーティングタグは、検出できるラベル、例えば蛍光成分又は操作できる

成分、例えば磁気ビーズであり得る。ソーティングタグは本明細書の部分でより

詳細に論じられる。アダプター－インデクサーはまた、アダプター－インデクサ

ーが結合されているフラグメントの検出を促進するためにラベルを含むことがで

きるか又はそれにより会合され得る。アダプター－インデクサーはまた、支持体

上に固定され得る。
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      【００４２】

  アダプター－インデクサーはまた、付着端の反対側の末端で突出する端を含む

ことができる。そのような末端は、例えば、アダプター－インデクサーにより会

合されるべきラベルのためのハイブリダイゼーション標的物として使用され得（

そして、従って、アダプター－インデクサーの検出部分として見なされ得る）。

アダプター－インデクサーはまた、検出のためのアダプター－インデクサー配列

の開放を促進するために１又は複数の光分解性ヌクレオチドを含むことができる

。光分解性ヌクレオチド及びそれらの使用は、WO00/04036号に記載されている。

      【００４３】

  アダプター－インデクサーは、天然に存在するヌクレオチドから構成される必

要はない。修飾されたヌクレオチド、異常塩基のヌクレオチド、及びオリゴヌク

レオチド類似体が使用され得る。必要とされるすべては、アダプター－インデク

サーが本明細書に記載される一般構造を有し、そして開示される方法において必

要とされる相互作用及び反応を行うことができることである。

ライゲーター－ディテクター：

  ライゲーター－ディテクターは、核酸サンプルから開示される方法により生成

される核酸フラグメントの一部に対しては相補的である一本鎖領域を含む核酸分

子である。ライゲーター－ディテクターは一般的に、アダプター－インデクサー

に対する特定の配列関係を有する。ライゲーター－ディテクターは、アダプター

－インデクサーの少なくとも１つの付着体を包含し、そしてそれに隣接する配列

のすべて又は一部に適合するか又はそれに対して相補的である。ライゲーター－

ディテクターのディテクター部分として言及される配列を包含する。従って、ラ

イゲーター－ディテクターは、付着端配列（いずれかの側又は両側）に隣接する

核酸フラグメントにおける配列に適合するか又は相補的な配列、付着端に適合す

るか又は相補的な配列、又は付着端配列及び付着端に隣接する核酸フラグメント

における両配列に適合するか又は相補的な配列を有する。

      【００４４】

  好ましくはライゲーター－ディテクターの配列は、付着端配列のすべて又は一

部、及び付着端配列と共に使用するために企画されたアダプター－インデクサー
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の隣接する配列のすべて又は一部に適合するか又はそれに対して相補的である。

この形で、ライゲーター－ディテクターの配列は、切断が認識配列から逸れない

場合、第１制限酵素の認識配列のすべて又は一部と適合するか、又はそれに対し

て相補的である。VAASTに関しては、好ましくは、ライゲーター－ディテクター

は、付着端配列に隣接する核酸フラグメントにおける配列に適合するか又は相補

的な配列を含む。ライゲーター－ディテクターにおける配列が適合するか又は相

補的であるかにかかわらず、アダプター－インデクサーの鎖及び/又はフラグメ

ントは、ライゲーター－ディテクターにハイブリダイズするであろう。好ましく

は、適合性であるか又は相補的であるライゲーター－ディテクターの1つのタイ

プのみが、所定のFAAST反応に使用される。

      【００４５】

  アダプター－インデクサーとライゲーター－ディテクターとの間の配列関係の

いくつかの例が、図1に示されている。図１におけるライゲーター－ディテクタ

ー１－12は、アダプター－インデクサーIの付着端配列のすべて又は一部、及び

アダプター－インデクサーIの隣接する配列のすべて又は一部に適合するよう企

画される。ライゲーター－ディテクター13－19は、アダプター－インデクサーI

の付着端配列のすべて又は一部、及びアダプター－インデクサーIの隣接配列の

すべて又は一部に対して相補的であるよう企画される。ライゲーター－ディテク

ター21－32は、アダプター－インデクサーIIの付着端配列のすべて又は一部、及

びアダプター－インデクサーIIの隣接する配列のすべて又は一部に適合するよう

企画される。ライゲーター－ディテクター33－40は、アダプター－インデクサー

IIの付着端配列のすべて又は一部、及びアダプター－インデクサーIIの隣接配列

のすべて又は一部に対して相補的であるよう企画される。ライゲーター－ディテ

クターに包含されるアダプター－インデクサーの隣接配列の一部が、ライゲータ

ー－ディテクターに包含される付着端配列の一部と隣接することを注目すること

。これは、隣接により意味されることである。

      【００４６】

  図１におけるライゲーター－ディテクター１－４は、アダプター－インデクサ

ーIの付着端配列のすべて、及びアダプター－インデクサーIの隣接する配列のす
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べて又は一部に適合するよう企画される。ライゲーター－ディテクター５－12は

、アダプター－インデクサーIの付着端配列の一部、及びアダプター－インデク

サーIの隣接配列のすべて又は一部に対して適合するよう企画される。ライゲー

ター－ディテクター2－４及び８－12は、アダプター－インデクサーIの付着端配

列のすべて又は一部、及びアダプター－インデクサーIの隣接する配列の一部に

適合するよう企画される。ライゲーター－ディテクター13－16は、アダプター－

インデクサーIの付着端配列のすべて、及びアダプター－インデクサーIの隣接す

る配列のすべて又は一部に対して相補的であるよう企画される。ライゲーター－

ディテクター17－19は、アダプター－インデクサーIの付着端配列の一部、及び

アダプター－インデクサーIの隣接配列のすべて又は一部に対して相補的である

よう企画される。ライゲーター－ディテクター14－16は、アダプター－インデク

サーIの付着端配列のすべて又は一部、及びアダプター－インデクサーIの隣接す

る配列の一部に対して相補的であるよう企画される。ライゲーター－ディテクタ

ー20は、制限酵素の認識配列（アダプター－インデクサーIの付着端と適合でき

る付着端を生成する）のすべて、及びアダプター－インデクサーIの隣接する配

列のすべてに適合するよう企画される。アダプター－インデクサー付着端配列を

越えて延長する特別なヌクレオチドを注目すること。これは、認識配列における

フランキングヌクレオチドである。

      【００４７】

  ライゲーター－ディテクター21－24は、アダプター－インデクサーIIの付着端

配列のすべて、及びアダプター－インデクサーIIの隣接する配列のすべて又は一

部に適合するよう企画される。ライゲーター－ディテクター25－32は、アダプタ

ー－インデクサーIIの付着端配列の一部、及びアダプター－インデクサーIIの隣

接配列のすべて又は一部に適合するよう企画される。ライゲーター－ディテクタ

ー22－24及び28－31は、アダプター－インデクサーIIの付着端配列のすべて又は

一部、及びアダプター－インデクサーIIの隣接する配列の一部に適合するよう企

画される。ライゲーター－ディテクター33－36は、アダプター－インデクサーII

の付着端配列のすべて、及びアダプター－インデクサーIIの隣接配列のすべて又

は一部に対して相補的であるよう企画される。ライゲーター－ディテクター37－
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40は、アダプター－インデクサーIIの付着端配列の一部、及びアダプター－イン

デクサーIIの隣接する配列のすべて又は一部に対して相補的であるよう企画され

る。ライゲーター－ディテクター34－36及び40は、アダプター－インデクサーII

の付着端配列のすべて又は一部、及びアダプター－インデクサーIIの隣接配列の

一部に対して相補的であるよう企画される。

      【００４８】

  第１消化物に使用される核酸開裂試薬が、認識配列が付着端配列を超えて延長

するよう、核酸開裂試薬のための認識配列内を切断する場合、ライゲーター－デ

ィテクターはまた、その認識配列のすべて又は一部に適合するか又はそれに対し

て相補的であり得る。認識配列が付着端配列（例えば、６個の塩基の認識配列及

び４個の塩基の付着端）を超えて延長する場合、ライゲーター－ディテクター配

列は、その同種起源のアダプター－インデクサーの付着端配列を超えて延長する

ことができる。そのようなライゲーター－ディテクターの例は、図１（ライゲー

ター－ディテクター番号20）に示される。

      【００４９】

  ライゲーター－ディテクターは配列に基づく検出システムを用いて検出され得

るが、ライゲーター－ディテクターはまた、ライゲーター－ディテクターの検出

を促進するためにラベルを含むことができる。多くのラベルは知られており、そ

してこの目的のために使用され得る。ライゲーター－ディテクターはまた、ライ

ゲーター－ディテクターの固定化又は捕獲を促進するために捕捉タグを含むか、

又はそれにより会合され得る。ライゲーター－ディテクターはまた、ライゲータ

ー－ディテクターの分類又は促進するためにソーティングタグを含むか、又はそ

れにより会合され得る。ライゲーター－ディテクターはまた、支持体上にも固定

され得る。

      【００５０】

  ライゲーター－ディテクターはまた、検出のためのライゲーター－ディテクタ

ーの開放を促進するために１又は複数の光分解性ヌクレオチドを含むことができ

る。光分解性ヌクレオチド及びそれらの使用は、WO 00/04036号に記載されてい

る。
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      【００５１】

  ライゲーター－ディテクターは、天然に存在するヌクレオチドから構成される

必要はない。修飾されたヌクレオチド、異常塩基のヌクレオチド、及びオリゴヌ

クレオチド類似体が使用され得る。必要とされるすべては、ライゲーター－ディ

テクターが本明細書に記載される一般構造を有し、そして開示される方法におい

て必要とされる相互作用及び反応を行うことができることである。

ディテクタープローブ：

  ディテクタープローブは、配列特異的態様で核酸にハイブリダイズできる分子

、好ましくはオリゴヌクレオチドである。開示される方法においては、ディテク

タープローブは、ライゲーター－ディテクターがハイブリダイズされるサンプル

核酸フラグメントに存在する相補的配列に基づいてライゲーター－ディテクター

を捕獲するために使用される。ディテクタープローブは好ましくは、種々のプロ

ーブ、好ましくはプローブの長さとヌクレオチド配列とのあらゆる可能な組み合

わせを有する（又はあらゆる組み合わせにハイブリダイズできる）１組のプロー

ブを有するセットに使用される。ディテクタープローブは好ましくは、個々のプ

ローブが同じ長さを有するセットに使用される。ディテクタープローブのプロー

ブ部分のための好ましい長さは、５，６，７及び８個の長さのヌクレオチドであ

る。ディテクタープローブは好ましくは、プローブ部分（サンプルフラグメント

へのハイブリダイゼーションのための）、及びプローブ部分が支持体、捕捉タグ

、ソーティングタグ又はラベルに結合されるリンカー部分を包含する。それらの

リンカー部分は、いずれかの適切な構造を有することができ、そして一般的に、

ディテクタープローブの固定化又は合成方法に基づいて選択されるであろう。リ

ンカー部分は、いずれかの適切な長さを有し、そして好ましくは、プローブ部分

の効果的なハイブリダイゼーションを可能にするために十分な長さのものである

。便利さのために及び特にことわらない限り、ディテクタープローブの長さは、

プローブのプローブ部分の長さを言及する。固定化されたディテクタープローブ

は、支持体上に固定されるディテクタープローブである。

      【００５２】

  ディテクタープローブは、支持体上に固定され得、そして好ましくは固定され
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る。ディテクタープローブはまた、ディテクタープローブはまた、それらが結合

されているプローブ及びライゲーター－ディテクターの固定化又は捕獲を促進す

るために捕捉タグを含み、又はそれにより会合され得る。

      【００５３】

  ディテクタープローブはまた、プローブに結合されるプローブ配列及びライゲ

ーター－ディテクターの開放を促進するために１又は複数の光分解性ヌクレオチ

ドを含むことができる。光分解性ヌクレオチド及びそれらの使用は、WO 00/0403

6号に記載されている。

      【００５４】

  ディテクタープローブは、天然に存在するヌクレオチドから構成される必要は

ない。修飾されたヌクレオチド、異常塩基のヌクレオチド、及びオリゴヌクレオ

チド類似体が使用され得る。必要とされるすべては、プローブが本明細書に記載

される一般構造を有し、そして開示される方法において必要とされる相互作用及

び反応を行うことができることである。

プローブアレイ：

    異なったディテクタープローブは、セットとして一緒に使用され得る。この

セットは、プローブのすべて又はサブセットの混合物として使用され、プローブ

は別々の反応において別々に使用され、又はアレイにおいて固定される。別々に

又は混合物として使用されるプローブは、例えば捕捉タグ、ソーティングタグ又

はビーズ上への固定化の使用を通して物理的に分離できる。プローブアレイ（本

明細書においては、アレイとしても言及される）は、アレイ上の同定された又は

予測される位置で固定される多くのプローブを包含する。この場合、多くのプロ

ーブは、異なった配列をそれぞれ有する複数のプローブを言及する。アレイ上の

予測される位置は、１つのタイプのプローブ（すなわち、その位置でのすべての

プローブは同じ配列を有する）を有する。個々の位置は、プローブの複数のコピ

ーを有するであろ。アレイにおける異なった配列のプローブの空間的分離は、核

酸サンプルにおける核酸フラグメントへのプローブのハイブリダイゼーションを

通してプローブに結合されるようになるライゲーター－ディテクターの別々の検

出及び同定を可能にする。ライゲーター－ディテクターがプローブアレイにおけ
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る所定の位置で検出される場合、それは、ライゲーター－ディテクターがハイブ

リダイズした核酸フラグメントにおける部位に隣接する配列がアレイにおけるそ

の位置で固定されるプローブに相補的であることを示す。

      【００５５】

  アダプター－インデクサー及びライゲーター－ディテクターは又は、アレイに

おいて固定され得る。開示される方法の異なった態様が、固定され、ラベルされ

、又は標識される異なった成分により行われ得る。アダプター－インデクサー及

びライゲーター－ディテクターのアレイは、下記のようにして及びディテクター

プローブについて本明細書において記載されるようにして、製造され、そして使

用され得る。

      【００５６】

  プローブアレイに使用するための固定状態支持体は、オリゴヌクレオチドが直

接的に又は間接的に結合され得るいずれかの固体材料を包含する。これは、材料

、例えばアクリルアミド、セルロース、ニトロセルロース、ガラス、ポリスチレ

ン、ポリエチレンビニルアセテート、ポリプロピレン、ポリメタクリレート、ポ

リエチレン、ポリ酸化エチレン、ポリシリケート、ポリカーボネート、テフロン

、フルオロカーボン、ナイロン、シリコーンゴム、ポリ無水物、ポリグリコール

酸、ポリ乳酸、ポリオルトエステル、ポリプロピルフマレート、コラーゲン、グ

リコサミノグリカン及びポリアミノ酸を包含する。固体状態支持体は、いずれか

有用な形、例えば薄フイルム又は膜、ビーズ、ボトル、皿、繊維、繊維織物、形

状化されたポリマー、粒子及び微小粒子の形を有することができる。固体状態支

持体のための好ましい形は、マイクロタイター－皿である。マイクロタイター皿

の最も好ましい形は、標準の96－ウェル型である。

      【００５７】

  固体状態へのオリゴヌクレオチドの固定化方法は、十分に確立されている。デ

ィテクタープローブは、確立されている結合方法を用いて、支持体に結合され得

る。例えば、適切な結合方法は、Peaseなど., Proc. Natl. Acad. Sci. USA91 (

11):

5022-5026 (1994)、及びKhrapkoなど., Mol. Biol. (Mosk)(USSR)25：718-730 (
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1991)により記載される。カゼイン被覆されたスライト上への3’－アミンオリゴ

ヌクレオチドの固定化方法は、Stimpsonなど., Rroc. Natl. Aci. USA 92: 6379

-6383)により記載される。固体状態支持体へのオリゴヌクレオチドの結合の好ま

しい方法は、Guoなど., Nucleic Acids Res. 22: 5456-5465 (1994) により記載

される。

      【００５８】

  固体状態支持体上にオリゴヌクレオチドのアレイを生成するための方法もまた

知られている。そのような技法の例は、アメリカ特許第5,871,928号（Fodorなど

.,）、アメリカ特許第5,54,413号、第5,429,807号及び第5,599,695号（Peaseな

ど.,）に記載される。

      【００５９】

  好ましいけれども、所定のプローブアレイが単一のユニット又は構造体である

必要はない。プローブのセットは、固体支持体のいずれかのメンバー上に分布さ

れ得る。例えば、極端には、個々のプローブは、別々の反応管又は容器に固定さ

れ得る。

      【００６０】

  アレイにおけるプローブはまた、類似するハイブリッド安定性を有するよう企

画され得る。これは、ディテクタープローブへのフラグメントのハイブリダイゼ

ーションをより効果的にし、そしてミスマッチハイブリダイゼーションの発生率

を低める。プローブのハイブリッド安定性は、既知の式及び熱力学の原理を用い

て計算され得る（例えば、Santa Lucia など., Biochemistry 3555－3562 (1996

); Freier など., Proc. Natl. Acad. Sci. USA83: 9373-9377 (1986); Breslau

er など., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 3746-3750 (1986) を参照のこと）

。プローブのハイブリッド安定性は、例えば、プローブを化学的に修飾すること

によって、より類似するようされ得る（ハイブリッド安定性の平滑性として言及

され得る工程）（Nguyenなど., Nucleic Acids Res. 25 (15): 3059-3065 (1997

); Hohsisel, Nucleic Acids Res. 24 (3): 430-432 (1996)）。ハイブリッド安

定性はまた、特殊化された条件下でハイブリダイゼーションを行うことによって

平滑化され得（Nguyenなど., Nucleic Acids Res. 27 (6): 1492-1498 (1999); 
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Wood など., Proc. Natl. Acad. Sci. USA82 (6): 1585-1588 (1985)）。

      【００６１】

  プローブのハイブリッド安定性を平滑化するためにもう1つの手段は、プロー

ブの長さを変えることである。これは、プローブのすべてが類似するハイブリッ

ド安定性（可能な程度まで）を有するよう、個々のプロ－ブのハイブリッド安定

性の調節を可能にする。プローブから単一のヌクレオチドの付加又は欠失は一定

のインクレメントでプローブのハイブリッド安定性を変えるので、プローブアレ

イにおけるプローブのハイブリッド安定性は等しくないであろう。この理由のた

めに、ハイブリッド安定性の類似性とは、本明細書において使用される場合、プ

ローブのハイブリッド安定性の類似性のいずれかの上昇性を言及する（又は、プ

ローブのハイブリッド安定性における差異の低下を言及する）。これはハイブリ

ッド安定性におけるそのような高められた類似性がハイブリダイゼーションの効

率及び適合度、及びディテクタープローブの連結を改良することができるので、

有用である。

      【００６２】

  サンプルフラグメントへのディテクタープローブのハイブリダイゼーション及

び連結の効率はまた、異なったハイブリダイゼーション条件にゆだねられ得るプ

ローブアレイの部分又はセグメントにおける類似するハイブリッド安定性のディ

テクタープローブをグループ分けすることによっても改良され得る。この場合、

ハイブリダイゼーション条件は、特定種類のプローブのために最適化され得る。

ラベル：

  ディテクタープローブに結合されるライゲーター－ディテクターの検出及び定

量化を助けるために、ラベルが、ライゲーター－ディテクター、ディテクタープ

ローブ及び/又はアダプター－インデクサー中に組み込まれ、結合され、又は会

合され得る。好ましくは、ライゲーター－ディテクターはラベルされる。ラベル

は、ライゲーター－ディテクターにより、直接的に又は間接的に会合され得、そ

して測定でき、検出できるシグナルを、直接的に又は間接的にもたらすいずれか

の分子である。ラベルは、それが成分に共有的に又は非共有的にカップリングさ

れるか又は結合される場合、その成分に会合される。ラベルは、それが成分に共
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有結合される場合、その成分に結合される。核酸中への組み込み、カップリング

又は会合のための多くの適切なラベルは知られている。開示される方法への使用

のために適切なラベルの例は、放射性同位体、蛍光分子、リン光分子、生物ルミ

ネセント分子、酵素、抗体及びリガンドである。

      【００６３】

  適切な蛍光ラベルの例は、次のものを包含する：フルオレセイン（FITC）、５

，６－カルボキシメチルフルオレセイン、テキサスレッド、ニトロベンズ－２－

オキサ－１，３－ジアゾール－４－イル（NBD）、クマリン、塩化ダンシル、ロ

ーダミン、4’－６－ジアミジンノ－２－フェニルイノドール（DAPI）、及びシ

アニン色素Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5及びCy7。好ましい蛍光ラベルは、フルオレ

セイン（５－カルボキシフルオレセイン－N－ヒドロキシスクシンイミドエステ

ル）及びローダミン（５，６－テトラメチルローダミン）である。同時検出のた

めの好ましい蛍光ラベルは、FITC、及びシアニン色素Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5及

びCy7である。それらのほたる石についてのそれぞれの吸収度及び発光最大値は

次の通りである：FITC（490nm; 420nm）、Cy2（554nm; 568nm）、Cy3.5（581nm;

 588nm）、Cy5（652nm; 672nm）; Cy5.5（682nm; 703nm）及びCy7（755nm; 778n

m）;従ってそれらの同時検出を可能にする。蛍光ラベルは、種々の市販源、例え

ばMolecular Probes, Eugene, OR及びResearch Organics, Cleveland, Ohio か

ら得られる。

      【００６４】

  ラベルされたヌクレオチドは、それらが、合成の間、ライゲーター－ディテク

ター中に直接的に組み込まれ得るので、ラベルの形を含む。DNA又はRNA中に組み

込まれ得るラベルの例は、ヌクレオチド類似体、例えばBrdUrd (Hoy and Schimk

e, Mutation Research 290: 217-230 (1993)), BrUTP (Wansickなど., J. Cell 

Biology 122: 283-293 (1993)), 及びビオチンにより（Langerなど., Proc. Nat

l. Acad. Sci. USA 78: 6633 (1981)）、又は適切なハプテン、例えばジゴキシ

ゲニンにより（Kerkhof, Anal. Biochem. 205: 359-364 (1992)）、修飾された

ヌクレオチドを包含する。適切な蛍光ラベルされたヌクレオチドは、フルオレセ

イン－イソチオシアネート－dUTP、シアニン－３－dUTP及びシアニン－５－dUTP
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である（Yuなど., Nucleic Acids Res., 22: 3226-3232 (1994)）。DNAのための

好ましいヌクレオチド類似体検出ラベルはBrdUrd（BUDRミリン酸、Sigma）であ

り、そしてRNAのための好ましいヌクレオチド類似体検出ラベルは、ビオチン－1

6－ウリジン－5’－三リン酸（ビオチン－16－dUTP, Boehringer Mannheim）で

ある。フルオレセイン、Cy3及びCy5は、直接的なラベリングのためにdUTPに連結

され得る。Cy3.5及びCy7は、ビオチン－又はジゴキシゲニン－ラベルされたプロ

ーブの第２の検出のためにアビジン又は抗－ジゴキシゲニン接合体として入手で

きる。

      【００６５】

  核酸中に組み込まれるラベル、例えばビオチンは、当業界において良く知られ

ている感受性方法を用いて、連続的に検出され得る。例えば、ビオチンは、ビオ

チンに結合され、そして続いて、適切な基質の化学ルミネセンス（例えば、化学

ルミネセンス基質CSPD：ニナトリウム、３－（４－メトキシスピロ－［１，２－

ジオキセタン－３－2’－（5’－クロロ）トリシルロ［３，３，１，１3.7］デ

カン］－４－イル）フェニルホスフェート；Tropix, Inc.）により検出される、

ストレプタビジン－アルカリホスファターゼ接合体（Tropix, Inc.）を用いて検

出され得る。

      【００６６】

  他のラベルは、分子又は金属バーコード、質量ラベル、及び核磁気共鳴、電子

常磁性共鳴、表面増強されたラマン散乱、表面プラスモン共鳴、蛍光、リン光、

化学ルミネセンス、共鳴ラマン、マイクロ波、又はそれらの組み合わせにより検

出できるラベルを包含する。質量ラベルは、ラベルされた成分、すなわち質量分

光計における特有の質量特性を有するか又はそれを付与する、化合物又は成分で

ある。質量ラベルは、質量分光計が検出のために使用される場合に有用である。

好ましい質量ラベルは、ペプチド核酸及び炭水化物である。ラベルの組み合わせ

もまた、有用である。例えば、265のラベルのユニーク組み合わせを有する、色

素コードされた微小ビーズは、多くの成分を特徴づけるために有用である。例え

ば、256の異なったライゲーター－ディテクターは、独得にラベルされ、そして

検出され得、開示される方法の多重化及び自動化を可能にする。
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      【００６７】

  有用なラベルは、次の文献に記載されている：de Haas, R. R, など., “Plat

inum porphyrins as phosphorescent label for time-resolves microscopy,” 

J. Histochem. Cytochem. 45(9): 1279-92 (1997); Karger and Gesteland, “D

igital chemiluminescence imaging of DNA sequencing blots using a cahrge-

coupled divice caera,” Nucieic Acids Res. 20(24): 6657-65 (1992); Keyes

, R. S., など., “Overall and internal dynarnics of DNA as monitored by 

five-atom-tethered spin labels,” Biophys. J. 72(1): 282-90 (1997); Kirs

chstein, S., など., “Detection of the DeltaF508 muration in the CFTR ge

ne by means of time-resolved fluorescence methods,” Bioelectrochem. Bio

energ. 48(2): 415-21 (1999); Kricka, L. J., “Selected strategies for im

proving sensitivity and reliability of immunoassays,” Clin. Chem. 40(3)

: 347-57 (1994); Kricka, L. J., “Chemiluminescent and biolumincscent te

chniques,” Clin. Chem. 37(9): 1472-81 (1991); Kumke, M. U., など., “Te

mperature and quenching studies of fluorescence polarization detection o

f DNA hybridization, “Anal. Chem. 69(3): 500-6 (1997); McCreery, T., “

Digoxigenin labeling,” Mol. Biotechnol. 7(2): 121-4 (1997); Mansfield, 

E. S., など., “Nucleic acid detection using non-radioactive labeling me

thods,” Mol. Cell Probes 9(3): 145-56 (1995); Nurmi, J., など., “A new

 label technology for the detection of specific polymerase chain reactio

n products in a closed tube,” Nucleic Acids Res. 28(8): 28 (2000); Oett

ing, W.S., など., “Multiplexed short tandem repeat polymorphisms of the

 Weber 8A set of markers using tailed primers and infrared fluorescence 

detection,” Electrophoresis 19(18): 3079-83 (1998); Roda, A., など., “

Chemiluminescent imaging of enzyme-labeled probes using an optical micro

scope-videocamera luminograph,” Anal. Biochem. 257(1): 53-62 (1998); Si

ddiqi, A., など., “Evaluation of electrochemiluminescence-and biolumine

scence-based assays for quantitating specific DNA. Lab. Anal. 10(6): 423

-31 (1996); Stevenson, C. L., など., “Synchronous luminescence: a new d
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etection technique for multiple flourescent probes used for DNA sequenci

ng,” Biotechniques  16(6): 1104-11 (1994); Vo-Dinh, T., など., “Surfac

e-enhanced Raman gene probes,” Anal. Chem. 66(20): 3379-83 (1994); Volk

ers, H. H., など., “Microwave label detection technique for DNA in situ

 hybridization,” Eur. J. Morphol, 29(1): 59-62 (1991)。

      【００６８】

  金属バーコード、すなわち分子バーコードの形は、30－300nmの直径×400－40

00nmの多層多金属ロッドである。それらのロッドは、アルミナ金型中への電着に

より構成され、次にアルミナが除去され、小さな多層目的物が残る。システムは

、７種までの異なった金属により、12までの区画をコードされ、ここで前記金属

は異なった反射能を有し、そして従って、金属に依存して、光学顕微鏡において

、より明るく又は暗く出現し；これが実際的に制限されていない識別コードを導

く。金属バーがガラス又は他の材料により被服され得、そしてプローブが当業界

において通常知られている方法を用いてガラスに結合され；アッセイ読み出し情

報は標的物からの蛍光によってであり、そしてプローブの正体はバーコードの明

暗パターンからである。

      【００６９】

  ラベルにより生成されるシグナルを検出し、そして測定するための方法は知ら

れている。例えば、放射性同位体は、シンチレーション計数又は直接的な可視化

により検出され得；蛍光分子が蛍光分光計により検出され得；リン光分子が分光

計により検出され、又はカメラにより直接的に可視化され得；酵素が、その酵素

により触媒される反応の生成物の検出又は可視化により検出され得；抗体がその

抗体に結合される第２検出ラベルを検出することによって検出され得る。そのよ

うな方法は、増幅及び検出の開示される方法に直接的に使用され得る。本明細書

において使用される場合、検出分子は、増殖された核酸と相互作用し、そして１

又は複数の検出ラベルが結合される分子である。もう１つの形の検出においては

、ラベルは、異なった蛍光、リン光又は化学ルミネセント発光寿命を通して一時

的に区別され得る。多重化された時間－依存性検出は、Squireなど., J. Micros

copy 197(2): 136-149 (2000) 及びWO 00/08443号に記載されている。
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      【００７０】

  ラベルの量又は強度の定量的測定が使用され得る。例えば、定量化は、所定の

ラベル及び従って、ラベル化された成分が限界レベル又は量で存在するかどうか

を決定するために使用され得る。限界レベル又は量は、シグナルのいずれかの所

望するレベル又は量であり、そして実施される方法の特定の形の必要性に適合す

るよう選択され得る。

第２アダプター：

  第２アダプターは、1本鎖部分及び二本鎖部分を含む二本鎖核酸である。前記

一本鎖部分は、第２アダプターの一端で存在し、そして付着端を構成する。好ま

しくは、突出する一本鎖（付着端）は、２，３，４又は５個のヌクレオチドを有

する。第２アダプターの二本鎖部分は、いずれかの便利な配列又は長さを有する

ことができる。一般的に、二本鎖部分の配列及び長さは、方法における続く段階

に適合されるよう選択される。例えば、第２アダプターにおける配列は、プライ

マー又はプローブハイブリダイゼーションのために使用され得る。アダプターが

連結されているサンプルにおけるフラグメントが増幅され得る場合、第２アダプ

ターは、プライマーハイブリダイゼーションのためのプローブを提供することが

できる。従って、第２アダプターの二本鎖部分のための好ましい配列組成及び長

さは一般的に、プライマーハイブリダイゼーションのために有用であるそれらの

ものであろう。

      【００７１】

  一般的に、第２アダプターの二本鎖部分の配列は、方法における続く段階に使

用されるいずれかの核酸開裂試薬の認識配列を含むべきではない。好ましくは、

第２アダプターは、自己－相補的であるいずれかの配列を有さない。この条件は

、ミスマッチ又はギャップを有さない、６個よりも多くのヌクレオチドの相補的

領域が存在しない場合に適合されると思われる。

      【００７２】

  開示される方法への使用のための1組みの第２アダプターは、異なった第２ア

ダプターを含むことができ、ここで1本鎖部分はそれぞれ、第２制限酵素の１つ

により生成される付着端配列と適合できる異なったヌクレオチド配列を有する。
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好ましくは、1組の第２アダプターのメンバーは、前記組の個々のメンバーに対

して同一である二本鎖部分を含む。

      【００７３】

  第２アダプターはまた、第２アダプターが結合されているフラグメントの固定

又は捕獲を促進するために捕捉タグを含み、又はそれにより会合され得る。第２

アダプターはまた、第２アダプターが結合されているフラグメントの分類又は分

離を促進するためにソーティングタグを含み、又はそれにより会合され得る。第

２アダプターはまた、第２アダプターが結合されているフラグメントの検出を促

進するために、ラベルを含み、又はそれにより会合され得る。第２アダプターは

また、支持体上に固定され得る。

      【００７４】

  捕捉タグ

  捕捉タグは、捕捉タグを有する化合物または複合体を、それを有さないものか

ら分離するために用いられ得る任意の化合物である。好ましくは、捕捉タグは、

リガンド結合分子または抗体のような別の化合物と結合するかまたは相互作用す

るリガンドまたはハプテンのような化合物である。捕捉タグおよび捕捉構成成分

間のこのような相互作用が、ハプテンおよび抗体またはリガンドおよびリガンド

結合分子間のような特異的相互作用であるのも好ましい。

      【００７５】

  核酸プローブの関係で記載される好ましい捕捉タグは、Syvnen et al., Nucle

ic Acids Res., 14:5037（1986）により記載されている。好ましい捕捉タグとし

ては、核酸中に組み入れられ得るビオチンが挙げられる。開示された方法では、

アダプター－インデクサーまたは二次アダプター中に組み入れられる捕捉タグは

、支持体に接着されるかまたは結合されることによりサンプル断片（アダプター

がそれに結合されている）を捕捉させ得る。このような捕捉は、断片の洗浄およ

び取扱いの単純化を可能にし、そしてすべてのまたは一部の方法の自動化を可能

にする。

      【００７６】

  支持体上のサンプル断片の捕捉は、いくつかの方法で成し遂げられ得る。一実
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施態様では、捕捉ドックが支持体に接着されるかまたは結合される。捕捉ドック

は、断片上に捕捉タグを結合するかまたはそれと相互作用することによりサンプ

ル断片の接着を媒介する化合物または部分である。支持体上に固定された捕捉ド

ックは、支持体上の断片の捕捉を可能にする。このような捕捉は、その後の過程

を妨げ得る反応構成成分を洗い落とす便利な手段を提供する。

      【００７７】

  開示された方法に用いるための支持体は、検定の構成成分が接着または結合さ

れ得る任意の固体物質を含み得る。支持体の例としては、アクリルアミド、セル

ロース、ニトロセルロース、ガラス、ポリスチレン、ポリエチレンビニルアセテ

ート、ポリプロピレン、ポリメタクリレート、ポリエチレン、ポリエチレンオキ

シド、ポリシリケート、ポリカルボネート、テフロン、フルオロカーボン、ナイ

ロン、シリコンゴム、ポリアンヒドライド、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、ポリ

オルトエステル、ポリプロピルフメレート、コラーゲン、グリコサミノグリカン

およびポリアミノ酸のような物質が挙げられるが、これらに限定されない。支持

体は、薄皮膜または膜、ビーズ、ボトル、皿、繊維、織繊維、造形ポリマー、粒

子および微粒子を含めた任意の有用な形態を有し得る。支持体の好ましい形態は

、プレートおよびビーズである。ビーズの最も好ましい形態は、磁気ビーズであ

る。

      【００７８】

  一実施態様では、捕捉ドックは、オリゴヌクレオチドである。オリゴヌクレオ

チドを支持体に固定し、結合するための方法は、十分確立されている。例えば、

適切な付着方法は、Pease et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91（11）:5022

-5026（1994）およびKhrapko et al., Mol. Biol.（Mosk）（USSR）25:718-730

（1991）により記載されている。カゼイン被覆スライド上の３‘－アミノオリゴ

ヌクレオチドの固定化のための方法は、Stimpson et al., Proc. Natl. Acad. S

ci. USA 92:6379-6383（1995）により記載されている。固体状態支持体へのオリ

ゴヌクレオチドの好ましい付着方法は、Guo et al., Nucleic Acids Res. 22:54

56-5465（1994）により記載されている。

      【００７９】
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  別の実施態様では、捕捉ドックは、抗ハイブリッド抗体である。支持体に抗体

を固定するための方法は、十分確立されている。固定化は、標準固定化化学を用

いて、例えばアミノ化表面、カルボキシル化表面またはヒドロキシル化表面に取

り付けることにより成し遂げられ得る。付着剤の例は、臭化シアン、スクシンイ

ミド、アルデヒド、トシルクロリド、アビジン－ビオチン、光架橋可能剤、エポ

キシドおよびマレイミドである。好ましい付着剤は、グルタルアルデヒドである

。これらのおよびその他の付着剤、ならびに付着にそれらを用いるための方法は

、Protein immobilization:fundamentals and applications,Richard F. Taylor

, ed.（M. Dekker, New York, 1991）, Johnstone and Thorpe, Immunochemistr

y In Practice（Blackwell Scientific Publications, Oxford, England, 1987

）pages209-216 and 241-242およびImmobilized Affinity Ligands, Craig T. H

ermanson et al., eds.（Academic Press, New York, 1992）に記載されている

。抗体は、支持体内に存在する反応性側基に抗体上の遊離アミノ基を化学的に架

橋することにより、支持体に取り付けられ得る。例えば、抗体は、架橋剤として

グルタルアルデヒドまたはカルボジイミドを用いて、遊離アミノまたはカルボキ

シル基を含有する支持体に化学的に架橋され得る。この方法では、遊離抗体を含

有する水性溶液は、グルタルアルデヒドまたはカルボジイミドの存在下で固体状

態支持体とともにインキュベートされる。グルタルアルデヒドによる架橋のため

に、反応体は、ｐＨ7.4で0.1 Mカコジル酸ナトリウムのような緩衝化溶液中の２

容量％グルタルアルデヒドとともにインキュベートされ得る。他の標準固定化化

学は、当業者には既知である。

      【００８０】

  ソーティングタグ

  ソーティングタグは、ソーティングタグを有する化合物または複合体を、それ

を有さないものから分類または分離するために用いられ得る任意の化合物である

。概して、すべての捕捉タグはソーティングタグであり得る。ソーティングタグ

は、検出され得る、そしてタグ化構成成分のソーティングを媒介し得る化合物お

よび部分も含み得る。このような形態のソーティングタグは、一般に捕捉タグで

はない。例えば、蛍光部分は、その部分でタグ化された構成成分の、そうでない
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もの（または異なるタグを有するもの）からのソーティングを可能にし得る。し

かしながら、このような蛍光部分は、それが相互作用し、捕捉され得る適切な捕

捉ドックを必ずしも有さない。好ましくは、ソーティングタグは、ソーティング

を媒介し得る標識、例えば蛍光標識である。

      【００８１】

  増幅標的環（サークル）

  増幅標的環（ＡＴＣ）は、一般に40～1000ヌクレオチド、好ましくは約50～15

0ヌクレオチド、最も好ましくは約50～100ヌクレオチドを含有する環状一本鎖Ｄ

ＮＡ分子である。ＡＴＣの部分は、回転環状増幅（ＲＣＡ）に有用なＡＴＣを作

製する特殊な機能を有する。これらの部分は、プライマー補足部分およびレポー

タータグ部分と呼ばれる。プライマー補足部分およびレポータータグ部分は、増

幅標的環の必要素子である。ＡＴＣの特定部分に対応しないＡＴＣのセグメント

は、恣意的選定配列であり得る。ＡＴＣは自己相補的であるいかなる配列も有さ

ないのが好ましい。ミスマッチまたはギャップを伴わない６ヌクレオチド長より

長い相補的領域が存在しない場合、この条件は満たされると考えられる。

      【００８２】

  増幅標的環は、複製されると、増幅標的環と相補的な配列の多重反復を含有す

る長いＤＮＡ分子を生じる。この長いＤＮＡ分子は、本明細書中では、タンデム

配列ＤＮＡ（ＴＳ－ＤＮＡ）と呼ばれる。ＴＳ－ＤＮＡは、プライマー相補的部

分およびレポータータグ部分と相補的な配列を含有する。ＴＳ－ＤＮＡ中のこれ

らの配列は、プライマー配列（回転環複製プライマーの配列と適合する）および

レポータータグと呼ばれる。増幅標的環およびそれらの使用はさらに、米国特許

第5,854,033号に記載されている。

      【００８３】

  方法

  ＦＡＡＳＴ法は、以下の基本的過程を包含する。二本鎖ＤＮＡに具現される核

酸サンプルを、種々の配列を伴う付着末端を有する一組のＤＮＡ断片が生成され

るように、１つ又はそれ以上の核酸開裂試薬、好ましくは制限エンドヌクレアー

ゼとともにインキュベートする。この目的のために好ましいのは、オフセット開
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裂部位を有する単一ＩＩ－Ｓ型制限エンドヌクレアーゼの使用である。このよう

なＩＩ－Ｓ類制限エンドヌクレアーゼは認識配列と異なる部位で切断するため、

仔レア種々の配列を伴う付着末端を有する一組のＤＮＡ断片を生じる。制限エン

ドヌクレアーゼまたはそれらの認識部位で切断するその他の核酸開裂試薬の混合

物で核酸サンプルを消化することにより、同様の作用が得られる。

      【００８４】

  ４塩基付着末端に関しては、256の考え得る配列がある。一般紙期は、Ｎ＝４

Ｘ（式中、Ｘは付着末端の長さであり、Ｎは考え得る配列の数である）。十分に

複雑な核酸サンプルでは、これらの配列はすべて、ＤＮＡ断片組の末端に示され

る。核酸サンプルは、アリコート（インデックスサンプルと呼ばれる）に、好ま

しくは付着末端配列が存在するのと同様に多数のアリコート（即ちＮ＝４Ｘアリ

コート）に分けられる。多重制限エンドヌクレアーゼを用いる場合、好ましくは

消化前に、核酸サンプルをインデックスサンプルに分ける。単一制限エンドヌク

レアーゼを用いる場合には、好ましくは消化後に、核酸サンプルをインデックス

サンプルに分ける。次に、各インデックスサンプルを異なるアダプター－インデ

クサーと混合するが、その各々はそのインデックスサンプル中のＤＮＡ断片上の

考え得る付着末端の１つと適合性である付着末端を有する。次に、アダプター－

インデクサーを適合性ＤＮＡ断片上に結合する。次に基本的方法は、ライゲータ

ー－ディテクターとの核酸サンプルのハイブリダイゼーションに進行する。

      【００８５】

  任意に、ライゲーター－ディテクターとのハイブリダイゼーション前に、各イ

ンデックスサンプルを次に１つ又はそれ以上のその他の核酸開裂試薬（第二核酸

開裂試薬と呼ばれる）、好ましくは制限酵素とともにインキュベートし得る。第

二核酸開裂試薬は、好ましくは４塩基認識配列を有する制限酵素である。インデ

ックスサンプルはすべて、好ましくは同一核酸開裂試薬（単数または複数）で消

化される。あるいは、指標試薬はさらに、その各々が異なる第二核酸開裂試薬ま

たは核酸開裂試薬組で消化される第二指標試薬に分けられる。次に、第二アダプ

ターは、インデックスサンプル（または第二インデックスサンプル）中のＤＮＡ

断片に結合され得る。好ましくは、同一第二アダプターを各サンプルサンプルに
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用いる。異なる第二アダプターは、好ましくは、同一インデックスサンプルから

得られる第二インデックスサンプルとともに用いられる。この場合、同一組の第

二アダプターが各組の第二インデックスサンプルとともに用いられるのが好まし

い。各インデックスサンプル（または第二インデックスサンプル）中のＤＮＡ断

片は、ここでは各末端に結紮されたアダプターを有する。次に、ＰＣＲのような

任意の適切な方法を用いて、ＤＮＡ断片を増幅し得る。アダプター中の配列は、

この増幅のためのプライマー結合部位として用いられ得る。

      【００８６】

  任意に、ライゲーター－ディテクターとのハイブリダイゼーション前に、イン

デックスサンプル（または第二インデックスサンプル）は、さらなるアリコート

に分けられ得る。これらは、制限化インデックスサンプルおよび非制限化インデ

ックスサンプル（または第二インデックスサンプルが存在する場合には、制限化

第二インデックスサンプルおよび非制限化第二インデックスサンプル）と呼ばれ

る。一般に、インデックスサンプル（または第二インデックスサンプル）は、１

つ又はそれ以上の制限化インデックスサンプルおよび１つの非制限化インデック

スサンプルに分けられ得る。制限化インデックスサンプル（または制限化第二イ

ンデックスサンプル）は次に、各々異なる核酸開裂試薬（第三核酸開裂試薬と呼

ばれる）、好ましくは制限酵素とともにインキュベートされるが、しかし非制限

化インデックスサンプル（または制限化第二インデックスサンプル）はそうでな

い。第三核酸開裂試薬は、好ましくはそれによりサンプルが消化された核酸開裂

試薬または第二核酸開裂試薬のいずれとも異なる。

      【００８７】

  いくつかの場合には、第三核酸開裂試薬は、制限化インデックスサンプル（ま

たは制限化第二インデックスサンプル）中のいくつかのＤＮＡ断片を切断し、し

たがって増幅（ライゲーター－ディテクターとの核酸サンプルのハイブリダイゼ

ーション前のもう一つの任意の過程）に役立たない断片を作製する。この方法で

は、制限化インデックスサンプルおよび非制限化インデックスサンプル（または

制限化および非制限化第二インデックスサンプル）により生成されるシグナル箱

となり得るし、第三制限酵素の１つの認識配列を含有する断片が同定され得る。
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      【００８８】

  第二インデックスサンプル、制限化インデックスサンプル、非制限化インデッ

クスサンプル、制限化第二インデックスサンプルおよび非制限化第二インデック

スサンプルは、本明細書中では集合的に誘導性インデックスサンプルと呼ばれる

。各々は、インデックスサンプルから、そしていくつかの場合には別の誘導性イ

ンデックスサンプルから得られる。概して、最後に生成された誘導性インデック

スサンプルだけが、本方法では前方に運ばれる。例えば、第二インデックスサン

プルが作製された場合、それらが得られたオリジナルインデックスサンプルは、

本方法ではもはや前方に運ばれない（第二インデックスサンプルが運ばれる）。

同様に、制限化および非制限化第二インデックスサンプルが作製された場合には

、オリジナルインデックスサンプルも、制限化および非制限化第二インデックス

サンプルが得られる第二インデックスサンプルも本方法では前方に運ばれない。

しかしながら、インデックスサンプルおよび誘導性インデックスサンプルのすべ

てまたはいくつかを前方に運ぶことにより、付加的情報が獲得され得る。

      【００８９】

  基本的過程（およびあらゆる所望の任意の過程）後、各インデックスサンプル

（または、用いられる場合には、核誘導性インデックスサンプル）中のＤＮＡ断

片を、ライゲーター－ディテクターとハイブリダイズする。各ライゲーター－デ

ィテクターの一部分は、少なくとも１つのアダプター－インデクサーの付着末端

を含めた、そしてそれに隣接する配列のすべてまたは一部と適合するかあるいは

相補的である。好ましくは、ライゲーター－ディテクターは、制限酵素での消化

により生成される考え得る付着末端配列の１つと適合するかまたは相補的である

配列を有する。ライゲーター－ディテクターは、それらの認識配列で切断する制

限酵素が用いられる場合には、制限酵素の認識配列中のヌクレオチドとも相補的

であり得る。ライゲーター－ディテクターは、アダプター－インデクサー中の共

通配列と適合するかまたは相補的である配列も有し得る。この場合、適切なライ

ゲーター－ディテクターはインデックスサンプルの各々（または用いられる場合

には、各誘導性インデックスサンプル）とともに用いられる。即ち、各インデッ

クスサンプル（または各誘導性インデックスサンプル）に用いられるライゲータ
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ー－ディテクターオリゴヌクレオチドは、そのインデックスサンプルに用いられ

る（または誘導性インデックスサンプルが得られたインデックスサンプルに用い

られる）アダプター－インデクサー配列中の、付着末端配列（ならびに付着末端

配列と重複する場合には、認識配列）を含めた配列と適合するかまたは相補的で

ある。あるいは、ライゲーター－ディテクターは、付着末端配列に隣接する、そ

してアダプター－インデクサーからの断片の反対側の核酸断片の配列（アダプタ

ー－インデクサーがそれに結合された）と適合するかまたは相補的である配列を

有し得る。このようなライゲーター－ディテクターは、ＶＡＡＳＴに用いるため

に好ましい。

      【００９０】

  最後に、各インデックスサンプル（または各誘導性インデックスサンプル）を

ディテクタープローブと混合し、プローブをライゲーター－ディテクターと結合

する。好ましくは、用いられるプローブ組は、所定腸のすべての考え得る配列（

例えば、すべての考え得る６塩基配列）を含む。ディテクタープローブをアレイ

中に固定し得る。

      【００９１】

  プローブがライゲーター－ディテクターの末端に隣接してハイブリダイズする

場合のみ、ディテクタープローブおよびライゲーター－アダプターの末端を一緒

に結合する。したがって、ライゲーター－ディテクターの末端がハイブリダイズ

するオリジナルサンプルからのＤＮＡ断片中の領域のすぐ隣りにプローブと相補

的な配列（好ましくは付着末端配列）が存在する場合のみ、ライゲーター－ディ

テクターをディテクタープローブと結合する。開示された方法の種々の構成成分

の関係および相互作用の例を、図２、３、４および５に示す。

      【００９２】

  サンプルからの各プロセッシング化ＤＮＡ断片（即ち、アダプター－インデク

サーが結紮された各ＤＮＡ断片）は、ディテクタープローブとのライゲーター－

ディテクター（およびアダプター－インデクサー）の会合を生じる。この会合は

、会合化構成成分の１つから生成されたシグナルにより検出される。開示された

方法の好ましい形態では、ディテクタープローブ組（多重組が用いられる場合）
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が用いられ、この場合、所定断片に関するシグナルはオリジナル付着末端配列（

または認識配列）により確定される。各々の異なる付着末端または認識配列は、

別個のインデックスサンプル中でプロセッシングされる。別組のディテクタープ

ローブが、各インデックスサンプルまたは誘導性インデックスサンプルのために

用いられる。所定断片に関するシグナルが会合され、検出されるプローブ組中の

プローブは、ＤＮＡ断片とハイブリダイズしたライゲーター－ディテクターに結

合されるためには、ディテクタープローブがこの配列とハイブリダイズしなけれ

ばならないために、付着末端配列（または認識配列）に隣接するＤＮＡ断片中の

配列により確定される。複合核酸サンプルは、プローブ組中に独特のパターンの

シグナルを生成する。核酸サンプルの独特のカタログ作製、ならびに異なる核酸

サンプルから生成されるシグナルのパターンの高感度且つ強力な比較を可能にす

るのは、このパターンである。

      【００９３】

  シグナルが会合するディテクタープローブ組および組中の特定のプローブは、

シグナルを生じるＤＮＡ断片の配列ならびに付着末端に隣接する配列（あるいは

制限酵素の認識配列ならびに認識配列に隣接する配列）を同定する。これは、４

塩基付着末端および６塩基プローブが用いられる場合には、10塩基配列である。

ディテクタープローブの各組は異なる付着末端配列を有する異なるアダプター－

インデクサーを用いたため、ディテクタープローブ組は付着末端配列（４塩基）

を同定する。各プローブは異なる配列を伴う異なるプローブを有するため、特定

のプローブは付着末端に隣接する配列（６塩基）を同定する。隣接配列と相補的

な配列を有するプローブのみがハイブリダイズし、したがってシグナルと会合す

るようになる。認識配列とＩＩ－Ｓ型制限酵素の開裂部位との固定関係は、そし

て用いられる場合には認識配列の同一性は、ＤＮＡ断片についての付加的配列情

報を提供する。

      【００９４】

  生成された情報は、プローブアレイが用いられる場合、同様である。所定断片

に関するシグナルが検出されるアレイ（多重アレイが用いられる場合）は、オリ

ジナル付着末端配列（または認識配列）の配列により確定される。各々の異なる



(184) 特表２００２－５４０８０２

付着末端または認識配列は、別個のインデックスサンプル中でプロセッシングさ

れる。別個のアレイが、各インデックスサンプルまたは誘導性インデックスサン

プルのために用いられる。ＤＮＡ断片とハイブリダイズしたライゲーター－ディ

テクターに結合されるためには、プローブがこの配列とハイブリダイズしなけれ

ばならないために、付着末端配列（または認識配列）に隣接するＤＮＡ断片中の

配列により、所定断片に関するシグナルが検出されるアレイ中の位置が確定され

る。複合核酸サンプルは、アレイ上に独特のパターンのシグナルを生成する。

      【００９５】

  ＤＮＡ断片がシグナルを生成するアレイおよびアレイの位置は、ＤＮＡ断片の

付着末端の配列ならびに付着末端に隣接する配列（あるいは制限酵素の認識配列

ならびに認識配列に隣接する配列）を同定する。これは、４塩基付着末端および

６塩基プローブが用いられる場合には、10塩基配列である。各アレイが異なる付

着末端配列を有する異なるアダプター－インデクサーを用いたため、アレイは付

着末端配列（４塩基）を同定する。各位置は異なる配列を伴う異なるプローブを

有するため、アレイ中の位置は、付着末端に隣接する配列（６塩基）を同定する

。隣接配列と相補的な配列を有するプローブのみがハイブリダイズし、したがっ

てシグナルと会合するようになる。認識配列とＩＩ－Ｓ型制限酵素の開裂部位と

の間の固定関係は、そして用いられる場合には認識配列の同一性は、ＤＮＡ断片

についての付加的配列情報を提供する。

      【００９６】

  集合的に複数の異なる付着末端配列を生じる１つ又はそれ以上の核酸開裂試薬

を用いて、開示された方法を実施する。好ましくは、核酸開裂試薬により生成さ

れる付着末端配列は、核酸開裂試薬の認識配列により限定されない。生成される

付着末端は、好ましくは２、３、４または５ヌクレオチド長である。開示された

方法に用いるための好ましい核酸開裂試薬は、ＩＩ－Ｓ型制限エンドヌクレアー

ゼであって、これは認識部位の外側（またはそこから分枝した）位置でＤＮＡを

切断する酵素であって、付着末端を生成する。ＩＩ－Ｓ型制限エンドヌクレアー

ゼの例は、ＦｏｋＩ、ＢｂｖＩ、ＨｇａＩ、ＢｓｐＭＩおよびＳｆａＮＩである

。
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      【００９７】

  開示された方法に用いるための核酸開裂試薬は、４ヌクレオチドＡ、Ｃ、Ｇお

よびＴの順列および組合せを包含する付着末端を生じる。突出する塩基の数が多

いほど、末端ヌクレオチド配列の考え得る順列および組合せの数は多く、そして

特異的であると思われるインデキシングは多い。例えば、４塩基、５‘－突出付

着末端を有する断片を放出する制限エンドヌクレアーゼ、例えばＦｏｋＩは、４

４または256の考え得る突出テトラヌクレオチド末端を生成する。平均12,000の

異なるｃＤＮＡを有するｃＤＮＡサンプルの制限エンドヌクレアーゼＦｏｋＩに

よる切断は、４塩基、５’突出末端を有する断片の混合物を生じる。塩基の無作

為分布を含有するサンプルに関しては、平均で、ＦｏｋＩは４５塩基対毎に２回

切断して、512塩基対の平均断片サイズを生じる。ｃＤＮＡの平均長が1,700塩基

対である場合、各ｃＤＮＡはおよそ４つの断片を生じる。全サンプルが、約４＊

12,000＝48,000断片を含有する。４４＝256の考え得るテトラヌクレオチド配列

が、したがって各付着末端に関して256の考え得る同一性が存在する。平均で、4

8,000／256＝188の所定付着末端を有する断片が存在する。これらの断片は各々

、各断片中の付着末端配列に隣接する配列に基づいて異なるプローブとのハイブ

リダイゼーションにより分類される。六量体プローブアレイは、4,096の異なる

６ヌクレオチドプローブを有する。したがって、プローブアレイ中の4,096の六

量体のうちの188のみが、平均で、ライゲーター－ディテクターと結紮する。各

々4,096の異なる六量体ディテクタープローブを有する256プローブアレイを用い

ると、256＊4,096＝1,048,576“貯蔵棚”で、この場合、48,000断片を分布する

。これは、異なるｃＤＮＡサンプルを用いた場合、異なるパターンを同定するた

めの十分な機会を残す。

      【００９８】

  制限エンドヌクレアーゼＢｓｐ24ＩによるヒトゲノムＤＮＡ（3 X 109塩基対

の一倍体数を有する）の切断は、５塩基、３‘－突出末端を有する断片の大きく

且つ複雑な混合物を放出する。平均で、Ｂｓｐ24Ｉは、４６塩基対毎に２回切断

して、2048塩基対の平均断片サイズを生じ、3 X 109/2048＝約1.5 X 106断片を

もたらす。４５＝1024の考え得るペンタヌクレオチド配列で、したがって、各付



(186) 特表２００２－５４０８０２

着末端に関して1024の考え得る同一性が存在する。平均で、1.5 X 106/1024＝1,

465の所定付着末端配列を有する断片である。これらの断片は各々、各断片中の

付着末端配列に隣接する配列に基づいて異なるプローブとのハイブリダイゼーシ

ョンにより分類される。七量体プローブアレイは、16,384の異なる７ヌクレオチ

ドプローブを有する。したがって、アレイ中の16,384の七量体のうちの1,465の

みが、平均で、ライゲーター－ディテクターと結紮する。各々16.384の異なる七

量体ディテクタープローブを有する1024ディテクターアレイを用いると、1024＊

16,384＝1,6 X 107“貯蔵棚”で、この場合、1.5 X 106断片を分布する。

      【００９９】

  ６塩基認識配列を有する２０の異なる制限エンドヌクレアーゼによるｃＤＮＡ

サンプルの切断は、付着末端を有する断片の混合物を生じる。平均で、６塩基認

識配列を有する制限エンドヌクレアーゼは、４６＝4096塩基対毎に１回切断する

。サンプルが、1,500塩基対のｃＤＮＡ平均長を有する約12,000ｃＤＮＡ分子を

含有する場合には、制限酵素の１つによる切断は、約3200切断片（したがって、

付着末端を有する6400ＤＮＡ断片）を生じる。４塩基認識配列を有する２つの異

なる制限エンドヌクレアーゼによるサンプルのさらなる切断（二次消化）は、４

４＝256塩基対毎に１回、付加的切断を生じる。二次消化は、多くの場合、各断

片上に切断を生じるため、これは（20＊2＝40第二インデックスサンプルの各々

に関して）、各々約256塩基対長の約6,400断片を生じる。

      【０１００】

  ４塩基認識配列を有する５つの異なる制限エンドヌクレアーゼが三次消化に用

いられる場合には、各制限化第二インデックスサンプル中の断片の約半数が切断

される（これらの制限酵素が256塩基対毎に約１回切断するためである）。した

がって、20＊2＊5＝200の各制限化第二インデックスサンプル中に約3,200断片（

無傷、アダプター－インデクサーおよび二次アダプターを有する）が存在する（

非制限化第二インデックスサンプル中には約6,400断片が存在する）。これらの

断片は各々、各断片中の付着末端配列に隣接する配列に基づいて異なるプローブ

とのハイブリダイゼーションにより分類される。六量体プローブアレイは、4,09

6の異なる６ヌクレオチドプローブを有する。したがって、アレイ中の4,096の六
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量体のうちの3,200のみが、平均で、ライゲーター－ディテクターと結紮する。

各々4,096の異なる六量体プローブを有する200プローブアレイを用いると、200

＊4,096＝819,200“貯蔵棚”で、この場合、3,200＊200＝640,000の総断片を分

布する（六量体アレイは、200＊16,384＝3,276,800“貯蔵棚”を提供する）。

      【０１０１】

  これらの実施例が説明するように、認識配列の長さ、生成される付着末端の長

さ、および一緒に用いられるプローブの長さは、核酸断片が分類されるデータ貯

蔵棚の数を決定する。十分長の付着末端およびディテクタープローブを用いるこ

とにより、断片のソーティングを分析されるサンプルの複雑性に適合させ得る。

      【０１０２】

  アダプター－インデクサーの包括的パネルの使用は、核酸断片の複合混合物の

選定亜組への特定の機能的修飾の付着、およびそのように修飾された分子の同定

のための手段を提供する。このような限定亜組の分子は、付加的切断およびイン

デキシングにより、あるいは確立された技法、例えばクローニング、ＰＣＲ増幅

またはゲル電気泳動のいずれかによりさらに分解し得る。そのクラスのここの成

員は、長さ、配列または制限エンドヌクレアーゼ地図のような特徴を同定するこ

とにより区別し得る。アダプター－インデクサーの付着末端の配列は、多数の核

酸断片をインデキシングする手段を提供する。

      【０１０３】

  異なる配列のディテクタープローブは、プローブアレイ上の異なる位置で固定

し得る。この点では、プローブアレイ上のプローブの配列およびインデックスサ

ンプル中の核酸断片の配列は、アレイ上のどこで、ライゲーター－ディテクター

が結合されるようになるかを確定する。プローブアレイ中の異なる位置でのライ

ゲーター－ディテクターの存在、量、存在および量、あるいは非存在は、したが

って、サンプル中の特定の核酸配列の存在または非存在に基づいた核酸サンプル

の特色および指紋を提供するシグナルのパターンを形成する。この理由のために

、シグナルのこのパターン（即ち、ライゲーター－ディテクターの存在、量、存

在および量、あるいは非存在のパターン）のカタログ作製は、特に興味深い開示

された方法の一実施態様である。本明細書中で別記したように、プローブミスマ
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ッチの確率を用いて、異なるディテクタープローブとの特定の断片の示差的ハイ

ブリダイゼーションを基礎にしたより複雑なカタログを作製し得る。

      【０１０４】

  カタログは、例えばプローブアレイ上のライゲーター－ディテクターのパター

ン、プローブアレイ上のライゲーター－ディテクターの存在のパターン、サンプ

ル中の核酸断片のカタログ、あるいはサンプル中の核酸配列のカタログとして作

製し、言及し得る。カタログ中の情報は、好ましくは位置情報の形態（即ち、デ

ィテクターアレイ中の位置）、さらに好ましくは配列の形態である。カタログに

関する好ましい配列情報は、ライゲーター－ディテクターが結合されたディテク

タープローブの配列、ならびにサンプル中に存在する核酸断片の配列（ライゲー

ター－ディテクターが結合されたディテクターアレイ中の位置から得られる）を

含む。

      【０１０５】

  核酸サンプルのこのようなカタログを、任意の他のサンプルから得られる同様

のカタログと比較して、サンプル中の類似性および差（サンプル中の核酸の類似

性および差を示す）を検出し得る。例えば、第一核酸サンプルのカタログを、第

一核酸サンプルと同一型の生物からのサンプル、第一核酸サンプルと同一型の組

織からのサンプル、第一核酸サンプルと同一生物体からのサンプル、第一核酸サ

ンプルと同一供給源から、しかし異なる時期に得られたサンプル、第一核酸サン

プルと異なる生物体からのサンプル、第一核酸サンプルと異なる型の組織からの

サンプル、第一核酸サンプルと異なる系統の生物体からのサンプル、第一核酸サ

ンプルと異なる種の生物体からのサンプル、あるいは第一核酸サンプルと異なる

型の生物体からのサンプルのカタログと比較し得る。

      【０１０６】

  同一型の組織は、肝臓組織、筋組織または皮膚の組織である（これらは同一の

または異なる生物体または生物体類からであり得る）。同一生物体とは、同一固

体、動物または細胞を指す。例えば、患者から採取される２つのサンプルは、同

一生物体からである。同一供給源とは、類似の、しかしより広範な、例えば同一

生物体、同一生物体からの同一組織、または同一ｃＤＮＡライブラリーからのサ
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ンプルを指す。比較される同一供給源からのサンプルは、好ましくは異なる時点

で収集される（したがって、検出される時間を経て考え得る変化を可能にする）

。これは、治療の効果または症状の変化が査定される場合に、特に有用である。

異なる生物体とは、異なる個々の生物体、例えば異なる患者、異なる個々の動物

を指す。異なる生物体は、同一種類の異なる生物体または異なる種類の生物体を

含む。異なる種類の生物体とは、イヌとネコ、ヒトとネズミまたは大腸菌とサル

モネラ菌のような異なる種類の生物体を指す。異なる種類の組織とは、肝臓と腎

臓、または皮膚と脳といった異なる種類の組織を指す。異なる系統または種の生

物体とは、それらの用語が当業界で理解されているように、それらの種または系

統名が異なる生物体を指す。

      【０１０７】

  ディテクタープローブと結合したライゲーター－ディテクターの存在、量、存

在および量、または非存在は、ライゲーター－ディテクターに組み入れられた、

結合されたまたはそれと会合した標識の検出により達せられ得る。あるいは、ラ

イゲーター－ディテクターは、それらの配列の検出に基づいて検出し得る。これ

らの検出は一般に、ライゲーター－ディテクターのカップリングの直接検出と呼

ばれる。多数の配列特異的検出技法のいずれか、例えば標識化プローブのハイブ

リダイゼーションを、この目的のために用い得る。ライゲーター－ディテクター

の存在、量、存在および量、または非存在は、ライゲーター－ディテクターによ

り媒介されるシグナルを発生することによっても検出し得る。以下に記載する回

転環複製のためのプライマーとしてのライゲーター－ディテクターの使用は、こ

の好ましい例である。ライゲーター－ディテクターの存在、量、存在および量、

または非存在は、ライゲーター－ディテクターが結合されるディテクタープロー

ブ、結合ライゲーター－ディテクターと会合するアダプター－インデクサー、ま

たはその両方を検出することによっても検出し得る。これらの検出は一般に、ラ

イゲーター－ディテクターのカップリングの間接検出と呼ばれる。

      【０１０８】

  本方法中の核酸増幅により、核酸断片に関して検出されるシグナルを増大し得

る。アダプター－インデクサーが結合された核酸断片（アダプター／断片と呼ば
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れる）が増幅されるか、あるいはディテクタープローブと結合されたライゲータ

ー－ディテクターが増幅されるかまたは別の核酸の増幅を媒介するのが好ましい

。最初の場合には、任意の適切な方法を用いて、アダプター／断片を増幅し得る

。これらの例としては、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（

ＬＣＲ）、自立性配列複製（３ＳＲ）、核酸配列ベースの増幅（ＮＡＳＢＡ）、

鎖置換増幅（ＳＤＡ）、Ｑβレプリカーゼによる増幅、および回転環増幅（ＲＣ

Ａ）が挙げられる（Birkenmeyer and Mushahwar, J. Virological Methods, 35:

117-126（1991）; Landegren, Trends Genetics, 9:199-202（1993）; Lizardi 

et al., Nature Genetics 19（3）:225-232（1998））。ライゲーター－ディテ

クター増幅の場合、増幅の好ましい形態は、ライゲーター－ディテクターにより

プライムされる一本鎖環状ＤＮＡ分子の回転環増幅である。この方法では、ライ

ゲーター－ディテクターを介してディテクターアレイに固定された増幅化鎖を用

いてＤＮＡ環の長いタンデム反復を生成する。増幅のこの技法は、ＰＣＴ出願WO

97/19193に記載されている。ライゲーター－ディテクターが回転環複製プライマ

ーとして用いられる場合は、増幅ＤＮＡが検出され得る（直接的にまたは組み入

れ標識を介して）ため、ライゲーター－ディテクター中に標識を組み入れる必要

はない。

      【０１０９】

  アダプター／断片の増幅は、断片末端のアダプター－インデクサー配列の存在

により（そして第二アダプターが用いられる場合には、他方の末端の第二アダプ

ター配列の存在により）促される。例えば、アダプター配列は、増幅プライマー

配列のためにも用いられ得る。アダプター配列を用いて、回転環複製によるその

後の増幅のためにアダプター／断片を環化し得る。回転環増幅は、米国特許第5,

854,033号およびＰＣＴ出願WO 97/19193に記載されている。

      【０１１０】

  別の実施態様では、アダプター－インデクサーが結合された核酸断片の鎖（ア

ダプター／断片）を、ライゲーター－ディテクターとのハイブリダイゼーション

の前に分離し得る。このような鎖分離は、ライゲーター－ディテクターハイブリ

ダイゼーションの効率を改良し得る。任意の適切な技法を用いて、この分離を成
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し遂げ得る。鎖分離は、好ましくはアダプター－インデクサーの鎖の一方の上に

捕捉タグを含めるかまたはタグをソーティングすることにより成し遂げ得る。津

ににこのような捕捉タグを用いて、アダプター／断片の一方の鎖を固定し、他方

の鎖を洗い落とす。固定化または洗浄化鎖は、本方法では前方に運ばれ得る。ソ

ーティングタグは、ソーティング技法により鎖の分離を可能にし得る。

      【０１１１】

  別の実施態様では、インデックスサンプル中の種々の核酸断片の濃度は、標準

化される。標準化は、用いられ得るあらゆる増幅過程の前または後に実施し得る

。断片標準化のための好ましい技法は、核酸断片の一方の鎖の固定化、核酸断片

の変性、多量の核酸断片のためのｃ０ｔ１／２より大きい時間のならびにまばら

な核酸断片に関するｃ０ｔ１／２未満の時間の核酸断片の再生、ならびに非再生

核酸断片の収集を包含する。

      【０１１２】

  ハイブリダイゼーションエラーを矯正するために、単一、二元的または逐次方

式で２つの一般的アプローチの一方を用い得る。説明のために、ガラスマイクロ

アレイ検出系で実行されるハイブリダイゼーションおよび結紮実験を考察する。

第一のアプローチでは、結紮過程前に、正しくないプローブ配列とのインデクサ

－ディテクターの結紮を遮断する方法によりハイブリダイズ化アレイを処理する

。このアプローチの鍵は、共有結合メカニズムが結合をなしえないよう、結紮さ

れるニックを遮断する（滅菌的に妨害する）ことである。実際には、ハイブリダ

イズ化アレイをとって、それを遮断実体および適切な緩衝液と接触し、マスキン

グ実体がミスマッチ上に正しく置かれるようになり、次に結紮により連続するの

に適した温度で適切な時間、系を保持する。特定のミスマッチと結合するために

選択される多数の一本鎖抗体は、多数の酵母菌ミスマッチ修復および細胞周期チ

ェックポイントタンパク質、例えばＭＳＨ２～ＭＳＨ６と同様に、この方法のた

めの使用を有する（Habraken et al., ATP-dependent assembly of a ternary c

omplex consisting of a DNA mismatch and the yeast MSH2-MSH6 and MLH1-PMS

1 protein complexes. J Biol Chem 273（16）:9837-41（1998）; MSH2-MSH3（H

abraken et al., Binding of insertion/deletion DNA mismatches by the hete
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rodimer of yeast mismatch repair protein MSH2 and MSH3. Curr Biol 6（9）

:1185-7（1996））;およびMec1（Paciotti et al., Meclp is essential for ph

osphorylation of the yeast DNA damage checkpoint protein DdcIp, which ph

ysically interacts with Mec3p. Embo J 17（14）:4199-209（1998）））。

      【０１１３】

  第二のアプローチは、ミスマッチを含有する鎖を認識し、特異的に切断する系

で共有結合化プローブ－標的サンプルを処理することである。この第二のアプロ

ーチは、プローブアレイの最終緊縮洗浄において、破壊されたミスマッチ化サン

プルがシグナル検出操作前にチップから洗い落とされるように、ミスマッチの認

識およびミスマッチ化領域の破壊的ターゲッティングまたは「エラーチェック」

を利用する。実際上、ハイブリダイズ化および結紮化プローブアレイをとって、

それを適切な緩衝液中のエラーチェック試薬と接触し、エラーチェック試薬がミ

スマッチを突き止め、最終緊縮洗浄前にミスマッチを含有する鎖を破壊するのに

適切な温度で適切な時間、系を保持する。１つ又はそれ以上の以下の「エラーチ

ェック」系を用い得る：Ｔ４エンドヌクレアーゼＶＩＩ；タンパク質ＭｕｔＨ、

ＭｕｔＬおよびＭｕｔＳを一緒に；ＭｕｔＹ（Lu and Hsu, Detection of singl

e DNA base mutations with mismatch repair enzymes. Genomics 14（2）:249-

55（1992））；グルコシラーゼ（Neddermann and Jericny, Efficient removal 

of uracil from G.U mispairs by the mismatch-specific thmine DNA glycosyl

ase from HeLa cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91（5）:1642-6（1994）; 

mammalian topoisomerase I（Yeh et al., Mammalian topoisomerase I has bas

e mismatch nicking activity. J Biol Chem 269（22）:15498-504（1994））お

よびＴ７エンドヌクレアーゼＩ。

      【０１１４】

  特に、開示された方法におけるハイブリダイゼーション／カップリング過程－

アダプター－インデクサーが断片に結合され、そしてライゲーター－ディテクタ

ーがディテクタープローブに結合される過程の忠実度は、ミスマッチヌクレアー

ゼ、例えばＴ４エンドヌクレアーゼＶＩＩでサンプルを消化することにより増大

し得る。Ｔ４エンドヌクレアーゼＶＩＩは、ミスマッチが存在する二本鎖ＤＮＡ
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を切断する。非正統的ハイブリダイゼーション／結紮を「非結紮化する」ことに

より、核酸断片のカタログ作製ミスは、おそらく少なくされる。適切緊縮ハイブ

リダイゼーション条件を用いることにより、ハイブリダイゼーション／結紮過程

の忠実度を最大にし得る。

      【０１１５】

  以下に、ＦＡＡＳＴの例、ならびに得られ得る配列および配列関係を提示する

。単一ＩＩ－Ｓ型制限酵素を一次消化に用いる場合、得られ得る配列情報は以下

の構造を用いて説明し得る：

  ＤＮＡ断片：

..NNNNXXXX..NNNNRRRRROOOOOOOOOSSSSNNNN..

  配列情報：  RRRRROOOIIIIIISSSS

  これらの構造においては、各文字はヌクレオチドを表す。Ｎは、任意のヌクレ

オチド（本方法との特別な同一性および関係を有さない）を表す。Ｒは、ＩＩ－

Ｓ型制限酵素の認識配列中のヌクレオチドを表す。Ｏは、ＩＩ－Ｓ型制限酵素の

認識部位および切断部位間のオフセット中のヌクレオチドを表す。Ｓは、ＩＩ－

Ｓ型制限酵素による切断に起因する付着末端中のヌクレオチドを表す。Ｘは、二

次制限酵素の認識／切断部位中のヌクレオチドを表す。Ｉは、固定化オリゴヌク

レオチドと相補的なヌクレオチドを表す。

      【０１１６】

  ＤＮＡ断片..NNNNXXXX..NNNNRRRRROOOOOOOOOSSSSNNNN..から、配列情報RRRRRO

OOIIIIIISSSSが得られる。この実施例では、ＩＩ－Ｓ型制限酵素は、５塩基認識

配列、切断部位に対する９塩基オフセットを有し（即ち、認識配列と切断部位の

間に９つの塩基が存在する）、そして４塩基付着末端を作製する。プローブは、

六量体配列を有する。したがって、シグナルが生成される各アレイ位置は、本実

施例では、特定の配列：nnnnn---nnnnnnnnnn（ここでｎは同定化ヌクレオチドを

表し、各－は、非同定化ヌクレオチドを表す）を表す。これは、確定配列と呼ば

れる。配列が決定された核酸断片の部分は、付着末端、ディテクタープローブが

ハイブリダイズする付着末端配列に隣接する配列、および制限酵素の認識配列に

対応する（それぞれＳ、ＩおよびＲ）。
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      【０１１７】

  この配列情報は、以下の構造によっても表され得る：

  Ａ－Ｂ－Ｃ－Ｄ

（この場合、Ａは制限酵素の認識配列であり、Ｂは未知の配列のギャップであり

、Ｃは固定化オリゴヌクレオチドがハイブリダイズした配列であり、そしてＤは

付着末端配列である）。ギャップは、認識配列とプローブがハイブリダイズした

配列との間のヌクレオチドを表す。Ｃは常に、付着末端配列Ｄに隣接する。前記

の実施例では、ＡはRRRRRであり、ＢはOOOであり、ＣはIIIIIIであり、そしてＤ

はSSSSである。開裂なしでは増幅は認められず（したがって、その核酸分子のさ

らなるプロセッシングもない）、シグナルは存在しないという結果になるため、

二次制限酵素による開裂も有用な情報を付加する。

      【０１１８】

  開示された方法を用いて得られる配列情報は、核酸断片の特定の実施例を用い

て説明し得る。以下の配列を有する核酸断片を含有する核酸サンプルを仮定する

：

..CGGTGGATGACTTGAAGCTATGCTTAGG..

..GCCACCTACTGAACTTCGATACGAATCC..

GGATGの認識配列ならびに9および13ヌクレオチドによる切断部位オフセットを有

するＩＩ－Ｓ型制限酵素であるＦｏｋＩでサンプルが消化される場合、断片は開

裂されて以下の断片を生成する（ＦｏｋＩ認識配列を太字で示す）：

..CGGTGGATGACTTGAAGC          TATGCTTAGG..

..GCCACCTACTGAACTTCGATAC          GAATCC..

対応するアダプター－インデクサーが断片と結紮され、結紮化断片が対応するラ

イゲーター－ディテクターとハイブリダイズされる場合、以下の核酸が得られる

（アダプター－インデクサーからの配列に下線を付す）：

                        TATGCGGTATTACAGCCTATTGGG－標識

..GCCACCTACTGAACTTCGATACGCCATAATGTCGGATAACCC.

核酸が適切なプローブ（本実施例では固定化六量体）とハイブリダイズされ、プ

ローブおよびライゲーター－ディテクターが結紮される場合、以下の構造が得ら
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れる：

       支持体 － TGAAGCTATGCGGTATTACAGCCTATTGGG－標識

..GCCACCTACTGAACTTCGATACGCCATAATGTCGGATAACCC.

ライゲーター－ディテクターの標識が検出されるプローブアレイ中の位置により

、固定化プローブの配列を同定する。隣接付着末端の配列は、ライゲーター－デ

ィテクターの標識が検出されるディテクターアレイにより同定する（異なるディ

テクターアレイが各付着末端配列に用いられるため）。最後に、認識配列に対す

る切断部位の関係により、認識配列の配列を同定する。したがって、この実施例

では、ATAC付着末端ディテクターアレイのTGAAGC六量体位置中の標識の検出は、

以下の配列を有する核酸サンプル中の核酸断片の存在を示す：

      CCTACNNNACTTCGATAC.

この配列を一般構造Ａ－Ｂ－Ｃ－Ｄと関連させると、ＡはCCTACであり、ＢはNNN

であり、ＣはACTTCGであり、そしてＤはATACである。

      【０１１９】

  一次消化のために多制限酵素を用いる場合、得られる配列情報は、以下の構造

を用いて説明し得る：

  ＤＮＡ断片：

..NNXXXXNN..NNRRRRNN..NNIIIIIISSSSSSNN..

  配列：              XXXX......RRRR......IIIIIISSSSSS

  これらの構造においては、各文字はヌクレオチドを表す。Ｎは、任意のヌクレ

オチド（本方法との特別な同一性および関係を有さない）を表す。Ｓは、一次制

限酵素の認識配列（付着末端を含む）中のヌクレオチドを表す。Ｘは、二次制限

酵素の認識／切断部位中のヌクレオチドを表す。Ｒは、三次制限酵素の認識配列

中のヌクレオチドを表す。Ｉは、ディテクタープローブと相補的なヌクレオチド

を表す。二次および三次制限酵素の認識部位間の、ならびに二次制限酵素の認識

部位とプローブ補足体間の配列および距離は、基本的方法では確定されない。

      【０１２０】

  ＤＮＡ断片..NNXXXXNN..NNRRRRNN..NNIIIIIISSSSSSNN..から、配列情報XXXX..

....RRRR......IIIIIISSSSSSが得られる。この実施例では、固定化プローブは、
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六量体配列を含有する。したがって、シグナルが生成される各アレイ位置は、本

実施例では、特定の配列：nnnn...nnnn...nnnnnnnnnnnn（ここでｎは同定化ヌク

レオチドを表し、各...は、非同定化ギャップ配列を表す）を表す。これは、確

定配列と呼ばれる。配列が決定された核酸断片の部分は、一次制限酵素の認識配

列、ディテクタープローブがハイブリダイズする認識配列に隣接する配列、二次

制限酵素の認識配列、および三次制限酵素の認識配列に対応する（それぞれＳ、

Ｉ、ＸおよびＲ）。

      【０１２１】

  この配列情報は、以下の構造によっても表され得る：

  Ｅ－Ｂ－Ｆ－Ｂ－Ｃ－Ｄ

（この場合、Ｂは未知の配列のギャップであり、Ｃはプローブがハイブリダイズ

した配列であり、Ｄは一次制限酵素の認識配列であり、Ｅは二次制限酵素の認識

配列であり、そしてＦは三次制限酵素の認識配列である）。ギャップは、二次お

よび三次制限酵素の認識配列間、ならびに三次制限酵素の認識配列とプローブが

ハイブリダイズした配列との間のヌクレオチドを表す。Ｃは常に、認識配列Ｄに

隣接する。前記の実施例では、ＣはIIIIIIであり、ＤはSSSSSSであり、ＥはXXXX

であり、そしてＦはRRRRである。

      【０１２２】

  開示された方法を用いて得られる配列情報は、核酸断片の特定の実施例を用い

てさらに説明し得る。以下の配列を有する核酸断片を含有する核酸サンプルを仮

定する：

..CGCATGGG..ATAGCTTG..CAAGCTATGGATCCGA..

..GCGTACCC..TATCGAAC..GTTCGATACCTAGGCT..

４塩基付着末端を生じるGGATCCの認識配列を有する制限酵素であるＢａｍＨＩで

サンプルが一次消化される場合、断片は開裂されて以下の断片を生成する：

..CGCATGGG..ATAGCTTG..CAAGCTATG       GATCCGA..

..GCGTACCC..TATCGAAC..GTTCGATACCTAG       GCT..

  対応するアダプター－インデクサーが断片と結紮され、断片がＮｌａＩ（制限

配列CATG）で消化される場合、結果は以下の通りである：
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..CGCATG      GG..ATAGCTTG..CAAGCTATGGATCTGGTATTACAGCCTATTG

..GC      GTACCC..TATCGAAC..GTTCGATACCTAGACCATAATGTCGGATAAC

第二アダプターの付加および対応するライゲーター－ディテクターとのハイブリ

ダイゼーション後、以下の核酸を得る（アダプター－インデクサーからの配列に

下線を付す）。アダプター－インデクサーが付着末端配列および残りの認識配列

の両方とハイブリダイゼーションすることに留意（即ち、付着末端中にＣはない

）。

      【０１２３】

                                         GGATCTGGTATTACAGCCTATT-*

CGGTACCTAGAGAGTGTACCC.TATCGAAC..GTTCGATACCTAGACCATAATGTCGGATAA

この核酸が適切なプローブ（この実施例では固定化六量体）とハイブリダイズ去

れ、そして固定化プローブおよびライゲーター－ディテクターが結紮される場合

、以下の構造が得られる：

       支持体 － AGCTATGGATCCGGTATTACAGCCTATT－＊

CGGTACCTAGAGAGTGTACCC.TATCGAAC..GTTCGATACCTAGGCCATAATGTCGGATAA

  ライゲーター－ディテクターの標識が検出されるアレイ中の位置により、固定

化プローブの配列を同定する。隣接認識配列（付着末端を含む）の配列は、ライ

ゲーター－ディテクターの標識が検出されるアレイにより同定する（異なる組の

アレイが各インデックスサンプルに用いられるため）。二次制限酵素の認識配列

の配列は、ライゲーター－ディテクターの標識が検出されるアレイにより同定す

る（異なる組のアレイが各二次インデックスサンプルのために用いられるため）

。最後に、三次制限酵素で消化された制限化第二インデックスサンプルのための

アレイからはシグナルは存在しないか否かを見ることにより、内部配列（三次制

限酵素の認識配列）の存在を確定する（異なるアレイは各制限化および非制限化

第二インデックスサンプルのために用いられる）。シグナルが存在しない場合、

それは、認識部位が断片中に存在することを示す。三次制限酵素による消化後に

増幅過程が存在しない場合には、この消化は、ＮｌａＩ消化の前またはＮｌａＩ

消化の後に実施される。

      【０１２４】
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  したがって、この実施例では、CCTAGG付着末端組のアレイ中のGTAC二次認識部

位組のアレイ中のTCGA三次認識部位アレイのAGCTAT六量体位置中の標識の検出は

、以下の配列を有する核酸サンプル中の核酸断片の存在を示す：

    GTAC...TCGA...TCGATACCTAGG.

この配列を一般構造Ｅ－Ｂ－Ｆ－Ｂ－Ｃ－Ｄと関連させると、ＣはTCGATAであり

、ＤはCCTAGGであり、ＥはGTACであり、そしてＦはTCGAである。

      【０１２５】

  ＦＡＡＳＴにおける標識の使用およびソーティングは、新規の方法でマイクロ

ビーズを使用する以下の実施例を用いて説明し得る。この実施例では、256のラ

イゲーター－ディテクターを256の色コード化マイクロビーズの表面に結合させ

る。単一色により、各ライゲーター－ディテクターを同定する。標的配列とのこ

れらの新規の「マイクロビーズライゲーター－ディテクター」のアニーリングお

よび結紮後、256組の「マイクロビーズライゲーター－ディテクター」を、１プ

ローブ／ウエルで、4096の六量体プローブを含有する4096ウエル微量滴定プレー

ト中に同時に投入する。ハイブリダイゼーション中の完全適正配列のみが、特異

的マイクロビーズ標識化複合体にフルオロクロム標識化六量体を結紮する。Lumi

nexフロー分析機は、色コード化マイクロビーズを識別し、それらの蛍光を同時

に測定するため、微量滴定プレート上のウエルの特定アドレス（およびそのアド

レスに含入される六量体）を知ることにより、ライゲーター－ディテクターに隣

接する６塩基を同定し得る。計画を以下に説明する。

      【０１２６】

  一本鎖アンプリコンを生成するまでの過程は、ＩＩ－Ｓ酵素切断片、アダプタ

ー－インデクサー結紮、二次４bp酵素切断片、第二アダプター結紮、ＰＣＲ増幅

、ならびに一本鎖断片を生成するための断片の捕捉および変性を含めて、一基本

ＦＡＡＳＴの場合と同様である。

      【０１２７】

  256一本鎖ＤＮＡアンプリコンを256ライゲーター－ディテクターとアニーリン

グする。ライゲーター－ディテクターオリゴヌクレオチドの256の異なる配列が

存在するが、これは、生成される４塩基付着末端の各々と相補的である256の異
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なるライゲーター－ディテクターを含む。ライゲーター－ディテクターを、シグ

ナリング部分、例えば蛍光染料または蛍光ビーズで標識する。256アニーリング

化一本鎖調製物の各々を4096のアリコートに分け、4096六量体プローブの１つと

ハイブリダイズさせる。例えば、4096六量体は4096微量滴定プレート中に含入去

れ、各々のウエルは単一六量体プローブを含有する。4096六量体プローブは各々

、５‘末端で蛍光標識され、遊離３’ヒドロキシル末端を含有する。

      【０１２８】

  アニール化一本鎖アンプリコンとの六量体プローブのハイブリダイゼーション

および結紮後、256調製物をストレプタビジンを含有する別のウエルに移して、

非結合物質を洗い落とす（六量体プローブはビオチン基も含有する）。次に２つ

のシグナルを測定する。

      【０１２９】

  １つのシグナルはサンプルに対応する（例えば、テスターまたは対照）。蛍光

的コード化ビーズ（Luminex）により、テスターおよび対照サンプルを識別する

。一実施態様では、512色、即ちテスター用に256色および対照用に256色を用い

る。しかしながら、256色コード化ビーズも用い得るが、この場合、テスターお

よび対照間でビーズは「オフセット」される。例えば、色１はテスターに関して

は六量体２に対応するが、しかし対照に関しては六量体３に対応するといった具

合である。二次シグナルは標識化六量体プローブから出て、ライゲーター－ディ

テクターとアニール化された一本鎖ＤＮＡのレベルを測定する。ここで測定され

る２つのシグナルは、Luminex100のような計器で同時に読み取られる。

      【０１３０】

  多数の種々のプローブ組およびアレイが当業界で既知であり、ＦＡＡＳＴとと

もに用い得る。Terstappen等（Tibbe, A.G., et al., Optical trackintg and d

etection of immunomagnetically selected and aligned cells. Nat. Biotechn

ol. 1999. 17（12）:p.1210-3; Dolan, G.J. and L.W.M.M. Terstappen, Magnet

ic separation apparatus and methods employing an internal magnetic captu

re gradient and an external transport force,. 1999:米国特許第5,985,153号

； Terstappen, L.W.M.M. and P.A. Liberti, Quantitative cell analysis met
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hods employing magnetic separation,. 1999:米国特許第5,993,665号； Tersta

ppen, L.W.M.M. and P.A. Liberti, Methods for biological substance analys

is employing internal magnetic gradients separation and an externally-ap

plied transport force,. 2000:米国特許第6,013,188号）は、当該細胞の検出の

ための免疫磁気的選定および蛍光的標識化プローブを立証した。それらの技法で

は、免疫特異的結合プローブを用いて細胞を標識し、その結果生じる標識化細胞

を、外的適用磁場により検出器範囲に動かす。サンプル容器の一側壁のリトグラ

フ処理により、十分確定された空間パターンに沿ったタグ化細胞の位置特定が改

良される。

      【０１３１】

  Thorp等（Napier, M.E., et al., Probing biomolecule recognition with el

ectron transfer:electrochemical sensors for DNA hybridization. Bioconjug

 Chem, 1997.8（6）:p.906-13; Thorp, H.H., C.R. Loomis, and M.E. Napier, 

Polymer-electrodes for detecting nucleic acid hybridization and method o

f use thereof,. 1999:米国特許第5,968,745号；Thorp, H.H., et al., Electto

chemical detection of nucleic acid hybridization,. 1999:米国特許第5,871,

918号；Welch, T.W., Electochemical probes for detection of molecular int

eractions and drug descovery,. 1999: WO9964847）は、電気化学的検出方法を

開発した。彼等の方法は、サンプル増幅または蛍光標識の使用を伴わずに標的核

酸を直接検出する。検出は、Ｒｕ（ｂｐｙ）３２＋の酸化還元周期後、電気化学

的測定により成し遂げる。測定素子は、電極に結合されたオリゴヌクレオチドプ

ローブを合成的に調製し、電極は、バイオチップ、微量滴定プレートおよび把持

具を含めた種々のフォーマットに二次加工されていた。

      【０１３２】

  ＤＮＡサンプルの分析のために、フローサイトメトリーのような計数技術と結

びつけたスペクトル標識化が開発されている（Fulton, R.J., Method and compo

sitions for flow cytometric determination of DNA sequences, 1998:米国特

許第5,736,330号；Phipps, S., et al., Precision fluorescently dyed partic

les and methods of making and using same,. 1999: WO9919515; Chandler, D.
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 and M.B. Chandler, Microparticles with multiple fluorescent signals,. 1

999; WO9937814）。このような分析においては、それらの表面に結合されたプロ

ーブによりμ規模のビーズを色コード化し、標的を分析的蛍光タグで標識し、そ

してビーズ色および分析的色を含有する同時発生事象を計数する。このようにし

て、多数の色のプローブアレイを非常に迅速且つ容易に読み取ることができる。

      【０１３３】

  ミクロスフェアを用いる別の方法で、Walt et al. （Walt, D. R., Techview:

分子生物学。ビーヅによる光ファイバー・アレー. Science, 2000, 287 (5452):

 p.451-2; Ferguson, J. F., B. G. Healey, and D. R. Walt, 混合液体サンプ

ルの中のオリゴヌクレオチド分子種を選択的に検出する光ファイバー・バイオセ

ンサー. 1988: WO9850782; Walt, D. R. and k. l. Michael, コードされたミク

ロスフェアを用いる光ファイバー・センサー. 2000: 米国特許第6,023,540号; M

ichael, K. L. et al., ランダムな順序のアドレス可能な高密度光センサー・ア

レー. Anal Chem, 1998. 70(7): p. 1242-8）は、プローブをミクロスフェアに

付着させ、その後ミクロスフェアが光ファイバー・アレーの末端にランダムな空

間的パタンで凝集するシステムを開発した。各ミクロスフェアの“光バーコード

”シグネチャーによって、付着したプローブが識別され、標識されたターゲット

の信号がそのターゲットの濃度を示す。

修飾による配列タグの分析（ＭＡＡＳＴ）

  修飾による配列タグの分析（ＭＡＡＳＴ）はＦＡＡＳＴの一形態であって、核

酸分子中の修飾の有無による開裂の差を検出することによって核酸分子の配列の

修飾を評価するものである。例えば、核酸分子のメチル化された部位は、その部

位のメチル化に敏感な制限酵素によって切断されない。メチル化に敏感でない制

限酵素は、その部位で開裂するので配列タグのパタンに差が生ずる。異なる核酸

サンプルによる結果の比較によって、異なるサンプルでの修飾レベル又はパタン

の差を明らかにすることができる。ここで用いられる場合、認識部位の修飾に敏

感な核酸開裂試薬又は制限酵素とは、その部位が修飾されない場合に限り開裂す

る、又はその部位が修飾された場合に限り開裂する（すなわち、その核酸開裂試

薬又は制限酵素は開裂のためにある特定の修飾状態を必要とする）核酸開裂試薬



(202) 特表２００２－５４０８０２

又は制限酵素である。その認識部位の修飾に敏感でない核酸開裂試薬又は制限酵

素とは、その部位が修飾されているかどうかに関わりなく開裂する核酸開裂試薬

又は制限酵素である。

      【０１３４】

  ＭＡＡＳＴは、核酸分子の修飾の状態、レベル、及び条件を評価するのに有用

である。多くの核酸修飾が知られており、大部分が生物学的な影響及び意義を有

する。例えば、メチル化は、動物及び植物における遺伝子形質発現を調節するた

めの普遍的なメカニズムである（Bird and Wolffe, メチル化に誘発される抑制

ベルト、ブレス、及びクロマチン、Cell 99: 451-454 (1999); Finnegan et al.

, 植物におけるＤＮＡメチル化、Annual Rev Physiol 49: 223-247 (1998); Bir

d, あらためてＤＮＡメチル化、Science 286: 2287-2288 (1999)）。メチル化の

生理学的な影響についての理解はいくつかの分野で有益である。プロモーター領

域のメチル化がin vitro 及びin vivoで転写を抑制することは良く調べられてい

る（Baylin et al., ＤＮＡメチル化の変化：新生物のある基本的側面、Adv Can

cer Res 72: 141-96 (1998)）。例えば、新生物及び腫瘍抑制に関わるいくつか

の遺伝子のプロモーターは、過剰メチル化される（Melki et al., 急性骨髄性白

血病における複数遺伝子の同時ＤＮＡ過剰メチル化、Cancer Res 59(15): 3730-

40 (1999)）。メチル化は、また、植物の発生と開花に重要な機能を果たしてい

る。

      【０１３５】

  差動的なメチル化を用いて遺伝子の機能を研究するために、従来はメチル化さ

れるＤＮＡ配列についての事前の知識が必要であり、それは問題の領域をクロー

ニングし、配列を決定し、メチル化感受性を検証するために多大な努力を払った

後に初めて得られるものであった。ＭＡＡＳＴは、その好ましい形態では、高ス

ループットのマイクロアレー技術のパワーとin silico分析を、差動ディスプレ

ーの感度と定量性に組み合わせることによって差動的にメチル化される配列の同

定を迅速化する。

      【０１３６】

  ＭＡＡＳＴは、ゲノム・スケールでプロモーターを同定するために現在用いら
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れている他の方法に比べていくつかの利点を有する。プロモーターやその他の調

節エレメントを高スループットな仕方で同定するための現在のアプローチには次

のようなものがある：転写因子結合部位、β-ラクタマーゼ挿入、のヌクレオチ

ド配列のin silico分析（Whitney et al., 生きている哺乳類細胞における信号

伝達のゲノム全体にわたる機能分析、Nat Biotechnol 16(13): 1329-33 (1998)

）、ＣＯＢＲＡ（Xiong and Laird, ＣＯＢＲＡ: 高感度及び定量的なＤＮＡメ

チル化分析、Nuc Acid Res 25(12): 2532-2534(1997)）、及び制限ランドマーク

・ゲノム走査（Costell et al., 異常ＣｐＧ－アイランドメチル化は非ランダム

及び腫瘍タイプ特異的パタンを有する、Nature Genetics 25: 132-138 (2000)）

。

      【０１３７】

  他の形態の修飾は、特定の因子によって生ずるいくつかのタイプのＤＮＡ損傷

を示す。それは、アルキル化、ダイマー化、誘導体化、脱プリン、あるいはＡＤ

Ｐ－リボシル化、などである。修飾とその源の例は、Lodovici et al., ヒト白

血球におけるＤＮＡ損傷のマーカーとしての８－ヒドロキシデオキシグアノシン

のレベル、Free Radic Biol Med 28(1): 13-7 (2000); Maehira et al., 受動的

喫煙に曝されたラット肺のタンパク質キナーゼＣ、８－ヒドロキシデオキシグア

ノシン、及びＫ－ｒａｓ癌遺伝子、の変化、Clin Chim Acta 289(1-2): 133-44 

(1999); Gamboa Da Costa et al., in Vitro 及びin Vivo でアルファ－ヒドロ

キシ－Ｎ－デスメチルタモキシフェンによって形成される主要ＤＮＡアダクトの

特性、Chem Res Toxicol 13(3): 200-207 (2000); Phillips et al., ＤＮＡア

ダクト決定方法及び化合物の遺伝毒性試験への応用、Environ Mol Mutagen 35(3

): 222-233 (2000); Airoldi et al., 危険評価における手段としての発癌物質

－ＤＮＡアダクト、Adv Exp Med Biol 472: 231-40 (1999): Purewal et al., 

近交系Fischer 344及びWistar Kyotoラットの結腸と前立腺におけるアセチル化

遺伝子型と２－アミノ－１－メチル－６－フェニリミダゾ［４，５－ｂ］ピリジ

ン（ＰｈＩＰ）ＤＮＡアダクト形成の関連、Cancer Lett 149(1-2): 53-60 (200

0)、に記述されている。

      【０１３８】



(204) 特表２００２－５４０８０２

  ＭＡＡＳＴはＦＡＡＳＴと同じ基本的ステップを用い、第二の核酸開裂試薬に

よる開裂と、核酸断片への第二のアダプターの結合とを含む。相違は、ＭＡＡＳ

Ｔがその認識部位の修飾に敏感な核酸開裂試薬を用いるということである。すな

わち、核酸開裂試薬は修飾された部位で開裂しないか、又は修飾された部位での

み開裂する。認識部位で修飾されている核酸断片では、断片は第二の核酸開裂試

薬で開裂せず、第二のアダプターが末端に付け加えられることはない。

      【０１３９】

  開裂されない核酸断片は、いろいろな仕方でこの手順から淘汰される。例えば

、第二のアダプターを付加した後に核酸断片を増幅する場合、増幅は末端におけ

る第二のアダプターの存在に依存するようにすることができる。これは、例えば

、第二のアダプターにおける配列と相補的なＰＣＲプライマーを用いることによ

って遂行できる。開裂されない核酸断片は、例えば、第二のアダプターに捕獲タ

グ、選別タグ、又はラベルを含めることによっても淘汰することができる。捕獲

又は選別タグの有無に基づいて断片を捕獲又は選別することによって、この手順

において第二のアダプターを含む断片だけが先へ進行するようにできる。

      【０１４０】

  あるラベルを第二のアダプターと結びつけて、全ての断片がこの手順で先へ進

んでも、第二のアダプターを（したがって、ラベルを）含むものだけが検出可能

な信号を生ずるようにすることができる（このシナリオでは、第二のアダプター

上のラベルをディテクタープローブ及び／又はライゲーター－ディテクターと関

連させて検出しなければならない）。第二のアダプターにおけるラベルをこのよ

うに用いることによって、開裂した断片と開裂しない断片（すなわち、第二の核

酸開裂試薬で開裂した又は開裂しない断片）の識別も可能になる。これは、ディ

テクタープローブ、ライゲーター－ディテクター、又はアダプター－インデクサ

ー上のラベル、捕獲タグ、又は選別タグによってライゲーター－ディテクターの

ディテクタープローブへの結合を検出し、断片上の第二のアダプターの存在、量

、存在と量、又は不在、をそのラベルで検出することによって行われる。

      【０１４１】

  ＭＡＡＳＴは、また、あるタイプの細胞又は生物が、別のタイプの細胞又は生
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物における遺伝子の発現やその他の生物学的経路に影響を及ぼす仕方を明らかに

することにも利用できる。例えば、あるマウスを遺伝子ターゲッティングによっ

て遺伝的に変えてある特定のメチルトランスフェラーゼ遺伝子を不活性化すると

しよう（マウスについてはいくつか知られているが、説明の都合上ただ１つしか

ないとしよう）。関心ある細胞（例えば、Ｂ細胞）がそのマウスから取られ、正

常なマウスから取られた他の関心ある細胞（例えば、Ｔ細胞）と混合される。Ｂ

細胞とＴ細胞が混ぜ合わされる。すると、Ｔ細胞メチル化のパタンを、Ｂ細胞を

混合したものとＢ細胞を混合しないものとで比較することができる。Ｂ細胞のメ

チルトランスフェラーゼは不活性化されているので、観測されるメチル化の変化

はＴ細胞の中で起こっていると結論するのが安全であろう。

      【０１４２】

  標準的な差動的遺伝子発現方法を用いた場合、多くの遺伝子で、どの転写物が

Ｂ細胞からのものであり、どの転写物がＴ細胞からのものであるかを区別するこ

とは非常に難しく、遺伝子によっては不可能であろう（どの二つの細胞タイプも

いくつかの遺伝子の形質発現を共有しているから）。しかしＭＡＡＳＴでは、事

前の遺伝的変更により、すなわち、メチルトランスフェラーゼ遺伝子が削除され

ていることにより、混合細胞集団での遺伝子発現を調べることが可能になる。

      【０１４３】

  ＭＡＡＳＴは以下の説明によってさらに良く理解できる。

      【０１４４】

  １．対照及び試験サンプルからゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）を単離する。

      【０１４５】

  ２．二つの制限酵素の組を選ぶ。各組は、タイプII－Ｓ制限酵素と、メチル化

されたときにＤＮＡを切断しないタイプII制限酵素を含む。この説明では、Ｆｏ

ｋＩ（II－Ｓ）とＨｉｎｐII（II、メチル化敏感）が例として用いられる。使用

できそうなタイプII－Ｓ制限酵素及びタイプII制限酵素はいくつかある。

      【０１４６】

  ３．まず、ｇＤＮＡをタイプII－Ｓ制限エンドヌクレアーゼによって消化する

。５’末端４塩基オーバーハングが好ましい：



(206) 特表２００２－５４０８０２

      【０１４７】

    【化１】

      【０１４８】

  ＦｏｋＩで切断すると次のようになる：

      【０１４９】

    【化２】

      【０１５０】

  ４．各々が２５６のユニークなアダプター－インデクサーの１つを含む２５６

のウエルに配分する。

      【０１５１】

  ５．４つの塩基オーバーハングと相補的なアダプター－ライゲーター（２５６

の１つ）を結紮する。アダプター－インデクサーは、結紮されない鎖から分ける

その後の精製を容易にするビオチン部分を含む。

      【０１５２】

    【化３】
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      【０１５３】

  ６．結紮生成物を洗浄して結紮されないものを除く。結紮された生成物だけを

残す。

      【０１５４】

    【化４】

      【０１５５】

  ７．メチル化敏感な制限エンドヌクレアーゼ（又は、同じ部位を認識する制限

酵素の対／組合わせで一方の酵素はメチル化された部位を切断せず他方の酵素は

切断するもの）による第二の消化。

      【０１５６】

  例：ＨｉｎＰIIによる対照サンプルの消化：

      【０１５７】

    【化５】

      【０１５８】
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  ＨｉｎＰIIで切断すると次のようになる：

      【０１５９】

    【化６】

      【０１６０】

  例：ＨｉｎＰIIによる試験サンプル（これはＨｉｎＰII部位でメチル化されて

いる）の消化：

      【０１６１】

    【化７】

      【０１６２】

  （メチル化敏感な）ＨｉｎＰIIで切断すると次のようになる：

      【０１６３】

    【化８】
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      【０１６４】

  ８．洗浄してメチル・アダプターに結紮する。第二のアダプターはメチル化敏

感な制限エンドヌクレアーゼによって認識される部位に生成される付着する端に

特異的である。第二のアダプターの結紮は、ＤＮＡがメチル化敏感な制限酵素で

切断されたときに（この例でメチル化が存在しないとき）最も効率的である。Ｄ

ＮＡが切断されていないとき、結紮のために利用できる付着する端がない。した

がって、開裂を阻害する仕方でメチル化されたゲノムＤＮＡの領域は以後のステ

ップの基質にならない。

      【０１６５】

  例：メチル化敏感な制限酵素で切断されたＤＮＡへの第二のアダプターの結紮

。

      【０１６６】

    【化９】

      【０１６７】

  ９．固定されたｇＤＮＡ断片ライブラリーのＰＣＲ又は他の適当な増幅方法に

よる増幅。増幅プライマーはアダプターの各々の適当な鎖に対して相補的である

ように設計される。

      【０１６８】

  例：ＰＣＲによって生成されるアンプリコン

      【０１６９】

    【化１０】
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      【０１７０】

  １０．Ｔ７遺伝子６エキソヌクレアーゼによる消化ステップを用いて一本鎖ア

ンプリコンを生成することができる。このステップは、増幅に用いられるプライ

マーの１つがプライマーの５’末端でホスホジエステル・リンケージの代わりに

５ホスホロチオエート・リンケージを有する形で合成されていることを必要とす

る。ホスホロチオエート・リンケージを含む鎖は消化から防護される。

      【０１７１】

  例：エキソヌクレアーゼによる消化の後の一本鎖アンプリコン。

      【０１７２】

    【化１１】

      【０１７３】

  １１．ライゲーター－ディテクタープローブにハイブリダイズする。

      【０１７４】

  例：５’リン酸基をもつライゲーター－ディテクターにハイブリダイズされた

ｇＤＮＡアンプリコン。ライゲーター－ディテクターはラベルを、例えば３’末

端にくっついた蛍光分子をもつ。

      【０１７５】

    【化１２】
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      【０１７６】

  １２．ユニバーサルディテクターアレーにハイブリダイズする。ハイブリダイ

ズされたライゲーター－ディテクタープローブを含む２５６のゲノムＤＮＡプレ

パラートの各々に、４，０９６の可能な全てのヘキサマーから成る包括的なディ

テクターアレーを接触させる。このアレーのヘキサマー・プローブはある特定の

順序で配分されている。プローブはアレーの表面から、好ましくは非ポリヌクレ

オチド・リンカー・スペーサーによって、隔離されていることが好ましい。

      【０１７７】

  例：固定化ヘキサマーに結合されたディテクター－ライゲーター。

      【０１７８】

    【化１３】

      【０１７９】

  ２５６の一般ディテクターアレーの各々における蛍光信号は適当な蛍光走査計

器又は蛍光ビーズを用いて測定される。

      【０１８０】

  例：各アレー・アドレスのタグ配列（５既知＋３未知＋１０既知塩基）。ある

未知の距離にあるメチル化部位の配列も同定される。

      【０１８１】
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    【化１４】

      【０１８２】

  １３．導出された配列情報の特定

  ゲノム配列情報が得られた場合、もしもその配列がある特定された遺伝子の５

’末端にあるならば、導出された配列を用いたＢＬＡＳＴサーチによってプロモ

ーターの存在が示される。予測されるメチル化部位のin silico分析がこの想定

を容易にするだろう。ゲノム配列が得られない場合、配列タグは、まだはっきり

していない問題のゲノムＤＮＡ領域を調べる出発点として役立てられる。

配列タグの可変アドレス分析（ＶＡＡＳＴ）

  配列タグの可変アドレス分析（ＶＡＡＳＴ）は、ＦＡＡＳＴ法の一形態であっ

て、核酸分子における既知の又は可能な配列のいろいろな組み合わせの関連を決

定することを可能にする。例えば、免疫グロブリン又はＴ細胞レセプタにおける

結合及び可変領域の特定組み合わせを決定することができる。ＶＡＡＳＴはＦＡ

ＡＳＴと同じ基本ステップを用い、核酸サンプルの開裂の前に１つステップを付

け加える。ＶＡＡＳＴでは、開裂のための認識部位、好ましくは制限酵素認識部

位、が核酸サンプル中の核酸断片に導入される。そして、この認識部位が基本Ｆ

ＡＡＳＴ法における開裂部位として用いられる。アダプター－インデクサーは、

この認識部位が導入された配列に隣接して現れる既知の又は可能な配列にマッチ

するように選ばれなければならない。結果として、ある核酸断片から導出される

中央配列のまわりに一定の末端配列がある断片が得られる。これによって既知の

又は可能な配列の関連を評価することができる。特に、認識部位が導入された配

列とある特定アダプター－インデクサー（これは既知の又は可能な隣接配列とマ

ッチする配列をもつ）との関連を検出できる。

      【０１８３】
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  ＶＡＡＳＴは次の説明によってさらに良く理解される。

      【０１８４】

  １．問題のサンプルからＲＮＡを単離し、ｃＤＮＡ（ＤＮＡ）を作る。

      【０１８５】

  ２．二つのＰＣＲプライマーの組、１つはＶ領域に特異的なもの、１つはＪ領

域（又は、望むなら、Ｄ又はＣ領域）に特異的なもの、を選ぶ。第一の好ましい

方法（いくつかあるが）では、ＶプライマーはタイプII－Ｓ制限部位、例えばＦ

ｏｋＩ、を含む。さらに、Ｖ特異的プライマーは、Ｏ’末端にいくつかのホスホ

ロチオエート・リンケージを含む。アンプリコンの長さはプライマーの布置によ

ってコントロールされる。

      【０１８６】

  例：ｃＤＮＡ標的：

      【０１８７】

    【化１５】

      【０１８８】

  導入されたＦｏｋＩ部位を含むｃＤＮＡアンプリコンの例：

      【０１８９】

    【化１６】
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      【０１９０】

  ３．ＰＣＲの後、アンプリコンはＦｏｋＩで消化され、アダプター－インデク

サーが結紮される。これでアンプリコンは、Ｔ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６に

よって消化される準備が整う。アダプター－インデクサーの５’末端はＴ７エキ

ソヌクレアーゼ遺伝子６による消化から防護されていない。したがって、Ｔ７エ

キソヌクレアーゼ遺伝子６による消化ステップで一本鎖のアンプリコンが生成さ

れる。

      【０１９１】

  ステップ２からのｃＤＮＡ

  ＦｏｋＩ消化

      【０１９２】

    【化１７】

      【０１９３】

  ４．ＰＣＲの後、アンプリコンはＴ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６によって消

化される。

      【０１９４】

  Ｔ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６で処理されたアンプリコンの例：

      【０１９５】

    【化１８】
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      【０１９６】

  ５．一本鎖アンプリコンが１００のＶライゲーター－ディテクターのプール（

各々がラベルを有し、各々１つのＶ領域遺伝子セグメントに特異的である）にハ

イブリダイズされる。全てのＶライゲーター－ディテクター（長さは約２５塩基

）は、１つのＶ領域遺伝子セグメントにハイブリダイズするように先験的に（a 

priori）設計される。Ｖ及びＪ添字ナンバーはここでは説明のために任意に選ば

れている。

      【０１９７】

    【化１９】

      【０１９８】

  この例では、Ｖ1ライゲーター－ディテクターもＶ2ライゲーター－ディテクタ

ーもＪ10プローブにハイブリダイズし結紮して信号を生成するということに注意

しよう。さらに、Ｖ1ライゲーター－ディテクターはＪ1アドレスから信号を生成

する；ここから、配列タグの可変アドレス分析というネーミングが出てくる。ハ

イブリダイズされた複合体のアドレスは、どのＪ領域遺伝子セグメントにＶ遺伝

子セグメントが結合したかに依る。この同じ原理が１００のＶ遺伝子セグメント

全てにあてはまる。

      【０１９９】

  ６．アンプリコン／アダプター・インデクサー複合体に、全ての既知のＪ遺伝

子セグメント及びＶとＪの間に６つのヌクレオチド塩基を付加して生成される配
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列に対して特異的なオリゴヌクレオチド・プローブを含む包括的なアドレス・ア

レーを接触させる。Ｊセグメントの数（５０）は少ないので、プローブのサイズ

を６塩基に制限する必要はない。ハイブリダイゼーション適合度を高めるために

もっとストリンジェントな条件が望まれる場合、好ましい長さは８乃至１５塩基

以上になる。

      【０２００】

    【化２０】

      【０２０１】

  Ｎ領域で生成される全ての可能な配列をカバーするために必要なプローブの複

雑度を示

す：

Ｎ領域塩基    可能なＮ領域    Ｊｓの数    配列の数

      の数      配列の数

      0            0             50          50

      1            4             50         200

      2           16             50         800

      3           64             50        3200

      4          256             50       12800

      5         1024             50       51200

      6         4096             50      204800

                5461                     273050

  したがって、Ｎ領域で全ての可能な配列が生成され、全てのＪ遺伝子セグメン

トが利用されると仮定すると、２７３，０５０の配列が可能である。さらに、１

００のＶ遺伝子セグメントが全て用いられると仮定すると、可能な配列の総数は
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：

  １００×２７３，０５０＝２７，３０５，０００－すなわち、２７００万強の

配列となる。

      【０２０２】

  以下の所見は、尋ねられる可能性がある配列の複雑度を１０－１００倍拡大す

る：

  所見１：ここでは考慮されていないが、Ｎ領域の付加は、ゼロから６までが最

も普通であるが、６塩基を超えることもあることは十分確立されている。

      【０２０３】

  所見２：複雑度の増加は、ＤＮＡエディティングと呼ばれている現象からも生

ずる。これは、Ｖ領域の３’末端及びＪ領域の５’末端の塩基が“噛み取られ”

てさらに多様性を生ずるものである。簡単のために、ＤＮＡエディティングはこ

の説明では考慮されていない。

      【０２０４】

  所見３：最後に、ここで記述されるＩｇ及びＴＣＲレセプター・ファミリーは

細胞表面のヘテロ・ダイマーとして表される。例えば、ＴＣＲ－アルファ鎖はＴ

ＣＲ－ベータ鎖と関連している。したがって、ｃＤＮＡのアルファ及びベータ遺

伝子に関する配列の変化を同時に調べるチップを生成することは簡単な仕事であ

る。

      【０２０５】

  所見４：ＴＣＲ及びＩｇ配列の完全な多様性はＶ、Ｄ、Ｊ、及びＣ領域の任意

の組み合わせを想定している。可能な組み合わせは、ＶＤＪＣ、ＶＮＤＪＣ、Ｖ

ＪＣ、ＶＮＪＣ、ＶＤＤＪＣ、ＶＮＤＤＮＪＣ、ＶＤＮＤＮＪＣ、ＶＮＤＮＤＮ

ＪＣ、及びこれらの任意の組み合わせ を含む。

質量分析検出

  質量分析測定手法をＦＡＡＳＴにおける検出に利用できる。この方法は、マト

リックスによるレーザー脱着／電離飛行時間（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析法

を含む。この方法は自動化が可能であり、多数のサンプル及び分析を迅速に処理

することができる。
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      【０２０６】

  質量分析検出法は、小さな分子の方がうまくゆくので、質量分析検出の前に、

又はその一部として、いくつかのＦＡＡＳＴ成分を切断することが有益である。

質量分析による検出の前に検出しようとするオリゴヌクレオチド分子を短く切断

するのにいくつかの方法が考えられる。ＦＡＡＳＴプロトコルは通常に進められ

、好ましい実施の形態では、ヘキサマー・プローブが付着された表面が、マトリ

ックスによるレーザー脱着／電離、飛行時間、質量分析器（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ

－ＭＳ）のソース領域と共用される。ＦｏｋＩインデックス切断によるＦＡＡＳ

Ｔプロセスで得られる断片は下のようなものであろう

      【０２０７】

    【化２１】

      【０２０８】

  ここで：

Ｈは、ヘキサマー・プローブ、断片に結紮されている；

Ｉは、インデクシング・ステップからのクアドラマー；

Ｎは、ＦＡＡＳＴで読み取られない未知の塩基；

Ｘは、相補的な塩基、適切でないもの；

Ｙは、ＦＡＡＳＴ断片の残りのヌクレオチド；

－は、リンカー、ユニバーサル塩基、擬態又はその他の相似物；

Ｌはラベルである。

太字は可能なサブ断片を表す。

      【０２０９】

  約５０塩基を超える断片では、質量分析法の性能はＤＮＡサンプルに関しては

低くなる。化学的、生物的、物理的（熱的）、その他の開裂手段を用いてもっと
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小さい、もっと適当なサブ断片を生成して質量分析器で分析することができる。

Ｑ－ＴＯＦシステム（Micromass, US本社はSuite 407N, 100 Cummings Center, 

Beverly, MA 01915-6101, USA）のような装置では、断片化の程度を多少調節す

ることができ、親イオンを見てから断片化を高め、分解断片そして配列を調べる

；この方法はフルサイズのサブ断片を決定し、サブ断片の配列（それは基本ＦＡ

ＡＳＴ法の場合よりも長い配列情報である）をこれらの公知の手段で推測しよう

とするものである。検出できる断片は、スキームによりトップ・ストランド、ボ

トム・ストランド、又はその両方である。ラベルは開裂可能な質量タグであって

も、又ストランドにラベルを付けなくても良い。

      【０２１０】

  このために使用できる開裂手段はいくつかある。例えば、１つの方法は（本明

細書の別のところで記述されている）Szybalskiの方法であり、ＦｏｋＩを用い

てある任意の、特異的な認識部位からある一定の距離のところで切断する。この

方法は、タイプII－Ｓ又はタイプIII の他の制限酵素にも拡張できる。この方法

を２回用いることもできる、すなわち、１回は表面に近い方の端を切り取るため

に、１回は表面から遠い方の端を切り取るために用いる；好ましくは、タイプII

の酵素を用いて表面から最も遠い端を切断する。

      【０２１１】

  ＭｃｒＢＣ（ＮＥＢ、＃２７２）を用いて、Ｇ／Ａに隣接するメチルシトシン

部位を切断することができる。切断サイトは明確ではないが（約３０塩基）、そ

れを有利に利用して親ならびに断片セットを生成することができる。オリゴヌク

レオチドに付着された金属を含むポルフィリンは、光にさらされるとそのポルフ

ィリンのすぐ近くでＤＮＡを切断することが示されている（テキサフィリン、Ｕ

Ｓ５６０７９２４）。ハイブリダイゼーション・テキサフィリンを変性し、光と

合わせて用いて残りの鎖を開裂することができるだろう。別の開裂方法は、Derv

anの方法である（Cartwright, I. L.,et al., メチジウムプロピルＥＤＴＡ、鉄

（II）、によるクロマチンの開裂、Proc Natl Acad Sci USA, 1983. 80(11): p.

3213-7; Schultz, P. G. and P. B. Dervan, ペンタ－Ｎ－メチルピロルカルボ

キシアミドＥＤＴＡ  Ｘ  Ｆｅ（II）によるＤＮＡの配列特異的な二本鎖開裂、
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Proc Natl Acad Sci USA, 1983. 80(22): p.6834-7）。光開裂リンケージを用い

る方法はOlejnik et al. によって記述されている（Olejnik, J. et al., 光開

裂可能なペプチド－ＤＮＡ複合体：合成及びＭＡＬＤＩ－ＭＳを用いるＤＮＡ分

析への応用、Nucleic acid Res, 1999. 27(23): p.4623-31; Olejnik, J., E. K

rzymanska-Olejnik, and K. J. Rothchild, 生体分子の単離と検出のための光開

裂可能な親和性タグ、Methods Enzymol, 1998. 291: p.135-54; Olejnik, J., E

. Krzymanska-Olejnik, and K. J. Rothchild, ５’末端ＤＮＡ／ＲＮＡ標識の

ための光開裂可能なアミノタグ  ホスホルアミジト、Nucleic acid Res, 1998. 

26(15): p.3572-6; Olejnik, J., E. Krzymanska-Olejnik, and K. J. Rothchil

d, ５’末端ＤＮＡ／ＲＮＡ標識のための光開裂可能なアミノタグ  ホスホルア

ミジト、Nucleic acid Res, 1998. 26(15): p.3572-6; Olejnik, J., et al., 

光開裂可能なビオチン誘導体：生体分子の単離のための可変的アプローチ、Proc

 Natl Acad Sci USA, 1995. 92(16): p.7590-4）。  

  これらのリンケージは光を用いて開裂して表面から断片を放出させることがで

き、それによって穏やかな脱着を可能にする。WO 0004036 は光開裂可能なヌク

レオチドとそれを利用する方法を記載している。

      【０２１２】

  ある実施の形態では、異なる配列及び分子量のペプチド核酸（ＰＮＡ）分子な

どの質量ラベル（Hanvey et al., Science 258: 1481-1485 (1992)）を、ライゲ

ーター－ディテクターやアダプター－インデクサーにおける配列に特異的に結合

するラベルとして用いることができる。サンプルのレーザー脱着を用いて分析器

に放出されて質量によって分解されるＰＮＡラベルのＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量ス

ペクトルが生成される。各ＰＮＡラベルの強度はいろいろな成分（例えば、ライ

ゲーター－ディテクターやアダプター－インデクサー）の相対的な量を表す。言

い換えると、ＰＮＡスペクトルはアレーの特定の場所における標識された成分の

相対的な存在量の間接的指標であるスカラー値を生成する。

確率検出

  ハイブリダイゼーションによる配列決定はミスマッチ・エラーを生ずることが

知られている（Lipshutz, R. J., ハイブリダイゼーションによる確率的なＤＮ
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Ａ配列決定、J Biomol Struct Dyn, 1993, 11(3): 637-53 ）。配列情報のデー

タベース探索は現在正規表現に基づいており、データベース記載とサーチ配列の

間でマッチする“文字”を必要とする。ＦＡＡＳＴは、正規表現マッチング（塩

基毎の合致vs 非合致）を、配列タグ（すなわち、ＦＡＡＳＴで生成される断片

）の同一性付与の信頼性を決定する確率機能で置き換えることを可能にする。

      【０２１３】

  ＦＡＡＳＴ法は、結紮を用いてライゲーター位の近くのハイブリダイゼーショ

ンの特異性を改善する。この改善にも関わらず、特にライゲーター位から離れた

ヌクレオチドに関しては、ミスマッチの有限の確率が残る。エラー率は、最も小

さい二つのミスマッチ性質に依存する：  塩基のペアリング、すなわち、ＡとＧ

；

  ライゲーター位からの距離。

      【０２１４】

  信頼度の値を決定するプロセスの一例として、ライゲーター位から最も遠いヘ

キサマー・プローブにおける二つの塩基を、塩基に下で示すようにナンバーを付

けて、考えよう。

      【０２１５】

    【化２２】

      【０２１６】

ここで、この特定のケースでは、表面－－－リンカー－スペーサー－－－ＡＴＸ

ＸＸＸ、となっており、以下の説明ではＡＴ（位置１及び２）塩基に焦点を合わ

せる。

      【０２１７】

  表現される可能な配列の組を評価するために、Dayhoff （Dayhoff, M. O., R.
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 M. Schwartz, and B. C. Orcutt, タンパク質の配列と構造におけるタンパク質

の進化的変化のモデル、M. O. Dayhoff, Editor. 1978, National Biomedical R

esearch Foundation: Washington DC ）及びVenezia （Venezia, D. and P. J. 

O'Hara, マッチ重みセットによる迅速モチーフ・コンプライアンス・スコアリン

グ. Comput Appl Biosci, 1993. 9(1): 65-9）のタンパク質手法にしたがって、

重みマトリックスが用いられる。これらのマトリックスの係数はＦＡＡＳＴシス

テムに関して実験的に決定される。下に、位置１と２を表すマトリックス（説明

用の係数をもつ）の１例を示す。ここで、列は上の鎖のヌクレオチドを表し、行

は下の鎖のヌクレオチドを表す。実際の係数は実験的に決定できる。

      【０２１８】

    位置  １                            位置  ２

      Ａ    Ｔ    Ｃ    Ｇ                Ａ    Ｔ    Ｃ    Ｇ

Ａ［.02,  .90,  .03,  .05 ］       Ａ［.01,  .97,  .01,  .01 ］

Ｔ［.90,  .02,  .03,  .05 ］       Ｔ［.97,  .01,  .01,  .01 ］

Ｃ［.02,  .03,  .05,  .90 ］       Ｃ［.01,  .01,  .01,  .97 ］

Ｇ［.03,  .02,  .90,  .05 ］       Ｇ［.01,  .01,  .97,  .01 ］

  ヘキサマーＡＴＸＸＸＸでの完全マッチ検出の場合、スコアは、下で太字で示

されているマトリックス係数の積として決定される；0.90×0.97 = 0.87.   

    位置  １                            位置  ２

      Ａ    Ｔ    Ｃ    Ｇ                Ａ    Ｔ    Ｃ    Ｇ

Ａ［.02,  .90,  .03,  .05 ］       Ａ［.01,  .97,  .01,  .01 ］

Ｔ［.90,  .02,  .03,  .05 ］       Ｔ［.97,  .01,  .01,  .01 ］

Ｃ［.02,  .03,  .05,  .90 ］       Ｃ［.01,  .01,  .01,  .97 ］

Ｇ［.03,  .02,  .90,  .05 ］       Ｇ［.01,  .01,  .97,  .01 ］

  一方の鎖で１つの塩基のミスマッチが起こる場合、例えばヘキサマー側で位置

１においてＡ→Ｇとなる場合、スコアは同様に、0.05 ×0.97 = 0.05 と決定さ

れる。

      【０２１９】

    位置  １                            位置  ２
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      Ａ    Ｔ    Ｃ    Ｇ                Ａ    Ｔ    Ｃ    Ｇ

Ａ［.02,  .90,  .03,  .05 ］       Ａ［.01,  .97,  .01,  .01 ］

Ｔ［.90,  .02,  .03,  .05 ］       Ｔ［.97,  .01,  .01,  .01 ］

Ｃ［.02,  .03,  .05,  .90 ］       Ｃ［.01,  .01,  .01,  .97 ］

Ｇ［.03,  .02,  .90,  .05 ］       Ｇ［.01,  .01,  .97,  .01 ］

  この手順は、同様に任意の数の塩基に拡張できる。ある与えられた数のヌクレ

オチドについて、全ての可能なミスマッチに対してスコアを計算して順位を付け

て並べて最も確からしい同定物（identity）を見つけることができる。カットオ

フ・スコアを用いてマトリックス推定からの可能な同定物（identities）の数を

減らすことができる。例えば、上で例示したマトリックスを用いると、0.50を超

えるスコア閾値による配列は唯１つの配列しか与えず、それがプローブにマッチ

する配列になる。

      【０２２０】

  前記プローブに対するミスマッチ事象の全体から配列及びそれぞれの確率スコ

アを推定するこの方法は１からｎに拡張することができる。ここでｎはハイブリ

ダイゼーションに利用できる自由塩基の数である。

      【０２２１】

  完全には特定されていない生物（すなわち、少なくとも配列決定が行われ、合

致（consensus）配列が構成されている）で、塩基のランダムな分布を仮定する

ならば、ユニークネスに関する信頼度の値を計算することができる。例えば、推

定１０８塩基のゲノムをもつ生物において、長さが１５塩基の候補があるとする

と、１０８／４１５＝０．１は１よりもずっと小さいので、この１５塩基の断片

はユニークであると予期される。この特定の１５塩基断片が２回起こると予期で

きるためには、ゲノムは１０倍大きくなければならない。

      【０２２２】

  既知のゲノムにおける分布は、完全にはランダムでないことが知られており、

情報が集まるにつれて、ランダムな分布という最初の仮定を改良することができ

る。この新しい情報を用いて信頼度の値を割り当てて利用することができる。

      【０２２３】
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  一例として、メンバーがＡＢＣＤ１、ＡＢＣＤ２、ＡＢＣＤ３である仮想的な

遺伝子ファミリーＡＢＣＤを考えよう。３つのメンバーは熱ショックなど何らか

の事象の後で見つかったものであり、したがって、推測で熱ショック遺伝子ファ

ミリーに属するとされ、その遺伝子ファミリーの間では相当な長さの保存（cons

erved）配列があるようになっている。また、その生物は植物であり、ＡＢＣＤ

１はその植物の根から単離され、ＡＢＣＤ２はその植物の葉から単離され、ＡＢ

ＣＤ３はその植物の花から単離されたとしよう。推定マトリックスは下のように

見えるだろう

              １      ２      ３

ＡＢＣＤ１ ［ .60,   .15,    .05 ］

ＡＢＣＤ２ ［ .25,   .60,    .15 ］

ＡＢＣＤ３ ［ .05,   .15,    .60 ］

ここで、列１は根を表し、列２は葉を表し、列３は花を表す。

      【０２２４】

  配列の信頼度が高いが、配列はファミリーの３つの既知のメンバーのどれかに

属する１つの実験で、サンプルの源（すなわち、根、葉、又は花）は遺伝子の同

一性推定を可能にする。数学的に完全に閉じた取り扱いをするためには、マトリ

ックスはファミリーの全てのエレメントを含んでいなければならない、ここでは

このファミリーのまだ見つかっていない遺伝子を考慮するために、行と列は加え

合わせても１にならない；他のすべてのメンバーには0.05という総和が割り当て

られ、その生物について知られる情報が増すのに伴って値は更新される。

      【０２２５】

  この推定を拡張して生物相同性を含めることができる。すなわち、植物１の遺

伝子ＡＢＣＤ１からＦＡＡＳＴタグを全ての生物のデータベースで探す場合、植

物２，植物３、哺乳類１，等とのマッチがある。推定マトリックスは、データベ

ースの既知の生物データから構築される。

      【０２２６】

  上述の計算と分析は、次のカタログ構築の例によって説明することができる。

２プローブ検出器アレー、対照サンプル、及び試験サンプルを考えよう。２プロ



(225) 特表２００２－５４０８０２

ーブは既知の配列：Ａ、〈基質－－リンカー－－ＡＧＧＧＡＧ－３’〉及びＢ、

〈基質－－リンカー－－ＡＴＧＧＡＧ〉、を有するとしよう。これらのプローブ

はその同族配列；ＡＡ、〈．．．ＴＣＣＣＴＣ．．．〉、及び〈．．．ＴＡＣＣ

ＴＣ．．．〉を対照及び試験サンプルから捕獲し、さらに、ここで述べたように

低い確率でミスマッチの分子種を捕獲する。上で述べたような推定マトリックス

法を用いて正しいマッチングの確率が計算される。

      【０２２７】

  ＦＡＡＳＴ手順が対照及び試験サンプルで実行され、生ずる信号がプローブデ

ィテクターアレーから集められ、４つの信号を含むカタログが作成される：

            対照                  試験

        ＡＡ      ＢＢ          ＡＡ      ＢＢ

  Ａ    .30       .03      Ａ   .80       .10

  Ｂ    .03       .50      Ｂ   .03       .50

  カタログはまた、上述のように、各プローブ／標的の組み合わせに対する確率

、及び／又は確率から導出されるエントリー、を含む。説明のために、プローブ

配列Ａが標的配列ＡＡとペアになる確率が0.80であり、プローブ配列Ａが標的配

列ＢＢとペアになる確率が0.10であり、プローブ配列Ｂが標的配列ＡＡとペアに

なる確率が0.05であり、プローブ配列Ｂが標的配列ＢＢとペアになる確率が0.75

であると仮定しよう、すなわち、

            推定

        ＡＡ        ＢＢ

  Ａ    .80         .10

  Ｂ    .05         .75

  各標的に対応する信号を決定することは線形代数の単純な応用問題である。こ

こでは、例えば、対応するエントリーをかけ合わせて対照及び試験を問題の標的

の確率論的パタンに対応するパタンに変換する。例えば、対照サンプルで、標的

ＡＡに帰せられる全信号は0.30×0.80(Ａプローブ部位で、完全マッチ)＋0.03×

0.05(Ｂプローブ部位で、不完全マッチ)＝約0.24である。試験サンプルでは、Ａ

Ａ標的信号は0.80×0.80 + 0.03×0.05＝約0.64である。対照及び試験のパタン
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をＡＡに対応する配列に関して比較するとＡＡの相対量で対照から試験へ、それ

ぞれ0.24から0.64への増加が認められる。パタンにおける他の全てのエントリー

が同じようにして計算される。

実施例（Illustrations）

  開示された方法は以下の実施例を参照してさらに良く理解される。

      【０２２８】

  実施例  １－ＦＡＡＳＴ

  １．二本鎖ｃＤＮＡが標準の手順を用いて逆転写酵素で調製される。

      【０２２９】

  ２．その二本鎖ｃＤＮＡがクラスII－Ｓ制限エンドヌクレアーゼで開裂される

。このステップでは利用できるいくつかのクラスII－Ｓ酵素のどれを用いても良

い。好ましいクラスII－Ｓ酵素はｃＤＮＡのユニークな５－塩基配列を認識し、

認識配列より８又は９塩基下流にある部位で開裂する。可能な開裂部位の数は全

部で２５６の異なる配列を含み、２５６の異なる４－塩基付着末端のどれかを生

成する。このステップで適当な酵素としては、例えば、ＢｂｖＩ（認識、ＧＣＡ

ＧＣ－＞Ｎ８開裂）、及びＦｏｋＩ（認識、ＧＧＡＴＧ－＞Ｎ９）がある。

      【０２３０】

  例：ＦｏｋＩによる開裂

      【０２３１】

    【化２３】

      【０２３２】

  ３ａ．３８４ウエルのマイクロタイタ皿を用いて、ｃＤＮＡ消化物を２５６の

等量アリクオットに分け、各アリクオットをＴ４ＤＮＡリガーゼの存在下で第一

のアダプター－インデクサーと共にインキュベートする。クラスII－Ｓ酵素によ
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って生成される付着末端にアダプターを結合するプロセスは“インデクシング”

と命名された（Unrau and Deugau, Gene 145: 163-169 (1994)）。ｃＤＮＡ消化

によって生成される２５６の可能な４－塩基付着末端に対応して、２５６の異な

る第一のアダプター－インデクサーがある。アダプターは非結紮末端にビオチン

部分を含み、その後のステップにおけるアダプターの固定を可能にしている。

      【０２３３】

  例：第一のアダプター－インデクサー（２５６のうちの１つ）の結紮

      【０２３４】

    【化２４】

      【０２３５】

  ３ｂ.  結紮されたものが、ファージＴ４エンドヌクレアーゼVII の存在下で

、ミスマッチ開裂条件の下でインキュベートされる（Youil et al., Genomics 3

2: 431-435 (1996)）。このステップで、結紮されたＤＮＡが不完全にペアにな

った付着末端にアダプターが結合したところで開裂される。すなわち、このステ

ップは前の結紮ステップのエラー・チェッキングを行う。このステップはオプシ

ョンである。

      【０２３６】

  ４ａ．２５６のｃＤＮＡアリクオットの各々がユニークな４－塩基配列を認識

する１つの特異的な制限エンドヌクレアーゼによって消化される。フリケント・

カッターであるどんな４カッター酵素もこのステップに適している。この消化で

、結紮された第一のアダプター－インデクサーを既に含むｃＤＮＡの多くが開裂
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される。この消化の後、用いられるクラスII－Ｓ及び４カッター制限酵素の特異

的な組に依るが、ｃＤＮＡ断片は平均サイズが１００乃至２００塩基の不均質な

集団を含む。ｃＤＮＡ断片は、結紮されたアダプターと付着末端を含むならば、

将来の分析に役立つタグを含む。このステップはオプションである。

      【０２３７】

  ４ｂ.  ２５６の反応の各々からの産物が、表面にビオチン化されたアダプタ

ーを結合するために固定されたアビジンを含む別々のマイクロタイタ・ウエルに

入れられる。このステップの結果、ステップ３でアダプターに良く結紮された全

ての断片が固定される。結合されていない断片は洗浄によって除去される。得ら

れる２５６の固定化断片セットの全体は固定化ｃＤＮＡ断片ライブラリーと呼ば

れる。このステップはオプションである。

      【０２３８】

  例：４カッター付着末端をもつ表面固定化タグ

      【０２３９】

    【化２５】

      【０２４０】

  ５．  固定化ｃＤＮＡ断片ライブラリーの各メンバーは、固定化ｃＤＮＡ断片

をユニバーサル・プライミング配列と結合させるために、ＤＮＡリガーゼの存在

下で第二のアダプターと共にインキュベートされる。結合されないアダプターは

洗浄によって除去される。このステップはオプションである。

      【０２４１】

  例：二つのアダプターをもつ固定化ｃＤＮＡタグ

      【０２４２】

    【化２６】
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      【０２４３】

  ６ａ．固定化ｃＤＮＡ断片ライブラリーの全てのメンバーが、ＰＣＲなどの適

当な増幅方法によって増幅される。全部で２５６の別々の増幅反応が行われる。

二つの増幅プライマーが用いられる、一つは第二のアダプターの鎖と相補的にな

るように設計され、もう一つは第一のアダプター－インデクサーと相補的になる

ように設計される。第一のアダプター－インデクサーと相補的なプライマーは、

２５６の可能なプライマー配列の一つであり、ステップ２で生成される４－塩基

の付着末端の一つだけと４つの塩基で重なる。増幅は、ＰＣＲを用いて、全部で

１２乃至１８サイクルにわたって行われる。このステップはオプションである。

      【０２４４】

  例：ＰＣＲで生成されたアンプリコン

      【０２４５】

    【化２７】

      【０２４６】

  ６ｂ.  Ｔ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６による消化ステップ（Nikiforov et 

al., PCR Method and Application 3: 285-291 (1994)）を用いて一本鎖アンプ
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リコンを生成することもできる。この消化ステップは、６ａで用いられるプライ

マーの１つが、そのプライマーの５’末端でホスホジエステル・リンケージの代

わりに５ホスホチオエート・リンケージを用いて合成されていると想定している

（Nikiforov et al. (1994)）。このリンケージは一つの鎖を消化から防護する

。このステップはオプションである。

      【０２４７】

  例：エキソヌクレアーゼ消化の後の一本鎖アンプリコン

      【０２４８】

    【化２８】

      【０２４９】

  ６ｃ．ステップ６で増幅されたタグを生成するのに別の方法がある。一例は、

Walker et al., Nucleic Acid Research 20: 1691-1696 (1992)のStrand Displa

cement増幅法である。ｃＤＮＡタグを増幅するさらに別の方法は、回転サークル

増幅（Lizardi et al., Nature Genetics 19: 225-232 (1998); Lizardi への米

国特許第5,854,033号）である。回転サークル増幅を用いるには、結紮によって

円形にしたｃＤＮＡを生成する必要がある。円形にした二本鎖ＤＮＡを生成する

結紮方法は当業者には周知である。このステップはオプションである。

      【０２５０】

  ７ａ． 増幅されたｃＤＮＡタグの２５６の標本の各々が別の３８４ウエルの

マイクロタイタ皿に移され、蛍光標識されたディテクター－ライゲーターオリゴ

ヌクレオチドとハイブリダイズされる。２５６の異なる配列のディテクター－ラ

イゲーターオリゴヌクレオチドがあり、それはステップ２で生成された４－塩基

付着末端の各々と相補的な２５６の異なるライゲーター－ディテクターを含む。

２５６の増幅されたｃＤＮＡタグの各々に対し特異的な同族の配列だけが用いら

れる。ライゲーター－ディテクターは５’リン酸基を含む。



(231) 特表２００２－５４０８０２

      【０２５１】

  例：リン酸化されたライゲーター－ディテクターとハイブリダイズされたｃＤ

ＮＡアンプリコン

      【０２５２】

    【化２９】

      【０２５３】

  ７ｂ.  対照 vs. 試験ｍＲＮＡ集団の発現プロフィールをもっと正確に比較す

るために、このステップでは異なる色の蛍光染料で標識されたディテクター－ラ

イゲーターオリゴヌクレオチドの第二の組が組み込まれる。すなわち、対照タグ

は色“Ａ”のオリゴヌクレオチドとハイブリダイズされ、試験タグは色“Ｂ”の

オリゴヌクレオチドとハイブリダイズされる。ハイブリダイゼーションが完了し

た後、ｃＤＮＡタグのペアになっている組が混合され、次のステップ８へ進む。

      【０２５４】

  例：リン酸化されたライゲーター－ディテクターとハイブリダイズされたｃＤ

ＮＡアンプリコン

      【０２５５】

    【化３０】
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      【０２５６】

  ８．ハイブリダイズされたライゲーター－ディテクターを含むｃＤＮＡの２５

６の標本の各々に包括的なプローブ・アレーを接触させる。この包括的なプロー

ブ・アレーは固い表面に並べられ、表面から非ポリヌクレオチドのリンカー－ス

ペーサーで隔離された４，０９６のヘキサマー（あるいは、１６，３８４のヘプ

タマー）の完全な組から成る。ヘキサマー（又はヘプタマー）は、自由な３’－

ヒドロキシル末端を含む。アレーにおける２５６の検出反応の各々は、Ｔ４  Ｄ

ＮＡリガーゼ又は他の適当なリガーゼを用いて、特異的な同族のヘキサマー配列

をディテクター－ライゲータープローブの５’末端に隣接する対応する配列に結

紮するように、同一のハイブリダイゼーション／結紮条件の下で行われる。ハイ

ブリダイゼーションの後、結合されていない物質は非常に厳重な洗浄によって除

去される。

      【０２５７】

  例：固定化ヘキサマー（ＨＥＸＡＭＥＲ）に結合されたディテクター－ライゲ

ーター

      【０２５８】

    【化３１】



(233) 特表２００２－５４０８０２

      【０２５９】

  ９．ハイブリダイゼーション・エラーを小さくするために、エラー・チェック

・ステップが結紮の後に行われる。このエラー・チェック・ステップは、ライゲ

ーター－ディテクタープローブにおける誤ってペアになった塩基（誤ってペアに

なったＣ又はＴを含むもの）を開裂する。このステップは、（Ellis et al., Hu

man Mutation 11: 345-353 (1998)）に記述されているようなミスマッチした塩

基の化学的開裂を用いて行われる。この方法は誤って結紮されたライゲーター－

ディテクタープローブを全て破壊する訳ではないが、アレー・アドレスの約５０

％でノイズを減少させる。他のエラー・チェック方法を用いてミスマッチしたＧ

やＡを除去することができる。このステップはオプションである。

      【０２６０】

  １０．２５６の一般プローブ・アレーの各々の蛍光信号は、適当な蛍光走査計

器を用いて測定される。２５６のアレー全部を合わせた信号から発現プロフィー
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ル・データセットが生成される。各信号のアドレスは、太字で示された既知の配

列に翻訳される。

      【０２６１】

  例：各アレー・アドレスで決定される配列（５既知＋３未知＋１０既知塩基）

。

      【０２６２】

    【化３２】

      【０２６３】

  １１、発現プロフィールのデータセットは、入手可能な配列データから予測す

ることができる満ちあふれている遺伝子産物の予想されるアドレスパターンを考

慮に入れてさらに分析された。２つの組織の間の発現の違いは、対照およびテス

ターに対応する２つの異なる色シグナルの比により測定される。間違ったアドレ

スで豊富な配列の交差雑種形成により発生した不一致を解消するには同様の実験

が異なるペアの制限酵素で行なわれなければならない。

      【０２６４】

  オーバーサンプリングの計算：

平均的なｍＲＮＡ＝１７０００塩基、平均的な標識＝１２０塩基。

平均的なｍＲＮＡに対する標識数＝４。

すなわち平均的なｍＲＮＡは、何回もサンプリングして正確な検出の確度を増す

。

      【０２６５】

  篩のコンプレキシティーに関する考察：

ｍＲＮＡのコンプレキシティー＝転写物１２，０００個×１７００塩基＝＞＞１

×１０7。
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五量体＝１／１０２４×四量体＝１／２５６×六量体＝１／４０９６＝＞＞＞１

／１×１０9。

      【０２６６】

  平均標識サイズ１２０塩基と仮定して：

標識の数＝１２０００×（４）＝４８，０００標識。

各２５６ミクロタイターウェル中の標識の数＝１８８。

異なるアレイアドレスの数＝２５６×４，０９６＝１，０４８，５７６（六量体

）。

異なるアレイアドレスの数＝２５６×１６，３８４＝４，１９４，３０４（七量

体）。

      【０２６７】

    実例２－ＦＡＡＳＴ

  １、二重鎖ｃＤＮＡを、標準の手順を用いて逆転写酵素により調製する。

      【０２６８】

  ２、一回目の消化：二重鎖ｃＤＮＡをＣ個の等分割量（インデックスサンプル

）に分け、２または４塩基のスティッキーエンドを生成する異なる６種類の塩基

認識制限エンドヌクレアーゼで各インデックスサンプルを開裂する。多くの入手

可能な制限エンドヌクレアーゼのいずれか１つをこのステップに用いることがで

きる。

      【０２６９】

  このステップ用の好適な酵素の例には下記のものがある：

  ＢａｍＨＩ    ＧＧＡＴＣＣ

  ＢｃｌＩ      ＴＧＡＴＣＡ

  ＢｇｌＨ      ＡＧＡＴＣＴ

  ＢｓｉＷＩ    ＣＧＴＡＣＧ

  ＢｓｐＨＩ    ＴＣＡＴＧＡ

  ＥｃｏＲＩ    ＧＡＡＴＴＣ

  例：Ｃ個の一番目の制限酵素（Ｒは認識配列中の塩基であり、Ｓはスティッキ

ーエンド中の塩基であり（勿論これもまた認識配列中にある）、Ｎは任意の塩基
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である）の１つによる開裂：

      【０２７０】

    【化３３】

      【０２７１】

  ３、一回目の連結反応：開裂した二重鎖ｃＤＮＡのＣ個のインデックスサンプ

ルの各々を、一回目の消化に用いたその対応する酵素の正しいスティッキーエン

ドを含有する二重鎖アダプター－インデクサー、および任意のプライマー補体配

列と混合する。Ｃ個の異なるこのようなアダプター－インデクサーが存在し、各

アダプター－インデクサーは下記の構造を有する。

      【０２７２】

    【化３４】

      【０２７３】

  適切なＤＮＡ合成酵素を加え、こうして開裂したｃＤＮＡ中に存在する全ての

適合性のある末端と結合させる。

      【０２７４】

  ４、二回目の消化：結合した二重鎖ｃＤＮＡを含有するＣ個のインデックスサ

ンプルの各々を、Ｒ個（一般には１から５）の等分割量（二次インデックスサン

プル）に分け、これら二次インデックスサンプルの各々をＮ個（一般には１また
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は２）の異なる４塩基認識エンドヌクレアーゼの異なる混合物で開裂する。この

混合物が一回目の消化に用いたものと同一の酵素を含有しないという条件で、多

くの入手可能な制限エンドヌクレアーゼの任意の混合物をこのステップにおいて

用いることができる。したがって、Ｃ×Ｒ個の断片が第二回目の消化を行なう過

程で生ずる可能性がある。第二回目の消化ステップで用いたＮ個の酵素の混合物

には下記のような酵素が含まれる。

      【０２７５】

  ＡｃｉＩ          スティッキー＝２    ＣＣＧＣ

  ＨｈａＩ          スティッキー＝２    ＧＣＧＣ

  ＴａｑＩ          スティッキー＝２    ＴＣＧＡ

  Ｃｓｐ６Ｉ        スティッキー＝２    ＧＴＡＣ

  Ｓａｕ３ＡＩ      スティッキー＝４    ＧＡＴＣ

  Ｔｓｐ５０９Ｉ    スティッキー＝４    ＡＡＴＴ

  ＴａｉＩ          スティッキー＝４    ＡＣＧＴ

  Ｎ個の酵素の混合物によるこの二回目の消化は、結合したアダプター－インデ

クサーをすでに含有しているこれらｃＤＮＡの多くを開裂することになる。この

消化後、ｃＤＮＡ断片は平均サイズが６０から３００塩基の不均一な集団を含む

ことになり、これは用いられたＮ個の４塩基の認識制限エンドヌクレアーゼの特

定の混合物に左右される。

      【０２７６】

  ５、各分割量をＴ４ＤＮＡ合成酵素の存在下で二番目のアダプターとともにイ

ンキュベートする。Ｎ個の酵素の混合物により生成し得る２塩基または４塩基の

スティッキーエンドに対応するＮ個の異なる二番目のアダプターが存在する。第

二アダプターは、次のステップにおいて第二アダプターの固定化を可能にするた

めに、非結合末端にビオチン部分を含有することができる。

      【０２７７】

  例：二番目のアダプター（Ｎ個のうちの１つ）の連結反応

      【０２７８】

    【化３５】
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      【０２７９】

  更なる分析用の生産的ｃＤＮＡ断片は、両末端で結合しているアダプターを含

有することになる。

      【０２８０】

  ５ｂ、（オプション）：結合した二次インデックスサンプルを、誤対合を開裂

する条件下でファージＴ４エンドヌクレアーゼＶＩＩの存在下でインキュベート

する（Ｙｏｕｉｌ等、１９９６）。このステップは、アダプターが不完全なペア

であるスティッキーエンドと接合している場合、任意の結合しているＤＮＡを開

裂することになる。したがって、このステップはそれ以前の連結反応ステップの

エラーチェックを行なう。

      【０２８１】

  ６、各二次インデックスサンプルをＤ個の分割量に分け、これら分割量（制限

二次インデックスサンプル）のうちのＤ－１を第一消化において用いられた４塩

基の認識制限エンドヌクレアーゼの組には含まれていない４塩基の認識制限エン

ドヌクレアーゼと、第二消化において用いられたＮ個の４塩基の認識制限エンド

ヌクレアーゼの混合物とにより消化する。残りの消化されていない分割量は非制

限二次インデックスサンプルである。この消化ステップは断片のサブセットを開

裂し、ステップ７において増幅できなくすることになる。

      【０２８２】

  ６ｂ、（オプション）：表面にビオチン化されたアダプター（または任意のリ
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ガンド－アダプター）を結合させるために、Ｃ×Ｒ×Ｄ個の二次インデックスサ

ンプルの各々から採った材料を、固定化されたアビジン（または任意の適切な結

合性部分）を含有する別々のミクロタイターウェル上に置く。このステップは、

ステップ５において二番目のアダプターとうまく結合し、ステップ６において開

裂しなかった全ての断片の固定化をもたらすことになる。若干の結合していない

断片を洗浄により除去した。Ｃ×Ｒ×Ｄ個の固定化された断片の組から得られた

捕集物は、固定化二次インデックスサンプルと呼ばれる。

      【０２８３】

  ７、全ての固定化二次インデックスサンプルを、ＰＣＲなどの適切な増幅法を

用いて増幅する。合計Ｃ×Ｒ×Ｄ個の別々の増幅反応が行なわれる。２つの増幅

プライマーが用いられ、一方は第二アダプターの鎖と相補的であるように設計さ

れ、他方はアダプター－インデクサーと相補的であるように設計される。アダプ

ター－インデクサーと相補的なプライマーはＣ個の可能なプライマー配列の１つ

であり、一回目の消化の酵素認識部位と４塩基だけ重複している。異なるＲ個の

各反応において第二アダプターと相補的なプライマーはＮ個の可能なプライマー

配列の１つであり、第二消化において用いられたＮ個の酵素の混合物の各酵素認

識部位と４塩基だけ重複している。増幅は、ＰＣＲを用いて合計１２から２５サ

イクル行なう。

      【０２８４】

  例：ＰＣＲにより生じたアンプリコン

      【０２８５】

    【化３６】

      【０２８６】

  ７ｂ、ステップ７において増幅された標識を生成するには別法がある。一例は
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、Ｗａｌｋｅｒ等（１９９２）の鎖置換増幅（Ｓｔｒａｎｄ  Ｄｉｓｐｌａｃｅ

ｍｅｎｔ  Ａｍｐｆｉｃａｔｉｏｎ）法である。さらに別のｃＤＮＡ標識の増幅

方法は、ローリングサークル増幅（Ｌｉｚａｒｄｉ等、１９９８）である。ロー

リングサークル増幅を用いるには、連結反応により環状化されたｃＤＮＡ標識を

生成させることが必要である。環状化された二重鎖ＤＮＡを生成する連結反応の

方法はよく知られている。

      【０２８７】

  ８、一重鎖アンプリコンを生成させるには、Ｔ７エキソヌクレアーゼ遺伝子６

（Ｎｉｋｉｆｏｒｏｖ等、１９９３）による消化ステップを使用することができ

る。この消化ステップは、ステップ７において用いたプライマーの１つが、プラ

イマーの５′末端でリン酸ジエステル結合を５個のチオリン酸エステル結合で置

き換えることにより合成されると仮定している（Ｎｉｋｉｆｏｒｏｖ等、１９９

３）。これらの結合は消化から一本の鎖を保護する。

      【０２８８】

  例：エキソヌクレアーゼ消化後の一重鎖アンプリコン

      【０２８９】

    【化３７】

      【０２９０】

  ９、増幅した二次インデックスサンプルの各々を別のミクロタイター皿に移し

、蛍光標識したライゲーター－ディテクターオリゴヌクレオチドと雑種形成する

。各々がアダプター－インデクサーの１つと相補的なＣ個の異なるライゲーター

－ディテクターが存在する。特定の同族配列のみが増幅した二次インデックスサ

ンプルの各々において用いられる。これらのライゲーター－ディテクターは、５

′－リン酸基を含有する。

      【０２９１】
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  例：リン酸化されたライゲーター－ディテクターと雑種形成したｃＤＮＡアン

プリコン

      【０２９２】

    【化３８】

      【０２９３】

  ９ｂ、対照対テスターのｍＲＮＡ集団のより正確な発現プロフィールを描くた

めに、このステップは異なる色の蛍光染料で標識したライゲーター－ディテクタ

ーの二つ目の組を取り入れることができる。したがって、対照用標識を「Ａ型シ

グナル」のＣ個のライゲーター－ディテクターと雑種形成し、一方テスター用標

識は「Ｂ型シグナル」のＣ個のライゲーター－ディテクターと雑種形成する。雑

種形成の完了後、Ａをコード化した二次インデックスサンプルおよびＢをコード

化した二次インデックスサンプルのペアになった組を混合し、下記のステップ１

０に進む。

      【０２９４】

  例：リン酸化されたライゲーター－ディテクターと雑種形成したｃＤＮＡアン

プリコン

      【０２９５】

    【化３９】

      【０２９６】
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  １０、雑種形成されたライゲーター－ディテクターを含有することになったＣ

×Ｒ×Ｄ個の二次インデックスサンプルの各々を統合型アドレスアレイ（プロー

ブアレイ）と接触させる。統合型アドレスアレイは、固体表面上に並んだ完全な

一組の六量体４，０９６個（または別法では七量体１６，３８４個）からなり、

非ポリヌクレオチドのリンカー－スペーサーにより表面から分離されている。六

量体（七量体）はフリーの３′－水酸基末端を含有する。アレイ上におけるＣ×

Ｒ×Ｄ個の各検出反応は、特定の同族六量体配列とライゲーター－ディテクター

プローブの５′末端に隣接する対応配列との連結反応を達成するために、Ｔ４Ｄ

ＮＡ合成酵素または任意の他の適切な合成酵素を用いて同一の雑種形成／連結反

応条件下で行なわれる。雑種形成後、若干の結合していない材料を非常に厳しい

洗浄により除去する。

      【０２９７】

  例：固定化された六量体に接合したライゲーター－ディテクター

      【０２９８】

    【化４０】

      【０２９９】
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  １１、Ｃ×Ｒ×Ｄ個の統合型アドレスアレイ各々のシグナルは、適切な読出し

機器を用いて測定される。発現プロフィールのデータセットは、Ｃ×Ｒ×Ｄ個の

アレイの各アドレスにおけるシグナル比から得られる。各シグナルのアドレスを

太字で示した配列に翻訳する。六量体プローブ由来の６つのヌクレオチド、認識

／スティッキーエンド配列由来の５つのヌクレオチド、および認識配列中の最後

の塩基由来の１つのヌクレオチドである。

      【０３００】

  例：各アレイアドレスに対して決定された配列

      【０３０１】

    【化４１】

      【０３０２】

  決定された配列：

ＮＮＮＮＮＮＲＳＳＳＳＲ（１０ヌクレオチド）

  所与の二次インデックスサンプルから得られる各々１つのＤ－１制限二次イン

デックスサンプルにおいて見えなくなる特定のシグナルは、ｃＤＮＡ断片内の特

定の開裂部位〔下記のＲＥＳＴ〕の存在を示している。

      【０３０３】

    【化４２】

      【０３０４】
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  決定された配列：

ｓｓｓｓ．．．〔ＲＥＳＴ〕．．．ＮＮＮＮＮＮＲＳＳＳＳＲ（４．．．４．．

．１０＝１８ヌクレオチド）

  発現データセットは、入手可能な配列データから予測できる豊富な遺伝子産物

の予想されるアドレスパターンを考慮に入れて分析される。２つの組織の間の発

現の違いは、対照およびテスターに対応する２つの異なる色シグナルの比により

測定される。Ｎ＝１の場合、第二アダプターに隣接する配列、すなわちｓｓｓｓ

スティッキーエンド配列もまた既知である。

      【０３０５】

  実施例

  実施例１、ＦＡＡＳＴインデキシング付きＤＮＡアンプリコンの創出

  配列標識またはＦＡＡＳＴの固定アドレス分析によって複雑なＤＮＡを、制限

酵素による消化、続いて二重らせんアダプターとの連結反応の２つの一連のラウ

ンドを含むプロセスにより部分的に知られている配列の小さな断片の集団に並び

替える。第一ラウンドではＤＮＡを、酵素の認識部位とは異なる部位で切断し未

決定の配列の５′または３′張り出し部分を生じさせるＩＩ－Ｓ型制限酵素によ

り消化する。相補的な張り出し部分を含有する二重らせんアダプターのみが被制

限ＤＮＡ末端と結合する能力があることになる。第二ラウンドではＤＮＡ断片を

、認識部位の内部で切断し、既知の配列の５′または３′張り出し部分を生じさ

せる制限酵素により消化する。続いて、対応する配列の二重らせんアダプターを

これら末端に結合させる。この実施例においては第一ラウンドの消化に対しては

、認識部位から９塩基を切断し４塩基の５′張り出し部分を生じさせるＦｏｋＩ

をＩＩ－Ｓ型制限酵素として用いる。第二ラウンドの消化に対しては、対応する

認識部位内で切断し、それぞれ３′および５′に４塩基の張り出し部分を生じさ

せるＮｌａＩＩＩかＤｐｎＩＩのいずれかを用いることができる。既知の配列の

２つのｙＯＲＦに消化／連結反応の２つのラウンドを受けさせ、各ｙＯＲＦから

得られたただ一つのＰＣＲアンプリコンが予想されたＦＡＡＳＴインデキシング

付き断片に対応することを実証する。

      【０３０６】
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  一手順において、各々ユニークな酵母の読み取り枠（ｙＯＲＦ）を含有する２

つのＰＣＲ産物を、ＦＡＡＳＴ手順の第一段階を通して別個に処理した。この段

階は、制限酵素による消化、続いて酵素による開裂により生成した４塩基の張り

出し部分と、適合性のあるアダプターオリゴヌクレオチド複合体の連結反応との

２つの一連のラウンドを含む。溶液中で行なわれる第一ラウンドにおいては、ｙ

ＯＲＦをＦｏｋＩにより消化し、制限末端を適合性のあるアダプター－インデク

サー複合体と結合させた。固体表面で行なわれる第二ラウンドにおいては、断片

をさらにＮｌａＩＩＩかＤｐｎＩＩのいずれかにより消化し、適合性のある第二

アダプター複合体と結合させた。各ｙＯＲＦ由来の２つの最終産物をＰＣＲによ

り増幅した。これらＦＡＡＳＴインデキシング付きＤＮＡ断片のアイデンティテ

ィーを制限地図分析により、また配列決定により決定した。

      【０３０７】

  下記の結果を得た。消化／連結反応の第一ラウンドにおいては、ｙＯＲＦのＹ

ＣＲ１００ＣおよびＹＫＬ０５１Ｗ（これらはＲｅｓｅａｒｃｈ  Ｇｅｎｅｔｉ

ｃｓ，Ｉｎｃ．から入手）に対応するサイズがそれぞれ１．０ｋｂｐおよび１．

１ｋｂｐのＰＣＲ産物を、ＦｏｋＩにより別々の反応で消化した。両ＰＣＲ産物

は、それぞれの配列のｉｎ  ｓｉｌｉｃｏ制限分析から予想されるように４つの

異なる制限断片を生成した。アダプター／インデクサー複合体を、その一つが５

′末端にビオチン部分を含有するオリゴヌクレオチドの適切なペアをアニーリン

グすることにより作製した。これらアダプターは、各ｙＯＲＦの唯一の断片の５

′の４塩基張り出し部分を補完するように設計された。Ｔ４ＤＮＡ合成酵素を使

用して、約２０倍過剰のアダプター複合体を用いる標準条件下でアダプター／イ

ンデクサーをＦｏｋＩで処理したＤＮＡと結合させた。室温（約２２℃）で３０

分間インキュベートした後、反応物はＡｆｆｉｎｉＴｉｐストレプトアビジンミ

クロカラムを通過させた。アダプター／インデクサー複合体と結合したｙＯＲＦ

のＤＮＡ断片のみが、ビオチンのストレプトアビジンとの結合によりミクロカラ

ム中に留められた。

      【０３０８】

  第二ラウンドの消化／連結反応においては、反応緩衝液１００μｌを用いてス



(246) 特表２００２－５４０８０２

トレプトアビジン結合ＤＮＡを含有するＡｆｆｉｎｉＴｉｐミクロカラムの母材

を濡らすことにより下記のステップを行なった。ＹＣＲ１００ＣおよびＹＫＬ０

５１Ｗ由来のＤＮＡをそれぞれＮｌａＩＩＩおよびＤｐｎＩＩにより３７℃で１

時間消化した。次いでミクロカラムを洗浄して酵素と、アダプター／インデクサ

ーを含有しない全てのＤＮＡ断片を完全に除去した。Ｔ４ＤＮＡ合成酵素を用い

て、必要に応じてＮｌａＩＩＩかＤｐｎＩＩのいずれかの４塩基張り出し部分に

適合する過剰のアダプターを使用して第二アダプター複合体をストレプトアビジ

ン結合ＤＮＡと結合させた。室温（約２２℃）で１時間連結反応を行ない、続い

て母材を完全に洗浄して合成酵素および未反応のアダプターを除去した。

      【０３０９】

  一重鎖アンプリコンを回収するために下記のステップを採用した。Ａｆｆｉｎ

ｉＴｉｐミクロカラムの母材を０．１ＭＮａＯＨに浸漬してストレプトアビジン

結合ＤＮＡを変性した。このステップでは、アビジン部分を含有するＤＮＡ鎖は

母材と結合したまま残り、一方相補鎖は溶液中に放出される。溶離分（４０μｌ

）を３Ｍ酢酸ナトリウム４μｌで中和した。一重鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）を、キ

ャリヤーとしてグリコーゲン５μｇを用いてエタノールに沈殿させ、ＴＥ緩衝液

１０μｌ中に再溶解した。溶出したｓｓＤＮＡは、標準の電気泳動分析における

ＤＮＡ結合染料を用いて検出することができなかった。各溶離剤１μｌを、イン

デクサーおよび第二アダプター配列に相補的なプライマーのペアを含むＰＣＲ反

応物５０μｌ中に鋳型として加えた。ＹＣＲ１００ＣおよびＹＫＬ０５１Ｗから

予想されたＦＡＡＳＴインデキシング付きアンプリコンは、それぞれ１６６ｂｐ

および１９１ｂｐである。予想されたサイズのＤＮＡは、対応するＰＣＲ反応の

産物中で識別できた。レーンより上に表示されたようにｓｓＤＮＡの希釈物で出

発したＰＣＲ反応物から得られたサンプルを、１ＸＴＢＥに溶かした４～２０％

ポリアクリルアミドゲル上に流した。基準を用いて表示されたＰＣＲ産物のサイ

ズを決定した。プライマーのバンドおよび推定されるＰＣＲの人為産物もまた同

定された。予測されたＦＡＡＳＴアンプリコン内のユニーク配列を認識する制限

酵素による消化は、これら産物を予想されるサイズの断片に開裂した。ｓｓＤＮ

Ａの１：１０の希釈物で出発したＰＣＲ反応物から得られたＤＮＡを、表示され
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た制限酵素で消化した。手のついていない制限断片に対応するバンドを同定した

。ＹＣＲ１００Ｃ由来の１６６ｂｐのアンプリコンを、ＨｐａＩＩにより９７お

よび６９ｂｐの断片に開裂した。ＹＫＬ０５１Ｗ由来の１９１ｂｐのアンプリコ

ンを、ＨｉｎｆＩにより１１１および８０ｂｐの断片に開裂した。手のついてい

ない産物をゲルから抽出し、更なるＰＣＲ増幅に使用した。この材料の配列決定

により、それが予想されるＦＡＡＳＴアンプリコンの配列から構成されているこ

とを確認した。ＰＣＲプライマーのアンニ－リング領域および４塩基制限部位を

同定した。ＦｏｋＩの開裂および認識部位とその順序もまた同定された。ＰＣＲ

増幅に用いられたプライマーと同じペアを用いてＤＮＡ断片の両方の鎖の配列決

定を行なった。

      【０３１０】

  以上のことをまとめると、ＦＡＡＳＴアダプターは、予想されたＰＣＲアンプ

リコンの産生により実証されるように、２つのｙＯＲＦから得られる特定の制限

断片とうまく結合した。これらの結果は、次の雑種形成分析において用いられる

ゲノムＤＮＡのＦＡＡＳＴインデキシング付けを例示している。

      【０３１１】

  実施例２、ＦＡＡＳＴのエラー修正

  バクテリオファージのタンパク質Ｔ７エンドヌクレアーゼＩは、とりわけヘテ

ロ二本鎖ＤＮＡと結合し、鎖の１つから誤対合による１から２塩基の５′を切り

取る。この特性は、Ｔ７エンドヌクレアーゼＩをＤＮＡの構造および突然変異分

析の研究における重要なツールにした。この実施例において、この酵素が表面に

結合したＤＮＡの誤対合の除去に役立つことを示す。表面に結合した核酸のエラ

ー修正については今まで実証されたことがなかった。誤対合の除去手順は、標的

ＤＮＡ鎖を集めて六量体のミクロアレイにする雑種形成の間にエラー修正するこ

とが望ましい。

      【０３１２】

  プローブオリゴヌクレオチドのミクロアレイは、ポリエチレングリコールのス

ペーサー部分（ＰＥＧ）を介してガラス製スライド（ＳｕｒＭｏｄｉｃｓ，Ｉｎ

ｃ．）の表面に二重結合している。プローブオリゴヌクレオチドは、六量体のプ
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ローブ配列（Ｂ、Ａ、Ｄ、またはＥ）、アダプター－インデクサー配列の２３塩

基（２３化合体）、および発蛍光団（Ｃｙ５）から構成された。次いで４７塩基

の標的オリゴヌクレオチドを標準条件下でアニーリングしてプローブ分子にした

。標的配列は、アダプター－インデクサー配列に補的な２３塩基（２３化合体）

、プローブオリゴヌクレオチドに非相補的な１８塩基（Ｎ18）、および別の発蛍

光団（Ｃｙ５）から構成される。プローブと標的オリゴヌクレオチドの間の雑種

形成は、Ｔ７エンドヌクレアーゼＩで処理する前にＣｙ３の蛍光を測定すること

により決定された。

      【０３１３】

  雑種形成時にプローブと標的の分子は、標的オリゴヌクレオチドと相補的でな

い六量体プローブ領域の幾つかの位置を除いては連続二重鎖らせんを形成する。

ミクロアレイをＴ７エンドヌクレアーゼＩにより１００ｍＭＮａＣｌを補給した

緩衝液Ｎｏ．４（ＮＥＢ）中で２０分間、２２℃で処理した。Ｃｙ５の蛍光を、

Ｔ７エンドヌクレアーゼＩで処理する前（Ｐｒｅ－Ｔ７）と後（Ｐｏｓｔ－Ｔ７

）でＧｅｎｅｒａｌ  Ｓｃａｎｎｉｎｇ３０００（ＧＳＩ  Ｌｕｍｏｎｉｃｓ）

を用いて測定した。Ｃｙ５シグナルの損失は、エンドヌクレアーゼで処理する前

に検出したシグナル量の百分率として表わされる。複製ミクロアレイの点から得

られる測定値は、塩基の誤対合を含有する複合体由来のＣｙ５シグナルの著しく

大きな損失を例示した。

      【０３１４】

  まとめると、これらの結果はＴ７エンドヌクレアーゼＩがＤＮＡミクロアレイ

から少なくとも２つの誤対合をもつ雑種を除去することができることを示してい

る。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  ２種の例のアダプター－インデクサー（上部）の1つと共に使用するために企

画されたライゲーター－ディテクター（番号付けされた四角）の例の列挙である

。付着端配列（又は、それらの補体）は、太字で示される。

    【図２】
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  単一の例の核酸分子に焦点を向けられた開示される方法の例の間に使用され、

そして形成される核酸分子の列挙である（パネルA）。制限酵素認識配列は下線

が引かれ、そして付着端配列は太字で示される。パネルBは、FokIによる切断の

後の核酸分子を示す。パネルCは、核酸フラグメント（左）、及び適合できるア

ダプター－インデクサーの例（左；これは図１からのアダプター－インデクサー

Iである）を示す。パネルDは、核酸フラグメント連結されるアダプター－インデ

クサーを示す。パネルEは、アダプター/フラグメント（上部）の1つの鎖（上方

の鎖）、及び適合できるライゲーター－ディテクターの例（底部；これは図１か

らのライゲーター－ディテクター13である）を示す。パネルFは、アダプター/フ

ラグメント鎖にハイブリダイズされたライゲーター－ディテクターを示す。パネ

ルGは、アダプター/フラグメント/ライゲーター（上部）、及びディテクターア

レイ上に固体された適合できるヘキサマーディテクターアレイプローブ（底部）

を示す。パネルHは、ライゲーター－ディテクター（両者ともアダプター/フラグ

メントにハイブリダイズされる）に連結されるディテクターアレイプローブを示

す。パネルIは、ディテクターアレイ上に固定される、連結されたプローブ/ライ

ゲーター－ディテクターを示す。

    【図３】

  単一の例の核酸分子に焦点を向けられた開示される方法の例の間に使用され、

そして形成される核酸分子の列挙である（パネルA）。この例においては、核酸

分子の低部鎖が使用される。制限酵素認識配列は下線が引かれ、そして付着端配

列は太字で示される。パネルBは、FokIによる切断の後の核酸分子を示す。パネ

ルCは、核酸フラグメント（左）、及び適合できるアダプター－インデクサーの

例（左；これは図１からのアダプター－インデクサーIである）を示す。パネルD

は、核酸フラグメント連結されるアダプター－インデクサーを示す。パネルEは

、アダプター/フラグメント（上部）の低部鎖（上方の鎖）、及び適合できるラ

イゲーター－ディテクターの例（底部；これは図１からのライゲーター－ディテ

クターIである）を示す。パネルFは、アダプター/フラグメント鎖にハイブリダ

イズされたライゲーター－ディテクターを示す。パネルGは、アダプター/フラグ

メント/ライゲーター（上部）、及びディテクターアレイ上に固体された適合で
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きるヘキサマーディテクターアレイプローブ（底部）を示す。パネルHは、ライ

ゲーター－ディテクター（両者ともアダプター/フラグメントにハイブリダイズ

される）に連結されるディテクターアレイプローブを示す。パネルIは、ディテ

クターアレイ上に固定される、連結されたプローブ/ライゲーター－ディテクタ

ーを示す。

    【図４】

  単一の例の核酸分子に焦点を向けられた開示される方法の例の間に使用され、

そして形成される核酸分子の列挙である（パネルA）。これは、図２における例

と同じであるが、但し第２アダプターの付加が例示される。制限酵素認識配列は

下線が引かれ、そして付着端配列は太字で示される。パネルDは、核酸フラグメ

ント連結されるアダプター－インデクサーを示す。パネルD１は、Sau3AIによる

切断の後の核酸分子を示す。パネルD2は、核酸フラグメント（右）及び適合でき

る第２アダプターの例（左）を示す。パネルD3は、核酸フラグメントに連結され

る第２アダプター（アダプター－インデクサーはフラグメントの他端に連結され

る）を示す。パネルFは、アダプター/フラグメント鎖にハイブリダイズされたラ

イゲーター－ディテクターを示す。パネルHは、ライゲーター－ディテクター（

両者ともアダプター/フラグメントにハイブリダイズされる）に連結されるディ

テクターアレイプローブを示す。パネルIは、ディテクターアレイ上に固定され

る、連結されたプローブ/ライゲーター－ディテクターを示す。

    【図５】

  単一の例の核酸分子に焦点を向けられた開示される方法の例の間に使用され、

そして形成される核酸分子の列挙である（パネルA）。これは、図２における例

と同じであるが、但し捕捉タグの付加が例示される。制限酵素認識配列は下線が

引かれ、そして付着端配列は太字で示される。パネルBは、FokIによる切断の後

の核酸分子を示す。パネルCは、核酸フラグメント（左）、及び適合できるアダ

プター－インデクサーの例（左；これは図１からのアダプター－インデクサーI

である）を示す。前記アダプター－インデクサーは、捕捉タグ（標識）を包含す

る。パネルDは、核酸フラグメント連結されるアダプター－インデクサーを示す

。パネルEは、アダプター/フラグメント（上部）の１つの鎖（上方の鎖）、及び
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適合できるライゲーター－ディテクターの例（底部；これは図１からのライゲー

ター－ディテクター13である）を示す。鎖の分離は、捕捉タグにより促進され得

る。パネルFは、アダプター/フラグメント鎖にハイブリダイズされたライゲータ

ー－ディテクターを示す。パネルGは、アダプター/フラグメント/ライゲーター

（上部）、及びディテクターアレイ上に固体された適合できるヘキサマーディテ

クターアレイプローブ（底部）を示す。パネルHは、ライゲーター－ディテクタ

ー（両者ともアダプター/フラグメントにハイブリダイズされる）に連結される

ディテクターアレイプローブを示す。パネルIは、ディテクターアレイ上に固定

される、連結されたプローブ/ライゲーター－ディテクターを示す。

【手続補正２】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図１

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図１】

【手続補正３】

【補正対象書類名】図面
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【補正対象項目名】図２

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図２】

【手続補正４】

【補正対象書類名】図面
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【補正対象項目名】図３

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図３】
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【手続補正５】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図４

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図４】

【手続補正６】

【補正対象書類名】図面
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【補正対象項目名】図５

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図５】
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【国際調査報告】
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