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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　捕捉オリゴヌクレオチドのコレクションであって、
　該コレクションの捕捉オリゴヌクレオチドの各タイプは、１以上の捕捉オリゴヌクレオ
チドの結合に好適なアレイ位置を有する固体支持物上に結合し、１６より多いヌクレオチ
ドを有し、かつ該コレクション中の捕捉オリゴヌクレオチドの別のタイプのヌクレオチド
配列と並べた場合に少なくとも２５％のヌクレオチドにおいて相違するヌクレオチド配列
を含んでおり、
　該コレクション中の各捕捉オリゴヌクレオチドは、同一のハイブリダイゼーション条件
下で捕捉オリゴヌクレオチドの相補的ヌクレオチド配列を含む核酸分子とハイブリダイズ
し、
　該各タイプの捕捉オリゴヌクレオチドが、該個体支持物上の相違するアレイ位置で結合
される、
捕捉オリゴヌクレオチドのコレクション。
【請求項２】
　該コレクション中の各オリゴヌクレオチドプローブが、２４以下のヌクレオチドを含む
、請求項１のコレクション。
【請求項３】
　球体の群であって、該群の各球体が、捕捉オリゴヌクレオチドのコレクションからの捕
捉オリゴヌクレオチドの１以上のタイプを含む、球体群であって、該コレクションの捕捉
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オリゴヌクレオチドの各タイプは、１６より多いヌクレオチドを有し、かつ該コレクショ
ン中の捕捉オリゴヌクレオチドの別のタイプのヌクレオチド配列と並べた場合に少なくと
も２５％のヌクレオチドにおいて相違するヌクレオチド配列を含んでおり、
　該コレクション中の各捕捉オリゴヌクレオチドは、同一のハイブリダイゼーション条件
下で相補的ヌクレオチド配列を含んでいる核酸分子とハイブリダイズする、
　球体の群。
【請求項４】
　該球体が、プラスチック、セラミック、金属、樹脂、ゲル、ガラス、シリコンおよびこ
れらの組み合わせ体からなる群より選ばれる材料でつくられる、請求項３の球体の群。
【請求項５】
　リンカーが該球体に該捕捉オリゴヌクレオチドを連結する、請求項３－４いずれか一項
記載の球体の群。
【請求項６】
　該球体がオレフィン、アミノ、ヒドロキシル、シラノール、アルデヒド、ケト、ハロ、
アシルハライドまたはカルボキシル基で官能化されている、請求項３－４いずれか一項記
載の球体の群。
【請求項７】
　該球体が、３－アミノプロピルトリエトキシシラン、３－アミノプロピルメチルジエト
キシシラン、３－アミノプロピルジメチルエトキシシラン、３－アミノプロピルトリメト
キシシラン、Ｎ－(２－アミノエチル)－３－アミノプロピルメチルジメトキシシラン、Ｎ
－(２－アミノエチル－３－アミノプロピル)トリメトキシシラン、アミノフェニルトリメ
トキシシラン、４－アミノブチルジメチルメトキシシラン、４－アミノブチルトリエトキ
シシラン、アミノエチルアミノメチルフェネチルトリメトキシシランおよびこれらの混合
物からなる群より選ばれるアミン化合物との反応により、アミノ基で官能化されている、
請求項６の球体の群。
【請求項８】
　該球体が、オレフィン含有シランで官能化されている、請求項３－７いずれか一項記載
の球体の群。
【請求項９】
　オレフィン含有シランが、３－(トリメトキシシリル)プロピルメタクリレート、Ｎ－［
３－(トリメトキシシリル)プロピル]－Ｎ'－(４－ビニルベンジル)エチレンジアミン、ト
リエトキシビニルシラン、トリエチルビニルシラン、ビニルトリクロロシラン、ビニルト
リメトキシシラン、ビニルトリメチルシランおよびこれらの混合物からなる群より選ばれ
る、請求項８の球体の群。
【請求項１０】
　該球体が、オレフィン含有モノマーで重合化される、請求項３－７いずれか一項記載の
球体の群。
【請求項１１】
　オレフィン含有モノマーが、官能基を含む、請求項１０の球体の群。
【請求項１２】
　オレフィン含有モノマーが、アクリル酸、メタクリル酸、ビニル酢酸、４－ビニル安息
香酸、イタコン酸、アリルアミン、アリルエチルアミン、４－アミノスチレン、２－アミ
ノエチルメタクリレート、塩化アクリロイル、塩化メタクリロイル、クロロスチレン、ジ
クロロスチレン、４－ヒドロキシスチレン、ヒドロキシメチルスチレン、ビニルベンジル
アルコール、アリルアルコール、２－ヒドロキシエチルメタクリレート、ポリ(エチレン
グリコール)メタクリレートおよびこれらの混合物からなる群より選ばれる、請求項１０
の球体の群。
【請求項１３】
　該球体が、アクリル酸、アクリルアミド、メタクリル酸、ビニル酢酸、４－ビニル安息
香酸、イタコン酸、アリルアミン、アリルエチルアミン、４－アミノスチレン、２－アミ
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ノエチルメタクリレート、塩化アクリロイル、塩化メタクリロイル、クロロスチレン、ジ
クロロスチレン、４－ヒドロキシスチレン、ヒドロキシメチルスチレン、ビニルベンジル
アルコール、アリルアルコール、２－ヒドロキシエチルメタクリレート、ポリ(エチレン
グリコール)メタクリレート、およびその混合物からなる群から選ばれるモノマーと、ア
クリル酸、メタクリル酸、ビニル酢酸、４－ビニル安息香酸、イタコン酸、アリルアミン
、アリルエチルアミン、４－アミノスチレン、２－アミノエチルメタクリレート、塩化ア
クリロイル、塩化メタクリロイル、クロロスチレン、ジクロロスチレン、４－ヒドロキシ
スチレン、ヒドロキシメチルスチレン、ビニルベンジルアルコール、アリルアルコール、
２－ヒドロキシエチルメタクリレート、ポリ(エチレングリコール)メタクリレート、メチ
ルアクリレート、メチルメタクリレート、エチルアクリレート、エチルメタクリレート、
スチレン、１－ビニルイミダゾール、２－ビニルピリジン、４－ビニルピリジン、ジビニ
ルベンゼン、エチレングリコールジメタクリレート、Ｎ,Ｎ'－メチレンジアクリルアミド
、Ｎ,Ｎ'－フェニレンジアクリルアミド、３,５－ビス(アクリロイルアミド)安息香酸、
ペンタエリスリトールトリアクリレート、トリメチロールプロパントリメタクリレート、
ペンタエリスリトールテトラアクリレート、トリメチロールプロパンエトキシレート(１
４／３ＥＯ／ＯＲ)トリアクリレート、トリメチロールプロパンエトキシレート(７／３Ｅ
Ｏ／ＯＲ)トリアクリレート、トリメチロールプロパンプロポキシレート(１ＰＯ／ＯＲ)
トリアクリレート、トリメチロールプロパンプロポキシレート(２ＰＯ／ＯＨ)トリアクリ
レートおよびこれらの混合物からなる群より選ばれるモノマーと一緒に重合化される、請
求項１０の球体の群。
【請求項１４】
　固体支持物上のコレクション中の各捕捉オリゴヌクレオチドのタイプが、異なるヌクレ
オチド配列を有する、請求項３－１３いずれか一項記載の球体の群。
【請求項１５】
　該コレクション中の各捕捉オリゴヌクレオチドが、２４以下のヌクレオチドを含む、請
求項３－１４いずれか一項記載の球体の群。
【請求項１６】
　該コレクション中の１以上の捕捉オリゴヌクレオチドが、相補的ヌクレオチド配列を含
む核酸分子とハイブリダイズされる、請求項３－１５いずれか一項記載の球体の群。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は１９９６年２月９日付の米国仮出願６０／０１１,３５９の利益を享受する。
【０００２】
　本発明は、米国保健研究所認可番号ＧＭ－４１３３７－０６、ＧＭ－４３５５２－０５
、ＧＭ－４２７２２－０７およびＧＭ－５１６２８－０２による政府資金でもってなされ
た。米国政府が一定の権利を有し得る。
【０００３】
（発明の分野）
　本発明は、連結反応相、捕捉反応相および検出反応相を用いて核酸中の核酸配列の相違
を検出することに関する。連結反応相は第１オリゴヌクレオチドプローブと第２オリゴヌ
クレオチドプローブとの連結検出反応を利用する。第１プローブは標的配列特異的部分と
アドレス可能アレイ（array：配列）特異的部分を有し、第２プローブは標的配列特異的
部分と検出用標識を有する。捕捉反応相は、固定化捕捉オリゴヌクレオチド（少なくとも
このいくつかはアドレス可能アレイ特異的部分に相補的である）アレイを有する固体支持
物に連結したオリゴヌクレオチドプローブをハイブリダイズすることを含む。固体支持物
にハイブリダイズした連結オリゴヌクレオチドの標識が検出反応相において検出される。
【背景技術】
【０００４】
（発明の背景）
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配列相違の検出
　高度に多形的な座の大規模多量解析が、父親検定および法医学（Reynolds et al., Ana
l. Chem., 63:2-15(1991)）、臓器移植のドナーとレシピエントの組み合わせ（Buyse et 
al., Tissue Antigens, 41:1-14(1993) and Gyllensten et al., PCR Meth. Appl, 1:91-
98(1991)）、遺伝疾患の診断、予後および出産前の相談（Chamberlain et al., Nucleic 
Acids Res., 16:11141-11156(1988) and L. C. Tsui, Human Mutat., 1:197-203(1992)）
および発ガン変異（Hollstein et al., Science, 253:49-53(1991)）などについて個体の
実際的な同定に必要である。さらに、核酸解析による感染疾患診断の費用効率はパネル試
験における多重規模で直接的に変動する。これらの適用の多くは、時に密接なスペース座
の多重性において単一塩基の相違の識別力に依存している。
【０００５】
　多数の配列領域を含むサンプル中に１以上の選択ポリヌクレオチド配列の存在を検出す
るのに、様々なＤＮＡハイブリダイゼーション技法が利用される。フラグメント捕捉と標
識による簡単な方法において、選択された配列含有のフラグメントが固定化プローブにハ
イブリダイゼーションされる。捕捉フラグメントは検出可能なレポーター部分を含有する
第２プローブへのハイブリダイゼーションによって標識される。
【０００６】
　広く用いられている他の方法はサザンブロット法である。この方法において、サンプル
中のＤＮＡフラグメントの混合物はゲル電気泳動により分別されて、ニトロセルローズ・
フィルター上に固定される。フィルターをハイブリダイゼーション条件で１以上の標識プ
ローブと反応さすことにより、プローブ配列含有のバンドが同定される。この方法は、与
えられたプローブ配列含有の制限酵素ＤＮＡ消化においてフラグメントを同定するのに、
および制限フラグメント長・多形性（"ＲＦＬＰ"）を解析するのに、特に有用である。
【０００７】
　ポリヌクレオチドサンプル中の、与えられた単数または複数の配列の存在を検出する他
の方法に、ポリメラーゼ連鎖反応による配列の選択的増幅がある。Mullis et alの米国特
許第４,６８３,２０２号およびR. K. Saiki, et al., Science 230:1350(1985)。この方
法において、選択した配列の反対側の末端部分に相補的なプライマーがプライマー開始複
製の連続ラウンドを熱サイクリングと共に推進するのに用いられる。増幅配列は種々の技
術により容易に同定することができる。この方法は、ポリヌクレオチド含有サンプル中の
低コピー配列の存在を検出するのに、例えば体液サンプル中の病原菌配列を検出するのに
特に有用である。
【０００８】
　さらに最近、既知の標的配列をプローブ連結方法によって同定する方法が報告されてい
る。N. M. Whiteley et al.の米国特許第４,８８３,７５０号、D. Y. Wu et al., Genomi
cs 4:560(1989)、U. Landegren et al., Science 241:1077(1988)およびE. Winn-Deen et
 al., Clin. Chem. 37:1522(1991)。オリゴヌクレオチド連結アッセイ（"ＯＬＡ"）とし
て知られる一つの方法において、所望の領域にまたがる２つのプローブまたはプローブエ
レメントが標的領域とハイブリダイズされる。プローブエレメントの向かい合う末端にお
いてプローブエレメントが隣接の標的塩基に対になると（塩基対）、この２つのエレメン
トは、連結反応により、例えばリガーゼ処理により結ばれる。連結エレメントは検定され
て、標的配列の存在が明らかにされる。
【０００９】
　この方法の修飾として、連結プローブエレメントは相補的プローブエレメント対につい
て鋳型として働く。プローブエレメントの２つの相補対の存在における変性、ハイブリダ
イゼーションおよび連結反応の継続的サイクルでもって、標的配列は幾何的すなわち指数
的に増幅され、非常に少量の標的配列が検出および／または増幅されるのを可能とする。
この方法をリガーゼ連鎖反応（"ＬＣＲ"）と呼ぶ。F. Barany, "Genetic Disease Detect
ion and DNA Amplification Using Cloned Thermostable Ligase," Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 88:189-93(1991)およびF. Barany, "The Ligase Chain Reaction (LCR) in a P
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CR World," PCR Methods and Applications, 1:5-16(1991)。
【００１０】
　核酸配列相違の多重検出についての他の方式はGrossman et al.の米国特許第５,４７０
,７０５号に開示されている。そこでは、検出可能標識と電荷／翻訳摩擦ドラッグの顕著
な比率とを有する配列特異的プローブが標的にハイブリダイズされ、そして一緒に連結さ
れる。この技法は、嚢胞性線維症・透過膜レギュレーター遺伝子の大規模多重解析につい
てGrossman, et al., "High-density Multiplex Detection of Nucleic Acid Sequences
およびOligonucleotide Ligation Assay and Sequence-coded Separation," Nucl. Acids
. Res. 22(21):4527-34(1994)で用いられた。
【００１１】
　Jou, et al., "Deletion Detection in Dystrophin Gene by Multiplex Gap Ligase Ch
ain Reaction and Immunochromatographic Strip Technology," Human Mutation 5:86-93
(1995)は、いわゆる"ギャップリガーゼ連鎖反応"の利用に関し、各エクソンについてのプ
ローブ上の相違するハプテンに特異的な抗体を有する免疫クロマトグラフィー上で読まれ
る増幅産物でもって、多重エクソンの同時に選択された領域を増幅する。
【００１２】
　遺伝子スクリーニング分野などにおいて、標的ポリヌクレオチドにおける多数の配列の
各々の存在・不存在を検出するのに有用な方法に関して、必要性が増大している。例えば
４００種もの変異が嚢胞性線維症に関連している。この疾患に対する遺伝子的前処置のた
めのスクリーニングにおいて、"嚢胞性線維症"の積極的な同定を行うために、対象者のゲ
ノムＤＮＡにおける可能性のある相違する遺伝子配列変異のすべてを検査することが最適
である。１回のアッセイで可能性ある変異部位のすべての存在・不存在を検査するのが理
想的である。しかし、上記した先行技術は、便利な自動的な単一アッセイとして多数の選
択配列を検出するのに容易に用いることができない。
【００１３】
　固相ハイブリダイゼーションアッセイにおいては、多数の液体処理工程を必要とし、単
一ヌクレオチド・ミスマッチ識別に要するストリジェンシィを保持するために、いくつか
のインキュベーションおよび洗浄温度を注意深くコントロールしなければならない。最適
ハイブリダイゼーション条件がプローブ配列によって大きく変わるので、この方法の多重
化は困難である。
【００１４】
　対立遺伝子特異的ＰＣＲ産物は一般に同じ大きさを有し、与えられた増幅チューブは、
各反応チューブに関連するゲル・レーンでの産物バンドの存在・不存在によって計られる
。Gibbs et al., Nucleic Acids Res., 17:2437-2448(1989)。この方法は、異なるプライ
マーの組み合わせを有する多数の反応チューブに試験サンプルを分割することを要し、ア
ッセイ費用が増大する。ＰＣＲも、１つの反応チューブ中で対立遺伝子プライマーを競合
せしめるように相違する蛍光染料を付着せしめることにより、対立遺伝子を識別するが（
F. F. Chehab et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:9178-9182(1989)）、多重解析
へのこの経路は、現在の機器および染料化学でもっては経済的にスペクトル的に分解でき
る染色が比較的少ないので、規模が限られている。粗大側鎖による修飾塩基の取り込みが
、その電気泳動的運動能によって対立遺伝子ＰＣＲ産物を識別するのに用いられるが、こ
の方法は、ポリメラーゼによるこれら修飾塩基の取り込みの成功性からして、およびこれ
らの基の唯一つによって大きさが相違する比較的大きいＰＣＲ産物を分解するための電気
泳動能からして、限定されたものである。Livak et al., Nucleic Acids Res., 20:4831-
4837(1989)。各ＰＣＲ産物は単一変異のみを探すのに用いられ、多重化を難しくする。
【００１５】
　対立遺伝子特異的プローブの連結反応は一般的に、対立遺伝子シグナルを分解するのに
、固相捕捉反応（U. Landegren et al., Science, 241:1077-1080(1988); Nickerson et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:8923-8927(1990)）またはサイズ依存分離法（D. 
Y. Wu, et al., Genomics, 4:560-569(1989) and F. Barany, Proc. Natl. Acad. Sci., 
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88:189-193(1991)）を用い、後者の方法は連結プローブのサイズ幅が狭いので多重規模で
は限定されている。ギャップリガーゼ連鎖反応は追加の工程、すなわちポリメラーゼ伸長
を必要とする。より複雑な多重化へ電荷／翻訳摩擦ドラッグ（translational frictional
 drag）の明白な比率を有するプローブを用いることは、長い電気泳動時間かあるいは検
出の他の形態の使用を必要とする。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　ポリヌクレオチドサンプルにおける多重選択配列の存在・不存在を検出するための迅速
な単一アッセイ方式が必要である。
【００１７】
核酸分析のためのオリゴヌクレオチドアレイの使用
　固体支持物上に固定されたオリゴヌクレオチドの順位アレイがＤＮＡを配列決定し、分
別し、単離し、操作するために提案される。クローン一本鎖ＤＮＡ分子の与えられた長さ
を持つすべての可能なオリゴヌクレオチドプローブへのハイブリダイゼーションが分子中
に存在する対応相補的ＤＮＡセグメントを理論的に同定することが認められる。このよう
なアレイにおいて、各オリゴヌクレオチドプローブは、相違する予め定められた位置で固
体支持物上に固定される。ＤＮＡ分子におけるすべてのオリゴヌクレオチドセグメントは
かかるアレイでもって観察される。
【００１８】
　オリゴヌクレオチドのアレイを用いてＤＮＡ分子の配列決定を行う方法について、その
１例がDrmanac, et al.の米国特許第５,２０２,２３１号に開示されている。これは、複
数のオリゴヌクレオチドの付着する固体支持物に標的ＤＮＡを適用することを含む。標的
ＤＮＡセグメントのオリゴヌクレオチドへのハイブリダイゼーションおよびハイブリダイ
ズされたオリゴヌクレオチドの重複セグメントの集合によって、配列が読み取られる。ア
レイは一定の長さが１１－２０ヌクレオチドであるすべての可能なオリゴヌクレオチドを
利用するが、このアレイがどのように構築されるかについてほとんど情報がない。参照、
A. B. Chetverin,et al.,"Sequencing of Pools of Nucleic Acids on Oligonucleotide 
Arrays,"BioSystems 30:215-31(1993); WO92/16655 to Khrapko et al.; Kuznetsova, et
 al., "DNA Sequencing by Hybridization with Oligonucleotides Immobilized in Gel.
 Chemical Ligation as a Method of Expanding the Prospects for the Method," Mol. 
Biol. 28(20):290-99(1994); M. A. Livits, et al., "Dissociation of Duplexes Forme
d by Hybridization of DNA with Gel-Immobilized Oligonucleotides," J. Biomolec. S
truct. & Dynam. 11(4):783-812(1994)。
【００１９】
　SouthernのＷＯ８９／１０９７７は、既知の点突然変異、遺伝子フィンガープリント法
、連結反応分析法および配列決定法に核酸サンプルを分析するのに用いるハイブリダイゼ
ーション反応が可能であるオリゴヌクレオチドのアレイを保持する支持物の利用を開示し
ている。支持物上の選択されたパターンにヌクレオチド塩基を置くことにより、マトリッ
クが形成される。このことは、ヒドロキシルリンカー基がペン・プロッターまたはマスキ
ングにより集められたオリゴヌクレオチドでもって支持物に適用され得ることを示してい
る。
【００２０】
　CantorのＷＯ９４／１１５３０も、ハイブリダイゼーションによる配列決定工程を実施
するのにオリゴヌクレオチドを利用することに関する。オリヌクレオチドは張り出し末端
を有する二重らせんである。この末端に標的核酸が結合し、次いで二重らせんの非張り出
し部分に連結している。付着の前に集められたバイオティニル化オリゴヌクレオチドを捕
捉するストレプタビジン－コート・フィルターペーパーを用いて、アレイが構築される。
【００２１】
　ChetverinのＷＯ９３／１７１２６は、核酸を分別および観察するのに選択されたバイ
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ナリーオリゴヌクレオチドを用いている。これらのアレイは隣接可変性ヌクレオチド配列
に付着した一定のヌクレオチド配列を有し、両者は共有連結分子によって固体支持物に結
合している。一定のヌクレオチド配列はハイブリダイズ鎖のＰＣＲによる増幅を可能とす
るプライミング領域を有する。分別は可変性領域へのハイブリダイゼーションによって行
われる。これらのバイナリーアレイ上でのフラグメント核酸を配列決定、単離、分別およ
び操作することも開示されている。高められた感受性を有する一つの具体化において、免
疫オリゴヌクレオチドは、それにハイブリダイズした短い相補的領域を有し、カバーされ
ていないオリゴヌクレオチドの部分を残す。相補的核酸が免疫オリゴヌクレオチドに塩基
対形成するように、アレイはハイブリダイゼーション条件が整えられる。ＤＮＡリガーゼ
はアレイ上で短い相補的領域と相補的核酸とを結びつけるのに用いられる。オリゴヌクレ
オチドのアレイをいかにつくるかについてはほとんど開示がない。
【００２２】
　Fodor et al.のＷＯ９２／１０５８８は、オリゴヌクレオチドのアレイへのハイブリダ
イゼーションによる核酸の配列決定、フィンガープリントおよびマッピングについての方
法を開示している。オリゴヌクレオチドのアレイは、大きい相違するオリゴヌクレオチド
の合成を可能とする非常に大規模な同定ポリマー合成によってつくられる。この方法にお
いて、基質表面が官能化され、オリゴヌクレオチドを基質上に集めるリンカー基が供給さ
れる。オリゴヌクレオチドが付着する領域は、選択的に活性化された保護基（基質または
個々のヌクレオチドサブユニット上に）を有する。一般的に、これは、露出された場所が
脱保護されるように変化する立体配置のマスクを用いる光線でアレイを可視化することを
含む。脱保護された場所は保護ヌクレオチドとの化学反応を起こし、可視化されるオリゴ
ヌクレオチド配列を伸長する。バイナリーマスク方式は、一定の時間で２以上のアレイを
つくるのに用いられる。検出はハイブリダイゼーションが生じている領域の位置付けによ
ってなされる。参照、Fodor et al.の米国特許第５,３２４,６３３号および第５,４２４,
１８６号、Pirrung et al.の米国特許第５,１４３,８５４号および第５,４０５,７８３号
、Pirrung et al.のＷＯ９０／１５０７０、A. C. Pease, et al., "Light-generated Ol
igonucleotide Arrays for Rapid DNA Sequence Analysis", Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 91:5022-26(1994)。K. L. Beattie et al., "Advances in Genosensor Research," Cli
n. Chem. 41(5):700-09(1995)は、あらかじめ集めたオリゴヌクレオチドプローブの固体
支持物への付着を開示している。
【００２３】
　このようなアレイへのハイブリダイゼーションによる配列決定の方法には多くの欠点が
ある。第一に、非常に多数のオリゴヌクレオチドを合成することを要する。第二に、正し
くハイブリダイズされ適切に対になったらせんと誤って対になったらせんの識別が弱い。
最後に、ある種のオリゴヌクレオチドは標準的条件においてハイブリダイズするのが困難
で、このようなオリゴヌクレオチドは拡大ハイブリダイゼーションによってのみ同定が可
能となる。
【００２４】
　本発明はこれらの欠点を技術的に克服することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００２５】
（発明の概要）
　本発明は、複数の標的ヌクレオチド配列における１以上の単一塩基の変更、挿入、欠失
または転座により相違している複数の配列の１以上を同定する方法に関する。この方法は
連結反応相、捕捉反応相および検出反応相を含む。
【００２６】
　連結反応相は、複数の配列相違がある１以上のヌクレオチド配列を潜在的に含有するサ
ンプルを準備することを要する。この相では複数のオリゴヌクレオチドが利用される。各
セットは第１オリゴヌクレオチドプローブと第２オリゴヌクレオチドプローブとを含む。
前者は標的特異的部分およびアドレス可能特異的部分を有し、後者は標的特異的部分およ
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び検出レポーター標識を有する。特定のセットにおける第１および第２オリゴヌクレオチ
ドプローブは、対応する標的ヌクレオチド配列に互いに隣接してハイブリダイズするとき
に、一緒に連結反応するのに適したものである。しかし、第１および第２オリゴヌクレオ
チドプローブは、サンプル中に存在する他のヌクレオチドとハイブリダイズするときに、
該連結反応を干渉するミスマッチを有する。リガーゼも用いられる。サンプル、複数のオ
リゴヌクレオチドプローブセットおよびリガーゼが混和されて、混合物とする。変性処理
およびハイブリダイゼーション処理を含む１以上のリガーゼ検出反応サイクルに、この混
合物をかける。変性処理には、ハイブリダイズされたオリゴヌクレオチドを標的ヌクレオ
チド配列から分離することが含まれる。ハイブリダイゼーションには、サンプル中にもし
存在すれば、オリゴヌクレオチドプローブセットを隣接位置で塩基特異的な方式でその夫
々の標的ヌクレオチド配列にハイブリダイズすること、およびお互いに連結して、（ａ）
アドレス可能アレイ特異的部分、（ｂ）一緒に結合した標的特異的部分および（ｃ）検出
可能レポーター標識を含有する連結産物配列を形成することを含む。オリゴヌクレオチド
プローブセットは、その夫々の標的ヌクレオチド配列以外のサンプル中のヌクレオチド配
列にハイブリダイズし得るが、１以上のミスマッチの存在によって一緒に連結せず、そし
て変性処理際に個々に分離する。
【００２７】
　次の相は捕捉反応相である。この相は、特定の部位に固定された捕捉オリゴヌクレオチ
ドを有する固体支持物を準備することを含む。捕捉オリゴヌクレオチドはアドレス可能ア
レイ－特異的部分に相補的である。連結反応相を行った後に、混合物を固体支持物に、ア
ドレス可能アレイ特異的部分を捕捉オリゴヌクレオチドに塩基特異的方式でハイブリダイ
ズするのに効果的な条件で、接触せしめる。結果として、アドレス可能アレイ特異的部分
が固体支持物上に、相補的捕捉オリゴヌクレオチドを有する部位で捕捉される。
【００２８】
　捕捉反応相の次は検出反応相である。この段階において、連結産物配列のレポーター標
識が特定部位で固体支持物に捕捉される。固体支持物に結合したレポーター標識の存在が
検出されたときに、サンプル中の１以上のヌクレオチド配列の夫々の存在が明らかにされ
る。
【００２９】
　本発明はまた、リガーゼ、複数のオリゴヌクレオチドセットおよび固定化捕捉オリゴヌ
クレオチドを有する固体支持物を含む本発明の方法を実施するためのキットに関する。
【００３０】
　本発明の他の態様は固体支持物上にオリゴヌクレオチドのアレイを形成する方法に関す
る。この方法は、オリゴヌクレオチドの付着に適する各部位のアレイを有する固体支持物
を提供する。リンカーまたは表面（非加水分解であり得る）は、各々のアレイ位置でオリ
ゴヌクレオチドを固体支持物に結合するのに適切であり、固体支持物に付着する。固体支
持物上のオリゴヌクレオチドは、マルチマー・ヌクレオチドの付着のための選択アレイ部
位の活性化および活性アレイ部位でのマルチマー・ヌクレオチドの付着についての一連の
サイクルによって形成される。
【００３１】
　本発明の他の態様は、固体支持物上のオリゴヌクレオチドのアレイ自体に関する。固体
支持物はオリゴヌクレオチドの付着に適した各部位のアレイを有する。オリゴヌクレオチ
ドを固体支持物に結合させるのに適したリンカーまたは支持物（非加水分解性であり得る
）は、アレイ位置の各々で固体支持物に付着する。オリゴヌクレオチドのアレイは、１６
以上のヌクレオチドを有するオリゴヌクレオチドで占められたアレイ位置の少なくともい
くつかを有する固体支持物上に位置する。
【発明の効果】
【００３２】
　本発明は先行技術システムに対し多数の優れた点を有し、特に複合遺伝子系の多重解析
を実施する能力で優れている。結果として、サンプル中の多数のヌクレオチド配列の相違



(9) JP 5855195 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

が１度に検出される。本発明は、例えば癌変異、遺伝性（生殖細胞系）変異、感染症の検
出に有用である。この技術は環境監視、法医学および食品産業においても用いることがで
きる。
【００３３】
　さらに、本発明は、正常な配列の高度な素性において変異の定量的検出を提供し、密接
なクラスター変異の検出を可能にし、アドレス可能アレイを用いる検出をもたらし、そし
て自動化に適用できる。ＰＣＲの感受性をＬＤＲの特異性に結びつけることによって、偽
－正シグナル世代、多重化でのプライマー干渉、得た定量データでの限界および自動化の
適切性などの対立遺伝子特異性ＰＣＲにおいて起きる共通の困難を除去できる。さらに、
単一塩基変異をなくするためにＬＤＲの特異性に基づくことによって、オリゴヌクレオチ
ドプローブアレイの主な遺伝性の問題（すなわち、ヘテロ接合サンプルにおけるすべての
位置での単一塩基変化をなくする能力がないこと）が克服された。ＰＣＲ／ＬＤＲは癌検
出における現在の要望：クローナル・マーカーとして作用する変異を適格にし、最小残留
疾患および微小転移を検出することに答える。
【００３４】
　相違するサンプルの分析を実施する際に、アレイ含有の固体支持物を再使用できる。こ
のことは、製造する必要のある固体支持物の量を軽減し、サンプル分析の費用を下げる。
【００３５】
　本発明はまた、オリゴヌクレオチドの合成およびその固体支持物への付着に大きい適応
性を付与する。オリゴヌクレオチドは固体支持物とは別に合成され、支持体の特別の表面
に付着される。この技術は、完全長のオリゴヌクレオチドまたはペプチドヌクレオチド同
族体（"ＰＮＡ"）を固体支持物に付着するのに利用できる。また、短いヌクレオチドまた
は同族体セグメント（ダイマー、トリマー、テトラマー等）が固体支持物上での完全長オ
リゴマーへのセグメント縮合またブロック合成法において用いられる。
【００３６】
（発明および図面の詳細な説明）
　本発明は、複数の標的ヌクレオチド配列における１以上の単一塩基の変更、挿入、欠失
または転座により相違している複数の配列の１以上を同定する方法に関する。この方法は
連結反応相、捕捉反応相および検出反応相を含む。
【００３７】
　連結反応相は、複数の配列相違がある１以上のヌクレオチド配列を潜在的に含有するサ
ンプルを準備することを要する。この相では複数のオリゴヌクレオチドが利用される。各
セットは第１オリゴヌクレオチドプローブと第２オリゴヌクレオチドプローブとを含む。
前者は標的特異的部分およびアドレス可能特異的部分を有し、後者は標的特異的部分およ
び検出レポーター標識を有する。特定のセットにおける第１および第２オリゴヌクレオチ
ドプローブは、対応する標的ヌクレオチド配列に互いに隣接してハイブリダイズするとき
に、一緒に連結反応するのに適したものである。しかし、第１および第２オリゴヌクレオ
チドプローブは、サンプル中に存在する他のヌクレオチドとハイブリダイズするときに、
該連結反応を干渉するミスマッチを有する。リガーゼも用いられる。サンプル、複数のオ
リゴヌクレオチドプローブセットおよびリガーゼが混和されて、混合物とする。変性処理
およびハイブリダイゼーション処理を含む１以上のリガーゼ検出反応サイクルに、この混
合物をかける。変性処理には、ハイブリダイズされたオリゴヌクレオチドを標的ヌクレオ
チド配列から分離することが含まれる。ハイブリダイゼーションには、サンプル中にもし
存在すれば、オリゴヌクレオチドプローブセットを隣接位置で塩基特異的な方式でその夫
々の標的ヌクレオチド配列にハイブリダイズすること、およびお互いに連結して、（ａ）
アドレス可能アレイ特異的部分、（ｂ）一緒に結合した標的特異的部分および（ｃ）検出
可能レポーター標識を含有する連結産物配列を形成することを含む。オリゴヌクレオチド
プローブセットは、その夫々の標的ヌクレオチド配列以外のサンプル中のヌクレオチド配
列にハイブリダイズし得るが、１以上のミスマッチの存在によって一緒に連結せず、そし
て変性処理際に個々に分離する。



(10) JP 5855195 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

【００３８】
　次の相は捕捉反応相である。この相は、特定の部位に固定された捕捉オリゴヌクレオチ
ドを有する固体支持物を準備することを含む。捕捉オリゴヌクレオチドはアドレス可能ア
レイ－特異的部分に相補的である。連結反応相を行った後に、混合物を固体支持物に、ア
ドレス可能アレイ特異的部分を捕捉オリゴヌクレオチドに塩基特異的方式でハイブリダイ
ズするのに効果的な条件で、接触せしめる。結果として、アドレス可能アレイ特異的部分
が固体支持物上に、相補的捕捉オリゴヌクレオチドを有する部位で捕捉される。
【００３９】
　捕捉反応相の次は検出反応相である。この段階において、連結産物配列のレポーター標
識が特定部位で固体支持物に捕捉される。固体支持物に結合したレポーター標識の存在が
検出されたときに、サンプル中の１以上のヌクレオチド配列の夫々の存在が明らかにされ
る。
【００４０】
　しばしば、多数の単一塩基の変異、挿入または欠失が所望の配列の同じヌクレオチド位
置で起こり得る。この方法は、オリゴヌクレオチドセットを提供し、そこでは第２オリゴ
ヌクレオチドプローブが共通で、かつ検出可能標識を含有し、第１オリゴヌクレオチドプ
ローブは相違するアドレス可能アレイ特異的部分と標的特異的部分とを有する。ミスマッ
チなしに問題の配列にハイブリダイズしたときに、第１オリゴヌクレオチドプローブは、
第１連結反応の接合部における第２隣接オリゴヌクレオチドプローブへの連結反応に適し
ている。相違する第１隣接オリゴヌクレオチドプローブは、接合部でのミスマッチのない
ハイブリダイゼーションのみが連結反応を可能とする接合部において、相違する識別塩基
を含むであろう。各々の第１隣接オリゴヌクレオチドは相違するアドレス可能アレイ特異
的部分を含み、そして特異的塩基変更は相違するアドレスでの捕捉により識別されるであ
ろう。この方式において、複数の相違する捕捉オリゴヌクレオチドは、少なくとも一つの
単一塩基が他の核酸と異なる追加の核酸配列を多重検出するために固体支持物上の相違す
る位置で付着される。他の方法において、第１オリゴヌクレオチドプローブは共通のアド
レス可能アレイ特異的部分を含み、第２オリゴヌクレオチドプローブは相違する検出可能
標識と標的特異的部分を有する。
【００４１】
　このような編成は、少なくとも一つの単一塩基が他の核酸と相違する追加の核酸配列の
多重検出を可能とする。核酸配列は、このような多重検出を実施するときに同一または相
違の対立遺伝子上に存在し得る。
【００４２】
　本発明は、本発明を実施するためのキットにも関し、これは、リガーゼ、複数の相違す
るオリゴヌクレオチドプローブセットおよび固定化捕捉オリゴヌクレオチドを有する固体
支持物を含む。標的ヌクレオチド配列の準備的増幅のためのプライマーもキットに含まれ
得る。増幅がポリメラーゼ連鎖反応であると、ポリメラーゼもキット中に含まれる。
【００４３】
　図１および２は、毛管またはゲル電気泳動／蛍光定量を用いる先行技術のリガーゼ検出
に比較した本発明方法についての流れ図である。図１は生殖細胞系変異検出に関し、図２
は癌検出を示す。
【００４４】
　図１は、Ｌi－Ｆraumeni症候群の因であるｐ５３変異などの生殖細胞系変異の検出を表
す。工程１において、ＤＮＡサンプルの製造後、エクソン５－８はホットスタート条件下
でＴａｑ（すなわちＴhermus aquaticus）ポリメラーゼを用いてＰＣＲ増幅される。反応
の終了時に、Ｔａｑポリメラーゼを１００℃１０分間加熱で変性する。工程２で、産物を
２０倍に対立遺伝子特異的かつ共通のＬＤＲプライマー含有の新鮮なＬＤＲ緩衝液で薄め
る。１管は一般に各プライマーを約１００－２００フェムトモル含む。工程３で、リガー
ゼ検出反応をホットスタート条件でＴａｑリガーゼを加えることにより開始する。ＬＤＲ
プローブはその隣接プローブに、接合部位で完全な相補性を与える標的配列の存在下での
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み、連結する。産物を２つの相違するフォーマットで検出する。第１フォーマット４ａは
先行技術で用いられており、蛍光標識ＬＤＲプローブが相違する長さのポリＡまたはヘキ
サエチレンオキシド・テイルを含有する。このように、各ＬＤＲ産物は、少ししか相違の
ない運動性の正常ＤＮＡとの連結の結果にピークのラダーをもたらす。生殖細胞系変異は
電気泳動描写図に新たなピークを生じるであろう。新ピークの大きさは元のサンプルにお
ける変異の量とほぼ同じである。すなわち、ホモ接合正常は０％、ヘテロ接合担体は５０
％、ホモ接合変異は１００％である。第２フォーマット４ｂは本発明に関するものであり
、各対立遺伝子特異的プローブは、例えば５'末端で２４の追加のヌクレオチド塩基を含
有する。これらの配列は、アドレス可能なアレイ上の相補的アドレス配列に特異的にハイ
ブリダイズする特殊なアドレス可能配列である。ＬＤＲ反応において、各対立遺伝子特異
的プローブは、対応する標的配列の存在において、隣接蛍光標識共通プローブに連結する
。野生型および変異の対立遺伝子はアレイ上の隣接アドレスに捕捉される。未反応プロー
ブは水洗いして除く。黒点は野生型対立遺伝子についての１００％シグナルを表す。白点
は変異対立遺伝子について０％シグナルを表す。灰色点は生殖細胞系の１つの位置、各対
立遺伝子について５０％シグナルを表す。
【００４５】
　図２は、ｐ５３腫瘍サプレッサー遺伝子における体細胞変異の検出を表すが、一般的に
すべて低感受性変異検出である。工程１において、ＤＮＡサンプルがつくられ、エクソン
５－９は蛍光ＰＣＲプライマーを用いて３フラグメントとして増幅されたＰＣＲである。
工程２において、これは毛管またはゲル電気泳動を用いて工程２においてＰＣＲ産物の蛍
光定量を可能とする。工程３において、この産物はマーカーＤＮＡの１／１００希釈でも
ってスパイクされる（３フラグメントの各々につき）。このＤＮＡは、癌サンプルに見ら
れるが、適当なＬＤＲプライマーで容易に検出される変異を含んでいることを別にすると
、野生型のＤＮＡに相同性である。工程４の混合ＤＮＡ産物は、変異またはマーカー対立
遺伝子にのみ特異的なすべてのＬＤＲプローブを含む緩衝液で２０倍に希釈する。工程５
において、リガーゼ反応はホットスタート条件でＴａｑリガーゼの追加によって始まる。
ＬＤＲプローブは、接合部位で完全に相補的である標的配列の存在においてのみ、その隣
接プローブに連結する。産物は図１記載の同じ２フォーマットにおいて検出される。工程
６ａは先行技術で用いられるものであるが、産物は毛管またはゲル電気泳動で単離され、
蛍光シグナルが定量される。変異ピーク対マーカーピークの比率は、１００で割った元の
サンプルに存在の癌変異の大体の量を示す。工程６は本発明のものであり、産物はアドレ
ス可能なアレイ上の相補的配列への特異的ハイブリダイゼーションによって検出される。
変異点のマーカー点に対する蛍光シグナル比率は、１００で割った元のサンプルに存在す
る癌変異の大体の量を示す。
【００４６】
　本発明に従ったリガーゼ検出反応法は、図３－１０を参考にして最も良く理解される。
これは、一般に、出典明示により本明細書の一部とするBarany et al.のＷＯ９０／１７
２３９, F. Barany et al., "Cloning, Overexpression and Nucleotide Sequence of a 
Thermostable DNA Ligase-encoding Gene”, Gene, 109：1-11(1991)およびF. Barany, 
“Genetic Disease Detection and DNA Amplification Using Cloned Thermostable Liga
se”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88：189-193(1991)に記載されている。本発明に従い
、リガーゼ検出反応は、相補的オリゴヌクレオチド２セットを使用できる。これは、出典
明示により本明細書の一部とする三つの前記の引用文献に記載のリガーゼ連鎖反応として
既知である。あるいは、リガーゼ検出反応はオリゴヌクレオチド連結アッセイとして既知
の１サイクルを含み得る。Landegren, et al., “A Ligase-Mediated Gene Detection Te
chnique”, Science 241：1077-80(1988)；Landegren, et al., “DNA Diagnostics -- M
olecular Techniques and Automation”, Sicence 242：229-37(1988)；およびLandegren
 et al., 米国特許第４,９８８,６１７号参照。
【００４７】
　リガーゼ検出反応相中、変性処理を８０－１０５℃で行い、ハイブリダイゼーションを
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５０－８５℃で行う。各サイクルは、変性処理および熱ハイブリダイゼーション処理を含
み、全体で約１から５分の長さである。典型的に、連結検出反応は２から５０サイクルの
反復される変性およびハイブリダイジングを含む。この方法のリガーゼ検出反応相の全時
間は１から２５０分である。
【００４８】
　オリゴヌクレオチドプローブセットは、リボヌクレオチド、デオキシヌクレオチド、修
飾リボヌクレオチド、修飾デオキシリボヌクレオチド、ペプチドヌクレオチドアナログ、
修飾ペプチドヌクレオチドアナログ、修飾リン酸－糖骨格オリゴヌクレオチド、ヌクレオ
チドアナログおよびこれらの混合物であり得る。
【００４９】
　一つの変法において、オリゴヌクレオチドプローブセットのオリゴヌクレオチドは、各
々６６－７０℃のハイブリダイゼーションまたは融点(即ち、Ｔｍ)を有する。これらのオ
リゴヌクレオチドは２０－２８ヌクレオチド長である。
【００５０】
　ＤＮＡアレイの連結産物の捕捉前に、アドレス可能ヌクレオチドアレイ特異的部分を含
む非変換ＬＤＲオリゴヌクレオチドプローブを化学的または酵素的に破壊することが望ま
しいことがある。そうでなければ、このような非変換プローブは、相補的配列を含む固体
支持物のアレイのアドレスでの結合に関して、連結産物と競合する。破壊は、末端で遮断
され、互いのプローブの連結に関与しないＬＲＤプローブと組み合わせて、エキソヌクレ
アーゼIII(出典明示により本明細書の一部とするL-H GuoおよびR. Wu, Methods in Enzym
ology 100：60-96(1985))のようなエキソヌクレアーゼを使用することにより達成できる
。遮断分子はレポーター基またはホスホロチオエート基である。出典明示により本明細書
の一部とするT. T. Nikiforow, et al., “The Use of Phosphorothioate Primers and E
xonuclease Hydrolysis for the Preparaton of Single-stranded PCR Products and the
ir Detection by Solid-phase Hybridization”, PCR Methods and Applications, 3：p.
285-291(1994)。ＬＲＤ法の後、反応混合物とエキソヌクレアーゼのインキュベーション
により、非連結プローブを選択的に破壊する。連結プローブは、エキソヌクレアーゼ反応
の開始に必要な遊離３'末端の除去のために保護されている。この方法は、特にＬＤＲ反
応が少量の産物しか製造しない場合、シグナル対ノイズ比の増加をもたらす。非連結オリ
ゴヌクレオチドが捕捉オリゴヌクレオチドと捕捉に関して競合するため、このような連結
オリゴヌクレオチドとの競合はシグナルを低下させる。この実験の更なる利点は、非ハイ
ブリダイズ標識含有配列が分解し、従って、それらが洗浄によりＤＮＡアレイから容易に
除去できるため、標的無関係背景シグナルの原因となりにくいことである。
【００５１】
　上記のようなオリゴヌクレオチドプローブセットは、検出に適したレポーター標識を有
する。有用な標識は、発色団、蛍光分子、酵素、抗原、重金属、磁気プローブ、色素、燐
光性基、放射活性物質、化学ルミネセント分子および電気化学的検出分子を含む。捕捉オ
リゴヌクレオチドは、リボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、修飾リボヌクレオ
チド、修飾デオキシリボヌクレオチド、ペプチドヌクレオチドアナログ、修飾ペプチドヌ
クレオチドアナログ、修飾リン酸－糖骨格オリゴヌクレオチド、ヌクレオチドアナログお
よびこれらの混合物の形であり得る。本発明の方法が複数のオリゴヌクレオチドセットを
使用するとき、第２のオリゴヌクレオチドプローブは同じであり得るが、第１のオリゴヌ
クレオチドプローブのアドレス可能アレイ特異的部分は異なる。あるいは、第１のオリゴ
ヌクレオチドプローブのアドレス可能アレイ特異的部分は同じであり得るが、第２のオリ
ゴヌクレオチドプローブのレポーター標識が異なる。
【００５２】
　本発明の連結検出反応相前に、サンプルを好ましくは初期標的核酸増幅法により増幅す
る。これはサンプル内の標的ヌクレオチド配列の量を増加させる。例えば、初期標的核酸
増幅は、ポリメラーゼ連鎖反応法、自己維持配列複製またはＱ－βレプリカーゼ介在ＲＮ
Ａ増幅により達成し得る。ポリメラーゼ連鎖反応が好ましい増幅法であり、出典明示によ
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り本明細書の一部とするH. Erlich et al., “Recent Advances in the Polymerase Chai
n Reaction”, Science 252：1643-50(1991)；M. Innis, et al., PCR Protocols： A Gu
ide to Methods and Applications, Academic Press： New York(1990)；およびR. Saiki
, et al., “Primer-directed Enzymatic Amplification of DNA with a Thermostable D
NA Polymerase”, Science 239：487-91(1988)に完全に記載されている。出典明示により
本明細書の一部とするJ. Guatelli, et al., “Isothermal, in vitro Amplification of
 Nucleic Acids by a Multienzyme Reaction Modeled After Retroviral Replication”,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87：1874-78(1990)は、自己維持配列複製法を記載する。
Ｑ－βレプリカーゼ介在ＲＮＡ増幅は、出典明示により本明細書の一部とするF. Kramer,
 et al., “Replicable RNA Reporters”, Nature 339：401-02(1989)に記載されている
。
【００５３】
　本発明に従ったポリメラーゼ連鎖反応法および続くリガーゼ検出法の使用は図３に示す
。ここで、二つの多形性(即ち、対立遺伝子相違)のホモまたはヘテロ接合性は同じ遺伝子
上にある。あるいはこのような対立遺伝子相違は異なる遺伝子上に存在し得る。
【００５４】
　図３に示すように、標的核酸は、二本鎖ＤＮＡ分子の形で存在するとき、鎖を分離する
ために変性させる。これは、８０－１０５℃の温度での加熱により達成される。ポリメラ
ーゼ連鎖反応プライマーを次いで添加し、典型的に２０－８５℃で鎖にハイブリダイズさ
せる。熱安定ポリメラーゼ(例えば、サーマス・アクアティクスポリメラーゼ)をまた添加
し、温度を５０－８５℃に調節して、プライマーがハイブリダイズする核酸の長さに沿っ
てプライマーを伸張させる。ポリメラーゼ連鎖反応の伸張相後、得られた二本鎖分子を８
０－１０５℃に加熱し、分子を変性させて鎖を離す。これらのハイブリダイゼーション、
伸張および変性段階は適当なレベルまで標的を増幅させるために何回も反復し得る。
【００５５】
　この方法のポリメラーゼ連鎖反応相が完了すると、連結検出反応相を図３のように始ま
る。二本鎖ＤＮＡ分子として存在する場合、８０－１０５℃、好ましくは９４℃で標的核
酸を変性した後に、標的ヌクレオチド配列の一つの鎖の連結検出反応オリゴヌクレオチド
プローブをリガーゼ(例えば、図３に示すようなサーマス・アクアティクスリガーゼのよ
うな熱安定性リガーゼ)と共に添加する。次いで、オリゴヌクレオチドプローブを標的核
酸分子とハイブリダイズさせ、典型的に４５－８５℃、好ましくは６５℃の温度で共に連
結させる。連結反応の接合部で完全な相補性が存在するとき、オリゴヌクレオチドは共に
連結できる。可変性ヌクレオチドがＴまたはＡのとき、標的ヌクレオチド配列内のＴの存
在は、アドレス可能アレイ特異的部分Ｚ１を有するオリゴヌクレオチドプローブのレポー
ター標識Ｆを有するオリゴヌクレオチドプローブへの連結をもたらし、標的ヌクレオチド
配列内のＡの存在は、アドレス可能アレイ特異的部分Ｚ２を有するオリゴヌクレオチドプ
ローブのレポーター標識Ｆを有するオリゴヌクレオチドへの連結をもたらす。同様に、可
変性ヌクレオチドがＡまたはＧであるとき、標的ヌクレオチド配列内のＴの存在は、アド
レス可能アレイ特異的部分Ｚ４を有するオリゴヌクレオチドプロ－ブのレポーター標識Ｆ
を有するオリゴヌクレオチドへの連結をもたらし、標的ヌクレオチド配列内のＣの存在は
、アドレス可能アレイ特異的部分Ｚ３を有するオリゴヌクレオチドプローブのレポーター
標識Ｆを有するオリゴヌクレオチドへの連結をもたらす。連結に続き、物質を再び変性に
付し、ハイブリダイズ鎖を離す。ハイブリダイゼーション／連結および変性段階は、１回
以上のサイクル(例えば、１から５０サイクル)で行い、標的シグナルを増幅し得る。蛍光
連結産物(およびアドレス可能アレイ特異的部分を有する非連結オリゴヌクレオチドプロ
ーブ)をハイブリダイゼーションにより、アドレス可能アレイの特定のアドレスにおける
Ｚ１、Ｚ２、Ｚ３およびＺ４部分に相補的な捕捉プローブを捕捉する。次いで、連結オリ
ゴヌクレオチドの存在を本来オリゴヌクレオチドの一つに存在する標識Ｆの力で検出する
。図３において、連結産物配列は、アドレス可能アレイ特異的部分Ｚ１およびＺ３と相補
的な捕捉オリゴヌクレオチドを有するアレイとアドレスでハイブリダイズするが、一方、
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アドレス可能アレイ特異的部分Ｚ２およびＺ４を有する非連結オリゴヌクレオチドは、そ
の相補的捕捉オリゴヌクレオチドとハイブリダイズする。しかしながら、連結産物配列の
みが標識Ｆを有するため、その存在のみが検出される。
【００５６】
　図４は、本発明に従ったＰＣＲ／ＬＤＲ法の流れ図であり、特定部位での可能性のある
塩基を特定する。アドレス可能アレイ特異的部分Ｚ１、Ｚ２、Ｚ３およびＺ４に相補的な
アドレスでの蛍光シグナルの出現は、標的ヌクレオチド配列においてそれぞれＡ、Ｇ、Ｃ
およびＴ対立遺伝子の存在を示す。ここで、標的ヌクレオチド配列中のＡおよびＣ対立遺
伝子の存在は、それぞれＺ１およびＺ３部分に相補的な捕捉オリゴヌクレオチドプローブ
を有する固体支持物のアドレスにおける蛍光により示される。図４において、アドレス可
能アレイ特異的部分は識別され得るオリゴヌクレオチドプローブ上にあり、識別され得る
塩基はこれらのプローブの３'末端である。
【００５７】
　図５は、本発明による、二つの近接部位の可能な塩基の存在を検出するためのＰＣＲ／
ＬＤＲ法についての流れ図である。ここで、ＬＤＲプライマーは重複し得るが、接合部で
完全な相補性が存在する限り、まだ連結可能である。このことは、重複プライマーが互い
に妨害する対立遺伝子特異的ＰＣＲのような他の手段とＬＤＲとを区別する。図５におい
て、第１ヌクレオチド位はＡおおびＣ対立遺伝子でヘテロ接合であるが、第２ヌクレオチ
ド位はＧ、ＣおよびＡ対立遺伝子にヘテロ接合である。図４のように、アドレス可能アレ
イ特異的部分は識別され得るオリゴヌクレオチドプローブ上にあり、識別され得る塩基は
これらのプローブの３'末端にある。レポーター基(例えば、蛍光標識)は共通オリゴヌク
レオチドプローブの３'末端である。これは例えば、個々に２つの正常および２つの擬似
遺伝子を有し、イントロン２スプライス部位(ヌクレオチド６５６)で、三つの可能な単一
塩基(Ｇ、ＡおよびＣ)が存在する場合２１ヒドロキシラーゼ遺伝子で可能である。また、
これは薬剤耐性(例えば、ＡＺＴに)株の発生を示すＨＩＶ感染における低発生量変異の検
出にも使用できる。図５に戻って、アドレス可能アレイ特異的部分Ｚ１、Ｚ２、Ｚ３、Ｚ
４、Ｚ５、Ｚ６、Ｚ７およびＺ８に相補的なアドレスでの蛍光シグナルの発生は、Ａおよ
びＣ対立遺伝子でのヘテロ接合部位におけるそれぞれＡ、Ｇ、ＣおよびＴの存在、ならび
にＧ、ＣおよびＴ対立遺伝子でのヘテロ接合部位におけるそれぞれＡ、Ｇ、ＣおよびＴの
存在を示す。
【００５８】
　図６は、本発明に従ったＰＣＲ／ＬＤＲ法の流れ図であり、挿入(プローブの上左セッ
ト)および欠失(プローブの下右セット)が区別できる。左で、正常配列はポリＡ路中に５
つのＡを含む。変異配列は路に付加的な２つのＡの挿入を有する。従って、アドレス可能
アレイ特異的部分Ｚ１(正常配列を意味する)およびＺ３(２塩基対挿入を意味する)を有す
るＬＤＲ産物は、共通プライマーへの連結により蛍光標識される。ＬＤＲ法(例えば、熱
安定性リガーゼ酵素を使用した)はモノヌクレオチド反復における単一塩基の挿入または
欠失の区別が困難ではないが、対立遺伝子特異的ＰＣＲは、３'塩基が両方の対立遺伝子
に関して同じままのため、このような相違を区別できない。右で、正常配列は(ＣＡ)５反
復(即ち、ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡ)である。変異は正常配列より二つ少ないＣＡ塩基を含む
(即ち、ＣＡＣＡＣＡ)。これらはアドレス可能アレイ特異的部分Ｚ８(正常配列を意味す
る)およびＺ６(２ＣＡ欠失を意味する)アドレスでの蛍光ＬＤＲ産物として検出される。
種々の感染作用因子の医薬への耐性は、本発明を使用してまた測定できる。図６において
、Ｚ１およびＺ３に相補的な捕捉オリゴヌクレオチドを有するアドレスでの蛍光標識Ｆに
より示される連結産物配列の存在は、正常および変異ポリＡ配列の両方の存在を証明する
。同様に、Ｚ６およびＺ８に相補的な捕捉オリゴヌクレオチドを有するアドレスでの蛍光
標識Ｆにより示される連結産物配列の存在は、正常ＣＡ反復および一つの反復単位が欠失
した配列の両方の存在を証明する。
【００５９】
　図７は、本発明による、過剰の正常配列存在下での低発生量変異を検出するためのアド
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レス可能アレイ特異的部分を使用したＰＣＲ／ＬＤＲ法の流れ図である。図７は、Ｋ－ｒ
ａｓ遺伝子のコドン１２である、グリシン(“Ｇｌｙ”)をコードする配列ＧＧＴを示す。
アスパラギン酸(“Ａｓｐ”)をコードするＧＡＴへのＧからＡへの変異をわずかな割合の
細胞が含む。野生型(即ち、正常配列)のためのＬＤＲプローブは反応から無くなる。正常
ＬＤＲプローブ(識別できる塩基＝Ｇを有する)が含まれる場合、それらは共通プローブと
連結し、変異標的に由来するシグナルを覆う。代わりに、図７に示すように、アドレス可
能アレイ特異的部分Ｚ４に相補的な捕捉オリゴヌクレオチドを有するアドレスでの蛍光標
識Ｆを有する連結産物配列の存在は、アスパラギン酸コード変異体の存在を示す。
【００６０】
　図８は、本発明による、アドレス可能アレイ特異的部分が共通オリゴヌクレオチドプロ
ーブ上に位置し、区別され得るオリゴヌクレオチドプローブがレポーター標識を有するＰ
ＣＲ／ＬＤＲ法の流れ図である。対立遺伝子相違は異なる蛍光シグナルＦ１、Ｆ２、Ｆ３
およびＦ４により区別可能である。この方法は、各位置がある基で明示されるのが予め分
かるので、対立遺伝子のより濃い使用を可能にする。これは、その発光スペクトルと最小
の重複がある蛍光基を必要とし、多重スキャンを必要とするという欠点を有する。低発生
量の対立遺伝子(例えば、癌関連変異)の検出に理想的には適していない。
【００６１】
　図９は、本発明による隣接および近接の両方の対立遺伝子を検出するＰＣＲ／ＬＤＲ法
の流れ図である。隣接変異は互いにすぐ隣に存在し、オリゴヌクレオチドプローブの１セ
ットが結合の３'末端の塩基を識別し(異なるアドレス可能アレイ特異的部分Ｚ１、Ｚ２、
Ｚ３およびＺ４の使用により)、一方、オリゴヌクレオチドプローブの他のセットが、結
合の５'末端の塩基を識別する(異なる蛍光レポーター標識Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３およびＦ４の
使用により)。図９において、Ｇｌｙおよびアルギニン(“Ａｒｇ”)をそれぞれコードす
る疾病遺伝子(例えば、嚢胞線維症のＣＦＴＲ)のコドンは生殖細胞系変異の候補物である
。図９の検出結果は、Ｇｌｙ(ＧＧＡ；部分Ｚ２および標識Ｆ２を有する連結産物配列に
より示される)がグルタミン酸(“Ｇｌｕ”)(ＧＡＡ；部分Ｚ２および標識Ｆ１を有する連
結産物配列により示される)に変異し、Ａｒｇ(ＣＧＧ；部分Ｚ７および標識Ｆ２を有する
連結産物配列により示される)がトリプトファン(“Ｔｒｐ”)(ＴＧＧ；部分Ｚ８および標
識Ｆ２を有する連結産物配列により示される)に変異している。従って、患者は、化合物
へテロ接合個体(即ち、両方の遺伝子で対立遺伝子変異を有する)であり、この疾病を有し
ている。
【００６２】
　図１０は、本発明に従ったＰＣＲ／ＬＤＲ法の流れ図であり、単一コドンに関して可能
なすべての単一塩基変異を検出する。ほとんどのアミノ酸コドンは３番目の塩基で変性を
し、従って、最初の二つの位置はタンパク質レベルですべての可能な変異を決定できる。
これらのアミノ酸はアルギニン、ロイシン、セリン、スレオニン、プロリン、アラニン、
グリシンおよびバリンである。しかしながら、あるアミノ酸はコドンの全３塩基により決
定され、３個の隣接位置における変異を識別するオリゴヌクレオチドプローブが必要であ
る。図１０に示すように、４つの可能な塩基を３'末端から二番目の位置に含む４つのオ
リゴヌクレオチドを設計することにより、および３'末端に４つの可能な塩基を含む４つ
の捕捉オリゴヌクレオチドを設計することにより、この問題は解決される。レポーター標
識を有する共通オリゴヌクレオチドは、コドン変性に対応し、同じアレイアドレスで捕捉
される異なる連結産物配列を識別する二つの蛍光のみを有する。例えば、図１０に示され
るように、グルタミン(“Ｇｌｕ”)コードコドン(即ち、ＣＡＡおよびＣＡＧ)の存在は、
部分Ｚ１および標識Ｆ２を含む連結産物配列の存在により示される。同様に、Ｇｌｕのヒ
スチジン(“Ｈｉｓ”)コード変異(コドンＣＡＣによりコードされる)の存在は、部分Ｚ１
および標識Ｆ２を有する、および部分Ｚ７および標識Ｆ２を有する連結産物配列の存在に
より示される。プライマーＺ１およびＺ７が同一配列であるという事実のため、このアッ
セイに内部過剰が組み入れられる。
【００６３】
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　本発明の特に重要な態様は、サンプル内の標的ヌクレオチド配列を定量できる能力であ
る。これは内部(即ち、標準確立物質をサンプルと共に増幅および検出するとき)または外
部(即ち、標準確立物質を増幅せず、サンプルと共に検出するとき)であり得る標準を確立
することにより、多くの方法で達成できる。
【００６４】
　一つの定量法に従い、レポーター標識により発生したシグナルを検出する。このシグナ
ルは、分析するサンプルから製造された連結産物配列の捕捉によりもたらされる。このシ
グナルの強度を、既知の量の標的ヌクレオチド配列を有するサンプル内の連結産物配列の
捕捉により発生したシグナルにより製造した目盛曲線と比較する。結果として、分析する
サンプル内の標的ヌクレオチド配列の量が測定できる。この方法は外部標準の使用に関す
る。
【００６５】
　本発明に従った他の定量法は内部標準に関する。ここで、既知量の１以上のマーカー標
的ヌクレオチド配列をサンプルに添加する。さらに、複数のマーカー特異的オリゴヌクレ
オチドプローブセットをリガーゼ、前記のオリゴヌクレオチドプローブセットおよびサン
プルと共に添加して、混合物とする。マーカー特異的オリゴヌクレオチドプローブセット
は、(１)マーカー標的ヌクレオチド配列に相補的な標的特異的部分および固体支持物上の
捕捉オリゴヌクレオチドに相補的なアドレス可能アレイ特異的部分を有する第１オリゴヌ
クレオチドプローブおよび(２)マーカー標的ヌクレオチド配列に相補的な標的特異的部分
および検出可能レポーター標識を有する第２オリゴヌクレオチドプローブを含有する。特
定のマーカー特異的オリゴヌクレオチドセット中のオリゴヌクレオチドプローブは、対応
するマーカー標的ヌクレオチド配列が互いに隣接してハイブリダイズするときに、連結す
るのに適している。しかしながら、サンプルに存在する他のオリゴヌクレオチド配列かま
たは添加したマーカー配列とハイブリダイズするとき、このような連結を妨害するミスマ
ッチがある。固体支持物に捕捉された連結産物配列の存在はレポーター標識の検出により
同定される。次いで、サンプル内の標的オリゴヌクレオチド配列の量を、既知の量のマー
カー標的ヌクレオチド配列から発生した捕捉連結産物の量を捕捉した他の連結産物配列の
量と比較することにより決定する。
【００６６】
　本発明に従った他の定量法は、複数の配列相違を有する２以上の複数の標的ヌクレオチ
ド配列を含むサンプルの分析を含む。ここで、標的ヌクレオチド配列に対応する連結産物
配列は、前記方法により検出および識別される。サンプル内の標的ヌクレオチド配列の相
対的量を、次いで発生した捕捉連結産物配列の相対適量と比較することにより定量する。
これはサンプル内の標的ヌクレオチド配列の相対的レベルの定量測定を提供する。
【００６７】
　本発明のリガーゼ検出反応相は、オリゴヌクレオチド産物増幅を達成するためのリガー
ゼ連鎖反応方法により進められる。この方法は、出典明示により本明細書の一部とするF.
 Barany, et al., “Cloning, Overexpression and Nucleotide Sequence of a Thermost
able DNA Ligase-enoding Gene”, Gene 109：1-11(1991)およびF. Barany, “Genetic D
isease Detection and DNA Amplification Using Cloned Thermostable Ligase”, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 88：189-93(1991)に完全に記載されている。増幅を達成するため
のリガーゼ連鎖反応の代わりに、転写ベース増幅法を使用できる。
【００６８】
　好ましい熱安定リガーゼは、サーマス・アクアティクス由来のものである。この酵素は
この微生物から単離できる。出典明示により本明細書の一部とするM. Takahashi, et al.
,“Thermophillic DNA Ligase”, J. Biol. Chem. 259：10041-47(1984)。あるいは、組
換え的に製造できる。サーマス・アクアティクスリガーゼおよびサーマス・セモフィルス
リガーゼのこのような単離および組換え製造法は、出典明示により本明細書の一部とする
Barany, et al.のＷＯ９０／１７２３９およびF. Barany, et al., “Cloning, Overexpr
ession and Nucleotide Sequence of a Thermostable DNA-Ligase Encoding Gene”, Gen
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e 109：1-11(1991)に記載されている。これらの引用文献はリガーゼおよびそのコードＤ
ＮＡの完全な配列情報を含む。他の適当なリガーゼは、エシェリキア・コリリガーゼ、Ｔ
４リガーゼおよびピロコッカスリガーゼを含む。
【００６９】
　連結増幅混合物はサケ精子ＤＮＡのような担体ＤＮＡを含み得る。
　好ましくは熱ハイブリダイゼーション処理であるハイブリダイゼーション段階は、連結
反応の接合部の識別し得るヌクレオチドを基にしたヌクレオチド配列の間を識別する。標
的ヌクレオチド配列間の相違は、例えば、単一核酸塩基相違、核酸欠失、核酸挿入または
核酸転座であり得る。一個以上の塩基が関与するこのような配列相違もまた検出できる。
好ましくは、オリゴヌクレオチドプローブセットは、実質的に同じハイブリダイゼーショ
ン条件下で標的ヌクレオチド配列にハイブリダイズするように、実質的に同じ長さである
。結果として、本発明の方法は、感染性疾患、遺伝的疾患および癌の検出を可能とする。
環境監視、法医学および食物科学においても有用である。
【００７０】
　広範囲の感染性疾患が本発明の方法で検出できる。典型的に、それらは細菌、ウイルス
、寄生虫および真菌感染作用因子によりもたらされる。種々の感染作用因子の医薬に対す
る耐性もまた本発明を使用して測定できる。
【００７１】
　本発明により検出できる細菌感染作用因子は、大腸菌、サルモネラ菌、赤痢菌、クレブ
シエラ、シュードモナス、リステリア・モノサイトゲネス、マイコバクテリウム・ツベル
クローシス、マイコバクテリウム・アビウム－イントラセルラレ、エルシニア、フランシ
セラ、パスツレラ、ブルセラ、クロストリディア、ボルデテラ・ペルツシス、バクテリア
状物、スタフィロコッカス・アウレウス、スタフィロコッカス・ニューモニア、Ｂ－溶血
性連鎖球菌、コリネバクテリア・レジオネラ、ミコプラズマ、ウレアプラズマ、クラミジ
ア、ナイセリア・ゴノレア、ナイセリア・メニンギティデス、ヘモフィラス・インフルエ
ンザ、エンテロコッカス・ファエカリス、プロテウス・ブルガリス、プロテウス・ミラビ
リス、ヘリコバクター・ピロリ、トレポネマ・パラジウム、ボレリア・ブルグドルフェリ
、ボレリア・レクレンティス、リケッチア病原菌、ノカルディアおよびアクチノマイセテ
スを含む。
【００７２】
　本発明で検出できる真菌感染作用因子は、クリプトコッカス・ネオフォルマンス、ブラ
ストミセス・デルマティティディス、ヒストプラスマ・カプスラタム、コシディオイデス
・イミティス、パラコシシオイデス・ブラシリエンシス、カンジダ・アルビカンス、アス
ペルギルス・フミガウトゥス、フィマイセテス(リゾプス)、スポロスリックス・シェンキ
ー、クロモマイコシスおよびマドゥロマイコシスを含む。
【００７３】
　本発明により検出できるウイルス感染作用因子は、ヒト免疫不全ウイルス、ヒトＴリン
パ球好性ウイルス、肝炎ウイルス(例えば、Ｂ型肝炎ウイルスおよびＣ型肝炎ウイルス)、
エプスタイン－バールウイルス、サイトメガロウイルス、ヒト乳頭腫ウイルス、オルソミ
クソウイルス、パラミクソウイルス、アデノウイルス、コロナウイルス、ラブドウイルス
、ポリオウイルス、トガウイルス、ブニャウイルス、アレナウイルス、ルベラウイルスお
よびレオウイルスを含む。
【００７４】
　本発明により検出できる寄生虫作用因子は、プラスモジウム・ファルシパルム、プラス
モジウム・マラリア、プラスモジウム・ビバックス、プラスモジウム・オバレ、オンコベ
ルバ・ボルブルス、レイシュマニア、トリパノソーマ種、シストソーマ種、エンタモエバ
・ヒストリティカ、クリプトスポリジウム、ギアルディア種、トリコモナス種、バラチジ
ウム・コリ、ウシェレリア・バンクロフティ、トキソプラスマ種、エンテロビウス・バー
ミクラリス、アスカリス・ルンブリコイデス、トリシュリス・トリシウラ、ドラクンクル
ス・メディネシス、吸虫類、ジフィロボスリウム・ラトゥム、タエニア種、ニューモシス
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ティス・カリニおよびネカター・アメリカニスを含む。
【００７５】
　本発明はまた感染作用因子による医薬耐性の検出にも有用である。例えば、バンコマイ
シン耐性エンテロコッカス・ファエシウム、メチシリン耐性スタフィロコッカス・アウレ
ウス、ペニシリン耐性ストレプトコッカス・ニューモニアエ、多剤耐性マイコバクテリウ
ム・ツベルクローシスおよびＡＺＴ耐性ヒト免疫不全ウイルスを本発明によりまた同定で
きる。
【００７６】
　遺伝的疾患もまた本発明の方法により検出できる。これは染色体および遺伝的異常のた
めの出生前スクリーニングまたは遺伝的疾患のための出生後スクリーニングにより行い得
る。検出可能な遺伝的疾患の例は：２１ヒドロキシラーゼ欠損症、嚢胞線維症、フラジレ
Ｘ症候群、ターナー症候群、デュシェンヌ型筋ジストロフィー、ダウン症候群または他の
トリソミー、心臓疾患、単一遺伝子疾患、ＨＬＡタイピング、フェニルケトン尿症、鎌状
赤血球性貧血、テイ・サックス病、サラセミア、クラインフェルター症候群、ハンチント
ン病、自己免疫疾患、リピドーシス、肥満欠損、血友病、代謝の先天性異常および糖尿病
を含む。
【００７７】
　本発明の方法により検出できる癌は、一般的にオンコジーン、腫瘍抑制遺伝子またはＤ
ＮＡ増幅、複製、組換えまたは修復に関与する遺伝子を含む、これらの例は：ＢＲＣＡ１
遺伝子、ｐ５３遺伝子、家族性大腸ポリポーシス、Her2/Neu増幅、Bcr/Abl、Ｋ－ｒａｓ
遺伝子、ヒト乳頭腫ウイルスタイプ１６および１８、白血病、大場癌、乳癌、肺癌、前立
腺癌、脳腫瘍、中枢神経系腫瘍、膀胱癌、黒色腫、肝臓癌、骨肉腫および他の骨癌、精巣
および卵巣癌、ＥＮＴ腫瘍およびヘテロ接合性の損失を含む。
【００７８】
　環境監視の領域で、本発明は、天然および工学的生態系ならびに都市廃棄水浄化システ
ムおよび貯水槽中または生物改善を行っている汚染領域のような微小生態系における病原
性および常在性微生物の検出、同定および追跡に使用できる。新陳代謝生体異物であり得
る遺伝子を含むプラスミドの検出もまた可能であり、集団機能的研究における特異的標的
微生物の追跡、または環境的および工学的植物における遺伝的に修飾された微生物の検出
、同定または追跡をする。
【００７９】
　本発明は、また、軍務上の人的あるいは犯罪上の検査、父親検定および家族関係解析の
ためのヒト同定、ＨＬＡ適合性タイプ分類、および汚染に関する血液、精液または移植臓
器のスクリーニングを含む種々の領域または法医学領域で使用できる。
【００８０】
　食物および飼料産業において、本発明は広範囲の適用を有する。例えば、ビール、ワイ
ン、チーズ、ヨーグルト、パン等の製造のための酵母のような製造生物の同定および特徴
付けのために使用できる。使用の他の領域は汚染に対する産物および処理(例えば、家畜
、滅菌および肉処理)の品質コントロールおよび保証に関する。他の使用は、育種目的の
植物、球根および種子の特徴付け、植物特異的病原体の同定および種々の家畜感染の検出
および同定を含む。
【００８１】
　望ましくは、オリゴヌクレオチドプローブは、連結反応の接合部における完全相補性の
ため、対応する標的ヌクレオチド配列と互いに隣接してハイブリダイズするとき、連結反
応の接合部で互いに連結するのに適している。しかしながら、セット中のオリゴヌクレオ
チドプローブがサンプル内に存在する他のヌクレオチド配列とハイブリダイズするとき、
連結を妨害する連結反応の接合部の塩基ミスマッチがある。最も好ましくは、ミスマッチ
は連結反応の接合部の３'塩基に隣接した塩基である。あるいは、ミスマッチは連結反応
の接合部に隣接した塩基であり得る。
【００８２】



(19) JP 5855195 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

　本発明の方法は１００アトモルから２５０フェムトモルの量の第１および第２のヌクレ
オチド配列の検出が可能である。ＬＤＲ段階を一次ポリメラーゼ指向増幅段階と組み合わ
せることにより、本発明の全過程が、サンプル内の１分子の少なさの標的ヌクレオチド配
列を検出できる。更に、しばしばピコモル量であるＰＣＲ修飾産物は上記範囲内に容易に
希釈し得る。リガーゼ検出反応は、マッチした連結産物配列の割合の.００５より少ない
ミスマッチ連結産物配列の形成の割合を達成する。
【００８３】
　連結反応相が完了すると、捕捉反応相が開始される。捕捉相の間、混合物は４５－９０
℃の温度で、６０分までの時間で固体支持物と接触する。ハイブリダイゼーションは容量
排除またはカオトロピック剤の添加により加速し得る。アレイが数ダースから数百のアド
レスから成る場合、正確な連結産物が適当なアドレスにハイブリダイズする機会を有する
ことが重要である。これは、使用する高温でのオリゴヌクレオチドの熱移動、アレイ表面
と接触する液体の機械的移動、または電場によるアレイを交差したオリゴヌクレオチドの
移動により達成し得る。ハイブリダイゼーション後、アレイを連続して低ストリンジェン
シー洗浄緩衝液で、次いで高ストリンジェンシー洗浄緩衝液で洗浄する。
【００８４】
　安定な形態でハイブリダイズする捕捉オリゴヌクレオチドおよびアドレス可能なヌクレ
オチドを選択することが重要である。これには、捕捉オリゴヌクレオチドがアドレス可能
アレイ特異的部分とハイブリダイズするよりも低い温度で、オリゴヌクレオチドセットが
標的ヌクレオチド配列とハイブリダイズするように、オリゴヌクレオチドセットおよび捕
捉ヌクレオチドを配列させることが必要である。オリゴヌクレオチドがこの形態に設計さ
れていないと、標的とハイブリダイズする同じオリゴヌクレオチドセット由来の隣接未反
応オリゴヌクレオチドの捕捉により、擬似陽性シグナルがもたらされることがある。
【００８５】
　検出反応相は、特定のオリゴヌクレオチドセットの連結が起こるときに走査および同定
をなし、連結を試験サンプル内の標的オリゴヌクレオチドの存在・不存在と相関せしめる
ことを含む。走査は走査電子顕微鏡、共焦顕微鏡、電化結合装置、走査透過電子顕微鏡、
赤外線顕微鏡、原子力顕微鏡、電気的コンダクタンスおよび蛍光または燐光造影により行
うことができる。相関処置はコンピューターで行う。
【００８６】
　本発明の他の態様は、固体支持物上にオリゴヌクレオチドのアレイを形成する方法に関
する。この方法は、オリゴヌクレオチドの結合にそれぞれ適した位置のアレイを有する固
体支持物の提供を含む。固体支持物にオリゴヌクレオチドを結合させるのに適したリンカ
ーまたは支持物(好ましくは非加水分解可能)をそれぞれのアレイの位置で固体支持物に結
合させる。固体支持物上のオリゴヌクレオチドのアレイは、マルチマーヌクレオチドの付
着のための選択したアレイ位置を活性化すること、および活性化アレイ位置でのマルチマ
ーヌクレオチドを付着することの一連のサイクルによって形成される。
【００８７】
　本発明の更に別の態様は、固体支持物上のオリゴヌクレオチドのアレイそれ自体に関す
る。固体支持物はオリゴヌクレオチドの結合にそれぞれ適したアレイを有する。固体支持
物にオリゴヌクレオチドを結合させるのに適したリンカーまたは支持物(好ましくは非加
水分解可能)を各アレイの位置で固体支持物に結合させる。オリゴヌクレオチドのアレイ
は、１６ヌクレオチドより大きいオリゴヌクレオチドにより占められているアレイ位置の
少なくともいくつかにより固体支持物上に配置される。
【００８８】
　アレイ形成法において、異なるマルチマーオリゴヌクレオチドセット由来のマルチマー
オリゴヌクレオチドを固体支持物上の異なるアレイ位置に結合する。結果として、固体支
持物は異なる位置に結合したマルチマーオリゴヌクレオチドの異なるグループのアレイの
位置を有する。
【００８９】
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　１,０００の異なるアドレスが、ＬＤＲオリゴヌクレオチドプローブの標的特異的配列(
例えば、約２０から２５量体)に共有的に結合した独特な捕捉オリゴヌクレオチド配列(例
えば、２４量体)であり得る。捕捉オリゴヌクレオチドプローブ配列は標的配列またはサ
ンプルに存在し得るゲノムの他の配列のいずれとも相同性を有しない。このオリゴヌクレ
オチドプローブを次いでそのアドレス可能アレイ特異的部分、即ちアドレス可能な固体支
持物アレイ上の捕捉オリゴヌクレオチドと相補的な配列により捕捉する。この概念は例え
ば、ｐ５３　Ｒ２４８変異の検出のための二つの可能なフォーマット(図１３Ａ－Ｂ)に表
される。
【００９０】
　図１３Ａ－Ｂにおいて、図の上部はｐ５３腫瘍抑制遺伝子のコドン２４８における生殖
細胞系変異の存在を同定するために設計したオリゴヌクレオチドプローブの二つの別な形
態を示す。野生型配列はアルギニン(Ｒ２４８)をコードし、一方、癌変異はトリプトファ
ン(Ｒ２４８Ｗ)をコードする。図の下部は捕捉オリゴヌクレオチドの模式図である。太い
水平線はアドレス可能アレイと接触する膜または固体表面を示す。細い曲線は柔軟性リン
カーアームを示す。やや太い線はＣからＮ方向で固体表面に結合した捕捉オリゴヌクレオ
チド配列を示す。説明の目的のために捕捉オリゴヌクレオチドを垂直に書き、Ｂ部分のリ
ンカーアームが“伸びている”ように見えるようにした。アームが柔軟であるので、捕捉
オリゴヌクレオチドは、塩基対相補性により指図されるように、各場合に５'とＣおよび
３'とＮでハイブリダイズ可能である。ヌクレオチドハイブリダイゼーションの同じ指向
が、オリゴヌクレオチドがＮ末端で膜に付着している場合に可能である。この場合、ＤＮ
Ａ／ＰＮＡハイブリダイゼーションが標準逆向き平衡５'から３'および３'から５'である
。他の修飾糖－リン酸骨格が同様の形態で使用される。図１３Ａは、３'末端に識別し得
る塩基ＣまたはＴを含むことにより、野生型および変異のｐ５３を識別するように設計し
た二つのＬＤＲプライマーを示す。正確な標的ＤＮＡおよびＴｔｈリガーゼの存在下で、
識別し得るプローブは共通下流オリゴヌクレオチドに共有的に結合する。下流オリゴヌク
レオチドは蛍光標識される。識別し得るオリゴヌクレオチドはそれぞれの各５'末端の独
特なアドレス可能アレイ特異的部分Ｚ１およびＺ２の存在により識別する。黒点線は標的
依存的連結が起こっていることを示す。連結後、アレイのユニークなアドレスにおけるア
ドレス可能アレイ特異的部分の相補性により、オリゴヌクレオチドプローブを捕捉し得る
。連結および未反応の両方のオリゴヌクレオチドプローブをオリゴヌクレオチドアレイに
より捕捉する。未反応蛍光標識共通プライマーおよび標的ＤＮＡを続いて高温(約６５℃
から８０℃)および低塩で洗い流す。変異シグナルはアドレス可能アレイ特異的部分Ｚ１
に相補的な捕捉オリゴヌクレオチドでの蛍光シグナルの検出により識別されるが、野生型
シグナルはアドレス可能アレイ特異的部分Ｚ２に相補的な捕捉オリゴヌクレオチドで見ら
れる。ヘテロ接合性がアドレス可能アレイ特異的部分Ｚ１およびＺ２に相補的な捕捉オリ
ゴヌクレオチドでの等しいシグナルにより示される。シグナルは蛍光イメージ剤を使用し
て定量し得る。このフォーマットは、各対立遺伝子に関して独特なアドレスを使用し、低
レベルのシグナル(３０から１００アトモルのＬＤＲ産物)の非常に正確な検出の達成に好
ましい。図１３Ｂは、識別可能なシグナルが蛍光イメージ剤を使用して定量し得ることを
示す。このフォーマットは、５'末端に異なる蛍光基Ｆ１およびＦ２を有することにより
オリゴヌクレオチドプローブが識別されるユニークなアドレスを使用する。いずれのオリ
ゴヌクレオチドもその３'末端にアドレス可能アレイ特異的部分Ｚ１を含む共通下流オリ
ゴヌクレオチドプローブに連結し得る。この形態で、野生型および変異の両方のＬＤＲ産
物はアレイの同じアドレスで捕捉され、その異なる蛍光で識別される。この形態はアレイ
のより有効な使用を可能にし、可能性のある多くの生殖細胞系変異の検出を試みる場合に
好ましいことがある。
【００９１】
　固体支持物は広範囲の物質から製造できる。基材は、生物学的、非生物学的、有機、無
機、またはこれらの組み合わせであり得、粒子、鎖、沈殿物、ゲル、薄板、管、球体、容
器、毛細管、パッド、切片、フィルム、プレート、スライド、ディスク、膜等として存在



(21) JP 5855195 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

する。基材は、ディスク、立方体、円などの簡便な形を有し得る。基材は好ましくは平ら
であるが、種々の別の表面アレイを取り得る。例えば、基材は合成が行われる盛り上がっ
たまたは窪んだ領域を含み得る。基材およびその表面は好ましくは、固い支持物を形成し
、その上でここに記載の反応が行われる。基材およびその表面はまた適当な光吸収特性を
提供するために選択される。例えば、基材は重合化ラングミュア・ブロッドゲットフィル
ム、機能化ガラス、Ｓｉ、Ｇｅ、ＧａＡｓ、ＧａＰ、ＳｉＯ２、ＳｉＮ４、修飾シリコン
または(ポリ)テトラフルオロエチレン、(ポリ)ビニリデンジフロリド、ポリスチレン、ポ
リカーボネート、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリビニルクロライド、ポリ(メチル
アクリレート)、ポリ(メチルメタクリレート)またはこれらの組み合わせのような種々の
ゲルまたはポリマーの一つであり得る。他の基材は、本明細書のレビューにより当業者に
は容易に明らかである。好ましい態様において、基材は平ガラスまたは一結晶シリコンで
ある。
【００９２】
　ある態様に従い、基材の表面は所望の表面特性を提供するために既知の方法でエッチン
グする。例えば、溝、ｖ－溝、メサ構造、盛り上がったプラットホーム等の形により、蛍
光源からの光回収の最大化のための反射“鏡”構造等と共に、合成領域が衝突光の焦点内
により近く置かれ得る。
【００９３】
　固体支持物表面は、通常、常にではないが、基材と同じ物質で構成される。従って、表
面は広範囲の材料、例えばポリマー、プラスチック、セラミックス、ポリサッカライド、
シリカまたはシリカベース物質、炭素、金属、無機ガラス、膜またはこれらの複合物から
構成され得る。表面は基材表面にしっかりと付着している結合膜により官能化される。好
ましくは、表面官能性はシラノール、オレフィン、アミノ、ヒドロキシル、アルデヒド、
ケト、ハロ、アシルハライドまたはカルボキシル基のような反応性基である。ある場合、
このような官能性は基材に先在する。例えば、シリカベース材料はシラノール基を有し、
ポリサッカライドはヒドロキシル基を有し、合成ポリマーは、それらが製造されたモノマ
ーに依存して、広範囲の官能基を含み得る。あるいは、基材が所望の官能基を含まない場
合、このような基は基材に一回以上の段階で結合させ得る。
【００９４】
　適当に修飾されたガラス、プラスチックを含む種々の商品として入手可能な物質または
炭水化物の表面または種々の膜を使用できる。物質に依存して、表面官能基(例えば、シ
ラノール、ヒドロキシル、カルボキシル、アミノ)は始めから(恐らく、コーティングポリ
マーの一部として)存在し得、または官能基の導入のために別の段階(例えば、プラスマア
ミノ化、クロム酸酸化、官能化側鎖アルキルトリクロロシランでの処置)が必要である。
ヒドロキシル基は数回の方法により安定なカルバメート(ウレタン)結合に包含されること
になる。アミノ官能基は直接アシル化されるが、一方カルボキシル基は、例えば、Ｎ,Ｎ'
－カルボニルジイミダゾールまたは水溶性カルボジイミドで活性化し、アミノ官能化化合
物と反応させる。図１１に示すように、固体支持物は出発官能基Ｘを有する膜または表面
であり得る。官能基の変形は(必要に応じて)種々の方法で行い得、共有結合において基Ｙ
＊の一つの対を意味する基Ｘ＊を提供する。図１１はＰＥＧ(即ち、ポリエチレングリコ
ール)の合体を特に示すが、反応の同じレパートリーが炭水化物(ヒドロキシルを有する)
、リンカー(カルボキシルを有する)および／または適当な官能基(アミノまたはカルボキ
シル)で伸張されているオリゴヌクレオチドの結合に使用される(いかに必要であろうとも
)。ある場合、基Ｘ＊またはＹ＊は予備活性化される(別の反応で単離可能な種)；あるい
は、活性化がその場で起こる。図１１に記載のようなＰＥＧに関して、ＹおよびＹ＊は同
じ(同一二官能性)または異なり(異種二官能性)得る；後者の場合、Ｙは化学的に更に制御
するために保護できる。非反応アミノ基は、アセチル化またはサクシニル化により遮断さ
れ、過剰な非ハイブリダイズＤＮＡを“防止する”中性または陰性の電荷環境を確実にす
る。装電レベルは標準的分析法により測定できる。出典明示により本明細書の一部とする
Fields, et al., “Principles and Practice of Solid-Phase Peptide Synthesis”, Sy
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k, p. 77-183(1992)。
【００９５】
　官能基をシリカベース支持物表面に適用させる一つの試みは、所望の官能基(例えば、
オレフィン、アミノ、ヒドロキシル、アルデヒド、ケト、ハロ、アシルハライドまたはカ
ルボキシル)を有する分子か、または所望の官能基含有の他の分子Ｂに結合できる分子Ａ
を有する分子かのいずれかでシラン化することである。前者の場合、ガラスまたはシリカ
ベース固体支持物の、例えばアミノ基での官能化は、３－アミノプロピルトリエトキシシ
ラン、３－アミノプロピルメチルジエトキシシラン、３－アミノプロピルジメチルエトキ
シシラン、３－アミノプロピリジトリメトキシシラン、Ｎ－(２－アミノエチル)－３－ア
ミノプロピルメチルジメトキシシラン、Ｎ－(２－アミノエチル－３－アミノプロピル)ト
リメトキシシラン、アミノフェニルトリメトキシシラン、４－アミノブチルジメチルメト
キシシラン、４－アミノブチルトリエトキシシラン、アミノエチルアミノメチルフェニル
トリメチルシランまたはこれらの混合物のようなアミン化合物と反応させることにより、
行う。後者の場合、分子Ａは好ましくはビニル、アクリレート、メタクリレートまたはア
リルのようなオレフィン基を含み、分子Ｂはオレフィン基および所望の官能基を含む。こ
の場合、分子ＡおよびＢを共に重合化させる。ある場合、シラン化表面を修飾して、その
特性を修飾することが望ましい(例えば、生体適合性を付与するため、および機械的安定
性を増加させるため)。これは分子Ｂと共にオレフィン分子Ｃの付加により達成でき、分
子Ａ、ＢおよびＣを含むポリマーネットワークを製造する。
【００９６】
　分子Ａは下記の式により定義される：
【化１】

〔式中、
Ｒ１はＨまたはＣＨ３；
Ｒ２は(Ｃ＝Ｏ)－Ｏ－Ｒ６、官能置換基を有するかまたは有しない脂肪族基、官能置換基
を有するかまたは有しない芳香族基もしくは官能置換基を有するかまたは有しない混合脂
肪族／芳香族基；
Ｒ３はＯ－アルキル、アルキルまたはハロゲン基；
Ｒ４はＯ－アルキル、アルキルまたはハロゲン基；
Ｒ５はＯ－アルキル、アルキルまたはハロゲン基；そして
Ｒ６は官能置換基を有するかまたは有しない脂肪族基、官能置換基を有するかまたは有し
ない芳香族基もしくは官能置換基を有するかまたは有しない混合脂肪族／芳香族基である
〕。分子Ａの例は、３－(トリメトキシシリル)プロピルメタクリレート、Ｎ－［３－(ト
リメトキシシリル)プロピル]－Ｎ'－(４－ビニルベンジル)エチレンジアミン、トリエト
キシビニルシラン、トリエチルビニルシラン、ビニルトリクロロシラン、ビニルトリメト
キシシランおよびビニルトリメチルシランを含む。
【００９７】
　分子Ｂは上記の一個以上の官能基を含むモノマーであり得る。分子Ｂは下記の式により
定義される：
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【化２】

〔式中、
(ｉ)Ｒ１はＨまたはＣＨ３、
Ｒ２は(Ｃ＝Ｏ)、そして
Ｒ３はＯＨまたはＣｌ
または
(ii)Ｒ１はＨまたはＣＨ３そして
Ｒ２は(Ｃ＝Ｏ)－Ｏ－Ｒ４、官能置換基を有するかまたは有しない脂肪族基、官能置換基
を有するかまたは有しない芳香族基もしくは官能置換基を有するかまたは有しない混合脂
肪族／芳香族基；そして
Ｒ３はＯＨ、ＣＯＯＨ、ＮＨ２、ハロゲン、ＳＨ、ＣＯＣｌまたは活性化エステルのよう
な官能基；そして
Ｒ４は官能置換基を有するかまたは有しない脂肪族基、官能置換基を有するかまたは有し
ない芳香族基もしくは官能置換基を有するかまたは有しない混合脂肪族／芳香族基である
〕。分子Ｂの例は、アクリル酸、アクリルアミド、メタクリル酸、ビニル酢酸、４－ビニ
ル安息香酸、イタコン酸、アリルアミン、アリルエチルアミン、４－アミノスチレン、２
－アミノエチルメタクリレート、塩化アクリロイル、塩化メタクリロイル、クロロスチレ
ン、ジクロロスチレン、４－ヒドロキシスチレン、ヒドロキシメチルスチレン、ビニルベ
ンジルアルコール、アリルアルコール、２－ヒドロキシエチルメタクリレートまたはポリ
(エチレングリコール)メタクリレートを含む。
【００９８】
　分子Ｃは分子Ａ、分子Ｂまたは両方に重合化でき、所望により上記の一個以上の官能基
を有し得る分子であり得る。分子Ｃはアクリル酸、メタクリル酸、ビニル酢酸、４－ビニ
ル安息香酸、イタコン酸、アリルアミン、アリルエチルアミン、４－アミノスチレン、２
－アミノエチルメタクリレート、塩化アクリロイル、塩化メタクリロイル、クロロスチレ
ン、ジクロロスチレン、４－ヒドロキシスチレン、ヒドロキシメチルスチレン、ビニルベ
ンジルアルコール、アリルアルコール、２－ヒドロキシエチルメタクリレート、ポリ(エ
チレングリコール)メタクリレート、メチルアクリレート、メチルメタクリレート、エチ
ルアクリレート、エチルメタクリレート、スチレン、１－ビニルイミダゾール、２－ビニ
ルピリジン、４－ビニルピリジン、ジビニルベンゼン、エチレングリコールジメタクリア
リレート、Ｎ,Ｎ'－メチレンジアクリルアミド、Ｎ,Ｎ'－フェニレンジアクリルアミド、
３,５－ビス(アクリロイルアミド)安息香酸、ペンタエリスリトールトリアクリレート、
トリメチロールプロパントリメタクリレート、ペンタエリスリトールテトラアクリレート
、トリメチロルプロパンエトキシレート(１４／３ＥＯ／ＯＨ)トリアクリレート、トリメ
チロルプロパンエトキシレート(７／３ＥＯ／ＯＨ)トリアクリレート、トリエチルプロパ
ンプロポキシレート(１ＰＯ／ＯＨ)トリアクリレートまたはトリメチオルプロパンプロポ
キシレート(２ＰＯ／ＰＨトリアクリレート)のようなモノマーまたはクロスリンカーであ
り得る。
【００９９】
　一般に、官能基は支持物に最後に結合するオリゴヌクレオチドの出発点として働く。こ
れらの官能基は、リンカーまたはハンドルの使用として考えられるように、固体支持物に
付着する有機基と反応性であるか、またはこのような基と反応性であるように修飾できな
ければならない。官能基はまた支持物に種々の所望の特性を付与する。
【０１００】
　固体支持物の(必要であれば)官能化の後、相補的オリゴヌクレオチド捕捉プローブの担
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体部位として作用し得る活性化官能基を含む適合したポリマーネットワークを支持物に接
合できる。この方法の利点は、捕捉プローブのキャパシティーがこのように明白に増加し
、一方、中間固体から液体相の物理的特性が良好に制御できることである。最適化の対象
であるパラメーターは、官能基含有モノマーのタイプおよび濃度ならびに使用するクロス
リンカーのタイプおよび相対的濃度を含む。
【０１０１】
　官能性支持物の表面は好ましくはリンカー分子の層を備えるが、リンカー分子は本発明
の必須要件でないことは理解されるであろう。リンカー分子は、好ましくは完全な支持物
内のポリマーを、支持物にさらされた分子と自由に相互作用させるのに充分な長さである
。リンカー分子は充分な暴露を提供するために６－５０原子長でなければならない。リン
カー分子は、例えば、アリールアセチレン、２－１０モノマー単位を有するエチレングリ
コールオリゴマー、ジアミン、二酸、アミノ酸またはこれらの組み合わせであり得る。
　別の態様に従って、リンカー分子はその親水性／疎水性特性に基づいて選択され、ある
受容体に対する合成ポリマーの提示を改善する。例えば、親水性受容体の場合、親水性リ
ンカー分子は好ましくは受容体が合成ポリマーにより密接に近づくことを可能とする。
【０１０２】
　他の別の態様に従って、リンカー分子はまた中間位置に光開裂可能基を備える。光開裂
可能基は、好ましくは保護基と異なる波長で開裂される。これは、異なる光の波長にさら
す方法により、合成の完了後に種々のポリマーの除去を可能にする。
【０１０３】
　リンカー分子は、例えば(ポリ)トリフルオロクロロエチレン表面を使用して、炭素－炭
素結合を介して、または好ましくはシロキサン結合(例えば、ガラスまたは酸化シリコン
表面を使用して)により支持物に付着できる。支持物の表面とのシロキサン結合は、一つ
の態様において、トリクロロシリル基を担持するリンカー分子の反応を介して形成され得
る。リンカー分子は、所望により規則正しい配置で、即ち、重合化モノマーの頭基の一部
として結合し得る。別の態様において、リンカー分子は支持物の表面に吸着される。
【０１０４】
　ＤＮＡまたはＰＮＡ合成のための出発リンカーの付着前に、相補的官能化を有するＰＥ
Ｇスペーサーを挿入することはしばしば望ましい。出典明示により本明細書の一部とする
G. Barany, et al., “Novel. Polyethylene Glycol-polystyrene(PEG-PS) Graft Suppor
ts for Solid-phase Peptide Synthesis”, C. H. SchneiderおよびA. N. Eberle.編, Le
iden, The Netherlands：Escom Science Publishers 267-268(1993)；Zalipsky, et al.,
 “Preparation and Application of Polyethylene Glycol-polystyrene Graft Resin Su
pports for Solid-phase Peptide Synthesis”, Reactive Polymers, 22：243-58(1994)
；J. M. Harris編, “Poly(Ethylene Glycol)Chemistry：Biotechnical and Biomedical 
Applications”,(1992), Plenum Press：New York。同様に、デキストラン層を必要に応
じて挿入できる。出典明示により本明細書の一部とするCass, et al., “Pilot, A New P
eptide Lead Optimization Technique and Its Application as a General Library Meth
ods, in Peptides - Chemistry, Structure and Biology：Proceedings of the Thirteen
th American Peptides Symposium”, R. S. HodgesおよびJ. A. Smith, 編(1994), Escom
：Leiden, The Netherlands；Lofas et al., “A Novel Hydrogel Matrix on Gold Surfa
ce Plasma Resonance Sensors for Fast and Efficient Covalent Immobilization of Li
gands”, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1526-1528(1990)。特に好ましいリンカーは、
インドール部分の有効なそして特異的なトラップのために、トリス(アルコキシ)ベンジル
カルボニウムイオンと希酸である。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、合成され、アミノ酸残
基トリプトファンで終わり、トリス(アルコキシ)ベンジルエステル(過敏酸不安定(“ＨＡ
Ｌ”))またはトリス(アルコキシ)ベンジルアミド(“ＰＡＬ”)リンカーにより修飾された
支持物に有効に結合することができる(出典明示により本明細書の一部とする[F. Alberic
io, et al., J. Org. Chem., 55：3730-3743(1990)；F. AlbericioおよびG. Barany, Tet
rahedron Lett., 32：1015-1018(1991)]。他の有効な急速化学反応は、チオールとブロモ
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アセチルまたはマレイミド官能基の反応を含む。一つの変法において、アミノ官能化ＤＮ
Ａの末端をブロモ酢酸無水物で修飾し、ブロモアセチル官能を支持物上の容易に確立され
るチオール基により捕捉する。あるいは、プローブの末端に結合したＮ－アセチル、Ｓ－
トリチルシステイン残基は、開裂および脱保護後、遊離チオールを提供し、それは支持物
上のマレイミド基により捕捉される。図１２に示すように、化学的合成プローブはいずれ
の末端でも伸張できる。提案の化学反応を更に変えることは容易にできる。図１２Ａはプ
ローブのアミノ基がブロモ酢酸無水物により修飾されていることを示す；ブロモアセチル
官能は支持物上のチオール基により捕捉される。図１２Ｂは、プローブの末端に結合した
Ｎ－アセチル、Ｓ－トリチルシステインが、開裂および脱保護後、遊離チオール基を提供
し、それを支持物上のマレイミド基により捕捉することを示す。図１２Ｃはオリゴトリプ
トファニル末端(ｎ＝１から３)を含むプローブを示し、これはＨＡＬ－修飾固体支持物の
希酸での処理後に捕捉される。
【０１０５】
　本発明のアレイを製造するために、固体支持物はＤＮＡオリゴヌクレオチドまたはＰＮ
Ａオリゴマーで充填されていなければならない。これは前合成プローブの結合または支持
物上の直接組み立ておよび側鎖脱保護(オリゴマーの遊離無しの)により達成される。更に
、支持物環境は有効なハイブリダイゼーションを可能にするようなものであることが必要
である。この目的のために、二つの因子を同定し得る：(ｉ)支持物の充分な親水特性(例
えば、ＰＥＧまたは炭水化物分子)および(ii)プローブを支持物骨格から離す柔軟性リン
カーアーム(例えば、ヘキサエチレンオキシドまたは長いＰＥＧ鎖)。多くの明示する“平
表面”が分子レベルではかなり厚いことは注意すべきである。最後に、支持物物質は非特
異的結合または固有の蛍光による明白な背景シグナルを提供しない。
【０１０６】
　本明細書で使用されるリンカー分子およびモノマーには官能基をつけ、それに保護基を
結合させる。好ましくは保護基は、基質の反対側にあるリンカー分子の遠位末端またはタ
ーミナル末端上である。この保護基は、負の保護基（即ち、暴露時にリンカー分子とモノ
マー分子との反応性を低くする保護基）または正の保護基（即ち、暴露時にリンカー分子
とモノマー分子との反応性を高くする保護基）のいずれでもあり得る。負の保護基の場合
、更に再活性化工程が必要とされる。幾つかの実施態様では、加熱により再活性化が行わ
れる。
【０１０７】
　リンカー分子上の保護基は、広範囲の正の光反応基から選択でき、好ましくは、ｏ－ニ
トロベンジル誘導体またはベンジルスルホニルなどのニトロ芳香族化合物がある。好まし
い実施態様では、６－ニトロベラトリルオキシカルボニル（"ＮＶＯＣ")、２－ニトロベ
ンジルオキシカルボニル（"ＮＢＯＣ")、ベンジルオキシカルボニル（"ＢＯＣ")、フルオ
レニルメトキシカルボニル（"ＦＭＯＣ")、またはα,α－ジメチル－ジメトキシベンジル
オキシカルボニル（"ＤＤＺ"）が使用される。一実施態様では、ニトロ基に対しオルソの
位置にベンジル水素を含有するニトロ芳香族化合物、即ち、式：
【化３】

式中、Ｒ１はアルコキシ、アルキル、ハロ、アリール、アルケニルまたは水素であり；Ｒ

２はアルコキシ、アルキル、ハロ、アリール、ニトロまたは水素であり；Ｒ３はアルコキ
シ、アルキル、ハロ、ニトロ、アリールまたは水素であり；Ｒ４はアルコキシ、アルキル
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、水素、アリール、ハロまたはニトロであり；Ｒ５はアルキル、アルキニル、シアノ、ア
ルコキシ、水素、ハロ、アリールまたはアルケニルである、の化合物を使用している。使
用できるその他の物質には、ｏ－ヒドロキシ－α－メチルシンナモイル誘導体がある。光
除去可能な保護基は、例えば、Patchornik, J.Am.Chem.Soc.92:6333(1970)およびAmit et
 al.,J.Org.Chem.39:192(1974)に記載されており、両方とも出典明示により本明細書の一
部とする。
【０１０８】
　別の実施態様では、正の反応基を溶液中で試薬と反応させるために活性化させる。例え
ば、カルボニルに結合させる場合、５－ブロモ－７－ニトロインドリン基は４２０nmに露
光すると反応を受ける。
【０１０９】
　第２の別の実施態様では、リンカー分子上の反応基は、シンナメート基を含む広範囲の
負の光反応基から選択される。
【０１１０】
　あるいは、この反応基は、電子ビームリトグラフィー、Ｘ線リトグラフィーまたはその
他の放射線照射により活性化または誘導体化される。電子ビームリトグラフィーに適した
反応基はスルホニル基である。例えば、電流源へ暴露するなどのその他の方法を使用して
もよい。他の反応基および活性化法もこの開示内容を考慮して使用できる。
【０１１１】
　結合分子は、例えば、半導体産業では知られた、例えば、Sze,VLSI Technology,McGraw
-Hill(1983)およびMead et al.,Introduction to VLSI Systems,Addison-Wesley(1980)、
出典明示により全て本明細書の一部とする、に記載のタイプの光リトグラフィー技術を用
いて適切なマスクを介して露光するのが好ましい。この光は、基質が保護基の除去に必要
な光波長に対して透過性である限り、保護基含有表面または基質の後面に向けることがで
きる。
【０１１２】
　マスクは、一実施態様では、不透明材の層で選択的に被覆した透過性支持物質である。
基質表面上に所望の精密なパターンで不透明材を残して、不透明材の一部を除去する。こ
のマスクは、基質表面に直接的に接触させる。マスクの“開口部”は、基質から光除去可
能な保護基を除去したい基質上の位置に対応する。整列（Alignment）は、整列マークを
精密使用して、前述のパターン形成工程で連続マスクを塗布するという常用の整列技術を
用いて実施でき、または、もっと精巧な技術を用いてもよい。例えば、Flanders et al.,
"A New Interferometric Alignment Technique."App.Phys.Lett.31:426-428(1977)、出典
明示により本明細書の一部とする、に記載の技術などのインターフェロメトリー技術を使
用してもよい。
【０１１３】
　基質に与える光のコントラストを増強するために、幾つかの実施態様によればマスクと
基質の間にコントラスト増強材を提供するのが望ましい。このコントラスト増強層は、キ
ノンジアジドなどの光分解される分子または、対象の波長で一時的に漂白される物質から
構成され得る。物質の一時漂白により、光の透過力が大きくなり、それによってコントラ
ストが増強する。別法として、クラッディングしたファイバーオプティクス束によりコン
トラスト増強を提供することもできる。
【０１１４】
　光は、常用の白熱光源、レーザー、レーザーダイオードなどに由来するものであり得る
。非平行化光源を使用するならば、厚層または多層マスクを提供して、基質上に光が分散
するのを防ぐのが望ましい場合もある。更に幾つかの実施態様では、合成を制御するため
に異なる波長に対して感受性の基を利用するのが望ましい場合もある。例えば、異なる波
長に対して感受性の基を用いることにより、ポリマー合成における分枝位置を選択するこ
と、またはある種のマスキング工程を排除することが可能である。
【０１１５】
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　別法として、変調レーザーまたはダイオード光源下で基質を変質（translated）させる
こともできる。このような技術は、例えば、Feyrer et al.の米国特許第４,７１９,６１
５号、出典明示により本明細書の一部とする、に議論されている。別の実施態様では、レ
ーザー電流測定スキャナーを利用する。その他の実施態様では、常用の液体結晶（以下、
“光バルブ”と称する）またはファイバーオプティクス光源上でまたはこれと接触させて
合成を行うこともできる。液体結晶を適切に変調することにより、光を選択的に制御して
、光を基質の所定の領域に接触させることができる。あるいは、光を選択的に与える光フ
ァイバー列の末端で合成を行ってもよい。露光位置を制御するその他の手段は、当業者に
は明らかであろう。
【０１１６】
　ペプチド合成用リンカーおよびハンドルの開発は、Fields, et al.,"Principles and P
ractice of Solid-Phase Peptide Synthesis,"Synthetic Peptides:A User's Guide, G.G
rant, Editor.W.H.Freeman and Co.:New York,p.77-183(1992);G.Barany,et　al.,"Recen
t Progress on Handles and Supports for Solid-phase Peptide Synthesis"，Peptides-
Chemistry,Structure and Biology;Proceedings of the Thirteenth American Peptide S
ymposium,R.S.Hodges and J.A.Smit
h,Editor,Escom Science Publishers:Leiden,The Netherlands pp.1078-80(1994)、
【０１１７】
出典明示により本明細書の一部とする、に記載されている。このテクノロジーはＤＮＡお
よびＰＮＡにも容易に拡大可能である。特に対象となるのは、ＰＡＬ（Albericio,et al.
,"Preparation and Application of the 5-(4-(9-Fluorenylmethyloxycarbonil)Aminomet
hyl-3,5-Dimethoxyphenoxy)Valeric Acid(PAL)Handle for the Solid-phase Synthesis o
f C-terminal Peptide Amides under Mild Conditions,”J.Org.Chem.,55:3730-3743(199
0)、出典明示により本明細書の一部とする）およびエステル(ＨＡＬ)(Albericio,et al.,
"Hypersensitive Acid-labile(HAL)Tris(alkoxy)Benzyl Ester Anchoring for Solid-pha
se Synthesis of Protected Peptides Segments,“Tetrahedron Lett.,32:1015-1018(199
1)、出典明示により本明細書の一部とする)リンケージの開発であり、これらは酸により
切断する際にそれぞれ、いわゆるセグメント縮合（segment condensation）アプローチ用
の基礎単位（building blocks）として使用できるＣ－末端ペプチドアミドおよび保護ペ
プチド酸を提供する。ＰＡＬまたはＨＡＬリンケージの切断により酸において生成した安
定化カルボニウムイオンは、トリプトファニル－ペプチドに奪われる。この反応はペプチ
ド合成に有害であり、適切なスカベンジャーの使用により（一部）妨害可能であるが、オ
リゴ－Ｔrp－末端標識ＤＮＡおよびＰＮＡ分子をＨＡＬ－修飾表面により化学的に捕捉す
るという積極的な応用性を有する。
【０１１８】
　当分野ではオリゴヌクレオチドアレイを作る数種のアプローチが認識されている。Sout
hern,et al.,"Analyzing and Comparing Nucleic Adia Sequences by Hybridization to 
Array of Oligonucleotides:Evaluation using Experimental Models",Genomics，13:100
8-1017(1992);Fodor, et al.,"Multiplexed Biochemical Assays with BiologicalChips"
，Nature,364:555-556(1993);Khrapko, et al.,"A Method for DNA Sequencing by Hybri
dization with Oligonucleotide Matrix",J.DNA Seq.Map.,1:375-388(1991);Van Ness, e
t al.,"A Versatile Solid Support System for Oligodeoxynucleoside Probe-based Hyb
ridization Assays",Nucleic Acids Res.,19:3345-3550(1991);Zhang,et al.,"Single-ba
se Mutational Analysis of Cancer and Genetic Diseases Using Membrane Bound Modif
ied Oligonucleotides",Nucleic Acids Res.,19:3929-3933(1991);K.Beattie,"Advances 
in Genosensor Research",Clin.Chem.41(5);700-06(1995)、出典明示により本明細書の一
部とする。これらのアプローチは、３つのカテゴリーに分けることができる：(ｉ）標準
法によるオリゴヌクレオチドの合成および空間的アレイにおけるその一度で一つずつの付
着；(ii）短いオリゴヌクレオチドを合成するためのシリコンチップ上での光リトグラフ
ィーマスク法および光化学的脱保護（Fodor,et al.,"Multiplexed Biochemical Assays w
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ith Biological Chips",Nature,364:555-556(1993)およびR.J.Lipshutz,et a.,"Using Ol
igonucleotide Probe Arrays To Assess Genetic Diversity",Biotechniques 19:442-447
(1995)、出典明示により本明細書の一部とする）および（iii)非マスク領域に単一塩基を
添加することによる、短いオリゴヌクレオチドを合成するための物理的マスキング（Sout
hern, et al.,"Analyzing and Comparing Nucleic Acid Sequences by Hybridization to
 Arrays of Oligonucleotides:Evaluation Using Experimental Models",Genomics,13:10
08-1017(1992)；Maskos,et al.,"A Study of Oligonucleotide Reassociation Using Lar
ge Arrays of Oligonucleotides Synthesised on a Glass Support",Nucleic Acids Res.
,21:4663-4669(1993)、出典明示により本明細書の一部とする）。
【０１１９】
　オリゴヌクレオチドアレイ、なかには２５６もの独立アドレスを含有するものもある、
の構築についてはかなりの進歩があったが、これらの方法は、特定のＤＮＡ配列をハイブ
リダイゼーションにより検出するにはあまり好ましくない。より具体的には、より長いオ
リゴヌクレオチドを含有するアレイは、現在、単に一度に一アドレスを付着させることに
より合成できるが、そのため、可能なサイズが限定される。連続してオリゴヌクレオチド
を付着させる現今の方法ではおよそ１時間かかるので、１,０００アドレスのアレイには
、２４時間無休で調製しても４０日以上必要である。８ないし１０量体の短いオリゴヌク
レオチドを含有するアレイは、単一塩基の相違を効率よく検出するにはもっと長い分子が
必要とされるため、商業的応用性をもたない。
【０１２０】
　これらの従来法は、依然として、本発明検出法のオリゴヌクレオチドのアレイを担持す
る該支持物の製造に有用であり得る。しかしながら、より好ましいアプローチがある。
【０１２１】
　相対的に小さいが十分に定義された領域においてオリゴヌクレオチドまたはＰＮＡオリ
ゴマーを良好に充填した固体支持物を製造するのが望ましい。現在、市販されている蛍光
イメージ剤は、５０μｍ平方ピクセル当たり３アトモル程度の低いシグナルを検出できる
。従って、アレイ上の妥当なサイズのアドレスまたは"スポット”は、約４×４ピクセル
または２００μｍ平方である。ＣＣＤ検出の場合、より小さいアドレスを用いてもよい。
このようなアドレスの検出限界は、“スポット”当たり約４８アトモルであり、これは蛍
光ＤＮＡ配列決定機を用いる場合の検出限界１００アトモルに匹敵する。２００μｍ平方
当たり充填できるオリゴヌクレオチドの容量は、潜在的シグナル対ノイズ比率の指標を与
える。２０ｆモルを充填すると、シグナル対ノイズ比率約４００対１を与え、２００フェ
ムトモルであると、優れたシグナル対ノイズ比率約４０００対１が可能である。オリゴヌ
クレオチドまたはＰＮＡオリゴマーは、可撓性“リンカーアーム”上および簡易ハイブリ
ダイゼーション用の固体支持物の“外側”または“表面”上にあるべきである。支持物は
、非蛍光性であるべきであり、ハイブリダイゼーションとも干渉せず、非特異的結合によ
る高いバックグラウンドシグナルも与えないものであるべきである。
【０１２２】
　固体支持物上の相補的捕捉オリゴヌクレオチドアドレスは、ＤＮＡまたはＰＮＡのいず
れかであり得る。ＰＮＡ／ＤＮＡ二重らせんはＤＮＡ／ＤＮＡ二重らせんよりもかなり強
いため、ＰＮＡベースの捕捉は、約１℃／塩基対程度、ＤＮＡベースの捕捉よりも好まし
い。M.Egholm,et al.,"PNA Hybridizes to Complementary Oligonucleotides Obeying th
e Watson-Crick Hydrogen-bonding Rules",Nature,365:566-568(1993)、出典明示により
本明細書の一部とする。従って、Ｔｍ＝７２℃の２４量体ＤＮＡ／ＤＮＡ二重らせんの場
合、対応する一つのＰＮＡ鎖との二重らせんは、"予想”Ｔｍ＝９６℃を有する(上記“経
験則”は、得られた融解点が８０℃以上であり、あまり正確でないので、実際の融解点は
僅かに低いかもしれない。）さらに、ＤＮＡ／ＤＮＡとＰＮＡ／ＤＮＡとの融解温度の差
は、低塩ではより顕著になる。
【０１２３】
　ＤＮＡ／ＤＮＡ二重らせんの融解温度は、[４n(Ｇ・Ｃ)＋２m(Ａ・Ｔ)]℃として見積も
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ることができる。捕捉オリゴヌクレオチドと、Ｇ・Ｃ／Ａ・Ｔ含量の差から生じるもう一
方とハイブリダイズしたその相補的アドレス可能なアレイ特異的部分とから形成される二
重らせん間のＴｍ差を狭めることにより、オリゴヌクレオチド捕捉を最適化できる。チミ
ンの位置で５－プロピニル－dＵを使用すると、ＤＮＡ二重らせんのＴｍは一置換当たり
１.７℃平均で増大する。Froehler, et al.,"Oligonucleotides Containing C-5 Propyne
 Analogs of 2'-deoxyuridine and 2'-deoxycytidine,"Tetrahedron Lett.,33:5307-5310
(1992)およびJ.Sagi,et al.,Tetrahedron Letters,34:2191(1993)、出典明示により本明
細書の一部とする。捕捉図式におけるこれと同一の置換は、このような二重らせん成分間
のＴｍ差を下げ、二重らせん全てのＴｍを上げるべきである。下記の構造式を有する５－
プロピニル－dＵのホスホルアミダイト誘導体は、出典明示により本明細書の一部とした
前述のFroehlerおよびSagiの文献に従い調製できる。
【０１２４】
【化４】

Ｆmocアミノ保護基を持つ５－プロピニルウラシルＰＮＡモノマーは、下記の合成により
製造できる（ここで、ＤＭＦはＮ,Ｎ'－ジメチルホルムアミドであり、ＤＣＣはＮ,Ｎ'－
ジシクロヘキシルカルボジイミド、ＨＯＢtは１－ヒドロキシベンゾトリアゾールであり
、ＴＨＦはテトラヒドロフランである)：

【化５】

Egholm et al.,"Peptide Nucleic Acids (PNA).Oligonucleotide Analogues with an Ach
iral Peptide Backbone",J.Am.Chem.Soc.,114:1895-1897(1992)およびEgholm,et al.,"Re
cognition of Guanine and Adenine in DNA by Cytosine and Thymine Containing Pepti
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de Nucleic Acids (PNA)",J.Am.Chem.Soc.,114:9677-9678(1992)、出典明示により本明細
書の一部とする、に記載の方法を用いる。上記の合成図式は、５－プロピニルウラシル塩
基成分を持つＰＮＡモノマーの製造を説明するものである。まず、ヨード酢酸を用いて５
－ヨードウラシルをアルキル化し、次いで、プロピニル基をＰd／Ｃu触媒により塩基部分
に結合させる。この図式中の残りの工程は、上記文献の方法に従う。これらのモノマーは
、合成ＤＮＡおよびＰＮＡ鎖中に組み込むことができる。
【０１２５】
　アレイを合成する好ましい一般的な方法には２つある。第１の方法では、全長ＤＮＡオ
リゴヌクレオチドまたはＰＮＡオリゴマーが好ましく、これを続いて固体支持物または膜
に共有結合させる。第２の方法では、続いて固体支持物に多量体を加えることにより、特
別に設計したＰＮＡオリゴマーまたはＤＮＡオリゴヌクレオチドを構築する。これらの多
量体を固体支持物または膜表面上の特定の列またはカラムに加える。得られた“チェッカ
ーボード”パターンは、全長ＰＮＡまたはＤＮＡのユニークのアドレス可能なアレイを創
製する。
【０１２６】
　図１４－１６は、全長ＤＮＡオリゴヌクレオチドまたはＰＮＡオリゴマーを製造し、続
いて、それらの全長分子を固体支持物に結合させる異なる方法を示す。
【０１２７】
　図１４Ａ－Ｅは、個々の全長オリゴヌクレオチドを方眼中の適切な位置に結合させるこ
とにより、ＤＮＡまたはＰＮＡオリゴヌクレオチドのアレイを構築する方法を示している
。図１４Ａのアレイは、オリゴヌクレオチドをアレイ表面の１６の２００μｍ×２００μ
ｍ領域に結合させた場合に作られるオリゴヌクレオチドパターンを示す。それぞれ個々の
２００μｍ×２００μｍ領域は、表面に結合させているユニーク配列と共にＤＮＡまたは
ＰＮＡを含有する。個々の正方形区画領域は、２００μｍほど隣の区画と離れている。従
って、図１４Ａのアレイは、３mmずつの領域において６４（８×８）の異なるオリゴヌク
レオチドを支持することができる。アレイの構築を多重にするために、８００μｍ間隔で
離した１６の区画をその特異的オリゴヌクレオチドに同時に結合させる。そのため、図１
４Ｂ－１４Ｅに示したように、８×８方眼を４機械工程のみで構築してもよい。これらの
図表では、黒四角は、この合成工程において変更している位置を示し、斜線付け四角は、
より早い段階で合成される領域を示す。第１工程（図１４Ｂ）は、オリゴヌクレオチドを
Ａ１、Ｅ１、Ｉ１、Ｍ１、Ａ５、Ｅ５、Ｉ５、Ｍ５、Ａ９、Ｅ９、Ｉ９、Ｍ９、Ａ１３、
Ｅ１３、Ｉ１３およびＭ１３位置に同時に固定化する。次の工程（図１４Ｃ）では、機械
を再編成してカラムＣにて開始する。列１が完了したら、次の工程（図１４Ｄ）を列３で
開始する。最終的に、残った１６オリゴヌクレオチドを固定化して、８×８の方眼を完了
する（図１４Ｅ)。こうして、８×８アレイの構築は、個々のスポット反応を６４回行う
代わりに、４つの合成工程に減らすことができる。この方法は、容易に拡張されるもので
あり、同時に９６のオリゴマーをスポットできる装置を用いて迅速により大きいアレイを
構築することができる。
【０１２８】
　図１５Ａ－Ｅは、図１４に記載のアレイ構築プロセスの展望図を示す。図１５Ａ－Ｅに
は、４つの異なる２４量体を同時にスポットできる機械を用いた４×４（１６）アレイの
構築を図示している。まず、図１５Ａに示すように、機械にＡ１、Ｅ１、Ａ５およびＥ５
位置で４つのオリゴマーを付ける。次に、図１５Ｂに示すように、機械を水平に動かし、
Ｃ１、Ｇ１、Ｃ５およびＧ５位置で４つのオリゴマーを付ける。次に、図１５Ｃに示すよ
うに、機械の位置を変え、Ａ３、Ｅ３、Ａ７およびＥ７の位置で４つのオリゴマーを付け
る。最後に、図１５Ｄに示したように、機械にＣ３、Ｇ３、Ｃ７およびＧ７位置で残り４
つのオリゴマーを付ける。完了したアレイは、図１５Ｅの展望図に示したように、１６の
２４量体を含有する。
【０１２９】
　図１６Ａ－Ｃは、図１４に示したように、１６の異なるオリゴヌクレオチドをアレイ方
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。上側図（図１６Ａ）の黒四角は、空間的に互いに６００μｍほど離れた１６の２００μ
ｍ×２００μｍ領域を示す。図示した装置は、異なるオリゴヌクレオチドを含有する管を
アレイ上の異なる位置の上のロート型チャンバーに充填することができる１６の投入窓を
持つ。この装置の側面図（図１６Ｂ－Ｃ、それぞれ線１６Ｂ－１６Ｂおよび１６Ｃ－１６
Ｃに沿っている）は、ロート型チャンバー４がこの装置下のアレイ上の適切な領域と一直
線に並ぶことを示している。更に、２つのバルブ６と８（図１６Ａ－Ｃの格子柄四角）は
、１６の独立した反応チャンバーにおいて液体流を制御する。一方のバルブ６は、投入窓
１０から液体が入るのを制御するのに対し、もう一方のバルブ８は、真空ライン１２に取
付けて、反応チャンバー４を充填および洗浄できるようにする。この装置を、まずアレイ
の適切な２００μｍ×２００μｍ領域上に並べる。次に、装置全体をアレイにしっかりと
押し付けて、各位置の上に閉鎖反応チャンバーを形成する。アレイの上には各位置の周辺
に設けた１０μｍ隆起Ｒが存在するので、アレイ上の隣接領域にオリゴマーが漏出するの
を防ぐ緊密封止を確実に形成できる。次に、真空ライン１２のバルブ８を開け、一方で、
溶液投入窓１０のバルブ１０を閉める。こうして、反応チャンバー４から空気を除去し、
チャンバー内を陰圧状態にする。その後、真空ライン１２のバルブ８を閉め、溶液投入窓
１０のバルブ１０を開ける。陰圧のため、溶液は反応チャンバー４内へ流れる。このプロ
セスは、反応チャンバー内に気泡が形成する可能性を排除し、さらに２００μｍ×２００
μｍ領域にわたるオリゴヌクレオチドの分布も確実にする。オリゴヌクレオチドを活性化
アレイ表面に結合させた後、投入バルブ６を閉じ、真空ライン１２のバルブ８を開けて、
装置をアレイ表面から持ち上げて、反応チャンバーから余分な溶液を完全に除去する。第
２の装置は、ここでアレイ上の次の１６位置に再編成され得る。
【０１３０】
　図１５ないし２６は、ＰＮＡまたはＤＮＡ、マルチマーをそれぞれ連続して固体支持物
に添加することによる、固体支持物上でのＰＮＡオリゴマーまたはＤＮＡオリゴヌクレオ
チドの異なる構築様式を示す。
【０１３１】
　マルチマーでアレイを組立てる一例として、このようなアセンブリーはテトラマーを用
いて達成できる。４つの塩基をテトラマーとして配列できる可能な２５６（４４）通りの
中でも、ユニーク配列を持つ３６種が選択できる。選択したテトラマーはそれぞれ、その
他のものとは少なくとも２塩基異なり、２つの二量体が互いに相補であることはない。更
に、アドレスの自己対形成またはヘアピン形成により生じるテトラマーは排除されている
。
【０１３２】
　最終的なテトラマーは、表１に挙げており、適当に１から３６の番号を付けた。このテ
トラマーのユニークセットは、時々、所望の２４量体捕捉オリゴヌクレオチドアドレス配
列の設計単位として使用される。この構造は、段階的（一度に一塩基）または集中的（テ
トラマー基礎単位）合成手法により組立てることができる。その他のセットのテトラマー
も上記の規則にしたがって設計され得る。セグメントアプローチは、テトラマーに唯一限
定されるというものではなく、他の単位、すなわち、ダイマー、トリマー、ペンタマーま
たはヘキサマーも使用できる。
【０１３３】
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【表１】

　テトラマーの番号付図式により、数字６つの列として各アドレスを略式表記できること
に注意（例えば、下記表２の第２欄)。３６テトラマーのユニークセット（表１）から設
計される２４量体アドレスの概念により、起こり得る構造は非常に多数であり得る。３６
６＝２,１７６,７８２,３３６。
【０１３４】
　図１７は、お互いに少なくとも２塩基異なる３６のテトラマーのうち考えられる多くの
設計の一つを示す。チェッカーボードパターンは、考えられる２５６のテトラマー全てを
示す。１つの四角は、チェッカーボードの左側の最初の２塩基とそれに続く上側の２塩基
を表す。各テトラマーは、お互いに少なくとも２塩基異なっていなればならず、非相補性
であるべきである。テトラマーは、白四角で示しており、その相補物は、(番号)'として
挙げている。従って、相補的配列ＧＡＣＣ(２０）およびＧＧＴＣ(２０'）は、このスキ
ームでは相互に相いれないものである。更に、テトラマーは、非パリンドローム性、例え
ば、ＴＣＧＡ（暗色斜線付き四角）であり、かつ非反復性、例えば、ＣＡＣＡ（上部左か
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ら下部右の暗色斜線付き四角）でなければならない。３６のテトラマーとほんの１塩基ず
つ異なるその他全ての配列に明灰色の陰を付けている。４つの潜在的なテトラマー（白四
角）は、それらが全てＡ・ＴまたはＧ・Ｃ塩基のいずれかであるので選択されなかった。
しかしながら、下記に示したように、Ａ・Ｔ塩基のＴｍ値は、ほぼＧ・Ｃ塩基レベルまで
上げることができる。従って、全てのＡ・ＴまたはＧ・Ｃ塩基テトラマー（白四角のもの
を含む）は、テトラマー設計に使用できる可能性がある。更に、チミンは、捕捉オリゴヌ
クレオチドアドレス配列内で、並びに、オリゴヌクレオチドプローブアドレス可能アレイ
特異的部分において使用する場合、５－プロピルウリジンで置換してもよい。これにより
、Ａ・Ｔ塩基対のＴｍが～１.７℃増大する。そのため、個々のテトラマーのＴｍ値は、
およそ１５.１℃ないし１５.７℃であるべきである。全長２４量体のＴｍ値は、９５℃ま
たはそれ以上であるべきである。
【０１３５】
　この概念を例示説明するために、３６のテトラマー配列６つのサブセットを使用してア
レイ：１＝ＴＧＣＧ；２＝ＡＴＣＧ；３＝ＣＡＧＣ；４＝ＧＧＴＡ；５＝ＧＡＣＣ；およ
び６＝ＡＣＣＴを構築した。このユニークセットのテトラマーは、必要な２４量体アドレ
ス可能なアレイ特異的部分および２４量体相補的捕捉オリゴヌクレオチドアドレス配列の
設計単位として使用できる。この実施態様は、５つのアドレス可能なアレイ特異的部分（
表２に挙げた配列）の合成を含む。テトラマーの番号付けスキームにより、数字６つの列
（"Zip code"と称する）として各部分（"Zip #"と称する）を略式表記できることに注意
。
【０１３６】

【表２】

これらのオリゴマーはそれぞれ、その５'末端に酸化ヘキサエチレンリンカーアームを含
有し［P.Grossman,et al.,Nucl.Acids Res.,22:4527-4534(1994)、出典明示により本明細
書の一部とする］、ガラススライドまたは別の材料の表面への結合に適したアミノ官能基
を末尾に持つ。コンジュゲーション法は、遊離の表面官能基によって変わる［Y.Zhang, e
t al.,Nucleic Acids Res.,19:3929-3933(1991)およびZ.Guo, et al.,Nucleic Acids Res
.,34:5456-5465(1994)、出典明示により本明細書の一部とする]。
【０１３７】
　合成オリゴヌクレオチド（正常かつ相補的方向、捕捉ハイブリダイゼーション用または
ハイブリダイゼーション／ライゲーション用のいずれか）を天然塩基またはヌクレオチド
類似体のいずれかを用いてＤＮＡまたはＰＮＡのいずれかとして調製する。天然塩基に対
して完全な相補性を持つこのような類似体対はともかくＴｍ値（例えば、５－プロピニル
－ウラシル）を増大する。
【０１３８】
　捕捉オリゴヌクレオチドはそれぞれ、交差反応性の機会を最小化するために実質的な配
列相違性を持つ－－図１７および表１参照。段階的合成を実施して一度に塩基を導入する
よりもむしろ、保護ＰＮＡテトラマーを基礎単位として使用できる。これらは、調製容易
であり、対応する保護オリゴヌクレオチド中間体は、内部ヌクレオチドホスフェートリン
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ケージを更に保護する必要がある。所定のアドレスでの２４量体の構築は、段階的合成と
比較して、全収率が改善される見込みのある６つの合成工程しか必要としない。このアプ
ローチは、全体的に、支持物上の失敗配列（failure sequence）の存在を排除しており、
それはモノマーを一度に表面へ一つずつ加える場合に生じることがある。従って、前述の
技術とは反対に、偽シグナル（false signal）の確率は低い。更に、各アドレスの失敗配
列は短くて少なくとも４塩基が不足しているため、これらが正確なハイブリダイゼーショ
ンを妨害したり、不正確なハイブリダイゼーションを導く危険はない。この見識もまた、
“キャッピング”工程が必要でないことを意味する。
【０１３９】
　下記に説明するように、マスキング技術により、幾つかのアドレスを同時に作ることが
可能である。このアレイ製造プロセスの直接的な結果として、更に幾つかの利点が注目さ
れる。各２４量体アドレスは、その最も近隣の２４量体と３テトラマー、または少なくと
も６塩基異なる。低塩では、ＰＮＡ／ＤＮＡハイブリッドにおけるそれぞれの塩基不適合
（ミスマッチ）が融解温度を８℃下げる。このため、正確なＰＮＡ／ＤＮＡハイブリダイ
ゼーションのＴｍは、不正確なハイブリダイゼーションよりも高く、少なくとも４８℃で
ある。また、近隣の２４量体は１２量体ずつ離れており、これらは、どれともハイブリダ
イズせず、検出プロフィールにおいて“デッド”ゾーンと呼ばれる。ＰＮＡアドレスは、
でこぼこした再利用可能なアレイを得る。
【０１４０】
　下記の説明は、３６のユニークＰＮＡテトラマーの調製を開示し、そのアレイを調製す
るための機械的／化学的方法を示す。この技術を使用して、ＰＮＡ２４量体の２５アドレ
スを持つ５×５アレイを作ることができる。あるいは、３６のテトラマー全てを組み込ん
で、１,２９６アドレスのフルサイズのアレイを作ることもできる。
【０１４１】
　図１８Ａ－Ｇは、ユニーク２４量体アドレスの５×５アレイを作るためのＰＮＡテトラ
マーの添加を示す模式図である。この製造装置は、マルチチャンバー装置を表面９０゜回
転させることにより、各カラムまたは列にＰＮＡテトラマーを添加することができる。循
環多岐管（circular manifold）は、テトラマー付加の循環置換を可能にする。そのため
、複雑なユニークアドレスも単純なアルゴリズムを用いてつくることができる。まず、テ
トラマー添加では、ＰＮＡテトラマー、１、２、３、４および５を、それぞれ、図１８Ａ
に示したように、５つのカラムそれぞれにおいてその表面に連結させる。チャンバーを９
０゜回転させた後、図１８Ｂに示したように、ＰＮＡテトラマー６、５、４、３および２
を隣接列に加える。第３段階で、図１８Ｃに示したように、テトラマー３、４、５、６お
よび１（循環置換に注意）をカラムに加える。第４段階では、図１８Ｄに示したように、
テトラマー２、１、６、５および４を隣接列に加えるなど。このプロセスは、後の図２３
Ｅ－Ｇに示した方法で継続する。図の下には、各位置でユニーク２４量体を作るテトラマ
ー配列を示している。中列の配列１－４－３－６－６－１；２－４－４－６－１－１；３
－４－５－６－２－１；４－４－６－６－３－１および５－４－１－６－４－１は、表２
に全長で示している。循環置換方式でのテトラマーの添加を用いて、より大きいアレイを
作ることができる。テトラマー添加は、循環パターンに限定する必要はなく、その他多く
の組み合わせで添加して、お互いにすくなくとも３テトラマー異なる、これは少なくとも
６塩基と解釈する、ユニークアドレスを形成できる。
【０１４２】
　本発明は、対立遺伝子特異的ＰＣＲ、分別的ハイブリダイゼーション、またはハイブリ
ダイゼーションによる塩基配列を用いた既存の変異検出法に比べて大きい特異性を有する
。これらの方法は、２つの類似のオリゴヌクレオチドで単－塩基の違いを区別するのに、
ハイブリダイゼーションのみに依存している。そういったハイブリダイゼーションについ
てのノイズに対するシグナルの割合は、アレイにおける２つの最も近似する捕捉オリゴヌ
クレオチドでなされるものよりも顕著に低い。横３列、縦３列でテトラマー付加を変える
ようにアドレスを設計すると、得られるアドレスは、その近傍のものに比して少なくとも
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３つのテトラマーが異なることになる。各テトラマーは、他のテトラマーと少なくとも２
塩基異なるため、得られるアドレスは他のアドレスとは少なくとも６塩基異なる。しかし
ながら、実際には、大部分のアドレスで、非常に多くの塩基が他のほとんどのアドレスと
異なる。
【０１４３】
　この点について下記の２つのアドレスジップ12およびジップ14を用いて説明する。これ
らの２つのアドレスは、図１８および２０（後程、言及）に示した２５アドレスの中で最
も関係がある。これら二つのアドレスは、すべての変更位置（下線で表示）においてテト
ラマーを共通して有している。
ジップ 12（2-4-4-6-1-1）＝24量体
５’－ＡＴＣＧ ＧＧＴＡ ＧＧＴＡ ＡＣＣＴ ＴＧＣＧ ＴＧＣＧ－３’
ジップ 14（4-4-6-6-3-1）＝24量体
５’－ＧＧＴＡ ＧＧＴＡ ＡＣＣＴ ＡＣＣＴ ＣＡＧＣ ＴＧＣＧ－３’
【０１４４】
　加えて、それらは１２ヌクレオチド帯を共通して有し、最後の４つ（下線で表示）が共
通である。：
ジップ 12（2-4-4-6-1-1）＝24量体
５’－ＡＴＣＧ ＧＧＴＡ ＧＧＴＡ ＡＣＣＴ ＴＧＣＧ ＴＧＣＧ－３’
ジップ 14（4-4-6-6-3-1）＝24量体
５’－ＧＧＴＡ ＧＧＴＡ ＡＣＣＴ ＡＣＣＴ ＣＡＧＣ ＴＧＣＧ－３’
【０１４５】
　何れの表示においてもオリゴヌクレオチド間に少なくとも８の違いがある。下線のヌク
レオチドにおけるジップ12またはジップ14に相補的なオリゴヌクレオチドは、低温（例え
ば３７℃）でこれらのアドレスの両者とハイブリダイズできるが、完全に相補的なオリゴ
ヌクレオチドのみが高い温度（例えば７０℃）でハイブリダイズする。
【０１４６】
　さらに、ジップ３等の他の捕捉オリゴヌクレオチドにおいて、共通ヌクレオチドの数は
かなり少ない（下線で示す）。
ジップ 12（2-4-4-6-1-1）＝24量体
５’－ＡＴＣＧ ＧＧＴＡ ＧＧＴＡ ＡＣＣＴ ＴＧＣＧ ＴＧＣＧ－３’
ジップ 3（3-6-5-2-2-3）＝24量体
５’－ＣＡＧＣ ＡＣＣＴ ＧＡＣＣ ＡＴＣＧ ＡＴＣＧ ＣＡＧＣ－３’
【０１４７】
　従って、ハイブリダイゼーションにおいてジップ12とジップ３とを識別する能力は、い
ずれの既存の方法を使ってなすものよりも非常に大きい。
【０１４８】
　縦列または横列のどちらかにＰＮＡテトラマーを運送する前に、図１９Ａの修飾ガラス
またはシリコンの表面上に、変更チャンバーおよび壁（それぞれ200μｍの厚さ）を有す
るマルチ－チャンバー装置を押し付ける。チャンバー間の漏れを無くすべく、10μｍのリ
ッジ（黒線）を作るために表面をエッチングする。最初に、可変性スペーサー（リンカー
）を配列表面に付着する。第１工程では、図１９Ｂに示すようにＰＮＡテトラマー１、２
、３、４および５を５つの縦列の表面にそれぞれ連結する。次いでマルチ－チャンバー装
置を９０゜回転する。図１９Ｃに示すように、テトラマー６、５、４、３および２を隣接
の横列に付加する。その操作を合計３回繰り返し、24量体のＰＮＡオリゴマーを合成する
。得られた横列および縦列内の各完全24量体は、ユニークＰＮＡ配列となり、それゆえ所
望のアドレス可能アレイとなる。短いオリゴヌクレオチド配列は、同じ方向での３ラウン
ドの合成から得られる半分の長さ12量体を表す。各24量体は３テトラマーが近傍のものと
異なり、各テトラマーは他のものと少なくとも２塩基異なるので、各24量体は、隣のもの
と少なくとも６塩基（すなわち、２５％のオリゴヌクレオチドの違い）異なることになる
。そのため、誤ったアドレスは、２４塩基中に６ミスマッチを有する。それゆえ、特に７
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５－８０℃のハイブリダイゼーションの条件では誤りのアドレスにおいて捕捉されない。
加えて、特に短い12量体配列が格子上のどれかの24量体配列内にみられる一方で、アドレ
ス可能アレイ－特異的部分は５０℃以上では12量体配列とハイブリダイズしない。
【０１４９】
　開始表面が遊離アミノ基を含み、非切断性アミド連鎖がＰＮＡのＣ末端を支持体に結合
し、ＰＮＡ鎖がそのアドレスで維持されるように、直交側鎖脱保護が完全セグメント縮合
アッセンブリー上で行われなければならない。簡単なマスキング装置が、200μｍ間隙、2
00μｍバリアーを含むように設計されて、各５テトラマーを個々の横列において固体支持
物と結合せしめる（図２０Ａ）。テトラマーの第１セットを付加した後、マスキング装置
を９０゜回転させ、５テトラマーの第２セットを加える（図２０Ｂ）。これはケーキに砂
糖の衣を横列にかけ、その後、縦列にかけることに例えることができる。横列と縦列の交
点ではより砂糖の衣がかかり、同様に各交点ではユニーク配列であるオクタマーができる
こととなる。合計６サイクル、この手順の繰り返しによりユニークな24量体を含む２５の
正方形ができ、残りの正方形には通常の12量体が含まれている（図２０Ｃおよび２１Ａ-
Ｇ）。シリコンまたはガラスには、シールをきっちりと確実にする10μｍのリッジを含み
、チャンバーは減圧状態となる。環状の多岐管（図２６）は、５横列（または縦列）に運
ぶ前に６テトラマーの環状順列をする。この設計により、幾つかの配列が隣接配列の中に
同じ３つのテトラマーを含むにもかかわらず、常に互いに少なくとも３つのテトラマーが
異なるユニークな24量体ができる。このマスキング装置は、アレイがモノマーと別ものの
テトラマーで構築されるという点を除けばＳouthern,et al., Ｇenomics, 13:1008-1007
（1992）およびＮucleic Ａcids Ｒes.,21:2267-2268（1993）、出典明示により本明細書
の一部とする、に開示のマスキング技術と考え方は同じである。
【０１５０】
　代わりに、もし各位置を分離するマスクが使用されると、不完全12量体配列の産物は除
去される。第１工程では（図１９Ｄに示すように）、ＰＮＡテトラマー１、２、３、４お
よび５は各５縦列における表面と連結する。マルチ－チャンバー装置を９０゜回転する。
テトラマー６、５、４、３および２は、図１９Ｅに示すように、隣接の横列に加えられる
。その操作を合計３回繰り返して24量体ＰＮＡオリゴマーを合成する。得られる横列およ
び縦列内の各完全24量体は、ユニークＰＮＡ配列を表し、それゆえ所望のアドレス可能ア
レイとなる。加えて、各24量体は、ＰＮＡオリゴマーのない２００μｍ領域により隣接の
オリゴマーから分離される。
【０１５１】
　シリコンまたはガラス表面は、光化学的にエッチングされ、チェックボードパターンで
隆起する10μｍの網目状の格子をつくる（図２０参照）。一つおきの正方形（２００μｍ
×２００μｍ）が活性化され、Ｃ１８アルキル スペーサーおよびＰＥＧ親水性リンカー
（ＭＷ 400-4,000）の付着を可能にし、そのため各正方形は少なくとも１ブランク正方形
および四方の２リッジでもって分離される。
【０１５２】
　ＰＮＡテトラマーを使った全般的アレイの実施例は、３６縦列または横列の何れかに３
６の異なるテトラマーを一度に添加することにより行う。何れかのテトラマーを何れかの
縦列に添加する最も簡単な方法は、３６全てのテトラマー溶液をミニバルブへのチュービ
ングにより一つだけ開いた環状多岐管に付着させることである。環状多岐管の他のサイド
は、個々の横列（または縦列）つながる３６の何れかのミニバルブに付着し得る。チャン
バー（横列）に対し多岐管およびミニバルブを回転させることにより、何れか一つの横列
にテトラマーを一度に一つずつポンプで入れることができる。これは、物理的回転を必要
とする機械装置であり、あるいはまた一連のインポート（テトラマー）およびエクスポー
ト（横列）チャンネルにもとずいて電子マイクロバルブを使うことにより行われる。この
方法は実に早く進行し（次回の使用のための多岐管洗浄も含めて５秒）、３６全ての横列
に添加するのに３６×５＝１８０秒しか要しない。
【０１５３】
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　横列または縦列をさらに早く満たすことのできる方法は、それら全てを同時に満たすこ
とである。これは図２０に５×５アレイとして説明している。シリコンまたはガラス表面
はシールをしっかりと確実なものとする10μｍのリッジを含み、チャンバーは上記の減圧
技術より満たされる。環状多岐管は、５つの横列（または縦列）に運送される前に６テト
ラマーの環状順列を可能にする。図２０では、第１工程は５、４、３、２、１である。マ
ルチ－チャンバー装置を回転させたとき、番号順または逆順の何れかで加え続けることが
できる。実施例においては、第２工程で２、３、４、５、６という番号順で使用する。第
２工程では、環状順列（逆）は、１、６、５、４、３で与えられる。第４工程（順）は４
、５、６、１、２。第５工程は（逆）４、３、２、１、６。第６工程は５、６、１、２、
３。これは、３６横列（または縦列）中に３６テトラマーを拡張する。この方法では、最
初のアドレスにより定義される他の1,295の位置とともに、各々の位置での36６＝2,176,7
82,336から１つの位置での36６＝2,176,782,336に、アレイのアドレスをつくる際の変化
の可能性が制限される。これはなお、必要となる異アドレス数を充分に越えている。さら
に、各アドレスは、全て他のアドレスと少なくとも６ヌクレオチド異なることとなる。
【０１５４】
　これら全ての配置は、ちょうど幾つかのシリコンチップが同一ウェーハ上で造られるよ
うに、まとまって製造されることに注意すべきである。これは特にテトラマーの考え方に
ついてそうであり、与えられた横列または縦列内に同一のテトラマーを加えることを必要
とするからである。このように、１つの横列が１０アレイの１線をカバーすることができ
ると、それは１０×１０格子＝１００アレイが１度に製造できる。
【０１５５】
　代わって、図２０に関する方法では、１度のサイクルで20量体のオリゴヌクレオチドが
合成できる。捕捉オリゴヌクレオチドは、選択ハイブリダイゼーションの条件下において
、その相補的アドレス可能アレイ特異的部分を捕捉するために、充分な長さがあることが
重要である。
【０１５６】
　図２１Ａ－Ｇは、アドレス可能アレイ（凡例）の構成についての概要的な断面図を示し
ている。図２１Ａは、融通性のあるスペーサー（リンカー）のアレイ表面への付着を示し
ている。図２１Ｂは、オリゴヌクレオチド テトラマーの第１横列の合成を示している。
第１横列だけに、テトラマー１が含まれることは明らかである。マルチ－チャンバー装置
は、異なるテトラマーをそれぞれ含む追加の横列が第１横列の後にあるように、設置され
る。図２１Ｃには、オリゴヌクレオチド テトラマーの第１縦列の合成を示している。マ
ルチ－チャンバー装置または表面を９０゜回転させる。テトラマー９、１８、７および１
２を隣接のチャンバーに加える。図２１Ｄは、オリゴヌクレオチド横列合成の第２ラウン
ドを示している。第１横列にはテトラマー２が含まれる。図２１Ｅは、オリゴヌクレオチ
ド合成の第２ラウンドを示している。第２ラウンドにおいて、テトラマー３４、１１、１
４および２３を隣接のチャンバーに加える。図２１Ｆは、ＰＮＡ横列合成の第３ラウンド
を示している。第１横列はテトラマー３を含む。図２１Ｇは、縦列合成の第３ラウンドす
なわちテトラマー１６、７、２０、２９の添加後のアレイ構造を示している。与えられた
横列および縦列内の全ての24量体オリゴヌクレオチドは、ユニークであり、それゆえ所望
のアドレス可能アレイとなることに注意すべきである。各24量体は近傍のものとは３テト
ラマーが異なり、テトラマーは互いに少なくとも２塩基異なるため、各24量体は隣のもの
とは少なくとも６塩基異なる。各ミスマッチは有意にＴm値を下げ、24塩基中に６つのミ
スマッチがあると３５℃という温度でさえ交差ハイブリダイゼーションするようになる。
短い12量体配列は他のものと同一性がある。しかし、24量体とはまったく共通していない
。特に12量体配列は、格子上に24量体、例えば17-1-2-3-28-5、の他の所にみられるけれ
ども、オリゴヌクレオチドは５０℃よりも高い温度では12量体とハイブリダイズしない。
【０１５７】
　図２２Ａ－Ｃは、図１９－２１記載のアレイ格子Ｇの構築を可能とするマスキング装置
２の図を示している。図２２Ａは、装置２およびアレイ格子Ｇを配置した上面図であり、
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一方、側面図の図２２Ｂ－２２Ｃは、それぞれ図２２Ａの線２２Ｂ－２２Ｂおよび線２２
Ｃ－２２Ｃに沿ったものである。マスキング装置は、200μｍの間隙および200μｍのバリ
アーを含み、個別横列で固体支持物に５テトラマーの各々が結合するのを可能にする。テ
トラマーの第１セットを添加した後、マスキング装置を９０゜回転し、５テトラマーの第
２セットを添加する。これは、ケーキに砂糖の衣を横列にかけ、その後、縦列にかけるこ
とに例えることができる。横列および縦列の交点ではより砂糖の衣がかかり、同様に各交
点ではユニーク配列のオクタマーができることとなる。合計６サイクルについてこの手順
の繰り返しにより、ユニークな24量体を含み空間的に離れている２５の正方形ができ、残
りの正方形には共通の12量体が含まれる。シリコンまたはガラス表面は、シールをきっち
りと確実にする10μｍのリッジＲを含み、真空ライン１２にバルブ８をつなげると、チャ
ンバー４は減圧となる。マルチ－チャンバー装置を膜または活性化固体表面に押し付け、
シールをしっかりとする。バリアーをゴムまたは他の材料で覆い、チャンバーからチャン
バーへの相互汚染を防ぐ。膜または固体支持物表面を適度に溶媒で湿らせることを確実に
行わねばならない。真空ライン１２につながるバルブ８を閉じた後、続けて表面の活性化
、脱保護およびバルブ６の開放によりライン１０を通してチャンバー４へテトラマーを加
える。チャンバーをゆるめ、膜を９０度回転させ、再度締める。テトラマーの第２ラウン
ドは、上記の減圧およびテトラマー適用工程により行う。バルブ ブロックアッセンブリ
ー（図２５Ａ－Ｃ）は、適当な横列への各テトラマーの経路となる。別法として、円柱状
の多岐管（図２６Ａ－Ｄ）は、５横列（または縦列）に運送される前に６テトラマーの環
状順列を可能とする。幾つかの配列が連続配列内に同一の３テトラマーを含むが、この設
計で、互いに少なくとも３テトラマーの違いが常にあるユニークな24量体がつくられる。
【０１５８】
　図２３Ａ－Ｃは、図１９（図１９Ｄ－１９Ｅ）にアレイ構築方法の展開図を示す。図２
３Ａに示すように第１工程において、ＰＮＡテトラマー１、２、３、４および５は、各５
縦列の表面にそれぞれ連結する。縦列における５位置のそれぞれは分離されており、オリ
ゴヌクレオチドが結合していないそれら位置の間に200μｍの間隙がある。図２３Ｂに示
したように、マルチ－チャンバー装置を９０゜回転する。テトラマー６、５、４、３およ
び２を隣接の横列に加える。横列における５位置のそれぞれは分離されており、オリゴヌ
クレオチドが結合していないそれらの間に200μｍの間隙がある。図２３Ｃに示したよう
に、与えられた横列および縦列内の各完成24量体はユニークＰＮＡ配列を表す。図１９－
２２に示した設計とは異なり、このアレイ設計では、各完成24量体の間に半分の長さであ
る12量体は含まれない。それは分離位置を有するマスクを使用するためである。
【０１５９】
　図２４Ａ－Ｃは、図２３に記載の配置格子Ｇの構築を可能とするマスキング装置２の設
計を示している。図２４Ａは、装置２およびアレイ格子Ｇを配置した上面図であり、一方
、側面図の図２４Ｂおよび図２４Ｃは、それぞれ図２４Ａの線２４Ｂ－２４Ｂおよび線２
４Ｃ－２４Ｃに沿ったものである。マスキング装置は200μｍの間隙および200μｍのバリ
アーを含み、アレイ格子Ｇの個別位置で固体支持物に５テトラマーの各々が結合するのを
可能にする。テトラマーの第１セットを添加した後、マスキング装置または表面を９０゜
回転し、５テトラマーの第２セットを添加する。合計６サイクルについてこの手順の繰り
返しにより、ユニークな24量体を含み空間的に離れている２５の正方形ができ、残りの正
方形には共通12量体が含まれる。シリコンまたはガラス表面はシールをきっちりと確実に
する10μｍのリッジＲを含み、真空を用いて始まる手順をチャンバー４にほどこし、チャ
ンバー２内を減圧にする。真空ライン１２につながるバルブ８を開くことにより、この減
圧は行われる。マルチ－チャンバー装置を膜または活性化固体表面に押し付け、シールを
しっかりとする。バリアーをゴムまたは他の材料で覆い、チャンバーからチャンバーへの
相互汚染を防ぐ。膜または固体支持物表面を適度に溶媒で湿らせることを確実に行わねば
ならない。真空ライン１２へつながるバルブ８を閉じた後、続けて表面の活性化、脱保護
およびバルブ６の開放によりライン１
０を通してチャンバー４へテトラマーを加える。チャンバーをゆるめ、膜を９０度回転さ
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せ、再度締める。テトラマーの第２ラウンドは、上記の減圧およびテトラー適用工程によ
り行う。バルブ ブロックアッセンブリー（図２５Ａ－Ｃ）は、適当な横列への各テトラ
マーの経路となる。別法として、円柱状の多岐管（図２６Ａ－Ｄ）は、５横列（また縦列
）に運送される前に６テトラマーの環状順列を可能とする。この設計はオリゴヌクレオチ
ドを含まない領域により互いに離れているユニークな24量体をつくりだす。
【０１６０】
　図２５Ａ－Ｃは、共通のチャンバー１８を通して６つのインプット ポート１０を５つ
のアウトプット ポート１６につなげるバルブブロックアッセンブリー４を示す。各６つ
のインプット ポート１０および５つのアウトプット ポート１６は、バルブ６およびバル
ブ２０をそれぞれ含み、バルブは液体の流速を制御する。６つのインプット チューブ１
０には異なる溶液を含み、バルブ ブロックアッセンブリー１４により５つのアウトプッ
ト ポート１６のうちの一つにインプットの液体のうちの一つを同時に経路とし得る。こ
れは、インプット ポート１０のうち一つのバルブ６およびアウトプット ポート１６のバ
ルブ２０のうちの一つを同時に開放することにより行われ、液体がチャンバー１８に満た
され、オープン バルブ２０につながるアウトプット ポート１６を通じて排出される。バ
ルブブロックアッセンブリー１４は、溶媒源２２およびバルブ２４および８を通して真空
源１２とそれぞれつながっている。それは、液転移の間にセントラルチャンバー１８の洗
浄を行うためである。溶媒をチャンバー１８に満たし、減圧を利用してチャンバーからす
べての液を除く。これは、次の液転移工程のチャンバー１８の準備であり、液体の相互汚
染を防ぐ。
【０１６１】
　図２６Ａ－Ｄは、インプット液の６つの異なるチューブを５つの異なるアウトプットチ
ューブへと転移する円筒多岐管アッセンブリー１１４を示す。多岐管自体が、通常セント
ラルスポーク１３４につながり、分離するハーフ１１４Ａおよび１１４Ｂを含む。それら
、いずれのハーフも独立して回転する。下部１１４Ｂは、ドリルで穴をあけた６つのチャ
ンネル１３０をともなう円筒ブロックである（図２６Ｃ参照。それは、図２６Ｂの線２６
Ｃ－２６Ｃにおける図２６Ｂの下部である）。６つそれぞれのチャンネル１３０を６つの
別個のインプット チューブ１１０に付着する。インプット チューブ１１０には、バルブ
１０６を含む。それは、バルブ１０８のある真空ライン１１２およびバルブ１２４のある
溶媒ライン１２２、これらにつながるバルブ１３６のあるライン１３８を通して、試薬、
溶媒または減圧のいずれかのためのインプット チャンネル１３０につながっている。こ
れは、異なる液体が多岐管のチャネル１３０および１３２に入り、液転移での超過液のチ
ャンネル１３０および１３２の洗浄をすることになる。多岐管の上部は（図２６Ａ参照。
それは、図２６Ｂの線２６Ａ－２６Ａに沿ったものであり図２６Ｂの上図である）、ドリ
ルで穴をあけた５つのチャンネル１３２をともなう円筒ブロックである。５つのチャンネ
ル１３２は、それぞれ異なるアウトプット チューブ１１６につながる。多岐管１１４Ａ
および１１４Ｂの二つのハーフは、異なるインプット チャネル１３０が異なるアウトプ
ット チャンネル１３２と１線になるように独立して回転する。これは、同時に５つのア
ウトプット チューブに６つのチューブ インプット溶液を移すことを可能とする。多岐管
の下半分１１４Ｂは、各インプット ポート１１０が隣のアウトプット ポート１１６と１
線になるために、６０゜回転できる。この様に、各インプット ポート１１０は何れかの
アウトプット ポート１１６と１線になることができる。図２６Ａ－Ｄの環状多岐管は、
図２６Ａ－Ｃのバルブ ブロックアッセンブリーと異なる。その形成物は、６インプット
液の５つを５アウトプット ポートに同時に転移する。それは、インプット ポートをアウ
トプット ポートにつなぐ５チャンネルがあるためである。この考え方は、３６位置に一
度に３６テトラマーを運ぶという考えにたやすく拡張できる。
【０１６２】
　本発明は、従来技術システムを越える多くの利点がある。
【０１６３】
　本発明によるＤＮＡアレイを含む固体支持物は、捕捉ラベルから出るシグナルの位置が
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配列の存在を同定するようにアレイ上の特異的な位置に連結産物配列をハイブリダイゼー
ションすることにより、配列を検出する。特異的多重ＬＤＲ産物の高処理量検出のため、
アドレス可能アレイ特異的部分は、固体支持物上の指定されたアドレスに各ＬＤＲ産物を
導く。他のＤＮＡチップ法が溶液一対一表面ハイブリダイゼーションにおける解離温度の
微妙な違いにより極めて似た配列を区別しようとするのに対し、本発明では、溶液をもと
にしたＬＤＲ反応におけるハイブリダイゼーション前に、必要とする特異性を獲得する。
それゆえ、本発明は、互いに非常に異なる配列をともなう捕捉オリゴヌクレオチドのアレ
イの設計を可能とする。各ＬＤＲ産物にはユニークアドレス可能アレイ特異的部分があり
、それは固体支持物上の特異的なアドレスにおける捕捉オリゴヌクレオチドにより選択的
に捕捉される。固体支持物上の相補的捕捉オリゴヌクレオチドが修飾ＤＮＡまたはＰＮＡ
の何れかであるとき、ＬＤＲ産物は高温において捕捉される。これによりハイブリダイゼ
ーションの時間は短縮され、非特異的結合は減少する。結果として、ノイズに対するシグ
ナルの割合が改善される。
【０１６４】
　本発明の他の利点は、ＰＣＲ／ＬＤＲにより近似のクラスター変異、単一塩基の変化な
らびに短いリピートおよび欠失を検出できることである。これらは、対立遺伝子特異的Ｐ
ＣＲまたはハイブリダイゼーションによる検出では行えない。
【０１６５】
　本発明では、ＤＮＡ合成の誤りによる偽ハイブリダイゼーションシグナルを避けること
ができる。正しくないアドレスに対するハイブリダイゼーションＴm値に非常に大きな相
違が生じるように、アドレスは設計される。対照的に、直接ハイブリダイゼーション法は
微妙な違いに依存する。本発明では、ＤＮＡ合成の誤り、バンドの拡大化または偽バンド
の移動の何れかの結果によるゲル電気泳動または毛管電気泳動の偽データ解釈の問題も除
去できる。
【０１６６】
　連結産物の存在を検出するために捕捉オリゴヌクレオチドを利用することは、分別的ハ
イブリダイゼーションによるオリゴヌクレオチドの単一塩基の相違を検出する必要性をな
くす。対立遺伝子特異的ＰＣＲ、分別的ハイブリダイゼーションまたは配列決定－バイ－
ハイブリダイゼーションによる従来技術である他の方法は、解析しようとする各々の新規
な配列毎に最適化されたハイブリダイゼーション条件を有さねばならない。多様な変異を
同時に検出しようとする際、ハイブリダイゼーション条件を最適化することは難しくまた
不可能である。対照的に、本発明は、正しいシグナルの、標的配列には拘わらない、かつ
ハイブリダイゼーション条件が一定である、高度の特異的検出についての一般的な方法で
ある。本発明は、従来技術において現在用いられているいかなる方法よりも大きい顕著な
信頼性をもって、異なるオリゴヌクレオチド配列を識別する融通性のある方法を提供する
。
【０１６７】
　本発明のアレイは、普遍的であり、癌変異、遺伝性（生殖細胞系）変異および感染症の
検出に有用である。さらなる利点は、アレイが再利用可能であり、サンプルあたりのコス
トが低いことである。
【０１６８】
　本発明は、オリゴヌクレオチドの合成およびそれらの固体支持物への付着に非常に大き
な融通性を与える。オリゴヌクレオチドは、固体支持物とは別に合成され、支持物上のユ
ニークな表面に接着し得る。オリゴヌクレオチドのマルチマーセグメント（それは中間体
バックボーン保護（例えばＰＮＡ）を必要としない）は、合成されて、固体支持物上に連
結する。これらの合成的方法に捕捉オリゴヌクレオチド アドレスの設計を付け加え得る
ことでもって、新たな利点が達成される。固体支持物をこのように産生することは、全自
動製造を可能とし、人間の介入をなくし、したがって汚染の心配がない。
【０１６９】
　本発明のアレイの重要な利点は、前に付着した捕捉オリゴヌクレオチドとともに再利用
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ができることである。そういった再利用する固体支持物をつくるために、固体支持物に捕
捉オリゴヌクレオチドを結合する連結構成物を除去せずに、捕捉オリゴヌクレオチドを除
去しなければならない。この目的達成のために様々な方法が用いられる。例えば、固体支
持物を９５－１００℃の蒸留水で処理し、室温の0.01Ｎ ＮaＯＨにさらし、９０－９５℃
の５０％ジメチルホルムアミドで処理する。通常、この手順は５分間で捕捉オリゴヌクレ
オチドを除去するのに利用できる。これらの条件は、ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリダイゼーシ
ョンに適しており；ＤＮＡ－ＰＮＡハイブリダイゼーションには別の分離切断を必要とす
る。
【０１７０】
　本発明を下記の実施例により説明するが、これに限定されるものではない。
（実施例）
【実施例１】
【０１７１】
実施例１－固体支持物への捕捉オリゴヌクレオチドの固定化
　固定化のための固体支持物は、ガラスであり、特に顕微鏡のスライドである。空間的な
アドレス可能アレイにおける捕捉ヌクレオチドの固定化、すなわちガラス（例えば顕微鏡
スライド）あるいはシリコン（例えばチップ）、膜（例えばナイロン膜）、ビーズ（例え
ばパラマグネチック ビーズまたはアガロース ビーズ）またはプラスチック支持物（例え
ばポリエチレン シート）などの他の支持物への固定化は、下記の５工程より構成される
。
Ａ．支持物のシラン処理
【０１７２】
　シラン処理剤は３－アミノプロピル トリエトキシシラン（“ＡＰＴＳ”）を用いた。
代わりに、３－グリシドキシプロピルトリメトキシシラン（Ｋ.Ｌ.Ｂeattie,et al.,"Ａd
vances in Ｇenosensor Ｒesearch,"Ｃlin.Ｃhem.,41:700-706（1995）;Ｕ.Ｍaskos,et a
l.,"Ｏligonucleotide Ｈybridizations on Ｇlass Ｓupports:a Ｎovel Ｌinker for Ｏ
ligonucleotide Ｓynthesis and Ｈybridization Ｐroperties of Ｏligonucleotides Ｓ
ynthesized in situ,"Ｎucleic Ａcids Ｒes.,20:1679-1684（1992）;Ｃ.Ｆ.Ｍandenius,
et al.,"Ｃoupling of Ｂiomolecules to Ｓilicon Ｓurfaces for Ｕse in Ｅllipsomet
ry and Ｏther Ｒelated Ｔechniques,"Ｍethods Ｅnzymol.,pp.388-394（1988）、出典
明示により本明細書の一部とする）、または３－（トリメトキシシリル）プロピル メタ
クリレート（Ｍ.Ｇlad,et al.,"Ｕse of Ｓilane Ｍonomers for Ｍolecular Ｉmprintin
g and Ｅnzyme Ｅntrapment in Ｐolysiloxane-coated Ｐorous Ｓilica,"Ｊ.Ｃhromatog
r.347:11-23（1985）;Ｅ.Ｈedborg,et al.,"Ｓome Ｓtudies of Ｍolecularly-imprinted
 Ｐolymer Ｍembranes in Ｃombination with Ｆield-effect Ｄevices,"Ｓensors and 
Ａctuators Ａ 37-38:796-799（1993）;and Ｍ.Ｋempe,et al.,"Ａn Ａpproach Ｔowards
 Ｓurface Ｉmprinting Ｕsing the Ｅnzyme Ｒibonuclease Ａ,"Ｊ.Ｍol.Ｒecogn.8:35-
39（1995）、出典明示により本明細書の一部とする）は、最初に行うシラン処理剤として
使われる。シラン処理の前に、支持物を洗浄し、支持物表面を疎水性にした。ガラススラ
イド（Ｆisher Ｓcientific,Ｅxtra thick microslides,frosted cat.#12-550-11）を８
０℃、５分間、濃度水溶性ＮＨ４ＯＨ-Ｈ２Ｏ２-Ｈ２Ｏ（1:1:5,v/v/v）でインキュベー
ションし、蒸留水で洗浄した。支持物は、文献記載（Ｃ.Ｆ.Ｍandenius,et al.,"Ｃoupli
ng of Ｂiomolecules to Ｓilicon Ｓurfaces for Ｕse in Ｅllipsometry and Ｏther 
Ｒelated Ｔechniques,"Ｍethods Ｅnzymol.,pp.388-394（1988）;Ｇraham,et al.,"Ｇen
e Ｐrobe Ａssays on a Ｆibre-Ｏptic Ｅvanescent Ｗave Ｂiosensor,"Ｂiosensors & 
Ｂioelectronics,7:487-493（1992）;Ｊ〓nsson,et al.,"Ａdsorption Ｂehavior of Ｆi
bronectin on Ｗell Ｃharacterized Ｓilica Ｓurfaces,"Ｊ.Ｃolloid Ｉnterface Ｓci
.,90:148-163（1982）、出典明示により本明細書の一部とする）のように蒸留水、エタノ
ールおよびアセトンで洗浄した。支持物を無水アセトン（99.7%）中の２％（v/v）３－ア
ミノプロピル トリエトキシシラン（Ｓigma,Ｓt.Ｌousi,ＭＯ）溶液で、室温で夜通しシ
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ラン処理した（Ｚ.Ｇuo,et.al.,"Ｄirect Ｆluorescence Ａnalysis of Ｇenetic Ｐolym
orphisms by Ｈybridization with Ｏligonucleotide Ａrrays on Ｇlass Ｓupports,"Ｎ
ucl.Ａcids Ｒes.22:5456-65（1994）出典明示により本明細書の一部とするに従い改善）
。支持物は、徹底して無水アセトンで洗浄し、減圧デシケーター内、８０℃で乾燥させた
。
【０１７３】
Ｂ．官能基（例えばカルボキシル基またはアミノ基）によるシラン処理した固体支持物の
誘導合成
　シラン処理剤がＡＰＴＳのとき、所望のアミノ官能性を直接導入した。官能基を既に含
んでいる適当なシラン処理促進剤［例えば、重合アクリレート（Ｍ.Ｇlad,et al.,"Ｕse 
of Ｓilane Ｍonomers for Ｍolecular Ｉmprinting and Ｅnzyme Ｅntrapment in Ｐoly
siloxane-coated Ｐorous Ｓilica,"Ｊ.Ｃhromatogr.347:11-23（1985）;Ｅ.Ｈedborg,et
 al.,"Ｓome Ｓtudies of Ｍolecularly-imprinted Ｐolymer Ｍembranes in Ｃombinati
on with Ｆield-effect Ｄevices,"Ｓensors and Ａctuators Ａ 37-38:796-799（1993）
;and Ｍ.Ｋempe,et al.,"Ａn Ａpproach Ｔowards Ｓurface Ｉmprinting Ｕsing the Ｅ
nzyme Ｒibonuclease Ａ,"Ｊ.Ｍol.Ｒecogn.8:35-39（1995）、出典明示により本明細書
の一部とする）で表面を官能性化した３－（トリメトキシシリル）プロピル メタクリレ
ート］の選択をするか、または［例えば、写真石版術（Ｆodor,et al.,"Ｌigt-Ｄirected
,Ｓpatially Ａddressable Ｐarallel Ｃhemical Ｓynthesis,"Ｓcience,251:767-773（1
991）;Ｆodor,et al.,"Ｍultiplexed Ｂiochemical Ａssays with Ｂiological Ｃhips,"
Ｎature,364:555-556（1993）、出典明示により本明細書の一部とする）で使用される保
護アミノ基の、局所的に光をあててる光脱保護を行った後に］所望の官能基を含む試薬で
アミノ－官能性化表面を反応するか、いずれかにより他の官能基を導入できる。
【０１７４】
Ｃ．官能基の活性化
　固体支持物の官能基はアミノ基であった。直径１mm、3.25mm離れているドットが５×５
アレイであるプレハブマスクを使って、１－２％トリエチルアミン（生じた酸を洗浄する
ため）の入る無水ジメチルホルムアミド（“ＤＭＦ”；Ａldrich,Ｍilwaukee,ＷＩ）中に
おいて、70 mg/ml ジスクシンイミジル アジピン酸 エステル（Ｈill,et al.,"Ｄisuccin
imidyl Ｅsters as Ｂifunctional Ｃrosslinking Ｒeagents for Ｐroteins,"ＦＥＢＳ 
Ｌett,102:282-286（1979）;Ｈorton,et al.,"Ｃovalent Ｉmmobilization of Ｐroteins
 by Ｔechniques which Ｐermit Ｓubsequent Ｒelease,"Ｍethods Ｅnzymol.,pp.130-14
1（1987）、出典明示により本明細書の一部とする）を含む少量（典型的には0.2から10μ
l）の溶液をギルソンＰ－１０ピペットで固体支持物に適用した。次いで、反応は、覆い
をして室温で連続３０分間進行さした。その後、さらにジスクシンイミジル アジピン酸 
エステルを加えた。合計で１時間の反応後、支持物を無水ＤＭＦで洗浄し、減圧したデシ
ケーター内で室温で乾燥した。
【０１７５】
　官能基がカルボキシル基である場合、固体支持物は、１－エチル－３－（３－ジメチル
アミノプロピル）カルボジイミド ヒドロクロライド（“ＥＤＣ”）と反応させた。Ｆran
k,et al.,"Ｓimultaneous Ｍultiple Ｐeptide Ｓynthesis Ｕnder Ｃontinuous Ｆlow 
Ｃonditions on Ｃellulose Ｐaper Ｄiscs as Ｓegmental Ｓolid Ｓupport,"Ｔetrahed
ron,44:6031-6040（1988）、出典明示により本明細書の一部とする。この反応前に、0.1
Ｎ ＨＣlでの短時間処理により固体支持物の表面をプロトン化する。上記プレハブマスク
を使って、1Ｍ ＥＤＣ（Ｓigma,Ｓt.Ｌouis,ＭＯ）、1mＭ 5'アミノ修飾オリゴヌクレオ
チドおよび20mＭ ＫＨ２ＰＯ４，pＨ＝8.3を含む少量（0.2から1.0μl）の新しい溶液を
固体支持物に適用した。反応は１時間続けて行った。その後、支持物を蒸留水で洗浄し、
減圧したデシケーター内で室温で乾燥した。
【０１７６】
Ｄ．アミノ官能性化捕捉オリゴヌクレオチドと前活性化固体支持物との結合



(43) JP 5855195 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

　ＥＤＣ活性化固体支持物以外の支持物に関して、上記プレハブマスクを再び使い、20m
Ｍ ＫＨ２ＰＯ４，pＨ 8.3中の1 nmol/μl 5'アミノ修飾オリゴヌクレオチド（すなわち
、Ｔａｂｌｅ２の配列）の少量液（0.2から1.0μl）を活性化支持物に適用した。反応は
室温で続けて１時間行った。
Ｅ．固体支持物上の残存反応基の失活
【０１７７】
　捕捉プローブ非依存方法において固体支持物上で反応産物が非特異的に捕捉されるのを
防止するために、相補的オリゴヌクレオチドプローブ捕捉後の固体支持物表面上の残存反
応基を失活させる必要がある。そこで、支持物を５分間、室温で0.1Ｎ 水酸化ナトリウム
内でインキュベートした。代わりに、失活は、0.2Ｍ リシン、pＨ＝9.0で行い得る。失活
後、支持物表面を中性化するため0.1Ｎ リン酸ナトリウム緩衝液 pＨ7.2で支持物を洗浄
した。蒸留水による最後の洗浄後、支持物を減圧デシケーター内で室温で乾燥し、保存し
た。
【実施例２】
【０１７８】
実施例２－検定システムの設計
　ハイブリダイゼーション試験、およびＧeneＡmp Ｉn Ｓitu ＰＣＲ Ｓystem 1000（商
標登録）（Ｐerkin Ｅlmer,Ａpplied Ｂiosystems Ｄivision,Ｆoster Ｃity,ＣＡ）（Ｇ
.Ｊ.Ｎuovo,ＰＣＲ in situ Ｈybridization,Ｎew Ｙork:Ｒaven Ｐress（2nd ed.1994）
、出典明示により本明細書の一部とする）を用いる高速処理形態による捕捉オリゴヌクレ
オチドプローブ-捕捉オリゴヌクレオチドのハイブリッドの洗浄試験に関して、半自動な
カスタム設計検定システムを作製した。そのシステムの一般フローチャートを図２７に示
す。そのシステムは、サンプル 充填装置およびマルチプル ポート システムを通じて、
液貯蔵器のバッテリーおよび廃液貯蔵器につながるフロースルー ハイブリダイゼーショ
ン チャンバーからなる。液の流れはポンプで調節される。ポンプは、そのアッセブリー
ラインの末端に設置し、システムの液漏れおよび汚染を防ぐため、軽減圧保持条件下で操
作する。ハイブリダイゼーション チャンバーおよび液貯蔵器は、ＧeneＡmp Ｉn Ｓitu 
ＰＣＲ Ｓystem 1000（商標登録）に正確に合うように設計しているので、ハイブリダイ
ゼーションおよび検定の洗浄工程の間、温度は正確に調節され、維持される。
【０１７９】
　システムの個々の部分は、以下に詳しく説明する。
Ａ．ハイブリダイゼーション チャンバー
　ハイブリダイゼーション チャンバーとは、フロースルーの特性を調節するため手を加
えたin situ ＰＣＲ試薬保持システムである。保持システムは、ガラス顕微鏡スライド（
76×25×1.2±0.02 mm）およびシリコンゴム膜を含む。それらは、薄いスレンレス スチ
ール クリップでスライドに締め付けられている。内側にある金属クリップの卵形縁によ
り、スライドにシリコンの円盤の端を圧縮する。このスライドは、ハイブリダイゼーショ
ン プローブおよび洗浄液の保持を確実し、水および気体のシールをしっかりとするのに
充分な力をもつ。保持体積はおよそ50 μlである。固定化捕捉オリゴヌクレオチドのアレ
イは、シリコンの円盤でカバーするスライド（おおよそ13mm×15mm）の中心部分に保持さ
れる。異なる部分の集合は、in situ ＰＣＲシステムの製造業者により供給される集合用
手段で容易に行われる。一旦、集合させると、ハイブリダイゼーションの入口と出口は、
12"チュービングの２本の針 25G3/4およびマルチプル サンプル ルアー アダプター（Ｂe
cton Ｄickinson,Ｒutherford,ＮＪ）を挿入することによりつくられる。プローブ標的ハ
イブリッドの洗浄の間のアップおよびアクロス（up-and-across）の流型を確実にするた
め、針を斜めに挿入する。
【０１８０】
Ｂ．液体貯蔵器
　相違する洗浄溶液を含む貯蔵器は、ＧeneＡmp Ｉn Ｓitu ＰＣＲ Ｓystem 1000（商標
登録）の熱ブロックの垂直スロットに合うようにカスタム設計された。各貯蔵器は、プレ
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ハブ シリコン ガスケット（Ｎunc,Ｉnc.,Ｎapierville,ＩＬ）を含む２つのガラス顕微
鏡チャンバースライド（25×75×1mm）から成り、それらはシリコン シーラント（Ｄow 
Ｃorning,Ｍidland,ＭＩ）を使って互いに接着していた。出口は、シリコン ガスケット
に通す12"ロング チュービングの針 21G3/4およびマルチプル サンプル ルアー アダプタ
ー（Ｂecton Ｄickinson,Ｒutherford,ＮＪ）の挿入によりつくられた。チュービングの
ない二番目の針21G3/4は、気体の入口をつくるためにシリコン ガスケットに通して挿入
した。液貯蔵器は、漏れがなく、熱ブロックのスロット内に当てはまる。その熱ブロック
で貯蔵器は、含まれる液への熱伝導を良く確保する金属板に締め付けて固定される。各貯
蔵器の体積は約2mlである。
【０１８１】
Ｃ．マルチ ポート システムおよびサンプル充填装置
　液貯蔵器、サンプル充填装置およびハイブリダイゼーション チャンバーは、液の単向
的な流れを手動で制御できるマルチプル ポート システムを通じて連結される。そのシス
テムは、互いに雄-雌結合で連結するルアー アダプター（Ｋontes Ｓcientific Ｇlasswa
re/Ｉnstruments,Ｖineland,ＮＪ）をともなう一連の３方向ナイロン ストップコックか
らなる。液貯蔵器からの雌ルアー アダプターは、雄どうしをつなぐルアー アダプター結
合器（Ｂiorad,Ｒichmond,ＣＡ）を通じてマルチ ポート 雌 ルアー アダプターと連結す
る。サンプル充填装置は、液貯蔵器につながるポートおよびハイブリダイゼーション チ
ャンバーに連結するポート間に位置する。それは、ルアー アダプターを通じてマルチ ポ
ート システムに直接つながる1ml シリンジ（Ｂecton Ｄickinson,Ｆranklin Ｌakes,Ｎ
Ｊ）からなる。液の流れは、所望の方向にストップコックのつまみを回転させることによ
り手動で制御できる。
【０１８２】
Ｄ．廃液貯蔵器
　ハイブリダイゼーション チャンバーからの出口チュービングは、ルアー アダプター（
Ｂecton Ｄickinson,Ｆranklin Ｌakes,ＮＪ）をともなう20ml シリンジからなる廃液貯
蔵器につながる。そのプランジャーは固定位置に確保されている。ポンプは、12"ロング
チュービングである針21G3/4およびプランジャーのゴム ガスケットに通じるマルチプル 
サンプル ルアー アダプターの挿入により連結する。ポンプが稼働すると、ハイブリダイ
ゼーション チャンバーを通して液体貯蔵器から廃液貯蔵器へ液を流すシリンジ内で僅か
に減圧が生じる。
【０１８３】
Ｅ．ポンプ
　ぜん動性ポンプＰ－１（Ｐharmacia,Ｐiscataway，ＮＪ）は、システムを通じて液の流
れを制御するのに利用された。システム内を僅かに減圧するためにポンプはアッセンブリ
ーラインの末端に設置した。ポンプの入口チュービングは、３方向ナイロン ストップコ
ックを通して廃液貯蔵器の出口チュービングへつながる。この構造により廃液貯蔵器内の
減圧解放は重力により容易に排水を行う。
【実施例３】
【０１８４】
実施例３－ハイブリダイゼーションおよび洗浄条件
　異なる捕捉オリゴヌクレオチドの捕捉特異性を調べるために、６つのテトラマー中３つ
（すなわち、２４のヌクレオチド中１２）が共通である２つの捕捉オリゴヌクレオチドプ
ローブを用いてハイブリダイゼーション実験を行った。本実施例では、異なる捕捉オリゴ
ヌクレオチドを区別するのが最も難しい場合を示す。一般的に、共通のテトラマーがより
少ない方の捕捉オリゴヌクレオチドを選び、それを用いてアドレス可能なアレイ上にある
異なる増幅産物を分離する。
【０１８５】
　典型的に、文献に記載の標準的な方法にわずかな修飾を加えた方法で、オリゴヌクレオ
チド合成品１２および合成品１４（表３参照）各１０ピコモルについて、Ｔ４ポリヌクレ
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オチドキナーゼ（New England Biolabs、Beverly、MA）１０単位、２.２２ＭＢｑ（６０
μＣｉ)[γ－３２Ｐ］ＡＴＰ、５０ｍＭ Ｔris－ＨＣl、ｐＨ８、１０ｍＭ ＭgＣl２、１
ｍＭ ＥＤＴＡ、および１０ｍＭジチオトレイトールを含有する用量２０μｌ中で、その
５'末端を標識した。取り込まれなかった放射活性ヌクレオチドは、極微粒ＤＮＡ等級セ
ファデックスＧ－２５（Pharmacia、Piscataway、NJ）を詰めたカラムで濾過して取り除
いた。セファデックスは、１０ｍＭ酢酸アンモニウム中４℃で一晩前以て膨潤させておい
た。標識オリゴヌクレオチドプローブを真空乾燥し、ハイブリダイゼーション溶液（０.
５Ｍ Ｎa２ＨＰＯ４［pＨ７.２]、１％結晶等級ＢＳＡ、１ｍＭ ＥＤＴＡ、７％ＳＤＳ）
に溶かした。標識オリゴヌクレオチドプローブ合成品１２および合成品１４の比活性は、
それぞれ、２.８６×１０６ｃｐｍ／ピコモルおよび２.４３×１０６ｃｐｍ／ピコモルで
あった。
【０１８６】
【表３】

【０１８７】
　４００ピコモルのアミノ連結捕捉オリゴヌクレオチド１２および１４（表３参照）を、
前章に記載したように、カルボキシル誘導体化およびアミノ誘導体化の両方のガラス顕微
鏡スライドに配置し反応させた。相補的オリゴヌクレオチドプローブ合成品１２とハイブ
リダイズして左上および右下斜め方向の位置に陽性反応を示し、相補的オリゴヌクレオチ
ドプローブ合成品１４とハイブリダイズして左下および右上斜め方向の位置に陽性反応を
示すように、捕捉オリゴヌクレオチドを２×２マトリックスアレイに固定した。
【０１８８】
　放射標識オリゴヌクレオチドプローブ合成品１２および合成品１４（表３参照）を、そ
れぞれ、２.５ピコモル／１００μｌおよび４.１ピコモル／１００μｌの濃度でハイブリ
ダイゼーション溶液に溶かした。ハイブリダイゼーション溶液に５μｌの２％ブロモフェ
ノールブルーマーカーを加えて、プローブがアッセイ系を移動するのを監視できるように
した。次いで、放射標識プローブ１００μｌを注入し、ハイブリダイゼーションチャンバ
ーに移した。７０℃で１５分間ハイブリダイゼーションを行った。
【０１８９】
　ハイブリダイゼーション後、ハイブリダイゼーションチャンバーを、順次、２ｍｌ低ス
トリンジェンシー洗浄緩衝液（２×ＳＳＣ緩衝液には３００ｍＭ塩化ナトリウムおよび３
０ｍＭクエン酸ナトリウムが含有されている）で２回、０.１％ドデシル硫酸ナトリウム
（「ＳＤＳ」）および２ｍｌ高ストリンジェンシー洗浄緩衝液（０.２×ＳＳＣ、０.１％
ＳＤＳ）で２回、７０℃にて洗浄した。（１×ＳＳＣ緩衝液には１５０ｍＭ塩化ナトリウ
ムおよび１５ｍＭクエン酸ナトリウムが含まれている）。
【実施例４】
【０１９０】
実施例４－捕捉オリゴヌクレオチドプローブの検出
　捕捉オリゴヌクレオチド－オリゴヌクレオチドプローブハイブリッドを洗浄した後、シ
リコンディスク、針および金属カバークリップをガラス顕微鏡スライドから取り去り、残
りの液体をキムワイプ（Kimberly-Clark、Roswell、GA）で吸収した。捕捉オリゴヌクレ
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オチドプローブをリン・イメージ剤（Molecular Dynamics、Sunnyvale、CA）を用いて視
覚化し定量した。ガラス顕微鏡スライドをリン・イメージ剤スクリーンに２１時間あてた
後、試験した異なる固体支持物についてデータを集積した。得られた像を図２８に示す。
定量データは表４Ａおよび４Ｂに示す。
【０１９１】
　使用した条件下では、ＮＨ２官能基化スライドで得られたシグナルおよび交差反応性デ
ータは、ＣＯＯＨ官能基化スライドで得られたデータよりも良好であった。
【０１９２】
【表４】

【実施例５】
【０１９３】
実施例５－捕捉オリゴヌクレオチドの固定パラメーターの最適化
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　ポリマーを文献の方法を用いてスライド上に配置した。Barnard，et al.「A Fibre-opt
ic Sensor With Discrete Sensing Sites」Nature 353:338-40（1991)；Bonk,et al.「Fa
bricarion of Patterned Sensor Arrays With Aryl Azides on a Polymer-coated Imagin
g Optical Fiber Bundle」Anal.Chem.66:3319-20（1994)；Smith,et al.「Poly-N-acryly
lpyrrolidone--A New Resin in Peptide Chemistry」Int.J.Peptide Protein Res.13:109
-12(1979)。これらは出典明示により本明細書の一部とする
【０１９４】
　４００ピコモルのアミノ連結捕捉オリゴヌクレオチド１２および１４（表３参照）を、
４つの同じ光源が配置された点状ポリマーを有するガラス顕微鏡スライドに２×２の形式
で配置し、反応させた。相補的オリゴヌクレオチドプローブ合成品１２とハイブリダイズ
して上下の位置で陽性反応を示し、相補的オリゴヌクレオチドプローブ合成品１４とハイ
ブリダイズして左右の位置に陽性反応を示すように、オリゴヌクレオチドをスポットした
。
【０１９５】
　放射標識オリゴヌクレオチドプローブ合成品１２（表３参照）をハイブリダイゼーショ
ン溶液に溶かし、濃度を２.４ピコモル／１００μｌとした。ブロモフェノールブルーマ
ーカー（２％溶液で５μｌ）をハイブリダイゼーション溶液に加えて、プローブが系を移
動するのを監視できるようにした。
【０１９６】
　１００μｌの放射標識プローブ合成品１２をハイブリダイゼーションチャンバーに移し
た。７０℃で１５分間ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション後、ハ
イブリダイゼーションチャンバーを、順次、１ｍｌの低ストリンジェンシー洗浄緩衝液（
２×ＳＳＣ、０.１％ＳＤＳ）で３回および１ｍｌの高ストリンジェンシー洗浄緩衝液（
０.２×ＳＳＣ、０.１％ＳＤＳ）で３回、７０℃にて洗浄した。
【０１９７】
　ガラス顕微鏡スライドをリン・イメージ剤スクリーンに２４時間あてた後、試験を行っ
た全ての異なるスライドについてデータを集積した。得られた像を図２９に示す。定量デ
ータは表５に示す。
【０１９８】
【表５】
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【０１９９】
　化学的固定により、目的に沿って製造された特殊なポリマーマトリックスを使用できる
ようになり、このポリマーマトリックスにより核酸増幅産物を効率的に捕捉するために必
要とされる適当な物理的特性が付与される。固定した捕捉オリゴヌクレオチドの特異性は
現在の方法に比べて比較的良く、これにより１つのミスマッチ、欠失、および挿入が分別
的ハイブリダイゼーションにより見分けられる（K.L.Beattie，et al.「Advances in Gen
osensor Research」Clin.Chem.41:700-06(1995)、これは出典明示により本明細書の一部
とする）。最後に、本発明のアッセイ系により全核酸オリゴマーの同定が可能となること
が実証される。
【実施例６】
【０２００】
実施例６－固相支持物へのアドレス可能なオリゴヌクレオチドプローブの捕捉
　捕捉オリゴヌクレオチド固定化に関する別法を用いて、ポリマーで被膜したスライドが
アドレス可能なオリゴヌクレオチドプローブを捕捉する能力について、試験を行った。３
－(トリメトキシシリル)プロピルメタクリレートを用いてシラン化した後、モノマーをス
ライド上でポリマー化した。１つには、ポリエチレングリコール含有クロスリンカーを用
いてＣＯＯＨ官能基のついたポリマー層を形成させ、他方には、ポリエチレングリコール
－メタクリル酸モノマーをスライド上でポリマー化しＯＨ官能基を形成させた。実施例１
のＥＤＣ活性化法を用いてＣＯＯＨ官能基のついたスライドを活性化した。
【０２０１】
　「水分含有量の少ない」アセトン中に０.２Ｍ １,１'－カルボニルジイミダゾール（「
ＣＤＩ」)(Sigma Chemical Co.、St.Louis、Mo.）を含む、かたく栓をした５０ｍｌプラ
スティック製使い捨てチューブ（Corning Inc.、Corning、N.Y.）において、ＯＨ官能基
のついたスライドを一晩室温でインキュベートして活性化した（AJ.T.Baker、Phillipsbu
rg、N.J.）。次いでスライドを「水分含有量の少ない」アセトンで洗浄し、室温で真空乾
燥した。
【０２０２】
　アミノ連結捕捉オリゴヌクレオチド１４を両側の前以て印をつけた箇所に手でスポット
した（１スライドにつき４箇所）。反応はフード中で行い、スポットしたオリゴヌクレオ
チドの量は２×０.２μｌ（０.８ナノモル／μｌ）であった。全反応時間は１時間であっ
た。次いで、前以て印を付けたそれぞれの点の上にプロピルアミンを数滴たらすことによ
って、スライドの反応を１５分間かけて停止した。反応停止後、スライドを０.１Ｎリン
酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７.２）中で５分間インキュベートし、２回蒸留したＨ２Ｏで
洗浄し、真空乾燥した。
【０２０３】
　スライド上の相補的捕捉オリゴヌクレオチドは放射活性標識オリゴヌクレオチドプロー
ブ合成品１４（表３）とハイブリダイズした。１００μｌの放射標識オリゴヌクレオチド
プローブ合成品１４（２.８ピコモル；６,４４０,０００ｃｐｍ／ピコモル）をハイブリ
ダイゼーションチャンバーに移した。０.５Ｍ Ｎa２ＨＰＯ４［ｐＨ７.２］、１％結晶等
級ＢＳＡ、１ｍＭ ＥＤＴＡ、７％ＳＤＳ中で１５分間７０℃でハイブリダイゼーション
を行った。ハイブリダイゼーション後、ハイブリダイゼーションチャンバーを、順次、２
ｍｌ低ストリンジェンシー洗浄緩衝液（２×ＳＳＣ、０.１％ＳＤＳ）で２回および２ｍ
ｌ高ストリンジェンシー洗浄緩衝液（０.２×ＳＳＣ、０.１％ＳＤＳ）で２回、７０℃で
洗浄した。（１ＳＳＣ緩衝液には、１５０ｍＭ塩化ナトリウムおよび１５ｍＭクエン酸ナ
トリウムが含まれている）。
【０２０４】
　ガラス顕微鏡スライドをリン・イメージ剤スクリーンに３０分間あてた後、両方のスラ
イドについてデータを集積した。ガラス顕微鏡スライドをリン・イメージ剤スクリーンに
３０分間あてた後、データを集積した。表６および図３０参照。
【０２０５】
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【表６】

【０２０６】
　この試験では、ＣＯＯＨ官能基を含有するポリマーで覆われたスライドよりもＯＨ官能
基を含有するポリマーで覆われたスライドの方が良好な結果が得られた。
【０２０７】
　２０％アミン含有モノマーを用いてポリマー化し、４％ＥＧＤＭＡまたはＨＤＤＭＡで
架橋した事前調製の(ポリＨＥＭＡ)－含有ポリマーを用いて、約２７５アトモルの放射活
性標識連結産物配列（これは、リン・イメージ剤スクリーンに２３時間あてると視覚化で
きる（表５)）を捕捉することができた。ポリエチレン－メタクリル酸ポリマー調製物を
用いると、約１０.６フェムトモルの連結産物配列を捕捉することができた。この反応は
３０分間あてた後に検出できた。
【実施例７】
【０２０８】
実施例７－膜支持物を用いた捕捉オリゴヌクレオチドの検出
　膜支持物を用いて異なる捕捉オリゴヌクレオチドの捕捉特異性を調べるために、捕捉オ
リゴヌクレオチドプローブ１２および１４（表３）を用いてハイブリダイゼーション実験
を行った。
【０２０９】
　ＯＨ－官能基化ナイロン膜（Millipore、Bedford、Massachusetts）の細長い断片を、
一晩、カルボニルジイミダゾールの「水分含量の少ない」アセトン０.２Ｍ溶液に浸した
。この細長い断片をアセトンで洗浄し、真空で乾燥させた。２０ｍＭ Ｋ２ＨＰＯ４（ｐ
Ｈ８.３）溶液（表３）中の２用量の０.２μｌ（１ｍＭ）捕捉オリゴヌクレオチド１２お
よび１４を特殊なブロッティング装置（Immunetics、Cambridge、Massachusetts）を用い
て膜に移した。相補的オリゴヌクレオチドプローブを実施例３に記載したように放射活性
標識した。このオリゴヌクレオチドプローブを真空乾燥し、２００μｌハイブリダイゼー
ション緩衝液（０.５Ｍ Ｎa２ＨＰＯ４［pＨ７.２］、１％結晶等級ＢＳＡ、１ｍＭ ＥＤ
ＴＡ、７％ＳＤＳ）に溶かした。ハイバイド（Hybaid)・ハイブリダイゼーション・オー
ブンにおいて、１.５ｍｌエッペンドルフチューブの８００μｌのハイブリダイゼーショ
ン緩衝液中１５分間６０℃で膜をプレハイブリダイズさせた。このチューブを５００μｌ
の不活性カルナウバ臘（Strahl&Pitsch，Inc.、New York、New York）で満たし、ハイブ
リダイゼーション総容積を減少させた。プレハイブリダイゼーション後、２００μｌの放
射標識プローブを加えた。１５分間６０℃で膜をハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼ
ーション後、膜を６０℃で、１５分間１ｍｌの低ストリンジェンシー洗浄緩衝液（２×Ｓ
ＳＣ、０.１％ＳＤＳ）で２回、１５分間１ｍｌの高ストリンジェンシー洗浄緩衝液（０.
２×ＳＳＣ、０.１％ＳＤＳ）で２回洗浄した。捕捉したオリゴヌクレオチドプローブは
、リン・イメージ剤（Molecular Dynamics、Sunnyvale、CA）を用いて定量した。リン・
イメージ剤スクリーンに４５分間あてた後、データを集積した。結果は表７に示すが、捕
捉ヌクレオチド１２および１４の活性は、それぞれ、１１２ｐｉｃ／アトモルおよび２１
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０ｐｉｃ／アトモルである。
【０２１０】
【表７】

【０２１１】
　ハイブリダイゼーション温度およびハイブリダイゼーション時間は同系統の実験でも検
討した。表８に示すデータ（ここで捕捉オリゴヌクレオチド１２および１４の活性は、そ
れぞれ、２５１ｐｉｃ／アトモルおよび２６８ｐｉｃ／アトモルである）は、以下の条件
で得られた結果を示す：８００μｌのハイブリダイゼーション緩衝液中６５℃で１５分間
プレハイブリダイゼーション;１ｍｌのハイブリダイゼーション緩衝液中６５℃で１５分
間ハイブリダイゼーション；１ｍｌの低ストリンジェンシー洗浄緩衝液を用いて６５℃で
５分間２回洗浄；および１ｍｌの高ストリンジェンシー洗浄緩衝液を用いて６５℃で５分
間２回洗浄。
【０２１２】

【表８】

【０２１３】
　表９に示されたデータ（ここで捕捉オリゴヌクレオチド１２および１４の活性は、それ
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ぞれ、４８７ｐｉｃ／アトモルおよび５０６ｐｉｃ／アトモルである）は、以下の条件で
得られた結果を示す：１５０μｌのハイブリダイゼーション緩衝液中で７０℃で１５分間
プレハイブリダイゼーション；２００μｌのハイブリダイゼーション緩衝液中７０℃で１
５分間ハイブリダイゼーション；８００μｌの低ストリンジェンシー洗浄緩衝液中７０℃
で５分間２回洗浄；および８００μｌの高ストリンジェンシー洗浄緩衝液中７０℃で５分
間２回洗浄。
【０２１４】
【表９】

【０２１５】
　表１０に示したデータは、以下の条件で得られた結果を示す：１５０μｌのハイブリダ
イゼーション緩衝液中７０℃で１５分間プレハイブリダイゼーション；２００μｌのハイ
ブリダイゼーション緩衝液中７０℃で５分間ハイブリダイゼーション；８００μｌの低ス
トリンジェンシー洗浄緩衝液中７０℃で５分間２回洗浄；および８００μｌの高ストリン
ジェンシー洗浄緩衝液中７０℃で５分間２回洗浄。
【０２１６】
【表１０】

【０２１７】
　表１１に示したデータは以下の条件で得られた結果を示す：１５０μｌのハイブリダイ
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ゼーション緩衝液中７０℃で５分間プレハイブリダイゼーション；２００μｌのハイブリ
ダイゼーション緩衝液中７０℃で１分間ハイブリダイゼーション；８００μｌの低ストリ
ンジェンシー洗浄緩衝液中７０℃で２分間２回洗浄；および８００μｌの高ストリンジェ
ンシー洗浄緩衝液で５分間２回洗浄。
【０２１８】
【表１１】

【０２１９】
　これらのデータにより、捕捉オリゴヌクレオチドプローブのその相補的配列へのハイブ
リダイゼーションは特異的であることが実証される。ガラススライドを用いて行った前の
実験と比べて、かなり多くの量（すなわち、アトモル量に対してフェムトモル量）のオリ
ゴヌクレオチドプローブが膜支持体に再生的に捕捉された。これら２つの非常に密接な関
連性がある捕捉オリゴヌクレオチドプローブ間における平均交差反応性は約１％であった
。しかし、アレイ上の別の捕捉オリゴヌクレオチド対におけるこれらの数値はかなり良好
であろう。一般的に、このような数値は当該分野で公知の方法、すなわち、対立遺伝子特
異的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション（「ＡＳＯ」）、またはハイブリダイゼ
ーションによるシークエンス（「ＳＢＨ」）などの別のハイブリダイゼーション法を用い
ると得ることができない。
【実施例８】
【０２２０】
実施例８－ガラス表面の洗浄
　ガラススライド（Fisher Scientific、Extra thick microslides、スリガラス商品番号
＃12-550-11）を濃ＮＨ４ＯＨ－Ｈ２Ｏ２－Ｈ２Ｏ（１：１：５、ｖ／ｖ／ｖ）水溶液中
、８０℃で５分間インキュベートし、蒸留水で濯いだ。二度目のインキュベートは濃ＨＣ
ｌ－Ｈ２Ｏ２－Ｈ２Ｏ（１：１：５、ｖ／ｖ／ｖ）水溶液中８０℃で５分間行った。J〓n
sson，et al.「Absorption Behavior of Fibronectin on Well Characterized Silica Su
rfaces」J.Colloid Interface Sci.90:148-163(1982）参照。これは出典明示により本明
細書の一部とする。スライドを完全に蒸留水、メタノールおよびアセトンで濯ぎ、室温で
自然乾燥した。
【実施例９】
【０２２１】
実施例９－３－メタクリロイルオキシプロピルトリメトキシシランのシラン化
　実施例８により調製した洗浄済スライドを２４－４８時間、室温で、２.６ｍｌの３－
メタクリロイルオキシプロピルトリメトキシシラン（Aldrich Chemical Company，Inc.Mi
lwaukee，Wis.商品番号＃23,579-2）、０.２６ｍｌトリエチルアミンおよび１３０ｍｌト
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ルエンからなる溶液中でインキュベートした。E.Hedborg,et al.、Sensors Actuators A
，37-38:796-799(1993）参照。これは出典明示により本明細書の一部とする。スライドを
完全にアセトン、メタノール、蒸留
水、再びメタノール、再びアセトンで濯ぎ、室温で自然乾燥させた。図３１参照。
【実施例１０】
【０２２２】
実施例１０－ジクロロジメチルシランを用いたシラン化
　実施例８により調製した洗浄済スライドを１５分間、室温で、１２ｍｌジクロロジメチ
ルシランおよび１２０ｍｌトルエンからなる溶液中でインキュベートした。スライドを完
全にアセトン、メタノール、蒸留水、再びメタノール、および再びアセトンで濯ぎ、自然
乾燥させた。
【実施例１１】
【０２２３】
実施例１１－メタクリル酸誘導体化ガラスを用いたポリ(エチレングリコール)メタクリル
酸のポリマー化
　２.２ｇポリ(エチレングリコール)メタクリル酸（Aldrich Chemical Company，Inc.Mil
waukee,Wis．商品番号＃40,953-7)(平均分子量～３０６ｇ／ｍｏｌ）および５０ｇの２,
２'－アゾビス(２－メチルプロピオニトリル)の３.５ｍｌアセトニトリル溶液を氷上で冷
却し、３分間アルゴン気流下で脱気した。次の工程はアルゴン雰囲気下グローブボックス
中で行った。５－１５滴のポリマー化混合物を、実施例８および９により調製したメタク
リル酸誘導体化ガラススライドに配置した。メタクリル酸誘導体化ガラススライドおよび
ポリマー化混合物を、実施例１０によりシラン化した第２のガラススライドで覆い、２つ
のガラススライドを押し合わせ、クリップで固定した。スライドは続けて真空デシケータ
ーに移した。ポリマー化は５５℃で熱的に始まるか、または３６６ｎｍで光学的に始まっ
た。図３２参照。
【実施例１２】
【０２２４】
実施例１２－メタクリル酸誘導体化ガラスを用いたアクリル酸およびトリメチロールプロ
パンエトキシレート（１４／３ＥＯ／ＯＨ）のポリマー化
　０.５ｇアクリル酸（Aldrich Chemical Company，Inc.Milwaukee,Wis．商品番号＃14,7
23-0）、１.８３ｇトリメチロールプロパンエトキシレート（１４／３ＥＯ／ＯＨ）トリ
アクリレート（Aldrich Chemical Company，Inc.Milwaukee,Wis．商品番号＃23,579-2）
および５０ｍｇの２,２'－アゾビス(２－メチルプロピオニトリル）の３.５ｍｌアセトニ
トリル溶液を氷上で冷却し、３分間アルゴン気流下で脱気した。次の工程は実施例１１に
記載したようにグローブボックス中で行った。スライドは続けて真空デシケーターに移し
、実施例１１に記載のようにポリマー化した。図３３参照。
【実施例１３】
【０２２５】
実施例１３－メタクリル酸誘導体化ガラスを用いたポリ(エチレングリコール)メタクリレ
ートおよびトリメチロールプロパンエトキシレート（１４／３ＥＯ／ＯＨ）トリアクリレ
ートのポリマー化
　０.５５ｇポリ(エチレングリコール)メタクリレート（Aldrich Chemical Company，Inc
.Milwaukee,Wis．商品番号＃40,953,7）、１.６４ｇトリメチロールプロパンエトキシレ
ート（１４／３ＥＯ／ＯＨ）トリアクリレート（Aldrich Chemical Company，Inc.Milwau
kee,Wis．商品番号＃23,579-2）および５０ｍｇの２,２'－アゾビス(２－メチルプロピオ
ニトリル）の３.５ｍｌアセトニトリル溶液を氷上で冷却し、３分間アルゴン気流下で脱
気した。次の工程は実施例１１に記載したようにグローブボックス中で行った。スライド
は続けて真空デシケーターに移し、実施例１１に記載のようにポリマー化した。図３４参
照。
【０２２６】
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　本発明は説明するために詳細に記載したが、説明のためのみに詳述したのであり、以下
の請求の範囲で定義している本発明の精神および範囲からそれない限り、当業者は修飾を
施すことができることを理解されたい。
【図面の簡単な説明】
【０２２７】
【図１】図１は、点変異などの生殖細胞系変異の検出のための先行技術および本発明によ
るポリメラーゼ連鎖反応（"ＰＣＲ"）／リガーゼ検出反応（"ＬＤＲ"）を表す流れ図であ
る。
【図２】図２は、癌関連変異の検出のための先行技術および本発明によるＰＣＲ／ＬＤＲ
を表す流れ図である。
【図３】図３は、同じ遺伝子上の２つの多形性（すなわち対立遺伝子の相違）でのホモお
よびヘテロ接合性を検出するための対立遺伝子特異的プローブ上のアドレスを用いる本発
明のＰＣＲ／ＬＤＲを表す模式図である。
【図４】図４は、与えられた部位ですべての可能な塩基を識別する対立遺伝子特異的プロ
ーブ上のアドレスを用いる本発明のＰＣＲ／ＬＤＲを表す模式図である。
【図５】図５は、２つの近接部位で可能な塩基の存在を検出するための対立遺伝子特異的
プローブ上のアドレスを用いる本発明のＰＣＲ／ＬＤＲを表す模式図である。
【図６】図６は、挿入および欠失を識別する対立遺伝子特異的プローブ上のアドレスを用
いる本発明のＰＣＲ／ＬＤＲを表す模式図である。
【図７】図７は、正常配列の過剰な存在における低発生量の変異（コドン内）を検出する
のに対立遺伝子特異的プローブ上のアドレスを用いる本発明のＰＣＲ／ＬＤＲを表す模式
図である。
【図８】図８は、アドレスが共通のプローブ上に位置し、対立遺伝子の相違が相違する蛍
光性シグナルＦ１、Ｆ２、Ｆ３およびＦ４により識別される本発明のＰＣＲ／ＬＣＲの模
式図である。
【図９】図９は、隣接および近接の対立遺伝子の両方が検出される本発明のＰＣＲ／ＬＣ
Ｒの模式図である。
【図１０】図１０は、単一コドンについてすべての可能な単一塩基変異が検出される本発
明のＰＣＲ／ＬＣＲの模式図である。
【図１１】図１１は、固体支持物への共有結合修飾、移植およびオリゴマー付着について
の化学反応を示す。
【図１２】図１２Ａ－Ｃは、固体支持物へのオリゴヌクレオチドの共有付着についての化
学反応を示す。
【図１３】図１３Ａ－Ｂは、オリゴヌクレオチドプローブ捕捉についての２種のフォーマ
ットを示す。図１３Ａにおいてアドレス可能アレイ特異的部分が対立遺伝子特異的プロー
ブにある。対立遺伝子は夫々アドレスＺ１およびＺ２上の蛍光シグナルの捕捉によって識
別される。図１３Ｂにおいて、アドレス可能アレイ特異的部分が共通プローブ上にあり、
対立遺伝子は蛍光Ｆ１およびＦ２（２つの対立遺伝子に対応する）の捕捉によって夫々識
別される。
【図１４】図１４Ａ－Ｅは、固体支持物上の種々の部位での完全長の個々の２４量体オリ
ゴマーを点在させることによるオリゴマーの８×８アレイを構築するためのプロトコール
を表す。
【図１５】図１５Ａ－Ｅは、図１４Ａ－Ｅの８×８アレイ構築プロトコールの展望図であ
る。
【図１６】図１６Ａ－Ｃは、図１４Ａ－Ｅから図１５Ａ－Ｅでの固体支持物上に完全長の
個々の２４量体オリゴマーを点在するのに用いる器材を表す。
【図１７】図１７は、一連の特別２４量体をつくるのに用い得る少なくとも２塩基が相違
する３６テトラマーを用いる本発明の設計を示す。
【図１８】図１８Ａ－Ｇは、特別の２５量体アドレスの５×５アレイをつくるためのＰＮ
Ａテトラマーの追加を示す。
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【図１９】図１９Ａ－Ｅは、６テトラマーを配列的に結合することによる２４量体８×８
アレイを構築するためのプロトコールを表す。
【図２０】図２０Ａ－Ｃは、図１９Ｂ－Ｃの８×８アレイ構築プロトコールの展望図であ
る。
【図２１】図２１Ａ－Ｃは、図１９Ｂ－Ｃのアドレス可能アレイの合成についての構造的
断面図である。
【図２２】図２２Ａ－Ｃは、図１９Ｂ－Ｃ、２０Ａ－Ｃおよび２１Ａ－Ｇでの固体支持物
上の２４マーの８×８アレイを合成するのに用いる機器の模式図である。
【図２３】図２３Ａ－Ｃは、図１９（図１９Ｄ－１９Ｅ）の８×８アレイ構築プロトコー
ルの展望図である。
【図２４】図２４Ａ－Ｃは、図１６Ｄ－Ｅおよび図２４Ａ－Ｃでの固体支持物上で２４量
体の５×５アレイを合成するのに用いる機器の模式図である。
【図２５】図２５Ａ－Ｃは、６インプット溶液を５アウトプット口に導き得るバルブ・ブ
ロック・アッセンブリーの模式図である。
【図２６】図２６Ａ－Ｄは、６インプット溶液を５アウトプット口に同時に送り得る管状
多岐管の図である。
【図２７】図２７は、本発明の方法を実施するためのアッセイシステムの模式図である。
【図２８】図２８は、相違する誘導表面についてのリン・イメージ図である。
【図２９】図２９は、ポリマー・マトリックスの相違するクロスリンク条件についてのリ
ン光可視図である。
【図３０】図３０は、－ＯＨ官能化スライドについてのリン・イメージ図である。
【図３１】図３１は、３－メタクリロイルオキシプロピルトリメトキシシランでシラン化
ガラススライドをつくるための反応図を示す。
【図３２】図３２は、３－メタクリロイルオキシプロピルトリメトキシシランでシラン化
ガラススライド上に重合ポリ（エチレングリコール）メタクリレートをつくるための反応
図を示す。
【図３３】図３３は、３－メタクリロイルオキシプロピルトリメトキシシランでシラン化
ガラススライド上に重合アクリル酸およびトリメチロルプロパンエトキシレート（１４／
３　ＥＯ／ＯＨ）をつくるための反応図を示す。
【図３４】図３４は、３－メタクリロイルオキシプロピルトリメトキシシランでシラン化
ガラススライド上に重合ポリ（エチレングリコール）メタクリレートおよびトリメチロル
プロパンエトキシレート（１４／３　ＥＯ／ＯＨ）をつくるための反応図を示す。
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摘要(译)

本发明描述了用于鉴定多个序列中的一个或多个序列的方法，所述多个
序列通过多个靶核苷酸序列中的一个或多个单碱基改变，插入，缺失或
易位而不同。该方法包括连接阶段，捕获阶段和检测阶段。连接阶段利
用具有靶序列特异性部分和可寻址阵列特异性部分的一个寡核苷酸探针
与具有靶序列特异性部分和可检测标记的第二寡核苷酸探针之间的连接
检测反应。在连接阶段后，捕获阶段通过将连接的寡核苷酸探针与固体
捕获寡核苷酸阵列杂交至固体支持物来进行，所述捕获寡核苷酸中的至
少一些与可寻址阵列特异性部分互补。在完成捕获阶段之后，进行检测
阶段以检测与固体支持物杂交的连接的寡核苷酸探针的标记。在连接阶
段之前可以进行扩增过程。本发明还涉及用于实践该方法的套件，在固
体支撑件上形成阵列的方法以及支撑件本身。


