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(57)【要約】
　流体溶液において分析物－リガンドの相互作用および
分析物濃度を評価するためのナノポアに基づいた方法、
組成物、およびシステムが提供される。組成物は、ナノ
ポアと会合して、ナノポアアセンブリを形成する分析物
検出複合体を含み、前記分析物検出複合体が分析物リガ
ンドを含む。第１の電圧がナノポアアセンブリに渡って
印加された時、分析物リガンドが溶液中の分析物へ提示
される。第１の電圧と極性が反対である第２の電圧がナ
ノポアアセンブリに渡って印加された時、分析物が分析
物と結合する。分析物－リガンド結合ペアの総数を対照
結合カウント数と比較することにより、分析物の濃度が
決定され得る。他の例において、第２の電圧をさらに増
加させることが、分析物－リガンドペアの解離を生じ得
、そのことから、解離電圧、および、それに従って、解
離定数が決定され得る。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　分析物リガンド、貫通要素、シグナル要素、およびアンカリングタグを含む、分析物検
出複合体。
【請求項２】
　分析物リガンドが分析物検出複合体の近位端に位置し、シグナル要素が貫通要素に会合
している、請求項１に記載の分析物検出複合体。
【請求項３】
　分析物リガンドが抗体またはその機能性断片である、請求項１または２に記載の分析物
検出複合体。
【請求項４】
　貫通要素の遠位端にアンカリングタグをさらに含む、請求項１～３のいずれか一項に記
載の分析物検出複合体。
【請求項５】
　アンカリングタグがビオチンタグを含む、請求項４に記載の分析物検出複合体。
【請求項６】
　シグナル要素が、オリゴヌクレオチド配列、ペプチド配列、またはポリマーを含む、請
求項１～５のいずれか一項に記載の分析物検出複合体。
【請求項７】
　シグナル要素が約４０個のヌクレオチド対のオリゴヌクレオチド配列を含む、請求項６
に記載の分析物検出複合体。
【請求項８】
　オリゴヌクレオチド配列が、一続きのＴ残基または一続きのＮ３－シアノエチル－Ｔ残
基を含む、請求項７に記載の分析物検出複合体。
【請求項９】
　第２のシグナル要素をさらに含む、請求項１～８のいずれか一項に記載の分析物検出複
合体。
【請求項１０】
　第２のシグナル要素が、オリゴヌクレオチド配列、ペプチド配列、またはポリマーを含
む、請求項９に記載の分析物検出複合体。
【請求項１１】
　シグナル要素が約４０個のヌクレオチド対のオリゴヌクレオチド配列を含む、請求項１
０に記載の分析物検出複合体。
【請求項１２】
　オリゴヌクレオチド配列が、一続きのＴ残基または一続きのＮ３－シアノエチル－Ｔ残
基を含む、請求項１１に記載の分析物検出複合体。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれか一項に記載の分析物検出複合体を含む、ナノポアアセンブリ
。
【請求項１４】
　七量体アルファ溶血素ナノポアアセンブリである、請求項１３に記載のナノポアアセン
ブリ。
【請求項１５】
　分析物と分析物リガンドの間の結合強度を評価するための方法であって、：
第１の電圧の存在下で、請求項１３または１４に記載のナノポアアセンブリを含むチップ
を供給するステップであって、前記ナノポアアセンブリが膜内に配置され、かつ検知電極
が前記膜に隣接してまたはそれの近くに位置づけられる、ステップ；
分析物を含む流体溶液と前記チップを接触させるステップであって、前記分析物が、分析
物検出複合体の分析物リガンドに対する結合親和性を含む、ステップ；
前記膜に渡って漸進的に増加した第２の電圧を印加するステップであって、前記第２の電
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圧が前記第１の電圧と極性が反対である、ステップ；
前記膜に渡って漸進的に増加した第２の電圧を印加することに応答して、検知電極を活用
して、結合シグナルを決定するステップであって、前記結合シグナルが、前記分析物が前
記分析物リガンドと結合しているという指示を提供する、ステップ；および
前記第２の電圧をさらに増加させながら、検知電極を活用して、解離シグナルを決定する
ステップであって、前記解離シグナルが、前記分析物と分析物リガンドの間の結合強度の
指示を提供する、ステップ
を含む方法。
【請求項１６】
　膜に渡っての第１の電圧が、分析物リガンドを膜のシス側に位置づける、請求項１５に
記載の方法。
【請求項１７】
　検知電極を活用して、貫通シグナルを決定するステップであって、前記貫通シグナルが
、貫通要素がナノポアアセンブリのポア内に位置しているという指示を提供する、ステッ
プをさらに含む、請求項１５または１６に記載の方法。
【請求項１８】
　貫通シグナルを結合シグナルと比較するステップであって、前記比較が、分析物が分析
物リガンドと結合しているという指示を提供する、ステップをさらに含む、請求項１７に
記載の方法。
【請求項１９】
　解離シグナルから、分析物の分析物リガンドからの解離と関連づけられる解離電圧を決
定するステップをさらに含む、請求項１５～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　決定された解離電圧を参照解離電圧と比較するステップをさらに含む、請求項１９に記
載の方法。
【請求項２１】
　決定された解離電圧の参照解離電圧との比較から、分析物と分析物リガンドの結合ペア
についての解離定数を決定するステップをさらに含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　流体溶液中の分析物の濃度を決定する方法であって、
　第１の電圧の存在下で、請求項１３または１４に記載の複数のナノポアアセンブリを含
むチップを供給するステップであって、前記ナノポアアセンブリが膜内に配置され、かつ
前記ナノポアアセンブリの少なくとも第１のサブセットが第１の分析物リガンドを含む、
ステップ；
複数の検知電極を前記膜に隣接してまたはそれの近くに位置づけるステップ；
第１の分析物を含む流体溶液と前記チップを接触させるステップであって、前記第１の分
析物が前記第１の分析物リガンドに対する結合親和性を含む、ステップ；
前記複数の検知電極およびコンピュータプロセッサを活用して、結合カウント数を決定す
るステップであって、前記結合カウント数が、前記第１の分析物リガンドと前記第１の分
析物の間の結合相互作用の数の指示を提供する、ステップ；
前記決定された結合カウント数を参照カウント数と比較するステップ；
結合カウント数の参照カウント数との比較に基づいて、流体溶液中の前記分析物の濃度を
決定するステップ
を含む方法。
【請求項２３】
　結合カウント数を決定するステップが、
複数の検知電極を活用して、かつナノポアアセンブリの第１のサブセットのナノポアアセ
ンブリごとに、貫通シグナルを決定するステップであって、前記貫通シグナルが、貫通要
素がナノポアアセンブリのナノポア内に位置しているという指示を提供する、ステップ；
膜に渡って漸進的に増加した第２の電圧を印加するステップであって、前記第２の電圧が
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第１の電圧と極性が反対である、ステップ；
膜に渡って漸進的に増加した第２の電圧を印加することに応答して、複数の検知電極を活
用して、かつナノポアアセンブリの第１のサブセットのナノポアアセンブリごとに、結合
シグナルを決定するステップ；
ナノポアアセンブリの第１のサブセットのナノポアアセンブリごとに、決定された貫通シ
グナルを決定された結合シグナルと比較するステップであって、前記比較が、第１の分析
物が第１の分析物リガンドと結合しているという指示を提供する、ステップ；および
各決定された貫通シグナルの決定された結合シグナルとの比較から、第１の分析物が第１
の分析物リガンドと結合しているという指示の総数を決定するステップであって、前記指
示の総数が結合カウント数に対応する、ステップ
を含む、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　複数のナノポアアセンブリが、ナノポアアセンブリの第２のサブセットをさらに含み、
前記第２のサブセットのナノポアアセンブリのそれぞれが第２の分析物リガンドを含み、
前記第２の分析物リガンドが対照分析物に対する結合親和性を含む、請求項２３に記載の
方法。
【請求項２５】
　参照カウント数を決定するステップであって、前記参照カウント数を決定するステップ
が、流体溶液をあらかじめ決められた量の対照分析物と接触させるステップを含み、それ
により、流体溶液中の対照分析物のあらかじめ決められた濃度を提供する、ステップをさ
らに含む、請求項２４に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、一般的に、標的分析物を検出するための方法、組成物、およびシステム、よ
り具体的には、バイオチップを用いて、分析物の濃度を決定するため、および分析物－リ
ガンドの相互作用を評価するための方法、組成物、およびシステムに関する。
【０００２】
　流体溶液において分析物－リガンドの相互作用および分析物濃度を評価するためのナノ
ポアに基づいた方法、組成物、およびシステムが提供される。組成物は、ナノポアと会合
して、ナノポアアセンブリを形成する分析物検出複合体を含み、前記分析物検出複合体が
分析物リガンドを含む。第１の電圧がナノポアアセンブリに渡って印加された時、分析物
リガンドが溶液中の分析物へ提示される。第１の電圧と極性が反対である第２の電圧がナ
ノポアアセンブリに渡って印加された時、分析物が分析物と結合する。分析物－リガンド
結合ペアの総数を対照結合カウント数と比較することにより、分析物の濃度が決定され得
る。他の例において、第２の電圧をさらに増加させることが、分析物－リガンドペアの解
離を生じ得、そのことから、解離電圧、および、それに従って、解離定数が決定され得る
。
【背景技術】
【０００３】
　小分子、タンパク質、抗原、免疫グロブリン、および核酸などの生物活性成分は、多数
の生物学的過程および機能に関与している。したがって、そのような成分のレベルにおけ
るいかなる撹乱も疾患をもたらし、または疾患過程を加速し得る。このため、患者診断お
よび処置に用いられる生物活性成分を迅速に検出および同定するための信頼のおける方法
を開発するのに多くの努力が費やされてきた。例えば、血液または尿試料においてタンパ
ク質または小分子を検出することは、患者の代謝状態を評価するために用いることができ
る。同様に、血液または尿試料における抗原の検出は、患者が曝されている病原体を同定
するために用いることができ、それに従って、適切な処置を容易にする。溶液中の分析物
の濃度を決定できることは、さらに有益である。例えば、血液または尿成分の濃度を決定
することは、その成分が参照値と比較されることを可能にすることができ、それに従って
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、患者の健康状態のさらなる評価を容易にする。
【０００４】
　それにも関わらず、多数の検出および同定方法が利用可能であるが、多くは、高額な費
用がかかり、かつだいぶ時間がかかり得る。例えば、多くの診断検査は、完了するのに数
日かかり、かつかなりの実験資源を必要とし得る。そして、場合によっては、心筋梗塞に
関連したマーカーの分析においてなどの診断遅延は、患者ケアにマイナスの影響を与え得
る。さらに、生物活性成分を同定することを目的とする多くの診断検査の複雑さは、誤差
に結びつき、したがって、精度を低下させる。そして、多くの検出および同定方法は、一
度に１個または２、３個の生物活性成分を分析するのみであり得、かつそれらは、検査試
料の所定の成分の濃度を決定することができない。
【０００５】
　検査試料において生物活性成分を同定することに加えて、小分子－タンパク質の結合ペ
アまたはタンパク質－タンパク質の結合ペアなどの新規の結合ペアについて生物学的試料
をスクリーニングすることも望ましい。例えば、特定のタンパク質が小分子を結合するこ
とを決定することは、その小分子の新しい治療的薬物または診断試薬としての開発へと導
き得る。同様に、新しいタンパク質－タンパク質の相互作用の同定は、新しい薬物または
診断試薬の開発へと導き得る。しかし、多くの伝統的方法は異なる生物活性成分間の相互
作用を調べるのに利用可能であるが、そのような方法は、一度に１個、または２、３個の
候補結合ペアを調べるように設計されている場合が多い。そのような方法はまた、費用が
かかり、かつ時間がかかり得る。
【０００６】
　したがって、必要とされることは、生物活性成分を、特に効率的かつ費用効果の高い様
式で、迅速に検出および同定することができるさらなる方法、組成物、およびシステムで
ある。複数の生物活性成分を同時にアッセイすることができ、それに従って、費用を低減
する、方法、組成物、およびシステムもまた必要とされる。さらに、流体溶液において生
物活性成分の濃度を決定するための方法、組成物、およびシステムが必要とされる。生物
活性成分間の結合相互作用を評価するための迅速かつ費用効果の高い方法もまた必要とさ
れ、それにより、新しい薬物および治療的アプローチの開発をさらに促進する。
【発明の概要】
【０００７】
　ある特定の態様例において、分析物リガンド、貫通要素、シグナル要素、およびアンカ
リングタグを含む分析物検出複合体が提供される。分析物リガンドは、分析物検出複合体
の近位端に位置し、一方、シグナル要素は、貫通要素内に会合している。分析物検出複合
体はまた、貫通要素の遠位端にアンカリングタグを含み得る。ある特定の態様例において
、分析物検出複合体はまた、第２のシグナル伝達要素を含む。
【０００８】
　ある特定の態様例において、分析物検出複合体を含むナノポアアセンブリが提供される
。例えば、ナノポアアセンブリは、七量体アルファ溶血素ナノポアアセンブリであり得る
。分析物検出複合体は、例えば、ナノポアの中を貫通して、ナノポアアセンブリを形成す
る。
【０００９】
　ある特定の態様例において、分析物と分析物リガンドの間の結合強度を評価するための
方法が提供される。方法は、第１の電圧の存在下で、本明細書に記載されているようなナ
ノポアアセンブリを含むチップを供給するステップを含む。例えば、ナノポアアセンブリ
は、膜内に配置される。検知電極が、前記膜に隣接してまたはその近くに位置づけられる
。方法はまた、分析物を含む流体溶液とチップを接触させるステップであって、前記分析
物が、分析物検出複合体の分析物リガンドに対する結合親和性を有する、ステップを含む
。その後、漸進的に増加した第２の電圧が膜に渡って印加され、前記第２の電圧が、第１
の電圧と極性が反対となる。漸進的に増加した第２の電圧を膜に渡って印加することに応
答して、結合シグナルが、検知電極を活用して決定され、その結合シグナルが、分析物が
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分析物リガンドと結合しているという指示を提供する。そして、第２の電圧がさらに増加
しながら、解離シグナルが、検知電極を活用して、決定され、その解離シグナルは、分析
物と分析物リガンドの間の結合強度の指示を提供する。
【００１０】
　ある特定の態様例において、方法はさらに、検知電極を用いて、貫通シグナルを検出す
るステップを含み、前記貫通シグナルが、貫通要素がナノポアアセンブリのポア内に位置
しているという指示を提供する。ある特定の態様例において、貫通シグナルは、結合シグ
ナルと比較される。例えば、その比較は、分析物が分析物リガンドと結合しているという
指示を提供し得る。
【００１１】
　ある特定の態様例において、方法はさらに、解離シグナルから、分析物の分析物リガン
ドからの解離と関連づけられる解離電圧を決定するステップを含む。決定された解離電圧
を参照解離電圧と比較することにより、分析物と分析物リガンドの結合ペアについての解
離定数が決定され得る。
【００１２】
　ある特定の態様例において、流体溶液中の分析物の濃度を決定する方法が提供される。
方法は、例えば、第１の電圧の存在下で、本明細書に記載されているような複数のナノポ
アアセンブリを含むチップを供給するステップを含む。ナノポアアセンブリは、例えば、
膜内に配置され、ナノポアアセンブリの少なくとも第１のサブセットは第１の分析物リガ
ンドを含む。方法はまた、複数の検知電極を膜に隣接してまたはそれの近くに位置づける
ステップ、および前記チップを流体溶液と接触させるステップを含む。流体溶液は第１の
分析物を含み、前記第１の分析物が第１の分析物リガンドに対する結合親和性を有する。
検知電極およびコンピュータプロセッサを活用して、その後、結合カウント数が決定され
る。結合カウント数は、例えば、第１の分析物リガンドと第１の分析物の間の結合相互作
用の数の指示を提供する。その後、決定された結合カウント数を参照カウント数と比較す
ることにより、流体溶液中の分析物の濃度が決定され得る。
【００１３】
　ある特定の態様例において、結合カウント数を決定することは、検知電極を用いて、ナ
ノポアアセンブリの第１のサブセットのナノポアアセンブリごとに、貫通シグナルを決定
することを含む。貫通シグナルは、例えば、貫通要素が、ナノポアアセンブリのナノポア
内に位置しているという指示を提供する。その後、漸進的に増加した第２の電圧が膜に渡
って印加され、前記第２の電圧が、第１の電圧と反対である極性を有する。漸進的に増加
した第２の電圧を膜に渡って印加することに応答して、検知電極を用いて、ナノポアアセ
ンブリの第１のサブセットのナノポアアセンブリごとに、結合シグナルを決定する。その
後、方法は、ナノポアアセンブリの第１のサブセットのナノポアアセンブリごとに、決定
された貫通シグナルを決定された結合シグナルと比較するステップを含む。その比較は、
例えば、第１の分析物が第１の分析物リガンドと結合しているという指示を提供する。各
決定された貫通シグナルの決定された結合シグナルとの比較から、第１の分析物が第１の
分析物リガンドと結合しているという指示の総数が決定され得、前記指示の総数が、結合
カウント数に対応する。ある特定の態様例において、その結合カウント数が、参照結合カ
ウント数と比較される。
【００１４】
　実施形態例のこれらを始めとする態様、目的、特徴、および利点は、例示された実施形
態例の以下の詳細な説明を考慮すれば、当業者に明らかになるだろう。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本明細書に記載された実施形態は、以下の詳細な説明、実施例、および特許請求の範囲
、ならびにそれらの前後の説明を参照することにより、より容易に理解され得る。本シス
テム、デバイス、組成物、および／または方法が開示および記載される前に、本明細書に
記載された実施形態が、他に定めのない限り、開示された特定のシステム、デバイス、組
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成物、および／または方法に限定されず、そのようなものとして、当然ながら、変わり得
ることは理解されるべきである。本明細書に用いられる専門用語が、特定の態様を記載す
ることを目的とするだけであって、限定することを意図するものではないこともまた、理
解されるべきである。
【００１６】
　さらに、以下の説明は、様々な実施形態のそれらの最善の現在知られた態様での実施可
能な教示として提供される。当業者は、この開示の有益な結果をなお獲得しながら、記載
された態様に多くの変化がなされ得ることは認識しているだろう。様々な実施形態の特徴
の一部を、他の特徴を利用することなく、選択することにより、本発明の望ましい恩恵の
一部が獲得され得ることもまた明らかであろう。したがって、当業者は、本明細書に記載
された様々な実施形態への多くの改変および適応が可能であり、かつ、ある特定の状況に
おいてはさらに望ましくあり得、本開示の一部であることを認識しているだろう。このよ
うに、以下の説明は、本明細書に記載された実施形態の原理の実例として提供され、それ
らを限定するものではない。
【００１７】
　概要
　本明細書に記載されているように、流体溶液中の分析物の濃度を決定するためのナノポ
アに基づいた方法、組成物、およびシステムが提供される。流体溶液において分析物－リ
ガンドの結合相互作用を評価するためのナノポアに基づいた方法、組成物、およびシステ
ムもまた提供される。組成物は、例えば、ナノポアと会合して、ナノポアアセンブリを形
成する分析物検出複合体を含み、前記分析物検出複合体が分析物リガンドを含む。第１の
電圧が、ナノポアアセンブリを含む膜に渡って印加された時、分析物リガンドは、ナノポ
アのシス側に提示され、それは、流体溶液中の分析物を結合することができる。最初の電
圧と極性が反対である第２の電圧が膜に渡って印加された時、分析物と分析物リガンドと
の間の結合を示すシグナルが決定され得る。複数のナノポアアセンブリに渡る分析物－リ
ガンド結合ペアの総数を決定し、かつその値を既知の参照値と比較することにより、その
溶液中の分析物の濃度が決定され得る。他の例において、第２の電圧をさらに増加させる
ことが、結果として、分析物－リガンドペアの解離を生じ得、そのことから解離電圧、お
よび、したがって、解離定数が決定され得る。
【００１８】
　より具体的には、分析物検出複合体の分析物リガンドは、分析物をターゲティングする
任意のリガンドであり得る。例えば、分析物リガンドは、特定の抗原をターゲティングす
る抗体またはその機能性断片であり得、したがって、抗原を同定するためのイムノアッセ
イ型方法が提供される。ある特定の例において、分析物は血液抗原または他の生物学的流
体抗原である。他の例において、分析物は、分析物検出複合体の分析物リガンドが親和性
を有する、ポリペプチド、アミノ酸、ポリヌクレオチド、糖質、または小分子有機化合物
もしくは無機化合物である。
【００１９】
　分析物リガンドに加えて、分析物検出複合体は、分析物リガンドと連結されている貫通
要素を含む。貫通要素は、例えば、ナノポアのポアの中を貫通し得る一本鎖もしくは二本
鎖の核酸配列または他の分子ポリマーであり得る。分析物リガンドは、貫通要素の近位端
に連結され、一方、貫通要素の遠位端は、アンカリングタグと会合している。アンカリン
グタグは、例えば、貫通要素の遠位端が、ナノポアアセンブリを通過して、ナノポアアセ
ンブリのシス側へ移動するのを防ぐために用いられ得る。貫通要素に会合しているのは、
ポアの中で電気シグナルを変化させるために用いることができる１つまたは複数のシグナ
ル要素である。分析物検出複合体のシグナル要素は、オリゴヌクレオチド、ペプチド、ま
たはポリマーなどのナノポアアセンブリのポア内に位置することができる任意の実体であ
り得る。ある特定の例において、１つまたは複数のシグナル要素は、ナノポアアセンブリ
のポア内の貫通要素の位置を決定するために用いることができる。
【００２０】
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　チップの膜の中へアセンブルされた場合、本明細書に記載されているような分析物検出
複合体を含むナノポアアセンブリは、分析物と分析物リガンドの間の結合相互作用を評価
するために用いることができる。ナノポアは、例えば、アルファ溶血素（α－ＨＬ）ナノ
ポア、ＯｍｐＧナノポア、または他のタンパク質ナノポアなどの任意のタンパク質ナノポ
アであり得る。いかなる特定の理論にも縛られるつもりはないが、第１の電圧が、ナノポ
アアセンブリを含む膜に渡って印加された時、分析物検出複合体の近位端がポアの中を貫
通し、それにより、貫通要素、およびそれの１つまたは複数のシグナル要素をポア内に位
置づける。さらに、分析物検出複合体がポアの中を貫通すると共に、分析物検出複合体の
分析物リガンドが、ナノポアアセンブリのシス側へ提示され得、それは、分析物と相互作
用（および結合）することができる。ある特定の例において、ナノポアアセンブリと結び
つけられた電極は、ポアにおける貫通要素の存在に対応する貫通シグナルを決定するため
に用いることができる。例えば、第１の電圧が膜に渡って印加されている最中であること
に応答して、貫通要素と会合した第１のシグナル要素が、ポア内の貫通要素の位置決めが
検知電極によって決定され得るように、ポア内に位置し得る。
【００２１】
　いったん、貫通要素がナノポアアセンブリのポア内に位置づけられ、分析物リガンドが
分析物を結合する機会を得たならば、第１の電圧と反対の極性を有する第２の電圧が、膜
に渡って増加性に印加され得る。第２の電圧は、例えば、分析物検出複合体をナノポアア
センブリのトランス側へ引っ張るように作用する。いかなる特定の理論にも縛られるつも
りはないが、分析物の非存在下では、けん引力は、分析物検出複合体を、ポアの中を通り
抜けてポアのトランス側へ引っ張る。しかし、分析物の存在下では、ナノポアアセンブリ
のシス側における分析物リガンドの分析物との結合が、分析物検出複合体がポアの中を通
り抜けてナノポアアセンブリのトランス側へ移動するのを阻止する。ある特定の例におい
て、第２の電圧から生じたけん引力は、ポア内の第２のシグナル要素を位置づけ、その結
果、結合シグナルが、ナノポアアセンブリと結びつけられた電極から決定され得る。結合
シグナルは、例えば、分析物が分析物リガンドと結合しているという指示を提供すること
ができる。
【００２２】
　結合の強度などの分析物と分析物リガンドとの間の結合相互作用を評価するために、第
２の電圧は、結びつけられた電極を介して解離シグナルがナノポアアセンブリから得られ
るまで、さらに増加させることができる。解離シグナルは、例えば、増加した電圧が分析
物を分析物リガンドから分離するように強制し、それに従って、分析物検出複合体が、ポ
アの中を通り抜けて膜のトランス側へと引っ張られるのを可能にする時点に対応する。そ
の解離シグナルに基づいて、分析物と分析物リガンドとの間の解離が起こる電圧に対応す
る解離電圧が決定され得る。ある特定の例において、解離電圧は、既知の分析物－リガン
ドペアの１つまたは複数の参照電圧と比較することができ、それに従って、分析物と分析
物リガンドについての解離定数の決定が可能になる。
【００２３】
　ある特定の例において、分析物と分析物リガンドとの間の結合は、分析物が分析物リガ
ンドから分離されないほど強くあり得る。それどころか、分析物は、第２の電圧がさらに
増加された時でさえも分析物リガンドと結合したままである。そのような例において、複
数の異なる分析物が、それらの異なる分析物リガンドとの結合性について評価される場合
、最も強い結合性を有する分析物が容易に同定することができる。他の例において、複数
の分析物が、それらの、１つまたは複数の分析物リガンドとの相対的結合強度を決定する
ように分析される。例えば、結合強度は、同じチップ上で異なる分析物－リガンドの相互
作用について弱い、強い、または非常に強いとして決定することができる。
【００２４】
　ある特定の例において、本明細書に記載された方法、組成物、およびシステムはまた、
流体溶液中の試験分析物の濃度を決定するために用いることができる。例えば、複数のナ
ノポアアセンブリは、本明細書に記載されているように、第１の電圧の存在下でチップ上
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に形成され得、それにより、各ナノポアアセンブリのシス側で複数の分析物リガンドを試
験分析物へ提示する。その後、流体試料が、膜のシス側へアプライされ得る。試験分析物
が流体試料に存在する場合、試験分析物は分析物リガンドを結合することができる。その
後、第１の電圧と極性が反対の第２の電圧が、本明細書に記載されているように、膜に渡
って増加性に印加され得、各分析物検出複合体を膜のトランス側へ引っ張る。しかし、本
明細書に記載されているように、分析物の分析物リガンドとの結合が、分析物検出複合体
がポアの中を通り抜けてポアのトランス側へ移動するのを阻止し得る。さらに、シグナル
伝達要素のナノポアアセンブリのポアへの移動が、結合シグナルの決定を可能にし得る。
【００２５】
　結合シグナル（singles）の数をカウントすることにより、分析物－リガンド相互作用
の総数に対応する結合カウント数、および、それに従って、結合した試験分析物の数が決
定され得る。その後、結合カウント数は、参照カウント数と比較されて、溶液中の試験分
析物の濃度を決定することができる。例えば、既知量の第２の分析物が、対照として流体
試料に含まれ得、第２の分析物と第２の分析物リガンドとの間の結合の数が、参照カウン
ト数として、本明細書に記載されているように決定することができる。その後、結合カウ
ント数は、参照カウント数と比較されて、試験分析物の濃度を決定することができる。
【００２６】
　ある特定の実施形態例において、本明細書に記載された方法は、評価の信頼度を増加さ
せるためにチップ上で反復することができる。例えば、複数のナノポアアセンブリが、異
なる分析物－リガンドペアの間の結合強度を評価するために用いられる場合には、第２の
電圧は、分析物－リガンドペア（the ligand-pairs）が解離するまで、増加され得る。そ
の後、第１の電圧が、分析物検出複合体をポア内に再局在化させ、かつ分析物－リガンド
結合を可能にするように、再印加され得る。結合後、（最初の電圧と極性が反対の）第２
の電圧が、分析物－リガンドペアが解離するまで再印加され得、それにより、本明細書に
記載されているように、結合強度の追加の測定が提供される。同様に、濃度決定について
、いったん、結合カウント数が、本明細書に記載されているように、分析物－リガンドペ
アについて決定されたならば、分析物－リガンド結合ペアの解離を強制するために第２の
電圧が印加され得る。濃度決定のステップは、分析物の濃度を再決定するために反復され
得る。ある特定の実施形態例において、方法は、結合強度および／または濃度評価の信頼
度レベルをさらに増加させるために複数回、反復される。
【００２７】
　用語の要約
　本発明は、今、以下の定義および例を用いて、参照としてのみ、詳細に記載される。本
明細書で他に規定がない限り、本明細書で用いられる全ての技術的および科学的用語は、
この発明が属する当業者により一般的に理解されているのと同じ意味をもつ。本明細書に
記載されたものと類似したまたは等価の任意の方法および材料が、本発明の実施または試
験において用いることができるが、好ましい方法および材料が記載されている。この発明
が、記載された特定の方法論、プロトコール、および試薬に限定されないことは理解され
るべきであり、これらは変わり得るからである。
【００２８】
　本明細書に提供された見出しは、本明細書を全体として参照することにより得ることが
できる本発明の様々な態様または実施形態の制限ではない。したがって、すぐ下に定義さ
れた用語は、本明細書を全体として参照することにより、より完全に定義される。
【００２９】
　本明細書で用いられる場合、単数形「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」、および「
その（ｔｈｅ）」は、文脈が明らかに別なふうに指図しない限り、複数の指示対象を含む
。
【００３０】
　範囲または値は、「約」１つの特定の値から、および／または「約」別の特定の値まで
として本明細書で表現され得る。そのような範囲が表現される場合、別の態様は、その範
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囲の１つの特定の値からおよび／またはその範囲の他方の特定の値までを含む。範囲のそ
れぞれの端点は、他方の端点と関連する場合と、他方の端点とは無関係である場合の両方
において、有意であることは、さらに理解されるだろう。同様に、値が、先行詞「約」を
用いて、近似値として表現されている場合、その特定の値が別の側面を形成することは理
解されるだろう。ある特定の実施形態例において、用語「約」は、所定の測定についての
当技術分野における通常の許容範囲内、例えば、平均値の２標準偏差内などと理解されて
いる。ある特定の実施形態例において、測定に依存して、「約」は、表示された値の１０
％以内、９％以内、８％以内、７％以内、６％以内、５％以内、４％以内、３％以内、２
％以内、１％以内、０．５％以内、０．１％以内、０．０５％以内、または０．０１％以
内として理解され得る。文脈から別なふうに明らかでない限り、本明細書に提供された全
ての数値は、約という用語によって修飾され得る。さらに、「例」、「例示的な」、また
は「例示された」などの本明細書に用いられた用語は、優先を示すことを意図されず、む
しろ、その後で論じられた側面が、単に、提示された側面の１つの例に過ぎないことを説
明することを意図される。
【００３１】
　本明細書で用いられる場合、用語「抗体」は、２つの重（Ｈ）鎖および２つの軽（Ｌ）
鎖である４つのポリペプチド鎖で構成される任意の免疫グロブリン（Ｉｇ）分子、または
Ｉｇ分子の必須のエピトープ結合フィーチャーを保持する、それらの任意の機能的断片、
変異体、バリアント、もしくは誘導体を幅広く指す。そのような変異体、バリアント、ま
たは誘導体の抗体実体は、当技術分野において知られている。抗体の機能性断片は、例え
ば、全体としての抗体から分離された時、その抗体が方向づけられている抗原を結合し、
または部分的に結合する能力を保持する、抗体の任意の部分を含む。「ナノボディ」は、
例えば、単一ドメインの抗体断片である。
【００３２】
　本明細書で用いられる場合、用語「アミノ酸」は、アミノ基およびカルボン酸基を含有
する有機化合物である。ペプチドまたはポリペプチドは、２個以上のアミノ酸を含有する
。本明細書における目的のために、アミノ酸には、２０個の天然に存在するアミノ酸、非
天然アミノ酸、およびアミノ酸類似体（すなわち、α－炭素が側鎖を有するアミノ酸）が
挙げられる。
【００３３】
　本明細書で用いられる場合、「ポリペプチド」は、アミノ酸の任意のポリマー鎖を指す
。用語「ペプチド」および「タンパク質」は、用語「ポリペプチド」と交換可能に用いら
れ、同様に、アミノ酸のポリマー鎖を指す。用語「ポリペプチド」は、天然または人工の
タンパク質、タンパク質断片、およびタンパク質配列のポリペプチド類似体を包含する。
ポリペプチドは、単量体またはポリマーであり得、いくつかの修飾を含み得る。一般的に
、ペプチドまたはポリペプチドは、２アミノ酸長以上であり、一般的に、４０アミノ酸長
以下である。
【００３４】
　本明細書で用いられる場合、「アルファ溶血素」、「α溶血素」、「α－ＨＬ」、「ａ
－ＨＬ」、および「溶血素」は、交換可能に用いられ、七量体水充満膜貫通チャネル（す
なわち、ナノポア）へと自己アセンブルする単量体タンパク質を指す。文脈に依存して、
その用語はまた、７つの単量体タンパク質によって形成された膜貫通チャネルも指し得る
。ある特定の実施形態例において、アルファ溶血素は、「改変型アルファ溶血素」であり
、それは、アルファ溶血素が別の（すなわち、親の）アルファ溶血素から生じ、親のアル
ファ溶血素と比較して１つまたは複数のアミノ酸変化（例えば、アミノ酸置換、欠失、ま
たは挿入）を含有することを意味する。いくつかの実施形態例において、本発明の改変型
アルファ溶血素は、天然に存在するまたは野生型のアルファ溶血素から生じまたは改変さ
れている。いくつかの実施形態例において、改変型アルファ溶血素は、非限定的に、キメ
ラアルファ溶血素、融合アルファ溶血素、または別の改変型アルファ溶血素を含む、組換
えのまたは操作されたアルファ溶血素から生じまたは改変されている。典型的には、改変
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型アルファ溶血素は、親のアルファ溶血素と比較して、少なくとも１つの変化した表現型
を有する。ある特定の実施形態例において、アルファ溶血素は、「バリアント溶血素遺伝
子」から生じ、または「バリアント溶血素」であり、それは、それぞれ、Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ由来のアルファ溶血素遺伝子の核酸配列が、そのコード配
列を除去、付加、および／または操作することにより変化していること、または発現した
タンパク質のアミノ酸配列が、本明細書に記載された本発明と合致して、改変されている
ことを意味する。
【００３５】
　本明細書で用いられる場合、用語「分析物」または「標的分析物」は、検出され、同定
され、または特徴づけられるべき、目的の任意の化合物、分子、または他の物質を幅広く
指す。例えば、用語「分析物」または「標的分析物」は、検出および／または測定される
ことになっている特定の物質または成分である、目的の任意の生理的分子または作用物質
を含む。ある特定の実施形態例において、分析物は、目的の生理的分析物である。追加と
してまたは代替として、分析物は、例えば、生理的作用を有する化学物質、または薬物も
しくは薬理学的作用物質であり得る。追加としてまたは代替として、分析物または標的分
析物は、環境的作用物質または他の化学的作用物質もしくは実体であり得る。用語「作用
物質」は、化学的化合物、化学的化合物の混合物、生物学的高分子、または生物学的材料
から作製された抽出物を示すように本明細書で用いられる。例えば、作用物質は細胞毒性
物質であり得る。
【００３６】
　ある特定の実施形態例において、「分析物」または「標的分析物」の例には、毒素、有
機化合物、タンパク質、ペプチド、微生物、アミノ酸、糖質、核酸、ホルモン、ステロイ
ド、ビタミン、薬物（治療目的のために投与される薬物、および違法な目的のために投与
される薬物を含む）、脂質、ウイルス粒子、および上記の物質のいずれかの代謝産物また
は上記の物質のいずれかに対する抗体が挙げられる。例えば、そのような分析物には、フ
ェリチン；クレアチニンキナーゼＭＩＢ（ＣＫ－ＭＩＢ）；ジゴキシン；フェニトイン；
フェノバルビトール（phenobarbitol）；カルバマゼピン；バンコマイシン；ゲンタマイ
シン；テオフィリン；バルプロ酸；キニジン；黄体（leutinizing）ホルモン（ＬＨ）；
卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）；エストラジオール、プロゲステロン；ＩｇＥ抗体；ビタミ
ン　Ｂ２；ミクログロブリン（vitamin B2 micro-globulin）；糖化ヘモグロビン（Ｇｌ
ｙ．Ｈｂ）；コルチゾール；ジギトキシン；Ｎ－アセチルプロカインアミド（ＮＡＰＡ）
；プロカインアミド；風疹に対する抗体、例えば、風疹ＩｇＧおよび風疹ＩｇＭ；トキソ
プラズマ症に対する抗体、例えば、トキソプラズマ症ＩｇＧ（Ｔｏｘｏ－ＩｇＧ）および
トキソプラズマ症ＩｇＭ（Ｔｏｘｏ－ＩｇＭ）；テストステロン；サリチレート（ｓａｌ
ｉｃｙｌａｔｅｓ）；アセトアミノフェン；Ｂ型肝炎ウイルス表面抗原（ＨＢｓＡｇ）；
Ｂ型肝炎コア抗原に対する抗体、例えば、抗Ｂ型肝炎コア抗原ＩｇＧおよびＩｇＭ（Ａｎ
ｔｉ－ＨＢＣ）；ヒト免疫不全ウイルス１および２（ＨＴＬＶ）；Ｂ型肝炎ｅ抗原（ＨＢ
ｅＡｇ）；Ｂ型肝炎ｅ抗原に対する抗体（Ａｎｔｉ－Ｈｂｅ）；甲状腺刺激ホルモン（Ｔ
ＳＨ）；チロキシン（Ｔ４）；総トリヨードチロニン（Ｔｏｔａｌ　Ｔ３）；遊離トリヨ
ードチロニン（Ｆｒｅｅ　Ｔ３）；癌胎児抗原（ＣＥＡ）；およびアルファ胎児タンパク
質（ＡＦ）；ならびに乱用薬物および規制物質（それらには、アンフェタミン；メタンフ
ェタミン；バルビツレート（barbituates）、例えば、アモバルビタール、セコバルビタ
ール（seobarbital）、ペントバルビタール、フェノバルビタール、およびバルビタール
；ベンゾジアゼピン、例えば、リブリウムおよびバリウム；カンナビノイド、例えば、ハ
シッシュおよびマリファナ；コカイン；フェンタニル（fetanyl）；ＬＳＤ；メタカロン
（methapualone）；オピエート（opiaets）、例えば、ヘロイン、モルフィン、コデイン
（codine）、ヒドロモルホン、ヒドロコドン、メサドン、オキシコドン、オキシモルホン
、およびアヘン；フェンサイクリジン；およびプロポキシフェン（propoxyhene）が挙げ
られるが、それらに限定されることを意図するものではない）が挙げられ得る。分析物と
いう用語はまた、任意の抗原性物質、ハプテン、抗体、高分子、およびそれらの組合せを
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含む。
【００３７】
　他の分析物または標的分析物の例には、フォレート（Ｆｏｌａｔｅ）、フォレートＲＢ
Ｃ、鉄、可溶性トランスフェリン受容体、トランスフェリン、ビタミンＢ１２、乳酸デヒ
ドロゲナーゼ、骨カルシウム、Ｎ－ＭＩＤオステオカルシン、Ｐ１ＮＰ、リン、ＰＴＨ、
ＰＴＨ（１～８４）、ｂ－ＣｒｏｓｓＬａｐｓ、ビタミンＤ、心臓アポリポタンパク質Ａ
１、アポリポタンパク質Ｂ、コレステロール、ＣＫ、ＣＫ－ＭＢ、ＣＫ－ＭＢ（ｍａｓｓ
）、ＣＫ－ＭＢ（ｍａｓｓ）　ＳＴＡＴ、ＣＲＰ　ｈｓ、シスタチンＣ、Ｄ－ダイマー、
心臓ジギトキシン、ジゴキシン、ＧＤＦ－１５４、ＨＤＬコレステロールダイレクト、ホ
モシステイン、ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、ＬＤＬコレステロールダイレクト、リ
ポタンパク質（ａ）、ミオグロビン、ミオグロビンＳＴＡＴ、ＮＴ－ｐｒｏＢＮＰ、ＮＴ
－ｐｒｏＢＮＰ　ＳＴＡＴ、トロポニンＩ、トロポニンＩ　ＳＴＡＴ、トロポニンＴ　ｈ
ｓ、トロポニンＴ　ｈｓ　ＳＴＡＴ、凝固ＡＴ　ＩＩＩ、Ｄ－ダイマー、乱用薬物検査ア
ンフェタミン（エクスタシー）、ベンゾジアゼピン、ベンゾジアゼピン（血清）、カンナ
ビノイド、コカイン、エタノール、メサドン、メサドン代謝産物（ＥＤＤＰ）、メタカロ
ン、オピエート、オキシコドン、フェンサイクリジン、プロポキシフェン、アミラーゼ、
ＡＣＴＨ、抗Ｔｇ、抗ＴＰＯ、抗ＴＳＨ－Ｒ、カルシトニン、コルチゾール、Ｃ－ペプチ
ド、ＦＴ３、ＦＴ４、ｈＧＨ、ヒドロキシ酪酸デヒドロゲナーゼ、ＩＧＦ－１４、インス
リン、リパーゼ、ＰＴＨ　ＳＴＡＴ、Ｔ３、Ｔ４、サイログロブリン（Thyreoglobulin）
（ＴＧ　ＩＩ）、サイログロブリン（Thyreoglobulin）検証的、ＴＳＨ、Ｔ摂取率、妊孕
能抗ミューラー管ホルモン、ＤＨＥＡ－Ｓ、エストラジオール、ＦＳＨ、ｈＣＧ、ｈＣＧ
プラス　ベータ、ＬＨ、プロゲステロン、プロラクチン、ＳＨＢＧ、テストステロン、肝
臓学ＡＦＰ、アルカリホスファターゼ（ＩＦＣＣ法）、アルカリホスファターゼ（光学法
）、Ｐｙｐと共にＡＬＴ／ＧＰＴ、ＰｙｐなしでＡＬＴ／ＧＰＴ、アンモニア、抗ＨＣＶ
、Ｐｙｐと共にＡＳＴ／ＧＯＴ、ＰｙｐなしでＡＳＴ／ＧＯＴ、直接ビリルビン、総ビリ
ルビン、アセチルコリンエステラーゼ、ブチリルコリンエステラーゼ、ガンマグルタミル
トランスフェラーゼ、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｓＡｇ、乳酸デ
ヒドロゲナーゼ、感染症抗ＨＡＶ、抗ＨＡＶ　ＩｇＭ、抗ＨＢｃ、抗ＨＢｃ　ＩｇＭ、抗
ＨＢｅ、ＨＢｅＡｇ、抗ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｇ　検証的、ＨＢｓＡｇ　定
量的、抗ＨＣＶ、シャーガス（Ｃｈａｇａｓ）、ＣＭＶ　ＩｇＧ、ＣＭＶ　ＩｇＧアビデ
ィティー、ＣＭＶ　ＩｇＭ、ＨＩＶ　ｃｏｍｂｉ　ＰＴ、ＨＩＶ－Ａｇ、ＨＩＶ－Ａｇ　
検証的、ＨＳＶ－１　ＩｇＧ、ＨＳＶ－２　ＩｇＧ、ＨＴＬＶ－Ｉ／ＩＩ、風疹ＩｇＧ、
風疹ＩｇＭ、梅毒、Ｔｏｘｏ　ＩｇＧ、Ｔｏｘｏ　ＩｇＧアビディティー、Ｔｏｘｏ　Ｉ
ｇＭ、ＴＰＬＡ（梅毒）、抗ＣＣＰ、ＡＳＬＯ、Ｃ３ｃ、Ｃ４、セルロプラスミン、ＣＲ
Ｐ（ラテックス）、ハプトグロビン、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、ＩｇＭ、免疫グロブリン
Ａ　ＣＳＦ、免疫グロブリンＭ　ＣＳＦ、インターロイキン６、カッパ軽鎖、遊離カッパ
軽鎖、ラムダ軽鎖、遊離ラムダ軽鎖、プレアルブミン、プロカルシトニン、リウマトイド
因子、ａ１－酸性糖タンパク質、ａ１－アンチトリプシン、ビカルボネート（Ｂｉｃａｒ
ｂｏｎａｔｅ）（ＣＯ２）、カルシウム、塩化物、フルクトサミン、グルコース、ＨｂＡ
１ｃ（溶血血液）、ＨｂＡ１ｃ（全血）、インスリン、ラクテート（Ｌａｃｔａｔｅ）、
ＬＤＬコレステロールダイレクト、マグネシウム、カリウム、ナトリウム、総タンパク質
、トリグリセリド、グリセロール消去法によるトリグリセリド、総ビタミンＤ、酸性ホス
ファターゼ、ＡＦＰ、ＣＡ　１２５、ＣＡ　１５－３、ＣＡ　１９－９、ＣＡ　７２－４
、カルシトニン、Ｃｙｆｒａ　２１－１、ｈＣＧプラス　ベータ、ＨＥ４、遊離カッパ軽
鎖、遊離ラムダ軽鎖、ＮＳＥ、ｐｒｏＧＲＰ、遊離ＰＳＡ、総ＰＳＡ、ＳＣＣ、Ｓ－１０
０、サイログロブリン（Thyreoglobulin）（ＴＧ　ＩＩ）、サイログロブリン（Thyreogl
obulin）　検証的、ｂ２－ミクログロブリン、アルブミン（ＢＣＧ）、アルブミン（ＢＣ
Ｐ）、アルブミン　免疫学的、クレアチニン（酵素的）、クレアチニン（Ｊａｆｆｅ法）
、シスタチンＣ、カリウム、ＰＴＨ、ＰＴＨ（１－８４）、総タンパク質、総タンパク質
、尿／ＣＳＦ、尿素／ＢＵＮ、尿酸、ａ１－ミクログロブリン、ｂ２－ミクログロブリン
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、アセトアミノフェン（パラセタモール）、アミカシン、カルバマゼピン、シクロスポリ
ン、ジギトキシン、ジゴキシン、エベロリムス、ゲンタマイシン、リドカイン、リチウム
、ＩＳＥミコフェノール酸、ＮＡＰＡ、フェノバルビタール、フェニトイン、プリミドン
、プロカインアミド、キニジン、サリチレート、シロリムス、タクロリムス、テオフィリ
ン、トブラマイシン、バルプロ酸、バンコマイシン、抗ミューラー管ホルモン、ＡＦＰ、
ｂ－Ｃｒｏｓｓｌａｐｓ、ＤＨＥＡ－Ｓ、エストラジオール、ＦＳＨ、遊離βｈＣＧ、ｈ
ＣＧ、ｈＣＧプラス　ベータ、ｈＣＧ　ＳＴＡＴ、ＨＥ４、ＬＨ、Ｎ－ＭＩＤオステオカ
ルシン、ＰＡＰＰ－Ａ、ＰｌＧＦ、ｓＦＩｔ－１、Ｐ１ＮＰ、プロゲステロン、プロラク
チン、ＳＨＢＧ、テストステロン、ＣＭＶ　ＩｇＧ、ＣＭＶ　ＩｇＧアビディティー、Ｃ
ＭＶ　ＩｇＭ、風疹ＩｇＧ、風疹ＩｇＭ、Ｔｏｘｏ　ＩｇＧ、Ｔｏｘｏ　ＩｇＧアビディ
ティー、および／またはＴｏｘｏ　ＩｇＭが挙げられる。
【００３８】
　本明細書で用いられる場合、用語「相補的な」または「相補性」は、通例の塩基対形成
ルールによって関係づけられるポリヌクレオチド（すなわち、ヌクレオチドの配列）に関
して用いられる。例えば、配列「Ａ－Ｇ－Ｔ」は、配列「Ｔ－Ｃ－Ａ」と相補的である。
相補性は、核酸の塩基の一部のみが塩基対形成ルールに従ってマッチしている、「部分的
」であり得る。または、核酸間で「完全な」または「全面的な」相補性があり得る。核酸
鎖間での相補性の程度は、核酸鎖間でのハイブリダイゼーションの効率および強度に有意
な効果を生じる。
【００３９】
　本明細書で用いられる場合、用語「相同性」は、相補性の程度を指す。相同性は、部分
的相同性または完全な相同性（すなわち、同一性）を含む。例えば、部分的に相補的な配
列は、完全に相補的な配列が標的核酸とハイブリダイズするのを少なくとも部分的に阻害
する配列であり、その実用的用語「実質的に相同的な」を用いて言及される。完全に相補
的な配列の標的配列へのハイブリダイゼーションのその阻害は、低いストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイゼーションアッセイ（サザンまたはノーザンブロット、溶液ハイ
ブリダイゼーションなど）を用いて調べられ得る。実質的に相同的な配列またはプローブ
は、低いストリンジェンシーの条件下で完全に相同的な配列またはプローブの標的への結
合（すなわち、ハイブリダイゼーション）に対して競合し、かつ阻害するだろう。しかし
ながら、低いストリンジェンシーの条件が存在したならば、非特異的結合が許されるよう
なものである；低いストリンジェンシー条件は、２つの配列のお互いとの結合が特異的な
（すなわち、選択的な）相互作用であることを必要とする。非特異的結合の欠如は、部分
的な程度の相補性さえも欠く（例えば、約３０％未満の同一性）第２の標的の使用により
試験され得る；非特異的結合が存在しない場合、プローブは、第２の非相補性標的とハイ
ブリダイズしないだろう。
【００４０】
　本明細書で用いられる場合、用語「リガンド」または「分析物リガンド」は、別の実体
（例えば、受容体）と結合して、より大きい複合体を形成する、任意の化合物、分子、分
子群、または他の物質を幅広く指す。例えば、分析物リガンドは、その用語が当技術分野
において理解され、かつ本明細書で幅広く定義されているように、分析物に対する結合親
和性を有する実体である。分析物リガンドの例には、受容体と結合するペプチド、糖質、
核酸、抗体、または任意の分子が挙げられるが、それらに限定されない。ある特定の例に
おいて、リガンドは、分析物と複合体を形成して、生物学的目的を果たす。当業者が理解
しているように、リガンドとそれの結合パートナー（例えば、分析物）の間の関係は、電
荷、疎水性、および／または分子構造の関数である。結合は、イオン結合、水素結合、お
よびファンデルワールス力などの様々な分子間力を介して起こり得る。ある特定の例にお
いて、リガンドまたは分析物リガンドは、抗原と結合親和性を有する抗体またはその機能
性断片である。
【００４１】
　本明細書で用いられる場合、用語「ＤＮＡ」は、少なくとも１個のデオキシリボヌクレ
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オチド残基を含む分子を指す。「デオキシリボヌクレオチド」は、β－Ｄ－デオキシリボ
フラノース部分の２’位にヒドロキシル基を含まず、代わりに水素を含む、ヌクレオチド
である。その用語は、二本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＤＮＡ、二本鎖領域と一本鎖領域の両方を有
するＤＮＡ、単離されたＤＮＡ、例えば、部分的に精製されたＤＮＡ、本質的に純粋なＤ
ＮＡ、合成ＤＮＡ、組換え的に産生されたＤＮＡ、加えて、天然に存在するＤＮＡとは、
１個または複数のヌクレオチドの付加、欠失、置換、および／または修飾によって異なる
変化したＤＮＡまたは類似体ＤＮＡを包含する。
【００４２】
　本明細書で用いられる場合、用語「連結する（ｊｏｉｎ）」、「連結された（ｊｏｉｎ
ｅｄ）」、「連結する（ｌｉｎｋ）」、「連結された（ｌｉｎｋｅｄ）」、または「繋ぎ
止められた」は、タンパク質をＤＮＡ分子と、またはタンパク質をタンパク質と接続する
などの、２つ以上の実体を機能的に接続するための当技術分野において知られた任意の方
法を指す。例えば、１つのタンパク質が、別のタンパク質と、例えば、組換え融合タンパ
ク質において、介在配列またはドメインの有無に関わらず、共有結合を介して、連結され
得る。共有結合による連結の例は、例えば、ＳｐｙＣａｔｃｈｅｒ／ＳｐｙＴａｇ相互作
用、システイン－マレイミドのコンジュゲーション、またはアジド－アルキンのクリック
ケミストリー、および当技術分野において知られた他の手段を通して、形成され得る。さ
らに、１個のＤＮＡ分子は、別のＤＮＡ分子と、相補性ＤＮＡ配列のハイブリダイゼーシ
ョンを介して連結され得る。
【００４３】
　本明細書で用いられる場合、用語「ナノポア」は、一般的には、膜に形成された、また
は別なふうに提供されたポア、チャネル、または通路を指す。膜は、脂質二分子層などの
有機膜、またはポリマー材料で形成された膜などの合成膜であり得る。膜は、ポリマー材
料であり得る。ナノポアは、例えば、相補型金属酸化膜半導体（ＣＭＯＳ）または電界効
果トランジスタ（ＦＥＴ）回路などの検知回路、または検知回路と結合した電極に隣接し
て、またはその近くに配置され得る。いくつかの実施形態例において、ナノポアは、０．
１ナノメートル（ｎｍ）～約１０００ｎｍのオーダーでの固有幅または直径を有する。い
くつかのナノポアはタンパク質である。例えば、アルファ溶血素単量体は、オリゴマー形
成して、タンパク質を形成する。膜は、トランス側（すなわち、検知電極に対面する側）
およびシス側（すなわち、対電極に対面する側）を含む。
【００４４】
　用語「核酸分子」または「核酸」は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、およびｃＤＮＡ分子を含む。遺
伝暗号の縮重の結果として、アルファ溶血素および／またはそのバリアントなどの所定の
タンパク質をコードする多数のヌクレオチド配列が生じ得ることは理解されているだろう
。本開示は、バリアントのアルファ溶血素をコードするあらゆる可能なバリアントヌクレ
オチド配列を企図し、そのバリアントヌクレオチド配列の全ては、遺伝暗号の縮重を仮定
すれば、可能である。
【００４５】
　用語「ヌクレオチド」は、当技術分野において認識されているように、天然の塩基（標
準）および当技術分野においてよく知られた修飾型塩基を含むように本明細書で用いられ
る。そのような塩基は、一般的に、ヌクレオチド糖部分の１’位に位置する。ヌクレオチ
ドは、一般的に、塩基、糖、およびリン酸基を含む。
【００４６】
　本明細書で用いられる場合、例えば、合成核酸分子または合成遺伝子または合成ペプチ
ドに関してなどの「合成」は、組換え方法により、および／または化学合成方法により産
生される核酸分子またはポリペプチド分子を指す。
【００４７】
　本明細書で用いられる場合、組換えＤＮＡ方法を用いることによる組換え方法による産
生は、クローン化ＤＮＡによってコードされるタンパク質を発現するための分子生物学の
周知の方法の使用を指す。例えば、組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成、ならびに組
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織培養および形質転換（例えば、エレクトロポレーション、リポフェクション）について
標準技術が用いられ得る。酵素反応および精製技術は、製造会社の仕様書に従って、また
は当技術分野において一般的に達成されているように、または本明細書に記載されている
ように、実施され得る。前述の技術および手順は一般的に、当技術分野においてよく知ら
れた通常の方法に従って、ならびに本明細書を通して引用され、および論じられている様
々な一般的でより具体的な参考文献に記載されているように、実施され得る。例えば、任
意の目的のために全体として参照により本明細書に組み入れられている、Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
（第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ
、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（１９８９））を参照されたい。
【００４８】
　本明細書で用いられる場合、「ベクター」（またはプラスミド）は、異種性核酸をそれ
の発現かまたは複製かのいずれかのために細胞へ導入するために用いられる別個のＤＮＡ
エレメントを指す。ベクターは、典型的には、エピソームのままであるが、遺伝子または
その部分のゲノムの染色体への組込みをもたらすように設計することができる。細菌人工
染色体、酵母人工染色体、および哺乳類人工染色体などの人工染色体であるベクターもま
た企図される。そのような媒体の選択および使用は当業者によく知られている。
【００４９】
　本明細書で用いられる場合、「発現」は、一般的に、核酸がｍＲＮＡへ転写され、そし
てペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質へ翻訳される過程を指す。核酸がゲノムＤ
ＮＡに由来する場合には、発現は、適切な真核生物の宿主細胞または生物体が選択される
ならば、ｍＲＮＡのスプライシングなどのプロセシングを含み得る。
【００５０】
　本明細書で用いられる場合、「発現ベクター」は、そのようなＤＮＡ断片の発現をもた
らす能力があるプロモーター領域などの制御配列と作動可能に連結されているＤＮＡを発
現する能力があるベクターを含む。そのような追加のセグメントには、プロモーターおよ
びターミネーター配列を挙げることができ、任意で、１つまたは複数の複製起点、１つま
たは複数の選択マーカー、エンハンサー、ポリアデニル化シグナルなどを挙げることがで
きる。発現ベクターは、一般的に、プラスミドもしくはウイルスＤＮＡに由来し、または
両方のエレメントを含有できる。したがって、発現ベクターは、適切な宿主細胞への導入
により、クローン化ＤＮＡの発現を生じる、プラスミド、ファージ、組換えウイルス、ま
たは他のベクターなどの組換えＤＮＡまたはＲＮＡ構築物を指す。適切な発現ベクターは
、当業者によく知られており、それには、真核細胞および／もしくは原核細胞において複
製可能であるもの、ならびにエピソームのままであるもの、または宿主細胞ゲノムへ統合
されるものが挙げられる。本明細書で用いられる場合、ベクターにはまた、「ウイルスベ
クター（ｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒｓ）」または「ウイルスのベクター（ｖｉｒａｌ　ｖ
ｅｃｔｏｒｓ）」が挙げられる。ウイルスベクターは、外因性遺伝子を細胞へ（媒体また
はシャトルとして）移入するように外因性遺伝子と作動可能に連結されている、操作され
たウイルスである。
【００５１】
　用語「宿主細胞」とは、ベクターを含有し、かつその発現構築物の複製、ならびに／ま
たは転写、もしくは転写および翻訳（発現）を支援する細胞を意味する。宿主細胞は、大
腸菌（Ｅ．　ｃｏｌｉ）もしくはＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｕｓなどの原核細胞、
または酵母、植物、昆虫、両生類、もしくは哺乳類細胞などの真核細胞であり得る。一般
的に、宿主細胞は原核生物、例えば、大腸菌である。
【００５２】
　用語「細胞発現」または「細胞遺伝子発現」は、一般的に、細胞において、生物活性ポ
リペプチドがＤＮＡ配列から産生され、かつ生物活性を示す細胞過程を指す。そのような
ものとして、遺伝子発現は、転写および翻訳の過程を含むが、遺伝子または遺伝子産物の
生物活性に影響を及ぼし得る転写後および翻訳後の過程もまた含み得る。これらの過程は
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、例えば、ＲＮＡ合成、プロセシング、および輸送、加えて、ポリペプチド合成、輸送、
ポリペプチドの翻訳後修飾を含む。追加として、細胞内でのタンパク質－タンパク質の相
互作用に影響する過程もまた、本明細書に定義されているような遺伝子発現に影響し得る
。
【００５３】
　本明細書で用いられる場合、用語「任意の」または「任意で」は、その後に記載された
事象または状況が起こり、または起こらないこと、ならびにその記載が、前記事象または
状況が起こる場合およびそれが起こらない場合を含むことを意味する。例えば、分析物検
出複合体をナノポアアセンブリ単量体と連結する任意のステップは、その分析物検出複合
体が連結され得、または連結され得ないことを意味する。
【００５４】
　本明細書で用いられる場合、用語「リン脂質」は、少なくとも１個のリン基を含む疎水
性分子を指す。例えば、リン脂質は、リン含有基、および任意でＯＨ、ＣＯＯＨ、オキソ
、アミン、または置換型もしくは非置換型アリル基で置換される、飽和または不飽和アル
キル基を含み得る。
【００５５】
　本明細書で用いられる場合、用語「膜」は、脂質分子の連続二重層のシートまたは層を
指し、その中に膜タンパク質が埋め込まれる。膜脂質分子は、典型的には、両親媒性であ
り、最も自然発生的には、水中に置かれた場合、二分子層を形成する。「リン脂質膜」は
、脂質の疎水性頭部が一方向を向き、同時に親水性尾部が反対方向を向くように整列した
リン脂質で構成された任意の構造を指す。リン脂質膜の例には、細胞膜の脂質二分子層が
挙げられる。
【００５６】
　本明細書で用いられる場合、「同一性」または「配列同一性」は、配列の関連において
、２つの核酸配列または２つのアミノ酸配列の間での類似性を指し、その配列間での類似
性という言葉で表現されるが、そうでなければ、配列同一性と呼ばれる。配列同一性は、
パーセンテージ同一性（または類似性または相同性）として測定される場合が多い；パー
センテージが高ければ高いほど、その２つの配列はより類似している。例えば、８０％相
同性は、規定のアルゴリズムにより決定された８０％配列同一性と全く同じことを意味し
、したがって、所定の配列の相同体は、その所定の配列の長さに関して８０％より高い配
列同一性を有する。配列同一性のレベルの例として、例えば、所定の配列、例えば、本明
細書に記載されているような発明ポリペプチドのいずれか１つについてのコード配列との
８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、またはそれ以上の配列同一性が挙げられる。
【００５７】
　比較のための配列のアラインメントの方法は、当技術分野においてよく知られている。
様々なプログラムおよびアラインメントアルゴリズムが以下に記載されている：Ｓｍｉｔ
ｈ　＆　Ｗａｔｅｒｍａｎ　Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．　２：４８２、１９８１；Ｎ
ｅｅｄｌｅｍａｎ　＆　Ｗｕｎｓｃｈ　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．　４８：４４３、１９７
０；Ｐｅａｒｓｏｎ　＆　Ｌｉｐｍａｎ　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　８５：２４４４、１９８８；Ｈｉｇｇｉｎｓ　＆　Ｓｈａｒｐ　Ｇｅｎｅ　７３：２
３７～２４４、１９８８；Ｈｉｇｇｉｎｓ　＆　Ｓｈａｒｐ　ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１
～１５３、１９８９；Ｃｏｒｐｅｔら　Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　１６、１０８８
１～９０、１９８８；Ｈｕａｎｇら　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ａｐｐｌｓ．　Ｉｎ　ｔｈｅ　
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　８、１５５～６５、１９９２；およびＰｅａｒｓｏｎら　Ｍｅ
ｔｈ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．　２４、３０７～３１、１９９４。Ａｌｔｓｃｈｕｌら（Ｊ．Ｍ
ｏｌ．Ｂｉｏｌ．　２１５：４０３～４１０、１９９０）は、配列アラインメント方法お
よび相同性計算の詳細な考察を提示している。
【００５８】
　ＮＣＢＩ　Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ（
ＢＬＡＳＴ）（Ａｌｔｓｃｈｕｌら　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．　２１５：４０３～４１０
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、１９９０）は、ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ）を含むいく
つかの発信元から利用可能であり、インターネット上で、例えば、ＢＬＡＳＴＮ、ＢＬＡ
ＳＴＸ、およびＴＢＬＡＳＴＸ、ＢＬＡＳＴＰおよびＴＢＬＡＳＴＮなどのＢＬＡＳＴプ
ログラム一式を含む配列解析プログラムと接続して用いられる。
【００５９】
　配列検索は、典型的には、所定の核酸配列をＧｅｎＢａｎｋ　ＤＮＡ配列および他の公
共データベースにおける核酸配列に対して評価する時、ＢＬＡＳＴＮプログラムを用いて
行われる。全てのリーディングフレームで翻訳されている核酸配列をＧｅｎＢａｎｋタン
パク質配列および他の公共データベースにおけるアミノ酸配列に対して検索するためには
、ＢＬＡＳＴＸプログラムが好ましい。ＢＬＡＳＴＮとＢＬＡＳＴＸのどちらも、１１．
０のオープンギャップペナルティおよび１．０の伸長ギャップペナルティのデフォルトパ
ラメータを用いて実行され、ＢＬＯＳＵＭ－６２マトリックスを利用する（例えば、Ａｌ
ｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．ら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２５：３３８９～
３４０２、１９９７参照）。
【００６０】
　ある特定の実施形態例において、２つ以上の配列間の「％同一性」を決定するための、
選択された配列の好ましいアラインメントは、例えば、１０．０のオープンギャップペナ
ルティ、０．１の伸長ギャップペナルティ、およびＢＬＯＳＵＭ　３０類似性マトリック
スを含むデフォルトパラメータで運用される、ＭａｃＶｅｃｔｏｒ　バージョン１３．０
．７におけるＣＬＵＳＴＡＬ－Ｗプログラムを用いて、実施される。
【００６１】
　本明細書で用いられる場合、用語「バリアント」は、親タンパク質と比較した時、変化
した特性、例えば、変化したイオン伝導度を示す修飾型タンパク質を指す。
　本明細書で用いられる場合、用語「試料」または「試験試料」は、それの最も広い意味
で用いられる。本明細書で用いられる場合、「生物学的試料」には、対象由来など、生き
ているものまたは以前は生きていたもの由来の任意の量の物質が挙げられるが、それに限
定されない。生物学的試料は、インビボまたはインビトロで得られた生物学的組織または
流体を源とする試料を含み得る。そのような試料は、非限定的に、生物学的対象から単離
された、体液、器官、組織、画分、および細胞に由来し得る。生物学的試料にはまた、例
えば、生物学的流体（例えば、血液または尿）からの抽出物など、生物学的試料からの抽
出物も挙げることができる。
【００６２】
　本明細書で用いられる場合、「生物学的流体」または「生物学的流体試料」は、任意の
生理的流体（例えば、血液、血漿、痰、洗浄液、接眼レンズ液、脳脊髄液、尿、精液、汗
、涙、乳、唾液、滑液、腹水、羊水）、加えて、１つもしくは複数の公知のプロトコール
を通して流体形へ少なくとも一部、変換されている固体組織、または流体が抽出されてい
る固体組織を指す。例えば、生検からなどの、液状組織抽出物は、生物学的流体試料であ
り得る。ある特定の例において、生物学的流体試料は、対象から収集された尿試料である
。ある特定の例において、生物学的流体試料は、対象から収集された血液試料である。本
明細書で用いられる場合、用語「血液」、「血漿」、および「血清」は、それの画分また
は処理された部分を含む。同様に、試料が生検、スワブ、スメアなどから採取される場合
、「試料」は、その生検、スワブ、スメアなどに由来する、処理された画分または部分を
包含する。
【００６３】
　さらに、「流体溶液」、「流体試料」、または「流体」は、生物学的流体を包含するが
、環境的試料に存在し得る任意の分析物などの非生理的成分もまた含み得、かつ包含し得
る。例えば、試料は、河川、湖、池、または他の貯水池からであり得る。ある特定の実施
形態例において、流体試料は改変され得る。例えば、流体試料にバッファーまたは保存剤
が添加され得、または流体試料が希釈され得る。他の実施形態例において、流体試料は、
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その溶液中の１つまたは複数の溶質の濃度を増加させるために、当技術分野において知ら
れた一般的な手段によって改変され得る。それでも、その流体溶液はなお、本明細書に記
載されているような流体溶液である。例えば、流体試料が試験されることになっている場
合、その流体試料は「試験試料」と呼ばれ得る。
【００６４】
　本明細書で用いられる場合、「対象」は、脊椎動物を含む動物を指す。脊椎動物は、哺
乳類、例えば、ヒトであり得る。ある特定の例において、対象はヒト患者であり得る。対
象は、「患者」、例えば、疾患または状態を患っており、または患っているのではないか
と疑われる患者であり得、処置もしくは診断を必要とし得、または疾患もしくは状態の進
行についてモニターすることを必要とし得る。患者はまた、効力についてモニターする必
要がある処置治療に関与し得る。哺乳類は、例えば、ヒト、チンパンジー、家畜および農
業用動物、加えて、動物園、スポーツ、またはペット動物、例えば、イヌ、ネコ、ウシ、
ウサギ、ウマ、ヒツジ、ブタなどを含む、哺乳類として分類される任意の動物を指す。
【００６５】
　本明細書で用いられる場合、用語「野生型」は、天然に存在する源から単離された時の
その遺伝子または遺伝子産物の特性を有する遺伝子または遺伝子産物を指す。
　以下の実施例および図は、本発明の理解を助けるために提供され、本発明の真の範囲は
、添付された特許請求の範囲に示されている。本発明の精神から逸脱することなく、示さ
れた手順に改変がなされ得ることは理解されている。
【図面の簡単な説明】
【００６６】
【図１】ある特定の実施形態例により、分析物検出複合体を示すイラストである。
【図２】図２Ａは、ある特定の実施形態例により、それぞれが異なる分析物に方向づけら
れた分析物検出複合体を含む、３つのナノポアアセンブリを示すイラストである。図２Ｂ
は、ある特定の実施形態例により、図２Ａの３つのナノポアアセンブリを示すが、示され
た分析物リガンドのそれぞれがそれらのそれぞれの分析物を結合している、イラストであ
る。図２Ｃは、ある特定の実施形態例により、各分析物検出複合体がナノポアアセンブリ
のトランス側へ引っ張られている最中である立体配置でナノポアアセンブリが示されてい
ることを除いて、図２Ａ～２Ｂにおいてと同じ３つのナノポアアセンブリを示すイラスト
である。
【図３】ある特定の実施形態例により、分析物－リガンドペアの結合および解離に関連し
た電気シグナル変化と共に、分析物リガンドと分析物の間の弱い結合相互作用の評価を示
すイラストである。
【図４】ある特定の実施形態例により、分析物リガンドと分析物の間の強い結合相互作用
の評価を示すイラストである。
【図５】ある特定の実施形態例により、分析物リガンドと分析物の間の非常に強い相互作
用の評価を示すイラストである。
【図６】ある特定の実施形態例により、標的分析物が試験溶液に存在しない場合の試験試
料の評価を示すイラストである。
【図７】ある特定の実施形態例により、弱い、強い、および非常に強い分析物－リガンド
相互作用についての個々の分析物捕獲および解離の信頼度レベル分布例を示すイラストで
ある。
【図８】ある特定の実施形態例により、チップ上での特定の分析物－リガンド相互作用の
同定を示すイラストである。
【００６７】
　実施形態例
　実施形態例は、今、部分的に添付の図を参照して、詳細に記載される。図が参照される
場合、同様の数字は、図の中の同様の（しかし、必ずしも同一とは限らない）要素を示す
。
【００６８】
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　分析物検出複合体
　図１は、ある特定の実施形態例により、分析物検出複合体１のイラストである。図１に
関して、分析物検出複合体１は、例えば、分析物リガンド２、貫通要素３、ならびに貫通
要素３の内にまたはそれと会合して配置されている１つまたは複数のシグナル要素４ａお
よび４ｂを含む。ある特定の実施形態例において、分析物検出複合体１はまた、分析物検
出複合体の遠位端に位置するアンカリングタグ５を含む。
【００６９】
　分析物検出複合体１の分析物リガンド２は、本明細書に記載されているような任意の分
析物に対する結合親和性を有する任意のリガンドであり得る。図１に示されているように
、例えば、分析物リガンド２は抗体であり得、分析物が、その抗体に対する結合親和性を
有する抗原である。当業者がこの開示を鑑みて理解するように、任意の抗体またはその機
能性断片が分析物リガンドとして用いることができる。他の実施形態例において、分析物
検出複合体１の分析物リガンド２は、環境的分析物を検出するために用いることができる
。ある特定の実施形態例において、分析物検出複合体１の分析物リガンド２は、複雑な生
物学的流体試料、例えば、組織および／または体液においてタンパク質分析物を同定する
ために用いることができる。
【００７０】
　ある特定の実施形態例において、分析物リガンド２が方向づけられる分析物は、生物学
的または環境的試料の他の成分と比較して、低濃度で存在し得る。ある特定の実施形態例
において、分析物リガンド２はまた、高分子分析物の亜集団をその分析物の立体構造また
は機能性に基づいてターゲティングするために用いることができる。分析物リガンド２の
例には、本明細書に定義されたもの、加えて、標的分析物と結合することが知られている
、アプタマー、抗体もしくはその機能性断片、受容体、および／またはペプチドが挙げら
れる。アプタマーに関して、アプタマーは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、および／または核酸類似体
を含む核酸アプタマーであり得る。ある特定の実施形態例において、アプタマーは、ペプ
チドアプタマー、例えば、足場へ両端において付着した可変性ペプチドループを含むペプ
チドアプタマーであり得る。アプタマーは、例えば、特定の標的タンパク質分析物と結合
するように、選択することができる。
【００７１】
　当業者が理解しているように、分析物および分析物リガンド２は、結合ペアの２つのメ
ンバー、すなわち、２つの異なる分子の１つが第２の分子と、化学的および／または物理
的相互作用を通して特異的に結合する２つの異なる分子を表す。周知の抗原－抗体の結合
ペアメンバーに加えて、他の結合ペアには、例えば、ビオチンとアビジン、糖質とレクチ
ン、相補性ヌクレオチド配列、相補性ペプチド配列、エフェクターと受容体分子、酵素補
因子と酵素、酵素阻害剤と酵素、ペプチド配列とその配列またはそのタンパク質全体に特
異的な抗体、ポリマー酸と塩基、色素とタンパク質結合剤、ペプチドと特異的なタンパク
質結合剤（例えば、リボヌクレアーゼ、Ｓ－ペプチドとリボヌクレアーゼＳタンパク質）
、糖とボロン酸、および結合アッセイにおいて会合を可能にする親和性を有する類似した
分子が挙げられる。
【００７２】
　さらに、分析物－リガンドの結合ペアは、最初の結合メンバーの類似体であるメンバー
を含むことができ、例えば、分析物－組換え技術または分子操作により作製された類似体
または結合メンバーである。分析物リガンドが免疫反応物である場合には、それは、例え
ば、抗体、抗原、ハプテン、またはその複合体であり得、抗体が用いられる場合には、そ
れは、モノクローナルまたはポリクローナル抗体、組換えタンパク質または抗体、キメラ
抗体、それらの混合物または断片、加えて、抗体と他の結合メンバーの混合物であり得る
。そのような抗体、ペプチド、およびヌクレオチドの調製、ならびにそれらの、結合アッ
セイにおける結合メンバーとしての使用についての適合性の詳細は、当技術分野において
よく知られている。
【００７３】
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　図１に示されているように、抗体などの分析物リガンド２は、貫通要素３と連結されて
いる。ナノポアと会合した場合、貫通要素３は、ナノポアのポアの中を貫通することがで
きる。貫通要素３は、ナノポアアセンブリのポアの中を貫通することができる任意の構造
であり得る。ある特定の実施形態例において、貫通要素３は、一本鎖もしくは二本鎖核酸
配列または他の分子ポリマーであり得る。例えば、貫通要素３は、アミノ酸配列であり得
、炭素スペーサーを含み得る。ある特定の実施形態例において、貫通要素３は、１つの極
性の総電荷を有し、本明細書に記載されているようにナノポアアセンブリに渡る電圧を変
化させることは、貫通要素を１つの方向または別の方向に移動させることができる。
【００７４】
　分析物検出複合体１の貫通要素３と会合するのは、１つ、２つ、３つ、４つ、または５
つのシグナル要素などの１つまたは複数のシグナル要素である。図１に示されているよう
に、例えば、貫通要素３は、シグナル要素４ａおよび４ｂのペアと会合し得る。ナノポア
のポアに位置する場合、例えば、１つまたは複数のシグナル要素４ａおよび４ｂは、ナノ
ポアアセンブリ内の貫通要素３の位置を決定するために用いることができる。シグナル要
素は、例えば、光学的、電気化学的、磁気的、または静電気的（例えば、誘導性、容量性
）シグナルを提供するために用いられ、そのシグナルが検出可能であり、かつ本明細書に
記載されているようなナノポアアセンブリのポア内の貫通要素３の位置の指示を提供する
。ある特定の実施形態例において、シグナル要素４ａは、シグナル要素４ｂと同じであり
得る。他の実施形態例において、シグナル要素４ａは、シグナル要素４ｂと異なり得る。
ある特定の実施形態例において、貫通要素３の総電荷が所定の電荷である場合、シグナル
要素は、ナノポアアセンブリのポアにおける貫通要素の位置を決定するために用いること
ができる特定の電荷の制約部位（constriction site）を表し得る。
【００７５】
　ある特定の実施形態例において、シグナル要素は、貫通要素３と会合するオリゴヌクレ
オチド、ペプチド、またはポリマー配列であり得る。ある特定の実施形態例において、貫
通要素３がヌクレオチド配列であり、かつシグナル要素が貫通要素３のヌクレオチド配列
内の特定の配列である場合など、シグナル要素は、貫通要素３の部分として組み込まれ得
る。例えば、シグナル要素は、貫通要素の小部分（subsection）であり得る。追加として
または代替として、シグナル要素は貫通要素３と付着することができる。
【００７６】
　シグナル要素４ａおよび４ｂなどの１つまたは複数のシグナル要素は、使用中、様々な
異なるシグナルおよび／またはシグナル変化が本明細書に記載されているように検出され
得るように、貫通要素３上の様々な位置と関連づけることができる。例えば、シグナル要
素４ａおよび４ｂが異なる場合、ナノポアアセンブリと関連づけられる電気シグナルは、
本明細書に記載されているように、いずれのシグナル要素（４ａかまたは４ｂ）がポア内
に位置しているのかに依存して、異なり得る。ある特定の実施形態例において、１つまた
は複数のシグナル要素は、貫通要素の近位端に位置し得、一方、他の実施形態例において
は、１つまたは複数のシグナル要素４は、分析物検出複合体１上のより遠位に位置し得る
。他の実施形態例において、１つのシグナル要素４ａが貫通要素３の近位端と会合し得、
一方、別のシグナル要素４ｂは、貫通要素３のより遠位の部分と会合し得る。
【００７７】
　ある特定の実施形態例において、シグナル要素４ａおよび４ｂなどの１つまたは複数の
シグナル要素は、一続きの反復核酸残基などの一本鎖核酸配列であり得る。例えば、シグ
ナル要素は、約５個、１０個、１５個、２０個、２５個、３０個、３５個、４０個、４５
個、５０個、５５個、６０個、６５個、７０個、７５個、８０個、８５個、９０個、９５
個、または１００個のヌクレオチドなどの約１０～１００ヌクレオチド長の反復一本鎖オ
リゴヌクレオチド配列であり得る。ある特定の実施形態例において、シグナル要素は、４
０ｍｅｒのオリゴヌクレオチド配列などの３０～５０ｍｅｒのオリゴヌクレオチド配列で
あり得る。
【００７８】
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　他の実施形態例において、１つまたは複数のシグナル要素は、一続きの反復核酸塩基対
などの二本鎖核酸配列であり得る。例えば、シグナル要素は、約１０個、１５個、２０個
、２５個、３０個、３５個、４０個、４５個、５０個、５５個、６０個、６５個、７０個
、７５個、８０個、８５個、９０個、９５個、または１００個の塩基対などの約１０～１
００ヌクレオチド長の反復二本鎖オリゴヌクレオチド配列であり得る。ある特定の実施形
態例において、シグナル要素は、４０ｍｅｒ塩基対配列などの３０～５０ｍｅｒオリゴヌ
クレオチド配列であり得る。ある特定の実施形態例において、１つまたは複数のシグナル
要素は、一続きのＴ残基および一続きのＮ３－シアノエチル－Ｔ残基を含み得る。ある特
定の実施形態例において、貫通要素のシグナル要素には、Ｓｐ２ユニット、Ｓｐ３ユニッ
ト、ｄＳｐユニット、メチルホスホン酸－Ｔユニットなどが挙げられ得る。
【００７９】
　図１に示されているように、分析物検出複合体１はまた、分析物検出複合体１の遠位端
にアンカリングタグ５を含む。例えば、分析物検出複合体１がナノポアの中を貫通してい
る場合、アンカリングタグ５は、分析物検出複合体１が、ナノポアアセンブリを通って遊
走し、または本明細書に記載されているように、ナノポアアセンブリのシス側まで引っ張
られるのを防ぐために用いることができる。したがって、アンカリングタグ５は、分析物
検出複合体１の遠位端をナノポアアセンブリのトランス側へアンカリングするために用い
られ得る任意のタンパク質、核酸、または化学的実体であり得る。例えば、アンカリング
タグ５は、ビオチン－ストレプトアビジン、二本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡ、ＤＮＡまたはＲ
ＮＡ三元構造、ＳｐｙＴａｇ－Ｃａｔｃｈｅｒ、抗体－抗原であり得る。
【００８０】
　ナノポアアセンブリ
　ある特定の実施形態例において、本明細書に記載された分析物検出複合体１は、ナノポ
アと会合して、ナノポアアセンブリを形成し、かつ分析物と相互作用するようにナノポア
と共に用いられる。分析物検出複合体１の分析物との相互作用を検出するために、分析物
検出複合体１を含むナノポアアセンブリは膜内に埋め込まれ、検知電極が、その膜に隣接
して、またはその近くに位置づけられる。例えば、分析物検出複合体１を含むナノポアア
センブリは、集積回路などの検知回路の検知電極に隣接して配置された膜中に形成され、
または別なふうに埋め込まれ得る。集積回路は、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）であ
り得る。ある特定の実施形態例において、集積回路は、電界効果トランジスタまたは相補
型金属酸化膜半導体（ＣＭＯＳ）である。検知回路は、ナノポアを含むチップもしくは他
のデバイスに、またはオフチップ構成としてなどチップもしくはデバイスから離れて、置
かれ得る。半導体は、任意の半導体であり得、それには、非限定的に、ＩＶ族（例えば、
シリコン）およびＩＩＩ－Ｖ族半導体（例えば、ガリウムヒ素）が挙げられる。本明細書
に記載された組成物および方法に従って用いることができる装置およびデバイス設定につ
いて、例えば、ＷＯ２０１３／１２３４５０（その全内容は参照により本明細書に明確に
組み入れられている）を参照されたい。
【００８１】
　当業者が理解しているように、ポアに基づいたセンサー（例えば、バイオチップ）は、
単一分子の電子的問い合わせ分析（electro-interrogation analysis）のために用いるこ
とができる。ポアに基づいたセンサーは、検知電極に隣接してまたはそれの近くに配置さ
れる膜中に形成される、本明細書に記載されているようなナノポアアセンブリを含み得る
。センサーは、例えば、対電極を含み得る。膜は、トランス側（すなわち、検知電極に対
面する側）およびシス側（すなわち、対電極に対面する側）を含む。したがって、膜中に
配置されるナノポアアセンブリもまた、トランス側（すなわち、検知電極に対面する側）
およびシス側（すなわち、対電極に対面する側）を含む。本明細書に記載されているよう
に、例えば、分析物リガンド２は、ナノポアアセンブリのシス側に位置し、一方、アンカ
リングタグ５はナノポアアセンブリのトランス側に位置する。
【００８２】
　ナノポアアセンブリのナノポアは、典型的には、膜などの基質中に埋め込まれた多量体
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タンパク質である。タンパク質ナノポアの例には、例えば、アルファ同種溶血素、電位依
存性ミトコンドリアポリン（ＶＤＡＣ）、ＯｍｐＦ、ＯｍｐＣ、ＯｍｐＧ、ＭｓｐＡ、お
よびＬａｍＢ（マルトポリン）が挙げられる（Ｒｈｅｅ，Ｍ．ら、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２５（４）（２００７）：１７４～１８１参照）。他のナ
ノポアの例には、ファイ２９　ＤＮＡパッケージングナノモーター、ＣｌｙＡ、ＦｈｕＡ
、アエロリジン、およびＳｐ１が挙げられる。ある特定の実施形態例において、ナノポア
タンパク質は、修飾型天然タンパク質または合成タンパク質などの修飾型タンパク質であ
り得る。例えば、アルファ溶血素の場合、ナノポアアセンブリのナノポアは、７つのアル
ファ溶血素単量体のオリゴマー（すなわち、七量体ナノポアアセンブリ）であり得る。ア
ルファ溶血素七量体ナノポアアセンブリの単量体サブユニットは、同じポリペプチドの同
一コピーであり得、またはそれらは、その割合が合計で７サブユニットになる限り、異な
るポリペプチドであり得る。ナノポアは、当技術分野において知られた任意の方法により
アセンブルされ得る。例えば、アルファ溶血素ナノポアアセンブリは、全体として本明細
書に組み入れられているＷＯ２０１４／０７４７２７に記載された方法によりアセンブル
され得る。
【００８３】
　図２Ａに関して、ある特定の実施形態例により、３つのナノポアアセンブリを示すイラ
ストが提供され、そのナノポアアセンブリのそれぞれが、分析物検出複合体１を含む。示
されているように、分析物リガンド２を含む分析物検出複合体１の近位端は、ナノポアア
センブリのシス側に位置する。そのようなものとして、分析物検出複合体１の分析物リガ
ンド２は、ナノポアアセンブリのシス側で分析物へ提示され得、それにより、本明細書に
記載されているように、分析物リガンド２の分析物との結合を促進する。図２に示された
例において、各分析物リガンド２は、異なる分析物リガンドへ方向づけられる。さらに、
アンカリングタグ５は、ナノポアアセンブリのトランス側に位置する（図２Ａ）。例えば
、貫通要素３は、ナノポアのポアを通って伸び、それにより、シグナル要素の１つまたは
複数（例えば、４ａまたは４ｂ）をナノポアアセンブリのポア内に位置づける。示されて
いるように、第１のシグナル伝達要素４ａは、ナノポアアセンブリのポア内に位置し、一
方、第２のシグナル伝達要素４ｂはポアのシス側に位置する。各ナノポアアセンブリは、
例えば、バイオチップの個々のウェル内に配置され得る。
【００８４】
　図２Ｂに関して、ある特定の実施形態例により、図２Ａの３つのナノポアアセンブリを
示すが、示された分析物リガンド２のそれぞれが、それらのそれぞれの分析物６を結合し
ている、イラストが提供される。ナノポアアセンブリはまた、分析物検出複合体がナノポ
アアセンブリのシス側へ引っ張られている最中である立体配置で示されている。図２Ａの
ように、各分析物リガンド２は、ナノポアアセンブリのシス側に位置し、したがって、分
析物結合は、ナノポアアセンブリのシス側で起こる（図２Ｂ）。そして、図２Ａと同様に
、貫通要素３の第１のシグナル伝達要素４ａはナノポアアセンブリのポア内に位置したま
まであり、一方、貫通要素３の第２のシグナル伝達要素４ｂは、ナノポアアセンブリのシ
ス側に位置している（図２Ｂ）。
【００８５】
　図２Ｃに関して、ある特定の実施形態例により、各分析物検出複合体がナノポアアセン
ブリのトランス側へ引っ張られている最中である立体配置でナノポアアセンブリが示され
ていることを除いて、図２Ａ～２Ｂにおいてと同じ３つのナノポアアセンブリを示すイラ
ストが提供される。示されているように、貫通要素３の第２のシグナル要素４ｂは、今、
ナノポアアセンブリのポア内に位置し、一方、貫通要素３の第１のシグナル要素４ａは、
ナノポアアセンブリのトランス側へ移動している。図２Ｃに示された例において、分析物
のそれらのそれぞれの分析物リガンドとの結合は、分析物検出複合体がナノポアアセンブ
リのトランス側へ移動することを阻止することができる。しかしながら、さらに下に記載
されているように、分析物検出複合体をナノポアアセンブリのトランス側へ引っ張る力が
、分析物－リガンド相互作用の結合力に打ち勝つ場合には、分析物検出複合体１の分析物
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リガンド３は、分析物から解離し得る。その後、分析物検出複合体１は、ナノポアアセン
ブリのトランス側へ転位置し得る。
【００８６】
　分析物－リガンドの相互作用を評価するための方法およびシステム
　ある特定の実施形態例において、分析物リガンドと分析物の間の結合強度を評価するこ
とを含む、リガンドとそのリガンドの分析物の間の結合相互作用を評価するための方法お
よびシステムが提供される。例えば、本明細書に記載されているような分析物検出複合体
１を含むナノポアアセンブリは、バイオチップへ組み入れることができる。その後、バイ
オチップを、分析されることになっている流体試料と接触させることができる。分析物が
流体溶液中に存在する場合には、分析物検出複合体１の分析物リガンド２は、分析物を結
合することができ、それにより、ナノポアアセンブリと関連づけられた識別可能な電気シ
グナルを生じる（すなわち、結合シグナル）。さらに、分析物リガンド２と分析物の間の
結合強度は、ポアと関連づけられた電気シグナルに基づいて決定することができる。分析
物が流体試料中に存在しない場合には、分析物リガンド２は、分析物を結合せず、その場
合、結合事象の欠如は、ナノポアアセンブリと関連づけられた電気シグナルから決定する
ことができる。いかなる特定の理論によっても縛られるつもりはないが、そのような方法
およびシステムは図３～８に図解されている。
【００８７】
　図３に関して、ある特定の実施形態例により、分析物－リガンドペアの結合および解離
に関連した電気シグナルの変化と共に、分析物リガンド２と分析物６の間の弱い結合相互
作用の評価を示すイラストが提供される。図３の時点「Ａ」に示されているように、ナノ
ポアは、「オープンなポア」としてチップの膜内に配置され得る。すなわち、ある特定の
実施形態例において、ポアは、最初は分析物検出複合体１を含み得ず、その場合、ベース
ライン電気シグナルが、ポアと結びつけられた電極を介してナノポアから取得され得る。
第１の電圧がナノポアアセンブリに渡って印加された時、例えば、ある特定の実施形態例
において、ナノポアは、分析物検出複合体１を捕獲することができ、それにより、第１の
シグナル要素４ａをポア内に位置づけ（時点「Ｂ」参照）、本明細書に記載されているよ
うなナノポアアセンブリを形成する。
【００８８】
　ある特定の実施形態例において、電気シグナルは、時点「Ｂ」においてナノポアアセン
ブリから検出することができ、そのシグナルは、分析物検出複合体１のナノポアアセンブ
リのナノポア内での貫通を示している（図３）。例えば、シグナルは、ナノポアのポア中
に位置している最中である第１のシグナル要素４ａの存在に対応する貫通シグナルであり
得る（図３）。図３に示されているように、例えば、第１の電圧の印加はまた、分析物検
出複合体１をナノポアアセンブリのシス側へ引っ張る。しかしながら、アンカリングタグ
５が、分析物検出複合体１が膜のシス側まで引っ張られるのを阻止することができる。例
えば、ポアのサイズに対するアンカリングタグ５のサイズが、分析物検出複合体１がナノ
ポアアセンブリのシス側へ転位置するのを阻止することができる。
【００８９】
　いったん、分析物検出複合体１がナノポア内に位置したならば、例えば、そのチップ、
および、したがって、チップ膜内に配置されたナノポアアセンブリを、流体試料と接触さ
せる。すなわち、ナノポアアセンブリを、標的分析物６の存在についてなど、試験されま
たは調べられることになっている試料と接触させる。例えば、流体溶液を分析物の存在に
ついて試験するために、分析物検出複合体１の分析物リガンド２が標的分析物に対する結
合親和性を有している、本明細書に記載されているような分析物検出複合体１を含むよう
に準備されているナノポアアセンブリの上に、流体溶液を流すことができる。
【００９０】
　流体がナノポアアセンブリの上に流された時、（存在する場合）分析物６は、分析物検
出複合体１の分析物リガンド２と接触する機会をもち、それに従って、分析物リガンド２
を結合することができる。しかし、分析物が流体溶液に存在しない場合には、分析物検出
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複合体１の分析物リガンド２との分析物の結合は起こらない。図３の例に示されているよ
うに、分析物６の分析物リガンド２との結合は、時点「Ｃ」で起こる。しかしまだ、分析
物６がナノポアアセンブリのポアを遮断しているのではないため、例えば、ナノポアアセ
ンブリと関連づけられた電気シグナルは、およそ変化していないままであり得る。例えば
、第１のシグナル要素４ａは、ナノポアアセンブリのポア中に位置したままであり得る。
【００９１】
　チップを流体試料と接触させ、それに従って、任意の分析物に分析物リガンド２を結合
する機会を与えた後、第１の電圧と極性が反対である第２の電圧が、膜に渡って漸増性に
印加される。すなわち、第１の電圧が、第１の電圧と極性が反対である第２の電圧へと次
第に移行させられる。例えば、第１の電圧は、負電位を有し得、その後、それが、正電位
を有する電圧へ移行させられる。図３に示されているように、例えば、オープンなポア中
に分析物検出複合体１を位置づけること、および分析物リガンド２の分析物との結合が、
負電位サイクル中に起こり得、その後、電圧は、第１の電圧と極性が反対である第２の（
正）電圧へゆっくり変化させられる。
【００９２】
　第１の電圧と極性が反対の電圧が膜に渡って漸増性に印加された時、例えば、分析物リ
ガンド２およびそれの結合した分析物６は、ナノポアアセンブリのトランス側へ引っ張ら
れる（図３の時点「Ｄ」）。しかしながら、結合した分析物６は、分析物検出複合体１が
ナノポアアセンブリを通り抜けて、ナノポアアセンブリのトランス側へ引っ張られるのを
阻止し得る。さらに、第２のシグナル要素４ｂ（例えば、正極側のシグナル要素）が、ナ
ノポアアセンブリのポア内に位置し得る。
【００９３】
　図３に示されているように、分析物６の分析物リガンド２との結合、および分析物検出
複合体１のポア内の再位置づけが、結果として、貫通シグナルとは異なり、かつ識別可能
である結合シグナルを生じ得る。例えば、結合シグナルは、分析物リガンド２と結合して
いる最中である分析物６の存在に対応する、ナノポアアセンブリと関連した検出可能な電
気シグナルである（図３の時点「Ｄ」）。したがって、結合シグナルの検出はまた、分析
物が、試験された試料中に存在するという指示を提供し得る。ある特定の実施形態例にお
いて、貫通シグナルを結合シグナルと比較することは、分析物６が分析物リガンド２と結
合している（および、したがって、分析物が試験試料中に存在すること）という指示を提
供する。例えば、貫通シグナルから結合シグナルへの電気シグナルの変化は、分析物６が
分析物リガンド２と結合していることを示す。
【００９４】
　ある特定の実施形態例において、第２のシグナル要素４ｂのナノポアアセンブリのポア
中での位置づけは、結果として、結合シグナルを生じる。例えば、第２のシグナル要素４
ｂは、ナノポア内に置かれている最中である第２のシグナル要素４ｂと関連づけられる特
定の電気シグナルを生じ得る。そのようなものとして、第２のシグナル要素４ｂと関連し
た電気シグナルの検出は、結合シグナルに対応する。追加としてまたは代替として、ある
特定の実施形態例において、分析物リガンド２と結合している分析物６は、例えば貫通シ
グナルと比較した、検出可能なシグナル変化を生じ得、それにより、試料中の分析物の存
在を示す。例として、かついかなる特定の理論によっても縛られるつもりはないが、ポア
開口部におけるまたはその近くの分析物６の存在は、ナノポアアセンブリのポアを遮断し
、または部分的に遮断し得、それにより、ナノポアアセンブリから生じる電気シグナルに
影響する（および、その結果として、検出可能な結合シグナルを生じる）。
【００９５】
　結合シグナルの決定後、ある特定の実施形態例において、第１の電圧と極性が反対の電
圧がさらに増加され得、それにより、分析物検出複合体１をナノポアアセンブリのトラン
ス側へ引っ張る力をさらに増加させる。電圧が増加する間のある時点において、分析物検
出複合体１をナノポアアセンブリのトランス側へ引っ張る力は、分析物リガンド２を分析
物６から離して引っ張るのに十分強くなり得る。図３における時点「Ｅ」として図解され
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ているこの時点において、分析物リガンド２と分析物６は、解離することができ、そして
、分析物検出複合体１は、ナノポアアセンブリのトランス側へ移動する。したがって、ポ
ア内に位置したいかなるシグナル要素も、完全にポアから外へ移動することができ、ナノ
ポアアセンブリは、オープンなナノポア状態へ移行する。さらに、電気シグナルが、ナノ
ポアと結びつけられた電極によって取得され得、その電気シグナルは解離シグナルに対応
する。換言すれば、解離シグナルは、分析物リガンド２が分析物６から解離する時点にお
いてまたはその時点頃にナノポアアセンブリから得られる電気シグナルに対応する。図３
に示されているように、本明細書に記載されているように、電圧が増加するにつれて、相
対的に早く、分析物が分析物リガンド２から解離する時、分析物と分析物リガンド２の間
の相互作用は弱い相互作用である。
【００９６】
　いったん、分析物検出複合体１の分析物リガンド２が分析物６から解離し、かつ分析物
検出複合体１がナノポアのトランス側へ移動したならば、ある特定の実施形態例において
、電圧は、再び、逆転され得、ポアはリサイクルされ得る（図３の時点「Ｆ」）。すなわ
ち、本明細書に記載された解離事象後、第２の電圧と極性が反対の電圧が、膜に渡って印
加され得る。例えば、電圧は、本明細書に記載された第１の電圧と、大きさおよび極性が
同じまたは類似し得る。したがって、その後、ポアは、図３の時点「Ａ」および「Ｂ」に
ついて本明細書に記載されているように、分析物検出複合体１を捕獲することができる。
その後、時点「Ｃ」から「Ｆ」への過程は繰り返され得る。ある特定の実施形態例におい
て、分析物検出複合体１を含む所定のナノポアアセンブリは、所定の試料の分析中、複数
回、再使用することができる。
【００９７】
　図４に関して、ある特定の実施形態例により、分析物リガンド２と分析物６の間の強い
結合相互作用の評価を示すイラストが提供される。図４の時点「Ａ」に示されているよう
に、ナノポアは、「オープンなポア」としてチップの膜内に配置され得る。例えば、図３
に示された例のように、第１の電圧がナノポアアセンブリに渡って印加された時、ある特
定の実施形態例において、ナノポアは、分析物検出複合体１を捕獲することができ、それ
により、第１のシグナル要素４ａをポア内に位置づける（時点「Ｂ」参照）。その後、時
点「Ｂ」において貫通シグナルが、ナノポアアセンブリから検出され得、その貫通シグナ
ルが、ナノポアアセンブリのナノポア内の分析物検出複合体１の存在を示している（図４
）。例えば、シグナルは、ナノポアアセンブリのポア中に位置づけられている最中である
第１のシグナル要素４ａの存在に対応し得る（図４）。さらに、図３のように、アンカリ
ングタグ５は、分析物検出複合体１がナノポアアセンブリのシス側へ引っ張られるのを阻
止し得る（図４）。
【００９８】
　いったん、分析物検出複合体１がナノポア内に位置したならば、例えば、チップを、本
明細書に記載されているような流体試料と接触させ、それにより、分析物リガンド２のそ
れの同族分析物６との結合を促進する。図４に示されているように、分析物の分析物リガ
ンド２との結合は時点「Ｃ」において起こる。しかしまだ、分析物６がナノポアアセンブ
リのポアを遮断しているのではないため、例えば、ナノポアアセンブリと関連づけられた
電気シグナルは、およそ変化していないままであり得る（図４）。例えば、第１のシグナ
ル要素４ａは、ナノポアアセンブリのポア中に位置したままであり得、一方、第２のシグ
ナル要素４ｂはナノポアアセンブリのトランス側のままであり得る。
【００９９】
　チップを流体試料と接触させ、それに従って、分析物に分析物リガンド２を結合する機
会を与えた後、第１の電圧と極性が反対である第２の電圧が、ナノポアアセンブリに渡っ
て漸増性に印加され得る。例えば、第２の電圧が、ナノポアアセンブリに渡って徐々に印
加される。図２の弱い結合例と同様に、例えば、分析物検出複合体１をオープンなポア中
に位置づけること、および分析物リガンド２の分析物への結合が、負電位サイクルで起こ
り得、その後、電圧が、第１の電圧と極性が反対である第２の（正）電圧へゆっくり変化
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させられる（図４）。
【０１００】
　第１の電圧と極性が反対の電圧が膜に渡って漸増性に印加された時、本明細書に記載さ
れているように、分析物リガンド２およびそれの結合した分析物は、ナノポアアセンブリ
のトランス側へ引っ張られる（図４の時点「Ｄ」）。さらに、第２のシグナル要素４ｂ（
例えば、正極側のシグナル要素）が、ナノポアのポア内に位置づけられ、そこに留まり得
、それにより、結合シグナルを提供する。したがって、図３に図解された弱い結合例と同
様に、結合シグナルの検出は、分析物が、試験された試料中に存在するという指示を提供
する（図４の時点「Ｄ」参照）。ある特定の実施形態例において、結合した分析物の存在
は、追加としてまたは代替として、本明細書に記載されているように、結合シグナルを提
供する。
【０１０１】
　図４の時点「Ｅ」において示されているように、第２の電圧をさらに増加させることは
、結果として、分析物リガンド２の分析物からの解離を生じ得、その解離は、識別可能な
解離シグナルと関連づけられる。しかしながら、図３の時点「Ｅ」と比較して、図４に図
解されたより強い結合は、分析物リガンド２を分析物から分離させるのにより強い力が必
要とされるという結果を生じる。したがって、図４に図解されているように、分析物は、
（図３に示された弱い結合と比較して）より長い時間、分析物リガンド２と結合した状態
に留まる。そのようなものとして、図４（時点「Ｅ」における強い結合）に示されたナノ
ポアアセンブリと関連づけられた解離シグナルは、図３（時点「Ｅ」における弱い結合）
に示された解離シグナルとは異なる。分析物リガンド２の分析物からの解離後、分析物検
出複合体１は、膜のトランス側へ移動することができ、ナノポアは、本明細書に記載され
ているように、リサイクルされ得る（時点「Ｆ」、図４）。
【０１０２】
　図５に関して、ある特定の実施形態例により、分析物リガンド２と分析物６の間の非常
に強い相互作用の評価を示すイラストが提供される。図５に示されているように、ナノポ
アアセンブリは、図３および４に関して記載されているように、時点Ａ～Ｄまで進行する
。例えば、時点「Ｃ」において、分析物６は、分析物リガンド２を結合し、印加された第
１の電圧と極性が反対の第２の電圧の漸進的に増加した印加と共に、時点「Ｄ」において
、分析物検出複合体１がナノポアのトランス側へ引っ張られる。時点「Ｄ」において、例
えば、解離シグナルが取得され得る。
【０１０３】
　しかし、図２、３、および４に関して記載された分析物－リガンドの相互作用とは違っ
て、分析物６と分析物リガンド２の間の結合は、第２の電圧を増加させることが、分析物
と分析物リガンド２との間の結合力に打ち勝つことができないほど強い（図５、時点「Ｅ
」において）。したがって、分析物と分析物リガンド２との間の解離がないため、解離シ
グナルは得られない（図５）。そのようなものとして、シグナル伝達要素４ｂは、正極側
サイクルの間中、ポア中に留まり得（時点「Ｄ」において、シグナル要素４ａはポアの外
にある）、それにより、分析物が分析物リガンド２と非常に強く結合しているという指示
を提供する（図５）。換言すれば、本明細書に記載されているような結合シグナルの決定
、その後、本明細書に記載されているような解離シグナルの欠如が続くことは、第２の電
圧の増加にも関わらず、分析物が分析物リガンド２と結合したままであるという指示を提
供し得る。そのような実施形態例において、ナノポアはリサイクルされない。図５に示さ
れているように、例えば、第２の電圧と極性が反対の電圧がナノポアアセンブリに渡って
印加された後でさえも、分析物は、分析物リガンド２と結合したままである（図５、時点
「Ｆ」において）。
【０１０４】
　図６に関して、ある特定の実施形態例により、標的分析物が試験溶液に存在しない場合
の試験試料の評価を示すイラストが提供される。図６に示されているように、ナノポアア
センブリは、図３～５に関して記載されているように、時点Ａ～Ｂまで進行する。例えば
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、分析物検出複合体１は、本明細書に記載されているように、第１の電圧の印加によって
時点「Ｂ」においてナノポアアセンブリのポア内に位置づけられ得、貫通シグナルが検出
される（図６）。示されているように、シグナル要素４ａはポア内に位置し、一方、シグ
ナル要素４ｂは、ポアの外側にある（図６、時点「Ｂ」において）。しかし、分析物が試
験試料に存在しないため、時点「Ｃ」において、分析物と分析物リガンド２との間の結合
は起こらない。そして、電圧の極性が本明細書に記載されているように変化した時、時点
「Ｄ」（図６）において、すなわち、第２の電圧の印加における非常に早い時点で、分析
物検出複合体１は、ナノポアアセンブリの外へ引っ張られる。例えば、分析物－リガンド
の結合がないため、（図３～５と比較して）分析物は、分析物検出複合体１が転位置して
ナノポアのトランス側へ戻るのを阻止しない。したがって、結合シグナルは決定されない
。同様に、第１の電圧と極性が反対の電圧が時点「Ｅ」までさらに増加した時、ナノポア
はオープンのままであり、解離電圧は決定されない（図６）。むしろ、「正電位」および
「負電位」の両方におけるオープンなチャネルシグナルが検出され得る。
【０１０５】
　ある特定の実施形態例において、ナノポアをリサイクルすることを用いて、ナノポアの
分析物－リガンドの結合評価の信頼度レベルを増加させることができる。すなわち、分析
物が分析物リガンド２から解離する例において、同じナノポアが、分析物の分析物リガン
ド２との相互作用を評価し、その後、それを再評価するように、本明細書に記載されてい
るように、複数回、再使用することができる。そのようなものとして、ナノポアをリサイ
クルすることは、ナノポアアセンブリごとに複数のデータ点を提供することができ、それ
に従って、分析物－リガンドの相互作用についての追加情報を提供する。
【０１０６】
　追加としてまたは代替として、ある特定の実施形態例において、分析物－リガンドの結
合評価の信頼度をさらに増加させるために、同じ分析物へ方向づけられた複数のナノポア
アセンブリを用いることができる。例えば、それぞれのそのようなナノポアアセンブリが
、分析物－リガンドの結合相互作用を評価するために用いることができ、解離が起こる場
合、その複数のナノポアはまた本明細書に記載されているようにリサイクルされ得、それ
により、（複数のナノポアおよびナノポアリサイクリングによって）分析物－リガンドの
結合評価の信頼度をさらに増加させる。したがって、本明細書に記載されているように、
所定の分析物へ方向づけられるナノポアアセンブリの数を増加させることにより、および
所定のナノポアアセンブリをリサイクルすることにより、分析物－リガンドの結合評価の
信頼度は、実質的に増加し得る。
【０１０７】
　ある特定の実施形態例において、異なるナノポアアセンブリのサブセットが、単一のチ
ップ上に形成され得、各個々のサブセットが同じ標的分析物へ方向づけられている。した
がって、そのような実施形態において、単一チップは、チップ上の異なる分析物とそれら
のそれぞれのリガンドとの間の結合相互作用を評価するために本明細書に記載されている
ように用いられ得る。さらに、ナノポアアセンブリの各サブセットについて、分析物－リ
ガンドの評価の信頼度レベルは、例えば、本明細書に記載されているように、サブセット
中のナノポアアセンブリの数を増加させること、および／または各ナノポアアセンブリの
リサイクリングにより、本明細書に記載されているように増加され得る。
【０１０８】
　当業者が理解しているように、チップ上の異なるナノポア集団間を区別するために様々
な方法が利用できる。例えば、より小さいまたはより大きいポアサイズをもつポアなどの
異なるナノポアタイプが、用いられ、当技術分野において知られた技術に基づいて容易に
区別され得る。そのような構成に関して、例えば、より大きい開口部を有するナノポアは
、より小さい開口部を有するポアより大きい電流シグナルを提供し得、したがって、同じ
チップ上のポアの区別を可能にする。その後、異なるナノポアは、それらが検出するよう
に構成されている分析物と相互に関連づけることができ、したがって、同じチップ上の異
なる分析物の同定を可能にする。区別の他の方法には、全体としての分析物検出複合体１
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および／または貫通要素の遮断レベル、ポアの電流－電圧プロフィールを含む、分析物の
非存在下でのポアと関連づけられる電気シグナルが挙げられる。ある特定の実施形態例に
おいて、異なるナノポアアセンブリは、対照分析物を用いて区別され得る。すなわち、既
知の分析物は、その特定の分析物を結合するナノポアアセンブリの集団を同定するように
示し得る。そのような方法を用いて、例えば、分析物ＡＡに方向づけられたナノポアアセ
ンブリは、分析物ＢＢまたはＣＣに方向づけられたナノポアアセンブリから区別され得る
。
【０１０９】
　図７に関して、ある特定の実施形態例により、弱い、強い、および非常に強い分析物－
リガンドの相互作用についての個々の分析物捕獲および解離の信頼度レベル分布例を示す
イラストが提供される。そのような実施形態例において、同じチップ上の異なる分析物－
リガンドペア間での相対的結合強度が、評価および比較され得る。例えば、各サブセット
が同じ分析物に方向づけられているが、異なるサブセットが異なる分析物へ方向づけられ
ている、複数のナノポアアセンブリサブセットについて、所定の結合－解離のサイクルを
通して印加される電圧レベルが、分析物結合の確率に対してプロットされ得る。例えば、
ピークは、分析物－リガンド結合ペアの解離に対応する。図３に図解されているものなど
の弱い相互作用について、より強い結合相互作用と比較して、解離のためにより低い電圧
が必要とされる（図７）。図４に図解されているようなものなどの強い相互作用について
、解離のためにより強い電圧が必要される（図７）。そして、図５に図解されているよう
なものなどの非常に強い相互作用について、より高い電圧にも関わらず、解離は起こらな
い（図７）。その後、例えば、その異なる電圧が比較され得、それにより、異なる分析物
－リガンドペアの相対的結合強度の指示を提供する。
【０１１０】
　ある特定の実施形態例において、本明細書に記載された方法およびシステムは、検出さ
れた分析物を同定するために用いることができる。例えば、本明細書に記載されているよ
うに、結合シグナルによってなど、分析物が検出された場合、その分析物の特定のアイデ
ンティティは、分析物リガンドの既知のアイデンティティに基づいて決定することができ
る。例えば、分析物リガンド２が、モノクローナル抗体またはその機能性断片などの特異
的な抗体である場合には、本明細書に記載された方法およびシステムによる抗原の検出が
、流体溶液中に見出された特定の抗原を同定するために用いることができる。分析物リガ
ンド２が、タンパク質マーカーなどの特定の疾患マーカーに方向づけられている場合には
、本明細書に記載された方法およびシステムは、その特定のマーカーが試料中に存在して
いると同定するために用いることができる。そのような実施形態は、例えば、対象由来の
流体試料を特定の分析物の存在について分析する場合、有用である。
【０１１１】
　ある特定の実施形態例において、本明細書に記載された方法およびシステムは、同じチ
ップ上で複数の既知の分析物を検出および同定するように、単一チップ上で用いることが
できる。そのような実施形態は、例えば、試験試料を、複数の既知の分析物の存在（また
は非存在）について分析するために、有用である。当業者が理解しているように、現在の
チップテクノロジーは、単一チップ上での何十万個（またはそれ以上）ものナノポアの沈
着を可能にする。したがって、本明細書に記載された方法および組成物を用いることによ
り、何千個という異なるナノポアアセンブリが、何千個という異なる分析物について流体
試料を試験するために同じチップ上で用いられ得る。
【０１１２】
　例えば、ナノポアアセンブリの複数のサブセットが、本明細書に記載されているように
アセンブルされ得、各サブセットが、異なる既知の分析物を検出するように設定される。
ナノポアアセンブリの各サブセットは、例えば、同じ分析物リガンド２を含み、それに従
って、同じ既知の分析物に方向づけられ得、一方、異なるサブセットは、異なる分析物に
方向づけられる。ナノポアアセンブリの異なるサブセット間を区別するために、ナノポア
アセンブリの各サブセットは、例えば、サブセット特異的シグナル伝達要素を含み得る。
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例えば、１つのサブセットは、異なるシグナル要素４ｂを有するナノポアアセンブリの別
のサブセットとは異なる、特定のシグナル要素４ｂを有し得る。ある特定の実施形態例に
おいて、異なるサブセットは、第３のシグナル要素などの追加のシグナル要素の包含に基
づいて区別可能であり得る。他の実施形態例において、ナノポアアセンブリの１つのサブ
セットは、それと会合した３つのシグナル要素を有する分析物検出複合体を含み得、一方
、他のサブセットは、それと会合した４つのシグナル要素を有し得る。当業者が理解して
いるように、ナノポアアセンブリの異なるサブセットは多くの様式で区別することができ
る。
【０１１３】
　いったん、ナノポアアセンブリの異なるサブセットがチップ上にアセンブルされたなら
ば、チップを、対象由来の流体試料などの、本明細書に記載されているような試験試料と
接触させることができる。既知の分析物のいずれかが試験試料中に存在する場合には、分
析物の分析物リガンドとの結合は、本明細書に記載されているように、電圧の極性を切り
換えて、結合シグナルを決定することにより、評価され得る。その後、分析物の分析物リ
ガンド２との結合は、結合シグナルに基づいて決定され得る。換言すれば、結合シグナル
は、分析物が試験試料中に存在するという指示を提供する。ある特定の実施形態例におい
て、異なる分析物－リガンドペアの結合強度もまた、本明細書に記載されているように、
第２の電圧を増加させ続けることにより、評価することができる。したがって、複数の分
析物が同じチップ上で分析される場合、分析物－リガンドペアが同定されるだけでなく、
最も強い結合をもつペアもまた同定され得る。
【０１１４】
　同様に、ある特定の実施形態例において、単一チップは、新しい分析物－リガンドペア
の発見に用いることができる。そのような実施形態は、例えば、創薬および診断薬開発の
分野においてなど、多くの有用な適用をもつ。例えば、ナノポアアセンブリの異なるサブ
セットがチップ上に形成され得、各サブセットが、未知のリガンドに対する異なる分析物
リガンドを含む。さらに、ナノポアアセンブリは、本明細書に記載されているように、区
別され得る。例えば、分析物リガンドＸを含むナノポアアセンブリは、本明細書に記載さ
れているように、分析物リガンドＹまたは分析物リガンドＺを含むナノポアアセンブリか
ら区別され得る。その後、ナノポアアセンブリは、それらのリガンドに対するいくつかの
異なる候補分析物を含有する試験試料と接触させられ得る。その後、候補分析物の特定の
リガンドとの任意の結合が、本明細書に記載されているように、決定され得る。例えば、
ある特定の分析物は、リガンドＸのみと結合し得る（かつ、他のリガンドを結合し得ない
）。さらに、リガンドＸを結合する分析物のうち、最も強い分析物－リガンドの結合をも
つものもまた、本明細書に記載されているように、第２の電圧を増加させることにより、
同定され得る。
【０１１５】
　図８に関して、ある特定の実施形態例により、チップ上での特定の分析物－リガンドの
相互作用の同定を示すイラストが提供される。示されているように、複数の異なるナノポ
アアセンブリが、負極電圧などの所定の第１の電圧下でチップ上に形成される（左パネル
）。（オープンな状態での）ナノポアからの、またはナノポアアセンブリからのシグナル
データに基づいて、異なるナノポアアセンブリが区別され得る。示されているように、図
８（左側）に示されているように、同じナノポアの異なるサブセットがチップ上に形成さ
れ得る。ナノポアアセンブリを試験試料と接触させた後、第１の電圧と極性が反対の第２
の電圧が印加される（例えば、正電圧）（図８（右側））。第２の電圧が印加された時、
任意の分析物－リガンド結合ペアが、本明細書に記載されているように、同定され得る。
図８に示されているように、例えば、単一の（signal）分析物－リガンド相互作用が同定
され得る。
【０１１６】
　なお他の実施形態例において、本明細書に記載された方法およびシステムは、分析物－
リガンドペアの間の解離定数を決定するために用いることができる。例えば、分析物－リ
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ガンドペアについての解離電圧は、解離シグナルに基づいて得ることができる。解離電圧
は、例えば、解離シグナルの検出と一致する、分析物－リガンドの解離が起こる時点にお
ける電圧に対応する。
【０１１７】
　ある特定の実施形態例において、解離定数を決定するために、分析物－リガンドペアの
解離電圧は、あらかじめ決められた参照解離電圧と比較され得、その比較が、その後、分
析物－リガンドペアについての解離定数の同定を可能にする。参照解離電圧は、例えば、
既知の参照分析物－リガンドペアが本明細書に記載された方法に供された時、その既知の
参照分析物－リガンドペアが解離する時点における電圧に対応する。解離定数が参照分析
物－リガンドペアについて知られているならば、その解離定数が、試験されることになっ
ている分析物－リガンドペアに割り当てることができる。例えば、調べられることになっ
ている分析物－リガンドペアについての解離電圧が、参照解離電圧とマッチングされ得、
そのマッチングしている解離電圧が、調べることになっている分析物－リガンドペアに割
り当てられ得る、関連づけられた解離定数を有する。
【０１１８】
　ある特定の実施形態例において、参照解離電圧は、対照分析物－リガンドペアの解離電
圧とそれらの既知の解離定数の曲線から取得され得る。例えば、異なる対照分析物に方向
づけられた分析物リガンドを有するナノポアアセンブリが、本明細書に記載されているよ
うに、チップ上に形成され得る。ある特定の実施形態例において、試験されるべき分析物
に方向づけられた分析物リガンドを有するナノポアアセンブリもまた、同じチップ上に形
成され得る。その後、チップを、対照分析物と接触させ、ある特定の実施形態例において
、調べられるべき分析物もまた、チップにアプライされ得る（すなわち、試験分析物）。
例えば、試験分析物が対照分析物と共に同じチップ上で試験されることになっている実施
形態において、対照分析物および試験分析物を、一緒に混合することができ、その後に、
チップをその混合物と接触させる。
【０１１９】
　チップを混合物と接触させた後、対照分析物についての解離電圧が、本明細書に記載さ
れているように、決定され得、その解離電圧を、対照分析物－リガンドペアについての既
知の解離定数に対してプロットすることにより、曲線が作成され得る。その後、試験分析
物－リガンドペアの解離電圧を曲線上の電圧（すなわち、参照解離電圧）とマッチングす
ることにより、試験分析物－リガンドペアについての解離定数が決定され得る。ある特定
の実施形態例において、結合と解離の多数のサイクルが、本明細書に記載されているよう
に、実施され得、それにより、試験分析物－リガンドペアと任意の対照分析物－リガンド
ペアの両方についての解離電圧決定の信頼度レベルを増加させる。
【０１２０】
　分析物結合を検出すること、および分析物－リガンドの結合強度を決定することに加え
て、本明細書に記載された方法およびシステムは、チップにアプライされる流体溶液中の
１つまたは複数の分析物の濃度を決定するために用いることができる。すなわち、分析物
－リガンドの結合相互作用は、本明細書に記載されているように、評価および同定され得
、それにより、溶液中の分析物の濃度の決定を可能にする。例えば、それぞれが特定の分
析物に方向づけられた分析物検出複合体と会合している、複数のナノポアアセンブリが、
本明細書に記載されているように、チップ上に形成され得る。同様に、対照分析物に方向
づけられたナノポアアセンブリがそのチップ上に形成され得る。その後、ナノポアアセン
ブリを含むチップを、本明細書に記載されているように、あらかじめ決められた濃度の対
照分析物と共に、１つまたは複数の試験分析物と接触させることができ、それに従って、
分析物がそれらの同族分析物リガンド２と結合するのを可能にする。その後、本明細書に
記載されているように、第１の電圧と極性が反対の第２の電圧が、ナノポアアセンブリに
渡って、結合シグナルが得られるまで、印加される。
【０１２１】
　チップ上の試験分析物－リガンドのペア形成と関連づけられる結合シグナルの数をカウ
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したがって、結合カウント数は、第２の電圧がナノポアアセンブリに渡って印加された時
に起こる分析物－リガンド結合の総数に対応する。ある特定の実施形態例において、結合
カウント数の信頼度レベルは、本明細書に記載されているように、試験分析物－リガンド
ペアを結合状態と非結合状態の間でサイクリングする（すなわち、ナノポアをリサイクル
する）ことにより、増加され得る。例えば、結合カウント数は、本明細書に記載されてい
るように、会合と解離の複数のサイクルに渡る分析物－リガンド結合の数の平均値または
中央値に対応し得る。
【０１２２】
　試験分析物－リガンドペアについての結合カウント数を決定することに加えて、参照カ
ウント数が、対照分析物－リガンド結合ペアについて同時に決定され得る。例えば、参照
カウント数は、第２の電圧がナノポアアセンブリに渡って印加された時に起こる対照分析
物－リガンド結合の総数に対応する。そして、試験分析物－リガンドペアのように、参照
カウント数の信頼度レベルは、本明細書に記載されているように、対照分析物－リガンド
ペアを結合状態と非結合状態の間でサイクリングすることにより、増加され得る。例えば
、参照カウント数は、本明細書に記載されているように、会合と解離の複数のサイクルに
渡る対照分析物－リガンド結合の数の平均値または中央値に対応し得る。
【０１２３】
　溶液中の試験分析物の濃度を決定するために、例えば、決定された結合カウント数が、
決定された参照カウント数と比較され得る。例として、対照分析物が、チップに加えられ
る時、１０μＭの濃度で存在することがわかっており、かつ対照分析物に方向づけられた
ナノポアアセンブリがサイクルあたり平均１０００個の捕獲物を結合する場合には、参照
カウント数は、１０μＭ試料について１０００ということになる。例えば、同じサイクル
セットの間、試験分析物についての平均結合カウント数もまた１０００であったならば、
試験分析物の濃度は１０μＭであると推測することができる。しかし、試験分析物につい
ての平均結合カウント数が２０００、すなわち、対照分析物の２倍であったならば、試験
分析物の濃度は１０μＭであろう。あるいは、試験分析物についての平均結合カウント数
が５００、すなわち、対照分析物の半分であったならば、試験分析物の濃度は５μＭであ
ろう。
【０１２４】
　開示された発明の原理が適用され得る多くの可能な実施形態を鑑みれば、例示された実
施形態例が本発明の好ましい例に過ぎず、本発明の範囲を限定するものとして解釈される
べきではないことは認識されているはずである。むしろ、本発明の範囲は、以下の特許請
求の範囲によって定義される。それゆえに、本発明者らは、これらの特許請求の範囲の範
囲および精神内に入る全てを本発明者らの発明として主張する。
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