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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　分析物の電圧感知のためのデバイスであって、前記デバイスは：
　基板中に画定された流体チャネルと、
　前記チャネル内に、その中の電圧を感知するために配置された感知電極対であって、前
記感知電極対は、前記流体チャネルの長さに沿って２つの別個の位置に配置された第１お
よび第２の感知電極を含む、感知電極対と、
　前記流体チャネルに沿って電位を印加するために、前記流体チャネルの第１の端部およ
び第２の端部に配置された起電電極対とを含み、
　前記流体チャネルがナノチャネルまたはマイクロチャネルを含み、
　前記感知電極対は、前記感知電極対によって感知される電圧を測定するための電圧計に
接続されている、デバイス。
【請求項２】
　前記基板が、シリコン、二酸化ケイ素、石英ガラス、およびヒ化ガリウムからなる群よ
り選択される材料を含む、請求項１に記載のデバイス。
【請求項３】
　前記感知電極対および起電電極対のそれぞれが、白金、金、クロム、チタン、塩化銀、
銀、およびグラフェンからなる群より選択される材料を含む、請求項１に記載のデバイス
。
【請求項４】
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　前記第１の感知電極が前記流体チャネルの第１の側部に配置され、前記第２の感知電極
が前記流体チャネルの反対の側部に配置される、請求項１に記載のデバイス。
【請求項５】
　前記第１および第２の感知電極のそれぞれが前記流体チャネルの第１の側部に配置され
る、請求項１に記載のデバイス。
【請求項６】
　前記第１および第２の感知電極のそれぞれが前記流体チャネルを横断している、請求項
１に記載のデバイス。
【請求項７】
　前記第１の感知電極が前記流体チャネルを横断しており、前記第２の感知電極が前記流
体チャネルの側部に配置される、請求項１に記載のデバイス。
【請求項８】
　前記起電電極対が、前記流体チャネル内に配置された分析物の移動のために、一定の電
気泳動力、変動電気泳動力、または振動電気泳動力を前記流体チャネル内に生成するため
の巨視的電極を含む、請求項１に記載のデバイス。
【請求項９】
　複数の流体チャネルをさらに含む、請求項１に記載のデバイス。
【請求項１０】
　前記基板上に配置された電圧増幅器をさらに含む、請求項１に記載のデバイス。
【請求項１１】
　前記流体チャネルが、１ｎｍ～５μｍの範囲から選択される幅を有する、請求項１に記
載のデバイス。
【請求項１２】
　前記流体チャネルが、１ｎｍ～５μｍの範囲から選択される深さを有する、請求項１に
記載のデバイス。
【請求項１３】
　前記流体チャネルが、１μｍ～１０ｃｍの範囲から選択される長さを有する、請求項１
に記載のデバイス。
【請求項１４】
　分析物を検出するための方法であって、前記方法は：
　流体チャネル内に前記分析物を配置すること、
　前記流体チャネルに沿って電位を印加すること、
　前記流体チャネルの第１の端部から前記流体チャネルの第２の端部に前記分析物を移動
させること、および
　前記分析物が感知電極対を通過するときに、前記流体チャネル内に配置された前記感知
電極対の間の電圧シグナルを測定することを含み、前記感知電極対は前記流体チャネルの
長さに沿って、２つの別個の位置に配置された第１の電極および第２の電極を含み、
　前記流体チャネルはナノチャネルまたはマイクロチャネルを含み、
　前記感知電極対は、前記感知電極対によって感知される電圧を測定するための電圧計に
接続されている、方法。
【請求項１５】
　前記流体チャネルに沿って電位を印加することが、電気泳動力を前記流体チャネルの中
に生成することを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記分析物を移動させることが、圧力差を使用することを含む、請求項１４に記載の方
法。
【請求項１７】
　前記分析物を移動させることが、化学的勾配を使用することを含む、請求項１４に記載
の方法。
【請求項１８】
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　前記分析物が、デオキシリボ核酸、リボ核酸、およびポリペプチドからなる群より選択
される生体高分子を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１９】
　前記生体高分子が単鎖分子を含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記分析物が生体高分子を含み、前記生体高分子は、前記生体高分子に結合された少な
くとも１つのプローブを有する、請求項１４に記載の方法。
【請求項２１】
　前記電圧シグナルは、前記生体高分子が前記感知電極の間の体積を通って移動するとき
に変化し、前記電圧シグナルは、前記プローブを含有する前記生体高分子の一部が前記感
知電極の間の前記体積を通って移動するときにさらに変化する、請求項２０に記載の方法
。
【請求項２２】
　電圧シグナル変化の間の時間を記録することをさらに含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記電圧シグナルの変化の持続時間がプローブの存在を示し、前記電圧シグナルを使用
して、前記生体高分子上の２つのプローブの間の距離を決定することをさらに含む、請求
項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記電圧シグナルの変化の持続時間を使用して、前記分析物の長さを決定することをさ
らに含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項２５】
　生体高分子の配列を決定するための方法であって、前記方法は：
　前記生体高分子を含む分析物を調製すること、
　流体チャネル内に前記分析物を配置すること、
　前記流体チャネルに沿って電位を印加すること、
　前記流体チャネルの第１の端部から前記流体チャネルの第２の端部に前記分析物を移動
させること、および
　前記分析物が感知電極対を通過するときに、前記流体チャネル内に配置された前記感知
電極対の間の電圧シグナルを測定することを含み、前記電圧シグナルが前記生体高分子に
沿った位置に対応し、前記感知電極対が、前記流体チャネルの長さに沿って、２つの別個
の位置に配置された第１の電極および第２の電極を含み、
　前記流体チャネルは、ナノチャネルまたはマイクロチャネルを含み、
　前記感知電極対は、前記感知電極対によって感知される電圧を測定するための電圧計に
接続されている、方法。
【請求項２６】
　前記流体チャネルに沿って電位を印加することが、電気泳動力を前記流体チャネルの中
に生成することを含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記分析物を移動させることが、圧力差を使用することを含む、請求項２５に記載の方
法。
【請求項２８】
　前記分析物を移動させることが、化学的勾配を使用することを含む、請求項２５に記載
の方法。
【請求項２９】
　前記分析物を調製することが、プローブと前記生体高分子をハイブリダイズさせること
を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項３０】
　前記電圧シグナルの変化が、前記プローブを含有するハイブリダイズした前記生体高分
子に沿った位置に対応する、請求項２９に記載の方法。



(4) JP 5717634 B2 2015.5.13

10

20

30

40

50

【請求項３１】
　コンピューターアルゴリズムを使用して前記電圧シグナルを処理して、前記生体高分子
の配列を再構築することをさらに含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項３２】
　前記生体高分子が二重鎖生体高分子標的分子を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項３３】
　前記分析物を調製することが、前記標的分子の認識部位に対する第１のプローブ特異性
を有する第１のプローブと前記標的分子を接触させて、第１の複数の局所的な三元複合体
を形成することを含み、前記第１のプローブは、第１の予測認識部位配列を有する、請求
項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記電圧シグナルを使用して、前記第１の複数の局所的な三元複合体の位置情報を決定
することをさらに含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記位置情報は、２つの局所的な三元複合体の間の空間的距離に対応するパラメーター
を含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記分析物を調製することが、前記標的分子の認識部位に対する第２のプローブ特異性
を有する第２のプローブと前記標的分子を接触させて、第２の複数の局所的な三元複合体
を形成することをさらに含み、前記第２のプローブが第２の予測認識部位配列を有する、
請求項３４に記載の方法。
【請求項３７】
　前記電圧シグナルを使用して、前記第２の複数の局所的な三元複合体の位置情報を決定
することをさらに含む、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　少なくとも前記第１の複数の局所的な三元複合体の位置情報および前記第２の複数の局
所的な三元複合体の位置情報をアライメントして、前記標的のＤＮＡ配列を決定すること
をさらに含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記生体高分子が二重鎖核酸標的分子を含み、前記二重鎖核酸標的分子が、その配列に
沿って配置された複数の結合部位を有する、請求項２５に記載の方法。
【請求項４０】
　前記分析物を調製することが、前記二重鎖核酸標的分子に対する第１の配列特異性を有
する複数のプローブ分子を添加することを含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記第１の配列特異性を有する前記プローブ分子および前記標的分子をインキュベート
して、前記標的分子の第１の結合部位および第２の結合部位の両方への前記第１のプロー
ブ分子の優先的な結合を引き起こすことをさらに含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記電圧シグナルを使用して、前記第１の結合部位および前記第２の結合部位の間の距
離に関係するパラメーターを測定することをさらに含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記分析物を調製することが、第１のプローブと前記生体高分子を接触させて、前記第
１のプローブが特異的でない、前記生体高分子の領域を複合体化させないままとしながら
、前記第１のプローブが公知の特異性を有する、前記生体高分子の認識部位で少なくとも
１つのプローブ－標的複合体を作ることを含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項４４】
　前記分析物を調製することが、第２のプローブと前記生体高分子を接触させて、前記第
２のプローブが特異的でない、前記標的の領域を複合体化させないままとしながら、前記
第２のプローブが公知の特異性を有する、前記生体高分子の認識部位で少なくとも１つの
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プローブ－標的複合体を作ることをさらに含む、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記電圧シグナルを使用して、前記生体高分子の複合体化した領域および複合体化して
いない領域を検出および記録して、前記第１のプローブの第１のプローブマップおよび前
記第２のプローブの第２のプローブマップを作ることをさらに含み、前記第１のプローブ
マップおよび前記第２のプローブマップが前記プローブのハイブリダイゼーションの相対
的位置についての情報を組み込んでいる、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　位置情報または前記プローブ分子の重複配列および位置情報の組合せを使用して、少な
くとも２つのプローブ配列を並べることによって候補配列を決定することをさらに含む、
請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記第１のプローブマップおよび前記第２のプローブマップが、それぞれのプローブに
ついての前記位置情報の誤差についての情報を組み込む、請求項４５に記載の方法。
【請求項４８】
　位置情報および位置情報における前記誤差に関するパラメーターまたは前記プローブ分
子の重複配列および位置情報および位置情報における誤差の組合せを使用して、少なくと
も２つのプローブ配列を並べることによって候補配列を決定することをさらに含む、請求
項４７に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　この出願は、米国特許法§１１９（ｅ）の下、２００８年９月３日に出願された米国仮
第６１／０９３，８８５号（この全体は、参考として本明細書に援用される）に対する優
先権の利益を主張する。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、一般に、生体高分子配列決定に関する。より詳細には、ある実施形態では、
本発明は、生体高分子の長さおよび生体高分子に結合したプローブの距離の決定に関する
。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　Ｃｏｕｌｔｅｒ計数法として公知の技術は、赤血球の高速計数のための技術として、１
９４０年代の後半に、最初に、Ｗａｌｌａｃｅ　Ｈ．Ｃｏｕｌｔｅｒによって提唱された
。抵抗性パルス感知とも称されるが、Ｃｏｕｌｔｅｒ計数法は、サイズ（体積）、電荷、
電気泳動移動度、および濃度を含む、電解質溶液中の分析物の物理的パラメーターを測定
するために使用され得る。この技術では、溶液の２つのリザーバーは、公知の寸法の流体
コンストリクション（ｆｌｕｉｄｉｃ　ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ）によって分離されて
いる。２つのリザーバーの間の一定のＤＣ電圧の印加は、測定されるベースラインイオン
電流をもたらす。ベースライン電流の大きさは、電解質の伝導率、印加電位、チャネルの
長さ、およびチャネルの横断面積に関係する。分析物がリザーバーの中に導入されると、
それは、流体チャネルを通過し、電解質溶液および分析物の間の伝導率の差異により、観
察される電流を低下させ得る。電流の低下の大きさは、それが流体チャネル内にある間に
、分析物によって置き換えられる電解質体積に依存する。
【０００４】
　抵抗性パルス感知技術の有益性は、それが、ナノスケール流体コンストリクションの使
用を通してナノスケール分析物の検出を可能にするためにスケールダウンできることであ
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る。この性能は、ＤＮＡなどのようなナノスケール分子を検出するためのソリッドステー
トナノポアの開発に至った。
【０００５】
　ナノポアを通してのＤＮＡ移動の場合には、物理的な移動は、印加ＤＣ電圧によって生
成される電気泳動力によって駆動される。そのため、この駆動力および検出されるシグナ
ルは、通常、密接に結びついている。物理的な移動のための最適な電位は最適な測定のも
のとは異なるので、これらの２つの作用の分断が望ましいことがある。
【０００６】
　横断電極は、ナノ流体チャネル内に閉じ込められた生体分子を感知するための横断電場
および電流を提供するために提唱された。その全体が参照によって本明細書に組み込まれ
るＬｉａｎｇおよびＣｈｏｕ　２００８年の非特許文献１を参照されたい。分析物は、ナ
ノチャネルの両端部の通電電極によって生成される電気泳動力によりチャネルを通って移
動し、そのため、移動速度と測定を分断する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｌｉａｎｇ，　Ｘ；Ｃｈｏｕ，　Ｓ．Ｙ．、Ｎａｎｏｇａｐ　Ｄｅｔｅ
ｃｔｏｒ　Ｉｎｓｉｄｅ　Ｎａｎｏｆｌｕｉｄｉｃ　Ｃｈａｎｎｅｌ　ｆｏｒ　Ｆａｓｔ
　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　Ｌａｂｅｌ－Ｆｒｅｅ　ＤＮＡ　Ａｎａｌｙｓｉｓ．　Ｎａｎｏ
　Ｌｅｔｔ．　２００８年、８巻、１４７２～１４７６頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　概要
　本発明の実施形態は、横断電流を生成するのではなく、電圧変化を感知するための電極
を使用し、それによって電極の劣化を低下させるデバイスおよび方法を提供する。特に、
本明細書において記載されたデバイスは、流体チャネル内の生体分子および他のナノスケ
ール分析物の電子的感知のための、長手方向に変位される電極を利用する。実施形態は、
たとえば、それに結合されたプローブを有するＤＮＡ鎖の分析を含む、ナノスケール分析
物の特徴づけを可能にする。
【０００９】
　より詳細には、本発明の実施形態は、流体チャネル内の分析物、たとえばＤＮＡの電子
的感知のための感知電極を利用してもよい。流体チャネル内の感知電極を使用して、分析
物の長さを決定してもよく、またはそれらを使用して、ＤＮＡの標的鎖にハイブリダイズ
したプローブの間の距離を決定してもよい。デバイス設計は、光学的検出のために使用さ
れるナノチャネルデバイスに類似する。２つのマイクロスケール液体リザーバーは、１０
０～２００μｍの距離で加工され得る。１つまたは複数の流体チャネルが２つのリザーバ
ーを接続してもよい。キャップは、それぞれのリザーバーへの流体導入を可能にして巨視
的電極に対するアクセスを提供することができる穴をあけることによって加工されてもよ
い。使用において、２つの感知電極の間の電位差異をモニターするために、電圧計が使用
され得る。
【００１０】
　分析されることとなるＤＮＡは、マイクロ流体リザーバーのうちの１つに導入され得る
。巨視的電極を使用して、電源に接続されてもよく、２つのリザーバーの間に電位を印加
することができる。ＤＮＡ断片は、微視的リザーバーからナノチャネルの中に電気泳動的
に駆動され得る。それぞれのＤＮＡ断片が、流体チャネルを流れ下るとき、それは、流体
チャネル内に配置された感知電極対に出入りし得る。
【００１１】
　ＤＮＡの非存在下において、流体チャネルは、イオン溶液のみを含有しており、典型的
には、２つの感知電極の間で測定されるベースライン電位差異を有する。ＤＮＡが流体チ
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ャネルに入るとき、２つの感知電極の間で測定される電位は、ＤＮＡがイオン溶液の伝導
率と異なる伝導率を有するので、変化し得る。ＤＮＡが流体チャネルに入る場合、ＤＮＡ
が緩衝溶液ほど伝導性でないので、２つの感知電極の間のチャネルの伝導率は、典型的に
は低下することになる（その全体が参照によって組み込まれるｄｅ　Ｐａｂｌｏ，　Ｐ．
Ｊ．；Ｍｏｒｅｎｏ－Ｈｅｒｒｅｒｏ，　Ｆ；Ｃｏｌｃｈｅｒｏ，　Ｊ．；Ｇｏｍｅｚ－
Ｈｅｒｒｅｒｏ，　Ｊ．；Ｈｅｒｒｅｒｏ，　Ｐ．；Ｂａｒｏ，　Ａ．Ｍ．；Ｏｒｄｅｊ
ｏｎ，　Ｐ．；Ｓｏｌｅｒ，　Ｊ．Ｍ．；Ａｒｔａｃｈｏ，　Ｅ、Ａｂｓｅｎｃｅ　ｏｆ
　ｄｃ－Ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　Ｐｈｙｓ．　Ｒｅｖ．　Ｌｅｔｔ．　２００
０年、８５巻、４９９２～４９９５頁を参照されたい）。ＤＮＡにハイブリダイズしたプ
ローブを有するＤＮＡの一部が、流体チャネルに入る場合、電位はさらに変化し得る。測
定されるシグナルを分析して、ＤＮＡの長さおよび／またはプローブの間の距離を決定。
【００１２】
　一態様では、本発明の実施形態は、分析物の電圧感知のためのデバイスを含む。デバイ
スは、基板中に画定された流体チャネルおよびその中の電圧を感知するための、流体チャ
ネル内に配置された感知電極対を含んでいてもよい。感知電極対は、流体チャネルの長さ
に沿って、２つの別個の位置に配置された第１および第２の感知電極を含んでいてもよい
。起電電極対は、流体チャネルに沿って電位を印加するために、流体チャネルの第１の端
部および第２の端部に配置してもよい。流体チャネルは、ナノチャネルまたはマイクロチ
ャネルを含んでいてもよいまたはそれから本質的に成ってもよい。
【００１３】
　１つまたは複数の以下の特徴が、含まれていてもよい。基板は、シリコン、二酸化ケイ
素、石英ガラス、および／またはヒ化ガリウムを含んでいてもよいまたはそれから本質的
に成ってもよい。感知電極対および起電電極対のそれぞれは、白金、金、クロム、チタン
、塩化銀、銀、およびグラフェンを含んでいてもよいまたはそれから本質的に成ってもよ
い。
【００１４】
　第１の感知電極は、流体チャネルの第１の側部に配置されてもよく、第２の感知電極は
、流体チャネルの反対の側部に配置されてもよい。第１および第２の感知電極のそれぞれ
は、流体チャネルの第１の側部に配置されてもよいまたは第１および第２の感知電極のそ
れぞれは、流体チャネルを横断してもよい。第１の感知電極は、流体チャネルを横断して
もよく、第２の感知電極は、流体チャネルの側部に配置してもよい。
【００１５】
　起電電極対は、その中に配置された分析物の移動のために、流体チャネル内に一定の電
気泳動力（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ　ｆｏｒｃｅ）、変動電気泳動力、または振
動電気泳動力を生成するための巨視的電極を含んでいてもよい。
【００１６】
　感知電極対によって感知される電圧を測定するために、電圧計などのような測定ツール
が提供されてもよい。デバイスは、複数の流体チャネルを含んでいてもよい。基板上に電
圧増幅器が配置されてもよい。
【００１７】
　流体チャネルは、１ｎｍ～５μｍの範囲から選択される幅、１ｎｍ～５μｍの範囲から
選択される深さ、および／または１μｍ～１０ｃｍの範囲から選択される長さを有してい
てもよい。
【００１８】
　本発明の他の態様の実施形態の構成要素の記載は、本発明のこの態様に同様に適用され
得る。
【００１９】
　他の態様では、本発明は、分析物を検出するための方法であって、流体チャネル内に分
析物を配置することを含む方法に関する。電位は、流体チャネルに沿って印加され、分析
物は、流体チャネルの第１の端部から流体チャネルの第２の端部に移動する。電圧シグナ
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ルは、分析物が感知電極対を通過するときに、流体チャネル内に配置される感知電極対の
間で測定され、感知電極対は、流体チャネルの長さに沿って、２つの別個の位置に配置さ
れた第１の電極および第２の電極を含む。流体チャネルは、ナノチャネルまたはマイクロ
チャネルを含んでいてもよいまたはそれから本質的に成ってもよい。
【００２０】
　流体チャネルに沿って印加される電位は、電気泳動力をその中に生成することを含んで
いてもよい。分析物の移動は、圧力差および／または化学的勾配を使用することを含んで
いてもよい。
【００２１】
　１つまたは複数の以下の特徴が、含まれていてもよい。分析物は、デオキシリボ核酸、
リボ核酸、および／またはポリペプチドなどのような生体高分子を含んでいてもよい。生
体高分子は、単鎖分子を含んでいてもよいまたはそれから本質的に成ってもよい。分析物
は、それに結合された少なくとも１つのプローブを有する生体高分子を含んでいてもよい
またはそれから本質的に成ってもよい。
【００２２】
　電圧シグナルは、生体高分子が感知電極の間の体積を通って移動する場合に、変化して
もよく、プローブを含有する生体高分子の一部が感知電極の間の体積を通って移動する場
合に、さらに変化してもよい。電圧シグナル変化の間の時間を記録してもよい。電圧シグ
ナルの変化の持続時間は、プローブの存在を示してもよく、電圧シグナルを使用して、生
体高分子上の２つのプローブの間の距離を決定してもよい。
【００２３】
　電圧シグナルの変化の持続時間を使用して、分析物の長さを決定してもよい。単一分析
物の分子が流体チャネルを通過するときに、それを測定するために多数の対の感知電極を
使用してもよい。
【００２４】
　本発明の他の態様の実施形態の構成要素の記載は、本発明のこの態様に同様に適用され
得る。
【００２５】
　さらに他の態様では、生体高分子の配列を決定するための方法は、生体高分子を含む分
析物を調製することを含んでいてもよい。分析物は、流体チャネル内に配置してもよい。
電位は、流体チャネルに沿って印加されてもよく、分析物は、流体チャネルの第１の端部
から流体チャネルの第２の端部に移動する。電圧シグナルは、分析物が感知電極対を通過
するときに、流体チャネル内に配置された感知電極対の間で測定されてもよく、電圧シグ
ナルは、生体高分子に沿った位置に対応し、感知電極対は、流体チャネルの長さに沿って
、２つの別個の位置に配置された第１の電極および第２の電極を含む。流体チャネルは、
ナノチャネルまたはマイクロチャネルを含んでいてもよいまたはそれから本質的に成って
もよい。
【００２６】
　流体チャネルに沿って印加される電位は、電気泳動力をその中に生成することを含んで
いてもよい。分析物は、圧力差および／または化学的勾配を使用することによって移動し
てもよい。
【００２７】
　１つまたは複数の以下の特徴が、含まれていてもよい。分析物の調製は、プローブと生
体高分子をハイブリダイズさせることを含んでいてもよい。電圧シグナルの変化は、プロ
ーブを含有する、ハイブリダイズした生体高分子に沿った位置に対応してもよい。コンピ
ューターアルゴリズムを使用して電圧シグナルを処理して、生体高分子の配列を再構築し
てもよい。生体高分子は、二重鎖生体高分子標的分子を含んでいてもよいまたはそれから
本質的に成ってもよい。分析物の調製は、標的分子の認識部位に対する第１のプローブ特
異性を有する第１のプローブと標的分子を接触させて、第１の複数の局所的な三元複合体
を形成することを含んでいてもよく、第１のプローブは、第１の予測認識部位配列を有す
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る。電圧シグナルを使用して、第１の複数の局所的な三元複合体の位置情報を決定しても
よい。位置情報は、２つの局所的な三元複合体の間の空間的距離に対するパラメーターを
含んでいてもよい。
【００２８】
　分析物の調製は、第２の複数の局所的な三元複合体を形成するために、標的分子の認識
部位に対する第２のプローブ特異性を有する第２のプローブと標的分子を接触させること
をさらに含んでいてもよく、第２のプローブは、第２の予測認識部位配列を有する。
【００２９】
　電圧シグナルを使用して、第２の複数の局所的な三元複合体の位置情報を決定してもよ
い。少なくとも第１の複数の局所的な三元複合体および第２の複数の局所的な三元複合体
の位置情報は、標的のＤＮＡ配列を決定するためにアライメントされ得る。
【００３０】
　生体高分子は、その配列に沿って配置された、複数の結合部位を有する二重鎖核酸標的
分子を含んでいてもよいまたはそれから本質的に成ってもよい。分析物の調製は、二重鎖
核酸標的分子に対する第１の配列特異性を有する複数のプローブ分子を添加することを含
んでいてもよい。
【００３１】
　第１の配列特異性を有するプローブ分子および標的分子をインキュベートして、標的分
子の第１の結合部位および第２の結合部位の両方への第１のプローブ分子の優先的な結合
を引き起こしてもよい。電圧シグナルを使用して、第１の結合部位および第２の結合部位
の間の距離に関係するパラメーターを測定してもよい。
【００３２】
　分析物の調製は、第１のプローブと生体高分子を接触させて、第１のプローブが特異的
でない、生体高分子の領域を複合体化させない（ｕｎｃｏｍｐｌｅｘｅｄ）ままとしなが
ら、第１のプローブが公知の特異性を有する、生体高分子の認識部位で少なくとも１つの
プローブ－標的複合体を作ることを含み得る。分析物の調製は、第２のプローブと生体高
分子を接触させて、第２のプローブが特異的でない、標的の領域を複合体化させないまま
としながら、第２のプローブが公知の特異性を有する、生体高分子の認識部位で少なくと
も１つのプローブ－標的複合体を作ることを含み得る。
【００３３】
　電圧シグナルを使用して、生体高分子の複合体化した領域および複合体化していない領
域を検出および記録して、第１のプローブの第１のプローブマップ（ｐｒｏｂｅ　ｍａｐ
）および第２のプローブの第２のプローブマップを作ってもよく、第１のプローブマップ
および第２のプローブマップは、プローブのハイブリダイゼーションの相対的位置につい
ての情報を組み込んでいる。候補配列は、位置情報またはプローブ分子の重複配列および
位置情報の組合せを使用して、少なくとも２つのプローブ配列をアライメントすることに
よって決定され得る。第１のプローブマップおよび第２のプローブマップは、それぞれの
プローブについての位置情報の誤差（ｅｒｒｏｒ）についての情報を組み込んでいてもよ
い。候補配列は、位置情報および位置情報における誤差に関するパラメーターまたはプロ
ーブ分子の重複配列および位置情報および位置情報における誤差の組合せを使用して、少
なくとも２つのプローブ配列を並べることによって決定され得る。
【００３４】
　本発明の他の態様の実施形態の構成要素の記載は、本発明のこの態様に同様に適用され
得る。
本発明は、例えば、以下を提供する。
（項目１）
　分析物の電圧感知のためのデバイスであって、上記デバイスは：
　基板中に画定された流体チャネルと、
　上記チャネル内に、その中の電圧を感知するために配置された感知電極対であって、上
記感知電極対は、上記流体チャネルの長さに沿って２つの別個の位置に配置された第１お
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よび第２の感知電極を含む、感知電極対と、
　上記流体チャネルに沿って電位を印加するために、上記流体チャネルの第１の端部およ
び第２の端部に配置された起電電極対とを含み、
　上記流体チャネルがナノチャネルまたはマイクロチャネルを含む、デバイス。
（項目２）
　上記基板が、シリコン、二酸化ケイ素、石英ガラス、およびヒ化ガリウムからなる群よ
り選択される材料を含む、項目１に記載のデバイス。
（項目３）
　上記感知電極対および起電電極対のそれぞれが、白金、金、クロム、チタン、塩化銀、
銀、およびグラフェンからなる群より選択される材料を含む、項目１に記載のデバイス。
（項目４）
　上記第１の感知電極が上記流体チャネルの第１の側部に配置され、上記第２の感知電極
が上記流体チャネルの反対の側部に配置される、項目１に記載のデバイス。
（項目５）
　上記第１および第２の感知電極のそれぞれが上記流体チャネルの第１の側部に配置され
る、項目１に記載のデバイス。
（項目６）
　上記第１および第２の感知電極のそれぞれが上記流体チャネルを横断している、項目１
に記載のデバイス。
（項目７）
　上記第１の感知電極が上記流体チャネルを横断しており、上記第２の感知電極が上記流
体チャネルの側部に配置される、項目１に記載のデバイス。
（項目８）
　上記起電電極対が、上記流体チャネル内に配置された分析物の移動のために、一定の電
気泳動力、変動電気泳動力、または振動電気泳動力を上記流体チャネル内に生成するため
の巨視的電極を含む、項目１に記載のデバイス。
（項目９）
　上記感知電極対によって感知される電圧を測定するための測定ツールをさらに含む、項
目１に記載のデバイス。
（項目１０）
　上記測定ツールが電圧計を含む、項目９に記載のデバイス。
（項目１１）
　複数の流体チャネルをさらに含む、項目１に記載のデバイス。
（項目１２）
　上記基板上に配置された電圧増幅器をさらに含む、項目１に記載のデバイス。
（項目１３）
　上記流体チャネルが、１ｎｍ～５μｍの範囲から選択される幅を有する、項目１に記載
のデバイス。
（項目１４）
　上記流体チャネルが、１ｎｍ～５μｍの範囲から選択される深さを有する、項目１に記
載のデバイス。
（項目１５）
　上記流体チャネルが、１μｍ～１０ｃｍの範囲から選択される長さを有する、項目１に
記載のデバイス。
（項目１６）
　分析物を検出するための方法であって、上記方法は：
　流体チャネル内に上記分析物を配置すること、
　上記流体チャネルに沿って電位を印加すること、
　上記流体チャネルの第１の端部から上記流体チャネルの第２の端部に上記分析物を移動
させること、および
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　上記分析物が感知電極対を通過するときに、上記流体チャネル内に配置された上記感知
電極対の間の電圧シグナルを測定することを含み、上記感知電極対は上記流体チャネルの
長さに沿って、２つの別個の位置に配置された第１の電極および第２の電極を含み、
　上記流体チャネルはナノチャネルまたはマイクロチャネルを含む、方法。
（項目１７）
　上記流体チャネルに沿って電位を印加することが、電気泳動力を上記流体チャネルの中
に生成することを含む、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
　上記分析物を移動させることが、圧力差を使用することを含む、項目１６に記載の方法
。
（項目１９）
　上記分析物を移動させることが、化学的勾配を使用することを含む、項目１６に記載の
方法。
（項目２０）
　上記分析物が、デオキシリボ核酸、リボ核酸、およびポリペプチドからなる群より選択
される生体高分子を含む、項目１６に記載の方法。
（項目２１）
　上記生体高分子が単鎖分子を含む、項目２０に記載の方法。
（項目２２）
　上記分析物が生体高分子を含み、上記生体高分子は、上記生体高分子に結合された少な
くとも１つのプローブを有する、項目１６に記載の方法。
（項目２３）
　上記電圧シグナルは、上記生体高分子が上記感知電極の間の体積を通って移動するとき
に変化し、上記電圧シグナルは、上記プローブを含有する上記生体高分子の一部が上記感
知電極の間の上記体積を通って移動するときにさらに変化する、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
　電圧シグナル変化の間の時間を記録することをさらに含む、項目２３に記載の方法。
（項目２５）
　上記電圧シグナルの変化の持続時間がプローブの存在を示し、上記電圧シグナルを使用
して、上記生体高分子上の２つのプローブの間の距離を決定することをさらに含む、項目
２４に記載の方法。
（項目２６）
　上記電圧シグナルの変化の持続時間を使用して、上記分析物の長さを決定することをさ
らに含む、項目１６に記載の方法。
（項目２７）
　生体高分子の配列を決定するための方法であって、上記方法は：
　上記生体高分子を含む分析物を調製すること、
　流体チャネル内に上記分析物を配置すること、
　上記流体チャネルに沿って電位を印加すること、
　上記流体チャネルの第１の端部から上記流体チャネルの第２の端部に上記分析物を移動
させること、および
　上記分析物が感知電極対を通過するときに、上記流体チャネル内に配置された上記感知
電極対の間の電圧シグナルを測定することを含み、上記電圧シグナルが上記生体高分子に
沿った位置に対応し、上記感知電極対が、上記流体チャネルの長さに沿って、２つの別個
の位置に配置された第１の電極および第２の電極を含み、
　上記流体チャネルは、ナノチャネルまたはマイクロチャネルを含む、方法。
（項目２８）
　上記流体チャネルに沿って電位を印加することが、電気泳動力を上記流体チャネルの中
に生成することを含む、項目２７に記載の方法。
（項目２９）
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　上記分析物を移動させることが、圧力差を使用することを含む、項目２７に記載の方法
。
（項目３０）
　上記分析物を移動させることが、化学的勾配を使用することを含む、項目２７に記載の
方法。
（項目３１）
　上記分析物を調製することが、プローブと上記生体高分子をハイブリダイズさせること
を含む、項目２７に記載の方法。
（項目３２）
　上記電圧シグナルの変化が、上記プローブを含有するハイブリダイズした上記生体高分
子に沿った位置に対応する、項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　コンピューターアルゴリズムを使用して上記電圧シグナルを処理して、上記生体高分子
の配列を再構築することをさらに含む、項目２７に記載の方法。
（項目３４）
　上記生体高分子が二重鎖生体高分子標的分子を含む、項目２７に記載の方法。
（項目３５）
　上記分析物を調製することが、上記標的分子の認識部位に対する第１のプローブ特異性
を有する第１のプローブと上記標的分子を接触させて、第１の複数の局所的な三元複合体
を形成することを含み、上記第１のプローブは、第１の予測認識部位配列を有する、項目
３４に記載の方法。
（項目３６）
　上記電圧シグナルを使用して、上記第１の複数の局所的な三元複合体の位置情報を決定
することをさらに含む、項目３５に記載の方法。
（項目３７）
　上記位置情報は、２つの局所的な三元複合体の間の空間的距離に対応するパラメーター
を含む、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
　上記分析物を調製することが、上記標的分子の認識部位に対する第２のプローブ特異性
を有する第２のプローブと上記標的分子を接触させて、第２の複数の局所的な三元複合体
を形成することをさらに含み、上記第２のプローブが第２の予測認識部位配列を有する、
項目３６に記載の方法。
（項目３９）
　上記電圧シグナルを使用して、上記第２の複数の局所的な三元複合体の位置情報を決定
することをさらに含む、項目３８に記載の方法。
（項目４０）
　少なくとも上記第１の複数の局所的な三元複合体の位置情報および上記第２の複数の局
所的な三元複合体の位置情報をアライメントして、上記標的のＤＮＡ配列を決定すること
をさらに含む、項目３９に記載の方法。
（項目４１）
　上記生体高分子が二重鎖核酸標的分子を含み、上記二重鎖核酸標的分子が、その配列に
沿って配置された複数の結合部位を有する、項目２７に記載の方法。
（項目４２）
　上記分析物を調製することが、上記二重鎖核酸標的分子に対する第１の配列特異性を有
する複数のプローブ分子を添加することを含む、項目４１に記載の方法。
（項目４３）
　上記第１の配列特異性を有する上記プローブ分子および上記標的分子をインキュベート
して、上記標的分子の第１の結合部位および第２の結合部位の両方への上記第１のプロー
ブ分子の優先的な結合を引き起こすことをさらに含む、項目４２に記載の方法。
（項目４４）
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　上記電圧シグナルを使用して、上記第１の結合部位および上記第２の結合部位の間の距
離に関係するパラメーターを測定することをさらに含む、項目４３に記載の方法。
（項目４５）
　上記分析物を調製することが、第１のプローブと上記生体高分子を接触させて、上記第
１のプローブが特異的でない、上記生体高分子の領域を複合体化させないままとしながら
、上記第１のプローブが公知の特異性を有する、上記生体高分子の認識部位で少なくとも
１つのプローブ－標的複合体を作ることを含む、項目２７に記載の方法。
（項目４６）
　上記分析物を調製することが、第２のプローブと上記生体高分子を接触させて、上記第
２のプローブが特異的でない、上記標的の領域を複合体化させないままとしながら、上記
第２のプローブが公知の特異性を有する、上記生体高分子の認識部位で少なくとも１つの
プローブ－標的複合体を作ることをさらに含む、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
　上記電圧シグナルを使用して、上記生体高分子の複合体化した領域および複合体化して
いない領域を検出および記録して、上記第１のプローブの第１のプローブマップおよび上
記第２のプローブの第２のプローブマップを作ることをさらに含み、上記第１のプローブ
マップおよび上記第２のプローブマップが上記プローブのハイブリダイゼーションの相対
的位置についての情報を組み込んでいる、項目４６に記載の方法。
（項目４８）
　位置情報または上記プローブ分子の重複配列および位置情報の組合せを使用して、少な
くとも２つのプローブ配列を並べることによって候補配列を決定することをさらに含む、
項目４７に記載の方法。
（項目４９）
　上記第１のプローブマップおよび上記第２のプローブマップが、それぞれのプローブに
ついての上記位置情報の誤差についての情報を組み込む、項目４６に記載の方法。
（項目５０）
　位置情報および位置情報における上記誤差に関するパラメーターまたは上記プローブ分
子の重複配列および位置情報および位置情報における誤差の組合せを使用して、少なくと
も２つのプローブ配列を並べることによって候補配列を決定することをさらに含む、項目
４９に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】図１は、本発明の実施形態による長手方向に変位される横断電極デバイス構成を
示す模式図である。
【図２】図２は、本発明の他の実施形態による長手方向に変位される横断電極デバイス構
成を示す模式図である。
【図３】図３は、本発明の他の実施形態による長手方向に変位される連続横断ナノスケー
ル電極デバイス構成を示す模式図である。
【図４】図４は、本発明の実施形態による、ナノチャネルの同じ側部に配置された電極を
有する、長手方向に変位されるナノスケール電極デバイス構成を示す模式図である。
【図５】図５は、ＤＮＡ分子の模式図である。
【図６】図６は、ＲＮＡ分子の模式図である。
【図７】図７は、ハイブリダイズオリゴヌクレオチド（またはプローブ）の模式図である
。
【図８】図８は、プローブとハイブリダイズした単鎖ＤＮＡ分子の模式図である。
【図９】図９は、本発明の実施形態に従って決定された、例証的な電圧シグナルのグラフ
である。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　詳細な説明
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　流体チャネルおよび感知電極の加工
　本発明の実施形態は、ハイブリダイゼーションによる配列分析（「ＳＢＨ」）を実行す
るためのデバイスおよび方法を含む。図１を参照すると、一実施形態では、デバイス１０
０は、流体チャネル１０５、たとえばマイクロまたはナノチャネルを含む。起電電極対１
１０、１１０’は、流体チャネル１０５に沿って電位を印加するために、流体チャネルの
第１および第２の端部に配置される。感知電極対１１５Ａ、１１５Ｂは、流体チャネルの
長さに沿って２つの別個の位置に配置される。感知電極は、感知電極によって感知される
電圧を測定する測定ツール１２０と電気的に連通していてもよい。流体チャネル１０５は
、シリコン、二酸化ケイ素、石英ガラス、またはヒ化ガリウムを含む基板中に画定されて
いてもよく、電解質溶液を含有していてもよい。起電電極対１１０、１１０’は、流体チ
ャネル１０５を通して、分析物１２５を駆動するように一定または変動電流を提供するた
めに、電解質溶液と接触している、少なくとも１つのアノード１１０’およびカソード１
１０’を含んでいてもよい。代替の実施形態では、正圧などのような圧力差が、流体チャ
ネル１０５を通して、分析物１２５を駆動するために使用され得る。圧力は、流体ポンプ
または加圧ガス管を用いて供給され得る。圧力を加えるための他の方法が、当業者によっ
て考えられてもよい。いくつかの実施形態では、化学ポテンシャル勾配が、流体チャネル
１０５を通って分子が移動するために使用され得る。分析物はまた、化学ポテンシャル勾
配を使用することによって移動してもよい。化学ポテンシャル勾配は、濃度勾配を用いて
作られてもよい。たとえば、流体チャネルは、チャネルの他方の端部の流体よりも高い塩
濃度を有する流体中に浸された一方の端部を有していてもよい。流体チャネルの端部の塩
濃度の差は、チャネルを通して分析物を駆動することができる浸透圧を引き起こす。
【００３７】
　ポリペプチド、ＤＮＡ、またはＲＮＡを含むが、これらに限定されない任意の生体高分
子であってもよい分析物１２５が流体チャネル１０５を通過する時、それは感知電極対１
１５Ａ、１１５Ｂ（それぞれ、個々に、「Ａ」および「Ｂ」と本明細書において称される
）の間を通過することになる。流体チャネル１０５と接触している感知電極１１５Ａ、１
１５Ｂを使用して、それらの間の電解質の体積のコンダクタンスの変化を測定することが
できる。感知電極１１５Ａ、１１５Ｂの間のコンダクタンスの変化は、測定ツール１２０
、たとえば電圧計を使用して測定され得る。
【００３８】
　感知電極１１５Ａ、１１５Ｂの間の長手方向の距離、たとえば流体チャネル１０５の長
さを小さくすることによって、デバイス１００は、それを通過する分析物１２５に対して
高感度を保持する。対のそれぞれの感知電極１１５Ａ、１１５Ｂは、図１におけるように
、流体チャネル１０５の対向する側部に配置されてもよく、感知電極１１５Ａ、１１５Ｂ
の先端は、電解質溶液に接触しており、全体的にもしくは部分的に、互いの向かい側にあ
るまたは図２におけるように、感知電極１１５Ａ、１１５Ｂの先端は、互いの向かい側に
ないが、選択される距離分、互いに、やや長手方向に変位されている。あるいは、対のそ
れぞれの感知電極１１５Ａ、１１５Ｂは、図３において示されるように、流体チャネル１
０５と交差してもよい。図４を参照すると、第３の配置において、対の２つの感知電極１
１５Ａ、１１５Ｂは、流体チャネル１０５の同じ側部にあってもよい。
【００３９】
　本明細書において記載されたデバイス１００は、ナノスケールの寸法を有する流体チャ
ネル１０５を画定するための溝の加工およびナノスケール電極の加工によって形成され得
る。典型的なデバイス１００はまた、緩衝液および試料の導入のためのマイクロスケール
流体構造を有していてもよい。したがって、ナノチャネルを用いる、本明細書において記
載された技術はまた、マイクロチャネルを含むデバイスにも適用可能である。構造のいく
つかまたはすべてはまた、閉鎖チャネルを提供するためにキャップを用いて密閉され得る
。
【００４０】
　流体チャネルは、たとえばリソグラフィーおよびエッチングことによって基板中に形成
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され得る。基板は、たとえば、たとえば（１００）Ｓｉ表面、Ｓｉウエハ、または石英ガ
ラス基板を有するシリコン－オン－インシュレーターウエハであってもよい。１００ナノ
メートル（ｎｍ）未満の体制におけるリソグラフィーは、以下を含む様々な技術によって
実行され得る：電子ビームリソグラフィー（ＥＢＬ）、ナノインプリントリソグラフィー
（ＮＩＬ）、または深紫外線光リソグラフィー（ＤＵＶ　ＯＬ）。Ｌｉａｎｇ，　Ｘ．；
Ｍｏｒｔｏｎ，　Ｋ．Ｊ．；Ａｕｓｔｉｎ，　Ｒ．Ｈ．；Ｃｈｏｕ，　Ｓ．Ｙ．、Ｓｉｎ
ｇｌｅ　ｓｕｂ－２０　ｎｍ　ｗｉｄｅ，　ｃｅｎｔｉｍｅｔｅｒ－ｌｏｎｇ　ｎａｎｏ
ｆｌｕｉｄｉｃ　ｃｈａｎｎｅｌ　ｆａｂｒｉｃａｔｅｄ　ｂｙ　ｎｏｖｅｌ　ｎａｎｏ
ｉｍｐｒｉｎｔ　ｍｏｌｄ　ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｉｒｅｃｔ　ｉｍｐｒ
ｉｎｔｉｎｇ、Ｎａｎｏ　Ｌｅｔｔ．　２００７年、７巻、３７７４～３７８０頁；Ａｕ
ｓｔｉｎ，　Ｍ．Ｄ．；Ｇｅ，　Ｈ．；Ｗｕ，　Ｗ．；Ｌｉ，　Ｍ．；Ｙｕ，　Ｚ．；Ｗ
ａｓｓｅｒｍａｎ，　Ｄ．；Ｌｙｏｎ，　Ｓ．Ａ．；Ｃｈｏｕ，　Ｓ．Ｙ．、Ｆａｂｒｉ
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　５　ｎｍ　ｌｉｎｅ　ｗｉｄｔｈ　ａｎｄ　１４　ｎｍ　ｐｉｔｃ
ｈ　ｆｅａｔｕｒｅｓ　ｂｙ　ｎａｎｏｉｍｐｒｉｎｔ　ｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙ、Ａｐ
ｐ．　Ｐｈｙｓ．　Ｌｅｔｔ．　２００４年、８４巻、５２９９～５３０１頁；およびＧ
ｕｏ，　Ｊ．、Ｒｅｃｅｎｔ　ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ｉｎ　ｎａｎｏｉｍｐｒｉｎｔ　ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｊ．　Ｐｈｙｓ．　Ｄ
：　Ａｐｐｌ．　Ｐｈｙｓ．　２００４年、３７巻、Ｒ１２３～Ｒ１４１頁を参照された
い。これらの参考文献のそれぞれは、その全体が参照によって本明細書に組み込まれる。
マイクロおよびナノ加工における現在の業界標準は、その低コストおよび高生産性により
光リソグラフィーである。現在、光リソグラフィーは、３２ｎｍもの小さな限界寸法を有
するデバイスの大量生産において使用され、成功してきた。ＥＢＬおよびＮＩＬは、１０
ｎｍ未満のフィーチャを再現性よくもたらすそれらの多用性および性能により、学問的研
究環境において現在、広範囲に使用されている。これらの方法のいずれも、本明細書にお
いて記載された流体溝をパターン化するために使用され得る。
【００４１】
　流体溝の形成のための材料の除去は、たとえばエッチングによって実行され得る。ウェ
ットエッチングは、選択的な除去が可能な溶液中への材料の液浸を含む。ドライエッチン
グ、つまり反応性イオンエッチング（ＲＩＥ）は、荷電プラズマへの試料の曝露を含む。
ナノスケール加工に必要とされる解像度および制御のためには、その整合性、制御性、お
よび効率により、ＲＩＥが好ましい。マイクロ流体チャネルまたはナノスケールチャネル
に至るマイクロリザーバーは、ウェットまたはドライ法のいずれを使用してエッチングし
てもよい。
【００４２】
　結果として生じるチャネルは、１ｎｍ～５μｍ、より好ましくは１ｎｍ～１μｍ、より
好ましくは１０ｎｍ～１００ｎｍの範囲の幅および深さの好ましい寸法を有する。チャネ
ルは、たとえば１マイクロメートル（μｍ）～１０センチメートル（ｃｍ）の範囲から選
択される長さを有していてもよい。
【００４３】
　チャネルのサイズは、分析物の持続長に関して選ばれてもよい。たとえば、ランダムコ
イルポリマー（たとえばＤＮＡ）は、制限されるスペースがより小さくなる場合、伸びの
範囲がより大きくなるように、制限されるスペースの中に導入される場合、伸ばされ得る
。いくつかの実施形態では、長さまたはプローブの間の距離を測定するために分析物を伸
ばすことは好ましいことがある。横断面のサイズおよび持続長に依存して、チャネルの幅
および深さの幾何平均を分析物の持続長の５％および５００％の間にすることは有用であ
り得る。たとえば、二重鎖ＤＮＡについて、持続長が５０ｎｍである条件下で、たとえば
、２．５ｎｍおよび２５０ｎｍの間の幅および深さを有する流体チャネルを有することは
好ましいことがある。他の実施形態では、ＲｅｃＡコートＤＮＡなどのようなより剛性の
ポリマーについて、持続長が９５０ｎｍである条件下で、たとえば、４５ｎｍ～４．７５
μｍの幅および深さを有する流体チャネルを有することは好ましいことがある。
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【００４４】
　チャネルが形成された後、感知電極が加工される。エッチングおよびリソグラフィーと
同様に、感知電極の加工に適した多数の金属付着技術は、従来のマイクロ加工プロセスフ
ローにおいて存在する。それぞれの技術は、正負の属性およびその技術を使用して付着さ
れ得る材料のリストを有する。３つの主要な技術は、電子ビーム蒸着、熱蒸着、およびス
パッタリングである。感知電極は、感知電極が流体チャネルと交わるポイントで、５ｎｍ
～１００ｎｍの範囲の厚さを有する。感知電極は、流体チャネルに対して遠位にあり、デ
バイスの周囲に配置される接触パッドに接近している領域において、より広くおよび／ま
たはより厚くてもよい。
【００４５】
　デバイスを完成するために、キャップ層が、流体チャネルから液体の蒸発を予防するた
めに導入され得る。キャップは、ナノスケール流体経路の上のみにまたは流体チャネルの
すべての上に形成され得る。後者の場合では、キャップ構造は、好ましくは、流体経路の
中への流体および試料の導入を可能にするための穴またはポートを有する。他の実施形態
では、全基板、つまりウエハが、キャップされ得る。キャップは、ホウケイ酸ガラス、リ
ンケイ酸ガラス、石英、石英ガラス、溶融石英、シリコンウエハ、または他の適した基板
などのようなガラスプレートから作製され得る。このアノード接合を含むことを達成する
のに様々な技術が適している。アノード接合では、下層にあるシリコンウエハおよびガラ
ス基板は、大きな電場が接合部にわたって印加されながら、共に、加圧され、加熱される
。アノード接合は、シリコンウエハおよびキャップ基板の間で強力な接合を形成すること
が実証された。直接的なシリコン接合は、２つのシリコンウエハを連結するために使用さ
れてきた。後者の方法は、水中で２つのウエハを共に加圧することを含む。他の方法は、
基板にキャップを接合するために、フォトレジストなどのような接着層を使用する。
【００４６】
　提唱される感知素子を画定するための例証的な加工プロセスは、以下のとおりである。
従来の（１００）ｐ型シリコンウエハなどのような適した基板は、厚い（たとえば＞１μ
ｍ）二酸化ケイ素（ＳｉＯ２）層を成長させるために、熱により含水大気中で酸化される
。このＳｉＯ２層は、続いて形成される隣接する金属感知電極の間の絶縁体として果たし
てもよく、また、全体的なデバイス電気容量を低下させてもよい。
【００４７】
　流体チャネルのパターンは、従来の高解像度光リソグラフィーを使用して、第１のフォ
トレジストマスク層に対して転写され得る。Ｃｌ２などのような異方性エッチング種を用
いるＲＩＥを用いて、ＳｉＯ２層の中にパターンを転写することができる。チャネルの好
ましい幅および深さは、デバイス感度に対する必要条件によって決定され得る。２つの感
知電極の間のチャネルの体積が小さいほど、デバイスは、より感受性となる。チャネルの
サイズ、幅、および深さはまた、分析物のサイズまたは挙動によって決定され得る。一実
施形態では、本明細書において記載されたデバイスを用いて、ＤＮＡの鎖を検出すること
ができる。チャネル内でＤＮＡ鎖を拡張する寸法を有するチャネルを加工することは望ま
しいことがある。たとえば、二重鎖ＤＮＡについて、１００ｎｍ以下の寸法を有するチャ
ネルの使用により、生体高分子を拡張することができることが分かった。その全体が参照
によって本明細書に組み込まれるＴｅｇｅｎｆｅｌｄｔ，　Ｊ．Ｏら　Ｔｈｅ　ｄｙｎａ
ｍｉｃｓ　ｏｆ　ｇｅｎｏｍｉｃ－ｌｅｎｇｔｈ　ＤＮＡ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｉｎ　
１００－ｎｍ　ｃｈａｎｎｅｌｓ．　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ
ＳＡ、２００４年、１０１巻、１０９７９～１０９８３頁を参照されたい。ドライエッチ
ング手順の完了に際して、残りのレジストは、除去され、基板は、しっかりと浄化される
。
【００４８】
　流体チャネルのエッチングに続いて、埋設された金属感知電極は、加工される。従来の
高解像度光リソグラフィーは、第２のフォトレジストマスク層に金属電極パターンを転写
するために使用され得る。Ｃｌ２などのような異方性エッチング種を用いるＲＩＥは、Ｓ
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ｉＯ２層の中にパターンを転写するために使用されることになる。好ましくは、これらの
溝の深さは、流体チャネルの深さを超えるまたはそれに等しい。ＳｉＯ２層へのパターン
転写の完了に際して、薄い金属接着促進層は、付着され得る。適した層は、電子ビーム蒸
着を介して付着される、３０～５０Åの厚さを有するタンタルである。次に、感知電極材
料は、大気に基板を曝露することなく付着される。大半の感知電極に好ましい金属は、こ
れもまた電子ビーム蒸着を介して付着される白金である。適した金属の他の例は、金、ク
ロム、チタン、塩化銀、銀、およびグラフェンを含む。金属の厚さは、結果として生じた
金属トレースがＳｉＯ２層の上面とほぼ平面となるように、エッチングされた溝の深さに
よって必然的に決められる。金属付着の完了に際して、基板は、表面から過剰な金属をと
るフォトレジスト溶媒中に浸され、基板は、しっかりと浄化される。化学機械研磨（ＣＭ
Ｐ）を実行して、ＳｉＯ２上面にわたり、広がる過剰な金属を除去し、それによって、Ｓ
ｉＯ２上面と平らになるように金属の上面を平坦化してもよい。
【００４９】
　センサーの加工を完成するために、漏れがないシールを提供し、流体の伝導を可能にす
るために、キャップ層は、好ましくは、センサー表面に接着される。好ましいキャップ材
は、ホウケイ酸ガラス、石英ガラス、溶融石英、石英、またはリンケイ酸ガラスを含む。
流体の入口、流体の出口、および金属感知電極へのアクセスを提供するために、穴はキャ
ップ層中に作ってもよい。ガラスウエハ中に穴を作製するための典型的な方法は、ガラス
基板への高度に制御可能なパターン転写を可能にする超音波エッチングである。次いで、
アノード接合を使用して、下層にある基板、たとえばシリコンウエハにガラスキャップ層
を接合してもよい。２層のアノード接合は、強力で漏れがないシールを提供する。
【００５０】
　１対のそのようなナノスケール感知電極１１５Ａ、１１５Ｂを有する例証的なデバイス
は、図１において示される、つまり電極Ａ、Ｂである。電流は、流体チャネル１０５、た
とえばナノチャネル内に閉じ込められた電解質溶液中でイオンフローの形態で移動する。
電解質の役割は、流体チャネル内で一様に分布した電場を維持することである。典型的な
電解質溶液は、ＤＮＡ分子の分離に対する電気泳動の適用において記載されている。ＤＮ
Ａの電気泳動分離のための最も一般的な電解質は、トリスホウ酸ＥＤＴＡ（ＴＢＥ）およ
びトリス酢酸ＥＤＴＡ（ＴＡＥ）である。たとえばＳａｍｂｒｏｏｋ，　Ｊ．；Ｒｕｓｓ
ｅｌｌ，　Ｄ，Ｗ．　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ　第３版　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、２０
０１年を参照されたい。しかしながら、任意の伝導性の媒体が使用され得る。
【００５１】
　デバイスの操作
　操作の間に、一定電流は、電解質溶液と接触しており、流体チャネル１０５の対向する
端部に配置された１対の巨視的電極、たとえば起電電極１１０、１１０’に電位を印加す
ることによって供給される。起電電極は、好ましくは、図１～４において示される流体チ
ャネル１０５の端部に至るワイヤーと電気的に連通している。電位は、分析物１２５が、
流体チャネル１０５の第１の端部から流体チャネルの第２の端部に移動するように、電気
泳動力をその中に生成するために、流体チャネル１０５に沿って印加され得る。起電電極
は、その中に配置された分析物１２５の移動のために、流体チャネル１０５中に一定また
は振動電気泳動力を生成してもよい。起電電極の間の電圧は、一定であってもよいまたは
それは、測定の経過にわたり変化してもよい。たとえば、感知電極の間の体積のＤＮＡ分
子の通過を遅くするために、一度、ＤＮＡ分子が流体チャネル１０５に入った後かつＤＮ
Ａ分子が感知電極の間の体積に入る前に、電圧を低下させることは望ましいことがある。
感知電極１１５Ａ、１１５Ｂの間の体積のＤＮＡ分子の通過の速度を制御することにより
、ＤＮＡのより多用性の検出を可能にする。
【００５２】
　感知電極の配置の例として、２０ｎｍの幅が、図１における感知電極ＡおよびＢのそれ
ぞれについてとられてもよい。電極Ａは、電極Ｂと比較して、たとえば１０ｎｍまたは３
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０ｎｍ、流体チャネル１０５に沿ってシフトされ得る。３０ｎｍ～１００ｎｍ、または３
０ｎｍ～５００ｎｍ、または３０ｎｍ～５μｍの感知電極の間の距離を、単一のデバイス
の中に組み込むことができる。十分な長さの分析物について、たとえば５００μｍまでの
距離が使用されてもよく、たとえば、３００μｍ、２００μｍ、または１００μｍまでが
使用され得る。その間に任意の距離を有する電極が、加工され得るが、ＤＮＡは、５００
μｍを超える長さで得るのが困難であるので、ＤＮＡの長さが５００μｍを超えない限り
、５００μｍを超えるあらゆる電極距離は、不必要となりうる。電極ＡおよびＢの間のよ
り小さな変位は、たとえ、それらが互いに変位されても、電極の重複がある、実施形態の
例である。いくつかの実施形態では、図２において示されるように、感知電極１１５Ａ、
１１５Ｂの間に重複がなくてもよい。
【００５３】
　感知電極１１５Ａ、１１５Ｂを横切る電圧は、感知電極１１５Ａ、１１５Ｂの間の流体
チャネル１０５における局所的なインピーダンスに比例する。電極の間隔は、いくつかの
因子によって決定される。他のすべての因子は一定で、感知対における電極の間の距離が
小さいほど、感知対によって検出することができる粒子は小さくなる。しかしながら、加
工限界により、小さな距離で対の電極を一貫して置くことを困難にする場合がある。した
がって、選択される距離は、デバイス１００の加工再現性および感度の間の兼ね合いとな
る。分離距離、したがって電極が重複しているかまたは重複していないかの選択肢は、こ
れらの制約に依存する。
【００５４】
　結果として生じる感知電極１１５Ａ、１１５Ｂの配置により、電流プローブおよび電圧
プローブを分離するための手段が提供され、流体チャネルにおいて４ポイント感知を用い
るために使用することができる。一実施形態では、巨視的な起電電極１１０および１１０
’は、流体チャネル１０５の端部で電流を提供し、一方、流体チャネル１０５を横切って
配置されるナノスケール感知電極１１５Ａ、１１５Ｂは、電圧を測定するために使用され
る。電圧電極は、好ましくは、測定されている体積のインピーダンスよりも高い出力イン
ピーダンスを有する。
【００５５】
　以下の計算は、このデバイス構想の実現性を実証する。流体チャネルは、チャネルの長
さによって割った、チャネルの長さに沿った電位差異に等しい一定の電場にかけられても
よい、つまり、１０μｍ長の流体チャネルに長手方向に印加される１００ｍＶは、１００
ｍＶ／１０μｍ＝１０ｍＶ／μｍすなわち０．０１ｍＶ／ｎｍの場をもたらす。１０ｎｍ
分離した電極Ａ、Ｂの間の電位差異は、次いで、電極の間の距離および電場の積となる、
すなわち、
１０ｎｍ×０．０１ｍＶ／ｎｍ＝０．１ｍＶとなる。
【００５６】
　同様に、間隔が３０ｎｍである場合、０．３ｍＶの電位差異は、電極ＡおよびＢの間に
存在する。これらの電位のそれぞれは、従来の電子的測定ツールを用いて容易に検出可能
である。ＤＮＡ分子または任意の他の分析物が感知電極対の間を通過する場合、感知電極
の間のインピーダンスは、電解質および分子の間の比抵抗差異により変化する。一定電流
を維持しながら、電位の結果として生じる一時的な変化が測定される。
【００５７】
　たとえば、図１において示されるように、実質的に一定の速度を仮定すると、感知電極
１１５Ａ、１１５Ｂによって検出される、それぞれの電圧パルスの持続時間は、２つの感
知電極の間を通過するＤＮＡまたは他の分析物１２５の長さに比例する。流体チャネルに
おける分析物１２５の速度を決定した後、測定されたパルスの持続時間を使用して、分析
物１２５が感知電極の間の体積を通過しながら移動した距離（速度×時間＝距離）を計算
することができ、これは、分析物１２５の長さに等しくなる。
【００５８】
　１０～５０ｎｍの距離分、流体チャネル１０５に沿って横断電極の一方をシフトするこ
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とによっておよび約１０ｎｍの直径を有する流体チャネル１０５を使用することによって
、２つの感知電極１１５Ａ、１１５Ｂを分離する体積が、従来のソリッドステートナノポ
アの感度に等価な感度を有するとみなしてもよいことに留意することは重要である。
【００５９】
　使用において、感知電極対１１５Ａ、１１５Ｂの間の電圧、たとえばＶＡＢは、感知電
極１１５Ａ、１１５Ｂ対の間の電位差異を測定するように構成された測定ツール１２０、
たとえば電圧計によって感知され得る。好ましい実施形態では、電圧計１２０は、感知電
極に至るナノワイヤーに接続された金属接触パッドを介して、対の感知電極１１５Ａ、１
１５Ｂのそれぞれと電気的に連通していてもよい。
【００６０】
　一般に、分析物１２５は、流体チャネル１０５において以下のように検出され得る。分
析物、たとえば生体高分子鎖およびプローブは、電解質溶液中で、チャンバーから流体チ
ャネルの中に移動する。典型的に、電解質は、ピペット、シリンジ、またはポンプによっ
て流体チャネルに添加され得る。デバイスが単一分子の検出を可能にするので、分析物試
料サイズは、実用的に可能な限り小さくてもよい。流体は、毛管作用によって流体チャネ
ルを湿らせてもよい。分析物は、最初の電解質と共にまたは後に、新しい溶液にポンプで
入れることによってマイクロスケールのエリアの中に導入され得る。１つまたは複数のプ
ローブにハイブリダイズされ得るＤＮＡなどのような分析物は電位によって流体工学チャ
ネルに引き込まれてもよい。小さい分析物については、拡散、流体フロー、または電位を
使用することができる。
【００６１】
　流体チャネルは、分析物とほぼ同じ幅よりも小さくない幅を有してもよく、分析物に結
合した大きな分子が流体チャネルを通過することが可能なように、十分に大きくてもよい
。たとえば、流体チャネルの幅は、１ｎｍ～２００ｎｍの範囲から選択され得る。流体チ
ャネルは、分析物に結合した大きな分子が通過することができるように十分に深くてもよ
く、分析物とほぼ同じサイズとなるように十分に浅くてもよい。流体チャネルの深さは、
たとえば、１ｎｍ～２００ｎｍの範囲から選択され得る。流体チャネルの長さは、全分析
物が流体チャネル内に含有されるように、選択され得る。
【００６２】
　一実施形態では、感知電極および流体チャネルは、好ましくは、全分析物が感知電極の
間の体積に入る前に流体チャネルに入るように配置され得る。この構成は、流体チャネル
のコンダクタンスに対する分析物の影響を低下させる利点を提供する。たとえば、感知電
極の間の体積の電位の変化を測定し始めている一方で、流体チャネル全体のコンダクタン
スが、流体チャネルに入る分析物の増加により変動している場合、その分析は、より複雑
になる。好ましい実施形態では、分析物は、それが感知電極の間の体積を出る時、完全に
チャネル内に含有され得る。したがって、流体チャネルの長さは、好ましくは、分析物の
長さの約３倍の最小の長さを有する（感知電極の間の体積が分析物の長さしかないと仮定
すると、これは、最小限の必要条件であるが、最適ではない）。１ｋｂ片のＤＮＡの長さ
は約３３０ｎｍであり、したがって、流体チャネルの長さは、好ましくは、少なくとも１
μｍの長さである。記載された方法を用いる分析に適したＤＮＡの最長の片は、１０メガ
ベース（Ｍｂ）であってもよく、これは、少なくとも１０ｍｍの好ましい流体チャネルに
対応する。より好ましくは、流体チャネルの長さは、分析物の長さの１０倍であり、した
がって、チャネル長さについてのより好ましい上限は、１００ｍｍ（１０ｃｍ）である。
したがって、流体チャネルの長さは、好ましくは、１μｍ～１０ｃｍの範囲から選択され
る。より長いおよびより短い流体チャネルの長さもまた、可能である。
【００６３】
　いくつかの実施形態では、流体チャネルの構造は、チャネルの中に分析物が入るのを促
進してもよい、たとえば、流体チャネルは、一連の柱（たとえば、その全体が参照によっ
て組み込まれる米国特許第７，２１７，５６２号）および／またはじょうご形を含んでい
てもよい。
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【００６４】
　分析物は、流体チャネルの対向する端部に配置され、電解質溶液に接触している、２つ
の起電電極に電位を印加することによって供給される電流によって流体チャネルを通って
移動する。起電電極は、その中に配置された分析物の移動のために、流体チャネル内に一
定または振動電気泳動力を生成してもよい。巨視的電極の間の電圧は、一定であってもよ
いまたはそれは、測定の経過にわたり変化してもよい。たとえば、感知電極の間の体積の
ＤＮＡ分子の通過を遅くするために、一度、ＤＮＡ分子が流体チャネルに入った後かつＤ
ＮＡ分子が感知電極の間の体積に入る前に、電圧を低下させてもよい。
【００６５】
　感知電極対の間の電位の変化を反映する電圧シグナルをモニターしてもよい。分析物が
感知電極の間の体積を通って移動する時、電圧シグナルは、変化する。シグナルは、分析
物、たとえばプローブ－標的複合体の長さまたはプローブを有していない介在領域の長さ
を反映する期間、上昇することも低下することもある。典型的な分析物は、非伝導性であ
り、電解質におけるイオンのフローを妨げることになる。そのため、電位および電圧シグ
ナルは、分析物が感知電極の間の体積を通って流れる時、典型的に増加する。いくつかの
実施形態、たとえば低塩電解質および電荷を運搬する分析物では、電位および電圧シグナ
ルは、分析物が感知電極の間の体積を通って流れる時、減少し得る。電圧シグナルは、ハ
イブリダイズしたプローブを含有する分析物の一部が感知電極の間の体積を通って移動す
る場合、さらに変化する。
【００６６】
　分析物の長さおよびプローブ位置の決定
　一実施形態では、生体高分子にハイブリダイズしたプローブの相対的位置および／また
は生体高分子の長さを検出するための方法。ナノポアは、その全体が参照によって本明細
書に組み込まれる米国特許公開第２００７／０１９０５４２　Ａ１号において記載される
ように、ハイブリダイゼーション部位の間の距離を決定するための検出器として使用され
得る。電圧検出器を組み込むナノチャネルデバイスの構築は、本明細書において記載され
ている。ナノポアおよび流体チャネル（たとえばナノチャネル）の両方において、標的生
体高分子上のハイブリダイゼーション部位の間の距離は、生体高分子がナノポアまたは流
体チャネルを通って移動する時に、第１のハイブリダイゼーション位置および続くハイブ
リダイゼーション位置の検出の間の時間から推測され得る。本明細書において開示された
技術は、生体高分子の長さおよびハイブリダイゼーション位置の間の距離の決定を可能に
する。
【００６７】
　特に、本明細書において使用されるように、「プローブ」は、標的分子に配列特異的に
共有結合もしくは非共有結合することができる任意の分子または分子の集合体を意味する
。プローブは、ＤＮＡ配列、ＲＮＡ配列、抗体、または抗体断片であってもよいが、これ
らに限定されない。用語「ヌクレオチド」および「塩基」は、区別なく使用され、ＤＮＡ
またはＲＮＡのポリヌクレオチド鎖またはストランドを構成することができるリン酸基、
糖、および５つの窒素含有塩基のうちの１つから成る分子を意味する。ＤＮＡについては
、窒素含有塩基は、シトシン（Ｃ）、アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、およびチミン（
Ｔ）を含み、糖は、２－デオキシリボースである。ＲＮＡについては、デオキシリボース
糖は、デオキシリボースの代わりにリボース糖と交換され、チミン塩基（Ｔ）の代わりに
ウラシル塩基（Ｕ）と交換される。
【００６８】
　ＤＮＡプローブ「ライブラリー」は、多数のまたは恐らくすべての可能な配列の並べ換
えを含む固定長のＤＮＡプローブの収集物である。複数のプローブは、同じ配列選択性を
有する、同じプローブの複数のコピーから構成され得るまたは異なる配列選択性を有する
２つ以上のプローブから構成され得る。「プローブマップ」は、プローブが優先的に結合
する標的配列に沿った部位に関係する情報を含有するデータセットを意味する。部分的に
ハイブリダイズした生体分子は、配列選択的プローブの全長が標的生体分子の長さの一部
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に結合する場合に作られる。データセットは、公知の配列を参照する絶対的な位置情報、
結合部位の間の距離に関係する相対的な情報、またはその両方を含んでいてもよい。デー
タセットは、コンピューター媒体中に保存され得る。プローブの特徴およびスペクトルマ
ップのさらなる詳細については、その全体が参照によって本明細書に組み込まれる米国特
許公開第２００９－００９９７８６　Ａ１号において見つけられ得る。
【００６９】
　「標的」、つまり分析物は、長さ、同一性、または配列情報が本発明の実施形態を使用
して決定されることとなる生体高分子である。分析物は、デオキシリボ核酸、リボ核酸、
タンパク質、またはポリペプチドなどのような生体高分子であってもよい。標的ＤＮＡは
、単鎖または二重鎖であってもよく、いくつかの実施形態では、分析物は、プローブがハ
イブリダイズした生体高分子である。
【００７０】
　ＤＮＡは、生命過程において必要とされるゲノム情報をすべて含有している基本的な分
子である。ＲＮＡ分子は、転写と呼ばれるプロセスにおいてＤＮＡ鎖の相補的なコピーと
して形成される。次いで、タンパク質は、翻訳と呼ばれるプロセスにおいてＲＮＡパター
ンに基づいてアミノ酸から形成される。これらの分子のそれぞれにおいて見つけることが
できる一般的な関係は、それらがすべて、結果として生じる生体高分子が最終的に果たす
ことになる最終的な目的に基づいて様々な配列で共につなぎ合わせられる、塩基またはア
ミノ酸などのような小さなグループの構成要素を使用して構築されていることである。
【００７１】
　たとえば、その全体が参照によって本明細書に組み込まれる米国特許公開第２００７／
０１９０５４２号において開示されるように、分析物を調製して分析できる。図５を参照
すると、ＤＮＡ分子５００は、模式的に表され、互いに逆平行の関係で位置する２つの鎖
５０５、５１０で構築されることが分かる。２つの対向する鎖５０５、５１０のそれぞれ
は、ヌクレオチド５１５の繰り返しのグループから順次形成され、それぞれのヌクレオチ
ド５１５は、リン酸基、２－デオキシリボース糖、および４つの窒素含有塩基のうちの１
つから成る。窒素含有塩基は、シトシン（Ｃ）、アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、およ
びチミン（Ｔ）を含む。ＤＮＡ鎖５０５は、いわゆる５’または「５プライム」末端から
いわゆる３’または「３プライム」末端に特定の方向で読まれる。同様に、ＲＮＡ分子６
００は、図６において模式的に表されるように、デオキシリボースの代わりにリボース糖
を有し、チミン塩基（Ｔ）の代わりにウラシル塩基（Ｕ）を有することによって、ＤＮＡ
５００のものとは異なるポリヌクレオチド鎖である。
【００７２】
　従来より、これらの有機分子における塩基５１５の特定の配置およびそれによって分子
の配列を決定する際に、ハイブリダイゼーションと呼ばれるプロセスが利用される。ハイ
ブリダイゼーションプロセスは、２つの遺伝子配列が互いに一体となるまたは結合するこ
とである。分子中の塩基５１５が互いに等しい親和性を共有しないので、このプロセスは
、予測可能なプロセスである。Ｔ（またはＵ）塩基は、Ａ塩基と結合する傾向があるが、
Ｃ塩基は、Ｇ塩基と結合する傾向がある。この結合は、対向する塩基対の間に存在する水
素結合によって媒介される。たとえば、Ａ塩基およびＴ（またはＵ）塩基の間に、２つの
水素結合があるが、Ｃ塩基およびＧ塩基の間に、３つの水素結合がある。
【００７３】
　次いで、興味のある分子中のこれらの塩基５１５の配列を決定し、同定するために使用
される主要なツールは、一般にプローブ７００と呼ばれるハイブリダイズオリゴヌクレオ
チドである。図７が示すように、ＤＮＡプローブ７００は、公知の長さおよび配列組成を
有するＤＮＡ配列である。プローブ７００は、それらが含む塩基５１５の数に依存して任
意の長さであってもよい。たとえば、６つの塩基５１５を含むプローブ７００は、６ｍｅ
ｒと称され、プローブ７００中の６つの塩基５１５のそれぞれは、公知の４つの天然塩基
タイプＡ、Ｔ（Ｕ）、Ｃ、またはＧのいずれか１つであってもよく、あるいは、非天然塩
基を含んでいてもよい。この点では、ライブラリーのプローブ７００の総数は、それぞれ
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のプローブ７００内に含有される塩基５１５の数に依存し、式４ｎ（４のｎ乗）によって
決定され、式中ｎは、それぞれのプローブ７００中の塩基５１５の総数に等しい。したが
って、プローブライブラリーのサイズについての一般的な表現は、４ｎｎ－ｍｅｒプロー
ブ７００と表現される。例示の目的のために、６ｍｅｒプローブとの関連において、可能
な固有の同定可能なプローブの組合せの総数は、４６（４の６乗）または４０９６の固有
の６ｍｅｒプローブ７００を含む。非天然塩基の包含が、プローブ認識のライブラリーの
範囲の多用性を増やす形で、スペースまたはワイルドカードをその中に有するプローブの
生成を可能にすることがさらに留意されたい。天然塩基を有するパターンに編成された普
遍的な塩基を含むプローブ、たとえば、それぞれ、それらの全体が参照によって本明細書
に組み込まれる米国特許第７，０７１，３２４号、第７，０３４，１４３号、および第６
，６８９，５６３号において記載されたものもまた、使用され得る。
【００７４】
　単鎖ＤＮＡなどのような標的生体分子が適切な状態下で配列選択的プローブとインキュ
ベートされる場合、プローブは、特異的な部位で生体分子にハイブリダイズするまたはそ
れに結合する。ハイブリダイゼーション部位の相対的位置の決定は、標的生体分子のマッ
プを構築するのにおよび標的分子を同定するのに有用である。
【００７５】
　分析されることとなる生体高分子が二重鎖ＤＮＡ５００である場合、図８において表さ
れるプローブ７００を使用するハイブリダイゼーションのプロセスは、生体高分子鎖が変
性と称されるプロセスにおいて調製されることを最初に必要とする。変性は、熱または化
学薬品の適用を通して通常、達成されるプロセスであり、このプロセスにおいて本来の二
重鎖ＤＮＡの２つの鎖の間の水素結合は、壊れており、塩基が水素結合に利用可能なＤＮ
Ａの単鎖を残す。生体高分子８００が変性した後、単鎖プローブ７００は、プローブ７０
０中に見つけられる配列に相補的である塩基配列を有する、生体高分子８００の部分を位
置づけるために、生体高分子８００に導入される。プローブ７００と生体高分子８００を
ハイブリダイズさせるために、変性生体高分子８００および公知の配列を有する複数のプ
ローブ７００は、共に、溶液に導入される。溶液は、好ましくはイオン溶液であり、より
好ましくは、塩含有溶液である。混合物は、プローブ７００が、生体高分子８００鎖に、
一致する相補的配列を有するその部分に沿って結合するのを促進するために撹拌される。
一度、生体高分子鎖８００およびプローブ７００がハイブリダイズしたら、鎖８００は、
配列決定装置のチャンバーの１つに導入される。チャンバーに生体高分子鎖８００を置く
前にハイブリダイゼーションが達成されていてもよいが、ハイブリダイゼーションがこれ
らのチャンバーの１つにおいて同様に実行され得ることもまた可能であることもまた、当
業者に十分に理解されるべきである。この場合、変性生体高分子がシス（ｃｉｓ）のチャ
ンバーに添加された後、公知の配列を有するプローブ７００を含有する少量の緩衝溶液も
またシスのチャンバーに添加され、ハイブリダイズ生体高分子が移動する前に、生体高分
子８００とハイブリダイズすることを可能にする。
【００７６】
　分析物調製の特定の例として、ＤＮＡまたはＲＮＡなどのようなヌクレオチド試料は、
５０ｍＭ塩化カリウムおよび１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．３）の緩衝液中で、
プローブの選択の存在下において、典型的に、ＤＮＡについては９０℃を超える変性温度
および典型的に、ＲＮＡについては６０～７０℃の変性温度まで加熱され得る。ハイブリ
ダイゼーションは、シスのチャンバー中でまたはチャンバー中に分析物を置く前に達成さ
れ得る。次いで、ヌクレオチド鎖およびプローブの混合物は、プローブの長さおよび組成
に依存する温度でプライマー結合を可能にするように冷却される。たとえば、６－ヌクレ
オチドプローブは、室温以下に冷却されることになる。ヌクレオチド鎖およびプローブは
、分析のために流体チャネルを通過する前に、５分までの間、低温でアニールさせ得る。
正確な温度は、不必要な実験を伴わないで当業者によって容易に決定され得る。
【００７７】
　図１を参照すると、いくつかの実施形態では、感知電極１１５Ａ、１１５Ｂの間の体積
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に対応する電気的シグナルは、分析物１２５、たとえば生体高分子が流体チャネル内に配
置される時、感知電極１１５Ａ、１１５Ｂによって検出される。生体高分子が感知電極の
間の体積に入る時、電気的シグナルの変化が記録される。図１０を参照すると、分析物が
感知電極の間の体積に入る時、電気的シグナルは、時点Ｔ１で直線的に増加する。感知電
極の間の体積が完全に埋められる場合、シグナルは本質的に一定のままである。分析物が
感知電極の間の体積を出るとき、シグナルは、時点Ｔ４でベースラインに戻る。感知電極
は、感知電極の間の体積に対応する電気的シグナルを取り込むために、測定ツール、たと
えば電圧計へ接続するように構成される。測定ツールによって取り込まれた電気的シグナ
ルは、データ収集デバイスたとえばＳｔａｎｆｏｒｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓ　ＳＩＭ９７０電圧計によって、時間の関数として記録され得る。電圧シグナ
ル変化の間の時間間隔が、記録され得る。ベースラインを超える電圧シグナルの変化の持
続時間は、分析物の存在を示してもよい。時点Ｔ２およびＴ３の間の、図９において示さ
れる、それを超える他の増加は、分析物とハイブリダイズしたプローブの存在を示しても
よい。電気的シグナルは、ノイズ由来のおよびＤＮＡなどのような長い分析物が典型的に
その中に小さい屈曲を有するという事実から変動を有してもよい。屈曲を有する部分が感
知電極の間の体積に入る場合、電気的シグナルはわずかに増加してもよく、次いで、屈曲
が感知電極の間の体積を出る場合、わずかに減少してもよい。電気的シグナルの較正は、
そのため、長さを決定するために必要であってもよい。分析物の長さを決定するために、
それぞれの生体高分子の長さのパルス持続時間および速度を決定するために、１つまたは
複数の標準物質、たとえば公知の様々な長さの生体高分子を用いて系を較正してもよい。
不変の電圧および電解質の条件下で、このデータを使用して、分析物のパルス持続時間を
その長さと関連づけるための標準曲線を作ることができる。
【００７８】
　同様に、電圧シグナルの変化の持続時間を使用して、第１の複数のプローブのハイブリ
ダイゼーションの位置および生体高分子上の２つのプローブの間の距離を決定することが
できる。流体チャネルの感知電極の間の体積に対応する、検出される電気的シグナルは、
感知電極の使用によって検出され得る。図９において示されるように、時点Ｔ１で、電気
的シグナルは、生体高分子が感知電極の間の体積を通って移動する場合、最初に変化し、
ハイブリダイズしたプローブを含む生体高分子の一部が感知電極の間の体積を通って移動
する場合、Ｔ２でさらに変化してもよい。検出された電気的シグナルは、生体高分子に沿
ってハイブリダイズしたプローブの位置を示してもよい。電気的シグナルの変化および変
化の持続時間は、生体高分子の長さに沿った、公知の配列特異性を有するプローブの位置
を決定するために分析され得る。スパイクの持続時間が生体高分子の長さを決定するため
に使用されるのと同様に、プローブの間の距離は、ハイブリダイズしたプローブを示す、
電圧スパイクの間の持続時間に基づくものであってもよい。たとえば、ハイブリダイズし
たプローブの間の距離を決定する場合、電圧シグナルの平均値を考慮に入れてもよい。異
常値が、同じ分子について得られる他の測定値を大幅に逸脱する場合、それらは、除外さ
れ得る。この分析は、視覚的にまたは本明細書において記載された分析を実行するコンピ
ュータープログラムの支援で行われてもよい。
【００７９】
　プローブの間の距離の計算を使用して、以下のように生体高分子の配列を決定すること
ができる。分析物は、部分的にハイブリダイズした生体分子を産生するために生体分子の
部分に第１の複数のプローブが結合するように、生体高分子と、公知の配列を有する第１
の複数のプローブをハイブリダイズさせることによって調製され得る。分析物は、流体チ
ャネル内に配置され得る。電位は、分析物が、流体チャネルの一方の端部から流体チャネ
ルの他方の端部に移動するように、電気泳動力をその中に生成するために、流体チャネル
に沿って印加され得る。電圧の変化を使用して、上記に記載されたように、ハイブリダイ
ズしたプローブを検出する。
【００８０】
　生体高分子の配列の少なくとも一部は、第１の複数のプローブのハイブリダイゼーショ
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ンを検出することによって決定され得る。生体高分子上のその位置は、生体高分子の末端
からハイブリダイゼーションのプローブの部位までの距離またはハイブリダイゼーション
のプローブ部位からハイブリダイゼーションの他のプローブ部位までの距離を使用するこ
とによって決定され得る。コンピューターアルゴリズムを使用して、生体高分子の配列を
決定するのを支援するように、電気的シグナルを処理することができる。
【００８１】
　いくつかの実施形態では、標的分子上の認識部位に対する特異性を有する第２の複数の
プローブは、個々の複数のハイブリダイゼーションを形成するために、第１のプローブに
続いてまたはそれと平行して、生体高分子とハイブリダイズしてもよく、検出、分析、お
よび決定が、続く複数のプローブを用いて繰り返され得る。
【００８２】
　生体高分子は、二重鎖生体高分子標的分子を含んでいてもよい。標的分子の認識部位に
対する第１のプローブ特異性を有する第１のプローブと生体高分子、つまり標的分子を接
触させることによって分析物を調製して、第１の複数の局所的な三元複合体を形成するこ
とができる。
【００８３】
　電気的シグナルを使用して生体高分子の複合体化した領域および複合体化していない領
域を検出および記録して、第１の複数のプローブの第１のプローブマップおよびそれぞれ
の続く複数のプローブについての続くプローブマップを作ることができ、第１のプローブ
マップおよび続くプローブマップは、それぞれ、ハイブリダイズした第１のおよびそれぞ
れの続く複数のプローブの相対的位置についての情報を含む。それぞれのプローブマップ
は、プローブの間の距離を示す一連の番号を含んでいてもよい。番号は、塩基対の単位と
しての距離またはナノメートルの単位としての距離を示してもよい。生体高分子の少なく
とも一部についての候補配列は、位置情報ならびに／または重複するプローブ結合配列お
よび位置情報の組合せを使用して、少なくとも２つのプローブ配列を並べることによって
決定され得る。
【００８４】
　第１のプローブマップおよび第２のプローブマップは、それぞれのプローブについての
位置情報の誤差についての情報を含んでいてもよい。たとえば、それぞれの示される距離
は、関連する標準偏差、たとえば１００ｎｍ±１０ｎｍを有していてもよい。さらに、候
補配列は、（ｉ）位置情報および位置情報における誤差に関するパラメーターまたは（ｉ
ｉ）プローブ分子の重複配列および位置情報および位置情報における誤差の組合せの少な
くとも１つを使用して、少なくとも２つのプローブ配列を並べることによって決定され得
る。
【００８５】
　三元複合体を形成するためのプローブのハイブリダイゼーションによる生体高分子の配
列決定は、その全体が参照によって本明細書に組み込まれる米国特許出願第１２／２４３
，４５１号においてさらに議論されている。検出／配列決定についてのさらなる背景的情
報は、それぞれが、その全体が参照によって本明細書に組み込まれるＧｒａｃｈｅｖａ，
　Ｍ．Ｅ．；Ｘｉｏｎｇ，　Ａ．；Ａｋｓｉｍｅｎｔｉｅｖ，　Ａ．；Ｓｃｈｕｌｔｅｎ
，　Ｋ．；Ｔｉｍｐ，　Ｇ、Ｌｅｂｕｒｔｏｎ，　Ｊ．－Ｐ．　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｔｒａｎｓｌｏｃ
ａｔｉｏｎ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ａ　ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ　ｎａｎｏｐｏｒｅ－ｃ
ａｐａｃｉｔｏｒ、Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２００６年、１７巻、６２２～６３
３頁；およびＺｗｏｌａｋ，　Ｍ．；Ｄｉ　Ｖｅｎｔｒａ，　Ｍ．　Ｐｈｙｓｉｃａｌ　
ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ　ｔｏ　ＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ａｎｄ　ｄｅｔｅｃｔｉ
ｏｎ、Ｒｅｖ．　Ｍｏｄ．　Ｐｈｙ．　２００８年、８０巻、１４１～１６５頁において
見つけられ得る。
【００８６】
　長さの決定の例
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　２つのマイクロ流体チャンバー、２つのマイクロ流体チャンバーを接続する１つまたは
複数の流体チャネル、およびそれぞれの流体チャネルの長さに沿って配置された感知電極
対から構成される感知デバイスは、イオンの流体が充填される。典型的に、流体は、塩を
含有する水であってもよい。
【００８７】
　未知の長さのＤＮＡの断片の複数のコピーは、感知電極対を含有する流体チャネルに接
続されている一方のマイクロ流体チャンバーの中に導入され得る。巨視的電極は、マイク
ロ流体チャンバーから１つまたは複数の流体チャネルの中にＤＮＡ鎖を電気泳動するため
に使用される。ＤＮＡが流体チャネルに入る時、それは直線状の立体構造をとる。それが
直線化される程度は、多くの因子に依存する。いくつかのそれらの因子は、たとえば、Ｄ
ＮＡ鎖の持続長、温度、イオン条件、ならびに流体チャネルの幅および深さである。
【００８８】
　起電電極によって印加される電位によって、ＤＮＡ鎖が流体チャネルの長軸流れ下る。
断片が流体チャネルを下方に移動する時、それは、感知電極の間の体積を通過する。ＤＮ
Ａの先端が感知電極の間の体積に入る場合、２つの感知電極の間の交差チャネル電流また
は電位などのようないくつかの電気的な特徴の変化が、記録され得る。記録されたシグナ
ルは、時刻表示および電位または他の電気的な特性の変化の表示から構成される。電気的
な特性の値もまた、記録され得る。値は、バックグラウンドシグナルから引き算され得る
または絶対値であってもよい。表は、感知電極の間の体積において生じるすべての応答お
よびそれぞれの応答についての時刻表示を列挙するコンピューターによって生成され得る
。コンピュータープログラムは、続いて、シグナルの持続時間を決定してもよい。ＤＮＡ
鎖の終端が感知電極の間の体積を出るとき、電気的な応答は、典型的に、ＤＮＡが体積に
入る前に観察された値に戻る。電気的な応答の大きさは、実験の設定に依存し、好ましく
は、電気的な応答は、系についての二乗平均ノイズの大きさの少なくとも３倍に等しい。
【００８９】
　較正された標準曲線は、分析物の正確な長さを計算するために測定された長さに適用さ
れ得る。たとえば、デバイスは、分析物と同じ条件、たとえばイオン強度、温度、ｐＨ下
で流体チャネルを通して電気泳動される、公知の長さの一連のＤＮＡ断片を用いて較正さ
れ得る。断片は、好ましくは、未知の断片の長さを測定するために、実験において使用さ
れ得る範囲を包含するのに十分な異なる長さに及ぶ。
【００９０】
　ＤＮＡ配列決定の例
　公知または未知の配列の標的ＤＮＡ鎖は、変性され得る。二重鎖ＤＮＡの変性は、熱ま
たは化学薬品の適用を通して典型的に達成され、これによって対の鎖の間の水素結合が壊
される。変性ＤＮＡ試料は、公知の配列および塩基長のプローブと共にインキュベートさ
れるまたはそれぞれが標的ＤＮＡ上に自己の特異的認識配列を有する多数のプローブとの
インキュベーションのために分割され得る。１つまたは複数のプローブをそれらの１つま
たは複数の認識配列にハイブリダイズするために、インキュベーションについての条件は
、１つまたは複数のプローブが他の部位またはミスマッチ部位に優先して公知の特異的認
識部位に結合するように選ばれる。条件はまた、変性ＤＮＡ鎖上のより多くのプローブ結
合部位が、プローブに結合しないよりもプローブに結合するように選ばれる。溶液は、緩
衝イオン溶液であってもよい。溶液は、プローブの結合を促進するために撹拌してもよい
。溶液の温度は、インキュベーションの経過の間に変動してもよい。たとえば、インキュ
ベーションの温度は、ハイブリダイゼーションの経過にわたり徐々に冷却され得る。
【００９１】
　一度、変性標的ＤＮＡが、１つまたは複数のプローブとハイブリダイズしたら、試料は
、流体チャネルデバイスの一方の端部のマイクロ流体チャンバーの中に導入される。流体
チャネルデバイスは、イオン溶液、たとえば食塩水が充填される。溶液はまた、緩衝溶液
であってもよい。１つまたは複数の過剰なプローブは、マイクロ流体チャンバーの中への
試料の導入前に除去され得る。ゲル濾過は、ＤＮＡのより長い鎖から短いプローブを除去
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する１つの方法である。あるいは、他の市販で入手可能な精製法が利用可能である。一度
、ハイブリダイズしたプローブを有する標的ＤＮＡ鎖が、マイクロ流体チャンバーの中に
導入されたら、マイクロ流体チャンバーから１つまたは複数の流体チャネルの中にＤＮＡ
を駆動するために、電位が起電電極を介して印加される。
【００９２】
　標的ＤＮＡは、流体チャネルに入る際、典型的に、直線化された立体構造をとる。流体
チャネルが狭いほど、ＤＮＡは、より直線化されるよう強いられる。巨視的起電電極に印
加された電圧は、ＤＮＡを、流体チャネルを下方に電気泳動的に駆動する。ＤＮＡおよび
ハイブリダイズしたプローブが流体チャネルを下方に移動する時、それらは、流体チャネ
ル内の感知電極の間の体積に入る。
【００９３】
　ＤＮＡの非存在下において、感知電極の間の体積は、イオン溶液のみを含有していても
よく、典型的に、２つの感知電極の間で測定されるベースライン電位差異を有していても
よい。ＤＮＡが感知電極の間の体積に入る時、２つの感知電極の間で測定される電位は、
ＤＮＡがイオン溶液の伝導率と異なる伝導率を有するので、変化する。ＤＮＡが感知電極
の間の体積に入る場合、２つの感知電極の間のチャネルの伝導率は、イオン性の流体のみ
が感知電極の間に存在する場合の伝導率と比較して典型的に低下する。それにハイブリダ
イズしたプローブをも有するＤＮＡの一部が、感知電極の間の体積に入る場合、電位は、
さらに変化する。
【００９４】
　分子が感知電極の間を通過する時、モニターされる電圧は、検出可能で測定可能な量、
変動する。電極は、時間の関数として電圧のこの変動を検出し、記録する。電圧のこれら
の変動は、任意の所与の時間に感知電極の間を通過している分子の相対的な直径の結果で
ある。たとえば、それに結合されたプローブを有する生体分子の部分は、ハイブリダイズ
されておらず、そのため、プローブを欠く生体分子の部分の直径の２倍である。
【００９５】
　感知電極の間を通過する生体分子の体積のこの相対的な増加は、感知電極の間の抵抗性
の一過性の増加を引き起こし、測定可能な電圧変動をもたらす。プローブを含む生体分子
の部分が感知電極の間を通過する時、電流は、さらに妨げられ、結合した部分の通過の間
に記録される電圧の相対的なスパイクを形成し、これは、ハイブリダイズした部分が通過
した後、再び減少する。感知電極は、モニターされる電流のこれらの変動を検出し、反映
する。さらに、電圧変動の測定値は、時間の関数として測定され、記録される。その結果
として抵抗性における周期的な中断または変動は、相対的なまたは絶対的な位置の関数と
して、公知のプローブ配列が生体分子に結合している場所を示す。
【００９６】
　ＤＮＡまたは標的ＤＮＡ上のプローブが流体チャネルに入る場合、電気的シグナルが記
録される。電気的シグナルは、時刻表示および変化した電気的な特性の値から構成される
。電気的な特性の値は、バックグラウンドシグナルから引き算され得るまたは絶対値であ
ってもよい。表は、感知電極の間で生じるすべての応答およびそれぞれの応答についての
時刻表示を列挙するコンピューターによって生成され得る。コンピュータープログラムは
、続いて、生体高分子の長さおよび生体高分子上のハイブリダイズしたプローブの位置を
決定してもよい。生体高分子上のプローブの位置は、ナノメートル、塩基対、または全生
体高分子長の百分率の単位として決定され得る。
【００９７】
　プローブの生体高分子上の位置は、生体高分子の末端からのその距離に従って決定する
ことができる。これは、較正された標準物質を使用して、生体高分子の全長の決定を通し
て行われてもよい。生体高分子シグナルの持続時間は、分析物の正確な長さを計算するた
めに較正された標準曲線と比較され得る。たとえば、デバイスは、分析物と同じ条件、た
とえばイオン強度、温度、ｐＨ下で流体チャネルを通して電気泳動される、公知の長さの
一連のＤＮＡ断片を用いて較正され得る。断片は、好ましくは、未知の断片の長さを測定



(27) JP 5717634 B2 2015.5.13

10

するために感知電極を較正するのに十分な異なる長さに及ぶ。
【００９８】
　より多くの配列は、第２の複数のプローブとの続くまたは平行のハイブリダイゼーショ
ンを通して決定することができ、検出、分析、および決定が、続く複数のプローブを用い
て繰り返され得る。本明細書において記載された設計は、ナノポアおよび流体チャネルの
技術を合併し、検出されるシグナルから駆動電気泳動力を分断する。電圧感知を使用し、
感知電極が置かれる基板上に電圧増幅器を直接加工することによって、デバイスは、以前
の構造を用いて可能であったものよりも高い頻度で作動してもよい。
【００９９】
　本発明の記載された実施形態は、単に例証的なものとなるように意図され、多数の変形
形態および変更形態が、当業者らに明らかであろう。そのような変形形態および変更形態
はすべて、添付の特許請求の範囲において定義されるように本発明の範囲内にあることが
意図される。

【図１】 【図２】
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【図９】
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