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(57)【要約】
　核酸の共有結合修飾を検出するためのナノワイヤの電
気特性を使用して、核酸の検出および／または分析を行
うシステム。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸を検出および／または分析する方法であって、
　核酸構造に基づく核酸の共有結合修飾のために核酸検体に結合されたナノワイヤを含む
ナノワイヤアセンブリを少なくとも１つの試薬に接触させる段階と、
　前記少なくとも１つの試薬が前記ナノワイヤアセンブリの共有結合修飾を生じさせたか
どうかを判断するために、前記ナノワイヤアセンブリの電気特性を測定し、それによって
前記核酸検体に関する構造的情報を提供する段階とを含む方法。
【請求項２】
　前記接触させる段階は、流体連通して配置されたこのようなナノワイヤアセンブリの配
列上で行われる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ナノワイヤアセンブリは異なる核酸検体に結合され、前記測定する段階は前記異な
る核酸検体それぞれに関する構造的情報を提供する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記測定する段階は、前記電気特性に実質的な変化がないことを測定し、それによって
前記核酸検体が前記少なくとも１つの試薬によって共有結合修飾を導くことが可能な構造
を欠いていることを示す段階を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記接触させる段階は、前記ナノワイヤに結合され、前記ナノワイヤに前記核酸検体を
結合させるように前記核酸検体と選択的に対になる核酸プローブを含むナノワイヤアセン
ブリ上で行われる、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記核酸プローブは、テンプレートとしての前記核酸検体との核酸合成のプライマとし
て構成され、前記接触させる段階は前記プライマおよび前記テンプレートをポリメラーゼ
および前記ポリメラーゼ用ヌクレオチド基質と接触させる段階を含む、請求項５に記載の
方法。
【請求項７】
　前記測定する段階が、もしあるならば、前記電気特性の変化量を判断し、前記接触させ
る段階によって前記プライマに結合されたヌクレオチドサブユニットの数に前記量を相関
させる段階をさらに含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記接触させる段階および測定する段階が、ヌクレオチドであるグアノシン、アデノシ
ン、チミジン、およびシチジンに対応する４つの異なるヌクレオチド基質それぞれに対し
て個別に繰り返される、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　前記接触させる段階および測定する段階が、前記４つの異なるヌクレオチド基質と個別
に接触する２つ以上のサイクルにわたって繰り返される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記接触させる段階はライゲーション活性を有する試薬と接触させる段階を含み、前記
測定する段階は核酸ライゲーションが起こったかどうかを判断する段階を含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項１１】
　前記接触させる段階は、核酸の切断用試薬と接触させる段階を含み、前記測定する段階
は核酸切断が起こったかどうかを判断する段階を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　核酸ハイブリダイゼーションに対して厳密性を調節する段階をさらに含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項１３】
　前記厳密性を調節する段階は、温度、電界、および前記ナノワイヤアセンブリに関連す
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る流体組成の少なくとも１つを調節することによって行われる、請求項１２に記載の方法
。
【請求項１４】
　前記接触させる段階は、前記核酸に沿って２つ以上の間隔を置いた位置で核酸に結合さ
れたナノワイヤを使用して行われる、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ナノワイヤは電界効果トランジスタとして働く、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　核酸を検出かつ／または分析するシステムであって、
　プライマと塩基対である核酸テンプレートに結合されたナノワイヤを含むナノワイヤア
センブリと、
　前記核酸テンプレートに基づき、前記プライマの伸張のために前記ナノワイヤアセンブ
リを異なる試薬と順次接触させることが可能な試薬運搬システムと、
　前記ナノワイヤアセンブリの電気特性を測定するように構成された電気検出器と、
　前記試薬運搬システムおよび前記電気検出器と情報交換し、前記異なる試薬との接触に
応じた前記電気特性の変化に対応するデータを収集するように構成され、それによって前
記核酸テンプレートに関する配列情報を提供する制御装置とを備えたシステム。
【請求項１７】
　前記ナノワイヤアセンブリは異なるテンプレートに結合された複数のナノワイヤアセン
ブリであり、前記制御装置は前記複数のナノワイヤアセンブリそれぞれに対してデータを
収集するように構成され、それによって前記異なるテンプレートそれぞれに関する配列情
報を提供する、請求項１６に記載のシステム。
【請求項１８】
　前記ナノワイヤアセンブリは電界効果トランジスタとして働く、請求項１６に記載のシ
ステム。
【請求項１９】
　前記異なる試薬は、グアノシン、アデノシン、チミジン、およびシチジンの前記プライ
マへの選択的付加をもたらす、請求項１６に記載のシステム。
【請求項２０】
　前記ナノワイヤアセンブリに熱を加えるように構成されたヒータをさらに備えた、請求
項１６に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、全ての目的で全体を参照として本明細書に組み込む、２００６年３月２９日
出願の米国仮特許出願第６０／６６６３９６号の米国特許法第１１９条（ｅ）に基づく利
益を請求するものである。
【０００２】
　本教示は、核酸の共有結合修飾を検出するためにナノワイヤを使用する、核酸の検出お
よび／または分析用のシステムを提供する。
【背景技術】
【０００３】
　核酸配列のキャラクタリゼーションは、特に臨床診断および治療、法医学、ならびにバ
イオテロ薬剤の分析を含むますます多くの分野において、幅広い用途を有する。例えば、
薬理遺伝学の比較的新しい分野は、医療の効果に対する強い遺伝子成分の認識に基づいて
いる。特に、人口母集団の構成員の間の核酸配列の違いにより、薬剤などの医療に対する
人口に応じて多くの変化を与えることができる。したがって、予測される薬剤受容者の核
酸配列分析は受容者の遺伝子構造に基づいて薬剤と各受容者とをより知的に組み合わせる
のに使用することができる。しかし、現在の配列技術は、薬理遺伝子および多くの他の用
途によって高まる配列情報へのさらなる需要を満たすにはその能力が限られているであろ
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う。
【特許文献１】米国仮特許出願第６０／６６６３９６号
【特許文献２】米国特許出願第０９／９３５７７６号（米国特許公開番号第２００２／０
１３０３１１Ａ１号）
【特許文献３】米国特許出願第１０／０２０００４号（米国特許出願公開第２００２／０
１１７６５９Ａ１号）
【特許文献４】米国特許出願第１０／０３３３６９号（米国特許出願公開第２００２／０
１３０３５３号）
【特許文献５】米国特許出願第１０／１９６３３７号（米国特許出願公開第２００３／０
０８９８９９Ａ１号）
【特許文献６】米国仮特許出願第６０／６１２３１５号
【特許文献７】米国特許出願第０９／９３５７７６号（米国特許出願公開第２００２／０
１３０３１１Ａ１号）
【特許文献８】米国特許出願第１０／０２０００４号（米国特許出願公開第２００２／０
１１７６５９Ａ１号）
【特許文献９】米国特許出願第１０／０３３３６９号（米国特許出願公開第２００２／０
１３０３５３号）
【特許文献１０】米国特許出願第１０／１９６３３７号（米国特許出願公開第２００３／
００８９８９９Ａ１号）
【特許文献１１】米国特許第６４０８８７８号
【特許文献１２】米国特許第６５１１８１０号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、核酸の共有結合修飾を検出するのにナノワイヤを使用して、核酸の検出およ
び／または分析を行うためのシステムを提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　各ナノワイヤは、核酸検体および検体と塩基対にされた核酸プローブに結合して、ナノ
ワイヤアセンブリを形成することができる。ナノワイヤアセンブリ、またはナノワイヤア
センブリのあらゆる配列は、核酸構造に基づく核酸の共有結合修飾用の試薬と接触させる
ことができる。例えば、試薬としては、特にポリメラーゼ、リガーゼ、またはヌクレアー
ゼなどの核酸を伸ばしたり縮めたりできる核酸修飾酵素を挙げることができる。ナノワイ
ヤアセンブリに結合された（１つまたは複数の）核酸の寸法の変化は、ナノワイヤアセン
ブリの伝導性などの電気特性を変えることができる。したがって、電気特性が試薬の働き
によって変更されたかどうかを判断するために、検出器を使用してナノワイヤアセンブリ
の電気特性を測定することができる。このように電気特性の変化の有無（および／または
あらゆる変化の寸法（および／または極性））により、検体に関する配列情報などの構造
的情報を提供することができる。
【０００６】
　全体的に、核酸のナノワイヤベース分析は他のシステムを凌ぐ多くの利点を有すること
ができる。これらの利点として、高い感度、より少ない量の検体の分析、検体の多重分析
、小さな空間内での多くの分析（例えば、数百または数千）の実行、器具の小さな寸法、
優れた可搬性、および／またはその他を挙げることができる。例えば、配列決定（例えば
、ジデオキシヌクレオチドベース配列決定）に対する連鎖停止手法とは対照的に、本明細
書に記載するナノワイヤベースシステムは、連続するプライマ伸張および測定によって核
酸の配列を決定することができる。したがって、テンプレート内の異なるヌクレオチドの
識別を判断する際に同じ個別のプライマおよびテンプレート分子を関与させることができ
、それによって配列決定に必要なプライマおよびテンプレート分子の数を実質的に少なく
することができる。
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【発明を実施するための最良の形態】
【０００７】
　図１は、核酸のナノワイヤベース分析のための例示的なシステム２０を示している。こ
のシステムは、試薬運搬システム２２、ナノワイヤアセンブリ２４、検出器２６、および
／または制御装置２８を備えることができる。
【０００８】
　試薬運搬システム２２は、２３で示すナノワイヤアセンブリへかつ／またはそこから、
核酸修飾用の１つまたは複数の試薬３０、より詳細には流体試薬を運ぶことができる。試
薬運搬システムは、（１つまたは複数の）ポンプ、（１つまたは複数の）弁、１つまたは
複数のリザーバ、ナノワイヤアセンブリが中に配置される（１つまたは複数の）経路、お
よび／またはその他を含むフローベースシステムであってよい。試薬運搬システムの別の
態様は、例えば、セクションＶおよび実施例３に記載されている。
【０００９】
　ナノワイヤアセンブリ２４は、核酸修飾用部位を提供することができる。より詳細には
、ナノワイヤアセンブリは、ナノワイヤ３２、および３６で示すナノワイヤに結合された
１つまたは複数の核酸３４を含むことができる。核酸は、分析の対象である検体３８、お
よび検体の構造分析を容易にするプローブ４０を含むことができる。プローブは、４２で
示す検体との塩基対を形成するように構成することができ、それによって特に、プローブ
は本例示と同様にナノワイヤに検体を結合させることができる、または逆も同様である。
いくつかの実施形態では、システムはナノワイヤ（およびナノワイヤアセンブリ）の配列
を形成するように、複数のナノワイヤアセンブリを含むことができる。ナノワイヤ、ナノ
ワイヤ配列、核酸、およびナノワイヤへの核酸の結合の別の態様が、例えば特に、セクシ
ョンＩおよびＩＩならびに実施例１および２に記載されている。
【００１０】
　検出器２６は、ナノワイヤアセンブリの電気特性などの特性を測定することができる。
したがって、検出器は例えば、ナノワイヤに沿って間隔を置いた位置に配置された１対の
電極を通して、４４で示すナノワイヤに電気的に結合させることができる。いくつかの実
施例では、検出器は核酸の多重分析のために、配列で配置された複数のナノワイヤそれぞ
れから電気特性を測定することができる。検出器の別の態様は例えば、セクションＩＶに
記載されている。
【００１１】
　制御装置２８は、様々な態様のシステム動作を制御することができる。例えば、制御装
置は、検出器が電気特性を測定するときかつ／または配列のナノワイヤアセンブリがどの
上にあるかを判断するために、４６で示す検出器に結合させることができる。制御装置は
また、測定した電気特性に相当するデータなど、検出器から受信したデータを記憶かつ／
または処理することができる。制御装置はまた、あるいは別の方法では、ナノワイヤアセ
ンブリへの／からの試薬の運搬を制御かつ／または監視するように、４８で示す試薬運搬
システムに結合させることができる。制御装置の別の態様は、例えばセクションＶＩに記
載されている。
【００１２】
　図２は、核酸のナノワイヤベース分析の例示的な方法を示すフローチャート６０である
。この方法は、（１）６２で示される、ナノワイヤアセンブリを提供する段階と、（２）
６４で示される、少なくとも１つの試薬とナノワイヤアセンブリとを接触する段階と、（
３）６６で示される、ナノワイヤアセンブリの電気特性を測定する段階とを含むことがで
きる。これらの段階は、あらゆる適切な順序で、あらゆる適切な組合せで、およびあらゆ
る適切な回数で行うことができる。
【００１３】
　ナノワイヤアセンブリを提供することができる。ナノワイヤアセンブリは、直接的にか
つ／または検体と対になる（ハイブリッド形成する）核酸プローブを通じてナノワイヤに
結合された核酸検体を含むことができる。提供する段階は、ナノワイヤアセンブリを形成
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する段階を含んでよく、またはその後であってもよい。ナノワイヤアセンブリを形成する
段階は、核酸をナノワイヤに共有結合および／または非共有結合させる段階を含むことが
できる。いくつかの実施例では、ナノワイヤアセンブリの配列を提供することができる。
ナノワイヤアセンブリを提供かつ形成する別の態様は例えば、セクションＩ～ＩＩＩなら
びに実施例１および２に記載されている。
【００１４】
　ナノワイヤアセンブリは、核酸構造に基づく核酸の共有結合修飾用の試薬と接触させる
ことができる。例えば、試薬は特に酵素（ポリメラーゼ、リガーゼ、ヌクレアーゼなど）
および／またはヌクレオチドモノマーもしくはポリマーを含むことができる。共有結合修
飾は、検体および／またはプローブへのヌクレオチド付加、またはそこからの除去を含む
ことができる。したがって、検体の構造は例えば、共有結合修飾の有無、共有結合修飾の
位置（検体および／またはプローブ内の位置など）、および／または共有結合修飾の範囲
（付加したまたは除去したヌクレオチドの数など）を決定することができる。試薬および
核酸の共有結合修飾の別の態様が、例えば特に、セクションＶおよび実施例３～５に記載
されている。
【００１５】
　ナノワイヤアセンブリの電気特性を測定することができる。電気特性、特にもしあるな
らば電気特性の変化を使用して、検体が試薬による共有結合修飾を可能にする構造を有し
ているかどうかを判断し、それによって検体の構造に関する情報を提供することができる
。電気特性を測定し、電気特性の変化に基づく検体構造を判断する別の態様が、例えば特
に、セクションＩＶおよび実施例３～５に記載されている。
【００１６】
　接触および測定段階は、あらゆる適切な回数繰り返すことができる。いくつかの実施例
では、接触および測定は異なる試薬（異なる酵素および／またはヌクレオチド基質など）
で繰り返すことができる、かつ／または２つ以上のヌクレオチドの検体領域の配列を判断
するためなどに、多数回同じ基質で周期的に繰り返すことができる。
【００１７】
　本教示の方法はまた、あるいは別の方法では、塩基対相互作用の厳密性を調節する段階
を含むことができる。厳密性は、相補的に核酸ストランドを共に保持するのに必要な塩基
対相互作用の合計数、連続した長さおよび／またはタイプ（例えば、Ｇ－Ｃ塩基対は一般
的に、Ａ－Ｔ塩基対より安定している）を増減するなど、核酸ストランド間相互作用の安
定性を変えるように調節することができる。いくつかの実施例では、厳密性を調節する段
階は、より不安定な二本鎖のみおよび／または少なくともほぼ全ての二重ストランド二本
鎖が解離されて対になっていない単一のストランドを形成するように、核酸二本鎖の塩基
対相互作用を解離させる段階を含むことができる。厳密性を調節する段階は、ナノワイヤ
アセンブリの温度を変えることによって（例えば、対応する反応区画および／または区画
内に配置された、またはこれに向かう流体を加熱または冷却することによって）電気的に
（例えば、ナノワイヤアセンブリを正または負にバイアスすることによって）、かつ／ま
たは化学的に（例えば、イオン強度、二価または多価陽イオンおよび／または陰イオン濃
度、溶媒誘電率を調節することによって（例えば、ジメチルホルムアミドまたは別の有機
溶媒の濃度を変えることによって）、かつ／または酵素的に（例えば、核酸塩基またはス
トランドの対または不対を助けるヘリカーゼなどの酵素を加えるまたはその濃度を調節す
ることによって）、かつ／または特に（尿素などの）カオトロピック剤の濃度を変えるこ
とによって）行うことができる。核酸二本鎖は例えば、接触後かつ測定前に（例えば、核
酸二本鎖によって生じる電気特性への寄与を除くために）、または接触後かつ測定後に（
例えば、接触および測定の別のサイクルの実行を容易にするために）解離させることがで
きる。いくつかの実施例では、厳密性を調節する段階は、電気特性の測定の感度を大きく
するようにナノワイヤアセンブリと接触する流体のイオン強度を低減することを含んでよ
い。
【００１８】
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　本教示の別の態様は、（Ｉ）ナノワイヤ、（ＩＩ）（Ａ）検体および（Ｂ）プローブを
含む核酸、（ＩＩＩ）ナノワイヤアセンブリ、（ＩＶ）検出器、（Ｖ）試薬運搬システム
、（ＶＩ）制御装置、および（ＶＩＩ）実施例を含む以下のセクションに記載する。
【００１９】
Ｉ．ナノワイヤ
　本教示のシステムは、１つまたは複数のナノワイヤを含んでいる。本明細書で使用する
ナノワイヤは、その長さに沿って１つまたは複数の（または全ての）位置でサブマイクロ
メータ断面寸法を有する細長い半導体である。断面寸法（および／または直交断面寸法）
は、特に約５００ｎｍ、１００ｎｍ、２０ｎｍ、５ｎｍ、または１ｎｍ未満であってもよ
い。
【００２０】
　ナノワイヤはあらゆる適切な長さを有することができる。例示的な長さとしては、特に
少なくとも約１μｍ、５μｍ、または２０μｍが挙げられる。さらに、ナノワイヤは、細
長い構造を作り出すために、あらゆる適切なアスペクト比（断面寸法および／または直交
断面寸法に対する長さ）を有することができる。例示的なアスペクト比としては、少なく
とも約２：１、１０：１、１００：１、または１０００：１が挙げられる。
【００２１】
　ナノワイヤは、あらゆる適切な断面形状を有することができる。例示的な断面形状とし
ては、円形、楕円形、多角形（三角形、矩形など）、でこぼこ、および／またはそれらの
組合せが挙げられる。いくつかの実施例では、ナノワイヤは中空コアを有するナノチュー
ブであってもよい。
【００２２】
　ナノワイヤは、あらゆる適切な（１つまたは複数の）材料で形成することができる。例
えば、ナノワイヤはドーパントを備えていても備えていなくてもよい半導体材料（元素ま
たは合金）で形成することができる。ナノワイヤの本体（または、コーティングもしくは
ライニング）を形成するための例示的な半導体材料としては、特にシリコン、ゲルマニウ
ム、および／または炭素が挙げられる。例示的なドーパントとしては、特に、それぞれ窒
素およびリンなどのｎタイプドーパントおよび／またはｐタイプドーパントが挙げられる
。ナノワイヤの本体（および／またはコーティングもしくはライニング）を形成するのに
、またはその中のドーパントとして適切である可能性がある他の材料は、本明細書に参照
として組み込まれる特許出願、２００１年８月２２日出願の米国特許出願第０９／９３５
７７６号（米国特許公開番号第２００２／０１３０３１１Ａ１号）、２００１年１２月１
１日出願の米国特許出願第１０／０２０００４号（米国特許出願公開第２００２／０１１
７６５９Ａ１号）、２００１年１０月２４日出願の米国特許出願第１０／０３３３６９号
（米国特許出願公開第２００２／０１３０３５３号）、および２００２年７月１６日出願
の米国特許出願第１０／１９６３３７号（米国特許出願公開第２００３／００８９８９９
Ａ１号）に記載されている。
【００２３】
ＩＩ．核酸
　本教示のシステムは、核酸に結合されたナノワイヤを提供する。本明細書で使用する核
酸（または、オリゴヌクレオチド、オリゴマー、もしくはポリヌクレオチド）は、互いに
結合された少なくとも２つのヌクレオチドサブユニットのポリマーである。核酸は、特に
単一ストランドまたは二重ストランド（二本鎖）であってもよい。二重ストランド核酸は
一般的に、核酸の対になったストランドの整列ヌクレオチド、例えば、チミジン（Ｔ）（
または、ＲＮＡ内のウリジン（Ｕ））と対になったアデノシン（Ａ）と、シチジン（Ｃ）
と対になったグアノシン（Ｇ）の間の水素結合（塩基対形成）によって形成されている。
【００２４】
　核酸は、あらゆる適切な天然および／または人工的構造を有することができる。核酸は
、糖およびリン酸塩部分を交互に配置した糖リン酸主鎖を含むことができ、ヌクレオチド
塩基は各糖部分に結合している。あらゆる（１つまたは複数の）糖は、特にリボース（Ｒ
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ＮＡ用）、デオキシリボース（ＤＮＡ用）、アラビノース、ヘキソース、２’－フルオロ
リボース、および／または糖の構造的類似物を含む主鎖に含まれてよい。ヌクレオチド塩
基としては例えば、アデニン、シトシン、グアニン、チミン、ウラシル、イノジン、２－
アミノアデニン、２－チオチミン、３－メチルアデニン、Ｃ５－ブロモウラシル、Ｃ５－
フルオロウラシル、Ｃ５－ヨードウラシル、Ｃ５－メチルシトシン、７－デアザアデニン
、７－デアザグアニン、８－オキソアデニン、８－オキソグアニン、２－チオシトシンな
どを挙げることができる。本教示の核酸は、あらゆる他の適切な代替的な主鎖を含むこと
ができる。例示的な代替主鎖としては、ホスホアミド、ホスホロチオゼート、ホスホロジ
チオエート、Ｏ－メチルホスホロアミジト、ペプチド核酸、正電荷主鎖、非リボース主鎖
などが挙げられる。人工的な主鎖および／または部位を備えた核酸は、例えば全電荷を増
減させ、塩基対安定性を増減させ、化学安定性を増減させて、試薬および／またはその他
によって作動される性能を変更するのに適している可能性がある。
【００２５】
　ナノワイヤは、核酸検体（もしくは、複数の構造的に異なる検体）および／または核酸
プローブ（もしくは、複数の構造的に異なるプローブ）に結合することができる。さらに
、ナノワイヤは各検体および／またはプローブの単一分子または複数の分子に結合するこ
とができる。
【００２６】
Ａ．検体
　本明細書で使用する検体は、ナノワイヤベース分析の対象である核酸である。検体はあ
らゆる適切な源からのものであってもよく、あらゆる適切な構造を有することができ、あ
らゆる適切な特性に対して分析することができる。いくつかの実施例では、検体はテンプ
レート、すなわち、少なくとも別の核酸の領域を形成するためのモデルまたはガイドとし
て使用される核酸であってもよい。テンプレートは、例えば、１つまたは複数のヌクレオ
チドと塩基対になるテンプレートの相補的領域により、直列にまたは並列に、プローブに
対して１つまたは複数のヌクレオチドを付加することができる。
【００２７】
　検体は、あらゆる適切な源からのものであってもよい。例示的な源は、特に被験者、人
間以外の動物、植物、微生物、調査試料、環境試料（土壌、空気、水など）、および／ま
たはインビトロ合成を含むことができる。
【００２８】
　被験者は、病気の患者、遺伝子検査被験者、識別される人、法医学被験者、および／ま
たはその他であってもよい。検体は、血液、血漿、血清、精液、尿、汗、涙液、唾液、粘
液、乳液、組織試料、腫瘍生検標本、培養細胞、および／またはその他からの試料を含む
、被験者内のあらゆる適切な部位から得ることができる。
【００２９】
　検体は、あらゆる適切な処理によってあらゆる適切な形態で得ることができる。例えば
、検体は粗溶解物に含めることができ、または例えば、特にイオン交換クロマトグラフィ
、選択的沈殿、遠心分離、および／または増幅（ポリメラーゼ連鎖反応）によって得られ
る精製検体であってもよい。検体は、単一または二重ストランドであってもよく、あらゆ
る適切な寸法を有することができる。いくつかの実施例では、検体は剪断、制限エンドヌ
クレアーゼ消化、インビトロ合成、増幅、限定化学的消化、および／またはその他によっ
て単一の寸法、または１式の寸法を有することができる。いくつかの実施例では、ナノワ
イヤに結合された検体は、同様または同一の長さおよび配列内容、あるいは異なる長さお
よび／または配列内容の複数の別個のストランドを含んでいる。異なる長さのストランド
は、例えば、プローブとのハイブリダイゼーション（塩基対合）などのために、同様また
は同一の配列の共通領域を含む重なり合ったフラグメントであってもよい。検体はプロー
ブに対してあらゆる適切な寸法であってもよい。いくつかの実施例では、検体はプローブ
とほぼ同じ寸法である。いくつかの実施例では、検体はプローブより長く、少なくとも約
２、１０、または１００倍など、プローブより実質的に長くてもよい。
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【００３０】
　検体は、あらゆる適切な（１つまたは複数の）特性に関する構造的情報を得るために分
析することができる。一般的に、構造的情報は配列の特徴に関する。配列の特徴は、ヌク
レオチドのあらゆる適切な長さによって規定することができる。したがって、構造的情報
は、関心のある配列の特徴の有無、（例えば、母集団内の単一ヌクレオチド多型性に対応
する単一ヌクレオチドを特徴付けるための）検体内の特定の（１つまたは複数の）位置で
のヌクレオチド識別（例えば、Ｇ、Ａ、Ｔ、またはＣ）、および／または検体の、特に、
少なくとも約５、１０、５０、２００もしくは１０００ヌクレオチドのストレッチの特定
の配列であってもよい。配列の特徴はしたがって、ヌクレオチド識別および／または相違
を探すために知られている配列と比較することができ、あるいはゲノムまたは他のポリヌ
クレオチド構造の前の非配列決定領域と対応することができる。
【００３１】
Ｂ．プローブ
　本明細書で使用されるプローブは、核酸検体の分析を容易にする核酸である。プローブ
は、あらゆる適切な源からであってもよく、あらゆる適切な構造を有することができ、あ
らゆる（１つまたは複数の）適切な特性に対して検体を分析するのに使用することができ
る。
【００３２】
　プローブは、自然および／または人工源から得ることができる。したがって、プローブ
は特に（１つまたは複数の）細胞、（１つまたは複数の）細胞溶解物、（１つまたは複数
の）合成酵素、化学合成、酵素切断、化学切断、および／またはライゲーションによって
合成または形成することができる。プローブはしたがって、ＲＮＡ、ＤＮＡ、またはその
あらゆる適切な人工誘導体であってもよい。さらに、プローブは検体と同じ構造的分類の
分子（例えば、それぞれＤＮＡまたはＲＮＡである）、または異なる分類の分子（例えば
、プローブはＤＮＡであり検体はＲＮＡであり（または逆である）、あるいは特にプロー
ブは電荷を持たないかまたは正電荷の主鎖を有し、検体はホスホジエステル主鎖を有する
）に属することができる。
【００３３】
　プローブは、検体に対してあらゆる適切な構造を有することができる。プローブは、塩
基対相互作用により検体と二本鎖を形成するように構成することができ、それによってプ
ローブおよび検体は共に、少なくとも部分的に二本鎖核酸を形成する。したがって、プロ
ーブの一部（または全て）は、検体の一部（または全て）と相補的であってもよい。別の
方法では、または、それに加えて、プローブは、例えばプローブをナノワイヤに結合させ
るように、検体とは関係なく二本鎖領域を含むことができる。プローブは、検体のあらゆ
る領域に対してハイブリッド形成（塩基対合）するように構成することができ、例えば、
プローブは検体の端部に隣接して、または端部から間隔を置いてハイブリッド形成するこ
とができる。いくつかの実施例では、プローブはプライマであってもよい。プライマは、
プローブの３’－端部が検体と塩基対合され、検体の端部から間隔を置いて配置されるよ
うに構成することができ、３’－端部をポリメラーゼ（またはリガーゼ）および適切な（
１つまたは複数の）ヌクレオチド基質で延長させることが可能になる。プローブは、別の
核酸、特に検体と二重構造を形成するのに十分なあらゆる適切な長さを有することができ
る。二重構造は、例えば、（特に、ポリメラーゼまたはリガーゼなどでの）プローブへの
ヌクレオチド付加によって安定化させることができる。
【００３４】
　本教示のシステムは、１つまたは複数のプローブを含むことができる。複数のプローブ
は、異なる検体、同じ検体の異なる領域、または同じ検体の同じ領域と二本鎖を形成する
ように構成することができる（例えば、実施例４参照）。
【００３５】
ＩＩＩ．ナノワイヤアセンブリ
　本教示のシステムは、１つまたは複数のナノワイヤアセンブリを含むことができる。ナ
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ノワイヤアセンブリは、あらゆる適切な配置で配置することができ、あらゆる適切な数お
よびタイプの核酸を含むことができ、あらゆる適切な（１つまたは複数の）機構によって
核酸をナノワイヤに結合させることができる。
【００３６】
　本教示のシステムは、ナノワイヤアセンブリの配列を含むことができる。ナノワイヤア
センブリは、直線配置、二次元配置、および／または三次元配置（積層二次元配列など）
で配列することができる。配列は、特に少なくとも約１０、１００、または１０００を含
むあらゆる適切な数のアセンブリを含むことができる。ナノワイヤアセンブリは、各アセ
ンブリ内に異なる１つの（もしくは複数の）プローブ、または同じ１つの（または複数の
）プローブ、および／あるいは各アセンブリ内に異なる１つの（または複数の）検体また
は同じ１つの（または複数の）検体もしくは１つ（または複数の）検体領域を含むことが
できる。したがって、ナノワイヤアセンブリは、同じ検体の異なる領域（重なっていない
または重なっている）、同じ検体の同じ領域、および／または異なる検体の異なる領域を
分析するように構成することができる。
【００３７】
　検体およびプローブは、あらゆる適切な機構によって各ナノワイヤに結合させることが
できる。検体および／またはプローブは、共有結合または非共有結合機構によってナノワ
イヤに直接結合させることができる。共有結合機構は、ナノワイヤ上に配置された対部位
を備えたあらゆる適切な反応対と核酸の間の結合形成を含んでいる。例示的な機構は、活
性ナノワイヤ表面と反応することができる核酸誘導体を形成するように、核酸との１－エ
チル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）の反応を
含む。別の方法では、または、それに加えて、核酸は非共有結合特異結合対相互作用によ
りナノワイヤに結合することができる。例えば、特異結合対の第１の部位はナノワイヤに
取り付けることができ、特異結合対の第２の部位は核酸検体および／またはプローブに取
り付ける（または含める）ことができる。特異結合対では一般的に、特異結合、すなわち
ほとんどの部分への結合を除いて、互いに対する結合が行われる。特異結合は、解離定数
または係数（別の方法では、親和性または結合定数または係数）によって特徴付けること
ができる。一般的に、特異結合の解離定数は１０－４Ｍから１０－１２Ｍ以下の範囲であ
り、特異結合の好ましい解離定数は１０－８または１０－９Ｍから１０－１２Ｍ以下の範
囲である。例示的な特異結合対は、表１に示されている。
【００３８】
【表１】

【００３９】
　特異結合対相互作用（例えば、塩基対合）はまた、検体およびプローブを互いに結合さ
せるのに使用することができる。したがって、プローブ（または検体）は、塩基対合され
る検体（またはプローブ）より直接的にナノワイヤに結合させることができる。さらに、
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プローブおよび検体は同時に（例えば、塩基対状態で）または、例えば、プローブを最初
に、その後検体を結合させる、もしくはその逆で、順次ナノワイヤに結合させることがで
きる（実施例２参照）。さらに、プローブおよび／または検体は、プローブ／検体の各分
子に沿って単一の位置、または多数の位置（例えば、間隔を置いた部位）でナノワイヤに
結合させることができる（実施例６参照）。
【００４０】
　プローブおよび／または検体は、あらゆる適切な接触機構を使用してあらゆる適切な時
にナノワイヤアセンブリを形成するようにナノワイヤに接触することができる。いくつか
の実施例では、ナノワイヤは配列に配置することができ、その後、異なるプローブおよび
／または検体は配列の個別のナノワイヤまたはナノワイヤのサブセットと選択的に接触す
る（かつ結合する）ことができる。例えば、インクジェット印刷技術などによって（例え
ば、インクジェットプリントヘッドで使用される、特に薄膜ヒータ要素および／または圧
電要素を備えた分配ヘッドを使用して）、個別のプローブおよび／または検体（または、
その異なるセット）を流体の小さな液滴で配列の領域に選択的に分配することができ、そ
れによって領域は流体分離された状態で留まる。別の方法では、または、それに加えて、
ナノワイヤの配列はプローブおよび／または検体と接触させることができ、ナノワイヤは
流体連通されている。例えば、プローブおよび／または検体は、前にナノワイヤに結合さ
れた特異結合相手（特に核酸）に基づきナノワイヤと選択的に相互作用することができる
。
【００４１】
　ナノワイヤ、ナノワイヤアセンブリ、およびナノワイヤで行うことができる検定の別の
態様は、本明細書に参照として組み込まれる特許文献、米国仮特許出願第６０／６１２３
１５号、２００１年８月２２日出願の米国特許出願第０９／９３５７７６号（米国特許出
願公開第２００２／０１３０３１１Ａ１号）、２００１年１２月１１日出願の米国特許出
願第１０／０２０００４号（米国特許出願公開第２００２／０１１７６５９Ａ１号）、２
００１年１０月２４日出願の米国特許出願第１０／０３３３６９号（米国特許出願公開第
２００２／０１３０３５３号）、および２００２年７月１６日出願の米国特許出願第１０
／１９６３３７号（米国特許出願公開第２００３／００８９８９９Ａ１号）に記載されて
いる。
【００４２】
ＩＶ．検出器
　本教示のシステムは一般的に、ナノワイヤ配列の各ナノワイヤ（およびナノワイヤアセ
ンブリ）の電気特性を測定するための１つまたは複数の検出器（また、センサとも呼ぶ）
を含んでいる。いくつかの実施例では、検出器は、例えば電子切換装置を使用して、直列
に各ナノワイヤに電気結合されている。したがって、検出器は繰り返し可能なサイクルで
ナノワイヤに結合させることができ、各ナノワイヤの電気特性は電気特性における（もし
あれば）あらゆる時間依存（および一般的には試薬依存）変化を測定するように周期的に
検出することができる。
【００４３】
　検出器は、あらゆる適切な電気特性を測定することができる。例示的な電気特性は、伝
導性、抵抗、電流、電圧、および／またはその他を含んでいる。電気特性は、定性的に（
例えば、変化および変化なし、ならびに／または正もしくは負の変化）、あるいは定量的
に（例えば、もしあるならば変化の大きさを判断するように）測定することができる。電
気特性は、アナログおよび／またはデジタル出力を提供することができる。
【００４４】
Ｖ．試薬運搬システム
　本教示のシステムは、１つまたは複数の試薬運搬システムを含むことができる。試薬運
搬システムは、特に、１つまたは複数のポンプ、弁、流体リザーバ、経路、および／また
は試薬を含むことができる。
【００４５】
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　ポンプは一般的に、流体および／または流体内に配置された試薬を移動させるあらゆる
機構を含んでいる。いくつかの実施例では、ポンプは容量の小さい通路（すなわち、マイ
クロ流体構造）を通して流体および／または試薬を移動させるように構成することができ
る。ポンプは、特に、正もしくは負圧を流体および／または流体を保持する構造に加える
ことによって機械的に、（１つまたは複数の）電界の適当な印加により電気的に、あるい
は両方によって動作することができる。例示的な機械ポンプは、注射器ポンプ、蠕動ポン
プ、回転ポンプ、加圧気体、ピペットなどを含むことができる。機械ポンプは、ミクロ機
械加工、成形などすることができる。エラストマーである流体層および制御層で作られた
例示的蠕動ポンプが例えば、本明細書に参照として組み込まれる、２００２年６月２５日
発行の米国特許第６４０８８７８号に記載されている。例示的な電気ポンプは電極を含む
ことができ、電気泳動、電気浸透、電気毛管現象、誘電泳動（その前進波形を含む）、お
よび／またはその他によって動作することができる。
【００４６】
　弁は一般的に、経路を通した流体の通過を調節するためのあらゆる機構を含んでいる。
弁は例えば、経路を部分的にまたは完全に閉じるように選択的に変形させることができる
変形可能部材、経路を部分的にまたは完全に遮断するように経路内に選択的に延長させる
ことができる可動突起、電気毛管構造、および／またはその他を含むことができる。弁は
、例えば、１式の利用可能試薬から（１つまたは複数の）ナノワイヤアセンブリと接触さ
せる試薬を選択するように動作可能である。したがって、弁は経路（反応区画）内の（１
つまたは複数の）ナノワイヤアセンブリと２つ以上の試薬リザーバの間に選択的流体連通
を提供するように動作可能である。
【００４７】
　流体リザーバは一般的に、１つまたは複数のナノワイヤアセンブリを保持する反応区画
を通す前かつ／または後に試薬を保持するためのあらゆる区画を含んでいる。流体リザー
バは、あらゆる適切な容量を有することができる。いくつかの実施例では、流体リザーバ
は、少なくとも反応区画容量の約１０倍、１００倍、または１０００倍の容量など、反応
区画容量よりかなり大きい容量を有する。流体リザーバは、ピペットなどによる流体の添
加または除去を容易にするために、システムの外側からアクセス可能なように構成するこ
とができる。
【００４８】
　経路は一般的に、流体の流れ、および／または試薬の移動を可能にするあらゆる通路を
含んでいる。経路は、例えば、システムの流体リザーバの間に延びることができ、（１つ
または複数の）ナノワイヤアセンブリを保持する反応区画を画定することができる。経路
はあらゆる適切な寸法を有することができる。いくつかの実施例では、経路はミクロ流体
経路であってもよい。本明細書で使用されるミクロ流体経路または区画は、長さに沿って
１つまたは複数の位置で、約１マイクロメートル未満、または約１００ナノメートル未満
の断面寸法を有することができる。
【００４９】
　試薬は、核酸分析の際にあらゆる適切な機能を有することができる。試薬は、例えば、
ナノワイヤアセンブリの核酸を構造的に修飾し、前に分配した試薬および／または放出し
た核酸を洗い流し（除去し）、対になった核酸ストランド間のハイブリダイゼーションの
厳密性を調節し、実質的にもしくは完全に塩基対相互作用を分裂させる（二本鎖を単一ス
トランドへ変性させる）、かつ／またはその他のように構成することができる。
【００５０】
　試薬は、核酸の分析を容易にするように、ナノワイヤアセンブリと接触することができ
るあらゆる化学物質を含んでいる。化学物質は、混合物、錯体、溶液、懸濁液、および／
またはその他を含む試薬中にあらゆる適切な形で存在することができる。例示的な試薬は
、触媒ならびに／あるいはモノおよび／またはポリヌクレオチドを含むことができる。他
の例示的な試薬成分は、キャリヤ流体（水および／または有機流体など）、酵素共同因子
（二価陽イオン（例えば、マグネシウム、亜鉛、マンガンなど）、リボヌクレオシド三リ
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ン酸（アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）など）、Ｓ－アデノシルメチオニン（ＳＡＭ）など
）、還元剤（ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、ベータメルカプトエタノールなど）、塩（
例えば、イオン強度を調節するための）、安定化剤（血清アルブミン（例えば、ＢＳＡ）
、寸法ベース排除ポリマー（ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）など）、および／または
その他を含むことができる。
【００５１】
　触媒は、反応によって消費または生成されることなく、化学反応（特に、核酸を修飾す
る反応）の速度を大きくすることができるあらゆる材料を含むことができる。核酸修飾用
の例示的な触媒はタンパク質（酵素）である。あらゆる適切な酵素を試薬に含めることが
できる。例示的な酵素は、一般的には核酸と塩基対合された相手ストランドの配列に基づ
き、核酸に共有結合的に単一ヌクレオチドまたはポリヌクレオチドを付加することができ
る（つまりテンプレート付加）。個別のヌクレオチドを連続して付加する単一ヌクレオチ
ド付加酵素は一般的に、ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、ＤＮＡポリメラーゼＩ（または、
そのフラグメント／誘導体（クレノウフラグメントなど））、熱安定性ＤＮＡポリメラー
ゼ（Ｔａｑポリメラーゼ、ベントポリメラーゼ、Ｐｆｕポリメラーゼなど）、および／ま
たはその他）、ＲＮＡポリメラーゼ（ファージ誘導ポリメラーゼ（ＳＰ６、Ｔ７、または
Ｔ３　ＲＮＡポリメラーゼなど）、ＲＮＡテンプレートに基づいてデオキシリボヌクレオ
チドを付加する逆転写酵素、および／またはその他などのポリメラーゼを含む。核酸に同
時に２つ以上のヌクレオチドを付加するポリヌクレオチド付加酵素は、リガーゼ（Ｔ４　
ＤＮＡリガーゼ、Ｔａｑ　ＤＮＡリガーゼ、大腸菌ＤＮＡリガーゼなど）を含むことがで
きる。他の例示的な酵素は、制限酵素、リボヌクレアーゼ、またはデオキシリボヌクレア
ーゼ（例えば、単一または二重ストランド特異酵素）、および／またはその他などのヌク
レアーゼ（切断酵素）を含むことができる。他の例示的な触媒は、ポリヌクレオチド（例
えば、ＲＮＡ）、合成ポリマー、遷移金属錯体、反応表面などを含むことができる。
【００５２】
　試薬は、ナノワイヤアセンブリと接触するための１つまたは複数のモノまたはポリヌク
レオチドを含むことができる。モノヌクレオチド試薬は例えば、特に、デオキシリボヌク
レオシド三リン酸（ｄＮＴＰ）（例えば、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰなど
）、リボヌクレオシド三リン酸（ＮＴＰ）（例えば、ＡＴＰ、ＣＴＰ、ＧＴＰ、ＵＴＰな
ど）、および／またはその混合物を含む、ヌクレオシド三リン酸を含むことができる。ポ
リヌクレオチド試薬は、例えば、核酸二量体、三量体、四量体などを含むことができる。
ポリヌクレオチド試薬は、検体の領域と（または、検体内での有無が検査される領域と）
部分的にまたは完全に相補的であるように構成することができる。いくつかの実施例では
、ポリヌクレオチド試薬は、プローブの３’－ヒドロキシルへのライゲーションのために
５’－リン酸塩を含むことができる。
【００５３】
ＶＩ．制御装置
　本教示のシステムは、少なくとも１つの制御装置を含むことができる。制御装置は、シ
ステムの様々な部分と相互作用する（を制御する、配列する、かつ／または記録する）こ
とができる。例えば、制御装置は特に、試薬運搬システムおよび／または検出器の動作と
連動することができる。
【００５４】
　制御装置は、試薬運搬システムのあらゆる適切な態様と連動することができる。いくつ
かの実施例では、制御装置は、ポンプが動作されるときの判断、ポンプ動作の速度、動作
されるポンプのサブセットの選択などの、（１つまたは複数の）ポンプの動作を制御する
ことができる。別の方法では、または、それに加えて、制御装置は例えば、特に反応区画
への添加のためにどの（１つまたは複数の）試薬が選択されるか、どの順序で、どの速度
で、かつ／またはどれだけの長さでなのかを判断するように弁の動作を制御することがで
きる。制御装置はまた、ポンプおよび／または弁の動作に関するユーザの好みに対するユ
ーザからの入力を受けることができる、かつ／あるいは試薬運搬の態様に関するデータを
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記憶かつ／または報告することができる。
【００５５】
　制御装置は、（１つまたは複数の）検出器のあらゆる適切な態様と連動することができ
る。いくつかの実施例では、制御装置は、検出器が動作されるとき、かつ／またはどのナ
ノワイヤアセンブリが所与の時間に検出器に電気的に結合されるか、かつ／またはどの順
序か、（１つまたは複数の）ナノワイヤアセンブリを支持する基板に加えられるバックゲ
ート電圧の大きさおよびタイミング、ナノワイヤアセンブリに加えられる電圧および／ま
たは電流、および／またはその他を判断することなどの、（１つまたは複数の）検出器の
動作を制御することができる。制御装置はまた、（１つまたは複数の）検出器の動作に関
するユーザの好みに対するユーザからの入力を受けることができ、かつ／または検出の態
様に関するデータを収集、記憶、かつ／または報告することができる。
【００５６】
（実施例）
ＶＩＩ．実施例
　以下の実施例は、核酸のナノワイヤベース分析用システムの選択した態様および実施形
態を説明している。これらの実施例は例示するために含まれているものであり、本教示の
全体の範囲を制限または規定することを意図したものではない。
【００５７】
（実施例１）ナノワイヤ配列
　本実施例は、ナノワイヤアセンブリの例示的配列を説明している。図３を参照のこと。
【００５８】
　ナノワイヤ配列８０は、基板８４に支持された複数のナノワイヤアセンブリ８２を含む
ことができる。ナノワイヤアセンブリは、ここで示すように、基板上で直線配列、かつ／
または２次元（もしくは３次元）配列で配置することができる。
【００５９】
　各ナノワイヤアセンブリは、間隔を置いて配置した電極８８の間に延びているナノワイ
ヤ８６を含むことができる。ナノワイヤは電極に電気的に結合させることができ、それに
よって電流はナノワイヤを通して電極間を通ることができる。例示的な電極は、導電性材
料、一般的には（１つまたは複数の）導電性の金属または金属合金で形成することができ
る。例示的な実施形態では、電極は金で形成することができる。電極は、ナノワイヤの配
置前または後に基板上に形成することができる。例示的な実施形態では、電極はフォトリ
ソグラフィおよび／またはイオンビームリソグラフィによって形成することができる。
【００６０】
　基板は、あらゆる適切な構成および構造を有することができる。いくつかの実施形態で
は、基板は全体的に平面であってもよく、半導体層（シリコンなど）の上に配置された電
気絶縁層（二酸化ケイ素など）を含むことができる。半導体層は、ナノワイヤアセンブリ
が電界効果トランジスタ（ＦＥＴ）として機能し、電極はソースおよびドレインとして働
くとき、バックゲート電圧を印加するために使用される。
【００６１】
　各ナノワイヤアセンブリは、ナノワイヤに結合された核酸９２を含むことができる。核
酸は、プローブ９４（プライマなど）、およびプローブと塩基対になった検体９６（テン
プレートなど）を含むことができる。アセンブリ（または、２つ以上のアセンブリのサブ
セット）は、本例示に示すように、同じプローブを含むことができ、または異なるプロー
ブを含むことができる。アセンブリ（または、２つ以上のアセンブリのサブセット）は、
本例示に示すように、同じ検体（または、検体領域）、または異なる検体を含むことがで
きる。
【００６２】
（実施例２）ナノワイヤへの核酸の結合
　本実施例は、ナノワイヤへ核酸を結合させる例示的な方法を記載している。図４および
５を参照のこと。
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【００６３】
　図４は、１０６の矢印で示すように、テンプレート１０４を受けるように準備されたナ
ノワイヤアセンブリ１０２の例示的配列１００を示している。各ナノワイヤアセンブリは
、ナノワイヤ１０８、およびナノワイヤに結合された異なるプローブ１１０を含むことが
できる。プローブは、ナノワイヤが配列に配置される前または後にナノワイヤに結合する
ことができる。テンプレート１０４は、配列と接触して配置し、プローブとハイブリッド
形成することが可能であり、かつ／またはナノワイヤに直接結合させることが可能である
。したがって、プローブはテンプレートおよび非テンプレート種の核酸混合物から相補的
テンプレートを選択するように構成することができる。ハイブリダイゼーション後、対に
なっていないテンプレート（および非テンプレート種）を取り除くことができる。
【００６４】
　図５は、１２６の矢印で示すように、プライマ１２４を受けるように準備されたナノワ
イヤアセンブリ１２２の例示的配列１２０を示している。各ナノワイヤアセンブリは、ナ
ノワイヤ１２８、およびナノワイヤに結合された異なる（または同じ）テンプレート１３
０を含むことができる。テンプレートは、ナイワイヤが配列に配置される前または後にナ
ノワイヤに結合することができる。プライマ１２４は、配列と接触して配置し、テンプレ
ートとハイブリッド形成することが可能であり、かつ／またはナノワイヤに直接結合する
ことが可能である。したがって、テンプレートはプライマ混合物から相補的プライマを選
択するように構成することができる。ハイブリダイゼーション後、対になっていない（例
えば、過剰な）プライマ分子を取り除くことができる。
【００６５】
（実施例３）ナノワイヤベース配列決定システム
　本実施例は、ナノワイヤベース配列決定装置、方法、およびデータを含む例示的システ
ムを記載している。図６～８参照のこと。
【００６６】
　ナノワイヤベース配列決定システム１４０は、ナノワイヤアセンブリ１４８の配列１４
６を保持する反応区画１４４と流体連通する試薬運搬システム１４２を含むことができる
。システムはまた、ナノワイヤアセンブリの配列に電気的に結合された（結合可能な）検
出器１５０と、検出器および試薬運搬システムと流体連通する制御装置１５２とを含むこ
とができる。
【００６７】
　試薬運搬システム１４２は、配列１４６と接触するように反応区画１４４を通して流体
を移動させるように構成されている。したがって、試薬運搬システムはそれぞれＤＮＡポ
リメラーゼ分子１６４と共に水溶液内に配置された、４つの異なるヌクレオシド三リン酸
（ｄＮＴＰ）１５６、１５８、１６０および１６２などの核酸の共有結合修飾用の複数の
流体試薬１５４を含むことができる。流体試薬はまた、例えば、ナノワイヤアセンブリと
接触した後に、反応区画からｄＮＴＰ試薬を洗うのに使用することができる、洗浄試薬１
６６を含むことができる。流体試薬の移動は、例えば、流体試薬の下流側に配置されたポ
ンプ１６８によって駆動することができる。ポンプは、反応区画へ（かつこれを通して）
各流体試薬を駆動することができる。流体試薬は、試薬リザーバ１７２と反応区画の間に
配置された弁１７０の選択開閉に応じて選択することができる。試薬運搬システムは、試
薬リザーバ、反応区画、反応区画の下流側に配置された排水リザーバ１７４、およびこれ
らの構造の間に延びるかつ／またはこれらの構造を画定する経路１７６を含む、流体を保
持するための複数の区画を画定することができる。いくつかの実施例では、試薬運搬シス
テムは平面基板上に配置することができ、流体を保持かつ担持するミクロ流体（またはよ
り大きい）通路が、基板に当接された流体層によって平面基板にかつ／またはその上に形
成されている。
【００６８】
　ナノワイヤ配列１４６は、プライマ１８０と塩基対になったテンプレート１７８に対応
する核酸にそれぞれ結合されたナノワイヤアセンブリを含むことができる。動作において
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、ヌクレオチド付加試薬１５６～１６２は反応区画に個別に分配することができる。各付
加前、その間、かつ／またはその後、検出器は各ナノワイヤアセンブリの伝導性を測定す
ることができ、各ヌクレオチドがテンプレートの配列に基づきプライマに付加されたかど
うか、または付加された場合、いくつのサブユニットが付加されたかを判断することが可
能になる。
【００６９】
　図７は、図６で示す配列決定システムで行うことができる、核酸テンプレートの配列決
定の例示的な方法２００を示している。この方法は、２０２で示す、ナノワイヤアセンブ
リを提供する段階を含むことができる。ナノワイヤアセンブリは、ナノワイヤ、テンプレ
ート、およびテンプレート用プライマを含むことができる。ナノワイヤアセンブリは、ア
センブリの配列の一部であってもよい。この方法は、２０４で示す、ナノワイヤアセンブ
リをヌクレオチド付加試薬と接触させる段階を含むことができる。ヌクレオチド付加試薬
は例えば、ポリメラーゼおよびヌクレオシド三リン酸を含むことができる。この方法は、
２０６で示す測定する段階を含むことができる。測定は、１つまたは複数のヌクレオチド
が各ナノワイヤアセンブリに（共有結合的に）付加されたかどうかを判断するように、接
触させる段階前、その間、かつ／またはその後に各ナノワイヤアセンブリの電気特性を検
出することができる。接触させる段階および測定する段階は、２０８で示すように、他の
ヌクレオチド試薬（または、そのサブセットのみ）で繰り返すことができる。いくつかの
実施例では、４つの異なるヌクレオチド試薬（または、２つの知られている単一ヌクレオ
チド多型性に対応する２つの異なるヌクレオチド試薬などの、その適切なサブセット）が
それぞれナノワイヤアセンブリに別々に接触するまで、これらの段階を繰り返すことがで
きる。プライマの端部にすぐ隣接したテンプレートの単一のヌクレオチド位置のみに関心
がある場合、方法は２１０で示すように終了することができる。しかし、制御装置がテン
プレートの追加のヌクレオチド位置に関する配列情報を得るためにさらにテンプレートを
配列決定することができるかつ／または配列決定すべきであると判断した場合、接触、測
定、および繰り返し段階は、もう１つ追加のサイクル中に、２１２で示すように再び行う
ことができる。
【００７０】
　図８は、図７の方法２００を使用して得ることができる例示的データを示している。４
つのｄＮＴＰ（ポリメラーゼを含む）はそれぞれ、２２０で示すように、１対のナノワイ
ヤアセンブリ２２２に段階的に分配される。グラフ２２４は、２２８で示される各付加後
に測定される伝導性に対して、２２６で示される分配された各ヌクレオチド試薬を描いて
いる。特定のヌクレオチドとの接触中かつ後の伝導性の増加は、テンプレートストランド
内の対応する位置での、特定のヌクレオチドと相補的な相手ヌクレオチドを示す。増加の
大きさは、どれだけのヌクレオチドサブユニットが結合されたかを示し、増加はナノワイ
ヤアセンブリの各プライマ分子に結合されたヌクレオチドサブユニットの数にほぼ比例し
ている。したがって、２３０で示す上側の図は、ＡＧＧＴＴＣＡＡの共有結合付加を示し
、２３２で示す下側の図はＧＡＧＴＣＣＡの共有結合付加（したがって、テンプレートの
対応する領域での相補的配列の存在）を示す。
【００７１】
（実施例４）ライゲーションを利用したナノワイヤベース分析
　本実施例は、ナノワイヤに関連した核酸のライゲーションを使用した核酸分析を記載し
ている。図９参照のこと。
【００７２】
　人間は実質的に同一のゲノムを有する。したがって、母集団内の配列変異の位置（例え
ば、単一ヌクレオチド多型性）を利用して、特に、個体または血統を（例えば、法医学的
目的で）特定し、遺伝子的疾病もしくは状態を診断し、および／または治療計画に対する
反応を予測する（例えば、薬剤の選択を容易にする）ことができる。ライゲーションベー
ス分析は、母集団の配列変異の個別の位置を配列決定するのに適している可能性がある。
特に、ライゲーションベース分析は、母集団の個体中の知られている変異のヌクレオチド
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位置の配列決定を可能にするプローブを発生させるように、核酸検体の多く知られている
配列を利用することができる。
【００７３】
　図９は、ライゲーションを使用したナノワイヤベース配列決定方法のフローチャート２
５０、およびこの方法を使用して得ることができる例示的データを示している。
【００７４】
　ナノワイヤアセンブリ２５２、２５４を設けることができる。アセンブリは、ナノワイ
ヤ２５６、および各ナノワイヤに結合された異なるプローブ２５８、２６０を含むことが
できる。プローブは、人間母集団内のヌクレオチド配列変異の領域を含むことができる。
特に、プローブ（または、その領域）は１つ（またはいくつかの）ヌクレオチドのみによ
って異なることができ、各プローブは母集団の多型性の異なる配列変種（ｓｅｑｕｅｎｃ
ｅ　ｖｅｒｓｉｏｎ）に対応している。さらに、プローブ間の配列の違いをプローブの端
部に、またはその近くに配置することができ、それによってテンプレートとのプローブの
非対合がプローブの端部で起こる。
【００７５】
　（母集団内に）多型性ヌクレオチド２６４を有するテンプレート２６２は、２６６に示
すようにナノワイヤアセンブリに接触することができる。テンプレートは、核酸二本鎖２
６８、２７０を形成するように、各プローブと塩基対になることができる。しかし、プロ
ーブ２５８は２７２に示すように二本鎖２６８内で部分的に対合されない可能性がある。
というのは、このプローブは多型性ヌクレオチドとの塩基対を形成しないからである。プ
ローブ２６０は、２７４に示すように二本鎖２７０内のテンプレートと完全に対合される
。というのは、このプローブは多型性ヌクレオチドとの塩基対を形成するからである。
【００７６】
　伸張した核酸２７６およびリガーゼ酵素は、２７８で示すように、ナノワイヤアセンブ
リと接触することができる。伸張した核酸は、各プローブに隣接する位置でテンプレート
と対になるように構成された（５’－リン酸化）オリゴヌクレオチドであってもよい。し
たがって、アセンブリ２８３内のプローブ２６０の伸張変種（ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｖｅｒ
ｓｉｏｎ）であるライゲーション生成物２８２を生成するように、伸張した核酸およびプ
ローブの併置端部を２８０で示すようにリガーゼ酵素によって結合することができる。し
かし、伸張した核酸およびプローブ２５８の端部は、アセンブリ２８４内の十分なライゲ
ーションのために実質的には併置されていない。
【００７７】
　２８５に示すように、核酸二本鎖を解離することができる。この解離は、元のプローブ
２５８およびライゲーション生成物２８２をそれぞれのナノワイヤに結合させたまま、テ
ンプレートを両方のナノワイヤから、かつ（非ライゲーション）伸張した核酸を上側ナノ
ワイヤのみから解放することができる。
【００７８】
　ナノワイヤの伝導性は、それぞれ２８６および２８８に示すように、一連の動作前後に
検査することができる。得ることができる例示的データが、グラフ２９０に示されている
。プローブ２５８はライゲーションによって長くならず、したがって関連するナノワイヤ
の伝導性は２９２に示すように変わらない。プローブ２６０はライゲーションによって延
長され、したがって関連するナノワイヤの伝導性は２９４に示すように大きくなる。
【００７９】
　上に示した方法は、様々な方法で変更することができる。例えば、単一プローブを異な
る伸張で順次使用することができる。特に、プローブは多型性ヌクレオチドに隣接したテ
ンプレートとハイブリッド形成することができ、その後、多型性ヌクレオチドの異なる変
種とハイブリッド形成する異なる電位の伸張した気質が別個に付加されてよく、プローブ
にライゲーションされる能力を検査することができる。
【００８０】
　ライゲーション状態の別の例示的議論、およびライゲーションの他の態様が、例えば、
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本明細書に参照として組み込まれる米国特許第６５１１８１０号（第１７欄、５８行目か
ら第１８欄、４７行目までなど）に記載されている。
【００８１】
（実施例５）切断でのナノワイヤベース分析
　本実施例は、ヌクレアーゼでの核酸の選択的切断を使用した例示的なナノワイヤベース
システムを記載している。図１０参照のこと。
【００８２】
　別個の核酸二本鎖３０４、３０６を含むナノワイヤアセンブリ３００、３０２は、ヌク
レアーゼを使用して、３０８、３１０に示すように、二本鎖の異なる切断によって区別す
ることができる。ヌクレアーゼは、一次配列、塩基対不一致、非対端部、二本鎖の存在、
二本鎖の不在、および／またはその他により二本鎖を選択的に切断することができる。プ
ローブ３１２、３１４の異なる切断は、別個の二本鎖解離段階があってもなくてもナノワ
イヤアセンブリの伝導性を測定することによって検出することができる。いくつかの実施
例では、プローブの適当な選択により、本例示に示すように、切断を二本鎖の切断誘導不
安定化として検出することが可能になる。
【００８３】
（実施例６）ナノワイヤに対する核酸の例示的な結合
　本実施例は、各核酸に沿った２つ以上の位置でのナノワイヤに対して核酸を結合させる
例示的方法を記載している。図１１参照のこと。
【００８４】
　各核酸（すなわち、検体および／またはプローブ）は、核酸に沿って１つまたは複数の
位置でナノワイヤに結合することができる。いくつかの実施例では、核酸は２つ以上の間
隔を置いて配置した（すなわち、核酸の１つまたは複数のヌクレオチド分だけ離れた）位
置で結合することができる。多数の位置での結合は、単一の部位での結合よりも、ナノワ
イヤにより平行である配向に核酸を制約することができる。したがって、多数の結合位置
の使用により、核酸の異なる領域に対してナノワイヤから間隔を置いた小さな変異で、ナ
ノワイヤのより近くに核酸を位置決めすることができる。核酸をナノワイヤにより近くに
、より制約した構成で配置することによって、電気特性の変化を測定することができる感
度を大きくすることができ、また核酸の異なる領域に対して測定される変化のばらつきを
小さくすることができる。その結果、核酸分子毎の多数の結合部位の使用により、特に（
１）各検体に対するより多くの配列情報（すなわち、より長い読取）、（２）ナノワイヤ
毎のより少ない検体分子での配列分析、および／または（３）検体のより一貫した配列分
析などの、単一位置結合を凌ぐいくつかの利点が可能になる。
【００８５】
　図１１は、核酸に沿った２つ以上の位置（例えば、位置３５６、３５８）でのアセンブ
リのナノワイヤ３５４への核酸３５２（検体および／またはプローブ）の分子の結合中の
例示的なナノワイヤアセンブリ３５０を示している。各結合位置は、特異結合対３６０に
よって形成することができる（上記セクションＩＩＩ参照）。例えば、ナノワイヤ３５４
は第１の結合部位３６２に連結することができ、核酸３５２は第１の結合部位に特異結合
する第２の結合部位３６４に連結することができる。核酸の各分子は、核酸に沿って２つ
以上の結合位置を提供するように、第２の結合部位の２つ以上の部分に連結する（または
、一体的に含まれる）ことができる。前記部分は、ナノワイヤへの核酸の２つ以上の別個
の領域の連結を容易にするために、互いに間隔を置いて配置されてよく、例えば核酸の対
向端部にほぼ向かって配置されてよい。例示的な第１および第２の結合部位はそれぞれ、
特に（１）ストレプトアビジンおよびビオチン、（２）ビオチンおよびストレプトアビジ
ン、および／または（３）相補的核酸を含むことができる。塩基対合が２つ以上の間隔を
置いた位置でナノワイヤに核酸を結合させるために使用される場合、核酸自体の間隔を置
いた領域を塩基対合相互作用に使用することができる。間隔を置いた領域の１つまたは複
数に配置された（かつ、ナノワイヤにより直接連結された）塩基対相手はまた、プローブ
／プライマとして働くことができ、または個別のプローブ／プライマは核酸とハイブリッ
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ド形成させることができる。
【００８６】
　上記開示は、独立した使用で多数の個別の発明を含むことができる。これらの発明はそ
れぞれ（１つまたは複数の）形態で開示されているが、本明細書で開示および例示したそ
の特定の実施形態は限定的な意味で考えられるべきものではない。というのは、多くの変
更が可能であるからである。発明の主題は、本明細書に開示された様々な要素、特性、機
能、および／または性状の全ての新規かつ非自明の組合せおよびサブコンビネーションを
含む。特許請求の範囲は特に、新規かつ非自明であるとみなされる特定の組合せおよびサ
ブコンビネーションを指摘している。特性、機能、要素、および／または性状の他の組合
せおよびサブコンビネーションで具体化された発明は、これによる優先権を主張する応用
例、または関連する応用例で請求することができる。このような特許請求の範囲はまた、
異なる発明または同じ発明を対象としているかどうか、かつ元の特許請求の範囲より広い
か、狭いか、同一であるか、または異なるかどうかに関わらず、本開示の発明の主題内に
含まれるとみなされる。
【図面の簡単な説明】
【００８７】
【図１】本教示の態様による、核酸のナノワイヤベースの検出および／または分析用の例
示的なシステムの略図である。
【図２】本教示の態様による、核酸のナノワイヤベース分析の例示的な方法のフローチャ
ートである。
【図３】本教示のシステムに含むことができるナノワイヤアセンブリの例示的配列の多少
概略的な図である。
【図４】本教示の態様による、ナノワイヤアセンブリの配列を作り出すように、ナノワイ
ヤにテンプレートを結合する例示的な手法の多少概略的な図である。
【図５】本教示の態様による、ナノワイヤアセンブリの配列を作り出すように、ナノワイ
ヤにプライマを結合させる例示的な手法の多少概略的な図である。
【図６】本教示の態様による、核酸のナノワイヤベース配列決定のための例示的システム
の多少概略的な図である。
【図７】本教示の態様による、核酸のナノワイヤベース配列決定のための例示的方法のフ
ローチャートである。
【図８】本教示の態様による、ナノワイヤアセンブリの配列を使用した核酸配列決定の例
示的手法、およびこの手法で得ることができる例示的データのグラフの多少概略的な図で
ある。
【図９】本教示の態様による、ライゲーションを使用した核酸のナノワイヤベース分析の
例示的方法の多少概略的なフローチャートである。
【図１０】本教示の態様による、切断を使用した核酸のナノワイヤベース分析の例示的方
法の多少概略的なフローチャートである。
【図１１】本教示の態様による、核酸に沿った２つ以上の間隔を置いた位置でのアセンブ
リのナノワイヤへの核酸（検体および／またはプローブ）の結合中の例示的なナノワイヤ
アセンブリの多少概略的な図である。
【符号の説明】
【００８８】
　２０　システム
　２２　試薬運搬システム
　２３　ナノワイヤアセンブリ
　２４　ナノワイヤアセンブリ
　２６　検出器
　２８　制御装置
　３０　試薬
　３２　ナノワイヤ
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　３４　核酸
　３６　ナノワイヤ
　３８　検体
　４０　プローブ
　４２　検体
　４４　ナノワイヤ
　４６　検出器
　４８　試薬運搬システム
　８０　ナノワイヤ配列
　８２　ナノワイヤアセンブリ
　８４　基板
　８６　ナノワイヤ
　８８　電極
　９２　核酸
　９４　プローブ
　９６　検体
　１００　配列
　１０２　ナノワイヤアセンブリ
　１０４　テンプレート
　１０８　ナノワイヤ
　１１０　プローブ
　１２０　配列
　１２２　ナノワイヤアセンブリ
　１２４　プライマ
　１２８　ナノワイヤ
　１３０　テンプレート
　１４０　システム
　１４２　試薬運搬システム
　１４４　反応区画
　１４６　配列
　１４８　ナノワイヤアセンブリ
　１５０　検出器
　１５２　制御装置
　１５４　流体試薬
　１５６　ヌクレオシド三リン酸
　１５８　ヌクレオシド三リン酸
　１６０　ヌクレオシド三リン酸
　１６２　ヌクレオシド三リン酸
　１６４　ＤＮＡポリメラーゼ分子
　１６６　洗浄試薬
　１６８　ポンプ
　１７０　弁
　１７２　試薬リザーバ
　１７４　排水リザーバ
　１７６　経路
　１７８　テンプレート
　１８０　プライマ
　２２２　ナノワイヤアセンブリ
　２５２　ナノワイヤアセンブリ
　２５４　ナノワイヤアセンブリ
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　２５６　ナノワイヤ
　２５８　プローブ
　２６０　プローブ
　２６２　テンプレート
　２６４　多型性ヌクレオチド
　２６８　核酸二本鎖
　２７０　核酸二本鎖
　２７６　核酸
　２８２　ライゲーション生成物
　２８３　アセンブリ
　３００　ナノワイヤアセンブリ
　３０２　ナノワイヤアセンブリ
　３０４　核酸二本鎖
　３０６　核酸二本鎖
　３５０　ナノワイヤアセンブリ
　３５２　核酸
　３５４　ナノワイヤ
　３６２　結合部材
　３６４　結合部材

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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