
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
質量標識の質量分析法によりプローブのハイブリダイゼーションを測定する方法における
、所定の鎖長の既知の塩基配列に結合された質量標識を有するハイブリダイゼーションプ
ローブを用いる方法であって、質量標識が開裂可能であるように塩基配列に結合され、エ
レクトロスプレーイオン化によりプローブから切り離されることを特徴とする方法。
【請求項２】
質量分析法によりプローブのハイブリダイゼーションを測定する方法における、各々所定
の鎖長の既知の塩基配列に結合された質量標識を有するハイブリダイゼーションプローブ
アレイを用いる方法であって、質量標識は各々開裂可能にそのそれぞれの既知塩基配列に
結合され、質量標識はエレクトロスプレーイオン化によりハイブリダイゼーションしたプ
ローブから切り離されることを特徴とする方法。
【請求項３】
各々の質量標識が、アレイ中のその他の質量標識それぞれに対し、一義的に同定可能であ
る、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記塩基配列の所定の鎖長が、２乃至２５である請求項１乃至３のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項５】
質量標識が衝突開裂可能な結合、光開裂可能な結合、化学的に開裂可能な結合または熱的
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に開裂可能な結合によって既知の塩基配列に開裂可能であるように結合されている、請求
項１乃至４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
結合が質量分析計のイオン化室内で開裂する、請求項１乃至５のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項７】
質量標識が、エレクトロスプレーイオン化に対して質量標識より安定性が小さい結合によ
り既知の塩基配列に開裂可能であるように結合されている、請求項１乃至６のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項８】
質量標識がイオン化条件下において負に荷電される、請求項１乃至７のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項９】
質量標識が質量分析計内において既知の塩基配列から分離可能である、請求項１乃至８の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
質量標識が５０Ｖのエレクトロスプレーイオン化に対して安定である、請求項１乃至９の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
既知の塩基配列が、認識部位から所定分ずれた位置を切断する制限エンドヌクレアーゼの
認識部位を有するアダプターオリゴヌクレオチドの突出末端を有する、請求項１乃至１０
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
既知の塩基配列が複数の同一の質量標識に結合される、請求項１乃至１１のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１３】
ポリメラーゼ連鎖反応またはリガーゼ連鎖反応中にプローブのハイブリダイゼーションを
測定するための、請求項１乃至１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
方法が専らインラインで実施される、請求項１乃至１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
プローブアレイと標的核酸とのハイブリダイゼーションを測定するための方法であって、
（ａ）プローブを標的核酸にハイブリダイゼーションさせる条件下において、標的核酸と
アレイ中の各々のハイブリダイゼーションプローブとを接触させるステップであって、各
々のプローブは所定の鎖長の既知の塩基配列に結合された質量標識を有し、アレイの各々
の質量標識はそのそれぞれの既知塩基配列に開裂可能に結合されているステップと
（ｂ）ハイブリダイゼーションしたプローブからエレクトロスプレーイオン化により質量
標識を切り離して質量標識を放出させるステップと
（ｃ）質量分析法を用いて放出された質量標識を同定することによりハイブリダイゼーシ
ョンしたプローブを同定するステップと、
を含む方法。
【請求項１６】
各々の質量標識が、アレイ中のその他の質量標識それぞれに対し、一義的に同定可能であ
る、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
プローブと標的核酸とのハイブリダイゼーションを測定するための方法であって、
（ａ）プローブを標的核酸にハイブリダイゼーションさせる条件下において標的核酸と所
定の鎖長の既知の塩基配列に結合された質量標識を有するハイブリダイゼーションプロー
ブを接触させるステップであって、質量標識はそのそれぞれの既知塩基配列に開裂可能に
結合しているステップと、
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（ｂ）ハイブリダイゼーションしたプローブからエレクトロスプレーイオン化によって質
量標識を切り離して質量標識を放出するステップと
（ｃ）質量分析法を用いて放出された質量標識を同定することによりハイブリダイゼーシ
ョンしたプローブを同定するステップと、
を含む方法。
【請求項１８】
塩基配列の所定の鎖長が２～２５である、請求項１５乃至１７のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１９】
質量標識が、衝突開裂可能な結合、光開裂可能な結合、化学的に開裂可能な結合または熱
的に開裂可能な結合によって既知の塩基配列に開裂可能に結合されている、請求項１５乃
至１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
結合が質量分析計のイオン化室内で開裂される請求項１５乃至１９のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項２１】
各質量標識が、エレクトロスプレーイオン化に対して質量標識より安定性が小さい結合に
よりそのそれぞれの既知の塩基配列に開裂可能に結合されている、請求項１５乃至２０の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
各質量標識がイオン化条件下において負に荷電される、請求項１５乃至２１のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項２３】
質量標識および既知の塩基配列が、質量分析計内に導入される前に分離しない、請求項１
５乃至２２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
質量標識が５０Ｖのエレクトロスプレーイオン化に対して安定である、請求項１５乃至２
３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
既知の塩基配列が、認識部位から所定分ずれた位置を切断する制限エンドヌクレアーゼの
認識部位を有するアダプターオリゴヌクレオチドの突出末端を有する、請求項１５乃至２
４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２６】
既知の塩基配列が複数の同一の質量標識に結合される、請求項１５乃至２５のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項２７】
インラインで実施される、請求項１５乃至２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
オリゴヌクレオチドチップを読みとるための、請求項２乃至１２のいずれか１項に記載の
ハイブリダイゼーションプローブアレイを用いる方法であって、質量標識がエレクトロス
プレーイオン化により開裂される方法。
【請求項２９】
オリゴヌクレオチド結合試薬を同定するための競合的結合アッセイにおける、請求項２乃
至１２のいずれか１項に記載のハイブリダイゼーションプローブアレイを用いる方法であ
って、質量標識がプローブからエレクトロスプレーイオン化によって切り離される方法。
【請求項３０】
ポリメラーゼ連鎖反応またはリガーゼ連鎖反応において、所定の配列に対するプローブと
して請求項２乃至１２のいずれか１項に記載のハイブリダイゼーションプローブアレイを
用いる方法であって、質量標識がプローブからエレクトロスプレーイオン化によって切り
離される方法。
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【請求項３１】
ｃＤＮＡを特徴づけるための方法であって、
（ａ）１種以上のｃＤＮＡ集団を有する試料を制限エンドヌクレアーゼで切断し、ｃＤＮ
Ａの一方の末端を形成する断片であってその制限部位がｃＤＮＡの末端に近接する基準部
位にある断片を単離するステップと、
（ｂ）単離された断片を第１の試料作成エンドヌクレアーゼで基準部位から既知の距離ず
れた位置にある第１の試料作成部位で切断して、第１および第２の小断片を形成するステ
ップであって、第１および第２の小断片の各々が所定の鎖長の突出末端配列と未知の配列
とを有し、第１の小断片がｃＤＮＡの末端を有するステップと、
（ｃ）第１または第２の小断片のどちらかをそれらの突出末端配列により小集団に分類し
、各小集団の突出末端配列を第１の突出末端として記録するステップと、
（ｄ）各小集団の小断片を、第１の試料作成エンドヌクレアーゼと同じまたは異なる第２
の試料作成エンドヌクレアーゼで第１の試料作成部位から既知の距離ずれた位置にある第
２の試料作成部位で切断して、所定の鎖長の第２の突出末端配列と未知の配列とを有する
さらなる小断片を各小断片から形成するステップと、
（ｅ）第２の突出末端配列のそれぞれを決定するステップと、
を含み、
各小断片の第１および第２の突出末端配列を合わせた鎖長が６～１０であり、基準部位な
らびに第１および第２の突出末端の配列および相対位置がｃＤＮＡを特徴づけ、第１の試
料作成エンドヌクレアーゼが第１の認識部位に結合して制限エンドヌクレアーゼの制限部
位から所定分ずれた位置にある第１の試料作成部位で切断し、第１および／または第２の
認識部位は請求項１１に記載のハイブリダイゼーションアレイからの第１および／または
第２のアダプターオリゴヌクレオチド中にあって、単離された断片の制限部位にハイブリ
ダイゼーションされる方法であって、質量標識がプローブからエレクトロスプレーイオン
化によって切り離される方法。
【請求項３２】
核酸を配列決定するための方法であって、
（ａ）各断片が独自の量で存在し、一方の末端に所定の鎖長の突出末端配列と未知の配列
とを形成する核酸断片を含む標的核酸集団を入手するステップと、
（ｂ）各断片の他方の末端を保護するステップと、
（ｃ） (i)リガーゼが存在するハイブリダイゼーション条件下において、断片と、突出末
端配列と同じ所定の鎖長を有する塩基配列を有し、その所定の鎖長の全ての可能な塩基配
列を有する請求項１１に記載のハイブリダイゼーションプローブアレイとを接触させ、任
意のライゲーションしたアダプターオリゴヌクレオチドを取り出し、質量標識を放出させ
て質量分析計により放出された質量標識を同定することによって任意のライゲーションし
たアダプターオリゴヌクレオチド各々の量を記録するステップであって、質量標識がプロ
ーブからエレクトロスプレーイオン化によって切り離されるステップと、
（ｉｉ）ライゲーションされたアダプターオリゴヌクレオチドと、認識部位に結合し、断
片を切断して、以前の突出末端配列と隣接または重複する新たな突出末端配列を露出させ
る塩基配列決定酵素とを接触させるステップと、
（ｉｉｉ）十分な回数ステップ（ｉ）および（ｉｉ）を繰り返し、各突出末端配列につい
て記録された量を比較することにより断片の配列を決定するステップと
により断片の各々を塩基配列決定するステップと
を含む方法。
【請求項３３】
プローブアレイと標的核酸とのハイブリダイゼーションを測定するための方法であって、
（ａ）プローブを標的核酸にハイブリダイゼーションさせる条件下において、標的核酸と
アレイ中の各々のハイブリダイゼーションプローブとを接触させ、ハイブリダイゼーショ
ンしていない材料を除去するステップであって、各々のプローブは所定の鎖長の既知の塩
基配列に結合された質量標識を有し、アレイの各々の質量標識はそのそれぞれの既知塩基
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配列に開裂可能にされているステップと
（ｂ）ハイブリダイゼーションしたプローブからエレクトロスプレーイオン化により質量
標識を切り離して質量標識を放出させるステップと
（ｃ）質量分析法を用いて放出された質量標識を同定することによりハイブリダイゼーシ
ョンしたプローブを同定するステップと、
を含む方法。
【請求項３４】
プローブと標的核酸とのハイブリダイゼーションを測定するための方法であって、
（ａ）プローブを標的核酸にハイブリダイゼーションさせる条件下において標的核酸と所
定の鎖長の既知の塩基配列に結合された質量標識を有するハイブリダイゼーションプロー
ブを接触させ、ハイブリダイゼーションしていない材料を除去するステップであって、質
量標識はそのそれぞれの既知塩基配列に開裂可能に結合しているステップと、
（ｂ）ハイブリダイゼーションしたプローブからエレクトロスプレーイオン化によって質
量標識を切り離して質量標識を放出するステップと
（ｃ）質量分析法を用いて放出された質量標識を同定することによりハイブリダイゼーシ
ョンしたプローブを同定するステップと、
を含む方法。
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明はハイブリダイゼーションプローブアレイと、ハイブリダイゼーションプローブの
使用と、このようなプローブアレイのハイブリダイゼーションを検知する方法と、ｃＤＮ
Ａを特徴づける方法と、核酸の塩基配列を決定する方法と、に関する。
背景技術
質量分析法は、分子の質量を測定するための感度の高い方法であり、非常に感度が高いの
で、詳細な構造情報を得るためにも使用することができる。本質的に、被分析分子は真空
中で気化され、イオン化される。気化相のイオンは電磁場により加速され、電磁場にける
分子の挙動を分析することによりそれらの質量／電荷比が測定される。系の主要な標的に
より測定される種々の質量分析法またはそれらが使用する種々のイオン化法に基づいた種
々の質量分析法が存在する。概して、質量分析法は、分子の質量を測定する、分子を同定
する、または構造情報を獲得することを目的として、分子を直接的に分析するために使用
される。（質量分析法のテキストブックは文献１参照）
組み合わせ化学（この分野の文献２参照）により、分子を間接的に分析する必要性が多く
なっている。現在、固相合成法を使用して、組み合わせ的にかなり多数の関連分子を生成
する種々の方法が存在する。ほとんどの系はビーズ上に個々の分子を生成するので、望ま
しい特性についてこれらをスクリーニングすることができる。しかし、被スクリーニング
分子が直接回収不可能である、または他の理由のために直接分析することが困難であるの
で、ビーズを間接的に標識することがしばしばあり、そのようなビーズ上の間接標識分子
が１つの解決法として提案されている。組み合わせライブラリーを「コードする」（文献
３参照）ほとんどの方法は、ある意味で「配列決定」することが可能である標識を使用す
ることを含むと思われ（文献４参照）、例えば、アミノ酸および核酸分子を配列決定する
方法は日常的に実施されており、今日では質量分析計でも実施される分析法であるように
、短鎖ペプチドおよびオリゴヌクレオチドでは比較的短時間であるので、アミノ酸および
核酸分子を使用してライブラリーをコードすることが多い。ハロゲン化ベンゼンおよび第
２級アミドなどの他の有機物質が配列決定可能であり、このような目的に使用することが
できる（文献５および６参照）。
別の方法（文献７参照）は、特定の同位体中で濃縮して、質量スペクトルで独自の同位体
信号を与える標識体を作成することができる種々の組み合わせモノマーを使用している。
この方法により、質量スペクトルの限定領域に別個の同位体ピークパターンを有する大多
数の標識体を作成することが可能である。この方法は、例えばビーズが大規模な組み合わ
せライブラリーから単離された１つの化合物を一義的に同定するのに理想的であるが、大
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多数の分子を同時に分離する問題もほぼ間違いなく有している。
文献１５乃至１７は、種々のリガンドの結合を検出する質量分析計の用途について開示し
ている。
発明の開示
本発明は、ハイブリダイゼーションプローブアレイであって、その各々が所定の鎖長の既
知の塩基配列に結合された質量標識を有し、アレイの各々の質量標識を、必要に応じて既
知の配列と共に、質量分析法によりその塩基配列と関連づけることが可能である、ハイブ
リダイゼーションプローブアレイを提供する。好ましくは、ハイブリダイゼーションプロ
ーブの各々は所定の鎖長の既知の塩基配列に開裂可能であるように結合された質量標識を
有し、アレイの各質量標識は、そのそれぞれの塩基配列から放出されたとき、質量分析法
により、一般に、アレイ中の全ての他の質量標識に対して好ましくは一義的に識別可能で
ある質量／電荷比によりその塩基配列と関連づけることが可能である。
本発明は、さらに、質量標識を、必要に応じて既知の塩基配列と共に、質量分析すること
によりプローブのハイブリダイゼーションを測定する方法における、所定の鎖長の既知の
塩基配列に結合された質量標識を有するハイブリダイゼーションプローブの使用を提供す
る。好ましくは、ハイブリダイゼーションプローブは、所定の鎖長の既知の塩基配列に開
裂可能であるように結合された質量標識を有する。
本発明は、さらに、プローブアレイと標的核酸とのハイブリダイゼーションを検知するた
めの方法であって、
（ａ）プローブを標的核酸にハイブリダイゼーションさせる条件下において、標的核酸と
、所定の鎖長の既知の塩基配列に結合された質量標識を有するハイブリダイゼーションプ
ローブアレイとを接触させるステップと、必要に応じてハイブリダイゼーションしていな
い材料を除去するステップと、
（ｂ）ハイブリダイゼーションしたプローブを質量分析法により同定するステップと、
を含む方法を提供する。
本発明は、さらに、プローブアレイと標的核酸とのハイブリダイゼーションを検知するた
めの方法であって、
（ａ）プローブを標的核酸にハイブリダイゼーションさせる条件下において、標的核酸と
、アレイの各々のハイブリダイゼーションプローブとを接触させるステップであって各プ
ローブが所定の鎖長の既知の塩基配列に結合された質量標識を有するステップと、必要に
応じてハイブリダイゼーションしていない材料を除去するステップと、
（ｂ）ハイブリダイゼーションしたプローブを質量分析法により同定するステップと、
を含む方法を提供する。
好ましくは、１または複数の質量標識は、既知の塩基配列に開裂可能であるように結合さ
れ、ハイブリダイゼーションした各プローブは、開裂されて質量標識を放出し、放出され
た標識が質量分析法により同定される。
塩基配列の所定の鎖長は、通常２～２５である。
各質量標識は、光開裂可能な結合、化学的に開裂可能な結合、または熱的に開裂可能な結
合によって既知の塩基配列に開裂可能に結合され得る。一実施態様によると、結合は、質
量分析計内にあるとき、例えば質量分析計のイオン化室内にあるときに開裂する。これは
、質量分析計に導入されていないときには、結合の開裂が生じる必要がないという利点が
ある。結合を適宜選択することにより、質量標識から既知の塩基配列が速やかに分離して
質量標識が容易に同定され得るように、質量分析計内で開裂を生じさせる。結合は、好ま
しくは電子衝撃イオン化に対して質量標識より安定性が小さい。これにより、質量分析計
内で、質量標識のどの部分もフラグメント化することなく、結合が開裂され得る。
好ましい実施態様において、質量標識は、５０ボルト、好ましくは１００ボルトの電子衝
撃イオン化に対して安定である。質量分析計内で生じる電子衝撃イオン化の条件により、
分子をフラグメント化させることができるので、特定の電圧の電子衝撃イオン化に対して
耐え得るか否かについて、質量標識の安定性を測定するのに便利である。電子衝撃イオン
化に対する安定性は、質量分析計内で経験する衝突が誘発する解離条件下における、分子
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の安定性の有用な指標ともなる。
好ましくは、質量標識は、質量分析計内で既知の塩基配列から分離可能である。それぞれ
の塩基配列から各質量標識を分離または精製する必要性がないので、このことは有利であ
る。従って、好ましい実施態様において、質量標識および既知の塩基配列は、質量分析計
内に導入される前は分離されない。
さらに好ましい実施態様では、本発明の方法は、専らインラインで実施される。インライ
ンは、本発明の方法のどの段階においてもオフラインで実施される段階がないことを意味
する。本発明の方法が連続的な方法として実施できることおよび容易に自動化できること
により、このことは有利である。
一実施態様において、各質量標識は、イオン化条件下において負に荷電されるように設計
される。これは、緩衝条件を置くことにより、質量標識に結合する核酸を正に荷電するこ
とができるという利点がある。こうすることにより、質量分析計内にあるとき、質量標識
は、 DNAから容易に分離し、質量スペクトルはバックグラウンドのノイズが少なくなる。
好ましくは、既知の塩基配列は、複数の同一の質量標識に結合されている。複数の同一の
質量標識を使用することは、複数の質量標識が同時に開裂することにより、高濃度の質量
標識を検知することができ、より大きいシグナルを生じさせることができるという利点が
ある。
一実施態様において、既知の塩基配列は、認識部位から所定分ずれた位置を切断する制限
エンドヌクレアーゼの認識部位を有するアダプターオリゴヌクレオチドの突出末端を有す
る。
本発明は、１つのマススペクトル上で比較的大多数の分子を同定することを可能にするた
めの、挙動性の良い質量スペクトル特性を有する標識の使用を提供する。挙動性が良いと
は、多数のイオン化状態が生じないようにし、また特に不安定な基を使用しないことによ
り、分子がスペクトル上に形成するピークの数を最小にすることを意味する。有機化学に
おいて数十年の歴史を有する質量分析法は、このような使用のために望ましい所与の分子
特徴および回避すべき所与の特徴を確認している。
標識分子を分析するための質量分析法
分子、特に生物分子を、分子同定指標としての「質量」で標識することが可能である。分
子の質量を分子の同定と関連づけるコードは、作成が容易であり、例えば同定することが
望ましい１組の分子を考えると、別個の各被同定分子に対して漸増する質量を選択するだ
けでよい。明らかに、多数の分子は質量だけに基づいて同定することができ、標識は不要
であると思われるかもしれない。所与の組の分子は独特ではあっても、質量は非常に近接
しており、多様にイオン化することがあるので、質量分析計内での分離が困難になること
により、質量標識が使用されるということができる。同重体であることが多いが、依然別
個である核酸では特にこのことがいえ、例えば配列ＴＡＴＡはＴＴＡＡ、ＴＡＡＴ等とは
別個であるが、質量分析計では分離が困難であると思われる。さらに、分子は検出可能で
あるとともに所与の機能を果たすと同定されることが望ましいと思われ、これは直接的な
検出が不可能であるかもしれないことを意味する。従って、独立に検出することができる
脱離可能な標識は、有用性が高い。このことにより、非常に類似していてもよい大多数の
分子を大規模なスクリーニングで同時に分析することが可能になる。
本発明は、共有結合した核酸プローブの配列を同定する質量標識ライブラリーの使用につ
いて記載している。質量標識の構造は、経験を積んだ有機化学者には比較的簡単なもので
ある。これにより、それぞれのプローブからの脱離を制御することができ、質量分析計内
でのイオン化を助け、複数の標識をそれらの標識の相対量の広範囲において検出および分
離することを助ける有用な物理特性を有する標識を作成することが容易になる。
本発明は、添付図面を参照してさらに詳細に説明される。
図１は、遺伝子発現プロファイリング方法における、本発明による質量標識ハイブリダイ
ゼーションプローブの使用を示す。
図２ａおよび図２ｂは、さらに別の遺伝子発現プロファイリング方法における、本発明に
よる質量標識ハイブリダイゼーションプローブの使用を示す。
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図３ａおよび３ｂは、さらに別の遺伝子発現プロファイリング方法における、本発明によ
る質量標識ハイブリダイゼーションプローブの使用を示す。
図４は、本発明に使用するために好適な直交型飛行時間型質量分析計の略図を示す。
図５は、本発明に使用するために好適な光開裂可能なリンカーを示す。
図６は、本発明に使用するための質量標識塩基を生成するための反応略図を示す。
図７は、本発明に使用するのに好適なフラグメント化可能なリンカーを示す。
図８は、本発明に使用するための質量標識の構造を示す。
図９は、本発明に使用するための可変基および質量シリーズ修飾基を示す。
図１０は、本発明に使用するために好適な、可溶化し、電荷を有する基を示す。
図１１は、陰イオンモードにおけるモデル化合物ＡＧ／１／７５の質量スペクトルを示す
。
図１２は、陽イオンモードにおけるモデル化合物ＡＧ／１／７５の質量スペクトルを示す
。
図１３は、陽イオンモードにおけるモデル化合物ＡＧ／１／７５の質量スペクトルを示す
。
図１４および図１５は、陽イオンモードおよび陰イオンモードにおける種々の緩衝液中で
のＰＣＲ産物の質量スペクトルを示す。
図１６および図１７は、陰イオンモードおよび陽イオンモードにおけるＡＧ／１／７５を
有するＰＣＲ産物の質量スペクトルを示す。
図１８および図１９は、シグナル処理後のＡＧ／１／７５を有するＰＣＲ産物の質量スペ
クトルを示す。
図２０および図２１は、陰イオンモードおよび陽イオンモードにおける質量標識塩基ＦＴ
２３の質量スペクトルを示す。
図２２および図２３は、陰イオンモードおよび陽イオンモードにおけるＦＴ２３の質量ス
ペクトルとオリゴヌクレオチドバックグラウンドを示す。
図２４は、本発明による質量標識塩基ＦＴ９およびＦＴ１７を示す。
図２５は、本発明による質量標識塩基ＦＴ１８およびＦＴ２３を示す。
質量標識法の適用
生物学的な分析に日常的に使用される２種類の主要な質量分析法のイオン化法が存在する
。これらは、エレクトロスプレー質量分析法（ＥＳＭＳ）およびＭＡＬＤＩ  ＴＯＦ質量
分析法である。ＥＳＭＳは、本質的に液相から気相にイオン化することが可能な方法であ
り、ＭＡＬＤＩ法は、固相から気相にイオン化することが可能な方法である。分子生物学
の多くは、液相中で実施されるか、またはそれを通じて試薬を添加し固相支持体に固定し
た分子から試薬を除去することができる液体媒体中の固相化学を使用している。ある意味
では、これら２つの方法は、相補的であり、固相成分および液相成分の両方を分析するこ
とができる。
遺伝子プロファイリングのための質量標識アダプター分子の使用
文献８に記載されている遺伝子プロファイリング技術は、その細胞の集団内から各ｃＤＮ
Ａを採取することにより、細胞内での遺伝子発現パターンを分析するための方法を提供し
ている。この特許出願によると、ｃＤＮＡを特徴づけるための方法が提供されている。そ
の方法は、（ａ）１種以上のｃＤＮＡ集団または単離されたその断片を有し、その各々が
ポリＡ鎖などのｃＤＮＡの一方の末端を有する試料を第１の試料作成用エンドヌクレアー
ゼでｃＤＮＡの末端に近接する基準部位から既知の距離ずれた位置にある第１の試料作成
部位で切断して、各ｃＤＮＡまたは単離されたその断片から第１および第２の小断片を作
成するステップであって、第１および第２の小断片の各々が所定の鎖長の突出末端配列と
未知の配列とを有し、第１の小断片がｃＤＮＡの末端を有するステップと、
（ｂ）第１または第２の小断片のどちらかをそれらの突出末端配列により小集団に分類し
、各小集団の突出末端配列を第１の突出末端と記録するステップと、
（ｃ）各小集団の小断片を、第１の試料作成エンドヌクレアーゼと同じまたは異なる第２
の試料作成エンドヌクレアーゼで第１の試料作成部位から既知の距離ずれた位置にある第
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２の試料作成部位で切断して、所定の鎖長の第２の突出末端配列と未知の配列とを有する
さらに小断片を各小断片から形成するステップと、
（ｄ）第２の各突出末端配列を決定するステップと
を含み、
各小断片の第１および第２の突出末端配列を合わせた鎖長が６～１０であり、基準部位な
らびに第１および第２の突出末端の配列および相対位置が１つまたは各ｃＤＮＡを特徴づ
ける。
第１の試料作成エンドヌクレアーゼで切断された試料は、好ましくは１つ以上のｃＤＮＡ
集団を含む試料を制限エンドヌクレアーゼで切断し、制限部位が基準部位に存在する断片
を単離することにより産生された単離ｃＤＮＡ断片を含む。
第１の試料作成エンドヌクレアーゼは、好ましくは、第１の認識部位に結合し、制限エン
ドヌクレアーゼの制限部位から所定分ずれた位置にある第１の試料作成部位で切断する。
本発明の態様によると、第１の認識部位が上記のように、第１の質量標識アダプターオリ
ゴヌクレオチドに提供され、単離された断片の制限部位にハイブリダイゼーションされる
。本発明の方法によると、各小断片の第１および第２の突出末端配列を合わせた鎖長は好
ましくは８である。
一実施態様において、本発明の試料作成系は集団の各ｃＤＮＡから４ｂｐの２つの試料を
採取し、規定の基準点からそれらの配列を決定する。これを実施するためには、集団の各
ｃＤＮＡを固定し、制限エンドヌクレアーゼで開裂させてもよい。アダプターは得られた
既知の突出末端にライゲーションされる。アダプターはＩＩ型制限エンドヌクレアーゼの
結合部位を有するように設計される。ＩＩｓ型制限エンドヌクレアーゼを使用して集団の
各ｃＤＮＡのアダプター結合末端に不明瞭な４ｂｐ突出末端を露出させる。アダプター分
子ファミリーを使用して、露出させた４塩基をプローブ付けする。参照文献８に考察され
ているように、蛍光に基づいた系を用いると、可能性のある２５６分子のうちわずか４つ
のプローブ分子だけがｃＤＮＡプールをプローブ付けするときに添加することができる。
これではあきらかに４塩基対の配列を決定するための速度の遅い方法となってしまう。質
量標識アダプターを用いると、可能性のある２５６の４ｂｐアダプターの全てを同時に露
出させたｃＤＮＡプールに添加することができ、遺伝子プロファイリングの発明の速度を
早めることができる。これは、商業的に生き残る技術に必須である。
このような系はＥＳＭＳ適合性にできると思われる。遺伝子プロファイリングの発明では
、ＩＩｓ型制限エンドヌクレアーゼにより露出させた配列に基づいてｃＤＮＡ集団を２５
６のサブセットに分類する。この分類により、２５６のウェルに２５６のｃＤＮＡ集団が
形成される。ＩＩｓ型制限エンドヌクレアーゼを用いた第２の開裂により、各ｃＤＮＡに
ついて第２の４ｂｐ配列を露出させることができ、次いでこれらの４塩基を質量標識アダ
プターをライゲーションすることにより決定することができる。
質量分析計に基づいたオリゴヌクレオチドチップ読み取り装置（ＭＡＬＤＩ）

スライドガラスのような平坦な固相基材上に合成されたオリゴヌクレオチドアレイを使用
して、種々の核酸アッセイを実施することができる。このようなアレイは、一般に、スラ
イドを別個のゾーンまたは領域に分割し、各領域が１種だけのオリゴヌクレオチドを有す
るように、構築される。各領域のアレイの標識核酸シグナルを測定することにより、アレ
イに対する標識核酸のハイブリダイゼーションを測定する。ｍＲＮＡ濃度の測定は数多く
の方法で実施することができる。逆転写を使用して、容易にポリＡ産生ｍＲＮＡをｃＤＮ
Ａに変換することができる。逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法により、１本鎖ＲＮＡの
量を測定することが可能であるが、精度は比較的低い。オリゴヌクレオチドアレイは核酸
分析の比較的新規な方法であり、変異分析、ハイブリダイゼーションによる配列決定およ
びｍＲＮＡ発現分析を可能にする。このようなアレイを構築する方法が開発されており（
例えば、参照文献９、１０、１１）、さらに別の方法が考えられている。
上記分類のオリゴヌクレオチドアレイに対する標識核酸のハイブリダイゼーションは、一
般に蛍光標識を使用して検出される。蛍光マーカーで標識した核酸を用いてオリゴヌクレ
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オチドアレイまたはｃＤＮＡをプローブ付けすることができる。オリゴヌクレオチドチッ
プでは、標識核酸がハイブリダイゼーションするオリゴヌクレオチドを含むアレイの領域
に蛍光が存在することにより、これは標識核酸が相補性を示すオリゴヌクレオチドを明ら
かにすると思われる。オリゴヌクレオチドアレイにハイブリダイゼーションする核酸が質
量標識で標識されれば、ＭＡＬＤＩ質量分析計を使用してこのようなオリゴヌクレオチド
アレイを読みとることができるだろう。質量標識は、好ましくは、光開裂可能なリンカー
を使用して対応する核酸に結合される。これらの質量標識はレーザー励起可能な薬剤を構
造に導入することができ、またはオリゴヌクレオチドアレイを、ハイブリダイゼーション
反応を実施した後に３－ヒドロキシピコリン酸などの適当な脱離剤で処理することができ
る。質量標識標識核酸がチップにハイブリダイゼーションすると、適当な周波数のレーザ
ー光線を適用することにより、質量標識と核酸との間の結合を開裂させることができる。
次いで、適当な周波数のレーザー光線でその領域を走査することにより、標識をオリゴヌ
クレオチドアレイの特定領域から脱離させることができる。オリゴヌクレオチドアレイの
特定領域においてハイブリダイゼーションした核酸の同定は、アレイのその領域から脱離
した標識の質量から決定することができる。
蛍光に基づいた系を使用することを上回るこの利点は、単純に、利用可能な標識の数にあ
る。それにより蛍光染料に基づいた方法は、スペクトルの重なりという問題により大きく
限定され、蛍光に基づいた読み取り装置と共に使用するために作成することができる染料
の数が制限される。標識検出系として質量分析計を使用すると、非常に大多数の質量標識
を作成することができる。
文献１２に開示されている遺伝子プロファイリング技術に使用するために、オリゴヌクレ
オチドアレイを直接適合させることができる。表面上の所定の位置に可能な全２５６の４
塩基オリゴヌクレオチドを有するアレイを使用して上記に考察したその発明に必要な工程
を実施することができる。プロファイリング系のこのチップに基づいた実施態様が質量分
析適合性であるようにするために、オリゴヌクレオチドチップをＭＡＬＤＩ分析計の紫外
線レーザーによって走査することができるように、第２の４塩基配列試料を決定するため
のアダプターに使用した標識がＭＡＬＤＩ適合性であることが必要である。これにより、
１つの固定原料から採取し、１シリーズのレーザー操作で分析される１つの DNA試料集団
の各ｃＤＮＡについて８塩基シグネチャを測定することができる。１組の標識が脱離する
チップ領域は、シグネチャの第１の４ｂｐを同定するが、標識の組成は、シグネチャの第
２の４塩基および各ｃＤＮＡの相対量を同定する。
液体クロマトグラフィー質量分析法を使用した遺伝子プロファイリング
遺伝子プロファイリング過程は、シグネチャの分子分類、次いで分類したシグネチャにラ
イゲーションされたプローブ分子の分析の２つの段階過程で実施される。ＭＡＬＤＩ方法
は、オリゴヌクレオチドアレイを使用してシグネチャの分類を実施する。アレイ使用に代
わる方法は、アフィニティークロマトグラフィーである。シグネチャを分類するためのア
フィニティーカラムは、所定の鎖長の不明瞭な突出末端に基づいている。不明瞭な突出末
端の４ｂｐを用いてシグネチャを分類するためには、ＨＰＬＣフォーマットに使用するた
めに適当なビーズを突出末端の２５６の可能なテトラマーで誘導することができる。この
ようなカラムに、誘導体化したビーズ上のテトラマーにハイブリダイゼーションしやすい
ように、緩衝液に溶解したシグネチャを添加することができる。こうすることにより、ハ
イブリダイゼーション平衡をハイブリダイゼーションが生じやすいように向けられる。次
いで、ハイブリダイゼーションを阻害する漸増濃度の緩衝液で洗浄することができる。Ａ
ＡＡＡまたはＴＴＴＴ突出末端で停止するシグネチャが最初に放出されるが、ＧＧＧＧお
よびＣＣＣＣシグネチャは、最後に放出される。互いに相補的であるシグネチャの分離を
確実にするためには、シグネチャのグアニンのビーズ上のシトシンに対するハイブリダイ
ゼーション親和性がビーズ上のグアノシンに対するシグネチャ突出末端のシトシンのハイ
ブリダイゼーションと異なるようにビーズを塩基類似物で誘導体化することができる。さ
らに、各テトラマーがどの他のテトラマーに対しても異なる相対濃度でビーズ上に確実に
存在させることができる。
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このようなアフィニティーカラムにより、シグネチャの集団はその突出末端と思われる配
列により２５６の分画に分類することができるはずである。次いで、このような分画を、
分析のためにエレクトロスプレー質量分析計に直接添加することができる。
DNAを配列決定するための質量標識アダプター分子の使用
スクリーニング技術が文献１３に記載されており、
（ａ）各断片が独自の量で存在し、一方の末端に所定の鎖長の突出末端配列と未知の配列
とを有する核酸断片を含む標的核酸集団を入手するステップと、（ｂ）各断片の他方の末
端を保護するステップと、
（ｃ）（ｉ）断片とアダプターオリゴヌクレオチドアレイとをサイクルで接触させるステ
ップであって、各アダプターオリゴヌクレオチドが標識と配列決定酵素認識部位と、突出
末端配列と同じ所定の鎖長の独自の塩基配列とを有し、アレイがその所定の鎖長の全ての
可能な塩基配列を有し、サイクルが、リガーゼが存在するハイブリダイゼーション条件下
においてアレイの各アダプターオリゴヌクレオチドと断片とを連続的に接触させるステッ
プと、ライゲーションした任意のアダプターオリゴヌクレオチドを取り出すステップと、
標識を検出することによってライゲーションした任意のアダプターオリゴヌクレオチドの
量を記録するステップとを含み、アレイのアダプターの全てが試験されるまでサイクルを
反復するステップと、
（ｉｉ）ライゲーションされたアダプターオリゴヌクレオチドと、認識部位に結合し、断
片を切断して、以前の突出末端配列と隣接または重複する新たな突出末端配列とを露出さ
せる塩基配列決定酵素とを接触させるステップと、
（ｉｉｉ）十分な回数、ステップ（ｉ）および（ｉｉ）を繰り返し実施し、各突出末端配
列について記録された量を比較することにより断片の配列を決定するステップと、
により断片の各々を塩基配列決定するステップと、
を含む、核酸を塩基配列するための方法が提供されている。
好ましくは、突出末端の塩基配列の所定の鎖長は３～５である。本発明によると、各アダ
プターオリゴヌクレオチドは上記のように質量標識を有する。これは、 DNA分子が固定さ
れ、反復サイクルでＩＩｓ型制限エンドヌクレアーゼにより末端に露出された４塩基配列
を有する、文献５に記載されている遺伝子プロファイリングシステムに主に類似している
。遺伝子プロファイリングにおける質量標識アダプターの使用が有利であるのと同じ理由
により、これらもアダプター分子を用いてプローブ付けされるが、エレクトロスプレー質
量分析系に使用するためなどの、液相系と相溶性の標識がより適当であると思われる。そ
の理由は配列決定発明は反復過程であり、遺伝子プロファイリングシステムにおけるよう
に１度だけではなく、配列試料が連続的に分析されるからである。
ハイブリダイゼーションアッセイ
文献１４は、ＲＮＡの四次構造において、オリゴヌクレオチドに接近しやすい部位を同定
するための方法であって、オリゴヌクレオチドの増幅またはいかなるの形態の電気泳動も
必要としない方法を開示している。短鎖オリゴヌクレオチドプローブ、好ましくはテトラ
マーとｍＲＮＡとの結合を検出し、結合パターンをｍＲＮＡの一次構造に相関させる。接
近しやすい領域は、大きい親和性でｍＲＮＡと結合する数多くのプローブを有し、それら
のプローブの配列は、その接近し易い領域において一次配列と相補的であるはずである。
プローブの配列は、重複していてもよい。上記の特許出願では、ｍＲＮＡまたはプローブ
を固相基材に固定し、標識プローブまたはｍＲＮＡをそれぞれ捕獲した核酸にハイブリダ
イゼーションさせる。文献１４に開示されている好ましい標識方法は、蛍光標識であるが
、質量標識核酸が代わりに使用されてもよいことは明らかである。
ハイブリダイゼーションに基づいた数多くのアッセイが当技術分野では周知であるが、試
料中に特定の配列が存在するかどうかを検出するサザンブロット法および他の方法が特に
重要である。質量標識ハイブリダイゼーションプローブの利点は多数の独自に質量標識し
た核酸ハイブリダイゼーションプローブを用いて多数の配列を同時にプローブ付けするこ
とができることである。
文献１５は、質量標識核酸プローブと適合性のある種々のハイブリダイゼーションアッセ
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イを考察している。
質量標識核酸の質量分析法による分析
質量分析計の本質的な特徴は以下のようである。注入システム→イオン源→質量分析装置
→イオン検出装置→データ捕獲システム。この出願では、質量標識核酸プローブである生
物分子を分析するためには、重要な特徴は、注入システムとイオン源である。生物学的分
析のために重要な他の特徴は質量分析装置／検出装置の感度および分析物分子を定量する
能力である。

多数の生物学的質量分析法の適用では、いわゆる「ソフトな」イオン化法が使用される。
これにより、タンパク質および核酸などの大分子が本質的にフラグメント化することなく
、イオン化される。液相法により、大きい生物分子を穏やかなｐＨおよび低濃度の溶液で
質量分析計に注入することができる。エレクトロスプレーイオン化、高速原子衝撃および
マトリックス支援型レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ）を含むがこれらに限定されない
数多くの方法が本発明に使用するために理想的である。

エレクトロスプレーイオン化は、生物分子の希薄な溶液を分析計内に噴霧すること、すな
わち細かいスプレーとして注入されることが必要である。例えば、乾燥窒素気流により、
静電場の影響下で毛細管の先端から溶液を噴霧することができる。イオン化の機序は十分
には理解されていないが、広義には以下のように考えられている。窒素気流中で溶媒が蒸
発する。液滴がより小さくなると、生物分子の濃度は増加する。噴霧条件下において、ほ
とんどの生物分子は正味の正電荷または正味の負電荷を有し、溶解した生物分子間の静電
反発を増す。溶媒の蒸発が進行すると、この反発は、液滴の表面張力より大きくなり、液
滴はより小さい液滴に「破裂する」。静電場は、液滴の表面張力をさらに越える助けをし
、噴霧過程の助力となる。より小さい液滴からの蒸発が進行し、全ての溶媒のように、本
質的に生物分子が気相に存在するまで繰り返し破裂する。集団の内部エネルギー分布が狭
い範囲に入る傾向があるように、非常に少量の余剰内部エネルギーをイオンに与えるとい
う点において、この方法は、質量標識を使用するために特に重要である。
イオンは、電場勾配の適用下でイオン化室から加速される。この勾配の方向は、陽イオン
または陰イオンのどちかが質量分析装置を通過するかを決定する。電場の強さがそれらの
動的エネルギーを増大させる。これにより、イオンおよび中性分子の衝突の間に多少エネ
ルギー移行が生じ、次いでフラグメント化を生じさせることができる。質量分析計内での
イオンのフラグメント化を考慮する場合には、これは重要である。イオン集団に与えられ
るエネルギーが大きいほど、分析分子と、線源に存在するバスガスまたは溶媒蒸気との衝
突によりフラグメント化が起こりやすくなる。イオン化室のイオンを加速するために使用
する電圧を調節することにより、イオンのフラグメント化を制御することができる。この
現象は、質量標識核酸から標識を開裂させる手段として、イオンのフラグメント化が使用
されるべきである場合には有利である。

ＭＡＬＤＩは、生物分子が大過剰モルの光活性「マトリックス」に埋設されることが必要
である。適当な周波数のレーザー光線（ニコチン酸では２６６ｎｍ）を適用することによ
り、マトリックスが励起され、埋設した生物分子の励起およびイオン化が生じる。この方
法は、イオンに多量の変換エネルギーを与えるが、過剰なフラグメント化は誘発しない傾
向がある。この方法でも電場を使用してフラグメント化を制御することができる。ＭＡＬ
ＤＩ方法は、２つの方法で使用することができる。質量標識 DNAがマトリックスに埋設さ
れると、標識自体は、レーザーによって本質的に励起されないか、またはレーザー励起を
可能にする必要な基を含有するように標識を構成することができるだろう。後者の方法は
、質量分析法を実施する前に標識をマトリックスに埋設する必要がないことを意味する。
このような基にはニコチン酸部分、シナピン酸部分またはケイ皮酸部分が含まれる。標識
のＭＡＬＤＩによる開裂は、ＭＡＬＤＩ質量分析法を実施する前に開裂ステップを生じな
いので、おそらく光開裂可能なリンカーには最も有効であるだろう。種々の励起可能なイ
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オン化剤は異なる励起周波数を有するので、光切断可能なリンカーを開裂するために使用
する周波数とは異なる周波数を、イオン化の誘発に選択することができる。これらの励起
可能な部分は有機化学において標準的な合成技法を使用して誘導化して、ある範囲の質量
を有する種々の標識を得ることができるだろう。この範囲は、組み合わせ法で構築するこ
とができるだろう。

高速原子衝突は、比較的不揮発性分子を気化およびイオン化するための種々の方法を記載
するようになってきた。これらの方法の本質的な原則は、試料と、加速原子またはイオン
、通常キセノン原子またはセシウムイオンとの衝突により試料が表面から脱離される。試
料は、ＭＡＬＤＩに関しては固相表面に被覆されるが、複雑なマトリックスは必要としな
い。これらの方法も液相注入系に適合性があり、細管電気泳動注入口または高圧液体クロ
マトグラフから溶出する液体がフリットを通過し、本質的にはフリットの表面を分析溶液
で被覆し、原子衝突によりフリット面からイオン化させることができる。
定量および質量分析法
大抵、多数の生化学アッセイおよび分子生物学アッセイは定量的である。質量分析計は、
定量には簡単な装置ではないが、適当な機器を使用することにより、高感度が得られる。
質量分析計の検出器に到達するイオンの数は、イオン源での正確な分子数の直接的な測定
値ではない。イオン数と最初の生物分子の濃度の関係はイオン化の挙動の複雑な関数とな
る。質量スペクトルを走査し、走査した各質量／電荷比でイオンを計数することにより定
量を実施することができる。計数値を積分して所定の時間にわたるスペクトルの各点の総
計数値を得る。これらの計数値を試料中の原料分子の元の定量値と関連させることができ
る。イオン計数または電流を原料分子の定量値と関連させるための方法はいろいろある。
未知の試料を測定する前に試料分子の挙動を測定する外部標準は１つの方法である。使用
する機器構造体に供給されるとき、試料分子の連続希釈液のイオン電流を測定することに
より、各試料分子の較正曲線を測定することができる。
内部標準は、おそらく外部標準より好ましい方法である。なぜなら、内部標準は試料と同
じ実験条件を実施することができるので、いかなる実験条件も内部対照および試料分子の
両者に影響を与える。試料中の基質の量を測定するためには、既知量の内部標準を試料に
添加する。内部標準は、測定する基質と同様のイオン化挙動を有するように選択される。
内部標準イオン計数に対する試料イオンの比を使用して試料の量を測定することができる
。適当な標準を選択することがこの方法の主要な困難さである。内部標準は基質のイオン
化挙動と類似しているべきであるが、同じ質量を持つ必要はない。最も好ましい方法は、
同位体標識内部標準を使用することである。大多数の質量標識が必要な場合には、適当な
内部標準を合成する経費のために、外部標準を使用するより望ましくないかもしれない。
しかし、このような標識は、外部標準より定量性が良好であるだろう。同位体標識の別法
は、質量分析計内で試料と類似しているが、同一ではない化学的挙動を有する内部標準を
見つけることである。このような類似物を見つけることは困難で、大ファミリーの質量標
識では大仕事となるだろう。
組み合わせ的に合成される大ファミリーの質量標識は、化学的に関連しているので、妥協
的な方法が適当であるかもしれない。各個々の対照が数多くの質量標識の量を測定する場
合には、少数の内部対照が使用されるかもしれない。内部標準と各質量標識との正確な関
係を外部較正実験で測定して、両者のイオン化特性の差を補正してもよい。
質量分析計の構造は、実際のイオン計数を測定するのに重要である。この点に関しては、
イオン化および質量分離方法が特に大きく影響を及ぼす。ある種の質量分離方法は「質量
フィルター」として作用する。例えば、四重極質量分析計は常に特定の質量電荷比を有す
るイオンのみを通過させる。これは、かなりの割合のイオンが検出器に到達しないことを
意味する。ほとんどの質量分析計は、一度に質量スペクトルの一部だけを検出する。かな
りの割合の質量スペクトルが無意味で無関係であるかもしれないが、通常とにかく走査さ
れることを考慮すると、これは、さらにかなりの割合の試料が浪費されることを意味する
。これらの要因は非常に低濃度のイオンを検出する際には問題になることがあるが、これ
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らの問題は機器の構造を修正することにより大部分は克服され得る。
確実に定量性を良好にするためには、全てのイオンが検出されるように試みるだろう。マ
タウフーヘルゾグ（Ｍａｔｔａｕｃｈ－Ｈｅｒｚｏｇ）ジオメトリーセクター機器は、こ
れを可能にしたが、数多くの限界を有している。セクター機器は、所与の機能を実施する
別個の領域（セクター）に組織される。一般に、イオンは種々のビームによりイオン源に
発生し、調節可能なスリットを通過することによって狭められる。このように規定された
ビームは、次いでフィールドフリー領域を通過して電気セクターに入り、集束される。ス
リットを通過することにより、イオンがいくぶん損失されるので、試料の感度が低下する
。集束したイオンビームは第２のフィールドフリー領域を通過し、続いて磁気セクターに
入る。この最後のセクターは、イオンの質量／電荷比に基づいてビームを収束する。イオ
ン量およびそれらの質量／イオン比を測定するために使用することができる写真板を質量
分離ビームスプリットに配置することができる。残念なことに、写真板は飽和されるまで
の感度のダイナミックレンジが非常に狭いので、扱いにくい。電子増倍管列を使用するこ
とによって、より良いダイナミックレンジを得ることができるが解像度が幾分低下する。
このようなアレイを使用することによって、十分に特徴付けされた質量標識ファミリーを
モニターすることができるだろう。一般に、アレイ検出器により、数多くの領域の質量ス
ペクトルの同時且つ連続的なモニターが可能となるだろう。スペクトルの間隔が密な領域
の解像度のアレイ限界は、使用する標識の数を制限することがある。「選択的イオンモニ
タリング」（ＳＩＭ）のために、異なる質量／電荷比のイオンを分離する電場が非常に速
やかに変化することができて、関心のある少数のピークのサンプリング速度を非常に高速
にすることができるという点において、四重極構造体は多くの構造体を上回る利点を有す
る。
質量分析装置ジオメトリー
質量分析法は、原理が非常に多様であり、数多くの分析装置構造が存在し、種々のジオメ
トリーで組み合わせて複雑な有機分子の分析を可能にすることができる。一般的な１段階
質量分析装置は、四重極型または飛行時間型機器で、共に本発明に適合性がある。セクタ
ー機器も適用可能である。

生物学的に適用するためには、試料の感度および定量性が非常に重要である。感度がアレ
イジオメトリーに匹敵する方法は、直交型飛行時間型質量分析計である。このようなジオ
メトリーにより、イオンビームのサンプリングが非常に高速となり、次に全てのイオン種
の瞬間的に近い検出が可能になる。線源、おそらく多くの生物学的適用のためのエレクト
ロスプレー線源から出るイオン電流はビームに垂直に配置された平坦な電極を通過する。
この電極が本質的に電気的なゲートとなる。パルス型電位は、飛行時間型質量分析装置で
はイオンビームの一部を「直角に」偏向する。イオンをＴＯＦ分析装置に偏向するために
電気的なゲートが閉じられたとき、タイマーが誘発される。偏向されたイオンの飛行時間
が記録され、これは質量／電荷比を測定するのに十分である。ゲートは一般に短いパルス
のイオンを常にＴＯＦ分析装置に送るだけである。全てのイオンの到達が記録され、ＴＯ
Ｆ分離は極めて高速なので、質量スペクトル全体が同時に効果的に測定される。さらに、
ゲート電極は極めて高い頻度でイオンビームをサンプリングすることができるので、非常
に短い時間間隔のうちに多数のスペクトルを蓄積することができる。イオン源の試料濃度
が低い場合、またはごく短い時間しか持続しない場合には、これは重要である。直交型の
ＴＯＦジオメトリーは、非常に感度が高い。

タンデム型質量分析法は、試料のイオンが質量／電荷比に基づいて第１の質量分析装置に
より選択され、さらに選択されたイオンのフラグメント化の誘発により分析される数多く
の方法を記載している。フラグメント化生成物は、第２の質量分析装置によって分析され
る。タンデム型機器の第１の質量分析装置は、被調査イオンを選択する際のフィルターと
して作用する。選択されたイオンは、第１の質量分析装置を出ると、中性ガスを含む衝突
室を通過し、一部がフラグメント化する。
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イオン源→ＭＳ１→衝突セル→ＭＳ２→イオン検出装置

構造研究に使用するためのイオンのフラグメント化を促進するため、およびフラグメント
化の「指紋」に基づいて分子を確定的に同定するために、種々の分析法が数年にわたって
開発されている。ほとんどのイオン化法は、いくぶんかのフラグメント化を生ずるが、ソ
フトなイオン化方法は、フラグメントイオンをあまり形成しない。しかし、例えば、化学
的イオン化法の変法を使用してフラグメント化を助けることができる。同様に、より多く
の試料分子をイオン化するように、または分子イオンのフラグメント化を増加するために
、コロナ放電電極を含むフラグメント化を促進するように、エレクトロスプレーイオン化
をわずかに改良することができる。
より活発なフラグメント化方法は、例えば、衝突誘発型分解（ＣＩＤ）によるように、分
子イオンの分解を誘発することを必要とする。ＣＩＤは選択されたイオンを分離し、次い
で中性ガスとの衝突によってフラグメント化を誘発するための質量分析計構成を使用する
。得られたフラグメントイオンは、第２の質量分析系によって分析される。
他の誘発型開裂技法は、質量標識方法に適合する。先に考察したような一つの好ましい方
法は、光子誘発型分解で、光開裂可能な質量標識の使用を含む。一般的なジオメトリーは
ＣＩＤに使用するものと同様のタンデム型質量分析装置を使用するが、衝突セルが、光励
起室と交換され、光励起室において第１の質量分析装置を出たイオン流がレーザー光線で
照射される。大きい割合の高速イオン流が適当に光子と相互作用して確実に開裂を誘発す
るには、高強度レーザーが必要である。かなりの時間の間イオン流を確実に露光するため
には、レーザーの位置決めが極めて重要である。レーザーを特定の周波数に設定すること
により、開裂を誘発する正確な制御を結合に与えることができる。従って、適当な光開裂
可能なリンカーでプローブに結合された質量標識は、質量分析計内で開裂することができ
る。光開裂段階はタンデム型ジオメトリーを必要とせず、光開裂室はイオン源内にあって
も、または直後にあってもよい。
分子イオンをフラグメント化するためのさらに可能な方法は、表面誘発型分解である。表
面誘発型分解は、選択されたｍ／ｚ比で第１の分析装置内で分離されるイオンビームの形
成を含むタンデム型分析技法である。選択されたイオンは全て視射角固相面と衝突する。
得られた衝突フラグメントを次いで第２の質量分析計で分析することができる。
１つの型のタンデム型質量分析計は、３つの四重極構造体を使用して、３つの質量分析装
置を有し、そのうちの１つが衝突室として作用する。衝突室の四重極は、衝突室としてお
よび他の２つの質量分析装置の四重極間のイオンガイドとして作用する。ガスは、真ん中
の四重極に導入されて、分子が第１の質量分析装置から入ってくるイオンと衝突すること
を可能にする。フラグメントイオンは、第３の四重極内で分離される。タンデムセクター
または四重極分析装置を使用するものではないジオメトリーでは、誘発型の開裂が実施さ
れる。イオントラップ質量分析計を使用して、トラップに緩衝すなわち「バス」ガスを導
入することによってフラグメント化を促進させることができる。トラップされたイオンは
、全て緩衝ガス分子と衝突し、得られたエネルギー移行により衝突が生じる。トラップさ
れたイオンを加速することによって衝突エネルギーを増すことができる。ヘリウムまたは
ネオンをイオントラップのバスガスとして使用することができる。同様に、光子誘発型フ
ラグメント化をトラップされたイオンに適用してもよい。別の好ましいジオメトリーは、
四重極／直交型飛行時間型機器であり、四重極の高速走査速度をＴＯＦ質量分析装置の高
感度と組み合わせてフラグメント化生成物を同定している。
従来の「セクター」機器は、タンデム型質量分析計に使用される別の共通のジオメトリー
である。セクター型質量分析装置は２つの分離した「セクター」を有し、電気的セクター
は電場を使用した同じ動的エネルギーを用いて線源から出たイオンビームをイオン流に収
束する。磁気的セクターは、質量に基づいてイオンを分離し検出装置においてスペクトル
を形成する。タンデム型質量分析法では、この種の２つのセクター質量分析装置を使用す
ることができ、電気的セクターが第１の質量分析段階を提供し、磁気的セクターが第２の
質量分析装置を提供し、２つのセクターの間に衝突セルが配置される。このジオメトリー
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は質量標識核酸から核酸を開裂させるためには極めて有効であると思われる。衝突セルに
よって分離された２つの完全セクター型質量分析装置を質量標識核酸を分析するために使
用することもできる。

イオントラップ型質量分析計は、四重極型分析計と同系統である。イオントラップは一般
に「ドーナツ型」電極と腔（イオントラップ）を形成する両側の「キャップ型」電極の３
つの電極構成物を有する。正弦波無線周波数電位を円筒電極に適用し、同時にキャップ型
電極をＤＣまたはＡＣ電位で偏向する。円筒電極の電場を振動することにより、腔に注入
されるイオンを安定な円形軌道に収束させる。しかし、所定の振幅の発振電位では、所与
のイオンは不安定な軌道を有し、トラップから排出される。トラップに注入されるイオン
試料は、発振無線周波数電位を変更することにより、質量／電荷比により連続的にトラッ
プから排出される。排出されたイオンは、次いで検出され、質量スペクトルの形成を可能
にする。
イオントラップは、イオントラップ腔に存在するヘリウムなどの少量の「バスガス」を用
いて作動される。トラップに注入されるイオンは、バスガス分子との衝突によりバスガス
の周囲温度まで本質的に冷却されるので、こうすることにより装置の分解能と感度を増加
する。衝突はイオン軌道の振幅および速度を低下させ、トラップの中心付近にイオン軌道
を保つ。これは、発振電位が変化したとき、軌道が不安定であるイオンは低下された円形
軌道のイオンより迅速にエネルギーを獲得し、よりしっかり収束してトラップを出ていく
ので、分解能がより高くなることを意味する。
イオントラップは、タンデム型質量分析計ジオメトリーに類似していてもよい。実際、そ
れらは多数の質量分析計ジオメトリーに類似していてもよく、それによってトラップした
イオンの複雑な分析が可能になる。試料の１つの質量種をトラップに保持することができ
る、すなわち他の全ての種を排出することができる。次いで、保持された種を、第２の発
振周波数を第１に重ねることにより注意深く励起する。動力学的に励起されたイオンは、
バスガス分子と衝突し、十分に励起されている場合にはフラグメント化する。フラグメン
トは、さらに分析することができる。これはＭＳ／ＭＳすなわちＭＳ 2である。バスガス
分子との衝突後にフラグメント化するように、全ての他のイオンを排出し、次いでフラグ
メントを動力学的に励起することによって、フラグメントイオンをさらに分析することが
できる (ＭＳ／ＭＳ／ＭＳすなわちＭＳ 3 )。十分な試料が存在して、さらに分析すること
が可能である限り、この過程を反復することができる (Ｍｓ n )。フラグメント化が誘発さ
れた後、イオントラップは一般に高い割合のフラグメントを保持することに注意するべき
である。これらの機器およびＦＴＩＣＲ質量分析計 (下記に考察する )は、線状質量分析計
に見られる空間的に分離されるタンデム型質量分析法ではなく時間的に分離されるタンデ
ム型質量分析法の形態を示す。

イオン試料が腔内に保持されるという点において、ＦＴＩＣＲ質量分析法はイオントラッ
プと同様の特徴を有するが、ＦＴＩＣＲ  ＭＳでは交差電磁場によりイオンが高真空室（
ＩＣＲセル）にトラップされる。箱の２つの面を形成する１対の平板電極によって電場が
形成される。箱は、磁場内に配置され、２枚の平板（トラップ用平板）と合わせて、入射
されたイオンに円形軌道をとらせる。無線周波数パルスを２枚の「送信平板 (ｔｒａｎｓ
ｍｉｔｔｅｒｐｌａｔｅ )」に適用することにより、イオンを動力学的に励起してより大
きい円軌道をとらせることができる。「受信平板 (ｒｅｃｅｉｖｅｒ  ｐｌａｔｅ )」を含
む、箱の残りの２つの対向面（平板）の電場に対応してイオンの円形の動きが生じる。励
起パルスは動力学的にイオンを励起してより大きい軌道をとらせるが、これは中性ガス分
子との衝突によりイオンのコヒーレント運動がなくなると衰える。受信平板によって検出
される対応シグナルは、フーリエ変換解析により質量スペクトルに変換される。
誘発型フラグメント化実験では、これらの機器は、イオントラップと同様の方法で作動す
ることができ、関心のある１つの種以外の全てのイオンをＩＣＲセルから排出することが
できる。衝突ガスをトラップに導入して、フラグメント化を誘導することができる。その
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後フラグメントイオンを分析することができる。一般に、「受信平板」によって検出され
たシグナルをＦＴにより解析する場合には、フラグメント化生成物とバスガスが組み合わ
さって解像度が低くなる。しかし、フラグメントイオンは、セルから排出することができ
、次いで、例えば四重極を有するタンデム構造物で分析することができる。

質量標識の必要な挙動を得るためには、所与の化学的特性が望ましい。これらは、数多く
の方法で質量標識に導入することができる特定の分子基または部分で表される。

質量標識ハイブリダイゼーションプローブは、以下の基本構造を有してもよい。
Ｎｕ－Ｍ
Ｎｕ－Ｌ－Ｍ
ここで、Ｎｕは、核酸プローブを表し、Ｌは、核酸プローブを質量標識Ｍに結合するリン
カーを表す。リンカー（Ｌ）は、必要に応じたものであり、質量標識は、それに導入され
る必要なリンカー特徴を有してもよい。開裂可能な質量標識ハイブリダイゼーションプロ
ーブが必要でない場合には、リンカーは必要でない。核酸は、ヌクレオチドの直鎖ポリマ
ーであり、中には比較的少数の天然に存在する種もあるが、化学的に合成された類似体の
数が増えており、数多くの位置でリンカーと結合することができる。

リンカーは、以下の構造的な特徴を有してもよい。
ハンドル１－［開裂可能な基］－ハンドル２
ハンドル１および２は、化学基を表し、リンカーの一方の端を核酸に結合させ、他方の端
を質量標識に結合させる。質量標識を結合した核酸プローブから制御して脱離させるため
には、ハンドルの間に、またはハンドルの一部として少なくとも１つの開裂可能な基が必
要である。

質量標識は以下の構造を有してもよい。
ハンドルー質量標識
ここで、ハンドルは質量標識を対応する核酸プローブまたは質量標識と核酸プローブの間
のリンカーに結合させる基である。
質量標識の特性
本発明の質量分析技法を使用して最高の性能を得るためには。２０００～３０００単位ま
での質量／電荷比がこのような質量標識には好適である。なぜなら、一方に荷電したイオ
ンを最も高い感度で信頼して検出できる範囲にこれは対応するからである。しかし、どの
ような質量スペクトルでも質量が低い方の端は溶媒分子、小分子不純物、多重イオン化ピ
ークおよびフラグメント化ピークによって占められる傾向があるので、２００～３００ダ
ルトンより小さい質量標識は理想的ではない。さらに、各標識は、炭素、窒素および酸素
の同位体ピークと重ならないようにするために隣りから最低約４ダルトン離れているべき
である。
質量標識は、主に１つの種を形成するように（フラグメント化なしに）イオン化し、分離
すべきである。
質量標識は、できるだけ多くの開裂した質量標識が検出されることを確実にするように、
容易にイオン化すべきである。
検出を可能にするために、標識は正味電荷を有する必要があるが、好ましくは多数にイオ
ン化するべきではなく、すなわち標識は、１つの電荷を有すべきである。さらに、質量ス
ペクトル走査上の各ピークが１つの標識だけに対応するように、標識は、フラグメント化
に耐えなければならない。これによりデータの解析が単純になり、標識を定量する際のど
のようなあいまいさも少なくすることができる。これは、本発明が開発された用途のいく
つかにとって非常に重要な基準である。
陽イオン質量分析計のための陽電荷を保有する、または保有してもよい種々の化学的な官
能基が存在する。これらには、アミン (特に第３級アミンおよび第４級アミン )、ホスフィ
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ンおよびスルフィドが含まれるがこれらに限定されない。第４級アンモニウム基は、１つ
の陽電荷を有し、さらにイオン化する必要がない。陽イオン質量分析計では、このような
事前イオン化種により感度を増すことができる。このように、好ましい陽イオン質量標識
は、少なくとも１つのこのような基を有るべきである。クラウンエーテルは、陽電荷を有
するために使用することができると思われる別の部類の化合物を形成する。
陰イオン質量標識のための陰電荷を有する種々の化学的官能基が利用可能であり、カルボ
ン酸、ホスホン酸、リン酸およびスルホン酸、フェノール、ヒドロキシル、スルホンアミ
ド、スルホニルウレア、テトラゾールおよびパーフルオロアルコールが含まれるがこれら
には限定されない。
核酸プローブからの質量標識のイオン化および分離
DNAおよび他の核酸は、質量分析計内で広範にフラグメント化する傾向がある。得られた
質量スペクトル上の DNAフラグメントピークが質量標識から生じるピークを不明瞭にしな
いことが望ましい。開裂後に核酸プローブフラグメントが質量標識から分離されることが
望ましい。この目的のためには、イオン化の結果陰イオンを形成し、陰イオン分析計で分
離することができる質量標識を使用することができる。核酸は、陰荷電骨格を持っていて
も、イオン化の結果、特にエレクトロスプレーおよび関連する液－気相イオン化技法によ
ってプロトン化する傾向を有する。これは、質量分析計が陰イオン分析法のために構成さ
れる場合には、陰電荷質量標識だけが質量スペクトル上に出現するはずであることを意味
する。ほとんどの核酸フラグメントは、検出器まで到達しない。
このような方法をとる場合には、適当な緩衝溶液を使用することによって核酸プローブの
プロトン化を促進することができ、それにより事前に存在する陽電荷を有する核酸が広範
に存在することを確実にする。

フラグメント化は、質量分析計の非常に重要な特徴である。本発明に関しては、質量標識
がどのように同定される予定であるかどうかを考慮することが重要である。１つの例では
、フラグメント化に対する抵抗性が大きく、質量スペクトル上に標識の分子イオンが出現
することにより標識が同定されるように、質量標識を設計することができる。このような
場合では、独自の分子イオンを有する標識ファミリーを設計する必要があるだろう。別の
例では、特徴の大きいフラグメント化パターンを有する質量標識を、このパターンが質量
標識を同定するように設計してもよい。この場合では、重ならないパターンを有する標識
ファミリーまたは各標識について少なくとも１つの独自のフラグメント化種を有する標識
ファミリーを設計しなければならない。フラグメント化は、最初の分子およびそれからイ
オンを形成するために使用されるイオン化法の特性である。異なる方法は最初に形成され
たイオンに異なる量のエネルギーを与え、イオンの化学的環境はかなり異なる。従って、
１つの質量分析法に適当な標識が別の方法では不適当であることがある。好ましい方法は
、フラグメント化に抵抗する分子を設計することであるが、フラグメントが必須であるも
のある。これは、分子イオンまたは容易に形成される１つのフラグメントイオンのどちら
であってもよい１つの主要な種を用いて分子を同定する助けをすることを意味する。

中性分子では、結合の強さを考慮することによって、分子がフラグメント化に抵抗性であ
るかどうかを測定することが簡単である。しかし、分子をイオンかする場合、結合強さは
予測することが困難である方法で増加または減少する。例えば、非イオン化形態の所定の
結合Ｘ－Ｙは
X-Y→ X*+Y*および、
∴ D(X－ Y)=Δ H(X0 )+Δ H(Y0 )－Δ H(X-Y)
（式中、Ｄは好適な単位の結合解離エネルギーを示す）。
しかし、イオン化種（この場合は陽イオン）は、
D(X－ Y)+ =Δ H(X+ )+Δ H(Y0 )－Δ H(X-Y+ )
∴ D(X－ Y)－ D(X－ Y)+ =Δ H(X0 )－Δ H(X+ )－Δ H(X－ Y)－Δ H(X－ Y+ )
なぜなら、 I(X0 )=Δ H(X+ )－Δ H(X0 )(式中、Ｉは、イオン化エネルギーである )、
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I(X－ Y)=Δ H(X－ Y+ )－Δ H(X－ Y)
および、∴ D(X－ Y)－ D(X－ Y)+ =I(X－ Y)－ I(X0 )
これは、 I(X－ Y)>I(X0 )である場合には、 D(X－ Y)－ D(X－ Y)+ >0であるが、同様に、 I(X－ Y
)<I(X0 )である場合には、 D(X－ Y)－ D(X－ Y)+ <0である。
なぜなら、 I(X－ Y)および I(X0 )は共に正であり、 I(X－ Y)<I(X0 )である場合には、より強
い結合が生じ、 I(X－ Y)>I(X0 )のイオンではより弱い結合が生じる。
上記の等式中、 D(A－ B)は、括弧内の種の結合解離エネルギーをいい、 I(N)は、括弧内の
種のイオン化エネルギーをいい、Δ Hは、括弧内の種の形成エンタルピーである。本発明
の目的のためには、Δ S=Oであるので、Δ G=Δ Hである。上記等式の結論は、所定のイオン
化条件化で結合が安定のままでいるかどうかを予測するためには、分子のイオン化エネル
ギーおよび問題の結合のフラグメント化から生じる中性フラグメントのイオン化エネルギ
ーを知る必要がある。
例えば、アニリンの C-N結合を考えると、
I(NH2

* )=11.14電子ボルト (eV)で、 I(C6 H5 NH2 )=7.7eVである。
∴ I(C6 H5 NH2 )<I(NH2

0 )3.44eVだけ。
この結合の別の開裂は、
I(C6 H5

0 )=9.35eVで、 I(C6 H5 NH2 )=7.7eV
∴ I(C6 H5 NH2 )<I(C6 H5 )1.65eVだけ。
従って、この結合は容易にはイオンに分解しない。アニリンは、フラグメント化するのに
十分なエネルギーを有する場合には、一般に C-N結合の開裂ではなく、 HCNを放出すること
によって開裂することが観察されている。同様に、考えをフェノールに適用すると、
I(OH0 )=13eVで、 I(C6 H5 OH)=8.47eVであり、
∴ I(C6 H5 OH)<I(OH

0 )4.53eVだけ。
この結合の別の開裂は I(C6 H5

0 )=9.35eVで、 I(C6 H5 OH)=8.47eVであり、
∴ I(C6 H5 OH)<I(C6 H5

0 )0.88eVだけ。
C-O結合の開裂はフェノールの正の分子イオンでは観察されていない。
分子および中性フラグメントのイオン化エネルギーの差を測定することは一般的な作動原
理であり、イオン結合と思われる結合の強さを予測するために使用することができる。イ
オン化中に加えられるエネルギーがイオン結合強度より小さい場合には、フラグメント化
は観察されない。十分な強度を有する一般的なイオン結合には、電子の非局在化により安
定化されている、アリール -O、アリール -N、アリール -S結合が含まれる。一般に、脂肪族
型の結合はイオン形態では安定性が低い。従って、 C-C単結合はイオンが弱いが、 C=Cは比
較的強い。アリール C=Cは、アリール -O等と同じ理由のために強すぎる傾向がある。アリ
ールまたはアリール -F結合もイオンが強すぎるが、フルオロカーボンは製造が安価で、化
学的に不活性で、炭化水素に関して検出可能な質量欠損があり、フッ素は１つだけ天然に
存在する同位体 1 9Ｆを有するので、質量標識には魅力的である。
電子の親和性を上記の等式に使用する必要があることを除いて、同様の考えを陰イオンに
適用する。

結合した核酸プローブからの核酸標識の制御可能な放出は、種々の方法で実施することが
できる。
・光開裂
・化学的開裂
・熱開裂
・質量分析計内でのフラグメント化の誘発
光開裂可能なリンカーおよび化学的に開裂可能なリンカーは、記載した用途のために容易
に開発することができる。図５は、一連の例示的な光開裂可能なリンカーを示す。
オルト－ニトロベンジル基は光開裂可能なリンカーとして当技術分野上周知であり、ベン
ジルアミン結合が開裂する。開裂可能なリンカーの概説は、種々の光開裂可能なリンカー
および化学的に開裂可能なリンカーについて考察している参照文献１８を参照のこと。
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熱開裂は、熱的に誘発される転移によって作動する。図６は、熱的に開裂可能なリンカー
を介してチミジン残基の 3'-OH位置に結合された質量標識の一例の合成を示す。図６は、
また、結合ヌクレオチドから標識を開裂させる、熱的に誘発された転移を示す。明らかに
、この例の基Ｘは、後で考察するように、アリールエーテルポリマーであってもよい。有
利なことに、この熱的に開裂可能な基は、陰イオン質量分析計に好適な豊富な陰イオンを
形成する。この分子の加熱分解はリンカーに S=O基を必要とする。ここでは、ＳはＮまた
はＣと置換可能で、ＯはＳと置換されてもよい。さらに別の例は文献２８参照。

好ましい開裂方法は、イオン化過程を使用して標識のフラグメント化を誘発する。結合す
る分子が質量分析計内でイオン化されるとリンカーが開裂するように、リンカーはイオン
化過程においてかなり不安定であるように設計することができる。この方法を使用して開
裂を制御する際には、考慮すべき２つの要因が存在する。（１）イオン化過程中にどれく
らい過剰のエネルギーがイオンに与えられるか、および（２）この過剰量は、イオン中の
結合エネルギーのいずれかに勝るほど十分であるかどうか、である。与えられるエネルギ
ーの過剰さは、使用するイオン化法によって主に決定される。与えられたエネルギーが結
合の開裂を実施するためには、エネルギーは振動／回転モードで、結合の解離エネルギー
に勝るほど十分でなければならない。結合エネルギーは、分析する分子の化学構造によっ
て明らかに決定される。結合エネルギーについては、後に考察する。概略すると、エネル
ギーは、イオン化過程中に電子エネルギー、振動エネルギー、回転エネルギーおよび変換
エネルギーとして与えられる。非常に短時間のイオン化では、この過剰の内部エネルギー
のほとんどは、系間および状態間交雑により、振動および回転エネルギーに変換される。
内部の振動エネルギーの過剰は、結合を切断してもしなくてもよい。より多くの内部振動
エネルギーを移動中のイオンに与えるためには、イオンをバスガスと衝突させてイオンを
フラグメント化させることができる。エレクトロスプレー源では、バスガスと気化した溶
媒とが存在する。イオンは、電場により加速されて、バスガスとの衝突エネルギーを増す
。加速は、イオンに動力学的なエネルギーを与える。十分な動力学エネルギーがイオンに
与えられると、バスガスとの衝突によりイオンがフラグメント化するだろう。必要な動力
学的エネルギーの量は、イオンの結合の強さに依存するが、与えられるエネルギーの量は
、加速電位を調節することにより制御可能である。
イオン化中に所定の結合において開裂する質量標識のリンカーを作成する目的のためには
、リンカー中に一つの弱い結合があり、残りは強力な結合であることが必要である。所与
の基は、特にフラグメント化に抵抗性であるが、脂肪族型の結合などのその他の結合はほ
どほどに開裂されやすい。特定の位置で開裂するリンカーを設計するためには、フラグメ
ント化には広範には抵抗性であるが、「弱い結合」を有する分子が設計されてもよい。所
与の構造特徴は、イオンの所与の結合において開裂が生じる場合に、フラグメントイオン
を安定化することが見出されている。直鎖アルカンは、比較的無作為にフラグメント化す
るが、第２級および第３級アルキル基を有する分子は、最も普通には、第２級および第３
級炭素陽イオンの安定性の増加により、分子の分岐点において開裂する。同様に、二重結
合は、共鳴または非局在性影響により隣接する陽電荷または陰電荷を安定化する。同様の
影響は、アリール基に隣接する結合で見られる。衝突等によりフラグメント化を誘発する
ことができるいくつかの開裂可能なリンカーを図７に示す。不安定性が増す順番に番号が
ついている。開裂可能な結合の左の基は、良好な脱離基として周知であり、分子の反応位
置を保護するために使用される。そしてそれらは、所与の条件下において化学的な開裂を
受けやすい。選択されてもよい正確な構造は用途およびプローブの化学的な環境に依存す
る。図７のリンカー（４）は、プロトンの化学的攻撃を極めて受けやすいので、プローブ
反応が酸性でない場合にフラグメント化可能なリンカーとして使用することができるだろ
う。リンカー（１）は、光分解による開裂性がかなり小さい。明らかに、これらの基は、
必要に応じて化学的に切断するために意図的に選択されるだろう。これらのリンカーは、
また非局在化アリールエーテルポリマー系の一部を形成することは、図７から容易にわか
る。開裂可能な結合の右の基は、本質的に陰電荷を安定化し、この部位における結合の切
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断を促進し、検出可能な陰イオンを提供することができるという点において有利である。
他の電荷安定化基をこの位置に使用してもよい。この図や他の図の「ハンドル」は、一般
に質量標識した塩基配列の合成に有用な反応基を示し、合成された質量標識された分子中
には存在しなくてもよい。

質量標識およびそれらのリンカーは数多くの位置において核酸に結合することができる。
従来の固相合成では、リボース糖の５’ヒドロキシルは最も容易に誘導体化される。修飾
するための他の好ましい位置は、ピリミジンの５’位並びにプリンの７’および８’の塩
基である。これらは、開裂可能な質量標識および開裂不可能な質量標識を結合するための
好ましい位置であるだろう。
糖の２’位は、質量修飾のために利用しやすいが、脱離されない予定の小さい質量修飾に
より適当である。
天然の核酸のリン酸結合を同様に、質量標識による誘導体化を含む、かなりの修飾をする
ことができる。

用途に応じて、ハイブリダイゼーション挙動が変更された数多くの異なる類似物を有する
、修飾核酸を使用することが望まれている。ハイブリダイゼーションプローブの基を同時
に使用する場合には、これは特に重要である。正しくハイブリダイゼーションしたプロー
ブの融点が閾値に非常に近いまたは少なくとも閾値を上回るように、プローブの基のハイ
ブリダイゼーション挙動を変更することが望ましいこともある。好ましくは、正しくなく
ハイブリダイゼーションしたプローブの融点は、この閾値より低い。これにより、ハイブ
リダイゼーション反応のストリンジェンシーを確実にしながら、プローブ群を同時に使用
することが可能になる。
全てのワトソン－クリック塩基対を有するオリゴヌクレオチド２重らせんの安定性には大
きな差がある。例えば、アデニンおよびチミンだけを有する２重らせんは、グアニンおよ
びシトシンだけを含有する２重らせんと比較して不安定である。安定性のこの差は、短い
オリゴヌクレオチドの混合物を標的ＲＮＡにハイブリダイゼーションしようとするときに
、問題を生ずることがある。Ａ－Ｔが豊富な配列をハイブリダイゼーションするためには
低温であることが必要であるが、このような温度では、Ｇ－Ｃが豊富な配列は、十分に相
補的でない配列とハイブリダイゼーションする。これは、いくつかのミスマッチが起こり
、Ｇ－Ｃが豊富な配列では、特異性が消失した可能性があることを意味する。高温では、
Ｇ－Ｃが豊富な配列は特異的にハイブリダイゼーションするが、Ａ－Ｔが豊富な配列はハ
イブリダイゼーションしない。
このような影響を正常にするためには、核酸の修飾を行うことができる。このような修飾
は、３つの広義なカテゴリー、塩基修飾、骨格修飾および糖修飾に分けられる。

標準的なワトソン－クリック塩基に数多くの修飾を実施することができる。以下は塩基対
形成エネルギーをある程度正常化することができる修飾の例であるが、それらは限定的な
ものではない。
・アデニン類似物 (アナログ )、２，６－ジアミノプリン２つではなく３つの水素結合をチ
ミンと形成するので、より安定な塩基対を形成する。
・チミン類似物 (アナログ )、５－プロピニルデオキシウリジンはアデニンとより安定な塩
基対を形成する。
・グアニン類似物 (アナログ )、ハイポキサインチンはシトシンと３つではなく２つの水素
結合を形成するので、安定性の低い塩基対を形成する。
これらの修飾および他の可能な修飾により、短いオリゴヌクレオチドが相補的な配列と特
異的にハイブリダイゼーションすることができる温度範囲を狭くすることができるはずで
ある。
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ヌクレオチドは、リン酸塩部分が容易に修飾される。低塩濃度などの所与の条件下におい
て、メチルホスホネート、トリエステルおよびホスホルアミデートなどの類似物は２重ら
せんの安定性を増すことが示されている。このような修飾もヌクレアーゼ抵抗性を増して
いる。さらに、リン酸塩修飾には、ホスホジチレートおよびボラノホスフェートが含まれ
るが、その各々は、エキソヌクレアーゼに対するオリゴヌクレオチドの安定性を増す。
リンと硫黄との同配体置換はヌクレアーゼ抵抗性オリゴヌクレオチドを生じる (文献１９
参照 )。リン酸または結合酸素のどちらかの炭素による置換もさらに可能である。

糖部分の２’位の種々の修飾を実施することができる (参照文献２０および２１を参照の
こと )。糖は、ヘキソースなどの異なる糖で置換することができるし、または糖リン酸骨
格全体をペプチド核酸（ＰＮＡ）におけるものなどの新規な構造で全体を置換することが
できる。考察は、文献２２を参照のこと。ＰＮＡは、これまでに発見された類似体の中で
熱安定性の最も大きい任意の２重らせんを形成する。

オリゴヌクレオチドの３’および５’末端に疎水性基を導入することも、塩基から水を排
除することにより、複合物の「相互作用」を低下することによって２重らせんの安定性を
増す。すなわち、疎水性基は、末端塩基の溶媒和を減少する。

ハイブリダイゼーション反応の誤りの１つの主要な原因は、標的配列および未知の塩基と
のプライマーのハイブリダイゼーションのストリンジェンシーである。標的のために設計
されたプライマーが１つの人工的に導入されたミスマッチを有する場合、系の識別はずっ
と高くなる (文献２３参照 )。完全に相補的なプライマーが使用される場合、追加のミスマ
ッチは、１つのミスマッチと同じ程度には許容できない。一般に、１つのミスマッチを有
する２重らせんと、２つのミスマッチを有する２重らせんとの融点の差は、正しくハイブ
リダイゼーションした２重らせんと、１つのミスマッチを有する２重らせんとの差よりも
大きいことが見出されている。従って、これは本願に開示されるハイブリダイゼーション
プローブの重要な特徴であると期待されるだろう。核酸プローブが重要な塩基を有する場
合には、すなわち１ヌクレオチド多形を検出するためには、プローブ部位に第２のミスマ
ッチが存在する場合には、重要な塩基から１らせん回転離れて導入された人工的なミスマ
ッチは２重らせんをかなり不安定にする。

ハイブリダイゼーション条件に対する影響の詳細、特に核酸プローブに対する緩衝液およ
び温度の影響は、文献２４～２６に見出すことができる。

オリゴヌクレオチドを合成する方法は、当技術分野上周知である (文献２７および２８参
照 )。

実際上または商業上有用な系では、できるだけ少量の試薬およびできるだけ少ない処理段
階を使用して、標識の構築ができるだけ簡単であることが重要である。一連のモノマー分
子単位を利用して互いに多数の組み合わせに使用する組み合わせ方法が、理想的であると
思われる。
有機化学法を使用して質量標識を合成することができる。このような標識は１電荷を有す
る基を有してもよく、使用する質量分析法においてフラグメント化に耐えられなければな
らない。陽イオン質量分析計を使用する場合には、アミン誘導体、４級アンモニウムイオ
ンまたは正の硫黄中心が良好な電荷担体である。これらは、クリーンで鋭いシグナルを形
成する極めて良好な検出特性を有する。同様に、陰電荷イオンを使用することができるの
で、カルボン酸、スルホン酸および他の部分を有する分子が、陰イオン分析法に適当であ
る。ＵＶ可視レーザー光線によって励起可能な、シナピン酸またはケイ皮酸などの既知の
分子を誘導体化することによって、ＭＡＬＤＩ質量分析計の標識を形成することができ、
そのうち多数の誘導体がすでに購入できる。フラグメント化耐性基は上記に考察してある
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糖修飾

疎水性修飾

人工的なミスマッチ

ハイブリダイゼーションプロトコール

オリゴヌクレオチドの合成

質量標識の合成



。
有機化学のテキストは文献２９または３０を参照のこと。
このような標識の組み合わせ合成は比較的簡単な方法で実施することができる。好ましい
質量標識の構造を以下に示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
分子の電子の非局在化が陰電荷を効果的に安定化することができるので、これらのポリア
リールエーテル構造はフラグメント化に非常に耐性が強く、良好な陰イオンを形成する。
これらの分子は、また熱安定性であるので、熱開裂型リンカーおよび質量分析計内での衝
突過程によって開裂するリンカーと特に適合性がある。ポリアリールエーテルのどちらか
の端に存在する「可変基」は、好ましくは、質量標識の特性を改良する置換アリールエー
テルである (図９ )。このような修飾基には、「質量シリーズ修飾」基 (図９参照 )、可溶化
基、電荷保有基（図１０参照）および質量欠損基（図８参照）が含まれる。ポリアリール
エーテルのポリマーは、分子の各追加の「フェノキシ」残基あたり９２質量単位ずつ質量
が増加する。
質量スペクトルを十分に調べるためには、質量標識は約４ダルトンだけ離れていることが
必要である。質量マーカーを４ダルトン離すためには、各質量標識は、好ましくは、各シ
リーズのアリールエーテルの質量を移行させる基を有する。この質量シリーズ修飾基（Ｍ
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ＳＭ） (図９参照 )は、各シリーズのアリールエーテルポリマーを他から分ける作用をする
。アリールエーテルの直鎖ポリマーの場合、その各々のモノマーは９２ダルトンを追加し
、各シリーズの質量マーカーが４質量単位離れている場合には、最大２３シリーズについ
て質量が一致しない。２５６の質量標識を作成するためには、例えば２３のＭＳＭ基を作
成し、１２までのフェノキシ反復部を有するアリールエーテルのポリマーに結合すること
が必要である。こうすることによって、合計２７６の質量標識が得られる。
明らかに、数多くの異なるサブユニットを有するポリマーは、異なる配列のサブユニット
を用いて作成することができる。さらに、分岐構造も可能であるが、例示するために簡便
であるので直鎖ポリマーだけを示している。合成を簡便にするために示した好ましい構造
を選択する。同じサブユニットの異なる配列は、作成するのがあまり困難ではないが、で
きるだけ少ない合成ステップでできるだけ多数の標識を作成することが好ましい。好まし
い合成方法は、１２までの反復のポリアリールエーテルを作成し、次いで、同位体ピーク
が重ならないように、理想的には質量が約４ダルトンずつ異なる数多くの異なるＭＳＭ基
でそれらを誘導体化することである。ＭＳＭ基の変化は同位体置換を使用することによっ
て微調整することができる。例えば、分子の４つの水素を４つの重水素で置換すると、質
量差は４ダルトンになる。
本発明による質量標識のさらに別の例には、芳香族化合物、フェノール、アニリンおよび
それらの複素同類体（アナログ）のモノマー、オリゴマーまたはポリマー形態、並びにＣ
=ＣもしくはＣＣを含有する他の部分またはそれらの複素同類体、並びにそれらのオリゴ
マーまたはポリマー相対物が含まれる。 C-Hまたは C-hal（ F以外）結合を有する分子また
はその部分は避けるべきである。上記で考察したポリエーテルに加えて、質量標識同類体
（アナログ）として、チオエーテル、アミン、ホスフェート、ホスホネート、ホスホロチ
オエート、シラン、シロキサン、スルホネート、スルホンアミドおよび C=C、 C≡ Cおよび C
=Nを導入した同類体を使用することができる。
芳香族化合物または複素芳香族化合物を使用する場合には、それらは置換または未置換で
あってもよい。置換されている場合には、置換基もフラグメント化に抵抗性でなければな
らず、上記のカテゴリーのいずれかから選択することができる。
上記に考察したように、いかなる質量標識もフラグメント化に対して抵抗性でなければな
らず、好ましくは５０ボルトの電子衝撃イオン化に対する安定性を持つべきであることが
好ましい。
本発明の技術の有利な実施態様は、核酸からの開裂後に高分解能質量分析を使用する場合
のフッ素化質量標識の使用である。全体質量が１００である炭化水素分子は、分画上高い
正確な質量を有する。一方、全体質量が１００であるフッ素化分子は、分画上低い正確な
質量を有する。このような質量の差は、高解像度質量分析では識別可能であり、同じ積分
質量を有するが、組成が異なる２つの分子は、それらが炭化水素およびフルオロカーボン
の割合が異なる場合には、質量スペクトル上で別個のピークを形成する。フッ素化分子は
、「質量欠損」を有すると言われる。フッ素化分子は、生体系では一般的ではないので、
これは、使用した核酸および試薬自体がフッ素化されていない限り、核酸のフラグメント
化によるまたは緩衝液由来の不純ピークが存在しても、フッ素化質量標識は、識別可能で
あることを意味する。数多くの単位のフッ素化アリールエーテルの導入は、質量欠損を質
量標識に導入する簡単な手段である (図８を参照のこと )。別のシリーズの質量欠損基を使
用することの別法は、通常のアリールエーテルのポリマーをそれらのフッ素化同類体と置
換することである。

グリシン、アラニンおよびロイシンなどの少数のアミノ酸を用いて、当技術分野上周知の
標準的なペプチド合成法を使用して、質量が異なる小ペプチドを多数合成することができ
る。より多くのアミノ酸を用いればより多くの標識を合成できる。天然のアミノ酸に限定
する必要はない。どちらのキラル体も許容可能であり、天然ではない異なる側鎖も許容可
能である。（文献３１参照）
実施例１
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アミノ酸



ＢＳＡ（２－スルホ安息香酸環状酸無水物）－１００ｍｇ、０．５４ｍｍｏｌベンジルア
ルコール－２ｍｌ炭酸ナトリウム－１．１当量、６３ｍｇ。

炭酸塩とＢＳＡとを一緒に溶解し、ベンジルアルコールを添加する。加温して反応を開始
する (ＣＯ 2放出 )。発泡が止むまで攪拌する。ろ過し、ジエチルエーテルを添加して生成
物を沈殿させる。１０分間攪拌して、生成物をろ別する。生成物は白色固体である。この
分子はＡＧ／１／７５と呼ぶ。（図１１参照）。

以前に合成した分子ＡＧ／１／７５の陰イオン質量スペクトルを図１１に示す。このスペ
クトルは１０ｎｇ／μｌの濃度で存在する分子により形成された。溶媒はメタノールと水
（比１：１）であった。スペクトルは走査型四重極質量分析計にエレクトロスプレー導入
システムを連結したものを用いて作成した。挿入図はｍ／ｚ２９１ダルトンの１電荷陰イ
オンである、ＡＧ／１／７５分子のアニオン［ M-Na］ -に相当する質量ピークを示す。疑
分子イオンピークから約３ダルトン大きい側の同位体ピークが重要であることに注意する
こと。
図１２は、ＡＧ／１／７５の陽イオンスペクトルを示す。このスペクトルでは検出可能な
分子イオンは見られないので、この分子は陰イオンモードのマーカーとして使用すること
が最良である。上記スペクトルは共に４５Ｖのエレクトロスプレ線源のコーン電圧を用い
て作成した。
図１３は、以前のスペクトルと同じ溶液のＡＧ／１／７５の陰イオンスペクトルであるが
、コーン電圧が７５Ｖである陰イオンスペクトルを示す。この電圧は、分子がかなりフラ
グメント化して、図１３の挿入構造に示す位置の開裂に相当する、ｍ／ｚ１５６ダルトン
の主要な陰イオンフラグメントイオンピークを形成するのに十分である。
図１４および図１５は、種々の緩衝液中の「条件化されない」ＰＣＲ産物の、陽イオンモ
ードおよび陰イオンモードの質量スペクトルを示す。緩衝液および反応材料からＤＮＡを
分離するために、ゲル電気泳動に通常実施されている以上のことを実施しなかったという
点において、ＰＣＲ産物は「条件化されなかった」。金属イオン添加物をアンモニウムイ
オンと交換すること、および質量分析目的のために通常実施される精製ＤＮＡを作成する
ことは全く行わなかった。図１６および図１７は、同じＰＣＲ産物と陰イオンモードでは
はっきりと検出できるが、陽イオンモードでは検出できないＡＧ／１／７５を示す。図１
８および図１９は、バックグラウンドノイズを差し引いたシグナル処理後の同じスペクト
ルを示す。ＡＧ／１／７５は、陰イオンモードでは容易に検出できることが明らかである
。
実施例２

以下は、一連のチミジンヌクレオチドのアリールエーテルのプロトコールである。これら
の化合物の構造を図２４および図２５に示す。

５’－Ｏ－（４，４’－ジメトキシトリチル）－３’－スクシノイルチミジン（１６１ｍ
ｇ、０．２５ｍｍｏｌ）のジクロロメタン（４ｍＬ）溶液をＮ－メチルモルホリン（２７
μＬ、０．２５ｍｍｏｌ）および２－クロロ－４，６－ジメトキシトリアジン（４４ｍｇ
、０．２５ｍｍｏｌ）で処理し、全体を室温で１時間攪拌した。次いで、４－フェノキシ
フェノール（５１ｍｇ、０．２７ｍｍｏｌ）を添加して、５日間攪拌した。反応混合物を
ジクロロメタンで希釈して、クエン酸水溶液（１０％ｗ／ｖ）で洗浄し、水で２回洗浄し
た。有機相を乾燥し (Ｎａ 2ＳＯ 4 )、溶媒を減圧下で除去した。溶出液として１％トリエチ
ルアミンを含有する酢酸エチル／ｎ－ヘキサン（２：１）を使用したフラッシュクロマト
グラフィーで残渣を精製し、８６ｍｇ（収率４２％）のＦＴ９を無色の泡状物として得た
。 1ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ 3）：δ１．３９（３Ｈ，ｍ）；２．４６（２Ｈ，ｍ）；２．７５
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陰イオン形成種の合成
材料

方法

質量分析法：陰イオンモード

塩基の合成とアリールエーテルを用いた質量標識化

ＦＴ９（図２４参照）



（２Ｈ，ｍ）；２．８６（２Ｈ，ｍ）；３．４８（２Ｈ，ｍ）；３，７８（６Ｈ，ｓ）；
４．１４（１Ｈ，ｍ）；５．５２（１Ｈ，ｍ）；６．４４（１Ｈ，ｍ）；６．７５－７．
４５（２２Ｈ，ｍ）；７．６０（１Ｈ，ｄ）－ＭＳ（ＦＡＢ），ｍ /ｚ８１２（Ｍ +）．　
Ｃ 4 7Ｈ 4 4Ｎ 2Ｏ 1 1の計算値：Ｃ６９．４４；Ｈ５．４６；Ｎ３．４６％測定値：Ｃ６９．
６６；Ｈ５．５３；Ｎ３．２４％．

５’－Ｏ－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）－３’－スクシノイルチミジン（２８８
ｍｇ、０．５ｍｍｏｌ）のジクロロメタン（３ｍＬ）溶液を３滴のピリジンで処理し、次
いで塩化オキサリル（２Ｍ；０．３ｍＬ、０．６ｍｍｏｌ）のジクロロメタン溶液を滴下
した。反応混合物を室温で９０分間攪拌した。このように形成した酸塩化物の溶液を４－
フェノキシフェノール（１１０ｍｇ、０．５９ｍｍｏｌ）とピリジン（０．３ｍＬ）のジ
クロロメタン（３ｍＬ）溶液の氷冷液に滴下した。３０分後、４－フェノキシフェノール
（３５ｍｇ、０．１９ｍｍｏｌ）のジクロロメタン（０．７ｍＬ）溶液の一部をさらに添
加し、４時間攪拌した。反応混合物をジクロロメタンで希釈して、ＮａＨＣＯ 3（５％ｗ
／ｖ）水溶液で洗浄し、水で２回洗浄した。有機相を乾燥し（Ｎａ 2ＳＯ 4）、溶媒を減圧
下で除去した。溶出液として酢酸エチル／ｎ－ヘキサン（１：１）を使用したフラッシュ
クロマトグラフィーで残渣を精製し、１４５ｍｇ（収率４７％）のＦＴ１７を無色の泡状
物として得た。 1ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ 3）：δ０．１２（６Ｈ）；０．９２（９Ｈ）；１．
９２（３Ｈ，ｓ）；２．１２（１Ｈ，ｍ）；２．４０（１Ｈ，ｍ）；２．７７（２Ｈ，ｍ
）；２．８９（２Ｈ）；３．９０（２Ｈ，ｄ）；４．１１（１Ｈ，ｄ）；５．３０（１Ｈ
，ｄ）；６．３６（１Ｈ，ｄｄ）７．００－７．２７（９Ｈ，ｍ）；７．５４（１Ｈ，ｄ
）；８．２８（ 1Ｈ，ｂｒ　ｓ）．ＭＳ（ＦＡＢ）ｍ /ｚ６２５［Ｍ＋Ｈ］ +．　Ｃ 3 2Ｈ 4 0

Ｎ 2Ｏ 9Ｓｉの計算値：Ｃ６１．５２；Ｈ６．４５；Ｎ４．４８％，測定値：Ｃ６１．６０
；Ｈ６．４５；Ｎ４．４５．

４－フェノキシフェニルグルタレート（１８０ｍｇ、０．６ｍｍｏｌ）のジクロロメタン
（３ｍＬ）溶液を３滴のピリジンで処理し、次いで塩化オキサリル (２Ｍ；０．３５ｍＬ
、０．７ｍｍｏｌ )のジクロロメタン溶液を滴下した。反応混合物を室温で９０分間攪拌
した。このように形成した酸塩化物の溶液を５’－Ｏ－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリ
ル）－３’－スクシノイルチミジン（２８８ｍｇ、０．５ｍｍｏｌ）とピリジン（０．３
ｍＬ）のジクロロメタン（３ｍＬ）溶液の氷冷液に滴下した。室温で５時間攪拌した。反
応混合物をジクロロメタンで希釈して、ＮａＨＣＯ 3（５％ｗ／ｖ）水溶液で洗浄し、水
で２回洗浄した。有機相を乾燥し（Ｎａ 2ＳＯ 4）、溶媒を減圧下で除去した。溶出液とし
て酢酸エチル／ｎ－ヘキサン（１：１）を使用したフラッシュクロマトグラフィーで残渣
を精製し、１１１ｍｇ (収率３５％ )のＦＴ１８／１を無色の油状物として得た。 1ＨＮＭ
Ｒ（ＣＤＣｌ 3）：δ０．１２（６Ｈ）；０．９２（９Ｈ，ｓ）；１．９２（３Ｈ，ｓ）
；２．０２－２．３０（３Ｈ，ｍ）；２．３５－２．７５（５Ｈ，ｍ）；３．９２（２Ｈ
，ｄ）；４．１０（１Ｈ，ｄ）；５．２９（１Ｈ，ｄ）；６．３６（１Ｈ，ｄｄ）；６．
９７－７．３７（９Ｈ，ｍ）；７．５４（１Ｈ，ｄ）；８．６５（ 1Ｈ，ｂｒ　ｓ）．Ｍ
Ｓ（ＦＡＢ），Ｍ /ｚ６３９［Ｍ＋Ｈ］ +．　Ｃ 3 3Ｈ 4 2Ｎ 2Ｏ 9Ｓｉの計算値（Ｈ 2Ｏ：Ｃ６
０．３５；Ｈ６．７５；Ｎ４．２６％；，測定値：Ｃ６０．５７；Ｈ６．６０；Ｎ４．１
８％．

５’－Ｏ－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）－３’－スクシノイルチミジン（２８８
ｍｇ、０．５ｍｍｏｌ）のジクロロメタン（３ｍＬ）溶液を３滴のピリジンで処理し、次
いで塩化オキサリル（２Ｍ；０．３ｍＬ、０．６ｍｍｏｌ）のジクロロメタン溶液を滴下
した。反応混合物を室温で９０分間攪拌した。このように形成した酸塩化物の溶液を（４
’－フェノキシ）－４－フェノキシベンジルアルコール（１４６ｍｇ、０．５ｍｍｏｌ）
とピリジン（０．３ｍＬ）のジクロロメタン（３ｍＬ）溶液の氷冷液に滴下した。室温で
４時間攪拌した。反応混合物を酢酸エチルで希釈して、ＮａＨＣＯ 3（５％ｗ／ｖ）水溶
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液で洗浄し、水で２回洗浄した。有機相を乾燥し（Ｎａ 2ＳＯ 4）、溶媒を減圧下で除去し
た。溶出液として酢酸エチル／ｎ－ヘキサン（１：１）を使用したフラッシュクロマトグ
ラフィーで残渣を精製し、７３ｍｇ (収率２０％ )のＦＴ２３を得た。 1ＨＮＭＲ（ＣＤＣ
ｌ 3）：δ０．１３（６Ｈ，ｓ）；０．９２（９Ｈ，ｓ）；１．９２（３Ｈ，ｓ）；２．
１１（１Ｈ，ｍ）；２．３９（１Ｈ，ｍ）；２．６８（４Ｈ，ｓ）；３．９０（２Ｈ，ｄ
）；４．０６（１Ｈ，ｄ）；５．１１（２Ｈ，ｓ）；５．２７（１Ｈ，ｄ）；６．３４（
１Ｈ，ｍ）；６．９５－７．３７（１３Ｈ，ｍ）；７．３５（１Ｈ，ｄ）；８．２７（ 1
Ｈ，ｂｒ　ｓ）．ＭＳ（ＦＡＢ），Ｍ /ｚ７１３［Ｍ＋Ｈ］ +．　Ｃ 3 9Ｈ 4 9Ｎ 2Ｏ 1 0Ｓｉの
計算値：
Ｃ６４．０８；Ｈ６．３４；Ｎ３．８５％－，測定値：Ｃ６４．３２；Ｈ６．３８；Ｎ３
．７９％．

オリゴヌクレオチドバックグラウンドの存在下および非存在下において質量標識塩基の挙
動モデルとしてＦＴ２３について質量分析法による検討を実施した。これらの検討の結果
を図２０～２３に示す。各図は、プラットホーム－ＬＣ四重極走査型質量分析計 (マイク
ロマス (Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ )、英国 )にエレクトロスプレーイオン源と４５Ｖのコーン電
圧を使用することによって作成した質量スペクトルを示す。各場合において、ＦＴ２３は
４ｐｍｏｌ／μｌの濃度で存在した。図２０は、陰イオンモードの質量スペクトルを示し
、７２９．３の突出ピークは［ M-H］ -に相当する。図２１は、陽イオンモードの対応する
質量スペクトルを示す。数多くの突出ピークが見られる。
図２２および図２３は、適当な分子量３０００のオリゴヌクレオチド試料が４ｐｍｏｌ／
μｌの各場合にさらに存在する以外は、図２０および図２１と同じ条件下で作成した、そ
れぞれ陰イオンモードおよび陽イオンモードの質量スペクトルを示す。ここでも、陰イオ
ンモード（図２２）では、７２９．３にはっきりしたピークが識別される。陽イオンモー
ド（図２３）では、数多くのピークが検出されている。
これらの結果は、質量標識塩基ＦＴ２３は、等モルの（不純物の）オリゴヌクレオチドが
存在する場合でも陰イオンモードで容易に検出可能であることを示す。
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図の要点
図１の要点
ステップ１：例えば、ビオチン化ポリ－Ｔプライマーを使用して、固相支持体に固定した
ｃＤＮＡを形成する。
ステップ２：保持されたポリ－Ａを保有するｃＤＮＡを「基準（ reference）酵素」で処
理して、ゆるんだ断片を洗い流す。
ステップ３：「基準（ reference）酵素」の突出末端に相補的な突出末端と「試料作成酵
素」の結合部位を有するアダプターを添加する。アダプターは鋳型の線状増幅を可能にす
るプライマー配列を有してもよい。
ステップ４：アダプター結合ｃＤＮＡを「試料作成エンドヌクレアーゼ」で処理し、ゆる
んだ断片を洗い流す。
ステップ５：「基準（ reference）酵素」の突出末端に相補的な突出末端と「試料作成酵
素」の結合部位を有するアダプターを添加する。アダプターは光開裂可能な結合を有する
質量標識を有さなければならない。
ステップ６：「試料作成酵素」を添加する。
ステップ７：シグナチャー断片が放出された液相を取り出し、ガラスチップ上の別個の位
置の可能な２５６のテトラマーの全てを有するオリゴヌクレオチドに連結する。
ステップ８：連結シグナチャーをＭＡＬＤＩマトリックスに埋設する。連結シグナチャー
を有するチップをＭＡＬＤＩ質量分析計に移す。
ステップ９：レーザーでチップを走査してチップの一領域のシグナチャーから質量標識を
開裂する。第２の周波数のＵＶレーザーで同じ領域を走査して、質量分析法により分析す
るために開裂させておいた質量標識をイオン化する。
図２ａの要点
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ステップ１：アビジン標識ビーズに結合したビオチン標識ポリ－Ｔを有するマトリックス
を通過させる。
ステップ２：保持されたポリ－Ａを保有するｃＤＮＡを「基準（ reference）酵素」で処
理して、ゆるんだ断片を洗い流す。
ステップ３：「基準（ reference）酵素」の突出末端に相補的な突出末端と「試料作成酵
素」の結合部位を有するアダプターを添加する。
ステップ４：「試料作成酵素」を添加する。
ステップ５：全ての可能な４塩基突出末端に相補的な突出末端と「試料作成エンドヌクレ
アーゼ」の結合部位を有するアダプターを添加する。これらのアダプターは、アダプター
が同定する突出末端と思われる配列を同定するための「質量標識」を有する。
図２ｂの要点
ステップ６：「試料作成酵素」を添加する。
ステップ７：シグネチャー断片が放出された液相を取り出し、２５６のウェルに分割する
。
ステップ８：ウェルのビーズにシグネチャーを連結する。各ウェルは１つの突出末端に相
当すると思われるビーズを有する。各ウェルの連結しなかったシグネチャーを洗い流す。
ステップ９：固定したシグナチャー断片から質量標識を開裂させることにより、液相に放
出させ、エレクトロスプレー質量分析法で分析する。
図３ａの要点
ステップ１：アビジン標識ビーズに結合したビオチン標識ポリ－Ｔを有するマトリックス
を通過させる。
ステップ２：保持されたポリ－Ａを保有するｃＤＮＡを「基準酵素」で処理して、ゆるん
だ断片を洗い流す。
ステップ３：「基準（ reference）酵素」の突出末端に相補的な突出末端と「試料作成酵
素」の結合部位を有するアダプターを添加する。
ステップ４：「試料作成酵素」を添加する。
ステップ５：全ての可能な４塩基突出末端に相補的な突出末端と「試料作成エンドヌクレ
アーゼ」の結合部位を有するアダプターを添加する。これらのアダプターは、アダプター
が同定する突出末端と思われる配列を同定するための「質量標識」を有する。
図３ｂの要点
ステップ６：「試料作成酵素」を添加する。
ステップ７：シグネチャー断片が放出された液相を取り出し、ＨＰＬＣアフィニティカラ
ムに適用し、突出末端に基づいて断片を２５６のサブセットに分類する。
ステップ８：カラムは同じ突出末端を有する分画にシグネチャーを分類する必要がある。
次いで、これらの分画をレーザーに露光させ、質量標識を開裂させなければならない。
ステップ９：次いで、開裂した質量標識およびシグナチャー断片をエレクトロスプレー質
量分析計に直接注入し、分析する。標識の電荷はオリゴヌクレオチドシグナチャーの反対
であるように設計することができる。このように、それが負である場合には、標識は陰イ
オン質量分析法で分析することができる。
図４の要点
Ａ  イオン源
Ｂ  イオン電流
Ｃ  電気的ゲート
Ｄ  反射物
Ｅ  検出器
（１）、（２）好ましい光開裂可能なリンカー
図８の要点
（１）～（３）好ましい質量標識構造であり、ここでｎ≧０である。
（４）質量標識を有する質量欠損であり、ここでｎ≧０およびｍ≧０であり、ｘは、好ま
しくはＦまたはＨである。
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図９の要点
（１）好ましい末端の変化すなわち質量シリーズ修飾基。
（２）好ましい内部の変化すなわち質量シリーズ修飾基であり、ここでｎ≧０であり、Ｒ
は、任意の基であってもよい。質量シリーズ修飾基のためには、Ｒ基は、好ましくはイオ
ン化またはフラグメント化すべきではない。イオン化基は別の図に示す。
図１０の要点
（１）陰イオンモード基
（２）陽イオンモード基
図１１の要点
説明 :試料 AG/1/75、 10ng/μＬ、１：１  MeOH:水 ,CV=45VLIVER01 1(0.997)Sm(SG,2x0.60)
，スキャン ES-1.79e8ここで、 AG/1/75はである。
　
　
　
　
　
　
　
図１２の要点
説明： AG/1/75、 5x10- 7Ｍ 20ul/分 MeOH/H2 O 1:1溶液で注入 LPOOL3 13(0.496)Cm(9:13)，
スキャン ES+1.89e6
図１３の要点
説明： AG/1/75,10ng/AL,1:1 MeOH-水 ,CV=75V LIVER02 1(0.998)Sm(SG,2x0.60),スキャン E
S-4,37e7ここで、 AG/1/75は、である。
　
　
　
　
　
　
　
図１４の要点
説明： DNA 1:5D MeOH:H2 O+0.2％ FORMIC 45V+/-SWITCHING
(1):LPOOL5 9(0.628)Cm(2:13),1:スキャン ES-4.56e3
(2):LPOOL5 3(0.243)Cm(3:10),2:スキャン ES+1.13e5
図１５の要点
説明： DNA 1:5D MeOH:H2 O+0.2％アンモニア 45V+/-SWITCHING
(1):LPOOL6 11(0.761)Cm(4:12),I:Scan ES-1.37e4
(2)LPOOL6 10(0.726)Cm(2:11),2:スキャン ES+8.13e4
図１６の要点
説明： DNA+AG/1/75+0.2％ FORMIC LOOPINJ+/-ES
(1):LPOOL9 14(0.800)CM(11:18),2:スキャン ES+1.04e6
(2):LPOOL9 14(0.771)Cm(12:18),1:スキャン ES-4.20e3
図１７の要点
説明： DNA+AG/1/75+0.2％ FORMIC LOOP INJ+/-ES
(1):LPOOL10 13(0.747)Cm(11:17),2:スキャン ES+1.86e6
(2):LPOOL10 11(0.608)Cm(11:17),1:スキャン ES-3.23e3
図１８の要点
説明： DNA+AG/1/75+0.20-.FORMIC LOOP INJ+I-ES
(1):LPOOL9 14(0.800)Cm(13:15-(22:29+4:7)),2:スキャン ES+1.02e6,(バックグラウンド
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を差し引く )
(2):LPOOL9 16(0.881)Cm(16:19-(23:29+9:13))， 1:スキャン ES-2.70e3，（バックグラウ
ンドを差し引く）
図１９の要点
説明： DNA+AG/1/75+0.2％ AMMONIA LOOP INJ+/-ES
(1):LPOOLIO 13(0.747)Cm(13:14-(6:8+22:25))， 2:スキャン ES+2.93e6，（バックグラウ
ンドを差し引く）
(2):LPOOL10 11(0.608)Cm(11:16-(8+26)),1:スキャン ES-1.03e3,(バックグラウンドを差
し引く )
図２０の要点
説明： FT23(単独 )(-veion)4pmol/ul， LPOOL2 3(0.266)Cm(2:24),2:スキャン ES-7.35e5
図２１の要点
説明： FT23(単独 )(+ve ion)4pmol/ul,LPOOL2 5(0.381)Cm(2:24),I:スキャン ES+3.G8e6
図２２の要点
説明 :F23/OLIGO(-ve ion)4pmol/ul,LPOOL1 18(1.405)Cm(3:25),(オリゴヌクレオチド分子
量 =3,000),2.スキャン ES-3.2leS
図２３の要点
説明 F23/OLIGO(+ve ion)4pmol/ul,LPOOL1 11(0.830)Cm(4:26),(オリゴヌクレオチド分子
量 =3,000),1:スキャン ES+2.03e6
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【 図 ２ ａ 】 【 図 ２ ｂ 】
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【 図 ３ ａ 】 【 図 ３ ｂ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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