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(57)【要約】
【課題】ナノ細孔センサーとともに使用するための二重層を作製するための方法の提供。
【解決手段】本開示は、バイオチップおよびバイオチップの製造方法を提供する。バイオ
チップは、電極に隣接した、またはその近傍にある膜（例えば脂質二重層）中にナノ細孔
を含み得る。膜を形成し、膜にナノ細孔を挿入する方法が説明される。本バイオチップお
よび方法は、核酸（例えばＤＮＡ）の配列決定に使用することができる。本開示はまた、
バイオチップを使用して、分子（例えばタンパク質）を検出し、ソートし、およびビニン
グする方法も説明している。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
相互参照
　本出願は、２０１２年２月１６日に出願されている米国仮特許出願第６１／５９９，８
７１号の利益と、２０１２年２月１７日に出願されている米国仮特許出願第６１／６００
，３９８号の利益とを主張し、それらの各々は、本明細書で参照によってその全体が援用
される。
【０００２】
背景
　核酸の配列決定は、核酸試料に関する配列情報を提供するために使用できる方法である
。このような配列情報は、対象の診断および／または処置において有用であり得る。例え
ば、対象の核酸配列を使用して、遺伝病を識別すること、遺伝病を診断することが可能で
あり、さらには遺伝病の処置を開発することも可能である。他の例として、病原体の調査
により、接触感染性の疾患を処置できるようになる可能性がある。また分子検出（例えば
タンパク質の分子検出）も、対象の診断および／または処置において有用であり得る。
【０００３】
　核酸の配列決定および／または分子の検出に使用できる利用可能な方法がある。しかし
ながら、このような方法は費用がかかり、対象の診断および／または処置に要する期間お
よび精度で配列情報を提供できない場合がある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明は、例えば、以下を提供する：
（項目１）
ナノ細孔センサーで使用するための脂質二重層を形成する方法であって、前記方法は、
　（ａ）材料層を有する電極を含むフローチャネルに緩衝溶液を方向付けることであって
、前記緩衝溶液は、導電性であり、前記材料層は、１種または複数の脂質を含む、ことと
、
　（ｂ）前記緩衝溶液と、前記材料層とを接触させることと、
　（ｃ）前記電極を通る電流を測定することにより、前記材料層の少なくとも一部が、前
記電極に隣接して脂質二重層を形成しているか否かを決定することと、
　（ｄ）（ｃ）の決定に基づいて、前記電極に刺激を加えることにより、前記材料層の前
記少なくとも一部が前記電極に隣接して前記脂質二重層を形成するように誘導することと
を含む、方法。
（項目２）
（ｃ）において、１種または複数の電圧が前記電極に加えられる、項目１に記載の方法。
（項目３）
前記電圧が、前記電極の上方の前記二重層を破壊または崩壊させるように選択される、項
目２に記載の方法。
（項目４）
前記刺激が、前記電極の表面の上方の液体の流れ、前記電極の表面の上方の１種または複
数の異なる液体の連続的な流れ、前記電極の表面の上方の１つまたは複数の気泡の流れ、
電気パルス、ソニケーションパルス、圧力パルス、または音パルスのうち少なくとも１つ
を含む、項目１に記載の方法。
（項目５）
前記材料層が、１種または複数のポリンタンパク質と、界面活性剤の臨界ミセル濃度未満
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の濃度の１種または複数の界面活性剤とを含む、項目１に記載の方法。
（項目６）
前記フローチャネルが、複数の電極を含み、前記複数の電極が、前記電極を含む、項目１
に記載の方法。
（項目７）
前記刺激が、前記複数の電極に同時に加えられる、項目６に記載の方法。
（項目８）
前記材料層が、少なくとも２種の脂質を含む、項目１に記載の方法。
（項目９）
前記材料層が、ポアタンパク質を含む、項目１に記載の方法。
（項目１０）
前記ポアタンパク質が、ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（
ＭｓｐＡ）、α溶血素、ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（ＭｓｐＡ）もしくはα溶血素の
うち少なくとも１つと少なくとも７０％の相同性を有する任意のタンパク質、またはそれ
らの任意の組合せである、項目９に記載の方法。
（項目１１）
（ｄ）の後に、前記電極を通して電気刺激を加えることにより、前記脂質二重層における
前記ポアタンパク質の挿入を容易にすることをさらに含む、項目９に記載の方法。
（項目１２）
前記脂質二重層および前記ポアタンパク質が共に、約１ＧΩまたはそれよりも低い抵抗を
示す、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
ポアタンパク質のない前記脂質二重層が、約１ＧΩよりも大きい抵抗を示す、項目１に記
載の方法。
（項目１４）
前記緩衝溶液の圧力は、前記材料層が、前記刺激なしで前記脂質二重層を形成するように
選択される、項目１に記載の方法。
（項目１５）
（ａ）の前に、前記材料層を前記電極に隣接して作り出すことをさらに含む、項目１に記
載の方法。
（項目１６）
前記作り出すことが、
　前記１種または複数の脂質を含む脂質溶液を、前記フローチャネルに方向付けることと
、
　前記電極上に前記材料層を堆積させることと
を含む、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
前記脂質溶液が、有機溶媒を含む、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
前記有機溶媒が、デカンを含む、項目１７に記載の方法。
（項目１９）
前記緩衝溶液が、イオン溶液を含む、項目１に記載の方法。
（項目２０）
前記イオン溶液が、塩化物陰イオンを含む、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
前記イオン溶液が、酢酸ナトリウムを含む、項目２０に記載の方法。
（項目２２）
（ａ）の後に、
　気泡を前記フローチャネルに方向付けることと、
　前記気泡と前記材料層とを接触させることにより、前記材料層を滑らかにすることおよ
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び／または薄くすることと
をさらに含む、項目１に記載の方法。
（項目２３）
前記気泡が、蒸気の気泡である、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
　前記材料層に隣接するポアタンパク質溶液を流動させることにより、前記材料層にポア
タンパク質を堆積させることと、
　前記フローチャネルにおけるイオン溶液および／または別の気泡を用いて前記材料層を
薄くすることと
をさらに含む、項目１８に記載の方法。
（項目２５）
前記１種または複数の脂質が、ジフタノイルホスファチジルコリン（ＤＰｈＰＣ）、パル
ミトイル－オレオイル－ホスファチジル－コリン（ＰＯＰＣ）、ジオレオイル－ホスファ
チジル－メチルエステル（ＤＯＰＭＥ）、ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰ
Ｃ）、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルセリン
、ホスファチジン酸、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルグリセロール、およ
びスフィンゴミエリンからなる群から選択される、項目１に記載の方法。
（項目２６）
前記フローチャネルに曝露される前記電極の表面が、親水性である、項目１に記載の方法
。
（項目２７）
前記電極が、フローチャネルの１つまたは複数の疎水性表面に隣接して堆積させられる、
項目１に記載の方法。
（項目２８）
前記１つまたは複数の疎水性表面が、シラン処理されている、項目２７に記載の方法。
（項目２９）
前記フローチャネルが、チップに形成される、項目１に記載の方法。
（項目３０）
前記電極が、前記フローチャネル表面に形成される、項目１に記載の方法。
（項目３１）
前記フローチャネルが、密閉されている、項目１に記載の方法。
（項目３２）
前記１つまたは複数のフローチャネルが、複数のフローチャネルを含む、項目１に記載の
方法。
（項目３３）
前記複数のフローチャネルが、前記複数のフローチャネルに沿ったガイドレールを用いて
流体的に互いに分離されている、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
前記電極が、個々にアドレス可能な電極である、項目１に記載の方法。
（項目３５）
（ｃ）が、前記材料層の少なくとも一部が前記電極の全部または一部の上方に脂質二重層
を形成しているか否かを決定することをさらに含む、項目１に記載の方法。
（項目３６）
ナノ細孔感知装置において使用するための脂質二重層を形成する方法であって、前記方法
は、
　（ａ）複数の電極と前記複数の電極に隣接する材料層とを含むチップを提供することで
あって、前記材料層の各々は、脂質を含む、ことと、
　（ｂ）前記材料層と緩衝溶液とを接触させることであって、前記緩衝溶液は、導電性で
ある、ことと、
　（ｃ）前記複数の電極の少なくともサブセットに刺激を加えることにより、前記材料層
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が前記複数の電極に隣接して脂質二重層を形成するように誘導することと、
　（ｄ）必要に応じて、前記複数の電極に加えられた約－１００ミリボルト（ｍＶ）～－
１０００ｍＶの電圧パルスで、前記複数の電極の少なくとも約２０％が非活性化するまで
ステップ（ｂ）および（ｃ）を繰り返すことと
を含む、方法。
（項目３７）
前記複数の電極が、各々、個々にアドレス可能である、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
工程（ｂ）および（ｃ）が、必要に応じて、前記加えられた電圧パルスで、前記複数の電
極の少なくとも約６０％が非活性化するまで繰り返される、項目３６に記載の方法。
（項目３９）
前記加えられた電圧パルスが、約－４００ｍＶ～－７００ｍＶである、項目３６に記載の
方法。
（項目４０）
前記刺激が、前記電極の表面の上方の液体の流れ、前記電極の表面の上方の１種または複
数の異なる液体の連続的な流れ、前記電極の表面の上方の１つまたは複数の気泡の流れ、
電気パルス、ソニケーションパルス、圧力パルス、または音パルスのうち少なくとも１つ
を含む、項目３６に記載の方法。
（項目４１）
前記材料層の各々が、ポアタンパク質を含む、項目３６に記載の方法。
（項目４２）
前記ポアタンパク質が、ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（
ＭｓｐＡ）、α溶血素、ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（ＭｓｐＡ）もしくはα溶血素の
うち少なくとも１つと少なくとも７０％の相同性を有する任意のタンパク質、またはそれ
らの任意の組合せである、項目４１に記載の方法。
（項目４３）
（ｃ）の後に、前記電極の少なくともサブセットを通して電気刺激を加えることにより、
前記脂質二重層の各々における前記ポアタンパク質の挿入を容易にすることをさらに含む
、項目４１に記載の方法。
（項目４４）
（ａ）が、
　前記複数の電極と脂質溶液とを接触させることにより、前記材料層を形成すること
をさらに含み、前記脂質溶液が、前記脂質を含む、項目３６に記載の方法。
（項目４５）
前記脂質溶液が、有機溶媒を含む、項目４４に記載の方法。
（項目４６）
前記有機溶媒が、デカンを含む、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
前記緩衝溶液が、イオン溶液を含む、項目３６に記載の方法。
（項目４８）
前記イオン溶液が、塩化物陰イオンを含む、項目４７に記載の方法。
（項目４９）
前記イオン溶液が、酢酸ナトリウムを含む、項目４８に記載の方法。
（項目５０）
ステップ（ａ）と（ｂ）との間に、気泡を前記材料層の各々に隣接するように方向付ける
ことをさらに含む、項目３６に記載の方法。
（項目５１）
前記電極が、前記チップの１つまたは複数のフローチャネルにおいて密閉されている、項
目３６に記載の方法。
（項目５２）
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標的分子を検出する方法であって、前記方法は、
　（ａ）感知電極に隣接して、またはその近傍に堆積させられた、膜中にナノ細孔を含む
チップを提供することと、
　（ｂ）核酸分子を前記ナノ細孔に方向付けることであって、前記核酸分子は、レポータ
ー分子と会合しており、前記核酸分子は、アドレス領域とプローブ領域とを含み、前記レ
ポーター分子は、前記プローブ領域で前記核酸分子と会合しており、前記レポーター分子
は、標的分子にカップリングされている、ことと、
　（ｃ）前記核酸分子が前記ナノ細孔に方向付けられている間、前記アドレス領域を配列
決定することにより、前記アドレス領域の核酸配列を決定することと、
　（ｄ）コンピュータプロセッサを用いて、（ｃ）で決定された前記アドレス領域の核酸
配列に基づき前記標的分子を識別することと
を含む、方法。
（項目５３）
（ｂ）におけるプローブ分子が、前記核酸分子の前記プローブ領域へのレポーター分子の
結合によって、細孔中に保持される、項目５２に記載の方法。
（項目５４）
前記ナノ細孔を通る前記核酸分子の前記進行速度が減少させられるときに、前記核酸分子
の最大３つの塩基が識別される、項目５３に記載の方法。
（項目５５）
前記ナノ細孔を通る前記核酸分子の前記進行速度が減少させられるときに、前記核酸分子
の最大５つの塩基が識別される、項目５３に記載の方法。
（項目５６）
前記レポーター分子と前記ナノ細孔との相互作用のときに、前記ナノ細孔を通る前記核酸
分子の前記進行速度が、減少させられる、項目５３に記載の方法。
（項目５７）
（ｂ）において、前記ナノ細孔を通る前記核酸分子の進行速度が、停止させられるか、ま
たは失速させられる、項目５２に記載の方法。
（項目５８）
（ｄ）の前に、前記ナノ細孔を通る前記核酸分子の進行速度が減少させられたか否かを決
定することをさらに含む、項目５２に記載の方法。
（項目５９）
（ｄ）において、前記ナノ細孔を通る前記核酸分子の前記進行速度が減少させられている
と決定される場合、前記標的分子が識別される、項目５２に記載の方法。
（項目６０）
（ｄ）において、前記標的分子が、（ｉ）前記アドレス領域および会合部の核酸配列と、
（ｉｉ）前記ナノ細孔を通る前記核酸分子の進行速度との相関に基づき識別される、項目
５２に記載の方法。
（項目６１）
前記ナノ細孔が、個々にアドレス可能である、項目５２に記載の方法。
（項目６２）
前記核酸分子が、一本鎖である、項目５２に記載の方法。
（項目６３）
前記ナノ細孔中に前記核酸分子を捕獲することをさらに含む、項目５２に記載の方法。
（項目６４）
前記核酸分子が、前記核酸分子の末端部分の１つまたは複数に形成されているバルキーな
構造を用いて、前記ナノ細孔中に捕獲される、項目６３に記載の方法。
（項目６５）
前記核酸分子が、前記核酸分子の末端部分の１つまたは複数に取り付けられているバルキ
ーな構造を用いて前記ナノ細孔中に捕獲される、項目６３に記載の方法。
（項目６６）
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前記ナノ細孔を通る前記核酸分子の流れの方向を逆転させることをさらに含む、項目５２
に記載の方法。
（項目６７）
前記核酸分子の流れの方向を逆転させると、前記アドレス領域の少なくとも一部を再度配
列決定することをさらに含む、項目６６に記載の方法。
（項目６８）
前記レポーター分子が、前記レポーター分子の末端部分に抗体またはアプタマーを含み、
前記抗体またはアプタマーは、前記標的分子と会合している、項目５２に記載の方法。
（項目６９）
アドレス領域およびプローブ領域が、公知の核酸配列を有する、項目５２に記載の方法。
（項目７０）
前記レポーター分子が、前記プローブ領域の核酸配列に相補的な核酸配列を含む、項目５
２に記載の方法。
（項目７１）
前記核酸分子が、前記のように方向付けられる前に前記レポーター分子と会合している、
項目５２に記載の方法。
（項目７２）
（ｂ）の前に、前記核酸分子が、前記ナノ細孔を通って進み、（ｂ）において、前記レポ
ーター分子が、前記ナノ細孔を通って進んだ前記核酸分子と会合している、項目５２に記
載の方法。
概要
　ナノ細孔は、核酸分子を包含するポリマーを配列決定して、および／または例えばタン
パク質などの分子を検出するのに使用することができる。ポリマーの例としては、デオキ
シリボ核酸（ＤＮＡ）およびリボ核酸（ＲＮＡ）が挙げられる。これを考慮して、核酸分
子の識別、核酸の配列決定、および分子検出のための改良方法への必要性が認識されてい
る。本明細書では、センサーの近傍で、脂質二重層（また本明細書では「二重層」ともい
う）を形成して、二重層にナノ細孔を挿入する方法を説明する。
【０００５】
　いくつかの例において、ポリマー（例えば核酸）がナノ細孔を通過すると、ポリマーの
様々なサブユニット（例えば、核酸のアデニン（Ａ）、シトシン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）
、チミン（Ｔ）、および／またはウラシル（Ｕ）塩基）が、ナノ細孔を通って流れる電流
に影響を与える可能性がある。本明細書において説明されているように、様々なサブユニ
ットは、ナノ細孔および／または膜全体に加えられる複数の電圧で電流を測定することに
よって識別することができる。
【０００６】
　一態様において、ナノ細孔センサーで使用するための膜（例えば脂質二重層）を形成す
る方法は、（ａ）材料層を有する電極を含むフローチャネルに緩衝溶液を方向付けること
、ここで緩衝溶液は導電性であり、材料層は、１種または複数の膜の成分（例えば脂質）
を含む；（ｂ）緩衝溶液と材料層とを接触させること；（ｃ）電極を通る電流を測定して
、材料層の少なくとも一部が、電極の全部または一部の上方に膜（例えば脂質二重層）を
形成しているか否かを決定すること；および（ｄ）（ｃ）の決定に基づいて、電極に刺激
を加えて、材料層の少なくとも一部が電極に隣接して膜を形成するように誘導することを
含む。
【０００７】
　いくつかの実施形態において、（ｃ）において、１種または複数の電圧が電極に加えら
れる。
【０００８】
　いくつかの実施形態において、電圧は、電極の上方の二重層を破壊する程度に高い。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、刺激は、全ての電極に同時に加えられる。
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【００１０】
　いくつかの実施形態において、刺激は、電極表面上方の液体の流れ、電極表面上方の１
種または複数の異なる液体の連続的な流れ、電極表面上方の１つまたは複数の気泡の流れ
、電気パルス、ソニケーションパルス、圧力パルス、または音パルスのうち少なくとも１
つを含む。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、１種または複数のポリンタンパク質を含む材料層は、１
種または複数の界面活性剤を、界面活性剤の臨界ミセル濃度未満の濃度で含む。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、フローチャネルは、複数の電極を含む。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、材料層は、脂質を含む。いくつかの場合において、材料
層は、少なくとも２種、３種、４種、５種、または１０種の脂質を含む。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、材料層は、ポアタンパク質（ｐｏｒｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ
）を含む。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、ポアタンパク質は、ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｍ
ｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（ＭｓｐＡ）、α溶血素、ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（Ｍ
ｓｐＡ）もしくはα溶血素のうち少なくとも１つと少なくとも７０％の相同性を有する任
意のタンパク質、またはそれらの任意の組合せである。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、本方法は、（ｄ）の後に、電極を通して電気刺激を加え
て、膜（例えば脂質二重層）へのポアタンパク質の挿入を容易にすることをさらに含む。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、膜およびポアタンパク質は共に、約１ＧΩまたはそれよ
りも低い抵抗を示す。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、ポアタンパク質のない膜は、約１ＧΩよりも大きい抵抗
を示す。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、緩衝溶液の圧力は、材料層が、刺激なしで膜を形成する
ように選択される。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、本方法は、（ａ）の前に、材料層を電極に隣接して作り
出すことをさらに含む。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、作り出す作業は、１種または複数の脂質を含む脂質溶液
をフローチャネルに方向付けること；および電極上に材料層を堆積させることを含む。
【００２２】
　いくつかの実施形態において、脂質溶液は、有機溶媒を含む。
【００２３】
　いくつかの実施形態において、有機溶媒は、デカンを含む。
【００２４】
　いくつかの実施形態において、緩衝溶液は、イオン溶液を含む。
【００２５】
　いくつかの実施形態において、イオン溶液は、塩化物陰イオンを含む。
【００２６】
　いくつかの実施形態において、イオン溶液は、酢酸ナトリウムを含む。
【００２７】
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　いくつかの実施形態において、本方法は、（ａ）の後に、気泡をフローチャネルに方向
付けること；および気泡と材料層とを接触させて、材料層を滑らかにする、および／また
は薄くすることをさらに含む。
【００２８】
　いくつかの実施形態において、気泡は、蒸気の気泡である。
【００２９】
　いくつかの実施形態において、本方法は、材料層に隣接するポアタンパク質溶液を流動
させて、材料層にポアタンパク質を堆積させること；およびフローチャネルにおけるイオ
ン溶液および／または別の気泡を用いて材料層を薄くすることをさらに含む。
【００３０】
　いくつかの実施形態において、脂質は、ジフタノイルホスファチジルコリン（ＤＰｈＰ
Ｃ）、パルミトイル－オレオイル－ホスファチジル－コリン（ＰＯＰＣ）、ジオレオイル
－ホスファチジル－メチルエステル（ＤＯＰＭＥ）、ジパルミトイルホスファチジルコリ
ン（ＤＰＰＣ）、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチ
ジルセリン、ホスファチジン酸、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルグリセロ
ール、およびスフィンゴミエリンからなる群から選択することができる。
【００３１】
　いくつかの実施形態において、フローチャネルに曝露される電極表面は、親水性である
。
【００３２】
　いくつかの実施形態において、電極は、フローチャネルの１つまたは複数の疎水性表面
に隣接して堆積させられる。
【００３３】
　いくつかの実施形態において、１つまたは複数の疎水性表面は、シラン処理されている
。
【００３４】
　いくつかの実施形態において、フローチャネルは、チップに形成される。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、電極は、フローチャネル表面に形成される。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、フローチャネルは、密閉されている。
【００３７】
　いくつかの実施形態において、１つまたは複数のフローチャネルは、複数のフローチャ
ネルを含む。
【００３８】
　いくつかの実施形態において、複数のフローチャネルが、複数のフローチャネルに沿っ
たガイドレールにより流体的に互いに分離されている。
【００３９】
　いくつかの実施形態において、電極は、個々にアドレス可能な電極である。
【００４０】
　一態様において、ナノ細孔感知装置において使用するための膜（例えば脂質二重層）を
形成する方法は、（ａ）複数の電極と複数の電極に隣接する材料層とを含むチップを提供
すること、ここで材料層の各々は、膜の１つまたは複数の成分（例えば脂質）を含む；（
ｂ）材料層と緩衝溶液とを接触させること、ここで緩衝溶液は、導電性である；（ｃ）複
数の電極の少なくともサブセットに刺激を加えて、材料層が複数の電極に隣接して膜を形
成するように誘導すること；ならびに（ｄ）必要に応じて、複数の電極に加えられた約－
１００ミリボルト（ｍＶ）～－１０００ｍＶの電圧パルスで、複数の電極の少なくとも約
２０％が非活性化するまでステップ（ｂ）および（ｃ）を繰り返すことを含む。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、複数の電極は、各々、個々にアドレス可能である。
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【００４２】
　いくつかの実施形態において、ステップ（ｂ）および（ｃ）は、必要に応じて、加えら
れた電圧パルスで、複数の電極の少なくとも約６０％が非活性化するまで繰り返される。
【００４３】
　いくつかの実施形態において、加えられた電圧パルスは、約－４００ｍＶ～－７００ｍ
Ｖである。
【００４４】
　いくつかの実施形態において、刺激は、電極表面上方の液体の流れ、電極表面上方の１
種または複数の異なる液体の連続的な流れ、電極表面上方の１つまたは複数の気泡の流れ
、電気パルス、ソニケーションパルス、圧力パルス、または音パルスのうち少なくとも１
つを含む。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、材料層の各々は、ポアタンパク質を含む。
【００４６】
　いくつかの実施形態において、ポアタンパク質は、ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｍ
ｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（ＭｓｐＡ）、α溶血素、ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（Ｍ
ｓｐＡ）もしくはα溶血素の少なくとも１つと少なくとも７０％の相同性を有する任意の
タンパク質、またはそれらの任意の組合せである。
【００４７】
　いくつかの実施形態において、本方法は、（ｃ）の後に、電極の少なくともサブセット
を通して電気刺激を加えて、脂質二重層の各々におけるポアタンパク質の挿入を容易にす
ることをさらに含む。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、本方法は、複数の電極と脂質溶液とを接触させて、材料
層を形成することをさらに含み、ここで脂質溶液は、脂質を含む。
【００４９】
　いくつかの実施形態において、脂質溶液は、有機溶媒を含む。
【００５０】
　いくつかの実施形態において、有機溶媒は、デカンを含む。
【００５１】
　いくつかの実施形態において、緩衝溶液は、イオン溶液を含む。
【００５２】
　いくつかの実施形態において、イオン溶液は、塩化物陰イオンを含む。
【００５３】
　いくつかの実施形態において、イオン溶液は、酢酸ナトリウムを含む。
【００５４】
　いくつかの実施形態において、本方法は、ステップ（ａ）と（ｂ）との間に、気泡を材
料層の各々に隣接するように方向付けることをさらに含む。
【００５５】
　いくつかの実施形態において、電極は、チップの１つまたは複数のフローチャネルにお
いて密閉されている。
【００５６】
　一態様において、標的分子を検出する方法は、（ａ）感知電極に隣接して、またはその
近傍に堆積させられた、膜中にナノ細孔を含むチップを提供すること；（ｂ）核酸分子を
ナノ細孔に方向付けること、ここで核酸分子は、レポーター分子と会合しており、核酸分
子は、アドレス領域とプローブ領域とを含み、レポーター分子は、プローブ領域で核酸分
子と会合しており、レポーター分子は、標的分子にカップリングされている；（ｃ）核酸
分子をナノ細孔に方向付けながらアドレス領域を配列決定することにより、アドレス領域
の核酸配列を決定すること；および（ｄ）コンピュータプロセッサを用いて、（ｃ）で決
定されたアドレス領域の核酸配列に基づき標的分子を識別することを含む。
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【００５７】
　いくつかの実施形態において、（ｂ）において、（ｂ）におけるプローブ分子は、核酸
分子のプローブ領域へのレポーター分子の結合によって、細孔中に保持される。
【００５８】
　いくつかの実施形態において、ナノ細孔を通る核酸分子の進行速度が減少するときに、
核酸分子の最大３つの塩基が識別される。
【００５９】
　いくつかの実施形態において、ナノ細孔を通る核酸分子の進行速度が減少するときに、
核酸分子の最大５つの塩基が識別される。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、レポーター分子とナノ細孔との相互作用のときに、ナノ
細孔を通る核酸分子の進行速度が減少する。
【００６１】
　いくつかの実施形態において、（ｂ）において、ナノ細孔を通る核酸分子の進行速度は
、停止させられるか、または失速させられる。
【００６２】
　いくつかの実施形態において、本方法は、（ｄ）の前に、ナノ細孔を通る核酸分子の進
行速度が減少したか否かを決定することをさらに含む。
【００６３】
　いくつかの実施形態において、（ｄ）において、ナノ細孔を通る核酸分子の進行速度が
減少させられていると決定される場合、標的分子が識別される。
【００６４】
　いくつかの実施形態において、（ｄ）において、標的分子は、（ｉ）アドレス領域およ
び会合部の核酸配列と、（ｉｉ）ナノ細孔を通る核酸分子の進行速度との相関に基づき識
別される。
【００６５】
　いくつかの実施形態において、ナノ細孔は、個々にアドレス可能である。
【００６６】
　いくつかの実施形態において、核酸分子は、一本鎖である。
【００６７】
　いくつかの実施形態において、本方法は、ナノ細孔中に核酸分子を捕獲することをさら
に含む。
【００６８】
　いくつかの実施形態において、核酸分子は、核酸分子の末端部分の１つまたは複数に形
成されているバルキーな構造を用いて、ナノ細孔中に捕獲される。
【００６９】
　いくつかの実施形態において、核酸分子は、核酸分子の末端部分の１つまたは複数に取
り付けられているバルキーな構造を用いてナノ細孔中に捕獲される。
【００７０】
　いくつかの実施形態において、本方法は、ナノ細孔を通る核酸分子の流れの方向を逆転
させることをさらに含む。
【００７１】
　いくつかの実施形態において、本方法は、核酸分子の流れの方向を逆転させると、アド
レス領域の少なくとも一部を再度配列決定することをさらに含む。
【００７２】
　いくつかの実施形態において、レポーター分子は、レポーター分子の末端部分に抗体ま
たはアプタマーを含み、ここで抗体またはアプタマーは、標的分子と会合している。
【００７３】
　いくつかの実施形態において、アドレス領域およびプローブ領域は、公知の核酸配列を
有する。
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【００７４】
　いくつかの実施形態において、レポーター分子は、プローブ領域の核酸配列に相補的な
（ｃｏｍｐｌｉｍｅｎｔａｒｙ）核酸配列を含む。
【００７５】
　いくつかの実施形態において、核酸分子は、方向付けられる前にレポーター分子と会合
している。
【００７６】
　いくつかの実施形態において、（ｂ）の前に、核酸分子はナノ細孔を通って進み、（ｂ
）において、レポーター分子は、ナノ細孔を通って進んだ核酸分子と会合している。
【００７７】
　以下の詳細な説明は本開示の例示的な実施形態のみを示し、説明しており、前記詳細な
説明から、当業者であれば本開示の追加の態様および利点が容易に明白になるであろう。
認識しているであろうが、本開示は、他の異なる実施形態であってもよく、その数々の詳
細は、いずれも本開示から逸脱することなく、様々な明白な観点で改変することができる
。したがって、図面および説明は、事実上例示的なものであるとみなされ、限定的なもの
であるとはみなされない。
【００７８】
　参考文献の組み込み
　本明細書で述べられた全ての刊行物、特許、および特許出願は、それぞれ個々の刊行物
、特許、または特許出願が、具体的にかつ個々に参照により組み入れられることを提示さ
れたのと同じ程度に、参照により本明細書に組み入れられる。
【図面の簡単な説明】
【００７９】
　添付の特許請求の範囲で本発明の新規の特徴を詳細に述べる。本発明の特徴および利点
のよりよい理解は、以下に記載の、本発明の原理が利用されている例示的な実施形態と付
属の図面（本明細書では「図」および「ＦＩＧ．」ともいう）を説明する詳細な説明を参
照することにより得られると予想される。
【００８０】
【図１Ａ】図１Ａ、図１Ｂおよび図１Ｃは、ナノ細孔検出器の例を示す。図１Ａは、電極
上にナノ細孔が堆積させられている、ナノ細孔検出器の例を示す。図１Ｂは、ウェル上方
でナノ細孔が膜に挿入されている、ナノ細孔検出器の例を示す。図１Ｃは、突出した電極
上方にナノ細孔が堆積させられている、ナノ細孔検出器の例を示す。
【図１Ｂ】図１Ａ、図１Ｂおよび図１Ｃは、ナノ細孔検出器の例を示す。図１Ａは、電極
上にナノ細孔が堆積させられている、ナノ細孔検出器の例を示す。図１Ｂは、ウェル上方
でナノ細孔が膜に挿入されている、ナノ細孔検出器の例を示す。図１Ｃは、突出した電極
上方にナノ細孔が堆積させられている、ナノ細孔検出器の例を示す。
【図１Ｃ】図１Ａ、図１Ｂおよび図１Ｃは、ナノ細孔検出器の例を示す。図１Ａは、電極
上にナノ細孔が堆積させられている、ナノ細孔検出器の例を示す。図１Ｂは、ウェル上方
でナノ細孔が膜に挿入されている、ナノ細孔検出器の例を示す。図１Ｃは、突出した電極
上方にナノ細孔が堆積させられている、ナノ細孔検出器の例を示す。
【００８１】
【図２Ａ】図２Ａ、図２Ｂ、図２Ｃおよび図２Ｄは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の
例を示す。図２Ａは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、分子検出を示す。図
２Ｂは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、ポリマー分子の一部の検出を示す
。図２Ｃは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、核酸の配列決定のためのタグ
分子の検出を示す。図２Ｄは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、ヌクレオチ
ドを取り込みながらタグを検出することを示す。
【図２Ｂ】図２Ａ、図２Ｂ、図２Ｃおよび図２Ｄは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の
例を示す。図２Ａは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、分子検出を示す。図
２Ｂは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、ポリマー分子の一部の検出を示す
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。図２Ｃは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、核酸の配列決定のためのタグ
分子の検出を示す。図２Ｄは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、ヌクレオチ
ドを取り込みながらタグを検出することを示す。
【図２Ｃ】図２Ａ、図２Ｂ、図２Ｃおよび図２Ｄは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の
例を示す。図２Ａは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、分子検出を示す。図
２Ｂは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、ポリマー分子の一部の検出を示す
。図２Ｃは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、核酸の配列決定のためのタグ
分子の検出を示す。図２Ｄは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、ヌクレオチ
ドを取り込みながらタグを検出することを示す。
【図２Ｄ】図２Ａ、図２Ｂ、図２Ｃおよび図２Ｄは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の
例を示す。図２Ａは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、分子検出を示す。図
２Ｂは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、ポリマー分子の一部の検出を示す
。図２Ｃは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、核酸の配列決定のためのタグ
分子の検出を示す。図２Ｄは、ナノ細孔を用いて検出できる分子の例を示し、ヌクレオチ
ドを取り込みながらタグを検出することを示す。
【００８２】
【図３】図３は、ナノ細孔を含みウェルを含まないチップ構成の一例を示す。
【００８３】
【図４】図４は、超小型の測定回路の一例を示す。
【００８４】
【図５】図５は、ナノ細孔検出器のアレイを示す。
【００８５】
【図６】図６は、シーケンサーを制御するように構築されたコンピュータシステムを示す
。
【００８６】
【図７】図７は、センサーチップの１つまたは複数のフローチャネルの電極上方に脂質層
を形成する方法の一例を示す。
【００８７】
【図８】図８は、半導体センサーチップの一例を示す。
【００８８】
【図９】図９は、ナノ細孔中に捕獲されたプローブ分子の一例を例示する。
【００８９】
【図１０】図１０は、ナノ細孔中に捕獲されたプローブ分子の一例を例示する。
【００９０】
【図１１】図１１は、プローブ分子の直鎖状配列の一例を例示する。
【００９１】
【図１２】図１２は、アンチセンス鎖が結合して、ナノ細孔から排除される程度にバルキ
ーな二本鎖のキャップを形成することを例示する。
【００９２】
【図１３】図１３は、ナノ細孔を使用してプローブ分子を捕獲し特徴付けるためのプロセ
スフローを例示する。
【００９３】
【図１４】図１４は、ナノ細孔に捕獲されたプローブを使用して、標的分子を捕捉して識
別し、計数し、ソートし、および／または回収するプロセスフローである。
【００９４】
【図１５】図１５は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、標的分子を計数し
、ビニングし、回収するプロセスフローである。
【００９５】
【図１６】図１６は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、標的タンパク質分
子を検出し、識別し、計数し、ビニングし、および／または回収するプロセスフローであ
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る。
【００９６】
【図１７】図１７は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、標的タンパク質分
子を検出し、識別し、計数し、ビニングし、および／または回収するプロセスフローであ
る。
【００９７】
【図１８】図１８は、レポーターで標識された抗体に結合したタンパク質分子の構造を例
示する。
【００９８】
【図１９】図１９は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、レポーターと抗体
が結合した標的分子（例えばタンパク質）とを特徴付けるための流れ図である。
【００９９】
【図２０】図２０は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、異なる試料からの
標的分子を特徴付けるための流れ図である。
【０１００】
【図２１】図２１は、ナノ細孔中に捕獲されたプローブ分子のアドレス領域へのスピード
バンプの結合を例示する。
【０１０１】
【図２２】図２２は、ナノ細孔検出器の一例を例示する。
【０１０２】
【図２３】図２３は、プローブのポリヌクレオチド構造を示す。
【０１０３】
【図２４】図２４は、フローセルの形態の一例を示す。
【０１０４】
【図２５】図２５は、パッケージ化されたチップの一例を示す。
【０１０５】
【図２６】図２６は、シリンジポンプ構成の一例を示す。
【０１０６】
【図２７】図２７は、手作業によるシリンジ構成の一例を示す。
【０１０７】
【図２８】図２８は、ポンプで自動化された二重層の形成および電圧上昇の一例を示す。
【０１０８】
【図２９】図２９は、加えられた波形の一例を示す。
【０１０９】
【図３０】図３０は、開いたチャネルに関する電流対時間の一例を示す。
【０１１０】
【図３１】図３１は、開いたチャネルに関する電流対時間の一例を示す。
【０１１１】
【図３２】図３２は、開いたチャネルに関する電流対時間の一例を示す。
【０１１２】
【図３３】図３３は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）捕捉に関する電流対時間の一例を示す
。
【０１１３】
【図３４】図３４は、ＤＮＡ捕捉に関する電流対時間の一例を示す。
【０１１４】
【図３５】図３５は、ＤＮＡ捕捉に関する電流対時間の一例を示す。
【０１１５】
【図３６】図３６は、ＤＮＡ捕捉に関する電流対時間の一例を示す。
【０１１６】
【図３７】図３７は、ＤＮＡ捕捉に関する電流対時間の一例を示す。
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【０１１７】
【図３８】図３８は、二重層の形成後の細孔に関する電流対時間の一例を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１１８】
　本明細書で本発明の様々な実施形態を示し説明するが、このような実施形態は単なる一
例として示されたことは当業者には明白であろう。当業者であれば、本発明から逸脱する
ことなく多数のバリエーション、変化、および置き換えを想到することができる。本明細
書において説明される本発明の実施形態に対して様々な代替物が採用され得るものと理解
されるものとする。
【０１１９】
　用語「ナノ細孔」は、本明細書で使用される場合、一般的に、膜に形成された、または
別の方法で提供された細孔、チャネルまたは通路を指す。膜は、例えば脂質二重層などの
有機性の膜、または例えば高分子材料から形成された膜などの合成膜であってもよい。膜
は、高分子材料であってもよい。ナノ細孔は、例えば、相補型金属酸化物半導体（ＣＭＯ
Ｓ）または電界効果トランジスタ（ＦＥＴ）回路などの感知回路または感知回路にカップ
リングされた電極に隣接して、またはその近傍に堆積させられていてもよい。いくつかの
例において、ナノ細孔は、０．１ナノメートル（ｎｍ）から約１０００ｎｍ程度の特徴的
な幅または直径を有する。いくつかのナノ細孔は、タンパク質である。タンパク質ナノ細
孔の例は、アルファ溶血素である。
【０１２０】
　用語「ポリメラーゼ」は、本明細書で使用される場合、一般的に、重合反応を触媒する
ことができるあらゆる酵素または他の分子触媒を指す。ポリメラーゼの例としては、これ
らに限定されないが、核酸ポリメラーゼまたはリガーゼなどが挙げられる。ポリメラーゼ
は、重合酵素であってもよい。
【０１２１】
　用語「核酸」は、本明細書で使用される場合、一般的に、１つまたは複数の核酸サブユ
ニットを含む分子を指す。核酸は、アデノシン（Ａ）、シトシン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）
、チミン（Ｔ）、およびウラシル（Ｕ）、またはそれらの変異体から選択される１つまた
は複数のサブユニットを包含していてもよい。ヌクレオチドは、Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔもしくは
Ｕ、またはそれらの変異体を包含していてもよい。ヌクレオチドは、成長中の核酸鎖に取
り込むことができるあらゆるサブユニットを包含していてもよい。このようなサブユニッ
トは、Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ、もしくはＵ、または１つまたは複数の相補的Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔもし
くはＵに特異的な、またはプリン（すなわち、ＡもしくはＧ、またはそれらの変異体）も
しくはピリミジン（すなわち、Ｃ、ＴもしくはＵ、またはそれらの変異体）に相補的な他
のあらゆるサブユニットであってもよい。サブユニットは、個々の核酸塩基または塩基の
群（例えば、ＡＡ、ＴＡ、ＡＴ、ＧＣ、ＣＧ、ＣＴ、ＴＣ、ＧＴ、ＴＧ、ＡＣ、ＣＡ、ま
たはそれらのウラシル対応物）の解析を容易にすることができる。いくつかの例において
、核酸は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（ＲＮＡ）、またはそれらの変異
体もしくは誘導体である。核酸は、一本鎖の形態であってもよいし、または二本鎖の形態
であってもよい。
【０１２２】
　用語「ポリヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド」は、本明細書で使用される場
合、一般的に、１つまたは複数のヌクレオチドを含むポリマーまたはオリゴマーを指す。
ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドは、ＤＮＡポリヌクレオチドもしくはオリゴ
ヌクレオチド、ＲＮＡポリヌクレオチドもしくはオリゴヌクレオチド、またはＤＮＡポリ
ヌクレオチドもしくはオリゴヌクレオチドおよび／もしくはＲＮＡポリヌクレオチドもし
くはオリゴヌクレオチドの１つまたは複数のセクションを含んでいてもよい。
【０１２３】
　一般的に本明細書において使用されるように、「ヌクレオチド」または「塩基」は、一
次ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体であってもよい。一次ヌクレオチドは、デオキ
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シアデノシン一リン酸（ｄＡＭＰ）、デオキシシチジン一リン酸（ｄＣＭＰ）、デオキシ
グアノシン一リン酸（ｄＧＭＰ）、デオキシチミジン一リン酸（ｄＴＭＰ）、アデノシン
一リン酸（ＡＭＰ）、シチジン一リン酸（ＣＭＰ）、グアノシン一リン酸（ＧＭＰ）また
はウリジン一リン酸（ＵＭＰ）である。ヌクレオチド類似体は、一次核酸塩基（Ａ、Ｃ、
Ｇ、Ｔ、およびＵ）、デオキシリボース／リボース構造、一次ヌクレオチドのリン酸基、
またはそれらのあらゆる組合せに改変を有する一次ヌクレオチドの類似体またはミミック
である。例えば、ヌクレオチド類似体は、自然に存在する、または人工の改変された塩基
を有していてもよい。改変された塩基の例としては、これらに限定されないが、メチル化
核酸塩基、改変されたプリン塩基（例えばヒポキサンチン、キサンチン、７－メチルグア
ニン、イソｄＧ）、改変されたピリミジン塩基（例えば５，６－ジヒドロウラシルおよび
５－メチルシトシン、イソｄＣ）、万能な塩基（例えば３－ニトロピロールおよび５－ニ
トロインドール）、非結合性の塩基ミミック（例えば４－メチルベンゾイミダゾール（ｍ
ｅｔｈｙｌｂｅｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ）および２，４－ジフルオロトルエン（ｄｉｆｌｕ
ｒｏｔｏｌｕｅｎｅ）またはベンゼン）、ならびに非塩基（脱塩基ヌクレオチド、この場
合、ヌクレオチド類似体は、塩基を有さない）などが挙げられる。改変されたデオキシリ
ボース（例えばジデオキシグアノシン、ジデオキアデノシン、ジデオキチミジン、および
ジデオキシチジンなどのジデオキシヌクレオシド）、ならびに／またはリン酸構造（合わ
せて主鎖構造と称される）を有するヌクレオチド類似体の例としては、これらに限定され
ないが、グリコールヌクレオチド、モルホリノ、およびロックトヌクレオチドが挙げられ
る。
【０１２４】
　用語「試験ポリマー」は、本明細書で使用される場合、一般的に、検出目的でナノ細孔
を通過するか、またはナノ細孔に隣接するポリマー分子を指す。試験ポリマーは、類似の
化学構造を有する複数のビルディングブロックを含んでいてもよい。試験ポリマーの例と
しては、これらに限定されないが、試験ポリヌクレオチド、試験ペプチド／タンパク質、
および試験炭水化物などが挙げられる。試験ポリヌクレオチドは、一本鎖試験ポリヌクレ
オチド（すなわち、ｓｓ試験ポリヌクレオチド）であってもよいし、または二本鎖試験ポ
リヌクレオチド（すなわち、ｄｓ試験ポリヌクレオチド）であってもよい。ビルディング
ブロックの例としては、これらに限定されないが、ヌクレオチド、アミノ酸、および単糖
などが挙げられる。
【０１２５】
　用語「試料ポリヌクレオチド」は、本明細書で使用される場合、一般的に、対象のポリ
ヌクレオチド、例えば一本鎖（「ｓｓ」）試料ポリヌクレオチド（ｓｓ試料ポリヌクレオ
チド）など、または二本鎖（「ｄｓ」）試料ポリヌクレオチド（すなわち、ｄｓ試料ポリ
ヌクレオチド、例えばｄｓ試料ＤＮＡ、ｄｓ試料ＲＮＡ、およびｄｓ試料ＤＮＡ－ＲＮＡ
ハイブリッド）などを含む可能性がある核酸分子を指す。試料ポリヌクレオチドは、生体
試料から得られた天然ポリヌクレオチドであってもよいし、または合成ポリヌクレオチド
であってもよい。合成ポリヌクレオチドは、天然ポリヌクレオチドの改変により得られた
ポリヌクレオチドであってもよく、例えばポリヌクレオチドの識別および／または配列決
定での使用が意図された前処理済みのポリヌクレオチドなどである。このような前処理の
例としては、これらに限定されないが、試料ポリヌクレオチドの望ましいフラグメントの
濃縮、対になった末端のプロセシング、メイテッドペアの読み取りプロセシング、後成的
な前処理、例えば二硫化物での処置、ＰＣＲによるフォーカスフラグメント分析（ｆｏｃ
ｕｓｅｄ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ）、ＰＣＲフラグメント配列決定、およ
び短いポリヌクレオチドフラグメントの分析などが挙げられる。
【０１２６】
　用語「試験ポリヌクレオチド」は、本明細書で使用される場合、一般的に、検出目的で
ナノ細孔を通過するか、またはナノ細孔に隣接するポリヌクレオチド分子を指す。
試験ポリヌクレオチドは、一本鎖試験ポリヌクレオチド（すなわち、ｓｓ試験ポリヌクレ
オチド）であってもよいし、二本鎖試験ポリヌクレオチド（すなわち、ｄｓ試験ポリヌク
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レオチド、例えばｄｓ試験ＤＮＡ、ｄｓ試験ＲＮＡ、およびｄｓ試験ＤＮＡ－ＲＮＡハイ
ブリッドなど）であってもよい。ｓｓ試験ポリヌクレオチドは、本明細書で使用される場
合、本明細書において説明される方法でスピードバンプにより結合しているｓｓポリヌク
レオチドのセクションを含む。ｓｓ試験ポリヌクレオチドは、試料ポリヌクレオチドおよ
び他の機能的な部分（例えば、前バルキーな構造、識別子、および単離用タグ）をさらに
含んでいてもよい。
【０１２７】
　用語「前バルキーな構造」は、本明細書で使用される場合、一般的に、所定の条件下で
（例えば、所定の温度で、所定の化合物（複数可）の存在／非存在下で）バルキーな構造
を形成することができるポリヌクレオチド分子中の分子構造を指す。前バルキーな構造の
例としては、オリゴヌクレオチド構造が挙げられる。前バルキーな構造は、ｓｓポリヌク
レオチドであってもよいし、またはｄｓポリヌクレオチドであってもよい。
【０１２８】
　用語「バルキーな構造」は、本明細書で使用される場合、一般的に、ｓｓ試験ポリヌク
レオチド分子中の前バルキーな構造から形成された構造（例えばヌクレオチド）を指す。
作動条件が、試験ポリヌクレオチド分子を失速させることができる前バルキーな構造また
は他の構造にバルキーな構造が変換される別の条件に変わるまで、バルキーな構造は、作
動条件で、ナノ細孔中で試験ポリヌクレオチド分子の速度を遅くするか、または失速させ
ることができる。バルキーな構造の例としては、これらに限定されないが、例えばポリヌ
クレオチド二重鎖構造（ＲＮＡ二重鎖、ＤＮＡ二重鎖またはＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッド
）、ポリヌクレオチドヘアピン構造、マルチヘアピン構造、およびマルチアーム構造など
の２次元および３次元構造などが挙げられる。他の実施形態において、前バルキーな構造
は、前バルキーな構造に特異的なリガンドとの相互作用を介してバルキーな構造を形成す
る。このような前バルキーな構造／リガンド対の例としては、これらに限定されないが、
ビオチン／ストレプトアビジン、抗原／抗体、および炭水化物／抗体などが挙げられる。
【０１２９】
　一実施形態において、バルキーな構造は、オリゴヌクレオチドの前バルキーな構造、例
えば、ｓｓ試験ポリヌクレオチド分子中の前バルキーな構造から形成されたオリゴヌクレ
オチド構造から形成される。ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドのバルキーな構
造の例としては、これらに限定されないが、ヘアピン核酸鎖、ハイブリダイズしたアンチ
センス核酸鎖、自己ハイブリダイズした複数のアームおよび３次元ＤＮＡまたはＲＮＡ分
子などが挙げられる。他の実施形態において、バルキーな構造は、本明細書において説明
されているような前バルキーな構造／リガンド対の相互作用を介して形成される。
【０１３０】
　用語「二重鎖」は、本明細書で使用される場合、一般的に、二重鎖構造、セクション、
領域またはセグメントを指す。二重鎖としては、ＲＮＡ二重鎖、ＤＮＡ二重鎖またはＤＮ
Ａ－ＲＮＡ二重鎖構造、セクション、領域またはセグメントが挙げられる。
【０１３１】
　用語「スピードバンプ」は、本明細書で使用される場合、一般的に、例えば試験ポリヌ
クレオチド分子の結合セグメントと複合体を形成するオリゴヌクレオチドなどの分子を指
す。一例において、加えられた電位下で、試験ポリヌクレオチド分子がナノ細孔を通って
移動するか、またはナノ細孔に隣接している場合、スピードバンプと結合セグメントとで
形成された複合体は、ナノ細孔検出器が試験ポリヌクレオチド分子からシグナルを得られ
る程度に長い一時停止時間にわたり、ナノ細孔中の、またはそれに隣接する試験ポリヌク
レオチド分子の速度を遅くするか、または失速させ、このシグナルは、試験ポリヌクレオ
チド分子に関する構造または配列情報を提供することができる。一時停止時間後、複合体
は解離して、試験ポリヌクレオチド分子はナノ細孔を通って前方へ移動する。
【０１３２】
　用語「公知のスピードバンプ」は、本明細書で使用される場合、一般的に、ｓｓ試験ポ
リヌクレオチド中の公知の配列に特異的に結合するスピードバンプを指す。ｓｓ試験ポリ
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ヌクレオチドにおける結合セグメント（公知の配列）は公知であるため、スピードバンプ
構造も公知の可能性がある（例えば、ｓｓ試験ポリヌクレオチドにおける公知の配列に相
補的である）。
【０１３３】
　用語「ランダムなスピードバンプのプール」は、本明細書で使用される場合、一般的に
、試験ポリヌクレオチド分子またはそれらのフラグメントの全てまたは実質的に全てのセ
クションに結合できるスピードバンプのコレクションを指す。ランダムなスピードバンプ
のプールの例は、全ての一次核酸塩基（Ａ、Ｔ、Ｃ、ＧおよびＵ）と塩基対合する万能な
核酸塩基を有するオリゴヌクレオチドを含む。ランダムなスピードバンプのプールの他の
例は、一次核酸塩基のあらゆる可能な組合せを有する所定の長さのオリゴヌクレオチドを
含む。ランダムなスピードバンプのプールの他の例は、一次核酸塩基と万能な核酸塩基と
の可能性のあるあらゆる組合せを有する所定の長さのオリゴヌクレオチドを含む。ランダ
ムなスピードバンプのプールの他の例は、指定された位置に万能な核酸塩基を有し、他の
位置に一次核酸塩基の全ての組合せを有するスピードバンプを含む。ランダムなスピード
バンプの他の例は、ｓｓスピードバンプの組合せであり、このｓｓスピードバンプは、ｓ
ｓ試験ポリヌクレオチドと二重鎖のセクションを形成し、その二重鎖のセクションがほぼ
同じ融解温度を有する。これらのｓｓスピードバンプは、同一または異なる長さを有して
いてもよいし、および／または同一または異なるヌクレオチドであってもよい。
【０１３４】
　用語「ストッパー」は、本明細書で使用される場合、一般的に、試験ポリヌクレオチド
とのストッパー－試験ポリヌクレオチド複合体を形成し、一時停止時間にわたるナノ細孔
のくびれ領域の前でストッパー－試験ポリヌクレオチド複合体の流れを止めることができ
る構造を指す。ストッパーは、試験ポリヌクレオチドの一部、または別個の構造（例えば
本明細書において説明されるスピードバンプ、およびヌクレオチドポリメラーゼの存在下
で形成された試験ポリヌクレオチドのアンチセンス鎖）、または試験ポリヌクレオチドに
結合して、場合により試験ポリヌクレオチドをナノ細孔を通って移動させることができる
酵素であってもよい。
【０１３５】
　用語「識別子」は、本明細書で使用される場合、一般的に、本明細書において説明され
る方法によって検出または識別することができる試験ポリヌクレオチド中の公知の配列ま
たは構造を指す。識別子の例としては、これらに限定されないが、方向識別子、参照シグ
ナル識別子、試料源識別子、および試料識別子などが挙げられる。識別子は、識別可能な
示差的な電気シグナルを提供する１つまたは複数のヌクレオチドまたは構造を含んでいて
もよい。このようなヌクレオチドおよび構造の例としては、これらに限定されないが、イ
ソｄＧ、イソｄＣ、メチル化ヌクレオチド、ロックト核酸、万能なヌクレオチド、および
脱塩基ヌクレオチドなどが挙げられる。いくつかの実施形態において、脱塩基ヌクレオチ
ドは、一次ヌクレオチドよりも強いシグナルを提供する。したがって、ナノ細孔によって
検出された、脱塩基ヌクレオチドと一次ヌクレオチドの両方を含む配列に関する電気シグ
ナルは、一次ヌクレオチドのみの配列から得られた電気シグナルよりも強烈なシグナルを
提供する可能性がある。例えば、約２５％の脱塩基ヌクレオチドを含む４～５塩基の配列
は、一次ヌクレオチドのみを含む４～５塩基の配列の２倍強いシグナルを提供する可能性
がある。脱塩基ヌクレオチドが多ければ多いほど、その配列は、より強い電気シグナルを
有する。したがって、識別子は、識別子の配列中の脱塩基ヌクレオチドの量を変化させる
ことによって、望ましい強度（例えば、同じ長さを有する一次オリゴヌクレオチドの強度
よりも約２倍、約３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、または約１０倍強い）の
電気シグナルを提供する可能性がある。
【０１３６】
　用語「方向識別子」は、本明細書で使用される場合、一般的に、前バルキーな構造から
形成されているバルキーな構造からの、少なくとも０、１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、または５
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０塩基の、配置された公知の配列を指す（図１７で表される場合、ｓｓ試験ポリヌクレオ
チド分子中の影を付けたセクション）。いくつかの例において、バルキーな構造が形成さ
れると、バルキーな構造は、ｓｓ試験ポリヌクレオチド分子が取り込まれたナノ細孔を通
ってｓｓ試験ポリヌクレオチド分子が流動しないようにすることができる。一例において
、ナノ細孔の内部で、またはナノ細孔に隣接して、バルキーな構造が失速する、その速度
を遅くする、または停止すると、電気シグナルのセットが得られる可能性があり、それに
より、ｓｓ試験ポリヌクレオチド分子の流れ方向でバルキーな構造の前にある配列とバル
キーな構造の第一の塩基対との配列情報を提供することができる。配列が公知である場合
、このような電気シグナルは、これらに限定されないが、（１）バルキーな構造によりｓ
ｓ試験ポリヌクレオチド分子がナノ細孔を通って流動しないように、前バルキーな構造が
適切にバルキーな構造に形成されたことを検証する；（２）ｓｓ試験ポリヌクレオチド分
子が、ｓｓ試験ポリヌクレオチドの一本鎖のセクションの一方の末端に達したことを提示
する、および／または（３）同じナノ細孔で得られたベースラインとなる他の電気シグナ
ルに対する参照または較正読み取り値として利用することができる。いくつかの実施形態
において、方向識別子は、識別が容易な示差的な電気シグナルを提供する１つまたは複数
のヌクレオチドまたは構造を含む。このようなヌクレオチドおよび構造の例としては、こ
れらに限定されないが、イソｄＧ、イソｄＣ、および脱塩基ヌクレオチドなどが挙げられ
る。
【０１３７】
　用語「参照シグナル識別子」は、本明細書で使用される場合、一般的に、本明細書にお
いて説明される方法によって検出または識別される場合、同じナノ細孔で得られたベース
ラインとなる他の電気シグナルに対する参照または較正読み取り値として利用することが
できる試験ポリヌクレオチド中の公知の配列を指す。
【０１３８】
　用語「試料源識別子」は、本明細書で使用される場合、一般的に、本明細書において説
明される方法によって検出または識別される場合、試料ポリヌクレオチドの源を識別する
のに使用できる試験ポリヌクレオチド中の公知の配列を指す。
【０１３９】
　用語「試料識別子」は、本明細書で使用される場合、一般的に、本明細書において説明
される方法によって検出または識別される場合、個々の試料ポリヌクレオチドを識別する
のに使用できる試験ポリヌクレオチド中の公知の配列を指す。
【０１４０】
　用語「リンカー識別子」は、本明細書で使用される場合、一般的に、本明細書において
説明される方法によって検出または識別される場合、試料ポリヌクレオチドセクションと
アンチセンスポリヌクレオチドセクションとの間の移行を提示するのに使用できる試験ポ
リヌクレオチド中の公知の配列を指す。一例において、リンカー識別子が検出または識別
される場合、試料／アンチセンスポリヌクレオチドセクションは、ナノ細孔を通過し終わ
っている。
【０１４１】
　「プローブ源識別子」は、本明細書で使用される場合、本明細書において説明される方
法によって検出または識別される場合、プローブのポリヌクレオチドが得られる源を識別
するのに使用される、プローブのポリヌクレオチド中の公知の配列である。
【０１４２】
　「プローブ識別子」は、本明細書で使用される場合、本明細書において説明される方法
によって検出または識別される場合、個々の試料ポリヌクレオチドを識別するのに使用さ
れる、プローブのポリヌクレオチド中の公知の配列である。
【０１４３】
　「レポーター分子用の結合部位」のセクションは、本明細書において説明されているよ
うにレポーター分子に結合する。いくつかの実施形態において、レポーター分子は、ＤＮ
Ａ、ＲＮＡまたはそれらのあらゆる組合せを含む。
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【０１４４】
　「レポーター識別子」は、本明細書で使用される場合、本明細書において説明される方
法によって検出または識別される場合、プローブのポリヌクレオチドへのレポーター分子
の結合を提示するのに使用される、プローブのポリヌクレオチド中の公知の配列である。
【０１４５】
　ナノ細孔の検出
　本明細書において、ナノ細孔を用いて分子またはそれらの一部を識別するシステムおよ
び方法が提供される。ナノ細孔を用いて例えば分子またはそれらの一部などの化学種を識
別する方法は、膜中に、電極に隣接して、またはその近傍に堆積させられた少なくとも１
つのナノ細孔を含むバイオチップ（また本明細書では「チップ」ともいう）を準備するこ
とを含んでいてもよい。電極は、ナノ細孔を通過する電流を検出するように適合させるこ
とができる。本方法はさらに、ナノ細孔に分子またはそれらの一部を挿入すること、およ
びナノ細孔全体および／または膜全体に加えられる電圧を変化させることを包含していて
もよい。いくつかの場合において、本方法は、複数の電圧で電流を測定して、分子または
それらの一部を識別することを包含する。いくつかの実施形態において、複数の電圧にお
ける電流は電子署名を含み、電子署名と複数の参照電子署名とを比較して、分子またはそ
れらの一部を識別することをさらに含む。
【０１４６】
　ナノ細孔は、例えば集積回路などの感知回路の感知電極に隣接して堆積させられた膜中
に形成するか、または別の方法で埋め込むことができる。集積回路は、特定用途向け集積
回路（ＡＳＩＣ）であってもよい。いくつかの例において、集積回路は、電界効果トラン
ジスタまたは相補型金属酸化物半導体（ＣＭＯＳ）である。感知回路は、ナノ細孔を有す
るチップまたは他の装置に設けられていてもよいし、または例えばオフチップ構造などの
ようにチップまたは装置の外部に設けられていてもよい。半導体は、これらに限定されな
いが、第ＩＶ族（例えばケイ素）および第ＩＩＩ－Ｖ族半導体（例えば砒化ガリウム）な
どのあらゆる半導体であってもよい。
【０１４７】
　図１は、温度制御を有するナノ細孔検出器（またはセンサー）の一例を示し、これは、
参照によりその全体が本明細書に組み入れられる米国公開特許公報第２０１１／０１９３
５７０号で説明されている方法に従って調製してもよい。図１Ａを参照すれば、ナノ細孔
検出器は、導電性溶液（例えば塩溶液）１０７と接触している上部の電極１０１を含む。
底部の導電性電極１０２は、ナノ細孔１０６の付近にあるか、それに隣接しているか、ま
たはその近接にあり、ナノ細孔１０６は、膜１０５に挿入されている。いくつかの例にお
いて、底部の導電性電極１０２は半導体１０３中に埋め込まれ、半導体基板１０４中には
電気回路が埋め込まれている。半導体１０３の表面は、疎水性処置されていてもよい。検
出される試料は、ナノ細孔１０６中の細孔を通過する。半導体チップセンサーはパッケー
ジ２０８中に配置され、パッケージ２０８は順に温度制御要素１０９の近くに配置される
。温度制御要素１０９は、熱電加熱および／または冷却装置（例えばペルチエ装置）であ
ってもよい。いくつかの例において、二重層は電極２０２に広がりそれを被覆する。
【０１４８】
　複数のナノ細孔検出器は、ナノ細孔アレイを形成することができる。ナノ細孔アレイは
、１つまたは複数のナノ細孔検出器を包含していてもよい。いくつかの場合において、ナ
ノ細孔アレイは、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１００、１０
００、１００００、または１００，０００個のナノ細孔検出器を包含する。個々のナノ細
孔検出器は、感知電極（例えば、底部の導電性電極１０２）に隣接して、１つまたは複数
のナノ細孔を包含していてもよい。いくつかの場合において、個々のナノ細孔検出器は、
感知電極に隣接して、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、または１
００個のナノ細孔を包含する。
【０１４９】
　図１Ｂを参照すれば、ここで類似の数字は類似の要素を示しており、膜１０５はウェル
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１１０の上方に堆積していてもよく、この場合、センサー１０２は、ウェル表面の一部を
形成する。図１Ｃは、処置された半導体表面１０３から電極１０２が突出している一例を
示す。
【０１５０】
　いくつかの例において、膜１０５は、半導体１０３の上ではなく、底部の導電性電極１
０２の上に形成される。膜１０５は、このような場合において、底部の導電性電極１０２
とのカップリング相互作用を形成する可能性がある。しかしながら、いくつかの場合にお
いて、膜１０５は、底部の導電性電極１０２と半導体１０３との上に形成される。代替例
として、膜１０５は、底部の導電性電極１０２上ではなく半導体１０３上に形成されても
よいが、底部の導電性電極１０２にわたって広がっていてもよい。
【０１５１】
　多くの様々なタイプの分子またはそれらの一部は、本明細書で説明される方法および／
または装置によって検出することができる。図２は、検出することができる分子と核酸な
どのポリマーを配列決定する方法のいくつかの例を示す。いくつかの場合において、膜２
０５のシス側２０３から（電極から離れて）、トランス側２０４に（電極に向かって）、
分子２０１がナノ細孔２０２を通過する。
【０１５２】
　図２Ｂで観察されるように、分子は、ポリマー分子２０６であってもよく、ポリマー分
子がナノ細孔を通過するときにポリマー分子２０７の一部を識別することができる。ポリ
マー分子は、例えば核酸またはタンパク質などの生体分子であってもよい。いくつかの実
施形態において、ポリマー分子は、核酸であり、ポリマー分子の一部は、核酸または核酸
の群（例えば、２、３、４、５、６、７、または８つの核酸）である。いくつかの実施形
態において、ポリマー分子は、ポリペプチドであり、ポリペプチドの一部は、アミノ酸ま
たは核酸の群（例えば、２、３、４、５、６、７、または８つのアミノ酸）である。
【０１５３】
　いくつかの場合において、核酸またはタグが、ナノ細孔を通って、またはナノ細孔に隣
接して流れるとき、感知回路は、核酸またはタグと関連する電気シグナルを検出する。核
酸は、比較的大きい鎖のサブユニットであってもよい。タグは、ヌクレオチドの取り込み
事象の副産物であってもよいし、またはタグを有する核酸と、ナノ細孔もしくはナノ細孔
に隣接する化学種（例えば核酸からタグを切断する酵素など）との他の相互作用の副産物
であってもよい。タグは、ヌクレオチドに付着したままでもよい。検出されたシグナルを
メモリの位置で回収して保存して、後で核酸の配列を作成するために使用してもよい。例
えばエラーなどの検出されたシグナルのあらゆる異常の原因を追究するために、回収され
たシグナルをプロセシングしてもよい。
【０１５４】
　図２Ｃで観察されるように、いくつかの実施形態において、分子２０８（例えば「タグ
分子」）は、ヌクレオチド２０９に結合している。このような分子は、（例えばポリメラ
ーゼ２１１によって）成長する核酸鎖２１０に取り込まれる間に識別することができる。
このようなヌクレオチドは、鋳型核酸２１２との塩基対のマッチングに従って取り込むこ
とができる。異なるタグがそれぞれ異なるヌクレオチド（例えば、Ａ、Ｃ、Ｔ、およびＧ
）に結合される場合、鋳型核酸の配列は、ナノ細孔でタグ分子を検出することによって（
例えば、鋳型核酸がナノ細孔を通過することなく）決定することができる。いくつかの実
施形態において、このような分子は、成長する核酸鎖にヌクレオチドが取り込まれるとき
にヌクレオチドから放出される（２１３）。図２Ｄで示されるように、このような分子は
、成長する鎖にヌクレオチドが取り込まれる間に、および／またはヌクレオチド２１４か
ら放出される前に検出することができる。いくつかの場合において、プローブまたはレポ
ーター領域のアドレス領域は、タグを使用して配列決定される。
【０１５５】
　装置の構成
　図３は、本明細書で説明されているように分子を検出する（および／または核酸を配列
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決定する）のに使用できるナノ細孔装置３００（またはセンサー）を図式的に例示する。
脂質二重層を含有するナノ細孔は、抵抗およびキャパシタンスによって特徴付けることが
できる。ナノ細孔装置３００は、導電性固体基板３０６の脂質二重層適合性表面３０４上
に形成された脂質二重層３０２を包含し、この場合、脂質二重層適合性表面３０４は、脂
質二重層不適合性表面３０５で隔てられていてもよく、導電性固体基板３０６は、断熱材
３０７で電気的に絶縁されていてもよく、この場合、脂質二重層３０２は、脂質二重層不
適合性表面３０５上に形成された無定形脂質３０３で取り囲まれていてもよい。脂質二重
層３０２の両側の間で、検出される分子および／または小さいイオン（例えば、Ｎａ＋、
Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｃｌ－”）が通過できる程度に大きいナノ細孔３１０を有する単一のナ
ノ細孔構造３０８が脂質二重層３０２に埋め込まれていてもよい。水分子３１４の層は、
脂質二重層適合性表面３０４上で吸収される可能性があり、脂質二重層３０２と脂質二重
層適合性表面３０４との間に挟まれている。親水性の脂質二重層適合性表面３０４上で吸
収された水性フィルム３１４は、脂質分子の秩序化を促進し、脂質二重層適合性表面３０
４上での脂質二重層の形成を容易にする可能性がある。検出される分子（例えば、核酸分
子、いくつかの場合において、必要に応じてタグを有するヌクレオチドまたは他の構成要
素を有する核酸分子）３１２の溶液を含有する試料チャンバー３１６が、脂質二重層３０
２の上方に提供されてもよい。このような溶液は、電解質を含有し、最適なイオン濃度に
緩衝化され、ナノ細孔３１０が開口したままになるように最適ｐＨに維持されている水溶
液であってもよい。この装置は、脂質二重層全体に電気刺激（例えば電圧バイアス）を提
供するため、および脂質二重層の電気的な特性（例えば、抵抗、キャパシタンス、および
イオン電流の流れ）を感知するための、可変電圧源３２０にカップリングされた電極３１
８の対（負極ノード３１８ａおよび陽極ノード３１８ｂを包含する）を包含する。陽極３
１８ｂの表面は、脂質二重層適合性表面３０４であるか、またはその一部を形成する。導
電性固体基板３０６は、一方の電極３１８にカップリングされていてもよいし、または一
方の電極３１８の一部を形成していてもよい。装置３００はまた、電気刺激を制御するた
めの、および検出されたシグナルをプロセシングするための電気回路３２２を包含してい
てもよい。いくつかの実施形態において、（例えば可変）電圧源３２０は、電気回路３２
２の一部として包含される。電気回路３２２は、増幅器、積分器、ノイズフィルター、フ
ィードバック制御ロジック、および／または様々なその他の構成要素を包含していてもよ
い。電気回路３２２は、ケイ素基板３２８内に統合された統合型電気回路であってもよい
し、メモリ３２６にカップリングされたコンピュータプロセッサ３２４にさらにカップリ
ングされていてもよい。
【０１５６】
　脂質二重層適合性表面３０４は、脂質二重層の形成を容易にするためのイオン導入およ
びガス形成に適した様々な材料から形成することができる。いくつかの実施形態において
、導電性または半導体の親水性材料は、脂質二重層の電気的な特性の変化をよりよく検出
することを可能にするため、これらが使用される可能性がある。材料の例としては、Ａｇ
－ＡｇＣｌ、Ａｕ、Ｐｔ、もしくはドープシリコン、または他の半導体材料が挙げられる
。いくつかの場合において、電極は、電気防食用電極ではない。
【０１５７】
　脂質二重層不適合性表面３０５は、脂質二重層の形成に好適ではない様々な材料から形
成することもでき、このような材料は、典型的には疎水性である。いくつかの実施形態に
おいて、非導電性の疎水性材料は、脂質二重層領域を互いに隔てることに加えて、脂質二
重層領域を電気的に絶縁するため、好ましい。脂質二重層不適合性材料の例としては、例
えば、窒化ケイ素（例えば、Ｓｉ３Ｎ４）およびテフロン(登録商標)（Ｔｅｆｌｏｎ）、
疎水性分子でシラン処理した酸化ケイ素（例えば、ＳｉＯ２）などが挙げられる。
【０１５８】
　一例において、図３のナノ細孔装置３００は、アルファ溶血素（ａＨＬ）ナノ細孔装置
であり、このナノ細孔装置は、アルミニウム材料３０６上にコーティングされた脂質二重
層適合性の銀（Ａｇ）表面３０４の上方に形成されたジフタノイルホスファチジルコリン



(23) JP 2017-106933 A 2017.6.15

10

20

30

40

50

（ＤＰｈＰＣ）脂質二重層３０２に埋め込まれた単一のアルファ溶血素（ａＨＬ）タンパ
ク質３０８を有する。脂質二重層適合性のＡｇ表面３０４は、脂質二重層不適合性の窒化
ケイ素表面３０５によって隔てられており、アルミニウム材料３０６は、窒化ケイ素材料
３０７によって電気的に絶縁されている。アルミニウム３０６は、ケイ素基板３２８中に
統合された電気回路３２２にカップリングされている。チップ上に配置された、またはカ
バープレート３２８から下方に伸びる銀－塩化銀電極は、（例えば核酸）分子を含有する
水溶液と接触する。
【０１５９】
　ａＨＬナノ細孔は、７つの別個のペプチドの集合体である。ａＨＬナノ細孔の入口また
は前庭は、直径およそ２６オングストロームであり、この直径は、ｄｓＤＮＡ分子の一部
を収容できる程度に広い。ａＨＬナノ細孔はまず前庭（ｖｅｓｔｉｂｌｅ）から広くなっ
ており、次いで直径およそ１５オングストロームのバレルに向かって狭くなり、この直径
は、単一のｓｓＤＮＡ分子（または比較的小さいタグ分子）が通過できる程度に広いが、
ｄｓＤＮＡ分子（または比較的大きいタグ分子）が通過できるほど広くない。
【０１６０】
　ＤＰｈＰＣに加えて、ナノ細孔装置の脂質二重層は、例えば使用されるナノ細孔のタイ
プ、特徴付けられる分子のタイプ、ならびに形成された脂質二重層の様々な物理的、化学
的および／または電気的な特性、例えば安定性や透過性など、形成された脂質二重層の抵
抗、およびキャパシタンスなどの様々な考察に基づき選択された様々な他の好適な両親媒
性材料からアセンブルしてもよい。両親媒性材料の例としては、例えばパルミトイル－オ
レオイル－ホスファチジル－コリン（ＰＯＰＣ）およびジオレオイル－ホスファチジル－
メチルエステル（ＤＯＰＭＥ）、ジフタノイルホスファチジルコリン（ＤＰｈＰＣ）ジパ
ルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）、ホスファチジルコリン、ホスファチジル
エタノールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファチジン酸、ホスファチジルイノシト
ール、ホスファチジルグリセロール、ならびにスフィンゴミエリンなどの様々なリン脂質
が挙げられる。
【０１６１】
　上記で示したａＨＬナノ細孔に加えて、ナノ細孔は、様々な他のタイプのナノ細孔であ
ってもよい。その例としては、γ－溶血素、ロイコシジン、メリチン、ｍｙｃｏｂａｃｔ
ｅｒｉｕｍ　ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（ＭｓｐＡ）、ならびに様々な他の天然に存
在する、改変された天然の、および合成のナノ細孔が挙げられる。好適なナノ細孔は、例
えばナノ細孔の孔径に対する分析物分子のサイズなどの分析物分子の様々な特性に基づき
選択することができる。例えば、ａＨＬナノ細孔は、およそ１５オングストロームの制限
的な孔径を有する。
【０１６２】
　電流の測定
　いくつかの場合において、電流は、様々な印加電圧で測定することができる。これを達
成するために、望ましい電位を電極に加えてもよいし、その後、加えられた電位を測定中
ずっと維持してもよい。ある実施において、このような本明細書で説明されている目的の
ために、演算増幅器による積分器のトポロジーが使用される可能性がある。積分器は、容
量性帰還を用いて電極で電位差を維持する。積分器の回路は、優れた直線性、セル間マッ
チング、およびオフセット特性をもたらす可能性がある。演算増幅器による積分器は、典
型的には、必要な性能を達成するには大きいサイズを必要とする。本明細書では、より小
型の積分器のトポロジーを説明する。
【０１６３】
　いくつかの場合において、チップ上の全セルに共通の電位（例えば３５０ｍＶ）を提供
するチャンバーに、電位差「Ｖリキッド（Ｖｌｉｑｕｉｄ）」を加えてもよい。積分器の
回路により、電極（これは、積分コンデンサの電気的に一番上のプレートである）を一般
的な液体の電位よりも大きい電位に初期設定してもよい。例えば、４５０ｍＶでのバイア
スは、電極と液体との間に１００ｍＶの正電位を付与する可能性がある。この正の電位差
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により、電流が電極から液体チャンバーの接触部に流れるようにすることができる。この
例では、担体は、（ａ）二重層の電極（トランス）側から二重層の液体貯蔵槽（シス）側
へ細孔を通って流れるＫ＋イオン、および（ｂ）以下の電気化学反応に従って銀電極と反
応する、トランス側における塩素（Ｃｌ－）イオン：Ａｇ＋Ｃｌ－→ＡｇＣｌ＋ｅ－であ
る。
【０１６４】
　いくつかの場合において、Ｋ＋は封入されたセルから外に（二重層のトランス側からシ
ス側に）流れ、一方でＣｌ－は塩化銀に変換される。二重層の電極側は、電流の流れの結
果として脱塩される可能性がある。いくつかの場合において、銀／塩化銀液体のスポンジ
状材料またはマトリックスは、回路を完了させるために電気的なチャンバー接触部で起こ
る逆反応でＣｌ－イオンを供給するための貯蔵槽として利用することができる。
【０１６５】
　いくつかの場合において、電子は、最終的に積分コンデンサ上面の上を流れ、そこで測
定される電流が生成する。電気化学反応により銀が塩化銀に変換され、変換するのに利用
できる銀が存在する限り、電流は流れ続けると予想される。いくつかの場合において、限
定的な銀の供給により、電極寿命が電流依存性になる。いくつかの実施形態において、劣
化していない電極材料（例えば白金）が使用される。
【０１６６】
　図４に、セルの回路の一例を示す。加えられる電圧Ｖａは、ＭＯＳＦＥＴ電流コンベヤ
ゲート４０１の前の演算増幅器１２００に加えられる。ここでも、電極４０２と、装置４
０３によって検出された核酸および／またはタグの抵抗とを示す。
【０１６７】
　加えられた電圧Ｖａは、電流コンベヤゲート４０１を駆動させることができる。次いで
その結果生じた電極への電圧はＶａ－Ｖｔであり、ここでＶｔは、ＭＯＳＦＥＴの閾値電
圧である。ＭＯＳＦＥＴの閾値電圧は、過程、電圧、温度に伴い、さらにはチップ内の装
置間ですら顕著に変化する可能性があるため、ＭＯＳＦＥＴ閾値電圧により電極に加えら
れた実際の電圧の限定的な制御が起こる場合もある。このＶｔの変動は、低い電流レベル
で比較的大きい可能性があり、この場合、閾値以下のリーク作用が影響し始める可能性が
ある。それゆえに、加えられた電圧をよりよく制御するためには、それに続く帰還構成で
電流コンベヤ装置を設置すると共に演算増幅器を使用してもよい。それにより、ＭＯＳＦ
ＥＴ閾値電圧の変動とは無関係に、電極に加えられた電圧を確実にＶａとする。
【０１６８】
　ナノ細孔のアレイ
　本開示は、分子の検出および／または核酸の配列決定のためのナノ細孔検出器（または
センサー）のアレイを提供する。図５を参照すれば、複数の（例えば核酸）分子を、ナノ
細孔検出器のアレイで検出および／または配列決定することができる。ここで各ナノ細孔
の位置（例えば５０１）は、ナノ細孔を含み、いくつかの場合において、このナノ細孔は
、ポリメラーゼ酵素および／またはホスファターゼ酵素に付着していてもよい。また、一
般的に、本明細書で説明されているように、各アレイ位置にセンサーが存在していてもよ
い。いくつかの例において、核酸ポリメラーゼに付着したナノ細孔のアレイが提供され、
ポリメラーゼによりタグを有するヌクレオチドが取り込まれる。重合中、タグは、ナノ細
孔によって（例えば、ナノ細孔中で、またはナノ細孔を通って放出され通過することによ
り、またはナノ細孔に供給されることにより）検出される。
【０１６９】
　ナノ細孔のアレイは、あらゆる好適な数のナノ細孔を有していてもよい。いくつかの例
において、アレイは、約２００、約４００、約６００、約８００、約１０００、約１５０
０、約２０００、約３０００、約４０００、約５０００、約１００００、約１５０００、
約２００００、約４００００、約６００００、約８００００、約１０００００、約２００
０００、約４０００００、約６０００００、約８０００００、約１００００００個などの
ナノ細孔を含む。いくつかの例において、アレイは、少なくとも２００、少なくとも４０
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０、少なくとも６００、少なくとも８００、少なくとも１０００、少なくとも１５００、
少なくとも２０００、少なくとも３０００、少なくとも４０００、少なくとも５０００、
少なくとも１００００、少なくとも１５０００、少なくとも２００００、少なくとも４０
０００、少なくとも６００００、少なくとも８００００、少なくとも１０００００、少な
くとも２０００００、少なくとも４０００００、少なくとも６０００００、少なくとも８
０００００、または少なくとも１００００００個のナノ細孔を含む。
【０１７０】
　ナノ細孔検出器のアレイは、高密度の別個の部位を有する可能性がある。例えば、単位
面積あたりの部位数（すなわち密度）が比較的大きいために、携帯可能な、低コストの、
または他の有利な特性を有するより小さい装置の作成が可能になる。アレイ中の個々の部
位は、個々にアドレス可能な部位であってもよい。ナノ細孔および感知回路を含む部位数
が多いために、比較的多数の核酸分子を例えば並行配列決定などによって一度に配列決定
することができる。このようなシステムは、スループットを高め、および／または核酸試
料の配列決定にかかるコストを低減させることができる。
【０１７１】
　表面は、別個の部位のあらゆる好適な密度（例えば、所定の時間または所定のコストで
核酸試料を配列決定するのに好適な密度）を含む。各別個の部位は、センサーを包含して
いてもよい。表面は、１ｍｍ２あたりの部位数が約５００以上の別個の部位の密度を有し
ていてもよい。いくつかの実施形態において、表面は、１ｍｍ２あたりの部位数が約２０
０、約３００、約４００、約５００、約６００、約７００、約８００、約９００、約１０
００、約２０００、約３０００、約４０００、約５０００、約６０００、約７０００、約
８０００、約９０００、約１００００、約２００００、約４００００、約６００００、約
８００００、約１０００００、または約５０００００の別個の部位の密度を有する。いく
つかの場合において、表面は、１ｍｍ２あたりの部位数が少なくとも２００、少なくとも
３００、少なくとも４００、少なくとも５００、少なくとも６００、少なくとも７００、
少なくとも８００、少なくとも９００、少なくとも１０００、少なくとも２０００、少な
くとも３０００、少なくとも４０００、少なくとも５０００、少なくとも６０００、少な
くとも７０００、少なくとも８０００、少なくとも９０００、少なくとも１００００、少
なくとも２００００、少なくとも４００００、少なくとも６００００、少なくとも８００
００、少なくとも１０００００、または少なくとも５０００００の別個の部位の密度を有
する。
【０１７２】
　いくつかの例において、試験チップは、それぞれ６６のセンサーセルからなる４つの別
々の群（またバンクとしても知られている）として配置された２６４のセンサーのアレイ
を包含する。各群は順に、各カラムに２２のセンサー「セル」を有する３つの「カラム」
に分けられる。理想を言えば、アレイ中の２６４のセンサーのそれぞれの上に、脂質二重
層を含む事実上のセルと挿入されたナノ細孔が形成されるのであれば、「セル」の名前が
適切に付与される（しかしながら、このような装置は、このように植え付けられたセンサ
ーセルの分画でしかうまく稼働しない可能性がある）。
【０１７３】
　ダイ表面にマウントされた導電性のシリンダー内に含有される液体に電位差を加える、
単一のアナログＩ／Ｏパッドがある。この「液体」の電位は細孔上面に加えられ、検出器
アレイ中の全てのセルに共通である。細孔の底側は露出した電極を有し、各センサーセル
は、その電極に別個の底側の電位を加えることができる。次いで上部の液体の連結部と、
細孔の底側における各セルの電極の連結部との間の電流が測定される。センサーセルは、
細孔内を通過するタグ分子によってモジュレートされる際に細孔を通って移動する電流を
測定する。
【０１７４】
　コンピュータシステム
　本開示の装置、システム、および方法は、コンピュータシステムを用いて調節すること
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ができる。図６は、ナノ細孔の検出および／または核酸の配列決定システム６０２にカッ
プリングされたコンピュータシステム６０１を含むシステム６００を示す。コンピュータ
システム６０１は、１つのサーバまたは複数のサーバであってもよい。コンピュータシス
テム６０１は、試料調製およびプロセシング、ならびに配列決定システム６０２による核
酸の配列決定を調節するようにプログラム化されていてもよい。ナノ細孔の検出および／
または配列決定システム６０２は、本明細書で説明されるようなナノ細孔ベースのシーケ
ンサー（または検出器）であってもよい。
【０１７５】
　コンピュータシステムは、本開示の方法を実施するようにプログラム化されていてもよ
い。コンピュータシステム６０１は、中央処理装置（ＣＰＵ、また本明細書では「プロセ
ッサ」ともいう）６０５を包含し、中央処理装置は、シングルコアまたはマルチコアプロ
セッサでもよいし、または並列処理用の複数のプロセッサでもよい。プロセッサ６０５は
、例えば集積回路などの回路の一部であってもよい。いくつかの例において、プロセッサ
６０５は、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）中に統合されていてもよい。またコンピュ
ータシステム６０１は、メモリ６１０（例えば、ランダムアクセスメモリ、読み出し専用
メモリ、フラッシュメモリ）、電子記憶ユニット６１５（例えばハードディスク）、１つ
または複数の他のシステムと通信するための通信用インターフェース６２０（例えばネッ
トワークアダプター）、ならびに例えばキャッシュ、他のメモリ、データ記憶装置、およ
び／または電子表示アダプターなどの周辺装置６２５も包含する。メモリ６１０、記憶ユ
ニット６１５、インターフェース６２０、および周辺装置６２５は、例えばマザーボード
などの通信バス（実線）を通ってＣＰＵ６０５と通信する。記憶ユニット６１５は、デー
タを保存するためのデータ記憶ユニット（またはデータリポジトリ）であってもよい。コ
ンピュータシステム６０１は、通信用インターフェース６２０を用いてコンピュータネッ
トワーク（「ネットワーク」）に作動可能なようにカップリングされていてもよい。ネッ
トワークは、インターネット、インターネットと通信するインターネットおよび／もしく
はエクストラネット、またはイントラネットおよび／もしくはエクストラネットであって
もよい。ネットワークは、１つまたは複数のコンピュータサーバを包含していてもよく、
それにより分散コンピューティングが可能になる。
【０１７６】
　いくつかの例において、コンピュータシステム６０１は、書替え可能ゲートアレイ（Ｆ
ＰＧＡ）を包含する。このような場合では、プロセッサ６０５はなくてもよい。
【０１７７】
　本開示の方法は、コンピュータシステム６０１の電子記憶位置に、例えばメモリ６１０
または電子記憶ユニット６１５などに保存された、機械（またはコンピュータプロセッサ
）の実行可能コード（またはソフトウェア）によって実施することができる。使用中、プ
ロセッサ６０５によってコードを実行することができる。いくつかの場合において、コー
ドを記憶ユニット６１５から回収して、プロセッサ６０５ですぐにアクセスできるように
メモリ６１０に保存することができる。いくつかの状況では、電子記憶ユニット６１５を
除外して、メモリ６１０に機械で実行可能な命令を保存することもできる。
【０１７８】
　コードは、コードを実行するように適合させたプロセッサを有する機械で使用するため
に事前にコンパイルして構築してもよいし、または稼働時間中にコンパイルしてもよい。
コードは、事前にコンパイルされた、またはコンパイルされたような（ａｓ－ｃｏｍｐｉ
ｌｅｄ）様式でコードが実行されるように選択することができるプログラミング言語で供
給することができる。
【０１７９】
　コンピュータシステム６０１は、使用者のプロファイル情報、例えば名称、物理アドレ
ス、電子メールアドレス、電話番号、インスタントメッセージ（ＩＭ）ハンドル、学習情
報、作業情報、社会的な好きおよび／または嫌い、ならびに使用者もしくは他の使用者と
の潜在的関連性の他の情報を保存するように適合させることができる。このようなプロフ
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ァイル情報は、コンピュータシステム６０１の記憶ユニット６１５に保存することができ
る。ナノ細孔の検出および／または核酸の配列決定システム６０２は、コンピュータシス
テム６０１に直接カップリングしてもよいし、またはクラウド（例えばインターネット）
６３０を経由してもよい。
【０１８０】
　例えばコンピュータシステム６０１などの、本明細書で示されるシステムおよび方法の
態様は、プログラミングで具体化することができる。様々な技術態様として、典型的には
機械で読み取り可能なタイプの媒体で運搬または具体化される、機械（またはプロセッサ
）の実行可能コードおよび／または関連データの形態の「製品」または「製造品」が考え
られる。機械で実行可能なコードは、メモリ（例えばＲＯＭ、ＲＡＭ）またはハードディ
スクなどの電子記憶ユニットに保存することができる。「記憶」タイプの媒体としては、
ソフトウェアのプログラミング時にはいつでも持続的な記憶を提供することができる、コ
ンピュータ、プロセッサもしくは同種のもののタンジブルメモリ、またはそれらの関連モ
ジュール、例えば様々な半導体メモリ、テープドライブ、ディスクドライブなどのいずれ
かもしくは全てが挙げられる。ソフトウェアの全部または一部が、所定時に、インターネ
ットまたは様々な他の遠距離通信ネットワークと通信していてもよい。例えば、このよう
な通信は、１つのコンピュータまたはプロセッサから別のものへの、例えば管理サーバま
たはホストコンピュータからアプリケーションサーバのコンピュータプラットフォームへ
のソフトウェアのローディングを可能にする。したがって、ソフトウェア要素を備えてい
る可能性がある別のタイプの媒体としては、例えばローカルの装置間の物理的なインター
フェース全体に、有線の光学的な通信線のネットワークを通じて、様々なエアリンクを通
じて使用される、光波、電波、および電磁波が挙げられる。また、このような波、例えば
有線または無線リンク、光学リンクまたは同種のものを載せる物理的な要素も、ソフトウ
ェアを備えた媒体とみなされる場合がある。持続的でタンジブルな「記憶」媒体に限定さ
れない限り、例えばコンピュータまたは機械で「読み取り可能な媒体」のような用語は、
本明細書で使用される場合、実行のためのプロセッサに命令を与えることに関与するあら
ゆる媒体を指す。
【０１８１】
　したがって、例えばコンピュータで実行可能なコードなどの機械で読み取り可能な媒体
は、これらに限定されないが、タンジブルな記憶媒体、搬送波媒体または物理的な伝送媒
体などの多くの形態を取り得る。不揮発性記憶媒体としては、例えば、光学または磁気デ
ィスクなど、例えばあらゆるコンピュータ（複数可）または同種のものにおける記憶装置
のいずれかなどが挙げられ、これらは例えば図面に示されるデータベースなどを実施する
のに使用される可能性がある。揮発性記憶媒体としては、例えばこのようなコンピュータ
プラットフォームのメインメモリなどのダイナミックメモリが挙げられる。タンジブルな
伝送媒体としては、同軸ケーブル；銅線、および光学繊維、例えばコンピュータシステム
内にバスを含むワイヤーなどが挙げられる。搬送波伝送媒体は、電気もしくは電磁気シグ
ナル、または音もしくは光波、例えば無線周波数（ＲＦ）および赤外線（ＩＲ）データ通
信の際に作り出されたシグナルなどの形態を取る可能性がある。それゆえにコンピュータ
で読み取り可能な媒体の一般的な形態としては、例えば、フロッピー(登録商標)ディスク
、フレキシブルディスク、ハードディスク、磁気テープ、他のあらゆる磁気媒体、ＣＤ－
ＲＯＭ、ＤＶＤまたはＤＶＤ－ＲＯＭ、他のあらゆる光学媒体、パンチカード用ペーパー
テープ、穴のパターンを有する他のあらゆる物理的な記憶媒体、ＲＡＭ、ＲＯＭ、ＰＲＯ
Ｍ、およびＥＰＲＯＭ、ＦＬＡＳＨ－ＥＰＲＯＭ、他のあらゆるメモリチップもしくはカ
ートリッジ、搬送波により輸送されるデータもしくは命令、このような搬送波を輸送する
ケーブルまたはリンク、またはコンピュータでプログラミングコードおよび／またはデー
タを読み取ることができる他のあらゆる媒体などが挙げられる。これらのコンピュータで
読み取り可能な媒体の形態の多くは、実行のためのプロセッサに、１つまたは複数の命令
の１つまたは複数のシーケンスを実行することに関与する可能性がある。
【０１８２】
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　二重層の形成
　ここで、半導体ナノ細孔センサーチップを生成する（例えば、個々に制御された）電極
のアレイ上に脂質二重層およびナノ細孔を作製する方法を説明する。チップは、例えば核
酸配列などのポリマー配列を決定するのに使用することができる。
【０１８３】
　半導体センサーチップ上の電極のアレイの上方に脂質二重層を形成する技術が本明細書
で説明される。一実施形態において、脂質分子を含有する液体がチップ表面に挿入される
。この液体は、気泡で分離される。気泡により脂質分子を表面上に分配して脂質を薄くし
、それぞれの電極の上方に脂質二重層が自発的に形成されるようにすることができる。追
加の電気刺激を電極に加えて、二重層の形成を容易にすることができる。堆積した脂質上
部にナノ細孔タンパク質を含有する溶液をさらに適用してもよい。より多くの気泡をチッ
プ全体にわたり広げて、ナノ細孔の二重層への挿入を容易にすることができる。これらの
技術は、フローセルを用いて行ってもよいし、またはフローセルを用いずに行ってもよい
。いくつかの場合において、圧力、ソニケーション、および／または音パルスなどの追加
の刺激を加えて、二重層または細孔の生成を誘導することができる。
【０１８４】
　一態様において、ナノ細孔センサーで使用するための脂質二重層を形成する方法であっ
て、本方法は、（ａ）材料層を有する電極を含むフローチャネルに緩衝溶液を方向付ける
ことを含む。緩衝溶液は、導電性であってもよく、材料層は、１種または複数の脂質を含
んでいてもよい。本方法は、緩衝溶液と材料層とを接触させること、および電極に１種ま
たは複数の電圧を加えること、および電極を通る電流を測定して、材料層の少なくとも一
部が電極を被覆し密閉したか否か、および／または電極の全部または一部の上方に二重層
を形成したか否かを決定することを含んでいてもよい。加えられる電圧は、電極の上方の
二重層の封止を破壊して短絡電流を引き起こす程度であってもよい。材料層の少なくとも
一部が電極を被覆し密閉したか否か、および／または電極の全部または一部の上方に二重
層を形成したか否かの決定に基づいて、全ての電極に同時に、電極の群に、または個々の
電極に刺激を加えて、材料層の少なくとも一部が電極に隣接する脂質二重層を形成するよ
うに誘導してもよい。
【０１８５】
　いくつかの実施形態において、刺激は、電極アレイ表面上方の液体の流れ、アレイ表面
上方の１種または複数の異なる液体の連続的な流れ、アレイ表面上方の１種または複数の
異なる液体および気泡のあらゆる組合せの連続的な流れ、電気パルス、ソニケーションパ
ルス、圧力パルス、または音パルスのうち少なくとも１つを含む。いくつかの場合におい
て、材料層は、少なくとも２種の脂質を含む。
【０１８６】
　いくつかの場合において、材料層は、ポアタンパク質を含む。いくつかの場合において
、ポアタンパク質は、ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（Ｍ
ｓｐＡ）および／もしくはα溶血素、またはそれらのアミノ酸配列に少なくとも７０％の
相同性を有する誘導体である。いくつかの例において、１種または複数のポリンタンパク
質を含む材料層は、界面活性剤の臨界ミセル濃度未満の濃度で、１種または複数の界面活
性剤を包含する。
【０１８７】
　いくつかの場合において、刺激は、電極アレイ表面上方の液体の流れ、アレイ表面上方
の１種または複数の異なる液体の連続的な流れ、アレイ表面上方の１種または複数の異な
る液体および気泡のあらゆる組合せの連続的な流れ、電気パルス、ソニケーションパルス
、圧力パルス、または音パルスのうち少なくとも１つを含む。
【０１８８】
　一態様において、個々に制御された電極のアレイを生成する複数の電極のそれぞれの上
部に脂質二重層を作製する自動化方法と、半導体センサー上の個々に制御された電極のア
レイ中の各電極の頂上の二重層に単一の細孔を挿入する方法を説明する。実質的に平らな
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表面上の電極に近接する脂質層に適切な外部刺激（例えば電気刺激、圧力刺激、ソニケー
ション、または音など）を加えることにより、電極のアレイ中の電極の上方に二重層が形
成されるように誘導することができる。加えて、１つまたは複数の電極上に脂質二重層を
有し、ナノ細孔タンパク質を含有する溶液で被覆されたセンサーチップ全体に、個々の電
極に対する適切な外部刺激（例えば電気刺激、圧力刺激、ソニケーション、または音など
）を加えることにより、二重層に細孔が挿入されるように誘導することができる。その結
果、刺激に応答して、決定論的に個々に制御された電極のアレイ中の複数の電極にわたっ
て、手作業の介入がなくとも二重層が自動的に生成される。いくつかの場合において、刺
激に応答して、決定論的に複数の電極／二重層に単一のナノ細孔を挿入することができ、
それゆえに、個々に制御された電気的なナノ細孔センサーの高度並列アレイが生成する。
これらの個々に制御されたナノ細孔センサーのアレイは実質的に平らな半導体表面上に生
成してもよく、しかもその上、半導体材料内に、個々の電極を稼働させて制御するのに必
要な回路の一部または全部が生成される。
【０１８９】
　上記の二重層および細孔の生成方法に加えて、本出願では、個々に制御された電気的／
ナノ細孔センサーのアレイ上に二重層および細孔を生成する費用効率が高く簡単な方法が
開示され、本方法は；１）すでにセンサー上にある（予め適用された）脂質または脂質－
ポリンタンパク質ミックスを活性化し、自発的な二重層の生成または二重層－細孔の生成
を引き起こすこと、２）すでにセンサー上にある（予め適用された）脂質または脂質－ポ
リンタンパク質ミックスを活性化し、電極での電気刺激またはシステムへの刺激により二
重層および／または細孔を直接生成して、二重層および／または細孔を生成すること、３
）すでにセンサー上にある（予め適用された）脂質または脂質－ポリンタンパク質ミック
スを活性化し、センサーチップ表面全体に気泡を接触させるか、またはセンサーチップ表
面全体に気泡を流動させることにより二重層および／または細孔を直接生成すること、４
）すでにセンサー上にある（予め適用された）脂質または脂質－ポリンタンパク質ミック
スを活性化し、それに続く電極での電気刺激またはシステムへの刺激のために表面を調製
する気泡を使用してセンサーアレイ表面上に混合物を分配して薄くし、二重層および／ま
たは細孔を生成すること、５）アレイ中の複数の独立した電極の上方に二重層が生成され
るように、センサーアレイ表面上に脂質混合物を適用し、分配し、薄くし、気泡による方
法、６）脂質混合物を適用し、分配し、薄くし、その結果としてそれに続く電極での電気
刺激またはシステムへの刺激のために表面を調製して、複数の電極の上方に二重層を生成
する、気泡による方法、７）アレイ中の複数の独立した電極の上方に細孔が挿入されるよ
うに、脂質混合物で調製されたセンサーアレイ表面上に、ポリンタンパク質混合物を適用
し、分配し、薄くし、気泡による方法、８）ポリンタンパク質混合物を適用し、分配し、
薄くし、その結果としてそれに続く電極での電気刺激またはシステムへの刺激のために表
面を調製して、アレイ中の複数の電極の上方に単一の細孔を生成する、気泡による方法、
９）電極表面の上方で気泡の生成を必要としない、電極表面の上方に二重層を生成するた
めの電気刺激の使用を説明する方法、１０）１つの電極または複数の電極表面の上方に二
重層および／または細孔を生成するために、１つまたは複数の電極、またはセンサーチッ
プ全体に加えられるソニケーションまたは圧力の刺激を使用することを含む上述の「シス
テムへの刺激」を説明する方法、１１）上記で説明した二重層および細孔を確立するため
の方法に適した、ナノ細孔による電気的な感知のために電極の半導体アレイにおける電極
の密度を高める方法、１２）識別された方法を支持できるフローセルが、複数の電極－ナ
ノ細孔センサーのアレイを含有する開口した単一のセンサーチップ上にないこと、または
上記で識別された方法を支持できる単一のフローセルが、複数の電極－ナノ細孔センサー
のアレイを含有する単一のセンサーチップ上にあること、または識別された方法を支持で
きる複数のフローセルが、複数の電極－ナノ細孔センサーのアレイを含有する単一のセン
サーチップ上にあることを示す方法、１３）液体または気泡の圧力を変更して、二重層ま
たは細孔生成の成功を改善すること、および１４）センサーチップおよび液体の温度を変
更して、二重層または細孔生成を改善すること、を包含する。
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【０１９０】
　脂質二重層を生成して、それを二重層中の細孔に挿入する方法がいくつかある。一実施
形態において、複数の電極を有する半導体チップを示す。液状の脂質溶液は、シラン化処
理されたチップ表面に適用される。液状の脂質溶液は、デカンと、例えばジフタノイルホ
スファチジルコリン（ＤＰｈＰＣ）などの脂質分子との溶液であってもよい。このような
溶液は、流し込み、噴霧、スクイージーによって表面上に適用することができる。このよ
うな溶液は、表面上で乾燥させてもよい。このような溶液は、粉末状のＤＰｈＰＣ分子だ
けが残るように完全に乾燥させてもよい。またはこのような溶液は、乾燥させて粘性状に
してもよい。したがって、チップ表面は、粉末状または粘性溶液の形態で予め適用された
脂質分子によって官能化される。チップは密閉されており、取扱いおよび輸送が可能であ
る。
【０１９１】
　半導体チップはカバーを含有していてもよく、カバーは、使用者がポンプでチップ全体
に液体を出し入れできるようにするものである。使用者は、チップに例えば塩水などの緩
衝液を適用して、脂質分子を活性化する。乾燥した脂質分子が緩衝溶液と接触するように
なると、脂質分子は水和される。入ってくる緩衝液の圧力により、各電極表面上部での脂
質二重層の自発的な形成が容易になる可能性がある。
【０１９２】
　本明細書で説明される全ての技術において、半導体チップは、カバーを含有していなく
てもよく、使用者は、ピペットまたは他の機器を使用してチップ表面上に例えば塩水など
の緩衝液を適用して、脂質分子を活性化する。乾燥した脂質分子が緩衝溶液と接触するよ
うになると、脂質分子は水和される。入ってくる緩衝液の圧力は、各電極表面上部での脂
質二重層の自発的な形成を容易にする可能性がある。
【０１９３】
　半導体チップがカバーを含有する他の関連する実施形態において、緩衝液がチップに適
用された後、ポンプで気泡を入れて、気泡の裏側により多くの緩衝溶液を存在させる。気
泡がチップ全体に行き渡り滑らかになると、新たに水和した予め堆積した脂質ミックスが
薄くされることにより、脂質分子が表面に行き渡る。気泡が通過した後、各電極表面上部
に、脂質二重層が形成される可能性がある。
【０１９４】
　さらに他の関連する実施形態において、気泡が適用されてチップ全体に行き渡った後、
電気シグナルが電極（複数可）に加えられ、この電気刺激により、電極（複数可）上で二
重層（複数可）の形成が起こる可能性がある。電位差での電気刺激は、電極表面と電極の
周りの脂質材料との間の界面を崩壊させて、不意の迅速な二重層形成を引き起こす可能性
がある。
【０１９５】
　他の実施形態において、液状の脂質溶液はさらに、例えばｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
　ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（ＭｓｐＡ）またはα溶血素などのポアタンパク質を含
有していてもよい。脂質分子とポアタンパク質とを含有する溶液は、乾燥されている。チ
ップ表面は、表面を疎水性にするためにシラン分子で調製されている。脂質分子およびポ
アタンパク質は、粉末状で、または粘性状で堆積させられる。使用者は、チップに緩衝溶
液を適用することによってチップを活性化することができる。脂質分子とポアタンパク質
は水和される。各電極表面上部に、ナノ細孔が挿入された脂質層が自発的に形成される可
能性がある。
【０１９６】
　他の関連する実施形態において、チップに緩衝液が適用された後、ポンプで気泡を入れ
て、気泡の裏側により多くの緩衝溶液を存在させる。気泡がチップ全体に行き渡り滑らか
になり、新たに水和した予め堆積した脂質と細孔とのミックスが薄くされることにより、
脂質および／または細孔分子が表面に行き渡る。気泡が通過した後、各電極表面上部に脂
質二重層が形成される可能性があり、さらにポアタンパク質も、ナノ細孔として二重層に
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挿入される。
【０１９７】
　さらに他の関連する実施形態において、気泡が適用されてチップ全体に行き渡った後、
電気シグナルが電極に加えられ、電気刺激により、電極およびナノ細孔上での二重層の形
成と二重層への挿入が起こる可能性がある。電位差での電気刺激は、電極表面を崩壊させ
て電極の周りの脂質材料に影響を与え、二重層における不意の迅速な二重層およびナノ細
孔の形成を引き起こす可能性がある。
【０１９８】
　他の実施形態において、半導体チップは単にシラン処理されており、例えば脂質分子ま
たはポアタンパク質などのチップ表面に機能を付与する予め適用された分子をまったく有
さない。使用者はまず、塩水を使用してチップ表面を洗う。次いでチップに脂質およびデ
カンのアリコートを挿入する。それに続いて気泡を入れて、チップ表面上に脂質材料を塗
り付け、それらを分配し、薄くする。脂質二重層は、気泡との接触および分配により、複
数の電極の上方に自発的に生成される。
【０１９９】
　他の関連する実施形態において、気泡の後、脂質二重層が自発的に生成されない可能性
がある。それに続いて電気刺激が電極に加えられる。電気パルスにより、電極上での二重
層の形成が起こる。
【０２００】
　さらに他の関連する実施形態において、気泡がチップ全体に行き渡り、脂質材料が分配
された後、塩水の流動が起こる。塩水の後、チップにポアタンパク質溶液が挿入される。
それに続いて別の気泡を入れて、チップ表面上にポアタンパク質混合物を塗り付けてそれ
らを薄くし、気泡との接触または気泡からの圧力の形態でアレイ中の複数の独立した電極
の上方に細孔が挿入されるようにする。
【０２０１】
　さらにまた他の関連する実施形態において、ポアタンパク質溶液と第二の気泡が挿入さ
れた後、電極に電気刺激が加えられて、アレイ中の複数の電極の上方で脂質二重層中にナ
ノ細孔が生成される。
【０２０２】
　他の実施形態において、イオン溶液（例えば塩水など）で充填または被覆されたチップ
に脂質およびデカンのアリコートが挿入される。それに続いて電気刺激が電極に加えられ
る。電気パルスにより、電極上での二重層の形成が起こる。この実施形態では、二重層の
形成を容易にするための気泡は挿入されない。脂質は、チップ表面の上方で電極周辺によ
く分配される。電極に加えられた電圧は、電極端部において脂質材料の破壊を引き起こし
、脂質二重層の形成を誘導する。
【０２０３】
　半導体ナノ細孔センサーチップは、液体と試薬が流動できる１つまたは複数のチャネル
を含有していてもよい。一実施形態において、各チャネルは、チャネルの両側に１本ずつ
、計２本のレールを有する。電極は、チャネルの底部表面に存在していてもよい。電極は
さらに、チャネルの側壁表面上（レール上）に存在していてもよい。したがって、各チャ
ネルの電極の密度は、底部および側壁表面上に電極を生成することによって高めることも
できる。
【０２０４】
　一実施形態において、半導体チップ上で１つまたは複数のフローセルを利用することが
できる。各フローセルを使用して、チップ上のチャネルの１つごとに溶液および気泡を挿
入する。フローセルは、液体、気泡、および試薬を通過させることができる通路である。
チップが複数の異なる試料を独立して、かつ同時に処理できるように、フローセルの全体
または一部として作用するチップ上のチャネルは独立していてもよい。
【０２０５】
　一実施形態において、チップ上にはチャネルまたはフローセルがない。チップには、液
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状の脂質溶液、または液体脂質－細孔混合物溶液が予め適用されている。このような溶液
は、乾燥しており、粉末状または粘性状になっている。液状の緩衝溶液をチップに適用し
て、脂質または脂質－細孔混合物を活性化する。電気シグナルが電極に加えられると、電
気刺激により、電極上での二重層の形成が起こる可能性がある。電位差での電気刺激は、
電極表面を崩壊させて、電極の周りの脂質材料に影響を与え、不意の迅速な二重層形成を
引き起こす可能性がある。さらに、存在するポアタンパク質が活性化されたら、電気刺激
により、脂質二重層への細孔分子の挿入がさらに容易になる。
【０２０６】
　いくつかの実施形態において、液体または気泡の圧力を変更して、二重層またはナノ細
孔の生成を改善することもできる。いくつかの実施形態において、チップおよび液体の温
度を変更して、二重層または細孔の生成を改善することもできる。例えば、二重層が形成
されるときに、室温よりもわずかに低い温度を適用してもよく；ナノ細孔が脂質二重層に
挿入されるときに、室温よりもわずかに高い温度を適用してもよい。
【０２０７】
　一実施形態において、チップは、密閉されたチップの４つの側面のうち、開口したまま
でアクセス可能な１つの側面を有していてもよい。また逆の側面も、チューブと接触して
それと連結することができる単一の穴を有していてもよい。チップが、底部における穴お
よびチューブ上部におけるチップの開口端と垂直になるようにチップが立てられている場
合、緩衝液および試薬を上部を通して添加することができ、次いで底部から気泡が制御さ
れたペースで放出され、密閉された空洞を移動して、チップ全体に流すことができる。こ
のシステムは、チップ全体に広がる液体分画を分離する気泡のトレーンを有していなくて
もよい。このシステムは、パッケージ化されたチップの開口した上部を通って添加されて
チップの内部表面に流れ落ちるあらゆる物質を滑らかに延ばす。逆に言えば、器具の底部
に１本のチューブを通すことで液体と試薬を挿入することが可能であり、これは、自動化
された時系列の試薬添加が必要となり得る場合に有利な可能性がある。
【０２０８】
　本明細書で説明される全ての技術において、液体、試薬、気泡、電気刺激のパルス、圧
力もしくは圧力パルス、温度もしくは温度のパルス、ソニケーションパルス、および／ま
たは音パルスのあらゆる組合せを自動的にセンサーチップに適用することにより、自動的
な二重層の生成、細孔の生成、二重層および細孔の維持、例えばそれらの再生成、ナノ細
孔センサーチップに適用した生体分子の捕捉および読み取りを引き起こして、全センサー
の状態および機器の性能の全特性のリアルタイムおよび／または終点の詳細をもたらすと
予想される器具に、センサーチップをカップリングするか、またはそのような器具にセン
サーチップを配置することが可能である。このような器具は、あらゆるレベルの操作員に
よる手作業の介入を可能にし、またはカスタムテストの生成を可能にする。このような器
具は、異なるシグナルおよび／または試薬を適用することもでき、または先行の試験シグ
ナルまたは試薬添加の結果に応答して試料またはチップに作用することにより、このよう
な器具を完全に自動的に稼働させることも可能にする。このようなシステムは、経時的実
験の操作員なしでの運転を可能にし、または試験を継続するためにセンサーチップ表面を
再官能化してナノ細孔システムを回復させることも可能にする。
【０２０９】
　本明細書で説明される全ての技術において、二重層の生成または細孔の生成を誘導する
ための刺激の適用としてはさらに、望ましい二重層／細孔の生成事象を刺激するための、
チップへの圧力、温度、ソニケーション、または音の適用も挙げられる。
【０２１０】
　本明細書で説明される全ての技術において、半導体チップはカバーを含有していなくて
もよく、その場合、使用者は、ピペットまたは他の機器の使用により手作業で様々な緩衝
液、試薬、および気泡を適用する。これらの技術の手作業での適用を、本明細書で概説し
たあらゆる加えられた刺激とカップリングして、望ましい二重層および／または細孔の形
成を誘導することができる。
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【０２１１】
　ポアタンパク質溶液をセンサーチップ表面の周りに均一に適用し、自発的な細孔の挿入
を引き起こすか、または電気刺激により二重層への細孔の迅速な挿入が促進されるように
表面を構成することによって、フローセルまたは簡単な気泡システムはさらに細孔の挿入
を大いに促進することもできる。またフローセルまたは簡単な気泡システムは、乾燥した
脂質－細孔－タンパク質ミックスを水和することもでき、この水和した脂質－細孔－タン
パク質ミックスは、気泡含有または非含有の適切な緩衝液で滑らかにされた後、またはそ
れと混合された後に、自発的な二重層および細孔両方を形成する可能性がある。
【０２１２】
　図７は、センサーチップの１つまたは複数のフローチャネル上の電極の上方に脂質層を
形成する試料法を例示する。センサーチップは、平らなチップであってもよく、このよう
な平らなチップは、フローチャネル表面上に配置された非導電性または半導体表面中に埋
め込まれ、実質的に平らな複数の電極を含有する。本方法は、少なくとも１種の脂質を含
む脂質溶液をフローチャネルのそれぞれを通って流動させるステップ７０１；電極表面に
脂質を堆積させるステップ７０２；それぞれのフローチャネル中で、後続の気泡を用いて
堆積した脂質を滑らかにして薄くするステップ７０３；フローチャネルのそれぞれに緩衝
溶液を充填するステップ７０４、ここで緩衝溶液は導電性である；電極を通る電流を測定
して、各電極の上方に脂質二重層が形成されているか否かを決定するステップ７０５；お
よびどの電極の上にも脂質二重層がまだ形成されていない場合、刺激（例えば電気刺激）
を加えて、表面上の脂質が電極の上方に脂質二重層を形成するように誘導するステップ７
０６を含む。いくつかの場合において、電圧は、二重層を試験して、細孔を挿入するため
に加えられる。しかしながら、いくつかの例において、電圧は、二重層を生成するために
加えられない。
【０２１３】
　いくつかの実施形態において、脂質溶液は、少なくとも２種の脂質を含んでいてもよい
。脂質溶液は、少なくとも１種のポアタンパク質をさらに含んでいてもよい。ポアタンパ
ク質は、ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｍｅｇｍａｔｉｓのポリンＡ（ＭｓｐＡ）また
はα溶血素を含んでいてもよい。本方法はさらに、それぞれのフローチャネル中で、ポア
タンパク質を含有する非脂質溶液を堆積した脂質の上方に流動させるステップ；それぞれ
のフローチャネル中で、第二の気泡を用いてポアタンパク質および堆積した脂質を薄くす
るステップを含んでいてもよい。本方法は、ポアタンパク質溶液、追加の空気の気泡、お
よび追加の液体溶液をフローチャネルを通って流動させること、ここでポアタンパク質溶
液と液体溶液とは、空気の気泡によって分離されている；および少なくとも一部の電極を
通して電気刺激を加えて、脂質二重層におけるポアタンパク質の挿入を容易にすることを
さらに含んでいてもよい。全ての溶液および気泡を流動させるステップをあらゆる順番お
よび組合せで繰り返して、二重層中での脂質二重層の形成およびナノ細孔の挿入を達成し
てもよい。脂質は、ジフタノイルホスファチジルコリン（ＤＰｈＰＣ）、パルミトイル－
オレオイル－ホスファチジル－コリン（ＰＯＰＣ）、ジオレオイル－ホスファチジル－メ
チルエステル（ＤＯＰＭＥ）、ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）、ホス
ファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファ
チジン酸、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルグリセロール、またはスフィン
ゴミエリンであってもよい。液状の脂質溶液はさらに、例えばデカンなどの有機溶媒を含
有していてもよい。
【０２１４】
　いくつかの実施形態において、緩衝溶液は、例えば塩化ナトリウムまたは塩化カリウム
溶液などのイオン溶液を含有していてもよい。緩衝溶液はさらに、シアン化鉄（ＩＩ）ま
たはアスコルビン酸を含有していてもよい。いくつかの実施形態において、気泡の圧力は
、二重層の形成またはナノ細孔の挿入を改善するために、実質的に大気圧に、または大気
圧よりもわずかに高く調整される。
【０２１５】
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　図８は、本開示の実施形態に係る半導体センサーチップ試料を例示する。センサーチッ
プ８００は、複数のフローチャネル８１０を含む。各フローチャネルは、フローチャネル
表面８１０上に配置された非導電性または半導体表面に埋め込まれ、実質的に平らな複数
の電極８２０を有する。電極表面は、シラン処理されており、親水性になっている。電極
以外のフローチャネル表面は、疎水性である。フローチャネル８１０は、フローチャネル
に沿ったガイドレール８４０によって分離されている。フローチャネル幅は、電極の２つ
以上の列を収容できる程度の幅であってもよい。図８で示されるように、電極は、フロー
チャネルの底部表面上に、同様にガイドレール側壁上に製造されてもよい。いくつかの実
施形態において、フローチャネルの上部側は、密閉されていてもよい。
【０２１６】
　一態様において、センサーチップの１つまたは複数のフローチャネル上の電極の上方に
脂質二重層を形成する方法は：（ａ）少なくとも１種の脂質を含む脂質溶液をフローチャ
ネルのそれぞれを通って流動させること；（ｂ）電極表面に脂質を堆積させること；（ｃ
）それぞれのフローチャネル中で、後続の気泡を用いて堆積した脂質を滑らかにして薄く
すること；（ｄ）フローチャネルのそれぞれに緩衝溶液を充填すること、ここで緩衝溶液
は導電性である；（ｅ）電極を通る電流を測定して、各電極の上方に脂質二重層が形成さ
れているか否かを決定すること；および（ｆ）どの電極の上にも脂質二重層がまだ形成さ
れていない場合、少なくとも１つの電極に刺激を加えて、表面上の脂質が電極の上方に脂
質二重層を形成するように誘導すること、を含む。刺激は、電気パルス、ソニケーション
パルス、圧力パルス、または音パルスのうち少なくとも１種を含んでいてもよい。
【０２１７】
　いくつかの実施形態において、脂質溶液は、少なくとも２種の脂質を含む。いくつかの
実施形態において、脂質溶液は、少なくとも１種のポアタンパク質をさらに含む。
【０２１８】
　いくつかの実施形態において、本方法は、（ｃ）の後に、（ｃ１）それぞれのフローチ
ャネル中で、ポアタンパク質を含有する非脂質溶液を堆積した脂質の上方に流動させるこ
と；および（ｃ２）それぞれのフローチャネル中で、第二の気泡を用いてポアタンパク質
および堆積した脂質を薄くすることをさらに含む。いくつかの実施形態において、本方法
は、（ｃ２）の後に、（ｃ３）ステップ（ｂ）、（ｃ）、（ｃ１）、または（ｃ２）をあ
らゆる順番または組合せで繰り返すことをさらに含む。
【０２１９】
　いくつかの実施形態において、本方法は、（ｇ）ポアタンパク質溶液、追加の空気の気
泡、および追加の液体溶液をフローチャネルを通って流動させることをさらに含み、ここ
でポアタンパク質溶液と液体溶液とは、空気の気泡によって分離されている。いくつかの
実施形態において、本方法は、（ｈ）少なくとも一部の電極を通して電気刺激を加えて、
脂質二重層におけるポアタンパク質の挿入を容易にすることをさらに含む。
【０２２０】
　いくつかの実施形態において、脂質は、ジフタノイルホスファチジルコリン（ＤＰｈＰ
Ｃ）、パルミトイル－オレオイル－ホスファチジル－コリン（ＰＯＰＣ）、ジオレオイル
－ホスファチジル－メチルエステル（ＤＯＰＭＥ）、ジパルミトイルホスファチジルコリ
ン（ＤＰＰＣ）、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチ
ジルセリン、ホスファチジン酸、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルグリセロ
ール、またはスフィンゴミエリンである。
【０２２１】
　いくつかの場合において、液状の脂質溶液のうち少なくともいくつかは、有機溶媒（例
えばデカン）を含有する。ポアタンパク質は、ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｍｅｇｍ
ａｔｉｓのポリンＡ（ＭｓｐＡ）またはα溶血素を含んでいてもよい。いくつかの場合に
おいて、緩衝溶液は、イオン溶液（例えば塩化ナトリウムまたは塩化カリウム）を含有す
る。いくつかの例において、緩衝溶液のうち少なくともいくつかは、シアン化鉄（ＩＩ）
またはアスコルビン酸を含有する。
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【０２２２】
　いくつかの実施形態において、気泡の圧力は、実質的に大気圧であるか、または大気圧
よりもわずかに高い。いくつかの場合において、電極表面は、親水性である。いくつかの
例において、電極以外のフローチャネル表面は、疎水性である。
【０２２３】
　いくつかの実施形態において、本方法は、（ａ）の前に、（ａ１）電極以外のフローチ
ャネル表面をシラン処理することにより、電極以外のフローチャネル表面を疎水性にする
こと；（ａ２）チップ表面上に複数のフローチャネルを形成すること；（ａ３）それぞれ
のフローチャネル表面上に電極を製造すること；（ａ４）フローチャネルに沿ったガイド
レールを造り上げることによりフローチャネルを分離すること；（ａ５）それぞれのガイ
ドレールの側の表面上に電極を製造すること；および（ａ６）それぞれのフローチャネル
の上部側を密閉することのうちのいずれか１つまたは複数をさらに含む。
【０２２４】
　二重層を有するチップの生成方法は、チップ全体にイオン溶液を流すことによってなさ
れる。いくつかの場合において、この流れは、散在する脂質溶液とイオン溶液とのアリコ
ートの「トレーン」である（例えば、脂質溶液とイオン溶液とが交互になっている）。こ
の流れは、供給管類を介してチップ全体を通過させることができる。トレーンは、およそ
５μＬの脂質を供給し、次いで５μＬのイオン溶液を供給することができる、これは、１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０回、またはそれより多い回数で繰り返すことが
できる。トレーンの溶液は、およそ２、３、４、５、６、７、８、９、１０回、またはそ
れより多い回数で、バイオチップ表面全体にポンプで入れたり戻したりすることができる
。次いで被覆率および／または密閉を電気的にチェックすることができる。
【０２２５】
　いくつかの場合において、溶液のトレーンは、続いて組立てステップに導入される。い
くつかの場合において、組立てステップは、チップ全体に気泡を流動させることを含む。
いくつかの例において、セル（電極）の被覆率、各電極における耐リーク性または密閉性
、ならびに密閉および／または二重層に加えられた電圧は、電気的にチェックすることが
できる。
【０２２６】
　いくつかの場合において、組立て操作は、概ね以下の試験結果が達成されるまで繰り返
される：（１）約１９０個以上の電極が被覆される；（２）－１Ｖ未満の電圧を加えて、
少なくとも約１２０の膜（例えば脂質層）が電圧上昇する；（３）（２）で電圧上昇した
脂質層のうち、約－３００ｍＶ～－７００ｍＶで６９以上が電圧上昇する；（４）約５０
ギガオーム未満の密閉抵抗性を有する電極の数が１５個未満である；および（５）何らか
のリーク電流が記録されたセルの数が５０を超える場合、密閉抵抗性の中位数が１５０ギ
ガオームよりも大きい。
【０２２７】
　これらの基準のうちいくつかのまたは全部を満たす場合、およそ１０μＬの気泡をチッ
プ全体に流してもよく、（１）、（４）、および（５）の最終的な試験を行うことができ
る。これをパスした場合、プログラムは細孔挿入プロトコールに移る。プログラムは、例
えば図６のコンピュータシステム６０１などのコンピュータシステムを用いて（例えば、
プロセッサによる実行で）実施することができる。
【０２２８】
　いくつかの場合において、細孔挿入プロトコールは、チップに５μＬのポアタンパク質
溶液を適用すること、およびエレクトロポレーションして二重層に細孔を挿入することを
包含する。エレクトロポレーション操作の最後に、細孔の収量に関してチップをチェック
し、基準にパスした場合、試料および試験試薬を適用する。
【０２２９】
　いくつかの例において、二重層および細孔の挿入にかかる合計時間は、平均して、二重
層の生成に１５分および細孔挿入に２０分であり、合計３５分である。
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【０２３０】
　細孔が挿入された膜（例えば脂質二重層）で被覆することができるウェルの数（例えば
細孔の収量）はいくつでもよい。いくつかの場合において、細孔の収量は、約１０％、約
２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％など
である。いくつかの場合において、細孔の収量は、少なくとも約１０％、少なくとも約２
０％、少なくとも約３０％、少なくとも約４０％、少なくとも約５０％、少なくとも約６
０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０％、少なくとも約９０％などである。
【０２３１】
　いくつかの実施形態において、電極チップおよび試験構成に適用されるパラメーターは
、１ＭのＫＣｌ、ｐＨ７．５、電流の流速、海水面での大気圧、および室温である。
【０２３２】
　捕獲されたプローブ
　一態様において、本開示は、ヘテロジニアスまたはホモジニアスな混合物から、個々の
分子（例えばタンパク質）を捕捉し、検出し、計数し、ソートし、ビニングし、および濃
縮する方法を提供する。
【０２３３】
　分子中の単一の分子を、分子の様式で、捕獲し、検出し、ソートし、計数し、単離し、
回収し、および／またはビニングする技術が開示されている。いくつかの実施形態におい
て、このような目的のために、ナノ細孔中に捕獲されたプローブ分子が使用される。いく
つかの実施形態において、このような目的のために、プローブ分子を包含するナノ細孔で
読み取り可能な複合体（ＮＲＣ）が使用される。いくつかの実施形態において、ＮＲＣは
、ナノ細孔で捕捉する、ナノ細孔で捕獲する、ナノ細孔を通って進む、および／またはナ
ノ細孔で読み取ることができるプローブ分子を包含する。いくつかの実施形態において、
プローブ分子（「プローブ」）は、以下の部分：（１）標的分子に直接結合することがで
きる、または標的分子に結合するレポーター分子に結合する、プローブセクションまたは
配列；（２）プローブ分子の１つまたは複数の末端に付着した可変式温度キャップ（ＶＴ
Ｃ）、ここで可変式温度キャップは温度感受性であり、所定の温度範囲ではバルキーな２
次元および／または３次元構造であり、他の温度範囲で直鎖状の構造であると推定するこ
とができる；（４）ナノ細孔で読み取り、ＮＲＣ、ＮＲＣに取り込まれたプローブ分子、
プローブ分子に直接的に付着した、もしくはレポーター分子を介して付着した標的分子、
および／またはＮＲＣの状況（例えば、ＮＲＣに付着したレポーター分子および／または
標的分子が存在する場合）を識別することができる、１つまたは複数の検証セクション（
複数可）；（５）レポーター分子に結合するためのレポーター結合セクション；（６）そ
れに続く単離または精製のための精製タグ；（７）固有のアドレスＩＤセクション；およ
び／または（８）細孔を通って進む際の状況／特性を変化させて、プローブが、ナノ細孔
で読み取られたこと（例えば、電気シグナル検出のためにナノ細孔を通って進んだこと）
を提示する、１つまたは複数の「読み取りスイッチ」セクションのうち１つまたは複数を
包含する。
【０２３４】
　一態様において、標的分子を検出する方法は、（ａ）感知電極に隣接して、またはその
近傍に堆積させられた、膜中にナノ細孔を含むチップを提供すること；（ｂ）核酸分子を
ナノ細孔に方向付けることを含む。核酸分子は、レポーター分子と会合していてもよい。
核酸分子は、アドレス領域とプローブ領域とを含んでいてもよい。レポーター分子は、プ
ローブ領域で核酸分子と会合していてもよい。レポーター分子は、標的分子にカップリン
グされていてもよい。いくつかの場合において、本方法は、（ｃ）核酸分子をナノ細孔に
方向付けながらアドレス領域を配列決定することにより、アドレス領域の核酸配列を決定
すること；および（ｄ）コンピュータプロセッサを用いて、（ｃ）で決定されたアドレス
領域の核酸配列に基づき標的分子を識別することをさらに含む。
【０２３５】
　いくつかの実施形態において、（ｂ）において、分子のプローブ領域にレポーター分子
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が結合することにより、（ｂ）におけるプローブ分子は、細孔中で停止して保持される（
さらに、レポーター分子と核酸分子との会合に基づき、ナノ細孔を通るプローブの進行速
度が減少する可能性がある）。
【０２３６】
　いくつかの場合において、ナノ細孔を通る核酸分子の進行速度が減少するときに、核酸
分子の最大３、４または５つの塩基が識別される。いくつかの例において、結合したレポ
ーターは、細孔中に存在する分子を完全に停止させる。ハイブリダイズした複合体は、細
孔中のプローブ分子と、プローブ分子に付着したレポーターとを含んでいてもよい。読み
取りは、スピードバンプの添加によって達成することができる。
【０２３７】
　いくつかの場合において、プローブの末端が予めバルキーな構造を形成していなくても
、プローブは一方の末端でバルキーな構造を形成するので、プローブは細孔中に留まると
予想される。
【０２３８】
　いくつかの実施形態において、ＮＲＣはまた、プローブ分子に結合するレポーター分子
（「レポーター」）も包含する。レポーター分子は、（ａ）例えばペプチド、タンパク質
、核酸、核酸類似体、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ペプチド核酸、グリコ
ール核酸、メチル化および／または非メチル化核酸などの単一のポリマーに結合できるあ
らゆる分子、および／または（ｂ）例えばペプチド鎖、タンパク質、核酸、ならびに他の
生物学的および化学的ポリマーなどの多重鎖ポリマーに結合できるあらゆる分子であって
もよい。いくつかの実施形態において、レポーター分子は、特定の（例えば特定の試料か
らの）標的分子源に固有のものにすることができ、レポーター分子の識別を使用して、標
的分子源を識別することができる。いくつかの実施形態において、本明細書において開示
された技術を使用して、レポーター分子をプローブ分子で捕捉してそれに結合させ、計数
し、ソートし、回収し、および／またはビニングすることができる。
【０２３９】
　いくつかの実施形態において、ナノ細孔で読み取り可能な複合体（ＮＲＣ）は、プロー
ブまたはプローブ－ＮＲＣを一方向で細孔に挿入させることができる。いくつかの実施形
態において、所定の条件下で、ＮＲＣの一方の末端はバルキーな構造を形成し、他方の末
端はその直鎖状の形態を保つ。形成されているバルキーな構造が、ナノ細孔検出器のナノ
細孔を通って進むには大きすぎるため（例えば温度範囲）、ＮＲＣが捕捉されると、ＮＲ
Ｃの直鎖状の末端しかナノ細孔を通って進むことができないので、その結果として、ナノ
細孔によるＮＲＣの定方向性の読み取りが起こる。いくつかの実施形態において、方向性
の進行および読み取り（例えば、ＮＲＣの５’末端から）は、ナノ細孔中のＮＲＣのシグ
ナルのより明確な読み取りを達成することができる。
【０２４０】
　いくつかの実施形態において、ＮＲＣは、ナノ細孔検出器のナノ細孔中に捕獲され、そ
の結果としてナノ細孔中のＮＲＣに包含されるプローブが捕獲される。いくつかの実施形
態において、ナノ細孔中のプローブ分子を捕獲することにより、試料分子を捕捉し、検出
し、特徴付け、ソートし、回収し、および／またはビニングするのに同じプローブ分子を
繰り返して使用することが可能になる。
【０２４１】
　いくつかの実施形態において、ＮＲＣおよびＮＲＣに包含されるプローブが、ナノ細孔
に正確に挿入されているか否かを検証することが可能である。いくつかの実施形態におい
て、ＮＲＣは、正しい先端を識別する先端識別子（例えば、ＮＲＣが先端に進むときに読
み取られて、識別可能なシグナルレベルを付与することができる、先端に存在する固有の
配列）、および／または正しい終端を識別する終端識別子（例えば、ＮＲＣが終端に進む
ときに読み取られて、識別可能なシグナルレベルを付与することができる、終端に存在す
る固有の配列）を包含していてもよい。ＮＲＣがナノ細孔検出器のナノ細孔に挿入される
と、ＮＲＣはその終端に進むことができ、ナノ細孔検出器により終端にある配列が読み取
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られる。配列の読み取りが正しい終端に関するシグナルと一致したら、ＮＲＣが正確に挿
入され（例えば、５’末端から挿入され）、終端のキャップ（例えば、終端のヘアピン構
造）が適切に形成されたことが確認される。ナノ細孔中に捕獲されたＮＲＣがその先端に
進み、ナノ細孔検出器により先端にある配列が読み取られる場合、配列の読み取りが正し
い先端に関するシグナルと一致したら、ＮＲＣが正確に挿入され、先端のキャップ（例え
ば、先端のヘアピン構造）が適切に形成されたことが確認される。ＮＲＣが適切に挿入さ
れ、末端のキャップが適切に形成されたことが示された場合、ナノ細孔中に捕獲されたプ
ローブ（ＮＲＣに包含される）は、すぐに使用できる状態である。
【０２４２】
　いくつかの実施形態において、ＮＲＣは、プローブ分子が一度読み取られているか否か
を決定するのに使用できる「読み取りスイッチ」セクションを包含していてもよい。いく
つかの実施形態において、プローブが一度読み取られたら、読み取りスイッチの特性およ
び／または性質は変更される。いくつかの実施形態において、プローブ分子に１つまたは
複数の分子または分子フラグメントが付着し、読み取りスイッチ分子として利用される。
分子または分子フラグメントは、プローブがナノ細孔を通過すると、プローブ分子から離
れる。したがって、読み取りスイッチ分子の存在は、プローブが、まだ読み取られていな
いことを提示し（プローブ分子がナノ細孔を通って進むことにより、読み取りスイッチが
状況を変化させていないため）、分子スイッチの非存在は、プローブ分子がすでに読み取
られていることを提示する（プローブがナノ細孔を通って進むことにより、読み取りスイ
ッチが状況を変化させているため）。読み取りスイッチは、プローブ分子の定量分析、そ
の結果として試料中のプローブ分子に付着したレポーター分子および／または試料分子の
定量分析を可能にする。いくつかの実施形態において、１種または複数種のプローブ分子
を試料分子と共にインキュベートして、プローブ－試料分子複合体を形成する。プローブ
－試料分子複合体を、分析のために、単一のナノ細孔検出器アレイに入れることができる
。各ナノ細孔が１つのプローブ－試料分子複合体を掴み、それを読み取ることにより、捕
捉されたプローブ－試料分子／プローブ／試料のタイプが何かを決定することができる。
プローブ－試料分子複合体がすでに読み取られたら、読み取りスイッチがその状況を変化
させる（例えば、スイッチ分子がプローブから離れる）。読み取られたプローブ－試料分
子複合体は放出されて、ナノ細孔周囲の緩衝液に戻される。次いでナノ細孔は、別のプロ
ーブ試料分子（ａｍｐｌｅ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）を掴み、それを再度読み取る。プローブ
－試料分子が以前に読み取られている場合、読み取りスイッチは、検出されないと予想さ
れる。プローブ－試料分子が以前にまだ読み取られていない場合、読み取りスイッチは、
検出されると予想される。以前に読み取られているプローブ－試料分子は、識別すること
ができるが、プローブ－試料の二重の計数が起こらないように計数されない。この方式で
、特定のタイプのプローブ－試料分子および試料分子を正確に計数することができる。
【０２４３】
　いくつかの実施形態において、適正な分子（例えば、適正な試料分子またはレポーター
分子）が、正確にプローブに付着しているか否かを決定することが可能である。いくつか
の実施形態において、所定の分子は、プローブ分子上の特異的な領域に結合すると予想さ
れる。プローブ分子がナノ細孔検出器により読み取られるとき、その分子がプローブに付
着した位置でプローブ分子が失速すると予想される。分子が失速したときの電気シグナル
の読み取りは、プローブ上の分子結合部位の前にあるプローブのセクションの構造／配列
に相当する。これは、プローブ上の分子結合部位の前にあるプローブのセクションの構造
／配列を識別するのに使用することができる。分子結合部位の前にあるプローブの構造／
配列が固有であり、識別可能な電気シグナルを付与する場合、この電気シグナルを使用し
て、分子を識別し、正しい分子がプローブに結合したか否かを決定することができる。
【０２４４】
　いくつかの実施形態において、異なる試料からの分子を含有する試料中にある分子が存
在するような場合であっても、その分子が由来する試料がどれかを識別することが可能で
ある。いくつかの実施形態において、試料分子は、中間分子（例えばレポーター分子）を
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介してプローブ分子に結合し、各タイプの分子は、固有のタイプの中間分子に結合し、各
タイプの中間分子は、プローブ分子上の固有の位置に結合する。第一の試料からの試料分
子が、第一のタイプの中間分子に結合することができ、第二の試料からの試料分子が、第
二のタイプの中間分子に結合することができる場合、第一および第二の試料からの分子を
含有する混合物中の分子の由来は、分子に結合した中間分子の同一性を決定することによ
って決定することができる。いくつかの実施形態において、中間分子（例えばレポーター
分子）の同一性は、中間分子がプローブ分子に結合して、プローブ上の中間分子の結合位
置の前の配列が読み取られるときに作り出されたシグナルから決定することができる。
【０２４５】
　いくつかの実施形態において、異なる試料からの特定のタイプの分子の相対的なカウン
ト数または濃度は、正確に決定することができる。例えば、第一のタイプのデヒドロゲナ
ーゼが結合した中間分子を、健康な組織試料と共にインキュベートする場合、第二のタイ
プのデヒドロゲナーゼが結合した中間分子を、罹患した組織試料と共にインキュベートす
る。次いで２つの試料を混合して、単一のナノ細孔検出器アレイを使用して分析する。い
くつかの実施形態において、プローブ分子および／またはナノ細孔検出器を崩壊させるこ
となく、特定の試料からのデヒドロゲナーゼ分子を選択的に計数し、放出させ、回収する
ことができる。いくつかの実施形態において、ナノ細孔アレイ上でプローブ分子に結合し
た健康な試料および罹患した試料からの中間分子を比較することによって、健康な試料お
よび罹患した試料からのデヒドロゲナーゼ分子の相対濃度を正確に決定することができる
。
【０２４６】
　いくつかの実施形態において、ＮＲＣ分子は、ＮＲＣ分子およびＮＲＣ分子に付着した
他の分子（例えば、レポーターおよび試料分子）の単離を促進する１つまたは複数の単離
用タグを包含する。いくつかの実施形態において、単離用タグは、磁気源に引き付けられ
るものであり、これは、ＮＲＣ分子およびＮＲＣ分子に付着した他の分子を単離するため
に、ＮＲＣ分子およびＮＲＣ分子に付着した他の分子を磁気源に留めるのに使用すること
ができる。
【０２４７】
　いくつかの実施形態において、プローブ分子にダメージを与えることなく、プローブ分
子をレポーター／試料分子から解離させることができる。いくつかの実施形態において、
プローブ分子とナノ細孔にダメージを与えることなく、温度を高めることにより、レポー
ター分子／試料分子から解離させることができる。
【０２４８】
　図９は、ナノ細孔中に捕獲されたプローブ分子の一例を例示する。プローブ分子は、標
的分子に結合するレポーターに結合するためのプローブ配列を包含する。標的分子は、例
えばタンパク質およびペプチドなどのあらゆる好適な分子であってもよい。末端キャップ
としてバルキーな構造を使用して、プローブ分子はナノ細孔中に捕獲される。バルキーな
構造は、温度感受性であってもよく、温度に応じて形成されたり解離したりするものであ
ってもよい。
【０２４９】
　図１０は、ナノ細孔中に捕獲されたプローブ分子の一例を例示する。示された例におい
て、プローブ分子は、標的分子に結合するリガンドに結合するレポーター分子に結合する
ためのプローブ配列を包含する。リガンドは、標的分子に結合する抗体である。標的分子
は、例えばタンパク質、ペプチド、細菌、または化学成分などのあらゆる好適な分子であ
ってもよい。レポーター分子は、一本鎖ポリマー配列である。末端キャップとしてバルキ
ーな構造を使用して、プローブ分子はナノ細孔中に捕獲される。バルキーな構造は、温度
感受性であってもよく、温度に応じて形成されたり解離したりするものであってもよい。
例示しないが、標的ＤＮＡ、ＲＮＡ、または他のヌクレオチド分子は、プローブ配列にお
いてプローブ分子に直接結合することができる。標的ヌクレオチドの同一性は、プローブ
分子の前にある配列、アドレス配列が、ナノ細孔を使用して読み取られるときに作り出さ
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れたシグナルに基づき決定することができる。
【０２５０】
　図１１は、プローブ分子の直鎖状の配列の一例を例示する。プローブ分子は、（５’末
端における）先端および（３’末端における）終端を包含する。終端は、ＩＪを包含する
。図１２で例示されているように、アンチセンス鎖がＪに結合して、ナノ細孔から排除さ
れる程度にバルキーな二本鎖のキャップを形成していてもよい。あるいはＪは、２次元ま
たは３次元コンフォメーションにフォールディングしてそれ自身で結合して、終端キャッ
プを形成していてもよい。先端は、ＯＮＭＬを包含する。Ｏは、折り返されてＭに結合し
、ヘアピン構造を有するキャップを形成する。先端キャップよりも高温で、二本鎖のキャ
ップが形成される。ポリマーの先端および終端の方向は、キャップの融解温度を調整する
ことにより変化させることができる。高い融解温度のキャップは終端になり、低い融解温
度のキャップは先端になる。また先端は、末端の識別子の配列Ｌも包含し、この配列Ｌは
、先端における低温のキャップがナノ細孔に押し付けられると配列Ｌがナノ細孔で読み取
られることにより、先端を識別するのに使用することができる。終端は、末端の識別子の
配列Ｉを包含し、この配列Ｉは、終端における高温のキャップがナノ細孔に押し付けられ
ると配列Ｉがナノ細孔で読み取られることにより、終端を識別するのに使用することがで
きる。
【０２５１】
　図１３は、ナノ細孔を使用してプローブ分子を捕獲し特徴付けるためのプロセスフロー
を例示する。５０２において、適切な配列を有するプローブ分子が作製される。５０４に
おいて、プローブの一方の末端で、例えば高温のキャップ構造の融解温度未満に温度を低
くすることにより高温のキャップが形成される。５０６において、プローブ分子は、先端
（低温のキャップの末端）からナノ細孔を通って進む。５０８において、温度は、低温の
キャップ構造の融解温度未満に低められ、先端に低温のキャップが形成される。５０８に
おいて、プローブは一方の末端（先端または終端のいずれか）に引き寄せられ、末端識別
子が読み取られる。５１０において、プローブは他方の末端に引き寄せられ、末端識別子
が読み取られる。５１２において、正しい末端識別子がすでに読み取られているか否かに
ついての決定がなされ、ここでイエスの場合、プローブは、ナノ細孔中に捕捉されている
。５１４において、プローブのアドレス領域にスピードバンプを付着させる。５１６にお
いて、プローブのアドレス領域に付着したプライマーがナノ細孔に押し付けられるように
、プローブがナノ細孔を通って進む。各プライマーがプローブ分子の進行を失速させると
、アドレス領域におけるプローブ配列が読み取られる。５１８において、プローブ分子の
読み取られたアドレス配列に基づきプローブ分子の同一性についての決定がなされる。
【０２５２】
　図１４は、ナノ細孔に捕獲されたプローブを使用して、標的分子を捕捉して識別し、計
数し、ソートし、および／または回収するプロセスフローである。６０２において、標的
分子は、ナノ細孔で捕捉された公知のプローブに結合される。結合は、中間体分子または
分子との直接の結合であってもよいし、または間接的な結合であってもよい。６０４にお
いて、プローブ－レポーター結合部位がナノ細孔に押し付けられるように、プローブ分子
をナノ細孔に引き寄せる／押し付ける。６０６において、結合部位の前にある配列が読み
取られる。６０８において、読み取られた配列を使用して、レポーター－標的分子が捕捉
されていることを決定し、いくつかの例において、この読み取りを使用して、マルチ試料
実験においてレポーター－標的がどの試料に由来するのかを決定することができる。標的
分子は、プローブ分子上の特異的な部位に結合して、固有の配列を付与することができる
。これは、標的分子の同一性が公知であるためである。さらなるプロセシングおよび／ま
たは使用のために、標的分子を選択的に放出し、回収し、計数し、ビニングすることがで
きる。いくつかの例において、結合部位の前にあるプローブの配列は、タグを用いた合成
（例えば、図２Ｃおよび２Ｄを参照）による配列決定を使用して読み取られる（６０６）
。
【０２５３】
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　図１５は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、標的分子を計数し、ビニン
グし、回収するプロセスフローである。７０２において、標的分子は、ナノ細孔中に捕獲
された公知のプローブ分子に結合される。７０４において、標的分子の同一性は、プロー
ブ上のレポーター－標的分子の結合部位の前にあるプローブ配列に基づき決定される。７
０８において、さらなるプロセシングおよび／または使用のために、レポーター－標的分
子をプローブから放出させて、回収し、ビニングし、および／または計数する。
【０２５４】
　図１６は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、標的タンパク質分子を検出
し、識別し、計数し、ビニングし、および／または回収するプロセスフローである。８０
２において、タンパク質が試料から単離される。８０４において、単離されたタンパク質
を、イミノビオチン、ビオチン、または抗アビジンＲＮＡアプタマー（ａｄｐｔａｍｅｒ
）のいずれかで標識する。８０６において、タンパク質にレポーターで標識された抗体を
添加し、インキュベートして結合させる。８０８において、混合物中に、ストレプトアビ
ジンでコーティングされた磁気ビーズまたは抗ビオチンＲＮＡアプタマーでコーティング
された磁気ビーズを投入することにより、全ての未結合の抗体およびレポーターＤＮＡ分
子を洗浄して落とす。８１０において、磁気源を使用して、全てのタンパク質を反応チュ
ーブ側に引き寄せてもよい。８１２において、上清を除去して、ビーズ／タンパク質／抗
体レポーターＤＮＡを新しい緩衝溶液で数回すすぐ。８１４において、試料のタンパク質
分子を磁気引力から離して再懸濁する。８１６において、溶液のｐＨを低くすることによ
りストレプトアビジン（ｓｔｒｅｐｔａｖａｄｉｎ）／イミノビオチンの連結を破壊して
もよいし、またはＲＮＡアーゼ酵素を添加して抗ビオチンまたは抗アビジンＲＮＡアプタ
マーを破壊してもよい。いくつかの場合において、８１６は、キャプトアビジン（ｃａｐ
ｔａｖｉｄｉｎ）であり、これは、ｐＨが変化すると分子を放出することができる。結果
は、抗体およびレポーター分子で標識された試料タンパク質のプールであり、遊離の抗体
／レポーター分子や非タンパク質が結合した抗体／レポーター分子は、溶液中には存在し
ない。
【０２５５】
　図１７は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、標的タンパク質分子を検出
し、識別し、計数し、ビニングし、および／または回収するプロセスフローである。９０
２において、タンパク質が試料から単離される。９０４において、単離されたタンパク質
を、イミノビオチン、ビオチン、または抗アビジンＲＮＡアプタマーのいずれかで標識す
る。９０６において、タンパク質にレポーターで標識された抗体を添加し、インキュベー
トして結合させる。９０８において、混合物中に、ストレプトアビジンでコーティングさ
れた磁気ビーズまたは抗ビオチンＲＮＡアプタマーでコーティングされた磁気ビーズを投
入することにより、全ての未結合の抗体およびレポーターＤＮＡ分子を洗浄して落とす。
９１０において、磁気源を使用して、全てのタンパク質を反応チューブ側に引き寄せても
よい。９１２において、上清を除去して、ビーズ／タンパク質／抗体レポーターＤＮＡを
新しい緩衝溶液で数回すすぐ。９１４において、試料のタンパク質分子を磁気引力から離
して再懸濁する。９１６において、プロテアーゼＫを添加して、全てのタンパク質を溶解
させる。９１８において、温度を高めてプロテアーゼＫを変性させる。９２０において、
試料を、ナノ細孔アレイで使用するために冷却するか、または可能性のあるさらなる特徴
付けまたは使用のために保存する。
【０２５６】
　図１８は、レポーターで標識された抗体に結合したタンパク質分子の構造を例示する。
レポーター分子は、プローブ配列に結合できるあらゆる分子であってもよい。レポーター
分子の例としては、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ＰＮＡ、ＧＮ
Ａ、モルホリノ、またはポリマープローブ鎖に結合する他のあらゆるポリマーまたは部分
が挙げられる。
【０２５７】
　図１９は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、レポーターと抗体が結合し
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た標的分子（例えばタンパク質）とを特徴付けるための流れ工程である。１００２におい
て、レポーターで標識された抗体に結合したタンパク質分子を、ナノ細孔アレイに添加す
る。プローブ分子のアレイが、ナノ細孔アレイのナノ細孔中に捕獲される。捕獲されたプ
ローブ分子の同一性および位置は、上記で説明した技術を使用して決定することができる
。ナノ細孔アレイの操作を始め、プローブ分子をナノ細孔に引き寄せて、捕獲し、検証す
る。１００４において、レポーター分子の結合部位がナノ細孔に押し付けられるように、
例えば電場下でプローブ分子を引き寄せる／押し付ける。１００６において、レポーター
結合部位の前にある配列が読み取られる。１００８において、レポーター分子の同一性、
すなわちレポーター分子に結合した抗体および抗体に結合したタンパク質分子の同一性は
、読み取られたプローブ配列に基づき決定することができる。
【０２５８】
　図２０は、ナノ細孔に捕獲されたプローブ分子を使用して、異なる試料からの標的分子
を特徴付けるための流れ工程である。これは、レポーター分子のプローブ結合部位は、レ
ポーター分子に固有であるためである。異なる試料に使用された同じ抗体のためのレポー
ター分子が、互いに異なるように作製されている場合、本発明者らは、特定のレポーター
分子が結合したときに生産されたシグナルを調べることによって、標的分子がどの試料に
由来するのかを識別することができる。例えば、試料Ａ中の水素ペルオキシダーゼと結合
させるのに使用される抗体を、レポーター分子Ｍで標識し、試料Ｂ中の水素ペルオキシダ
ーゼと結合させるための抗体を、レポーター分子Ｎで標識する。Ｎが、Ｍよりも３ヌクレ
オチド分長いことを除いては、ＭとＮは同じである。ＭとＮがプローブ分子に結合して、
レポーター結合部位がナノ細孔に押し付けられる際にプローブ配列が読み取られると、Ｍ
とＮは異なるシグナルを生産すると予想される。このようなシグナルに基づき、プローブ
に結合したタンパク質の源を決定することができる。１１０２において、異なる試料から
のタンパク質を単離して、別々に固有のレポーターで標識された抗体に結合させる。特定
のタイプの抗体に結合したレポーター分子は異なっており、異なる試料ごとにプローブ分
子上の異なる位置に結合する。１１０４において、異なる試料からの抗体レポーター－タ
ンパク質分子を混合する。１１０６において、同じナノ細孔アレイを使用して、異なる試
料からの抗体－レポーター－タンパク質分子を一緒に特徴付ける。１１０８において、レ
ポーター結合部位がナノ細孔に押し付けられ、レポーター分子の前にある配列が読み取ら
れるようにプローブ分子が配置されている場合、ナノ細孔中に捕獲されたプローブ分子に
結合したタンパク質の同一性をプローブ分子の電気シグナルから決定することができる。
同じナノ細孔アレイを使用して異なる試料を一緒に特徴付けることにより、２つの試料が
同じ特徴付け条件に晒されるために、２つの試料の優れた定量的な比較が可能になる。例
えば試料ＡおよびＢからの水素ペルオキシダーゼの数を計数して、それらの比率を決定す
ることができる。１１０８において、特徴付けの最後に、プローブによって捕捉された分
子を、さらなる分析および／または使用のために、選択的に放出させ、ビニングし、計数
し、回収し、および／またはソートすることができる。例えば、ナノ細孔は個々に電気的
にアドレス可能であるため、試料Ａからの捕捉された水素ペルオキシダーゼを、ナノ細孔
アレイから同時に放出させて、回収し、計数することができる。
【０２５９】
　さらなるプロセシングおよび／または使用のために、特徴付けの最後に標的分子を回収
して回復させることができる。したがって、本明細書において開示された技術は、分子を
特徴付けるときに特徴付けられた標的分子を回収し、計数し、単離するために、リアルタ
イムの単一の分子の特徴付けを可能にする。
【０２６０】
　定量分析のために、標的分子および標的レポーター分子（プローブ配列に結合するなら
ばどちらでもよい）は、１回限りの読み取り標識（例えば、標的分子が１回読み取られる
と離れてシグナルを付与する化学標識）に付着させてもよい。１回限りの読み取り標識は
、標的分子に再付着できない。１回限りの読み取り標識（ｏｎ－ｔｉｍｅ－ｒｅａｄ　ｌ
ａｂｅｌ）が離れたときに付与されるシグナルの存在または非存在を使用して、分子がす
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でに計数されているか、または前もって特徴付けられているか否かを決定することができ
る。
【０２６１】
　本明細書で説明される技術を適用して、例えば２～３分子などの低濃度試料を同時に検
出し、計数し、ソートし、ビニングし、および／または濃縮することができる。
【０２６２】
　本開示において、分子を検出するための様々な例を示す。いくつかの場合において、ｓ
ｓＤＮＡレポーターを、未知の組成を有する溶液中の各タンパク質に付着させることがで
きる。次いでレポーター分子を細孔に引き寄せて、停止させることができる。１回の読み
取りを行って、タンパク質を識別することができる。この方法では、読み取るための停止
位置が１つしかないため、識別可能な異なるタンパク質の数が限定される可能性がある。
【０２６３】
　他の例において、ｓｓＤＮＡレポーターを、未知の組成を有する溶液中の各タンパク質
に付着させることができる。レポーターは、細孔中に捕獲されるプローブ分子に付着させ
ることができる。プローブ分子は、レポーターとのハイブリダイゼーションの前かまたは
その後のいずれかでスピードバンプを使用することによって読み取られるアドレス領域を
有していてもよい。それゆえに、この方法では、細孔のアレイで使用できるプローブがよ
り多い。このようなアドレスにより、多くの様々な鎖の識別を可能にする。一例として、
プローブは、各スピードバンプストップにつき４つのレベルを設けることができ、６つの
スピードバンプストップにより４０９６の異なるアドレスが得られる。このアプローチを
使用して、選択分子をナノ細孔のアレイから放出させて、ソートし、ビニングし、保管す
ることができる。
【０２６４】
　他の例において、ｓｓＤＮＡレポーターを、未知の組成を有する溶液中のタンパク質に
付着させることができる。いくつかの場合において、バルクの上清からタンパク質の多く
または全部を単離することができる。いくつかの場合において、遊離の未結合のレポータ
ー分子を洗浄して落とす。次いでタンパク質を破壊および／または分解してもよい（例え
ばプロテアーゼを用いて）。いくつかの場合において、それにより反応ミックス中にレポ
ーターｓｓＤＮＡだけが残り、元の溶液中に存在した元のタンパク質が示される。次いで
これらのｓｓＤＮＡレポーターを、細孔中に結合したプローブｓｓＤＮＡを有するアレイ
に入れてもよい。いくつかの例において、レポーターがプローブに結合することにより結
果的に停止したシグナルは、タンパク質のキャッチまたは読み取りを示す。いくつかの実
施形態において、タンパク質がもはや存在しないため、その後ナノ細孔アレイから放出さ
せ、ソートし、ビニングし、保管することはできない。
【０２６５】
　他の例において、溶液中の分子は、タンパク質ではない。分子は、例えばｓｓＤＮＡで
あってもよい。溶液中の遊離のＤＮＡが細孔中の捕獲されたｓｓＤＮＡプローブに結合す
ることにより、特異的なＤＮＡ鎖を検出し、これらの選択鎖をソートし、ビニングし、保
管することが可能になる。いくつかの場合において、アレイのプローブは、アレイから追
い出されて回収される。
【０２６６】
　分子を検出する方法は、スピードバンプの使用を採用していてもよい。スピードバンプ
およびそれらの使用の例は、参照により全体が本明細書に組み入れられる米国特許公報第
２０１２／０１６０６８１号および２０１２／０１６０６８８号に記載されている。
【０２６７】
　図２１は、ナノ細孔中に捕獲されたプローブ分子のアドレス領域へのスピードバンプの
結合を例示する。アドレス領域に特異的なスピードバンプをこの領域に結合させることに
より、ナノ細孔検出器を使用してこの領域を迅速に識別し読み取ることが可能になる。こ
の領域は、ナノ細孔の入口でスピードバンプにより停止するまでナノ細孔中のプローブ分
子を進めることにより迅速に識別することができ、プローブが細孔中で失速したときに電
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気シグナルが測定される。アドレス領域は、アドレス領域が特定のタイプのスピードバン
プに結合するように操作されていてもよい。例えば、イソｄＧおよびポリイソｄＣで固有
のパターンで作製されたポリヌクレオチドが、アドレス領域に操作されていてもよい。ア
ドレス領域においてイソｄＧおよびイソｄＣに特異的に結合するスピードバンプ（例えば
、イソｄＧおよび／またはイソｄＣで作製されたスピードバンプ）を配置して、簡単にア
ドレス情報の読み取りを行うことができる。
【０２６８】
　図２２は、電極Ａ、２つの意図的に作成された独立したウェルに分かれており、それら
ウェルの間に小さい穴を有する親水性表面Ｂ、その穴の上方に生成した脂質材料の二重層
Ｃを含むナノ細孔検出器の一例を例示する。導電性塩溶液Ｅを通ってナノ細孔Ｄが挿入さ
れる（例えば拡散により）。図２２のナノ細孔検出器は、ナノ細孔検出器アレイ中の複数
のナノ細孔検出器のうちの１つであってもよい。
【０２６９】
　他の実施形態において、プローブのポリヌクレオチドは、図２３に示される構造を含む
。プローブ分子は、一方の末端上に第一の前バルキーな構造、他方の末端上に第二の前バ
ルキーな構造、第一の方向識別子（ＤＩ１）、第二の方向識別子（ＤＩ２）、レポーター
ＤＮＡの結合部位、およびレポーター識別子を含む。
【０２７０】
　第一の前バルキーな構造は、第一の条件で第一のバルキーな構造を形成する。第二の前
バルキーな構造は、第二の条件で第二のバルキーな構造を形成する。
【０２７１】
　前バルキーな構造は、本明細書で使用される場合、所定の条件下で（例えば所定の温度
で、所定の化合物（複数可）の存在／非存在下で）バルキーな構造を形成することができ
る構造である。
【０２７２】
　バルキーな構造とは、本明細書で使用される場合、作動条件が、試験ポリヌクレオチド
分子をそれ以上失速させることができない前バルキーな構造または他の構造にバルキーな
構造が変換される別の条件に変わるまで、作動条件で、ナノ細孔中で試験ポリヌクレオチ
ド分子を失速させる構造のことである。
【０２７３】
　一実施形態において、前バルキーな構造は、所定の条件下でバルキーな構造を形成する
ことができるポリヌクレオチド分子中のオリゴヌクレオチド構造である。前バルキーな構
造は、ｓｓポリヌクレオチドであってもよいし、またはｄｓポリヌクレオチドであっても
よい。バルキーな構造の例としては、これらに限定されないが、例えばポリヌクレオチド
二重鎖構造（ＲＮＡ二重鎖、ＤＮＡ二重鎖またはＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッド）、ポリヌ
クレオチドヘアピン構造、マルチヘアピン構造、およびマルチアーム構造などの２次元お
よび３次元構造などが挙げられる。
【０２７４】
　他の実施形態において、前バルキーな構造は、前バルキーな構造に特異的なリガンドと
の相互作用を介してバルキーな構造を形成する。このような前バルキーな構造／リガンド
対の例としては、これらに限定されないが、ビオチン／ストレプトアビジン、抗原／抗体
、および炭水化物／抗体などが挙げられる。
【０２７５】
　一実施形態において、バルキーな構造は、オリゴヌクレオチドの前バルキーな構造、例
えば、ｓｓ試験ポリヌクレオチド分子中の前バルキーな構造から形成されたオリゴヌクレ
オチド構造から形成される。ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドのバルキーな構
造の例としては、これらに限定されないが、ヘアピン核酸鎖、ハイブリダイズしたアンチ
センス核酸鎖、自己ハイブリダイズした複数のアームおよび３次元ＤＮＡまたはＲＮＡ分
子などが挙げられる。
【０２７６】
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　他の実施形態において、バルキーな構造は、本明細書で説明されるような前バルキーな
構造／リガンド対の相互作用を介して形成される。
【０２７７】
　一例において、第一および第二の前バルキーな構造の両方が、ポリヌクレオチド／オリ
ゴヌクレオチドの前バルキーな構造である。第一の前バルキーな構造は、第一の温度でそ
れに対応する第一のバルキーな構造を形成する。第二の前バルキーな構造は、第二の温度
でそれに対応する第二のバルキーな構造を形成する。さらに第一の温度は、第二の温度よ
りも高い。
【０２７８】
　他の例において、第一の前バルキーな構造は、第一の前バルキーな構造に特異的なリガ
ンドとの相互作用により第一のバルキーな構造を形成する、ポリヌクレオチド／オリゴヌ
クレオチドの前バルキーな構造である。好ましい例において、第一のバルキーな構造の形
成は、温度非依存性である。第二の前バルキーな構造が、前バルキーな構造とそれに対応
するバルキーな構造との変換が温度依存性になるような構造であることが好ましい。
【０２７９】
　図２３で示されるように、プローブ分子は、方向識別子：第一の前バルキーな構造に近
接した第一の方向識別子、および第二の前バルキーな構造に近接した第二の方向識別子を
さらに含む。
【０２８０】
　セクションＤＩ１およびＤＩ２はさらに、例えば参照シグナル識別子、プローブ源識別
子、およびプローブ識別子などの１つまたは複数の他の識別子を含んでいてもよい。
【０２８１】
　図２３におけるセクションＩ１およびＩ２は、本明細書で説明されるような１つまたは
複数の識別子を含んでいてもよい。
【０２８２】
　一実施形態において、レポーター分子（レポーター／標的）と複合体／化合物を形成す
る標的を固定する方法は、
　（Ａ１）プローブのポリヌクレオチドを調製すること、ここでポリヌクレオチドは、本
明細書で説明されるような図２３に示される構造を含み、レポーター分子は、レポーター
分子用の結合部位に結合することができ；
　（Ｂ１）第一の条件で第一の前バルキーな構造から第一のバルキーな構造（ＢＳ１）を
形成すること、
　（Ｂ２）電位を加えて、ｓｓプローブポリヌクレオチドをナノ細孔検出器のナノ細孔に
流すこと、
　（Ｂ３）第二の条件で、第二の前バルキーな構造から第二のバルキーな構造（ＢＳ２）
を形成すること、
　（Ｂ４）いくつかの場合において、別の電位を加えて、ナノ細孔のくびれ領域の前でｓ
ｓ試験ポリヌクレオチドがＢＳ２によって停止するまでｓｓ試験ポリヌクレオチドの流れ
を逆転させること、
　（Ｂ５）いくつかの場合において、プローブのポリヌクレオチドの識別子（例えば第一
の方向識別子、第二の方向識別子、プローブ識別子、参照シグナル識別子、およびプロー
ブ源識別子）を識別して、バルキーな構造（複数可）の適切な形成（複数可）を確認し、
プローブのポリヌクレオチドを識別すること、ここで後者は、ナノ細孔アレイ中に２個以
上のナノ細孔が存在する場合に重要であり、その場合、各ナノ細孔は、プローブのポリヌ
クレオチドを識別することによりアドレス可能であり、アドレス可能なナノ細孔と標的と
の関連が確立され、
　（Ｂ６）ｓｓプローブのポリヌクレオチドと、レポーター／標的とを接触させ、レポー
ター分子－プローブのポリヌクレオチドセグメントを含むｓｓプローブポリヌクレオチド
複合体を形成すること；
　（Ｂ７）別の電位を加えて、ナノ細孔のくびれ領域の前でレポーター分子－プローブの
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ポリヌクレオチドセグメントが停止するまでプローブのポリヌクレオチド複合体をナノ細
孔に流すこと、
　（Ｂ８）一時停止時間にわたりナノ細孔の内部でレポーター分子－プローブのポリヌク
レオチドセグメントが失速したときに、第一の電気シグナルのセットを得ること、
　（Ｂ９）プローブのポリヌクレオチドの流れ方向でレポーター分子－プローブのポリヌ
クレオチドセグメントの前にある構造を識別することによって、レポーター分子が固定さ
れているか否かを決定すること、ここでレポーター分子が標的との化合物／複合体を形成
する場合、レポーター分子が固定されていればその標的は固定されており、および
　（Ｂ１０）いくつかの場合において、Ｉ２およびＬＩ中の１つまたは複数の識別子（例
えばプローブ識別子、参照シグナル識別子、およびプローブ源識別子）を識別すること
を含む。
【０２８３】
　本明細書で説明される方法を使用して、レポーター分子およびレポーター分子に付着し
た標的を分子レベルで検出および／または定量することができる。
【０２８４】
　いくつかの実施形態において、レポーター分子は、標的である。
【０２８５】
　いくつかの実施形態において、本方法はさらに、ナノ細孔のアレイを使用して複数のレ
ポーター／標的分子を固定するのに適用することができ、この場合、本明細書で説明され
る方法が、個々のプローブのポリヌクレオチド、個々のレポーター／標的分子、および各
々、個々にアドレス可能なナノ細孔に適用される。レポーター／標的分子を固定し識別し
た後、レポーター／標的分子を分子レベルで検出／定量する。その上、プローブのポリヌ
クレオチドが捕獲される個々のナノ細孔の条件（例えばそれらの電位）を制御することに
よって、固定されたレポーター／標的分子をさらに濃縮／ソート／精製することができる
。
【０２８６】
　本発明は、個々に制御可能な大規模並行電極／ナノ細孔センサーに使用することができ
る。これらの１，０００、１０，０００、１００，０００より多く、または数百万もの電
極／ナノ細孔センサーを含有する電極／ナノ細孔センサーのアレイを、実質的に平らな半
導体表面上に製造することができる。半導体に制御回路を取り込んで、個々に制御可能な
、かつ個々に読み取り可能な電極／ナノ細孔センサーを生成してもよく、これらのセンサ
ーを使用して、ナノ細孔にフィットすると予想されるあらゆるポリマーを読み取ることが
できる；このようなポリマーとしては、これらに限定されないが、メチル化ＤＮＡなどの
あらゆる形態のＤＮＡおよびＲＮＡが挙げられる。
【０２８７】
　いくつかの場合において、分子を検出する方法は、タンパク質のアンフォールディング
およびナノ細孔からの流出物を利用してもよい。例えば、参照によりその全体が本明細書
に組み入れられるＪ．Ｎｉｖａｌａ、Ｄ．　Ｂ．　ＭａｒｋｓおよびＭ．　Ａｋｅｓｏｎ
、「Ｕｎｆｏｌｄａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉ
ｏｎ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ａｎ　α－ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ　ｎａｎｏｐｏｒｅ」、Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２０１３年、ＤＯＩ：１０．　１０３８／ｎｂｔ．
　２５０３を参照されたい。フォールディングされていないタンパク質は、本開示のナノ
細孔を通って進む可能性がある。タンパク質をナノ細孔を通って流動させると、フォール
ディングされていないタンパク質のアミノ酸配列が得られる可能性がある。
【実施例】
【０２８８】
　以下の実施例は、本開示の様々な実施形態を例示するものであり、非限定的である。
【０２８９】
　（実施例１）
　二重層の形成および細孔の挿入
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　手作業によるシリンジ構成およびシリンジポンプ構成を使用したフローセルでの二重層
の形成および細孔の挿入により、高い二重層と単一の溶血素の細孔が得られる。脂質で被
覆されたチップ表面全体に１Ｍまたは０．３ＭのＫＣｌ溶液と気泡を流動させ、電気的な
刺激を加えることによって、二重層が両方の構成で形成される。２つの溶血素を適用する
方法により、高収量の単一の細孔が得られる。１つの方法は、以下のステップ：（１）デ
カン中で溶血素と脂質とを予備混合するステップ、（２）チップ表面の上方に溶血素－脂
質混合物を流し、２～３分インキュベートするステップ、（３）二重層を形成するステッ
プ、および（４）電気刺激を加えることにより、エレクトロポレーションして二重層に細
孔を入れるステップを含む。第二の方法は、以下のステップ：（１）チップ表面の上方に
デカン中の脂質を流すステップ、（２）二重層を形成するステップ、（３）チップ表面全
体に溶血素を流すステップ、（４）即座にＫＣｌ洗浄液を流すステップ、および（５）電
気刺激を加えることにより、エレクトロポレーションして二重層に細孔を入れるステップ
を含む。溶血素挿入のために二重層をより流動的にするために、両方の適用方法における
エレクトロポレーションステップの間、チップを加熱してもよい。細孔の寿命を長くする
ために、エレクトロポレーションステップ中またはその後のいずれかに温度を室温または
それより低い温度に下げる。
【０２９０】
　（実施例２）
　フローセルの形態
　図２４および図２５を参照すると、半導体チップの上部にガスケットを直接置くことに
より、フローセルをチップパッケージ上に組み立てる。ガスケットの厚さは５０μｍから
５００μｍまで様々である。ガスケットは、片側または両側に感圧接着剤を有するプラス
チック、シリコーン膜、または例えばＥＰＤＭなどのフレキシブルなエラストマーで作ら
れ得る。ガスケットは、あらゆる形状に製造することができる。ガスケット（例えば、Ｐ
ＳＡが積層されたＰＭＭＡで作製された）上部に硬質プラスチックの蓋（例えばＰＭＭＡ
で作製された）を置き、感圧接着剤で、またはガスケットに圧縮力を適用する固定メカニ
ズムによって蓋をガスケットに封止してもよい。蓋は、フローセルに試薬および空気を流
すのに使用される単一または複数の入口および出口ポートを有する。
【０２９１】
　いくつかの例において、全体のガスケットサイズは、４ｍｍ×４ｍｍ平方である。いく
つかの場合において、フローセルの体積は、厚さ５００μｍのガスケット形態の場合、約
１．５μｌである。いくつかの実施形態において、約１５～２０個の電極がガスケットで
被覆されている。
【０２９２】
　（実施例３）
　流体工学シリンジポンプ
　図２６および図２７を参照すると、チップ全体にわたる空気および液体の流れの速度は
、流体工学ポンプおよび注入バルブによって制御される。ポンプによって作り出された流
速は、０．０１μｌ／秒から１００μｌ／秒より大きい値まで様々である。流体工学制御
器は、緩衝液入口ポート、出口ポート、および脂質／溶血素注入ポートを含むマルチポー
ト選択バルブを有する。
【０２９３】
　実験室用流体工学ポンプの例の１つは、Ｋｌｏｅｈｎ　Ｖｅｒｓａｐｕｍｐ　６（Ｖ６
）シリンジポンプである。このポンプは、フェースマウント５ポートインジェクションバ
ルブを有する。実験中、様々な試料をシリンジに吸い取り、出口ポートを介して押し出し
、フローセルに流動させる。流速は、ポンプ中のステッパーモータによって制御される。
【０２９４】
　（実施例４）
　シリンジポンプでのフロープロトコール
　この実施例は、９０％を超える脂質被覆率および３０％の溶血素の細孔挿入を達成する
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。チップ表面全体へのＤＰｈＰＣおよび溶血素の混合物の注入によっても、５０％の細孔
挿入収量も達成する。
【０２９５】
　二重層の調製：
　（ａ）１００μｌの１ＭのＫＣｌを引き出し、１０μｌ／秒の流速でフローセルシステ
ム全体に流す。
　（ｂ）Ａｇ／ＡｇＣｌ参照電極を使用した電位ステップを適用することによってチップ
電極を調整する。
　（ｃ）チップ全体にデカン中の７．５ｍｇ／ｍｌのＤＰｈＰＣ（４０μｌ）を１μｌ／
秒の流速で注入する。
　（ｄ）チップ全体に２０μｌの空気の気泡を注入する。
　（ｅ）チップ全体に１００μｌのＫＣｌを１μｌ／秒の流速で注入する。
【０２９６】
　溶血素の細孔挿入：
　（ａ）チップ表面全体に５０μｌの溶血素溶液を１μｌ／秒の流速で注入する。
　（ｂ）チップ表面全体に１００μｌのＫＣｌ溶液を流す。
　（ｃ）ステップａ）の直後、ステップｂ）の前、またはステップｂ）の後のいずれかに
、細孔挿入のために電極電位をモジュレートする。
【０２９７】
　（実施例５）
　手作業によるシリンジを使用したフロープロトコール
　二重層の調製：
　（ａ）１００μｌの１ＭのＫＣｌを引き出し、フローセルシステム全体に流す。
　（ｂ）Ａｇ／ＡｇＣｌ参照電極を使用した電位ステップを加えることによってチップ電
極を調整する。
　（ｃ）デカン中に７．２ｍｇ／ｍｌのＤＰｈＰＣおよび５ｕｇ／ｍｌ溶血素を含有する
溶血素－脂質ミックス、それに続いて１２０μｌのＫＣｌを流す。
　（ｄ）一連の負の電気パルスを加えて、脂質の被覆を除去する。
　（ｅ）２０μＬのＫＣｌおよび２０μｌの気泡を２回、それに続いて１２０μｌのＫＣ
ｌを流す。およそ４回、または電極の少なくとも８０％が３００ｐＡよりも高い電流を示
すまで、電気パルスを加えながらステップｄおよびｅを繰り返す。
　（ｆ）２０μＬのＫＣｌおよび２０μｌの気泡を２回、それに続いて１２０μｌのＫＣ
ｌを流して、二重層を有する電極を回復させる。
【０２９８】
　溶血素の細孔挿入：
　（ａ）チップ温度をおよそ５５℃に高める。
　（ｂ）電気パルスを加えることにより、エレクトロポレーションして二重層に細孔を入
れる。
【０２９９】
　上記の実験手順により、１５１～５０の個別の細孔の収量（それぞれおよそ６０％～２
０％の溶血素の細孔挿入）が得られる。
【０３００】
　チップの温度は、実験中にモジュレートすることができる。また参照電極機構を調整し
て、フローセル上に塗られたＡｇ／ＡｇＣｌインクが潜在的に包含されるようにする。
【０３０１】
　（実施例６）
　材料および構成
　試薬：０．３ＭのＫＣｌ、２０ｍＭのＨｅｐｅｓ（ｐＨ７）
【０３０２】
　溶血素：
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　　デカン中の７．２ｍｇ／ｍｌのＤＰｈＰＣおよび２．５％グリセロール中の５μｇ／
ｍｌの溶血素
　　デカン中の７．２ｍｇ／ｍｌのＤＰｈＰＣおよび２．５％グリセロール中の２０μｇ
／ｍｌの溶血素。
【０３０３】
　ＤＮＡ：
　　３０μＭの３０Ｔ　ＤＮＡ　ｗ／７．５μＭのストレプトアビジン
　　３０μＭの３０Ｔ　ＤＮＡ　ｗ／７．５μＭのストレプトアビジンおよび０．８３％
グリセロール。
【０３０４】
　チップ：
　　Ｒｅｖ２ディープウェルのラージキャップ
　　Ｒｅｖ１ディープウェルのラージキャップ。
　（実施例７）
　二重層の形成プロトコール
　１．デカン中の７．５ｍｇ／ｍｌのＤＰｈＰＣ（２０μＬ）、それに続いて１２０μＬ
のＫＣｌを流す。
　２．３００ｐＡの非活性化電流で－２５０ｍＶから－１Ｖの範囲の一連の負の電気パル
スを加えることにより、二重層の電圧上昇３ｂを行う。
　３．チップを、２０μＬのＫＣｌ、２０μＬの気泡で２回、さらに１２０μＬのＫＣｌ
で洗浄する。
　４．二重層の電圧上昇３ｂ。
　５．－４００ｍＶ～－７００ｍＶのパルスでセルの少なくとも８０％が非活性化される
までステップ３および４を繰り返す。
　　ａ．約４～８回繰り返す。
　６．セルを、２０μＬのＫＣｌ、２０μＬの気泡で２回、さらに１２０μＬのＫＣｌで
回復させる。
【０３０５】
　（実施例８）
　細孔挿入プロトコール
　方法１：実験開始時に溶血素と脂質とを混合する
　１．二重層を形成した後、フローセルの上部に加温器を置く。
　２．エレクトロポレーションして二重層に細孔を入れる（細孔の獲得１２ｂ）。
【０３０６】
　方法２：二重層の上方に溶血素を流し、続いて洗浄する－第一のエレクトロポレーショ
ン（ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｐｏｒａｔｉｏｎ）：
　１．二重層を形成した後、フローセルに０．３ＭのＫＣｌおよび５％グリセロール中の
１００μｇ／ｍｌの溶血素２０μｌを流す。
　２．２０μｌの気泡および８０μＬのＫＣｌで洗浄する。
　３．フローセルの上部に加温器を置き、エレクトロポレーションして二重層に細孔を入
れる（細孔の獲得１２ｂ）。
【０３０７】
　（実施例９）
　ポンプで自動化された二重層の形成および電圧上昇
　図２８は、繰り返しの二重層生成の洗浄条件下でのセル位置に対する二重層の電圧上昇
を示す。自動的な気泡およびＫＣｌでの洗浄プロトコールにより、均質な二重層の形成が
可能になる。表１は、様々な条件下での（例えば、溶血素と脂質を用いる、または溶血素
を用いない）二重層の形成および電圧上昇量を示す。
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【０３０８】
　（実施例１０）
　加えられた波形
　図２９は、開口したチャネルの加えられた波形およびＤＮＡ捕捉データの一例を示す。
波形は、チップコード０４２ｂと名付けられ、縦軸には－０．１から０．２ボルトの範囲
の加えられた電圧が示される。横軸には０から６秒の範囲の時間が表示される。捕獲波形
は、－５０ｍＶで３３秒の再充電の後に生じる。
【０３０９】
　（実施例１１）
　開口したチャネルのデータ
　実施例８の方法１を使用して、様々なプロトコールを実行する。図３０～３２にプロト
コールの結果を示す。
【０３１０】
　図３０は、縦軸における０から１６０ｐＡの範囲の電流と、横軸における０から４秒の
範囲の時間のプロットを示す。７．０２２１１～７３．６０２１ｐＡ間に１５１本のライ
ンがある。プロトコールは、実施例８の方法１である。
【０３１１】
　図３１は、縦軸における０から３００ｐＡの範囲の電流と、横軸における０から４．５
秒の範囲の時間のプロットを示す。１２．０８７９～１００ｐＡ間に８０本のラインがあ
る。このグラフは、シリンジポンプを使用したときに回収されたデータを表する。プロト
コールは、実施例８の方法１である。
【０３１２】
　図３２は、縦軸における０から１６０ｐＡの範囲の電流と、横軸における０から４秒の
範囲の時間のプロットを示す。２６．２６７９～７５．６８２７ｐＡ間に１１７本のライ
ンがある。プロトコールは、実施例８の方法２である。
【０３１３】
　表２は、開口したチャネルのデータの要約を示す。
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【表２】

【０３１４】
　（実施例１２）
　ＤＮＡの捕捉
　実施例８の方法１を使用して、様々なプロトコールを実行する。図３３～３７にプロト
コールの結果を示す。
【０３１５】
　図３３は、縦軸における０から３００ｐＡの範囲の電流と、横軸における０から４秒の
範囲の時間のプロットを示す。プロトコールは、実施例８の方法１であり、１６０ｍＶで
なされた。
【０３１６】
　図３４は、縦軸における０から３００ｐＡの範囲の電流と、横軸における０から４秒の
範囲の時間のプロットを示す。プロトコールは、実施例８の方法１であり、８０ｍＶでな
された。
【０３１７】
　図３５は、縦軸における０から３００ｐＡの範囲の電流と、横軸における０から４秒の
範囲の時間のプロットを示す。プロトコールは、実施例８の方法１であり、２２０ｍＶで
なされた。いくつかの実施形態において、電圧を高めると、捕捉速度が増加する。電圧を
高くすることが必ずしもＤＮＡのキャッチを増加させることにはならない。いくつかの場
合において（例えば、約５０％の例）、ＤＮＡの添加により、二重層が破壊される、およ
び／または二重層から細孔が叩き落される。
【０３１８】
　図３６は、縦軸における０から１００ｐＡの範囲の電流と、横軸における０から４秒の
範囲の時間のプロットを示す。プロトコールは、実施例８の方法２である。捕捉速度は、
１６０ｍＶの捕捉電圧を使用した場合、フローセル上で、０．３ＭのＫＣｌで３０Ｔ　Ｄ
ＮＡである。
【０３１９】
　図３７は、縦軸における０から１００ｐＡの範囲の電流と、横軸における０から４秒の
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ストレプトアビジンを含む０．３ＭのＫＣｌおよび３０μＭの３０Ｔ　ＤＮＡを用いた。
【０３２０】
　（実施例１３）
　ＤＮＡの捕捉
　図３８は、二重層の形成後の（例えば、自動化プロトコール後の）細孔に関する電流対
時間またはセルの数のプロットを示す。細孔の形成条件は、１ＭのＫＣｌ、ｐＨ７．５、
室温、デカン中の１５ｍｇ／ｍＬのＤＰｈＰＣ脂質、およびｐＨ７．５の水中の２０μｇ
／ｍｌの溶血素である。
【０３２１】
　前述の内容から、特定の手段を例示し説明したが、それらに様々な改変を施すことがで
き、本明細書において考慮されたものと理解されるべきである。また明細書内で示された
特定の実施例によっても本発明は限定されないものとする。上記の明細書を参照しながら
本発明を説明したが、本明細書に記載の好ましい実施形態の説明および例示は、限定の意
味で解釈されることを意味しない。さらに、本発明の全ての態様は、本明細書に記載の特
定の描写、形態または相対的比率に限定されず、様々な条件および可変値によって決まる
と理解されるものとする。本発明の実施形態の形式および詳細における様々な改変は、当
業者には明らかであると予想される。したがって、本発明は、このようなあらゆる改変、
バリエーションおよび等価体も包含するものと考えられる。以下の特許請求の範囲は、本
発明の範囲を定義し、それによりこれらの特許請求の範囲内の方法および構造ならびにそ
れらの等価体も包含されることが意図される。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図１６】 【図１７】
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【図２８】 【図２９】
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【図３２】 【図３３】
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【図３６】 【図３７】
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