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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　２つ以上の遺伝子発現プロファイルを決定する方法において、
２つ以上の生物試料から複数のＲＮＡ試料を提供するステップ；
少なくとも１つの汎用プライマと、前記汎用プライマと相同な汎用プライミング配列を含
む第１の配列部分、対象遺伝子に相補的な第２の配列部分、及びバーコード配列を含む第
３の配列部分を有する少なくとも１対のキメラ遺伝子特異的バーコード化プライマとを用
いて、２つ以上の生物試料の各々から前記ＲＮＡを増幅し、かくして２以上のバーコード
化ＰＣＲ産物を生成するステップ；
複数の遺伝子発現産物を表す複数の核酸を含むアレイを提供するステップであって、前記
複数の核酸の各々が前記アレイ内の別々の離れた物理的場所に位置づけされ、前記複数の
核酸のうち少なくとも１つの核酸が、前記２以上のバーコード化ＰＣＲ産物が有するバー
コード配列に相補的であるステップ；
前記アレイに対し前記２以上のバーコード化ＰＣＲ産物をハイブリッド形成するステップ
であって、前記バーコード配列を含む第３の配列部分が、前記アレイに存在する前記バー
コード配列に相補的な核酸にハイブリッド形成するステップ；
前記アレイを洗浄すると共に、未結合バーコード化ＰＣＲ産物を除去するステップ；及び
前記アレイ内の選択された場所にハイブリッド形成されたバーコード化ＰＣＲ産物の量を
検出し、定量し、かくして２つ以上の生物試料の各々についての前記遺伝子発現プロファ
イルを決定するステップ、
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を含んで成る方法。
【請求項２】
　前記ＲＮＡ試料を提供するステップが、細胞培養又は患者からの組織試料からＲＮＡを
得るステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＲＮＡ試料を提供するステップがさらに対照ＲＮＡ配列を提供するステップを含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記少なくとも１つの汎用プライマが検出可能な部分を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記汎用プライマが前記ＰＣＲ産物の生成に先立って又は前記ＰＣＲ産物を生成した後
に標識される、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記アレイがマイクロアレイ、ドットブロットアレイ又は規則配列アレイを含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記アレイを提供するステップが、核酸の２次元アレイ又は核酸の３次元アレイを提供
するステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記検出可能な部分が蛍光標識を含む、請求項４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
〔関連出願の相互参照〕
　本発明は、２００３年９月１０日付け米国仮特許出願第６０／５０２，１０８号明細書
及び２００４年１月２１日付け米国仮特許出願第６０／５３８，２８３号明細書の優先権
及び利益を請求するものである。
【０００２】
　該発明は、遺伝子発現分析の分野に関する。該発明は、マイクロアレイベースの技術を
用いた遺伝子発現の分析のための新規組成物及び方法を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　病状の遺伝的特徴を解説する速度は現在加速されてきている。例えば、研究者達は、癌
を発生させる多数の遺伝的メカニズムならびに損傷応答、細胞周期、細胞増殖及び細胞死
といったような癌に結びつけられる数多くの機能的経路を詳細に特徴づけし始めてきた。
癌遺伝学の我々の基礎知識におけるこの指数的成長は、発癌作用において潜在的に中心的
役割を果たしかつ／又は治療的介入のための潜在的ターゲットでありうる遺伝子、タンパ
ク質及び経路の大きなアレイの同定を導いた。目下の課題は、これらの遺伝子がインビボ
及びインビトロでいかに機能し相互に関係するかについてと同時に異なる化合物及び化合
物クラスがこれらの遺伝子にいかに影響を及ぼすかについて、実験的により掘下げること
である。
【０００４】
　過去１０年間にわたり、遺伝子発現分析は、異なる刺激及び環境に対する細胞及び特異
的経路の応答の生理学的状態を監視するための極めて価値ある手段であることが証明され
てきている。細胞活動を広く調査すると同時に示差的及び動的応答を追跡するこの能力は
、発現手段が癌遺伝学への多大な洞察力を提供することができたということを示唆してい
る。大規模遺伝子発現分析における今日の技術的現状はマイクロアレイである。
【０００５】
　マイクロアレイは、小さい試料セットについて何千もの遺伝子の大規模な調査を可能に
する。しかしながら、現行のマイクロアレイ試料標識方法は例えば試料１個あたり１００
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ドルといったようにきわめて高コストであり、一定の予算でマイクロアレイフォーマット
内で分析できる試料の数を制限している。現行の標識方法は同様に、比較的大量のＲＮＡ
（例えば多マイクログラムのＲＮＡ）も必要とし、ＲＮＡ分析を実施できる供給源のタイ
プを制限している。ＢＤクローンテック（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、カ
リフォルニア州）社製のＳＭＡＲＴ（商標）技術、ＮｕＧＥＮテクノロジーズ（Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．）（Ｓａｎ　Ｃａｒｌｏｓ、カリフォルニア州）社製のオベ
ーション（Ｏｖａｔｉｏｎ）（商標）増幅及びアルクチュラス（Ａｒｃｔｕｒｕｓ　Ｉｎ
ｃ．）（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、カリフォルニア州）からのＲｉｂｏＡｍｐ（登録
商標）増幅キットを含むいくつかの増幅スキームが、この試料サイズ制限を補償するため
に開発されてきたが、これらは全て、付加的な試料取扱いステップと、各試料についての
試薬コストに対する費用を追加する。さらに、これらの方法は全て、試料内のＲＮＡ転写
物の全てを無作為に増幅する全体的増幅スキームである。１つの試料中の全ての遺伝子（
すなわち転写物）を増幅するこの全体的増幅の結果、各々個々の遺伝子は該試料中の残り
の増幅された転写物の全てとの関係において比較的低い比率を占めることになる。
【０００６】
　さらに、例えば数百～数千の試料について数十～数百の遺伝子をスクリーニングすると
いったようにあまり多くない遺伝子セットをスクリーニングする傾向が遺伝子発現分析に
おいて増々強くなっている。例えば、アポトーシス又は血管形成といったような機能的経
路の活性を完全に捕捉するためには、５０～１００個の遺伝子を追跡することが望ましい
。実際、線形及び非線形の統計学的技術がうまくマイクロアレイデータ分析に応用されて
きており、相関及びクラスタ分析が一般に、代表的遺伝子及び応答タイプのはるかに小さ
いセットへと何千もの遺伝子の応答を崩壊させることは明白である。例えば、トーマス（
Ｔｈｏｍａｓ）ら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ（２００１年）、６
０号（６）；１１８９－１１９４頁）はこのアプローチを用いて、５つの主要な毒物学的
応答を予測的に追跡することのできる１２００のうち１２の主要転写物を同定している。
同様に例えば、ファントフィア（ｖａｎ’ｔ　Ｖｅａｒ）ら（Ｎａｔｕｒｅ（２００２年
）４１５号；５３０－５３６頁）は、近年、テスト対象となった２５，０００のうち７０
の遺伝子セットが乳癌患者における転移についての予後診断シグネチャーを提供できるこ
と及び発現プロファイルは、疾病の転帰を予測するのに用いられるその他の臨床的パラメ
ータをしのいでいるということを示唆した。
【０００７】
　高速大量処理遺伝子発現検定のためのもう１つの主要な対象分野は、化合物ライブラリ
のスクリーニングである。今日使用されている優勢なスクリーニング検定フォーマットは
、遺伝子特異的及び表現型という２つのカテゴリに入る。遺伝子特異的スクリーン例えば
タンパク質結合検定及びレポータ遺伝子検定は、単一の遺伝子又はタンパク質終点に対す
る一定の与えられた化合物の効果の捕捉に焦点をあてているのに対し、表現型スクリーン
は標準的にアポトーシス、細胞増殖又はイオン流といった大きな細胞変化を捕捉する。こ
れらのスクリーニングアプローチは両方共、有意な値を有するが、化合物そして癌などの
複雑な疾病に関与する数多くの遺伝子に対するその影響の及ぼし方をスクリーニングする
ためには最適ではない。遺伝子特異的スクリーンは、過度に焦点がしぼられており、摂動
に対する多遺伝子応答を観察することができない。細胞ベースの表現型スクリーンは過度
に広範で、表現型応答を生成するべく改変可能な多数の経路を識別するために使用するこ
とができず、又、化合物の開発を特異的な作用メカニズムに向かって効果的に最適化し誘
導するために用いることもできない。例えば１０～１００といった多数の遺伝子を並行し
て見ることのできるスクリーンの利用により、これらその他のスクリーニングアプローチ
の不足部分を克服することができる。
【非特許文献１】トーマス（Ｔｈｏｍａｓ）ら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｈａｒｍａｃｏ
ｌｏｇｙ（２００１年）、６０号（６）；１１８９－１１９４頁
【非特許文献２】ファントフィア（ｖａｎ’ｔ　Ｖｅａｒ）ら（Ｎａｔｕｒｅ（２００２
年）４１５号；５３０－５３６頁
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【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　これらの重要な実験的分野においては、既存のマイクロアレイ方法を使用せざるを得な
い可能性があるが、実際には、最少量のＲＮＡ及び多数の試料の分析に付随する実用上の
経済性のためにこれらの使用は不可能である。本発明は、添付の開示を再考した時点で明
らかになるように、これらの及びその他の問題に対処するものである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
発明の要約
　該発明は、遺伝子発現プロファイリングのためのさまざまな新規の組成物及び方法を提
供している。本書で教示されている発明は、マイクロアレイ技術を、１つの試料中の転写
物の全て又は１サブセットを増幅する汎用プライマ、遺伝子特異的プライマ及びＲＮＡ試
料中の転写物のサブセットを増幅するための技術と組合わせている。該発明の一部の実施
形態は、ＲＮＡ試料増幅産物内にバーコード配列を取込み、かくして「包括的アレイ」及
び包括的標識付きプローブの使用（及び再利用）を可能にする強力な手段を追加する。該
発明の組成物及び方法は同様に、多数の増幅されたＲＮＡ試料の同時分析をも可能にする
。該発明の新規の組成物及び方法は同様に、増幅されたＲＮＡ試料を全体的に標識する必
要性を無くするという点からみても、魅力的である潜在的なコスト節約を表わす。
【００１０】
　該発明は、試料が特定されたバーコード配列を取込んでいる場合に、多数の増幅された
ＲＮＡ核酸試料を並行分析するための方法を提供する。一部の態様においては、このバー
コードは、核酸試料が発現プロファイリングのためアレイプラットフォーム上に核酸試料
をアレイ化する手段である。これらの方法は、複数の生物試料からの複数の発現産物の同
時検出を可能にし、ここで、該方法のステップには、（ａ）複数の生物試料の各々から複
数のポリヌクレオチド配列（例えば発現済の遺伝子配列）を各々含む複数の発現済みＲＮ
Ａ試料を得るステップ；（ｂ）少なくとも発現済みＲＮＡ試料の前記複数のポリヌクレオ
チド配列のサブセットに対応する複数の複製核酸の中に少なくとも１つのバーコード配列
を導入するステップ；（ｃ）核酸アレイを産生するべく前記複数の複製核酸をアレイ化す
るステップ；（ｄ）アレイ化した複製核酸に対応する複数のシグナルを検出するステップ
、が含まれている。
【００１１】
　一部の態様においては、同一のバーコードが、発現済みＲＮＡ試料の複数の複製核酸の
各々の中に導入される。代替的には、サブセットの異なるポリヌクレオチド配列（例えば
発現済み遺伝子配列）に対応する複製核酸の各々の中に異なるバーコードが導入される。
複製核酸は、逆転写又は増幅に適したその他のあらゆる方法により産生可能である。一部
の態様においては、複製核酸は、例えばＰＣＲ、ＴＭＡ、ＮＡＳＢＡ及びＲＣＡといった
技術のうちの１つ以上のものにより、複数の発現済みＲＮＡ試料の選択的増幅により産生
させられる。最も標準的には、選択的増幅を含めた増幅がＰＣＲにより実施される。選択
的増幅は、複数の遺伝子特異的プライマを用いて多重反応において実施可能である。任意
には、遺伝子特異的プライマは、汎用プライミング配列（ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ｐｒｉｍ
ｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）及び／又はバーコード配列を含む。任意には、汎用プライミ
ング配列を有するプライマは同様に、蛍光標識といったような検出可能な部分をも担持し
ている。
【００１２】
　一部の実施形態においては、該発明は、（標準的にはプローブが固体基板（例えばガラ
ス表面）に定着されている場合）確定配列プローブを使用することによって試料アレイを
構築するための方法を提供している。一部の態様では、複製核酸（例えばＲＮＡ試料から
誘導されたもの）のアレイは、確定配列プローブのアレイに対してそれらをハイブリッド
形成することによってアレイ化される。一部の態様では、試料のアレイ化は、増幅された



(5) JP 5171037 B2 2013.3.27

10

20

30

40

50

核酸試料内に導入されたバーコード配列に対しハイブリッド形成するポリヌクレオチド配
列を含むアレイにそれらをハイブリッド形成することによる。一部の態様では、複製核酸
はアレイ化され、任意にはアレイ化のためにプールされる。
【００１３】
　一部の実施形態では、ＲＮＡ試料の選択的増幅は、約５～約１００個の間のポリヌクレ
オチド配列、又任意には約１０～約５０の間のポリヌクレオチド配列を増幅する。一部の
態様では、各々の発現済みＲＮＡ試料は２つ以上のターゲット特異的増幅反応において増
幅され、結果として得られた増幅産物を１つのアレイ上の２つ以上の場所で空間的にアレ
イ化される。一部の態様においては、２つ以上のバーコード配列が複数の複製核酸内に取
込まれる。
【００１４】
　本書に記述されている方法においては、アレイ化された核酸は、検出可能な部分を含む
確定配列プローブをハイブリッド形成することによって検出することができる。この態様
では、異なるポリヌクレオチド配列を伴う複数の確定配列プローブが核酸アレイにハイブ
リッド形成され、ここで各々のプローブは異なる検出可能なシグナルを生成する能力をも
つ。一部の態様では、少なくとも１つのアレイ化された核酸が、検出可能部分を担持する
バーコード特異的プローブをハイブリッド形成することによって検出される。検出可能部
分は蛍光標識であり得る。複数のプローブが使用される場合には、各プローブは異なる蛍
光標識を使用する。一部の態様では、アレイ化された核酸は、遺伝子特異的配列にハイブ
リッド形成する少なくとも１つの第１のサブ配列及びバーコード配列を担持する少なくと
も１つの第２のサブ配列と共に連結オリゴヌクレオチドをハイブリッド形成させ、次にバ
ーコード配列に対し検出可能部分を伴うプローブをハイブリッド形成させることにより、
検出される。
【００１５】
　一部の実施形態では、複数の発現済みＲＮＡ試料は、化合物ライブラリの少なくとも１
つのメンバーと接触させられた生物試料由来のものである。一部の態様では、アレイ上の
プローブからの検出済みシグナルは定量化され、任意には、定量化されたシグナルは対照
シグナルに比較される。一部の態様では、定量化されたシグナルは、対照シグナルとの関
係において増大又は減少させられる。対照シグナルとは異なる検出済みの定量化されたシ
グナルは、少なくとも１つの統計学的分析を用いて分析され得る。一部の態様では、生物
試料は、培養中で成長した細胞、一次細胞単離物、組織又は組織抽出物であり得る。生物
試料は、１つ以上の細胞系を内含することができる。多数の生物試料が使用される場合、
各試料は、発現済みＲＮＡ試料の収集に先立って化合物ライブラリのメンバーと接触する
ことができる。一部の態様においては、各々の生物試料は、化合物ライブラリの異なるメ
ンバーと接触する。
【００１６】
　一部の実施形態においては、ＲＮＡ試料を誘導するために用いられる１つ以上の細胞系
内の１つ以上の遺伝子の発現は、挿入突然変異、ゲノムＤＮＡの欠失、ターゲティングさ
れた遺伝子破壊、転写遮断、ゲノム又はエピソームベクター、アンチセンスＤＮＡ又はＲ
ＮＡ、リボザイム、ｉＲＮＡ、ＤＮＡ結合オリゴヌクレオチド及びジンクフィンガータン
パク質の導入から選択された手順を用いて化合物ライブラリのメンバーで処理する前に人
工的に改変される。
【００１７】
　ＲＮＡ試料を誘導するために用いられる生物試料は、真核生物又は原核生物の細胞を使
用することができる。ＲＮＡ試料を収集する前に細胞を処理するのに使用される化合物ラ
イブラリは、化合物収集ライブラリ、組合せ化学ライブラリ、骨格集束型化学ライブラリ
、ターゲット集束型化学ライブラリ、抗体ライブラリ、生物学的ライブラリ、天然産物ラ
イブラリ、アンチセンス作用物質ライブラリ、ｉＲＮＡライブラリ、ｓｉＲＮＡライブラ
リ、リボザイムライブラリ、ペプチドライブラリ又は組合せ核酸オリゴマライブラリを使
用することができる。一部の態様では、発現済みＲＮＡ試料は、少なくとも５００個の生
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物試料、代替的には少なくとも１０００個の生物試料、又は代替的には少なくとも１０，
０００個の生物試料から得られる。一部の実施形態においては、発現済みＲＮＡ試料は、
全細胞ＲＮＡを単離することによって収集される。代替的には、伝令ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）
を単離することができる。一部の態様においては、発現済みＲＮＡ試料に対応する複数の
ＲＮＡ、ｃＤＮＡ又は増幅された核酸がアレイ化される。多数の試料がアレイ化される場
合、増幅された核酸は、複数の発現済みＲＮＡ試料の選択的増幅によって産生可能である
。
【００１８】
　該発明の一部の実施形態においては、アレイ化及び遺伝子プロファイリング戦略は、（
ｉ）少なくとも１つの第１の確定配列プローブ及び少なくとも１つの第２の確定配列プロ
ーブをハイブリッド形成するステップであって、第１の確立配列プローブがハウスキーピ
ング遺伝子にハイブリッド形成し、少なくとも第２の確定配列プローブがターゲット配列
にハイブリッド形成するステップ；（ｉｉ）第１及び少なくとも第２の確定配列プローブ
のためのハイブリダイゼーションシグナルを定量化するステップ及び（ｉｉｉ）第１の確
定配列プローブとの関係において少なくとも第２の確定配列プローブの発現を判定するス
テップを含んでいる。かかる方法においては、発現済みＲＮＡ試料に対応する核酸は、２
つ以上のデュプリケートアレイの形にアレイ化され得、各アレイは、第１の確定配列プロ
ーブ及び少なくとも１つの第２の確定配列プローブにハイブリッド形成され、第１の確定
配列プローブは２つ以上のデュプリケートアレイ間で同じであり、少なくとも第２の確定
配列プローブは２つ以上のデュプリケートアレイ間で異なっている。
【００１９】
　一部の実施形態においては、アレイ内で使用される複数の確定配列プローブは、疾病に
関連するターゲット遺伝子セットを含み得る。さらに、当業者にとっては、さまざまなア
レイフォーマット及び材料が周知である。一部の態様においては、核酸のアレイ化は、固
相表面上で行なわれる。一部の態様では、核酸は、２次元固相表面上、複数の固相表面上
にアレイ化され、例えばここで固相表面はビーズ、球又は光ファイバである。固相表面は
、ガラス、コーティングされたガラス、シリコン、多孔質シリコン、ナイロン、セラミッ
ク又はプラスチックを包含することができる。同様にして、確定配列は、いずれかの特定
の塩基配列又は核酸構造に制限されない。例えば、確定配列プローブは、１つ以上の合成
プローブ、例えばオリゴヌクレオチド、ｃＤＮＡ、増幅産物又は制限断片であり得る。検
出可能なシグナルを生成する能力をもつ確定配列プローブは、例えば、蛍光標識、発色団
、エレクトロフォア、放射性核種、化学反応性部分、増幅可能なシグナル要素及び酵素に
結合する能力をもつリガンドを包含することができる。一部の態様では、増幅可能なシグ
ナル要素はオリゴヌクレオチドである。一部の態様では、オリゴヌクレオチド増幅可能な
シグナル要素は、分枝ＤＮＡ増幅（ＢＤＡ）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、ハイ
ブリダイゼーションシグナル増幅方法（ＨＳＡＭ）、分岐増幅方法（ＲＡＭ）及びＤＮＡ
デンドリマープローブのうちの１つ以上のものにより検出される。一部の態様では、増幅
可能なシグナル要素は、第２の増幅可能なシグナル要素に結合するリガンドを使用する。
増幅可能なシグナル要素は酵素又は触媒を利用することができる。一部の態様では、検出
可能なシグナルは、複製核酸に対応するシグナルを検出する前に増幅される。
【００２０】
　該発明は、本書に記述されている方法の実施を容易にするためのキットを提供している
。例えば、キットは、（ａ）各々（ｉ）遺伝子特異的配列を含むサブ配列；（ｉｉ）バー
コード配列を含むサブ配列；及び（ｉｉｉ）汎用プライミング配列を含むサブ配列、を含
む複数のキメラプライマ；及び（ｂ）汎用プライミング配列にハイブリッド形成する少な
くとも１つの汎用プライマ、を含むことができる。キットは、核酸セットを含むマイクロ
アレイをさらに含み、ここで核酸セットの各メンバーは、アレイ内の異なる物理的場所に
配置されている。任意には、キット内の遺伝子特異的配列は発現済みＲＮＡ試料内のポリ
ヌクレオチド配列にハイブリッド形成することができる。
【００２１】
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　該発明は同様に、例えば遺伝子発現プロファイリングといった遺伝子発現分析のための
方法も提供する。例えば、該発明は（ａ）ＲＮＡ試料を提供するステップ；（ｂ）逆転写
酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ｒｔＰＣＲ）によりＲＮＡ試料のメンバーサブセットを選択
的に増幅し、かつＰＣＲ産物セットを生成するステップであって、ｒｔＰＣＲが、少なく
とも１つの遺伝子特異的プライマ対を含む反応混合物で実施され、該遺伝子特異的プライ
マがさらに少なくとも１つの汎用プライミング配列を含むステップ；（ｃ）複数の遺伝子
発現産物に対応する核酸メンバーセットを含むアレイを提供するステップであって、セッ
トの核酸メンバーがアレイ内の目立たない物理的場所に位置づけされ、セットの少なくと
も１つのメンバーがＰＣＲ産物セットの少なくとも１つの部分に相補的であるステップ；
（ｄ）アレイの相補的メンバー核酸に対しメンバーＰＣＲ産物をハイブリッド形成するス
テップ；（ｅ）アレイ内の目立たない物理的場所においてハイブリッド形成されたメンバ
ーＰＣＲ産物を検出し、かくして遺伝子発現プロファイルを決定するステップ、を伴う遺
伝子発現プロファイルを決定するための方法を提供する。
【００２２】
　本書中の方法において使用されるＲＮＡ試料は、生物試料例えば患者由来の組織試料又
は細胞培養から得ることができる。一部の態様においては、ＲＮＡ試料には対照ＲＮＡ配
列が含まれる。一部の態様では、ＲＮＡ試料はメンバーリボ核酸の全体的増幅を用いて、
又は代替的にはメンバーリボ核酸のサブセットの選択的増幅を用いて増幅される。一部の
態様では、少なくとも１つの汎用プライミング配列を含むプライマはさらに検出可能な部
分例えば蛍光標識を含み、かくして検出可能なＰＣＲ産物セットを生成する。代替的には
、汎用プライマは、ＰＣＲ産物のセットを生成する前に標識される。一部の態様では、汎
用プライマは、ＰＣＲ産物のセットを生成した後に標識される。一部の実施形態では、遺
伝子特異的プライマは少なくとも１つのバーコード配列を包含する。一部の態様では、遺
伝子特異的プライマはさらに第２のバーコード配列を含有し得る。
【００２３】
　一部の実施形態では、増幅されたＲＮＡ試料は、２つ以上のＰＣＲ産物セットのプール
された試料である。一部の態様では、アレイはマイクロアレイである。一部の態様では、
アレイはドットブロットアレイを使用する。一部の態様では、アレイは規則配列アレイ（
ｏｒｄｅｒｅｄ　ａｒｒａｙ）を含む。一部の態様では、該アレイは核酸の２次元アレイ
か、又は代替的には核酸の３次元アレイである。一部の態様では、競合的ハイブリダイゼ
ーションが利用され、ここで第１の生物学的供給源由来の第１のＲＮＡ試料及び第２の生
物学的供給源由来の第２のＲＮＡ試料が、アレイハイブリダイゼーションにおいて使用さ
れる。競合的ハイブリダイゼーションでは、第１又は第２のＲＮＡ試料から生成されたＰ
ＣＲ産物が標識され得、又は代替的には、両方のＲＮＡ試料から生成されたＰＣＲ産物が
標識される。アレイベースのハイブリダイゼーション及び発現プロファイリングは、例え
ば低ストリンジェンシー緩衝液でアレイを洗浄することによってアレイから未結合ＰＣＲ
産物を除去するステップを含むことができる。
【００２４】
　任意には、増幅ステップの間、汎用プライミング配列を含む少なくとも１つのプライマ
は蛍光標識を担持することができ、ここで、ハイブリッド形成されたＰＣＲ産物を検出す
るステップには、蛍光標識の強度を判定するステップが関与する。代替的には、適切に標
識されたＰＣＲ産物を、放射性標識を検出することによって検出することができる。任意
には、ハイブリッド形成されたメンバーＰＣＲ産物の検出は定量的であり、ここではハイ
ブリッド形成されたメンバーＰＣＲ産物の相対的量が決定される。
【００２５】
　遺伝子発現プロファイルを決定するための代替的実施形態において、該発明は、（ａ）
１つ以上の生物試料からＲＮＡを得るステップ；（ｂ）少なくとも１つの汎用プライマ及
び少なくとも１つのキメラ遺伝子特異的バーコード化汎用プライマ対を用いてｒｔＰＣＲ
によりＲＮＡを増幅させ、バーコード化ＰＣＲ産物セットを生成するステップ；（ｃ）複
数の遺伝子発現産物を表わす核酸メンバーセットを含むアレイを提供するステップであっ
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て、前記核酸セットのメンバーが前記アレイ内の目立たない物理的場所に位置づけされ、
少なくとも１つのメンバー核酸が前記バーコード化ＰＣＲ産物セットの１つのバーコード
配列に相補的であるステップ；（ｄ）前記アレイの相補的メンバー核酸に対し前記バーコ
ード化ＰＣＲ産物セットのメンバーをハイブリッド形成するステップ；（ｅ）前記アレイ
を洗浄し、未結合バーコード化ＰＣＲ産物を除去するステップ；及び（ｆ）前記アレイ内
の選択された場所にハイブリッド形成された一定量のバーコード化ＰＣＲ産物を検出し定
量化し、かくして前記遺伝子発現プロファイルを決定するステップ、を含む方法を教示し
ている。
【００２６】
　このプロトコルの変形形態が考慮される。例えば、蛍光標識又は放射性標識を用いて、
少なくとも１つの汎用プライマを標識することができる。一部の態様では、ハイブリッド
形成ステップは、少なくとも２つの異なる生物試料から誘導されたバーコード化ＰＣＲ産
物の少なくとも２つのセットをアレイに対し、するステップを含むことができる。
【００２７】
　該発明は同様に上述の方法を容易にするためのキットをも提供している。かかるキット
は、例えば、（ａ）選択された遺伝子セットを表わす核酸セットを含むアレイであって、
核酸セットのメンバーがアレイ内の異なる物理的部位に目立たない形で配置されているア
レイ；（ｂ）少なくとも１つの汎用プライマ；及び（ｃ）メンバープライマが汎用プライ
マと相補的な第１の配列部分及び選択された遺伝子セットのメンバーの配列に相補的な第
２の配列部分を含む、複数の遺伝子特異的プライマ対、といった様々な成分を含み得るが
、これらに制限されるわけではない。一部の態様では、選択された遺伝子セットを表わす
キット内の核酸セットは、遺伝子の複数の部分に相補的な複数の核酸配列を含む。キット
内の複数の遺伝子特異的プライマ対はさらに第３のバーコード配列部分を含み、ここで、
選択された遺伝子セットを表わす核酸セットは、遺伝子特異的プライマ対の第３のバーコ
ード配列に相補的な複数の核酸を含む。
【００２８】
　該発明は同様に、疾病の診断又は予後診断のためのキットも提供している。これらのキ
ットは例えば、（ａ）アレイ内の異なる物理的部位に目立たない形で配置されている疾病
に結びつけられた選択された遺伝子セットを表わす核酸セットを含むアレイ；（ｂ）少な
くとも１つの汎用プライマ；及び（ｃ）汎用プライマと相補的な第１の配列部分及び選択
された遺伝子セットのメンバーの配列に相補的な第２の配列部分を有する複数のキメラ遺
伝子特異的プライマ対を含んでいる。キット内の選択された遺伝子セットを表わす核酸セ
ットは、メンバー遺伝子の複数の部分に相補的な複数の核酸配列を含むことができる。こ
れらのキット内では、複数の遺伝子特異的プライマ対はさらに第３のバーコード配列部分
を含むことができ、ここで、選択された遺伝子セットを表わす核酸セットは、遺伝子特異
的プライマ対の第３のバーコード配列に相補的な複数の核酸を含む。
【００２９】
定義
　本発明について詳述する前に、本発明が特定のデバイス又は生物学的システムに制限さ
れず、これらは当然変動し得るということを理解すべきである。同様に、本書で使用する
専門用語は特定の実施形態を記述することのみを目的としたものであり、制限の意図がな
いということも理解された。この明細書及び添付の特許請求の範囲中で使用される通り、
「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」という単数形態は、内容が明らかに相反する意味を与えて
いるのでないかぎり、複数の指示対象を内含する。かくして、例えば「ａ　ｐｒｏｂｅ」
に対する言及には、同一の複数のプローブ分子も含まれ；「ｃｅｌｌｓ」には、複数の細
胞を含むあらゆる形態の細胞が含まれる、といったようになる。
【００３０】
　相反する定義づけのないかぎり、本書中に使用されている全ての技術的及び科学的用語
は、該発明の関連技術分野の当業者により一般的に理解されるものと同じ意味を有する。
本発明の試験のための実践においては本書で記述されているものと類似又は同等のあらゆ
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る方法及び材料を使用することが可能であるものの、ここでは好ましい材料及び方法が記
述されている。本発明を記述し特許請求する上で、以下に記す定義に従って以下の専門用
語が用いられることになる。
【００３１】
　「発現産物」は、ゲノム又はその他の遺伝子要素からそれぞれ転写又は翻訳されたリボ
核酸（ＲＮＡ）又はポリペプチド産物である。一般に、発現産物は、生物学的特性をもつ
遺伝子と結びつけられる。かくして、「遺伝子」という用語は、例えば、生理学的特性を
もつ遺伝子産物をコードする生物学的特性と結びつけられた核酸配列を意味する。遺伝子
は任意には、その遺伝子の発現のために必要とされる配列情報（例えばプロモーター、エ
ンハンサなど）を含む。
【００３２】
　「遺伝子発現」という用語は、ＲＮＡ産物内への遺伝子の転写そして任意には１つ以上
のポリペプチド配列への翻訳を意味する。「転写」という用語は、一般に鋳型としてＤＮ
Ａを用いるＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼによって実施される、ＲＮＡ産物への１つの
遺伝子のＤＮＡ配列の複写プロセスを意味する。
【００３３】
　「ヌクレオシド」とい用語は、例えばリボース又はデオキシリボースといった糖のＣ－
１’炭素に連結された塩基から成る化合物を意味する。
【００３４】
　「ヌクレオチド」という用語は、一般に、１つの単量体単位としての又は１つのポリヌ
クレオチド内部のヌクレオシドのリン酸エステルを意味する。「ヌクレオチド５’－トリ
ホスファート」というのは、糖５’－炭素位に付着された三リン酸エステル基をもつヌク
レオチドを意味し、時として、「ＮＴＰ」、又は「ｄＮＴＰ」及び「ｄｄＮＴＰ」と記さ
れる。修飾済みヌクレオチドというのは、標準的に塩基部分の修飾により化学的に修飾さ
れたあらゆるヌクレオチド（例えばＡＴＰ、ＴＴＰ、ＧＴＰ又はＣＴＰ）である。修飾済
みヌクレオチドには例えば、メチルシトシン、６－メルカプトプリン、５－フルオロウラ
シル、５－ヨード－２’－デオキシウリジン及び６－チオグアニンが含まれるがこれらに
制限されるわけではない。本書で使用される通り、用語「ヌクレオチド類似体」は、非天
然に発生する任意のヌクレオチドを意味する。
【００３５】
　本書で使用されている「核酸」、「核酸配列」、「ポリヌクレオチド」、「ポリヌクレ
オチド配列」、「オリゴヌクレオチド」、「オリゴマー」、「オリゴ」などという用語は
、ＤＮＡ（例えばｃＤＮＡ）、ＲＮＡ（例えばｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、核内低分
子ＲＮＡ）、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ＲＮＡ／ＤＮＡ共重合体、その任意の類似体など
といったヌクレオチド塩基の配列に対応させることのできる単量体サブユニットの重合体
を意味する。ポリヌクレオチドは１本鎖又は２本鎖であり得、遺伝子配列のセンス又はア
ンチセンスストランドに対し相補的であり得る。ポリヌクレオチドは、ホモ２重鎖又はヘ
テロ２重鎖でありうる２重鎖を形成するべく、ターゲットポリヌクレオチドの相補的部分
とハイブリッド形成することができる。ポリヌクレオチドの長さはいかなる点においても
制限されない。ヌクレオチド間の連結はヌクレオチド間タイプのホスホジエステル連結で
あるか又はその他のあらゆるタイプの連結である。「ポリヌクレオチド配列」というのは
、重合体に沿ったヌクレオチド単量体の配列を意味する。「ポリヌクレオチド」は、この
用語が任意の長さのヌクレオチドの重合体形態を包含することから、ヌクレオチド配列の
任意の特定の長さ又は範囲に制限されるものではない。ポリヌクレオチドは、生物学的手
段によって（例えば酵素的に）産生されるか又は酵素を含まない系を用いて合成可能であ
る。ポリヌクレオチドは酵素的に拡張可能であるか又は酵素的には拡張不能であるかのい
ずれでもあり得る。相反する指示のないかぎり、該発明の特定のポリヌクレオチド配列は
、任意には、明示的に指示されている配列に加えて相補的配列を包含する。核酸は、例え
ば細胞抽出物、ゲノム又はゲノム外ＤＮＡ、ウイルスＲＮＡ又はＤＮＡ、又は人工／化学
合成された分子といったあらゆる供給源から得ることができる。
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【００３６】
　３’－５’ホスホジエステル連結によって形成されるポリヌクレオチドを作るように反
応させられるヌクレオチド単量体は、１つのモノヌクレオチドペントース環の５’ホスフ
ァートがホスホジエステル連結を介して１つの方向でその隣りのものの３’酸素（ヒドロ
キシル）に付着されるような形で統合されていることから、該ポリヌクレオチドは５’末
端と３’末端を有すると言われている。かくして、ポリヌクレオチド分子の５’末端は、
ヌクレオチドのペントース環の５’位に遊離ホスファート基又はヒドロキシルを有するが
、一方該ポリヌクレオチド分子の３’末端はペントース環の３’位に遊離ホスファート又
はヒドロキシル基を有する。ポリヌクレオチド分子の内部で、もう１つの位置又は配列と
の関係において５’に方向づけされている位置又は配列は「上流側」に配置されていると
言われ、一方、もう１つの位置に対し３’である位置は、「下流側」であると言われる。
この用語は、ポリメラーゼが鋳型ストランドに沿って５’から３’の形で進みポリヌクレ
オチド鎖を拡張させるという事実を反映している。相反する指示のないかぎり、ポリヌク
レオチド配列が表わされている場合にはつねに、ヌクレオチドが左から右へ５’から３’
の配位にあると理解すべきである。
【００３７】
　本書で使用されているように、「ポリヌクレオチド」という用語は、天然に発生するポ
リヌクレオチド配列又はポリヌクレオチド構造、天然に発生する主鎖又は天然に発生する
ヌクレオチド間連結に制限されるよう意図されていない。当業者であれば、該発明につい
て使用できる多種多様なポリヌクレオチド類似体、人為的ヌクレオチド、非天然ホスホジ
エステル結合連結及びヌクレオチド間類似体を充分知っている。かかる人為的構造の制限
的意味のない例としては、非リボース糖主鎖、３’－５’及び２’－５’ホスホジエステ
ル連結、ヌクレオチド間逆転連結（例えば３’－３’及び５’－５’）、分枝構造及びヌ
クレオチド間類似体（例えばペプチド核酸（ＰＮＡ）、ロックト核酸（ＬＮＡ）、Ｃ１－
Ｃ４アルキルホスホナート連結、例えばメチルホスホナート、ホスホルアミダート、Ｃ１

－Ｃ６アルキル－ホスホトリエステル、ホスホロチオアート及びホスホロジチオアートヌ
クレオチド間連結が含まれる。さらに、ポリヌクレオチドは完全に単一のタイプの単量体
サブユニット及び１タイプの連結で構成され得、又は異なるタイプのサブユニット及び異
なるタイプの連結の混合物又は組合せで構成され得る（ポリヌクレオチドはキメラ分子で
あり得る）。本書で使用される通りのポリヌクレオチド類似体は、それが天然に発生する
ポリヌクレオチドと類似の要領で１本鎖核酸ターゲットにハイブリッド形成するという点
で天然ポリヌクレオチドの不可欠な性質を保持している。
【００３８】
　リボ核酸の頭文字である「ＲＮＡ」という用語は、リボヌクレオチドのあらゆる重合体
を意味する。「ＲＮＡ」という語は、天然、人為的又は修飾済みのリボヌクレオチド又は
そのあらゆる組合せ（すなわちキメラＲＮＡ分子）を含む重合体を意味し得る。「ＲＮＡ
」という用語は、例えばｍＲＮＡ（標準的にはポリＡＲＮＡ）、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ及び
核内低分子ＲＮＡを含む全ての生物学的形態のＲＮＡ、ならびにｃＲＮＡ、アンチセンス
ＲＮＡ及び細胞系に内因性でないあらゆるタイプの人工（例えば組換え型）転写物を含む
非天然発生形態のＲＮＡを含んでいる。ＲＮＡという語は同様に、２－Ｏ－メチル化リボ
ヌクレオチドといったような非天然リボヌクレオチド類似体を含むＲＮＡ分子をも包含す
る。ＲＮＡは、酵素的合成又は人工的（化学的）合成を含めたあらゆる方法によって産生
可能である。酵素的合成には、無細胞インビトロ転写系、細胞系例えば原核生物細胞又は
真核生物細胞内のものが含まれ得る。
【００３９】
　「ｃＤＮＡ」という用語は、相補的又は「コピー」ＤＮＡを意味する。一般にｃＤＮＡ
は、あらゆるタイプのＲＮＡ分子（例えば標準的にはｍＲＮＡ）を鋳型として用いて逆転
写酵素活性をもつＤＮＡポリメラーゼ（例えば相補的ＤＮＡ分子を生成するためにＲＮＡ
鋳型を用いる核酸ポリメラーゼ）により合成される。代替的には、有向化学合成によりｃ
ＤＮＡを得ることもできる。
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【００４０】
　「増幅」、「増幅された産物」又は「増幅された核酸」という用語は、核酸増幅のあら
ゆる方法によって生成される核酸を意味する。一部の態様においては、「増幅された」と
いう用語は一般に、混合物中の成分核酸の絶対濃度の増大を意味する。その他の態様にお
いては、「増幅された」という用語は、（問題の核酸の絶対濃度の増加を伴う又は伴わな
い）混合物中のその他の核酸に比べた混合物中の１核酸成分の富化を意味する。本書で使
用されているように、核酸の増幅プロセスには、異なる化学的構造を有するもののオリジ
ナルの核酸に対応する一次塩基（ヌクレオチド）配列を保持している増幅された産物を結
果としてもたらすことのできるプロセスが含まれる。例えば、本書で使用されているよう
に、増幅されたｍＲＮＡはｃＤＮＡ分子を含むことができ、ここで該ｃＤＮＡ分子は、オ
リジナルのｍＲＮＡの一次塩基配列の少なくとも一部分を保持している。一部の実施形態
においては、増幅の後には任意には付加的なステップ、例えば（ただしこれらに制限され
るわけではない）標識、配列決定、精製、単離、ハイブリダイゼーション、サイズ分解、
発現、検出及び／又はクローニングが続く。
【００４１】
　「相補的」又は「相補性」といった用語は、標準ワトソン－クリック相補的法則に従っ
て塩基対合する能力又は比較的ストリンジェントな条件下で特定の核酸セグメントにハイ
ブリッド形成する能力をもつ核酸配列を意味する。任意には、核酸重合体は、任意にはそ
の配列全体の一部分のみを横断して相補的である。本書で使用されている用語「相補的な
」は、ワトソン－クリック（及び任意にはホーグスティーン（Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ）タイ
プ）塩基対合法則によって関連づけされるポリヌクレオチドの逆平行鎖に関連して使用さ
れる。例えば、配列５’－ＡＧＴＴＣ－３’は配列５’－ＧＡＡＣＴ－３’に相補的であ
る。「完全に相補的な」又は「１００％相補的な」などという用語は、逆平行鎖の間に完
全なワトソン－クリック塩基対合を有する（ポリヌクレオチド２重鎖の不整合は全く無い
）相補的配列を意味する。「部分的相補性」、「部分的に相補的な」、「不完全相補性」
又は「不完全に相補的な」などという用語は、１００％未満の完全性を有する（例えばポ
リヌクレオチド２重鎖内に少なくとも１つの不整合が存在する）逆平行ポリヌクレオチド
鎖の間の塩基のあらゆる整列を意味する。さらに、２つの配列は、その整列に１つ以上の
不整合、空隙又は挿入が存在する場合、それらの長さの一部分にわたり相補的であると言
われる。
【００４２】
　「ハイブリダイゼーション」という用語は、例えば２本鎖核酸を形成するための２つ以
上のポリヌクレオチドの間の２重鎖形成を意味する。相補性をもつ２つの領域のハイブリ
ッド形成し一緒にとどまる能力は、該相補的領域の長さ及び連続性及びハイブリッド形成
条件のストリンジェンシーにより左右される。任意の２つの核酸の間（例えばアレイプロ
ーブとｃＤＮＡといったような増幅されたＲＮＡターゲットの間）のハイブリダイゼーシ
ョンについて記述するにあたっては、時として、ハイブリダイゼーションは、ターゲット
又はプローブの「少なくとも一部分」を包含する。本書で使用される、「少なくとも一部
分」という句及びハイブリダイゼーション反応に関する類似の句は、配列特異的ハイブリ
ダイゼーションを可能にするのに充分大きい、例えばストリンジェントハイブリダイゼー
ション条件下で安定した２重鎖形成を可能にする相補性をもつドメインを意味する。
【００４３】
　「確定配列プローブ」というのは、単一のポリヌクレオチド配列を有する核酸プローブ
のことである。
【００４４】
　「合成プローブ」という用語は、そのプローブが１つ以上の合成又は人工的操作、例え
ば化学的オリゴヌクレオチド合成、制限消化、増幅、ｃＤＮＡ合成などにより生成される
ことを標示するために用いられる。
【００４５】
　「標識」という用語は、あらゆる検出可能な部分、又は、検出を可能にするもののそれ
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自体は検出可能でない部分を意味する。標識は、特定の核酸を標識されていないか又は異
なる形で標識されているその他の核酸を識別するのに使用でき、そうでなければ検出を増
強するために標識を使用することもできる。
【００４６】
　「プライマ」という用語は、遊離３’ヒドロキシル末端が鋳型依存的に核酸ポリメラー
ゼにより拡張される能力をもつ、相補的又は部分的に相補的な核酸分子に対し少なくとも
その３’末端においてハイブリッド形成する能力をもつあらゆる核酸を意味する。
【００４７】
　「鋳型」という用語は、例えばポリメラーゼ酵素の作用などによって、相補性配列内に
複写され得る配列として役立ち得るあらゆる核酸重合体を意味する。
【００４８】
　「ターゲット」「ターゲット配列」又は「ターゲット遺伝子配列」という語は、その存
在、不在又は豊富さを判決しなければならない特異的核酸配列（又はその配列の相同性変
異体）を意味する。該発明の好ましい実施形態においては、それは、発現済み遺伝子のｍ
ＲＮＡ内のユニーク配列である。
【００４９】
　「ターゲット特異的プライマ」は、その他の非ターゲット配列を除外してその対応する
ターゲット配列とハイブリッド形成する能力をもつプライマを意味する。適切な条件の下
では、該ハイブリッド形成されたプライマは、ターゲット配列の複製をプライミングする
ことができる。
【００５０】
　「半汎用プライマ」という用語は、多重化反応の中で潜在的ターゲット配列の全てでは
なくそのうちの２つ以上のもの（例えばサブセット）とハイブリッド形成する能力をもつ
プライマを意味する。
【００５１】
　「汎用プライマ」という用語は、汎用配列を含む複製プライマを意味する。
【００５２】
　「汎用配列」、「汎用プライミング配列」又は「汎用プライマ配列」などという用語は
、複数のプライマ内に含まれているものの（例えばターゲット配列といった）オリジナル
の鋳型核酸に対する補体の中には含まれない配列を意味し、従って、完全に汎用な配列（
例えば汎用プライマ）で構成されているプライマは該鋳型とハイブリッド形成する能力を
もたない。
【００５３】
　「基準配列」という用語は、検定のための対照を提供する試料内で増幅ターゲットとし
て役立つ核酸配列を意味する。該基準は該試料供給源の内部（つまり内因性）のものであ
り得、そうでなければ、試料に対し外部から添加され（つまり外因性）得る。外部基準は
、逆転写に先立って試料に添加されるＲＮＡ又はＰＣＲ増幅に先立って添加されるＤＮＡ
（例えばｃＤＮＡ）のいずれかであり得る。
【００５４】
　「多重反応」という用語は、単一の反応混合物内で同時に実施される複数の反応を意味
し、例えば、多重増幅及び多重ハイブリダイゼーション反応を含む。
【００５５】
　「多重増幅」という用語は、単一の反応混合物内で同時に実施される複数の増幅反応を
意味する。
【００５６】
　本発明の状況下では、「同時に」という用語は、２つ以上の反応（例えば複数のハイブ
リダイゼーション反応）が実質的に同時に発生することを意味する。例えば、多数の確定
配列プローブといったようなハイブリッド形成されるべき試薬が、例えば核酸アレイとい
ったターゲット核酸と同時にかつ／又は同じ溶液中で接触させられる。
【００５７】
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　本発明の状況下では、「増幅可能なシグナル要素」というのは、ターゲット配列に対す
るプローブのハイブリダイゼーションの後シグナルの増幅を容易にするプローブの１成分
である。
【００５８】
　「遺伝子発現データ」という用語は、遺伝子発現の異なる態様に関する情報を含む１つ
以上のデータセットを意味する。該データセットは任意には、細胞又は細胞由来の試料内
のターゲット－転写物の存在；ターゲット転写物の相対的及び絶対的豊富さレベル；特異
的遺伝子の発現を誘発するさまざまな処理の能力；及び異なるレベルへと特異的遺伝子の
発現を変えるさまざまな処理の能力に関する情報が含まれる。
【００５９】
　「定量化する」という用語は、例えばハイブリダイゼーションシグナルに対し数値を割
当てることを意味する。標準的には、定量化することには、シグナルの強度を測定し、線
形又は指数的数字目盛上で対応する値を割当てることが関与する。
【００６０】
　「相対的豊富さ」又は「相対的遺伝子発現レベル」という用語は、第２の種のものとの
関係における一定の与えられた種の豊富さを意味する。任意には、第２の種は基準配列で
ある。
【００６１】
　「処理」という用語は、細胞、細胞系、組織又は生体の遺伝子発現プロファイルを改変
させることのできる条件、物質又は作用物質（又はそれらの組合せ）に１つ以上の細胞、
細胞系、組織又は生体を付す（すなわち処理する）プロセスを意味する。処理には一範囲
の化学的濃度及び暴露時間が含まれる可能性があり、複製試料が生成され得る。「化学的
処理」という用語は、その遺伝子発現プロファイルを改変させる潜在性を有する化学的又
は生化学的化合物（又は化合物ライブラリ）に細胞、細胞系、組織又は生体を暴露する（
又はそれらと接触させる）プロセスを意味する。
【００６２】
　「プラットフォーム」という用語は、試料の準備、増幅、産物分離、産物検出、又は試
料から得られたデータの分析のために使用される計装方法を意味する。
【００６３】
　「マイクロプレート」、「培養皿」及び「多重ウエルプレート」という用語は、互換的
に、多数の目立たない反応を同時に実施するのに一般に使用される、多数のチャンバ、受
け器又はコンテナを有する表面を意味する。
【００６４】
　「高速大量処理フォーマット」という用語は、一般的に、分析の比較的迅速な完了を意
味する。１つの態様においては、「高速大量処理」という用語は、（例えば数多くの試料
の同時分析などの）数多くの試料の高度に並行した分析を意味する。もう１つの態様にお
いては、「高速大量処理分析」という用語は、一時間あたり約１０個超、好ましくは一時
間あたり約５０個以上、より好ましくは一時間あたり約１００個以上、最も好ましくは一
時間あたり約２５０個、約５００個、約１０００個以上の試料の分析を完了することを意
味する。
【００６５】
　「小型化フォーマット」という用語は、マイクロ流体及びナノ流体の両方のプラットフ
ォーム上を含めたサブマイクロリットル体積で実施される手順又は方法を意味する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６６】
マイクロアレイ分析を使用する発現プロファイリングのための新規の方法
　本書に記述されているのは、マイクロアレイ分析のための試料の調製に付随するコスト
及び感度の主たる問題を克服する方法にある。標準的実施形態においては、記述されてい
る発明は、例えば生物試料からの選択されたＲＮＡ転写物セットを増幅するために逆転写
ポリメラーゼ連鎖反応（ｒｔＰＣＲ）を使用している。マイクロアレイ分析に適している
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検出可能な部分（例えば蛍光標識）は、現行の大部分の増幅方法と異なり、増幅反応中に
取込まれ、増幅及び標識を単一の１段階プロセスに転換させる。
【００６７】
　ＰＣＲ及びｒｔＰＣＲを使用すると、非常に少量の材料を用いるだけで多重なターゲッ
トを増幅することができる、ということが以前に実証されている。この利点は、遺伝子型
特定及び遺伝子発現を含むさまざまな利用分野のために利用されてきた。数多くの場合、
特に遺伝子発現において、異なる核酸ターゲットのために相対的発現レベルを定量化する
ことが望ましい。しかしながら、標準多重ｒｔＰＣＲは標準的に定量性ではない。指数的
増幅の間に多大な偏向が導入され得、その結果データは可変的かつ再現不能なものとなる
。これらの偏向は、プライマ－プライマ間の相互作用、プライマ－産物間の交叉反応、そ
して温度サイクリングの後段又は安定期において最も顕著に見られる増幅効率の濃度及び
配列依存性変動の結果もたらされるものである。これらの欠点を克服するために、該発明
の方法は、配列増幅を駆動するのに、修正されたｒｔＰＣＲ及び汎用プライマを利用して
いる。
【００６８】
　修正されたｒｔＰＣＲプロセスは、このプロセスを用いて得られる検出感度を危うくす
ることなくｒｔＰＣＲの主要な欠点を克服する組合せ型遺伝子特異的汎用プライミング戦
略を使用する。該戦略は、図１及び２に概略的に示されている。該プロセスには、数十個
のプライマが関与するプロセスからわずか２つのプライマしか利用しないプロセス（すな
わち汎用プライマ）へと多重増幅プロセスを転換させることが関与している。反応は、各
ターゲットｍＲＮＡ内の配列にハイブリッド形成する能力をもつ遺伝子特異的プライマ（
遺伝子特異的プライマ順方向（ＧＳＰ－Ｆ）及び遺伝子特異的プライマ逆方向（ＧＳＰ－
Ｒ））を用いて初期化する。これらの遺伝子特異的プライマはその５’末端上にコンセン
サス又は汎用プライミング配列（汎用プライマ順方向（ＵＰ－Ｆ）及び汎用プライマ逆方
向（ＵＰ－Ｒ））を担持している。最初の数回の増幅サイクル中、特異的遺伝子ターゲッ
トはこれらのキメラプライマにより増幅され、汎用プライマ配列でテーリングされた産物
を作り出す。その後続く増幅は、標準的に、汎用プライミング配列の補体にハイブリッド
形成する汎用プライマの拡張の結果としてもたらされる。
【００６９】
　或る種の実施形態においては、反応はキメラ遺伝子特異的プライマよりも高い濃度で存
在する１対の汎用プライマを担持している。例えば、１つの実施形態においては、５０：
１という汎用：キメラ遺伝子特異的プライマ比（１μＭの汎用：０．０２μＭの遺伝子特
異的プライマ）が使用される。もう１つの実施形態では、この比は１０：１～１００：１
である。従って、ＰＣＲが進行するにつれて、増幅は単一の汎用プライマ対によって迅速
に引き継がれる。数多くのプライマの使用からわずか２つのプライマの使用へのこの遷移
は、反応の複雑性のレベルを崩壊させ、異なる遺伝子ターゲットの相対的濃度を固定する
。汎用プライマ増幅反応においては、全ての産物は、実際に同じ化学種であり、示差的に
増幅されない。ＰＣＲ産物のサイズ範囲に関していくつかの潜在的制限が存在し、例えば
、１つの好ましい実施形態においては、ＰＣＲ産物の全てが長さ４００塩基対未満である
が、相対的遺伝子比は反応が安定期に押し入った時点でさえ維持することができる。
【００７０】
　汎用プライマｒｔＰＣＲ（ＵＰ－ｒｔＰＣＲ）方法は、うまく機能し、ローレイン（Ｌ
ｏｅｈｒｌｅｉｎ）らに対する「遺伝子発現の分析方法（ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＡＮ
ＡＬＹＳＩＳ　ＯＦ　ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ）」という題の米国特許第６，６
１８，６７９号明細書の中で詳述されているように、電気泳動法、ＡＢＩ毛管及びスラブ
計器により分析されてきたＰＣＲ産物を生成することを実証した。増幅の後、各々の遺伝
子は異なるサイズのＰＣＲ産物を生成するように設計されていることから、電気泳動によ
って産物を識別し定量化することができる。このサイズ識別には、ピーク高さ及び／又は
ピーク面積の測定を介して産物を定量化する目的で電気泳動プロセスにおいて各々の全く
異なる産物の分解が関与する。標準的には、単一の電気泳動ランにおいては、制限された
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数の産物しか増幅及び検出できない。該発明の方法は、マイクロアレイ分析の使用を取込
むことによって、多重化ＵＰ－ｒｔＰＣＲ技術を著しく増大した数の異なる遺伝子にまで
拡張する。
【００７１】
　発現プロファイリングのためのマイクロアレイ分析には標準的に１つの表面上の１次元
、２次元さらには３次元フォーマットでアレイ化された一連の核酸プローブの使用が関与
しており、ここでプローブの各々は表面上に一意的な場所又はアドレスを有している。核
酸プローブ（例えば全て配列特異的ハイブリダイゼーションの能力を有するオリゴヌクレ
オチド、ＰＣＲ産物、ｃＤＮＡ、プラスミド又は核酸様合成重合体を含むがこれらに制限
されるわけではない）は、分析すべき遺伝子の配列に対し相補的であるように作られてい
る。単一のマイクロアレイ上の一意的なアドレス可能な場所にスポッティンクされ得る全
く異なるプローブの数は数万個より多く、先端技術が改善していくにつれてつねに上向き
に見直しされている。研究者にとっての問題の遺伝子の数、そして正に任意の１つのＲＮ
Ａ試料中の発現済み遺伝子の合計数は、最先端のマイクロアレイ上のプローブ容量よりも
小さい確率が高い。かくして任意の１つの分析に必要とされるプローブの数は、マイクロ
アレイのプローブ容量の上限内に充分入る確率が高い。一部の実施形態では、記述された
方法は１０～１０００個の異なるＲＮＡ転写物を増幅するために使用されている。一般に
、記述された方法は、２０～５００の異なるＲＮＡ転写物、例えば５０～２００の異なる
ＲＮＡ転写物を増幅するために使用される。
【００７２】
ＵＰ－ｒｔＰＣＲと現行のマイクロアレイ増幅及び標識方法の関係
　標準マイクロアレイプロトコルにおいては、ｍＲＮＡ集団は逆転写によりｃＤＮＡに転
換され、例えばｃｙ３又はｃｙ５といったような蛍光染料で全体的に標識される。該標識
ステップは、染料標識されたｄＮＴＰを用いた逆転写反応又は逆転写ステップの間に取込
まれたアミノ－ｄＵＴＰにカップリングする化学的に活性化された染料を用いた後逆転写
の一部として実施される。標識された産物はこのとき、取込まれていない染料から精製さ
れ、次にアレイ上に置かれ、異なる遺伝子配列がその相補的プローブにハイブリッド形成
できるようになる。標準的プロトコルでは、出発材料として例えば１００μｇ～１ｍｇの
全ＲＮＡといった大量のＲＮＡが必要となる。ＲＮＡ出発材料の使用量を少なくするため
に、付加的な全体的増幅ステップが頻繁に実施される。全体的増幅方法の例としては、Ｂ
Ｄバイオサインス・クローンテック（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ－Ｃｌｏｎｔｅｃｈ
）（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、カリフォルニア州）社製のＳＭＡＲＴ（商標）技術、ＮｕＧＥ
Ｎ（商標）テクノロジーズ（ＮｕＧＥＮＴＭ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）（
Ｓａｎ　Ｃａｒｌｏｓ、カリフォルニア州）社製のオベーション（Ｏｖａｔｉｏｎ）（商
標）増幅技術及びアルクチュラス（Ａｒｃｔｕｒｕｓ，Ｉｎｃ．）（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　
Ｖｉｅｗ、カリフォルニア州）社製のＲｉｂｏＡｍｐ（商標）ＲＮＡ増幅キットが含まれ
る。全体的増幅ステップは、該方法に付加的なコストを追加する。例えば、数十ｎｇの全
ＲＮＡから増幅する能力をもつ全体的増幅方法についての表示価格は、試料１個あたり１
００～２００ドルである。このコストは、試料１個あたりの使用試薬の標識に関する５０
ドル～１００ドルに追加されるものである。これとは対照的に、ＵＰ－ｒｔＰＣＲ反応の
実施のための試薬は、試料１個あたり１～３ドルの間である。
【００７３】
　かくして、ＵＰ－ｒｔＰＣＲとマイクロアレイ分析を合わせた本書に記述されている方
法は、現行のマイクロアレイ試料調製方法に比べて全く異なるいくつかの利点を提供する
。これらの利点には、（１）１試料あたり極少量の全ＲＮＡの使用が可能である、（２）
単一ステップでのｃＤＮ転換、増幅及び標識、（３）分析のためにターゲティングされて
いるような遺伝子のみの選択的増幅及び（４）プロセスが単純であることを理由とする労
働及び試薬コストの削減、が含まれる。
【００７４】
　少量のＲＮＡで作業することは、数多くの研究及び臨床環境において非常に価値のある
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ことである。例えば１０ｎｇ以下といったように１試料あたり非常に少量の全ＲＮＡを使
用できることによって、小さい臨床用試料の分析にＵＰ－ｒｔＰＣＲ方法を応用すること
ができる。例えば、癌について走査するか又は１つの器官又は組織の健康を監視するため
の針生検は、典型的に、標準的マイクロアレイ分析にとっては極端に少ない数十ナノグラ
ムの全ＲＮＡしか生み出さない非常に少数の細胞しか抽出しない。
【００７５】
　同様にして化学的ライブラリの高速大量処理スクリーニングには、複数の化合物での細
胞培養中で成長した細胞の処理が関与する。これらの処理はマイクロタイタープレートフ
ォーマットで日常的に実施される。これらのスクリーンにおいては、例えば９６ウエル、
３８４ウエル及び１５３６ウエルのプレートといった高密度のマイクロタイタープレート
を使用することにより検定１回あたりのコストを削減することがきわめて望ましい。より
高密度で低容積のプレート内での実施というのは、１回の処理あたり使用される各々の化
合物が少ないことを意味し、これは、一部の化合物の供給が非常に制限されておりかつ／
又は合成したりその他の形で獲得するコストが高い可能性があることから、有利なことで
ある。より小さい細胞培養を使用することは同様に、存在する細胞がより少なく、これら
が発現分析に利用可能な数ナノグラムの全ＲＮＡしか生成しないことをも意味している。
【００７６】
　ＵＰ－ｒｔＰＣＲで可能である単一ステップのｃＤＮＡ転換、増幅及び標識は既存の方
法よりも根本的に単純なプロセスを作り出す。マイクロアレイ分析のための増幅及び標識
に対する最も単純なアプローチの１つを表わしているヌーゲン（Ｎｕｇｅｎ）が開発した
オベーション方法にさえ、増幅、精製及び標識のための多数の独立したステップが関与し
ている。
【００７７】
　ターゲティングされた遺伝子増幅のためのＵＰ－ｒｔＰＣＲの利用は、感度の大幅上昇
についてと同時にそれがアレイ上で分析すべき試料の複雑性を低減することからも、改善
を提供する。全体的ＲＮＡ増幅方法の１つに比べて小さい遺伝子セットのターゲティング
された増幅の使用により、最大の弁別レベルが確保され、異なるプローブのクロスハイブ
リダイゼーションを１つ以上の増幅された相同な又は部分的に相同な遺伝子に制限する。
そして該増幅は小さい遺伝子セットに焦点を合わせたものであることから、標識は全てこ
れらの分析すべき遺伝子のみの中に取込まれ、全体的方法に比べこれらの遺伝子のシグナ
ル対ノイズ比の潜在的に大きな増大を導く。
【００７８】
　プロセスの単純性は、実施コストの削減を導く。ＵＰ－ｒｔＰＣＲプロセスを使用した
増幅及び標識における最小限のステップは、異なるステップの各々について試料を調製す
ることに付随する時間及び労働の削減を導く。２ステップ標識化学反応を削除することは
、試薬のコストを削減する。ＵＰ－ｒｔＰＣＲプロセスにおいては、標識の全てが、１０
，０００個以上の試料のために使用可能な１つの標識合成しか必要としない１つ又は両方
の汎用プライマ上に担持される。ｒｔＲＣＲプロセス内で使用するための多数の供給メー
カーからの既製のｒｔＰＣＲ試薬の選択も又同様に、試薬コストが低くなることを意味し
ている。
【００７９】
　ＵＰ－ｒｔＰＣＲプロセスは、マイクロアレイ分析のための一定数の異なるアプローチ
の影響を受けやすい。これらのアプローチには、（ｉ）単一試料、単一色のハイブリダイ
ゼーション；（ｉｉ）２色、２試料の競合的ハイブリダイゼーションならびに（ｉｉｉ）
複数の試料／色の競合的ハイブリダイゼーションが含まれる。複数の試料（例えば３つ以
上のオリジナルのＲＮＡ供給源）の同時の（すなわち並行した）分析を実施する場合、分
析可能な試料の数の上限は、一般に、使用される検出可能部分（例えば標識）のタイプ及
び検出システムによって制限され、ＵＰ－ｒｔＰＣＲプロセスによっては制限されない。
【００８０】
　例えば、標準的な放射性標識ベースの検出システムは、１つの標識に制限されており、
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一方蛍光ベースのシステムは、日常的に２つの標識を使用し、一部のシステムは５個とい
う数多くの標識を取込んでいる。当業者であれば、比色分析、化学発光、表面プラズモン
共鳴及び光子放出及び急冷システムの使用を含む組合せ標識システムを含め、ＵＰ－ｒｔ
ＰＣＲ及びマイクロアレイ分析の状況下でのさまざまな異なる標識及び検出スキームのい
ずれかを利用することができる。一部の実施形態においては、検出可能部分は、ＵＰ－ｒ
ｔＰＣＲプロセスで使用される１つ又は両方の汎用プライマに連結される。
【００８１】
「バーコード」配列の導入
　ＵＰ－ｒｔＰＣＲプロセスのその他の実施形態には、ＵＰ－ｒｔＰＣＲプロセスの間に
取込まれ得る付加的な核酸「バーコード」配列を含み入れるべくキメラ遺伝子特異的プラ
イマを修飾することが関与する。このような実施形態においては、増幅すべき遺伝子の各
々は、バーコード配列に連結される。試料に添加されるバーコード配列は、試料特異的（
例えば多数の試料が同時に分析される場合）でも又は遺伝子特異的（各遺伝子は異なるバ
ーコードを受ける）でもあり得る。代替的には、ＵＰ－ｒｔＰＣＲプロセス中、遺伝子の
任意の特定のサブセットが同じバーコードを受け取ることができる。試料又は遺伝子識別
のためのバーコード戦略を利用するさまざまな実施形態が図３及び４に例示されている。
本書の図中に例示されている実施形態は、単なる一例として役立つように意図されている
。該発明を本書で例示されているいずれかの特定のバーコードスキームに制限することは
、意図されていない。該発明の記述を読んだ上で、当業者にはさまざまな実施形態が明ら
かになると思われ、これらは全て特許請求対象の発明の範囲に包含される。
【００８２】
　一部の実施形態においては、例えばＲＮＡ転写物に対応する複数の異なる核酸配列を産
生するために増幅プロセスが使用される。異なるキメラプライマ配列の使用を通して、増
幅された産物内にバーコード配列を取込むことが可能である。取込まれるバーコードのタ
イプ及びバーコードを含む集団は、使用される異なるオリゴヌクレオチドプライマの配列
組成に応じて変動する。例えば、ＰＣＲの使用には、増幅されるべき各々の遺伝子又は核
酸領域についての一対のオリゴヌクレオチドプライマの使用が関与する。各遺伝子は独自
のオリゴヌクレオチドプライマ対に連結されることから、各遺伝子に結びつけられること
になるバーコード配列を一意的に選択することが可能である。従って、３つの異なるカテ
ゴリの１つに入るバーコードを取込むことが可能である。これらのカテゴリとは、（ａ）
各々の異なる増幅済み遺伝子又は核酸領域が一意的バーコードを有するカテゴリ、（ｂ）
１つの基を含む２つ以上の異なる増幅済み遺伝子又は核酸領域が、異なる基と結びつけら
れた１つ以上のバーコードと１つのバーコードを共有し得るカテゴリ、又は（ｃ）異なる
増幅された遺伝子又は核酸領域の全てが同じバーコードを有するカテゴリである。同様に
、増幅された産物１つあたり２つ以上のバーコードを含み入れ、従って、上述のカテゴリ
のうちの１つ以上からのバーコードを同時に結びつけるという選択肢も存在する。該発明
の１実施形態においては、汎用プライマ又は半汎用プライマは同様に、カテゴリ（ｂ）及
び（ｃ）に入るバーコード配列としても機能し得る。
【００８３】
　１実施形態においては、遺伝子特異的バーコード（ＧＳ－ＢＣ）配列はキメラ汎用／遺
伝子特異的プライマ内に取込まれる。特定的には、遺伝子特異的コードは、汎用プライマ
（ＵＰ）配列と遺伝子特異的プライマ（ＧＳＰ）配列の間に置かれる。例えば、図３及び
４では、ＧＳ－ＢＣ配列は、順方向プライマ内に取込まれる。ＧＳ－ＢＣ配列は次に全て
の増幅済み産物内に取込まれる。
【００８４】
　１つ以上のバーコード配列の発現済みＲＮＡ試料に対応する核酸内への取込みを用いる
該発明の制限的意味のない実施形態が、図６～１０に概略的に例示されている。
【００８５】
　図６は、試料特異的バーコードを用いたマイクロアレイベースの発現プロファイリング
を例示している。さまざまな試料からのＲＮＡが逆転写され増幅される。この増幅は標準
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的に（ただし排他的にではなく）遺伝子特異的プライマを使用するが、全体的ＲＮＡ増幅
も同様に可能である。増幅は、各試料からの全ての増幅済み産物内にバーコードを同時に
取込む（すなわち試料特異的な形で；試料１のためのバーコードは、試料２のためのバー
コードとは異なり、試料２のためのバーコードは試料３のためのバーコードとも異なる）
ことになるプライマを使用するように設計される。
【００８６】
　増幅の後、増幅済み産物をプールし適切なアレイに対し適用することができる。１つの
実施形態（図６に描かれている）においては、該アレイは、さまざまな試料バーコードに
特異的な（すなわちこれに相補的な）定置プローブ（すなわち付着部分）を含む。かかる
アレイ構成は、包括アレイとみなすことができる。結果として得られたハイブリダイゼー
ション複合体を次に、標識された可溶性（すなわち貼付された）遺伝子特異的プローブを
用いて視覚化することができる。代替的には、アレイは遺伝子特異的捕捉プローブを使用
でき、結果として得られたハイブリッド形成複合体は、試料特異的バーコードと相補的な
標識された可溶性プローブを用いて検出することが可能である。この方法（及び図６～１
０に記述されているその他の方法）の実践的応用では、処理量を最大にするためのアレイ
のうちのアレイが使用されることになると思われる。同様にしてこれらの方法の全てにお
いて、各々の標識付き可溶性視覚化プローブは、異なるハイブリダイゼーション複合体の
識別を可能にする異なる部分で標識され得る（すなわち各プローブは、その他のプローブ
上のその他の標識との関係において独自の励起／放出スペクトルを有する標識にカップリ
ングされている）。このタイプの標識戦略は、数多くの試料及び数多くの遺伝子のきわめ
て高度な並列処理を可能にする。
【００８７】
　図７は、遺伝子特異的バーコードを用いたマイクロアレイベースの発現プロファイリン
グを例示している。さまざまな試料からのＲＮＡが選択的に逆転写され、遺伝子特異的プ
ライマを用いて増幅され、同時に遺伝子特異的にバーコードを取込む（すなわち、遺伝子
－１アンプリコンはバーコード－１を含む、遺伝子－２アンプリコンはバーコード－２を
含む等々。多数の供給源からのＲＮＡ試料が増幅された時点でターゲット遺伝子アンプリ
コンは複数の試料を横断して同じバーコードを受けとる。この状況は、図３及び４に類似
している（ただしこれらの数字は単に単一の転写物についての（図３）そして単一の試料
からの（図４）増幅産物を示しているにすぎない。
【００８８】
　選択的増幅の後、増幅済み産物は、適切なアレイに適用される。１つの実施形態（図７
に描かれている）においては、該アレイは、さまざまな、遺伝子配列に特異的な（すなわ
ちこれに相補的な）定量プローブ（すなわち付着部分）を含む。結果として得られたハイ
ブリダイゼーション複合体を次に、標識された可溶性（すなわち貼付された）バーコード
視覚化プローブを用いて視覚化することができる。代替的には、アレイはバーコード特異
的捕捉プローブを使用でき、結果として得られたハイブリッド形成複合体は、特異的な遺
伝子配列と相補的な標識された可溶性プローブを用いて検出することが可能である。
【００８９】
　図８は、試料特異的であると同時に遺伝子特異的であるバーコードを用いたマイクロア
レイベースの発現プロファイリングを例示している。さまざまな試料からのＲＮＡが逆転
写され増幅される。増幅は、各試料からの全ての増幅済み産物内にバーコードを同時に取
込み（すなわち試料特異的な形で；試料１のためのバーコードは、試料２のためのバーコ
ードとは異なり、試料２のためのバーコードは試料３のためのバーコードとも異なる）か
つ複数の試料を横断して各々のターゲティングされた遺伝子について１つの遺伝子特異的
バーコードを取込む（すなわち遺伝子－１についての全てのアンプリコンは、試料１、２
、及び３からのアンプリコンを含む遺伝子バーコード－１を受理し、遺伝子－２について
の全てのアンプリコンは、試料１、２及び３からのアンプリコンを含む遺伝子バーコード
－２を受理する）ことになるプライマを使用するように設計される。この標識及び検出戦
略は図５Ａに示されている状況と類似している。
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【００９０】
　増幅の後、増幅済み産物をプールし適切なアレイに対し適用することができる。１つの
実施形態（図８に描かれている）においては、該アレイは、さまざまな試料バーコード（
アレイバーコード－１、アレイバーコード－２、アレイバーコード－３など）に特異的な
（すなわちこれに相補的な）定量プローブ（すなわち付着部分）を含む。かかるアレイ構
成は、包括アレイとみなすことができる。結果として得られたハイブリダイゼーション複
合体を次に、標識された可溶性（すなわち貼付された）遺伝子特異的バーコードプローブ
を用いて視覚化することができる（かかるプローブは包括的標識付きプローブとみなすこ
とができる）。代替的には、アレイは遺伝子特異的捕捉プローブを使用でき、結果として
得られたハイブリダイゼーション複合体は、試料特異的バーコードと相補的な標識された
可溶性プローブを用いて検出することが可能である。
【００９１】
　図９は、遺伝子特異的リンカーオリゴヌクレオチド（オリゴ）と組合せた形で試料特異
的バーコードを用いたマイクロアレイベースの発現プロファイリングスキームを例示して
いる。さまざまな試料からのＲＮＡが選択的に逆転写され遺伝子特異的プライマを用いて
増幅され、同時に、試料特異的な形でバーコードを取込む（すなわち、試料１からの全て
のアンプリコンのためのバーコードは、試料２からの全てのアンプリコンのためのバーコ
ードとは異なり、このバーコードも今度は、試料３からの全てのアンプリコンのためのバ
ーコードとは異なる等々）。
【００９２】
　選択的増幅の後、増幅済み産物は、適切なアレイに対し適用される。１つの実施形態（
図９に描かれている）においては、該アレイは、さまざまな試料特異的バーコード配列に
特異的な（すなわちこれに相補的な）定量プローブ（すなわち付着部分）を含む。結果と
して得られたハイブリダイゼーション複合体は次に、問題の遺伝子に相補的な配列と同様
に適切な標識付き可溶性バーコードプローブに相補的な配列も含む適切なリンカーオリゴ
とハイブリッド形成される。リンカーオリゴのハイブリダイゼーションの後、リンカーオ
リゴを有する束縛されたハイブリダイゼーション複合体は、リンカーオリゴ上のバーコー
ドに相補的な標識付き可溶性バーコードプローブを用いて視覚化される。この状況は図５
Ｂに描かれている。
【００９３】
　図１０は、２重バーコード戦略を使用するという点を除いて、図９に記述されたリンカ
ーオリゴプロトコルと類似のマイクロアレイベースの発現プロファイリングスキームを例
示している。さまざまな試料からのＲＮＡは選択的に転写され、遺伝子特異的プライマを
用いて増幅され、２つのバーコードのアンプリコンに同時に取込む。１つのバーコードは
、試料特異的な形で取込まれ（すなわち試料１からの全てのアンプリコンのためのバーコ
ードは試料２からの全てのアンプリコンのためのバーコードと異なり、これは今度は試料
３からの全てのアンプリコンのためのバーコードと異なる）、同様に、遺伝子特異的な形
で１つのバーコードを取込む（すなわち遺伝子－１アンプリコンはバーコード－１を含有
し、遺伝子－２アンプリコンはバーコード－２を含有し、遺伝子－３アンプリコンはバー
コード－３を含有する等々）。
【００９４】
　選択的増幅の後、増幅済み産物をプールしその後適切なアレイに対し適用することがで
きる。１つの実施形態（図１０に描かれている）においては、該アレイは、さまざまな試
料特異的バーコード配列に特異的な（すなわちこれに相補的な）定量プローブ（すなわち
付着部分）を含む。結果として得られたハイブリダイゼーション複合体は次に２つのバー
コードを含有する適切なリンカーオリゴとハイブリッド形成される。すなわち、遺伝子特
異的バーコードに相補的なバーコード配列と同時に適切な標識付き可溶性バーコードプロ
ーブに対し相補的な配列。リンカーオリゴのハイブリダイゼーションの後、リンカーオリ
ゴを有する束縛されたハイブリダイゼーション複合体は、リンカーオリゴ上の第２のバー
コードに対し相補的な標識付き可溶性バーコードプローブを用いて視覚化される。
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【００９５】
包括アレイ
　一部の実施形態においては、増幅されるべき異なる遺伝子転写物の各々は、各々の遺伝
子の特異的で一意的なバーコード配列を取込むことができる。これらの配列はその後、マ
イクロアレイ（すなわち付着部分）とのハイブリダイゼーション点として使用可能であり
、ここで、該マイクロアレイは、異なるバーコード配列の各々に対し相補的である複数の
オリゴヌクレオチドプローブを含有する。このプロセスの利点は、プライマセット内及び
マイクロアレイ上の両方でバーコード配列の包括的セットを利用でき、異なる遺伝子の発
現プロファイル（発現パターンと同義である）を監視するべく何度もくり返し使用可能な
包括的マイクロアレイを作り出す機会を提供するという点にある。
【００９６】
　物理的アレイは、物理的アレイ上の２つ以上の場所で空間的にアレイ化されている複数
のオリゴヌクレオチド配列から成る。各々の包括アレイについて各包括アレイが同一又は
ほぼ同一のコピーである状態で複数のオリゴヌクレオチド配列がくり返される。包括アレ
イの多重コピーは複数の包括アレイ又はアレイのアレイを表わす。包括アレイの単数又は
複数のアレイの一例としては、Ｂｅｃｋｍａｎ　ＳＮＰｓｔｒｅａｍ（商標）の９６－ウ
エルプレートがあり、ここで、包括アレイは各々マイクロタイタープレートの１つのウエ
ル内に閉じ込められており、各ウエルは複数のオリゴヌクレオチド配列、例えば５２の異
なる配列から成る。これらの同じ５２の配列は、マイクロタイタープレートの９６のウエ
ルの各々の中に同じ空間的順序でアレイ化されている。当業者であればその他のフォーマ
ットも想像することができる。例えば、２００３年７月１６日付けのモンフォルテ（Ｍｏ
ｎｆｏｒｔｅ）による米国特許出願第１０／６２２，０１０号明細書中に記述されている
ようなマイクロアレイパラダイムの「フリッピング」が関与する方法の状況下で、包括ア
レイを利用することができる。
【００９７】
　この実施形態においては、生物試料から誘導された発現済みＲＮＡ試料に対応する核酸
の試料内の少なくとも１つの配列サブセットの各々の中にバーコード配列が導入される。
増幅プロセス中にこのようなバーコードを取込むことが一般に好都合ではあるものの、当
業者であれば、転写酵素認識配列の上流側にバーコード配列を含むプライマを用いた逆転
写酵素媒介型プロセスといったような代替的方法を用いて核酸内にバーコードを取込むこ
とができるということがわかるだろう。試料中のユニークなＲＮＡ種の一定の与えられた
サブセットの各々について、異なるバーコード配列が導入される。このとき、生物試料の
発現済みＲＮＡに対応する核酸は、包括アレイに対しハイブリッド形成される。包括アレ
イの個々の要素をプローブ探査して、ターゲット遺伝子配列に対応する確定配列プローブ
を用いて、又は代替的には、図５Ａに示されているように増幅済み核酸内に取込まれた第
２のバーコードに対応する標識されたバーコード特異的プローブで、ユニークな遺伝子配
列を検出することが可能である。
【００９８】
包括プローブ
　標識付きバーコードプローブというのは、標識を有するオリゴヌクレオチド配列である
。一定の与えられた実験セットについて、各々ユニークオリゴヌクレオチド配列を伴う複
数のバーコードプローブを調製することができ、ここで、各々のユニーク配列は、（例え
ばその吸光／発光特性によって一意的に同定され得る蛍光標識で異なるプローブを標識す
ることによって）異なる標識と結びつけられる。代替的には、図５Ｂに示されているよう
に、遺伝子特異的配列と相補的な第１のサブ配列（又はセグメント）及びバーコードを含
む第２のサブ配列を有する連結用オリゴヌクレオチドを、標識付きバーコードプローブを
用いて検出することができる。
【００９９】
ハイブリダイゼーションによる試料の選別
　スクリーニング方法の１実施形態は、物理的アレイ内の異なる空間的にアレイ化された
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場所に対し異なる増幅済み産物を誘導するための包括アレイの使用を包含している。例え
ば分析すべき異なるＲＮＡ又は核酸試料の各々は、特定の試料中の全ての産物が１つのバ
ーコードで標識されるすなわち、試料１で増幅された産物がバーコード１を含み、試料２
で増幅された産物がバーコード２を含み、試料３で増幅された産物がバーコード３を含む
といったような形で増幅される。別々の反応の中で増幅される試料１、２、３などをプー
ルし、その後包括アレイに同時ハイブリッド形成することができ、ここで包括アレイ内の
空間的位置１はバーコード１に相補的なオリゴヌクレオチドを有し、包括アレイ内の空間
的位置２は、バーコード２に相補的なオリゴヌクレオチドを有し、包括アレイ内の空間的
位置３は、バーコード３に相補的なオリゴヌクレオチドを有する、等々。該方法は、ハイ
ブリダイゼーションに先立ち試料を精製又は単離する必要性が全く無く全体的プロセスを
単純化するという点で、試料１、２、３などの直接的スポッティングに比べて著しい利点
を提供する。
【０１００】
標識の複雑性の削減
　遺伝子発現及び核酸検出のためのマイクロアレイタイプの検定の使用における有意なコ
ストが１つ以上の標識を含むオリゴヌクレオチドの合成と結びつけられる。コストを削減
するために、一部の実施形態は、包括プローブセットを利用しており、ここで該プローブ
はバーコード配列を含んでいる（図５Ａ及び５Ｂを参照のこと）。これらのバーコードプ
ローブ配列は、（ｉ）増幅の間に増幅済み遺伝子又は核酸産物内に取込まれているか又は
（ｉｉ）ハイブリダイゼーションを介してバーコード取込み用染料標識付き包括プローブ
を結びつけるために仲介又は連結用オリゴヌクレオチドを利用するバーコード配列に対し
相補的なものにされている。
【０１０１】
　図５Ａに例示されている筋書（ｉ）の１つの実施形態においては、遺伝子特異的配列及
び２つのユニークなバーコードつまりバーコードＡ及びバーコードＢを含む増幅された遺
伝子又は核酸産物が産生される。バーコードＡは、適切な相補的付着済みバーコードプロ
ーブを介してアレイ表面に付着するためのターゲットとして役立つ。増幅済み産物上のバ
ーコードＢは、検出のためのターゲットとして役立ち、ここでバーコードＢ配列は、適切
な標識された相補的バーコードＢプローブとハイブリッド形成される。代替的には、バー
コードＢ配列に特異的な標識付きプローブを用いる代りに、増幅済み遺伝子配列に相補的
な標識付きプローブを合成することができる。
【０１０２】
　図５Ｂに例示されている筋書（ｉｉ）の１実施形態においては、遺伝子特異的配列及び
１つのユニークバーコードＡを含む増幅された遺伝子又は核酸産物が産生される。増幅済
み産物上のバーコードＡは、バーコードＡに相補的な適切な付着プローブを介してアレイ
表面に対し付着するためのターゲットとして役立つ。該ターゲットは次に遺伝子特異的配
列を含む連結用オリゴヌクレオチド及び第２のユニークバーコード（図５Ｂ中のバーコー
ドＢ）にハイブリッド形成される。このとき、バーコードＢは、バーコードＢに相補的な
標識付き包括プローブにより検出され視覚化される。仲介（又は橋かけ又は連結用）オリ
ゴヌクレオチドが使用される場合、バーコードプローブは、増幅されたＲＮＡ／核酸及び
包括プローブの両方に対し相補的な配列を含む。
【０１０３】
　包括アレイ及び包括プローブは組合せた形でも別々にでも使用可能であり、プロセスを
単純化し（検定の開発及び検定の性能）、検定のコストを削減するという利点を提供する
。
【０１０４】
生物試料
　本発明の方法において使用するための発現済みＲＮＡ試料は、一定数の生物学的供給源
から得られる。生物試料は、原核生物又は真核生物のいずれかに由来し得る。例えば、発
現済みＲＮＡ試料は、動物、植物、酵素、真菌、細菌及びウイルス及び／又はウイルス感
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染した細胞といった生物学的供給源から得ることができる。任意には、発現済みＲＮＡ試
料は、化合物ライブラリの１つ以上のメンバーで処理された細胞から収集可能である。本
発明の状況下での生物試料は、脊椎動物、例えば哺乳動物、例えばマウス、ラット、ハム
スタ、モルモット、ウサギ、ネコ、イヌ、霊長類、ヒト、及び非哺乳動物脊椎動物、例え
ば両生類、例えばカエル、ヒキガエル、及び魚例えばゼブラフィッシュ及びその他の科学
的に有利な種、ならびに非脊椎動物種例えば線虫及び昆虫例えばショウジョウバエ（Ｄｒ
ｏｓｏｐｈｉｌａ）を含む。該発明は、任意の特定の生体又は細胞型からのＲＮＡ試料に
制限されるように意図されていない。
【０１０５】
　最も頻繁には、生物学的供給源又は試料は、培養で成長させられる細胞系、すなわち、
多細胞生体から得られた細胞の不死化された菌株である。該発明の方法において有用であ
る細胞系は、例えば、過渡的及び／又は安定した遺伝子修飾などを受けた１つ以上の異な
るタイプの組織又は腫瘍、一次細胞系、細胞から誘導された細胞系を含む。任意には、該
細胞は、例えばマウス、ゲッ歯類、モルモット、ウサギ、イヌ、ネコ、霊長類又はヒト細
胞といった哺乳動物細胞である。代替的には、細胞は、例えばカエル、両生類又はゼブラ
フィッシュといったようなさまざまな魚から誘導された非哺乳動物由来のものであり得る
。
【０１０６】
　本発明の方法で使用され得る細胞系としては、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔ
ｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ワールドワイドウェブａｔｃｃ．ｏｒｇ）、Ｗｏｒｌｄ
　Ｄａｔａ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｏｎ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇｎｉｓｍｓ（ワールドワイドウェブ
ｗｄｃｍ．ｎｉｇ．ａｃ．ｊｐ）、Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａ
ｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（ワールドワイドウェブｅｃａｃｃ．ｏｒｇ）及
びＪａｐａｎｅｓｅ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ　Ｂａｎｋ
（ワールドワイドウェブｃａｌｌｂａｎｋ　ｎｉｈｓ．ｇｏ．ｊｐ）といった細胞貯蔵機
関から入手可能なものが含まれるがこれらに制限されるわけではない。これらの細胞系に
は、２９３、２９３Ｔｅｔ－Ｏｆｆ、ＣＨＯ－ＡＡ８Ｔｅｔ－Ｏｆｆ、ＭＣＦ７、ＭＣＦ
７Ｔｅｔ－Ｏｆｆ、ＬＮＣａｐ、Ｔ－５、ＢＳＣ－１、ＢＨＫ－２１、Ｐｈｉｎｘ－Ａ、
３Ｔ３、ＨｅＬａ、ＰＣ３、ＤＵ１４５、ＺＲ７５－１、ＨＳ　５７８－Ｔ、ＤＢＴ、Ｂ
ｏｓ、ＣＶ１、Ｌ－２、ＲＫ１３、ＨＴＴＡ、ＨｅｐＧ２、ＢＨＫ－Ｊｕｒｋａｔ、Ｄａ
ｕｄｉ、ＲＡＭＯＳ、ＫＧ－１、Ｋ５６２、Ｕ９３７、ＨＳＢ－２、ＨＬ－６０、ＭＤＡ
ＨＢ２３１、Ｃ２Ｃ１２、ＨＴＢ－２６、ＨＴＢ－１２９、ＨＰＩＣ５、Ａ－４３１、Ｃ
ＲＬ－１５７３、３Ｔ３Ｌ１、Ｃａｍａ－１、Ｊ７７４Ａ．１、ＨｅＬａ２２９、ＰＴ－
６７、Ｃｏｓ７、ＯＳＴ７、ＨｅＬａ－Ｓ、ＴＨＰ－１、及びＮＸＡといった細胞系が含
まれるがこれらに制限されるわけではない。付加的な細胞系は、例えば、クローンテック
（Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）（Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ、メリー
ランド州；ワールドワイドウェブｃｌｏｎｅｔｉｃｓ．ｃｏｍ）といったような細胞系プ
ロバイダから得ることができる。任意には、発現済みＲＮＡ試料は、例えば癌、炎症、心
臓血管疾患、感染性疾患、増殖性疾患、免疫系障害（例えば多発性硬化症、糖尿病、アレ
ルギー）又は中枢神経系障害（例えばアルツハイマー病、パーキンソン病）といった問題
の特定の疾病部域の分析のために最適化された培養細胞から誘導される。
【０１０７】
　問題の細胞を培養状態に維持するためのさまざまな細胞培地については、Ｔｈｅ　Ｈａ
ｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｄｉａ、アトラス（Ａｔｌ
ａｓ）及びパークス（Ｐａｒｋｓ）（編）（１９９３年、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ
　Ｒａｔｏｎ、フロリダ州）内に記述されている。細菌及び動物の細胞培地に関与する技
術について記述している参考文献としては、サンブルック（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら、Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｒｎｉｎｇ－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２版
）、第１～３巻（１９８９年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）；Ｃｕｒｒｅｎｔ
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　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｆ．Ｍ．アウスベ
ル（Ａｕｓｕｂｅｌ）ら、編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌ
ｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．、２００２年までに補足）；フレシュネー（Ｆｒｅｓｈｎ
ｅｙ）、Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ，ａ　Ｍａｎｎａｌ　ｏｆ　
Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ、第３版（１９９４年、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ）及びその中の引用参考文献；ヒューマソン（Ｈｕｍａｓｏｎ）、Ａｎｉｍａ
ｌ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、第４版（１９７９年、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａ
ｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）；及びリキアルデリ（Ｒｉｃｃｉａｒ
ｄｅｌｌｉ）ら、（１９８９年）Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．２５
巻；１０１６－１０２４頁がある。植物細胞培養に関する情報はパイヌ（Ｐｙｎｅ）らに
よるＰｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｎ　Ｌｉｑｕｉ
ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（１９９２年、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．、Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ、ニューヨーク州）；ゲムボルク（Ｇａｍｂｏｒｇ）及びフィリップス（
Ｐｈｉｌｌｉｐｓ）編によるＰｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ，Ｔｉｓｓｕｅ　ａｎｄ　Ｏｒｇａｎ
　Ｃｕｌｔｕｒｅ：　Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（１９９５年、Ｓｐｒｉ
ｎｇｅｒ　Ｌａｂ　Ｍａｎｕａｌ、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、ベルリン）の中に
見られるシグマアルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｉｎｃ）（Ｓｔ．Ｌｏｕｉ
ｓ、ミズーリ州）（Ｓｉｇｍａ－ＬＳＲＣＣＣ）からの、Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃａｔａｌｏｇｕｅ（１９９８年）及び同
じくシグマアルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｉｎｃ）（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、
ミズーリ州）（Ｓｉｇｍａ－ＰＣＣＳ）からのＰｌａｎｔ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃａｔａｌ
ｏｇｕｅ及び追補（１９９７）といったような商業用文献の中でも入手可能である。
【０１０８】
　例えば、一次又は不死化された（又はその他の）細胞系がマスターフラスコ内で成長さ
せられ、次にトリプシン処理され（接着性である場合）、９６ウエルのプレートに移され
、各ウエルを１０４～１０６個の細胞／ウエルの密度で播種する。化学的処理に応答して
の遺伝子発現プロファイルが求められている場合、選択した化学的作用物質は、一定の濃
度範囲内で調製される（化合物又は化学的ライブラリなどでの処理に関するさらなる詳細
は以下で提供されている）。細胞系にとって適切であるような回収及び成長時間の後、細
胞を一定の時間、化学物質又は化合物に暴露する。好ましくは、化学物質又は化合物に対
する暴露時間は、細胞の生存可能性に対し不利な影響を及ぼさない。好ましくは、検定に
は、一定範囲の化学的濃度及び暴露時間が含まれ、複製試料が含まれる。処理の後、標準
的には、媒質は除去され、発現済みＲＮＡ試料が細胞から調製される。
【０１０９】
　上述の例では、細胞の培養のためにマスターフラスコと９６ウエルのプレートが用いら
れるが、該発明は細胞培養のためのこれらの又はその他のいずれかのフォーマット、構成
又は容器に制限されるよう意図されていない。当業者であれば、当該技術分野において多
種多様な細胞培養器具が知られており細胞培養のために利用可能であるということを認識
することだろう。実際、適切な培養条件の選択は、細胞型に左右されることになり、目前
の実験の性質にも左右されることになる。例えば６、１２、４８、３８４及び１５３６ウ
エルのプレートといったその他のマルチウエルプレートを利用できるが、これらに制限さ
れるわけではない。従来のフラスコを用いない培養フォーマット（例えばローラーボトル
、プレート、バイオリアクタなど）ならびにマイクロタイターフォーマットも同様に考慮
されている。
【０１１０】
　本発明の方法の中で利用された細胞系の選択は、研究目的、修飾対象の所望の生物活性
、問題の疾病部域及び利用可能な該当する細胞系の数といったような一定数の要因に基づ
いて変動することになる。例えば潜在的な薬物ターゲットについて化合物ライブラリをス
クリーニングするための付加的な考慮事項としては、さまざまな細胞型の表示（例えば癌
阻害化合物のスクリーニングのためのさまざまな癌細胞型の使用）、類似の化合物の研究
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における以前の使用及び薬物治療に対する感度又は耐性が含まれるがこれらに制限される
わけではない。任意には、該方法は、高速大量処理マルチウエルフォーマットで実施され
る。
【０１１１】
　一部の状況においては、生化学又は遺伝学的経路内に１つ以上の修飾を有する細胞系が
利用される。修飾された（娘）細胞系と親（例えば野生型）細胞系の間の差異は、例えば
タンパク質又は核酸などの少なくとも１つの生体分子の「機能的活性」の変化から発生す
る可能性がある。生体分子の機能的活性の差異というのは、その分子の活性及び／又は濃
度の改変を意味し、転写活性、翻訳活性、触媒活性、結合又はハイブリダイゼーション活
性、安定性、豊富さ、輸送、区画化、分泌の変化又はこれらの組合せを含むが、これらに
制限されるわけではない。１生体分子の機能的活性は、アデニル化、グリコシル化、リン
酸化反応、アセチル化、メチル化、ユビキチン化などを含む（ただしこれらに制限される
わけではない）その分子の１つ以上の化学的修飾の変化による影響を受ける可能性もある
。
【０１１２】
　少なくとも１つの生体分子の活性又は濃度の改変は、同様に、親細胞系の処理の結果と
してももたらされ得る。さらに、活性の改変は、処理に対する一時的応答であり得、そう
でなければ、細胞生理機能に対する永久的変化を結果としてもたらす可能性がある（例え
ば突然変異又は不可逆的構造修飾）。改変されている特定の活性又は影響を受けている特
定の細胞成長特性は、いかなる形であれ制限されない。例えば、細胞の処理又は修飾は、
細胞成長刺激、細胞成長阻害、又はいずれかの特定の酵素活性又は生化学的経路の刺激又
は阻害を結果としてもたらす可能性がある。一時的改変は、さまざまな化学的刺激及び阻
害分子での処理によって、ならびに誘発可能な遺伝子特異的ノックイン及びノックダウン
技術を利用するベクター及び／又は、細胞表面受容体リガンド、抗体、オリゴヌクレオチ
ド、リボザイムなどといったタンパク質によって生成可能である。代替的には、細胞を、
臭化エチジウムといったような挿入剤；エチルニトロソ尿素及びメチルメタンスルフォナ
ートといったようなアルキル化剤；過酸化水素；ＵＶ照射及びガンマ照射といったＤＮＡ
損傷作用物質で処理することもできる。酸化的ストレス剤の例としては、過酸化水素、ス
ーパーオキシドラジカル、ヒドロキシル遊離ラジカル、ペルヒドロキシルラジカル、ペロ
キシルラジカル、アルコキシルラジカルなどが含まれるがこれらに制限されるわけではな
い。代謝性遮断及び／又はエネルギー遮断剤の例としては、アジドチミジン（ＡＺＴ）、
イオン（例えばＣａ＋＋、Ｋ＋、Ｎａ＋）チャンネル遮断薬、α及びβアドレナリン受容
体遮断薬、ヒスタミン遮断薬などが含まれる。化学的阻害剤の例としては、受容体拮抗薬
及び阻害性代謝産物／異化生成物（例えば、今度はＨＭＧ－ＣｏＡ還元酵素活性を阻害す
るその産物であるメバロナート（ｍａｖｅｌｏｎａｔｅ））が含まれるがこれらに制限さ
れるわけではない。
【０１１３】
　一部のケースでは、任意には、化合物ライブラリでの処理に先立ち遺伝子発現に影響を
及ぼす１つ以上の環境刺激に細胞系（又はその他の生物試料）を付すことが望まれる。例
えば、細胞系は任意には、活性化又は抑制又は１つ以上の遺伝的又は生化学的経路を結果
としてもたらす環境条件（又は環境条件の変化）に暴露され得る。環境刺激の例としては
、成長培地及び栄養状態の変化、温度、ｐＨの変化、酸素圧の変化、二酸化炭素圧の変化
、ガス組成の変化、大気圧の変化又は例えば可視光、紫外線又は赤外線放射といった光に
対する暴露が含まれる。代替的には、環境刺激には、例えば溶媒を含めた、遺伝子発現に
直接的又は間接的に影響を及ぼす作用物質が含まれる。
【０１１４】
　或る種のケースにおいては、生物試料（例えば細胞、組織又は生体）内の１つ以上の遺
伝子の発現は、試料を化合物ライブラリのメンバーで処理するのに先立ち、人工的に改変
される。標準的には、かかる改変は、化合物ライブラリのメンバーにより誘発される生理
学的効果についてその中でテストすべきモデル系としてのその生物試料の有用性を高める
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ために誘発される。
【０１１５】
　例えば、挿入突然変異、ゲノムＤＮＡの欠失、ターゲティングされた遺伝子破壊、ゲノ
ム又はエピソームベクターの導入などといったような永久的に生物試料のゲノムを改変す
る手順を使用して、例えば化合物ライブラリスクリーニングのためのモデルとしてのその
有用性を増大させるやり方で生物試料内の１つ以上の遺伝子の発現を改変させることがで
きる。類似の要領で、化合物ライブラリのメンバーで試料を処理する前に生物試料内の１
つ以上の遺伝子の発現に影響を及ぼすために、転写遮断、アンチセンスＤＮＡ又はＲＮＡ
、ｉＲＮＡ、リボザイム、ＤＮＡ結合オリゴヌクレオチド及びジンクフィンガータンパク
質といったようなＤＮＡ又はＲＮＡと相互作用させることで発現を改変するプロセスを使
用することが可能である。
【０１１６】
　例えば突然変異体又は変異体細胞系を生成するために、周知のさまざまな突然変異誘発
手順により永久的遺伝子改変を生成することが可能である。ウイルスベースの突然変異技
術、相同性組換え技術、遺伝子トラップ戦略、不正確複製戦略及び化学的突然変異誘発と
いったようなさまざまな突然変異誘発プロトコルが当該技術分野において利用可能であり
記述されている。これらの手順は、本発明の方法において使用するため修飾済み細胞系を
産生するべく別々に及び／又は組合わせた形で使用可能である。例えばアムステルダム（
Ａｍｓｔｅｒｄａｍ）ら、「Ａ　ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ　ｉｎｓｅｒｔｉｏｎａｌ　ｍ
ｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ｓｃｒｅｅｎ　ｉｎ　ｚｅｂｒａｆｉｓｈ」Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ
　１９９９年１０月１３日：２７１３－２７２４頁；カーター（Ｃａｒｔｅｒ）（１９８
６年）「Ｓｉｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ」Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．
２３７号：１－７頁；クラメリ（Ｃｒａｍｅｒｉ）及びステンマー（Ｓｔｅｍｍｅｒ）（
１９９５年）「Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｃａｓｓｅｔｔｅ　ｍ
ｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ｃｒｅａｔｅｓ　ａｌｌ　ｔｈｅ　ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｓ　
ｏｆ　ｍｕｔａｎｔ　ａｎｄ　ｗｉｌｄｔｙｐｅ　ｃａｓｓｅｔｔｅｓ」ＢｉｏＴｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ　１８号：１９４－１９５頁；イナムダ（Ｉｎａｍｄａｒ）「Ｆｕｎｃｔｉ
ｏｎａｌ　ｇｅｎｏｍｉｃｓ　ｔｈｅ　ｏｌｄ－ｆａｓｈｉｏｎｅｄ　ｗａｙ：ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｎ　ｍｉｃｅ」Ｂｉｏｅｓｓａｙｓ２００１年２
月２３日：１１６－１２０頁；リン（Ｌｉｎｇ）ら、（１９９７年）「Ａｐｐｒｏａｃｈ
ｅｓ　ｔｏ　ＤＮＡ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ：ａｎ　ｏｖｅｒｖｉｅｗ」Ａｎａｌ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．２５４号（２）：１５７－１７８頁；ナポリタノ（Ｎａｐｏｌｉｔａｎｏ
）ら、「Ａｌｌ　ｔｈｒｅｅ　ＳＯＳ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａ
ｓｅｓ（Ｐｏｌ　ＩＩ、Ｐｏｌ　ＩＶ　ａｎｄ　Ｐｏｌ　Ｖ）ａｒｅ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ
　ｉｎ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ」ＥＭＢＯ　Ｊ．、２０００年１１月
１９日：６２５９－６２６５頁；及びラスコルブ（Ｒａｔｈｋｏｌｂ）ら、「Ｌａｒｇｅ
－ｓｃａｌｅ　Ｎ－ｅｔｈｙｌ－Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ
　ｏｆ　ｍｉｃｅ－ｆｒｏｍ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｔｏ　ｇｅｎｅｓ」Ｅｘｐ　Ｐｈ
ｙｓｉｏｌ、２０００年１１月８５号：６３５－４４頁を参照のこと。さらに、突然変異
誘発及び関連する技術のためのキットも数多くの商業的供給源から入手可能である（例え
ばストラタジーン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、カリフォルニア州；ワ
ールドワイドウェブサイトｓｔｒａｔａｇｅｎｅ．ｃｏｍ／ｖｅｃｔｏｒｓ／ｉｎｄｅｘ
２．ｈｔｍ）、ＢＤバイオサイエンス・クロ－ンテック（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、カリフォルニア州）；ワールドワイドウェ
ブサイト　ｃｌｏｎｔｅｃｈ．ｃｏｍ／ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌ／ｉｎｄｅｘ．ｓｈｔｍｌ
）、及びＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（商標）社製のゲートウェイ（Ｇａｔｅｗａｙｓ）（登録
商標）クローニングシステム（Ｃａｒｌｓｂａｄ、カリフォルニア州；ワールドワイドウ
ェブサイト　ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ．ｃｏｍ）を参照のこと）。突然変異誘発を含む修飾
された細胞系の生成において有用な分子生物学的技術について記述する一般的テキストと
しては、ベルゲル（Ｂｅｒｇｅｒ）及びキンメル（Ｋｉｍｍｅｌ）；サンブルック（Ｓａ
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ｍｂｒｏｏｋ）ら、及びアウスベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）ら、全て前掲書中、が含まれる。
修飾済み細胞系の生成に関するさらなる詳細は、例えば「応答メカニズム分析への系統的
アプローチ（Ａ　ＳＹＳＴＥＭＡＴＩＣ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ　ＴＯ　ＭＥＣＨＡＮＩＳＭ
－ＯＦ－ＲＥＳＰＯＮＳＥ　ＡＮＡＬＹＳＥＳ）」という題のモンフォルテ（Ｍｏｎｆｏ
ｒｔｅ）によるＰＣＴ国際公開第０２／０８４６６号パンフレット及び「遺伝子機能の分
析に対する系統的アプローチ（Ａ　ＳＹＳＴＥＭＡＴＩＣ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ　ＴＯ　Ｔ
ＨＥ　ＡＮＡＬＹＳＩＳ　ＯＦ　ＧＥＮＥ　ＦＵＮＣＴＩＯＮ）」という題のモンフォル
テらによる国際公開第０１／７１０２３号パンフレットの中に見出すことができる。
【０１１７】
　代替的には、ターゲティングされた遺伝子突然変異を行なうための手順を利用して、化
合物ライブラリのメンバーでの処理の前に細胞系を修飾することができる。例えば、細胞
内のＤＮＡレベルでの遺伝子又は遺伝子のための転写促進要素の欠失を含めた数多くのプ
ロセスを介して、遺伝子がいずれかのタンパク質を発現するのを防止することができる（
ノックアウト）。ノックアウト修飾には一般に、ゲノム内部での遺伝子の修飾が関与する
（例えばゴンザレス（Ｇｏｎｚａｌｅｚ）（２００１年）「Ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｇｅ
ｎｅ　ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｍｉｃｅ　ｔｏ　ｕｎｒａｖｅｌ　ｔｈｅ　ｍｅｃｈａｎｉｓ
ｍｓ　ｏｆ　ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ａｎｄ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓ
ｉｓ」Ｔｏｘｉｃｏｌ　Ｌｅｔｔ．１２０号：１９９－２０８頁）を参照のこと）。ノッ
クアウトは、異型接合（例えば遺伝子の１つのコピーのみを不活性化する）又は同型接合
（遺伝子の両方のコピーを不活性化する）のいずれかであり得る。マウスノックアウトの
１つのデータベース例は、ワールドワイドウェブｒｅｓｅａｒｃｈ．ｂｍｎ．ｃｏｍ（Ｂ
ｉｏＭｅｄＮｅｔマウスノックアウト及び突然変異データベース）に見出すことができる
。ノックアウト表現型は、同様に、全て該発明と共に使用できるアンチセンス遺伝子発現
及びＲＮＡｉ技術によっても模倣することができる。
【０１１８】
　任意には、突然変異誘発手順の後（又はそれと併用して）、所望の修飾を伴う細胞系が
、標準的には、所望の要領で改変された細胞を同定し単離するため１つ以上の実験的技術
を用いて選択される。例えば、該選択プロセスは、異なる環境、ストレス及び／又は刺激
の下で存続するかつ／又は成長し続ける細胞；（例えば特定の細胞表面受容体を過剰発現
している細胞を選別するためにフローサイトメトリを使用して）改変されたタンパク質レ
ベルをもつ細胞を選別又は分離するために使用可能である特定のタンパク質の発現を増大
又は減少させた細胞；及び同定され選択され得る改変された表現型をもつ細胞、例えば特
定のサイクル段階で拘束された細胞、障壁を進攻する又は転位する能力を改変させた細胞
、異なる形状を有するか又は異なる細胞型へと分化した又はしなかった細胞を同定するこ
とを含み得るがこれに制限されるわけではない。当業者にとっては、数多くの付加的な選
択方法が周知であり、本発明の方法において使用するための細胞系を提供するために利用
可能である。
【０１１９】
発現済みＲＮＡ試料の単離
　発現済みＲＮＡ試料は、一定数の周知の手順のいずれかを用いて生物試料から単離され
る。例えば、ＲＮＡを安定化するため任意には付加的な成分を含有するグアニジウムベー
スの溶解緩衝液の中で生物試料を溶解させることができる。本発明の一部の実施形態にお
いては、溶解緩衝液は同様に、細胞培養からのＲＮＡの回収及び安定性を監視するための
対照として精製済みＲＮＡを含有する。対照ＲＮＡ種として使用するための精製されたＲ
ＮＡ鋳型の例としては、プロメガコーポレーション（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔ
ｉｏｎ）（Ｍａｄｉｓｏｎ、ウイスコンシン州）からのカナマイシン陽性対照ＲＮＡ、及
びギブコ／ライフテクノロジー（Ｇｉｂｃｏ／Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）（
Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、メリーランド州）からの７．５ｋｂのポリ（Ａ）－テールドＲＮＡ
が含まれる。溶解物を直ちに使用することも、又は例えば－８０℃で凍結保存することも
できる。
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【０１２０】
　任意には、ＲＮｅａｓｙ（登録商標）精製プラットフォーム（キアゲン（Ｑｉａｇｅｎ
，Ｉｎｃ．）；Ｖａｌｅｎｃｉａ、カリフォルニア州）といったような自動化互換性ある
９６ウエルフォーマット内でのシリカベースの単離を用いて、細胞溶解物（又はその他の
タイプの試料）から全ＲＮＡが精製される。代替的には、マイクロビーズ又はセルロース
カラムに結合されたオリゴ－ｄＴを用いる固相オリゴ－ｄＴ捕捉を使用してＲＮＡが単離
される。この方法は、ゲノムＤＮＡ及び全ＲＮＡからｍＲＮＡを単離し、ｍＲＮＡ－捕捉
培地の逆転写酵素反応内への直接的移送を可能にするという付加的な利点を有する。例え
ばシリカコーティングされたビーズでの抽出といった（ただしこれに制限されるわけでは
ない）付加的なＲＮＡ分離方法も同様に考慮されている。ＲＮＡ単離及び調製のためのさ
らなる方法は周知であるか又は当業者が考案できるものである。
【０１２１】
　代替的には、本発明の方法は、粗製細胞溶解物を用いて実施され、ＲＮＡを単離する必
要性を無くする。任意には、粗製試料に対してＲＮＡｓｅ阻害物質が添加される。粗製細
胞溶解物を使用する場合、ゲノムＤＮＡが、試料に応じて例えば遺伝子といったターゲッ
ト配列の１つ以上のコピーを提供できるということを指摘しておくべきである。ターゲッ
ト配列が１つ以上の高度に発現された遺伝子から誘導されている状況においては、ゲノム
ＤＮＡから発生するシグナルは、有意でない可能性がある。しかし非常に低レベルで発現
された遺伝子については、適切なＤＮアーゼで試料を処理するか又はｃＤＮＡ又は増幅産
物のその後のプライミングのためスプライス部位をターゲティングするプライマを使用す
ることによって、背景を除去することができる。例えば、２つのターゲット特異的プライ
マのうちの一方を、スプライス部位にまたがるように設計して、鋳型としてＤＮＡを排除
することができると思われる。もう１つの例としては、２つのターゲット特異的プライマ
は、スプライス部位をフランキングするように設計され、処理済みｍＲＮＡ鋳型に比べて
大きいＤＮＡ用ＰＣＲ産物又はスプライシングを受けていないｍＲＮＡ鋳型を生成する。
当業者であれば、本発明の目的のための試料としての粗製抽出物の使用を容易にすること
になるさまざまな専門化されたプライミングの応用を設計できることだろう。
【０１２２】
　本発明は、いずれかの特定のＲＮＡ単離方法、ＲＮＡ単離用試薬、逆転写及び増幅（ｒ
ｔＰＣＲ）用ＲＮＡ供給源、又は標準化又は陽性対照用ＲＮＡ供給源にも制限されるべく
意図されたものではない。当業者であれば、当該技術分野において既知のさまざまな代替
的プロトコル、及び試薬が全て該発明と使用でき、さらに該発明の範囲から逸脱すること
なく使用可能であるということを認識することだろう。
【０１２３】
発現済みＲＮＡ試料に対応する核酸
　本発明の一部の実施形態においては、ＲＮＡ試料から誘導された核酸は、論理的又は空
間的にアレイ化された核酸プローブ（例えば固体支持体上に固定化された核酸プローブ）
を含むアレイ、又はアレイのアレイに対して適用される。発現済みＲＮＡ試料を例えばガ
ラスマイクロアレイスライドの表面上で直接アレイ（又はアレイのアレイ）に適用するこ
とが可能であるが、一般には、安定性を改善し取扱いを容易にするため、発現済みＲＮＡ
試料に対応するＤＮＡ産物を利用することが望ましい。一部のケースでは、例えばサンブ
ルック、アウスベルなどの中で記述されているような確立した手順に従って行なわれた試
料中の発現済みＲＮＡの逆転写により生成されたｃＤＮＡ産物が検定される。より標準的
には、発現済みＲＮＡ試料に対応するＤＮＡ産物は、検定の感度及びダイナミックレンジ
を改善するべく検定に暴露する前に増幅される。
【０１２４】
　発現済みＲＮＡ試料は、定着したオリゴ－ｄＴプライマ又はランダム配列プライマとい
ったような非特異的プライマを用いて逆転写され得る。このアプローチの１つの利点は、
プライミング部位が特異的でない、すなわちこのＲＴ反応の産物がその後のＰＣＲ増幅に
おけるあらゆる所望のターゲットのための鋳型として役立つことになるため、ｍＲＮＡが
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「未分画」の品質を維持するという点にある。このアプローチの付加的な利点は、アーカ
イブすべき試料がＲＮＡよりも分解に対する耐性がより高いＤＮＡの形で保管されるとい
う点にある。或る種の方法（例えばチェンシック（Ｃｈｅｎｃｈｉｋ）らに対する「３’
末端に任意ヌクレオチド配列を有する全長ｃＤＮＡを生成するための方法及び組成物（Ｍ
ＥＴＨＯＤＳ　ＡＮＤ　ＣＯＭＰＯＳＩＴＩＯＮＳ　ＦＯＲ　ＧＥＮＥＲＡＴＩＮＧ　Ｆ
ＵＬＬ－ＬＥＮＧＴＨ　ｃＤＮＡ　ＨＡＶＩＮＧ　ＡＲＢＩＴＲＡＲＹ　ＮＵＣＬＥＯＴ
ＩＤＥ　ＳＥＱＵＥＮＣＥ　ＡＴ　ＴＨＥ　３’－ＥＮＤ）」という題の米国特許第５，
９６２，２７１号明細書に記述されているもの）及び例えばクローンテック（Ｐａｌｏ　
Ａｌｔｏ、カリフォルニア州)により供給される市販のキットにおいては、全長ｍＲＮＡ
の逆転写は、オリゴ－ｄＴプライマを用いて開始される。キャップスイッチングオリゴヌ
クレオチドプライマが、ｍＲＮＡ鋳型の終りに近づくにつれて発生期ストランドのための
鋳型として役立つｍＲＮＡの５’キャップにアニールされる。キャップスイッチングオリ
ゴヌクレオチドプライマは、それをキャップに結合できるようにする配列に加えて、その
後の増幅反応内でプライマアニーリング部位として役立つポリヌクレオチド配列を含んで
いる。
【０１２５】
　代替的には、ＲＮＡは、発現データが望まれる各々の遺伝子ターゲットについて、ＲＮ
Ａに相補的なターゲット特異的プライマを用いてｃＤＮＡに転換される。逆転写方法には
、当該技術分野において記述されている通り、熱安定性ＤＮＡポリメラーゼの使用も含ま
れる。一実施態様例としては、鳥類の骨髄芽細胞症ウイルス逆転写酵素（ＡＭＶ－ＲＴ）
又はマロニーマウス白血病ウイルス逆転写酵素（ＭｏＭＬＶ－ＲＴ）が使用されるが、そ
の他の酵素も考慮されている。ＲＴ反応においてターゲット特異的プライマを使用するこ
との利点は、所望の（例えばターゲティングされた）配列のみが増幅され、その後、アレ
イに暴露されるか又任意には後続する増幅反応において使用されるという点にある。
【０１２６】
　発現済みＲＮＡ試料に対応するＤＮＡ産物の増幅は、米国特許第４，６８３，１９５号
明細書（ムリス（Ｍｕｌｌｉｓ）ら）、同第４，６８３，２０２号明細書（ムリス（Ｍｕ
ｌｌｉｓ））及び同第４，８００，１５９号明細書（ムリス（Ｍｕｌｌｉｓ）ら）及びＰ
ＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌ
ｉｃａｔｉｏｎｓ（イニス（Ｉｎｎｉｓ）ら編）アカデミックプレス（Ａｃａｄｅｍｉｃ
　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．）Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、カリフォルニア州（１９９０年）の中で
詳述されているポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いて達成可能である。同じくサンブ
ルック（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）、アウスベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）も参照のこと。ＰＣＲは、
ターゲット核酸の相対するストランドに相補的な配列を有し、プライマが集合するように
位置づけられたプライマ対を利用する。プライマは、選択的ハイブリダイゼーションを可
能にする条件の下で鋳型ＤＮＡとインキュベートされる。プライマは、２本鎖又は１本鎖
形態で提供できるが、１本鎖が好ましい。ターゲット遺伝子配列が試料中に存在する場合
、プライマはハイブリッド形成して、核酸：プライマ複合体を形成する。余剰のデオキシ
ヌクレオシド三リン酸が熱安定性ＤＮＡポリメラーゼ例えばＴａｑポリメラーゼと共に添
加される。ターゲット遺伝子：プライマ複合体が形成された場合、該ポリメラーゼはヌク
レオチドを添加することによりターゲット遺伝子配列に沿ってプライマを拡張することに
なる。重合の後、新たに合成されたＤＮＡストランドは反応混合物の温度を上昇させるこ
とによってその相補的鋳型ストランドから解離される。温度がその後低下した時点で、新
しいプライマは、これら２つのＤＮＡストランドの各々に結合することになり、プロセス
は反復される。充分な量の増幅産物が生成されるまで各サイクル中に複製ラウンドを伴っ
て、温度を上昇及び下降させる多重サイクルが実施される。
【０１２７】
　一部の実施形態においては、ＲＮＡ試料中のＲＮＡは逆転写されてｃＤＮＡを生成し、
次に、一般に「ｒｔＰＣＲ」と呼ばれるプロセスである逆転写とＰＣＲを統合した単一の
反応の中で増幅される。ｒｔＰＣＲを利用するプロトコルは、特定の遺伝子配列を選択的
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に増幅するために遺伝子特異的プライマを使用するか又は特定の配列又は配列モチーフの
存在に基づきｍＲＮＡの全体的集団又は一部のサブセットを増幅するためにランダム又は
半ランダムプライマを使用する（例えば「３’－末端に任意のヌクレオチド配列を有する
全長ｃＤＮＡを生成するための方法及び組成物（ＭＥＴＨＯＤＳ　ＡＮＤ　ＣＯＭＰＯＳ
ＩＴＩＯＮＳ　ＦＯＲ　ＧＥＮＥＲＡＴＩＮＧ　ＦＵＬＬ－ＬＥＮＧＴＨ　ｃＤＮＡ　Ｈ
ＡＶＩＮＧ　ＡＲＢＩＴＲＡＲＹ　ＮＵＣＬＥＯＴＩＤＥ　ＳＥＱＵＥＮＣＥ　ＡＴ　Ｔ
ＨＥ　３’－ＥＮＤ）」という題のチェンシック（Ｃｈｅｎｃｈｉｋ）らに対する米国特
許第５，９６２，２７１号明細書を参照のこと）。米国特許第５，９６２，２７１号明細
書に記されている技術は、非常に高いレベルで多重化する能力を提供する。
【０１２８】
　発現済みＲＮＡ試料に対応する核酸を増幅するための代替的方法としては、例えば、最
初にコー（Ｋｗｏｈ）ら、（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（１９８９年）８
６号（４）：１１７３－７頁）、により記述されたもののような転写ベースの増幅システ
ム（ＴＡＳ）又は３ＳＲ（Ｓｅｌｆ－Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｒｅｐｌ
ｉｃａｔｉｏｎ；グアテーリ（Ｇｕａｔｅｌｌｉ）ら、（１９９０年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８７号：１８７４－１８７８頁）又はＮＡＳＢＡ（ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｂａｓｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；キービッ
ツ（Ｋｉｅｖｉｔｓ）ら、（１９９１年）Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　３５号（３
）：２７３－８６頁）といったような等温転写ベースのシステムが含まれる。これらの方
法においては、問題の１つ以上のｍＲＮＡターゲットは逆転写酵素によりｃＤＮＡ内に複
写される。ｃＤＮＡ合成のためのプライマには、鋳型と相同なプライマ領域に対し指定さ
れたＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ５’のプロモータ配列が含まれる。一部の手順にお
いては、当初合成されたｃＤＮＡストランドにより形成されたヘヤピンループ構造などを
用いて、第２の相補的ｃＤＮＡストランドが合成される（例えば、ファンゲルダー（Ｖａ
ｎ　Ｇｅｌｄｅｒ）らに対する「単一のプライマープロモータ複合体を用いたターゲット
ポリヌクレオチド配列を増幅するためのプロセス」という題の米国特許第５，５４５，５
２２号号明細書を参照のこと）。代替的には、第２のストランドが、全長ｍＲＮＡの５’
キャップ構造にアニールするオリゴヌクレオチドに鋳型スイッチングすることにより添加
されたプライマ配列に相補的なプライマから合成されるチェンシック（Ｃｈｅｎｃｈｉｋ
）らの米国特許第５，９６２，２７１号明細書に記述されているＳＭＡＲＴ（商標）増幅
）。結果として得られたｃＤＮＡ産物は次に、適切なＲＮＡポリメラーゼによる多数の転
写ラウンドのための鋳型として役立つことができる。ｃＤＮＡ鋳型の転写は、オリジナル
のターゲットｍＲＮＡからのシグナルを迅速に増幅する。等温反応は、ＤＮＡにハイブリ
ッド形成されたＲＮＡを分解させるべくＲＮＡｓｅＨを含み入れることにより、そのＲＮ
Ａ鋳型からｃＤＮＡストランドを変性させる必要性を回避する。例えば米国特許第６，２
５１，６３９号明細書中に記述されている方法を含む等温増幅を用いたその他の方法も同
様に、本発明の状況下で有利に利用される。
【０１２９】
　代替的には、増幅は、欧州特許出願第３２０，３２８号明細書（バックマン（Ｂａｃｋ
ｍａｎ）及びワング（Ｗａｎｇ））で開示されているリガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）を用い
て又は、米国特許第４，８８３，７５０号明細書（ホイットレー（Ｗｈｉｔｅｌｅｙ）ら
）で開示されているリガーゼ検出反応（ＬＤＲ）によって達成される。ＬＣＲにおいては
、互いに及びターゲットの両ストランド上の隣接配列に対し相補的である２つのプローブ
対が調製される。各対に、それらが隣接するような形でターゲットの相対するストランド
に結合することになる。２つのプローブ対の各々は、このとき連結して熱安定性リガーゼ
を用いて単一のユニットを形成することができる。ＰＣＲの場合と同様、温度サイクリン
グによって、結合したライゲート済みユニットはターゲットから解離し、その後両方の分
子共、余剰のプローブ対のライゲーションのための「ターゲット配列」として役立ち指数
的増幅を提供する。ＬＤＲはＬＣＲに非常に類似している。この変形形態では、ターゲッ
トの１本のストランドのみに相補的なオリゴヌクレオチドが使用され、オリジナルのター
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ゲットＤＮＡのみがハイブリダイゼーション鋳型として役立ち得ることから、ライゲーシ
ョン産物の線形増幅を結果としてもたらす。それは、シグナルを増大させる目的で、ター
ゲットのＰＣＲ増幅の後に使用される。
【０１３０】
　付加的な適切な方法には、ストランド置換増幅（ウォーカー（Ｗａｌｋｅｒ）ら（１９
９２年）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２０号；１６９１－１６９６頁）、修復
連鎖反応（ＲＥＦ）、環状プローブ反応（ＲＥＦ）、橋かけ増幅（メータ（Ｍｅｈｔａ）
及びシング（Ｓｉｎｇｈ）（１９９９年）Ｂｉｏ　Ｔｅｃｈｎｉｑｉｅｓ２６（６）：１
０８２－１０８６頁）を含む固相増幅、ローリングサークル増幅（クール（Ｋｏｏｌ）米
国特許第５，７１４，３２０号明細書、ｃＤＮＡ末端の高速増幅（フローマン（Ｆｒｏｈ
ｍａｎ）（１９８８年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８５号：８９９８－９
００２頁）、「インベーダ検定」（グリフィン（Ｇｒｉｆｆｉｎ）ら（１９９９年）Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９６：６３０１－６３０６頁）及び例えば米国特許
第５，９１４，２３０号及び同第６，３６５，３４６号明細書に記述されている通りの同
時増幅及び検出方法が含まれるがこれらに制限されるわけではない。
【０１３１】
　発現済みＲＮＡ試料の増幅は、発現産物のさまざまな集団を全体的に増幅するべくラン
ダム又は半ランダムプライマを使用して実施可能であるか、そうでなければ、１つ以上の
選択された発現産物を増幅するべくターゲット特異的プライマを用いて実施可能である。
ターゲット特異的プライマを用いた発現産物の選択的増幅は、単一の産物を増幅する又は
複数の産物を増幅する反応、すなわち多重増幅反応において実施可能である。単一の反応
で１つの又は少数の発現産物が増幅される場合、望ましくは、多数の反応の産物をアレイ
化のために組合せるか又はプールすることができる。同様にして、単一の発現済みＲＮＡ
試料（すなわち単一の生物試料由来のもの）を、１つのアレイの２つ以上の場所で次にア
レイ化される多数のターゲット特異的反応の中で増幅することができる。これらの変形形
態は両方共、単一の物理的アレイで分析され得るプローブの数を増大させる。
【０１３２】
多重増幅戦略
　本発明の方法の１実施形態には、ターゲット特異的（例えば遺伝子特異的）及び汎用プ
ライマの組合せ利用により可能となるさまざまなＰＣＲ多重化戦略の使用が関与する。こ
れらの手順は、１つ以上の発現済みＲＮＡ種に対応する１本鎖又は２本鎖ＤＮＡ鋳型の逆
転写とそれに続くＰＣＲにおける増幅が関与するＲＴ－ＰＣＲ検定に対する変形形態であ
る。多重ＰＣＲ戦略に関する付加的な詳細は、例えばローレイン（Ｌｏｅｈｒｅｉｎ）ら
によるＰＣＴ国際公開第０１／５５４５４号パンフレット及びチェンシック（Ｃｈｅｎｃ
ｈｉｋ）らに対する米国特許第５，９６２，２７１号明細書の中に見出される。
【０１３３】
　複数のターゲット配列の多重増幅には標準的に、複数のターゲット特異的プライマ（す
なわち、逆転写されたｃＤＮＡターゲット配列の少なくとも１つのストランドに相補的な
プライマ）及び１つ以上の汎用プライマとこの複数のターゲット配列を組合せて複数の増
幅産物を産生することが関与する。ターゲット配列の多重セットは、任意には約２個と約
１００個の間のターゲットを含む。本発明の１実施形態においては、多重反応は少なくと
も５個のターゲット配列を含むが、好ましくは少なくとも１０個のターゲット又は少なく
とも１５個のターゲットを含む。はるかに大きい数（例えば約２０、約５０、約７５以上
）の多重鎖も同様に考慮されている。
【０１３４】
　本発明の方法の１実施形態においては、多重セット内の増幅ターゲットの少なくとも１
つは、試料に対し内因性でありかつかなり一定の安定した発現レベル（例えば「ハウスキ
ーピング」遺伝子、β－アクチン）を細胞処理又は化合物か刺激に対する細胞暴露の間に
呈することが独立して示されてきた転写物である。この内因性基準配列からのシグナルは
、その他の遺伝子ターゲットのシグナルを相対的発現レベルに転換するための対照を提供
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する。任意には、互いに対する対照として役立つべく多重化された増幅の中に、比較的変
動しない発現レベルをもつ複数の対照ｍＲＮＡターゲット／基準配列を含み入れることが
できる。代替的には、例えば溶解試薬と共に、多重反応又は細胞に対し外因性の精製済み
ＲＮＡ種が規定の量添加される。例えば前述のカナマイシン陽性対照ＲＮＡ又は７．５ｋ
ｂのポリ（Ａ）－テールトＲＮＡといったほぼあらゆる精製済みの無傷のＲＮＡ種を使用
することができる。この外因的に添加された増幅ターゲットは、細胞培養からのＲＮＡの
回収及び安定性を監視する方法を提供する。これは同様に、試料ｍＲＮＡから得られたシ
グナルを相対的発現レベルへと転換するための外因性基準シグナルとしても役立ち得る。
さらにもう１つの実施形態においては、試料ｍＲＮＡターゲットから得たシグナルを相対
的発現レベルに転換するための外因性基準ターゲットを提供するべく、規定量の精製済み
ＤＮＡ種がＰＣＲに添加される。
【０１３５】
　本発明の１実施形態においては、多重セットを含むターゲットがひとたび決定された時
点で、ターゲット特異的及び汎用プライマを両方共含む各ターゲット配列に相補的なプラ
イマ対が設計される。これは、ＯＬＩＧＯ（モレキュラー・バイオロジー・インサイツ（
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｉｎｓｉｇｈｔｓ，Ｉｎｃ．、コロラド州））、
ジーンランナー（Ｇｅｎｅ　Ｒｕｎｎｅｒ）（ヘイスティング・ソフトウエア（Ｈａｓｔ
ｉｎｇｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｉｎｃ．ニューヨーク州））、又はプライマー３（Ｐｒｉ
ｍｅｒ３）（ホワイトヘッド・インスティチュート（Ｔｈｅ　Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ　Ｉｎ
ｓｔｉｔｕｔｅ）、マサチューセッツ州）といったようなプライマ配列を設計する複数の
ソフトウェア製品のいずれかを用いて達成できる。遺伝子特異的プライマ（ＧＳＰ）には
、少なくとも２つの部分が含まれる。第１の部分には、選択された「汎用配列」に相補的
な領域が含まれる。汎用配列は、同じプライマ（例えばＵＰ）を使用する一方で多数のタ
ーゲット（発散配列をもつ）の増幅を可能にするために利用される。汎用配列は、プライ
マの中にのみ含まれ、好ましくは、テスト対象の試料により提供されるいかなる核酸（又
はその補体）の中にも存在しない。該配列の３’領域内部のＧＳＰの第２の部分が、複数
の指定されたターゲット配列の１つと相補的であり、それとハイブリッド形成することに
なる。上述の例では単一の汎用プライマが記述されているものの、本発明の方法では、異
なる又は独自の配列は標識を有する多数の汎用プライマを利用することが可能である。単
一のＵＰが使用される場合、汎用配列は全てのＧＳＰ内で同じとなる。ＵＰ対を使用すべ
きである場合、該汎用配列はＧＳＰの順方向及び逆方向プライマにおいて異なるものとな
る。該ＵＰは、同様に、蛍光発色団（ｃｈｒｏｍａｐｈｏｒｅ）といったような、プライ
マのうちの少なくとも１つの上の検出可能な標識を含有していてもよい。
【０１３６】
　ターゲット特異的及び汎用配列は共に、安定した特異的２重鎖を形成するのに充分な長
さ及び配列複雑度を有し、ターゲット遺伝子の増幅及び検出を可能にする。増幅の早期ラ
ウンドにおいて、複製は主としてＧＳＰによりプライミングされる。第１ラウンドは、増
幅産物の５’領域に汎用配列を添加することになる。第２サイクルは、相補的ストランド
の３’領域の中で汎用配列に相補的な配列を生成して、汎用プライマだけによって増幅さ
れ得る鋳型を作り上げることになる。任意には、該反応は、制限量の各ＧＳＰ及びモル余
剰のＵＰを含有し、かくしてその相補的配列が鋳型内でひとたび確立された時点でＵＰが
一般に複製をプライミングすることになるように設計される。ＧＳＰに比べたＵＰのモル
余剰は、約５：１から約１００：１の範囲であり得る；任意には、該反応は各ＧＳＰの量
に比べ約１０：１のモル余剰のＵＰを利用する。全てのＧＳＰが同じ汎用配列を含有する
ことから、同じ汎用プライマは、多重鎖内の全てのターゲットを増幅し、異なるプライマ
から増幅の結果としての量的変動を無くする。
【０１３７】
　鋳型は当初１本鎖ｍＲＮＡ分子であるが、場合によっては、大部分がその後のサイクル
において鋳型として役立つＤＮＡ増幅産物である。ターゲット特異的逆方向プライマ又は
発現済みＲＮＡ試料の成分の全体的逆転写を結果としてもたらすランダム又は縮重プライ
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マからの逆転写酵素重合の作用によって、伝令ＲＮＡがｃＤＮＡに転換される。１本鎖ｃ
ＤＮＡ鋳型が合成された場合、ｃＤＮＡの第２ストランドを生成するため熱安定性ポリメ
ラーゼと共にターゲット特異的順方向プライマ及び汎用順方向及び逆方向プライマが添加
され、その後ＰＣＲ増幅が起こる。ＵＰは、その相補的汎用配列が遺伝子特異的プライマ
（ＧＳＰ）の５’領域を横断する複製を通して反対側のストランドに添加された後でのみ
、ターゲットＤＮＡにアニールできる。
【０１３８】
　各プライマとその結合パートナ（すなわちターゲット配列又は汎用配列の間）の相補的
配列の長さは、ＰＣＲのために用いられるアニーリング温度で複合試料内のそのターゲッ
トにのみプライマがハイブリッド形成できるように充分なものでなくてはならない。例え
ば、プライマのターゲット特異的及び汎用の両方の領域について、約１５、１６、１７、
１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４又は２５個以上ヌクレオチドの相補的配列が
好ましい。各々の相補的領域の特に好ましい長さは、約２０塩基であり、これはプライマ
とターゲットの間の安定した特異的ハイブリッドの形成を促進することになる。
【０１３９】
　任意には、プライマは、汎用配列のアニーリング温度がターゲット特異的配列のものよ
りも高く／大きくなるように設計される。これらのプライマを利用する方法にはさらに、
最初の数ラウンドの増幅の後、反応のアニーリング温度を上昇させるステップが含まれる
。反応温度のこの上昇は、ＧＳＰによる試料核酸のさらなる増幅を抑制し、ＵＰによる増
幅を駆動する。想定される利用分野に応じて、当業者は、ターゲット配列に向かってのプ
ライマの選択性の可変的度合を達成するべく、変動するハイブリダイゼーション条件を利
用することができる。例えば、プライマハイブリダイゼーションの位置又はハイブリダイ
ゼーションのストリンジェンシーを変動させることで、遺伝子ファミリ内の発散度を顕示
することができる。
【０１４０】
　任意には、各々の候補プライマが多重反応で使用されるその他のプライマと相容性があ
ることが示されている又は証明されている。好ましい実施形態においては、各々のターゲ
ット特異的プライマ対は、多重鎖のターゲットの全てを最低限含む試料からそしてより好
ましくは粗製ＲＮＡ混合物からの予測されたサイズの単一の増幅産物を産生する。好まし
くは、その対応するプライマによる各々個々のターゲットの増幅は、多重鎖内のその他の
あらゆるプライマの内含により阻害されない。プライマのいずれも、個別であれ組合せた
形であれ、偽の産物を産生してはならない。この問題は、過度の実験の必要なく、当業者
により容易に対処される。
【０１４１】
　オリゴヌクレオチドプライマは標準的に、ホスホルアミダイト法により調製される。こ
の自動化された固相手順では、各々のヌクレオチドは、成長するオリゴヌクレオチド鎖の
５’末端に個別に付加され、このオリゴヌクレオチド鎖はそれ自体固体支持体の３’末端
で付着される。付加されたヌクレオチドは５’位置でジメチトキシトリチル（「ＤＭＴ」
）基により重合から保護されている３価の３’－ホスホルアミダイトの形をしている。塩
基により誘発されたホスホルアミダイトのカップリングの後、５価のホスホトリエステル
中間体及びＤＭＴ除去を与えるための穏やかな酸化がオリゴヌクレオチド延長のための新
たな部位を提供する。これらの合成は例えば、パーキンエルマー（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍ
ｅｒ）／アプライドバイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）部門Ｄ
ＮＡ合成装置上で実施可能である。オリゴヌクレオチドプライマは、このとき固体支持体
から分割され、ホスホジエステル及び環外アミノ基が水酸化アンモニウムで脱保護される
。
【０１４２】
プライマアニーリング効率の変動の除去
　プライマ長及び配列の変動は、プライマがそのターゲットにアニールし複製をプライミ
ングする効率に対し大きな衝撃をもち得る。各産物が独特のプライマ対により増幅される
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標準的な多重化反応においては、増幅された産物の相対量は、アニーリング効率の差に起
因してターゲットの相対量から有意に改変され得る。ターゲット特異的プライマ及び汎用
プライマの使用を統合する本発明の方法の実施形態は、この偏向を無くし、相対的ｍＲＮ
Ａレベルを正確に反映する増幅産物を産生する。
【０１４３】
強いシグナルの減衰
　多重反応に含み入れられるターゲットセットは一般に全て、遺伝子発現の計量が正確に
なるように用いられる検出プラットフォームのダイナミックレンジ内のシグナル強度を生
み出す。一部の実施形態では、多重検定の中に高度に発現された遺伝子（すなわち、その
他の遺伝子よりもさらに高度に発現されている遺伝子）を内含することが望ましい又は必
要である可能性がある。しかしながら、高度に発現された遺伝子は、この遺伝子のそのシ
グナルが減衰されない場合、非常に低いレベルで発現されたその他の遺伝子についての計
量と干渉する可能性がある。当業者であれば、全て該発明と共に使用できるものであるこ
の技術的問題を回避するためのさまざまな方法が存在することを充分に承知している。多
重増幅反応の中に高度に転写された遺伝子を取込むという技術的問題を扱うための何らか
の特別な戦略に該発明を制限することは意図されていない。
【０１４４】
　一部の実施形態では、この技術的問題に対する最も正攻法である解決策は、単にｒｔＰ
ＣＲ増幅ステップ内のあの豊富な転写物のための増幅プライマ（例えば遺伝子特異的プラ
イマ）の濃度を制限することである。代替的には、その他の技術も同様に知られており、
該発明は、多重化されたセットの計量の精度に影響を及ぼすことなく該セットの中に内含
され得るような形で増幅反応中に比較的豊富なターゲットのシグナルを減衰させるための
方法を教示している。
【０１４５】
　例えば、任意にはプライマの３’末端のポリメラーゼ拡張を遮断する増幅プライマが使
用される。１つの好ましい実施形態は、ホスファート基の添加によるオリゴヌクレオチド
プライマの３’－ヒドロキシルの修飾である。もう１つの好ましい実施形態は、３’－３
’連結を介した末端ヌクレオチドの付着である。当業者であれば、この目的で使用できる
その他の化学的構造又は修飾を考えつくことができる。きわめて豊富なターゲットのため
の修飾された及び対応する未修飾のプライマは、多重鎖のその他のターゲットのダイナミ
ックレンジ内に入るような形でそのターゲットのシグナルを低減させるように経験的に決
定された比率で混合される。好ましくは、逆方向ターゲット特異的プライマが修飾され、
かくして、逆転写酵素内に作り出される鋳型の量を削減することによってシグナルを減衰
させる。
【０１４６】
　シグナル減衰のためのもう１つの実施形態は、ターゲット特異的配列を含むものの汎用
プライマ配列は全く含んでいないターゲット特異的プライマの使用を必要とする。この短
縮されたプライマ（汎用配列が欠如している）及び５’領域内に汎用配列を含有する対応
するプライマは、そのとき多重鎖のその他のターゲットのダイナミックレンジ内に入るよ
うな形で、そのターゲットのシグナルを低減させるように経験的に決定された比率で混合
される。
【０１４７】
ｒｔＰＣＲ産物の精製
　汚染物質及び塩の存在に起因して、アレイ上への被着に先立ち、発現済みＲＮＡ試料（
例えばｒｔＰＣＲ産物）に対応する核酸の集団を「精製する」ことが望ましい場合が多い
。ＰＣＲ産物といったような核酸を精製することに対する数多くのアプローチが存在して
いるが、主要な２つの高速大量処理アプローチは、マイクロタイタープレートフォーマッ
トにおけるろ過及び磁気ビーズの捕捉及び洗浄である。例えば、本発明の状況下では、ミ
リポア・モンタージュ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｍｏｎｔａｇｅ）ＰＣＲ９６ＤＮＡ精製プ
レート（及びこのプレートの匹敵する３８４ウエルバージョン）が有利に利用される。使
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用プロトコルには、ＰＣＲ産物の単一の１ステップ真空ろ過と溶出が関与しており、ビオ
メック・マルチメック（Ｂｉｏｍｅｋ　Ｍｕｌｔｉｍｅｋ）システムといったような自動
化されたシステムと互換性がある。代替的には、磁気ビーズの捕捉及び洗浄アプローチを
自動プラットフォームのために適合させることができる。該発明の核酸（例えば増幅済み
ｒｔＰＣＲ産物）を精製するためにいずれかの特定の技術に該発明を制限することは意図
されていない。当業者であれば、全て該発明と共に使用できる、核酸精製用のさまざまな
代替的技術を充分に承知している。
【０１４８】
アレイフォーマット
　ＲＮＡ、ｃＤＮＡ又は増幅産物（例えば増幅済みｒｔＰＣＲ産物）のいずれであろうと
、発現済みＲＮＡ試料に対応する核酸セットが、一般に、核酸プローブの固定化され、空
間的又は論理的にアレイ化された集合（一般にアレイ又はマイクロアレイと呼ばれる）に
適用（すなわちハイブリッド形成）され、ここで該アレイは、発現済みＲＮＡ試料（又は
その増幅産物）のセットのメンバーに相補的である核酸プローブを含んでいる。核酸アレ
イを用いた高速大量処理発現分析を実施するための数多くの技術的プラットフォームが利
用可能である。共通のアレイフォーマットは、液相及び固相の両方のアレイを含んでいる
。例えば、核酸のハイブリダイゼーションなどのための液相アレイを利用する検定は、マ
ルチウエル又はマイクロタイタープレート内で実施可能である。９６、３８４又は１５３
６ウエルを伴うマイクロタイタープレートが広く利用可能であり、さらに数多くのウエル
、例えば３４５６及び９６００のウエルを使用することもできる。一般に、マイクロタイ
タープレートの選択は、試料調製及び分析に用いられるロボット利用の取扱い及び投入シ
ステムなどの方法及び機器により決定される。システム例としては、例えば、ベックマン
－クールター（Ｂｅｃｋｍａｎ－Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｉｎｃ）（Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ、カリ
フォルニア州）製のＯＲＣＡ（商標）システム及びザイマーク（Ｚｙｍａｒｋ　Ｃｏｒｐ
ｏｒａｔｉｏｎ）（Ｈｏｐｋｉｎｔｏｎ、マサチューセッツ州）製のザイメイト（Ｚｙｍ
ａｔｅ）システムが含まれる。
【０１４９】
　代替的には、さまざまな固相アレイを利用して、本発明の状況下で発現プロファイルを
決定することが有利にも可能である。フォーマット例としては、膜又はフィルタアレイ（
例えばニトロセルロース、ナイロン）、ピンアレイ、及びビードアレイ（例えば液体「ス
ラリー」）が含まれる。標準的には、発現されたＲＮＡ試料に対応する核酸が固体支持体
に対し例えば直接的又は間接的架橋によって固定化される。基本的には、特定の発現検定
を実施するのに必要な試薬及び条件に耐える能力をもつあらゆる固体支持体を利用するこ
とができる。例えば、官能化されたガラス、シリコン、二酸化ケイ素、改質シリコン、さ
まざまな重合体のいずれか、例えば（ポリ）テトラフルオロエチレン、（ポリ）ビニリデ
ンジフルオリド、ポリスチレン、ポリカルボナート又はそれらの組合せが全て、固相アレ
イのための基板として役立ち得る。これらの材料のコーティングされた形態（例えばポリ
アミン、ポリアクリルアミド、ポリチミジン又はその他の官能化によりコーティングされ
たガラス）は、非共有又は共有結合の改善を導く。基板は、単一の隣接表面、例えばプレ
ート又は多数の個別的表面例えばエッチングされたプレート、フィルター、又は光ファイ
バ端部であり得る。代替的には、アレイは、一定数の色分けスキーム（例えばルミネック
ス（Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）、Ａｕｓｔｉｎ、テキサス州が製造する
製品を参照のこと）及びフローサイトメトリ又は一つの表面上にビーズを物理的に捕捉す
るための手段（例えば、イリュミナ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ．）、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ、カリフォルニア州；及びリンクス・セラプティックス（Ｌｙｎｘ　Ｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．）Ｈａｙｗａｒｄ、カリフォルニア州）が製造する製品を参照）を介
して個別的に同定され得る一連のビーズで構成され得る。これらのアレイの新規作製及び
使用のための技術は、当業者にとって既知である。
【０１５０】
　好ましい実施形態においては、アレイは、「チップ」又は「スライド」、例えばガラス
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マイクロアレイスライドといった以上で規定した材料の１つから成る。最も一般的には、
発現済みＲＮＡ試料に対応する核酸試料はチップ又はスライド上に「スポッティング」な
どで被着させられ、中で（例えば異なる生物試料から誘導される）異なる発現済みＲＮＡ
試料に対応する各々の全く異なる核酸集団にマイクロアレイ表面上の一意的場所が割当て
られている空間的アレイを生成する。
【０１５１】
　基板対する核酸試料の適用は、自動化された装置を用いて、又は例えば整列用装置（ガ
ラススライド上に最高７６８個の６ｎｌのスポットを被着しうるキセノポア（Ｘｅｎｏｐ
ｏｒｅ））と共に例えばマルチピン、例えば３２ピン工具を用いて手作業で、実施可能で
ある。基板に対し核酸を連結させる方法についての詳しい論述は、例えば、１９９８年１
１月１７日付けのチー（Ｃｈｅｅ）らに対する米国特許第５，８３７，８３２号明細書「
生物学的チップ上の核酸プローブアレイ（Ａｒｒａｙｓ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄ　Ｐｒｏｂｅｓ　ｏｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｉｐｓ）」、２０００年７月１１
日付けのデイル（Ｄａｌｅ）に対する米国特許第６，０８７，１１２号明細書「修飾され
たオリゴヌクレオチド及びポリヌクレオチド組成物を伴うアレイ（Ａｒｒａｙｓ　ｗｉｔ
ｈ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ａｎｄ　Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ）」；１９９３年６月１日付けのバール（Ｂａｈ
ｌ）ら、に対する米国特許第５，２１５，８８２号明細書「核酸ハイブリダイゼーション
検定で使用するための固体基質上での核酸不動化方法（Ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　Ｉｍｍｏｂ
ｉｌｉｚｉｎｇ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　ｏｎ　ａ　Ｓｏｌｉｄ　Ｓｕｂｓｔｒａｔ
ｅ　ｆｏｒ　Ｕｓｅ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　
Ａｓｓａｙｓ）」；１９９８年１月１３日付けのカトー（Ｋａｔｏ）に対する米国特許第
５，７０７，８０７号明細書「発現済み遺伝子分析用の分子インデキシング（Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｉｎｄｅｘｉｎｇ　ｆｏｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　Ｇｅｎｅ　Ａｎａｌｙｓｉ
ｓ」；　１９９８年９月１５日付けのブラウン（Ｂｒｏｗｎ）ら、に対する米国特許第５
，８０７，５２２号明細書「生物試料マイクロアレイの製造方法（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏ
ｒ　Ｆａｂｒｉｃａｔｉｎｇ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ｓａｍｐｌｅｓ）」；　１９９９年９月２８日付けのギャンブル（Ｇａｍｂｌｅ）ら、に
対する米国特許第５，９５８，３４２号明細書「ジェット液滴装置（Ｊｅｔ　Ｄｒｏｐｌ
ｅｔ　Ｄｅｖｉｃｅ）」；１９９９年１１月３０日付けのチェンシック（Ｃｈｅｎｃｈｉ
ｋ）らに対する米国特許第５，９９４，０７６号明細書「示差的発現の検定方法（Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｏｆ　Ａｓｓａｙｉｎｇ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
）」；１９９９年１２月２１日付けのワン（Ｗａｎｇ）に対する米国特許第６，００４，
７５５号明細書「定量的マイクロアレイハイブリダイゼーション検定（Ｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙｓ）」；２
０００年４月１１日付けのブラッドレー（Ｂｒａｄｌｅｙ）ら、に対する米国特許第６，
０４８，６９５号明細書「化学的に修飾された核酸及び核酸を固体支持体にカップリング
させる方法（Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｃｏｕｐｌｉｎｇ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　ｔ
ｏ　Ｓｏｌｉｄ　Ｓｕｐｐｏｒｔ）」；２０００年５月９日付けのカーム（Ｋａｍｂ）ら
、に対する米国特許第６，０６０，２４０号明細書「複合混合物中の核酸相対量を測定す
る方法及びそこからの特定の配列の取出し（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｍｅａｓｕｒｉｎ
ｇ　Ｒｅｌａｔｉｖｅ　Ａｍｏｕｎｔｓ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　ｉｎ　ａ
　Ｃｏｍｐｌｅｘ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｒｅｔｒｅｉｖａｌ　ｏｆ　Ｓｐｅｃｉｆ
ｉｃ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　Ｔｈｅｒｅｆｒｏｍ）」；２０００年７月１８日付けのカト
ー（Ｋａｔｏ）に対する米国特許第６，０９０，５５６号明細書「遺伝子発現の定量的判
定方法（Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎ
ｇ　ｔｈｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ａ　Ｇｅｎｅ）」；２０００年３月２１日付
けのロックハート（Ｌｏｃｋｈａｒｔ）らに対する米国特許第６，０４０，１３８号明細
書「高密度オリゴヌクレオチドアレイに対するハイブリダイゼーションによる発現監視（
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Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｂｙ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｔ
ｏ　Ｈｉｇｈ　Ｄｅｎｓｉｔｙ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ａｒｒａｙｓ）」；
ＮＨＧＲＩマイクロアレイ・プロジェクト・プロトコル（ＮＨＧＲＩ　Ｍｉｃｒｏａｒｒ
ａｙ　Ｐｒｏｊｅｃｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ）：ワールドワイドウェブサイトｎｈｇｒｉ
．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＤＩＲ／Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ／ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ．ｈｔｍｌ；マ
グレガー、Ｐ（ＭａｃＧｒｅｇｏｒ、Ｐ）、マイクロアレイプロトコル（Ｍｉｃｒｏａｒ
ｒａｙ　ｐｒｏｔｏｃｏｌ）：ワールドワイドウェブサイトｕｈｎｒｅｓ．ｕｔｏｒｏｎ
ｔｏ．ｃａｓｅｒｖｉｃｅｓ／ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ／ｄｏｗｎｌｏａｄ／ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ／ｐｒｏｃｏｌ＿ｅｄｗａｒｄ．ｐｄｆ；及びヘッジ（Ｈｅｄｇｅ）ら、（２００
０年）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２９号：５４８－５６２頁、の中に見出される。
【０１５２】
　ハイブリッド形成すべきプローブの数（すなわち分析されるべき遺伝子又は配列の数）
が増大するにつれて、マイクロアレイの複製又はコピーを製造することが往々にして望ま
しい。以下では、例えば生物試料からのＲＮＡ発現産物に対応する核酸のコピーを包含す
る複製マイクロアレイを産生するための、自動化可能なアレイ複写フォーマットの一例を
示す。例えば、確定配列プローブの反復的ハイブリダイゼーション及び洗浄がオリジナル
のアレイからの核酸の回収又は検出を問題あるものにしている場合（例えば実施すべきプ
ロセスがオリジナルの核酸を破壊するか又はシグナルを減衰する場合）などは、デュプリ
ケートアレイ、マスターアレイ、増幅済みアレイなどを生成するため自動フォーマットで
アレイをコピーすることが可能である。マスターアレイ、反応混合物アレイ又はそれらの
任意のデュプリケートからコピーを作ることができる。
【０１５３】
　例えば、核酸（例えば生物学的供給源からの複数の発現済みＲＮＡ試料）を１つ以上の
マスターマルチウエルプレート内に送り出し、標準的には増幅済み核酸のマスターアレイ
を（例えばＰＣＲにより）生成して増幅産物アレイを生成するべく増幅させることが可能
である。このときアレイコピーシステムは、１つ以上のマスターマルチウエルプレートの
ウエルから１つ以上のコピーマルチウエルプレートまでアリコートを移送する。標準的に
は、流体取扱いシステムが目的の場所に複写済みアレイメンバーを被着させることになる
が、非流体ベースのメンバー輸送（例えば固体又は気体相での移送）も同じく実施可能で
ある。
【０１５４】
　核酸集団からマスターアレイ及びデュプリケートアレイの両方を生成するためのアレイ
化技術には、さまざまな方法のうちのいずれかが関与しうる。例えば、固相アレイを（例
えば液相アレイのコピーとしてか又はオリジナウアレイとして）形成する場合、集団のメ
ンバーを固体表面上で凍結乾燥又は焼成して固相アレイすることもでき、そうでなければ
、固体表面に対し化学的にカップリング又はプリンティング（例えばインクジェットプリ
ント又はチップマスキング及び光活性化合成方法を用いて）することができる。
【０１５５】
発現プロファイリング
　分析のために選択される複数のプローブ（例えば遺伝子セット又は遺伝子産物）は、例
えば既知の科学的文献を再考することによってか又は実証的研究を実施することにより選
択可能である。１実施形態においては、プローブは、（ａ）生物試料内で検出可能なレベ
ルで発現されておりかつ（ｂ）１つ以上のメンバー組成物に対する暴露の結果として変化
する確率の高い遺伝子（又は遺伝子産物）の中から選択される。２つのタイプの遺伝子（
又はそのそれぞれの遺伝子産物）が標準的に遺伝的応答プロファイルの生成中に監視され
る。すなわち、経験的応答者である遺伝子（すなわちマーカー遺伝子）と問題の経路又は
疾病部域に関与するものとして知られているか又は疑いがもたれている遺伝子（すなわち
疾病関連遺伝子）である。任意には、化合物又は化学物質セット内の少なくとも１つの組
成物による影響を受けるものとして知られている１つ以上の遺伝子が監視される（例えば
正の対照）。
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【０１５６】
　標準的には、中程度の数～多数の遺伝子（すなわち発現済みＲＮＡ）が分析のため、す
なわち発現（又は応答）プロファイリングのために選択される。かかる遺伝子セットは一
般的には少なくとも３個のポリヌクレオチド配列、より一般的には約１０～約２０個の配
列、往々にして約５０個の配列、時として約１００そして場合によっては約１０００個も
のポリヌクレオチド配列、又は例えば異なる又は全く異なる遺伝子に対応するより個別の
ポリヌクレオチドを含んでいる。本発明の方法において監視可能な核酸配列には、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ（登録商標）データベース中に国立生化学情報センター（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃ
ｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）（ワール
ドワイドウェブサイトｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ上）と共に列挙されているもの
、及びその他の公共の又は商業的に入手可能なデータベース（例えば、ＮＣＢＩ　ＥＳＴ
　配列データベース、ＥＭＢＬヌクレオチド核酸配列データベース（ＥＭＢＬ　Ｎｕｃｌ
ｅｏｔｉｄｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄａｔａｂａｓｅ）；インサイト（Ｉｎｃｙｔｅ）（
Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、カリフォルニア州）のＬｉｆｅＳｅｑ（商標）データベース及びセ
レラ（Ｃｅｌｅｒａ）（ロックビル（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ）メリーランド州）「ディスカ
バリーシステム（Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍ）（商標）」データベースなど）に
よって提供される配列が含まれるが、これらに制限されるわけではない。例えば本発明の
方法に従って監視可能な核酸（例えば遺伝子応答プロファイルの一部として）には、シグ
ナリングタンパク質、調節タンパク質、経路特異的タンパク質、受容タンパク質及び１つ
以上の生化学経路に関与するその他のタンパク質が含まれるが、これらに限定されるわけ
ではない核酸コードタンパク質が含まれる。
【０１５７】
遺伝子発現データの分析
　発現済みＲＮＡ試料内の遺伝子発現プロファイルは、定性的及び定量的測定のいずれか
（又は両方）により評価可能である。（ＲＮＡ又はタンパク質産物としての）遺伝子発現
を評価するための上述の技術のうちのいくつかは、事実上大部分が定性的であるデータを
生み出す。すなわち、該方法は、発現の量的面に関して有意な情報を提供することなく全
く異なる様式に発現を分類する発現の差異を検出する。例えば、候補遺伝子の発現の有無
すなわち発現のオン／オフプロファイルを検出する場合、その技術は定性的技術として記
述することができる。代替的には、定性的技術は、遺伝子産物の異なる対立遺伝子又は変
異体の存在（及び／又は不在）を測定する。
【０１５８】
　これとは対照的に、一部の方法は、定量的に発現を特徴づけするデータを提供する。す
なわち、該方法は、例えば０～５、１～１０、＋～＋＋＋、グレード１～グレード５、グ
レードａ～ｚなどの目盛といった数字目盛で発現を関係づけする。提供されている数値及
び記号例は任意であり、遺伝子発現の量的差異を記述するために本発明の状況下であらゆ
る刻み目盛（又は刻み目盛のあらゆる記号表現）を利用することができる、ということが
理解されることだろう。標準的には、かかる方法は、発現の相対的増加又は減少に対応す
る情報を生成する。
【０１５９】
　（例えば疾病関連遺伝子といったような遺伝子に対応する）確定配列プローブとアレイ
化された核酸試料の間のハイブリダイゼーションに対応するシグナルを評価するためには
、定量的又は定性的のいずれかの発現データを生成するあらゆる方法が適している。一部
の実施形態においては、その他の発現産物及び／又は対照配列との関係における１つの遺
伝子の発現レベルを定量化することが有用である。１つのアレイ上の発現産物間ならびに
物理的アレイ間の相対的発現及びハイブリダイゼーションレベルを決定する１つの適切な
広く応用可能な方法は、問題の１つ以上の遺伝子の発現をハウスキーピング遺伝子（例え
ばＨＳＰ７０、β－アクチンなど）といったような対照遺伝子の発現と比較することにあ
る。問題の遺伝子に特異的な１つ以上の確定配列プローブが、選択されたハウスキーピン
グ遺伝子に特異的なプローブと共に、ハイブリッド形成させられる。各プローブに対する
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ハイブリダイゼーションが検出され定量化される。その後、問題の遺伝子に対応するハイ
ブリダイゼーションシグナルは、該ハウスキーピング遺伝子についてのハイブリダイゼー
ションシグナルと比較される。このとき、試料内部及び試料間でほぼ恒常であるものと予
想されているハウスキーピング遺伝子の発現との関係において、発現を表現することがで
きる。
【０１６０】
　観察された発現データ、例えば生物試料の１つ以上の処理に応答した発現プロファイル
の変化が有意なものであり、単なる実験ノイズや集団の不均一性の産物ではないことを確
かめるために、各々の生物試料中の各々の遺伝的及び表現型終点について確率分布の推定
を構築することができる。推定上の集団分布の構築には、各処理について多数の独立した
実験を実施することが関与する。たとえば、全ての実験がデュプリケート、トリプリケー
ト、クァドルプリケート等々で実施される。
【０１６１】
　データの分析には、変化のタイプ、変化の方向、変化内の曲線の形状、変化のタイミン
グ及び変化の振幅に基づいて、生物試料の１つ以上の処理の結果としてもたらされる応答
及び変化などのハイブリダイゼーションシグナルから外挿されるような測定上の発現を評
価するための一定数の統計学的手段を使用することが関与する。
【０１６２】
　１つ以上の関係パターンについて多数の変数を同時に検討するためには、主成分分析（
ＰＣＡ）、要因分析、クラスタ分析、ｎ次元分析、差額分析、多次元スケーリング、判別
分析及び対応分析などといった多変量統計を利用することができる（全体的再考のために
は、チャトフィールド（Ｃｈａｔｆｉｅｌｄ）及びコリンス（Ｃｏｌｌｉｎｓ）、「Ｉｎ
ｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ」、１９８
０年、Ｃｈａｐｍａｎ　ａｎｄ　Ｈａｌｌ刊、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；及びホスクルドソン・
アグナー（Ｈｏｅｓｋｕｌｄｓｓｏｎ　Ａｇｎａｒ）、「Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ」、１９９６年、Ｊ
ｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ刊、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）を参照のこと）。品質管
理、プロセス最適化及び処方決定を含めたこれらの多数の因子が関与するさまざまな利用
分野のために、多変量データ解析が使用される。該解析は、収集したデータ内に何らかの
傾向が存在するか否か、測定された特性又は応答が互いに関係するか否か及び一定の与え
られた状況下（例えば疾病状態）でどの特性が最も適切かを決定するために使用可能であ
る。統計学的分析のためのソフトウェアが一般に、例えばパーテック（Ｐａｒｔｅｋ　Ｉ
ｎｃ．）（Ｓｔ．Ｐｅｔｅｒｓ、ミズーリ州；　ｗｗｗ．ｐａｒｔｅｋ．ｃｏｍ参照）か
ら入手可能である。
【０１６３】
　変量解析の１つの一般的な方法は、主成分解析（ＰＣＡ、Ｋａｒｈｕｎｅｎ－Ｌｏｅｖ
ｅ拡張又はＥｉｇｅｎ－ＸＹ解析としても知られている）である。「主成分」と呼ばれる
より少ない数の未相関変数へと多数の（場合によって）相関された変数を変換するために
、ＰＣＡを使用することができる。ＰＣＡといったような多変量解析は、当業者にとって
は既知であり、例えばロヴァイス（Ｒｏｗｅｉｓ）及びソウル（Ｓａｕｌ）（２０００年
）Ｓｃｉｅｎｃｅ２９０号：２３２３－２３２６頁及びテネンボウム（Ｔｅｎｅｎｂａｕ
ｍ）ら、（２０００年）Ｓｃｉｅｎｃｅ２９０号：２３１９－２３２２頁の中に見出すこ
とができる。例えば多変量解析を含めた複数のデータ空間構築・解析方法が利用可能であ
る。例えばヒンチリッフ（Ｈｉｎｃｈｌｉｆｆｅ）（１９９６年）「Ｍｏｄｅｌｉｎｇ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ」、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎ
ｓ、ＮＹ、ニューヨーク州；ギバス（Ｇｉｂａｓ）及びジャムベック（Ｊａｍｂｅｃｋ）
（２００１年）「Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｓｋｉｌｌｓ」、
Ｏ’Ｒｅｉｌｌｙ、Ｓｅｂａｓｔｏｐｏｌ、カリフォルニア州；ペヴズナー（Ｐｅｖｚｎ
ｅｒ）（２０００年）「Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ　ａｎｄ　Ａｌｇｏｒｉｔｈｍｉｃ　Ａｐｐｒｏａｃｈ」、Ｔｈｅ　ＭＩＴ　Ｐｒｅ
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ｓｓ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、マサチューセッツ州；ダーバン（Ｄｕｒｂｉｎ）ら（１９９
８年）「Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ｐｒｏｂａｂｉ
ｌｉｓｔｉｃ　Ｍｏｄｅｌｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ」、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃａｍｂｒｉｄｇ
ｅ、英国；ラシディ（Ｒａｓｈｉｄｉ）及びビューラー（Ｂｕｅｈｌｅｒ）（２０００年
）「Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ　Ｂａｓｉｃｓ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ」、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓ
ｓ　ＬＬＣ、Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ、フロリダ州；及びマウント（Ｍｏｕｎｔ）（２００
１年）「Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　：　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅ
　Ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋを参照のこと。
【０１６４】
　多数の生物試料からの発現データを、多変量統計を用いてグループ分け又は、クラスタ
化することができる。各々の異なる刺激（処理）及び観察（検出）実験のためのクラスタ
が比較され、二次的相関／非相関セットが作られる。これらの異なる相関セットに基づい
て、異なる遺伝的要素の相関的関係ならびにそれらが一斉に作用し得る方法を確立するこ
とのできるネットワークマップを作り上げることが可能である。さらに、図表表現を用い
て、データを視覚化することが可能である。かくして、遺伝的に関係する細胞系群内部の
異なる生化学及び遺伝的要素が示す時間的変化を、一定の与えられた環境内での細胞の機
能を反映する情報へと変換することが可能である。
【０１６５】
　生成された発現プロファイルのパターンの類似性により、異なる実験的成果が比較され
る。この類似性は、例えばクラスタ化解析を用いて明らかにされる。このタイプの研究の
ためには、一定数のクラスタ化アルゴリズムが一般的に使用される（ＪＡ　ハーティガン
（ＪＡ　Ｈａｒｔｉｇａｎ）（１９７５年）「Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　Ａｌｇｏｒｉｔｈ
ｍｓ」、Ｗｉｌｅｙ、ＮＹ参照）。個々の遺伝子、特定の経路又はメカニズムに関与する
ものとして知られている遺伝子のクラスタ、個々の細胞系のレベルで、又は実験データセ
ット全体について、プロファイル間の比較を実施することができる。例えば、２つの異な
る組成物処理セットといった各々の実験対について、ρを発現プロファイル間の相関係数
としてＤ＝１－ρとして距離関数を定義づけすることができる。Ｄの値は、２つの実験対
の間の類似性レベルを表わしている。この要領で、類似のプロファイルを生成する化学物
質が密にクラスタ化している、つまりＤが小さいマトリクスを作り上げることができ、発
散性プロファイルをもつものは大きなＤ値を有することになる。このタイプの分析は、例
えば、さまざまな化学物質の応答メカニズムの類似性を明らかにすることができる。その
上、一定の与えられた化学物質に暴露された場合にどの細胞、組織、器官又は腫瘍タイプ
がより弱い又は強いと考えられるかを決定するためには、類似の細胞型間及び異なる細胞
型間の分析が使用される。
【０１６６】
核酸ハイブリダイゼーション
　発現されたＲＮＡ産物に対応する核酸アレイの産生の後、１組のプローブについて発現
が評価される。セット内のプローブの各々は、独自の確定されたポリヌクレオチド配列か
ら成る。プローブセットの異なるメンバーは、関係するポリヌクレオチド配列又は無関係
のポリヌクレオチド配列のいずれでもあり得、一般に、疾病関連遺伝子又はターゲットと
結びつけられたポリヌクレオチド配列に対応する。往々にして、確定配列プローブは合成
オリゴヌクレオチドであるが、例えばｃＤＮＡプローブで、制御断片、増幅産物などとい
った代替的合成プローブも同様に適している。該複数の確定配列プローブのハイブリダイ
ゼーションは、単一の反応混合物（ハイブリダイゼーション混合物）内で発生する。
【０１６７】
　一般に（ただし排他的にではなく）、確定配列プローブはそれ自体標識されていない。
一般に、標準的にはハイブリダイゼーション反応に先立ち増幅されたＲＮＡ産物の全体的
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標識によって、アレイに対する増幅済みＲＮＡ試料の適用の後に形成されたハイブリダイ
ゼーション産物が視覚化される。この一般化に対する１つの例外は、分子ビーコンタイプ
のプローブの使用である（例えばジェン・プローブ（Ｇｅｎ－Ｐｒｏｂｅ，Ｉｎｃ．）、
Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、カリフォルニア州により製造されている産物を参照のこと）。当業
者であれば、全て請求対象の発明と共に使用できその範囲内に入るものであるマイクロア
レイ技術の数多くの変形形態を認識することになる。
【０１６８】
　一部のマイクロアレイ実施形態においては、同じマイクロアレイ上で複数の標識された
種が同時に分析される。異なる標識済みハイブリダイゼーション複合体の示差的検出が、
異なる標識又はシグナル生成部分の内含により可能となる。例えば、単一のハイブリダイ
ゼーション反応において同時に分析されるべき異なる確定配列プローブが、その発光スペ
クトルに基づいて区別できる異なる蛍光標識を内含し得る。代替的には、各々の確定配列
プローブは、増幅可能なシグナル要素例えば蛍光又はその他の検出可能な部分を取込む後
続する増幅反応の中で増幅され得るオリゴヌクレオチド配列を取込むことができる。
【０１６９】
　核酸は、標準的には溶解状態で会合するときに「ハイブリッド形成」する。核酸は、水
素結合、溶媒排除、塩基の積み重ねなどといったような充分に特徴づけされたさまざまな
物理化学的力に起因してハイブリッド形成する。核酸のハイブリダイゼーションに対する
広範な指針は、ティッセン（Ｔｉｊｓｓｅｎ）（１９９３年）「Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ－Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
　Ｐｒｏｂｅｓ」、第Ｉ部、第２章、「Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ
　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｂｅ　ａｓｓａｙｓ」、（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ）、並びにアウスベル中、上掲書、に見出される。ヘイムス（Ｈａｍｅｓ）及びヒ
ギンズ（Ｈｉｇｇｉｎｓ）（１９９５年）「Ｇｅｎｅ　Ｐｒｏｂｅｓ　１」、ＩＲＬ　Ｐ
ｒｅｓｓ　ａｔ　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ、英
国　（ヘイムスとヒギンズ１）　及びヘイムス（Ｈａｍｅｓ）及びヒギンズ（Ｈｉｇｇｉ
ｎｓ）（１９９５年）「Ｇｅｎｅ　Ｐｒｏｂｅｓ　２」、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ　ａｔ　Ｏ
ｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ、英国（ヘイムスとヒギ
ンズ２）は、オリゴヌクレオチドを含めたＤＮＡ及びＲＮＡの合成、標識、検出及び定量
化についての詳細を提供している。
【０１７０】
　サザン及びノーザンハイブリダイゼーションといったような核酸ハイブリダイゼーショ
ン実験の状況下での「ストリンジェントなハイブリダイゼーション洗浄条件」は、配列に
依存し、異なる環境パラメータの下で異なっている。核酸のハイブリダイゼーションに対
する広範な指針は、ティッセン（１９９３）、上掲書、及びヘイムスとヒギンズ１及びヘ
イムスとヒギンズ２、上掲書中に見出される。
【０１７１】
　本発明では、一般に「きわめてストリンジェントな」ハイブリダイゼーション及び洗浄
条件は、定義されたイオン強度及びｐＨにおける特定の配列についての熱融点（Ｔｍ）よ
りも約５℃以下だけ低くなるように選択される（以下で記すように、きわめてストリンジ
ェントな条件は、匹敵する用語においても同じく言及される）。Ｔｍというのは、テスト
配列の５０％が、完全に整合したプライマに対してハイブリッド形成する温度（定義され
たイオン強度及びｐＨの下での）である。非常にストリンジェントな条件は、特定のプラ
イマについてＴｍに等しくなるように選択される。
【０１７２】
　Ｔｍは、核酸２重鎖の温度であり、２重鎖が一定の与えられた条件下で５０％変性させ
られる温度を標示し、核酸ハイブリッドの安定性の直接的尺度を表わす。かくして、Ｔｍ

は、ヘリックスからランダムコイルへの転移における中間点に対応する温度に対応する。
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それは、ヌクレオチドの長いストレッチについての長さ、ヌクレオチド組成及びイオン強
度によって左右される。
【０１７３】
　ハイブリダイゼーションの後、ハイブリッド形成されなかった核酸材料を一連の洗浄に
よって除去することができ、これらの洗浄のストリンジェンシーは所望の結果に応じて調
整可能である。（例えばより高次の塩及びより低い温度を用いた）低ストリンジェンシー
の洗浄条件は感度を増大させるが、非特異的ハイブリダイゼーションシグナル及び高い背
景シグナルを生成し得る。（例えばより低次の塩及びハイブリダイゼーション温度にさら
に近いより高い温度を用いて）ストリンジェンシー条件が高くなればなるほど背景シグナ
ルは低くなり、標準的には特異的シグナルのみが残っている。全ての目的でその全体が本
明細書に参照により援用されているラプレイ、Ｒ（Ｒａｐｌｅｙ、Ｒ．）及びウォーカー
、Ｊ．Ｍ．（Ｗａｌｋｅｒ、Ｊ．Ｍ．）編、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｍｅｔｈｏｄ
ｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ」（Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．１９９８年）（以下「ラ
プレイ及びウォーカー」と呼ぶ）を参照のこと。
【０１７４】
　かくして、ストリンジェントハイブリダイゼーションの１つの尺度は、きわめてストリ
ンジェントな条件下でターゲット核酸（又はその相補的ポリヌクレオチド配列）のうちの
１つ以上のものにハイブリッド形成するプローブの能力である。ストリンジェントなハイ
ブリダイゼーション及び洗浄条件は、あらゆるテスト核酸について実験的に容易に決定さ
れ得る。
【０１７５】
　例えば、きわめてストリンジェントなハイブリダイゼーション及び洗浄条件を決定する
上で、ハイブリダイゼーション及び洗浄条件は、選択された基準セットが満たされるまで
（例えばハイブリダイゼーション又は洗浄において温度を上昇させ、塩濃度を低下させ、
洗浄剤濃度を増大させかつ／又はホルマリンといったような有機溶媒の濃度を上昇させる
ことによって）、漸進的に増大させられる。例えば、ハイブリダイゼーション及び洗浄条
件は、ターゲット核酸及びその相補的ポリヌクレオチド配列が完全に整合した相補的核酸
に対し結合するまで、漸進的に増大させられる。
【０１７６】
　ターゲット核酸は、それが完全に整合した相補的ターゲットに対するものの少なくとも
１／２程度プローブに対してハイブリッド形成する場合、すなわち、不整合ターゲット核
酸のいずれかに対するハイブリッド形成について見られたものの少なくとも約２．５倍～
１０倍、標準的には５倍～１０倍高いシグナル対ノイズ比で完全に整合した相補的ターゲ
ットに対し完全に整合したプローブが結合する条件の下でのターゲットに対するプローブ
のハイブリダイゼーションの少なくとも１／２程度のシグナル対ノイズ比でハイブリッド
形成する場合、プローブ（又はプライマ）核酸に対し特異的にハイブリッド形成すると言
われる。
【０１７７】
標識
　本発明の方法においては、各々確定配列のものでありかつ各々が異なる検出可能なシグ
ナルを発生させる能力をもつ多数のプローブは、同時に、すなわち単一の反応において、
核酸アレイに対しハイブリッド形成される。１つの有利な実施形態においては、プローブ
は各々異なる蛍光発色団で標識されている。蛍光標識は、共有結合により付着されるか、
非共有結合的に挿入されてよく、又、エネルギー転移標識であってもよい。その他の有用
な標識としては、増幅産物内に取込まれ検出のための反応の後に放出されるマス標識、化
学発光標識、電気化学及び赤外線標識、同位体誘導体、ナノ結晶、又は適切な酵素反応に
よって検出されるさまざまな酵素連結又は基板連結された標識のいずれかが含まれる。
【０１７８】
　本発明の方法の１つの好ましい実施形態には、１つ以上の蛍光標識の使用及び検出が含
まれる。一般に、蛍光分子は各々全く異なる発光スペクトルを表示し、かくして、単一の



(42) JP 5171037 B2 2013.3.27

10

20

30

40

50

混合プローブ反応内で複数の蛍光標識を利用しかつその後混合データをスペクトル分離に
よりその成分シグナルへと分離することを可能にする。本発明の方法において使用するた
めの蛍光標識例としては、検出中の分子に共有結合によって付着させられる単一の染料、
産物ＤＮＡ内に非共有結合的に挿入される単一の染料、又はエネルギー転移蛍光標識、が
含まれる。当該技術分野においては、蛍光標識の数多くの適切な組合せが知られており、
商業的供給源（例えばモレキュラープローブス（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）、
Ｅｕｇｅｎｅ、オレゴン州；シグマ（Ｓｉｇｍａ）、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ミズーリ州）か
ら入手可能である。
【０１７９】
　例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ３５０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ４０５、Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ４３０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ４８８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５３２、
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５３２、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５４６、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏ
ｒ５５５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５６８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５９４、Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ６４７、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ６６０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ６８０、
ＡＭＣＡ、ＢＯＤＩＰＹ６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ６５０／６６５、ＢＯＤＩＰＹ－
ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ－Ｒ６Ｇ、ＢＯＤＩＰＹ－ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ－ＴＲＸ、カルボキ
シフルオレセイン、カスケードブルー、Ｃｙ３、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、６－ＦＡＭ、フル
オレセイン、ＨＥＸ、６－ＪＯＥ、リサミン・ローダミンＢ、オレゴングリーン４８８、
オレゴングリーン５００、オレゴングリーン５１４、パシフィックブルー、ＲＥＧ、ロー
ダミングリーン、ローダミンレッド、ＲＯＸ、ＳｐｅｃｔｒｕｍＡｑｕａ、ＴＡＭＲＡ、
ＴＥＴ、テトラメチルローダミン、及びテキサスレッドを含む蛍光部分が一般に当該技術
分野において知られており、配列決定反応といったような目立たない核酸種の同定のため
に日常的に使用されている。当業者であれば、異なる発光スペクトルをもち同じ核酸アレ
イに対しハイブリッド形成された異なる形で標識されたプローブの検出を可能にする染料
を容易に選択することができる。数多くの共通のレーザー及びフィルターと相容性ある１
つの適切な組合せとしては、メーカーの指示事項（モレキュラープローブス（Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）、Ｅｕｇｅｎｅ、オレゴン州））に従った例えばアレックス・
フラワー（Ａｌｅｘ　Ｆｌｕｏｒ）染料の組合せ又は例えばフルオレセイン、テキサスレ
ッド、Ｃｙ３及びＣｙ５が含まれる。
【０１８０】
　蛍光染料から得られるシグナル強度は、エネルギー転移（ＥＴ）蛍光染料と呼ばれる関
連する化合物の使用を適して増幅可能である。光を吸収した後、ＥＴ染料は、発出された
光を吸収し低エネルギーの蛍光シグナルを発出することになる二次「アクセプタ」染料に
対する「ドナー」として役立つことができるようにするような発光スペクトルを有してい
る。これらのカップリングされた染料の使用は、蛍光シグナルを著しく増幅し得る。ＥＴ
染料の例としては、核酸分析における応用のためにパーキンエルマー（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅ
ｌｍｅｒ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、カリフォルニア州）に
より近年商品化されたＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　ＢｉｇＤｙｅターミネータがある。これらの
発色団は、単一の分子内にドナー及びアクセプタ染料を取込み、エネルギー転移リンカー
がドナーフルオレセインをジクロロローダミンアクセプタ染料にカップリングし、複合体
はＤＮＡ複製プライマに付着される。代替的には、核酸に対するプローブのハイブリダイ
ゼーションに対応する信号を、抗染料抗体又はチラミドシグナル増幅及び酵素標識蛍光（
ＥＬＦ）技術（モレキュラープローブス、Ｅｕｇｅｎｅ、オレゴン州：付加的な詳細はモ
レキュラー・プローブス便覧及び製品文献中に見出すことができる）といった酵素媒介型
増幅戦略を用いて増幅することが可能である。
【０１８１】
　酵素連結反応は理論的には、酵素活性によるシグナルの増幅に起因して強いシグナルを
生成する。この実施形態においては、酵素が、問題の分子に対し強い結合親和力をもつ２
次基に連結させられる。酵素連結プローブの核酸アレイに対するハイブリダイゼーション
の後、会合した酵素を触媒とした化学反応によりハイブリダイゼーションが検出される。
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ビオチンとアビジン、抗体と抗原又は糖とレクチンの間のものといったような一般的に当
該技術分野において既知の充分特徴づけされた相互作用を利用して、さまざまなカップリ
ング戦略が可能である。さまざまなタイプの酵素を利用することができ、比色、蛍光、化
学発光、リン光又はその他のタイプのシグナルを生成する。酵素連結プローブに対するハ
イブリダイゼーションの後、反応生成物を監視することにより結合した酵素を検出する化
学反応が実施される。二次親和性基は同様に、未結合酵素とのインキュベーションにより
検出される酵素基質にカップリングされ得る。当業者であれば、酵素連結された標識方法
に対して可能な数多くの変形形態を考え出すことができる。
【０１８２】
　代替的には、蛍光ＤＮＡ標識としてのナノ結晶の使用といったような技術（アリヴィサ
トス（Ａｌｉｖｉｓａｔｏｓ）ら（１９９６年）　Ｎａｔｕｒｅ３８２号：６０９－１１
頁）を本発明の方法において利用することができる。マザムダー（Ｍａｚｕｍｄｅｒ）ら
（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９８年）２６号：１９９６－２０００頁
）によって記述されているもう１つの方法は、ハイブリッド形成されていないプローブか
らの物理的分離の無い標識されたオリゴヌクレオチドプローブのそのターゲットに対する
ハイブリダイゼーションについて記述している。この方法では、プローブは、未結合形態
では亜硫酸ナトリウム処理によって破壊されるもののターゲット配列に対しハイブリッド
形成したプローブ内では保護されている化学発光分子で標識される。
【０１８３】
　その他の標識実施形態には、増幅産物内に取込まれ検出のため反応の後に放出されるマ
ス標識；化学発光、電気化学及び赤外線標識；放射性標識；及び適切な酵素反応によって
検出可能であるさまざまな酵素連結された又は基基連結された標識のいずれか、が含まれ
る。当該技術分野においては数多くの有用な標識が知られており、当業者であれば、本発
明の増幅産物を標識するための付加的な戦略を想像することができる。
【０１８４】
　代替的には、マイクロアレイシステム内での使用に適したプローブには、例えば、ロー
リングサークル増幅（ＲＣＡ）；分岐増幅（ＲＡＭ）、分枝ＤＮＡ増幅（ＢＤＡ）；ハイ
ブリダイゼーションシグナル増幅方法（ＨＳＡＭ）及び３ＤＮＡデンドリマープローブ（
ジェニスフェア（Ｇｅｎｉｓｐｈｅｒｅ）、Ｈａｔｆｉｅｌｄ、ペンシルバニア州）とい
ったような後続増幅反応内で鋳型として役立ち得るポリヌクレオチド配列などの増幅可能
なシグナル要素が含まれる可能性がある。シグナルを増幅するための付加的な方法として
は、例えば米国特許第６，２５１，１３９号明細書及び同第５，５４５，５２２号明細書
中に記述されたものが含まれる。増幅可能なシグナル要素を取込んだ確定配列プローブの
使用は、発現済み核酸に対応するＲＮＡ又はｃＤＮＡをアレイが含んでいる場合に特に有
利となる。
【０１８５】
検出方法
　核酸アレイに対する確定配列プローブのハイブリダイゼーションの後、アレイの核酸と
プローブ間のハイブリダイゼーションが検出され、かつ／又は検出され任意には定量化さ
れる。本発明の方法の一部の実施形態は、産物の直接的検出を可能にする。その他の実施
形態は、１つ以上のプローブと結びつけられた標識を介して反応産物を検出する。
【０１８６】
　例えば光学及び蛍光検出器、光学及び蛍光顕微鏡、平板読取り装置、ＣＣＤアレイ、ホ
スホイメージャー、シンチレーションカウンタ、光電管、フォトダイオードなど及びソフ
トウェアを含めたさまざまな市販の検出器が、例えばＰＣ（Ｉｎｔｅｌ　ｘ８６又はペン
ティアムチップコンパチブルＤＯＳ（商標）、ＯＳ２（商標）ＷＩＮＤＯＷＳ（商標）、
ＷＩＮＤＯＷＳ　ＮＴ（商標）又はＷＩＮＤＯＷＳ９５（商標）ベースのマシン）、ＭＡ
ＣＩＮＴＯＳＨ（商標）、又はＵＮＩＸベース（例、ＳＵＮ（商標）ワークステーション
）のコンピュータを用いて、デジタルビデオ又はデジタル光学その他の検定結果をデジタ
ル化、記憶及び分析するために利用可能である。
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【０１８７】
　蛍光を定量化するための１つの記述されたアプローチは、レーザー光スキャナと組合わ
された光電子増倍管検出器を使用することにある。蛍光画像形成は同様に、ＵＶ光又はキ
セノンアーク光源などと組合わされた電荷結合素子カメラを用いても実施可能である。２
モード励起スペクトルを伴う蛍光染料を広範囲の分析画像形成デバイス上で広く実現させ
て、半自動分析環境内での発現データ（例えば発現産物に対応するアレイ化された核酸と
標識されたプローブの間のハイブリダイゼーションに対応するシグナル）の分析に対しそ
れらを広く応用できるようにすることが可能である。
【０１８８】
　例えばパーキンエルマースキャンアレイエクスプレス（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｓ
ｃａｎ　Ａｒｒａｙ　Ｅｘｐｒｅｓｓ）マイクロアレイスキャナは、最高５つの染料を同
時に監視する能力をもち、本発明の方法において有利に利用される。
【０１８９】
組成物ライブラリのスクリーニング
　本発明の方法は、細胞（例えば培養中の細胞系）、例えば組織又は生体といったような
生物系において１つ以上の生理学的プロセスに対する生理学的効果を有する化学物質など
の化合物を同定する目的で有利に利用される。１つの有利な実施形態においては、化学物
質又は化合物ライブラリが本発明の方法に従ってスクリーニングされる。本発明の１つの
有利な利用分野は、潜在的な治療上の利用分野例えば疾病状態又は身体条件の予防又は治
療に関係する生理学的、代謝的又は遺伝的経路に関連する活性をもつ作用物質を同定する
目的での大きい化合物ライブラリのスクリーニングにある。代替的な実施形態には、１つ
の疾病状態に関係しない生物学的系に対する効果をもつ作用物質などの治療薬の同定以外
の目的で化合物について化合物ライブラリをスクリーニングすることが含まれる。標準的
には、培養中の細胞系の試料といったような生物試料が、化学物質又は化合物ライブラリ
のメンバーに対し暴露されるか又はこれにより処理される例えばこれと接触させられる。
暴露の後、発現済みＲＮＡ試料が各々の処理済み試料から回収され、本書で記述されてい
る通りに分析される。標準的には、例えば各々化合物ライブラリの異なるメンバーで処理
されてきた同じ細胞系の集団に各々対応する多数の試料などの、生物試料から誘導された
多数の発現済みＲＮＡ試料が、例えばガラスマイクロアレイスライド上に空間的にアレイ
化され、例えば問題の生化学経路の化合物をコードする遺伝子に対応する複数の問題のプ
ローブにハイブリッド形成される。通常は、各々が組成物ライブラリの１つ（又はそれ以
上）のメンバーに暴露されている細胞系の試料（集団）に対応する約１００（又は２００
又は５００）から数千までのいずれかの数、例えば約１０，０００、約２０，０００個の
異なる発現済みＲＮＡ試料が、本発明の方法に従ってアレイ化され分析される。
【０１９０】
　例えば、細胞又は細胞系は、例えば医薬品、汚染物質、ＤＮＡ損傷剤、酸化的ストレス
誘発剤、ｐＨ改変剤、膜分断剤、代謝遮断薬、化学的阻害物質、細胞表面受容体リガンド
、抗体、転写、プロモータ／エンハンサー／阻害物質、翻訳プロモータ／エンハンサー／
阻害物質、タンパク質安定化又は不安定化剤、さまざまな毒素、発癌性物質又はテトラゲ
ン、タンパク質、脂質又は核酸といった１つ以上の特徴づけされた又は特徴づけされてい
ない化学物質ライブラリ（化学物質化合物ライブラリ）、化学成分又は生化学成分で処理
されるか又はこれらに対し暴露され得る。該ライブラリには、組合せ化学物質ライブラリ
、骨格－集束化学物質ライブラリ、ターゲット集束化学物質ライブラリ、生物学的ライブ
ラリ、天然産物ライブラリ、アンチセンス作用物質ライブラリ、ｉＲＮＡライブラリ、ｓ
ｉＲＮＡライブラリ、リボザイムライブラリ、ペプチドライブラリ及び組合せ核酸オリゴ
マライブラリなどが含まれる。当業者であればわかるように、生物試料に対する生理学的
効果についてスクリーニングされ得る化合物及び／又は化合物類似体の種類は数多く、以
下の化合物群を含むが、これらに制限されるわけではない：ＡＣＥ阻害剤；抗炎症剤；抗
喘息薬；抗糖尿病薬；抗感染症薬（抗菌剤、抗生物質、抗真菌剤、駆虫剤、抗マラリア薬
及び抗ウイルス剤を含むがこれに制限されるわけではない）；鎮痛剤及び複合鎮痛剤；ア
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ポトーシス誘発剤又は阻害剤；局所及び全身麻酔薬；心臓及び／又は循環器官用調製物（
狭心症及び高血圧治療薬、抗凝血剤、抗不整脈剤、強心剤、心抑制剤、カルシウムチャン
ネル遮断薬及びベータ遮断薬、血管拡張剤、及び血管収縮剤を含む）；様々な抗腫瘍薬を
含む化学療法剤；免疫活性化合物、例えば免疫剤、免疫調整剤、免疫抑制薬；食欲抑制剤
、アレルギー治療薬、関節炎治療薬、抗酸化剤、薬草調製薬及び活性成分単離物；アルツ
ハイマー及びパーキンソン病治療薬を含む神経活性剤、片頭痛治療薬、アドレナリン受容
体作動薬及び遮断薬、コリン受容体作動薬及び遮断薬、抗不安症調製物、抗不安薬、抗け
いれん薬、抗うつ薬、抗てんかん薬、抗精神病薬、鎮痙薬、精神刺激薬、睡眠薬、鎮静剤
及び精神安定剤など。
【０１９１】
　一部の利用分野においては、生物試料の処理に用いられる化合物の選択は、問題の分野
における文献及び専門家の知識に基づいて行なわれる。１つの薬物又は組成物に関する応
答メカニズムを識別し新しい組成物を同定するための比較分析アプローチを充分に活用す
るためには、一範囲の治療薬（認可済みのもの又は現在臨床試験中のもの）、治療薬候補
、研究用化学物質、合成組成物ライブラリ、天然の又は生物学的化合物、薬草組成物及び
、１つ以上のターゲット分子と潜在的に相互作用するか又は細胞を比較可能な表現型へと
駆動すると思われるその他の化学物質を含む（ただしこれらに制限されるわけではない）
一連の選択された組成物を分析することが有用である。
【０１９２】
　本発明の状況下で細胞を処理するために数多くの手段及び技術を使用することができる
。これらの技術には、概して活性を刺激しかつ／又は一般に細胞内の環境を摂動させる化
学物質での過渡的な処理が含まれるがこれに制限されるわけではない。「刺激」というの
は、細胞の生化学及び／又は遺伝的経路の平衡状態の摂動を意味し、濃度又は生物活性の
増大に制限するべく意図されたものではない。刺激性作用物質、化学物質及び処理の例と
しては、酸化的ストレス、ｐＨストレス、ｐＨ改変剤、ＤＮＡ損傷剤、膜分断剤、代謝遮
断薬及びエネルギー遮断薬が含まれるが、これらに制限されるわけではない。付加的には
、細胞の摂動は、誘発可能な遺伝子特異的ノックイン及びノックダウン技術を利用して化
学的阻害物質、細胞表面受容体リガンド、抗体、オリゴヌクレオチド、リボザイム及び／
又はベクターでの処理により達成できる。刺激性作用物質、化学物質及び処理のアイデン
ティティー及び使用は、当業者にとっては既知のものである。
【０１９３】
　ＤＮＡ損傷剤の例としては、臭化エチジウムといったような挿入剤；メタンスルホン酸
メチルといったアルキル化剤；過酸化水素；ＵＶ照射及びガンマ照射が含まれるがこれら
に制限されるわけではない。酸化的ストレス剤の例としては、過酸化水素、スーパーオキ
シドラジカル、ヒドロキシル遊離ラジカル、ペルヒドロキシルラジカル、ペルオキシルラ
ジカル、アルコキシルラジカルなどが含まれるがこれらに制限されるわけではない。膜分
断剤の例としては、電圧電位の適用、トリトンＸ－１００、ドデシル硫酸ナトリウム（Ｓ
ＤＳ）及びさまざまな洗浄剤が含まれるが、これらに制限されるわけではない。代謝遮断
及び／又はエネルギー遮断薬としては、アジドチミジン（ＡＺＴ）、イオン（例えば手羽
、Ｃａ＋＋、Ｋ＋、Ｎａ＋）チャンネル遮断薬、α及びβアドレナリン受容体遮断薬、ヒ
スタミン遮断薬などが含まれるがこれらに制限されるわけではない。化学的阻害物質の例
としては、受容体拮抗薬及び阻害性代謝産物／異化生成物（例えばそれ自体ＨＭＧ－Ｃｏ
Ａ還元酵素活性を阻害するその産物であるメバロナート）が含まれるがこれらに制限され
るわけではない。
【０１９４】
　細胞表面受容体リガンドの例としては、さまざまなホルモン（エストロゲン、テストス
テロン、その他のステロイド）、成長因子、及びＧ－タンパク質結合受容体リガンドが含
まれるがこれらに制限されるわけではない。抗体の例としては、ＴＮＦα、ＴＲＡＩＬ又
はＨＥＲ２成長因子に向けられた抗体が含まれるがこれらに制限されるわけではない。
【０１９５】
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　本発明において試料を処理するのに使用可能なオリゴヌクレオチドの例としては、リボ
ザイム、アンチ－センスオリゴヌクレオチド、ｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡなどが含まれるがこ
れらに制限されるわけではない。例えば、リボザイムは、配列特異的ＲＮＡ分子に対する
酵素又は触媒活性を有するＲＮＡ分子である（例えば、Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｒ
ｉｂｏｚｙｍｅ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ、Ｊ．ロッシ（Ｊ．Ｒｏｓｓｉ）及びＬ．クチュール（Ｌ．Ｃｏｕｔｕｒｅ）
編（１９９９年、Ｈｏｒｉｚｏｎ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｏｒｆｏｌｋ
、英国）を参照のこと）。リボザイムは、カルレチニン、ＴＮＦα、ＨＩＶ－１インテグ
ラーゼ及びヒトインターロイキンを含む一定数のターゲットｍＲＮＡについて文献中で示
されているように、任意の数のＲＮＡ配列に対して生成可能である。
【０１９６】
　本発明の１実施形態においては、生物試料の処理には、可変的濃度の複数の化合物を複
数の生物試料（例えば培養中で成長した細胞系の小集団）に対し投与して、用量応答を生
成することが関与する。応答は、単一の時点又は複数の時点のいずれかで測定可能である
。任意には、膜組成物での処理に先立ち少なくとも１つの測定値が収集される。一般に、
この「ゼロ時点」試料は１つの基準又は対照として役立つ。代替的に又は付加的に、基準
又は対照を目的として、別々ではあるが比較可能な生物試料（例えば処理済み試料のため
に使用されるものと同じ細胞系の小集団）が未処理のままに、又はいかなる外因性化合物
にも暴露されない状態に放置される。
【０１９７】
遺伝子発現分析用システム
　本発明は同様に、遺伝子発現を評価するための統合型システムを提供している。該統合
型システムは標準的には、例えば細胞系、組織、器官生検、生体などの多数の生物学的供
給源又は生物試料から誘導された複数の発現済みＲＮＡ産物に対応する核酸試料を組込ん
だ、ガラススライド上で組織されたマイクロアレイなどの論理的又は空間的アレイを含ん
でいる。任意には、該統合型システムは、例えば最も一般的には多重ウエル平板例えば９
６、３８４、７６８又は１５３６ウエル平板（ＶＷＲサイエンティフィックプロダクツ（
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ）、Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ、ペンシルバニ
ア州といったさまざまな供給業者から入手可能）の中で細胞培養といった機能を提供する
このような生物試料の調製及び収集のためのさまざまなコンポーネントを内含することが
できる。例えば試料及び試薬のピペット採取、液体送り出し、時限インキュベーション、
及び検出器内のマイクロプレートの最終的読取りなどのプロセス全体を自動化するための
コンポーネント及びシステムが市販されており、本発明のシステムの状況下で利用可能で
ある（例えばザイマーク（Ｚｙｍａｒｋ　Ｃｏｒｐ．）、Ｈｏｐｋｉｎｔｏｎ、マサチュ
ーセッツ州；エアー・テクニカル・インダストリーズ（Ａｉｒ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｉ
ｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）、Ｍｅｎｔｏｒ、オハイオ州；ベックマン・インスツルメント（Ｂ
ｅｃｋｍａｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．）、Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ、カリフォル
ニア州；プレシジョン・システムズ（Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）
、Ｎａｔｉｃｋ、マサチューセッツ州、など）を参照のこと）。これらの設定可能なシス
テムは、高い処理能力及び高速始動ならびに高度の柔軟性及びカスタマイズ化を提供する
。同様にして、アレイ及びアレイ読取り装置が、例えばアフィメトリックス（Ａｆｆｙｍ
ｅｔｒｉｘ）、ＰＥバイオシステム（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）その他からの入手可
能である。
【０１９８】
　かかるシステムのメーカーは、さまざまな高速大量処理の詳細なプロトコルを提供して
いる。かくして例えば、ザイマークは遺伝子転写、リガンド結合などの変調を検出するた
めのスクリーニングシステムを記述する技術広報を提供している。
【０１９９】
　例えば、該システムは有利には、ＲＮＡ単離用モジュールを内含している。本発明の状
況下で有用である２つの市販のものには、キアゲン（Ｑｉａｇｅｎ）及びジェノ・ビジョ
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ン（ＧｅｎｏＶｉｓｉｏｎ）により市販されているプラットフォームが含まれる。９６ウ
エルのＲＮｅａｓｙ製品及び真空ろ過を用いたキアゲンのプロトコルは、例えばビオメク
（Ｂｉｏ　Ｍｅｋ）のマルチメク（Ｍｕｌｔｉｍｅｋ）９６－チップピペット採取システ
ムを用いて実施可能である。この製品及びプロトコルは、全ＲＮＡを単離する。代替的に
は、一度に４８又は９６の試料のためにポリＴ－接合型磁気ビーズを用いてｍＲＮＡを単
離する能力をもつジェノ・ビジョンＧｅｎｏ　Ｍ－４８及びＧｅｎｏ　Ｍ－９６システム
を生物試料からのＲＮＡ単離のために利用することができる。平板を交換するためにユー
ザーの介入を必要とするキアゲンプロセスとは異なり、ジェノ・ビジョンプロセスは完全
に自動化されている。
【０２００】
　該システムは標準的には、発現済みＲＮＡ産物（例えば生物試料から得られた発現済み
ＲＮＡ産物）のプールから複数の増幅産物を生成するための増幅モジュール；複数の増幅
産物の１つ以上のメンバーを検出し１組の遺伝子発現データを生成するための検出モジュ
ール；及びデータセット内のデータポイントを組織しかつ／又は分析するための分析モジ
ュールを内含している。これらのモジュールのいずれか又は全てが高速大量処理技術及び
／又はシステムを含むことができる。
【０２０１】
　例えば、本発明のシステムの増幅モジュールは、発現済みＲＮＡ試料から複数の増幅産
物を産生する。任意には、該増幅モジュールは、以上で記述された通り、増幅プロセス内
で使用するための少なくとも１つの汎用プライマ対と少なくとも１つのターゲット特異的
プライマ対を内含する。その上、該増幅モジュールは、以下の反応のうちの１つ以上のも
のを実施するためのコンポーネントを内含できる。すなわちポリメラーゼ連鎖反応（ｒｔ
ＰＣＲ、多重鎖ＰＣＲなど）、転写ベースの増幅、自立式配列複製、核酸配列ベースの増
幅、リガーゼ連鎖反応、リガーゼ検出反応、ストランド置換増幅、修復連鎖反応、環状プ
ローブ反応、ｃＤＮＡ末端の高速増幅、インベーダ検定、架橋増幅、ローリングサークル
増幅、液相及び／又は固相増幅など。
【０２０２】
　システムは同様に、複数の異なる形で標識された確定配列プローブを核酸マイクロアレ
イと接触させるためのハイブリダイゼーションモジュールも含んでいる。該ハイブリダイ
ゼーションモジュールは一般に、マイクロアレイ上に被着させられた核酸と複数のプロー
ブの溶液中でのハイブリダイゼーションに適した条件を維持するためのインキュベーショ
ンチャンバ又はカバースリップを内含する。任意には、ハイブリダイゼーションモジュー
ルは、ハイブリダイゼーションシグナルを増幅するための付加的な試薬及び反応を収容す
る。代替的には、別のモジュールが該ハイブリダイゼーションシグナルを増幅させる目的
で含まれている。
【０２０３】
　検出モジュールは、複数のプローブ及びマイクロアレイの間のハイブリダイゼーション
の存在、不在又は数量を検出する。さらに、検出モジュールは一般に複数のデータポイン
トの形で、一組の遺伝子発現データを生成する。最も一般的には、データポイントはデー
タベース内に記録される。標準的には、該データポイントは、コンピュータベースのデー
タベースを生成するべく、コンピュータ読取り可能な媒体内に記録される。
【０２０４】
　本発明のシステムの第３のコンポーネントつまり分析用モジュールは、検出モジュール
と作動的連絡状態にある。該システムの分析用モジュールは、検出システムによって生成
された複数のデータポイントを分析するため例えば１つ以上の論理的命令を有するコンピ
ュータ又はコンピュータ読取り可能媒体などを含む。分析システムは任意には多数の論理
命令を含む。例えば、論理命令は、複数のデータポイントをデータベースの形に組織する
１つ以上の命令及び複数のデータポイントを分析する１つ以上の命令を含み得る。命令に
は、複数のデータポイント上で１つ以上の統計的分析を実施するためのソフトウェアが含
まれ得る。付加的（又は代替的）に、該命令は、複数のデータポイントの図形表現を生成
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するためのソフトウェアを内含するか又はその形で実施され得る。例えば、シリコン・ジ
ェネティクス（Ｓｉｌｉｃｏｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ）社のＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇソフトウ
ェアは、本発明の状況下で使用するための１つの適切なソフトウェアプログラムである。
【０２０５】
　本発明の分析用モジュール内で利用されるコンピュータは、例えば、ＰＣ（Ｉｎｔｅｌ
　ｘ８６又はペンティアムチップ－コンパチブルＤＯＳ（商標）、ＯＳ２（商標）ＷＩＮ
ＤＯＷＳ（商標）、ＷＩＮＤＯＷＳ　ＮＴ（商標）、ＷＩＮＤＯＷＳ９５（商標）、ＷＩ
ＮＤＯＷＳ９８（商標）、又はＷＩＮＤＯＷＳ　ＭＥ（商標））、リナックス（ＬＩＮＵ
Ｘ）ベースのマシン、ＭＡＣＩＮＴＯＳＨ（商標）、Ｐｏｗｅｒ　ＰＣ、又はＵＮＩＸベ
ースのマシン（例、ＳＵＮ（商標）ワークステーション）又は当業者にとって既知のもの
であるその他の商業上一般的なコンピュータであり得る。計算用分析のためのソフトウェ
アは入手可能であるか、又はビジュアルベーシック、フォートラン、ベーシック、Ｃ、Ｃ
＋＋ジャバなどといった標準プログラミング言語を用いて当業者が容易に構築することが
できる。ワードプロセシングソフトウェア（例えばＭｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｗｏｒｄ（商標
）又はＣｏｒｅｌ　ＷｏｒｄＰｅｒｆｅｃｔ（商標））及びデータベースソウトウェア（
例えばＭｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｅｘｃｅｌ（商標）、Ｃｏｒｅｌ　Ｑｕａｔｔｒｏ　Ｐｒｏ
（商標）、といった表計算ソフトウェア又はＭｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ａｃｃｅｓｓ（商標）
又はＰａｒａｄｏｘ（商標）といったようなデータベースプログラム）といったような標
準的デスクトップアプリケーションも同様に、本発明の分析用システム内で使用可能であ
る。
【０２０６】
　コンピュータは任意には、往々にして陰極線管（「ＣＲＴ」）ディスプレイ、フラット
パネルディスプレイ（例えばアクティブ・マトリクス液晶ディスプレイ、液晶ディスプレ
イ）又はその他であるモニターを含む。コンピュータ回路は往々にして、マイクロプロセ
ッサ、メモリー、インターフェース回路及びその他といったような数多くの集積回路チッ
プを内含するボックス内に設置される。このボックスも、任意に、ハードディスクドライ
ブ、フロッピーディスクドライブ、書込み可能ＣＤ－ＲＯＭといった高容量取り出し可能
ドライブ及びその他の一般的な周辺素子を含んでいる。キーボード又はマウスといった入
力デバイスが、任意にはユーザーからの入力を提供する。
【０２０７】
　コンピュータは標準的には、例えばＧＵＩ内などのセットパラメータフィールド内への
ユーザー入力の形か、又は例えばさまざまな異なる特定のオペレーションのために予めプ
ログラミングされた予備プログラム済み命令の形で、ユーザーの命令を受信するための適
切なソフトウェアを内含する。該ソフトウェアは次に、これらの命令を、所望のオペレー
ションを実施するべく流体の方向及び輸送コントローラーの動作を命令するための適切な
言語へと変換する。
【０２０８】
　ソフトウェアは同様に、粗データ、メッセージデータ又は遺伝子発現データセットの分
析に関与する１つ以上の計算プロセスからの提案された結果を表示しかつ／又はさらに分
析するための出力素子をも含んでいる。
【０２０９】
キット
　さらなる態様においては、本発明は、本書で記述されている通りの遺伝子発現の分析の
ための方法、組成物及びシステムを実施するキットを提供している。例えば、本発明のキ
ットは、例えば化合物ライブラリのメンバーで処理された試料といった生物試料から得た
発現済みＲＮＡ試料に各々対応している複数の異なる核酸試料が上に被着された１つ以上
のマイクロアレイスライド（又は代替的マイクロアレイフォーマット）を含み得る。キッ
トは同様に複数の標識されたプローブを内含することもできる。代替的には、キットは、
プローブとして適した複数のポリヌクレオチド配列、及び内含されたポリヌクレオチド配
列又は医師の裁量でその他のポリヌクレオチド配列をカストマイズするのに適した選択さ
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れた標識を含むことができる。一般に、少なくとも１つの内含されたポリヌクレオチド配
列は対照配列、例えばβ－アクチン、「ハウスキーピング」遺伝子などに対応する。標識
の例としては、核酸プライマ自体に連結されるフルオロフォア、染料、放射性標識、酵素
タグなどが含まれるがこれらに制限されるわけではない。
【０２１０】
　１実施形態においては、発現済みＲＮＡ試料に対応する核酸を増幅するのに適したキッ
トが提供される。かかるキットは、上述の増幅方法のいずれかにおいて使用するのに適し
た試薬及びプライマを含む。代替的又は付加的に、該キットは、プローブとターゲット核
酸試料（例えばマイクロアレイ上に被着されているもの）の間のハイブリダイゼーション
に対応するシグナルを増幅するのに適している。
【０２１１】
　さらに、遺伝子発現分析のための生物試料を調製するために必要とされる１つ以上の材
料及び／又は試薬が、任意にこのキットの中に含まれている。さらに、キットの中に任意
に含まれているのは、増幅のための必要な反応混合物を提供するべくさまざまなポリメラ
ーゼ（ＲＴ、Ｔａｑなど）、１つ以上のデオキシヌクレオチド及び緩衝液を含む、核酸を
増幅するのに適した１つ以上の酵素である。
【０２１２】
　標準的には、該キットは、出発鋳型としてｍＲＮＡを用いて遺伝子発現プロファイルを
分析するために利用される。ｍＲＮＡ鋳型は、全細胞ＲＮＡ又は単離ｍＲＮＡのいずれか
として提示され得る。両方のタイプの試料共、比較可能な結果を生成する。その他の実施
形態では、本発明において記述されている方法及びキットは、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ又はそ
の他の転写産物を含めたその他の遺伝子発現産物の定量化を可能にする。
【０２１３】
　任意には、本発明のキットはさらに、データの生成、分析及び／又は記憶を迅速に処理
しデータベースへのアクセスを容易にするためのソフトウェアを含んでいる。該ソフトウ
ェアには、データの収集、記憶及び／又は分析において使用可能な論理的命令、命令セッ
ト又は適切なコンピュータプログラムが含まれる。提供されたソフトウェアを用いたデー
タの比較及び関係分析が可能である。
【０２１４】
　キットは任意には、各々個々の試薬及び／又は酵素成分のための全く異なるコンテナを
含んでいる。各成分は、一般にそのそれぞれのコンテナ内にアリコートされた状態で適し
たものとなる。キットのコンテナは任意には、少なくとも１つのバイアル、アンプル又は
試験管を含む。試薬を入れかつ／又はアリコートするフラスコ、びん及びその他のコンテ
ナ機構も同じく可能である。キットの個々のコンテナは、好ましくは、商業的販売用に密
封された状態に保たれる。より大きな適切なコンテナは、所望のバイアルを中に保持する
射出成形又はブロー成形プラスチックコンテナを含み得る。本発明のキットの使用を詳述
する書面での指示又はビデオテープの実演といった取扱い説明が、任意にはキットと共に
提供される。
【０２１５】
　さらなる態様においては、本発明は、本書中のあらゆる組成物又はキットの使用、本書
中のあらゆる方法又は検定の実践、及び／又は本書中のあらゆる検定又は方法を実践する
ためのあらゆる器具又はキットの使用を提供している。
【実施例】
【０２１６】
　以下の例は、特許請求対象の発明を例示するために提供されるが、これを制限するもの
ではない。
【０２１７】
実施例１
　多重汎用プライマ駆動のＰＣＲを用いたＲＮＡターゲットの増幅
　全ＲＮＡを、ＲＮＡ単離キット（ＲＮｅａｓｙ）（登録商標）、キアゲン（Ｑｉａｇｅ
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ｎ）；Ｖａｌｅｎｃｉａ、カリフォルニア州）を用いて培養細胞から得た。２０ｎｇの単
離ＲＮＡを次にまずは逆転写反応で、そして続いてＰＣＲ増幅中で使用した。これらの反
応条件は以下の通りであった。
逆転写試薬
　反応体積：２０μＬ
　遺伝子特異的逆プライマ濃度：０．０５μＭ（各プライマ）
　緩衝液条件：１×ＰＣＲ緩衝液ＩＩ（１０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、ｐＨ８．３：５０ｍ
ＭのＫＣｌ）
　ＭｇＣｌ２：２．５ｍＭ
　ｄＮＴＰ：１ｍＭ
　ＤＴＴ：０．０１Ｍ
　ＲＮａｓｅ阻害物質：０．１Ｕ
　ＭＭＬＶ逆転写酵素：１Ｕ
サーマルサイクラ条件
　４８℃　　１分
　３７℃　　５分
　４２℃　６０分
　９５℃　　５分
　４℃　　　終了
ＰＣＲ試薬
　反応体積：２０μＬ
　使用されたｃＤＮＡの量：１０μＬ（２０中）
　キメラ遺伝子特異的、汎用順方向プライマ濃度：０．０２ｕＭ（各プライマ）
　緩衝液条件：１×ＰＣＲ緩衝液ＩＩ（ｌ０ｍＭトリス－ＨＣｌ、ｐＨ８．３；５０ｍＭ
　ＫＣｌ）
　ＭｇＣｌ２：７ｍＭ
　ｄＮＴＰ’ｓ：０．３ｍＭ
　汎用順方向プライマ濃度：１μＭ（蛍光染料；例えばＣｙ３又はＣｙ５で標識された）
　汎用逆方向プライマ濃度：１μＭ
　Ｔａｑポリメラーゼ：２．５Ｕ
サーマルサイクラ条件
　９５℃　１０分
　９４℃　３０秒
　５５℃　３０秒
　６８℃　　１分
　ステップ２－４を３５サイクル反復する
　４℃　　　終了
【０２１８】
マイクロアレイプリンティング
　オリゴヌクレオチドプローブを、凍結乾燥状態で受取り、これを無菌水中で１００μＭ
の原液となるまで希釈した。各オリゴヌクレオチドプローブを９６ウエルの平板フォーマ
ット内で１０μＭの作業原液になるまで希釈した。１０μＬのＤＭＳＯ及び１０μＬの１
０μＭのオリゴヌクレオチドプローブを３８４ウエル平板の各ウエル中にピペット採取し
、ピペットで混合した。スポッティングピンがウエル中に浸漬する予定のウエルの底面／
中心に５０％のＤＭＳＯ／オリゴヌクレオチドプローブ溶液が確実に入るようにするため
、平板をカウンタトップ上で軽くたたく。
【０２１９】
　調製したオリゴヌクレオチドプローブを、短時間保管の場合には４℃、長時間保管の場
合は－２０℃で保管した。
【０２２０】
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　作業用オリゴヌクレオチドを次に、手動式又は自動式マイクロアレイプリンティングツ
ールを用いてマイクロアレイ表面上にプリントした。プリンティング後ハイブリダイゼー
ションに先立ち、スライド上にオリゴヌクレオチドＤＮＡ（１本鎖）を固定化するためプ
リントしたマイクロアレイスライドを１時間８５０℃で焼成した。この処理段階で、後日
使用するべくスライドを室温に維持した。その後マイクロアレイを振とう機上で室温で１
時間プレハイブリダイゼーション溶液（５×ＳＳＣ、０．１％のＳＤＳ、１％のＢＳＡ）
中でインキュベートした。その後アレイを純水及びイソプロパノールで洗浄した。マイク
ロアレイを次に乾燥させた。
【０２２１】
マイクロアレイに対するＵＰ－ｒｔＰＣＲ反応のハイブリダイゼーション
　メーカー（キアゲン又はプロメガ）の指示事項に従って螢光標識されたＰＣＲ産物を精
製し、水中に溶出させ、１倍のハイブリダイゼーション緩衝液（４×ＳＳＣ、０．０２％
Ｔｗｅｅｎ－２０）及び９０％のグリセロールと５：３９：６の比率で混合した。その後
９５℃で５分間ハイブリダイゼーション混合物を加熱してＵＰ－ｒｔＰＣＲ産物を変性さ
せ、氷上で３０秒間スナップ冷却した。多数のＵＰ－ｒｔＰＣＲ反応をこれらのステップ
中にプールした。
【０２２２】
　マイクロアレイにＵＰ－ｒｔＰＣＲ産物を添加し、カバーし、その後１時間５０℃でイ
ンキュベートした。
【０２２３】
ハイブリダイゼーション後の洗浄
　ハイブリダイゼーションの後、マイクロアレイをまず最初に低ストリンジェンシーの緩
衝液（１×ＳＳＣ及び０．２％ＳＤＳ）中で５５℃で３０分間、そして次に高ストリンジ
ェンシーの緩衝液（０．１×ＳＳＣ及び０．２％ＳＤＳ）中で５５℃で３分間洗浄した。
マイクロアレイを次に水で洗浄し、走査の準備として乾燥させた。
【０２２４】
スライド走査
　メーカーにより推奨された標準プロトコルを用いて、マイクロアレイ走査計器（例えば
アクソン・インスツルメンツ（Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）、Ｕｎｉｏｎ　Ｃｉ
ｔｙ、カリフォルニア州、ジーンピックス（ＧｅｎｅＰｉｘ）（登録商標）マイクロアレ
イスキャナ（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ｓｃａｎｎｅｒ）を使用して走査を実施した。その
後データを例えばジーンスプリング（ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ）（登録商標）（Ｓｉｌｉｃ
ｏｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，　Ｒｅｄｗｏｏｄ　Ｃｉｔｙ、カリフォルニア州）といったマ
イクロアレイデータ分析ソフトウェアパッケージ内にインポートした。
【０２２５】
　本書で記述した実施例及び実施形態は例示を目的としたものであるにすぎず、当業者に
はそれに照らしたさまざまな修正又は変更が示唆されることになると思われ、これらの修
正及び変更は、本出願の精神及び視野内及び添付の特許請求の範囲の範囲内に含まれるべ
きものであるということがわかる。
【０２２６】
　上述の発明は、明確さ及び理解を目的として幾分か詳細に記述されてきたが、本開示を
読めば当業者にとっては、形態及び詳細におけるさまざまな変更を該発明の真の範囲から
逸脱することなく加えることができるということは明白であろう。例えば、上述の技術及
び器具は全てさまざまな組合せで使用可能である。本出願中で引用された全ての刊行物、
特許、特許出願及び／又はその他の文書は、各々個々の刊行物、特許、特許出願及び／又
はその他の文書が全ての目的のために参照により援用されると個別に指示されていた場合
と同じ程度で、全ての目的のためその全体が参照により援用される。
【図面の簡単な説明】
【０２２７】
【図１】ＲＮＡプール内の単一のＲＮＡ転写物、ｍＲＮＡ１のための汎用プライマＵＰ－
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ｒｔＰＣＲプロセスの概略的例示を提供する。ステップ１、キメラ逆遺伝子特異的汎用プ
ライマ（ＧＳＰ－Ｒ１＿ＵＰ－Ｒ）は、ｍＲＮ１転写物に対しハイブリッド形成される。
ステップ２、ＧＳＰ－Ｒ１＿ＵＰ－Ｒプライマは、逆転写酵素により拡張されてｃＤＮＡ
産物を生成する。ステップ３、変性後、キメラ順方向遺伝子特異的汎用プライマ（ＧＳＰ
－Ｆ１＿ＵＰ－Ｆ）は、ｃＤＮＡ補体にハイブリッド形成する。ステップ４、ＧＳＰ－Ｆ
１＿ＵＰ－Ｆ－プライマは、ＤＮＡポリメラーゼにより拡張されてｃＤＮＡに対する相補
的ストランドを産生し、最後にＵＰ－Ｒを取込む。この配列はここで、逆汎用プライマ（
ＵＰ－Ｒ）のための鋳型として作用できる。ステップ５、変性、ハイブリダイゼーション
及び重合の付加的なサイクルの後、ＵＰ－ｒｔＰＣＲ反応は、汎用プライマ配列により両
端がテーリングされているＰＣＲ産物を生成する。これらのストランドはこのとき変性で
き、順方向及び逆方向の両方の汎用プライマのハイブリダイゼーションのための鋳型（そ
れぞれＵＰ－Ｆ及びＵＰ－Ｒ）を提供する。ステップ６、温度サイクリングが続行するに
つれて、優勢な産物は、汎用プライマ－テーリングを受けた２本鎖ＰＣＲ産物である。
【図２】４つの異なるｍＲＮＡターゲット（ｍＲＮＡ１、ｍＲＮＡ２、ｍＲＮＡ３及びｍ
ＲＮＡ４）とのＵＰ－ｒｔＰＣＲ多重反応における特異的核酸試薬の概略的例示を提供し
ている。ｍＲＮＡには、４つの異なるキメラ遺伝子特異的汎用プライマ対セット（ＧＳＰ
－Ｆ１＿ＵＰ－Ｆ及びＧＳＰ－Ｒ１＿ＵＰ－Ｒ；ＧＳＰ－Ｆ２＿ＵＰ－Ｆ及びＧＳＰ－Ｒ
２＿ＵＰ－Ｒ；ＧＳＰ－Ｆ３＿ＵＰ－Ｆ及びＧＳＰ－Ｒ３＿ＵＰ－Ｒ；並びにＧＳＰ－Ｆ
４＿ＵＰ－Ｆ及びＧＳＰ－Ｒ４＿ＵＰ－Ｒ）及び汎用プライマ対（ＵＰ－Ｆ＆ＵＰ－Ｒ）
が付加される。このプライマとｍＲＮＡの混合物は、各々汎用プライミング配列でテーリ
ングされた４つの異なるＰＣＲ産物を生成する。
【図３】遺伝子特異的バーコード配列、ＧＳ－ＢＣ１を取込むべくＧＳＰ－Ｆ１＿ＵＰ－
Ｆの修飾を伴う点を除いて図１に記述されている通りのプロセスの概略的例示を提供して
いる。ＧＳ－ＢＣ１配列はその結果、最終的ＰＣＲ産物セット内に取込まれ、マイクロア
レイに対するハイブリダイゼーションのために使用可能である。
【図４】４つの異なるｍＲＮＡターゲット配列（ＧＳ－ＢＣ１、ＧＳ－ＢＣ２、ＧＣ－Ｂ
Ｃ３及びＧＳ－ＢＣ４）の各々について遺伝子特異的バーコード配列ＧＳ－ＢＣを取込む
べくＧＳＰ－Ｆ＿ＵＰ－Ｆプライマの修飾を伴う点を除いて、図２に記述されている通り
の核酸成分の概略的例示を提供している。ＧＳ－ＢＣ配列は、その結果として、最終ＰＣ
Ｒ産物セット内に取込まれ、マイクロアレイに対するハイブリダイゼーションのために使
用可能である。
【図５】５Ａはバーコードマイクロアレイ内に標識付きの可溶性二次プローブ及び／又は
可溶性連結用オリゴマを取込む該発明の一態様の概略的表現を提供している。可溶性二次
標識付きプローブの使用を例示するダイヤグラムを提供する。この図では、増幅された遺
伝子又はその他の核酸産物、例えばｃＤＮＡＰＣＲ産物が、２つのバーコード配列を含ん
でいる。１つのバーコード（バーコードＡ）は、アレイ表面に付着した相補的バーコード
プローブ（すなわち包括的アレイ内部の特異的空間位置における特異的包括的プローブ）
にハイブリッド形成し、第２のバーコード（バーコードＢ）は、標識を担持する包括的可
溶性オリゴヌクレオチドプローブにハイブリッド形成する。５Ｂはバーコードマイクロア
レイ内に標識付きの可溶性二次プローブ及び／又は可溶性連結用オリゴマを取込む該発明
の一態様の概略的表現を提供している。バーコードマイクロアレイ内の可溶性連結用オリ
ゴマと併わせた可溶性二次標識付きプローブの使用を例示するダイヤグラムを提供する。
この図では、増幅された遺伝子又はその他の核酸産物、例えばｃＤＮＡＰＣＲ産物は、１
つのバーコード配列しか含んでいない（バーコードＡ）。ＰＣＲ産物上のこの１つのバー
コード（バーコードＡ）は、アレイ表面に付着した相補的バーコードプローブ（すなわち
包括的アレイ内部の特異的空間位置における特異的包括的プローブ）にハイブリッド形成
する。連結用オリゴは増幅済み産物に相補的な遺伝子特異的配列を含み、さらに第１のバ
ーコード配列と異なるバーコード配列（バーコードＢ）を含む場合、ハイブリダイゼーシ
ョン反応に連結用オリゴヌクレオチドが添加される。このとき、包括的可溶性バーコード
Ｂ特異的標識付きプローブが連結用オリゴにハイブリッド形成され、かくして、増幅され
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た産物の検出が可能となる。
【図６】該発明の一非制限的実施形態を例示するダイヤグラムを提供する。多重試料から
の増幅済み核酸の選択的局在化及び検出のための複数の標識を使用する二次的可溶性遺伝
子特異的標識付きプローブ、及び試料特異的バーコード配列、試料特異的バーコード配列
プローブ（すなわち付着部分）を含むアレイの使用を例示するダイヤグラムを提供する。
【図７】該発明の一非制限的実施形態を例示するダイヤグラムを提供する。多重試料から
の増幅済み核酸の選択的局在化及び検出のための二次的可溶性バーコード特異的標識付き
プローブ、及び遺伝子特異的バーコード配列、遺伝子配列付着部分を含むアレイの使用を
例示するダイヤグラムである。
【図８】該発明の一非制限的実施形態を例示するダイヤグラムを提供する。多重試料から
の増幅済み核酸の選択的局在化及び検出のための二次的可溶性標識付きバーコードプロー
ブ及び、同時に取込まれた遺伝子特異的及び試料特異的バーコード配列、試料特異的配列
付着部分を含むアレイの使用を例示するダイヤグラムである。
【図９】該発明の一非制限的実施形態を例示するダイヤグラムを提供する。多重試料から
の増幅済み核酸の選択的局在化及び検出のための二次的可溶性標識付きバーコードプロー
ブ及び、試料特異的バーコード配列、バーコード配列付着部分を含むアレイ、遺伝子特異
的及びバーコードプローブ特異的配列を含むリンカーオリゴヌクレオチドの使用を例示す
るダイヤグラムである。
【図１０】該発明の一非制限的実施形態を例示するダイヤグラムを提供する。多重試料か
らの増幅済み核酸の選択的局在化及び検出のための二次的可溶性標識付きバーコードプロ
ーブ及び、同時に取込まれた遺伝子特異的及び試料特異的バーコード配列、バーコード配
列付着部分を含むアレイ、遺伝子特異的及びバーコード及びプローブバーコード配列を含
むリンカーオリゴヌクレオチドの使用を例示するダイヤグラムである。

【図１】
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