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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
以下の工程を含む、サンプルの第１の核酸を検出するためのマイクロアレイ法：
a）サンプルの第１の核酸を、相補的な第２の固定化された核酸にハイブリダイズさせて
、RNA：DNAハイブリッドを形成させる工程であって、該第２の核酸が以下を含む工程：
　α）検出可能に標識された第３の相補的核酸の領域に相補的な共通領域；および
　β）第１の核酸の領域に相補的な可変領域;
b）第２の核酸を第３の核酸にハイブリダイズさせて、DNA：DNAハイブリッドもしくはRNA
：RNAハイブリッドを形成させる工程であって、第３の核酸が第２の核酸の共通領域に結
合する標識された核酸である工程;そして
c）RNA：DNAハイブリッドに特異的に結合する検出可能な要素を使用してRNA：DNAハイブ
リッドを検出する工程。
【請求項２】
前記要素がRNA：DNAハイブリッド特異的抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
前記要素がRNA：DNAハイブリッド特異的抗体の断片である、請求項１記載の方法。
【請求項４】
抗体がモノクローナルである、請求項２及び３記載の方法。
【請求項５】
抗体がポリクローナルである、請求項２及び３記載の方法。
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【請求項６】
工程a)及びb)が同時に起こる、請求項１記載の方法。
【請求項７】
工程a)及びb)が逐次的に起こる、請求項１記載の方法。
【請求項８】
複数の第２の核酸が固相に結合している、請求項１記載の方法。
【請求項９】
標識が検出可能な発色蛍光標識であり、そして分析が２色検出法を利用する、請求項１記
載の方法。
【請求項１０】
以下の工程を含む、複数のサンプル検出部位を有するマイクロアレイ上で、標的核酸を検
出または定量するための方法：
（a）標的核酸をマイクロアレイに結合している生体分子プローブにハイブリダイズさせ
、固定化されたRNA：DNAハイブリッド複合体を形成する工程；
（b）検出可能なように標識された生体分子プローブを、マイクロアレイに結合している
生体分子プローブのハイブリダイズしていない部分にハイブリダイズさせ、固定化された
RNA：DNAハイブリッド複合体を形成する工程；
（c）（i）RNA：DNAハイブリッドに対して特異的に反応性である検出可能な抗体を複合体
に結合させることによって、固定化されたRNA：DNAハイブリッド複合体を測定し；かつ
（ii）検出可能なように標識された生体分子プローブを測定することにより、
標的核酸を検出する工程；および
（d）複数のサンプル検出部位のそれぞれにおいて、工程（a）～（c）を繰り返す工程。
【請求項１１】
繰り返す工程が連続的に行われる、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
繰り返す工程が同時に行われる、請求項10記載の方法。
【請求項１３】
以下の工程を含む、複数のサンプル検出部位を有するマイクロアレイ上で、標的核酸を検
出または定量するための方法：
（a）標的核酸の一部を、マイクロアレイに結合している生体分子プローブにハイブリダ
イズさせ、固定化されたRNA：DNAハイブリッドを形成する工程；
（b）標的核酸のハイブリダイズしていない部分を、検出可能なように標識された相補的
核酸プローブにハイブリダイズさせ、固定化されたRNA：DNAハイブリッド複合体を形成す
る工程；
（c）（i）RNA：DNAハイブリッドに対して特異的に反応性である検出可能な抗体を複合体
に結合させることによって、固定化されたRNA：DNAハイブリッド複合体を測定し；かつ
（ii）検出可能なように標識された生体分子プローブを測定することにより、
標的核酸を検出する工程；および
（d）複数のサンプル検出部位のそれぞれにおいて、工程（a）～（c）を繰り返す工程。
【請求項１４】
繰り返す工程が連続的に行われる、請求項13記載の方法。
【請求項１５】
繰り返す工程が同時に行われる、請求項13記載の方法。
【請求項１６】
以下の工程を含む、複数のサンプル検出部位を有するマイクロアレイ上で、標的核酸を検
出または定量するための方法：
（a）標的核酸をマイクロアレイに結合している生体分子プローブにハイブリダイズさせ
、RNA：DNAハイブリッドを形成する工程；
（b）ハイブリダイズしていない、マイクロアレイに結合している生体分子を、検出可能
なように標識された生体分子プローブの相補的な領域にハイブリダイズさせる工程であっ
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て、ここで該ハイブリダイズしていないマイクロアレイに結合している生体分子プローブ
は、工程（a）のマイクロアレイに結合している生体分子プローブとは異なる工程；
（c）（i）RNA：DNAハイブリッドに対して特異的に反応性である検出可能な抗体を複合体
に結合させることによって、固定化されたRNA：DNAハイブリッド複合体を測定し；かつ
（ii）検出可能なように標識された生体分子プローブを測定することにより、
標的核酸を検出する工程；および
（d）複数のサンプル検出部位のそれぞれにおいて、工程（a）～（c）を繰り返す工程。
【請求項１７】
繰り返す工程が連続的に行われる、請求項16記載の方法。
【請求項１８】
繰り返す工程が同時に行われる、請求項16記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
技術分野
本発明はＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質などを含む生物学的分子検出の一般的分野、特に、
ハイブリダイゼーションアッセイを使用する、固相上のＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド検出
の分野である。
【０００２】
背景技術
疾患状態に関係するものを含む多くの遺伝子、および微生物およびウイルスのＲＮＡまた
はＤＮＡが単離され、および配列決定されている。そのような配列に基づいた核酸プロー
ブが、多数の遺伝子および感染を同定するために現在利用可能である。核酸プローブとは
、試験試料中の相補的ＲＮＡまたはＤＮＡへハイブリダイズする検出可能な核酸配列であ
る。プローブの検出は、試験試料中の特定の核酸配列（それに対してプローブが特異的で
ある）の存在を示している。科学的研究を助けるのに加え、核酸プローブはウイルスおよ
び細菌、酵母および原虫のような微生物、ならびに患者試料中の特定の障害に関連する遺
伝子突然変異を検出するために使用される。
【０００３】
Ｇｒｕｎｓｔｅｉｎ．ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７
２：３９６１（１９７５）およびＳｏｕｔｈｅｒｎ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．９８：５０
３（１９７５）は放射性標識核酸プローブを使用するハイブリダイゼーション技術につい
て記載している。核酸ハイブリダイゼーションプローブは他の検出法よりも高い感受性お
よび特異性、および生きている生物体を必要としないことの利点を持っている。核酸ハイ
ブリダイゼーションプローブはしばしば、容易に検出されるであろう放射性物質で標識さ
れる。
【０００４】
プローブを標識するために放射性同位元素を利用する現在のハイブリダイゼーション技術
は、放射性廃棄物の処理、および身体および作業場の汚染をモニタリングする必要がある
ため高い費用がかかる。加えて、32Ｐのような短い半減期の放射性化合物では放射性プロ
ーブを頻繁に製造する必要がある。放射性核酸プローブハイブリダイゼーションはそれ故
、臨床的診断のような商業的分野では思いとどまられている。
【０００５】
直接的放射性標識に付随する問題を避ける試みとして、プローブが間接的に標識された。
間接的標識における一つの普通の方法は、化学的または酵素的技術を使用して核酸プロー
ブへビオチン（小さなビタミン）を結合させることである。特異的核酸へのハイブリダイ
ゼーションに続いて、ビオチンがストレプトアビジン（ビオチンを強固に結合し、酵素ま
たは蛍光色素で標識されている）との反応により検出される。結合されたビオチン－スト
レプトアビジン複合体は発色基質との反応により検出され、および蛍光色素は適切な波長
の入射光と反応させた場合に観察されるであろう。しかしながら、ビオチンまたはその他
のハプテンによるハイブリダイゼーションプローブの間接標識は、しばしばプローブの“
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疎水性”を増加させる。プローブは相補的核酸標的以外の物質と非特異的に反応しやすく
なり、高いバックグラウンドを導く。ビオチン標識は非特異的結合を増加させ、それは高
いバックグラウンドを導き、それにより感度が減少し、偽陽性結果の可能性を増加させる
。間接標識はまた標識密度が制限されるため、直接標識よりも感度が悪くなる；塩基の少
しの分画のみが標識され、信号発生部位の数が限られる。プローブの標識密度を増加させ
ると、非特異的結合を増加させ、バックグラウンドをより高くし、および最終的にはハプ
テンの塩基対形成の妨害によりプローブがその標的にハイブリダイズしなくなる。間接的
に標識されたプローブはそれ故、その不正確さおよび偽陽性結果のため臨床的診断には適
していない。
【０００６】
特異的核酸配列へのプローブのハイブリダイゼーションは、Ａｌｂａｒｅｌｌａらによる
米国特許第４，５６３，４１７号に記載されているようにアクリジンオレンジまたはエチ
ジウムブロミドのような挿入剤で検出されている。挿入剤はプローブおよび試料核酸のハ
イブリダイズした塩基対間に挿入されるようになり、へリックスの三次構造を解いてしま
う。挿入剤およびほどかれたへリックスにより作り出された、新規形成抗原決定基に対す
る特異的な抗体が通常の手段により検出される。この方法は、挿入剤が特異的配列を認識
できないために標的ハイブリッドに対する選択性を欠いている。さらに、抗体は挿入剤／
核酸複合体のみを認識し、特異的配列を検出しない。従って、非特異的信号を防止するた
めに追加の選択または精製工程が必要とされ、この時間を消費し、および労力がかかる方
法を臨床診断には適さないものにしている。
【０００７】
特異的核酸配列へのプローブのハイブリダイゼーションはまた、Ｃａｒｒｉｃｏによる米
国特許第４，７４３，５３５号に記載されているような標識されたプローブへ特異的であ
る抗体の助けによっても検出できるであろう。プローブはフラビンアデニンジヌクレオチ
ド（ＦＡＤ）または蛍光剤のような検出可能な物質で標識される。特異的核酸配列へハイ
ブリダイズした後、標識されたプローブに対して特異的な抗体が生化学的反応により検出
される。この検出方法もまた非特異的結合および偽陽性結果の可能性を持ち、臨床スクリ
ーニングにはあまり適していない。
【０００８】
標的増幅による核酸アッセイの感度を増加させる試みがなされてきた。核酸配列を増幅す
る方法は商業的に入手可能である。これらの方法にはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、
連結増幅反応（ＬＣＲ）および転写に基づいた増幅反応（ＴＭＡ）が含まれる。ＰＣＲ技
術はＭｉｅｈａｅｌ　Ａ．Ｉｎｎｉｓ，Ｄａｖｉｄ　Ｈ．Ｇｅｌｆａｎｄ，Ｊｏｈｎ　Ｊ
．ＳｎｉｎｓｋｙおよびＴｈｏｍａｓ　Ｊ．ＷｈｉｔｅによるＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ｐｐ．
３９－４５および３３７－３８５（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｈａｒｃ
ｏｕｒｔ　Ｂｒａｃｅ　Ｊｏｖａｎｏｖｉｃｈ，Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，１９９０）に記
載されている。ＰＣＲ技術はまたＭａｒｘＪ．Ｌ．による、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１４０：１
４０８－１４１０（１９８８）およびＭｕｌｌｉｓによる米国特許第４，６８３．１９５
および４，６８３，２０２、にも記載されている。連結増幅反応はＷｕ，Ｄ．Ｙ.ａｎｄ
　Ｗａｌｌａｃｅ，Ｒ．Ｂ，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４：５６０－５６９（１９８９）および
Ｂａｒｒｉｎｇｅｒ，Ｋ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　８９：１１７－１２２（１９
９０）、に記載されている。転写に基づいた増幅反応はＫｗｏｈ，Ｄ．Ｙ．，ｅｔ　ａｌ
．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：１１７３－１１７７（１９
８９）、に記載されている。これらの方法は高感度の利点を持っているが、試料調製は長
々しく、あきあきし、および費用がかかり、反応生成物夾雑物から生じる偽陽性を示しが
ちであり、および標的核酸の最初の量を正確に定量することができないという欠点を持っ
ている。増幅反応生成物は最も多くの場合、ハイブリダイゼーションアッセイにより検出
される。
【０００９】
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試料中の核酸分子（ＲＮＡかまたはＤＮＡ）検出のためのアッセイで達成される感度の度
合いは、ＤＮＡよりもＲＮＡの方が一般的に低く、なぜなら、ＲＮＡは試料中の内因性Ｒ
ＮＡａｓｅによる分解を受けやすく、検出に利用できるＲＮＡがより少なくなるためであ
る。加えて、試料中の夾雑物により生じるバックグラウンド妨害を、ＲＮＡのような標的
核酸のさらなる分解を起こすことなく除くことは困難である。
【００１０】
　核酸分子(即ち、RNA)検出のためのハイブリダイゼーションアッセイが開発されてきた
。例えば、RNAのためのハイブリダイゼーション保護アッセイがGen-Probe Inc.(San Dieg
o, CA)から市販品として入手可能である。ハイブリダイゼーション保護アッセイは、Engl
eberg, N. C., ASM News 57:183-186(1991), Amold et a1. Clin. Chem. 35:1588-1594 (
1989) および米国特許第4,851,330、に記載されているように、アクリジニウム エステル
ヘ連結された一本鎖核酸プローブを用いる。標的RNA分子へのプローブのハイブリダイゼ
ーションは、熱加水分解からアクリジニウム エステル結合を保護し、そのため検出され
た化学発光信号は試料中の標的RNA量に比例する。この保護アッセイの感度はハイブリダ
イズされていないプローブにより起こされるバックグラウンド発光により制限される。
【００１１】
ポリクローナルおよびモノクローナル抗体および他の類似の実在物が検出目的のため一般
に使用される。特に、ポリクローナル抗体は多数のエピトープを認識し、一方、モノクロ
ーナル抗体は一つの特異的エピトープのみを認識する。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検
出するモノクローナル抗体は現在入手可能である。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出す
るポリクローナル抗体は製造されているが、しかしながら一般的に、それらは特異的エピ
トープに結合するように設計されているモノクローナル抗体ほど特異的ではない。
【００１２】
ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに対するモノクローナル抗体は現在入手可能である。Ｓｔｕ
ａｒｔによる米国特許第４，７３２，８４７号およびＳｔｕａｒｔらによるＰｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７８：３７５　１（１９８１）の報文は、ポリ（Ａ
）－ポリ（ｄＴ）二重鎖に対して特異的なモノクローナル抗体を含んでいる固体表面上で
の特異的核酸配列のハイブリダイゼーション検出法を記載している。Ｓｔｕａｒｔによれ
ば、問題とする配列と相補的なＤＮＡまたはＲＮＡのアニーリングはＲＮＡ：ＤＮＡハイ
ブリッドを形成する。Ｓｔｕａｒｔは特に、ポリクローナル抗体では、一本または二本鎖
核酸への有意な結合を排除することができないので、ポリクローナル抗体の使用に反対し
ている。さらに、本明細書に記載した本発明とは異なり、Ｓｔｕａｒｔはガラスまたはシ
リコンチップ上の非常に短いオリゴマーアレイのためのポリクローナル抗体の利点を企図
していない。加えて、Ｓｔｕａｒｔはガラススライドまたはシリコンチップ上のマイクロ
アレイ、特に高密度アレイを企図していない。Ｓｔｕａｒｔは固相表面へ核酸プローブを
結合させることを開示していない。その代わり、Ｓｔｕａｒｔは試料ポリヌクレオチドを
表面に固定し、一方、プローブ（例えば、前もって決定されたヌクレオチド配列）は液相
に存在している。前記のことを考えると、本発明は本分野に著しい利益および利点を提供
する。
【００１３】
Ｂｏｇｕｓｌａｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　８９：
１２３－１３０（１９８６）、は非特異的結合を減少させ、複雑な洗浄法を避ける試みに
おいて、フィルター上の単離された抗－ハイブリッド被覆ポリスチレンビーズを使用する
ハイブリダイゼーションアッセイを開発した。ハイブリドーマＨＢ８７３０により分泌さ
れるＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに特異的なモノクローナル抗体がＣａｒｒｉｃｏらによ
り米国特許第４，８３３，０８４号に開示されている。Ｃａｒｒｉｃｏの特許において、
プローブポリヌクレオチドおよび問題とする配列の特異的再アニーリングにより形成され
たＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドは、モノクローナル抗体への結合により感度よくおよび特
異的に検出できる。
【００１４】
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マイクロアレイとは固相基板へ配列または固定化された、ＲＮＡ、ＤＮＡ、タンパク質な
どを含む別個の生物学的分子の規則的な配置を意味している。オリゴヌクレオチドおよび
プローブのような結合剤のこれらのマイクロアレイは、バイオテクノロジー工業および関
連分野において、ますます重要な道具となってきている。多数の結合剤から成っているマ
イクロアレイは、規則的な様式またはパターンで固体支持体の表面上へ固定化されており
、薬剤スクリーニング、核酸スクリーニング、突然変異分析などを含む種々の応用での使
用が見つけられている。マイクロアレイに関連してここで使用されるような要素には、基
板の表面上に他とは別なおよび同定可能な様式で配置された、ハイブリダイズ可能な核酸
配列、オリゴヌクレオチド、プライマー、プローブおよび／またはアミノ酸が当てはまる
。マイクロアレイの使用を通した生物学的分子の検出は、多数の試料および生物学的分子
を分析し、分析に必要とされる試料量を減少させ、実験変化性を減少させ、試料調製時間
を減少させ、結果を確認し、およびそのような分析の費用を減少させるために利益がある
。
【００１５】
現在、マイクロアレイの主たる使用は生物学的試料中の遺伝子発現を測定することである
。遺伝子発現測定はｍＲＮＡの存在または不在の検出、またはｍＲＮＡ濃度の増加または
減少の測定を含んでいる。しかしながら、通常の方法でハイブリダイゼーションを検出す
るため、および遺伝子発現を測定するためには、試料は最初に精製および標識されていな
ければならない。試料を精製および標識するための普通の技術は：１）ＲＮＡ増幅、標識
およびハイブリダイゼーション、および２）ｃＤＮＡ標識およびハイブリダイゼーション
である。第一の技術の増幅部分はＶａｎ　Ｇｅｌｄｅｒらにより、１９９８および１９９
９年に公開された、各々米国特許第５，７１６，７８５および５，８９１，６３６号に記
載されている。高度に精製された全ＲＮＡまたはｍＲＮＡが使用され、それは費用のかか
る、およびあきあきするほど時間を消費する方法である。オリゴ－ｄＴプライマーはまた
、ポリ－Ａ尾部付きｍＲＮＡをアンチセンス一本鎖ｃＤＮＡへ逆転写するためにも使用さ
れる。オリゴ－ｄＴはさらに、ｄＴ配列の５開始末端にＴ７　ＲＮＡポリメラーゼのため
の配列を含んでいる。逆転写後、ＲＮＡａｓｅ　Ｈ、ＤＮＡリガーゼおよびＤＮＡポリメ
ラーゼの組み合わせが、二本鎖ｃＤＮＡを発生させるために使用される。本来のＲＴプラ
イマーはＴ７　ＲＮＡポリメラーゼプロモーターを含んでいたので、二本鎖ｃＤＮＡは完
全Ｔ７　ＲＮＡプロモーターを含んでいる。二本鎖ｃＤＮＡは次にＴ７　ＲＮＡポリメラ
ーゼの鋳型として使用される。ＲＮＡの約１００－１０００の追加コピーがｃＤＮＡの各
々のコピーから発生される。転写過程の間、標識ヌクレオチドが転写されたＲＮＡ内へ取
り込まれる。標識ＲＮＡは次にＤＮＡマイクロアレイへハイブリダイズされ、標識ＲＮＡ
：ＤＮＡハイブリッドを形成する。蛍光標識は直接的に検出され、一方、間接的標識は第
二の結合剤との反応後に検出されるであろう。
【００１６】
第二の試料調製技術は標識ｃＤＮＡを製造しおよび測定する。この技術において、全ＲＮ
ＡおよびｍＲＮＡは生物学的試料から精製される。オリゴ－ｄＴプライマーはポリ－Ａ尾
部付きｍＲＮＡをアンチセンス一本鎖ｃＤＮＡへ逆転写するために使用される。逆転写過
程の間、標識ヌクレオチドが発生しようとしているＤＮＡ鎖内へ取り込まれる。合成後、
ＲＮＡ鎖は破壊される。標識ｃＤＮＡ鎖は次にマイクロアレイへハイブリダイズされる。
もし、ヌクレオチドが蛍光で標識されていたら、ハイブリッドは蛍光アレイスキャナーで
直接可視化される。もしヌクレオチドがビオチンで標識されていたら、マイクロアレイは
最初に標識ストレプトアビジンと反応させ、続いてスキャンされる。
【００１７】
これら両方の技術の欠点は数倍にものぼる。第一に、両方とも大量の高度に精製された核
酸（即ち、ＲＮＡまたはＤＮＡ）を必要とする。精製は時間を消費し、および労力がかか
る追加工程を必要とする。加えて、これらの技術は不正確である。逆転写は核酸配列に依
存して異なった効率および動力学的速度で起こり、人為的に特定の核酸配列の濃度を変化
させる。原核生物ｍＲＮＡおよびいくつかの真核生物ｍＲＮＡは３開始末端にポリＡ配列
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または尾部を含んでいないか、またはポリＡ尾部が精製の間に分解され、従って、逆転写
工程を開始させるための配列が存在しないので、現在の技術では標識または検出できない
。現在の技術はそれ故、検出に使用できる試料型に限定されている。また、これらの方法
論は標識ヌクレオチドを含んでいる。非標識核酸内への標識核酸の取り込みは天然のヌク
レオチドよりも低い効率および遅い速度で起こる。もう一度、標識は配列に依存して異な
った効率で取り込まれるであろう。従って、標識密度は異なった配列間で相違し、これら
の核酸の測定量を人為的に変化させる。それ故、定量は相対的であるのみである。標識核
酸はまた、天然の核酸とは異なったハイブリダイゼーション動力学を示し、通常それらの
特異性を低くする。加えて、本方法は同レベルの特異性を達成するために非修飾ヌクレオ
チドよりも高いストリンジェンシー　ハイブリダイゼーション条件を必要とするであろう
。しかしながら、受容可能な特異性を達成するためのより高いストリンジェンシー条件の
使用は、検出の感度を低下させるであろう。従って、正確で、時間および費用の両方が効
率的であり、およびより高い感度および最少の非特異的結合で、一つまたはそれ以上の試
料生物学的分子をスクリーニングできる、生物学的分子（ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質な
ど）の検出および定量的分析のためのアッセイが必要とされている。
【００１８】
それ故、生物学的分子をスクリーニングするために使用が容易で、高度に特異的で、正確
で、および感度が良好な、一つまたはそれ以上の生物学的分子（ＲＮＡ、ＤＮＡまたはタ
ンパク質が含まれるが、それらに限定されるわけではない）を検出および測定する方法を
持つことは有用であろう。
【００１９】
従って、生物学的分子（ＲＮＡ、ＤＮＡまたはタンパク質が含まれるが、それらに限定さ
れるわけではない）の不在または存在を検出、および定量するアッセイを提供するのが本
発明の目的である。
【００２０】
試料中の第一の特異的標的生物学的分子および第二の生物学的プローブを含むＲＮＡ：Ｄ
ＮＡハイブリッドを検出するための方法を提供するのも本発明の目的である。
【００２１】
最少偽陽性を持っている、感度が高いおよび定量的なアッセイを提供するのも本発明の目
的である。
大量、平行スクリーニングのためのアッセイを提供するのも本発明のさらなる目的である
。
【００２２】
発明の要約
生体分子を相補的生体分子プローブとハイブリダイズさせることにより二本鎖ハイブリッ
ドを形成し、続いて、検出可能であり、およびＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを特異的に認
識する抗体または他の実在物での、固相上に形成されたこれらの二本鎖ハイブリッドの免
疫学的検出により、ＲＮＡ、ＤＮＡ、タンパク質などを含んでいる問題とする生物学的分
子を検出および測定するためのアッセイが開示されている。この方法は、種々の試料中に
存在する一つまたはそれ以上の特異的生物学的分子の存在を検出するために使用される。
【００２３】
本発明は多数の生物学的分子の量を同時にモニタリングする（例えば、検出しおよび量を
定量する）方法を提供する。
本発明はＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを認識するために特異的である、検出可能に標識さ
れた実在物を使用する、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するためのアッセイに関して
いる。好適には、実在物は検出可能に標識されたＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド－特異的抗
体またはその断片である。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するために使用される抗体
は、モノクローナルでもポリクローナルでもよいが、好適には、３０塩基未満の長さを持
っている、短い生物学的分子プローブ検出のためにポリクローナルである。
【００２４】
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本発明はまた、遺伝子発現、多型突然変異検出、またはＳＮＰ分析などによる生理学的応
答を決定するために本発明のマイクロアレイを使用するアッセイにも関している。本方法
は挿入または欠失突然変異を含んだ任意のおよびすべての遺伝子型変異を検出するために
使用される。
【００２５】
さらに、本発明は短い生物学的分子を伸張するために逆転写を利用し、それによりＲＮＡ
：ＤＮＡハイブリッドの検出を促進するアッセイにも関している。好適には、逆転写酵素
は熱安定性であり、およびＲＮＡａｓｅ　Ｈ機能が欠けている。
【００２６】
本発明はさらに、生物学的分子を検出および定量するためのキットに関しており、ここで
そのキットは本発明によりここに記載されている多数の標的で、試料をスクリーニングす
るために使用される。
発明の詳細な説明
１以上の試料中の１以上の標的生物分子検出及び定量用のアッセイ及びキットが提供され
る。一般的に、限定はされないが、ＲＮＡ、ＤＮＡ、タンパク質などの生物分子からなる
試験試料が集められ、固相に結合した、標的生物分子に特異的な核酸プローブに、直接的
あるいは間接的にハイブリダイズする。ハイブリダイズしない核酸配列は、好ましくは洗
浄により除かれる。次にハイブリダイゼーションは、検出可能な標識で直接的あるいは間
接的に標識されたＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体との反応により検出される、及び／又
は結合核酸プローブ配列に相補的な標識された核酸配列により検出される。
【００２７】
本発明の一つの態様において、好ましくは固相にスポットしたあるいは結合させたオリゴ
ヌクレオチドあるいは他の核酸を用いて、試料の特異的な核酸を相補的な核酸プローブに
ハイブリダイズし、二本鎖ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを形成する。ＲＮＡ：ＤＮＡハイ
ブリッドを特異的に認識するいかなる存在物、好ましくはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに
特異的な抗体あるいはその断片も、検出及び測定に使用されてよい。
【００２８】
また、本発明は短い生物分子、好ましくは固相に固定されたプライマーあるいはプローブ
、を利用する。好ましくはＲＮＡｓｅＨ機能を欠く逆転写酵素を用いてプライマーを伸長
し、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体断片、あ
るいはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに特異的に結合する存在物がより効果的に結合し検出
されるようにすることが望ましいだろう。
【００２９】
本発明のさらなる態様は３つの生物分子を包含し、その全てが好ましくは核酸である。第
一の試料生物分子が、好ましくはプローブである相補的な第二の生物分子にハイブリダイ
ズし、同時にあるいは連続して、第二の核酸が第三の核酸にハイブリダイズし、ここで核
酸のうちの一つは固相に固定され、形成されたＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドは、ＲＮＡ：
ＤＮＡハイブリッドに特異的な存在物により検出される。
【００３０】
本発明のさらなる態様において、好ましくはタンパク質からなる固定された生物分子が、
好ましくは核酸である試料生物分子に結合し、もしもその核酸がＲＮＡ：ＤＮＡハイブリ
ッドである場合にはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに特異的な存在物により検出されるよう
にしてもよい。例えばＤＮＡは固定化されたタンパク質のＤＮＡ結合部位に結合してもよ
く、ここでタンパク質－ＤＮＡ複合体のＤＮＡ部分がＲＮＡにハイブリダイズされてもよ
い。同様の様式で、固定化されたタンパク質はＲＮＡに結合してもよく、ここでタンパク
質－ＲＮＡ複合体のＲＮＡ部分はＤＮＡに結合してもよい。生じたＲＮＡ：ＤＮＡハイブ
リッドは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体あるいはその断片のようなＲＮＡ：Ｄ
ＮＡハイブリッドに特異的な存在物によって検出されてもよい。
【００３１】
本発明はマイクロアレイの使用において当業に対する顕著な効果を提供する。クルード又
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は精製された試料のいずれもが使用されてよいために、本発明の試料調製法は単純化され
ており、生物分子のより正確な検出と測定を可能にする。また、生物試料は検出と測定の
ために直接標識される必要がなく、標識に帰せられる干渉が避けられる。ＲＮＡ：ＤＮＡ
ハイブリッドに結合する存在物を利用することにより非常に高い標識密度が得られるであ
ろうことから、本発明は生物分子を検出及び測定するための非常に感度の高い方法を提供
する。このような鋭敏な感度により分析に要する試料の量が減少する。他の方法と異なり
、本発明は原核生物ｍＲＮＡといくつかの真核生物ｍＲＮＡであってポリA尾部を欠くも
のあるいは精製後に分解されたものを測定するだろう。
【００３２】
本発明の他の効果は、逆転写酵素が必要でないことであるが、感度を上昇するために要望
されるならば用いても良い。本発明の最も効果的な側面の一つは、生物分子の直接定量で
ある。比較的にのみＲＮＡを定量する他の慣用的な技法、例えば２色比較法、とは異なり
、本発明は結果を解釈するための直接的アプローチと生物分子の単純化された分析を利用
する。加えて、本発明はその単純化された試料化方法により複数の生物分子を同時に分析
できる。したがって、本発明により、さらに直接的な解釈と結果の単純化が可能となる。
【００３３】
本発明では、本明細書中で使用される「プローブ」又は「核酸プローブ」は、第二の核酸
へのハイブリダイゼーションが検出されるであろう１以上の核酸あるいは核酸様の断片の
集合として定義される。このプローブは以下に記載のように未標識あるいは標識されてお
り、第二の核酸への結合が検出されるだろう。プローブはゲノムの１以上の特定の部分か
らの核酸源から作製されてよく、これは周知でも未知でもよいが、例えば１以上のクロー
ン、単離された全染色体又は染色体断片、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅産物の集
合、あるいは合成核酸又はＰＮＡ分子である。またはプローブは無作為の、半無作為の、
又は標的とされた配列からなるものであってよい。このプローブはある様式で、例えば繰
り返し核酸のブロッキングあるいは除去により、又は特有の核酸の添加により加工されて
もよい。したがって、「プローブ」という単語は本明細書中では、検出可能な核酸のみな
らず、検出可能な核酸であってたとえば核酸のブロッキングなどにより標的に適用される
形態をとっているもの、をも指すものとして使用される。このブロッキング核酸も別に言
及されるだろう。「プローブ」が何を特定して指しているかは、この単語が用いられる文
脈から明確となる。重合の開始点としての使用の文脈では、すなわち転写又は複製のため
には、プローブはプライマーとしても機能するだろう。
【００３４】
プローブは固体表面上に固定された分離された核酸であってもよい。いくつかの実施例で
は、プローブは例えばＷＯ９６／１７９５８に記載のような核酸のマイクロアレイのメン
バーであってもよい。高密度のマイクロアレイを作製できる技術もこの目的のために使用
される（Foder et al. Science 767-773 (1991)及び米国特許第５１４３８５４号、Pirru
ng, M.C.参照）。プローブは標的分子に質問するために反応基板上に素子として沈着され
てもよく、直接的あるいは間接的に標識されていてよい。
【００３５】
開示された本発明のアッセイははあらゆる生物分子あるいは試料中の生物分子の組合せを
検出及び定量するのに用いられてよく、ここで相互に交換可能に用いられる「生物学的分
子（biological molecule）」及び「生物分子(biomolecule)」は、本明細書中で定義され
るように、核酸、アミノ酸、類似体、ペプチド、抗体、等を指している。「核酸」はデオ
キシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチド及びそれらの重合体を指し、限定はされない
が、合成あるいは細菌、酵母、ウイルス、及び植物や動物のような高等生物の細胞や組織
から由来するものを含む、いかなる源からのものでもよく、別途限定しない限りは、天然
に存在するヌクレオチドと同様の様式で機能するであろう天然のヌクレオチドの周知の類
似体を含包してよい。ペプチド核酸（ＰＮＡｓ）も核酸という用語の範囲内に含包される
。
【００３６】
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さらに本明細書中で「核酸」は２～約１００００塩基長の範囲の一本又は二本鎖核酸とし
て定義される。また本明細書中で用いられる場合、「核酸」はオリゴヌクレオチド、ｃＤ
ＮＡ、ｍＲＮＡ、アンプリコン、プラスミド、等を指す。「オリゴヌクレオチド」は一つ
の所望の核酸プローブであって、少なくとも６～約６０塩基、好ましくは約１５～３０塩
基、さらに好ましくは約２０～２５塩基からなり、ＰＣＲ増幅やハイブリダイゼーション
アッセイやマイクロアレイに用いられてよい。本明細書で使用される場合、当業で慣用的
に定義されるように、オリゴヌクレオチドは「アンプリマー」及び「オリゴマー」の用語
と実質的に同等であり、本明細書中で「プライマー」及び「プローブ」として使用される
だろう。
【００３７】
また、他に別途記載しない限り、この用語は天然ヌクレオチドの周知の類似体であって標
準（reference）核酸と同様の結合特性を持ち天然に存在するヌクレオチドと同様の様式
で代謝されるものを含む核酸を含包する。さらに、特定の核酸配列は保存的に修飾された
その変種（例えば縮重コドン置換）及び相補的な配列並びに明示的に示された配列をも暗
黙的に含包する。
【００３８】
検出用の核酸配列、本明細書では対象の核酸分子（nucleic acid molecules of interest
）あるいは標的核酸分子（target nucleic acid molecules）と称されているもの、は検
出の必要性と目的に基づいて選択される。一般的に、対象の核酸分子は検出用核酸配列の
選択のための周知の尺度に基づいて選ばれてよい。例えばある特定の核酸分子は病原体、
病態あるいは疾病素質に関連しているかもしれず、そのような核酸分子の検出は診断的な
価値を持つだろう。例えば、癌細胞又は正常細胞に特異的なｍＲＮＡが検出されるだろう
。さらに、ここで開示の方法により、限定されないが、タンパク質、ペプチド、プライマ
ー、及びＤＮＡ又はＲＮＡ分子からなる生物学的分子であって、他の生物学的あるいは化
学的方法により生成した（ＣＡＲ、ＮＡＳＢＡなどにより生じた物のような）分子の検出
をも可能にする。核酸の検出は突然変異、欠失、一ヌクレオチド多型の挿入、及び他の多
型の検出も含む。
【００３９】
「試料（sample）」又は「標的試料（target sample）」は本明細書中で交換可能に用い
られるが、最も広義に定義されて、核酸、アミノ酸、タンパク質、ペプチドなど（限定は
されないが）の生物学的材料と生物学的分子の合成材料の両方を含み、全ゲノムＤＮＡ、
全ＲＮＡ、例えば染色体からのゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡ、あるいは特定のアンプリコン
又は欠失内の選択された配列（例えば特定のプロモーター、遺伝子、増幅あるいは制限断
片、ｃＤＮＡなど）からなる試料を指す。本発明の一つの態様は標的核酸試料の存在又は
不在のいずれかを検出し、定量されるべき試料の量を測定することである。「標的（targ
et）核酸」なる用語は、プローブが向けられるより大きな核酸の特定の部分配列、あるい
は全体の配列（例えば遺伝子又はｍＲＮＡ）であって検出、定量及び存在又は不在を調べ
るためにそのレベルが必要とされるもの、を指してよい。その使用の違いは文脈から明ら
かになるだろう。
【００４０】
生物分子試料は特定の細胞又は組織から抽出されてよい。そこから生物分子が調製される
ような組織試料は、典型的には、検出される増幅や欠失に関連した疾患に罹っていると疑
われる患者から採取される。いくつかのケースでは、生物学的分子、例えば核酸、はＰＣ
Ｒのような標準的手法を用いてハイブリダイゼーションの前に増幅されてもよい。「核酸
試料」なる用語のこのような特別な使用法はこの用語が用いられる文脈から当業者にとっ
て容易に明らかとなるだろう。例えば、核酸試料は当業者に周知の方法により調製された
組織抽出物や細胞溶解物の試料であってよい。試料は、対象の生物学的分子が細胞から放
出されてハイブリダイゼーションに利用可能になるように調製される。
【００４１】
また、本発明で開示される方法のための試料は、核酸を含む、あるいは含むであろうと思



(11) JP 4873812 B2 2012.2.8

10

20

30

40

50

われるいかなる源からのものであってもよい。この核酸の源は精製された形態であっても
未精製の形態であってもよい。開示の方法における使用に適した好ましいタイプの試料あ
るいは試料源は、核酸検出の他の方法における使用に適する試料として既知のあるいは同
定されたような試料である。そのような試料は多く知られている。例えば、試料は農業あ
るいは食料製品からであってよく、又はヒトあるいは獣医の臨床の検体であってよい。試
料は血漿、血清、血液、尿、痰、細胞溶解物などのような生物学的液体であってよい。試
料は細菌、酵母、ウイルス及び植物や動物のような高等生物の細胞又は組織であって対象
の生物学的分子を持つと思われるものを含むだろう。核酸、例えばＲＮＡの、抽出及び／
又は精製の方法は、Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New Y
ork, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982)により記載されている。
【００４２】
サンプルは粗精製または未精製状態であってもよいため、サンプルの調製または処理が簡
略化される。より天然に近い状態にあるサンプルを用いることにより、正確な発現検出と
定量が達成される。さらに、サンプルを標識および検出するため、逆転写酵素工程を開始
させるためのポリＡ配列の存在を必要とする他の技術とは異なり、本発明を用いれば、原
核生物mRNAおよびポリＡ尾部を3'末端に有さない真核生物mRNAを測定することができる。
【００４３】
開示の方法に使用する標的生物学的分子は、様々な起源のものであってよく、天然および
合成のいずれであってもよい。例えば、各種のRNAとしては、メッセンジャーRNA、リボソ
ームRNA、核小体RNA、転移RNA、ウイルスRNAおよびヘテロ核RNA、全ゲノムDNA、cDNA、タ
ンパク質、ペプチド等が挙げられる。さらに、天然物質全体またはその断片を使用しても
よい。
【００４４】
固相または固相支持体としては、プラスチック、樹脂、多糖類、シリカまたはシリカ系材
料、官能化ガラス、変性シリコン、炭素、金属、無機ガラス、膜、ナイロン、絹、羊毛お
よび木綿等の天然繊維、並びにポリマーが挙げられるが、これらに限定されない。固相ま
たは固相支持体は、多孔質または無孔質のいずれであってもよい。一部の実施形態では、
固相支持体を構成する材料は、カルボキシ、アミノ、ヒドロキシ等といった反応性基を有
し、これらの反応性基をプローブの共有結合または非共有結合に使用する。適切なポリマ
ーとしては、ポリスチレン、ポリエチレングリコールテレフタレート、ポリ酢酸ビニル、
ポリ塩化ビニル、ポリビニルピロリドン、ポリアクリロニトリル、ポリメタクリル酸メチ
ル、ポリテトラフルオロエチレン、ブチルゴム、スチレンブタジエンゴム、天然ゴム、ポ
リエチレン、ポリプロピレン、(ポリ)テトラフルオロエチレン、(ポリ)フッ化ビニリデン
、ポリカーボネートおよびポリメチルペンテンが挙げられるが、これらに限定されない。
好適なポリマーとしては、米国特許第5,427,779号(Elsner, H. et al.；引用により本明
細書に含まれるものとする)に概説されているものが挙げられる。固相および固相支持体
としては、プローブ、プライマー、オリゴヌクレオチド、タンパク質、ペプチド等を結合
または付着させ得る任意の固体材料が挙げられるが、これらに限定されない。固相および
固相支持体は任意の有用な形状をとることができ、例えば、薄膜または膜、ビーズ、ボト
ル、マイクロウェルプレート、シャーレ、スライドガラス、繊維、織布、成形ポリマー、
粒子、チップおよびマイクロ粒子が挙げられる。固相にとって好適な基板形状はマイクロ
タイターシャーレ、シリコンチップ、スライドガラス、およびタグ付きビーズである。
【００４５】
分子を固相基板表面へ共有結合させる通常の適用に際しては、結合成分の性質および固相
基板表面の性質に応じて、多様な反応用官能基を用いて表面を活性化してもよい。従って
、必要であれば官能基を導入して固相基板表面を改質し、次いで該官能基を結合成分と反
応させてもよい。
【００４６】
「マイクロアレイ」は、cDNA、アンプリコン、プラスミド、タンパク質、ペプチド等とい
った複数の異なる生物学的分子を含んでなるものであり、複数とは少なくとも２種類の異
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なる生物学的分子を意味し、生物学的分子はマトリックス状または構造状に並んで固相に
固定化されている。理論上は、成分は１種類だけでよいものの、好適な実施形態では、少
なくとも10、より一般的には少なくとも20、多くの場合少なくとも50、望ましくは100以
上、さらには1,000以上であるが、一般には約104以下、より一般的には約100,000以下の
成分が存在し、約10～10,000成分が固相または固相支持体に固定化されているのが好まし
い。指定の限られた部位に少量を特異的に有することができるため、理論上は異なる成分
の数が105を超えることができるものの、大体のところ100,000を超える必要はなく、この
ような多数の異なる成分はマイクロアレイの調製を複雑にするだけである。固相に固定化
される成分の数は通常105を超えないため、結合成分の性質、シグナルの発生源、検出さ
れるシグナルの性質、シグナルの検出感度、マイクロアレイの性質(マイクロアレイのサ
イズ等)、マイクロアレイの製造方法などに応じて、アドレス可能な各部位の数が実質的
に増える可能性がある。従って、マイクロアレイは「大規模平行スクリーニング」に用い
るのが好ましく、本明細書中では、少なくとも10、好ましくは約1,000、より好ましくは
約10,000の異なる生物学的分子のハイブリダイゼーションを同時にスクリーニングするも
のとして記載する。
【００４７】
マイクロアレイの好適な一形態には、本明細書に記載するように、1～10、10～100、最も
好ましくは100を超える異なる核酸(好ましくはオリゴヌクレオチド、プライマー等)を、
小さなドットもしくはエレメントのアレイとして堆積、スポットまたは合成したスポット
状アレイが含まれる。固相上に堆積、スポットまたは合成されたこれらの核酸を、本発明
では「エレメント」と呼ぶ。典型的には、エレメントは直径約１mm未満である。通常、エ
レメントのサイズは１μm～約５mm、好ましくは約１μm～約１mmである。開示の方法に使
用する核酸プライマーは、既成のオリゴヌクレオチド合成法を用いて合成することができ
る。このような方法は、標準的な酵素消化とそれに続くヌクレオチド断片の単離(例えば
、Sambrook et al., Molecular cloning: A Laboratory Manual,第２版(Cold Spring Har
bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989)第５、６章)を参照されたい)
から、MilligenまたはBeckman System 1 Plus DNA 合成機(例えば、Milligen-Biosearch,
 Burlington, MA製のモデル8700自動合成機またはABIモデル380B)を用いたシアノエチル
ホスホルアミダイト法等による単純な合成法まで、様々である。オリゴヌクレオチドの作
製に有用な合成法は、Ikuta et al.(Ann. Rev. Biochem. 53:323-356(1984)；ホスホトリ
エステル法およびホスフィットトリエステル法)並びにNarang et al.(Methods Enzymol.,
 65:610-620(1980)；ホスホトリエステル法)にも記載されている。
【００４８】
マイクロアレイの別の形状は３次元アレイであり、例えば、カラーコード化ビーズからな
るアレイ(Luminex; Austin, TX)および高周波タグを有するビーズからなるアレイ(Pharma
Seq; Monmouth Junction, NJ)が挙げられる。本発明で用いる３次元マイクロアレイは３
次元を有する任意の固相であり、各マイクロアレイは、複数の異なる生物学的分子(好ま
しくは核酸プライマー)が表面に結合している。従って、固相マイクロアレイ上の各プラ
イマーの位置から、各核酸プライマー配列を同定することができる。開示のアッセイの操
作を利用してもよい。例えば、複数の核酸プライマーを含む３次元マイクロアレイを目的
の標的核酸と混合してもよい。プライマーが短い場合には、これらの分子をポリメラーゼ
(例えば、逆転写酵素等)によって伸長させて、本明細書に記載するようなRNA:DNAハイブ
リッドに特異的な物質(例えば、抗体および抗体断片等)に結合できるようにするのが望ま
しい場合がある。抗体を固相上に捕捉することにより、RNA:DNAハイブリッドが形成され
た固相マイクロアレイのプライマーを、ハイブリッドが形成されなかったプライマーから
分離することができる。次いで、RNA:DNAハイブリッドに特異的な物質を検出し、プライ
マーを同定すればよい。他の多くのアッセイスキームを開示の方法に使用することもでき
る。
【００４９】
マイクロアレイは、例えば、遺伝子発現、突然変異および多型分析、SNP、遺伝的変異の
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検出等への応用に際して、RNA、DNA、タンパク質等を検出および測定するアッセイの小型
化に好適な形式として提案されたものである。マイクロアレイは、数十～数千の遺伝子ま
たは遺伝的変異(例えばSNP)のレベルを、単一装置上の単一サンプルから測定可能にする
ものである。従来のマイクロアレイ法の欠点は、測定対象の生物学的分子(好ましくは核
酸(RNAまたはDNA))を最初に標識しなければならない点であり、この工程は、ある核酸を
別の核酸(例えば、RNAを標識DNA)へ変換させることにより行われることが多く、これによ
って生物学的分子が検出および測定可能になる。
【００５０】
本発明では好ましくは、本明細書中で定義するような、DNA、RNA、アンプリコン、プラス
ミド等といった(但し、これらに限定されない)複数の核酸配列が固相支持体に固定化され
た「核酸マイクロアレイ」を用い、相補的な標的核酸をハイブリダイズさせる。マイクロ
アレイの核酸には、例えば、特異的な遺伝子もしくはクローン由来の配列、プローブ、プ
ライマー、またはオリゴヌクレオチドを、多孔質もしくは無孔質固相または固相支持体に
結合させたものが含まれる。様々なサイズの核酸を本発明のマイクロアレイに使用するこ
とができる。
【００５１】
核酸は固相支持体または基板に結合させることができる。このようなマイクロアレイは、
複数の異なる核酸がアレイ状、グリッド状、または他の組織化されたパターン状に結合ま
たは付着した固相支持体である。「核酸マイクロアレイ」は、好ましくは、シリコンチッ
プ、スライドガラス、または他の固相支持体上に並んだ核酸配列鎖のアレイを含み、遺伝
子発現、突然変異および多型分析等の検出および測定に対して幅広い用途を有する。核酸
マイクロアレイを調製するにはいくつかの方法が利用可能である。核酸配列鎖は、受動的
または化学的カップリング法によって固相基板に非共有結合または共有結合させることが
できる。他のアプローチでは、合成法を利用して核酸分子を直接基板表面上で構築する。
より簡便ではあるが制限の多いアプローチは、標識核酸配列を調製し、次いで標識核酸配
列を結合パートナーで予め被覆しておいた基板へ結合させるものである。
【００５２】
あるいは、タンパク質および／またはペプチドのエレメントを固相支持体または基板へ組
織化されたパターン状に結合させることもできる。このような固定化タンパク質エレメン
トに、核酸、タンパク質、ペプチド、および／または核酸ハイブリッドを結合させればよ
い。検出は、RNA:DNAハイブリッドに特異的な物質(例えば、抗体または抗体断片)を用い
て行う。固定化タンパク質またはペプチドがRNA:DNAハイブリッドに結合する場合には、
タンパク質-ハイブリッド複合体のRNA:DNAハイブリッド部分を、RNA:DNAハイブリッドに
特異的な物質を用いて検出することができる。固定化タンパク質がDNAに結合する場合に
は、タンパク質-DNA複合体のDNA部分をRNAにハイブリダイズさせ、RNA:DNAハイブリッド
を形成させることができる。固定化タンパク質がRNAに結合する場合には、タンパク質-RN
A複合体のRNA部分をDNAにハイブリダイズさせ、RNA:DNAハイブリッドを形成させればよい
。RNA:DNAハイブリッドは、RNA:DNAハイブリッドに特異的な物質(例えば、RNA:DNAハイブ
リッド特異的抗体またはその断片)を用いて検出することができる。
【００５３】
「ハイブリッド」とは、RNAまたはDNAからなる二本鎖核酸である。二重らせんはDNA:DNA
、RNA:RNA、またはRNA:DNAのいずれかであり、人工ヌクレオチドを含んでいてもよい。RN
Aホモ二重らせんは、塩基対合した二本鎖RNAである。RNA:DNAヘテロ二重らせんは、RNA鎖
とDNAヌクレオチド単量体を含む鎖とからなる。二重らせんは、全体が二本鎖になってい
てもよいし、一部が二本鎖になっていてもよい。典型的には、二重らせんの少なくとも10
塩基が二本鎖である。「特異的にハイブリダイズ(する)」または「特異的なハイブリダイ
ゼーション」または「選択的にハイブリダイズ(する)」等の表現は、ストリンジェントな
条件下で核酸分子が、複雑な混合物(例えば、全細胞)DNAまたはRNA中に存在する特定のヌ
クレオチド配列に優先的に結合、二重らせん化、またはハイブリダイズすることを云う。
【００５４】
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固相基板上に固定化された核酸プローブは、RNA:DNAハイブリッドの形成を基板上に局在
化させることができる。このような局在化によって、後続の検出工程を妨害する可能性の
ある反応成分を洗い流す簡便な手段や、複数の異なる標的核酸配列を同時にアッセイする
簡便な方法がもたらされる。RNA:DNAハイブリッドは、異なるプライマーが付着した各々
の部位において別々に形成される得る。プローブを固定化して生物学的分子の固相マイク
ロアレイを形成するには、本明細書に記載の方法を使用すればよい。
【００５５】
本明細書で定義するような「物質(entity)」とは、RNA:DNAハイブリッドを特異的に認識
する任意の分子を云う。RNA:DNAハイブリッドを認識し得る物質の例としては、キメラ抗
体、RNA:DNAハイブリッドに特異的に結合する天然もしくは遺伝子操作されたタンパク質
または核酸が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５６】
物質の好適な一実施形態は「抗体」である。本発明では、抗体は最も広い意味で用いられ
るものとし、無傷の抗体全体、抗体断片、組換え抗体、キメラ抗体、多機能抗体凝集物、
または、本明細書に記載の特徴を有する抗体結合部位を少なくとも１つ含む任意の抗体誘
導物全般または他の物質を含むものとする。好ましくは、本発明では、これらの物質はRN
A:DNAハイブリッドを特異的に検出し、かつ特異的に結合するものである。免疫グロブリ
ンの既知のクラスおよびサブクラスのいずれかの抗体(例えば、IgG、IgM等)、並びに、Fa
b、F(ab')およびF(ab')2として知られているIgG断片等の活性断片が意図されている。抗
体には、特異的なエピトープに結合するモノクローナル抗体(アゴニスト、アンタゴニス
ト、および中和抗体を含む)並びにポリエピトープ特異性を有するポリクローナル抗体、
または他の物質が含まれていてもよい。
【００５７】
二本鎖RNA:DNAハイブリッドに特異的な任意の抗体または物質を使用して、本発明のハイ
ブリッドを直接検出してもよい。本発明では、短鎖核酸配列、好ましくは30塩基長未満の
核酸配列を検出するために抗体を用いる実施形態においては、ポリクローナル抗体が好適
である。
【００５８】
RNA:DNAハイブリッドを検出するのに用いる抗体は、モノクローナル抗体またはポリクロ
ーナル抗体のいずれであってもよい。モノクローナル抗体とポリクローナル抗体の混合物
を用いるのが有利である場合もある。さらに、本発明は、特異的な結合特性を持つように
特別に設計したポリクローナルまたはモノクローナル抗体の使用を包含する。例えば、極
めて短鎖(20塩基対未満)のRNA:DNAハイブリッドに特異的に結合するモノクローナルまた
はポリクローナル抗体を作製すれば、極めて短鎖のRNA:DNAハイブリッドを検出する際に
使用できる。さらに、RNA:DNAハイブリッド内のミスマッチに対して感度の高いまたは低
いモノクローナルまたはポリクローナル抗体を作製してもよい。RNA:DNAハイブリッド内
のミスマッチに対して感度の高い抗体は、遺伝的変異の検出において特別の有用性が認め
られるのに対し、RNA:DNAハイブリッド内のミスマッチに対して感度の低い抗体は、特定
のクラスの核酸の検出および定量に使用される。核酸三重らせん(DNA:RNA:DNAもしくはRN
A:DNA:RNA)またはDNA:PNAもしくはRNA:PNAハイブリッド(ここでPNAは、本発明ではペプチ
ド核酸と定義する)を特異的に検出する他の抗体も使用可能である。
【００５９】
RNA:DNAハイブリッドに対するポリクローナル抗体は、適切な実験動物に有効量のペプチ
ドまたは抗原成分を注射し、血清を動物から回収し、公知の免疫吸着法のいずれかによっ
て特定の血清を単離することにより調製する。ポリクローナルRNA:DNAハイブリッド抗体
を作製するのに容易に使用し得る動物としては、ニワトリ、マウス、ウサギ、ラット、ヤ
ギ、ウマなどが挙げられる。本発明のアッセイの好適な実施形態では、ポリクローナルRN
A:DNAハイブリッド抗体を、RNA:DNAハイブリッドで免疫したヤギから誘導する。固相支持
体上に固定化されたRNA:DNAハイブリッドに対するアフィニティー精製によって、ハイブ
リッド特異的抗体をヤギ血清から精製する。
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【００６０】
常法によって調製したモノクローナル抗体をポリクローナル抗体の代わりに使用してもよ
い。様々な方法を使用して、RNA:DNAハイブリッドに特異的な適切な抗体を得ることがで
きる(例えば、米国特許第4,833,084号(Carrico)、同第4,732,847号(Stuart et al.)およ
びStuart et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:3751(1981))。ハイブリドーマHB8730
によって分泌されるRNA:DNAハイブリッドに特異的なモノクローナル抗体が米国特許第4,8
33,084号(Carrico)に開示されている。好ましくは、本発明によれば、30塩基長を超える
核酸の検出にはモノクローナル抗体を使用する。
【００６１】
抗RNA:DNAハイブリドーマの単離は、特定の欠損に関連する遺伝的突然変異のアッセイ開
発と細菌およびウイルス感染の検出を向上させてきた。しかしながら、このようなRNA:DN
Aハイブリッド特異的モノクローナル抗体を用いるアッセイは、偽陽性結果を招く高レベ
ルの非特異的結合を起こす場合が多い。Boguslawski et al., J. Immunol. Methods 89:1
23-130(1986)では、非特異的結合を減少させ、かつ煩雑な洗浄手法を回避する目的で、濾
紙上に分離した抗ハイブリッド被覆ポリスチレンビーズを用いるハイブリダイゼーション
アッセイが開発されている。
【００６２】
　RNA:DNAハイブリッドに対する好ましい抗体は、Kitawaga, Y.およびStollar,B. D. (Mo
l. lmmunology 19:413-420 (1982))の方法により、あるいは1988年3月22日にStuartらに
対して発行されたU.S.特許No. 4,732,847中に記載された方法にしたがって調製される。
【００６３】
ハイブリッドの存在の同定は、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体のいずれか
を使用することにより、またはRNA:DNAハイブリッド複合体に対して特異的なその他の単
位を使用して、達成することができる。検出は、ハイブリッドRNA:DNA複合体に対して特
異的な抗体のいずれかを標識することにより、あるいは抗複合体（anticomplex）に結合
する標識抗体を使用することにより、達成することができる。たとえば、抗体がマウスに
由来する場合、マウス抗体に対する抗体、たとえばウサギ抗（マウスIgG）、を標識して
、それにより固体支持体に対して結合する複合体に結合したいずれかの抗複合体（antico
mplex）に対して結合させることができる。
【００６４】
幅広い種の標識を、ここで応用できる他の環境中で使用した。より一般的な標識の一つは
、放射性核種であり、これをオートラジオグラフィーにより使用して、結合領域を可視化
することができる。別の標識は、フルオロセイン、メルコシアニン、またはローダミンな
どの螢光剤であり、励起光に照射することにより、蛍光の存在をモニターすることができ
る。あるいは、酵素の領域において検出することができそして局在化することができる産
物を結果として生じる酵素を使用することができる。多数の色素または還元することがで
きる金属を使用して、検出を行うことができる。一般的な酵素には、ホースラディッシュ
ペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、ガラクトシダーゼ、アルカリホスファター
ゼなどが含まれる。特定の標識または検出可能なシグナルを観察する方法は、本発明にと
って本質的ではない。抗複合体（anticomplex）に対する抗体を使用することにより、複
合体に対する抗複合体（anticomplex）の特定の結合と関連する多数の標識を、大幅に増
幅することができる。
【００６５】
ハイブリッドに対する抗体またはハイブリッドに対する二本鎖ハイブリッドに特異的なそ
の他の単位の、結果として得られる結合の検出を促進するため、通常は抗体を検出可能な
化学物質基（detectable chemical groups）により標識することができる。標識として機
能することができる検出可能な化学物質基の例は、補酵素、酵素基質、酵素阻害剤および
酵素それ自体などの酵素的に活性な基、蛍光剤、発色団、発光剤（luminescers）、標識
アビジンまたは標識ハプテンの結合により検出可能なビオチンまたはハプテンなどの特異
的に結合可能なリガンド、そしてラジオアイソトープである。
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【００６６】
完全なハイブリダイゼーションが生じるためには、二本鎖ハイブリッドを形成するために
最適な条件が必要である。“ストリンジェントな条件”という用語は、プローブが相補的
な配列に選択的にハイブリダイズしうるが、その他の配列に対してはそれよりも弱く、ま
たは全くハイブリダイズしない条件のことをいう。2本の一本鎖分子間での相補性は、“
部分的”であってもよく、その場合、核酸のいくらかのみが結合し、または全体的な相補
性が一本鎖分子間で存在する場合には、完全であってもよい。核酸鎖間での相補性の程度
は、核酸鎖間でのハイブリダイゼーションの効率および強度に対して顕著な作用を有する
。これは、核酸鎖間での結合に依存する増幅反応の際に、そしてPNA分子の設計および使
用の際に、特に重要である。たとえば、サザンハイブリダイゼーションおよびノザンハイ
ブリダイゼーションなどの核酸ハイブリダイゼーション実験の文脈において、“ストリン
ジェントなハイブリダイゼーション”および“ストリンジェントなハイブリダイゼーショ
ンの洗浄条件”は、配列依存的であり、異なる環境パラメーターのもとでは異なる。核酸
のハイブリダイゼーションに対するさらなるガイドは、Tijssen（(1993) Laboratory Tec
hniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acids 
Propbe part 1 chapter 2. “Overview of principles of hybridization and the strat
egy of nucleic acids propbe assays”, Elsevier, N.Y.）中に見いだされる。
【００６７】
“実質的に結合”とは、プローブ核酸と標的核酸との間での相補的なハイブリダイゼーシ
ョンのことをいい、そして、ハイブリダイゼーション媒体のストリンジェンシーを減少さ
せることにより適用させて、cDNA、アンプリコン、プラスミドなどを含む、結合オリゴヌ
クレオチド配列に対してハイブリダイズした標的ポリヌクレオチド配列の所望の検出を達
成することができる、マイナーなミスマッチを包含する。
【００６８】
プローブ核酸の目的の核酸分子に対するハイブリダイゼーションをいずれかの適した条件
下で行うことができ、そして好ましくはハイブリダイゼーションに好ましく、二本鎖ハイ
ブリッドを形成する条件下で行うことができる。たとえば、Sambrookら（Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual, 2nd Edition (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
 Spring Harbor, N.Y., 1989)）を参照。
【００６９】
たとえば、本発明の一態様において、プライマーは逆転写を開始するために必要とされる
。“プライマー”は、本明細書中では、DNAまたはRNA鋳型分子に対してアニールすること
ができ、核酸合成の開始点として機能する核酸分子として定義される。カスタムプライマ
ーは、一般的には、合成オリゴヌクレオチドであり、それにはcDNA、アンプリコン、プラ
スミドなどが含まれるが、天然に存在するヌクレオチドは、in vitroおよびin vivoの両
方においてプライマーとしても機能する。プライマーのin vitro使用には、たとえば、DN
A合成、サンガージデオキシシークエンシング、およびPCRが含まれる。
【００７０】
この特定の態様は、いったん標的核酸サンプルを得た後は、目的とする標的核酸を同定す
るために、目的の核酸“鋳型”を必要とする。ここで、本明細書中で互換的に使用される
ように、“核酸鋳型”または“鋳型”は、そこから別の高分子を直接合成するために情報
を読みとるポリヌクレオチド配列として定義される。たとえば、これは、DNA合成またはR
NAの転写の間にコピーされるDNA鎖、逆転写の間にコピーされるRNA鎖のことをいう場合が
ある。
【００７１】
開示された方法のプライマーは、オリゴヌクレオチド、cDNA、アンプリコン、プラスミド
などであってもよく、目的の核酸分子上の領域に相補的な配列を有するRNAまたはDNAのい
ずれかであってもよい。本明細書中で使用される場合、プライマーの相補的な配列は、“
相補的な部分”のことをいう。本明細書中で使用する場合、プライマーに相補的な目的の
標的核酸分子上の領域は、“プライマー相補領域”という。目的の標的核酸分子のプライ
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マー相補領域は、目的の標的分子のいずれかの領域であってもよい。逆転写酵素を使用す
る本発明のアッセイの態様のために、好ましい様式には、鋳型核酸分子の5'末端からいく
らか離れた標的核酸分子のプライマー相補領域が含まれる。これにより、プライマーハイ
ブリダイゼーション部位と鋳型核酸分子の末端との間の核酸鋳型の、より長い領域を得て
、それにより検出すべきRNA:DNAハイブリッドの量を増幅する。
【００７２】
一般的には、目的の核酸分子のプライマー相補領域は、検出するための核酸配列を選択す
るための既知の分類に基づいて選択される。たとえば、他の核酸分子の中から特定の核酸
分子を検出するため、プライマー相補領域は、目的の標的核酸分子に特徴的であるか、ま
たはそれに独特のものであることが好ましい。RNA分子のいずれかのクラスが検出される
ことが望ましい場合、プライマー相補領域は、目的の標的核酸分子の全てと同一または実
質的に同一である配列を有するように選択されることが好ましい。いったんプライマー相
補領域を選択すると、目的の分子の選択したプライマー相補領域に相補的であるようにプ
ライマーの配列を設計しまたは選択する。配列が既知の、あるいは配列を導き出すことが
できる、いずれかの核酸分子を、開示された方法を使用して検出することができる。
【００７３】
本発明の方法において、プライマーの相補的な部分は、プライマーとプライマー相補領域
との間の特異的かつ安定なハイブリダイゼーションをサポートする長さを有する。一般的
には、本発明のプライマーは、10～100ヌクレオチドを含むが、しかし、15～30ヌクレオ
チドであることが好ましい。
【００７４】
そのゲノムにより個体を特徴づける能力は、遺伝的情報の遺伝的な変異性による。必要な
タンパク質をコードするDNA配列は種を超えてよく保存されているが、非コードのDNA領域
または不可欠な機能を有さず、そしてしたがって核酸配列の完全な保存は強力には選択さ
れない、タンパク質の部分をコードするDNA領域が存在する。これらの可変領域は、遺伝
的マーカーにより同定される。典型的には、遺伝的マーカーは、ゲノムの独自の可変領域
に特異的に結合するオリゴヌクレオチドまたはアンプリコンなどのプローブにより結合さ
れる。いくつかの事例において、遺伝的マーカーに対する結合の存在または不存在は、個
体の独自の核酸配列により個体を同定する。その他の事例において、マーカーは全ての個
体の核酸配列に結合するが、しかし個体は、マーカープローブにより結合されるゲノム中
の位置により同定される。遺伝的変異性の主要な原因は、付加、欠失、または点変異、組
換え、および植物個体群における個体のゲノム中の転位可能な構成要素である。本発明は
、遺伝子型変異の検出および測定のために使用することができる。たとえば、異なる配列
により示されるSNPsなどの多型を検出することができる。
【００７５】
一般的に、本発明のアッセイには、以下の工程が関与する：
1.　生体分子プローブ、または標準な化学的技術を介して固相に対して生体分子プローブ
をスポットしまたは合成することにより、固体基材（たとえば、プレート、スライド、ウ
ェル、ディッシュ、ビーズ、粒子、カップ、ストランド、チップ、およびストリップ、多
孔性および非孔性の両方）に結合されるプローブのマイクロアレイを調製すること；
2.　目的とする第一の生物学的分子を含有する標的サンプルを固定化した第二の生体分子
プローブに添加し、そしてRNA:DNAハイブリッドを形成させること；
3.　RNA:DNAハイブリッド（RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体またはその断片を含む）に
特異的な検出可能な単位を添加すること；そして
4.　固定化したRNA:DNAハイブリッドに結合した単位を検出すること。
【００７６】
本発明の別の態様には、以下の工程が関与する：
1.　生体分子プローブ、または標準な化学的技術を介して固相に対して生体分子プローブ
をスポットしまたは合成することにより、固体基材（たとえば、プレート、スライド、ウ
ェル、ディッシュ、ビーズ、粒子、カップ、ストランド、チップ、およびストリップ、多
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孔性および非孔性の両方）に結合されるプローブのマイクロアレイを調製すること；
2.　目的とする第一の生物学的分子を含有する標的サンプルを固定化した第二の生体分子
プローブに添加し、そしてRNA:DNAハイブリッドを形成させること；
3.　好ましくはRNAse H機能および熱安定性を欠損した、逆転写酵素を添加すること；
4.　配列を伸長させる逆転写を促進する条件下でインキュベートし、したがって、非常に
長いRNA:DNAハイブリッドを形成し、そして抗体検出を亢進すること；
5.　RNA:DNAハイブリッド（RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体またはその断片を含む）に
特異的な検出可能な単位を添加すること；そして
6.　固定化したRNA:DNAハイブリッドに結合した単位を検出すること。
【００７７】
本発明のさらなる態様には、以下の工程が含まれる：
1.　生体分子プローブ、または標準な化学的技術を介して固相に対して生体分子プローブ
をスポットしまたは合成することにより、固体基材（たとえば、プレート、スライド、ウ
ェル、ディッシュ、ビーズ、粒子、カップ、ストランド、チップ、およびストリップ、多
孔性および非孔性の両方）に結合されるプローブのマイクロアレイを調製すること；
2.　目的とする第一の生物学的分子を含有する標的サンプルをマイクロアレイに結合した
第二の生体分子プローブおよび第三の非結合生体分子プローブに添加すること；
3.　第一の標的生物学的分子を、第三の生体分子プローブの相補的な領域とハイブリダイ
ズさせること;
4.　固定化した第二の生体分子 プローブを、ハイブリダイズしなかった第三の生体分子
プローブの相補的な領域とハイブリダイズさせること;
5.　RNA:DNAハイブリッド（RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体またはその断片を含む）に
特異的な検出可能な単位を添加すること；そして
6.　固定化したRNA:DNAハイブリッドに結合した単位を検出すること。
【００７８】
本発明の別の態様には、以下の工程が含まれる：
1.　生体分子プローブ、または標準な化学的技術を介して固相に対して生体分子プローブ
をスポットしまたは合成することにより、固体基材（たとえば、プレート、スライド、ウ
ェル、ディッシュ、ビーズ、粒子、カップ、ストランド、チップ、およびストリップ、多
孔性および非孔性の両方）に結合されるプローブのマイクロアレイを調製すること；
2.　目的の第一の生物学的分子を含有する標的サンプルを、マイクロアレイに結合した第
二の生体分子プローブおよび第三の非結合の検出可能なように標識した生体分子プローブ
に対して添加すること；
3.　第一の標的生物学的分子を、第二の固相-結合生体分子プローブの相補的な領域とハ
イブリダイズさせ、そしてRNA:DNAハイブリッドを形成させること；
4.　固相-結合した第二の生体分子プローブを、第三の検出可能なように標識した生体分
子プローブの相補的な領域とハイブリダイズさせること;
5.　RNA:DNAハイブリッド（RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体またはその断片を含む）に
特異的な検出可能な単位を添加すること；そして
6.　固定化したRNA:DNAハイブリッドに結合したRNA:DNAハイブリッドに特異的な単位およ
び検出可能なように標識した生体分子プローブの両方を別個に検出すること。
【００７９】
開示されたアッセイを使用して、サンプル中の目的とする複数の異なる生物学的分子を検
出することができる。好ましくは、目的の標的生物学的分子のそれぞれにおいて存在する
配列をスクリーニングするか、または目的の生物学的分子上の領域に対して全体的に相補
的な複数のプローブを使用してスクリーニングするかのいずれかにより、これを達成する
。後者のアプローチは、たとえば、特定の遺伝子に対する多数の異なる変異、または挿入
変異または欠失変異を含むが、これらには限定されない、遺伝的変異と関連する、いくつ
かの疾患または疾患に対する素因を検出する際に使用するために好ましい。本発明は、遺
伝子発現、マイクロアレイ上での生物学的分子（すなわち、RNA、DNA、タンパク質）の検
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出、変異および多型検出（すなわち、SNP）などを含むが、これらには限定されない、様
々な用途に応用することができるアッセイもまた、提供する。一特定態様において、変異
のそれぞれの特性を有するこれらの遺伝子の変異核酸産物の領域に相補的な配列について
スクリーニングすることが好ましい。したがって、このアッセイの一つの主要な利点は、
ハイスループットの用途であり、これにより多数のサンプルおよび疾患の可能性の大規模
なスクリーニングが可能になる。
【００８０】
開示された方法を使用して、個々の生物または個々のサンプルに由来する異なる生物学的
分子種の発現の比率を測定することもできる。この目的のため、この方法を使用して、複
数の種を同時に検出する。本明細書中で開示する場合、マイクロアレイ検出は、この目的
のために有用である。開示された方法を使用して、同一のまたは関連する生体分子配列を
検出することもでき、ここで、関連する生物学的分子はそれらの間で共通する配列モチー
フを有するが、それ以外は異なるものである。たとえば、細胞は、同一の制御配列、同一
の構造モチーフ、またはその他の配列を共通に有する、複数の生物学的分子種を含有する
ことができる。核酸分子のこのようなクラスを、プローブを共通の配列にハイブリダイズ
するように設計することにより、単一のプローブ種により検出することができる。
【００８１】
開示されたアッセイにおいて、RNA:DNAハイブリッド-特異的抗体およびその断片を含むRN
A:DNAハイブリッドに特異的な単位を使用して、標的生体分子の標識をオプションではあ
るがもはや必要としないプローブマイクロアレイに対してハイブリダイズした生物学的分
子を検出する。このアプローチにおいて、より長いRNA:DNAハイブリッドは、短いRNA:DNA
ハイブリッドよりもより多くの抗体に結合することができるので、RNA:DNAハイブリッド
が長くなればなるほど、シグナルは大きくなる。したがって、マイクロアレイ上の核酸プ
ローブ鎖が長くなればなるほど、標的核酸の検出はより感受性が高くなるか、またはハイ
ブリダイズした標的核酸の所定量に対するシグナル強度はより強くなる。残念ながら、こ
れらのマイクロアレイを調製する際に、プローブのより長い鎖を合成し、調製し、または
使用することは、より困難になりそしてより費用がかかるようになる。
【００８２】
本発明のアッセイの一開示態様は、固体基材に結合した比較的短い核酸プローブ配列につ
いて記載し、それにより時間、労力、そしてマイクロアレイを作製するために必要な費用
を最小にする。サンプル中の標的核酸配列をこれらの短いプローブにハイブリダイズさせ
て、長い核酸尾部（tail）を有する短いRNA:DNAハイブリッドを作製する。この短いRNA:D
NAハイブリッドは、おそらくは1または2のRNA:DNA抗体と結合するだけだろう。逆転写酵
素を添加する場合、そして逆転写酵素が生じる様な条件である場合、RNA:DNAハイブリッ
ドの核酸プローブ部分が、標的核酸鎖の長さにまで伸長され、したがってRNA:DNAハイブ
リッドの長さが非常に増加する。標的核酸鎖が、長さ1500塩基である場合、得られたRNA:
DNAハイブリッドは、1500塩基対に届くであろう。この長さのRNA:DNAハイブリッドは、非
常に多数のRNA:DNA抗体と結合し、それにより、産生されるシグナルの強度を非常に増大
させ、そして特異的な標的核酸配列の検出感受性を増大させる。
【００８３】
一開示態様は、結合した核酸プローブ配列の全部または部分を、RNA:DNAハイブリッド-依
存性エキソヌクレアーゼ機能（一般にはRNAse H機能または成分とも呼ばれる）を欠損す
る逆転写酵素を使用して逆転写することにより、標的核酸配列を検出する方法、および結
果として得られるRNA:DNAハイブリッドをRNA:DNAハイブリッドに特異的な抗体を使用して
検出する方法である。核酸プローブは、RNA:DNAハイブリッドを固体支持体と結合させる
ために、固体支持体上に固定化する。これにより、サンプル溶液からのハイブリッドの容
易な分離および固体支持体上のハイブリッドの位置に基づく核酸分子の特異的な検出が可
能になる。
【００８４】
本発明の一方法において、逆転写酵素を使用して、好ましくはRNAse H機能を欠損する逆
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転写酵素を使用して、逆転写を行う。その後、目的の核酸分子、好ましくはこの態様にお
いてはRNA、を含む反応混合物；ハイブリダイズし固定化された核酸プライマー；そして
逆転写酵素を、目的のRNA分子の逆転写を可能にし、そしてDNA:RNAハイブリッドの形成を
可能にする条件下でインキュベートする。開示された方法において使用することができる
逆転写酵素または開示された方法において使用するために適合させることができる逆転写
酵素の例は、表1に列記する。本発明において使用するための好ましい逆転写酵素には、L
ife Technologyから入手する逆転写酵素18053-017、18064-014および18064-071；Promega
から入手する逆転写酵素M5301およびM5302；およびStrategeneから入手する逆転写酵素60
0085；が含まれ、そのそれぞれは表1に開示する。
【００８５】
【表１】
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【表２】
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【００８７】
【表３】
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【００８８】
【表４】
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【００８９】
【表５】
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【００９０】
【表６】
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【００９１】
【表７】



(27) JP 4873812 B2 2012.2.8

10

20

30

40

50

【００９２】
逆転写は一般に逆転写酵素の機能する温度範囲内の任意の温度において実施してよい。好
ましくは、インキュベーション温度は逆転写酵素が機能して且つプライマーが標的核酸分
子にハイブリダイズしたまま残るあらゆる温度である。非好熱性逆転写酵素に関しては、
好ましい温度は逆転写酵素のための最適な温度又はその付近の温度である。ほとんどの非
好熱性逆転写酵素に関しては、この温度が約２５℃から４５℃の間になる。
【００９３】
好ましい態様において、好熱性逆転写酵素は選択性を増大させるために使用される。好熱
性逆転写酵素が機能するもっとも高い温度は本当に高くてよい。このため、好熱性逆転写
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酵素を用いる場合の逆転写酵素のための好ましい温度範囲は、対象のＲＮＡ分子とプライ
マーの間のハイブリッドの計算された溶融温度に関してもっとも便利に記載される。その
ような溶融温度は、ＲＮＡ／プライマー溶融温度（Ｒ／Ｐ　Ｔｍ）と本明細書では呼ぶ。
好ましい範囲は、対象のＲＮＡ分子とプライマーの間のハイブリッドの溶融温度より２０
℃下であり、対象のＲＮＡ分子とプライマーの間のハイブリッドの５℃上を含む。好熱性
逆転写酵素を用いる場合の他の好ましい範囲は、表２に掲載されたものを含む。
【００９４】
【表８】

【００９５】
特に注目すべきなのは、上記の列挙された範囲内の各々の特定のしかし不特定の範囲が別
の好ましい範囲として意図されることである。逆転写酵素のための好ましい温度は、Ｒ／
Ｐ　Ｔｍより約２０℃下、Ｒ／Ｐ　Ｔｍより約１５℃下、Ｒ／Ｐ　Ｔｍより約１２℃下、
Ｒ／Ｐ　Ｔｍより約１０℃下、Ｒ／Ｐ　Ｔｍより約７℃下、Ｒ／Ｐ　Ｔｍより約５℃下、
Ｒ／Ｐ　Ｔｍより約３℃下、Ｒ／Ｐ　Ｔｍより２０℃下、Ｒ／Ｐ　Ｔｍより１５℃下、Ｒ
／Ｐ　Ｔｍより１２℃下、Ｒ／Ｐ　Ｔｍより１０℃下、Ｒ／Ｐ　Ｔｍより７℃下、Ｒ／Ｐ
　Ｔｍより５℃下、そしてＲ／Ｐ　Ｔｍより３℃下を含む。通常、温度がＲ／Ｐ　Ｔｍに
近づけば近づくほど、ＲＮＡとプライマーの特異的ハイブリッドと非特異的ハイブリッド
の間の識別の程度が高くなる。温度がＲ／Ｐ　Ｔｍに近いと、しかしながら、特異的ハイ
ブリッドの安定性の低下がプライミングの効率の低さを引き起こすかもしれない。
【００９６】
Ｒ／Ｐ　Ｔｍは計算によるか又は経験的測定の何れかにより測定してよい。Ｒ／Ｐ　Ｔｍ
を計算するためには核酸ハイブリッドの安定性を計算するためのあらゆる確立された計算
式を使用してよい。Ｒ／Ｐ　Ｔｍを計算するための好ましい計算式は、Ｔｍ　＝　ΔＨ／
ΔＳ＋Ｒ×Ｉｎ（Ｃ／４）　＋　１６．６ｌｏｇ［Ｋ+］／１＋０．７［Ｋ+］―２３７．
１５であり、完璧にマッチするＤＮＡ：ＲＮＡの安定性に基づいた研究に由来した。ＲＮ
Ａ：ＤＮＡハイブリッドに関しては、上記式へのホルムアミド濃度の取り込みは適用でき
ないが、何故ならば、ホルムアミド濃度とＴｍの下降の間の関係が直線ではないからであ
る。８０％ホルムアミドにおいて、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドはＤＮＡ：ＤＮＡハイブ
リッドよりも安定であり、配列に依存して約１０から３０℃Ｔｍを大きくさせる（Ｈａｍ
ｅｓ　＆　Ｈｉｇｇｉｎｓ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ：
Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ　Ｌｉｍｉｔｅｄ，Ｏ
ｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ．１９８５））。８０％ホルムアミドにおいて反応を実施す
ると、ホルムアミドを従って使用することにより、ＤＮＡ：ＤＮＡ二重鎖の形成を抑制し
、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを優先的に選択し、そしてＲ／Ｐに関してのＴｍを見積も
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ってもよい。ＲＮＡ：ハイブリッドのＴｍの見積もりのために経験的に誘導された式は、
短い核酸プライマーに関して正確ではないかもしれないため、ハイブリダイゼーション温
度は４０から６０℃の温度範囲において０．１－０．４Ｍの単価カチオン中でハイブリッ
ド安定性を評価することにより好適に決定される。Ｒ／Ｐ　Ｔｍは経験的に決定してもよ
い（Ｌｅｓｎｉｃｋ　ａｎｄ　Ｆｒｅｉｅｒ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３４：１０８
０７－１０８１５（１９９５），ＭｃＧｒａｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕ
ｅｓ　８：６７４－６７８（１９９０），及びＲｙｃｈｌｉｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１８：６４０９－６４１２（１９９０））。
【００９７】
本明細書にて使用する好熱性逆転写酵素は、５０℃より上の任意の温度においてその最大
活性の少なくとも５％を保持するか、又は少なくとも５０℃の最適温度を有するあらゆる
逆転写酵素である。好ましい逆転写酵素は、少なくとも５０℃の最適温度を有するもので
ある。本明細書にて使用される逆転写酵素の最大活性は、以下に記載されるアッセイにお
いて測定され、与えられた逆転写酵素がその最適温度において示す、活性として定義され
る。本明細書にて使用される逆転写酵素の最適温度は、逆転写酵素の活性が最大になる温
度において定義され、以下に記載されるアッセイにおいて測定される。与えられた逆転写
酵素の最適温度は、様々な温度にて以下のアッセイにおいてその活性を測定することによ
り決定してよい。通常、最適温度は、アッセイが５から１０℃の間隔において実施するこ
とのみが要求される範囲内でのみ測定される必要がある。
【００９８】
固相基板への核酸配列の固定化の方法はよく確立されている。半分のプライマー及びロー
リングサークルの複製プライマーを含むオリゴヌクレオチドは確立されたカップリング法
を使用してカップリングしてよい。例えば、付着法はＰｅａｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１（１１）：５０２２－５０２６（１９９
４）、及びＫｈｒａｐｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ（Ｍｏｓｋ）（ＵＳＳＲ）
２５：７１８－７３０（１９９１）により記載される。３’アミンオリゴヌクレオチドの
固定化法は、Ｓｔｉｍｐｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　９２：６３７９－６３８３（１９９５）により記載される。オリゴヌクレオチ
ドを固相支持体に付着させるための好ましい方法は、Ｇｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅ
ｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２：５４５６－５４６５（１９９４）に記載される。
【００９９】
核酸又はプライマー分子の固相支持体への固定化及びアレイ化はあらゆる適切な技術を用
いて達成してよい。例えば、固定化は、インサイチュ核酸合成（Ｍａｓｋｏｓ　ａｎｄ　
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０：１６７９－
１６８４（１９９２）；Ｐｅａｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ，９１：５０２２－５０２６（１９９４））又は化学合成されたオリゴヌク
レオチドの共有結合又は不動付着によるか（Ｇｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２２：５４５６－５４６５（１９９４））又はロボットア
レイ化技術と組み合わせた他の核酸、アンプリコン、ｃＤＮＡｓ等の共有結合又は不動付
着の何れかにより達成してよい。他の固定化技術はＭｃＧａｌｌらへの米国特許５，４１
２，０８７、Ｍａｔｓｏｎらへの米国特許５，４２９，８０７、Ｆｏｄｏｒらへの米国特
許５，５１０，０８７に記載される。幾千の異なるプライマーが固相支持体上にアレイ化
されて、幾千の標的核酸配列を質問してよい。核酸又はプライマーの密度はアレイ化の方
法及び検出手段により適合させるべきである。
【０１００】
本発明の一つの態様は、特定の核酸プローブを含むユニバーサルアレイへの標的核酸配列
のハイブリダイゼーションを含み、その際、「ユニバーサルアレイ」又は「ユニバーサル
アレイ配列」は本明細書にて相互変化可能なようにあらゆる可能な塩基の組み合わせの短
い核酸配列として定義される。上記ユニバーサルアレイ配列は６－１０塩基、好ましくは
５－６塩基の範囲を含み、可能な組み合わせの数（即ち、固相へ結合する別々のプローブ
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）はそれぞれ１０２４および４０９６であり、そして核酸発現分析を可能にし、その際、
結果をフィンガープリントとして使用してよく、異なる組織又はサンプルが異なるフィン
ガープリントを与える。
【０１０１】
第３の核酸プローブを含む態様は、「捕捉用タグ」を使用することにより固相アレイに固
定化してよい。本明細書にて使用される捕捉用タグは他の化合物又はモエティに結合する
かもしれないあらゆる化合物である。プライマーは即ち付着させた捕捉用タグのその結合
パートナーへの結合を通して固定化される。そのような結合パートナーは本明細書にて「
捕捉用ドック」と呼ぶ。捕捉用タグは化合物であり、例えば粒子又はハプテンであって、
リガンド結合分子又は抗体のような他の分子に結合するか又は相互作用する化合物である
。捕捉用タグと捕捉用ドックの間のそのような相互作用は特定の相互作用、例えばハプテ
ンと抗体の間又はリガンドとリガンド結合分子の間の相互作用であることも好ましい。
【０１０２】
このアッセイのさらなる態様は、２つの隣接領域：標的核酸特異的領域及び「捕捉用配列
相補体」を有する捕捉用タグを含む。本明細書にて使用される「捕捉用配列相補体」は、
固相マイクロアレイに固定化された「ユニバーサル捕捉用配列」に相補な核酸配列を含み
、但し、「ユニバーサル捕捉用配列」は公知であり且つ固相マイクロアレイ上のその位置
が予め決定されている短い核酸配列を意味する。「捕捉用配列相補体」を含む捕捉用タグ
又はプローブは、その相補体をその相補な「ユニバーサル捕捉配列」へハイブリダイズさ
せることにより固相マイクロアレイに固定化してよい。
【０１０３】
本発明の別の態様において、「捕捉用タグ」は固相マイクロアレイに結合したその「捕捉
用ドック」にハイブリダイズする標識核酸プローブを意味し、但し、捕捉用ドックが標識
核酸プローブに特異的な共通配列である。
【０１０４】
別の捕捉用タグは、オリゴヌクレオチドにカップリングするかもしれないハイブリダイゼ
ーション又はリガンド分子を含む。核酸プローブのコンテクストにおいて記載される捕捉
用タグはＳｙｖｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１４：
５０３７（１９８６）に記載された。捕捉用タグはビオチンも含み、核酸に取り込まれて
よい。
【０１０５】
基板へのプライマーの接着又はカップリングは、ドックを基板に接着又はカップリングす
ることにより達成してよい。上記捕捉用ドックは、プライマー上の捕捉用タグに結合する
か、又は相互作用することにより、プライマーの接着を媒介する。基板上に固定化された
捕捉用ドックは基板上のプライマーの捕捉を可能にする。別の捕捉用ドックを別のプライ
マーに付着させた基板の別の領域に付着させることにより、別のプライマーに付着した別
の捕捉用タグが別に、よって基板上の診断上の位置において捕捉されるかもしれない。例
えば、マイクロタイタープレートの複数アッセイにおいては、９６までの異なる捕捉用タ
グに特異的な捕捉用ドックをマイクロタイタープレート上に、それぞれ異なる溝において
固定化してよい。捕捉及び検出は、対応する核酸分子がサンプル中に存在する捕捉用タグ
に相当する溝においてのみ生じることになる。
【０１０６】
一つの態様において、捕捉用ドックはオリゴヌクレオチドである。基板にオリゴヌクレオ
チドを固定化するか又はカップリングさせる方法はよく確立されている。例えば、付着法
はＰｅａｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１（
１１）：５０２２－５０２６（１９９４）、及びＫｈｒａｐｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ
　Ｂｉｏｌ（Ｍｏｓｋ（ＵＳＳＲ）２５：７１８－７３０（１９９１）により記載される
。３’アミンオリゴヌクレオチドのカゼインコートされたスライドへの固定化の方法は、
Ｓｔｉｍｐｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９
２：６３７９－６３８３（１９９５）により記載される。オリゴヌクレオチドと固相基板
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に付着させるための別の方法はＧｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．２２：５４５６－５４６５（１９９４）に記載される。
【０１０７】
タンパク質を基板に固定化するための方法はよく確立されている。固定化は、標準固定化
化学を用いた、例えば、アミン化表面、カルボキシル化表面又はヒドロキシル化表面への
付着似より達成してよい。付着剤の例は、臭化シアン、スクシニミド、アルデヒド、塩化
トシル、アビジン－ビオチン、光架橋剤、エポキシド、マレイミド及びグルタルアルデヒ
ドである。これら及び他の付着剤並びにそれらの付着における使用方法は、Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ：Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃ
ａｔｉｏｎｓ，Ｒｉｃｈａｒｄ　Ｆ．Ｔａｙｌｏｒ，ｅｄ．（Ｍ．Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，１９９１），Ｊｏｈｎｓｔｏｎｅ　ａｎｄ　Ｔｏｒｐｅ，Ｉｍｍｕｎｏｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ　Ｉｎ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｔｉｆｉ
ｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ，１９８７）ページ２０
９－２１６及びページ２４１－２４２、及びＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ
　Ｌｉｇａｎｄｓ，Ｃｒａｉｇ　Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．（Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９２）に記載される。タンパク質
は、抗体上の遊離基を基板内に存在する反応性側鎖グループへ化学的に架橋結合すること
により、基板に付着させてよい。例えば、タンパク質は架橋剤としてグルタルアルデヒド
又はカルボジイミドを使用して遊離のアミノ又はカルボキシル基を含む基板に化学的に架
橋結合してよい。この方法においては、遊離タンパク質を含む水性溶液をグルタルアルデ
ヒド又はカルボジイミド存在下で固相基板とインキュベートする。標準の固定化化学は当
業者に知られている。
【０１０８】
別の態様において、開示された方法の感度は、サンプル中に存在する遊離のハイブリダイ
ズしない核酸を除去するために、ハイブリッドサンプルの繰り返しの洗浄により増加させ
られる。非特異的なハイブリダイズしない核酸を除去することは有用であるが、核酸中の
二次構造が検出手段により認識されるかもしれず、アッセイバックグラウンドの上昇をも
たらすかもしれないからである。
【０１０９】
開示された方法を用いた使用のための好ましいハイブリダイゼーションサンプル核酸検出
キットは、上記方法に要求される成分のいくつか又は全てを使用して作成されてよい。上
記キットは、好ましくは、対象の核酸分子上の領域に相補な固定化プライマーを含み、そ
してより好ましくは対象の核酸分子上の領域に各々相補な複数の固定化プライマーを含む
。
【０１１０】
好ましくは、キットが以下の成分の全て又はいくつかを含む：サンプルの安定化のための
サンプル輸送培地；検出される第２生物分子に特異的な生物分子のマイクロアレイ；ハイ
ブリダイゼーションバッファー；ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに特異的な存在物（ｅｎｔ
ｉｔｙ）；洗浄バッファー；増強バッファー；及びＲＮＡ：ハイブリッド特異的抗体を検
出するのに必要な試薬。さらに、いくつかのキットはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド依存性
エキソヌクレアーゼ（ＲＮＡｓｅＨ）機能を欠く好熱性逆転写酵素を含んでよい。上記キ
ットの別の組成物は、捕捉用配列相補領域を含む核酸プローブを含んでよい。さらに、上
記キットは固相に結合した生物分子の共通配列にハイブリダイズする標識された生物分子
プローブも含んでよい。キットは、限定ではないが、サンプル生物分子の検出のための生
物分子のユニバーサルアレイをさらに含んでよい。キットはこれらの成分の全て又はそれ
らの一部を含んでよい。
【０１１１】
増幅された抗体検出のためには、上記の直接検出のためのハイブリダイゼーションキット
に含まれる試薬に加えて、全て又は一部を含む以下の試薬もキットに含んでよい：検出用
に標識された抗マウスＩｇＧ；ビオチン化された抗マウスＩｇＧ；標識された抗マウスス
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トレプトアビジン；ビオチン化抗ストレプトアビジン；又はアセチル化ＢＳＡ溶液。
【０１１２】
上記キットは陰性対照及び陽性対照を含むべきである。好ましくは、陰性対照及び陽性対
照のためのプローブが、核酸配列を有する固相上に含まれる。
以下の非限定実施例は本アッセイ及びキットの使用を例示する。
【０１１３】
実施例
実施例１
プローブマイクロアレイ上のＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの検出
以下は、サンプル中の標的生物分子配列の検出のための開示された方法の一つの態様を実
施するための好ましい方法の一例である。
【０１１４】
通常、上記アッセイは０．０５μｇの核酸のサンプルサイズを検出するために使用される
のが好ましい。もっとも好ましくは、０．０５μｇ－１０μｇの全核酸を本発明のアッセ
イを用いて検出する。
【０１１５】
標的核酸サンプルを、ヌクレアーゼを含まない水の中に懸濁し、そしてハイブリダイゼー
ションバッファーに加えた。ハイブリダイゼーション溶液を９５℃において２－５分間変
性させた。標的核酸を含むハイブリダイゼーション溶液は、スポットされたオリゴヌクレ
オチドのマイクロアレイを有するガラススライドに加えた。６５℃において１６－２０時
間ハイブリダイズさせる。直接検出するか又は増幅された検出の何れかへと続いた。
【０１１６】
直接検出に関しては、表面に結合したプライマーのマイクロアレイを有するガラススライ
ドを３回１－２分間１ＸＰＢＳ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０TMで洗浄し、そして回転振動
機上で振動させた（１１００ｒｐｍ）。ＲＮＡ：ＤＮＡ抗体染色溶液を加えたところ、全
濃度は０．１４４μｇ／μｌであった。ガラススライドマイクロアレイを溶液中で１時間
室温において振動させながら（１１００ｒｐｍ）インキュベートした。ガラススライドを
１ＸＰＢＳ／０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０TMで洗浄し、そして室温において１５分間振動
させた（１１００ｒｐｍ）。次に、マイクロアレイを、マウス抗体、特にＣｙ３又はＣｙ
５に対する抗体染色溶液中で室温においてインキュベートし、そして１時間１１００ｒｐ
ｍにて振動させた。多数の蛍光染料を使用してよく、限定ではないが、例えばＣｙ３又は
Ｃｙ５である。Ｃｙ－染料の最終濃度は１０％ヤギ血清及び１ＸＰＢＳ／０．０５　Ｔｗ
ｅｅｎ２０TMの溶液中で０．０４μｇ／μｌであった。わずかに厳密な手段を使用して、
スライドを４回約各々１０秒間洗浄バッファー中で洗浄した。次に、スライドを増強バッ
ファー中で５３℃において１５分間インキュベートした。次に、スライドを洗浄バッファ
ー中で４回各々約１０秒間、ゆるい厳密性手段を用いて洗浄した。スライドガラスに結合
したマイクロアレイを遠心分離により２０００ｒｐｍにて７－１０分間によるか又は乾燥
するまで、乾燥させた。結果は、アレイスキャナー（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　４１７　Ａ
ｒｒａｙ　Ｓｃａｎｎｅｒ又は均等物）中で、それぞれＣｙ３及びＣｙ５で標識された抗
体により発色したスライドをスキャンするための５３２ｎｍ及び６３５ｎｍにおける光励
起によりスライドを読むことにより、分析した。
【０１１７】
増幅された検出に関しては、スライドを３回１－２分間１ＸＰＢＳ／０．０５％　Ｔｗｅ
ｅｎ２０TM中で洗浄し、回転振動機上で１１００ｒｐｍにて振動させた。スライドをＲＮ
Ａ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体染色溶液中で室温において１時間撹拌（１１００ｒｐ
ｍ）しながらインキュベートした。スポットしたスライドはヤギ染色溶液からのビオチン
化マウスＩｇＧ抗体で被覆し、そして１０分間室温においてインキュベートした。マイク
ロアレイを２回１－２分間それぞれ１ＸＰＢＳ／０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０TM中で洗浄
した。スポットしたスライドはヤギ抗マウスＲ－フィコエリトリンストレプトアビジン（
０．０１μｇ／μｌ；ＳＡ－ＰＥ）染色溶液で被覆し、１０分間室温においてインキュベ
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ートした。洗浄は上記のとおり繰り返した。スポットしたスライドはストレプトアビジン
に対して出現させたビオチン化ヤギ抗体（０．５ｍｇ／ｍＬ）染色溶液で被覆し、そして
１０分間室温においてインキュベートした。スライドを再びヤギ抗マウスＲ－フィコエリ
トリンストレプトアビジン（０．０１μｇ／μｌ；ＳＡ－ＰＥ）染色溶液と共に１０分間
室温においてインキュベートした。次に、スライドを３回１－２分間１ＸＰＢＳ／０．０
５％　Ｔｗｅｅｎ２０TM中で洗浄した。次に、マイクロアレイを２０００ｒｐｍにおける
７－１０分間の遠心分離によるか、又は乾燥するまで、乾燥させた。結果は、アレイスキ
ャナー（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　４１７　Ａｒｒａｙ　Ｓｃａｎｎｅｒ又は均等物）中で
、それぞれＣｙ３又はＰＥ及びＣｙ５で標識された抗体により発色したスライドをスキャ
ンするための５３２ｎｍ及び６３５ｎｍにおける光励起によりスライドを読むことにより
、分析した。
【０１１８】
実施例２
サンプルハイブリダイゼーション前の
標識されたオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーション
Ｃｙ３又はＣｙ５で標識されたｎ－マーのオリゴヌクレオチドを、ＳＳＣ及びＳＤＳを含
むハイブリダイゼーションバッファーに加え、そして９５℃にて２－５分間変性させた。
多くの蛍光染料を使用してよく、限定ではないが、例えばＣｙ３及びＣｙ５である。多数
の蛍光染料を使用してよく、限定ではないが、例えばＣｙ３又はＣｙ５である。スポット
されたオリゴヌクレオチドを含むガラススライドをハイブリダイゼーション溶液で被覆し
、そして室温において２０秒間インキュベートした。カバースリップを２ＸＳＳＣ／０．
２％ＳＤＳの厳しい浸潤により除去した。如何なる残余のＳＤＳもスライドを０．０５Ｘ
ＳＳＣへ３０分間浸潤することにより洗い流された。次に、スライドを２０００ｒｐｍに
て７－１０分間の遠心分離によるか又は乾燥するまで、乾燥させた。結果は、アレイスキ
ャナー（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　４１７　Ａｒｒａｙ　Ｓｃａｎｎｅｒ又は均等物）中で
、それぞれＣｙ３及びＣｙ５で標識された抗体により発色したスライドをスキャンするた
めの５３２ｎｍ及び６３５ｎｍにおける光励起によりスライドを読むことにより、分析し
た。
【０１１９】
実施例３
ＲＮＡｓｅＨ機能を欠く逆転写酵素により媒介されるＲＮＡの検出
以下は、サンプル中の標的核酸配列の検出のための開示された方法のひとつの態様を実施
する方法の一例である。
【０１２０】
５プライムのビオチン化された２０から３０ヌクレオチドプライマーを、ストレプトアビ
ジンコートされた固相と混合し、そして３０から６０分間２０－２７℃において一定振動
（１１００ｒｐｍ）にてインキュベートした。標的核酸のサンプルを上記固相に加えた。
ハイブリダイゼーション／伸長バッファー（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ８．３
，１５０ｍＭ　ＫＣｌ，６ｍＭ　ＭｇＣｌ2，２０ｍＭ　ＤＴＴ，及び１ｍＭの各ｄＮＴ
Ｐ）を次に加えた。標的核酸及びプライマーは該混合物を最適なアニーリング温度まで、
好ましくは６０℃にて（最適アニーリング温度は利用したプライマー及び核酸により変化
する）２０－３０分間加熱することにより、アニールさせた。上記混合物を、次に、２０
－２７℃に１０分間冷却した。追加のハイブリダイゼーション／伸長バッファー及び逆転
写酵素、好ましくは高温安定性であってＲＮＡｓｅＨを欠く逆転写酵素を加えた。反応物
を３０－６０分間４２℃においてインキュベートした。ＥＤＴＡ（０．５Ｍ）を加え、そ
して３７℃において３０分間インキュベートした。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的ア
ルカリホスファターゼ配合抗体混合物を加え、そして２０－２７℃において３０－６０分
間インキュベートした。あらゆる未結合の抗体を洗い去り、次に化学発色基板を添加した
。溶液を１５－３０分間２０－２７℃においてインキュベートした。放射されたシグナル
をルミノメーターで適切な波長にて読んだ。
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【０１２１】
実施例４
ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的抗体の結合
ハイブリダイズしたＲＮＡ：ＤＮＡサンプルを抗体と共に上記ハイブリッドの配合を許容
するのに十分な時間インキュベートした。該ハイブリッドは５分から２４時間１５℃から
６５℃においてプラットフォーム振動機上で０から１５００ｒｐｍのスピードにおけるイ
ンキュベーションにより抗体に結合させた。好ましくは、インキュベーション時間が３０
から１２０分間であって、２０から４０℃において３００から１２００ｒｐｍのスピード
であった。もっとも好ましくは、結合が約３００から１０００ｒｐｍの間の回転振動スピ
ードにて１時間の室温における激しい振動のインキュベーションにより起こった。当業者
には、インキュベーション時間、温度及び振動を変更することにより所望な別の捕捉動力
学を達成してよい。
【０１２２】
実施例５
モノクローナル及びポリクローナル抗体により検出された
オリゴヌクレオチドの長さの比較
長さを変えた単一のオリゴヌクレオチドを１０の複製物にて４つの異なる濃度においてス
ポットした。スポットされた７２マーのオリゴヌクレオチドは、４０Ｓリボソーマルタン
パク質Ｓ１１に相当するＩＭＡＧＥクローン＃２５９９８３の一部であった。より短いオ
リゴヌクレオチドは親の７２マーの連続的な末端除去物であった。これらのマイクロアレ
イを濃度を変えた相補ＲＮＡにハイブリダイズさせ、そしてモノクローナル一次ＲＮＡ：
ＤＮＡハイブリッド抗体を用いて可視化させた。８００ｐＭの標的濃度において、実質的
なシグナルが３０塩基のオリゴヌクレオチドにおいて観察されたが、２５塩基においてシ
グナルの急降下があった。図６Ａは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド特異的モノクローナル
抗体検出に際しての様々なスポットされたオリゴヌクレオチド濃度を用いた８００ｐＭの
ＲＮＡ濃度におけるオリゴヌクレオチドの函数としてのノイズ比に対するシグナルの結果
を示す。
【０１２３】
ポリクローナル抗体検出プロトコルは、モノクローナル抗体に関しての上記プロトコルと
同じであって、ウサギからのＣｙ３－標識ヤギ二次抗体を、ヤギからのマウス抗体に変え
たのが例外であった。ポリクローナルを用いた結果（図６Ｂ）は、３０　塩基未満のオリ
ゴヌクレオチドに関するモノクローナル抗体に比較しての、顕著に改善された検出を示し
た。３０塩基を越えるオリゴヌクレオチドに関してはシグナルにおける顕著な差異はなか
った。
【０１２４】
ポリクローナルＲＮＡ：ＤＮＡ抗体は、モノクローナル抗体を用いた検出に比較して３０
塩基対未満のＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを検出するのに顕著に感度の良い方法を提供し
た。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１Ａ－Ｄは、マイクロアレイ上のＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの免疫抗体検
出の好ましい態様ノイズ模式的代表図である。図１Ａは、図１Ｂに描かれたＲＮＡ：ＤＮ
Ａハイブリッドを形成するマイクロアレイに付着させた相補ＤＮＡ配列へのＲＮＡサンプ
ルのハイブリダイゼーションを示す。次に、抗体、モノクローナル又はポリクローナル、
を図１Ｃに示すとおりにＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに結合させる。図１Ｄは蛍光レーザ
ースキャナーを用いた蛍光標識の検出を例示する。
【図２】　図２Ａ－Ｄは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの、ユニバーサル捕捉配列を含む
マイクロアレイ上の免疫検出の第２の態様の模式的代表図である。図２Ａは、ユニバーサ
ルアレイの一本鎖ＤＮＡとサンプルＲＮＡとのハイブリダイゼーションを示す。各ハイブ
リッドはＤＮＡ：ＤＮＡ領域及びＲＮＡ：ＤＮＡ領域を含むマイクロアレイ上に形成され
、図２Ｂに描写したとおりである。抗体は図２ＣにおいてＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを
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検出及び結合する。図２Ｄは蛍光レーザースキャナーを用いた蛍光抗体標識を含む検出の
一つの手段を例示する。
【図３】　図３Ａ－Ｅは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの免疫検出の第３の態様の模式的
代表図であって、但し、マイクロアレイは完全長配列が未知である場合のｍＲＮＡの定量
のための発現された配列タグ（ＥＳＴｓ）を含む。図３Ａは、マイクロアレイに結合した
短いＥＳＴｓへのサンプルＲＮＡのハイブリダイゼーションを示す。ＲＮＡと短いＤＮＡ
のハイブリッドの形成を図３Ｂに描写する。例えば逆転写酵素（ＲＴ）を使用して、図３
Ｃに描写するように、ＤＮＡをＲＮＡの完全長まで伸長合成する。図３Ｄ及び図３Ｅは、
ぞれぞれ、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの抗体認識及びレーザースキャナーによる蛍光抗
体標識の検出を例示する。
【図４】　図４Ａ－Ｄは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの免疫検出の第４の態様の模式的
代表図であって、但し、発明は２色検出法に向けられる。図４Ａは、同一配列の領域及び
可変配列の領域を含むマイクロアレイに結合した各ＤＮＡプローブを示す。標識されたＤ
ＮＡは共通配列とハイブリダイズし、そしてＲＮＡサンプルは可変配列とハイブリダイズ
する。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド及びＤＮＡ：標識されたＤＮＡハイブリッドが形成さ
れ、図４Ｂに例示するとおりである。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに対して出現させた抗
体は適切な領域に結合し；マイクロアレイは２つの異なる色の蛍光レーザーによりスキャ
ンし；そしてシグナルは図４Ｃ－４Ｄに示すとおりに標準化される。
【図５】　図５Ａ－Ｄは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの免疫検出の第４の態様の模式的
代表図であって、但し、発明は標識された縮重ｎ－マーＤＮＡ及びサンプルＲＮＡを含む
。図５Ａは、ＲＮＡサンプル及び／又は標識された縮重ＤＮＡに同時又は逐次的にハイブ
リダイズさせたマイクロアレイに結合させた各ＤＮＡプローブを示す。ＲＮＡ：ＤＮＡハ
イブリッド及び／又はＤＮＡ：標識ＤＮＡハイブリッドが形成され、図５Ｂに示されると
おりである。ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに対して出現させた抗体は適切な領域に結合し
；マイクロアレイは２つの異なる色の蛍光レーザーによりスキャンし；そしてシグナルは
図５Ｃ－５Ｄに示すとおりに標準化される。
【図６】　図６Ａ－Ｂは、マイクロアレイのノイズ比に対するシグナルの函数として、モ
ノクローナル抗体（図６Ａ）及びポリクローナル抗体（図６Ｂ）による検出を用いた固相
結合オリゴヌクレオチド長さの比較を表すグラフである。
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