
JP 4740111 B2 2011.8.3

10

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アッセイ方法であって、以下：
標的ポリヌクレオチドの含有が疑われるサンプルを提供するステップ、
標的ポリヌクレオチドと相互作用し、かつ励起されるとエネルギーをシグナル伝達発色団
へ移動する能力のあるポリカチオン多発色団を提供するステップ、
前記標的ポリヌクレオチドと結合可能なセンサポリヌクレオチド結合タンパク質（ＰＢＰ
）であって、前記シグナル伝達発色団と共役されている、該ＰＢＰを提供するステップ、
前記標的ポリヌクレオチドが存在する場合にはこれに前記センサＰＢＰが結合しうる条件
下で、前記サンプルを溶液中で前記センサＰＢＰ及び前記多発色団と接触させるステップ
、
前記溶液に、前記多発色団を励起しうる光源を当てるステップ、及び
前記シグナル伝達発色団から光が放出されるか否かを検出するステップ、
を含み、前記ポリカチオン多発色団が共役ポリマーである、上記アッセイ方法。
【請求項２】
　前記共役ポリマーが、下記構造：
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【化１】

〔式中、ｎ＝２～１００，０００である。〕
を有する、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記共役ポリマーが、下記構造：
【化２】

を有する、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記共役ポリマーが、下記構造：

【化３】

〔式中、ｎ＝２～１００，０００である。〕
を有する、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　前記共役ポリマーが、下記構造：

【化４】

〔式中、ｍ＝１又は２である。〕
を有する、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　前記サンプルを、約１：１の電荷比で前記センサＰＢＰ及び多発色団と接触させる、請
求項１記載の方法。
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【請求項７】
　前記サンプルを、前記センサＰＢＰと前記多発色団との間の疎水性相互作用を低下させ
るのに十分な量の有機溶媒の存在下で、前記センサＰＢＰ及び前記多発色団と接触させる
、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　前記サンプルを、対応する異なるシグナル伝達発色団を含む複数の異なるセンサＰＢＰ
と接触させるが、ただしそれらの異なるセンサＰＢＰは各々が対応する異なる標的ポリヌ
クレオチドに選択的に結合できるものとする、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　前記発色団が蛍光団である、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　前記蛍光団が、半導体ナノ結晶、蛍光色素、及びランタニド・キレートから選択される
、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　前記蛍光団が半導体ナノ結晶である、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　前記蛍光団が蛍光色素である、請求項１０記載の方法。
【請求項１３】
　前記蛍光色素がフルオレセインである、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
　前記蛍光団がランタニド・キレートである、請求項１２記載の方法。
【請求項１５】
　前記標的ポリヌクレオチドがＤＮＡである、請求項１記載の方法。
【請求項１６】
　前記標的ポリヌクレオチドがＲＮＡである、請求項１記載の方法。
【請求項１７】
　前記サンプルが１本鎖の標的ポリヌクレオチドを含む、請求項１記載の方法。
【請求項１８】
　前記サンプルが２本鎖の標的ポリヌクレオチドを含む、請求項１記載の方法。
【請求項１９】
　前記標的ポリヌクレオチドが増幅反応により提供される、請求項１記載の方法。
【請求項２０】
　シグナル伝達発色団に付加された、標的ポリヌクレオチドに結合するセンサポリヌクレ
オチド結合タンパク質（ＰＢＰ）、及び
該標的ポリヌクレオチドと静電的に相互作用可能であり、かつセンサＰＢＰと標的ポリヌ
クレオチドの結合時において、シグナル伝達発色団に接近した場合に励起されるとエネル
ギーを該シグナル伝達発色団へ移動することができるポリカチオン多発色団、
を含み、前記ポリカチオン多発色団が共役ポリマーである、ポリヌクレオチド検出溶液。
【請求項２１】
　標的ポリヌクレオチドに結合可能なセンサＰＢＰ、
標的ポリヌクレオチドと静電的に相互作用可能であり、かつセンサＰＢＰと標的ポリヌク
レオチドとの結合時において、シグナル伝達発色団に接近した場合に励起されるとエネル
ギーを該シグナル伝達発色団へ移動することができるポリカチオン多発色団、
センサＰＢＰ及び多発色団を保持するためのハウジング、並びに
標的ポリヌクレオチドについてサンプルをアッセイするためにキット成分を使用する方法
を説明する、上記ハウジングに提供される説明書、
を含み、前記ポリカチオン多発色団が共役ポリマーである、サンプルを標的ポリヌクレオ
チドについてアッセイするためのキット。
【請求項２２】
　前記シグナル伝達発色団から放出された閾値を上回る光が、前記サンプル中に前記標的
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ポリヌクレオチドが存在することを示唆する、請求項１記載の方法。
【請求項２３】
　前記シグナル伝達発色団から放出された光の量を定量し、これを利用して前記サンプル
中の前記標的ポリヌクレオチドの量を決定する、請求項１記載の方法。
【請求項２４】
　前記蛍光団が緑色蛍光タンパク質である、請求項７記載の方法。
【請求項２５】
　前記標的ポリヌクレオチドを増幅しない、請求項１記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、サンプル中のポリヌクレオチドを検出及び分析するための方法、物、並びに
組成物に関する。
【０００２】
連邦政府による資金提供を受けた研究の記載
　本発明に至るまでの研究は、米国国立衛生研究所から付与された助成金番号ＧＭ６２９
５８－０１、米国国立科学財団から付与された助成金番号ＤＭＲ－００９７６１１及び米
国海軍研究事務所から付与された助成金番号Ｎ０００１４－１－１－０２３９の下で実施
した。米国政府は本発明に関して一定限度の権利を持つものとする。
【背景技術】
【０００３】
　リアルタイムで感度の高いポリヌクレオチド解析を可能にする方法は、科学的及び経済
的に重要である１，２，３。それらの用途としては、医学的診断、遺伝子突然変異の同定
、遺伝子送達のモニタリング及び特定のゲノム技術が挙げられる４。臭化エチジウム及び
チアゾールオレンジなどのカチオン有機色素は、２本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）の溝内に挿
入されると発光し、直接ＤＮＡハイブリダイゼーションプローブとして機能するものの、
配列特異性に欠けている５，６。鎖特異的アッセイ用のエネルギー／電子移動発色団対が
存在するが、これらは２つの核酸の化学標識、又は同一改変鎖の二重修飾（例えば、分子
ビーコン）を必要とする７，８。２箇所のＤＮＡ部位を標識するのは困難であるため、収
率が低くなり、コストが嵩み、さらに一方だけが標識された不純物が生じたりして、結果
的に検出感度が低下する９。
【０００４】
　サンプル中の特定のポリヌクレオチドを検出及び分析するための方法、並びにかかる方
法に有用な組成物及び製品が当分野で必要とされている。
【発明の開示】
【０００５】
　サンプル中の標的ポリヌクレオチドを検出及びアッセイするための方法、組成物並びに
製品を提供する。
【０００６】
　第１の実施形態においては、標的ポリヌクレオチドの含有が疑われるサンプルを、ポリ
カチオン多発色団、及び該標的ポリヌクレオチドと結合しうるセンサポリヌクレオチド結
合タンパク質（ＰＢＰ）と接触させる。センサＰＢＰは、シグナル伝達発色団（signalin
g chromophore）を含む。理論に拘束されることを望むものではないが、サンプル中に標
的ポリヌクレオチドが存在する場合、シグナル伝達発色団は、センサＰＢＰに結合した標
的ポリヌクレオチドの骨格との静電相互作用を利用することによりカチオン多発色団の近
接にもたらされると考えられる（図１参照）。続いて、シグナル伝達発色団は、励起され
たポリカチオン多発色団からエネルギーを獲得し、検出可能な光を発することができる。
標的ポリヌクレオチドは、サンプル中に存在する形で分析してもよいし、あるいは分析に
先立って、又は分析と同時に増幅してもよい。
【０００７】



(5) JP 4740111 B2 2011.8.3

10

20

30

40

50

　本発明の方法を実施する際に有用な試薬を含む溶液を、かかる試薬を含有するキットと
して提供する。該方法は、複数の異なるセンサＰＢＰを使用して複数の異なる標的ポリヌ
クレオチドをアッセイするマルチプレックス環境で使用することができる。該方法は、任
意により表面上で、例えば表面に会合させたポリカチオン多発色団を用いて実施すること
ができる（つまり、該表面をセンサとすることができる）。また、該方法を均一フォーマ
ットで提供することもできる。本明細書中に記載した方法及び物は、ポリヌクレオチドを
検出するための他の技術に代わるものとして使用することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　ＤＮＡ及びＲＮＡセンサ（「ジーン・チップ」及び「ＤＮＡチップ」を含む）に関する
現在の技術は、１本鎖ＤＮＡへの蛍光タグ（発光団（lumophore））の共有結合に依存し
ている。これらのセンサの大部分は分析物サンプルの標識に依存せざるを得ないが、これ
にはサンプル間の標識反応の効率の変動によって生じる、複雑な交差較正が必要となる回
避しがたい問題がある。他の系は「モレキュラービーコン」手法に依存するものであり、
それには発光団及びクエンチャー（消光団）を正確に操作された配列に付加する必要があ
る。
【０００９】
　サンプルと、少なくとも２つの成分：（ａ）集光性発光多発色団系、例えば、共役ポリ
マー、半導体量子ドット又は水溶性の樹状構造など；及び（ｂ）発光シグナル伝達発色団
と共役させたセンサＰＢＰ（ＰＢＰ－Ｃ＊）とを接触させるステップを含む、ポリヌクレ
オチド分析のための方法を提供する。多発色団の励起時におけるシグナル伝達発色団－Ｃ
＊特有の光波長は、溶液中の標的ポリヌクレオチドの存在を示唆している。それぞれに異
なる塩基配列及び異なるシグナル伝達発色団を有する複数の異なるセンサＰＢＰ（ＰＢＰ
１－Ｃ１＊、ＰＢＰ２－Ｃ２＊、ＰＢＰ３－Ｃ３＊、ＰＢＰ４－Ｃ４＊など）を使用する
ことで、複数の異なるポリヌクレオチドを別個に検出しアッセイすることができる。
【００１０】
　集光性発色団及びシグナル伝達発色団（Ｃ＊）は、これら２つの種の発色団の吸収バン
ドの重複が最小となるように、またこれら２つの種の発光スペクトルが異なる波長を持つ
ように、選択する。水溶液中で調製する場合、集光性発光多発色団系は正に帯電している
、又はカチオンであり、好ましくはポリカチオンである（例えば、ポリカチオン共役高分
子電解質である）。センサＰＢＰ及び多発色団は、標的の不在下にてそれらの間の相互作
用が最小となるように選択する。センサＰＢＰと結合可能な標的ポリヌクレオチドを添加
した場合、標的ポリヌクレオチドはセンサＰＢＰと複合体を形成する。標的ポリヌクレオ
チドは負に帯電しているため、センサＰＢＰはポリカチオン多発色団と結合することとな
り、それによりポリカチオン多発色団からシグナル伝達発色団へのエネルギー移動が、例
えばＦｏｒｓｔｅｒエネルギー移動機構により可能となる。センサＰＢＰと結合しないポ
リヌクレオチドを添加した場合には、多発色団とセンサＰＢＰとの複合体形成が起こらな
い。ポリカチオン多発色団とシグナル伝達発色団との平均距離はかかる複合体形成の不在
下では有効なエネルギー移動のためには広すぎるため、シグナル伝達発色団からの発光は
ほとんど又は全くない。この全体的なスキームは、試験溶液中の標的ポリヌクレオチドの
存在を検出することができる。
【００１１】
　前記の方法に加えて、本発明は、少なくとも２つの成分、すなわち（ａ）カチオン多発
色団、及び（ｂ）シグナル伝達発色団と共役させたポリヌクレオチド結合タンパク質を含
む「センサＰＢＰ」（ＰＢＰ－Ｃ＊）、を含む、主に水性の溶液を提供する。
【００１２】
　実施例中で示すように、共役ポリマーなどの水溶性多発色団により提供される光増幅を
利用してＰＢＰセンサへのポリヌクレオチドの結合を検出することができる。該増幅は、
より分子量の高い水溶性共役ポリマー又は他の構造を本明細書中に記載のポリカチオン多
発色団として使用することによって増進できる。本発明は、蛍光検出方法の容易さを利用
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する均一フォーマットで提供することができる。本発明を使用すれば増幅された標的ポリ
ヌクレオチドを検出することができるし、又は本発明が大きなシグナルの増幅であること
から、ポリヌクレオチドを増幅する必要の無い独立したアッセイとして使用することがで
きる。
【００１３】
　それゆえ、現行のジーン・チップ技術を上回る本発明の特有の利点には、分析に先立っ
てサンプル中に含有されているか又はサンプルから得たポリヌクレオチドに発光団又は発
色団を共有結合させることにより分析するために各サンプルを最初に標識することを回避
しうる。それらの結合方法では結合効率を再現することが本質的に困難であるため、サン
プル間の相互校正が必要となる。
【００１４】
　本明細書中に記載した発明は、サンプルを標的ポリヌクレオチドについて調べることの
できるアッセイであれば、そのいずれにとっても有用である。典型的なアッセイではサン
プル中の標的ポリヌクレオチドの存在若しくはその相対量を決定することを必要とするの
で、該アッセイは定量的なものであっても半定量的なものであってもよい。
【００１５】
　本発明の方法は、その全てをマルチプレックス・フォーマットで実施することができる
。複数の異なるセンサＰＢＰを使用することにより、各センサＰＢＰに共役させた異なる
シグナル伝達発色団を利用してサンプル中の対応する異なる標的ポリヌクレオチドを検出
することができる。対応する異なる標的ポリヌクレオチドについてアッセイするために同
時に使用しうる２、３、４、５、１０、１５、２０、２５、５０、１００、２００、４０
０個又はそれ以上の異なるセンサＰＢＰを用いるマルチプレックス方法を提供する。
【００１６】
　前記方法は基板上並びに溶液中で実施することができるが、溶液フォーマットは拡散す
るためにより迅速であると予想される。従って、前記アッセイを、例えば基板上のアレイ
フォーマット（これをセンサとすることができる）で実施することができる。これはアッ
セイ成分（例えば、センサＰＢＰ、ポリカチオン多発色団、若しくはその両方）を基板上
に固定するか又は別の方法で組み込むことにより達成できる。これらの基板は、ガラス、
シリコン、紙、プラスチックの表面、又は光電子変換器として用いられる光電子半導体（
例えば、限定するものではないが、インジウム添加窒化ガリウム又は高分子ポリアニリン
など）の表面であってもよい。所与のセンサＰＢＰの位置は、公知の位置であってもアレ
イフォーマットで決定しうる位置であってもよく、また該アレイフォーマットはマイクロ
アドレスを指定可能なもの（microaddressable）であってもナノアドレスを指定可能なも
の（nanoaddressable）であってもよい。
【００１７】
　本発明をさらに詳しく記載する前に、本発明は記載されている特定の方法論、道具、解
決策又は装置に限定されないことを理解されたい。何故なら、かかる方法、道具、解決方
策又は装置は、当然変更しうるからである。また、本明細書中で使用する用語は、単に特
定の実施形態を記載することを目的としたものであって、本発明の範囲を限定するもので
はないことも理解されたい。
【００１８】
　単数形「a」、「an」及び「the」を使用する場合、文中で特に明確に指定しない限り、
複数形の表現が含まれているものとする。従って、例えば「標的ポリヌクレオチド（a ta
rget polynucleotide）」という表現には複数の標的ポリヌクレオチドが含まれ、「シグ
ナル伝達発色団（a signaling chromophore）」という表現には複数のかかる発色団が含
まれ、また「センサＰＢＰ」という表現には複数のセンサＰＢＰが含まれ、他についても
同様である。さらに、「２つの（two）」、「３つの（three）」などの具体的な複数形の
表現を使用する場合には、文中で特に明確に指定しない限り、多数の同一物を指すものと
解釈する。
【００１９】
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　「接続（connected）」、「付加（attached）」及び「連結（linked）」などの用語は
本明細書中では同義的に使用されるものとし、また文中で特に明確に指示しない限り、直
接的並びに間接的な接続、付加、連結又は共役を包含するものとする。ある数値範囲が示
された場合、示された該範囲の上限値と下限値の間にある各整数、及びそれら各々の分数
もまた、かかる数値間の各下位範囲と共に具体的に開示されるものと理解されたい。どん
な範囲の上限値及び下限値であっても、それらを別個に該範囲内に含めること、又は該範
囲から除外することが可能であり、これらの限界値の一方を含む範囲、いずれも含まない
範囲、又は両方を含む範囲もまた本発明に包含されるものとする。議論されている数値が
固有の限界値を有する場合、例えばある成分が０～１００％の濃度で存在しうる場合、又
は水溶液のｐＨが１～１４まで変動しうる場合、それらの固有の限界値は具体的に開示さ
れているものとする。ある数値が明示された場合、示された数値とほぼ同数又は同量の数
値もまた、それらの数値を根拠とする範囲として本発明の範囲に含まれるものと理解され
たい。ある組み合わせが開示された場合、その組み合わせの要素からなる下位の組み合わ
せ各々もまた、具体的に開示され、かつ本発明の範囲に含まれるものとする。逆に、異な
る要素又は要素集団が開示された場合、それらの組み合わせもまた開示されるものとする
。複数の代替物を有するある発明のいずれかの要素が開示された場合、各代替物が別々に
、又は他の代替物とのいずれかの組み合わせで除外されている該発明の実施例もまた、本
明細書中に開示されるものとする。ある発明の２つ以上の要素がかかる除外を受ける可能
性があり、かかる除外を受けた要素の全ての組み合わせが本明細書中に開示されるものと
する。
【００２０】
　特に定義しない限り、又は文中で特に明確に指定しない限り、本明細書中で使用する全
ての技術的及び科学的用語は、本発明が属する分野において通常の知識を有する者に一般
に理解されているものと同じ意味を有する。本明細書中に記載した方法及び材料と類似又
は同等のものはいずれも本発明を実施又は試験する際に使用できるが、好適な方法及び材
料は本明細書中に記載されている。
【００２１】
　本明細書中で言及した全ての刊行物は、それらを参照するきっかけとなった特定の材料
及び方法論を開示しかつ記載することを目的として、参照により本明細書に含めるものと
する。本明細書中で議論されている刊行物は、本出願の出願日に先立ってそれらを開示す
るためだけに提供されたものである。本明細書の如何なる内容も、本発明が、それらが先
行発明であるという理由で、かかる開示に先行する資格を持たないことを認めたものと解
釈されるべきではない。
【００２２】
定義
　本発明を説明するにあたって次の用語を使用するが、これらは以下の通りに定義される
ものとする。
【００２３】
　「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」、「核酸」及び「核酸分子」という用
語は、本明細書中ではある長さを有するヌクレオチドのポリマー形態を指すために同義的
に使用されるものとし、また該用語にはリボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、
その類似体、又はそれらの混合物が含まれるものとする。これらの用語は分子の１次構造
のみを指す。従って、前記用語には、３本鎖、２本鎖及び１本鎖のデオキシリボ核酸（「
ＤＮＡ」）、並びに３本鎖、２本鎖及び１本鎖のリボ核酸（「ＲＮＡ」）が含まれる。ま
た、例えばアルキル化及び／又はキャッピングにより修飾された形態のポリヌクレオチド
、及び非修飾形態のポリヌクレオチドも含まれる。
【００２４】
　修飾されているか否かに関わらず、標的ヌクレオチドは、本明細書に記載の方法におい
てポリカチオン多発色団と静電相互作用する（なお、他の力がさらにその相互作用に関与
する可能性もある）ために十分な負電荷のポリアニオン骨格、好ましくは糖－リン酸骨格
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を有する必要がある。センサＰＢＰは、標的の不在下で最小限に多発色団と相互作用する
ポリヌクレオチド結合タンパク質である。所定のアッセイフォーマットのための好適な結
合条件は当業者であれば決定することができ、調整しうるパラメータの非限定的な例とし
ては、例えばアッセイ成分の濃度、ｐＨ、使用する塩類及びそれらの濃度、イオン強度、
温度などが含まれる。
【００２５】
　より詳しく述べると、「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」、「核酸」及び
「核酸分子」という用語には、ポリデオキシリボヌクレオチド（２－デオキシ－Ｄ－リボ
ースを含む）、例えばスプライシングを受けたか又は受けていないｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、
ｈＲＮＡ、及びｍＲＮＡを含むポリリボヌクレオチド（Ｄ－リボースを含む）、プリン又
はピリミジン塩基のＮ－又はＣ－配糖体である他のタイプのポリヌクレオチド、リン酸又
は他のポリアニオン骨格を含む他のポリマー、並びに他の合成配列特異的核酸ポリマー（
ただし、該ポリマーは、ＤＮＡ及びＲＮＡ中に見出されるような塩基対の形成と塩基のス
タッキングを可能にする立体配置をとる核酸塩基を含有するものとする）が含まれる。用
語「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」、「核酸」及び「核酸分子」に関して
は、長さの区別を意図しておらず、これらの用語は本明細書中で互換的に用いられる。こ
れらの用語は分子の一次構造のみに関する。従って、これらの用語には、例えば３’－デ
オキシ－２’，５’－ＤＮＡ、オリゴデオキシリボヌクレオチドＮ３’Ｐ５’ホスホルア
ミデート、２’－Ｏ－アルキル－置換ＲＮＡ、２本鎖及び１本鎖ＤＮＡ、２本鎖及び１本
鎖ＲＮＡ、並びに例えばＤＮＡとＲＮＡとのハイブリッドを含むそれらのハイブリッドが
含まれ、さらに公知のタイプの修飾物、例えば標識によるもの、アルキル化によるもの、
「キャップ」によるもの、１つ以上のヌクレオチドがその類似体で置換されたもの、ヌク
レオチド間修飾物、例えば負に帯電した連結によるもの（例えば、ホスホロチオエート、
ホスホロジチオエートなど）、例えばタンパク質（ヌクレアーゼなどの酵素、毒素、抗体
、シグナルペプチド、ポリ－Ｌ－リシンなどを含む）などの付属部分を含有するもの、イ
ンターカレート剤（例えばアクリジン、ソラレンなど）によるもの、キレート（例えば金
属、放射性金属、ホウ素、酸化金属などのキレート）を含有するもの、アルキル化剤を含
有するもの、修飾された連結によるもの（例えば、αアノマー核酸など）、並びに非修飾
形態のポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドも含まれる。
【００２６】
　本明細書中で使用する場合、「ヌクレオシド」及び「ヌクレオチド」という用語には、
公知のプリン及びピリミジン塩基だけでなく他の修飾された複素環式塩基も含有する部分
が含まれることが理解されよう。かかる修飾物としては、メチル化プリン若しくはピリミ
ジン、アシル化プリン若しくはピリミジン、又は他の複素環が挙げられる。また、修飾さ
れたヌクレオシド又はヌクレオチドとしては、その糖部分が修飾されたもの、例えば１つ
以上のヒドロキシル基がハロゲン、脂肪族基と置き換えられているか、又はエーテル、ア
ミンなどとして機能化されているものも挙げることができる。「ヌクレオチド単位」とい
う用語は、ヌクレオシド及びヌクレオチドを包含するものとする。
【００２７】
　さらに、ヌクレオチド単位に対する修飾としては、それぞれに相補的なピリミジン又は
プリンとの水素結合を形成するプリン若しくはピリミジン塩基上の官能基の再配置、付加
、置換又は別の方法による変更が挙げられる。その結果得られる修飾ヌクレオチド単位は
、任意で、同様に修飾した他のヌクレオチド単位（ただしＡ、Ｔ、Ｃ、Ｇ又はＵ以外）と
塩基対を形成していてもよい。ポリヌクレオチドの機能を妨げない脱塩基部位が含まれて
いてもよいが、好ましくは、ポリヌクレオチドは脱塩基部位を含まない。ポリヌクレオチ
ド中の一部又は全ての残基は、任意で、１つ以上の方法で修飾することができる。
【００２８】
　標準的なＡ－Ｔ及びＧ－Ｃ塩基対は、チミジンのＮ３－Ｈ及びＣ４－オキシとそれぞれ
アデノシンのＮ１－及びＣ６－ＮＨ２との間、並びにシチジンのＣ２－オキシ、Ｎ３及び
Ｃ４－ＮＨ２とそれぞれグアノシンのＣ２－ＮＨ２、Ｎ’－Ｈ及びＣ６－オキシとの間に
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水素結合が形成されうる条件下で形成される。従って、例えば、グアノシン（２－アミノ
－６－オキシ－９－β－Ｄ－リボフラノシル－プリン）を修飾することにより、イソグア
ノシン（２－オキシ－６－アミノ－９－β－Ｄ－リボフラノシル－プリン）を形成しても
よい。かかる修飾により、もはやシトシンとの標準的な塩基対を効果的に形成することの
ないヌクレオシド塩基が生成する。しかし、シトシン（１－β－Ｄ－リボフラノシル－２
－オキシ－４－アミノ－ピリミジン）を修飾することによりイソシトシン（ｌ－β－Ｄ－
リボフラノシル－２－アミノ－４－オキシ－ピリミジン）を形成すれば、グアノシンとの
塩基対を効果的に形成することはないがイソグアノシンとの塩基対を形成する修飾ヌクレ
オチドが生成する。イソシトシンはSigma Chemical Co.（St. Louis, MO）から入手可能
であり、イソシチジンはSwitzeret al. (1993) Biochemistry 32:10489-10496及びその文
中で引用された参考文献に記載の方法により調製してもよく、２’－デオキシ－５－メチ
ル－イソシチジンはToret al. (1993) J. Am. Chem. Soc. 115:4461-4467及びその文中で
引用された参考文献に記載の方法により調製してもよく、またイソグアニン・ヌクレオチ
ドはSwitzeret al. (1993) 上掲、及びMantschet al. (1993) Biochem. 14:5593-5601に
記載の方法を利用して、又はCollinsらに発行された米国特許第5,780,610号に記載の方法
により調製してもよい。他の非天然塩基対は、２，６－ジアミノピリミジン及びその相補
体（１－メチルピラゾロ－［４，３］ピリミジン－５，７－（４Ｈ，６Ｈ）－ジオン）の
合成についてPiccirilli et al. (1990) Nature 343:33-37に記載された方法により合成
してもよい。固有の塩基対を形成する他のかかる修飾ヌクレオチド単位、例えばLe
ach et al. (1992) J. Am. Chem. Soc. 114:3675-3683及びSwitzer et al. 上掲、に記載
されたものが知られている。
【００２９】
　「相補的」又は「実質的に相補的」とは、ヌクレオチド又は核酸の間、例えばセンサポ
リヌクレオチド結合タンパク質と標的ポリヌクレオチドとの間のハイブリダイゼーション
又は塩基対合能力を意味する。相補的なヌクレオチドは、一般的にＡとＴ（又はＡとＵ）
、又はＣとＧである。２つの一本鎖ポリヌクレオチドは、一方の鎖の塩基を、他方の鎖と
適当な挿入又は欠失を行いながら最適にアライメントし比較して、他方の鎖の塩基の少な
くとも約８０％、通常少なくとも約９０～９５％、より好ましくは約９８～１００％の塩
基と対合する場合に、実質的に相補性という。
【００３０】
　あるいは、ポリヌクレオチド又はＰＮＡがその相補配列に対して選択的なハイブリダイ
ゼーション条件下においてハイブリダイズする場合には、実質的な相補性がある。典型的
には、選択的ハイブリダイゼーションは、少なくとも１４～２５塩基の範囲にわたり少な
くとも約６５％、好ましくは少なくとも約７５％、より好ましくは少なくとも約９０％相
補的である場合に生じる。M. Kanehisa Nucleic Acids Res. 12:203 (1984)を参照された
い。
【００３１】
　「示差結合」又は「示差ハイブリダイゼーション」とは、別のサンプル中の成分と比べ
て結合対の１つのメンバーがその結合パートナーに結合する高い傾向を指す。
【００３２】
　ハイブリダイゼーション条件としては、典型的には約１Ｍ未満、より通常は約５００ｍ
Ｍ未満、好ましくは約２００ｍＭ未満の塩濃度が挙げられる。ペプチド核酸とポリヌクレ
オチドとのハイブリダイゼーションの場合、該ハイブリダイゼーションは殆ど又は全く塩
を含有しない溶液中で行うことができる。ハイブリダイゼーション温度は最低で５℃とす
ることができるが、典型的には２２℃より高く、より典型的には約３０℃より高く、好ま
しくは約３７℃を上回る温度とする。断片が長くなるにつれて、特異的ハイブリダイゼー
ションのためにより高いハイブリダイゼーション温度が必要となる場合がある。他の要因
、例えば塩基組成及び相補鎖の長さ、有機溶媒の存在及び塩基ミスマッチ形成の程度など
がハイブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響を与える場合があり、また使用す
るパラメータの組み合わせはいずれか１つのみの絶対基準よりも重要である。制御しうる
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他のハイブリダイゼーション条件は、緩衝液の種類及び濃度、溶液のｐＨ、バックグラウ
ンド結合を減らすためのブロッキング試薬（反復配列又はブロッキングタンパク質溶液な
ど）の存在及び濃度、洗浄液の種類及び濃度、ポリヌクレオチドの相対濃度を高めるポリ
マーなどの分子、金属イオン及びそれらの濃度、キレート剤及びそれらの濃度、並びに当
分野で公知の他の条件が含まれる。
【００３３】
　本明細書中でいう「マルチプレックス」とは、多数の被分析物を同時にアッセイしうる
アッセイ又は他の分析方法を指す。
【００３４】
　「任意の」又は「任意で」とは、続いて記載される事象又は状況が生じても生じなくて
もよいこと、またその記載には該事象又は状況が生じる場合と生じない場合とが含まれる
ことを意味する。
【００３５】
　ポリヌクレオチドセンサは、２つの成分：（ａ）集光性発光水溶性ポリカチオン多発色
団系、例えば、共役ポリマー、オリゴマー又は樹状分子など；（ｂ）発光シグナル伝達発
色団で標識したセンサポリヌクレオチド結合タンパク質又はその結合性断片（ＰＢＰ－Ｃ
＊）を含むものとして提供される。ＰＢＰ－Ｃ＊の標的ポリヌクレオチドへの結合によっ
て、ポリカチオン多発色団と相互作用するために十分な負電荷の複合体が形成される。カ
チオン集光性分子との静電（及び疎水性）相互作用は、シグナル伝達発色団（Ｃ＊）を集
光性分子に近接させる。適当な周波数で集光性分子を励起することにより、シグナル伝達
発色団へのエネルギー伝達が生じる。Ｃ＊からの発光により、ＰＢＰ－Ｃ＊と標的ポリヌ
クレオチドとの結合を確認しうる。センサ－標的相互作用が特異的である場合、続いてＣ
＊の発光は溶液中の特異的なＤＮＡ又はＲＮＡ配列の存在に相当する。
【００３６】
　図１にセンサ操作の概要を示す。水溶液中において、カチオン集光性分子（黒で示す）
とプローブＰＢＰ－Ｃ＊（赤で示す）との最小の相互作用が存在する。ＰＢＰ及び集光性
分子は、それらが標的の不在下では有意に相互作用しないように選択する。ポリヌクレオ
チド含有サンプルの添加の際には、２つの状態が起こり得る。状態Ａは、標的ポリヌクレ
オチド（青）に結合するシグナル伝達ＰＢＰ－Ｃ＊の結果を示す。これらの状態において
、負に帯電したＤＮＡ－ＰＢＰ－Ｃ＊又はＲＮＡ－ＰＢＰ－Ｃ＊複合体は、複数の静電相
互作用により正に帯電した集光性共役分子と会合する。近接性を確保することにより、例
えばＦｏｒｓｔｅｒエネルギー移動機構により集光性共役分子からＰＢＰ－Ｃ＊のシグナ
ル伝達発色団へのエネルギー移動が生じる10,11。シグナル伝達Ｃ＊に特徴的な波長の発
光は、タンパク質とＲＮＡ又はＤＮＡとの認識を示唆している。ＰＢＰ－Ｃ＊と相互作用
しないポリヌクレオチド（緑で示す）が存在する場合には、ＰＢＰ－Ｃ＊は負電荷の巨大
分子に隣接することはなく、カチオン集光性分子とＣ＊との距離がエネルギー移動にはあ
まりに大きくなる（状態Ｂ）。
【００３７】
　センサの具体的な実施例として、本発明者は以下の２つの成分を使用した：（ａ）集光
性発光水溶性共役分子、例えば共役ポリマー及び共役オリゴマーなど；（ｂ）Ｎ末端が発
光シグナル伝達発色団で標識された１６残基のペプチド（Ｔａｔ－Ｃ＊）。集光性分子及
びシグナル伝達発色団（Ｃ＊）は、この２種の発光スペクトルが異なる波長であり、そし
てＣ＊の吸収が集光性種の発光と重複するように選択する。ＴＡＲ ＲＮＡを添加した場
合、シグナル伝達ペプチドＴａｔ－Ｃ＊はＴＡＲ ＲＮＡと特異的に結合する。負に帯電
したＴＡＲ ＲＮＡ／Ｔａｔ－Ｃ＊複合体は、続いて正に帯電した集光性共役分子と会合
する（状況Ａ）。近接性を確保することにより、集光性共役分子からＴａｔ－Ｃ＊のシグ
ナル伝達発色団へのエネルギー移動が生じる。シグナル伝達Ｔａｔ－Ｃ＊に特徴的な波長
の発光は、ＨＩＶ ＴＡＲ ＲＮＡの存在を示唆している。Ｔａｔと相互作用しないＲＮＡ
を用いる場合には、ＲＮＡとカチオン分子とが相互作用するが、Ｃ＊へのエネルギー移動
はない。
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【００３８】
　ヒト１型免疫不全ウイルス（ＨＩＶ－１）を検出するための信頼性ある技術の開発は、
臨床的に非常に重要である12,13,14,15。ＨＩＶ感染の伝統的な検出技術は、ウイルス抗
原を固相に吸着させるＨＩＶ抗体についてのＥＬＩＳＡ試験である22,16。電気泳動分離
と放射性同位体検出とを組み合わせたウエスタンブロットアッセイもまたこの課題に一般
的である22,17。これらの技術の不利な点としては、複雑な装置、アッセイに要する時間
、並びに放射性標識プローブの半減期の短さ及び有害な性質による厄介な問題が挙げられ
る。ＨＩＶウイルス検出のための単純、高感度、特異的かつリアルタイムの方法が非常に
望まれていた。
【００３９】
　ＨＩＶのトランス活性化応答エレメントＲＮＡ配列（ＴＡＲ）はウイルス感染細胞によ
り高レベルで発現される18。本明細書において記載されるリアルタイムでＴＡＲ ＲＮＡ
を簡便にモニターする能力は、ＨＩＶウイルスの存在を迅速に検出するための実行可能な
方法を提供する。多くの研究は、トランス活性化タンパク質（Ｔａｔ）が優れた特異性で
かつ約１ｎＭのアフィニティでＴＡＴ ＲＮＡと結合して、安定で十分に特定されている
複合体を形成することを示している19,20,21。ＴａｔのＴＡＲ ＲＮＡへの特異的結合に
より、本明細書に記載の方法を用いてＨＩＶを臨床に関連するリアルタイムで検出するた
めのシグナル伝達が誘導される。
【００４０】
　実施例においては、Ｔａｔペプチド結合の特異性及びＴＡＲ ＲＮＡへの折りたたみと
、共役ポリマー及びオリゴマーの大規模な光増幅とを組み合わせた新規な光学バイオセン
サが証明されている。ＨＩＶ ＲＮＡセンサは、２つの成分、すなわち（ａ）集光性発光
水溶性共役分子、例えば共役ポリマー及び共役オリゴマーなど；（ｂ）Ｎ末端が発光シグ
ナル伝達発色団で標識された１６残基のペプチド（Ｔａｔ－Ｃ＊）を含む。プローブペプ
チド及び発光共役分子のＴＡＲ ＲＮＡへの結合によって複合体が形成され、共役分子か
らＴａｔ－Ｃ＊へのエネルギー移動が誘導される。シグナル伝達Ｔａｔ－Ｃ＊に特徴的な
波長の発光は、ＨＩＶ－１ ＴＡＲ ＲＮＡの存在を示唆している。
【００４１】
　実施例において示すように、水溶性共役分子の光増幅を利用して、ＨＩＶ ＴＡＲ ＲＮ
Ａの存在を検出しうる。本発明は、蛍光検出方法の容易性及びタンパク質－ポリヌクレオ
チド相互作用（Ｔａｔ－ＴＡＲ ＲＮＡ相互作用など）に見とめられる特異的結合挙動を
利用する均一フォーマットで用いることができ、リアルタイムでＴＡＲ ＲＮＡを検出す
る能力を提供する。実施例において用いたＴａｔペプチド、ＴＡＲ ＲＮＡ及びｄＴＡＲ 
ＲＮＡの構造は、図２に示す（Ｔａｔ－Ｃ＊については一文字暗号でアミノ酸を示す）。
【００４２】
　Ｆｏｒｓｔｅｒ22により示されるように、双極子間相互作用は、ドナー発色団からアク
セプタ発色団への長波長の共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を導く。エネルギー移動効率
（Ｅ）は、１／ｒ６（ここでｒはドナーとアクセプタの距離である）に比例し、下記式１
に示される重なり積分である：
【数１】

【００４３】
　本明細書に記載の方法におけるエネルギー移動のための距離の要件は、図１における相
互作用により制御される。重なり積分は、ドナーの発光とアクセプタの吸収との間のスペ
クトルの重複を表わす23。本明細書に例示するように、センサの成分はそれらの光学特性
が上記要件を満たすように選択されうる。
【００４４】



(12) JP 4740111 B2 2011.8.3

10

20

30

40

50

サンプル
　標的ポリヌクレオチドを含んでいるか又は含んでいることが疑われるサンプルの一部は
、直接的又は間接的に生物（例えば細胞、組織又は体液）から取得できるポリヌクレオチ
ド、並びに生物が残した物（例えばウイルス、マイコプラズマ及び化石）から取得できる
ポリヌクレオチド、を含む生体材料のうちのいずれかをその供給源とすることができる。
サンプルは、その全部又は一部を合成手段により調製した標的ポリヌクレオチドを含んで
いてもよい。典型的には、サンプルは、主に水性の媒体として取得するか、又は該媒体中
に分散させる。サンプルの非限定的な例としては、血液、尿、精液、乳、痰、粘液、口腔
内の採取物、膣内の採取物、直腸内の採取物、吸引物、針生検、例えば外科手術又は検視
解剖により得られた組織切片、血漿、血清、髄液、リンパ液、皮膚、気道、腸管、及び尿
生殖路の外分泌物、涙、唾液、腫瘍、器官、in vitro細胞培養成分のサンプル（細胞培養
培地における細胞増殖の結果得られた条件培地、ウイルスに感染したと推定される細胞、
組換え細胞、及び細胞成分を含むがこれらに限定されない）、並びにポリヌクレオチド配
列を含む組換えライブラリが挙げられる。
【００４５】
　サンプルは、標的ポリヌクレオチド又はその代用物を含有することが知られている陽性
対照サンプルとすることができる。また、標的ポリヌクレオチドを含有することは期待さ
れていないが、該標的ポリヌクレオチド又は偽陽性を呈しうる別の成分を（１つ以上の試
薬の汚染を介して）含有することが疑われており、かつ所与のアッセイで使用された試薬
の標的ポリヌクレオチドによる汚染が無いことを確認したり、所与のセットのアッセイ条
件が偽陽性（サンプル中に標的ポリヌクレオチドが存在しない場合でも陽性のシグナル）
を呈するか否かを決定したりするために試験される陰性対照サンプルを使用することもで
きる。
【００４６】
　サンプルを希釈、溶解、懸濁、抽出又は別の方法で処理することにより、存在する標的
ポリヌクレオチドを可溶化及び／若しくは精製するか、又は該標的ポリヌクレオチドが増
幅スキームで使用する試薬若しくは検出試薬に接近しやすくすることができる。サンプル
が細胞を含有している場合、該細胞を溶解又は透過処理することにより該細胞内のポリヌ
クレオチドを放出させることができる。ワンステップ透過処理用緩衝液を使用して細胞を
溶解すれば、溶解直後にさらに別の工程（例えば、ポリメラーゼ連鎖反応）を実施するこ
とができる。
【００４７】
標的ポリヌクレオチド及び該標的ポリヌクレオチドから生成された増幅産物
　標的ポリヌクレオチドは１本鎖、２本鎖、又はより高次のものであってよく、直鎖状又
は環状であってもよい。１本鎖標的ポリヌクレオチドの例としては、ｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ
、ｔＲＮＡ、ｈｎＲＮＡ、ｓｓＲＮＡ又はｓｓＤＮＡウイルスゲノムが挙げられるが、こ
れらのポリヌクレオチドは内部に相補配列及び重要な二次構造を含有していてもよい。２
本鎖標的ポリヌクレオチドの例としては、ゲノムＤＮＡ、ミトコンドリアＤＮＡ、葉緑体
ＤＮＡ、ｄｓＲＮＡ又はｄｓＤＮＡウイルスゲノム、プラスミド、ファージ、及びウイロ
イドが挙げられる。標的ポリヌクレオチドは合成により調製することができるし、又は生
物源から精製することができる。標的ポリヌクレオチドを精製することにより、サンプル
の１つ以上の望ましくない成分を取り除くか若しくは減らしてもよいし、又は該標的ポリ
ヌクレオチドを濃縮してもよい。逆に、標的ポリヌクレオチドが特定のアッセイにとって
濃縮されすぎている場合には、該標的ポリヌクレオチドを希釈してもよい。
【００４８】
　サンプルの収集と任意の核酸抽出を行った後、標的ポリヌクレオチドを含むサンプルの
核酸部分を１つ以上の調製反応に供することができる。これらの調製反応としては、in v
itro転写（ＩＶＴ）、標識、断片化、増幅及び他の反応が挙げられる。検出及び／又は増
幅に先立って、ｍＲＮＡを最初に逆転写酵素とプライマーで処理することにより、ｃＤＮ
Ａを作製することができる。この処理は、精製ｍＲＮＡを用いてin vitroで、又はin sit
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uで（例えばスライドに貼り付けられた細胞又は組織内で）行うことができる。核酸増幅
によって標的ポリヌクレオチドなどの対象配列のコピー数が増える。様々な増幅方法が使
用に適しており、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応法（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣ
Ｒ）、自律的配列複製（３ＳＲ）、核酸配列に基づく増幅（ＮＡＳＢＡ）、Ｑβレプリカ
ーゼの使用、逆転写、ニックトランスレーションなどが挙げられる。
【００４９】
　標的ポリヌクレオチドが１本鎖であり、増幅対象となる場合、最初の増幅サイクルで該
標的ポリヌクレオチドに対して相補的なプライマー伸張産物が形成される。標的ポリヌク
レオチドが１本鎖ＲＮＡである場合、逆転写酵素活性を有するポリメラーゼを最初の増幅
で使用することによりＲＮＡをＤＮＡへと逆転写し、追加の増幅サイクルを実施すること
により、プライマー伸張産物を複製することができる。ＰＣＲ用のプライマーは、当然、
増幅しうる断片を生成するそれらの対応する鋳型内の領域にハイブリダイズするよう設計
されていなければならない。従って、各プライマーは、その３’ヌクレオチドが、使用し
た該プライマーの３’ヌクレオチドの３’側に位置するその相補的鋳型鎖中のヌクレオチ
ドとの対を形成することによって、ＰＣＲにおいて該相補的鋳型鎖を複製するようにハイ
ブリダイズしなければならない。
【００５０】
　典型的には、標的ポリヌクレオチドの１つ以上の鎖をプライマー及び適切な活性を有す
るポリメラーゼと接触させて該プライマーを伸張し、また同時に該標的ポリヌクレオチド
を複製し、それによって相補的ポリヌクレオチドの全長又はその小部分を生成することに
より、標的ポリヌクレオチドを増幅する。標的ポリヌクレオチドを複製しうるポリメラー
ゼ活性を有する酵素（例えばＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ、逆転写酵素、１
種以上のポリメラーゼ活性を有する酵素）はいずれも使用可能であり、また該酵素は熱不
安定性なもの又は熱安定性なものとすることができる。酵素の混合物を使用することもで
きる。酵素の例としては、ＤＮＡポリメラーゼ（ＤＮＡポリメラーゼＩ（「Ｐｏｌ Ｉ」
）、Ｐｏｌ Ｉのクレノウ断片、Ｔ４、Ｔ７、Ｓｅｑｕｅｎａｓｅ（登録商標）Ｔ７、Ｓ
ｅｑｕｅｎａｓｅ（登録商標）バージョン２．０ Ｔ７、Ｔｕｂ、Ｔａｑ、Ｔｔｈ、Ｐｆ
ｘ、Ｐｆｕ、Ｔｓｐ、Ｔｆｌ、Ｔｌｉ及びパイロコッカスｓｐ．（Pyrococcus sp）のＧ
Ｂ－Ｄ ＤＮＡポリメラーゼなど）、ＲＮＡポリメラーゼ（大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、Ｓ
Ｐ６、Ｔ３及びＴ７ ＲＮＡポリメラーゼなど）、並びに逆転写酵素（ＡＭＶ、Ｍ－Ｍｕ
ＬＶ、ＭＭＬＶ、ＲＮアーゼＨ－ＭＭＬＶ（ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（登録商標））、Ｓ
ｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（登録商標）ＩＩ、ＴｈｅｒｍｏＳｃｒｉｐｔ（登録商標）、ＨＩ
Ｖ－１、及びＲＡＶ２逆転写酵素など）が挙げられる。これらの酵素は全て市販されてい
る。多数の特異性を備えたポリメラーゼの例としては、ＲＡＶ２及びＴｌｉ（エキソ）ポ
リメラーゼが挙げられる。熱安定性ポリメラーゼの例としては、Ｔｕｂ、Ｔａｑ、Ｔｔｈ
、Ｐｆｘ、Ｐｆｕ、Ｔｓｐ、Ｔｆｌ、Ｔｌｉ及びパイロコッカスｓｐ．（Pyrococcus sp.
）のＧＢ－Ｄ ＤＮＡポリメラーゼが挙げられる。
【００５１】
　ｐＨ、緩衝液、イオン強度、１種以上の塩の存在及び濃度、ヌクレオチド及びマグネシ
ウム及び／又は他の金属イオン（例えばマンガン）などの反応物質及び補因子の存在及び
濃度、任意の共溶媒、温度、ポリメラーゼ連鎖反応を含む増幅スキームのための熱サイク
ルプロフィールを含む適切な反応条件は、標的ポリヌクレオチドの増幅が可能となるよう
に選択するが、その一部は使用するポリメラーゼ及びサンプルの性質に左右される可能性
がある。共溶媒としては、ホルムアミド（典型的には約２～約１０％）、グリセロール（
典型的には約５～約１０％）、及びＤＭＳＯ（典型的には約０．９～約１０％）が挙げら
れる。増幅スキームにおいて技術を駆使することにより、増幅中に生成する偽陽性の物質
又は人工物の生成を最小限に抑えてもよい。これらの技術としては、「タッチダウン」Ｐ
ＣＲ、ホットスタート技術、ｎｅｓｔｅｄプライマーの使用、又はデザイニングＰＣＲプ
ライマーが挙げられるが、これらはプライマー－ダイマーが形成されるとステムループ構
造を形成するので、増幅されない。ＰＣＲを促進するための技術、例えば、サンプル内を
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より大きく対流させることが可能であって、かつサンプルを急速に加熱及び冷却するため
の赤外線加熱工程を含む遠心ＰＣＲを使用することができる。１回以上の増幅サイクルを
実施することができる。あるプライマーを過剰に使用するとＰＣＲで該プライマーの伸張
産物を過剰に生成することができるが、好ましくは、過剰に生産された該プライマー伸張
産物は検出しようとする増幅産物である。複数の異なるプライマーを使用することにより
、サンプル中の異なる標的ポリヌクレオチド又は特定の標的ポリヌクレオチドの異なる領
域を増幅してもよい。
【００５２】
　増幅された標的ポリヌクレオチドを増幅後の処理に供してもよい。例えば、場合によっ
ては、ハイブリダイゼーション前に標的ポリヌクレオチドを断片化しておくことで、より
容易に接近しうるセグメントを提供することが望ましいだろう。核酸の断片化は、実施し
ようとするアッセイに役立つサイズの断片を生成する方法により実施可能であり、また適
切な物理的、化学的及び酵素的方法が当分野で公知である。
【００５３】
　増幅反応は、ある増幅サイクルの少なくとも一過程中にセンサＰＢＰが増幅産物に結合
しうる条件下で実施することができる。アッセイをこのように実施する場合、増幅スキー
ム中のかかるハイブリダイゼーション時に生じるシグナル伝達発色団からの発光の変化を
観察することにより、このハイブリダイゼーション事象のリアルタイム検出を行うことが
できる。
【００５４】
ポリカチオン多発色団
　集光性多発色団系は、それらが多数の発色団を含むという理由で効率的な光吸収材であ
ることが証明されている。具体例としては、限定するものではないが、共役ポリマー、共
役分子の集合体、飽和ポリマーに側鎖を介して付加された発光色素、半導体量子ドット及
び樹状構造が挙げられる。例えば、共役ポリマー上の各繰り返し単位は発色団の１つと考
えることができるし、量子ドットは多くの原子で構成されており、飽和ポリマーはその側
鎖上の多くの発光色素分子により機能化しうるし、また多くの共有結合した個々の発色団
を含有するデンドリマーを合成することができる。ポリマービーズ又は表面などの固形支
持体上への発色団集合体の付加を、集光目的で利用することもできる。
【００５５】
　集光性多発色団系は、近接する発光種（例えば、「シグナル伝達発色団」）へエネルギ
ーを効率的に移動することができる。エネルギー移動の機構としては、例えば、共鳴エネ
ルギー移動（Ｆｏｒｓｔｅｒ型（又は蛍光）共鳴エネルギー移動、すなわちＦＲＥＴ）、
量子電荷交換（Ｄｅｘｔｅｒ型エネルギー移動）などが挙げられる。しかし通常は、これ
らのエネルギー移動機構はその移動距離が比較的短い。つまり、効率的なエネルギー移動
のためには、集光性多発色団系がシグナル伝達発色団に密接していることが必要とされる
。効率的なエネルギー移動のための条件下では、多発色団の全体の吸収能力がシグナル伝
達発色団のものよりも高い場合、例えば集光性多発色団系中の個々の発色団の数が多い場
合には、シグナル伝達発色団からの発光が増幅される。つまり、シグナル伝達発色団から
の発光は、入射光（「ポンプ光」）が集光性多発色団系により吸収される波長を持つ場合
のほうが、該シグナル伝達発色団がポンプ光により直接励起される場合よりも強い。
【００５６】
　共役ポリマー（ＣＰ）は非局在化した電子構造を特徴とし、化学及び生物標的に対する
高反応性の光レポーターとして使用することができる24,25。効果的な共役の長さはポリ
マー鎖の長さよりも実質的に短いため、その骨格には密接し合う多数の共役セグメントが
含まれている。従って、共役ポリマーは集光にとって効率的であり、また該共役ポリマー
によりＦｏｒｓｔｅｒ型エネルギー移動を介した光増幅が可能となる26。水溶性ＣＰは、
逆に帯電したアクセプタの存在下で例学的な蛍光クエンチ効率を示し、生物学的認識事象
の伝達のために特に重要である27,28。
【００５７】
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　カチオン高分子電解質とＤＮＡとの間の自発的なポリマー間複合体形成反応については
既に記載されており、また該反応は協同静電気力によるところが大きい29,30,31。芳香族
ポリマー単位とＤＮＡ塩基との間の疎水性相互作用もまた最近になって認められた32,33

。高分子電解質／ＤＮＡ相互作用の自由エネルギーは、ｐＨ、イオン強度、及び温度など
の溶液の可変要素と併せて使用する参加化学種の構造によって制御される34。これらの相
互作用の強さ及び特異性は、最近になって、プラスミドＤＮＡの三次構造を認識するよう
に調整された35。
【００５８】
　本発明で使用する多発色団はポリカチオン性であり、そのため標的ポリヌクレオチドと
静電気的に相互作用し、それにより非荷電センサＰＢＰ上のシグナル伝達発色団が、セン
サＰＢＰと標的ポリヌクレオチドとの結合に関してエネルギー受容接近位置にもたらされ
る。光を吸収しかつセンサＰＢＰ上のシグナル伝達発色団にエネルギーを移動しうるポリ
カチオン多発色団はいずれも、前記の方法に使用することができる。使用しうる多発色団
の例としては、多数の発色団を実行可能な様式で組み入れた共役ポリマー、飽和ポリマー
又はデンドリマー、及び半導体ナノ結晶（ＳＣＮＣ）が挙げられる。共役ポリマー、飽和
ポリマー及びデンドリマーを調製することにより複数のカチオン種を組み入れることがで
きるし、又はこれらを合成後に誘導体化してポリカチオン性とすることができる。半導体
ナノ結晶は、その表面にカチオン種を加えることでポリカチオン性とすることができる。
【００５９】
　好適な実施形態では、共役ポリマーをポリカチオン多発色団として使用する。
【００６０】
　ポリカチオン多発色団の例を以下に示すが、カチオン水溶性コンジュゲート分子はポリ
マー１（ｎ＝２～１００，０００）、オリゴマー１及びオリゴマー２である。この具体的
な分子構造は重要ではなく、任意の水溶性カチオン収光性分子を用い得る。
【化１】

【００６１】
　別の具体例を、カチオン水溶性共役ポリマーがヨウ化物対アニオンを有するポリ（（９
，９－ビス（６’－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウム）－ヘキシル）－フルオレンフ
ェニレン）であるポリマー３（以後はポリマー３と記す）36に示す。このポリマーの粒径
は、該ポリマーが光を吸収しかつ接近したシグナル伝達発色団へエネルギーを移動しうる
限りは重要ではない。「ｎ」の典型的な値は２～約１００，０００の範囲内にある。この
特有の分子構造は重要ではなく、比較的高い発光量子効率を有する水溶性カチオン共役ポ
リマーであればいずれも使用することができる。
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【化２】

【００６２】
　水溶性共役オリゴマーをポリカチオン多発色団として使用することもできる。ヨウ化物
対イオンを有する、かかる水溶性でカチオン性の発光共役オリゴマーの１例（本明細書中
ではオリゴマー４と記す）を以下に示す。

【化３】

【００６３】
　より小さいオリゴマー４は高分子量ポリマーに特徴的な大きなシグナル増幅を示さない
が、かかる小分子は、ポリマーに見られる固有の多分散性及びバッチ間変動のせいで判別
しにくい構造物性相関を解明する際に役に立つ。さらに、水性媒体中では４などのオリゴ
マーはそれらのポリマー対応物より溶けやすく、また疎水性相互作用は、４の場合はポリ
マー構造の場合ほど重要ではないと予想される。従って、オリゴマーの集合体は特定の用
途に用いるのに望ましいだろう。
【００６４】
センサＰＢＰ
　アッセイしようとする標的ポリヌクレオチドに結合するセンサＰＢＰを提供する。シグ
ナル伝達発色団をセンサＰＢＰに付加するための化学的手法は当技術分野で周知である。
発色団に共役させた構造を含む特定のセンサＰＢＰ構造は、商業的供給源を利用して特注
するか、又は化学的に合成することができる。
【００６５】
　対象の標的ポリヌクレオチドに結合しうる任意のタンパク質を開示する方法において用
いることができる。ＰＢＰの非限定的な例としては、ＤＮＡ結合タンパク質、例えば転写
因子、スプライシング因子、ポリ（Ａ）結合タンパク質、クロマチン成分、ウイルスタン
パク質、ウイルス感染を検出するタンパク質、複製因子、並びに有糸細胞分裂及び／又は
減数分裂に関与するタンパク質が挙げられる。ＲＮＡ－タンパク質相互作用は、重要な細
胞プロセス、例えば転写、転写後修飾、ＲＮＡスプライシング及び翻訳などを媒介する37

,38,39,40。多くの病原性ウイルス、例えば１型ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ－１）41

、ピコルナウイルス42、及びインフルエンザウイルス43などの複製周期は特異的なＲＮＡ
－タンパク質相互作用に依存している。そのような相互作用の特異性は、医療診断及びゲ
ノム研究において有用な配列特異的センサのための基礎として利用することができる。ポ
リヌクレオチド結合タンパク質の例としては、ジンクフィンガータンパク質、ホメオドメ
インタンパク質、翼状らせん（フォークヘッド）タンパク質、ロイシンジッパータンパク
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質、ヘリックス－ループ－ヘリックスタンパク質、ヘリックス－ターン－ヘリックスタン
パク質、及びヒストン様タンパク質が挙げられる。
【００６６】
　ＰＢＰは、細胞源から単離してもよいし、あるいはｉｎ ｖｉｔｒｏで、例えばｉｎ ｖ
ｉｔｒｏ転写／翻訳法又は完全な合成方法により作製してもよい。ＰＢＰは、天然タンパ
ク質、天然タンパク質の変異体、例えば分子進化法により作製されたランダム作製タンパ
ク質、又は未知の結合特異性の推定ポリヌクレオチオド結合タンパク質でありうる。
【００６７】
　ＲＮＡ／タンパク質相互作用のモニターが有意である理由の１つは、タンパク質構造が
ＲＮＡ機能を阻害する抗生物質として機能しうることである。１つの例は、ヒト免疫不全
ウイルス（ＨＩＶ）複製の中心となる、調節タンパク質であるＲｅｖとＲｅｖ応答性エレ
メント（ＲＲＥ、ウイルスＲＮＡのサブドメイン）との相互作用である。１１６個のアミ
ノ酸を含むＲｅｖは、不完全にスプライシングされたウイルスｍＲＮＡ転写産物の細胞質
への蓄積を誘導することにより発現を促進する。タンパク質／ＤＮＡ結合及び相互作用は
、これらの事象がＤＮＡの種々の機能及び代謝を調節するという理由で重要である。この
性質を示すタンパク質は配列特異的ＤＮＡ結合タンパク質と称される。これらは、ＤＮＡ
複製、組換え、鎖切断及び転写を媒介する。
【００６８】
　実施例において用いたＴａｔペプチドは、固相法により容易に合成され、ＨＰＬＣで精
製することができ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量スペクトル及びアミノ酸分析により特性決定
される。シグナル伝達発色団をこのペプチドに付加してシグナル伝達センサＰＢＰ－Ｃ＊

を形成するための化学的方法は公知である44。具体的な例は、Ｎ末端にフルオレセインを
有するシグナル伝達Ｔａｔ－Ｃ＊である。具体的なＰＢＰ－Ｃ＊の構造は商業的供給源に
作製注文することができる。
【００６９】
　使用可能なＰＢＰの他の例としては、Ａ型インフルエンザウイルスＲＮＡに結合するマ
トリックスタンパク質（Ｍ１、一文字暗号で「DPNNMDKAVKLYRKLKR」の配列を有する）、
リボソームＲＮＡ前駆体に結合するｈｎＲＮＰ Ｕタンパク質（一文字暗号で「MRGGNFRGG
APGNRGGYNRRGN」）が挙げられる。例えば、Ｍ１は、ＨＩＶについて実施例に示したのと
同様に、サンプル中のインフルエンザウイルス検出のためのアッセイに用いることができ
る。
【００７０】
シグナル伝達発色団
　本明細書中に記載した本発明に有用な発色団としては、適切な溶液中の励起されたポリ
カチオン多発色団からのエネルギーを受容し、かつ発光しうる全ての物質が挙げられる。
マルチプレックス式アッセイの場合、検出可能な程度に異なる発光スペクトルを有する複
数の異なるシグナル伝達発色団を使用することができる。発色団は、発光団であっても、
又は蛍光団であってもよい。典型的な蛍光団としては、蛍光色素、半導体ナノ結晶、ラン
タニド・キレート、及び緑色蛍光タンパク質が挙げられる。
【００７１】
　蛍光色素の例としては、フルオレセイン、６－ＦＡＭ、ローダミン、テキサスレッド、
テトラメチルローダミン、カルボキシローダミン、カルボキシローダミン６Ｇ、カルボキ
シロードル（carboxyrhodol）、カルボキシローダミン１１０、カスケードブルー、カス
ケードイエロー、クマリン、Ｃｙ２（登録商標）、Ｃｙ３（登録商標）、Ｃｙ３．５（登
録商標）、Ｃｙ５（登録商標）、Ｃｙ５．５（登録商標）、Ｃｙ－クロム、フィコエリト
リン、ＰｅｒＣＰ（ペリオジニンクロロフィル－プロテイン）、ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５
、ＪＯＥ（６－カルボキシ－４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトキシフルオレセ
イン）、ＮＥＤ、ＲＯＸ（５－（及び－６）－カルボキシ－Ｘ－ローダミン）、ＨＥＸ、
ルシファーイエロー、マリナブルー、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、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）３５０、Ａｌｅｘａ Ｆ
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ｌｕｏｒ（登録商標）４３０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８、Ａｌｅｘａ 
Ｆｌｕｏｒ（登録商標）５３２、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）５４６、Ａｌｅｘ
ａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）５６８、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）５９４、Ａｌｅ
ｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）６３３、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）６４７、Ａｌ
ｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）６６０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）６８０、７
－アミノ－４－メチルクマリン－３－酢酸、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標）ＦＬ、ＢＯＤＩＰ
Ｙ（登録商標）ＦＬ－Ｂｒ２、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標）５３０／５５０、ＢＯＤＩＰＹ
（登録商標）５５８／５６８、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標）５６４／５７０、ＢＯＤＩＰＹ
（登録商標）５７６／５８９、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標）５８１／５９１、ＢＯＤＩＰＹ
（登録商標）６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標）６５０／６６５、ＢＯＤＩＰＹ
（登録商標）Ｒ６Ｇ、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標）ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標）ＴＲ
、それらの共役体、及びそれらの組み合わせが挙げられる。ランタニド・キレートの例と
しては、ユウロピウム・キレート、テルビウム・キレート、及びサマリウム・キレートが
挙げられる。
【００７２】
　多種多様な蛍光半導体ナノ結晶（ＳＣＮＣ）が当分野で公知であり、半導体ナノ結晶を
生成及び利用する方法は、１９９９年５月２７日に公開されたＰＣＴ公報第ＷＯ９９／２
６２９９号（発明者はBawendiら）、１９９９年１１月２３日にWeissらに発行された米国
特許第５，９９０，４７９号、及びBruchez et al., Science 281:2013, 1998に記載され
ている。明確な発光波長ピークを有する非常に幅の狭い発光バンドを呈する半導体ナノ結
晶を得ることができるため、多数の異なるＳＣＮＣを同一アッセイにおいてシグナル伝達
発色団として（任意で他の非ＳＣＮＣ型のシグナル伝達発色団と組み合わせて）用いるこ
とが可能となる。
【００７３】
　「緑色蛍光タンパク質」という用語は、天然のイクオレア（Aequorea）緑色蛍光タンパ
ク質と、変更された励起及び発光最大値並びに異なる形状の励起及び発光スペクトルを含
む、変更された蛍光特性を示すことが確認されている変異型（Delagrave, S. et al. (19
95) Bio/Technology 13:151-154; Heim, R. et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 91:12501-12504; Heim, R. et al. (1995) Nature 373:663-664）の両方を指す。Delgra
veらは、励起スペクトルが赤方偏移しているクローン化オワンクラゲ（Aequorea victori
a）ＧＦＰの変異体を単離した（Bio/Technology 13:151-154 (1995)）。Heim, R.らは、
青色蛍光を有する変異体（Ｔｙｒ６６がＨｉｓに変異している）を報告した（Proc. Natl
. Acad. Sci. (1994) USA 91:12501-12504）。
【００７４】
基板
　基板上で実施するアッセイの変形について、基板は、多様な材料、生物学的材料、非生
物学的材料、有機材料、無機材料、又はこれらのいずれかの組み合わせを含みうる。例え
ば、基板は、重合したラングミュアー・ブロジェット膜、機能性ガラス、Ｓｉ、Ｇｅ、Ｇ
ａＡｓ、ＧａＰ、ＳｉＯ２、ＳｉＮ４、修飾シリコン、又は多種多様なゲル若しくはポリ
マー（（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、架橋ポリスチレン、ポリアクリル酸、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ（ラクチド
コグリコリド）、ポリ酸無水物、ポリ（メチルメタクリラート）、ポリ（エチレン－コ－
ビニルアセタート）、ポリシロキサン、高分子シリカ、ラテックス、デキストランポリマ
ー、エポキシ樹脂、ポリカーボネート、若しくはそれらの組み合わせ）のうちのいずれか
１つであってよい。導電性ポリマー及び光伝導性材料を使用することができる。
【００７５】
　基板は、シリカベースの基板（例えばガラス、石英など）などの平面結晶基板、又は例
えば半導体及びマイクロプロセッサ産業で使用される結晶基板（例えばシリコン、ガリウ
ムヒ素、インジウム添加ＧａＮなど）とすることが可能であり、半導体ナノ結晶がこれに
含まれる。
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【００７６】
　基板は、光ダイオード、光半導体チップ若しくは光薄膜半導体などの光電センサ、又は
バイオ素子の形態をとりうる。基板上の個々のセンサＰＢＰの位置は、そのアドレスを指
定可能なものとすることができる。これは高密度フォーマットで行うことが可能であり、
またその位置はマイクロアドレスが指定可能なもの、又はナノアドレスが指定可能なもの
とすることができる。
【００７７】
　シリカ・エーロゲルを基板として使用することも可能であり、これは当分野で公知の方
法により調製することができる。エーロゲル基板を自立基板として、又は別の基板材料用
の表面塗料として使用してもよい。
【００７８】
　基板はどんな形態もとりうるが、典型的にはプレート、スライド、ビーズ、ペレット、
ディスク、粒子、ミクロ粒子、ナノ粒子、より糸、沈殿物、任意で多孔質のゲル、シート
、チューブ、球体、容器、毛管、パッド、薄片、フィルム、チップ、マルチウェルプレー
ト又は皿、光ファイバーなどである。基板は、硬質又は半硬質の形態をとることもできる
。基板はアッセイ成分が配置された凸又は凹領域を含んでいてもよい。基板の表面を周知
技術を用いてエッチング処理することにより、所望の表面特徴、例えば溝、Ｖ溝、メサ構
造などを提供することができる。
【００７９】
　基板上の表面は、基板と同一の材料で構成するか又は別の材料から作製することが可能
であり、また該表面を化学的若しくは物理的手段により基板上に結合することができる。
このように結合された表面は、多種多様な材料、例えばポリマー、プラスチック、樹脂、
多糖、シリカ又はシリカベースの材料、カーボン、金属、無機ガラス、膜のうちのいずれ
か、又は前記基板材料のうちのいずれかで構成されていてもよい。表面を任意で透明にす
ることができるし、また該表面にシリカ表面で見られるような表面Ｓｉ－ＯＨ機能を持た
せることもできる。
【００８０】
　基板及び／又はその任意の表面は、使用する合成及び／又は検出方法にとって適切な光
学特性を提供するように選択する。基板及び／又は表面を透明にすることで、複数の方向
から当てた光に基板を曝露することができる。反射「鏡」構造を備えた基板及び／又は表
面を提供することにより光の回収率を高めてもよい。
【００８１】
　基板及び／又はその表面は、通常、使用時に曝露される条件に対して耐性であるか又は
耐性となるよう処理されており、該基板及び／又はその表面を任意で処理することにより
かかる条件に曝露した後の耐性材料を除去することができる。
【００８２】
　アッセイ成分は、適切な方法、例えば米国特許第５，１４３，８５４号、ＰＣＴ公報第
ＷＯ９２／１００９２号、１９９０年１２月６日に出願された米国特許出願第０７／６２
４，１２０号（既に放棄されている）、Fodor et al., Science, 251: 767-777 (1991)、
及びＰＣＴ公報第ＷＯ　９０／１５０７０号に記載された方法により、基板上で組み立て
るか又は基板に付加することができる。力学的合成方法を利用してアレイを合成するため
の技術は、例えばＰＣＴ公報第ＷＯ９３／０９６６８号及び米国特許第５，３８４，２６
１号に記載されている。
【００８３】
　さらに別の技術としては、ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ９３／０４１４５号に記載されて
いるようなビーズを用いる技術、及び米国特許第５，２８８，５１４号に記載されている
ようなピンを用いる方法が挙げられる。
【００８４】
　センサＰＢＰを基板へ付加する際に適用しうる追加的フローチャネル法（additional f
low channel）又はスポット法は、１９９２年１２月２０日に出願された米国特許出願第
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０７／９８０，５２３号及び米国特許第５，３８４，２６１号に記載されている。試薬は
、（１）所定の領域上の定められたチャネル内を流れることにより、又は（２）所定の領
域上に「スポット」することにより、基板へと送達される。親水性又は疎水性の被膜（溶
媒の性質によって決まる）などの保護被膜を、時には他の領域ではこの反応液による加湿
を容易にする材料と共に、保護しようとする基板の一部に対して使用することができる。
このようにして、流動溶液がその指定された流路の外に流れ出すのをさらに防ぐ。
【００８５】
　典型的なディスペンサーとしては、任意でロボット制御されているマイクロピペット、
インクジェットプリンタ、一連のチューブ、多岐管、数多くのピペットなどが挙げられ、
これらにより種々の試薬を連続して、又は同時に、反応領域へ送達することができる。
【００８６】
発色団の励起及び検出
　ポリカチオン多発色団を励起することが可能であって、かつ検出しようとする発光波長
よりも短い波長を提供する道具は、いずれも励起のために使用することができる。好まし
くは、励起源はシグナル伝達発色団を直接的には有意に励起しない。励起源は、適切なフ
ィルタを備えた重水素ランプなどの広帯域ＵＶ光源、キセノンランプ又は重水素ランプな
どの白色光源が所望の波長を取り出すための単色光分光器を通過した後の出力、持続波（
ｃｗ）気体レーザー、固体ダイオードレーザー、又はいずれかのパルスレーザーであって
もよい。シグナル伝達発色団からの発光はいずれかの適切な装置又は技術を介して検出す
ることが可能であり、多くの適切なアプローチが当分野で公知である。例えば、蛍光光度
計又は分光光度計を使用することにより、多発色団を励起した場合に試験サンプルがシグ
ナル伝達発色団に特徴的な波長の光を放出するか否かを検出してもよい。
【００８７】
キット
　本発明の方法を実施する際に有用な試薬を含むキットもまた提供する。ある実施形態で
は、キットには、対象の標的ポリヌクレオチドと結合するセンサＰＢＰとポリカチオン多
発色団が含まれている。センサＰＢＰはシグナル伝達発色団と共役している。サンプル中
に標的ポリヌクレオチドが存在する場合、センサＰＢＰは該標的と結合する際に多発色団
に近接し、これはポリカチオン多発色団と静電的に会合する。
【００８８】
　キットの成分は、ハウジング（housing）により維持する。キットを使用して本発明の
方法を実施するための使用説明書は、ハウジングと共に提供することができるし、又は何
らかの固定媒体中に提供することができる。使用説明書をハウジングの内側又は外側に配
置したり、又はウジングを形成している表面の内部又は外部に印刷したりすることにより
、該使用説明書を読みやすくしてもよい。キットは、対応する異なる標的ポリヌクレオチ
ドに結合しうる複数の１つ以上の異なるセンサＰＢＰを含有するマルチプレックス形式で
あってもよい。
【００８９】
　以下の実施例は、当業者に本発明の作製方法及び用途についての十分な説明を提供する
ために記載されているのであって、本発明とみなされるものの範囲を制限するものではな
い。使用する数字（例えば量、温度など）の精度を裏付けるための努力が為されてはいる
が、多少の実験誤差及び偏差は考慮すべきである。特に指示しない限り、部は重量部、温
度はセ氏度、及び圧力は大気圧前後であり、また全ての材料は市販されているものとする
。以下に記載するＴＡＲ ＲＮＡ及びｄＴＡＲ ＲＮＡオリゴヌクレオチドはDharmacon Re
search Inc.（Lafayette, USA）から購入した。Ｎ末端上のフルオレセインにより修飾し
たポリペプチド（Ｔａｔ－Ｃ＊及びＳＨ３－Ｃ＊）はSigma-Genosys（Texas, USA）に特
注した。ポリマー１及びオリゴマー２は文献45に記載の通りに調製する。蛍光及びＦＲＥ
Ｔ実験は全て、ｔｒｉｓ－ＥＤＴＡ緩衝液（１０ｍＭ、ｐＨ＝７．４）中で、キセノンラ
ンプ励起源を備えたＰＴＩ Ｑｕａｎｔｕｍ Ｍａｓｔｅｒ蛍光光度計を用いて実施した。
【実施例１】
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【００９０】
　ポリマー１、Ｔａｔ－Ｃ＊の発光スペクトル、及びＴａｔ－Ｃ＊の吸収スペクトルを図
３に示す。このデータは、ポリマー１の発光とＴａｔ－Ｃ＊の吸収との重複が良好であり
、蛍光共鳴エネルギー移動を保証することを示す。
【実施例２】
【００９１】
　オリゴマー１、Ｔａｔ－Ｃ＊の発光スペクトル、及びＴａｔ－Ｃ＊の吸収スペクトルを
図４に示す。このデータは、オリゴマー１の発光とＴａｔ－Ｃ＊の吸収との重複が良好で
あり、蛍光共鳴エネルギー移動を保証することを示す。
【実施例３】
【００９２】
　オリゴマー２、Ｔａｔ－Ｃ＊の発光スペクトル、及びＴａｔ－Ｃ＊の吸収スペクトルを
図５に示す。このデータは、オリゴマー２の発光とＴａｔ－Ｃ＊の吸収との重複が良好で
あり、蛍光共鳴エネルギー移動を保証することを示す。
【実施例４】
【００９３】
　Ｔａｔ－Ｃ＊プローブ（［Ｔａｔ－Ｃ＊］＝１．０×１０－８Ｍ）を、非特異的ｄＴＡ
Ｒ ＲＮＡと同じ方法で室温にて等モル量のＴＡＲ ＲＮＡと混合した。ＴＡＲ ＲＮＡの
突出部構造はＴａｔペプチドがＴＡＲ ＲＮＡに結合するのに必要であることが知られて
いる46,47。ｄＴＡＲ ＲＮＡは、ＴＡＲ ＲＮＡと構造上非常に関連しているが、Ｔａｔ
結合に必要な３塩基の突出部構造を欠損している。
【００９４】
　水中のオリゴマー１（［オリゴマー１］＝８．０×１０－８Ｍ）を添加し、それに続い
て３６５ｎｍでの励起により得られるＴａｔ－Ｃ＊の蛍光を比較することによって（図６
）、非特異的Ｔａｔ－Ｃ＊／ｄＴＡＲ ＲＮＡ対と比較して、Ｔａｔ－Ｃ＊／ＴＡＲ ＲＮ
Ａは強度の比が１０倍よりも高いことが明らかとなった。これらのＦＲＥＴの差は、特異
的ＲＮＡに対するＨＩＶ ＴＲＡ ＲＮＡセンサの特異性を示すものである。さらに、フル
オレセイン発光は、オリゴマー１の不在下でのフルオレセインの吸収最大における直接Ｔ
ａｔ－Ｃ＊励起から得られるものよりも２５倍以上大きかった。エネルギー移動複合体に
おけるＴａｔ－Ｃ＊発光の増大は、光増幅が共役オリゴマー１によりもたらされることを
示している。
【実施例５】
【００９５】
　Ｔａｔ－Ｃ＊プローブ（［Ｔａｔ－Ｃ＊］＝１．０×１０－８Ｍ）を、非特異的ｄＴＡ
Ｒ ＲＮＡと同じ方法で室温にて等モル量のＴＡＲ ＲＮＡと混合した。水中のオリゴマー
２（［オリゴマー２］＝６．０×１０－８Ｍ）を添加し、それに続いて３７５ｎｍでの励
起により得られるＴａｔ－Ｃ＊の蛍光を比較することによって（図７）、非特異的Ｔａｔ
－Ｃ＊／ｄＴＡＲ ＲＮＡ対と比較して、Ｔａｔ－Ｃ＊／ＴＡＲ ＲＮＡは強度の比が１５
倍高いことが明らかとなった。これらのＦＲＥＴの差は、特異的ＲＮＡに対する本発明の
ＨＩＶ ＴＲＡ ＲＮＡセンサの特異性を示すものである。さらに、フルオレセイン発光は
、オリゴマー２の不在下での直接Ｔａｔ－Ｃ＊励起から得られるものよりも３０倍以上大
きかった。エネルギー移動複合体におけるＴａｔ－Ｃ＊発光の増大は、光増幅が共役オリ
ゴマー２によりもたらされることを示している。
【実施例６】
【００９６】
　水溶性コンジュゲートポリマー１（平均ｎ＝約１５）を集光性発色団として用いた。Ｔ
ａｔ－Ｃ＊プローブ（［Ｔａｔ－Ｃ＊］＝１．０×１０－８Ｍ）を、非特異的ｄＴＡＲ 
ＲＮＡと同じ方法で室温にて等モル量のＴＡＲ ＲＮＡと混合した。Ｔａｔ－Ｃ＊及びＴ
ＡＲ ＲＮＡ混合物中に水中のポリマー１（［ポリマー１］＝４．８×１０－７Ｍ）を添
加することによって、非特異的Ｔａｔ－Ｃ＊／ｄＴＡＲ ＲＮＡよりも強度の比が１５倍
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より高く、またポリマー１の不在下での直接Ｔａｔ－Ｃ＊励起から得られるものより１０
倍大きいＴａｔ－Ｃ＊の蛍光が得られた（図８）。従って、有意に高いＦＲＥＴ比と、対
応する高い感度が達成された。Ｔａｔ－Ｃ＊及びＴＡＲ ＲＮＡ混合物に対する１の滴定
によって、１からＴＡＲ ＲＮＡへの電荷の比が４：１に近接するまで、ＦＲＥＴ比が１
の濃度に従って増大したことが明らかとなり、その後、ＦＲＥＴ比の低減が観察された。
同様のパターンがオリゴマー２についても観察された。
【実施例７】
【００９７】
　ＴＡＲ ＲＮＡに特異的に結合することのできない、Ｎ末端をフルオレセインで標識し
た別のペプチド配列（ＳＨ３－Ｃ＊；AKPRPPRPLPVAC、一文字記号）もまたシグナルプロ
ーブとして使用した。図９（［ＳＨ３－Ｃ＊又はＴａｔ－Ｃ＊］＝１．０×１０－８Ｍ、
［ＴＡＲ ＲＮＡ］＝１．０×１０－８Ｍ、及び［オリゴマー１］＝８．０×１０－８Ｍ
）は、Ｔａｔ－Ｃ＊が存在する場合にのみＣ＊の発光を示す。これらのＦＲＥＴの差は、
本発明のＨＩＶ ＴＲＡ ＲＮＡセンサがＴａｔペプチド配列とＴＡＲ ＲＮＡとの特異的
相互作用に依存することを示している。
【００９８】
　好適な実施形態を引用して本発明を詳細に記載してきたが、当業者であれば、本明細書
中の教示内容を考慮すれば、本発明の精神及び範囲から逸脱することなく一定の変更及び
修正を行いうることが分かるだろう。従って、本発明は特許請求の範囲によってのみ制限
される。
【００９９】
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【図面の簡単な説明】
【０１００】
【図１】図１は、ポリカチオンポリマーを集光性多発光団として用いる本発明の方法を説
明する。センサＰＢＰ（ＰＢＰ－Ｃ＊）はシグナル伝達発色団と対象の標的ポリヌクレオ
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チドに対する結合特異性を含む。サンプル中の標的ポリヌクレオチドと接触させた際、ポ
リカチオン多発色団は、それ自体の標的ポリヌクレオチドとの相互作用のために、シグナ
ル伝達発色団と近接することになる。続いて、多発色団の励起により、シグナル伝達発色
団から発光が生じる。
【図２】図２は、実施例において使用するＴａｔ－Ｃ＊（Ｃ＊はフルオレセインである）
、ＴＡＲ ＲＮＡ及びｄＴＡＲ ＲＮＡの分子構造を説明する。
【図３】図３は、ポリマー１及びＴａｔ－Ｃ＊の光学スペクトルを示す。ポリマー１及び
Ｔａｔ－Ｃ＊についてはそれぞれ３８０ｎｍ及び４８０ｎｍにて励起を行った。アッセイ
条件はＴＲＩＳ ＥＤＴＡバッファー溶液（１０ｍＭ）及びｐＨ＝７．４である。
【図４】図４は、オリゴマー１及びＴａｔ－Ｃ＊の光学スペクトルを示す。オリゴマー１
及びＴａｔ－Ｃ＊についてはそれぞれ３６５ｎｍ及び４８０ｎｍにて励起を行った。アッ
セイ条件はＴＲＩＳ ＥＤＴＡバッファー溶液（１０ｍＭ）及びｐＨ＝７．４である。
【図５】図５は、オリゴマー２及びＴａｔ－Ｃ＊の光学スペクトルを示す。オリゴマー２
及びＴａｔ－Ｃ＊についてはそれぞれ３７５ｎｍ及び４８０ｎｍにて励起を行った。アッ
セイ条件はＴＲＩＳ ＥＤＴＡバッファー溶液（１０ｍＭ）及びｐＨ＝７．４である。
【図６】図６は、３６５ｎｍにおけるオリゴマー１の励起によるＴＡＲ ＲＮＡ及びｄＴ
ＡＲ ＲＮＡの存在下におけるＴａｔ－Ｃ＊の発光スペクトルを示す。条件はＴＲＩＳ Ｅ
ＤＴＡバッファー溶液（１０ｍＭ）及びｐＨ＝７．４である。スペクトルは、オリゴマー
１の発光に関して正規化した。
【図７】図７は、３７５ｎｍにおけるオリゴマー２の励起によるＴＡＲ ＲＮＡ及びｄＴ
ＡＲ ＲＮＡの存在下におけるＴａｔ－Ｃ＊の発光スペクトルを示す。条件はＴＲＩＳ Ｅ
ＤＴＡバッファー溶液（１０ｍＭ）及びｐＨ＝７．４である。スペクトルは、オリゴマー
２の発光に関して正規化した。
【図８】図８は、３８０ｎｍにおけるポリマー１の励起によるＴＡＲ ＲＮＡ及びｄＴＡ
Ｒ ＲＮＡの存在下におけるＴａｔ－Ｃ＊の発光スペクトルを示す。条件はＴＲＩＳ ＥＤ
ＴＡバッファー溶液（１０ｍＭ）及びｐＨ＝７．４である。スペクトルは、ポリマー１の
発光に関して正規化した。
【図９】図９は、３６５ｎｍにおけるオリゴマー１の励起によるＴＡＲ ＲＮＡの存在下
におけるＳＨ３－Ｃ＊及びＴａｔ－Ｃ＊の発光スペクトルを示す。条件はＴＲＩＳ ＥＤ
ＴＡバッファー溶液（１０ｍＭ）及びｐＨ＝７．４である。スペクトルは、オリゴマー１
の発光に関して正規化した。
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