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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　マイクロトランスポンダ上にキャプチャされたターゲットヌクレオチド塩基の配列を、
複数のシーケンシング－バイ－シンセシス反応にかけて、ターゲットヌクレオチド塩基の
配列に相補的であり、かつこの配列に結合する単一のヌクレオチド塩基の配列を連続的に
付加することと、ここで、前記付加されたヌクレオチド塩基の少なくとも１つは、標識を
含み
　各配列決定反応の後に、付加された各ヌクレオチド塩基を識別することと、
　前記配列の付加された各ヌクレオチド塩基を、前記マイクロトランスポンダの識別番号
と関連付けることと
を含む、核酸を配列決定する方法であって、
　前記方法は、前記マイクロトランスポンダの前記識別番号と、前記ヌクレオチド配列に
付加されたヌクレオチド塩基に関連付けられた前記標識との両方を識別するフローメータ
の使用を含み、各配列決定反応の後、前記マイクロレスポンダが前記フローメータを通過
し、そこで、マイクロレスポンダが識別され、前記標識が検出される、方法。
【請求項２】
　ターゲットヌクレオチド塩基が、キャプチャプローブを介してキャプチャされる、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　ターゲットヌクレオチド塩基が、ＤＮＡまたはＲＮＡを含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項４】
　ターゲットヌクレオチド塩基をクローン増幅することをさらに含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項５】
　前記クローン増幅が、配列決定反応の前に、エマルジョンポリメラーゼ連鎖反応を含む
、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　付加されるヌクレオチド塩基の少なくとも１つが光学標識を含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項７】
　付加されるヌクレオチド塩基の少なくとも１つが電気化学標識を含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項８】
　前記識別が、付加された前記塩基とともに前記マイクロトランスポンダを、装置の反応
ステーションから、前記フローメータを用いる前記装置の識別ステーションに移動させる
ことを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記識別ステーションが、付加された前記塩基を検出するディテクタを含み、前記ディ
テクタは、１つ以上の光学信号、電気信号、および化学信号を検出する、請求項８に記載
の方法。
【請求項１０】
　付加された前記塩基が、蛍光、発光、ｐＨ、熱、水素イオン濃度、ピロホスフェート濃
度および放射活性の変化によって検出される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　単一の標識が、付加される複数のヌクレオチド塩基に用いられる、請求項１に記載の方
法。
【請求項１２】
　種々の複数の標識が、付加される各ヌクレオチド塩基に用いられて、付加された種々の
ヌクレオチド塩基を区別する、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　付加される前記塩基が、単一の塩基として付加される、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　付加される前記塩基が、オリゴヌクレオチドとして付加される、請求項１に記載の方法
。
【請求項１５】
　オリゴヌクレオチドが、最大約３０のヌクレオチドを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　複数のマイクロトランスポンダを、複数の核酸ターゲットを含有する多重アッセイに用
いることをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　微流量チップデバイスにおける方法の少なくとも一部を実行することをさらに含む、請
求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、一般に医学的診断装置、より詳細には核酸を配列決定する方法および装置に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　核酸は、ヌクレオチドと呼ばれるユニットがリンクした鎖によって形成される。ヌクレ
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オチドは、連結されて、核酸であるリボ核酸（ＲＮＡ）およびデオキシリボ核酸（ＤＮＡ
）の構造ユニットを生じる分子である。ヌクレオチドは、リン酸基、糖（ＲＮＡの場合は
リボース、そしてＤＮＡではデオキシリボース）および核酸塩基を含む。核酸塩基は、ヌ
クレオチドストランドの塩基対形成に用いられて、周知の二重螺旋のようなより高次の構
造を形成する。ＤＮＡに見られる４つの塩基は、アデニン（Ａ）、シトシン（Ｃ）、グア
ニン（Ｇ）およびチミン（Ｔ）である。ＤＮＡ二重螺旋において、一方のストランド上の
各タイプの核酸塩基は、通常、他方のストランド上の１タイプの核酸塩基とだけしか相互
作用せず、これは、相補的な塩基対形成として知られている。具体的に、ＡはＴにのみ結
合し、そしてＣはＧにのみ結合する。ＲＮＡ核酸塩基は、チミンの代わりにウラシル（Ｕ
）を含む。ＤＮＡおよびＲＮＡの重要性のため、ＤＮＡまたはＲＮＡ配列についての知識
は、多くの目的（例えば、病理的疾患、伝染性疾患、または遺伝的疾患の治療を識別し、
診断し、かつ開発することが挙げられる）のために、有用である。
【０００３】
　核酸配列決定ケミストリとして、シーケンシング－バイ－シンセシス（ｓｅｑｕｅｎｃ
ｉｎｇ－ｂｙ－ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）（ＳＢＳ）またはシーケンシング－バイ－ライゲー
ション（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ－ｂｙ－ｌｉｇａｔｉｏｎ）（ＳＢＬ）戦略が挙げられる
。これらの戦略は、一般的に、配列アイデンティティデータを追跡するために、ランダム
な、または規則的な２次元（２Ｄ）アレイを用いる。これらのアレイ密度は極めて高く、
１０５から１０７のフィーチャ（ｆｅａｔｕｒｅ）に及ぶ（または単一分子の検出ではよ
り高くなる）。ヌクレオチド鎖がポリメラーゼ（ＳＢＳ）またはリガーゼ（ＳＢＬ）の作
用で増えるのに従い、標識が組み込まれて、リーダによって検出される。標識を伴う塩基
または核酸が識別されると、２Ｄ光学画像をキャプチャすることによって、塩基は、アレ
イ上のフィーチャが割り当てられる。しかしながら、これらの高密度アレイからスペクト
ルデータを分離するために必要な光学分割（ｏｐｔｉｃａｌ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）は
、非常に長い露光時間を必要とし、平均ラン時間が数時間から数日となる。また、継続的
な配列決定サイクルから得られる光学画像は、容易にテラバイトサイズに達し得、アルゴ
リズムの計算時間およびデータストレージに対する要求が大きくなる。
【図面の簡単な説明】
【０００４】
【図１】図１は、例となるマイクロトランスポンダ（ｍｉｃｒｏｔｒａｎｓｐｏｎｄｅｒ
）の概略図である。
【図２】図２は、図１の例となるマイクロトランスポンダを用いて核酸を配列決定する、
例となる系のブロック図である。
【図３】図３は、本明細書中に開示される例となる系を実施するのに用いられてよい、例
となる方法を表すフローチャートである。
【図４】図４は、本明細書中に開示される例となる系を実施するのに用いられてよい、例
となる方法を表すフローチャートである。
【図５】図５は、図３および／もしくは図４の方法を実行するための命令、ならびに／ま
たは、より詳細には、本明細書中に開示される例となる方法、系および／もしくは装置の
いずれかもしくは全てを実施するための命令を実行し得る、例となるプロセッサプラット
ホームを示す。
【発明を実施するための形態】
【０００５】
　本開示は、例えば、医学的診断装置に用いられるような、核酸を配列決定する方法およ
び装置に関する。本明細書中に開示される例は、マイクロトランスポンダ技術を、シーケ
ンシング－バイ－シンセシス（ＳＢＳ）またはシーケンシング－バイ－ライゲーション（
ＳＢＬ）ケミストリが挙げられるがこれらに限定されない次世代の配列決定法と組み合わ
せて用いることによって、生物、遺伝子および／または増幅されたターゲットの核酸配列
を決定するのに用いられ得る。これらの例は、病原性生物（細菌および／またはウィルス
）の検出、ＲＮＡ検出、ＤＮＡ検出、全ゲノムの新規の（ｄｅ　ｎｏｖｏ）配列決定、遺
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伝子発現、一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）、および／または次世代の配列決定法がバック
エンド検出系として用いられる遺伝的試験のための一般的な診断系および方法として用い
られ得る。これらの例は、例えば、臨床診断、院内感染性の感染症診断、疫学的サーベラ
ンス、法医学、研究ディスカバリ、および／または他の適切な利用等の多くの用途に用い
られ得る。
【０００６】
　配列決定法は、当該技術において知られている任意の方法によるものであってよい。あ
る実施形態において、配列決定法はシーケンシング－バイ－シンセシスである。他の実施
形態において、配列決定法は、合成による、単一分子の配列決定法である。そして、一部
の実施形態において、配列決定法は、シーケンシング－バイ－ライゲーション（ＳＢＬ）
によるものである。技術によって包含される他の配列決定技術が、至る所で議論されてい
る。シーケンシング－バイ－シンセシスとして、染料標識ヌクレオチドの組込み、鎖ター
ミネーション法（ｃｈａｉｎ　ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ）、イオン／プロトン配列決定法
、またはピロホスフェート（ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ）配列決定法等が挙げられ得る
。単一分子の技術として、配列決定反応が中断されて、組み込まれたヌクレオチドのアイ
デンティティを決定するスタガード配列決定法（ｓｔａｇｇｅｒｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｉ
ｎｇ）が挙げられ得る。
【０００７】
　ある実施形態において、配列決定は、プライマーをテンプレート（例えば、配列決定さ
れるべき核酸）にハイブリダイズさせてテンプレート／プライマーデュプレックスを形成
すること、テンプレートに応じてポリメラーゼがヌクレオチドをプライマーに付加するの
を可能とする条件下で、検出可能に標識されたヌクレオチドの存在下で、デュプレックス
をポリメラーゼ酵素に接触させること、組み込まれた標識ヌクレオチドから信号を検出す
ること、ならびに当該接触ステップおよび検出ステップを少なくとも１回、順次繰り返す
ことを含み、組み込まれた標識ヌクレオチドの順次的な検出が、核酸の配列を決定する。
例示的な検出可能な標識として、放射性標識、金属標識、量子ドット、蛍光標識、発光標
識、質量標識、酵素標識等が挙げられる。特定の実施形態において、検出可能な標識は、
蛍光標識等の光学的に検出可能な標識であってよい。例示的な蛍光標識（配列決定用、お
よび／または核酸、プライマー、プローブ等の標識等の他の目的用）として、シアニン、
ローダミン、フルオレセイン、クマリン、ＢＯＤＩＰＹ、ａｌｅｘａまたは接合型（ｃｏ
ｎｊｕｇａｔｅｄ）マルチ染料が挙げられる。
【０００８】
　一部の実施形態において、ターゲット核酸（例えば、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡ）が
固定される。例えば、一部の実施形態において、ターゲット核酸が、例えば、相補的な核
酸（例えば、ターゲット核酸にハイブリダイズする）のようなキャプチャプローブ、抗体
、または別のキャプチャ技術（例えば、一部の実施形態において、例えば、固定されたア
ビジン部分に結合されたビオチン化核酸の場合、核酸は、キャプチャエンティティによっ
て認識（例えば、結合）されるタグまたは他の部分を含む）等の別のエンティティに結合
される。
【０００９】
　特定の、かつ例示的なＳＢＳプロセスが、ＤＮＡサンプルをセグメント化すること、お
よびポリ（Ａ）テールを一端に取り付けて、例えば、ポリ（Ｔ）分子でコーティングされ
たガラスカバースリップ上で洗浄されることを含む。Ａは、Ｔとハイブリダイズして、Ｄ
ＮＡセグメントを適所に（ｉｎ　ｐｌａｃｅ）保持する。例えば染料分子等の標識に連結
された種々のＤＮＡ塩基が、固定されたセグメント上で複数回、洗浄される。塩基対がで
き、二重螺旋を構築する。標識は、どの塩基が対で結合しているかを示す。画像が撮られ
て、配列は、標識を読むことによって決定される。
【００１０】
　特定の、例示的なＳＢＬプロセスは、未知のＤＮＡ配列のターゲットストランドの少な
くとも一端上に既知の配列がフランクされる（ｆｌａｎｋｅｄ）ことを含む。アンカース
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トランドが導入されて、既知の配列に結合する。標識オリゴヌクレオチド（一般的に５０
以下の塩基を有する、短い核酸ポリマー）の混合プールが導入される。オリゴヌクレオチ
ドは、アンカーに隣接するターゲットにハイブリダイズする。オリゴヌクレオチドの塩基
が未知の（ターゲット）ＤＮＡ配列にマッチすると、ＤＮＡリガーゼがオリゴヌクレオチ
ドをアンカーに連結する。標識（例えば、放射性標識、金属標識、量子ドット、蛍光標識
、発光標識、質量標識、酵素標識）に基づいて、未知のターゲットヌクレオチド配列は識
別されてよい。
【００１１】
　本明細書中に開示される例となる系および方法は、配列決定反応において付加されたヌ
クレオチドを選択的に識別するためのマイクロトランスポンダを用いる。一部の実施形態
において、技術は、例えば、複数のマイクロトランスポンダのそれぞれに固有の識別タグ
、およびヌクレオチド配列に付加されるヌクレオチド塩基が伴う標識の双方を識別する、
フローリーダ等の識別ツールの使用を含む。一部の実施形態において、識別ツール（例え
ば、識別ステーションおよび／またはフローメータ）は、ヌクレオチド塩基が伴う標識を
検出するためのディテクタを含む。一部の実施形態において、ディテクタは、ＣＣＤ、Ｃ
ＭＯＳ、ＣＭＯＳを覆うイオン感応層等のイオンセンサ、または電流ディテクタ等である
。一部の実施形態において、ディテクタは、信号を送るために、蛍光色素等の標識を生じ
させるための励起系を伴う。一部の実施形態において、ディテクタは、アークランプ、レ
ーザ、または発光ダイオード（ＬＥＤ）等の照射源を伴う。特定の実施形態において、デ
ィテクタは、照射源からサンプルへ、またはサンプルから画像センサもしくは検出センサ
への光伝送のため光学素子を伴う。あるいはまた、一部の実施形態において、例えば、信
号が配列決定反応の結果として自然発生的に生じる場合等、ディテクタは照射源を伴わな
い。例えば、信号が、イオン感応層と相互作用して放出されるイオン、または酵素もしく
は他の触媒と反応して化学発光信号を生じるピロホスフェート等の放出部分の相互作用に
よって生じてよい。別の例において、ディテクタが、照射源の必要なく、電流、電圧また
は電気抵抗の変化を検出する。
【００１２】
　したがって、記載される実施形態に従う技術の使用（例えば、複数のマイクロトランス
ポンダのそれぞれに固有の識別タグ、およびヌクレオチド配列に付加されるヌクレオチド
塩基が伴う標識の双方を識別することを含む）が、２次元（２Ｄ）アレイから３次元（３
Ｄ）アレイへと検出フォーマットを変えることによって、配列識別のための２Ｄデカルト
座標（Ｃａｒｔｅｓｉａｎ　ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ）の使用を除外する。
【００１３】
　例となるマイクロトランスポンダは、例えば、フローメータ（例えば、本明細書中に記
載されるように、例えば、ディテクタを含むフローリーダ）等の識別デバイス（例えば、
識別ツールを含む）で読まれるので、ランダムな、または規則的な高密度アレイを光学的
に検出する必要がない。合成またはライゲーションの各ラウンドの後、マイクロトランス
ポンダはフローリーダに通され、そこで各トランスポンダが識別され、そして標識（例え
ば蛍光）が検出される。陽性の蛍光が、付加された塩基を示す；陰性の蛍光が、塩基が付
加されなかったことを示す。各検出の後、マイクロトランスポンダは、塩基の付加および
検出の続くラウンドのために、試薬中に再懸濁されてよい。高密度２Ｄアレイフィーチャ
を解像するための複雑な光学画像化ハードウェアが必要ない。したがって、ランタイムは
かなり短くなる。また、マイクロトランスポンダからの信号の、デジタル方式の「イエス
」または「ノー」による検出が、各ラン中に大きなデータ画像ファイルが保存される従来
の系と比較して、ストレージ空間をかなり節約する。さらに、高スループットが、フロー
リーダで可能である。例となるフローリーダが、例えば、毎秒約１，０００マイクロトラ
ンスポンダの伝送率で操作されて、毎時約３５０万の検出イベントに変換し得る。例とな
るメモリまたはストレージが、６４ビットＲＯＭを含み、１０１７を超える種々の識別に
変換し、これは、ヒトゲノムを配列決定するのに十分な情報を超えている。
【００１４】
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　本明細書中に開示される例となる系が、キャプチャプローブを介して核酸ターゲットが
キャプチャされることとなる表面を有するマイクロトランスポンダを含む。一部の実施形
態において、系が、表面結合クローンターゲットを形成するために、核酸ターゲットを表
面上でクローン増幅する増幅ステーションを備える。また、例となる系は、表面結合ター
ゲット（例えば、一部の実施形態では、増幅されたクローンターゲット）を配列決定反応
（例えば、第１の配列決定反応）（例えば、重合反応（例えば、第１の重合反応）、ライ
ゲーション反応（例えば、第１のライゲーション反応）等）にかけて、第１の核酸塩基（
例えば、標識核酸塩基）またはヌクレオチド塩基に相補的であるヌクレオチド塩基（例え
ば、第１のヌクレオチド塩基）を核酸ターゲットの配列内に付加する反応ステーションを
備える。例となる系はまた、無関係な配列決定反応試薬および／または副産物（例えば、
重合反応（例えば、第１の重合反応）に由来する重合試薬、またはライゲーション反応（
例えば、第１のライゲーション反応）に由来する無関係なライゲーション試薬）を取り除
く洗浄ステーションを備える。さらに、例となる系は、それぞれ、マイクロトランスポン
ダの識別番号、および、一部の実施形態において、標識ヌクレオチド塩基（例えば、第１
の標識ヌクレオチド塩基）の標識（例えば、第１の標識）を用いることで、核酸ターゲッ
トの配列内の（例えば、それぞれの）ヌクレオチド塩基（例えば、第１のヌクレオチド塩
基）のアイデンティティ、および／またはヌクレオチド塩基（例えば、第１のヌクレオチ
ド塩基；例えば、標識ヌクレオチド塩基）のアイデンティティを決定する識別ステーショ
ンを備える。
【００１５】
　増幅ステーションは、表面結合クローンターゲットを、続く第２から第ｎ回の重合また
はライゲーション反応にかけて、順次、核酸ターゲットの配列内の第２から第ｎのヌクレ
オチド塩基とそれぞれ相補的である第２から第ｎの標識ヌクレオチド塩基を付加するもの
であり、ｎの数は、核酸ターゲットの配列内のヌクレオチド塩基数に基づく。また、洗浄
ステーションは、第２から第ｎの各標識ヌクレオチド塩基の追加後に、第２から第ｎの重
合またはライゲーション試薬に由来する無関係な重合またはライゲーション試薬を取り除
くものである。さらに、識別ステーションは、第２から第ｎの各標識ヌクレオチド塩基の
追加後に、それぞれ、マイクロトランスポンダの識別番号、および第２から第ｎの標識ヌ
クレオチド塩基の第２から第ｎの標識を用いることで、核酸ターゲットの配列内の第２か
ら第ｎの各ヌクレオチド塩基のアイデンティティ、および第２から第ｎの各標識ヌクレオ
チド塩基のアイデンティティを決定するものである。
【００１６】
　一部の例において、キャプチャプローブはＤＮＡまたはＲＮＡを含んでよく、そして核
酸ターゲットはＤＮＡまたはＲＮＡを含んでよい。また、一部の例において、増幅ステー
ションは、エマルジョンポリメラーゼ連鎖反応を用いて、核酸ターゲットをクローン増幅
するものである。
【００１７】
　技術は、核酸配列決定技術で限定されない。核酸配列決定プラットホームの種々の実施
形態（例えば、核酸シーケンサ）が、下記のようなコンポーネントを備える。種々の実施
形態に従えば、配列決定装置が、流体送達制御ユニット、サンプルプロセシングユニット
、信号検出ユニット、およびデータ収集分析制御ユニットを備える。装置の種々の実施形
態が、オートメーション化配列決定を実現し、これは、複数の配列から配列情報を、並列
して、そして／または実質的に同時に集めるために用いられる。
【００１８】
　一部の実施形態において、流体送達制御ユニットは、試薬送達系を備える。試薬送達系
は、種々の試薬のストレージ用の試薬リザーバを備える。試薬は、ＲＮＡベースのプライ
マー、フォワード／リバースＤＮＡプライマー、シーケンシング－バイ－シンセシス用の
ヌクレオチド混合物、バッファ、洗浄試薬、ブロッキング試薬、およびストリッピング試
薬等を含んでよい。加えて、試薬送達系は、サンプルプロセシングユニットを試薬リザー
バと接続するピペッティング系または連続フロー系を備えてよい。
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【００１９】
　一部の実施形態において、データ収集分析制御ユニットは、種々の系パラメータを監視
する。系パラメータとして、サンプルプロセシングユニットもしくは試薬リザーバ等の装
置の種々の部分の温度、種々の試薬の容量、マニピュレータ、ステッパモータ、もしくは
ポンプ等の種々の系サブコンポーネントの状態、またはそれらの任意の組合せが挙げられ
得る。
【００２０】
　装置および系の種々の実施形態が、シーケンシング－バイ－シンセシス、単一分子の方
法等の配列決定法、および他の配列決定技術を実践するために用いられることは、当業者
によって理解されるであろう。シーケンシング－バイ－シンセシスとして、染料標識ヌク
レオチドの組込み、鎖ターミネーション、イオン／プロトン配列決定法、またはピロホス
フェート配列決定法等が挙げられ得る。単一分子の技術として、配列決定反応が中断され
て、組み込まれたヌクレオチドのアイデンティティを決定するスタガード配列決定法が挙
げられ得る。
【００２１】
　一部の実施形態において、配列決定装置は、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチ
ド等の核酸の配列を決定する。核酸は、ＤＮＡまたはＲＮＡが挙げられ得、そして、ｓｓ
ＤＮＡおよびＲＮＡ等の単一ストランドであってもよいし、ｄｓＤＮＡまたはＲＮＡ／ｃ
ＤＮＡ対等の二重ストランドであってもよい。一部の実施形態において、核酸は、フラグ
メントライブラリ、接合対（ｍａｔｅ　ｐａｉｒ）ライブラリ、またはＣｈＩＰフラグメ
ント等が挙げられ得、またはそこから誘導されてよい。特定の実施形態において、配列決
定装置は、単一の核酸分子から、または実質的に同じ核酸分子の群から、配列情報を得る
ことができる。
【００２２】
　一部の実施形態において、配列決定装置は、種々の異なるアウトプットデータファイル
タイプ／フォーマットの核酸配列決定リードデータを出力してよい：＊．ｔｘｔ、＊．ｆ
ａｓｔａ、＊．ｃｓｆａｓｔａ、＊ｓｅｑ．ｔｘｔ、＊ｑｓｅｑ．ｔｘｔ、＊．ｆａｓｔ
ｑ、＊．ｓｆｆ、＊ｐｒｂ．ｔｘｔ、＊．ｓｍｓ、＊ｓｒｓ、および／または＊．ｑｖが
挙げられるが、これらに限定されない。
【００２３】
　一部の実施形態において、技術は、次世代の配列決定技術を含む。技術によって意図さ
れる特定の配列決定技術が、超並列高スループット戦略の共通のフィーチャを共有し、以
前の配列決定法と比較してよりコストを下げることを目的とする、次世代の配列決定（Ｎ
ＧＳ）法である（例えば、Ｖｏｅｌｋｅｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　
Ｃｈｅｍ．，５５：６４１－６５８，２００９およびＭａｃＬｅａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，７：２８７－２９６参照；それぞれその全
体が参照によって本明細書中に組み込まれる）。ＮＧＳ法は、一般的にテンプレート増幅
を利用するものと、利用しないものとに広く分けられ得る。増幅要求法として、Ｒｏｃｈ
ｅによって４５４技術プラットホームとして商品化されている（例えば、ＧＳ　２０およ
びＧＳ　ＦＬＸ）パイロシーケンス法（ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）、Ｉｌｌｕｍｉ
ｎａによって商品化されているＳｏｌｅｘａプラットホーム、およびＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂ
ｉｏｓｙｓｔｅｍｓによって商品化されているＳｕｐｐｏｒｔｅｄ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌ
ｅｏｔｉｄｅ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＳＯＬｉＤ）プラット
ホームが挙げられる。単一分子の配列決定法としても知られている非増幅アプローチが、
Ｈｅｌｉｃｏｓ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓによって商品化されているＨｅｌｉＳｃｏｐｅ
プラットホーム、ならびにＶｉｓｉＧｅｎ、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｎａｎｏｐｏｒｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｌｔｄ．、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ／Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒ
ｅｎｔおよびＰａｃｉｆｉｃ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓによってそれぞれ商品化されてい
る新生のプラットホームによって、例示される。
【００２４】
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　パイロシーケンス法（Ｖｏｅｌｋｅｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃ
ｈｅｍ．，５５：６４１－６５８，２００９；ＭａｃＬｅａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，７：２８７－２９６；米国特許第６，２１０，８
９１号明細書；米国特許第６，２５８，５６８号明細書；それぞれその全体が参照によっ
て本明細書中に組み込まれる）において、ＮＧＳフラグメントライブラリは、単一のテン
プレート分子を、アダプタに相補的なオリゴヌクレオチドを支持するビーズによってキャ
プチャすることによって、インシトゥクローン増幅される。単一のテンプレートタイプを
支持するビーズはそれぞれ、油中水の微小胞に区画され、そしてテンプレートは、エマル
ジョンＰＣＲと呼ばれる技術を用いてクローン増幅される。エマルジョンは増幅後に破壊
されて、ビーズは、配列決定反応中、フローセルとして機能する、ピコタイタープレート
の個々のウェル中に入れられる。４つのｄＮＴＰ試薬のそれぞれの規則的な反復的導入（
ｉｔｅｒａｔｉｖｅ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）が、フローセルにおいて、配列決定酵
素およびルシフェラーゼ等の発光リポータの存在下で起こる。適切なｄＮＴＰが配列決定
プライマーの３’末端に付加された場合、結果として生じるＡＴＰの産生により、ウェル
内で突発的な（ａ　ｂｕｒｓｔ　ｏｆ）発光が生じ、これがＣＣＤカメラを用いて記録さ
れる。４００塩基以上のリード長を達成することが可能であり、そして１０６の配列リー
ドが達成され得、最大５億塩基対（Ｍｂ）の配列が得られる。
【００２５】
　Ｓｏｌｅｘａ／Ｉｌｌｕｍｉｎａプラットホーム（Ｖｏｅｌｋｅｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍ．，５５：６４１－６５８，２００９；ＭａｃＬｅａ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，７：２８７－２９６
；米国特許第６，８３３，２４６号明細書；米国特許第７，１１５，４００号明細書；米
国特許第６，９６９，４８８号明細書；それぞれその全体が参照によって本明細書中に組
み込まれる）において、配列決定データは、より短い長さのリードの形態で生じる。この
方法において、ＮＧＳフラグメントライブラリのフラグメントは、オリゴヌクレオチドア
ンカーがちりばめられた（ｓｔｕｄｄｅｄ）フローセルの表面上にキャプチャされる。ア
ンカーは、ＰＣＲプライマーとして用いられるが、テンプレートの長さから、そして他の
すぐ近くのアンカーオリゴヌクレオチドに近いことから、ＰＣＲによる伸張は、隣接する
アンカーオリゴヌクレオチドとハイブリダイズする分子の「アーチオーバ（ａｒｃｈｉｎ
ｇ　ｏｖｅｒ）」をもたらして、フローセルの表面上に架橋構造を形成する。ＤＮＡのこ
れらのループが、変性され、かつ切断される。続いて、フォワードストランドが、可逆的
染料ターミネータで配列決定される。組み込まれたヌクレオチドの配列は、各蛍光および
ブロックが、ｄＮＴＰ付加の次のサイクルの前に取り除かれている、組込み後の（ｐｏｓ
ｔ－ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）蛍光を検出することによって、決定される。配列決定
リード長は、３６ヌクレオチドから１００を超えるヌクレオチドに及び、アウトプット全
体では分析ランにつき１０億ヌクレオチド対を越える。
【００２６】
　ＳＯＬｉＤ技術を用いる核酸分子の配列決定（Ｖｏｅｌｋｅｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍ．，５５：６４１－６５８，２００９；ＭａｃＬｅａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，７：２８７－２９６；米
国特許第５，９１２，１４８号明細書；米国特許第６，１３０，０７３号明細書；それぞ
れその全体が参照によって本明細書中に組み込まれる）は、エマルジョンＰＣＲによるＮ
ＧＳフラグメントライブラリのクローン増幅も伴う。この後、テンプレートを支持するビ
ーズが、ガラスフローセルの誘導体化された表面上に固定され、そして、アダプタオリゴ
ヌクレオチドに相補的なプライマーが、アニールされる。しかしながら、このプライマー
を３’伸張用に利用するのではなく、その代わりとして、２つのプローブ特異的塩基に続
いて、６つの変性塩基、および４つの蛍光標識の１つを含有するインタロゲーション（ｉ
ｎｔｅｒｒｏｇａｔｉｏｎ）プローブへのライゲーション用に５’ホスフェート基を提供
するのに用いられる。ＳＯＬｉＤ系において、インタロゲーションプローブは、各プロー
ブの３’末端の２つの塩基、および５’末端の４つの蛍光の１つの、１６の組合せがあり
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得る。蛍光カラー、そしてしたがって各プローブのアイデンティティが、特定の色空間コ
ーディングスキームに対応する。プローブアニーリング、ライゲーション、および蛍光検
出の複数ラウンド（通常７回）の後に変性が、そして次に、最初のプライマーと比較して
１つの塩基によってオフセットされるプライマーを用いる配列決定の第２のラウンドが続
く。このように、テンプレート配列は、算定的に再構築され得、そしてテンプレート塩基
は、２回インターロゲートされて、精度が増す。配列リード長は平均すると３５ヌクレオ
チドになり、アウトプット全体では配列決定ランにつき４０億塩基を越える。
【００２７】
　ある実施形態において、Ｈｅｌｉｃｏｓ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓによるＨｅｌｉＳｃ
ｏｐｅが用いられる（Ｖｏｅｌｋｅｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈ
ｅｍ．，５５：６４１－６５８，２００９；ＭａｃＬｅａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，７：２８７－２９６；米国特許第７，１６９，５６
０号明細書；米国特許第７，２８２，３３７号明細書；米国特許第７，４８２，１２０号
明細書；米国特許第７，５０１，２４５号明細書；米国特許第６，８１８，３９５号明細
書；米国特許第６，９１１，３４５号明細書；米国特許第７，５０１，２４５号明細書；
それぞれその全体が参照によって本明細書中に組み込まれる）。配列決定は、ポリメラー
ゼの付加、および蛍光標識ｄＮＴＰ試薬の連続的付加によって達成される。組込みイベン
トは、ｄＮＴＰに対応する蛍光信号をもたらし、そして信号は、ｄＮＴＰ付加の各ラウン
ド前に、ＣＣＤカメラによってキャプチャされる。配列決定リード長は、２５から５０ヌ
クレオチドに及び、アウトプット全体では分析ランにつき１０億ヌクレオチド対を越える
。
【００２８】
　一部の実施形態において、Ｒｏｃｈｅによる４５４配列決定法が用いられる（Ｍａｒｇ
ｕｌｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｎａｔｕｒｅ　４３７：３７６－３８０）。４５
４配列決定法は、２つのステップを伴う。第１ステップでは、ＤＮＡが、約３００から８
００塩基対のフラグメントに剪断されて、フラグメントは平滑末端を有する（ｂｌｕｎｔ
　ｅｎｄｅｄ）。続いて、オリゴヌクレオチドアダプタが、フラグメントの末端にライゲ
ーションされる。アダプタは、フラグメントの増幅および配列決定のためのプライマーと
して役立つ。フラグメントは、例えば、５’－ビオチンタグを含有するアダプタを用いて
、例えば、ストレプトアビジンコーティングされたビーズのような、ＤＮＡキャプチャビ
ーズに取り付けられてよい。ビーズに取り付けられたフラグメントは、油－水エマルジョ
ンの小滴内でＰＣＲ増幅される。ビーズ上にはそれぞれ、クローン増幅されたＤＮＡフラ
グメントの複数のコピーが生じる。第２のステップでは、ビーズはウェル（ピコリットル
のサイズ）内にキャプチャされる。パイロシーケンスが、各ＤＮＡフラグメントに並列し
て実行される。１つ以上のヌクレオチドの付加が光信号を生じ、これがＣＣＤカメラによ
って配列決定装置内に記録される。信号強度は、組み込まれるヌクレオチドの数に比例す
る。パイロシーケンスは、ヌクレオチド付加の直後に放出されるピロホスフェート（ＰＰ
ｉ）を利用する。ＰＰｉは、アデノシン５’ホスホ硫酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　５’　ｐ
ｈｏｓｐｈｏｓｕｌｆａｔｅ）の存在下でＡＴＰスルフリラーゼによってＡＴＰに変換さ
れる。ルシフェラーゼが、ＡＴＰを用いて、ルシフェリンをオキシルシフェリンに変換す
る。この反応が光を生じ、これが検出され、かつ分析される。
【００２９】
　Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ技術は、ＤＮＡの重合中に放出される水素イオンの検出に基づ
くＤＮＡ配列決定法である（例えば、Ｓｃｉｅｎｃｅ　３２７（５９７０）：１１９０（
２０１０）；米国特許出願公開第２００９／００２６０８２号明細書；米国特許出願公開
第２００９／０１２７５８９号明細書；米国特許出願公開第２０１０／０３０１３９８号
明細書；米国特許出願公開第２０１０／０１９７５０７号明細書；米国特許出願公開第２
０１０／０１８８０７３号明細書；米国特許出願公開第２０１０／０１３７１４３号明細
書（それらの全体が、全ての目的について、参照によって組み込まれる）参照）。マイク
ロウェルが、配列決定されるべきＮＧＳフラグメントライブラリのフラグメントを含有す
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る。マイクロウェルの層の下に、高感度ＩＳＦＥＴイオンセンサがある。全ての層は、エ
レクトロニクス産業において用いられるものと同様のＣＭＯＳ半導体チップ内に含有され
る。ｄＮＴＰが、増大する相補ストランド中に組み込まれると、水素イオンが放出され、
これが高感度イオンセンサのトリガとなる。ホモポリマーリピートがテンプレート配列内
に存在する場合、複数のｄＮＴＰ分子が、単一サイクル中に組み込まれることとなる。こ
のことが、放出される水素の対応する数に比例して、より高い電子信号をもたらす。この
技術は、修飾ヌクレオチドも光学素子も用いられないという点で、他の配列決定技術と異
なる。Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔシーケンサの塩基あたりの精度は、５０塩基リードについ
て約９９．６％である（ランにつき約１００Ｍｂが生じる）。リード長は、１００塩基対
である。５リピート長のホモポリマーリピートの精度は、約９８％である。イオン半導体
配列決定法の利点は、迅速な配列決定速度、ならびに低い先行コストおよび運転コストで
ある。しかしながら、ｐＨ介在性シーケンサを入手するコストは、サンプル調製装置およ
びデータ分析用サーバを除いて、約５０，０００ドルである。
【００３０】
　本発明の用途に適し得る別の例示的な核酸配列決定アプローチが、Ｓｔｒａｔｏｓ　Ｇ
ｅｎｏｍｉｃｓ，Ｉｎｃ．によって開発されており、Ｘｐａｎｄｏｍｅｒｓの使用を伴う
ものである。この配列決定プロセスは、一般的に、テンプレート指向型（ｔｅｍｐｌａｔ
ｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ）合成によって生じる娘ストランドを提供することを含む。娘スト
ランドは、一般に、ターゲット核酸の全体または一部の連続したヌクレオチド配列に対応
する配列内で結合する複数のサブユニットを含み、個々のサブユニットは、テザー、少な
くとも１つのプローブまたは核酸塩基残基、および少なくとも１つの選択的に切断可能な
結合を含む。選択的に切断可能な結合は、切断されて、娘ストランドの複数のサブユニッ
トよりも長い長さのＸｐａｎｄｏｍｅｒを産生する。Ｘｐａｎｄｏｍｅｒは、一般的に、
ターゲット核酸の全体または一部の連続したヌクレオチド配列に対応する配列内に、遺伝
的情報を解析するためのテザーおよびリポータ要素を含む。続いて、Ｘｐａｎｄｏｍｅｒ
のリポータ要素が検出される。Ｘｐａｎｄｏｍｅｒベースのアプローチに関する付加的な
詳細が、例えば、米国特許出願公開第２００９／００３５７７７号明細書（表題「ＨＩＧ
Ｈ　ＴＨＲＯＵＧＨＰＵＴ　ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤ　ＳＥＱＵＥＮＣＩＮＧ　ＢＹ　
ＥＸＰＡＮＳＩＯＮ」、２００８年６月１９日出願（その全体が本明細書中に組み込まれ
る））に記載されている。
【００３１】
　他の単一分子の配列決定法として、ＶｉｓｉＧｅｎプラットホームを用いた合成による
リアルタイム配列決定法が挙げられる（Ｖｏｅｌｋｅｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉ
ｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍ．，５５：６４１－６５８，２００９；米国特許第７，３２９，４
９２号明細書；米国特許出願第１１／６７１，９５６号明細書；米国特許出願第１１／７
８１，１６６号明細書；それぞれその全体が参照によって本明細書中に組み込まれる）。
ここでは、ＮＧＳフラグメントライブラリのフラグメントが、固定されて、プライムされ
（ｐｒｉｍｅｄ）てから、蛍光修飾ポリメラーゼおよび蛍光アクセプタ分子を用いたスト
ランド伸張にかけられて、ヌクレオチド付加の直後に検出可能な蛍光共鳴エネルギー転移
（ＦＲＥＴ）が生じる。
【００３２】
　Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓによって開発された別の単一分子のリアルタ
イム配列決定系（Ｖｏｅｌｋｅｒｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍ
．，５５：６４１－６５８，２００９；ＭａｃＬｅａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　
Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，７：２８７－２９６；米国特許第７，１７０，０５０号
明細書；米国特許第７，３０２，１４６号明細書；米国特許第７，３１３，３０８号明細
書；米国特許第７，４７６，５０３号明細書；全て参照によって本明細書中に組み込まれ
る）が、直径５０から１００ｎｍの、約２０ゼプトリットル（１０－２１ｌ）の反応容量
を含む反応ウェルを利用するものである。固定されたテンプレート、修飾ｐｈｉ２９　Ｄ
ＮＡポリメラーゼ、および高い局部的濃度の、蛍光標識ｄＮＴＰを用いて、配列決定反応
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が実行される。高い局部的濃度および連続反応条件により、組込みイベントが、レーザ励
起、光導波路およびＣＣＤカメラを用いた蛍光信号検出によって、リアルタイムにキャプ
チャされ得る。
【００３３】
　ある実施形態において、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓによって開発された
ゼロ－モード導波路（ＺＭＷ）を用いた単一分子のリアルタイム（ＳＭＲＴ）ＤＮＡ配列
決定法、または同様の方法が、用いられる。この技術により、ＤＮＡ配列決定は、それぞ
れ何千ものゼロ－モード導波路（ＺＭＷ）を含有するＳＭＲＴチップ上で実行される。Ｚ
ＭＷは、二酸化ケイ素基質上に堆積した１００ｎｍの金属フィルム内に製造される、直径
が何十ナノメートルという穴である。各ＺＭＷは、ちょうど２０ゼプトリットル（１０Ｌ
）の検出容量を提供するナノフォトニック視覚化チャンバとなる。この容量で、単一分子
の活性は、何千という標識ヌクレオチドのバックグラウンド中で検出され得る。ＺＭＷは
、シーケンシング－バイ－シンセシスを実行するので、ＤＮＡポリメラーゼを見るための
ウインドウを提供する。各チャンバ内で、単一のＤＮＡポリメラーゼ分子が、検出容量内
で常時存在するように、底面に取り付けられている。続いて、異なる着色蛍光体で各タイ
プが標識されている、ホスホリンクされた（Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｎｋｅｄ）ヌクレオチド
が、酵素速度、精度および進行性（ｐｒｏｃｅｓｓｉｖｉｔｙ）を促進する高い濃度で、
反応溶液中に導入される。ＺＭＷのサイズが小さいために、これらの高い、生物学的に適
切な濃度であっても、検出容量は、ほんの僅かな時間だけヌクレオチドによって占有され
る。また、拡散がヌクレオチドを持ち去るはずの距離が非常に短いために、検出容量の査
察（ｖｉｓｉｔ）は速く、僅か数マイクロ秒しか続かない。結果、非常に低いバックグラ
ウンドとなる。
【００３４】
　一部の実施形態において、ナノポア配列決定法が用いられる（Ｓｏｎｉ　Ｇ　Ｖ　ａｎ
ｄ　Ｍｅｌｌｅｒ　Ａ．（２００７）Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　５３：１９９６－２００１）
。ナノポアは、直径が１ナノメートル程度の小さな穴である。ナノポアの、導電流体中へ
の浸漬、およびそこへの電位の印加が、ナノポアを通るイオンの伝導により、僅かな電流
を生じさせる。流れる電流の量は、ナノポアのサイズに影響される。ＤＮＡ分子がナノポ
アを通過するに従い、ＤＮＡ分子上の各ヌクレオチドが、ナノポアを異なる程度に塞ぐ。
したがって、ＤＮＡ分子がナノポアを通過するに従い、ナノポアを通る電流が変化し、こ
れがＤＮＡ配列のリーディングを表す。
【００３５】
　一部の実施形態において、配列決定技術が、化学感応性電界効果トランジスタ（ｃｈｅ
ｍＦＥＴ）アレイを用いてＤＮＡを配列決定する（例えば、米国特許出願公開第２００９
／００２６０８２号明細書に記載されている）。技術の１つの例において、ＤＮＡ分子は
、反応チャンバ中に配置され、そしてテンプレート分子は、ポリメラーゼに結合された配
列決定プライマーにハイブリダイズされる。配列決定プライマーの３’末端での、新しい
核酸ストランド中への１つ以上のトリホスフェートの組込みが、電流の変化によって、ｃ
ｈｅｍＦＥＴによって検出され得る。アレイが、複数のｃｈｅｍＦＥＴセンサを有してよ
い。別の例では、単一の核酸が、ビーズに取り付けられてよい。核酸は、ビーズ上で増幅
され得、そしてビーズは個々に、ｃｈｅｍＦＥＴアレイ上の個々の反応チャンバ（各チャ
ンバは、ｃｈｅｍＦＥＴセンサを有する）へ移されてよい。そして核酸は、配列決定され
得る。
【００３６】
　一部の実施形態において、配列決定技術が、電子顕微鏡を用いる（Ｍｏｕｄｒｉａｎａ
ｋｉｓ　Ｅ．Ｎ．ａｎｄ　Ｂｅｅｒ　Ｍ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳ
Ａ．１９６５　Ｍａｒｃｈ；５３：５６４－７１）。技術の１つの例において、個々のＤ
ＮＡ分子が、電子顕微鏡を用いて区別可能な金属標識を用いて標識される。続いて、この
分子は、平らな表面上で引き伸ばされ（ｓｔｒｅｔｃｈｅｄ）、かつ電子顕微鏡を用いて
画像化されて、配列を測定する。
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【００３７】
　一部の実施形態において、Ｔｕｒｒｏ，ｅｔ　ａｌ．ＰＮＡＳ　１０３：１９６３５－
４０（２００６）に記載されるような「切断可能な蛍光ヌクレオチド可逆ターミネータを
用いた４色シーケンシング－バイ－シンセシス（ｆｏｕｒ－ｃｏｌｏｒ　ｓｅｑｕｅｎｃ
ｉｎｇ　ｂｙ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｕｓｉｎｇ　ｃｌｅａｖａｂｌｅ　ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｔｓ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｓ）
」（例えば、Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ　Ｂｉｏ－Ｓｙｓｔｅｍｓによって商品化されてい
る）が用いられる。技術は、米国特許出願公開第２０１０／０３２３３５０号明細書；米
国特許出願公開第２０１０／００６３７４３号明細書；米国特許出願公開第２０１０／０
１５９５３１号明細書；米国特許出願公開第２０１０／００３５２５３号明細書；米国特
許出願公開第２０１０／０１５２０５０号明細書に記載されており、全ての目的について
、参照によって本明細書中に組み込まれる。
【００３８】
　本発明の用途に適し得るようなリアルタイム配列決定のためのプロセスおよび系が、例
えば、米国特許第７，４０５，２８１号明細書（表題「Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｎｕｃ
ｌｅｏｔｉｄｅ　ａｎａｌｏｇｓ　ａｎｄ　ｕｓｅｓ　ｔｈｅｒｅｆｏｒ」、２００８年
７月２９日Ｘｕ　ｅｔ　ａｌ．に発行）；米国特許第７，３１５，０１９号明細書（表題
「Ａｒｒａｙｓ　ｏｆ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｃｏｎｆｉｎｅｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｕｓｅｓ
　ｔｈｅｒｅｏｆ」、２００８年１月１日Ｔｕｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．に発行）；米国特
許第７，３１３，３０８号明細書（表題「Ｏｐｔｉｃａｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍ
ｏｌｅｃｕｌｅｓ」、２００７年１２月２５日Ｔｕｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．に発行）；米
国特許第７，３０２，１４６号明細書（表題「Ａｐｐａｒａｔｕｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏ
ｄ　ｆｏｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」、２００７年１１月２７日
Ｔｕｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．に発行）；米国特許第７，１７０，０５０号明細書（表題「
Ａｐｐａｒａｔｕｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｏｐｔｉｃａｌ　ａｎａｌｙｓ
ｉｓ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ」、２００７年１月３０日Ｔｕｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
に発行）；米国特許出願公開第２００８／０２１２９６０号明細書（表題「Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ａｎｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｉｇｎａｌｓ　ｆｒｏｍ　ｍｕｌｔ
ｉｐｌｅ　ｓｏｕｒｃｅｓ」、２００７年１０月２６日Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ
．によって出願）；米国特許出願公開第２００８／０２０６７６４号明細書（表題「Ｆｌ
ｏｗｃｅｌｌ　ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ｓｉｎｇｌｅ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｄｅｔｅｃｔ
ｉｏｎ」、２００７年１０月２６日Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米
国特許出願公開第２００８／０１９９９３２号明細書（表題「Ａｃｔｉｖｅ　ｓｕｒｆａ
ｃｅ　ｃｏｕｐｌｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓ」、２００７年１０月２６日Ｈａｎｚｅ
ｌ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８／０１９９８７４号明細
書（表題「ＣＯＮＴＲＯＬＬＡＢＬＥ　ＳＴＲＡＮＤ　ＳＣＩＳＳＩＯＮ　ＯＦ　ＭＩＮ
Ｉ　ＣＩＲＣＬＥ　ＤＮＡ」、２００８年２月１１日Ｏｔｔｏ　ｅｔ　ａｌ．によって出
願）；米国特許出願公開第２００８／０１７６７６９号明細書（表題「Ａｒｔｉｃｌｅｓ
　ｈａｖｉｎｇ　ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｄｉｓｐｏｓｅｄ　ｔｈｅ
ｒｅｏｎ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｓａｍｅ」、２００７
年１０月２６日Ｒａｎｋ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８／
０１７６３１６号明細書（表題「Ｍｉｔｉｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｈｏｔｏｄａｍａｇｅ
　ｉｎ　ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ」、２００７年１０月３１日Ｅｉｄ
　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８／０１７６２４１号明細書
（表題「Ｍｉｔｉｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｈｏｔｏｄａｍａｇｅ　ｉｎ　ａｎａｌｙｔｉ
ｃａｌ　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ」、２００７年１０月３１日Ｅｉｄ　ｅｔ　ａｌ．によって
出願）；米国特許出願公開第２００８／０１６５３４６号明細書（表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ａｎｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｉｇｎａｌｓ　ｆｒｏｍ　ｍｕｌｔｉ
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ｐｌｅ　ｓｏｕｒｃｅｓ」、２００７年１０月２６日Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．
によって出願）；米国特許出願公開第２００８／０１６０５３１号明細書（表題「Ｕｎｉ
ｆｏｒｍ　ｓｕｒｆａｃｅｓ　ｆｏｒ　ｈｙｂｒｉｄ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｓｕｂｓｔｒ
ａｔｅｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｍａｋｉｎｇ　ａｎｄ　ｕｓｉｎｇ　ｓａ
ｍｅ」、２００７年１０月３１日Ｋｏｒｌａｃｈによって出願）；米国特許出願公開第２
００８／０１５７００５号明細書（表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆ
ｏｒ　ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　
ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｉｇｎａｌｓ　ｆｒｏｍ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｏｕｒｃｅｓ」、２
００７年１０月２６日Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願
公開第２００８／０１５３１００号明細書（表題「Ａｒｔｉｃｌｅｓ　ｈａｖｉｎｇ　ｌ
ｏｃａｌｉｚｅｄ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｄｉｓｐｏｓｅｄ　ｔｈｅｒｅｏｎ　ａｎｄ　
ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｓａｍｅ」、２００７年１０月３１日Ｒａ
ｎｋ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８／０１５３０９５号明
細書（表題「ＣＨＡＲＧＥ　ＳＷＩＴＣＨ　ＮＵＣＬＥＯＴＩＤＥＳ」、２００７年１０
月２６日Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８
／０１５２２８１号明細書（表題「Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ，ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ」、２００７年１０月
３１日Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８
／０１５２２８０号明細書（表題「Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ，ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ」、２００７年１０月
３１日Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８
／０１４５２７８号明細書（表題「Ｕｎｉｆｏｒｍ　ｓｕｒｆａｃｅｓ　ｆｏｒ　ｈｙｂ
ｒｉｄ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　
ｍａｋｉｎｇ　ａｎｄ　ｕｓｉｎｇ　ｓａｍｅ」、２００７年１０月３１日Ｋｏｒｌａｃ
ｈによって出願）；米国特許出願公開第２００８／０１２８６２７号明細書（表題「ＳＵ
ＢＳＴＲＡＴＥＳ，ＳＹＳＴＥＭＳ　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＡＮＡＬＹＺＩ
ＮＧ　ＭＡＴＥＲＩＡＬＳ」、２００７年８月３１日Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．
によって出願）；米国特許出願公開第２００８／０１０８０８２号明細書（表題「Ｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅ　ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　ｒｅａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　ｅｎｈａｎｃｅ
ｄ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ」、２００７年１０月２２日Ｒａ
ｎｋ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８／００９５４８８号明
細書（表題「ＳＵＢＳＴＲＡＴＥＳ　ＦＯＲ　ＰＥＲＦＯＲＭＩＮＧ　ＡＮＡＬＹＴＩＣ
ＡＬ　ＲＥＡＣＴＩＯＮＳ」、２００７年６月１１日Ｆｏｑｕｅｔ　ｅｔ　ａｌ．によっ
て出願）；米国特許出願公開第２００８／００８００５９号明細書（表題「ＭＯＤＵＬＡ
Ｒ　ＯＰＴＩＣＡＬ　ＣＯＭＰＯＮＥＮＴＳ　ＡＮＤ　ＳＹＳＴＥＭＳ　ＩＮＣＯＲＰＯ
ＲＡＴＩＮＧ　ＳＡＭＥ」、２００７年９月２７日Ｄｉｘｏｎ　ｅｔ　ａｌ．によって出
願）；米国特許出願公開第２００８／００５０７４７号明細書（表題「Ａｒｔｉｃｌｅｓ
　ｈａｖｉｎｇ　ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｄｉｓｐｏｓｅｄ　ｔｈｅ
ｒｅｏｎ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ａｎｄ　ｕｓｉｎｇ　
ｓａｍｅ」、２００７年８月１４日Ｋｏｒｌａｃｈ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国
特許出願公開第２００８／００３２３０１号明細書（表題「Ａｒｔｉｃｌｅｓ　ｈａｖｉ
ｎｇ　ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｄｉｓｐｏｓｅｄ　ｔｈｅｒｅｏｎ　
ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｓａｍｅ」、２００７年３月２９
日Ｒａｎｋ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８／００３０６２
８号明細書（表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　ｓｉｍｕｌｔａ
ｎｅｏｕｓ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｉ
ｇｎａｌｓ　ｆｒｏｍ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｏｕｒｃｅｓ」、２００７年２月９日Ｌｕ
ｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００８／０００９
００７号明細書（表題「ＣＯＮＴＲＯＬＬＥＤ　ＩＮＩＴＩＡＴＩＯＮ　ＯＦ　ＰＲＩＭ
ＥＲ　ＥＸＴＥＮＳＩＯＮ」、２００７年６月１５日Ｌｙｌｅ　ｅｔ　ａｌ．によって出
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願）；米国特許出願公開第２００７／０２３８６７９号明細書（表題「Ａｒｔｉｃｌｅｓ
　ｈａｖｉｎｇ　ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｄｉｓｐｏｓｅｄ　ｔｈｅ
ｒｅｏｎ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｓａｍｅ」、２００６
年３月３０日Ｒａｎｋ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００７／０
２３１８０４号明細書（表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ，ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｃｏｍｐｏｓ
ｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎ
ｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔｈｅｒｅｏｆ」、２００６年３月３１日Ｋｏｒｌａｃ
ｈ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００７／０２０６１８７号明細
書（表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕ
ｓ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｉｇｎａｌ
ｓ　ｆｒｏｍ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｏｕｒｃｅｓ」、２００７年２月９日Ｌｕｎｄｑｕ
ｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００７／０１９６８４６号
明細書（表題「Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓ　ｆｏｒ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ａｎａｌｏｇ
　ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ」、２００６年１２月２１日Ｈａｎｚｅｌ　ｅｔ　ａｌ．
によって出願）；米国特許出願公開第２００７／０１８８７５０号明細書（表題「Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ａｎｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ　ｒｅａｌ－ｔ
ｉｍｅ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｉｇｎａｌｓ　ｆｒｏｍ　ｍ
ｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｏｕｒｃｅｓ」、２００６年７月７日Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａ
ｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００７／０１６１０１７号明細書（表題「Ｍ
ＩＴＩＧＡＴＩＯＮ　ＯＦ　ＰＨＯＴＯＤＡＭＡＧＥ　ＩＮ　ＡＮＡＬＹＴＩＣＡＬ　Ｒ
ＥＡＣＴＩＯＮＳ」、２００６年１２月１日Ｅｉｄ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国
特許出願公開第２００７／０１４１５９８号明細書（表題「Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｃｏ
ｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅｓ　Ｔｈｅｒｅｏｆ」、２００６年１１月３日Ｔ
ｕｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００７／０１３４１２
８号明細書（表題「Ｕｎｉｆｏｒｍ　ｓｕｒｆａｃｅｓ　ｆｏｒ　ｈｙｂｒｉｄ　ｍａｔ
ｅｒｉａｌ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｍａｋｉｎｇ　ａ
ｎｄ　ｕｓｉｎｇ　ｓａｍｅ」、２００６年１１月２７日Ｋｏｒｌａｃｈによって出願）
；米国特許出願公開第２００７／０１２８１３３号明細書（表題「Ｍｉｔｉｇａｔｉｏｎ
　ｏｆ　ｐｈｏｔｏｄａｍａｇｅ　ｉｎ　ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ」
、２００５年１２月２日Ｅｉｄ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２０
０７／００７７５６４号明細書（表題「Ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｓｕｒｆａｃｅｓ，ｓｕｂｓ
ｔｒａｔｅｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｓａｍｅ」、２０
０５年９月３０日Ｒｏｉｔｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２
００７／００７２１９６号明細書（表題「Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄ
ｅ　ａｎａｌｏｇｓ　ａｎｄ　ｕｓｅｓ　ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ」、２００５年９月２９日
Ｘｕ　ｅｔ　ａｌ．によって出願）；米国特許出願公開第２００７／００３６５１１号明
細書（表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｉｇｎａｌｓ　ｆｒｏｍ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ　
ｓｏｕｒｃｅ」、２００５年８月１１日Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．によって出願
）；およびＫｏｒｌａｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（２００８）「Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ａｌｕｍ
ｉｎｕｍ　ｐａｓｓｉｖａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　
ｉｎ　ｚｅｒｏ－ｍｏｄｅ　ｗａｖｅｇｕｉｄｅ　ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ」ＰＮ
ＡＳ　１０５（４）：１１７６－８１に記載されており、これらは全て、それらの全体が
参照によって本明細書中に組み込まれる。
【００３９】
　一部の例において、標識ヌクレオチド塩基の少なくとも１つは、１セットの標識ヌクレ
オチド塩基を含む。用語「標識」または「タグ」は、本明細書中で互換的に用いられてお
り、ヌクレオチドまたは核酸に取り付けられる任意の化学部分を指す。取付けは、共有結
合性であっても非共有結合性であってもよい。好ましくは、標識は、検出可能であり、そ



(15) JP 6510978 B2 2019.5.8

10

20

30

40

50

してヌクレオチドまたは核酸を、技術の実践者にとって検出可能とする。本明細書中に提
供される技術との使用を満たす例示的な検出可能な標識として、例えば、蛍光標識、化学
発光標識、クエンチャ、放射性標識、ビオチンおよび金、またはこれらの組合せが挙げら
れる。検出可能な標識として、発光分子、蛍光色素、蛍光クエンチング剤、着色分子（例
えば、インシトゥハイブリダイゼーション（ＩＳＨ、ＦＩＳＨ）および明視野画像化（ｂ
ｒｉｇｈｔ　ｆｉｅｌｄ　ｉｍａｇｉｎｇ）用途に使われるクロモゲン）、放射性同位元
素、またはシンチラント（ｓｃｉｎｔｉｌｌａｎｔｓ）が挙げられる。検出可能な標識と
してはまた、任意の有用なリンカー分子（ビオチン、アビジン、ジゴキシゲニン、ストレ
プトアビジン、ＨＲＰ、Ａタンパク質、Ｇタンパク質、抗体またはそのフラグメント、Ｇ
ｒｂ２、ポリヒスチジン、Ｎｉ２＋、ＦＬＡＧタグ、ｍｙｃタグ等）、重金属、酵素（例
として、アルカリホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、およびルシフェラーゼが挙げられ
る）、電子ドナー／アクセプタ、アクリジニウムエステル、染料およびカロリメトリック
基質（ｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）も挙げられる。例えば、表面プ
ラスモン共鳴検出での使用を満たすとして、質量の変化が、検出可能な標識と考えられ得
るとも想定される。
【００４０】
　一部の実施形態において、標識は、染料に基づく蛍光検出可能部分を含み、染料は、キ
サンテン、フルオレセイン、ローダミン、ＢＯＤＩＰＹ、シアニン、クマリン、ピレン、
フタロシアニン、フィコビリタンパク質、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）３５０、ＡＬＥ
ＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）４０５、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）４３０、ＡＬＥＸＡ　Ｆ
ＬＵＯＲ（Ｒ）４８８、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）５１４、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ
（Ｒ）５３２、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）５４６、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）５
５５、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）５６８、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）５６８、Ａ
ＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）５９４、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）６１０、ＡＬＥＸＡ
　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）６３３、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）６４７、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵ
ＯＲ（Ｒ）６６０、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）６８０、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ
）７００、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（Ｒ）７５０、蛍光半導体結晶またはスクアライン染
料である。一部の実施形態において、タグまたは標識は、放射性同位元素、スピン標識、
量子ドットまたは生物発光部分を含む。一部の実施形態において、標識は、例えばＨａｕ
ｇｌａｎｄ（Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　２００５）ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥＳ　ＨＡ
ＮＤＢＯＯＫ　ＯＦ　ＦＬＵＯＲＥＳＣＥＮＴ　ＰＲＯＢＥＳ　ＡＮＤ　ＲＥＳＥＡＲＣ
Ｈ　ＣＨＥＭＩＣＡＬＳ（１０ｔｈ　ｅｄ．）（その全体が参照によって本明細書中に組
み込まれる）に記載される蛍光検出可能部分である。
【００４１】
　一部の実施形態において、標識（例えば、蛍光検出可能な標識）は、ＡＴＴＯ－ＴＥＣ
　ＧｍｂＨ（Ａｍ　Ｅｉｃｈｅｎｈａｎｇ　５０、５７０７６　Ｓｉｅｇｅｎ、ドイツ）
から入手可能なものがあり、例えば、米国特許出願公開第２０１１／０２２３６７７号明
細書；米国特許出願公開第２０１１／０１９０４８６号明細書；米国特許出願公開第２０
１１／０１７２４２０号明細書；米国特許出願公開第２００６／０１７９５８５号明細書
；米国特許出願公開第２００３／０００３４８６号明細書；米国特許第７，９３５，８２
２号明細書（全て参照によって本明細書中に組み込まれる）に記載されている。
【００４２】
　一部の実施形態において、標識ヌクレオチド塩基の少なくとも１つが、１つ以上の、放
射性標識、金属標識、量子ドット、蛍光標識、発光標識、質量標識、酵素標識等を含む。
特定の実施形態において、検出可能な標識は、蛍光標識等の光学的に検出可能な標識であ
ってよい。例示的な蛍光標識（配列決定用、および／または核酸、プライマー、プローブ
等の標識等の他の目的用）として、シアニン、ローダミン、フルオレセイン、クマリン、
ＢＯＤＩＰＹ、ａｌｅｘａまたは接合型マルチ染料が挙げられる。一部の例において、標
識ヌクレオチド塩基の少なくとも１つは、光学標識を含んでよく、そして／または標識ヌ
クレオチド塩基の少なくとも１つは、電気化学標識を含んでよい。
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【００４３】
　一部の例となる系において、識別ステーションは、フローメータを含む。一部の例にお
いて、反応ステーションは、複数のヌクレオチド塩基に単一の標識を用いるものである。
一部の例において、反応ステーションは、種々のヌクレオチド塩基を区別するために各ヌ
クレオチド塩基に異なる標識を用いるものである。一部の例において、反応ステーション
は、第１、第２または第ｎの標識ヌクレオチド塩基の少なくとも１つを、単一の塩基とし
て付加するものである。一部の例において、反応ステーションは、第１、第２または第ｎ
の標識ヌクレオチド塩基の少なくとも１つを、オリゴヌクレオチドとして付加するもので
ある。一部の例において、オリゴヌクレオチドは、最大約３０のヌクレオチドを含む。
【００４４】
　本明細書中に開示される一部の例となる系が、複数の核酸ターゲットを含有する多重ア
ッセイ用の複数のマイクロトランスポンダを含む。また、本明細書中に開示される一部の
例となる系が、１つ以上の増幅ステーション、反応ステーション、洗浄ステーションまた
は識別ステーションを備える微流量チップデバイスを含む。
【００４５】
　一部の例において、ｎの数は、実質的に配列全体の末端を表す。
【００４６】
　本明細書中に開示される例となる方法が、マイクロトランスポンダ上にキャプチャされ
たターゲットヌクレオチド塩基の配列を、複数の配列決定反応にかけて、ターゲットヌク
レオチド塩基の配列に相補的であり、かつこの配列に結合する標識ヌクレオチド塩基の配
列を構築することを含む。例となる方法はまた、標識ヌクレオチド塩基の配列の各標識ヌ
クレオチド塩基、および標識ヌクレオチド塩基が結合されるターゲットヌクレオチド塩基
の配列の各相補的ターゲットヌクレオチド塩基を、各配列決定反応の後に、そして続く配
列決定反応の前に、識別することをも含む。また、例となる方法は、標識ヌクレオチド塩
基の配列の各標識ヌクレオチド塩基、および標識ヌクレオチド塩基が結合されるターゲッ
トヌクレオチド塩基の配列の各相補的ターゲットヌクレオチド塩基を、マイクロトランス
ポンダの識別番号と関連付けることを含む。
【００４７】
　また、一部の例が、配列決定反応の前に、エマルジョンポリメラーゼ連鎖反応を介して
、ターゲットヌクレオチド塩基をクローン増幅することをも含む。一部の例において、標
識ヌクレオチド塩基の識別が、フローメータで標識ヌクレオチド塩基を検出することを含
む。
【００４８】
　また、本明細書中に開示される一部の例となる方法が、複数のヌクレオチド塩基に単一
の標識を用いることをも含む。一部の例となる方法が、異なる標識を各ヌクレオチド塩基
に用いて、種々のヌクレオチド塩基を区別することを含む。また、一部の例となる方法が
、標識ヌクレオチド塩基を単一の塩基として付加することをも含む。また、本明細書中に
開示される一部の例となる方法が、第ｎの標識ヌクレオチド塩基をオリゴヌクレオチドと
して付加することを含む。一部の例となる方法が、複数のマイクロトランスポンダを、複
数の核酸ターゲットを含有する多重アッセイに用いることを含む。また、一部の例となる
方法が、微流量チップデバイスにおける方法の少なくとも一部を実行することをも含む。
さらに、一部の例において、配列決定反応は、ターゲットヌクレオチド塩基の配列の全体
が実質的に識別されるまで、繰り返される。
【００４９】
　本明細書中に開示される別の例となる方法が、キャプチャプローブを介してマイクロト
ランスポンダの表面上に核酸ターゲットをキャプチャすること、表面上の核酸ターゲット
をクローン増幅して、表面結合クローンターゲットを形成すること、および表面結合クロ
ーンターゲットを第１の重合反応または第１のライゲーション反応にかけて、核酸ターゲ
ットの配列内の第１のヌクレオチド塩基に相補的である第１の標識ヌクレオチド塩基を付
加することを含む。例となる方法はまた、第１の重合反応に由来する無関係な重合試薬ま
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たは第１のライゲーション反応に由来する無関係なライゲーション試薬を取り除くこと、
ならびに、マイクロトランスポンダの識別番号および第１の標識ヌクレオチド塩基の第１
の標識を用いて、核酸ターゲットの配列内の第１のヌクレオチド塩基のアイデンティティ
および第１の標識ヌクレオチド塩基のアイデンティティをそれぞれ決定することを含む。
さらに、例となる方法は、表面結合クローンターゲットを、続く第２から第ｎ回の重合ま
たはライゲーション反応にかけて、核酸ターゲットの配列内の第２から第ｎのヌクレオチ
ド塩基とそれぞれ相補的である第２から第ｎの標識ヌクレオチド塩基を順次付加すること
を含む。ｎの数は、核酸ターゲットの配列内のヌクレオチド塩基の数に基づく。また、例
となる方法は、第２から第ｎの各標識ヌクレオチド塩基の付加後に、第２から第ｎの重合
またはライゲーション試薬に由来する無関係な重合またはライゲーション試薬を取り除く
こと、ならびに、第２から第ｎの各標識ヌクレオチド塩基の付加後に、マイクロトランス
ポンダの識別番号および第２から第ｎの標識ヌクレオチド塩基の第２から第ｎの標識を用
いて、核酸ターゲットの配列内の第２から第ｎの各ヌクレオチド塩基のアイデンティティ
および第２から第ｎの各標識ヌクレオチド塩基のアイデンティティをそれぞれ決定するこ
とを含む。
【００５０】
　一部の実施形態において、本明細書中で提供される技術は、方法（例えば、核酸を配列
決定する方法）に関するものであり、当該方法は、マイクロトランスポンダ上にキャプチ
ャされたターゲットヌクレオチド塩基の配列を複数の配列決定反応にかけて、ターゲット
ヌクレオチド塩基の配列に相補的であり、かつこの配列に結合するヌクレオチド塩基の配
列を付加すること；各配列決定反応の後に、付加された各ヌクレオチド塩基を識別するこ
と；および配列の付加された各ヌクレオチド塩基を、マイクロトランスポンダの識別番号
と関連付けることを含む。一部の実施形態において、ターゲットヌクレオチド塩基は、キ
ャプチャプローブを介してキャプチャされる。一部の実施形態において、ターゲットヌク
レオチド塩基は、ＤＮＡまたはＲＮＡを含む。一部の実施形態において、方法はさらに、
ターゲットヌクレオチド塩基をクローン増幅すること（例えば、配列決定反応より前の、
例えば、エマルジョンポリメラーゼ連鎖反応）を含む。一部の実施形態において、付加さ
れるヌクレオチド塩基の少なくとも１つは、標識を含む。技術は、用いられる標識のタイ
プで限定されない。例えば、一部の実施形態において、付加されるヌクレオチド塩基の少
なくとも１つが光学標識を含み、そして一部の実施形態において、付加されるヌクレオチ
ド塩基の少なくとも１つが電気化学標識を含む。
【００５１】
　一部の実施形態において、付加されたヌクレオチド塩基の識別は、フローメータを用い
ることによる、付加されたヌクレオチド塩基の検出を含む。一部の実施形態において、識
別は、付加された前記塩基を、装置の反応ステーションから、前記フローメータを用いる
前記装置の識別ステーションに移動させることを含む。一部の実施形態において、識別ス
テーションは、付加された前記塩基を検出するディテクタを含み、前記ディテクタは、１
つ以上の光学信号、電気信号、および化学信号を検出する。技術は、例えば、標識または
ヌクレオチドを検出するために用いられる、ディテクタおよび／または検出モードのタイ
プで限定されない。例えば、一部の実施形態において、付加された塩基が、蛍光、発光、
ｐＨ、熱、水素イオン濃度、ピロホスフェート濃度または放射活性の変化によって検出さ
れる。さらに、一部の実施形態において、単一の標識が、付加される複数のヌクレオチド
塩基に用いられ、そして一部の実施形態において、種々の複数の標識が、付加される各ヌ
クレオチド塩基に用いられて、付加された種々のヌクレオチド塩基を区別する。そして、
一部の実施形態において、付加される塩基は、単一の塩基として付加され、そして一部の
実施形態において、付加される塩基は、オリゴヌクレオチド（例えば、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２
、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４または３
５のヌクレオチドの、最大約３０のヌクレオチドを含む、例えばオリゴヌクレオチド）と
して付加される。
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【００５２】
　さらなる実施形態において、方法は、複数のマイクロトランスポンダを、複数の核酸タ
ーゲットを含有する多重アッセイに用いることを含む。そして、一部の実施形態は、微流
量チップデバイスにおける方法の少なくとも一部を実行することを含む方法を提供する。
方法は、核酸の配列決定での使用を満たす；したがって、一部の実施形態において、配列
決定反応は、ターゲットヌクレオチド塩基の配列の全体が実質的に識別されるまで、繰り
返される。
【００５３】
　付加的な実施形態が、核酸ターゲットがキャプチャプローブを介してキャプチャされる
こととなる表面を有するマイクロトランスポンダ；表面結合核酸ターゲットを複数の配列
決定反応にかけて、ターゲットヌクレオチド塩基の配列に相補的であり、かつこの配列に
結合するヌクレオチド塩基の配列を付加する反応ステーション；複数の配列決定反応に由
来する無関係な配列決定試薬を取り除く洗浄ステーション；および各配列決定反応の後に
、付加された各ヌクレオチド塩基を識別する識別ステーションを備える装置を提供する。
一部の実施形態において、装置はさらに、表面上の核酸ターゲットをクローン増幅して、
表面結合クローンターゲットを形成する増幅ステーション（例えば、一部の実施形態にお
いて、増幅ステーションは、表面結合核酸ターゲットを、続く第２から第ｎ回の配列決定
反応にかけるものである）を備える。一部の実施形態において、続く第２から第ｎ回の配
列決定反応は、核酸ターゲットの配列内の第２から第ｎのヌクレオチド塩基に相補的であ
る第２から第ｎのヌクレオチド塩基を付加し、ｎは、核酸ターゲットの配列内のヌクレオ
チド塩基の数以下である。
【００５４】
　洗浄ステーションを備える実施形態において、一部の実施形態は、洗浄ステーションが
、第２から第ｎの各ヌクレオチド塩基の付加後に、第２から第ｎの配列決定反応に由来す
る無関係な配列決定試薬を取り除くものであることを定めている。さらに、一部の実施形
態において、識別ステーションは、核酸ターゲットの配列内の第２から第ｎの各ヌクレオ
チド塩基のアイデンティティを決定するものである。そして、さらに、識別ステーション
が、配列の付加された各ヌクレオチド塩基を、マイクロトランスポンダの識別番号と関連
付ける実施形態が提供される。
【００５５】
　一部の実施形態において、ヌクレオチド塩基が、標識を含む。装置は、検出に用いられ
る標識のタイプで限定されない。例えば、一部の実施形態において、ヌクレオチド塩基が
光学標識を含み、そして一部の実施形態において、ヌクレオチド塩基が電気化学標識を含
む。一部の実施形態において、反応ステーションは、単一の標識を複数のヌクレオチド塩
基に用いるものである。一部の実施形態において、反応ステーションは、各ヌクレオチド
に異なる標識を用いて、種々のヌクレオチド塩基を区別するものである。
【００５６】
　一部の実施形態において、キャプチャプローブはＤＮＡまたはＲＮＡを含む。一部の実
施形態において、核酸ターゲットはＤＮＡまたはＲＮＡを含む。
【００５７】
　一部の実施形態において、増幅ステーションは、エマルジョンポリメラーゼ連鎖反応を
用いて、核酸ターゲットをクローン増幅するものである。一部の実施形態において、識別
ステーションは、フローメータを含む。一部の実施形態において、識別ステーションは、
付加された各ヌクレオチド塩基を検出するディテクタを含む。
【００５８】
　装置は、検出される信号のタイプで限定されない。例えば、一部の実施形態において、
ディテクタが、１つ以上の光学信号、電気信号および化学信号を検出する。一部の実施形
態において、ディテクタは、蛍光、発光、ｐＨ、熱、水素イオン濃度、ピロホスフェート
濃度または放射活性の変化によって、付加された前記塩基を検出する。
【００５９】
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　一部の実施形態において、識別ステーションは、付加された前記塩基を、装置の反応ス
テーションから、前記フローメータを用いる前記装置の識別ステーションへ移動させる。
【００６０】
　一部の実施形態において、付加される各ヌクレオチド塩基は、単一の塩基として付加さ
れ、そして一部の実施形態において、付加される各ヌクレオチド塩基は、オリゴヌクレオ
チド（例えば、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、
３１、３２、３３、３４または３５のヌクレオチドの、最大約３０のヌクレオチドを含む
、例えばオリゴヌクレオチド）として付加される。
【００６１】
　さらなる実施形態が、複数の核酸ターゲットを含有する多重アッセイ用の複数のマイク
ロトランスポンダを含む装置を提供する。また、一部の実施形態が、微流量チップデバイ
ス、例えば、１つ以上の反応ステーション、洗浄ステーションもしくは識別ステーション
、および／または一部の実施形態において、増幅ステーションを備える微流量チップデバ
イスを含む装置を提供する。
【００６２】
　装置は、ヌクレオチド配列を提供する際の使用を満たす；したがって、一部の実施形態
において、ｎの数は、実質的に配列全体の末端を表す。
【００６３】
　付加的な方法の実施形態が、マイクロトランスポンダ上にキャプチャされたターゲット
ヌクレオチド塩基の配列を、複数の配列決定反応にかけて、ターゲットヌクレオチド塩基
の配列に相補的であり、かつこの配列に結合するヌクレオチド塩基の配列を付加すること
；付加された各ヌクレオチド塩基を、装置の反応ステーションから、フローメータを用い
る前記装置の識別ステーションへ移動させること；および各配列決定反応の後に、付加さ
れた各ヌクレオチド塩基を識別することを含む方法を提供する。一部の実施形態において
、方法がさらに、マイクロトランスポンダの表面上に核酸ターゲットをキャプチャするこ
とを含み、例えば、一部の実施形態において、核酸ターゲットは、キャプチャプローブに
よってキャプチャされる。さらなる実施形態において、技術は、核酸ターゲットを増幅し
て表面結合クローンターゲットを形成することを含む方法を提供する。一部の実施形態に
おいて、方法がさらに、ターゲットヌクレオチド塩基をクローン増幅することを含み、例
えば一部の実施形態において、クローン増幅は、（例えば、配列決定反応の前に）エマル
ジョンポリメラーゼ連鎖反応を含む方法を提供する。
【００６４】
　一部の実施形態において、方法は、無関係な配列決定試薬を取り除くことを含む。そし
て、一部の実施形態において、方法が、ターゲットヌクレオチド塩基の配列の全体が実質
的に識別されるまで、配列決定反応を繰り返すことを含む。
【００６５】
　一部の実施形態において、ターゲットヌクレオチド塩基は、ＤＮＡまたはＲＮＡを含む
。
【００６６】
　技術は、一部の実施形態において、標識を含むヌクレオチドの使用を含む。例えば、一
部の実施形態において、付加されるヌクレオチド塩基の少なくとも１つが、標識を含む。
技術は、用いられる特定の標識で限定されない。例えば、一部の実施形態において、付加
されるヌクレオチド塩基の少なくとも１つが、光学標識を含み、そして例えば、一部の実
施形態において、付加されるヌクレオチド塩基の少なくとも１つが、電気化学標識を含む
。一部の実施形態において、単一の標識が、付加される複数のヌクレオチド塩基に用いら
れ、そして一部の実施形態において、種々の複数の標識が、付加される各ヌクレオチド塩
基に用いられて、付加された種々のヌクレオチド塩基を区別する。一部の実施形態におい
て、付加される塩基は、単一の塩基として付加され、そして一部の実施形態において、付
加される塩基は、オリゴヌクレオチド（例えば、５、６、７、８、９、１０、１１、１２
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、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、
２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４または３５のヌクレオチドの、
最大約３０のヌクレオチドを含む、例えばオリゴヌクレオチド）として付加される。
【００６７】
　一部の実施形態において、付加されたヌクレオチド塩基の識別は、フローメータを用い
ることによる、付加されたヌクレオチド塩基の検出を含む。一部の実施形態において、識
別ステーションは、付加された前記塩基を検出するディテクタを含み、前記ディテクタは
、１つ以上の光学信号、電気信号および化学信号を検出する。一部の実施形態において、
付加された塩基は、蛍光、発光、ｐＨ、熱、水素イオン濃度、ピロホスフェート濃度また
は放射活性の変化によって検出される。
【００６８】
　方法の一部の実施形態において、方法が、複数のマイクロトランスポンダを、複数の核
酸ターゲットを含有する多重アッセイに用いることを含む。一部の実施形態が、微流量チ
ップデバイス、例えば、１つ以上の反応ステーション、増幅ステーション、洗浄ステーシ
ョンおよび／または識別ステーションを備える微流量チップデバイスにおける方法の少な
くとも一部を実行することを含む。
【００６９】
　一部の実施形態において、本明細書中で提供される技術は、方法（例えば、核酸を配列
決定する方法）に関するものであり、当該方法（例えば、微流量チップデバイス上で、１
つ以上の以下のステップを任意の順で実行することを含む）は、マイクロトランスポンダ
（例えば、複数の核酸ターゲットを含有する多重アッセイに用いられる、例えば複数のマ
イクロトランスポンダ）上に（例えば、キャプチャプローブによって）キャプチャされた
ターゲットヌクレオチド塩基（例えば、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡ）の配列を、複数の
配列決定反応にかけて、ターゲットヌクレオチド塩基の配列に相補的であり、かつこの配
列に結合するヌクレオチド塩基の配列（例えば、標識（例えば、光学標識、電気化学標識
、質量標識等）、例えば、付加される複数のヌクレオチド塩基に用いられる単一の標識、
および／または付加される各ヌクレオチド塩基に用いられて、付加された種々のヌクレオ
チド塩基を区別する種々の複数の標識を含む）を付加すること（例えば、単一の塩基とし
て、そして／またはオリゴヌクレオチド（例えば、５、６、７、８、９、１０、１１、１
２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５
、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４または、３５のヌクレオチド
の、最大約３０のヌクレオチドを含む、例えばオリゴヌクレオチド）として、塩基を付加
すること）；各配列決定反応の後に、付加された各ヌクレオチド塩基を識別すること（例
えば、フローメータを用いること、例えば、付加された前記塩基を、装置の反応ステーシ
ョンから、前記フローメータを用いる前記装置の識別ステーション（例えば、付加された
前記塩基を検出する、例えば、蛍光、発光、ｐＨ、熱、水素イオン濃度、ピロホスフェー
ト濃度または放射活性の変化によって、付加された塩基を検出するディテクタを含み、前
記ディテクタは、１つ以上の光学信号、電気信号および化学信号を検出する）へ移動させ
ることによって、付加されたヌクレオチド塩基を検出すること）；配列の付加された各ヌ
クレオチド塩基を、マイクロトランスポンダの識別番号と関連付けること；ターゲットヌ
クレオチド塩基をクローン増幅すること（例えば、配列決定反応より前の、例えば、エマ
ルジョンポリメラーゼ連鎖反応）；および／またはターゲットヌクレオチド塩基の配列の
全体が実質的に識別されるまで、１つ以上のステップを繰り返すことを含む。
【００７０】
　付加的な実施形態が、核酸ターゲット（例えば、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡ）がキャ
プチャプローブ（例えば、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡを含む）を介してキャプチャされ
ることとなる表面を有するマイクロトランスポンダ（例えば、複数の核酸ターゲットを含
有する多重アッセイ用の複数のマイクロトランスポンダ）；表面結合核酸ターゲットを複
数の配列決定反応にかけて、ヌクレオチド塩基の配列（例えば、標識（例えば、光学標識
、電気化学標識、質量標識）を含む）を付加する反応ステーション；例えば、複数のヌク
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レオチド塩基に用いられる単一の標識、および／または、各ヌクレオチドに用いられる異
なる標識であって、ターゲットヌクレオチド塩基（例えば、単一の塩基として、そして／
またはオリゴヌクレオチド（例えば、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１
４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７
、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４または３５のヌクレオチドの、最大約３０
のヌクレオチドを含む、例えばオリゴヌクレオチド）として付加される）の配列に相補的
であり、かつこの配列に結合する種々のヌクレオチド塩基を区別する異なる標識；複数の
配列決定反応に由来する無関係な配列決定試薬を取り除く（例えば、第２から第ｎの各ヌ
クレオチド塩基の付加後に、第２から第ｎの配列決定反応に由来する無関係な配列決定試
薬を取り除く）洗浄ステーション；ならびに各配列決定反応の後に、付加された各ヌクレ
オチド塩基を識別する（例えば、核酸ターゲットの配列内の第２から第ｎの各ヌクレオチ
ド塩基のアイデンティティを決定する；例えば、配列の付加された各ヌクレオチド塩基を
、マイクロトランスポンダの識別番号と関連付ける）、そして／または付加された前記塩
基を、装置の反応ステーションから、フローメータを用いる前記装置の識別ステーション
へ移動させる識別ステーション（例えば、フローメータおよび／または付加された各ヌク
レオチド塩基を（例えば、光学信号、電気信号および／もしくは化学信号によって、そし
て／または蛍光、発光、ｐＨ、熱、水素イオン濃度、ピロホスフェート濃度もしくは放射
活性の変化によって）検出するディテクタを含む）；表面上の核酸ターゲットをクローン
増幅して表面結合クローンターゲットを形成する（例えば、エマルジョンポリメラーゼ連
鎖反応を用いて核酸ターゲットをクローン増幅する；例えば、表面結合核酸ターゲットを
、続く第２から第ｎ回の配列決定反応にかける、例えば、核酸ターゲットの配列内の第２
から第ｎのヌクレオチド塩基に相補的である第２から第ｎのヌクレオチド塩基を付加する
（ｎは、核酸ターゲットの配列内のヌクレオチド塩基の数以下であり、そしてｎの数は、
実質的に配列全体の末端を表す））増幅ステーションを備える装置（例えば、微流量チッ
プデバイス、例えば、先に記載された１つ以上の反応ステーション、洗浄ステーション、
識別ステーションおよび／または増幅ステーションを備える微流量チップデバイスを含む
）を提供する。
【００７１】
　履行されると、例えば、開示される例となる方法を機械に実行させる命令を有する、例
となる有形の（ｔａｎｇｉｂｌｅ）機械読出し可読なストレージ媒体が、本明細書中に開
示される。例となる命令が、機械に、キャプチャプローブを介してマイクロトランスポン
ダの表面上に核酸ターゲットをキャプチャさせ、表面上の核酸ターゲットをクローン増幅
させて表面結合クローンターゲットを形成させ、そして表面結合クローンターゲットを第
１の重合反応または第１のライゲーション反応にかけさせて、核酸ターゲットの配列内の
第１のヌクレオチド塩基に相補的である第１の標識ヌクレオチド塩基を付加させる。例と
なる命令はまた、機械に、第１の重合反応に由来する無関係な重合試薬または第１のライ
ゲーション反応に由来する無関係なライゲーション試薬を取り除かせ、そして、マイクロ
トランスポンダの識別番号および第１の標識ヌクレオチド塩基の第１の標識を用いて、核
酸ターゲットの配列内の第１のヌクレオチド塩基のアイデンティティおよび第１の標識ヌ
クレオチド塩基のアイデンティティをそれぞれ決定させる。さらに、例となる命令は、機
械に、表面結合クローンターゲットを、続く第２から第ｎ回の重合またはライゲーション
反応にかけさせて、核酸ターゲットの配列内の第２から第ｎのヌクレオチド塩基にそれぞ
れ相補的である第２から第ｎの標識ヌクレオチド塩基を順次付加させる。ｎの数は、核酸
ターゲットの配列内のヌクレオチド塩基の数に基づく。また、例となる命令は、機械に、
第２から第ｎの各標識ヌクレオチド塩基の付加後に、第２から第ｎの重合またはライゲー
ション試薬に由来する無関係な重合またはライゲーション試薬を取り除かせ、そして、第
２から第ｎの各標識ヌクレオチド塩基の付加後に、マイクロトランスポンダの識別番号お
よび第２から第ｎの標識ヌクレオチド塩基の第２から第ｎの標識を用いて、核酸ターゲッ
トの配列内の第２から第ｎの各ヌクレオチド塩基のアイデンティティおよび第２から第ｎ
の各標識ヌクレオチド塩基のアイデンティティをそれぞれ決定させる。
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【００７２】
　ここで図を参照して、図１は、本明細書中に開示される系および方法に用いられる例と
なるマイクロトランスポンダ１００を示す。例となるマイクロトランスポンダ１００は、
例えば、シリコンを含む小さなチップベースのデバイスである。一部の例において、マイ
クロトランスポンダ１００は、寸法が２５０μｍ×２５０μｍ×１００μｍである。例と
なるマイクロトランスポンダ１００は、固有の数の識別番号またはタグ１０２を備え、こ
れは、一部の例において、無線周波識別（ＲＦＩＤ）タグであってよい。例となるマイク
ロトランスポンダ１００は、例えばループアンテナ等のアンテナ１０４を備える。アンテ
ナ１０４により、マイクロトランスポンダ１００は、識別タグ１０２に保存された、また
はこれと関連付けられたマイクロトランスポンダの識別を識別デバイス（またはリーダ）
に送信して、マイクロトランスポンダ１００を識別することができる。一部の例において
、マイクロトランスポンダの識別は、固有の英数字コードまたは番号である。マイクロト
ランスポンダ１００はまた、マイクロトランスポンダ１００に結合される任意の標識ヌク
レオチド塩基に内在する（ｒｅｓｉｄｅｎｔ）蛍光を検出する光電セル１０６を備え、こ
の蛍光は、以下でより詳細に開示されるように、変換されて、デジタル方式の「イエス」
または「ノー」信号として送信される。
【００７３】
　例となるマイクロトランスポンダ１００は、キャプチャプローブを担持するように、表
面が表面ケミストリで誘導体化されている。キャプチャプローブは、特異的な核酸配列と
ハイブリダイズすることができ、そして、識別されるべき核酸ターゲットをキャプチャす
るために用いられる。一部の例において、キャプチャプローブはＤＮＡまたはＲＮＡを含
む。
【００７４】
　例えば、未知の核酸および／もしくは潜在的に１つ以上の核酸ターゲットを含有する血
液または他の体液サンプル等のサンプルが洗浄され、そうでない場合はマイクロトランス
ポンダ１００の表面に導入される。一部の例において、核酸ターゲットは、ＤＮＡまたは
ＲＮＡを含む。一部の例において、図２の例となる系２００において示されるように、複
数のマイクロトランスポンダ１００が、サンプル２０２に加えられる。例となる系２００
において、複数のマイクロトランスポンダ１００は、例えば、複数の核酸ターゲットを含
有する多重アッセイに用いられてよい。また、サンプル２０２およびマイクロトランスポ
ンダ１００は、診断コンポーネントまたはデバイス２０４内で処理されるマイクロチップ
に（例えば、ピペットまたは他の送達機構を介して）加えられてよい。
【００７５】
　例となる診断コンポーネント２０４は、いくつかのステーションを備え、これらは図２
において別々のステーションとして示されているが、一体化されたコンポーネントであっ
てもよい。診断コンポーネント２０４は、増幅ステーション２０６を備える。核酸ターゲ
ットは、増幅ステーション２０６にて、マイクロトランスポンダ１００の表面上でクロー
ン増幅される。一部の例において、増幅は、エマルジョンポリメラーゼ追跡（ｃｈａｓｅ
）反応を通して達成される。増幅されたターゲットは、表面結合クローンターゲットを形
成する。
【００７６】
　例となる系２００はまた、反応ステーション２０８を備える。マイクロトランスポンダ
１００は、輸送機構２１０（例えば、ロボットアーム、微流量キャピラリまたは任意の他
の輸送機構が挙げられる）を通して、増幅ステーション２０６から反応ステーション２０
８へ輸送され、そこで、ステーションは種々の物理的位置に配置される。反応ステーショ
ン２０８にて、表面結合クローンターゲットは、重合反応（ＳＢＳ）またはライゲーショ
ン反応（ＳＢＬ）にかけられて、第１の標識ヌクレオチド塩基を付加する。ＳＢＳまたは
ＳＢＬ反応中にターゲットが曝されるヌクレオチド塩基が、核酸ターゲットの配列内の第
１のヌクレオチド塩基に相補的であれば、標識ヌクレオチド塩基はターゲットと結合する
。したがって、キャプチャされたターゲットの第１のヌクレオチド塩基がＡであれば、標
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識（例えば、蛍光染色された）ＴがＡと対を形成することとなる。キャプチャされたター
ゲットの第１のヌクレオチド塩基としてＡを有する、サンプル中の全てのマイクロトラン
スポンダ１００が、そのＡに結合したＴを有する。ターゲットの第１のヌクレオチド塩基
が、ＳＢＳまたはＳＢＬ反応中に示されるヌクレオチド塩基と相補的でなければ、マイク
ロトランスポンダ１００およびキャプチャされたターゲットは、塩基が付加されずに進む
。一部の例において、付加される標識ヌクレオチド塩基は、１セットの標識ヌクレオチド
塩基である。また、標識は、光学標識、蛍光色素、放射性標識および／または電気化学標
識であってもよい。一部の例において、単一タイプの標識が、複数のヌクレオチド塩基に
用いられる。しかしながら、他の例において、種々のタイプの標識（例えば、種々の色）
が、種々のヌクレオチド塩基を区別するために用いられる。一部の例において、標識ヌク
レオチド塩基が、単一の塩基として付加される。しかしながら、他の例において、標識ヌ
クレオチド塩基が、オリゴヌクレオチドとして付加される。オリゴヌクレオチドが、例え
ば約３０のヌクレオチド塩基等のいくつかのヌクレオチド塩基を含み得る。
【００７７】
　例となる系２００は、重合反応に由来する任意の無関係な重合試薬またはライゲーショ
ン反応に由来する無関係なライゲーション試薬を取り除くために用いられる洗浄ステーシ
ョン２１２を備える。加えられた標識ヌクレオチド塩基がターゲットの第１のヌクレオチ
ド塩基と相補的であれば、各マイクロトランスポンダ１００に、キャプチャターゲット、
および配列の、第１の相補的な標識ヌクレオチド塩基が残される。上記されたように、標
識ヌクレオチド塩基が、ターゲットの第１のヌクレオチド塩基と相補的でなければ、その
ようなターゲットを有するマイクロトランスポンダ１００は、ヌクレオチド塩基が付加さ
れずに進む。
【００７８】
　例となる系２００はまた、核酸ターゲットの配列内の第１のヌクレオチド塩基のアイデ
ンティティを決定する識別ステーション２１４を備える。一部の例において、識別ステー
ション２１４は、アンテナ１０４によって送信される信号を読んで、例えば、標識の存在
／不在を示すイエス／ノーを表すデジタル方式の１または０を検出する、フローリーダま
たはメータである。一部の例において、フローリーダは、蛍光または他の色の存在または
不在を検出して、反応ステーション２０８にて導入されたヌクレオチド塩基が、キャプチ
ャされたターゲットの第１のヌクレオチド塩基に結合しているかを決定する。また、一部
の例において、フローリーダは、色の強度を決定してもよい。例えば、キャプチャされた
ターゲットの第１の２つのヌクレオチド塩基が同じであり、そして反応ステーション２０
８に導入された標識ヌクレオチド塩基が相補的であれば、導入された標識ヌクレオチド塩
基の２つが、順番に（ｉｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）ターゲットに結合する。標識を有する２
つのヌクレオチド塩基が結合されるので、検出可能な色の強度は、２倍になる。例えば、
ターゲットが２つの順次的なＴを含有し、そして反応ステーション２０８がＡをサンプル
に導入すれば、２つのＡが第１の２つのＴと結合する。識別ステーション２１４は、単一
の連結Ａ塩基の蛍光の２倍であるピーク蛍光を検出する。
【００７９】
　一部の例において、鎖終止（ｃｈａｉｎ－ｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇ）ヌクレオチドが用
いられる。そのような例では、１つのヌクレオチド塩基が、ターゲット配列に相補的な塩
基対として付加されると、反応が停止する。付加されたヌクレオチドは識別され、そして
プロセスは繰り返されて、続くヌクレオチド塩基が付加されてよい。これらの例において
、４つのタイプのヌクレオチド塩基について４つの標識が用いられてよく、そしてサンプ
ルは、４つ全て（または４つのいくつかの組合せ）のヌクレオチド塩基に同時に曝されて
よい。種々の標識は、識別ステーション２１４によって認識されて、どのヌクレオチド塩
基がどのマイクロトランスポンダ１００に付加されたかを決定することができる。
【００８０】
　識別ステーション２１４はまた、アンテナ１０４から送信される、マイクロトランスポ
ンダ１００の識別タグ１０２と関連付けられた識別またはトランスポンダ番号を検出する
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。ヌクレオチドの存在または不在を表すデジタル信号は、マイクロトランスポンダ番号と
マッチされる。マイクロトランスポンダ番号は、反応ステーション２０８で付加された標
識ヌクレオチド塩基の相補的な対に基づいて決定される、ターゲット配列の第１のヌクレ
オチド塩基と共に、データベース２１６内に維持される。ヌクレオチド塩基が反応ステー
ション２０８中に付加されていなければ、識別ステーション２１４は、マイクロトランス
ポンダ番号を読むが、ヌクレオチド塩基を、データベース中に保存される配列に加えない
。
【００８１】
　例となる系２００はまた、例えば、スクリーン、他のタイプのディスプレイおよび／ま
たは任意の適切な通信デバイスであってよいアウトプットインターフェース２１８を備え
る。アウトプットインターフェース２１８は、ヌクレオチド塩基が検出されるに従い、タ
ーゲット配列のヌクレオチド塩基を示すのに用いられてよい。したがって、系２００の操
作者が、ターゲット配列の検出および識別をリアルタイムで見ることができる。
【００８２】
　マイクロトランスポンダ１００が識別ステーション２１４を通って送られた後、マイク
ロトランスポンダ１００は、第２の導入されたヌクレオチド塩基と混合するために、反応
ステーション２０８に戻る。輸送機構２１０は、マイクロトランスポンダ１００を輸送し
て反応ステーション２０８へ戻すために用いられてよい。付加的なヌクレオチド塩基が、
サンプルに導入される。第１のヌクレオチド塩基が、第１の反応の標識ヌクレオチド塩基
と結合したならば、ターゲットの第２のヌクレオチド塩基は、相補的であれば、付加的な
標識ヌクレオチドと結合する。ターゲットの第１のヌクレオチド塩基が、第１の反応中に
第１の標識ヌクレオチド塩基と結合しなかったならば、第２の反応の第２の標識ヌクレオ
チド塩基は、相補的であれば、ターゲットの第１のヌクレオチド塩基と結合し得る。第１
の反応における第１の標識ヌクレオチド塩基のうちの２つが、第１の反応中にターゲット
の第１の２つのヌクレオチド塩基と結合するならば（鎖終止ヌクレオチドが用いられなか
った場合）、第２の反応の第２の標識ヌクレオチド塩基は、相補的であれば、ターゲット
の第３のヌクレオチド塩基と結合し得る。すなわち、反応ステーション２０８での第２の
ＳＢＳまたはＳＢＬ反応中に、第２のタイプの標識ヌクレオチド塩基が導入され、そして
、加えられた標識ヌクレオチド塩基に相補的であれば、鎖内の隣のヌクレオチド塩基（そ
のヌクレオチド塩基が第１、第２、第３等であるかどうかにかかわらない）にてターゲッ
ト配列に結合する。したがって、ターゲット配列の鎖および相補的な塩基対が、生じ始め
る。
【００８３】
　洗浄ステーション２１２および識別ステーション２１４での操作は繰り返されて、ター
ゲットの鎖内の隣の配列は、識別され、データベース２１６中に保存され、そしてアウト
プットインターフェース２１８を介して操作者に示される。マイクロトランスポンダ１０
０は、ここでも、さらに別の付加的な標識ヌクレオチド塩基の導入のために、反応ステー
ション２０８中に再導入される。プロセスは、ターゲット配列が識別されるまで、一連の
ステーション２０８、２１２、２１４を通して何回も（例えば、ｎ回）続く。サイクル数
ｎは、核酸ターゲットの配列内のヌクレオチドの数に基づいてよい。一部の例において、
操作が繰り返される回数ｎは、実質的に配列全体の末端に対応してよい。
【００８４】
　核酸配列を識別する例となる系２００を実施する例となる方法が、図２において示され
ているが、図２において示される１つ以上の要素、プロセスおよび／またはデバイスは、
組み合わされても、分割されても、再配置されても、省略されても、除外されても、そし
て／または他の任意のやり方で実施されてもよい。さらに、１つ以上の例となるマイクロ
トランスポンダ１００、例となる診断コンポーネント２０４、例となる増幅ステーション
２０６、例となる反応ステーション２０８、例となる洗浄ステーション２１２、例となる
識別ステーション２１４、例となるデータベース２１６、例となるアウトプットインター
フェース２１８、ならびに／または、より一般的に、図１および図２の例となる系２００
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の１つ以上の部分は、ハードウェア、ソフトウェア、ファームウェア、ならびに／または
ハードウェア、ソフトウェアおよび／もしくはファームウェアの任意の組合せによって、
実施されてよい。したがって、例えば、１つ以上の例となるマイクロトランスポンダ１０
０、例となる診断コンポーネント２０４、例となる増幅ステーション２０６、例となる反
応ステーション２０８、例となる洗浄ステーション２１２、例となる識別ステーション２
１４、例となるデータベース２１６、例となるアウトプットインターフェース２１８、な
らびに／または、より一般的に、図１および図２の例となる系２００の１つ以上の任意の
部分は、１つ以上の回路、プログラマブルプロセッサ、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ
）、プログラマブル論理デバイス（ＰＬＤ）、および／またはフィールドプログラマブル
論理デバイス（ＦＰＬＤ）等によって、実施されてよい。さらになお、図２の例となる系
２００は、１つ以上の要素、プロセス、および／もしくはデバイスを、図２に示されるも
のに加えて、もしくはそれらの代わりに備えてよく、そして／または、示される要素、プ
ロセスおよびデバイスのいずれか、もしくは全てのうちの２つ以上を備えてよい。
【００８５】
　図１および図２の装置および系を実施する、例となる方法を表すフローチャートが、図
３および図４において示される。この例において、方法は、図５に関連して以下で議論さ
れる、例となるコンピュータ５００において示されるプロセッサ５１２等のプロセッサに
よる履行用プログラムを用いて、実施されてよい。プログラムは、ＣＤ－ＲＯＭ、フロッ
ピー（登録商標）ディスク、ハードディスク、デジタル多用途ディスク（ＤＶＤ）、ブル
ーレイディスク、またはプロセッサ５１２が伴うメモリ等の有形のコンピュータ読出し可
能な媒体に保存されたソフトウェアで実現されてよいが、代わりに、プログラムの全体お
よび／もしくはその部分が、プロセッサ５１２以外のデバイスによって履行されてもよい
し、そして／またはファームウェアもしくは専用のハードウェアで実現されてもよい。さ
らに、例となるプログラムは、図３および図４において示されるフローチャートを参照し
て記載されているが、代わりに、例となる系２００を実施する他の多くの方法が用いられ
てよい。例えば、ブロックの履行の順序が変えられてもよいし、および／または記載され
るブロックの一部が変えられてもよいし、除外されてもよいし、組み合わされてもよい。
【００８６】
　先に述べられたように、図３および図４の例となるプロセスまたは方法は、情報が任意
の期間（例えば、長時間、常時、短いインスタンス（ｂｒｉｅｆ　ｉｎｓｔａｎｃｅ）、
一時的なバッファリングの間および／または情報のキャッシングの間）保存されるハード
ディスクドライブ、フラッシュメモリ、読出し専用メモリ（ＲＯＭ）、コンパクトディス
ク（ＣＤ）、デジタル多用途ディスク（ＤＶＤ）、キャッシュ、ランダムアクセスメモリ
（ＲＡＭ）および／または任意の他のストレージ媒体等の有形のコンピュータ読出し可能
な媒体に保存されるコード化された命令（例えば、コンピュータ読出し可能な命令）を用
いて実施されてよい。本明細書中で用いられる用語、有形のコンピュータ読出し可能な媒
体は、任意のタイプのコンピュータ読出し可能なストレージを含み、かつ信号の伝播を除
くように、明示的に定義される。加えて、または代わりに、図３および図４の例となる方
法は、情報が任意の期間（例えば、長時間、常時、短いインスタンス、一時的なバッファ
リングの間および／または情報のキャッシングの間）保存されるハードディスクドライブ
、フラッシュメモリ、読出し専用メモリ、コンパクトディスク、デジタル多用途ディスク
、キャッシュ、ランダムアクセスメモリおよび／または任意の他のストレージ媒体等の非
一過性の（ｎｏｎ－ｔｒａｎｓｉｔｏｒｙ）コンピュータ読出し可能な媒体に保存される
コード化された命令（例えば、コンピュータ読出し可能な命令）を用いて実施されてよい
。本明細書中で用いられるように、句「少なくとも」は、請求項のプリアンブルにおいて
移行語（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ　ｔｅｒｍ）として用いられる場合、用語「含む（ｃｏｍ
ｐｒｉｓｉｎｇ）」がオープンエンドであるのと同様に、オープンエンドである。したが
って、移行語として「少なくとも」をプリアンブルにおいて用いる請求項は、請求項で明
示的に列挙される要素の他に、要素を含んでよい。
【００８７】
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　図３は、核酸を配列決定する方法３００を示す。例となる方法３００は、例えば、マイ
クロトランスポンダ（例えば、図１のマイクロトランスポンダ１００）の表面上への、タ
ーゲット核酸配列のキャプチャ（ブロック３０２）を含む。例となる方法３００はまた、
例えば、（例えば、図２の増幅ステーション２０６での）ポリメラーゼ連鎖反応を介して
、ターゲット核酸配列を増幅すること（ブロック３０４）を含む。
【００８８】
　また、例となる方法３００は、例えば、標識ヌクレオチド塩基等の加えられたヌクレオ
チド塩基との、ターゲット配列の反応（ブロック３０６、ブロック３０８）を含む。反応
は、例えばＳＢＳ等の重合反応（ブロック３０６）であってもよいし、例えばＳＢＬ等の
ライゲーション反応（ブロック３０８）であってもよい。反応は、例えば、図２の反応ス
テーション２０８にて起こり得る。先に開示されるように、反応により、標識ヌクレオチ
ド塩基が、ターゲット核酸配列のヌクレオチド塩基と結合して、ターゲット核酸鎖の隣の
塩基対を形成することができる。反応が重合反応である場合、例となる方法３００は、無
関係な重合試薬を取り除くこと（ブロック３１０）を含み、そして反応がライゲーション
反応である場合、例となる方法３００は、無関係なライゲーション試薬を取り除くこと（
ブロック３１２）を含む。無関係な試薬の除去は、例えば、図２の洗浄ステーション２１
２にて起こり得る。
【００８９】
　例となる方法３００はまた、ターゲット配列内のヌクレオチド塩基を識別すること（ブ
ロック３１４）を含む。識別は、付加されたヌクレオチド塩基の検出された標識、および
識別／マイクロトランスポンダ番号に基づいて、どのヌクレオチド塩基がどのマイクロト
ランスポンダ表面に付加されたかを決定する。塩基対形成の制限的な性質（各タイプのヌ
クレオチド塩基が、１タイプのヌクレオチド塩基とのみ結合する）のため、どのヌクレオ
チド塩基がマイクロトランスポンダに付加されたかを知ることが、ターゲット核酸配列内
のヌクレオチド塩基の識別に至る。記録が（例えば、図２の例となるデータベース２１６
中に）維持されて、どのヌクレオチド塩基が、ターゲット配列のどの鎖に付加されている
かをチャートにすることができ、そしてどのヌクレオチド塩基が付加されているかの結果
は、操作者にリアルタイムに、すなわち、付加されたヌクレオチド塩基およびターゲット
配列の塩基対の鎖が構築されるに従い、示され得る。
【００９０】
　例となる方法３００は、ターゲット内に付加的なヌクレオチド塩基が付加されるべきか
を決定する（ブロック３１６）。付加的なヌクレオチド塩基が配列にあれば、例となる方
法３００は、ボック３０６（重合用）またはブロック３０８（ライゲーション用）のいず
れかでの反応に戻る。例となる方法３００は、配列内の隣のヌクレオチドを付加し、かつ
識別し続ける。方法３００は、ターゲット配列の全てまたは実質的に全てが識別されるま
で、必要に応じてｎ回繰り返される。続いて、もはやヌクレオチド塩基が配列になければ
（ブロック３１６）、例となるプロセスは終わる（ブロック３１８）。方法３００のエン
ドにて、ターゲット核酸の全てまたは実質的に全てが識別されている。
【００９１】
　図４は、核酸を配列決定する別の例となる方法４００を示す。例となる方法４００は、
１つ以上のマイクロトランスポンダ上にキャプチャされたターゲットヌクレオチド塩基の
配列がかけられる複数の配列決定反応（ブロック４０２）を含む。この例において、マイ
クロトランスポンダは、例えば、図１および図２のマイクロトランスポンダ１００であっ
てよい。また、配列決定反応は、例えば、先に開示されるように、ＳＢＳであってもＳＢ
Ｌであってもよく、そして、例えば、図２の反応ステーション２０８にて起こり得る。例
となる方法４００において、配列決定反応は、ターゲットヌクレオチド塩基の配列に相補
的であり、かつこの配列に結合する標識ヌクレオチド塩基の配列を構築する。
【００９２】
　例となる方法４００はまた、標識ヌクレオチド塩基の配列の各標識ヌクレオチド塩基（
すなわち、付加された標識ヌクレオチド塩基）、および各配列決定反応の後に標識ヌクレ
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オチド塩基が結合されるターゲットヌクレオチド塩基の配列の相補的な各ターゲットヌク
レオチド塩基を識別すること（ブロック４０４）を含む。例となる方法４００の識別部分
はまた、マイクロトランスポンダの識別番号を読む（ブロック４０４）。この例では、ブ
ロック４０４での識別は、図２の識別ステーション２１４において起こり得、そしてマイ
クロトランスポンダの識別番号は、図１のマイクロトランスポンダ１００の識別タグ１０
２から読まれ得る。また、標識ヌクレオチド塩基の配列の各標識ヌクレオチド塩基、およ
び標識ヌクレオチド塩基が結合されるターゲットヌクレオチド塩基の配列の相補的な各タ
ーゲットヌクレオチド塩基が、マイクロトランスポンダの識別番号と関連付けられ得る。
識別は、先に開示されるように、操作者へアウトプットされ得る。
【００９３】
　図４の例となる方法４００はまた、付加的なターゲットヌクレオチド塩基が配列にある
かを決定する（ブロック４０６）。付加的なターゲットヌクレオチド塩基が配列にあれば
、制御により、続く配列決定反応のブロック４０２に戻って、付加的な標識ヌクレオチド
塩基を付加する。続いて、方法４００は、続く識別（ブロック４０４）を通して続く。一
部の例において、付加された各標識ヌクレオチド塩基が、続くそれぞれの配列決定反応間
で識別される。付加的なターゲットヌクレオチド塩基が配列になければ（ブロック４０６
）、例となる方法は終わる（ブロック４０８）。
【００９４】
　図５は、図３および図４の方法を履行して、図２の系２００を実施することができる例
となるコンピュータ５００のブロック図である。コンピュータ５００は、例えば、サーバ
、パーソナルコンピュータ、または他の任意のタイプのコンピューティングデバイスであ
ってよい。
【００９５】
　実例（ｉｎｓｔａｎｔ　ｅｘａｍｐｌｅ）のコンピュータ５００は、プロセッサ５１２
を備える。例えば、プロセッサ５１２は、任意の所望のファミリまたは製造者から、１つ
以上のマイクロプロセッサまたはコントローラによって実施されてよい。
【００９６】
　プロセッサ５１２は、ローカルメモリ５１３（例えば、キャッシュ）を備え、そして揮
発性メモリ５１４および不揮発性メモリ５１６を含むメインメモリと、バス５１８を介し
て通信する。揮発性メモリ５１４は、同期ダイナミックランダムアクセスメモリ（ＳＤＲ
ＡＭ）、ダイナミックランダムアクセスメモリ（ＤＲＡＭ）、ＲＡＭＢＵＳダイナミック
ランダムアクセスメモリ（ＲＤＲＡＭ）および／または任意の他のタイプのランダムアク
セスメモリデバイスによって実施されてよい。不揮発性メモリ５１６は、フラッシュメモ
リ、および／または任意の他の所望のタイプのメモリデバイスによって実施されてよい。
メインメモリ５１４、５１６へのアクセスは、メモリコントローラによって制御される。
【００９７】
　コンピュータ５００はまた、インターフェース回路５２０を備える。インターフェース
回路５２０は、イーサネット（登録商標）インターフェース、ユニバーサルシリアルバス
（ＵＳＢ）および／またはＰＣＩ　ｅｘｐｒｅｓｓインターフェース等の任意のタイプの
インターフェース規格によって実施されてよい。
【００９８】
　１つ以上のインプットデバイス５２２が、インターフェース回路５２０に接続される。
インプットデバイス５２２により、ユーザは、データおよびコマンドをプロセッサ５１２
に入力することができる。インプットデバイスは、例えば、キーボード、マウス、タッチ
スクリーン、トラックパッド、トラックボール、アイソポイント（ｉｓｏｐｏｉｎｔ）お
よび／または音声認識系によって実施されてよい。
【００９９】
　また、１つ以上のアウトプットデバイス５２４が、インターフェース回路５２０に接続
される。アウトプットデバイス５２４は、例えば、ディスプレイデバイス（例えば、液晶
ディスプレイ、ブラウン管ディスプレイ（ＣＲＴ）、プリンタおよび／またはスピーカ）
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ィックスドライバカードを備える。
【０１００】
　インターフェース回路５２０はまた、モデムまたはネットワークインターフェースカー
ド等の通信デバイスを備えて、外部のコンピュータとのデータ交換を、ネットワーク５２
６（例えば、イーサネット接続、デジタル加入者回線（ＤＳＬ）、電話線、同軸ケーブル
、携帯電話系等）を介して促進する。
【０１０１】
　コンピュータ５００はまた、ソフトウェアおよびデータを保存する１つ以上の質量スト
レージデバイス５２８を備える。そのような質量ストレージデバイス５２８の例として、
フロッピーディスクドライブ、ハードドライブディスク、コンパクトディスクドライブお
よびデジタル多用途ディスク（ＤＶＤ）ドライブが挙げられる。
【０１０２】
　図５のコード化された命令５３２は、質量ストレージデバイス５２８、揮発性メモリ５
１４、不揮発性メモリ５１６、および／またはＣＤもしくはＤＶＤ等のリムーバブル記憶
媒体に保存されてよい。
【０１０３】
　前述のことから、先に開示された方法、装置、系および製造品は、例えば、病原体また
は遺伝的疾患のＤＮＡに関連する、疾患の診断に用いられ得る配列等の、未知の核酸配列
を識別するために用いられてよいことが理解されよう。ここで開示される例は、複数のタ
ーゲットの核酸配列を、速いスループット速度にて、低いプロセシングおよびストレージ
要件で、同時に決定するために用いられ得る。また、本明細書中に開示される例は、核酸
が配列決定されるに従い、未知のターゲットのリアルタイム識別を操作者に提供する。
【０１０４】
　ある例となる方法、装置および製造品が本明細書中に記載されてきたが、本特許の適用
範囲は、これらに限定されない。反対に、本特許は、特許請求の範囲内に適正に入る方法
、装置および製造品を全て包含する。
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