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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
試料における少なくとも１つのタンパク質の濃度を決定するための方法であって、
（ａ）（ｉ）少なくとも１つのタンパク質、および
　　　（ｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク
質プローブであって、前記第２のタンパク質プローブは、部分的に二本鎖の核酸に直接ま
たはリンカーオリゴを介して間接的に付着している、第２のタンパク質プローブ
を供給する工程；
（ｂ）前記少なくとも１つのタンパク質、および前記第２のタンパク質プローブを含む少
なくとも第１の複合体を形成する工程であって、前記少なくとも１つのタンパク質が前記
第２のタンパク質プローブに結合している、工程；
（ｃ）前記部分的に二本鎖の核酸の一方の鎖を前記第１の複合体から遊離させることによ
り、シグナルオリゴを生成する工程；
（ｄ）（１）少なくとも前記シグナルオリゴ、ならびに
　　　（２）前記シグナルオリゴにハイブリダイズ可能な領域、およびナノレポーターを
含む領域を含む少なくとも１つのオリゴプローブ
　を含む第２の複合体を形成する工程であって、前記ナノレポーターが複数の異なる検出
可能な標識を含む、工程；ならびに
（ｅ）前記ナノレポーターの複数の異なる検出可能な標識の存在を個々にカウントする工
程を含む方法によって前記第２の複合体または前記第２の複合体の少なくとも一部分を個
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々に検出する工程であって、前記ナノレポーターの前記複数の異なる検出可能な標識のカ
ウントが前記試料における前記タンパク質の濃度を示している、工程
を含む、方法。
【請求項２】
試料における少なくとも１つのタンパク質の濃度を決定するための方法であって、
（ａ）（ｉ）少なくとも１つのタンパク質、
　　　（ｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク
質プローブであって、前記第１のタンパク質プローブは、第１の捕獲領域または第１のマ
トリックスに付着している、第１のタンパク質プローブ、
　　　（ｉｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパ
ク質プローブであって、前記第２のタンパク質プローブは、部分的に二本鎖の核酸に直接
またはリンカーオリゴを介して間接的に付着している、第２のタンパク質プローブ、およ
び
　　　（ｉｖ）前記第１のタンパク質プローブが第１の捕獲領域に付着している場合：第
２のマトリックスであって、前記第１のタンパク質プローブにおける前記捕獲領域に結合
し得る成分が前記第２のマトリックスに付着している、第２のマトリックス
を供給する工程；
（ｂ）前記少なくとも１つのタンパク質、前記第１のタンパク質プローブ、および前記第
２のタンパク質プローブを含む少なくとも第１の複合体を形成する工程であって、前記少
なくとも１つのタンパク質が前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質
プローブに結合しており、前記第１のタンパク質プローブが第１の捕獲領域に付着してい
る場合、前記捕獲領域が前記第２のマトリックスにおける前記成分に結合している、工程
；
（ｃ）前記部分的に二本鎖の核酸の一方の鎖を前記第１の複合体から遊離させることによ
り、シグナルオリゴを生成する工程；
（ｄ）（１）少なくとも前記シグナルオリゴ、ならびに
　　　（２）前記シグナルオリゴにハイブリダイズ可能な領域、およびナノレポーターを
含む領域を含む少なくとも１つのオリゴプローブ
　を含む第２の複合体を形成する工程であって、前記ナノレポーターが複数の異なる検出
可能な標識を含む、工程；ならびに
（ｅ）前記ナノレポーターの複数の異なる検出可能な標識の存在を個々にカウントする工
程を含む方法によって前記第２の複合体または前記第２の複合体の少なくとも一部分を個
々に検出する工程であって、前記ナノレポーターの前記複数の異なる検出可能な標識のカ
ウントが前記試料における前記タンパク質の濃度を示している、工程
を含む、方法。
【請求項３】
前記シグナルオリゴの前記遊離工程が、前記シグナルオリゴを第３のマトリックスへと直
接的または間接的に捕獲する工程をさらに含む、
請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
前記ナノレポーターが定常領域をさらに含み、前記定常領域が複数の反復ヌクレオチド配
列を含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
前記定常領域が前記第３のマトリックスにおける第２の成分に結合する工程をさらに含み
、前記第２の成分が前記定常領域を結合し得る、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
前記第１のマトリックスが、ビーズおよびアレイからなる群から選択される、請求項２に
記載の方法。
【請求項７】
前記第２のマトリックスが、ビーズおよびアレイからなる群から選択される、請求項２に
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記載の方法。
【請求項８】
複数の第１の複合体を形成する工程を含む方法によって試料における複数の標的タンパク
質の濃度を決定する工程をさらに含み、各第１の複合体が
（ｉ）少なくとも１つの標的タンパク質、および
（ｉｉ）少なくとも１つの前記標的タンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク質
プローブであって、前記複数の第１の複合体における前記第２のタンパク質プローブは、
異なる部分的に二本鎖の核酸に直接付着しているか、または、リンカーオリゴを介して異
なる部分的に二本鎖の核酸に間接的に付着している、第２のタンパク質プローブ
を含み、それぞれの前記複数の第１の複合体におけるそれぞれの第２のタンパク質プロー
ブが、シグナルオリゴとして遊離可能な異なる部分的に二本鎖の核酸に付着している、
請求項１に記載の方法。
【請求項９】
複数の第１の複合体を形成する工程を含む方法によって試料における複数の標的タンパク
質の濃度を決定する工程をさらに含み、各第１の複合体が
（ｉ）少なくとも１つの標的タンパク質、
（ｉｉ）少なくとも１つの前記標的タンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク質
プローブであって、前記第１のタンパク質プローブが、捕獲領域または第１のマトリック
スに付着している、第１のタンパク質プローブ、
（ｉｉｉ）少なくとも１つの前記標的タンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク
質プローブであって、前記複数の第１の複合体における前記第２のタンパク質プローブは
、異なる部分的に二本鎖の核酸に直接付着しているか、または、リンカーオリゴを介して
異なる部分的に二本鎖の核酸に間接的に付着している、第２のタンパク質プローブ
を含み、前記第１のタンパク質プローブが第１の捕獲領域に付着している場合、前記捕獲
領域が前記第２のマトリックスにおける前記成分に結合しており、それぞれの前記複数の
第１の複合体におけるそれぞれの第２のタンパク質プローブが、シグナルオリゴとして遊
離可能な異なる部分的に二本鎖の核酸に付着している、
請求項２に記載の方法。
【請求項１０】
それぞれの前記異なる部分的に二本鎖の核酸の一方または両方の鎖を、前記複数の第１の
複合体から遊離させることにより、複数の遊離したシグナルオリゴが生成される工程をさ
らに含む、請求項８または９に記載の方法。
【請求項１１】
さらに以下：
それぞれが（１）少なくとも１つのシグナルオリゴ、および、（２）前記シグナルオリゴ
にハイブリダイズ可能な領域と、ナノレポーターを含む領域とを含む少なくとも１つのオ
リゴプローブ、を含む複数の第２の複合体を形成する工程であって、前記ナノレポーター
が複数の異なる検出可能な標識を含む、工程；ならびに
前記ナノレポーターの複数の異なる検出可能な標識の存在を個々にカウントする工程を含
む方法によって前記複数の第２の複合体のそれぞれまたは前記複数の第２の複合体のそれ
ぞれの少なくとも一部分を個々に検出する工程であって、前記ナノレポーターの前記複数
の異なる検出可能な標識のカウントが前記試料における前記複数の標的タンパク質のそれ
ぞれの濃度を示している、工程
を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記第１のマトリックスがビーズであり、前記ビーズが複数の同一の第１のタンパク質プ
ローブを含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
前記個々に検出する工程が、デジタルシグナルを検出する工程を含む、請求項１、２およ
び１１のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項１４】
２個、３個、４個、５個、１０個、２０個、３０個、５０個、１００個、２００個、３０
０個、５００個、６００個、７００個、８００個、９００個、１０００個、または１００
０個より多く、かつ、２０００個以下の異なる標的タンパク質の濃度が決定される、
請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
少なくとも９７２個の異なる標的タンパク質の濃度が決定される、請求項１４に記載の方
法。
【請求項１６】
前記第２のタンパク質プローブが、抗体、ペプチド、アプタマー、およびペプトイドから
なる群から独立して選択される、請求項１、８、１１および１４のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１７】
前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質プローブが、抗体、ペプチド
、アプタマー、およびペプトイドからなる群から独立して選択される、請求項２および９
、ならびに請求項２を引用する場合の請求項１１および１４のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１８】
前記ナノレポーターが一本鎖核酸バックボーンを含み、前記バックボーンが、直線的に組
み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、各標識付着領域が、相補的
ポリヌクレオチド配列にハイブリダイズし、前記相補的ポリヌクレオチド配列に、前記検
出可能な標識が付着している、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
前記ナノレポーターが一本鎖核酸バックボーンを含み、前記バックボーンが、直線的に組
み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、各標識付着領域が、相補的
ポリヌクレオチド配列にハイブリダイズし、前記相補的ポリヌクレオチド配列に、前記検
出可能な標識が付着している、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
前記第２のタンパク質プローブの解離定数または前記第２のタンパク質プローブの標的特
異的領域の解離定数がそれぞれ、１．００×１０－１５～１．００×１０－０８である、
請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質プローブの解離定数または前
記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質プローブの標的特異的領域の解
離定数がそれぞれ、１．００×１０－１５～１．００×１０－０８である、請求項１９に
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、２００９年１０月１３日に出願された米国仮特許出願６１／２５１，１９２
、２０１０年４月１６日に出願された米国仮特許出願６１／３２５，２２４、および２０
１０年４月２２日に出願された米国仮特許出願６１／３２６，７８７の利益を主張し、上
記仮出願の内容は、その全容が参考として各々本明細書に援用される。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、一般的に、固有のナノレポーター構築物を作製するための分子生物学のツー
ル、およびそれらを使用するための方法を用いる、タンパク質の検出、定量化、同定、お
よび多重分析の分野に関する。
【背景技術】
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【０００３】
　発明の背景
　最近のヒトゲノムの分析の完了に伴い、今、多くの注目がプロテオミクスの分野にシフ
トしつつあり、その分野では、遺伝子産物（タンパク質）、それらの変種、相互作用する
パートナー、ならびにそれらの制御およびプロセシングの動態学が研究の重点項目である
。そのような研究は、例えば、遺伝性障害および環境誘発性障害に潜む機構、または薬物
による治療の影響を理解するのに必須であり、加えて、さらなる臨床分析および診断分析
のための根本の基盤となる可能性がある。これらの研究にとって重要なことは、タンパク
質全体の特定の変種（例えば、スプライスバリアント、点突然変異、翻訳後修飾バージョ
ン、および環境／治療誘発性改変）を定性的に決定する能力、およびそれらの定量的調節
を見る能力である。さらに、１つだけではなく、複数の生物学的液体／抽出物からこれら
の分析を実施することが益々重要になりつつある。タンパク質試料に内在する追加的な難
題のせいで多重化タンパク質測定テクノロジーの方法が制限されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかしながら、生物学的液体におけるタンパク質の測定は、それらの特有の性質のせい
で困難である。したがって、タンパク質およびそれらの変種の分析のための迅速で、感度
が高く、再現可能で、かつ正確な分析アプローチの差し迫った要求がある。
【０００５】
　関心対象となるタンパク質をそれらの天然の環境から、およびその環境内で分析するた
めに、様々な生物学的液体および／または抽出物に存在するタンパク質を定性的および定
量的の両方で評価し得るアッセイが必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　発明の要旨
　本発明は、タンパク質の分析のための方法および組成物を提供する。いくつかの実施形
態において、本発明は、試料におけるタンパク質の検出および／または定量化のための方
法および組成物を提供する。いくつかの実施形態において、本発明は、（ａ）（ｉ）少な
くとも１つのタンパク質、（ｉｉ）前記の少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特
異的な第１のタンパク質プローブであって、捕獲領域を含む第１のタンパク質プローブ、
（ｉｉｉ）少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク質プロー
ブであって、複数の異なる検出可能な標識を含むナノレポーターを含む第２のタンパク質
プローブ、および（ｉｖ）第１のタンパク質プローブにおける捕獲領域に結合し得る部分
（ｐｏｒｔｉｏｎ）を付着させているマトリックスを供給する工程；（ｂ）少なくとも１
つのタンパク質、第１のタンパク質プローブ、第２のタンパク質プローブ、および上記部
分を含む少なくとも１つの複合体を形成する工程であって、少なくとも１つのタンパク質
が第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク質プローブに結合しており、上記部分
が第１のタンパク質プローブにおける捕獲プローブに結合している、工程；ならびに（ｃ
）ナノレポーターの１つまたは複数の分子の存在を個々にカウントすることを含む方法に
よって複合体または複合体の少なくとも一部分を個々に検出する工程であって、１つまた
は複数の分子の存在が試料におけるタンパク質の濃度を示している、工程を含む、試料に
おける少なくとも１つのタンパク質の濃度を決定する方法を提供する。いくつかの実施形
態において、個々に検出する工程は、デジタルシグナルを検出することをさらに含む。
【０００７】
　成分（ｍｏｉｅｔｙ）とはエンティティーを指し、エンティティーとしても知られてい
る。本発明の成分は、マトリックスに作動可能に連結され、第１のタンパク質プローブの
捕獲領域と結合する。成分は、限定されないが、共有結合、非共有結合、電子結合、屈曲
結合、芳香族結合、金属結合、水素結合、イオン結合、またはファンデルワールス力を含
む物理的または化学的結合によってマトリックスに作動可能に連結している。成分は、本
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明細書に記載された物理的または化学的結合、受容体－リガンド相互作用、２つのオリゴ
ヌクレオチド間のハイブリダイゼーション事象、またはオリゴヌクレオチドとポリペプチ
ドとの間の相互作用のいずれかを通して第１のタンパク質プローブの捕獲領域と結合する
。例えば、ビオチンを含む捕獲領域は、ストレプトアビジンを含む成分に結合して、強い
非共有結合を形成し、ストレプトアビジンを付着させているマトリックスが、そのマトリ
ックスが第１のタンパク質プローブの捕獲領域に結合することを可能にする（図１参照）
。全ての公知の受容体－リガンド相互作用が企図されるが、０．１ｆＭ～１０００ｎＭの
間の解離定数（Ｋｄ）をもつ相互作用が好ましい。ハイブリダイゼーション事象は、相補
的配列を有するオリゴヌクレオチド間で起こる。しかしながら、完璧または完全な相補性
は必要とされない。本発明は、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、１０
０％、およびそれらの間にある任意のパーセンテージの相補性を有するオリゴヌクレオチ
ド間のハイブリダイゼーション事象を含む。さらに、アプタマーの第１のタンパク質プロ
ーブとの会合は、オリゴヌクレオチドとポリペプチドとの間の好ましい相互作用の非限定
的例を提供する。
【０００８】
　いくつかの実施形態において、本発明は、複数の標的タンパク質の濃度を、複数の複合
体を形成することによって決定するための方法であって、各複合体が（ｉ）少なくとも１
つの標的タンパク質、（ｉｉ）少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１
のタンパク質プローブであって、捕獲領域を含む第１のタンパク質プローブ、（ｉｉｉ）
少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク質プローブであって
、複数の異なる検出可能な標識を含むナノレポーターを含む第２のタンパク質プローブ、
（ｉｖ）マトリックスに付着した成分であって、第１のタンパク質プローブにおける捕獲
領域に結合し得る成分を含み、各第２のタンパク質プローブが異なるナノレポーター領域
を含む、方法を提供する。いくつかの実施形態において、複数の複合体における各ナノレ
ポーターは、それを集団における他のナノレポーターから区別する検出可能なシグナルを
有する。いくつかの実施形態において、第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク
質プローブの解離定数は、約１．００×１０－１０～約１．００×１０－０８である。い
くつかの実施形態において、２個以上の標的タンパク質の濃度が決定される。いくつかの
実施形態において、３個、４個、５個、１０個、２０個、３０個、５０個、１００個、２
００個、３００個、５００個、６００個、７００個、８００個、９００個、１０００個、
または１０００個より多い異なる標的タンパク質の濃度が決定される。いくつかの実施形
態において、少なくとも９７２個の異なる標的タンパク質の濃度が決定される。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、マトリックスは、ビーズおよびアレイからなる群から選
択される。いくつかの実施形態において、マトリックスはビーズである。複数の標的タン
パク質が分析されるいくつかの実施形態において、マトリックスはビーズであり、複数の
複合体の各複合体における各成分は異なるビーズに付着している。いくつかの実施形態に
おいて、マトリックスは表面である。複数の標的タンパク質が分析されるいくつかの実施
形態において、マトリックスは表面であり、複数の複合体の各複合体における各成分は、
表面の異なる位置に付着している。
【００１０】
　いくつかの実施形態において、第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク質プロ
ーブは、抗体、ペプチド、アプタマー、およびペプトイドからなる群から独立して選択さ
れる。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、一本鎖核酸バックボーンを含み、バ
ックボーンが、直線的に組み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、
各標識付着領域が、検出可能な標識を付着させている相補的ポリヌクレオチド配列にハイ
ブリダイズする。いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、リンカーオリゴへの
ハイブリダイゼーションを通して第２のプローブに付着している。いくつかの実施形態に
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おいて、ナノレポーターは、摂氏約３２度（℃）～約４０℃の温度でリンカーオリゴにハ
イブリダイズする。いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、約３７℃の温度で
リンカーオリゴにハイブリダイズする。いくつかの実施形態において、ナノレポーターは
、リンカーオリゴに相補的である部分を含む。いくつかの実施形態において、相補的領域
は約１５個～約２０個の塩基である。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、本発明は、（ａ）（ｉ）少なくとも１つのタンパク質、
（ｉｉ）少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク質プローブ
であって、第１の捕獲領域または第１のマトリックスに付着している第１のタンパク質プ
ローブ、（ｉｉｉ）少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク
質プローブであって、シグナルオリゴを含む第２のタンパク質プローブ、および（ｉｖ）
第１のプローブが第１捕獲領域に付着している場合：第１のタンパク質プローブにおける
捕獲領域に結合し得る成分を付着させている第２のマトリックスを供給する工程；（ｂ）
少なくとも１つのタンパク質、第１のタンパク質プローブ、および第２のタンパク質プロ
ーブを含む少なくとも第１の複合体を形成する工程であって、少なくとも１つのタンパク
質が第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク質プローブに結合しており、第１の
プローブが第１の捕獲領域に付着している場合、捕獲プローブが第２のマトリックスにお
ける成分に結合している、工程；（ｃ）シグナルオリゴを第１複合体から遊離させる工程
；（ｄ）（１）少なくともシグナルオリゴ、（２）シグナルオリゴ特異的領域、およびナ
ノレポーターを含む領域を含む少なくとも１つのオリゴプローブを含む第２の複合体を形
成する工程であって、ナノレポーターが複数の異なる検出可能な標識を含む、工程；なら
びに（ｅ）ナノレポーターの１つまたは複数の分子の存在を個々にカウントすることを含
む方法によって第２の複合体または第２の複合体の少なくとも一部分を個々に検出する工
程であって、第２の１つまたは複数の分子の存在が試料におけるタンパク質の濃度を示し
ている、工程を含む、試料における少なくとも１つのタンパク質の濃度を決定するための
方法を提供する。いくつかの実施形態において、個々に検出する工程は、デジタルシグナ
ルを検出することをさらに含む。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、第１マトリックスはビーズまたはアレイである。好まし
くは、第１マトリックスはビーズである。他の実施形態において、第２のマトリックスは
ビーズまたはアレイである。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、シグナルオリゴは、第２の捕獲領域に付着している。い
くつかの実施形態において、シグナルオリゴの遊離工程は、シグナル分子を第３のマトリ
ックスへ直接的または間接的に捕獲することをさらに含む。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、定常領域をさらに含み、定常領域が
複数の反復ヌクレオチド配列を含む。いくつかの実施形態において、定常領域は第３のマ
トリックスにおける第２の成分に結合しており、第２の成分は定常領域を結合し得る。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、本発明は、複数の標的タンパク質の濃度を、複数の複合
体を形成することによって決定するための方法であって、各複合体が（ｉ）少なくとも１
つの標的タンパク質、（ｉｉ）少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１
のタンパク質プローブであって、捕獲領域または第１のマトリックスに付着している第１
のタンパク質プローブ、（ｉｉｉ）少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な
第２のタンパク質プローブであって、シグナル分子を含む第２のタンパク質プローブを含
み、第１のプローブが第１捕獲領域に付着している場合、捕獲プローブが第２のマトリッ
クスにおける成分に結合しており、それぞれの複数の複合体における各第２のタンパク質
プローブが異なるシグナルオリゴを含む、方法を提供する。いくつかの実施形態において
、２個以上の標的タンパク質の濃度が決定される。いくつかの実施形態において、２個、
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３個、４個、５個、１０個、２０個、３０個、５０個、１００個、２００個、３００個、
５００個、６００個、７００個、８００個、９００個、１０００個、または１０００個よ
り多い異なる標的タンパク質の濃度が決定される。いくつかの実施形態において、少なく
とも９７２個の異なる標的タンパク質の濃度が決定される。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、複数の複合体のうちの複合体の第１マトリックスはビー
ズであり、ビーズは複数の同一の第１のタンパク質プローブを含む。同一のという用語は
、同じ配列を有し、かつ同じ捕獲領域を含むかまたはそれに付着しているかのいずれかの
タンパク質プローブを記載するものとする。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク質プロ
ーブは、抗体、ペプチド、アプタマー、およびペプトイドからなる群から独立して選択さ
れる。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、一本鎖核酸バックボーンを含み、バ
ックボーンが、直線的に組み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、
各標識付着領域が、検出可能な標識を付着させている相補的ポリヌクレオチド配列にハイ
ブリダイズする。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、本発明は、（ａ）（ｉ）少なくとも１つのタンパク質、
（ｉｉ）少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク質プローブ
であって、第１のオリゴに付着している第１のタンパク質プローブ、および（ｉｉｉ）少
なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク質プローブであって、
第２のオリゴに付着している第２のタンパク質プローブを供給する工程；（ｂ）少なくと
も１つのタンパク質、第１のタンパク質プローブ、および第２のタンパク質プローブを含
む第１の複合体を形成する工程であって、少なくとも１つのタンパク質が第１のタンパク
質プローブおよび第２のタンパク質プローブに結合している、工程；（ｃ）第１のオリゴ
および第２のオリゴをライゲーションしてシグナルオリゴを形成する工程；（ｄ）（１）
第１シグナルオリゴ、（２）シグナルオリゴ特異的領域、およびナノレポーターを含む領
域を含む少なくとも１つのオリゴプローブを含む第２の複合体を形成する工程であって、
ナノレポーターが複数の異なる検出可能な標識を含む、工程；ならびに（ｅ）ナノレポー
ターの１つまたは複数の分子の存在を個々にカウントすることを含む方法によって第２の
複合体または第２の複合体の少なくとも一部分を個々に検出する工程であって、１つまた
は複数の分子の存在が試料におけるタンパク質の濃度を示している、工程を含む、試料に
おける少なくとも１つのタンパク質の濃度を決定するための方法を提供する。いくつかの
実施形態において、個々に検出する工程は、デジタルシグナルを検出することをさらに含
む。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、シグナルオリゴは第１複合体から遊離される。いくつか
の実施形態において、シグナルオリゴは捕獲領域を含む。いくつかの実施形態においてシ
グナルオリゴの遊離工程は、シグナルオリゴをマトリックスへ直接的または間接的に捕獲
することをさらに含む。
【００２２】
　いくつかの実施形態において、本発明は、複数の標的タンパク質の濃度を、複数の複合
体を形成することによって決定するための方法であって、各複合体が（ｉ）少なくとも１
つの標的タンパク質、（ｉｉ）少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１
のタンパク質プローブであって、第１のオリゴに付着している第１のタンパク質プローブ
、（ｉｉｉ）少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク質プロ
ーブであって、第２のオリゴに付着している第２のタンパク質プローブを含み、第１のオ
リゴと第２のオリゴのライゲーションがシグナルオリゴを形成し、複数の複合体における
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各複合体が異なるシグナルオリゴを含む、方法を提供する。いくつかの実施形態において
、２つ以上の標的タンパク質の濃度が決定される。いくつかの実施形態において、２個、
３個、４個、５個、１０個、２０個、３０個、５０個、１００個、２００個、３００個、
５００個、６００個、７００個、８００個、９００個、１０００個、または１０００個よ
り多い異なる標的タンパク質の濃度が決定される。いくつかの実施形態において、少なく
とも９７２個の異なる標的タンパク質の濃度が決定される。
【００２３】
　いくつかの実施形態において、第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク質プロ
ーブは、抗体、ペプチド、アプタマー、およびペプトイドからなる群から独立して選択さ
れる。
【００２４】
　いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、一本鎖核酸バックボーンを含み、バ
ックボーンが、直線的に組み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、
各標識付着領域が、検出可能な標識を付着させている相補的ポリヌクレオチド配列にハイ
ブリダイズする。
【００２５】
　いくつかの実施形態において、本発明は、固有に標識されたタンパク質プローブの集団
であって、各プローブが、ｉ）標的特異的領域；およびｉｉ）複数の異なる検出可能な分
子を含むナノレポーターを含む領域を含み、各タンパク質プローブにおけるナノレポータ
ーが、それを集団における他のナノレポーターから区別する検出可能なシグナルを有する
、集団を提供する。いくつかの実施形態において、標的特異的領域は、抗体、ペプチド、
アプタマー、およびペプトイドからなる群から選択される。
【００２６】
　いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、一本鎖核酸バックボーンを含み、バ
ックボーンが、直線的に組み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、
各標識付着領域が、検出可能な標識を付着させている相補的ポリヌクレオチド配列にハイ
ブリダイズする。いくつかの実施形態において、標的特異的領域の解離定数は約１．００
×１０－１０～約１．００×１０－８である。
【００２７】
　いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、リンカーオリゴへのハイブリダイゼ
ーションを通してタンパク質プローブに付着している。いくつかの実施形態において、ナ
ノレポーターは、約３２℃～約４０℃の温度でリンカーオリゴにハイブリダイズする。い
くつかの実施形態において、ナノレポーターは、約３７℃の温度でリンカーオリゴにハイ
ブリダイズする。いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、リンカーオリゴに相
補的である部分を含む。いくつかの実施形態において、相補的領域は約１５個～約２０個
の塩基である。
【００２８】
　参照による組み入れ
　本明細書に言及された全ての刊行物および特許出願は、あたかも各個々の刊行物または
特許出願が具体的かつ個々に示されて参照により組み入れられるのと同じ程度で、参照に
より本明細書に組み入れられる。
　例えば、本発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
試料における少なくとも１つのタンパク質の濃度を決定するための方法であって、
（ａ）（ｉ）少なくとも１つのタンパク質、
　　　（ｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク
質プローブであって、前記第１のタンパク質プローブは、捕獲領域を含む、第１のタンパ
ク質プローブ、
　　　（ｉｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパ
ク質プローブであって、前記第２のタンパク質プローブは、複数の異なる検出可能な標識
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を含むナノレポーターを含む、第２のタンパク質プローブ、および
　　　（ｉｖ）マトリックスであって、前記第１のタンパク質プローブにおける前記捕獲
領域に結合し得る成分が前記マトリックスに付着している、マトリックス
を供給する工程；
（ｂ）前記少なくとも１つのタンパク質、前記第１のタンパク質プローブ、前記第２のタ
ンパク質プローブ、および前記成分を含む少なくとも１つの複合体を形成する工程であっ
て、前記少なくとも１つのタンパク質が前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２の
タンパク質プローブに結合しており、前記成分が前記第１のタンパク質プローブにおける
前記捕獲プローブに結合している、工程；ならびに
（ｃ）前記ナノレポーターの１つまたは複数の分子の存在を個々にカウントする工程を含
む方法によって前記複合体または前記複合体の少なくとも一部分を個々に検出する工程で
あって、前記１つまたは複数の分子の存在が前記試料における前記タンパク質の濃度を示
している、工程
を含む、方法。
（項目２）
前記個々に検出する工程が、デジタルシグナルを検出する工程をさらに含む、項目１に記
載の方法。
（項目３）
複数の複合体を形成することを含む方法によって複数の標的タンパク質の濃度を決定する
工程をさらに含み、各複合体が
　（ｉ）少なくとも１つの標的タンパク質、
　（ｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク質プ
ローブであって、前記第１のタンパク質プローブは、捕獲領域を含む、第１のタンパク質
プローブ、
　（ｉｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク質
プローブであって、前記第２のタンパク質プローブは、複数の異なる検出可能な標識を含
むナノレポーターを含む、第２のタンパク質プローブ、ならびに
　（ｉｖ）マトリックスに付着した成分であって、前記成分は、前記第１のタンパク質プ
ローブにおける前記捕獲領域に結合し得る、成分
を含み、各第２のタンパク質プローブが異なるナノレポーター領域を含む、項目１に記載
の方法。
（項目４）
前記複数の複合体における各ナノレポーターが、それを前記集団における他のナノレポー
ターから区別する検出可能なシグナルを有する、項目３に記載の方法。
（項目５）
前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質プローブの解離定数が約１．
００×１０－１５～約１．００×１０－０８である、項目３に記載の方法。
（項目６）
２つ以上の標的タンパク質の濃度が決定される、項目３に記載の方法。
（項目７）
３個、４個、５個、１０個、２０個、３０個、５０個、１００個、２００個、３００個、
５００個、６００個、７００個、８００個、９００個、１０００個、または１０００個よ
り多い異なる標的タンパク質の濃度が決定される、項目６に記載の方法。
（項目８）
最高２０００個までの異なる標的タンパク質の濃度が決定される、項目３に記載の方法。
（項目９）
最高９８０個までの異なる標的タンパク質の濃度が決定される、項目３に記載の方法。
（項目１０）
前記マトリックスがビーズおよびアレイからなる群から選択される、項目１に記載の方法
。
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（項目１１）
前記マトリックスがビーズであり、前記複数の複合体の各複合体における各成分が異なる
ビーズに付着している、項目３に記載の方法。
（項目１２）
前記マトリックスが表面であり、前記複数の複合体の各複合体における各成分が前記表面
の異なる位置に付着している、項目３に記載の方法。
（項目１３）
前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質プローブが、抗体、ペプチド
、アプタマー、およびペプトイドからなる群から独立して選択される、項目１に記載の方
法。
（項目１４）
前記ナノレポーターが一本鎖核酸バックボーンを含み、前記バックボーンが、直線的に組
み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、各標識付着領域が、相補的
ポリヌクレオチド配列にハイブリダイズし、前記相補的ポリヌクレオチド配列に、前記検
出可能な標識が付着している、項目１に記載の方法。
（項目１５）
前記ナノレポーターが、リンカーオリゴへのハイブリダイゼーションを通して前記第２の
プローブに付着している、項目１に記載の方法。
（項目１６）
前記ナノレポーターが、摂氏約３２度～約４０度の温度で前記リンカーオリゴにハイブリ
ダイズしている、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
前記ナノレポーターが、摂氏約３７度～約４５度の温度で前記リンカーオリゴにハイブリ
ダイズしている、項目１５に記載の方法。
（項目１８）
前記ナノレポーターが、摂氏約３７度の温度で前記リンカーオリゴにハイブリダイズして
いる、項目１５に記載の方法。
（項目１９）
前記ナノレポーターが、前記リンカーオリゴに相補的である部分を含む、項目１５に記載
の方法。
（項目２０）
前記相補的領域が約１５個～約２０個の塩基である、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
試料における少なくとも１つのタンパク質の濃度を決定するための方法であって、
（ａ）（ｉ）少なくとも１つのタンパク質、
　　　（ｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク
質プローブであって、前記第１のタンパク質プローブは、第１の捕獲領域または第１のマ
トリックスに付着している、第１のタンパク質プローブ、
　　　（ｉｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパ
ク質プローブであって、前記第２のタンパク質プローブは、シグナルオリゴを含む、第２
のタンパク質プローブ、および
　　　（ｉｖ）前記第１のプローブが第１捕獲領域に付着している場合：第２のマトリッ
クスであって、前記第１のタンパク質プローブにおける前記捕獲領域に結合し得る成分が
前記第２のマトリックスに付着している、第２のマトリックス
を供給する工程；
（ｂ）前記少なくとも１つのタンパク質、前記第１のタンパク質プローブ、および前記第
２のタンパク質プローブを含む少なくとも第１の複合体を形成する工程であって、前記少
なくとも１つのタンパク質が前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質
プローブに結合しており、前記第１のプローブが第１の捕獲領域に付着している場合、前
記捕獲プローブが前記第２のマトリックスにおける前記成分に結合している、工程；
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（ｃ）前記シグナルオリゴを前記第１複合体から遊離させる工程；
（ｄ）（１）少なくとも前記シグナルオリゴ、ならびに
　　　（２）シグナルオリゴ特異的領域、およびナノレポーターを含む領域を含む少なく
とも１つのオリゴプローブ
　を含む第２の複合体を形成する工程であって、前記ナノレポーターが複数の異なる検出
可能な標識を含む、工程；
（ｅ）前記ナノレポーターの１つまたは複数の分子の存在を個々にカウントする工程を含
む方法によって前記第２の複合体または前記第２の複合体の少なくとも一部分を個々に検
出する工程であって、前記第２の１つまたは複数の分子の存在が前記試料における前記タ
ンパク質の濃度を示している、工程
を含む、方法。
（項目２２）
前記シグナルオリゴが第２の捕獲領域に付着している、項目２１に記載の方法。
（項目２３）
前記シグナルオリゴの前記遊離工程が、前記シグナル分子を第３のマトリックスへと直接
的または間接的に捕獲する工程をさらに含む、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
前記ナノレポーターが定常領域をさらに含み、該定常領域が複数の反復ヌクレオチド配列
を含む、項目２３に記載の方法。
（項目２５）
前記定常領域を前記第３マトリックスにおける第２の成分に結合させる工程であって、前
記第２成分が前記定常領域を結合し得る、工程をさらに含む、項目２４に記載の方法。
（項目２６）
前記個々に検出する工程が、デジタルシグナルを検出する工程をさらに含む、項目２１に
記載の方法。
（項目２７）
前記第１マトリックスがビーズおよびアレイからなる群から選択される、項目２１に記載
の方法。
（項目２８）
前記第２のマトリックスがビーズおよびアレイからなる群から選択される、項目２１に記
載の方法。
（項目２９）
複数の複合体を形成する工程を含む方法によって複数の標的タンパク質の濃度を決定する
工程をさらに含み、各複合体が
（ｉ）少なくとも１つの標的タンパク質、
（ｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク質プロ
ーブであって、前記第１のタンパク質プローブが、捕獲領域または第１のマトリックスに
付着している、第１のタンパク質プローブ、
（ｉｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク質プ
ローブであって、前記第２のタンパク質プローブは、シグナル分子を含む、第２のタンパ
ク質プローブ
を含み、前記第１のプローブが第１捕獲領域に付着している場合、前記捕獲プローブが前
記第２のマトリックスにおける前記成分に結合しており、それぞれの前記複数の複合体に
おけるそれぞれの第２のタンパク質プローブが異なるシグナルオリゴを含む、項目２１に
記載の方法。
（項目３０）
第１マトリックスがビーズであり、該ビーズが複数の同一の第１のタンパク質プローブを
含む、項目２９に記載の方法。
（項目３１）
２個以上の標的タンパク質の濃度が決定される、項目２９に記載の方法。
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（項目３２）
２個、３個、４個、５個、１０個、２０個、３０個、５０個、１００個、２００個、３０
０個、５００個、６００個、７００個、８００個、９００個、１０００個、または１００
０個より多い異なる標的タンパク質の濃度が決定される、項目２９に記載の方法。
（項目３３）
最高２０００個までの異なる標的タンパク質の濃度が決定される、項目２９に記載の方法
。
（項目３４）
最高９８０個までの異なる標的タンパク質の濃度が決定される、項目２９に記載の方法。
（項目３５）
前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質プローブが、抗体、ペプチド
、アプタマー、およびペプトイドからなる群から独立して選択される、項目２１に記載の
方法。
（項目３６）
前記ナノレポーターが一本鎖核酸バックボーンを含み、前記バックボーンが、直線的に組
み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、各標識付着領域が、相補的
ポリヌクレオチド配列にハイブリダイズし、前記相補的ポリヌクレオチド配列に、前記検
出可能な標識が付着している、項目２１に記載の方法。
（項目３７）
試料における少なくとも１つのタンパク質の濃度を決定するための方法であって、
（ａ）（ｉ）少なくとも１つのタンパク質、
　　　（ｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク
質プローブであって、第１のオリゴに付着している前記第１のタンパク質プローブ、
　　　（ｉｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパ
ク質プローブであって、第２のオリゴに付着している前記第２のタンパク質プローブ
を供給する工程；
（ｂ）前記少なくとも１つのタンパク質、前記第１のタンパク質プローブ、および前記第
２のタンパク質プローブを含む第１の複合体を形成する工程であって、前記少なくとも１
つのタンパク質が前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質プローブに
結合している、工程；
（ｃ）前記第１のオリゴおよび前記第２のオリゴをライゲーションして、シグナルオリゴ
を形成する工程；
（ｄ）（１）前記第１シグナルオリゴ、ならびに
　　　（２）シグナルオリゴ特異的領域、およびナノレポーターを含む領域を含む少なく
とも１つのオリゴプローブ
　を含む第２の複合体を形成する工程であって、前記ナノレポーターが複数の異なる検出
可能な標識を含む、工程；
（ｅ）前記ナノレポーターの１つまたは複数の分子の存在を個々にカウントすることを含
む方法によって前記第２の複合体または前記第２の複合体の少なくとも一部分を個々に検
出する工程であって、前記１つまたは複数の分子の存在が前記試料における前記タンパク
質の濃度を示している、工程
を含む、方法。
（項目３８）
前記シグナルオリゴを前記第１複合体から遊離させる工程をさらに含む、項目３７に記載
の方法。
（項目３９）
前記シグナルオリゴが捕獲領域を含む、項目３８に記載の方法。
（項目４０）
前記シグナルオリゴの前記遊離工程が、前記シグナル分子をマトリックスへと直接的また
は間接的に捕獲する工程をさらに含む、項目３９に記載の方法。
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（項目４１）
前記個々に検出する工程が、デジタルシグナルを検出する工程をさらに含む、項目３７に
記載の方法。
（項目４２）
複数の複合体を形成する工程を含む方法によって複数の標的タンパク質の濃度を決定する
工程をさらに含み、各複合体が
（ｉ）少なくとも１つの標的タンパク質、
（ｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第１の領域に特異的な第１のタンパク質プロ
ーブであって、前記第１のタンパク質プローブが、第１のオリゴに付着している、第１の
タンパク質プローブ、
（ｉｉｉ）前記少なくとも１つのタンパク質の第２の領域に特異的な第２のタンパク質プ
ローブであって、前記第２のタンパク質プローブが、第２のオリゴに付着している、第２
のタンパク質プローブ
を含み、前記第１のオリゴと前記第２のオリゴとのライゲーションがシグナルオリゴを形
成し、前記複数の複合体における各複合体が異なるシグナルオリゴを含む、項目３７に記
載の方法。
（項目４３）
２個以上の標的タンパク質の濃度が決定される、項目４２記載の方法。
（項目４４）
２個、３個、４個、５個、１０個、２０個、３０個、５０個、１００個、２００個、３０
０個、５００個、６００個、７００個、８００個、９００個、１０００個、または１００
０個より多い異なる標的タンパク質の濃度が決定される、項目４３に記載の方法。
（項目４５）
少なくとも９７２個の異なる標的タンパク質の濃度が決定される、項目４１に記載の方法
。
（項目４６）
前記第１のタンパク質プローブおよび前記第２のタンパク質プローブが、抗体、ペプチド
、アプタマー、およびペプトイドからなる群から独立して選択される、項目３７に記載の
方法。
（項目４７）
前記ナノレポーターが一本鎖核酸バックボーンを含み、前記バックボーンが、直線的に組
み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、各標識付着領域が、相補的
ポリヌクレオチド配列にハイブリダイズし、前記相補的ポリヌクレオチド配列に、前記検
出可能な標識が付着している、項目３７に記載の方法。
（項目４８）
固有的に標識されたタンパク質プローブの集団であって、各プローブが、
ｉ）標的特異的領域；および
ｉｉ）ナノレポーターを含む領域であって、前記ナノレポーターは、複数の異なる検出可
能な分子を含む、領域；
を含み、各タンパク質プローブにおける前記ナノレポーターが、それを前記集団における
他のナノレポーターから区別する検出可能なシグナルを有する、集団。
（項目４９）
標的特異的領域が、抗体、ペプチド、アプタマー、およびペプトイドからなる群から選択
される、項目４８に記載の集団。
（項目５０）
前記ナノレポーターが一本鎖核酸バックボーンを含み、前記バックボーンが、直線的に組
み合わされて一緒に共有結合した複数の標識付着領域を含み、各標識付着領域が、相補的
ポリヌクレオチド配列にハイブリダイズし、前記相補的ポリヌクレオチド配列に、前記検
出可能な標識が付着している、項目４８に記載の集団。
（項目５１）
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前記標的特異的領域の解離定数が約１．００×１０－１５～約１．００×１０－０８であ
る、項目４８に記載の集団。
（項目５２）
前記ナノレポーターが、リンカーオリゴへのハイブリダイゼーションを通して前記タンパ
ク質プローブに付着している、項目４８に記載の集団。
（項目５３）
前記ナノレポーターが、摂氏約３２度～約４０度の温度で前記リンカーオリゴにハイブリ
ダイズしている、項目５２に記載の集団。
（項目５４）
前記ナノレポーターが、摂氏約３７度の温度で前記リンカーオリゴにハイブリダイズして
いる、項目５３に記載の集団。
（項目５５）
前記ナノレポーターが、リンカーオリゴに相補的である部分を含む、項目５２に記載の集
団。
（項目５６）
前記相補的領域が約１５個～約２０個の塩基である、項目５５に記載の方法。
（項目５７）
前記ナノレポーターが、リンカーオリゴへのハイブリダイゼーションを通して前記抗体に
付着しており、前記ナノレポーターが、摂氏約３７～４５度の温度で前記リンカーオリゴ
にハイブリダイズしている、項目４９に記載の集団。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
　本発明の新規な特徴は、添付された特許請求の範囲に詳細に示されている。本発明の特
徴および利点をより良く理解することは、本発明の原理が利用される例証的な実施形態を
示す以下の詳細な説明、および添付の図面を参照することによって得られるであろう：
【図１】図１は、溶液中、標的タンパク質に特異的な２つの抗体が標的タンパク質に結合
する、本発明の一実施形態を示す概略図である。第１の抗体は、（丸印の「Ｂ」として示
された）ビオチンなどのアフィニティータグに付着しており、一方、第２の抗体は、部分
的二本鎖の核酸プローブに付着している。第１および第２抗体の標的タンパク質への結合
は、複合体を形成し、その複合体は、第１抗体のアフィニティータグにより溶液から単離
される。部分的二本鎖の核酸プローブの鎖の１つは、溶離して、シグナルオリゴを生じる
ことができ、そのシグナルオリゴは、その後、本明細書に記載された方法のいずれかによ
って分析することができる。
【図２】図２は、異なる濃度でＩＬ－２標的タンパク質を用いた、検出アッセイの結果を
示すグラフである。具体的には、ブロッカーを含まない溶液、０．０３％でミルクを含む
溶液、０．１％でウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含む溶液、または９８ｎｇ／ｍｌでサ
ケ精子（ＳＳ）を含む溶液内でのＩＬ－２の検出を、増加するＩＬ－２標的タンパク質モ
ル濃度（［ＩＬ２標的、Ｍ］）の関数として検出される総数として測定した。
【図３】図３は、図２に用いられるアッセイにおけるＩＬ－２検出の効率を示すグラフで
ある。検出された総数を、視野（ＦＯＶ）あたり６００個の分子に対して標準化し、ＩＬ
２標的タンパク質分子の増加する濃度（［ＩＬ２標的、分子］）の関数として表した。検
出の効率は、このグラフに示された直線の傾きである。
【図４】図４は、溶液三者間結合についての本発明の２つの選択可能な実施形態を示す概
略図である。この方法によれば、溶液中、標的タンパク質に特異的な２つの抗体はその標
的タンパク質に結合する。第１の抗体は、ビオチンなどのアフィニティータグに付着して
おり、定常領域を含み、その定常領域は、例えば、Ｆ反復配列を含む。第２の抗体は、ナ
ノレポータープローブおよび第２の定常領域に付着しており、その第２定常領域は、例え
ば、Ｇ反復配列を含む。第１および第２抗体の標的タンパク質への結合は、複合体を形成
し、その複合体は、第１抗体のアフィニティータグにより溶液から単離することができる
。複合体の「標準的な」溶離は、ＧビーズおよびＦビーズを溶融することによって達成さ
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れる。複合体の「代替の」溶離は消化によって達成される。（円として描かれた）ナノレ
ポーターの標識モノマーは、空間的に区別可能である質的に異なる波長の個々のシグナル
を放射し、左の位置から右の位置へ、赤色（Ｒ）、黄色（Ｙ）、緑色（Ｇ）、青色（Ｂ）
、赤色（Ｒ）、および紫色（Ｖ）である。
【図５】図５は、本発明の実施形態の１つについての解離定数（Ｋｄ）およびプローブ濃
度を示すグラフであり、ナノレポータープローブおよびタンパク質プローブのＫｄに対す
る結合した標的の割合として表されている。
【図６】図６は、溶液中、標的タンパク質に特異的な捕獲抗体が標的タンパク質に結合し
て、複合体を形成する、本発明の実施形態を示す概略図である。その後、複合体は、溶液
から単離することができる。その後、複合体を、第２の抗体と接触させ、第２抗体は、部
分的二本鎖の核酸プローブに付着している。部分的二本鎖の核酸プローブの鎖の１つは、
溶離して、シグナルオリゴを生じることができ、そのシグナルオリゴは、本明細書に記載
された方法のいずれかによって分析され得る。
【図７】図７Ａおよび７Ｂは、溶液中、標的タンパク質に特異的な２つの抗体が標的タン
パク質に結合する、本発明の実施形態を示す概略図である。第１の抗体は、捕獲抗体であ
り、一方、第２の抗体は、部分的二本鎖の核酸プローブに付着しており、プローブ中の鎖
の１つは、ビオチンなどのアフィニティータグに付着している。第１および第２抗体の標
的タンパク質への結合は、複合体を形成し、その複合体は、捕獲抗体により溶液から単離
することができる。部分的二本鎖の核酸プローブの鎖の１つは、溶離して、アフィニティ
ータグを含むシグナルオリゴを生じることができる。その後、シグナルオリゴは、ナノレ
ポーターにハイブリダイズして、ナノレポーター－シグナルオリゴ複合体を形成すること
ができ、その複合体は、単離し、および／または固体表面に固定化することができる。ナ
ノレポーター－シグナルオリゴ複合体は、本明細書に記載された方法のいずれかによって
分析することができる。（円として描かれた）ナノレポーターの標識モノマーは、空間的
に区別可能である質的に異なる波長の個々のシグナルを放射し、左の位置から右の位置へ
、赤色（Ｒ）、黄色（Ｙ）、緑色（Ｇ）、青色（Ｂ）、赤色（Ｒ）、および紫色（Ｖ）で
ある。
【図８Ａ】図８Ａは、近接ライゲーションを用いる、本発明のある特定の実施形態を示す
概略図である。第１および第２のオリゴは、第１および第２の抗体に、それぞれ付着して
おり、どちらの抗体も標的タンパク質に特異的である。第１および第２の抗体は標的タン
パク質に結合し、第１のオリゴおよび第２のオリゴを近接した状態に至らせる。架橋オリ
ゴおよびリガーゼをその溶液に加え、第１のオリゴと第２のオリゴを連結させて、シグナ
ルオリゴを生じる。その後、シグナルオリゴは、本明細書に記載された方法のいずれかに
よって分析することができる。
【図８Ｂ】図８Ｂ～Ｄは、図８Ａに示されたシグナルオリゴが遊離して、精製され得る方
法を示す概略図である。
【図８Ｃ】図８Ｂ～Ｄは、図８Ａに示されたシグナルオリゴが遊離して、精製され得る方
法を示す概略図である。
【図８Ｄ】図８Ｂ～Ｄは、図８Ａに示されたシグナルオリゴが遊離して、精製され得る方
法を示す概略図である。
【図９】図９は、近接ライゲーションを用いる、本発明のある特定の実施形態を示す概略
図である。（円として描かれた）ナノレポーターの標識モノマーは、空間的に区別可能で
ある質的に異なる波長の個々のシグナルを放射し、左の位置から右の位置へ、赤色（Ｒ）
、黄色（Ｙ）、緑色（Ｇ）、青色（Ｂ）、赤色（Ｒ）、および紫色（Ｖ）である。
【図１０】図１０は、増加するタンパク質標的濃度（［タンパク質標的］）の関数として
検出される総数として測定された、ＴＮＦアルファ、ＩＬ１アルファ、ＩＬ６、およびＶ
ＥＧＦの多重化タンパク質検出の結果を示すグラフである。この例において、溶液中、サ
ンドイッチ検出アッセイを用いた。４重の測定を示す。
【図１１】図１１は、濃度の代わりにレーンによってプロットされた、図１０における分
析されたデータを示すグラフである。具体的には、この図は、２つの標的タンパク質が滴
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定有効であったが、２つの他のタンパク質は滴定無効であったことを示している。
【図１２】図１２は、２つのタンパク質標的、ＩＬ１アルファおよびＩＬ６を用いる検出
の限界（ＬＯＤ）実験の結果を示すグラフである。検出された総数を、標的タンパク質の
増加するモル濃度（［標的］モル濃度）の関数としてプロットした。実験により、検出の
限界が、ＩＬ１アルファ（ＩＬ１α）およびＩＬ６、それぞれについて１．４×１０－１

２Ｍおよび１．９×１０－１２Ｍに対応する、１ミリリットルあたり２６ピコグラムおよ
び３８ピコグラム（ｐｇ／ｍｌ）であった。検出限界は、バックグラウンド検出レベルよ
り上の２標準偏差であった。６つの陰性対照を実施し、その結果として、プラスまたはマ
イナス１標準偏差の平均数、すなわち、それぞれ、３１９６±２６５および６７０３±５
８５を生じた。
【図１３】図１３は、水かまたは様々な倍数濃度（０．０１×、０．０３×、または０．
１×）のＳＳＰＥ緩衝液かのいずれかを用いた精製およびすすぎ工程後の抗体レポーター
複合体の様々なコンポーネント（ＰＲＯＸ０１、ＰＲＯＸ０３、ＰＲＯＸ０４、ＰＲＯＸ
０５、およびＰＲＯＸ０６）によって保持された総数を示すグラフである。０．０３×Ｓ
ＳＰＥにおいて、ライゲーションされた産物を表すオリゴ、ＰＲＯＸ０５が保持された。
【図１４】図１４は、結合し、ストレッチされ、固定化されたレポーター上の各抗体プロ
ーブ（Ｓ１７、Ｓ８、Ｓ２２、Ｓ１４、Ｓ２３、Ｓ６、Ｓ１３、Ｓ７、Ｓ１８、Ｓ９、Ｓ
１０、Ｓ１１、Ｓ１２、Ｓ１５、Ｓ１６、Ｓ１９、Ｓ２０、およびＳ２１）についての視
野（ＦＯＶ）あたりの数を示すグラフである。数は、表面に結合している抗体プローブを
持つレポーターについてのみ示されている。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　発明の詳細な説明
　本発明の特に好ましい実施形態について詳細に言及する。好ましい実施形態の例は、次
の実施例セクションにおいて示されている。
【００３１】
　他に規定がない限り、本明細書に用いられる全ての技術用語および科学用語は、本発明
が属する当業者によって一般的に理解されているのと同じ意味をもつ。本明細書で言及さ
れた全ての特許および刊行物は全体として参照により本明細書に組み入れられる。
【００３２】
　本発明は生体分子試料における個々の標的分子の検出および定量化のための組成物およ
び方法を提供する。特に、本発明は、個々の標的分子を結合し得るタンパク質プローブを
提供する。本発明はまた、ナノレポーターの使用を提供する。ナノレポーターの標識コー
ドを通して、タンパク質プローブの標的分子への結合は、標的分子の同定をもたらす。そ
のようなタンパク質プローブおよび／またはナノレポーターを作製して用いる方法もまた
提供される。本明細書に記載された方法および組成物は、診断、予後、品質管理、および
スクリーニングの適用などの幅広い種類の適用において用いることができる。
【００３３】
　本発明のある特定の態様は、多数の標的分子の検出に関する。多重化は、試料を分ける
必要のない、試料内の１つより多い標的分子の測定である。本明細書に記載された方法は
、多重化、定量化、および感度の領域で潜在的利益をもたらす。例えば、いくつかの実施
形態において、標的分子はタンパク質である。タンパク質濃度の測定は難題である。タン
パク質は、粘着性であり、凝集する傾向にある。加えて、タンパク質は不安定であり、Ｒ
ＮＡまたはＤＮＡより容易にアンフォールディングする傾向にある。極度のｐＨ、温度、
溶質濃度、および変性剤の存在は、タンパク質安定を妨害し、測定を複雑にし得る条件で
ある。いくつかの実施形態において、本発明は、感度が高く、かつ信頼性のある多重化タ
ンパク質測定のための方法および組成物を提供する。
【００３４】
　液体試料内での多重化は、このアプローチの重要な利点である。１つの試料内での多重
化は、かなりの労働力を節約し、測定の数に比例した試料の必要量を低減し、別々の試料
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操作および測定工程により度合いを増すエラーの削減により正確さを向上させる。いくつ
かの実施形態において、本明細書に記載された方法は、処理中に異なる試料を一緒にプー
ルして、一度に分析することを可能にする。これは、処理量の優位性を与え、異なる試料
の分析を、例えば、８倍まで、加速させることができる。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、本発明は、標的分子の分析のためのタンパク質プローブ
を提供する。いくつかの実施形態において、本発明は、多重化アッセイに用いるタンパク
質プローブ集団を提供する。集団における各タンパク質プローブは、標的分子に特異的で
ある。その後、標的分子のタンパク質プローブへの結合がナノレポーターを用いて検出さ
れる。各ナノレポーターは、特定の標的分子に会合することができる固有の標識コードを
含む。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、タンパク質プローブへ直接的または
間接的に付着している。その後、固有のナノレポーターの標識コードは、各ナノレポータ
ーの標識コードが、タンパク質プローブに結合した標的分子に会合することができるよう
に特定のタンパク質プローブに割り当てられる。
【００３７】
　他の実施形態において、タンパク質プローブは、シグナルオリゴへ直接的または間接的
に付着している。各タンパク質プローブは、固有のシグナルオリゴに付着している。シグ
ナルオリゴの分析に用いられるナノレポーターは、シグナルオリゴに相補的である部分を
含む。固有のナノレポーターの標識コードは、各ナノレポーターの標識コードがシグナル
オリゴ配列を介して標的分子に会合することができるように、特定のシグナルオリゴ配列
に割り当てられる。
【００３８】
　本発明の他の態様において、本発明は、シグナルをデジタル的に測定することにより標
的分子を検出するための方法を提供する。現在のテクノロジーは、アナログ蛍光シグナル
を用いて標的分子の存在を定量化する。蛍光を用いる定量化は、様々な理由でエラーを起
こしやすい。例えば、フルオロフォアは光退色し得る。タンパク質の存在下で、または局
所環境、例えば、ｐＨ、塩のせいで、スペクトルの変化があり得る。加えて、光源は、時
間と共に強度に変化があり得る。例えば、アークランプは、一般的に用いられる光源であ
るが、時間と共に有意に異なる照度レベルを引き起こし得るアークワンダーと呼ばれる現
象を示す。本発明の実施形態において、標的分子はデジタル的に検出される。蛍光を、ナ
ノレポーターの標識コードを読み取るために用いてもよいが、シグナルは高く、スポット
は存在するかしないかのいずれかであり、したがってデジタル検出である。標的分子のデ
ジタル検出は、より正確な定量化をもたらす。
【００３９】
　タンパク質プローブ
　タンパク質プローブは、少なくとも１つの標的タンパク質、少なくとも１つの標的タン
パク質代理物、または両方と結合するように設計される分子または集合体であり；適切な
条件下で、タンパク質プローブおよび標的タンパク質を含む分子複合体を形成することが
できる。用語「タンパク質」、「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「アミノ酸配列
」は、本明細書では交換可能に用いられ、任意の長さのアミノ酸のポリマーを指す。ポリ
マーは線状でも分岐型でもよく、修飾アミノ酸を含んでもよく、非アミノ酸または合成ア
ミノ酸が割り込んでいてもよい。その用語はまた、例えば、ジスルフィド結合形成、グリ
コシル化、脂質化、アセチル化、リン酸化、または標識コンポーネントとのコンジュゲー
ションなどの任意の他の操作によって改変されているアミノ酸ポリマーも含む。本明細書
で用いられる場合、用語「アミノ酸」は、天然および／または非天然または合成アミノ酸
のいずれをも指し、それらには、グリシンおよびＤ型またはＬ型の光学異性体の両方、な
らびにアミノ酸類似体およびペプチド模倣体が挙げられるが、それらに限定されない。
【００４０】
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　本発明の方法はまた、タンパク質以外の標的を結合するように設計されたタンパク質プ
ローブを含む。タンパク質以外の標的の例には、核酸、脂質、糖質、イオン、小分子、有
機モノマー、および薬物が挙げられるが、それらに限定されない。便宜のためのみ、本明
細書に記載された実施形態のほとんどは、標的タンパク質に結合するタンパク質プローブ
との関連において説明されている。しかしながら、これらの実施形態はまた、他の標的分
子に適用することができる。
【００４１】
　タンパク質プローブは、典型的には、少なくとも１つの第１のプローブおよび少なくと
も１つの第２のプローブを含む少なくとも１つのプローブセットの一部である。しかしな
がら、ある特定の実施形態において、少なくとも１つのプローブセットは、第１のプロー
ブのみまたは第２のプローブのみを含むことができるが、第１のプローブおよび第２のプ
ローブの両方を含むことはできない。プローブは、それらが少なくとも１つの標的タンパ
ク質、少なくとも１つの標的タンパク質の少なくとも１つの部分、少なくとも１つの標的
タンパク質代理物、標的タンパク質代理物の少なくとも一部分、またはそれらの組み合わ
せに、典型的には、配列特異的様式、高次構造（ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ）特異的様式
、または両方で、例えば、限定されないが、抗原－抗体結合、アプタマー－標的結合など
の様式で、結合し、またはそれらと相互作用することを可能にする少なくとも１つの反応
部分を含む。
【００４２】
　ある特定の実施形態において、タンパク質プローブは、アイデンティティ部またはアイ
デンティティ部の少なくとも一部分、例えば、シグナルオリゴ、ナノレポーター、および
／またはリンカーオリゴを含む。ある特定の実施形態において、タンパク質プローブは捕
獲領域を含む。いくつかの実施形態において、捕獲領域は、タンパク質プローブの単離お
よび／またはタンパク質プローブの表面への固定化のために用いられる。捕獲領域は、下
記に記載されているようなアフィニティータグ、ビーズ、スライド、またはアレイであり
得る。
【００４３】
　いくつかの実施形態において、タンパク質プローブは抗体である。本明細書で用いられ
る場合、抗体（複数可）という用語は、広い意味で用いられ、無傷の抗体分子、例えば、
限定されないが、免疫グロブリンＡ、免疫グロブリンＧ、および免疫グロブリンＭだけで
なく、少なくとも１つのエピトープに免疫特異的に結合する抗体分子の任意の免疫反応性
コンポーネント（複数可）も含む。そのような免疫反応性コンポーネントには、Ｆａｂ断
片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、一本鎖抗体断片（ｓｃＦｖ）、ミニ抗体、二重
特異性抗体、架橋抗体断片、ＡｆｆｉｂｏｄｙＴＭ、サイクロチド、分子などが挙げられ
るが、それらに限定されない。抗体工学技術またはタンパク質工学技術を用いて導き出さ
れた免疫反応性産物もまた、明白に、抗体という用語の意味の範囲内である。関連したプ
ロトコールを含む抗体工学および／またはタンパク質工学の詳細な説明は、とりわけ、Ｊ
．ＭａｙｎａｒｄおよびＧ．Ｇｅｏｒｇｉｏｕ、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ
．２：３３９　７６（２０００）；Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、Ｒ．Ｋ
ｏｎｔｅｒｍａｎｎおよびＳ．Ｄｕｂｅｌ編、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｌａｂ　Ｍａｎｕａｌ
、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ（２００１）；米国特許第５，８３１，０１２号；な
らびにＳ．Ｐａｕｌ、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ
、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ（１９９５）に見出すことができる。
【００４４】
　抗体は、限定されないが、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、単一特異性抗体
、組換え発現抗体、ヒト化抗体、植物抗体などを含む様々な源から得ることができ、ウサ
ギ、マウス、ヤギ、ラット、ヒト、ウマ、ウシ、モルモット、ニワトリ、ヒツジ、ロバ、
ヒトなどを含む様々な動物種から得ることができることを当業者は認識しているであろう
。幅広い種類の抗体が市販されており、カスタムメイドの抗体は、いくつかの契約研究所
から入手することができる。関連したプロトコールを含む抗体の詳細な説明は、とりわけ
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、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｃｏｌｉｇａｎ
ら編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（１９９９、２００３年８月までの更新を含
む）；Ｔｈｅ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ　Ｎｏｔｅｂｏｏｋ；Ｂａｓｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ
ｔｉｏｎ、Ｇ．ＨｏｗａｒｄおよびＤ．Ｂｅｔｈｅｌ編、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ（２０００
）；Ｊ．Ｇｏｄｉｎｇ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐ
ｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ、第３版、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９９６
）；Ｅ．ＨａｒｌｏｗおよびＤ．Ｌａｎｅ、Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ　Ｐｒｅｓｓ（１９９９）；Ｐ．Ｓｈｅｐｈｅ
ｒｄおよびＣ．Ｄｅａｎ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｐｒａｃ
ｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ（２
０００）；Ａ．ＪｏｈｎｓｔｏｎｅおよびＭ．Ｔｕｒｎｅｒ、Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ　１　ａｎｄ　２、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９９７
）；Ｃ．Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、第２版、
Ｏｘｆｏｒｄ　ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９９５）；Ａ．Ｊｏｈｎｓｔｏｎ
ｅおよびＲ．Ｔｈｏｒｐｅ、Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｉｎ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ
、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｌｔｄ．（１９９６）；Ｈ．Ｚｏｌａ、Ｍｏｎ
ｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏ
ｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ　Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ（Ｂａｓｉｃｓ：Ｆｒｏｍ　Ｂａｃｋｇｒｏｕ
ｎｄ　ｔｏ　Ｂｅｎｃｈ）、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ（２０００）；ならびにＳ
．Ｈｏｃｋｆｉｅｌｄら、Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　ａｎｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂ　Ｐｒｅｓｓ（１９９３）に見出すことができる。さらに、標識型また
は非標識型の、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、および単一特異性抗体、加え
て、それらの免疫反応性コンポーネントを含む膨大な数の市販の抗体；カスタム抗体供給
業者などは、ワールドワイドウェブ上の、とりわけ、ｂｉｏｃｏｍｐａｒｅ．ｃｏｍでの
Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｅａｒｃｈページ、ａｎｔｉｂｏｄｙｒｅｓｏｕｒｃｅ．ｃｏｍで
のＡｎｔｉｂｏｄｙ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ　Ｐａｇｅ、およびｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ．
ｃｏｍでのＡｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｘｐｌｏｒｅｒページに見出すことができる。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載された抗体は、核酸、例えば、シグナル
オリゴ、リンカーオリゴ、および／またはナノレポーターに付着している。核酸を抗体に
付着させるための方法は、当技術分野において知られている。核酸を抗体に付着させるた
めの任意の適切な方法は、本発明の方法に含まれる。本明細書に記載された抗体は、Ｇｕ
ｌｌｂｅｒｇら、ＰＮＡＳ　１０１（２２）：２２８４２０－８４２４頁（２００４）；
およびＢｏｏｚｅｒら、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、７６（２３）：６
９６７－６９７２頁（２００４）に記載された方法によって核酸に付着することができ、
両方の文献は、参照により本明細書に組み入れられる。本明細書に記載された抗体は、ラ
ンダムアミン付着によって核酸に付着することができる。いくつかの実施形態において、
本明細書に記載された抗体は、１０：１の核酸対抗体の比を用いてランダムアミン付着に
よって核酸に付着することができる。本明細書に記載された抗体は、参照により本明細書
に組み入れられたＫｏｚｌｏｖら、Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ　５：７３（５）：６２１－
６３０頁（２００４）に記載された方法によって核酸に付着することができる。本明細書
に記載された抗体は、ヒドラジン化学作用によって核酸に付着することができる。本明細
書に記載された抗体は、参照により本明細書に組み入れられたＮｏｌａｎ、Ｎａｔｕｒｅ
　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２、１１－１２（２００５）に記載されているように「オタマジャク
シ（ｔａｄｐｏｌｅ）」を用いて核酸に付着することができる。本明細書に記載された抗
体は、本明細書に記載されたものを含む、操作された抗体を作製するための当技術分野に
おいて公知の任意の適切な方法によって核酸に付着することができる。
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【００４６】
　いくつかの実施形態において、タンパク質プローブはアプタマーである。アプタマーに
は、核酸アプタマー（すなわち、一本鎖ＤＮＡ分子または一本鎖ＲＮＡ分子）およびペプ
チドアプタマーが挙げられる。アプタマーは、高特異性の高次構造依存性様式で、典型的
には非常に高い親和性で、標的分子を結合するが、必要に応じて、より低い結合親和性の
アプタマーを選択することができる。アプタマーは、メチル基またはヒドロキシル基の存
在または非存在などの非常に小さな構造的違いに基づいて標的間を区別することが示され
ており、ある特定のアプタマーは、Ｄ－エナンチオマーとＬ－エナンチオマーを区別する
ことができる。薬物、金属イオン、および有機色素を含む小分子標的、ペプチド、ビオチ
ン、ならびに、限定されないが、ストレプトアビジン、ＶＥＧＦ、およびウイルスタンパ
ク質を含むタンパク質に結合するアプタマーが得られている。アプタマーは、ビオチン化
後、フルオレセイン標識後、ならびにガラス表面およびミクロスフェアに付着した場合に
、機能活性を保持することが示されている。
【００４７】
　スピーゲルマー（ｓｐｅｉｇｅｌｍｅｒｓ）を含む核酸アプタマーは、試験管内進化法
（ＳＥＬＥＸ）として知られたインビトロ選択プロセスにより同定される。ＳＥＬＥＸプ
ロセスにおいて、オリゴヌクレオチドの非常に大きいコンビナトリアルライブラリー、例
えば、多くの場合、６０～１００ヌクレオチド長ほどの大きさの、１０１４～１０１５個
の個々の配列が、日常的に、インビトロ選択および増幅の反復性プロセスによってスクリ
ーニングされる。たいていの標的は、８～１５サイクル内でアフィニティー濃縮され、プ
ロセスは自動化されて、より速いアプタマー単離を可能にしている。ペプチドアプタマー
は典型的には、当技術分野において公知知ないくつかの異なるタンパク質工学技術によっ
て同定され、それらの技術には、ファージディスプレイ、リボソームディスプレイ、ｍＲ
ＮＡディスプレイ、選択的感染ファージテクノロジー（ＳＩＰ）などが挙げられるが、そ
れらに限定されない。核酸アプタマーおよびペプチドアプタマーが従来の手順に従って、
過度の実験なしに、得ることができることを当業者は理解しているであろう。関連したプ
ロトコールを含むアプタマーの詳細な説明は、とりわけ、Ｌ．Ｇｏｌｄ、Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．、２７０（２３）：１３５８１　８４（１９９５）；Ｓ．Ｊａｙａｓｅｎａ、
Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．、４５：１６２８－５０（１９９９）；Ｖ．Ｓｉｅｂｅｒら、Ｎａ
ｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６（１０）：９５５－６０（１９９８）；Ｄ．Ｗｉｌｓｏ
ｎおよびＪ．Ｓｚｏｓｔａｋ、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６８：６１１－４７（
１９９９）；Ｌ．Ｊｅｒｍｕｔｕｓら、Ｅｕｒ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．、３１：１７９－
８４（２００２）；Ｓ　Ｓ．Ｓｐａｄａら、Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、３７８：４４５－５
６（１９９７）；Ｂ．Ｗｌｏｔｚｋａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、９
９：８８９８－８９０２（２００２）に見出すことができる。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、アプタマーは、シグナルオリゴ、リンカーオリゴ、およ
び／またはナノレポーターにライゲーションされるか、またはハイブリダイズする。いく
つかの実施形態において、アプタマーのナノレポーターへのライゲーションは、標識を有
するセグメントをナノレポーターにアニーリングする前に行われる。アプタマーのハイブ
リダイゼーションまたはライゲーションは、当技術分野において公知の任意の適切な方法
によって行うことができる。例えば、ライゲーションは、少なくとも１つのＤＮＡリガー
ゼまたは少なくとも１つのＲＮＡリガーゼ、例えば、限定されないが、Ｔ４　ＤＮＡリガ
ーゼ、Ｔ４　ＲＮＡリガーゼ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ（Ｔｔｈ）リ
ガーゼ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ（Ｔａｑ）ＤＮＡリガーゼ、またはＰｙｒ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ（Ｐｆｕ）リガーゼによって酵素的に実施することが
できる。ライゲーションはまた、カルボジイミド、臭化シアン（ＢｒＣＮ）、イミダゾー
ル、１－メチルイミダゾール／カルボジイミド／シスタミン、Ｎ－シアノイミダゾール、
ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、および紫外線などの活性化剤および還元剤を用いる化学
的ライゲーションによって実施することができる。
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【００４９】
　いくつかの実施形態において、タンパク質プローブはペプトイドである。ペプトイドは
、タンパク質を結合するＮ置換型グリシンの合成ペプチドの短い配列である。いくつかの
実施形態において、小さいサイズのペプトイドは、本明細書に記載された方法の拡散およ
び動態学を向上させる。ペプトイドを作製するための当技術分野において公知の任意の適
切な方法は、本明細書に記載された方法に含まれる。参照により本明細書に組み入れられ
た、Ｓｉｍｏｎら、ＰＮＡＳ　１５；８９（２０）：９３６７－９３７１（１９９２）を
参照。
【００５０】
　標的タンパク質
　標的タンパク質は、タンパク質プローブのそれへの結合によって検出または測定される
タンパク質であり、そのタンパク質プローブの標的特異的領域（複数可）が認識する。し
かしながら、本発明は、核酸、脂質、糖質、小分子、有機モノマー、または薬物などのタ
ンパク質以外の他の標的の検出を含む。本明細書における方法によって分析することがで
きる核酸には、二本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＤＮＡヘアピン、ＤＮＡ／ＲＮＡハ
イブリッド、ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡまたはｍｉＲＮＡ）、およびＲＮＡヘアピンが挙
げられる。便宜上のみ、本明細書に記載された方法は、ほとんどタンパク質を分析するこ
とに関連して説明されている。しかしながら、本明細書に記載された実施形態はまた、非
タンパク質標的を検出するために用いることもできる。
【００５１】
　標的タンパク質は、他のコンポーネントを含む生体分子試料の一部であり得るか、また
は試料の唯一もしくは主要なコンポーネントであり得る。標的タンパク質は、細胞全体ま
たは組織全体、細胞抽出物または組織抽出物、その分画された可溶化液、または実質的に
精製された分子のコンポーネントであり得る。標的タンパク質は、溶液中、または、例え
ば、チップ、マイクロアレイ、またはビーズなどの固体表面を含む固相に付着することが
できる。また、標的分子は、公知かまたは未知のいずれかの構造または配列を有し得る。
【００５２】
　本明細書に開示された組成物、方法、およびキットはまた、試料において標的タンパク
質の存在を決定する幅広い種類の適用に用いることができる。例えば、限定されないが、
組成物、方法、およびキットは、限定されないが、薬物代謝、ＡＤＭＥプロファイリング
、および毒性研究を含む薬物動態学的研究；薬物発見についての標的検証；タンパク質発
現プロファイリング；プロテオーム分析；メタボロミクス研究；限定されないが、グリコ
シル化、リン酸化、アセチル化、ならびにガンマ－カルボキシグルタミン酸を形成するグ
ルタミン酸の修飾、およびヒドロキシル化を形成するプロリンのヒドロキシル化などのア
ミノ酸修飾を含む翻訳後修飾研究；特定の血清または粘膜抗体レベルの分析；非核酸診断
指示薬の評価；外来抗原検出などに有用である。
【００５３】
　ある特定の実施形態において、少なくとも１つのプローブセットの少なくとも１つの第
１のタンパク質プローブ、少なくとも１つの第２のタンパク質プローブ、または第１のタ
ンパク質プローブおよび第２のタンパク質プローブの両方は、少なくとも１つの標的タン
パク質または少なくとも１つの標的タンパク質代理物と特異的に反応する少なくとも１つ
の抗体、アプタマー、またはペプトイドを含む。ある特定の実施形態において、少なくと
も１つのプローブセットの少なくとも１つの第１のタンパク質プローブ、少なくとも１つ
の第２のタンパク質プローブ、または第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク質
プローブの両方は、少なくとも１つの標的タンパク質または少なくとも１つの標的タンパ
ク質代理物と特異的に相互作用する結合タンパク質を含む。
【００５４】
　抗体プローブに関して、反応部分が典型的には、抗原結合部位および抗体分子の関連残
基をふくむこと；ならびに、標的配列が、エピトープを含む、分析物の部分を含み、その
ような配列が線状か、高次構造か、またはそれらの組み合わせかを問わないことを当業者
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は理解している。本明細書に記載された分子複合体および分子複合体の少なくとも一部分
が、とりわけ、特定の分子複合体もしくは切断可能コンポーネントの性質、および用いら
れるＳＭＤ技術および検出装置に依存して、基質に繋ぎ止められ、もしくは付着しながら
も、または、溶液中でありながらも、個々に検出することができることを当業者は認識し
ているであろう。
【００５５】
　タンパク質単離技術もまた当技術分野においてよく知られており、これらの技術の少な
くとも一部を用いるキットは市販されている。タンパク質単離技術は、典型的には、以下
のうちの１つまたは複数を用いる：物理的方法、化学的方法、および酵素的方法を含む浸
解および細胞溶解；遠心分離；サイズ排除クロマトグラフィーおよび分取電気泳動などの
分子量による分離；選択的沈殿、例えば、塩溶手順および塩析手順；様々なクロマトグラ
フ的方法など。タンパク質精製技術の詳細な説明およびそれについての関連したプロトコ
ールは、とりわけ、Ｍａｒｃｈａｋら、Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｃｏｕｒｓｅ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｐｒｅｓｓ（１９９６）；Ｅｓｓｅｎｔｉａｌｓ　ｆｒｏｍ　Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｄ．ＳｐｅｃｔｏｒおよびＲ．Ｇｏｌｄｍａｎ編、Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ（２００３）；Ｒ．Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｐ
ｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ（２００３）；ならびに、Ｄ
．Ｌｉｅｂｌｅｒ、Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ、Ｈｕｍａ
ｎａ　Ｐｒｅｓｓ（２００２）に見出すことができる。市販のキットも用いることができ
、それらには、ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭ．ＲＴＭ．、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、Ｃａｌｉｆ．から
入手できるＰｒｏｔｅｏＥｘｔｒａｃｔＴＭＰａｒｔｉａｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｅｘｔ
ｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔｓ（Ｐ－ＰＥＫ）、およびＰｒｏｔｅｏＥｘｔｒａｃｔＴＭＣｏ
ｍｐｌｅｔｅ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔｓ（Ｃ－ＰＥＫ）が挙
げられるが、それらに限定されない。本発明の組成物、方法、およびキットと共に用いる
非核酸分析物が、そのような精製技術および市販のキットを用いて過度の実験なしに容易
に得ることができることを当業者は認識しているであろう。
【００５６】
　方法
　本発明は、生体分子試料における個々の標的タンパク質の検出および定量化のための方
法を提供する。特に、本発明は、個々の標的タンパク質を結合し得るタンパク質プローブ
を提供する。本発明はまた、ナノレポーターの使用を提供する。ナノレポーターの標識コ
ードを通して、タンパク質プローブの標的分子への結合は、標的分子の同定をもたらす。
そのようなタンパク質プローブおよび／またはナノレポーターを作製して用いる方法もま
た提供される。
【００５７】
　いくつかの実施形態において、本発明は、タンパク質プローブを標的タンパク質に結合
させることによる、標的タンパク質の検出および／または定量化のための方法を提供する
。タンパク質プローブは、そのプローブが標的タンパク質、または標的タンパク質代理物
、またはそれらの組み合わせに、典型的には、配列特異的様式、高次構造特異的様式、ま
たは両方で、例えば、限定されないが、抗原－抗体結合、アプタマー－標的結合などの様
式で、結合し、またはそれらと相互作用することを可能にする少なくとも１つの反応部分
を含む。
【００５８】
　タンパク質プローブは、典型的には、少なくとも１つの第１のプローブおよび少なくと
も１つの第２のプローブを含む少なくとも１つのプローブセットの一部である。したがっ
て、いくつかの実施形態において、本発明は、タンパク質プローブセットを標的タンパク
質に結合させることによる、標的タンパク質の検出および／または定量化のための方法で



(24) JP 5954876 B2 2016.7.20

10

20

30

40

50

あって、タンパク質プローブセットが、第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク
質プローブを含む、方法を提供する。第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク質
プローブは、標的タンパク質、または標的タンパク質代理物、またはそれらの組み合わせ
の異なる領域に、例えば、配列特異的様式、高次構造特異的様式、または両方で、結合し
、またはそれらと相互作用することを可能にする少なくとも１つの反応部分を含む。
【００５９】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載された方法は、アイデンティティ部また
はアイデンティティ部の少なくとも一部分、例えば、シグナルオリゴ、ナノレポーター、
および／またはリンカーオリゴを含むタンパク質プローブをさらに含む。アイデンティテ
ィ部は、本明細書に記載された方法の検出工程において標的タンパク質に結合したタンパ
ク質プローブ（複数可）の存在または非存在の同定を可能にする。したがって、いくつか
の実施形態において、本発明は、タンパク質プローブまたはタンパク質プローブセットを
標的タンパク質に結合させることによる、標的タンパク質の検出および／または定量化の
ための方法であって、タンパク質プローブまたはタンパク質プローブセットにおけるタン
パク質プローブの少なくとも１つがアイデンティティ部（例えば、シグナルオリゴ、ナノ
レポーター、および／またはリンカーオリゴ）を含む、方法を提供する。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、アイデンティティ部はシグナルオリゴである。シグナル
オリゴは、ポリヌクレオチド配列を含む。各タンパク質プローブまたはタンパク質プロー
ブセットは、アッセイにおいて、シグナルオリゴが標的タンパク質と会合することができ
るように、特異的および／または固有的シグナルオリゴを有する。ある特定の実施形態に
おいて、シグナルオリゴは、約４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、
１２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個、２１個、
２２個、２３個、２４個、２５個、２６個、２７個、２８個、２９個、３０個、４０個、
５０個、６０個、７０個、またはそれ以上のヌクレオチド塩基を含む。一実施形態におい
て、シグナルオリゴは、４０～１２０個の間の塩基、または８０～１００個の間の塩基を
含む。いくつかの実施形態において、シグナルオリゴはビオチン化されており、下記のよ
うに、捕獲プローブおよびナノレポーターと共に用いられる。シグナルオリゴは、タンパ
ク質プローブに直接的または間接的に付着することができる。核酸をタンパク質プローブ
に付着させるための方法は、本明細書に記載されたものを含め、当技術分野において公知
である。シグナルオリゴは、設計された合成核酸配列、またはウイルスゲノム、バクテリ
オファージ、もしくは動物ゲノム由来の配列などの天然源由来の天然配列であり得る。
【００６１】
　いくつかの実施形態において、シグナルオリゴは、タンパク質プローブに付着したリン
カーオリゴとのハイブリダイゼーションを通してタンパク質プローブへ間接的に付着して
いる。リンカーオリゴは、ポリヌクレオチド配列を含む。リンカーオリゴが用いられる実
施形態において、各リンカーオリゴは、相補的シグナルオリゴが標的タンパク質に会合す
ることができるように、アッセイにおいてタンパク質プローブまたはタンパク質プローブ
セットに特異的および／または固有的である。シグナルオリゴは、タンパク質プローブに
付着したリンカーオリゴに相補的である部分を含む。いくつかの実施形態において、シグ
ナルオリゴの相補的部分は５個、６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個、１
３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個、２１個、２２個、２
３個、２４個、２５個、２６個、２７個、２８個、２９個、３０個、４０個、５０個、６
０個、７０個、またはそれ以上のヌクレオチド塩基である。いくつかの実施形態において
、シグナルオリゴの相補的部分は１０～２５個の塩基である。いくつかの実施形態におい
て、シグナルオリゴの相補的部分は１５～２０個の塩基の範囲にある。いくつかの実施形
態において、シグナルオリゴの相補的部分は４０個の塩基である。いくつかの実施形態に
おいて、シグナルオリゴの相補的部分は３０個の塩基である。いくつかの実施形態におい
て、シグナルオリゴの相補的部分は２０個の塩基である。リンカーオリゴは、設計された
合成核酸配列、またはウイルスゲノム、バクテリオファージ、もしくは動物ゲノム由来の



(25) JP 5954876 B2 2016.7.20

10

20

30

40

50

配列などの天然源由来の天然配列であり得る。
【００６２】
　図１は、シグナルオリゴが標的タンパク質の検出に用いられる、本発明の実施形態の１
つの概略図を示す。図１に示された実施形態は、標的タンパク質の結合をナノレポーター
のハイブリダイゼーションから分離するように設定されている。工程１）における図１は
、リンカーオリゴとのハイブリダイゼーションを介してプローブに付着したシグナルオリ
ゴを含む第１のタンパク質プローブ；およびアフィニティータグに付着した第２タンパク
質を示す。図１に示された実施形態において、タンパク質プローブは抗体であり、アフィ
ニティータグはビオチンである。しかしながら、この図に示された実施形態は、本明細書
に記載されたタンパク質プローブおよびアフィニティータグのいずれでも利用することが
できる。第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク質プローブのどちらも、標的の
１つまたは複数の部分を結合し得る標的特異的領域を含む。工程２）および３）において
、標的タンパク質を、第１のタンパク質プローブおよび第２のタンパク質プローブと混合
する。工程４）において、標的タンパク質とタンパク質プローブの複合体を精製する。図
１に示された例において、標的タンパク質とタンパク質プローブの複合体を、Ｄｙｎａｂ
ｅａｄｓ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）などのストレプトアビジン結合型磁気ビ
ーズを用いて精製する。しかしながら、これを始めとする、本明細書に記載されたいずれ
の他の実施形態においても、標的タンパク質とタンパク質プローブ（複数可）の複合体を
、限定されないが、ＨＰＬＣ、ＦＰＬＣ、サイズ排除（ゲル濾過）クロマトグラフィー、
アフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相互作用ク
ロマトグラフィー、イムノアフィニティークロマトグラフィー、および逆相クロマトグラ
フィーを含むクロマトグラフィー；ビオチン－アビジン、マルトース－マルトース結合タ
ンパク質（ＭＢＰ）、カルシウム－カルシウム結合ペプチドなどのリガンド－受容体結合
；アプタマー－標的結合；ジップコードハイブリダイゼーションなどの当技術分野におい
て公知の任意の適切な方法によって精製することができる。
【００６３】
　図１の工程５）において、シグナルオリゴを、標的タンパク質とタンパク質プローブの
複合体から溶離させ、下記のようなナノレポーターを用いて分析する。シグナルオリゴを
溶離させるための方法は、当技術分野において公知であり、それらには、図１に示された
ものおよび本明細書に記載されたものが挙げられる。いくつかの実施形態において、図１
に示された方法は、複数の標的タンパク質を検出および／または定量化するために用いら
れる。各標的タンパク質は、図１に記載されているような第１のプローブおよび第２のプ
ローブを含むプローブセットによって検出される。各プローブセットは、特異的および／
または固有的シグナルオリゴを有し、そのシグナルオリゴが、その後、各プローブセット
の標的タンパク質に会合することができる。
【００６４】
　いくつかの実施形態において、タンパク質プローブは捕獲領域を含む。いくつかの実施
形態において、捕獲領域は、タンパク質プローブの単離および／またはタンパク質プロー
ブの表面への固定化に用いられる。捕獲領域は、下記のようなアフィニティータグ、また
はビーズ、スライド、もしくはアレイなどの固体表面であり得る。
【００６５】
　図６は、本発明の実施形態の１つの概略図を示す。この実施形態において、タンパク質
プローブは、捕獲領域、例えば、磁気ビーズに付着している。図６は抗体の使用を示して
いる。しかしながら、この図に示された実施形態は、本明細書に記載されたタンパク質プ
ローブおよび捕獲領域のいずれでも利用することができる。タンパク質プローブ（例えば
、抗体）を、本明細書に記載された方法を含む当技術分野において公知の任意の適切な方
法によって捕獲領域に付着させることができる。標的タンパク質を、捕獲領域を含むタン
パク質プローブと混合する。その後、標的タンパク質とタンパク質プローブの複合体を、
リンカーオリゴを介してシグナルオリゴに付着した第２のタンパク質プローブと接触させ
る。標的タンパク質とタンパク質プローブの複合体を精製する。この例において、標的タ
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ンパク質と抗体の複合体を、捕獲抗体における磁気ビーズを用いて精製する。しかしなが
ら、これを始めとする本明細書に記載されたいずれの他の実施形態においても、標的タン
パク質とタンパク質プローブの複合体は、上記の方法などの当技術分野において公知の任
意の適切な方法によって精製することができる。捕獲領域がスライドまたはアレイである
場合には、標的タンパク質とタンパク質プローブの複合体は、過剰の結合していない試料
およびタンパク質プローブを洗い流すことによって精製することができる。その後、単離
された標的タンパク質／タンパク質プローブ複合体を洗浄し、シグナルオリゴを溶離させ
る。シグナルオリゴを、下記のようなナノレポーターを用いて分析する。シグナルオリゴ
を溶離させるための方法は、本明細書に記載された方法を含む当技術分野において公知で
ある。この実施形態において、タンパク質とナノレポーターは十分離れており、それが、
タンパク質の粘着性に関する懸念を排除している。いくつかの実施形態において、図６に
示された方法は、複数の標的タンパク質を検出および／または定量化するために用いられ
る。各標的タンパク質は、図６に記載されているように第１のプローブおよび第２のプロ
ーブを含むプローブセットによって検出される。各プローブセットは、特異的および／ま
たは固有的シグナルオリゴを有し、そのシグナルオリゴが、その後、各プローブセットの
標的タンパク質に会合することができる。
【００６６】
　いくつかの実施形態において、シグナルオリゴはアフィニティータグに付着している。
シグナルオリゴにおけるアフィニティータグは、シグナルオリゴを単離および／または固
定化するために用いることができる。シグナルオリゴを利用する本明細書に記載された方
法のいずれにおいても、シグナルオリゴはアフィニティータグに付着することができる。
【００６７】
　図７は、本発明の実施形態の１つの概略図を示す。この実施形態は、本明細書に記載さ
れた方法のいずれとも用いることができる。図７の図は、タンパク質プローブとして抗体
を示すが、この例は、本明細書に記載されたタンパク質プローブのいずれとも用いること
ができる。図７は、捕獲領域（例えば、磁気ビーズ）に直接的または間接的に（例えば、
オリゴを通してのハイブリダイゼーションによる）付着した抗体、およびビオチン化シグ
ナルオリゴに付着した第２抗体を示す。しかしながら、この図に示された実施形態は、本
明細書に記載された捕獲領域およびアフィニティータグのいずれでも利用することができ
る。標的タンパク質をタンパク質プローブと混合する。標的タンパク質と抗体の複合体を
、捕獲抗体における磁気ビーズを用いて精製する。しかしながら、これを始めとする本明
細書に記載されたいずれの他の実施形態においても、標的タンパク質とタンパク質プロー
ブの複合体は、上記の方法などの当技術分野において公知の任意の適切な方法によって精
製することができる。捕獲領域がスライドまたはアレイである場合には、標的タンパク質
とタンパク質プローブの複合体は、過剰の結合していない試料およびタンパク質プローブ
を洗い流すことによって精製することができる。その後、単離された標的タンパク質／抗
体複合体を洗浄し、シグナルオリゴを、本明細書に記載されたものを含む当技術分野にお
いて公知の任意の適切な方法によって溶離させる。図７の実施形態において、シグナルオ
リゴを、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（登録商標）などのオリゴヌクレオチド結合型ビーズを用い
て精製する。しかしながら、シグナルオリゴを、それに付着したアフィニティータグに従
っての任意の適切な方法によって精製することができる。シグナルオリゴを、下記のよう
なナノレポーターを用いて分析する。いくつかの実施形態において、図７に示された方法
は、複数の標的タンパク質を検出および／または定量化するために用いられる。各標的タ
ンパク質は、図７に記載されているように第１のプローブおよび第２のプローブを含むプ
ローブセットによって検出される。各プローブセットは、特異的および／または固有的シ
グナルオリゴを有し、そのシグナルオリゴが、その後、各プローブセットの標的タンパク
質に会合することができる。図７に記載された実施形態は、それがたった２回のビーズ精
製を必要とするだけという利点を提供する。加えて、この実施形態において、タンパク質
とナノレポーターは十分離れており、それが、タンパク質の粘着性に関する懸念を排除し
ている。
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【００６８】
　いくつかの実施形態において、シグナルオリゴは、近接している２つのオリゴをライゲ
ーションすること、例えば、近接ライゲーションによって作製される。近接ライゲーショ
ンの図は、図８に示されている。図８の工程１）において、オリゴを含むプローブは、標
的タンパク質に対として結合するように、かつプローブが近接した状態になったとき、ラ
イゲーションによりシグナルオリゴを形成するように設計される。図８は、タンパク質プ
ローブとして抗体を用いる実施形態を示す。しかしながら、図８に記載された方法は、本
明細書に記載されたタンパク質プローブのいずれとも用いることができる。オリゴを含む
プローブは、当技術分野において公知の任意の方法、例えば、Ｇｕｌｌｂｅｒｇら、ＰＮ
ＡＳ　１０１（２２）、ｐ８４２０－２４（２００４）に記載された方法よって調製およ
び精製することができる。図８の工程２）において、その後、標的タンパク質を、オリゴ
および架橋オリゴを含むプローブと混合する。
【００６９】
　架橋オリゴはポリヌクレオチド配列を含む。タンパク質プローブに付着したオリゴは、
架橋オリゴに相補的である部分を含む。いくつかの実施形態において、オリゴの相補的部
分は、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個、１３個、１４個、１５
個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個、２１個、２２個、２３個、２４個、２５
個、２６個、２７個、２８個、２９個、３０個、４０個、５０個、６０個、７０個、また
はそれ以上のヌクレオチド塩基である。いくつかの実施形態において、タンパク質プロー
ブに付着したオリゴのそれぞれとの架橋オリゴの相補的部分は、６～１５個の塩基であり
、架橋オリゴの全長は１２～３０個の塩基である。いくつかの実施形態において、オリゴ
の相補的部分は４０個の塩基である。いくつかの実施形態において、オリゴの相補的部分
は３０個の塩基である。いくつかの実施形態において、オリゴの相補的部分は２０個の塩
基である。
【００７０】
　図８の工程４）において、プローブライゲーションに必要とされるコンポーネントを加
える。タンパク質プローブにおけるオリゴは、当技術分野において公知の任意の適切な方
法によってライゲーションすることができる。本発明によるライゲーションは、任意の酵
素的または化学的プロセスを含み、ヌクレオチド間の連結は、架橋オリゴに隣接してハイ
ブリダイズする核酸配列の逆末端の間で形成される。ライゲーションに用いることができ
る酵素の例には、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ４　ＲＮＡリガーゼ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈ
ｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ（Ｔｔｈ）リガーゼ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ（Ｔａ
ｑ）ＤＮＡリガーゼ、またはＰｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ（Ｐｆｕ）リガー
ゼなどのＤＮＡリガーゼおよびＲＮＡリガーゼが挙げられるが、それらに限定されない。
化学的ライゲーションは、カルボジイミド、臭化シアン（ＢｒＣＮ）、イミダゾール、１
－メチルイミダゾール／カルボジイミド／シスタミン、Ｎ－シアノイミダゾール、ジチオ
スレイトール（ＤＴＴ）、および紫外線などの活性化剤および還元剤を用いて実施するこ
とができる。限定されないが、ギャップ充填ＯＬＡおよびＬＣＲを含むギャップ充填ライ
ゲーション、架橋オリゴヌクレオチドライゲーション、および補正ライゲーションなどの
ライゲーション技術もまた本発明の範囲内である。これらの技術の説明は、とりわけ、米
国特許第５，１８５，２４３号、欧州特許出願公開第ＥＰ　３２０３０８号および第ＥＰ
　４３９１８２号、ならびに国際公開特許第ＷＯ　９０／０１０６９号および第ＷＯ　０
１／５７２６８号に見出すことができる。
【００７１】
　図８の工程５）において、ライゲーション後、シグナルオリゴを、ジスルフィド還元、
ウラシル除去、制限消化、プロテイナーゼＫ、または当技術分野において公知の任意の他
の適切な方法によって遊離させる。加えて、シグナルオリゴを、図８Ｂ～８Ｄに示された
方法によって遊離させることができる。図８Ｂは、シグナルオリゴがビオチンまたは配列
などのアフィニティータグを有する実施形態を示す。アフィニティータグは、本明細書に
記載されているようなシグナルオリゴを単離および／または固定化するために用いること
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ができる。図８Ｃは、架橋オリゴがビオチンまたは配列などのアフィニティータグを有す
る実施形態を示す。アフィニティータグは、本明細書に記載されているようなシグナルオ
リゴを単離および／または固定化するために用いることができる。ライゲーションされた
オリゴのみが、単離および／または固定化プロセス中にシグナルオリゴにハイブリダイズ
したままであるのに十分な重複を有する。図８Ｄは、図８Ｂおよび８Ｃの実施形態が組み
合わされている実施形態を示す。シグナルオリゴを、下記のようなナノレポーターを用い
て分析する。いくつかの実施形態において、図８に示された方法は、複数の標的タンパク
質を検出および／または定量化するために用いられる。各標的タンパク質は、図８に記載
されているように第１のプローブおよび第２のプローブを含むプローブセットによって検
出される。各プローブセットは、特異的および／または固有的シグナルオリゴを有し、そ
のシグナルオリゴが、その後、各プローブセットの標的タンパク質に会合することができ
る。図８に記載された実施形態は、感度、交差反応性の最小化、および多重化を中心とし
たいくつかの有益性をもつ。近接ライゲーションは、高感度を示しており、オフ速度を本
質的に減少させることによって見かけのＫｄを低下させる効果を有する。
【００７２】
　近接ライゲーションを利用するいくつかの実施形態において、オリゴのうちの１つは、
ナノレポーターに付着している。図９はそのような実施形態の１つの図を示す。
【００７３】
　図９の工程１）において、オリゴを含むプローブは、標的タンパク質に対として結合す
るように設計される。タンパク質プローブの１つにおけるオリゴの１つはナノレポーター
に付着している。図９は、タンパク質プローブとして抗体を用いる実施形態を示す。しか
しながら、図９に記載された方法は、本明細書に記載されたタンパク質プローブのいずれ
とも用いることができる。オリゴを含むプローブは、上記のように調製および精製するこ
とができる。図９の工程２）および３）において、その後、標的タンパク質を、オリゴお
よび架橋オリゴを含むプローブと混合する。架橋オリゴは、第１のタンパク質プローブに
おけるオリゴ、および第２のタンパク質プローブに付着したナノレポーターの部分に結合
する。
【００７４】
　第１のタンパク質プローブに付着したオリゴおよびナノレポーターは、架橋オリゴと相
補的である部分を含む。いくつかの実施形態において、相補的部分は、５個、６個、７個
、８個、９個、１０個、１１個、１２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１
８個、１９個、２０個、２１個、２２個、２３個、２４個、２５個、２６個、２７個、２
８個、２９個、３０個、４０個、５０個、６０個、７０個、またはそれ以上のヌクレオチ
ド塩基である。いくつかの実施形態において、相補的部分は４０個の塩基である。いくつ
かの実施形態において、相補的部分は３０個の塩基である。いくつかの実施形態において
、相補的部分は２０個の塩基である。いくつかの実施形態において、タンパク質プローブ
に付着したオリゴそれぞれおよびナノレポーターとの架橋オリゴの相補的部分は、６～１
５個の塩基であり、架橋オリゴの全長は１２～３０個の塩基である。図９の工程４）にお
いて、その後、プローブライゲーションに必要とされるコンポーネントを加える。第１の
タンパク質プローブにおけるオリゴおよびナノレポーターは、上記のような当技術分野に
おいて公知の任意の適切な方法によってライゲーションすることができる。図９の工程５
）において、ライゲーション後、任意で、シグナルオリゴを、ジスルフィド還元、ウラシ
ル除去、制限消化、プロテイナーゼＫ、または当技術分野において公知の任意の他の適切
な方法によって遊離させることができる。
【００７５】
　加えて、シグナルオリゴを、図８Ｂ～８Ｄに示された方法によって遊離させることがで
きる。例えば、図８Ｃに記載されたアプローチを用いて、精製工程は、シグナルオリゴの
、例えば、抗体からの遊離後、ライゲーションされたオリゴをライゲーションされていな
いオリゴから分離するように実施される。この精製工程は、磁気ビーズまたはタンパク質
の物理的分離についての当技術分野において公知の任意の他の方法を用いて実施すること
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ができる。重要なことには、用いられる抗体の量が、用いられるレポーターの量より高い
場合には、その結果として生じる過剰のライゲーションされていないオリゴが、レポータ
ーのオリゴへのハイブリダイゼーションをブロックする可能性がある。実施例７に記載さ
れているように、精製工程は、緩衝溶液でのすすぎ工程をさらに含む。図１３は、様々な
緩衝液条件において、抗体レポーター複合体のどれくらい様々なコンポーネントが、精製
され、すすがれるかを示している。好ましいすすぎ用緩衝液はＳＳＰＥである；しかしな
がら、受容体複合体またはそのコンポーネントの数を保持するための類似した能力を有す
る他の緩衝液および全ての濃度が、これらの方法に包含される。
【００７６】
　シグナルオリゴを、下記のようなナノレポーターを用いて分析する。いくつかの実施形
態において、図９に示された方法は、複数の標的タンパク質を検出および／または定量化
するために用いられる。各標的タンパク質は、図９に記載されているように第１のプロー
ブおよび第２のプローブを含むプローブセットによって検出される。各プローブセットは
、特異的および／または固有的シグナルオリゴを有し、そのシグナルオリゴが、その後、
各プローブセットの標的タンパク質に会合することができる。図９に記載された実施形態
は、近接ライゲーションによるＫｏｆｆの減少という利点を利用している。より低いＫｏ
ｆｆは、より低いＫｄ、およびより低い濃度のタンパク質プローブで作用する能力を意味
する。このＫｄの減少によって、レポーターについて必要とされる濃度で作用すること、
およびそれにしたがって、多重分析についての直接的検出アプローチを企図し、試薬費用
を減少させることがより容易になる。これらの実施形態は、アッセイ内で、レポーターへ
のハイブリダイゼーション工程を必要としない。したがって、これらのアッセイは、より
速くなって、より短い時間で応答することになるであろう。
【００７７】
　いくつかの実施形態において、シグナルオリゴを、下のセクションで記載されているよ
うなナノレポーター（複数可）を用いて分析／検出する。これらの実施形態において、ナ
ノレポーター（複数可）は、シグナルオリゴに相補的である部分を含む。いくつかの実施
形態において、相補的部分は、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個
、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個、２１個、２２個
、２３個、２４個、２５個、２６個、２７個、２８個、２９個、３０個、４０個、５０個
、６０個、７０個、またはそれ以上のヌクレオチド塩基である。いくつかの実施形態にお
いて、相補的部分は４０個の塩基である。いくつかの実施形態において、相補的部分は３
０個の塩基である。いくつかの実施形態において、相補的部分は２０個の塩基である。い
くつかの実施形態において、相補的部分は１５～２０個の塩基である。
【００７８】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載された方法は、ナノレポーターを含むタ
ンパク質プローブをさらに含む。したがって、いくつかの実施形態において、本発明は、
タンパク質プローブまたはタンパク質プローブセットを標的タンパク質に結合させること
による、標的タンパク質の検出および／または定量化のための方法であって、タンパク質
プローブまたはプローブセットにおけるタンパク質プローブの少なくとも１つがナノレポ
ーターを含む、方法を提供する。
【００７９】
　図４は、本発明の実施形態のうちの１つの概略図を示す。この実施形態において、ナノ
レポーターは抗体のうちの１つに付着している。図４に記載された方法は、本明細書に記
載されたタンパク質プローブのいずれを用いても、利用することができる。いくつかの実
施形態において、ナノレポーターは、タンパク質プローブに直接的に付着することができ
る。他の実施形態において、ナノレポーターは、リンカーオリゴを通してのハイブリダイ
ゼーションによってタンパク質プローブに付着することができる。したがって、ナノレポ
ーターは、タンパク質プローブにおけるリンカーオリゴと相補的である部分を含む。いく
つかの実施形態において、相補的部分は、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、１１
個、１２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個、２１
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個、２２個、２３個、２４個、２５個、２６個、２７個、２８個、２９個、３０個、４０
個、５０個、６０個、７０個、またはそれ以上のヌクレオチド塩基である。いくつかの実
施形態において、リンカーオリゴは１５～２０個の塩基である。いくつかの実施形態にお
いて、相補的部分は４０個の塩基である。いくつかの実施形態において、相補的部分は３
０個の塩基である。いくつかの実施形態において、相補的部分は２０個の塩基である。い
くつかの実施形態において、相補的部分は１５個の塩基である。
【００８０】
　ナノレポーターのリンカーオリゴへのハイブリダイゼーションは、相補的部分の長さに
依存して異なる温度で起こり得る。いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、３
２℃～４０℃の範囲の温度で、タンパク質プローブに付着したリンカーオリゴにハイブリ
ダイズすることができる。いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、３５℃の温
度で、タンパク質プローブに付着したリンカーオリゴにハイブリダイズすることができる
。いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、３７℃の温度で、タンパク質プロー
ブに付着したリンカーオリゴにハイブリダイズすることができる。いくつかの実施形態に
おいて、ナノレポーターは、４５℃の温度で、タンパク質プローブに付着したリンカーオ
リゴにハイブリダイズすることができる。いくつかの実施形態において、ナノレポーター
は、５２℃～５７℃の温度で、タンパク質プローブに付着したリンカーオリゴにハイブリ
ダイズすることができる。いくつかの実施形態において、ナノレポーターは、リンカーオ
リゴとのナノレポーターの相補的部分の融解温度（Ｔｍ）より１５℃～２０℃下の温度で
、タンパク質プローブに付着したリンカーオリゴにハイブリダイズすることができる。リ
ンカーオリゴとのナノレポーターの相補的部分の長さおよびそれらのハイブリダイゼーシ
ョン温度が、用いられるタンパク質プローブの型に依存することを当業者は理解している
であろう。いくつかの実施形態において、タンパク質プローブは抗体であり、リンカーオ
リゴとのナノレポーターの相補的部分の長さは１５～２０個の塩基であり、それは、約５
７℃、すなわち、３７℃の理想的抗体温度より１５℃～２０℃上のＴｍを与える。したが
って、いくつかの実施形態において、タンパク質プローブは抗体であり、リンカーオリゴ
とのナノレポーターの相補的部分の長さは１５～２０個の塩基であり、ハイブリダイズす
る温度は３７℃である。
【００８１】
　図４は、抗体の１つがビオチンに結合しており、その他の抗体がナノレポーターを付着
させている、標的タンパク質と抗体の複合体が形成されることを示す。図４に記載された
方法は、ビオチン以外の本明細書に記載されたいずれのアフィニティータグも用いること
ができる。標的タンパク質－抗体複合体の精製は、本明細書に記載されたものを含む、当
技術分野において公知の任意の適切な方法によって実施することができる。ナノレポータ
ーの溶離は、ＧビーズおよびＦビーズを溶融することにより、消化、または当技術分野に
おいて公知の任意の他の適切な方法により、達成することができる。タンパク質－抗体複
合体がアフィニティータグを含む実施形態において、複合体を、例えばストレプトアビジ
ンでコーティングされた、カバーガラス（Ｏｐｔｉｃｈｅｍ（登録商標）、Ａｃｃｅｌｒ
８　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）に結合させることができる。ナノ
レポーターを下記のように分析する。いくつかの実施形態において、図４に示された方法
は、複数の標的タンパク質を検出および／または定量化するために用いられる。各標的タ
ンパク質は、図４に記載されているように第１のプローブおよび第２のプローブを含むプ
ローブセットによって検出される。各プローブセットは、特異的および／または固有的ナ
ノレポーターを有し、そのナノレポーターが、その後、各プローブセットの標的タンパク
質に会合することができる。
【００８２】
　いかなる理論またはいかなる特定の実施形態にも限定されるつもりはないが、シグナル
オリゴを利用する本発明の実施形態は、以下のいくつかの利点を提供する：（１）これら
の実施形態は、標的タンパク質およびタンパク質プローブをナノレポーターから分離する
。レポーターからのタンパク質の分離によって、タンパク質を測定するためにナノレポー
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ターを用いることに付随した溶解性および粘着性の潜在的問題が排除される。ナノレポー
ターからの標的タンパク質の分離は、ＤＮＡとタンパク質の間でのＫｄミスマッチの課題
を回避し、最大シグナルおよび最低ノイズを得るための両方についての理想的濃度の使用
を可能にし、必要に応じて低Ｋｄの抗体の使用を可能にする；（２）間接的シグナルオリ
ゴアプローチは、下記のナノレポーターアッセイの上流のプロセスとして実行し、それに
より、最適化されたナノレポーターアッセイを利用することができる；（３）タンパク質
プローブセット（例えば、抗体ペア）が、必要に応じて、それらの通常の配置で、例えば
、表面上（例えば、磁気ビーズ上）の捕獲抗体および溶液中の検出抗体として、用いるこ
とができる。いくつかの抗体はこの配置において最良に作用する；（４）これらの実施形
態に関して、タンパク質プローブが標的から外れること（Ｋｏｆｆ速度）、例えば、抗体
だけが、ビーズ上での結合および精製中、標的に結合した状態で留まらなければならない
ことに関連した問題が最小限に抑えられる。これは、より低い結合親和性をもつ抗体を含
む広範囲の抗体の使用を可能にする；ならびに（５）タンパク質は、核酸、例えば、ＲＮ
ＡまたはＤＮＡと同じレーンで読み取ることができる。試料をまず分割する：一部を、本
明細書に記載されたタンパク質検出実施形態に供し（細胞を界面活性剤で溶解し、その後
、本明細書に記載されているように、結合させ、精製する）、一部を切り離して、核酸試
料として処理する（細胞をＧＩＴＣで溶解する）。その後、試料を再び組み合わせ、下記
のようなナノレポーターを用いて分析するが、同じレーンで行う可能性もある。同じレー
ンにおける核酸（例えば、ＲＮＡ）およびタンパク質の両方の測定は、測定による違いを
最小限にし、タンパク質および核酸の発現データをより比較可能にし、必要とされるデー
タを得るための複数の測定方法の必要性を排除する。
【００８３】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載された方法は、タンパク質の測定と組み
合わせた、核酸、例えば、ＲＮＡまたはＤＮＡの測定を提供する。
【００８４】
　本明細書に記載された実施形態のいずれも、複数の標的タンパク質の検出に用いること
ができる。いくつかの実施形態において、本発明は、標的タンパク質の分析のためのタン
パク質プローブを含む方法を提供する。いくつかの実施形態において、本発明は、多重化
アッセイに用いるタンパク質プローブ集団を提供する。集団における各タンパク質プロー
ブは、標的分子に特異的である。その後、標的タンパク質のタンパク質プローブへの結合
を、ナノレポーターを用いて検出する。各ナノレポーターは、下記のように、特定の標的
分子に会合することができる固有の標識コードを含む。
【００８５】
　いくつかの実施形態において、下記のようなナノレポーターの検出は、１回に１分子が
カウントされる点で本来、デジタルである。コードを読むために蛍光が用いられるが、シ
グナルは高く、スポットは存在するかしないかのいずれかであり、したがってデジタル検
出である。シグナルを定量化するために用いられるアナログ蛍光シグナルよりむしろデジ
タル検出を用いることが、より正確な定量化をもたらす。したがって、本明細書に記載さ
れた方法は、現在可能なレベルを超えるレベルでの多重化、より正確な定量化、場合によ
り、より高い感度を可能にする。
【００８６】
　ナノレポーター
　特定の標的に会合するシグナルのコード（ナノレポーター標識コード）を提供するナノ
レポーター。いくつかの実施形態において、タンパク質プローブに会合したシグナルオリ
ゴまたはリンカーオリゴへのナノレポーターの結合の際、ナノレポーターコードは、ナノ
レポーターが結合しているシグナルオリゴまたはタンパク質プローブを同定する。したが
って、いくつかの実施形態において、本発明のナノレポーターは、以下の２つの主要な部
分を含む：（ｉ）タンパク質プローブに会合したシグナルオリゴまたはリンカーオリゴに
特異的な配列；および（ｉｉ）標識されたナノレポーター。いくつかの実施形態において
、ナノレポーターはタンパク質プローブに直接的に付着している。
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【００８７】
　ナノレポーターはモジュラー構造である。いくつかの実施形態において、ナノレポータ
ーは、複数の異なる検出可能な分子を含む。いくつかの実施形態において、標識ナノレポ
ーターは、以下のある特定の基本的要素を含む分子成分である：（ｉ）直線的に組み合わ
されて付着した複数の標識付着領域、および（ｉｉ）バックボーンの標識付着領域に付着
した相補的ポリヌクレオチド配列。いくつかの実施形態において、標識ナノレポーターは
、直線的に組み合わされて付着した２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、
１０個、またはそれ以上の固有の標識付着領域、およびバックボーンの標識付着領域に付
着した相補的ポリヌクレオチド配列を含む。いくつかの実施形態において、標識ナノレポ
ーターは、直線的に組み合わされて付着した３個以上の標識付着領域、およびバックボー
ンの標識付着領域に付着した相補的ポリヌクレオチド配列を含む。標識付着領域という用
語は、検出可能な分子についての個々の付着点としての役割を果たし得る、所定のバック
ボーン内の定義されたポリヌクレオチド配列の領域を含む。
【００８８】
　直線的に組み合わされて付着した複数の標識付着領域は、固有的に設計された配列を含
み得る。加えて、ナノレポーター内の直線的に組み合わされて付着した複数の標識付着領
域は、少なくとも１つの鋳型、例えば、限定されないが、クローニングカセット、ポリリ
ンカーなどを含む誘導体を含めての、アデノウイルス、肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス
、ロタウイルスのゲノムなどの線状もしくは線状可能なウイルスゲノム、またはラムダ、
Ｍ１３、φＸ－１７４、Ｔシリーズのバクテリオファージなどのバクテリオファージの少
なくとも一部分などの少なくとも１つの核酸配列；クローニングカセット、ポリリンカー
などを含む誘導体を含めての、ｐＢＲ３２２およびｐＵＣシリーズプラスミドなどのプラ
スミド；合成鋳型；人工配列を含む鋳型などを含む。事実上、いかなる小片の核酸も、そ
れが少なくとも２個の標識付着領域を含むのに十分大きいならば、またはそれが少なくと
も１つの他の核酸配列と組み合わせることができて、その組み合わされた配列が少なくと
も２個の標識付着領域を含むのに十分大きいならば、ナノレポーターを作製するための鋳
型としての役割を果たすことができることを当業者は理解しているであろう。
【００８９】
　いくつかの実施形態において、標識ナノレポーターはまた、定常領域を含むバックボー
ンを含む。定常領域は、ナノレポーターに直接的または間接的に付着することができる。
したがって、定常領域は、ナノレポーターに共有結合することができるか、または定常領
域は、アッセイにおいて後で、ナノレポーターに結合することができる。定常領域という
用語は、約１０個～約２５個のヌクレオチドの縦列反復配列を含む。定常領域は、ナノレ
ポーターの５’領域または３’領域のいずれかで付着することができ、定常領域に相補的
である配列を固体基質に付着させることによるなど、画像化または検出のためのナノレポ
ーターの捕獲および固定化のために利用されてもよい。
【００９０】
　ナノレポーターの要素は、単一分子成分（単一ナノレポーター）または２つの別個の分
子成分（二重ナノレポーター）として見出すことができる。各分子成分は、１つの分子で
構成されてもよいし、共有結合性または非共有結合性手段によってお互いに付着した１つ
より多い分子で構成されてもよい。いくつかの実施形態において、二重ナノレポーターの
各コンポーネントは、同じシグナルオリゴ分子上の異なる部位に結合するシグナルオリゴ
特異的配列を有する。二重ナノレポーター系を用いる場合、ナノレポータープローブの１
つは、標識されてなくてもよい。いくつかの実施形態において、非標識ナノレポータープ
ローブは捕獲領域を含んでもよい。いくつかの実施形態において、非標識ナノレポーター
プローブは、シグナルオリゴ特異的領域、および一本鎖であり得るバックボーンを含んで
もよい。いくつかの実施形態において、非標識ナノレポータープローブは、シグナルオリ
ゴ特異的領域、および二本鎖であり得るバックボーンを含んでもよい。
【００９１】
　ナノレポーターバックボーンに付着した相補的ポリヌクレオチド配列は、検出可能な分
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子または標識モノマーをナノレポーターバックボーンに付着させる作用をする。相補的ポ
リヌクレオチド配列は、例えば、１つまたは複数の検出可能な分子の相補的ポリヌクレオ
チド配列への共有結合性組み入れによって、直接的に標識されてもよい。あるいは、相補
的ポリヌクレオチド配列は、特異的なリガンド相互作用の能力があるビオチンまたは他の
分子の相補的ポリヌクレオチド配列への組み入れによるなど、間接的に標識されてもよい
。そのような例において、リガンド（例えば、相補的ポリヌクレオチド配列へのビオチン
組み入れの場合におけるストレプトアビジン）が、検出可能な分子に共有結合していても
よい。標識付着領域に付着した検出可能な分子が、相補的ポリヌクレオチド配列へ直接的
には組み入れられていない場合、この配列は、検出可能な分子と標識付着領域との間の橋
としての役割を果たし、架橋分子、例えば、架橋核酸と呼ばれる場合がある。
【００９２】
　いくつかの実施形態において、本発明は、参照により全体として本明細書に組み入れら
れた、米国特許第７，４７３，７６７号；米国特許出願第１０／５４２，４５８号；第１
２／３２４，３５７号；第１１／６４５，２７０号、および第１２／５４１，１３１号に
記載されたナノレポーターを用いる。
【００９３】
　本発明の、核酸に基づいたナノレポーター、ナノレポーター－シグナルオリゴ複合体、
またはナノレポーター－タンパク質プローブ複合体は、ナノレポーターの定常領域に相補
的であるオリゴヌクレオチドなどの核酸を用いてアフィニティー精製または固定化され得
る核酸を含む。上記で述べられているように、いくつかの実施形態において、ナノレポー
ターは、精製および／または（例えば、固体表面への）固定化のためのアフィニティータ
グとしての役割を果たし得る少なくとも１つの定常領域を含む。定常領域は、典型的には
、１連の１５塩基の反復などの反復ヌクレオチドの２つ以上の縦列反復領域を含む。その
ような例示的な実施形態において、ナノレポーターは、シグナルオリゴ、標的分子と複合
体形成している、していないに関わらず、反復単位の逆相補体である１５塩基のオリゴヌ
クレオチドでコーティングされたアフィニティー試薬により精製または固定化することが
できる。
【００９４】
　ナノレポーター、ナノレポーター－シグナルオリゴ複合体、またはナノレポーター－タ
ンパク質プローブ複合体は、２つ以上のアフィニティー選択工程で精製することができる
。例えば、ナノレポーターがタンパク質プローブに付着している実施形態において、ナノ
レポーターはアフィニティータグを含み得る。シグナルオリゴおよび二重ナノレポーター
が用いられる場合の他の実施形態において、１つのナノレポータープローブは、第１のア
フィニティータグを含み得、その他のナノレポータープローブは、第２の（異なる）アフ
ィニティータグを含み得る。ナノレポータープローブを、シグナルオリゴと混合し、二重
ナノレポーターの２つのプローブを含む複合体は、一方または両方の個々のアフィニティ
ータグに対するアフィニティー精製により結合していない材料（例えば、シグナルオリゴ
、またはナノレポーターの個々のプローブ）から分離される。第１工程において、混合物
は、第１アフィニティータグについてのアフィニティー試薬に結合することができ、それ
によって、第１アフィニティータグを含むプローブのみ、および所望の複合体が精製され
る。結合した材料を、第１アフィニティー試薬から遊離させ、任意で、第２アフィニティ
ータグについてのアフィニティー試薬に結合させて、第１アフィニティータグを含むナノ
レポータープローブからの複合体の分離を可能にする。この時点で、完全な複合体のみが
結合しているであろう。複合体を、最終的に、第２アフィニティータグについてのアフィ
ニティー試薬から遊離させ、その後、好ましくは、ストレッチさせ、画像化する。アフィ
ニティー試薬は、アフィニティータグの結合パートナーでコーティングされた任意の固体
表面であり得、例えば、結合パートナーでコーティングされたカラム、ビーズ（例えば、
ラテックスまたは磁気ビーズ）、またはスライドなどである。アフィニティー試薬を用い
るナノレポーターの固定化およびストレッチは、参照により全体として本明細書に組み入
れられた、Ｓｅａｎ　Ｍ．ＦｅｒｒｅｅおよびＤｗａｙｎｅ　Ｌ．Ｄｕｎａｗａｙによる
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、「Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　Ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ　Ｏｒｉｅｎｔｅｄ，Ｉｍｍｏｂ
ｉｌｉｚｅｄ　Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｔｈ
ｅｉｒ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ」という発明の名称の２００５年１２月２３日に出願さ
れた米国仮出願第６０／７５３，８１６号、ならびに米国特許第７，４７３，７６７号；
米国特許出願第１０／５４２，４５８号；第１２／３２４，３５７号；第１１／６４５，
２７０号、および第１２／５４１，１３１号に完全に記載されている。
【００９５】
　所定のナノレポーターのバックボーンの様々な標識付着領域に会合した標識モノマーに
よって供給されるシグナルの配列により、ナノレポーターの固有の同定が可能になる。例
えば、蛍光標識を用いる場合、固有のアイデンティティまたは固有のスペクトルシグネチ
ャーを有するナノレポーターは、特定の標的分子またはその部分を認識するシグナルオリ
ゴ特異的配列またはタンパク質プローブに会合している。ナノレポーターと会合した、蛍
光標識ナノレポーターのスペクトルコードなどのナノレポーターシグナルの検出により、
混合物における標的分子の存在の検出が可能になる（定性分析）。所定のスペクトルコー
ドまたはシグネチャーと会合した、全ての標識モノマーをカウントすることにより、シグ
ナルオリゴ特異的配列、またはナノレポーターに結合したタンパク質プローブと会合した
混合物における全ての分子のカウントが可能になる（定量分析）。シグナルオリゴが用い
られる実施形態において、その後、シグナルオリゴは、シグナルオリゴに会合したタンパ
ク質プローブへの標的分子の結合を介して標的分子と相関することができる。したがって
、ナノレポーターは、公知の生物学的マーカーの定量分析によって異なる生物学的状態（
例えば、疾患対健康）の診断または予後に有用である。
【００９６】
　さらに、本発明のナノレポーターによって提供されるシグナル分子検出および定量化の
精巧な感度により、異なる生物学的状態の間でのゆらぎが、伝統的な分子方法を用いて特
定の生物学的状態との相関を検出するには軽微すぎるものを含む、新しい診断マーカーお
よび予後マーカーの同定が可能になる。ナノレポーターに基づいた分子検出の感度により
、小さい生体試料における治療剤および診断剤の詳細な薬物動態学的分析が可能になる。
【００９７】
　ナノレポーターの合成は、当技術分野において公知の任意の適切な方法によって実施す
ることができる。ナノレポーターの合成の例は、参照により全体として本明細書に組み入
れられた、米国特許第７，４７３，７６７号；米国特許出願第１０／５４２，４５８号；
第１２／３２４，３５７号；第１１／６４５，２７０号、および第１２／５４１，１３１
号に記載されている。
【００９８】
　一実施形態において、本発明は、ナノレポーターバックボーンに付着したアフィニティ
ータグをさらに含むナノレポーターを提供し、それによって、アフィニティータグの支持
体への付着が、バックボーンストレッチ、およびバックボーン上の異なる標識付着領域に
対応する標識モノマーにより提供されるシグナルの分解を可能にする。ナノレポータース
トレッチは、限定されないが、物理的、水力学的、または電気的手段を含む手段を含む、
当技術分野において公知の任意のストレッチ手段を含み得る。アフィニティータグは定常
領域を含んでもよい。
【００９９】
　プローブの集団における各ナノレポータープローブの固有性により、複数の標的分子の
多重化分析が可能になる。例えば、いくつかの実施形態において、各ナノレポータープロ
ーブは、６個の標識付着領域を含み得、各バックボーンの各標識付着領域は、その同じバ
ックボーンにおけるその他の標識付着領域とは異なっている。標識認識領域が４つの色の
うちの１つで標識されることになっており、かつ標識付着領域について２４個の可能な固
有配列があり、かつ各標識付着領域が特定の色を割り当てられている場合には、各バック
ボーンにおける各標識付着領域は、４つの配列のうちの１つからなるであろう。この例に
おいて４０９６個の可能なナノレポーターがあることになる。可能なナノレポーターの数
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は、例えば、色の数を増加させること、標識付着領域についての固有配列の数を増加させ
ること、および／またはバックボーンあたりの標識付着領域の数を増加させることにより
、増加させることができる。同様に、可能なナノレポーターの数は、色の数を減少させる
こと、標識付着領域についての固有配列の数を減少させること、および／またはバックボ
ーンあたりの標識付着領域の数を減少させることにより、減少させることができる。
【０１００】
　ある特定の実施形態において、検出方法は、多重アッセイで実施され、複数の標的分子
が同じアッセイ（単一の反応混合物）において検出される。好ましい実施形態において、
アッセイは、複数の標的分子が同時に検出されるハイブリダイゼーションアッセイである
。ある特定の実施形態において、同じアッセイで検出される複数の標的分子は、少なくと
も２個、少なくとも５個の異なる標的分子、少なくとも１０個の異なる標的分子、少なく
とも２０個の異なる標的分子、少なくとも５０個の異なる標的分子、少なくとも７５個の
異なる標的分子、少なくとも１００個の異なる標的分子、少なくとも２００個の異なる標
的分子、少なくとも５００個の異なる標的分子、または少なくとも７５０個の異なる標的
分子、または少なくとも１０００個の異なる標的分子である。他の実施形態において、同
じアッセイで検出される複数の標的分子は、最高５０個の異なる標的分子、最高１００個
の異なる標的分子、最高１５０個の異なる標的分子、最高２００個の異なる標的分子、最
高３００個の異なる標的分子、最高５００個の異なる標的分子、最高７５０個の異なる標
的分子、最高１０００個の異なる標的分子、最高２０００個の標的分子、または最高５０
００個の標的分子である。さらに他の実施形態において、検出される複数の標的分子は、
異なる標的分子の前述の数の間の任意の範囲、例えば、限定されないが、２０個～５０個
までの異なる標的分子、５０個～２００個までの異なる標的分子、１００個～１０００個
までの異なる標的分子、５００個～５０００個までの異なる標的分子など、その他もろも
ろである。
【０１０１】
　本発明のナノレポーターにより提供される定性分析能力、およびそれに基づいた分析技
術に加えて、本発明のナノレポーターは、独特なことに、定量分析を行うのに適している
。生体分子試料における、本発明のナノレポーター（単一ナノレポーターか二重ナノレポ
ーターかに関わらず）とそれらの標的分子の間の１対１の結合を提供することによって、
試料に存在する標的分子の全部または代表的部分を、同定し、カウントすることができる
。この様々な分子種の個々のカウントは、生体分子試料における標的分子の絶対的または
相対的濃度を決定するための正確かつ直接的な方法を提供する。さらに、混合物中の各分
子を個々にアドレス指定する能力により、高感度、最小限の試料必要量、小容量における
液相動態学により与えられる高反応速度、および最終的に非常に低い試薬費用を含む小型
化による利益を個々に活用している。
【０１０２】
　検出可能な分子または標識モノマー
　本発明のナノレポーターは、放射性同位元素、蛍光色素、色素、酵素、ナノ粒子、化学
発光マーカー、ビオチン、または直接的（例えば、発光により）もしくは間接的（例えば
、蛍光標識抗体の結合により）に検出することができる当技術分野において公知の他のモ
ノマーなど、様々な標識モノマーのいずれかで標識することができる。一般的に、ナノレ
ポーターにおける標識付着領域のうちの１つまたは複数が、１つまたは複数の標識モノマ
ーで標識され、ナノレポーターの標識付着領域に付着した標識モノマーによって提供され
るシグナルは、ナノレポーターの標的特異的領域が結合する標的を同定する検出可能なコ
ードを構成する。ある特定の実施形態において、標識付着領域からの所定のシグナルの欠
如（例えば、ダークスポット）もまた、ナノレポーターコードの部分を構成することがで
きる。
【０１０３】
　本明細書に記載されたナノレポーターと共に用いることができる標識モノマーの例、お
よび標識モノマーをナノレポーターへ組み入れるための方法の例は、参照により全体とし
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て本明細書に組み入れられた、米国特許第７，４７３，７６７号；米国特許出願第１０／
５４２，４５８号；第１２／３２４，３５７号；第１１／６４５，２７０号、および第１
２／５４１，１３１号に記載されている。
【０１０４】
　アフィニティータグ
　当技術分野において公知の様々なアフィニティータグは、例えば、ナノレポーターを精
製および／または固定化するために、用いられ得る。いくつかの実施形態において、ビオ
チンアンカーが、ナノレポーターに付着しており、ナノレポーターのストレプトアビジン
コーティング化スライド上への固定化を可能にする。
【０１０５】
　いくつかの実施形態において、標識ナノレポーターは、各末端にアフィニティータグ、
Ａ１およびＡ２を含む。標識ナノレポーターは、Ａ１の固定化アフィニティーパートナー
への結合を通して表面に固定化することができる。Ａ２についてのアフィニティー結合パ
ートナーの非存在下において、ナノレポーターのＡ２末端は溶液中に留まるが、アフィニ
ティー結合パートナー（Ａ２’）の存在下において、ナノレポーターのＡ２末端もまた固
定化される。いくつかの実施形態において、標識ナノレポーターは、単一のアフィニティ
ータグ、Ａ１を含む。もう一つのアフィニティータグ、Ａ２は、Ａ２を含む分子へのナノ
レポーターの直接的結合によってナノレポーターに付着することができる（例えば、ナノ
レポーターが核酸であるか、または核酸を含む場合には、それは、Ａ２が付着している別
の核酸と直接的にハイブリダイズすることができる）。あるいは、いずれかのアフィニテ
ィータグが、架橋核酸などの架橋分子を介して標識ナノレポーターに付着することができ
る。いくつかの実施形態において、Ａ１の固定化の際、ナノレポーターは、ナノレポータ
ーコードの検出を可能にする様式における標識付着領域の分離のために、例えば、エレク
トロストレッチングにより、ストレッチまたは「伸長」することができる。任意で、ナノ
レポーターが伸長された状態にあると同時に、Ａ２が導入され、表面まで降りて、Ａ２と
相補的であるナノレポーターの末端に結合する。
【０１０６】
　いくつかの実施形態において、アフィニティータグは、例えば、タンパク質プローブを
精製および／または固定化するために、タンパク質プローブに付着している。
【０１０７】
　アフィニティータグは、限定されないが精製を含む様々な有用な適用のために、ビーズ
または他のマトリックスへの付着に用いることができる。
【０１０８】
　アフィニティータグの例、ならびにそれらを作製し、および／またはそれらを本明細書
に記載されたナノレポーターに付着させる方法の例は、参照により全体として本明細書に
組み入れられた、米国特許第７，４７３，７６７号；米国特許出願第１０／５４２，４５
８号；第１２／３２４，３５７号；第１１／６４５，２７０号、および第１２／５４１，
１３１号に記載されている。
【０１０９】
　生体分子試料
　本発明のタンパク質プローブおよびナノレポーター系は、任意の生体分子試料において
標的タンパク質を検出するために用いることができる。当業者によって認識されているよ
うに、試料は、物質をいくらでも含んでいてもよく、その例には以下が挙げられるが、そ
れらに限定されない：（初代細胞および培養細胞系の両方を含む）細胞、細胞可溶化物ま
たは細胞抽出物、ならびに組織および組織抽出物などの生体試料；体液（血液、尿、血清
、リンパ液、胆汁、脳脊髄液、間質液、眼房水または硝子体液、初乳、痰、羊水、唾液、
肛門および膣の分泌液、汗および精液、漏出液、滲出液（例えば、膿瘍、または感染もし
くは炎症の任意の他の部位から得られる液体）または事実上、任意の器官の関節（例えば
、正常な関節、または関節リウマチ、変形性関節症、痛風、もしくは化膿性関節炎などの
疾患に冒された関節）から得られる液体が挙げられるが、哺乳類試料が好ましく、ヒト試
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料が特に好ましい；環境試料（空気、農業、水、および土の試料が挙げられるが、それら
に限定されない）；生物戦剤試料；細胞培養物由来の細胞外液、細胞外上清、細菌におけ
る封入体、細胞コンパートメント、細胞周辺質、ミトコンドリアコンパートメントなどを
含む研究試料。
【０１１０】
　生体分子試料は、生物学的検体から間接的に引き出すことができる。例えば、関心対象
となる標的タンパク質がキナーゼである場合、本発明の生体分子試料は、細胞可溶化物由
来の単離されたタンパク質を含む試料であり得る。別の例において、本発明の生体分子試
料は、生物学的検体を分画、例えば、サイズ分画または膜分画に供することによって作製
される。
【０１１１】
　本発明の生体分子試料は、天然（例えば、操作または処理を受けていない）であっても
よいし、処理されていてもよい（薬物を含む候補作用物質への暴露、遺伝子操作（例えば
、遺伝子の付加または欠失）などを含む処理をいくつでも含み得る）。
【０１１２】
　生体分子試料はまた、細菌、または、とりわけある特定の海もしくは地球に基づいた試
料においてなどの、珪藻、渦鞭毛藻類、藻類などの他の生物体を含むものなどの環境試料
も含み得る。
【０１１３】
　ナノレポーターの検出
　ナノレポーターは、所定のナノレポーター上の特定のシグナルを検出し得る、当技術分
野において利用可能な任意の手段によって検出される。ナノレポーターが蛍光標識されて
いる場合、適切な励起源についての相応の考慮を吟味してもよい。可能な源として、アー
クランプ、キセノンランプ、レーザー、発光ダイオード、またはそれらのいくかの組み合
わせを挙げることができるが、それらに限定されない。適切な励起源が、適切な光学的検
出系、例えば、倒立蛍光顕微鏡、落射蛍光顕微鏡、または共焦点顕微鏡と共に用いられる
。好ましくは、ナノレポーター上のスポットの配列を決定するのに十分な空間分解能での
検出を可能にすることができる顕微鏡が用いられる。例えば、一実施形態において、標的
分子にハイブリダイズした二重ナノレポーターの画像を得ることができる。例えば、ナノ
レポーターが３つの異なる色、（それぞれ、１、２、および３と名付けられた）Ａｌｅｘ
ａ　４８８、Ｃｙ３、およびＡｌｅｘａ　６４７で標識されている場合には、色１、２、
および３がそれぞれ、異なるチャネルで獲得され、スポットの列として見ることができる
第１および第２レジスターは、各レジスターを個々に示すことができるように数個のピク
セルによってシフトアップされる。
【０１１４】
　本発明の方法において用いることができるナノレポーターの検出のための方法の例は、
「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ａｎａｌｙｔｅｓ　ｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｍｉｘｔｕｒｅｓ」という発明の
名称の米国特許第７，４７３，７６７号、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏ
ｎ　ａｎｄ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎａｌｙｔｅｓ　ｉｎ　ｃｏｍｐ
ｌｅｘ　ｍｉｘｔｕｒｅｓ」という発明の名称の米国特許公開第２００７／０１６６７０
８号、「Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ　ｏｒｉｅｎｔｅｄ，　ｉｍ
ｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ
　ｔｈｅｉｒ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ」という発明の名称の米国特許出願第１１／６４
５，２７０号、「Ｎａｎｏｒｅｐｏｒｔｅｒｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｍａｎ
ｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　ａｎｄ　ｕｓｅ　ｔｈｅｒｅｏｆ」という発明の名称のＰＣＴ出
願第ＵＳ０６／０４９２７４号、および「Ｓｔａｂｌｅ　ｎａｎｏｒｅｐｏｒｔｅｒ」と
いう発明の名称の米国仮出願第６０／０８８，９８８号に記載されており、それらの全部
は、参照により全体として本明細書に組み入れられる。
【０１１５】
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　ナノレポーターテクノロジーによるタンパク質検出の適用
　本発明の組成物および方法は、診断、予後、治療、患者層別化、薬物開発、処置選択、
およびスクリーニングを目的として用いることができる。本発明は、多くの異なる標的タ
ンパク質が、本発明の方法を用いて単一の生体分子試料から一度に分析することができる
という利点を提供する。これは、例えば、いくつかの診断検査を１つの試料で実施するこ
とを可能にする。
【０１１６】
　本発明の組成物および方法は、プロテオミクスにおいて用いることができる。本明細書
に記載された方法は、典型的には、答えを迅速に提供し、それはこの適用にとって非常に
望ましいことである。本明細書に記載された方法および組成物は、診断または予後に、な
らびに健康および疾患の指標として用い得るバイオマーカーを見出すプロセスにおいて用
いることができる。本明細書に記載された方法および組成物は、薬物についてスクリーニ
ングすること、例えば、薬物開発、処置の選択、処置効力の決定、および／または医薬開
発のために標的を同定することに用いることができる。薬物に関与するスクリーニングア
ッセイでタンパク質発現を試験する能力は、タンパク質が身体において最終遺伝子産物で
あるため、非常に重要である。いくつかの実施形態において、本明細書に記載された方法
および組成物は、タンパク質および遺伝子発現の両方を同時に測定し、それは実施される
ことになっている特定のスクリーニングに関して最も多い情報を提供することになるであ
ろう。
【０１１７】
　本方法は、罹患細胞型が試料中に存在するかどうか、疾患の段階、患者の予後、患者の
特定の処置に応答する能力、または患者にとっての最良の処置を決定するために、患者か
ら得られた、または患者に由来する生体分子試料の分析に適用することができる。本方法
はまた、特定の疾患について同定されたバイオマーカーに適用することができる。
【０１１８】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載された方法は、状態の診断に用いられる
。本明細書に用いられる場合、用語「診断する」または状態の「診断」は、状態を予想す
ること、または診断すること、状態の素因を決定すること、状態の処置をモニターするこ
と、疾患の治療的応答を診断すること、ならびに状態の予後、状態進行、および状態の特
定の処置に対する応答を含む。例えば、血液試料は、試料における疾患のマーカーまたは
悪性細胞型の存在および／または量を決定して、それにより、疾患または癌を診断し、ま
たは病期分類するために、本明細書に記載された方法のいずれかに従ってアッセイするこ
とができる。
【０１１９】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載された方法および組成物は、状態の診断
および予後に用いられる。
【０１２０】
　多数の免疫学的、増殖性、および悪性の疾患および障害は特に、本明細書に記載された
方法に適している。免疫学的疾患および障害には、アレルギー性疾患および障害、免疫機
能の障害、ならびに自己免疫疾患および状態が挙げられる。アレルギー性疾患および障害
には、アレルギー性鼻炎、アレルギー性結膜炎、アレルギー性喘息、アトピー性湿疹、ア
トピー性皮膚炎、および食物アレルギーが挙げられるが、それらに限定されない。免疫不
全症には、重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）、好酸球増加症候群、慢性肉芽腫症、白血球
粘着不全症ＩおよびＩＩ、高ＩｇＥ症候群、チェディアック・東症候群、好中球増多症、
好中球減少症、形成不全、無ガンマグロブリン血症、高ＩｇＭ症候群、ディジョージ／口
蓋心臓顔面症候群、ならびにインターフェロンガンマ－ＴＨ１経路欠陥が挙げられるが、
それらに限定されない。自己免疫障害および免疫調節不全障害には、関節リウマチ、糖尿
病、全身性エリテマトーデス、グレーブス病、グレーブス眼症、クローン病、多発性硬化
症、乾癬、全身性硬化症、甲状腺腫およびリンパ腫性甲状腺腫（橋本甲状腺炎、リンパ節
様甲状腺腫）、円形脱毛症、自己免疫性心筋炎、硬化性苔癬、自己免疫性ブドウ膜炎、ア



(39) JP 5954876 B2 2016.7.20

10

20

30

40

50

ジソン病、萎縮性胃炎、重症筋無力症、特発性血小板減少性紫斑病、溶血性貧血、原発性
胆汁性肝硬変、ウェゲナー肉芽腫症、結節性多発性動脈炎、ならびに炎症性腸疾患、同種
移植片拒絶および感染性微生物または環境抗原に対するアレルギー性反応からの組織破壊
が挙げられるが、それらに限定されない。
【０１２１】
　本発明の方法によって評価され得る増殖性疾患および障害には、新生児における血管腫
症；二次性進行型多発性硬化症；慢性進行型骨髄変性疾患；神経線維腫症；神経節神経腫
症；ケロイド形成；骨ページェット病；（例えば、乳房または子宮の）線維嚢胞性疾患；
サルコイドーシス；ペイロニーおよびデュピュイトラン線維症、硬変、アテローム性動脈
硬化症、ならびに血管再狭窄が挙げられるが、それらに限定されない。
【０１２２】
　本発明の方法によって評価され得る悪性疾患および障害には、血液悪性腫瘍および固形
腫瘍の両方が挙げられる。
【０１２３】
　血液悪性腫瘍は、試料が血液試料である場合、そのような悪性腫瘍が血液由来細胞の変
化に関与するため、本発明の方法に特に適している。そのような悪性腫瘍には、非ホジキ
ンリンパ腫、ホジキンリンパ腫、非Ｂ細胞リンパ腫、および他のリンパ腫、急性または慢
性白血病、赤血球増加症、血小板血症、多発性骨髄腫、骨髄異形成障害、骨髄増殖性障害
、骨髄線維症、非定型免疫リンパ球増殖、ならびに形質細胞障害が挙げられる。
【０１２４】
　本発明の方法によって評価され得る形質細胞障害には、多発性骨髄腫、アミロイドーシ
ス、およびワルデンシュトレームマクログロブリン血症が挙げられる。
【０１２５】
　固形腫瘍の例として、結腸癌、乳癌、肺癌、前立腺癌、脳腫瘍、中枢神経腫瘍、膀胱腫
瘍、メラノーマ、肝癌、骨肉腫および他の骨癌、精巣癌腫および卵巣癌腫、頭頸部腫瘍、
ならびに頚部新生物が挙げられるが、それらに限定されない。
【０１２６】
　本明細書に記載された方法は、病原感染、例えば、細胞内細菌およびウイルスによる感
染を、試料中、細菌またはウイルス、それぞれのマーカーの存在および／または量を決定
することによって診断するために用いることができる。
【０１２７】
　幅広い種類の感染性疾患が、本発明のプロセスによって検出することができる。典型的
には、これらは、細菌、ウイルス、寄生虫、および真菌の感染病原体によって引き起こさ
れる。様々な感染病原体の薬物に対する抵抗性もまた、本発明を用いて決定することがで
きる。
【０１２８】
　本発明によって検出することができる細菌の感染病原体には、大腸菌、サルモネラ菌、
赤痢菌、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏ
ｃｙｔｏｇｅｎｅｓ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ、Ｍｙｃ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ、Ｙｅｒｓｉｎｉａ、
Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ、Ｃｌｏｓｔｒｉ
ｄｉａ、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ｓｔａ
ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎ
ｉａ、Ｂ－Ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ　ｓｔｒｅｐ．、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａ、Ｌｅｇ
ｉｏｎｅｌｌａ、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ、Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ、
Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｅａ、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄ
ｅｓ、Ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅ
ｃａｌｉｓ、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ
、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ、Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌａｄｉｕｍ
、Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ、Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
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ｉｓ、Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌ　ｐａｔｈｏｇｅｎｓ、Ｎｏｃａｒｄｉａ、およびＡｃｉ
ｔｎｏｍｙｃｅｔｅｓが挙げられる。
【０１２９】
　本発明によって検出することができる真菌の感染病原体には、Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ、Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｅｓ　ｄｅｒｍａｔｉｔｉｄｉｓ、Ｈｉ
ｓｔｏｐｌａｓｍａ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｍ、Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｉｍｍｉｔｉ
ｓ、Ｐａｒａｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ、Ｃａｎｄｉｄａ　
ａｌｂｉｃａｎｓ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｆｕｍｉｇａｕｔｕｓ、Ｐｈｙｃｏｍｙｃ
ｅｔｅｓ（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）、Ｓｐｏｒｏｔｈｒｉｘ　ｓｃｈｅｎｃｋｉｉ、Ｃｈｒｏ
ｍｏｍｙｃｏｓｉｓ、およびＭａｄｕｒｏｍｙｃｏｓｉｓが挙げられる。
【０１３０】
　本発明によって検出することができるウイルスの感染病原体には、ヒト免疫不全ウイル
ス、ヒトＴリンパ球向性ウイルス、肝炎ウイルス（例えば、Ｂ型肝炎ウイルスおよびＣ型
肝炎ウイルス）、エプスタイン・バーウイルス、サイトメガロウイルス、ヒトパピローマ
ウイルス、オルソミクソウイルス、パラミクソウイルス、アデノウイルス、コロナウイル
ス、ラブドウイルス、ポリオウイルス、トガウイルス、ブニアウイルス、アレナウイルス
、風疹ウイルス、およびレオウイルスが挙げられる。
【０１３１】
　本発明によって検出することができる寄生虫の病原体には、Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆ
ａｌｃｉｐａｒｕｍ、Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｍａｌａｒｉａ、Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　
ｖｉｖａｘ、Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｏｖａｌｅ、Ｏｎｃｈｏｖｅｒｖａ　ｖｏｌｖｕｌ
ｕｓ、Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ、Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　ｓｐｐ．、Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏ
ｍａ　ｓｐｐ．、Ｅｎｔａｍｏｅｂａ　ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃａ、Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒ
ｉｄｕｍ、Ｇｉａｒｄｉａ　ｓｐｐ．、Ｔｒｉｃｈｉｍｏｎａｓ　ｓｐｐ．、Ｂａｌａｔ
ｉｄｉｕｍ　ｃｏｌｉ、Ｗｕｃｈｅｒｅｒｉａ　ｂａｎｃｒｏｆｔｉ、Ｔｏｘｏｐｌａｓ
ｍａ　ｓｐｐ．、Ｅｎｔｅｒｏｂｉｕｓ　ｖｅｒｍｉｃｕｌａｒｉｓ、Ａｓｃａｒｉｓ　
ｌｕｍｂｒｉｃｏｉｄｅｓ、Ｔｒｉｃｈｕｒｉｓ　ｔｒｉｃｈｉｕｒａ、Ｄｒａｃｕｎｃ
ｕｌｕｓ　ｍｅｄｉｎｅｓｉｓ、ｔｒｅｍａｔｏｄｅｓ、Ｄｉｐｈｙｌｌｏｂｏｔｈｒｉ
ｕｍ　ｌａｔｕｍ、Ｔａｅｎｉａ　ｓｐｐ．、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｃａｒｉｎｉ
ｉ、およびＮｅｃａｔｏｒ　ａｍｅｒｉｃａｎｉｓが挙げられる。
【０１３２】
　本発明はまた、感染病原体による薬物抵抗性の検出にも有用である。例えば、バンコマ
イシン抵抗性Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ、メチシリン抵抗性Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、ペニシリン抵抗性Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅ、多剤耐性Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
、およびＡＺＴ抵抗性ヒト免疫不全ウイルスは全て、本発明で同定することができる。
【０１３３】
　したがって、本発明の組成物および方法を用いて検出される標的分子は、患者マーカー
（癌マーカーなど）、または細菌マーカーもしくはウイルスマーカーなどの外来病原体で
の感染のマーカーのいずれでもあり得る。
【０１３４】
　ナノレポーターの定量的性質により、本発明の組成物および方法は、その量が生物学的
状態または疾患状態を示している標的タンパク質、例えば、病状の結果として上方制御ま
たは下方制御される血液マーカーを定量化するために用いることができる。
【０１３５】
　いくつかの実施形態において、本発明の組成物および方法は、サイトカイン検出に用い
ることができる。本明細書に記載された方法の低感度は、例えば、状態のバイオマーカー
として、癌などの疾患の診断または予後として、および無症候性状態の同定としての、サ
イトカインの早期検出に役に立つであろう。
【０１３６】
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　キット
　本発明はさらに、本発明の１つまたは複数のコンポーネントを含むキットを提供する。
キットは、例えば、１つもしくは複数のタンパク質プローブセット、および／または１つ
もしくは複数のナノレポーターを含み得る。キットは、上記のものを含め、当業者にとっ
て明らかないずれの目的のためにも用いることができる。
【０１３７】
　ある特定の実施形態において、本発明はまた、ナノレポーターの伸展および選択的固定
化に有用なキットを提供する。キットは、固定化のための基質、およびナノレポーターの
伸展または固定化を促進するための１つまたは複数の結合パートナーを含み得る。結合パ
ートナーは、ある特定の実施形態において、適当な力でのナノレポーターの伸展に有用な
成分を含み得る。特定の実施形態において、結合パートナーは、ナノレポーターの表面へ
の固定化または選択的固定化を促進することができる。さらなる実施形態において、キッ
トは、伸展および固定化のためのナノレポーターを含み得る。さらなる実施形態において
、キットは、ナノレポーターを伸展させ得る装置を含み得る。
【０１３８】
　キットは、本明細書に記載されているような、タンパク質プローブおよび／またはナノ
レポーターの集団を含み得る。
【０１３９】
　キットは、あらかじめ標識されたナノレポーター、またはナノレポーターを標識するた
めの１つもしくは複数のコンポーネントと共に標識されていないナノレポーターを含み得
る。さらに、キットにおいて提供されるナノレポーターは、あらかじめ付着した標的特異
的配列を有してもよいし、有しなくてもよい。一実施形態において、標的配列は、ナノレ
ポーターバックボーンに付着せずに、キット内で提供される。
【０１４０】
　キットは、シグナルオリゴ、リンカーオリゴ、および架橋オリゴなどの他の試薬を含み
得る。いくつかの実施形態において、キットは、タンパク質プローブペアを異なるプレミ
ックスへ分離することができる。
【０１４１】
　キットは、その上、他の試薬、例えば、ハイブリダイゼーション反応を実施するための
緩衝液、リンカー、制限エンドヌクレアーゼ、およびＤＮＡ　Ｉリガーゼを含み得る。
【０１４２】
　キットはまた、キットのコンポーネントを用いるための、ならびに／または標識ナノレ
ポーターを作製し、および／もしくは用いるための使用説明書を含む。
【０１４３】
　本発明の好ましい実施形態を本明細書に示し、かつ記載するが、そのような実施形態が
例としてのみ提供されることは当業者にとって明白であろう。多数のバリエーション、変
化、および置換が、本発明から逸脱することなしに、当業者に思い浮かぶであろう。本明
細書に記載された発明の実施形態の様々な代替を、本発明を実践するのに用い得ることは
理解されたい。以下の特許請求の範囲は本発明の範囲を定義すること、およびこれらの特
許請求の範囲およびそれらの等価物の範囲内の方法および構造がそれらに網羅されること
が意図される。
【実施例】
【０１４４】
　実施例１．間接的測定を用いるタンパク質の検出－溶液中のサンドイッチアッセイ
　図１に、この実施例についてのプロトコールの図を示す。この実施例において、アッセ
イは、タンパク質プローブの低い結合親和性とレポーターの作用濃度とのミスマッチに関
する問題を排除するために、タンパク質標的の結合をレポーターのハイブリダイゼーショ
ンから分離するように設定される。
【０１４５】
　検出抗体のオリゴでの標識および精製
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　１０対１のリンカーオリゴ対抗体の比を用いるランダムアミン付着により、リンカーオ
リゴを抗体に付着させた。簡単に述べれば、二機能性クロスリンカーのスルホサクシニミ
ジル４－［ｐ－マレイミドフェニル］ブチレート（ＳＭＰＢ）（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅ
ｒ，　Ｉｎｃ．、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）を、抗ＩＬ２抗体Ａに結合し、その後、室温で
、１：３の抗体：オリゴの比でチオール化オリゴに反応させて、クロスリンクさせた。そ
の混合物をＺｅｂａカラム２Ｘ、１０００Ｇ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，　Ｉｎｃ．、
Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）に通して流すことによって、ＳＭＰＢに連結した抗体Ａを精製し
、収量を決定する。
【０１４６】
　オリゴをＳＭＰＢ連結ＩＬ－２抗体Ａに結合させるために、オリゴを、精製されたＳＭ
ＰＢ連結抗体に４℃で加えた。
【０１４７】
　ＩＬ－２抗体Ａに連結したオリゴである、抗体－ＳＭＰＢ－オリゴおよびＰＢＥを、Ｏ
ｍｅｇａ　Ｍｅｍｂｒａｎｅを有するＰａｌｌ　Ｎａｎｏｓｅｐ（登録商標）遠心分離装
置（ＭＷＣＯ　１００ｋＤａ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，　Ｉｎｃ．、Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ、ＭＯ）に加え、洗浄し、遠心分離した。
【０１４８】
　シグナルオリゴの検出抗体へのハイブリダイゼーション
　オリゴ連結Ｉｌ２抗体Ａおよびシグナルオリゴを３：２のシグナルオリゴ：抗体の比で
加えることによって、シグナルオリゴを、ＩＬ－２抗体Ａに連結したオリゴにあらかじめ
アニーリングさせた。他の比が企図される。
【０１４９】
　標的と抗体の複合体の形成
　シグナルオリゴにアニーリングしたＩＬ－２抗体Ａを、約１×１０－１５～１×１０－

８Ｍでのビオチン化抗体Ｂ（ＢＡＦ２０２、Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．、Ｍｉ
ｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）、およびブロッカー（サケ精子）と、標的溶液を加えるため
の余裕を残して、混合した。標的タンパク質ＩＬ－２を望ましい希釈度（＜１×１０－８

Ｍ）まで加えた。抗体を、１００～１５～１００～８Ｍの推定Ｋｄに関して１０×濃度と
した。混合物をインキュベートした。
【０１５０】
　標的タンパク質と抗体の複合体を、ストレプトアビジン結合型Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（登
録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてプロトコールに従って精製した。
【０１５１】
　シグナルオリゴの溶離
　単離された標的タンパク質／抗体の複合体を洗浄し、シグナルオリゴを、４５℃より高
い温度で、０．１×ＳＳＰＥを用いて１０～１５分間、溶離させた。より短い時間および
より長い時間が企図される。
【０１５２】
　シグナルオリゴの検出
　各試料におけるシグナルオリゴの検出を、標識ナノレポータープローブおよび非標識ナ
ノレポータープローブの両方を有する二重ナノレポーター系を用いて行った。各試料由来
のシグナルオリゴを、以下のような最終濃度のハイブリダイゼーション試薬とハイブリダ
イズさせた：非標識ビオチン化プローブ、標識レポータープローブ、５×ＳＳＰＥ（ｐＨ
７．５）、５×デンハルト試薬（Ｓｉｇｍａ）、剪断化サケ精子ＤＮＡ（Ｓｉｇｍａ）、
および界面活性剤。試薬を混合し、加熱フタ付きのサーモサイクラーブロック内で１６時
間、インキュベートした。
【０１５３】
　ハイブリダイゼーション後の精製
　ハイブリダイズしていないレポーターを除去するために、ビオチン化プローブごとに含
まれる３’－反復配列に相補的なオリゴヌクレオチドに結合した磁気ビーズ（Ｉｎｖｉｔ
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ｒｏｇｅｎＴＭ）に関して反応物を精製した。反応物をまず、０．１％界面活性剤中のＳ
ＳＰＥ混合物／ＴＥで希釈し、２０℃より高い温度で、連続的に回転させながら、ビーズ
に結合させた。ビーズを、ＳＳＰＥおよび界面活性剤の中で３回洗浄し、ハイブリダイズ
した複合体を０．１×ＳＳＰＥ／０．１％界面活性剤混合物中、４５℃で１５分間、溶離
させた。溶離後、レポータープローブごとに含まれる５’－反復配列に相補的なオリゴヌ
クレオチドに結合した磁気ビーズに結合させることによって過剰のビオチン化プローブを
除去するように、試料の２度目の精製を行った。抗３’－反復配列ビーズからの溶離は、
最終濃度の１×ＳＳＰＥでもたらされ、回転させながら、２２．５℃で１５分間、結合さ
せた。ビーズを上記のように洗浄し、０．１×ＳＳＰＥ／０．１％界面活性剤混合物中、
４０℃より高い温度で、溶離させた。その後、その二重に精製された試料を、下記のよう
な捕獲のために調製した。
【０１５４】
　ＮａｎｏＳｔｒｉｎｇレポーター捕獲、ストレッチング、および画像化
　Ｔｅｔｒａｓｐｅｃｋ蛍光マイクロスフェア（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ）のカスタム
製剤の溶液を各試料に加えた。試料をＮａｎｏＳｔｒｉｎｇ流体装置へ投入し、処理し、
画像化した。
【０１５５】
　結果：
　結果を図２に示す。この実験の結果より、ＩＬ－２が本明細書に記載されたアッセイに
よって検出されたことが示された（図２）。この実験より、約１１０－１１～１１０－１

０Ｍの感度が示された。検出の効率は、図３においてプロットで示された傾きである。観
察された効率は、おそらく、シグナルオリゴが付着している抗体の結合親和性によるもの
であった。この抗体は、約１．３×１０－７のＫｄを有すると思われる。効率は、この抗
体を約１０－９のＫｄを有する抗体と交換することによって１００×増加し得ることが予
想される。
【０１５６】
　効率の向上およびバックグラウンドの適度な改善で、感度は、１×１０－１３のレベル
に達するはずであるが、さらなる向上は、バックグラウンドの継続的低下で可能であると
予想される。
【０１５７】
　このテクノロジーは、現在可能なレベルを超えるレベルで多重化を可能にし、より正確
な定量化を可能にする可能性をもち、さらなる開発しかないだろうが、おそらく、より高
い感度が最後のポイントとわかるであろう。
【０１５８】
　実施例２．直接的測定を用いるタンパク質の検出－溶液三者間－レポーターに付着した
タンパク質プローブ
　図４に、この実施例についてのプロトコールの図を示す。この実施例において、ナノレ
ポーターは抗体のうちの１つに付着している。抗体の調製および試料への結合は、実施例
１に記載されたプロトコールと類似して起こる。図４に記載されたアッセイにおいて、抗
体のうちの１つがビオチンに結合しており、その他の抗体がナノレポーターを付着させて
いる、標的タンパク質と抗体の複合体が形成される。
【０１５９】
　このアプローチは、中位から低いＫｄ、すなわち、強い結合親和性の抗体を用いること
によって、最良に作用するであろう。いかなる理論にも限定されるつもりはないが、抗体
のＫｄ（解離定数）は、通常、ナノレポーターの作用濃度よりずっと高い。ナノレポータ
ーに付着した抗体を用いて作用させるためには、Ｋｄは、標的のプローブへの＞９０％の
結合を保証するために、レポーターの作用濃度の１０分の１である必要がある。図５は、
このアッセイに必要とされるプローブについての理想的なＫｄの計算を示す。図５は、結
合した標的の割合対ナノレポータープローブおよびタンパク質プローブのＫｄを示す。図
５より、タンパク質プローブについての理想的なＫｄが約１．０×１０－１５～１．０×
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１０－１０であろうことが示されている。このＫｄは、１×１０－７Ｍのレポーターから
み合い閾値より低い多重化レポーターの濃度を可能にする。
【０１６０】
　ナノレポーターの抗体への付着
　１つのアプローチは、抗体の標的タンパク質への結合前に、抗体をレポーターに付着さ
せることである。このアプローチは、１×１０－７Ｍのレポーターからみ合い閾値より有
意に低い多重化レポーターの濃度を可能にするために、非常に強い結合親和性（Ｋｄ）抗
体を必要とする。
【０１６１】
　リンカーオリゴは、実施例１に記載されているように、抗体に加えられる。ナノレポー
ターは、３７℃～４５℃の間の温度でのリンカーオリゴへのハイブリダイゼーションによ
って抗体に付着している。抗体：レポーター比は１：１であった。標識抗体およびレポー
ターを、０．０５ｎＭ、３７℃、１×ＳＳＰＥで一晩、ハイブリダイズさせた。
【０１６２】
　第２の直接的アプローチは、まず、溶液中で抗体を標的に結合させて、実施例１に記載
されているように複合体を精製することである。精製後、ナノレポーターを、上記のプロ
トコールを用いて（標的結合後の）抗体にハイブリダイズさせる。このアプローチにおい
て、ハイブリダイゼーションとタンパク質結合の間のミスマッチの問題は回避される。
【０１６３】
　両方のこれらのアプローチについて、精製中および画像化中に結合したままであるため
には、強い結合親和性もまた必要とされる。基本的に、Ｋｏｆｆ速度（標的タンパク質か
らの抗体解離）は、精製およびアッセイの読み取りについての時間より長くなければなら
ない。
【０１６４】
　標的タンパク質－抗体の複合体の精製は、実施例１に記載されているように実施するこ
とができる。溶離は、ＧビーズおよびＦビーズを溶融することにより、または消化により
達成することができる。しかしながら、複合体を溶融することは、抗体が結合したままで
あるが、アフィニティータグが遊離するのを可能にするために条件の最適化を必要とし得
ることを、当業者は理解しているであろう。
【０１６５】
　実施例１に記載されているように、タンパク質－抗体の複合体を、ストレプトアビジン
でコーティングされたカバーグラス（Ｏｐｔｉｃｈｅｍ（登録商標）、Ａｃｃｅｌｒ８　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）に結合させ、ストレッチして、画像化
することができる。
【０１６６】
　抗体の存在が、正常な結合、ストレッチング、および画像化プロセスを阻害する、表面
への非特異的結合または粘着性を引き起こしていないことを確かめるために、抗体にハイ
ブリダイズしたレポーターのストレッチングを試験した（データ未呈示）。
【０１６７】
　実施例３．間接的測定を用いるタンパク質の検出－表面でのサンドイッチアッセイ
　図６に、この実施例についてのプロトコールの図を示す。この実施例において、捕獲抗
体は、表面、例えば、磁気ビーズに付着しており、第２抗体はシグナルオリゴに付着して
いる。抗体は、実施例１に記載された方法を含む当技術分野において公知の任意の方法に
よって調製することができる。この実施例において、タンパク質とナノレポーターは、十
分離れており、それが、タンパク質の粘着性に関する懸念を排除している。このアッセイ
において、表面における局所的抗体濃度は高くあり得る。
【０１６８】
　標的タンパク質を、磁気ビーズ上の捕獲抗体と混合する（２時間～一晩、１×ＰＢＳ、
および室温）。結合していないタンパク質試料を洗い流す。標識抗体シグナルオリゴの複
合体を、ブロッカーと共にビーズに加える（１×ＰＢＳおよび室温）。結合の期間後、過
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剰の標識抗体シグナルオリゴの複合体を洗い流す。その後、実施例１に記載されているよ
うに、単離された標的タンパク質／抗体の複合体を洗浄し、シグナルオリゴを溶離させ、
分析する。
【０１６９】
　実施例６．間接的測定を用いるタンパク質の検出－ビオチン化シグナルオリゴ
　図７に、この実施例についてのプロトコールの図を示す。この実施例において、捕獲抗
体は、表面、例えば、磁気ビーズに付着しており、第２抗体は、溶液中にあるか、または
ビオチン化シグナルオリゴに付着している。このアッセイは、それがたった２回のビーズ
精製を必要とするのみであるという利点を提供する。加えて、このアッセイにおいて、実
施例２のように、タンパク質とナノレポーターは、十分離れており、それが、タンパク質
の粘着性に関する懸念を排除している。実施例３に記載されているように、標的タンパク
質を、捕獲抗体、標識抗体シグナルオリゴの複合体、およびブロッカーと混合する。実施
例３に記載されているように、標的タンパク質と抗体の複合体を、捕獲抗体における磁気
ビーズを用いて精製する。
【０１７０】
　その後、実施例１に記載されているように、単離された標的タンパク質／抗体の複合体
を洗浄し、シグナルオリゴを溶離させる。その後、ストレプトアビジン結合型Ｄｙｎａｂ
ｅａｄｓ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて製造会社のプロトコールに従っ
て、シグナルオリゴを精製することができる。その後、実施例１に記載されているように
、シグナルオリゴを分析する。
【０１７１】
　実施例７．近接ライゲーションを用いるタンパク質の検出－間接的測定
　図８に、この実施例についてのプロトコールの図を示す。このアッセイにおいて、２つ
の物理的に近接したオリゴをライゲーションさせる。オリゴを含むプローブは、標的タン
パク質に対として結合するように、かつプローブが近接した状態になった場合、ライゲー
ションによってシグナルオリゴを形成するように設計される。
【０１７２】
　このアプローチは、感度、交差反応性の最小化、および多重化を中心としたいくつかの
有益性を有する。近接ライゲーションは、高感度を示しており、オフ速度を本質的に減少
させることによって見かけのＫｄを低下させる効果を有する。
【０１７３】
　オリゴを含むプローブを、Ｇｕｌｌｂｅｒｇら、ＰＮＡＳ　１０１（２２）、ｐ８４２
０－２４（２００４）に記載されているように、調製および精製する。その後、標的タン
パク質を、オリゴを含むプローブおよび架橋オリゴと、試料を１時間インキュベートする
ことによって、混合する。その後、Ｇｕｌｌｂｅｒｇらに記載されているように、プロー
ブライゲーションに必要とされるコンポーネントを加える。室温での５分間のライゲーシ
ョン後、シグナルオリゴを、ジスルフィド還元、ウラシル除去、制限消化、プロテイナー
ゼＫ、または当技術分野において公知の任意の他の適切な方法によって遊離させる。加え
て、シグナルオリゴを、図８Ｂ～８Ｄに示された方法によって遊離させることができる。
【０１７４】
　実施例１に記載されているように、シグナルオリゴを分析する。
【０１７５】
　あるいは、アッセイは、図９に示されているように実施することができる。このアプロ
ーチにおいて、オリゴのうちの１つはナノレポーターに付着している。
【０１７６】
　このアプローチは、近接ライゲーションによるＫｏｆｆの減少という利点を利用してい
る。より低いＫｏｆｆは、より低いＫｄ、およびより低い濃度のタンパク質プローブで作
用する能力を意味する。このＫｄの減少によって、レポーターについて必要とされる濃度
で作用すること、およびそれにしたがって、多重分析についての直接的検出アプローチを
企図し、試薬費用を減少させることがより容易になる。このアプローチは、本明細書に提
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案された他の方法のいくつかのように、アッセイ内で、レポーターへのハイブリダイゼー
ション工程を必要としない。したがって、これらのアッセイは、より速くなって、より短
い時間で応答することになるであろう。
【０１７７】
　図８Ｃに記載されたアプローチを用いて、抗体からの遊離後、ライゲーションしたオリ
ゴをライゲーションしていないオリゴから除去するように、精製条件を最適化する。例え
ば、この精製工程は、磁気ビーズを用いて実施することができる。重要なことには、用い
られる抗体の量が、用いられるレポーターの量より高い場合には、その結果として生じる
過剰のライゲーションされていないオリゴが、レポーターのオリゴへのハイブリダイゼー
ションをブロックする可能性がある。
【０１７８】
　実施例８に記載された方法を用いて、抗体ペアをオリゴで標識した。これらのオリゴは
、９個の塩基の重複、および１×ＰＢＳ中での３７℃の融解温度を有する架橋オリゴを含
むように設計された。架橋オリゴは、１８個の塩基、および精製を目的としたビオチンタ
グを有した。ライゲーションされたオリゴは、ビオチン化架橋と１８個の塩基の重複を有
し、それにしたがって、ライゲーションされたオリゴは、抗体に結合しているライゲーシ
ョンしていないオリゴより安定である。ビオチン化オリゴを、ストレプトアビジンでコー
ティングされた磁気ビーズ上で溶液から単離する。ライゲーションしたオリゴだけが、ス
トリンジェントな緩衝液条件を用いるすすぎ工程後、ビオチン化オリゴに付着したままで
あるのに十分高い融解温度を有することが決定された。
【０１７９】
　図１３は、どれくらい様々なコンポーネントが様々な緩衝液条件で精製されるのかを示
している。コンポーネントは、アッセイに用いられる濃度で溶液中に存在した。アッセイ
において実施されているように、オリゴを抗体から遊離させるために、精製前に、溶液を
プロテアーゼによって消化させた。融解温度推定値によって予想されたように、０．０３
×ＳＳＰＥが最も効率のよい緩衝液をもたらした。ＰＲＯＸ０５が、このすすぎ工程後に
保持されるライゲーションされた産物を表す。
【０１８０】
　実施例８．間接的測定を用いるタンパク質の検出－溶液中の多重化アッセイ
　この実施例は実施例１に類似しているが、検出が多重化されており、抗体とオリゴの間
に異なる結合化学作用を利用している。
【０１８１】
　バイオインフォマティクス
　シグナルオリゴを、一連の温度、典型的には、約４℃～約３７℃までで、かつ１×ＰＢ
Ｓにおいて最小の交差反応性を有するように設計した。シグナルオリゴと標識オリゴの間
の固有の重複は、１×ＰＢＳにおいて５１～５６の融解温度を有し、３７℃でシグナルオ
リゴを標識オリゴにハイブリダイズさせることを可能にした。これらの１５～１７個の塩
基の重複は、０．１×ＳＳＰＥにおいて４１℃～４５℃の融解温度を有し、磁気ビーズ精
製後の溶離を可能にした。
【０１８２】
　オリゴの抗体への結合
　オリゴを、アルデヒド－ヒドラジン化学作用を用いて、抗体に結合させた。全ての抗体
および標的を、Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）か
ら購入した。各抗体Ａ（表１参照）を、サイズ排除スピンカラム（０．５ｍｌ　Ｚｅｂａ
　Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌｕｍｎ、Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇ
ｈ、ＰＡ）を用いて脱塩した。サクシニミジル６－ヒドラジノニコチネートアセトンヒド
ラゾン（Ｓｏｌｕｌｉｎｋ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を各抗体Ａに反応させた。各抗
体を再び、サイズ排除スピンカラムを用いて精製した。
【０１８３】
　表１．抗体
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【０１８４】
【表１】

　アミンオリゴを膜スピンカラム（５Ｋ　ＭＷＣＯ　ＶｉｖａＳｐｉｎ、Ｆｉｓｈｅｒ　
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ、ＰＡ）を用いて脱塩した。２０モル当量
のサクシニミジル－４－ホルミルベンゾエート（Ｓｏｌｕｌｉｎｋ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ
、ＣＡ）を各オリゴと反応させた。オリゴを再び、膜スピンカラムを用いて精製した。
【０１８５】
　それぞれの対応する修飾オリゴを、対応する修飾抗体と３：１のモル比で反応させた。
これを、スピンカラム（２ｍｌ　Ｚｅｂａ　Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌｕｍｎ、Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓ
ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ、ＰＡ）で精製した。表２は、カウントプロ
セスの終わりに、１～２個の間のオリゴが各抗体に付着していたことを示す（オリゴ：Ａ
ｂ）。
【０１８６】
　表２．抗体－オリゴ結合プロセスの品質管理および定量化能力を示すモル置換率
【０１８７】

【表２】

　シグナルオリゴの検出抗体へのハイブリダイゼーション
　各固有のシグナルオリゴを、各抗体Ａに連結した固有オリゴに、オリゴ連結抗体Ａおよ
び対応するシグナルオリゴを４：１の比、シグナルオリゴ：抗体比で加えることによって
、別々にあらかじめアニーリングさせた。他の比が企図される。
【０１８８】
　標的と抗体の複合体の形成
　ブロッカー（サケ精子）と共に約１×１０－１５～１×１０－８Ｍで単一チューブ中に
シグナルオリゴにアニーリングした各抗体Ａおよびビオチン化抗体Ｂ（４ペア）を含む２
×マスターミックスを作製した。このマスターミックスのアリコートに望ましい希釈度（
＜１×１０－８Ｍ）まで標的タンパク質を加えた。抗体は、１０－１５～１０－８Ｍの推
定Ｋｄに関して１０×濃度であった。混合物をインキュベートした。
【０１８９】
　標的タンパク質と抗体の複合体を、ストレプトアビジン結合型Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（登
録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてプロトコールに従って精製した。
【０１９０】
　シグナルオリゴの溶離
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　単離された標的タンパク質／抗体の複合体を洗浄し、シグナルオリゴを、４５℃より高
い温度で、０．１×ＳＳＰＥを用いて１０～１５分間、溶離させた。より短い時間および
より長い時間が企図される。
【０１９１】
　シグナルオリゴの検出
　各試料におけるシグナルオリゴの検出を、標識ナノレポータープローブおよび非標識ナ
ノレポータープローブの両方を有する二重ナノレポーター系を用いて行った。各試料由来
のシグナルオリゴを、以下のような最終濃度のハイブリダイゼーション試薬とハイブリダ
イズさせた：非標識ビオチン化プローブ、標識レポータープローブ、５×ＳＳＰＥ（ｐＨ
７．５）、５×デンハルト試薬（Ｓｉｇｍａ）、剪断化サケ精子ＤＮＡ（Ｓｉｇｍａ）、
および界面活性剤。試薬を混合し、加熱フタ付きのサーモサイクラーブロック内で１６時
間、インキュベートした。
【０１９２】
　ハイブリダイゼーション後の精製
　ハイブリダイズしていないレポーターを除去するために、ビオチン化プローブごとに含
まれる３’－反復配列に相補的なオリゴヌクレオチドに結合した磁気ビーズ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎＴＭ）に関して反応物を精製した。反応物をまず、０．１％界面活性剤中のＳ
ＳＰＥ混合物／ＴＥで希釈し、２０℃より高い温度で、連続的に回転させながら、ビーズ
に結合させた。ビーズを、ＳＳＰＥおよび界面活性剤の中で３回洗浄し、ハイブリダイズ
した複合体を０．１×ＳＳＰＥ／０．１％界面活性剤混合物中、４５℃で１５分間、溶離
させた。溶離後、レポータープローブごとに含まれる５’－反復配列に相補的なオリゴヌ
クレオチドに結合した磁気ビーズに結合させることによって過剰のビオチン化プローブを
除去するように、試料の２度目の精製を行った。抗３’－反復配列ビーズからの溶離は、
最終濃度の１×ＳＳＰＥでもたらされ、回転させながら、２２．５℃で１５分間、結合さ
せた。ビーズを上記のように洗浄し、０．１×ＳＳＰＥ／０．１％界面活性剤混合物中、
４０℃より高い温度で、溶離させた。その後、その二重に精製された試料を、下記のよう
な捕獲のために調製した。
【０１９３】
　ＮａｎｏＳｔｒｉｎｇレポーター捕獲、ストレッチング、および画像化
　Ｔｅｔｒａｓｐｅｃｋ蛍光マイクロスフェア（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ）のカスタム
製剤の溶液を各試料に加えた。試料をＮａｎｏＳｔｒｉｎｇ流体装置へ投入し、処理し、
画像化した。
【０１９４】
　結果
　結果を図１０に示す。この実験の結果より、４つのタンパク質が、本明細書に記載され
たアッセイによって同時に検出されたことが示された（図１０）。検出されたタンパク質
は、ＴＮＦα、ＩＬ１α、ＩＬ６、およびＶＥＧＦであった。この実験より、約１×１０
－１２Ｍの感度が示された。図１１は、液体試料に対してプロットされた同じデータを示
す。次の実験（図１２）により、これらのタンパク質のうちの２つの検出の限界が、２６
ｐｇ／ｍｌおよび３８ｐｇ／ｍｌ（ＩＬ１αおよびＩＬ６のそれぞれについて、１．４×
１０－１２Ｍおよび１．９×１０－１２Ｍ）であることが示された。
【０１９５】
　バックグラウンドにおける改善、すなわち、バックグラウンド検出の低減またはバック
グラウンド対標的検出の比の向上によって、約２桁の感度の増加が可能になり、それに従
って、感度は、１×１０－１４Ｍ、または有意に＜１ｐｇ／ｍｌに達するであろう。
【０１９６】
　実施例９．抗ストレプトアビジンプローブレポーター
　抗ストレプトアビジン抗体（Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｂｉｏｒｅａｇｅｎｔｓ、Ｒｏｃｋｆ
ｏｒｄ、ＩＬ）を、実施例１に記載されているように、オリゴヌクレオチド（オリゴ）で
標識した。
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【０１９７】
　この実施形態の特定の例において、抗体－標識オリゴをレポーターに、０．０５ｎＭの
濃度、４５℃の温度で、１×ＳＳＰＥ緩衝液中、一晩、ハイブリダイズさせた。レポータ
ーと、抗体に結合したオリゴとの間に２５塩基の重複があった。この重複は、必要に応じ
て、短縮されてもよい。ある特定の実施形態において、重複は、任意で、１個、５個、１
０個、１５個、２０個、２５個の塩基、またはそれらの間の任意の長さである。レポータ
ーと抗体上のオリゴとの間の塩基のより短い重複により、抗体安定を生じる温度での抗体
－オリゴのレポーターへのハイブリダイゼーションの効率の増加が可能になる。抗ストレ
プトアビジン抗体プローブと共にレポーターを、カートリッジのフローチャンバーへ（０
．２５×ＳＳＰＥ緩衝液中０．０２５ｎＭの濃度で）導入し、レポーターの第１末端を、
ストレプトアビジン表面に１０分間、結合させた。その後、チャンバーをＴＡＥ緩衝液で
洗浄した。まず、２００ボルト（Ｖ）／センチメートル（ｃｍ）の電場を用い、次に、ビ
オチン化オリゴを導入して、レポーターの第２末端を表面に付着させることによって、レ
ポーターをストレッチし、その後、表面に固定化した。試料を再び、ＴＡＥで洗浄し、色
素を安定化させるためにＳｌｏｗＦａｄｅＴＭを導入した。その後、この試料を画像化し
た。
【０１９８】
　図１４は、抗ストレプトアビジンプローブとのレポーター（Ｓ１６）のみが検出された
ことを示している。
【０１９９】
　他の実施形態
　本発明の好ましい実施形態を本明細書に示し、かつ記載するが、そのような実施形態が
例としてのみ提供されることは当業者にとって明白であろう。多数のバリエーション、変
化、および置換が、本発明から逸脱することなしに、当業者に思い浮かぶであろう。本明
細書に記載された発明の実施形態の様々な代替を、本発明を実践するのに用い得ることは
理解されたい。以下の特許請求の範囲は本発明の範囲を定義すること、およびこれらの特
許請求の範囲およびそれらの等価物の範囲内の方法および構造がそれらに網羅されること
が意図される。
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【図８Ｄ】 【図９】
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