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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つの支持体表面を収納するための少なくとも１つのオープンウェルを有す
る回転可能なプラットフォームを供給する工程であって、前記オープンウェルは、その中
に堆積した試薬が前記回転可能なプラットフォームの十分な回転によって前記オープンウ
ェルから遠心力で除去され且つ前記回転可能なプラットフォームから離れるような形状ま
たは寸法である工程；
　磁性粒子の形態の、少なくとも１つの前記支持体表面を、各前記オープンウェルに添加
する工程であって、前記磁性粒子が、ポリヌクレオチド分子を固定するように構成されて
いるか、又はその上にポリヌクレオチド分子が固定されている、工程；
　所望により、前記磁性粒子にポリヌクレオチド分子を固定する工程；
　前記ポリヌクレオチド分子の一本鎖にオリゴヌクレオチドプライマーをアニーリングさ
せる工程；
　前記回転可能なプラットフォームの外部の地点から各前記オープンウェルに一連のパイ
ロシークエンシング試薬を分注する分注工程であって、１または複数回の分注工程の後、
残留しているまたは未反応の前記試薬が各前記オープンウェルから遠心力で除去されて前
記回転可能なプラットフォームから離れるように前記回転可能なプラットフォームを充分
に回転させ、回転中、前記磁性粒子は各前記オープンウェル内に磁気により維持される、
工程；
　各前記オープンウェル中のピロリン酸基の存在についてアッセイを行なうアッセイ工程
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；および
　前記分注工程および前記アッセイ工程を繰り返すことにより前記ポリヌクレオチド分子
をシークエンシングする工程
　を含む、ポリヌクレオチド分子をパイロシークエンシングする方法。
【請求項２】
　前記回転可能なプラットフォームの回転中に前記磁性粒子が前記オープンウェル内に磁
気により維持されるように前記回転可能なプラットフォームの十分近くに磁石を配置する
工程を更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記磁石が、プレートまたはリングの形態である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　プレートまたはリングの形態である前記磁石が更に、前記オープンウェルを１５０℃ま
で加熱することにより前記磁性粒子を加熱するように構成されている、請求項３に記載の
方法。
【請求項５】
　前記回転可能なプラットフォームの回転中、前記オープンウェル内に前記磁性粒子が磁
気により維持されるように電磁石を係合させる工程を更に含む、請求項１～請求項４のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記回転可能なプラットフォームが円形であり、２～５００のオープンウェルが円形の
前記回転可能なプラットフォームの外端近辺に分布している、請求項１～請求項５のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記回転可能なプラットフォームの直径が５０～５００ｍｍであり、前記回転可能なプ
ラットフォームの厚さが１～６ｍｍである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記オープンウェルは、容積が０．５～１００μＬであるか深さが０．５～５ｍｍであ
るか、または前記オープンウェルは、１～５０個の磁性粒子を収容する寸法とされている
、請求項６または請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記回転可能なプラットフォームが、ポリカーボナート、ポリスチレン、耐衝撃性ポリ
スチレン、ポリエチレン、およびポリプロピレンからなる群から選択されるプラスチック
材料で形成されているか、またはガラスもしくは石英から形成されている、請求項１～請
求項８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　ポリヌクレオチド分子が化学的吸着または共有結合、イオン結合、もしくは水素結合に
より各前記磁性粒子に結合しているか、または前記ポリヌクレオチド分子がファンデルワ
ールス力により各前記磁性粒子に固定される、請求項１～請求項９のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１１】
　前記一連のパイロシークエンシング試薬は、各々、酵素、基質、Ａ、Ｔ、ＧおよびＣヌ
クレオチドからなる群より選択されるいずれか１つ以上のヌクレオチド、またはそれらの
それぞれのヌクレオチドアナログ、洗浄用の試薬、及びリンス用の試薬の一つ以上からな
る群から選択される、請求項１～請求項１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記回転可能なプラットフォームを前記回転させる工程が、前記オープンウェルから前
記残留しているまたは未反応の前記試薬を遠心力で除去するために４００～１０００ｒｐ
ｍの速度で行われ、更に前記試薬を分注しながら前記回転可能なプラットフォームを１０
～２００ｒｐｍの速度で回転させる工程を含む、請求項１～請求項１１のいずれか一項に
記載の方法。
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【請求項１３】
　前記試薬と前記磁性粒子を混合するために前記回転可能なプラットフォームを振動させ
る工程を更に含む、請求項１～請求項１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ポリヌクレオチド分子が、ＤＮＡもしくはＲＮＡまたはその修飾された形態である
、請求項１～請求項１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ポリヌクレオチド分子がビオチン化されており、前記磁性粒子が、ビオチン化ポリ
ヌクレオチド分子に結合するためにアビジン、ストレプトアビジン、またはアナログを含
む、請求項１～請求項１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記一連のパイロシークエンシング試薬を分注する分注工程が、
　ａ）各ヌクレオチドまたはそのアナログを別個に順次加えること、
　ｂ）Ａ、Ｔ、Ｇ、およびＣヌクレオチドの混合物、またはこれらのサブセットの混合物
を加えること、
　のいずれかを含む、請求項１～請求項１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ｂ）加えることが、Ａ、Ｔ、Ｇ、およびＣヌクレオチドの混合物またはこれらのサ
ブセットの混合物を加えることをさらに一回以上行うことを含む、請求項１６に記載の方
法。
【請求項１８】
　各前記オープンウェル中のピロリン酸基の存在についてアッセイを行なうアッセイ工程
は、各前記オープンウェルにおいて光シグナルを検出することを含む、請求項１～請求項
１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ポリヌクレオチド分子は二本鎖ポリヌクレオチド分子であって、前記方法はアニー
リングの前に前記二本鎖ポリヌクレオチド分子を変性させることをさらに含む、請求項１
～請求項１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記変性は、前記二本鎖ポリヌクレオチド分子を加熱して変性させることまたは前記二
本鎖ポリヌクレオチド分子を変性組成物に曝露することを含む、請求項１９に記載の方法
。
【請求項２１】
　前記オープンウェルを洗浄用の試薬によって洗浄する工程を更に含む、請求項１～請求
項２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記洗浄する工程が酵素処理をする工程を更に含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記洗浄する工程は、１または複数回の分注工程の後に行なわれる、請求項２１または
請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記酵素は、ＤＮＡポリメラーゼ、ＡＴＰスルフリラーゼ、ルシフェラーゼ、およびア
ピラーゼの一つ以上を含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項２５】
　前記基質は、アデノシン５’ホスホ硫酸（ＡＰＳ）および／またはルシフェリンを含む
、請求項１１または請求項２４に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】



(4) JP 6047586 B2 2016.12.21

10

20

30

40

50

　本発明は、アッセイを行うための方法および装置に関する。特に、本発明は、アッセイ
、特に多段階アッセイの実施に用いることができる回転可能なプラットフォームに関する
。本発明は主にパイロシークエンシングによる核酸のシークエンシングに用いるために開
発され、この用途との関連で以下に説明されるが、本発明はこの特定の使用分野に限定さ
れないと理解される。
【背景技術】
【０００２】
　以下の先行技術の説明は、本発明を適切な技術的文脈の中でとらえるためおよび本発明
の利点がより完全に理解できるようにするために提供されるものである。しかし、本明細
書中の先行技術の説明は、そのような先行技術がその分野で広く知られているまたは共通
する一般的な知識の一部を構成するという明示または暗黙の了解と見なされるべきではな
いと理解されるべきである。
【０００３】
　ＤＮＡヌクレオチド配列を決定する能力は近年重要性を増してきている。以前には、Ｄ
ＮＡシークエンシングに最も一般的に用いられる２つの方法は、酵素的連鎖停止法および
化学的切断技術であり、これらはどちらも、より大きなＤＮＡセグメントから生成したＤ
ＮＡ断片をそれらのサイズに従って分離するためのゲル電気泳動に頼っている。電気泳動
工程および分離されたＤＮＡ断片の検出は手間のかかる手順である。しかし、自動化され
た電気泳動ユニットが市販されているものの、電気泳動は、ハイスループットで比較的費
用対効果の高いユニットが必要な大規模ゲノムプロジェクトまたは臨床的シークエンシン
グにあまり適していない。したがって、シークエンシングのための非電気泳動的方法に対
するニーズは大きい。
【０００４】
　ポリメラーゼ反応中に放出される無機ピロリン酸（ＰＰｉ）を検出するというコンセプ
トに基づくシークエンシング法がこれまでに報告されており（国際公開第９３／２３５６
４号パンフレットおよび国際公開第８９／０９２８３号パンフレット参照）、一般的にパ
イロシークエンシングと呼ばれる。ポリメラーゼ反応中に成長中の核酸鎖に各ヌクレオチ
ドが添加されると、ピロリン酸分子が放出される。これらの条件下で放出されたピロリン
酸は、例えばルシフェラーゼ－ルシフェリン反応における光の生成により、酵素的に検出
可能であることが見出されている。そのような方法は、電気泳動および有害な放射性標識
の使用の必要性を回避しつつ、標的位置の塩基の同定およびＤＮＡの簡便且つ迅速なシー
クエンシングを可能にする。
【０００５】
　パイロシークエンシングを行うための初期の先行技術の方法では０．２ｍＬの微小遠心
チューブ（または類似物）を用い、チューブに試薬を順次加えてチューブに存在するＤＮ
Ａの配列を検出した。この方法は比較的簡便であるが、ヌクレオチド試薬の各添加により
反応液が希釈され且つ／または反応副産物が蓄積されて、反応がそれ以上進行しないポイ
ントに反応条件が達するため、リード長が短いという欠点がある。例えば、通常は、この
方法で高い信頼性でシークエンシングできるのはたった約８０塩基である。
【０００６】
　パイロシークエンシングを用いる市販の設備も開発されている。これらのシステムは、
標的ＤＮＡ／ＲＮＡ分子のハイブリダイゼーションを行うためにフローセルを用いる。説
明すると、一本鎖ＤＮＡが、典型的には二本鎖ＤＮＡの固定および相補鎖の変性によって
、フローセル中に配置された静止ビーズに固定される。ヌクレオチド（Ａ、Ｇ、Ｃ、また
はＴ）を含む試薬がビーズを通過するように流され、ヌクレオチドが取り込まれると光が
検出される。光のシグナル強度は、１回の反応で取り込まれたヌクレオチドの数に比例す
る。ビーズを種々のヌクレオチドに曝露する間に、洗浄工程も実施され、プロセスを繰り
返して次のヌクレオチドの取込みを検出する。
【０００７】
　例えば蛍光標識ヌクレオチドを用いることによる、合成によるその他のシークエンシン
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グ方法も公知である。そのような方法では、ＤＮＡサンプルを最初に断片化し、ＤＮＡ二
重らせんを融解して一本鎖にする。一本鎖ＤＮＡ分子はフローセル内の表面に捕捉され、
合成によるシークエンシングのプロセス（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ－ｂｙ－ｓｙｎｔｈｅｓ
ｉｓ　ｐｒｏｃｅｓｓ）の鋳型として機能する。蛍光標識ヌクレオチドを一回につき１種
類加え、ＤＮＡポリメラーゼ酵素により成長中の相補鎖に取り込ませる。未使用のヌクレ
オチドを洗い流す。レーザーで照射すると、取り込まれたヌクレオチドが発光し、それが
検出される。次のヌクレオチドを加える前に蛍光標識を除去してサイクルを続ける。ヌク
レオチド取込みの追跡により、各個々のＤＮＡ分子の正確な配列が決定される。
【０００８】
　ライゲーションによるシークエンシング（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｂｙ　ｌｉｇａｔｉ
ｏｎ）も知られている。このＤＮＡシークエンシング法では、酵素ＤＮＡリガーゼを用い
て、ＤＮＡ配列中の所定の位置に存在するヌクレオチドを同定する。ＤＮＡリガーゼ酵素
のミスマッチ感受性を用いて標的ＤＮＡ分子の基礎配列を決定する。例えば米国特許第５
，７５０，３４１号明細書および米国特許第４，８８３，７５０号明細書を参照されたい
。
【０００９】
　種々の化学および検出方法で用いることができる、アッセイおよび分析を行うための、
特に核酸のシークエンシングで用いられるような複数の反応および洗浄工程を含むアッセ
イを行うための装置が必要である。更に、フロースルー環境が必要なアッセイの便利な代
替物としてあるいは固定反応容器アッセイの代わりに用いることができる装置が必要であ
る。固定反応容器アッセイでは、核酸シークエンシングの場合に副産物の蓄積がシークエ
ンシングの最大リード長を制限し得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　上記先行技術の不利な点の少なくとも１つを克服もしくは改善することまたは有用な代
替手段を提供することが本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、支持体表面を収容するための少なくとも１つのウェルを有し、少なくとも１
つの支持体表面を各ウェル中にローディングする、回転可能なプラットフォームの使用方
法に関する。支持体表面は、第１および第２結合パートナー対の、第１または第２結合パ
ートナーを結合または固定するように構成されている。第１および第２結合対はアッセイ
の一部であり、アッセイは、好ましくは核酸のシークエンシング、より好ましくはパイロ
シークエンシングである。プラットフォームの外部の地点からアッセイの試薬をウェルに
分注し、支持体表面と接触させる。使用済みまたは消費後の試薬は、プラットフォームの
十分な回転により遠心力で除去され得、支持体表面は、遠心中、ウェル中に保持される。
支持体表面を保持する如何なる方法は本発明の範囲内であり、ほんの一例として、支持体
表面は好ましくは磁性ビーズであり、遠心中にウェル中に磁性ビーズを保持するために磁
石が用いられる。パイロシークエンシングの状況で、好ましくは一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮ
Ａ）が遠心洗浄アプローチにより単離される。試薬は、試薬を新たに添加した後、毎回、
または複数回の添加後に除去されてもよい。遠心洗浄工程は、支持体表面を乾燥させ、後
続する試薬に対して支持体表面を準備し、アッセイに由来する望ましくない副産物も除去
する。本発明はまた、プラットフォームを回転させ且つ支持体表面を各ウェル内に維持す
る装置ならびにプラットフォームおよび支持体表面を含むキットに関する。
【００１２】
　第１の態様では、本発明は、
　少なくとも１つの支持体表面を収容するための少なくとも１つのウェルを有するプラッ
トフォームを供給する工程；
　少なくとも１つの前記支持体表面を各前記ウェル内に供給する工程であって、前記支持
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体表面は第１結合パートナーを固定するように構成されている工程；
　前記第１結合パートナーを前記支持体表面に結合または固定する工程；および
　前記プラットフォームの外部の地点から各前記ウェル中に試薬を分注する工程であって
、前記分注工程後に、各前記ウェルおよび／または各前記支持体表面から、残留している
または未反応の前記試薬が遠心力で実質的に除去されるように前記プラットフォームを十
分に回転させる工程
を含み、
　回転中、各前記支持体表面は各前記ウェル内に維持される、
　核酸シークエンシングを行うための方法を提供する。
【００１３】
　好ましくは、核酸シークエンシングはパイロシークエンシングである。
【００１４】
　好ましくは、支持体表面は磁性粒子の形態であり、プラットフォームの回転中に前記磁
性粒子が前記ウェル内に磁気により保持されるように前記プラットフォームの十分近くに
磁石を配置することにより、前記磁性粒子は前記ウェル内に磁気により維持される。好ま
しくは、磁石は、プラットフォームの下に設けられているプレートまたはリングの形態で
ある。好ましいいくつかの実施形態では、磁石プレートまたはリングは更に、約１５０℃
まで前記ウェルを加熱することにより前記支持体表面を加熱するように構成されている。
しかし、別の一つの実施形態では、前記プラットフォームの回転中に前記ウェル内に前記
磁性粒子が磁気により維持されるように電磁石が係合（ｅｎｇａｇｅｄ）している。
【００１５】
　好ましいいくつかの実施形態では、プラットフォームは実質的に円形であり、前記ウェ
ルは、前記円形プラットフォームの外縁近辺に分布されている。好ましくは、約２～５０
０個のウェルが前記プラットフォームの外縁近辺に分布されており、前記プラットフォー
ムの直径は約５０～５００ｍｍであり、前記プラットフォームの厚さは約１～６ｍｍであ
る。好ましくは、ウェルは、体積が約０．５～１００μＬであるか、深さが約０．５～５
ｍｍである。好ましくは、ウェルは約１～約５０個の別個の支持体表面を収容するような
寸法である。
【００１６】
　別の一つの実施形態では、ウェルは、前記プラットフォームの回転中に前記支持体表面
を受けるための凹部（ｒｅｃｅｓｓ）を含み、前記凹部は、各前記ウェルおよび／または
各前記支持体表面から残留しているまたは未反応の前記試薬が遠心力で実質的に除去され
るように前記プラットフォームの回転中に前記支持体表面は保持するが前記試薬は通過さ
せるように構成されるフィルターを含む。
【００１７】
　好ましくは、プラットフォームは、ポリカーボナート、ポリスチレン、耐衝撃性ポリス
チレン、ポリエチレン、およびポリプロピレンからなる群から選択されるプラスチック材
料で形成されているか、またはガラスもしくは石英で形成されている。好ましくは、廃液
を受けるために前記プラットフォームの周辺にトラフ（ｔｒｏｕｇｈ）が配置され、廃液
は、回転中に前記プラットフォームから振り落とされるかまたは遠心除去される。
【００１８】
　好ましくは、第１結合パートナーは、化学的吸着または共有結合、イオン結合、もしく
は水素結合により前記支持体表面に結合しているか、または前記第１結合パートナーはフ
ァンデルワールス力により前記支持体表面に固定される。
【００１９】
　好ましくは、各前記ウェルに一連の試薬が分注され、一連の試薬の最初の試薬は、第１
結合パートナーに対する第２結合パートナーを含み、その後の試薬は、洗浄および／また
はリンス用の試薬ならびに検出可能なシグナルを現像するための試薬から選択される。好
ましくは、本発明の方法は、各前記分注工程の最中および／または後に核酸シークエンシ
ングを分析する工程を更に含む。
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【００２０】
　好ましくは、本発明の方法は、前記試薬を分注しながら回転可能なプラットフォームを
約１０～２００ｒｐｍの速度で回転させる工程および回転可能なプラットフォームを４０
０ｒｐｍ超の速度で回転させて前記ウェルから前記試薬を遠心力で実質的に除去する工程
を更に含む。好ましくは、プラットフォームは、分注工程中にウェルから試薬が遠心力で
除去されないような、十分な低速で回転され、洗浄または乾燥工程中にウェルから試薬が
遠心力で除去されるような、十分な高速で回転される。好ましくは、十分な高速は、４０
０ｒｐｍ超であり、１０００、２０００、３０００、４０００ｒｐｍ、またはそれ以上で
あってもよい。
【００２１】
　いくつかの好ましい実施形態では、前記試薬と前記支持体表面が完全に混合するように
プラットフォームを十分に振動させる。
【００２２】
　第２の態様では、本発明は、１または複数の支持体表面を収容するための少なくとも１
つのウェルを有するプラットフォームおよび少なくとも１つの支持体表面をキット中に含
むキットであって、前記支持体表面が第１結合パートナーを固定するように構成されてい
るキットを提供する。好ましくは、支持体表面は、前記ウェル中に収容され、前記支持体
表面を前記ウェルに保持するために前記プラットフォームの表面に着脱可能な使い捨てシ
ートが付着している。好ましくは、キットは、核酸シークエンシングを行うための、特に
パイロシークエンシングのための、１または複数の試薬を含む。
【００２３】
　第３の態様では、本発明は、
　予め決められた、調節可能であり且つユーザーが選択可能である回転速度で、回転可能
なプラットフォームを回転させるための装置；
　前記プラットフォームのウェル内に磁性粒子を保持するために前記回転可能なプラット
フォームに磁石を係合させるための装置；
　所望により、前記第１結合パートナーを前記磁性粒子に固定するために前記ウェルに第
１結合パートナーを分注するための装置；
　前記ウェルに試薬を分注するための装置；および
　所望により、洗浄用の試薬を分注するための装置、
　を含む核酸シークエンシングを行うための装置を提供する。
【００２４】
　第４の態様では、本発明は、
　少なくとも１つの支持体表面を収容するための少なくとも１つのウェルを有するプラッ
トフォームを供給する工程；
　少なくとも１つの前記支持体表面を各前記ウェル内に供給する工程であって、前記支持
体表面は第２結合パートナーを固定するように構成されている工程；
　前記第２結合パートナーを前記支持体領域に選択的に結合または固定する工程；および
　前記プラットフォームの外部の地点から各前記ウェルに試薬を分注する工程であって、
前記分注工程後、各前記ウェルおよび／または各前記支持体表面から、残留しているまた
は未反応の前記試薬が遠心力で実質的に除去されるように、前記プラットフォームを十分
に回転させる工程
　を含み、
　回転中、各前記支持体表面は各前記ウェル内に維持される、
　核酸シークエンシングを行うための方法を提供する。
【００２５】
　好ましくは、第１結合パートナーが既に、化学的吸着または共有結合、イオン結合、も
しくは水素結合により前記支持体表面に結合しているか、または第１結合パートナーがフ
ァンデルワールス力により前記支持体表面に固定されており、前記第２結合パートナーは
、前記支持体表面に既に結合している前記第１結合パートナーと結合可能または反応可能
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である。
【００２６】
　好ましくは、各前記ウェルに一連の試薬が分注され、一連の試薬の最初の試薬は、第１
結合パートナーに対する第２結合パートナーを含み、その後の試薬は、洗浄用および／ま
たはリンス用の試薬から選択される。
【００２７】
　第５の態様では、本発明は、１または複数の支持体表面を収容するための少なくとも１
つのウェルを有するプラットフォームおよびに少なくとも１つの支持体表面を含むキット
であって、前記支持体表面が第２結合パートナーを選択的に結合または固定するように構
成されているキットを提供する。
【００２８】
　第６の態様では、本発明は、
　予め決められた、調節可能であり且つユーザーが選択可能である回転速度で、回転可能
なプラットフォームを回転させるための装置；
　前記プラットフォームのウェル内に磁性粒子を保持するために前記回転可能なプラット
フォームに磁石を係合させるための装置；
　所望により、第２結合パートナーを前記磁性粒子に選択的に固定するために前記ウェル
に前記第２結合パートナーを分注するための装置；
　前記ウェルに試薬を分注するための装置；および
　所望により、洗浄用の試薬を分注するための装置、
　を含む、パイロシークエンシング等の核酸シークエンシングを行うための装置を提供す
る。
【００２９】
　第７の態様では、本発明は、
　少なくとも１つの支持体表面を収容するための少なくとも１つのウェルを有するプラッ
トフォームを供給する工程；
　少なくとも１つの前記支持体表面を各前記ウェル内に供給する工程であって、前記支持
体表面は核酸鎖結合パートナーを固定するように構成されている工程；
　前記核酸鎖結合パートナーを前記支持体表面に結合または固定し、次いで前記支持体表
面に核酸鎖を選択的に結合または固定する工程；
　所望により、相補的核酸鎖を変性および除去し、前記支持体表面にシークエンシングプ
ライマーをアニーリングさせる工程；および
　前記プラットフォームの外部の地点から各前記ウェルに、Ａ、Ｔ、Ｇ、および／もしく
はＣヌクレオチドまたはそれぞれの好適なヌクレオチドアナログを含む一連の試薬を順次
分注する工程であって、前記分注工程のそれぞれまたはいずれかの後に、各前記ウェルお
よび／または各前記支持体表面から、実質的に如何なる残留しているおよび／または未反
応の前記試薬が遠心力で実質的に除去されるように、前記プラットフォームを十分に回転
させる工程、
　を含み、
　回転中、各前記支持体表面は各前記ウェル内に維持される、
　核酸鎖のシークエンシングを行うための方法を提供する。
【００３０】
　好ましくは、核酸鎖はＤＮＡもしくはＲＮＡまたはその修飾された形態である。好まし
くは、核酸鎖のシークエンシングはパイロシークエンシングである。
【００３１】
　好ましくは、核酸鎖はビオチン化されており、核酸鎖結合パートナーは、ビオチン化核
酸鎖に結合するためにアビジン、ストレプトアビジン、またはアナログを含む。
【００３２】
　好ましくは、各前記支持体表面を、Ａ、Ｔ、Ｇ、および／またはＣヌクレオチドを含む
一連の試薬と順次接触させる。
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【００３３】
　好ましくは、順次接触／分注工程は、
　（ａ）各ヌクレオチドまたはそのアナログを所望のもしくは所定の順番で別個に順次加
えること、
　（ｂ）Ａ＋Ｔ＋Ｇ＋Ｃヌクレオチドまたはこれらの所定のまたは所望のサブセットを混
合物として加え、再度前記混合物を加える等、
　のいずれかを含む。
【００３４】
　好ましくは、各前記分注工程の最中および／または後に前記核酸鎖を分析する工程を更
に含む。好ましくは、分析は、光のアウトプットを核酸鎖に取り込まれたヌクレオチドの
数と関連付けることにより前記核酸鎖中の次の塩基対を検出することを含む。
【００３５】
　好ましくは、変性工程は、核酸鎖を加熱して変性させることまたは核酸鎖を高ｐＨに曝
露することを含む。
【００３６】
　好ましくは、方法は、前記核酸鎖を変性させた後に、リンス用の試薬を用いたリンス工
程により相補鎖を除去する工程を含む。
【００３７】
　好ましくは、前記支持体表面に試薬が実質的に混入しないように、前記プラットフォー
ムを回転させて残留試薬を遠心力で実質的に除去することにより、前記支持体表面を実質
的に乾燥させることによって、後続する各前記試薬に対して各前記支持体表面を準備する
。
【００３８】
　第８の態様では、本発明は、核酸鎖のシークエンシングを行うためのキットであって、
１または複数の支持体表面を収容するための少なくとも１つのウェルを有する回転可能な
プラットフォームおよび少なくとも１つの支持体表面を含み、前記支持体表面が核酸鎖結
合パートナーを固定するように構成されているキットを提供する。
【００３９】
　第９の態様では、本発明は、核酸鎖のシークエンシングを行うための第８の態様に係る
キットの使用を提供する。好ましくは、アッセイはパイロシークエンシングである。
【００４０】
　第１０の態様では、本発明は、
　予め決められた、調節可能であり且つユーザーが選択可能である回転速度で、回転可能
なプラットフォームを回転させるための装置；
　前記回転可能なプラットフォームのウェル内に磁性粒子を保持するために前記回転可能
なプラットフォームに磁石を係合させるための装置；
　所望により、核酸鎖結合パートナーを前記磁性粒子に固定するために前記ウェルに核酸
鎖結合パートナーを分注するための装置；
　所望により、前記核酸鎖を前記磁性粒子に選択的に固定するために前記ウェルに核酸鎖
を分注するための装置；
　所望により、相補的核酸鎖を変性および所望により、除去するための装置；
　Ａ、Ｔ、Ｇ、および／もしくはＣヌクレオチド、それらのそれぞれのアナログ、または
その組合せを前記ウェルに分注するための装置；
　洗浄用の試薬を分注するための装置；および
　所望により、１または複数の酵素溶液を分注するための装置、
　を含む、核酸鎖をシークエンシングするための装置を提供する。
【００４１】
　第１１の態様では、本発明は、
　少なくとも１つの支持体表面を収容するための少なくとも１つのウェルを有するプラッ
トフォームを供給する工程；
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　少なくとも１つの前記支持体表面を各前記ウェル内に供給する工程であって、前期支持
体表面は核酸鎖を選択的に固定するように構成されている工程；
　前記支持体表面に核酸鎖を選択的に結合または固定する工程；
　所望により、相補鎖核酸鎖を変性および除去し、前記支持体表面にシークエンシングプ
ライマーをアニーリングさせる工程；および
　前記プラットフォームの外部の地点から各前記ウェルに、Ａ、Ｔ、Ｇ、および／もしく
はＣヌクレオチドまたはそれぞれの好適なヌクレオチドアナログを含む一連の試薬を順次
分注する工程であって、前記分注工程のそれぞれまたはいずれかの後に、各前記ウェルお
よび／または各前記支持体表面から、残留しているまたは未反応の前記試薬が遠心力で実
質的に除去されるように、前記プラットフォームを十分に回転させる工程、
　を含み、
　回転中、各前記支持体表面は各前記ウェル内に維持される、
　核酸鎖のシークエンシングを行う方法を提供する。
【００４２】
　好ましくは、支持体表面に既に核酸鎖結合パートナーが固定されており、前記核酸鎖は
前記核酸鎖結合パートナーに選択的に結合する。好ましくは、核酸鎖はＤＮＡもしくはＲ
ＮＡまたはその修飾された形態である。好ましくは、核酸鎖はビオチン化されており、第
１結合パートナーは、ビオチン化核酸鎖に結合するためにアビジン、ストレプトアビジン
、またはアナログを含む。
【００４３】
　第１２の態様では、本発明は、１または複数の支持体表面を収容するための少なくとも
１つのウェルを有する回転可能なプラットフォームおよび少なくとも１つの支持体表面を
含むキットであって、前記支持体表面が核酸鎖を選択的に固定するように構成されている
キットを提供する。
【００４４】
　第１３の態様では、本発明は、核酸鎖のシークエンシングを行うための第１２の態様に
係るキットの使用を提供する。
【００４５】
　第１４の態様では、本発明は、
　予め決められた、調節可能であり且つユーザーが選択可能である回転速度で、回転可能
なプラットフォームを回転させるための装置；
　前記回転可能なプラットフォームのウェル内に磁性粒子を保持するために、前記回転可
能なプラットフォームに磁石を係合させるための装置；
　所望により、前記支持体表面に核酸鎖を固定するために前記ウェルに核酸鎖を分注する
ための装置；
　所望により、相補的核酸鎖を変性および所望により、除去するための装置；
　Ａ、Ｔ、Ｇ、および／もしくはＣヌクレオチド、それらのアナログ、またはその組合せ
を分注して前記支持体表面に接触させるための装置；
　洗浄用の試薬を分注するための装置；および
　所望により、１または複数の酵素溶液を分注するための装置、
　を含む、核酸鎖をシークエンシングするための装置を提供する。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、回転可能なプラットフォームは、容積が約０．５～１００μ
Ｌまたは深さが約０．５～３ｍｍである複数の比較的浅いウェルを含む。別のいくつかの
実施形態では、ウェルは比較的深く、第１結合パートナーを固定するようにまたは第２結
合パートナーを選択的に固定するように構成されている磁性ビーズを収容するために約５
～８ｍｍである。この例では、ビーズは別個の領域と見なされ、各ウェルに１または複数
のビーズが収容されてもよい。
【００４７】
　第１または第２結合パートナーは、好ましくは磁性ビーズであるビーズに好ましくは結
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合可能である。磁性ビーズが用いられる場合、ウェルは、ディスク／プラットフォームの
回転中にビーズが遠心力で移動しない（ｄｉｓｐｌａｃｅｄ）ようにビーズを収容するの
に十分な深さおよび容積であると理解される。好ましいいくつかの実施形態では、システ
ムは、磁性環状ディスクをサンプルディスク／プラットフォームの下側で上昇させること
によりまたは電磁石を作動させることにより、各ウェル内に磁性ビーズを捕捉することが
できる。この例では、磁性ビーズをウェル中に収容することができ、プラットフォームの
回転により、周囲の試薬からビーズを実質的に乾燥させるのに十分な遠心力を加えること
ができる。また、プラットフォームは、複数の同心円状に配置された円状のアレイのウェ
ルを含んでもよいと理解される。いくつかの実施形態では、第１結合パートナーをビーズ
または粒子の表面に化学的に吸着させる。別のいくつかの実施形態では、第１結合パート
ナーをビーズまたは粒子の表面に共有結合またはイオン結合、または水素結合により結合
させ、更に別のいくつかの実施形態では、第１結合パートナーがファンデルワールス力に
よりビーズまたは粒子の表面に維持される。第２結合パートナーは、ビーズまたは粒子の
表面に既に結合している第１結合パートナーと結合可能または反応可能であると理解され
る。
【００４８】
　本発明は特に、核酸シークエンシング法、例えばパイロシークエンシング等の方法およ
びアッセイに関する。例えば、第１および第２結合パートナーは、好ましくはアビジン、
ストレプトアビジン、ストレプタクチン（ｓｔｒｅｐｔａｃｔｉｎ）、またはアナログお
よびビオチンまたはアナログから選択される、結合パートナー対（所望により、その一方
が検出できるように標識されていてよい）である。
【００４９】
　しかし、以下に更に説明するように、本発明の利点は、相対的に迅速かつ相対的に簡便
な洗浄工程を提供することおよび関連した洗浄用の溶液および試薬の廃棄体積が少ないこ
とである。
【００５０】
　ここで本発明をパイロシークエンシングとの関連で説明するが、本発明はこのアッセイ
に限定されるものではないと理解される。
【００５１】
　第１の実施形態では、ウェル内に維持される支持体表面が第１結合パートナーを固定す
るように構成されており、それは例えばアビジン、ストレプトアビジン、ストレプタクチ
ン、またはアナログであってもよく、その後、アビジン、ストレプトアビジン、ストレプ
タクチン、またはアナログは続いて、後続の処理工程において、例えばビオチン化ＤＮＡ
と反応させることができると理解される。更に、第２の実施形態では、支持体表面が第１
結合パートナーを既に含んでおり、表面は第２結合パートナーを選択的に固定するように
構成されていると理解される。したがって、第１の実施形態に係る支持体表面は「機能化
されていない（ｕｎｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｓｅｄ）」と見なすことができ、第２の実施
形態に係る支持体表面は「機能化されている」または「予め機能化されている（ｐｒｅ－
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｓｅｄ）」と見なすことができると理解される。
【００５２】
　好ましくは、一連の試薬の最初の試薬は、第１結合パートナーに対する第２のまたは相
補的な結合パートナーを含み、その後、後続する試薬は、例えば、洗浄用またはリンス用
の試薬から以下に更に説明されるように選択される。
【００５３】
　好ましくは、本発明の方法は更に、各前記接触または分注工程の最中および／または後
に核酸シークエンシングアッセイを分析する工程を含む。好ましいいくつかの実施形態で
は、支持体表面を後続する試薬と接触させる前に、洗浄用の試薬を用いる洗浄またはリン
ス工程を各前記支持体表面に実施する。洗浄用の試薬は、前の接触工程に由来する残留溶
液を実質的に洗い流すことができるまたは残留溶液および前記溶液中に存在する成分の量
を低減することができる、いかなる試薬（副産物を分解するかまたは副産物の濃度を低減
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する例えばアピラーゼ等の活性剤または他の好適な酵素）であってよい。
【００５４】
　洗浄用の試薬は、前の接触／分注工程に由来する残留溶液を実質的に洗い流すことがで
きるまたは残留溶液および前記溶液中に存在する成分の量を低減することができる如何な
る試薬であってもよく、アピラーゼ等の活性剤であってもよいが、別のいくつかの実施形
態では、好ましくは、過剰なヌクレオチドを除去するための洗浄工程は、その全体を参照
により本明細書に援用するＭａｓｈａｙｅｋｈｉ　Ｆ．，　ａｎｄ　Ｒｏｎａｇｈｉ　Ｍ
．，　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅａｄ－ｌｅｎｇｔｈ　ｌｉｍｉｔｉｎｇ　ｆａｃｔ
ｏｒｓ　ｉｎ　ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　Ａｎａｌ．　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．　（２００７），　３６３（２）：　２７５－２８７に詳細に説明されて
いるようにアピラーゼを含まない。Ｍａｓｈａｙｅｋｈｉ　ｅｔ　ａｌに詳細に説明され
ているように、アピラーゼを含まない洗浄工程で洗浄工程を置換するとパイロシークエン
シングのリード長が改善されることが示されている。
【００５５】
　好ましくは、回転可能なプラットフォームは、試薬分注中、標的部位に添加された試薬
が除去されないように例えば約１０～２００ｒｐｍの低速で回転され、プラットフォーム
は、試薬分注中、例えば約４００～２０００ｒｐｍの高速で回転される。しかし、他の回
転速度も可能であると理解される。
【００５６】
　好ましいいくつかの実施形態では、前の工程に由来する試薬の前記支持体表面への混入
が実質的に低減するようにまたは好ましくは実質的にないように、前記プラットフォーム
を回転させて残留試薬を遠心力で除去することによって、前記支持体表面を実質的に「乾
燥」させることにより、後続する各前記試薬に対して各前記支持体表面の準備が整えられ
る。
【００５７】
　別のひとつの態様では、本発明は、アッセイを行うためのプラットフォームおよび支持
体表面の組合せの使用を提供する。更なるひとつの態様では、本発明は、本明細書に記載
のプラットフォームと、１または複数の支持体表面と、所望により、前記アッセイ用の１
または複数の試薬とを含むキットを提供する。
【００５８】
　好ましくは、プラットフォームを回転させるための装置はモーターであり、予め決めら
れた回転速度はユーザーが選択可能であり、約１０～５０００ｒｐｍである。装置はまた
、好ましくは、回転可能なプラットフォームから振り落とされる廃試薬を抽出するための
吸引抽出システムを具備している。
【００５９】
　ここで本発明をパイロシークエンシングとの関連で説明するが、本発明はこのアッセイ
に限定されるものではないと理解される。
【００６０】
パイロシークエンシング
　好ましくは、用いられる核酸シークエンシング法はパイロシークエンシングである。し
かし、以下に更に説明するように他の核酸鎖シークエンシング法は用いられ得ると理解さ
れるだろう。
【００６１】
　好ましくは、前記核酸鎖は、ＤＮＡもしくはＲＮＡであるか、または、例えば亜硫酸水
素塩処理後の、もしくは天然核酸中に存在しない追加的塩基を含む、修飾された形態であ
る。１または複数の別個の領域のそれぞれの上に核酸鎖のコピーが保持されると理解され
る。
【００６２】
　好ましくは、回転可能なプラットフォームは実質的に円形であり、直径が約５０～５０
０ｍｍである。好ましくは、回転可能なプラットフォームは、回転可能なプラットフォー
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ムの中心から等距離に配置された約２～５００個のウェルを含む。直径は如何なる直径で
もよいと理解され、直径は、１または複数でもよいウェルの数が収まるように選択され得
る。いくつかの好ましい実施形態では、ウェルは、回転可能なプラットフォームの外縁に
実質的に均等に分布または配置されて実質的に円状のアレイを形成している。
【００６３】
　好ましくは、ウェルは支持体表面を含み、支持体表面はビーズの形態であり、ビーズは
好ましくは、核酸鎖（例えば、シークエンシング鋳型またはシークエンシングプライマー
）を選択的に結合、捕捉、または固定するように構成されている磁性ビーズである。例え
ば、いくつかの好ましい実施形態では、核酸鎖はビオチン化されており、別個の領域が、
ビオチン化核酸鎖に結合するためのアビジン、好ましくはストレプトアビジンまたはアナ
ログを含む。あるいは、支持体表面またはビーズは、アビジン、好ましくはストレプトア
ビジンを結合、捕捉、または固定するように構成されており、その後の工程で、ビオチン
化核酸鎖が、支持体表面に結合しているアビジン／ストレプトアビジンに選択的に固定さ
れる。しかし、核酸鎖を別個領域に固定するために別の化学（ｃｈｅｍｉｓｔｒｉｅｓ）
を利用することもできると理解される。本発明は、核酸鎖を別個領域に固定するために用
いることができる化学に限定されない。別の実施形態では、鋳型結合剤は、リガンド結合
、ユニバーサルプライマー／プローブ、または抗体によるものであり得る。
【００６４】
　一実施形態では、ウェルは、容積が約０．５～１００μＬの浅いウェルであってもよい
。浅いウェルは如何なる形状であってもよく、ウェルは如何なる容積であってよいと理解
される。いくつかの実施形態では、ウェルの直径は約１～５ｍｍである。しかし、ウェル
は如何なる直径または形状であってもよいと理解され得る。
【００６５】
　好ましくは、回転可能なプラットフォームはプラスチック材料で形成されていることが
好都合であるが、ガラスまたは石英等のその他の材料も可能であることが当業者には理解
されよう。好ましくは、プラスチック材料は、ポリカーボナート、ポリスチレン、または
ポリプロピレンからなる群から選択される。また、回転可能なプラットフォームは積層構
造であり得ると考えられる。回転可能なプラットフォームが如何なる材料から形成されて
いようとも、プラットフォームは変形せずに回転に耐えることができなければならず、潜
在的に、以下に更に記載する核酸変性のための熱的効果に耐えられなければならならい。
【００６６】
　いくつかの好ましい実施形態では、実質的に円形のディスクでもよい回転可能なプラッ
トフォームは、回転可能なプラットフォームの表面から回転中に振り落とされる（ｓｐｕ
ｎ　ｏｆｆ）または遠心除去される廃液を受けるための、プラットフォームの周辺に配置
されたトラフを更に含む。パイロシークエンシング反応の各工程または複数の工程が完了
するとすぐに、長いリード長を達成するために、ウェル中の未使用の試薬または廃試薬は
除去されるべきであると理解される。回転可能なプラットフォームの回転による遠心力の
発生によりプラットフォームから廃液が振り落とされ、廃液の取り扱い性を向上させるた
めにトラフが設けられている。あるいは、例えば２０、３０、４０、または５０サイクル
のヌクレオチド添加毎にまたは反応が阻害されるのに十分なほどに試薬が希釈される直前
に、プラットフォームから廃試薬が振り落とされ得る。
【００６７】
　この実施形態では、追加のパイロシークエンシング試薬がウェルに添加され、各パイロ
シークエンシング反応完了後にプラットフォームから振り落とされるにつれて、回転可能
なプラットフォームの総質量は増加すると理解される。したがって、別のひとつの実施形
態では、回転可能なプラットフォームはトラフを含まず、回転可能なプラットフォームを
収容する筐体を、プラットフォームの周辺に隣接してトラフが配置されるように構成して
、回転可能なプラットフォームの表面から回転中に振り落とされた廃液がこの「静止した
」トラフに捕らえられるようにすることが望ましいことがあり得る。
【００６８】
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　パイロシークエンシングの背景となる技術および化学に精通した当業者には、支持体表
面に固定された核酸鎖を変性させて相補的核酸鎖を除去することが必要になり得ることが
理解されよう。変性は如何なる方法で達成されてもよいが、好ましくは、ウェルおよび支
持体表面または更には回転可能なプラットフォーム全体を変性に十分な温度、例えば９４
～９９℃に加熱すること、あるいは、９４℃を超える温度に加熱した溶媒、例えばバッフ
ァーに支持体表面を曝露することによることを含む。あるいは、支持体表面を変性組成物
（例えば、ＮａＯＨを含む組成物）に曝露してもよい。他の方法としては、赤外線または
同等な放射線照射による加熱が含まれる。回転可能なプラットフォームは、そのような変
性条件下に耐えられる材料で形成されているべきであると理解される。
【００６９】
　回転可能なプラットフォームはまた、捕捉された核酸標的または捕捉されたシークエン
シングプライマーに対してＤＮＡをハイブリダイズさせるか融解させるために加熱および
冷却することも可能である。パイロシークエンシングの場合、ひとたびｄｓＤＮＡ標的が
捕捉および変性されると、シークエンシングプライマーを添加してｓｓＤＮＡにハイブリ
ダイズさせるか、捕捉されたシークエンシングプライマーにｓｓＤＮＡをハイブリダイズ
させる。この場合、回転可能なプラットフォームを加熱してｓｓＤＮＡ中の三次構造を除
去し、次いで冷却して固定化された標的にシークエンシングプライマーをハイブリダイズ
させてよい。
【００７０】
　比較的小さい体積の試薬を用いる場合にチャンバーは好適な手段で封止されるので、チ
ャンバーの加熱はデバイスを幾分複雑にすると理解され得る。あるいは、加熱段階中の蒸
発を低減するために油状の覆い（ｏｖｅｒｌａｙ）を用いてもよい。他の好適な手段は当
業者に周知である。あるいは、捕捉されたｓｓＤＮＡおよびシークエンシングプライマー
に変性試薬を加えた後、よりｐＨの低いバッファーを加えてｐＨを低減させてシークエン
シングプライマーをＤＮＡ標的にアニーリングさせてもよい。ひとたびアニーリングする
と、ｐＨバッファーは振り落とされて廃棄され得る。
【００７１】
　当業者には、種々の実施形態において、本発明が提供できる多くの利点が理解されよう
。例えば、本発明は、先行技術のデバイスおよび方法と比べてさらに長い塩基リード長を
可能にする。説明すると、先行技術の方法では、０．２ｍＬの微小遠心チューブ（または
類似物）中でパイロシークエンシングを行い、チューブに試薬を順次添加して、チューブ
中に存在するＤＮＡの配列を検出する。反応バッファー中に含まれるＤＮＡ、全酵素、お
よび基質を含む反応物に、ヌクレオチドを順次加える。９６または２４ウェルプレートに
おいて反応を行う。プレートを加熱し（２８℃）、反応中、振とうする。したがって、添
加されたヌクレオチドの体積は蒸発する体積とほぼ同等であり、そのため、反応混合物は
希釈されないが副産物は蓄積される。先行技術の方法は、リード長が比較的短いという欠
点があり、これは、例えばアピラーゼの活性により生じる分解産物の蓄積による可能性が
最も大きい。本発明は、固定された核酸鎖をヌクレオチドと接触させ、前述したように残
っているヌクレオチドおよび全ての反応産物および副産物がその後ウェルから実質的に除
去され、所望により、その後のヌクレオチド試薬と接触させる前に支持体表面をも洗浄す
るので、当該技術分野の水準で知られている欠点がない。３００または４００塩基を超え
る塩基リード長、更には化学の改良により潜在的には１０００塩基を超える塩基リード長
、が可能であると考えられる。
【００７２】
　更なる利点は当業者に明らかであるが、明確にすると、本発明は先行技術のフロースル
ーセルよりも相対的に簡便な装置を提供する。更なる利点は、先行技術の方法およびデバ
イスと比べて潜在的で相対的に速いシークエンシングに関し、先行技術と比べて必要な試
薬の体積が潜在的に少ない。いくつかの先行技術の方法、特にパイロシークエンシングの
実施方法における更なる制約は、１回の反応サイクル、すなわち１ヌクレオチドの添加に
必要な時間が非常に長いことである。場合によっては、１反応サイクルに必要な時間は通
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常、約６０秒またはそれ以上であり、これは前の反応サイクルの残っているヌクレオチド
を全て分解するのに必要な時間に基づく。前の反応サイクルの実質的に全ての残留ヌクレ
オチドが完全に分解された後にのみ、次のヌクレオチドが加えられる。本明細書に記載し
たような装置は、残留ヌクレオチドをはるかに速い速度で除去できる（すなわち、遠心工
程、洗浄工程によって）と理解される。これにより、１塩基の取込みにかかるサイクル時
間がはるかに短縮される。本発明を理論により束縛するものではないが、サイクル時間は
約１５秒に短縮され得、これにより、ランタイムが少なくともおよそ４分の１に短縮され
ると理解される。しかし、サイクル時間は更に短縮できると予想される。
【００７３】
　本発明はまた、いくつかの先行技術のデバイスと比べて、流体の取り扱い性を改善する
ことが可能である。また、ＣＣＤアレイの代わりに高速光電子増倍管を用いることができ
ることから、本発明は先行技術のデバイスより高い感度を実現することができる。
【００７４】
　パイロシークエンシングは、「合成によるシークエンシング（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　
ｂｙ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）」の原理に基づくＤＮＡシークエンシング法であり、ジデオ
キシヌクレオチドを用いた連鎖停止ではなくヌクレオチド取込み時のピロリン酸放出の検
出に依存する。「合成によるシークエンシング」では、シークエンシングされるＤＮＡ一
本鎖を利用して、その後、その相補鎖を酵素的に合成する。「合成によるシークエンシン
グ」法は、ＤＮＡポリメラーゼのヌクレオチド付加反応（ＤＮＡ＋ｘｄＮＴＰ→ＤＮＡ＋

１＋ＰＰｉまたはｘに応じて異なる副産物。ｘはＡＴＰでもあり得る）の反応副産物を検
出することによるＤＮＡポリメラーゼ（ＤＮＡ合成酵素）活性の検出に基づく。パイロシ
ークエンシング反応では、光を生成する酵素カスケードを利用してＰＰｉが定量される。
　１．スルフリラーゼ：ＡＰＳ＋ＰＰｉ→ＡＴＰ＋ＳＯ４

　２．ルシフェラーゼ：ルシフェリン＋ＡＴＰ→オキソルシフェリン＋ＰＰｉ＋光
　３．アピラーゼ：残留ｄＮＴＰおよびＡＴＰの分解
【００７５】
　更に、例えば、ＰＰｉ＋ＰＥＰ＋ＡＭＰをピルビン酸＋ＡＴＰ＋Ｐｉに変換するＰＰＤ
Ｋ（ホスホエノールピルビン酸ジキナーゼ）の使用のような、副産物の定量に用いられ得
る複数の反応が当該技術分野で知られている。更に、副産物は、例えばｐＨ変化または他
の検出可能なパラメーターの変化により検出し得る。あるいは、「合成によるシークエン
シング」法は、ＤＮＡリガーゼのプライマー付加反応の反応副産物を検出する、ＤＮＡリ
ガーゼの活性の検出に基づいてもよい。好適な方法は当業者に周知である。
【００７６】
　本質的に、本方法は、ＤＮＡの一本鎖に沿って１回に１塩基対ずつ相補鎖を合成し、ど
の塩基が各工程で実際に付加されたかを検出することによってＤＮＡの一本鎖のシークエ
ンシングを可能にする。鋳型ＤＮＡまたはシークエンシングプライマーが固定され、順番
に、Ａ、Ｃ、Ｇ、および／またはＴヌクレオチドの溶液が添加され、反応後に除去される
。添加されたヌクレオチドが鋳型の第１の不対塩基（１または複数）を補完した場合にの
み光が発生する。検出可能なシグナル、例えば化学発光シグナルを生じさせる添加された
ヌクレオチドの配列により、鋳型の配列を決定することができる。ｓｓＤＮＡ鋳型をシー
クエンシングプライマーにハイブリダイズさせるかまたはその逆を行い、酵素ＤＮＡポリ
メラーゼならびに所望により、ＡＴＰスルフリラーゼ、ルシフェラーゼ、および／または
アピラーゼと、ならびに例えば基質アデノシン５’ホスホ硫酸（ＡＰＳ）およびルシフェ
リンとインキュベートする。検出可能なシグナルを提供する他の反応カスケードも当業者
に周知である。
【００７７】
　概観として、パイロシークエンシングは以下の一般的工程に従う：
　１．４種類のデオキシヌクレオチド３リン酸（ｄＮＴＰ）またはその好適な誘導体のう
ちの１つを核酸鎖鋳型に添加する。ＤＮＡポリメラーゼが正確に相補的ｄＮＴＰまたはそ
の誘導体を鋳型に取り込ませ、ピロリン酸（ＰＰｉ）を化学量論的に放出させる。
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　２．ＡＴＰスルフリラーゼが定量的にＰＰｉをＡＴＰに変換する。このＡＴＰが、ルシ
フェラーゼにより仲介されるルシフェリンからオキシルシフェリンへの変換を引き起こし
、ＡＴＰの量に比例する量の可視光を発生させる。ルシフェラーゼ触媒反応において発生
した光を検出および分析する。
　３．その後、取り込まれなかったヌクレオチドおよびＡＴＰは、アピラーゼまたは他の
好適な酵素により分解される。
【００７８】
　古典的なパイロシークエンシングプロトコールに対するいくつかの改変が当該技術分野
で周知であり、本発明に係る装置において実施されるのに良く適している。１回のヌクレ
オチド取込み工程毎に発生する光は取り込まれたヌクレオチドの量に比例するので、好適
なソフトウェアにより、発生した光情報を具体的なヌクレオチド配列パターンに変換する
ことができる。古典的なパイロシークエンシングでは、この光パターンを「パイログラム
」と呼ぶ。更に、前記ソフトウェアは、好ましくは、特定の位置における混合集団の取込
み比率を定量することができる。
【００７９】
　本発明は、配列決定される核酸鋳型もしくは標的またはシークエンシングプライマーを
固定する工程および段階的なヌクレオチド添加サイクルを含むシークエンシング法を意図
する。本発明をパイロシークエンシングに関して例示したが、本発明は他の核酸シークエ
ンシング化学、特にフロースルー環境および固相から利益を受ける化学にも有用であると
理解される。本発明はまた、前述の工程のいくつかを避けることができ、あるいはそれら
を少なくともより簡便にすることができる。パイロシークエンシングにはｓｓＤＮＡ鋳型
の存在が必要である。所望により、支持体表面がｄｓＤＮＡを捕捉し、前記ｄｓＤＮＡを
変性させて、例えばパイロシークエンシング用に準備されたアニーリングしたシークエン
シングプライマーを用いてｓｓＤＮＡを残す役割も果たし、これにより別個の単離工程が
不要になる。
【００８０】
　具体的には、当業者は、「フロースルーＤＮＡシークエンシング」という用語を、例え
ば、核酸鋳型またはシークエンシングプライマーを固定し、プライマーを鋳型にハイブリ
ダイズさせるまたはその逆を行ない、ヌクレオチドの存在下で段階的にプライマーを介し
た合成を行う方法を含み、ヌクレオチドは、例えば、所望により、ジデオキシ部位等の鎖
伸長終結部位および所望により、検出可能な標識（例えば、サンガーシークエンシング）
を含む、と理解するだろう。更なる核酸シークエンシング法の実施形態の一つは、標識さ
れたヌクレオチドを伸長中のプライマー鎖に取り込ませる工程；取り込まれたヌクレオチ
ドを同定する工程；ならびに次に続くのヌクレオチドの取込みに対して伸長鎖の準備を準
備するように鎖伸長終結部位および標識を除去する工程、を含む。
【００８１】
　また、当業者は、「フロースルーＤＮＡシークエンシング」という用語が、例えば、ラ
イゲーションによる核酸シークエンシングを含むことを理解するだろう。「ライゲーショ
ンによる核酸シークエンシング」という用語が、核酸鋳型またはシークエンシングプライ
マーを固定すること、プライマーを鋳型ハイブリダイズさせることまたその逆を行なうこ
と、その後に続く、例えば標識ヌクレオチドまたは短い標識プローブの、ＤＮＡライゲー
ションの一連のラウンドを含むことは明白であろう。
【００８２】
　核酸固定工程および段階的なヌクレオチドの添加および検出工程を含む、ＤＮＡシーク
エンシング法が本発明の想定内であることは当業者には明らかであろう。
【００８３】
　本発明の方法はまた、所望により、洗浄工程を含んでもよく、あるいは、酵素処理によ
り残留または未反応試薬の除去が改善され得る。
【００８４】
　一実施形態では、順次接触または分注工程は、
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　ａ）Ａ、次いでＴ、次いでＧ、次いでＣヌクレオチド、次いで再度Ａ、等；または
　ｂ）Ａ＋Ｔ＋Ｇ＋Ｃヌクレオチドを混合物として添加し、混合物を再度添加する等、
　のいずれかを含む。
【００８５】
　別の一つの実施形態では、各前記支持体領域を、Ａ、Ｔ、Ｇ、および／またはＣヌクレ
オチドを含む一連の試薬と順次接触させる。順次接触工程は以下のいずれかを含んでもよ
い：
　ａ）各ヌクレオチドまたはそのアナログを所望のまたは所定の順番で別個に順次加える
こと、
　ｂ）Ａ＋Ｔ＋Ｇ＋Ｃヌクレオチドまたはこれらの所定のもしくは所望のサブセットを混
合物として加え、混合物を再度加える等。
【００８６】
　順次接触工程　ａ）はパイロシークエンシング法に特に有用であり、順次接触工程　ｂ
）は、それぞれが異なる色素で標識された蛍光標識ヌクレオチド等の標識ヌクレオチドを
用いる場合に特に有用である。
【００８７】
　ヌクレオチドの配列は所定の順番および／または所定の組合せで添加されてもよく、シ
ークエンシングは核酸鋳型の配列決定に必要とされる十分な回数が繰り返されるという点
で、方法全体は反復性であると理解される。例えば、Ａ、Ｔ、Ｇ、およびＣは公知の変異
部位においてのみ添加され得る。この実施形態の利点は、必要な塩基添加数がより少ない
ため、この手法によって既知の変異の検出が迅速化されることである。
【００８８】
　好ましくは、本発明の方法は更に、各前記接触工程の最中および／または後に核酸鎖を
分析する工程を含む。分析は如何なる分析であってもよいが、パイロシークエンシングと
いう状況において、分析工程は、前記分析の各工程中に光のアウトプットを核酸鎖に取り
込まれたヌクレオチドの数と関連付けることにより核酸鎖中の次の塩基対を同定すること
を含むと理解される。ヌクレオチドの取込みを検出するための全ての適切且つ好適な技術
的方法が当業者により採用され得る。例えば、反応により発生した光を検出するための好
適な検出器は光電子増倍管（ＰＭＴ）である。回転可能なプラットフォームが回転すると
、サンプルが検出器を通過する、好ましくは全てのサンプルが検出器を通過すると理解さ
れる。
【００８９】
　好ましいいくつかの実施形態では、別個の領域を後続する試薬と接触させる前に、各前
記支持体表面について洗浄用の試薬を用いた洗浄またはリンス工程を実施する。洗浄用の
試薬は、前の接触工程に由来する残留溶液を洗い流すのに適した、好ましくは前の接触工
程に由来する実質的に全ての残留溶液を洗い流すのに適した、試薬であり得る。しかし、
好ましいいくつかの実施形態では、洗浄用の試薬は、次の反応工程が行われるバッファー
である。また、洗浄用の試薬は、例えばアピラーゼ、ホスファターゼ等の洗浄促進物質を
含んでもよい。好適な洗浄用の試薬は当業者に周知である。
【００９０】
　前述したように、変性工程は、核酸鎖を加熱して変性させること、核酸鎖を高ｐＨに曝
露すること、または核酸鎖を好適な酵素または酵素混合物に曝露することを含んでもよい
。
【００９１】
　好ましいいくつかの実施形態では、本発明の方法は、核酸鎖を変性させた後に、リンス
用の試薬を用いたリンス工程により相補鎖を除去する工程を含む。
【００９２】
　前記核酸鎖を分注するための、Ａ、Ｔ、Ｇ、および／またはＣヌクレオチドを分注する
ための、ならびに洗浄用の試薬を分注するための装置は、如何なる装置であってもよいが
、好ましくは、装置は、インクジェットタイプの技術と類似のもの、圧電作動、またはエ
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アパルスにより駆動するものである。また、装置は、回転可能なプラットフォームから振
り落とされる廃試薬を抽出するための真空抽出システムを具備することが好ましい。装置
はまた、パイロシークエンシング反応により発生する光を検出するための好適な検出手段
を具備する。好適な検出器、例えば回転可能なプラットフォームの上に取り付けられても
よい光電子増倍管は当業者に公知である。
【００９３】
　変性及び所望により、相補的核酸鎖を除去するための装置は、プラットフォームを約９
４℃に加熱するための装置、または加熱された試薬もしくは他の変性化学物質を分注する
、シリンジもしくはぜん動ディスペンサーをさらに含み得る。
【００９４】
　別のひとつの検出方法では、プラットフォームの各ウェルの下に１または複数の固体ｐ
Ｈメーターが取り付けられている。したがって、配列検出のための結合ＤＮＡの担持に磁
性ビーズを用いることができ、各シークエンシングサイクルの間に前述したようにウェル
を洗浄することができるので、プラットフォームは再利用可能である。シークエンシング
終了後、プラットフォームの下から磁石を取ることによりビーズを外すことができ、プラ
ットフォームを完全に洗浄し、次いで分析用の新たなサンプルをロードすることができる
。ＩＳＦＥＴ（５１）のコストは、プラットフォームに合わせてカスタマイズされた場合
には、使用後のＩＳＦＥＴ検知プラットフォームを使い捨てることができるのに十分であ
る程度に安くなり得るので（すなわち、半導体チップのように）、本出願人は、プラット
フォームを使い捨てにすることもできると考える。
【００９５】
　当業者には、ポリメラーゼがヌクレオチドを付加する時にＨ＋イオンが放出され、これ
により局所的ｐＨが変化し、これは例えば固体ｐＨメーターで検出できることが理解され
よう。例えば、本発明者らは、参照により本明細書に取り込まれるＤＮＡエレクトロニク
ス社（ＤＮＡ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ　Ｌｔｄ．）の米国特許出願公開第２０１０／０
１５１４７９号を参照し、これにおいて、トランジスタの表面またはその近傍におけるイ
オン電荷の局所的変動に応じて電気的アウトプットシグナルを発生させるように配置され
たイオン感応性電界効果トランジスタ（ＩＳＦＥＴ）を含む検知装置が開示されている。
この例では、絶対値ではなくイオン電荷の変動が測定される。このアプローチは、天然ヌ
クレオチドを順次添加できるので化学を簡便にし、ｐＨ変化が検出された場合、ビーズを
捕捉し、ウェルを洗浄し、新たなラウンドのヌクレオチドを添加する。
【００９６】
　好ましくは、再利用可能なプラットフォーム上でＩＳＦＥＴ検出システムを用いる場合
、ｓｓＤＮＡの捕捉に磁性ビーズが用いられる。使い捨てＩＳＦＥＴ検出プラットフォー
ムを用いる場合、ｓｓＤＮＡを捕捉するためにＩＳＦＥＴのゲートの表面をコーティング
してもよく、磁性ビーズを用いてもよい。
【００９７】
　更なる一つの態様では、本発明は、本発明の回転可能なプラットフォームと組み合せた
且つ別個の着脱可能な支持体表面を各ウェル中に用いた、ＩＳＦＥＴ検出器の使用を提供
する。好ましくは、ＩＳＦＥＴ検出部品は各ウェルの底部を形成する。
【００９８】
　当業界の知識を有する読み手は、本発明が本明細書に開示されている実施形態および特
徴、ならびに開示されている実施形態および特徴のあらゆる組合せおよび／または派生形
態（ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ）を含むことを理解するだろう。
【００９９】
　添付の図面を参照して以下に本発明の好ましい実施形態をほんの一例として説明する。
【図面の簡単な説明】
【０１００】
【図１Ａ】図1Ａは、本発明の回転可能なプラットフォームの平面図である。
【図１Ｂ】図１Ｂは、図１Ａに示す回転可能なプラットフォームの側面図である。
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【図１Ｃ】図１Ｃは、図１Ｂの線１Ｃ－１Ｃにおける断面図である。
【図２Ａ】図２Ａは、図１に示す回転可能なプラットフォームの一つの実施形態の斜視図
である。
【図２Ｂ】図２Ｂは、図１に示す回転可能なプラットフォームの一つの実施形態の断面斜
視図である。
【図３】図３は、図１Ａに示す回転可能なプラットフォームが中に設置された装置の断面
図である。
【図４】図４は、反応をモニタリングするための集束光学部品を用いた光学的検出装置を
示す図である。
【図５】図５は、反応をモニタリングするための直接イメージングを用いた光学的検出装
置を示す図である。
【図６Ａ】図６Ａは、（Ａ）Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｍａｇ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅの
パイロシークエンシングのピーク高さを示す図である。
【図６Ｂ】図６Ｂは、（Ｂ）ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１のパイロシー
クエンシングのピーク高さを示す図である。
【図６Ｃ】図６Ｃは、（Ｃ）Ｓｅｒａ－Ｍａｇ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　ＳｐｅｅｄＢｅａｄ
ｓ　Ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎのパイロシークエンシングのピーク高さを示す図である。
【図７】図７は、より高い振動数での混合を用いてＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｍａｇ　
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅビーズで達成されたパイロシークエンシングのピークを示す図である
。
【図８】図８は、１５００ｒｐｍの遠心速度で洗浄したＳｅｒａ－Ｍａｇ　Ｍａｇｎｅｔ
ｉｃ　ＳｐｅｅｄＢｅａｄｓ　Ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎに固定されたＰＣＲ増幅産物に、
酵素および基質のミックスを添加した後の高いピークを示す図である。
【図９】図９は、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１ビ
ーズに固定されたＤＮＡ標的を用いたパイロシークエンシング中に観察された移相および
より広いピークシグナルを示す図である。
【図１０】図１０は、ウェル１～３にロードされた磁性ビーズを示すプラットフォームの
実際の製品の写真である。
【図１１】図１１は、プラットフォームを回転させるためのモーター（５０）が係合した
本発明に係るプラットフォームの斜視図であり、プラットフォームに磁力がほとんどまた
は全く加わらない第１の位置の環状周囲磁石リング（２０）を示している。
【図１２】図１２は、プラットフォームを回転させるためのモーター（５０）が係合した
本発明に係るプラットフォームの斜視図であり、プラットフォームに磁力がほとんどまた
は全く加わらない第１の位置の環状周囲磁石リング（２０）を示している。
【図１３】図１３は、第１の位置の磁石リング（２０）を示す断面側面図である。
【図１４】図１４は、第２の位置の磁石リング（２０）を示す断面側面図である。
【図１５】本発明の別の一つの実施形態であり、回転下でビーズが回転して穴（ｃａｖｉ
ｔｙ）の中に入り且つフリットまたは類似のフィルター（６０）を介して遠心力により廃
液が運ばれるように形成および配置されたウェルを有するプラットフォームを示す図であ
る。
【発明を実施するための形態】
【０１０１】
定義
　本発明の説明および特許請求の範囲において、次の用語は以下の定義に従って用いる。
また、本明細書中で使用される用語は、本発明の特定の実施形態のみを説明することを意
図しており、限定することを意図しないと理解される。特に断りのない限り、本明細書中
で使用される全ての科学技術用語は、本発明が属する分野の知識を有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有する。
【０１０２】
　文脈で明確に定めない限り、明細書および請求項の全てにおいて、「含む（ｃｏｍｐｒ
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ｉｓｅ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」等の語は、排他的または網羅的な意味と
は半体の包括的な意味、すなわち「を含むが、これらに限定されない」という意味で解釈
されるものとする。
【０１０３】
　以下、または特に明記されていない限り、「％」は「重量％」、「比」は「重量比」、
「部」は「重量部」を意味する。
【０１０４】
　本発明の広い範囲を説明する数値範囲およびパラメーターは近似値（ａｐｐｒｏｘｉｍ
ａｔｉｏｎ）であるが、具体例中で記載される数値は可能な限り正確に記載する。しかし
、如何なる数値も、各試験測定値に見られる標準偏差に必然的に起因するいくらかの誤差
を内在的に含む。
【０１０５】
　より簡潔な説明のため、本明細書中で用いられる定量的表現の一部は「約」という用語
で限定されていない。「約」という用語が明示的に使用されているかどうかに関わらず、
本明細書中に示されているあらゆる量は、実際に記載されている値を指すことを意味し、
また、所定の値の実験および／または測定条件を加味した近似値を含む、当該所定の値の
、当該技術分野の通常の能力に基づいて合理的に推量される近似値を指すことを意味する
と理解される。
【０１０６】
　本明細書において用いられている、「主に」および「実質的に」という用語は、特に断
りのない限り、５０重量％超を含むことを意味する。
【０１０７】
　端点を用いた数値範囲の記載は、その範囲内に包含される全ての数を含む（例えば、１
～５は１、１．５、２、２．７５、３、３．８０、４、５等を含む）。
【０１０８】
　「好ましい」および「好ましくは」という用語は、特定の状況下で特定の利点をもたら
し得る本発明の実施形態を指す。しかし、同じまたは他の状況下で、別の実施形態が好ま
しいこともある。また、１または複数の好ましい実施形態の記載とは、他の実施形態が有
用でないことを暗示しているのではなく、本発明の範囲から別の実施形態を排除すること
を意図するものでもない。
【０１０９】
　列挙された項目のリストは、項目のいずれかまたは全部が相互に排他的であることを暗
示していない。列挙された項目のリストは、特に明示されていない限り、項目のいずれか
または全部が集合的に何かを網羅していることを暗示していない。列挙された項目のリス
トは、それらが列挙されている順番に何らかの様式で項目が順序づけられることを暗示し
ていない。
【０１１０】
　本発明において、「結合パートナー」という用語は、如何なるリガンド／受容体対であ
り得る結合パートナー対の１つを意味すると理解される。結合パートナー対の一方は「第
１結合パートナー」と呼ばれ、結合パートナー対の他方は「第２結合パートナー」と呼ば
れる。例えば、結合パートナー対は、ストレプトアビジン／アビジンおよびビオチンであ
り得る。結合パートナー対は、例えばストレプトアビジンおよびビオチン化核酸を含み得
る。
【０１１１】
　本発明において、「回転可能」という用語は、回転されるように構成されていることを
意味することが意図される。また、「ビーズ」、「粒子」、および「固体支持体」という
用語は相互に交換可能に用いられており、「プラットフォーム」および「ディスク」も同
様であると理解されるべきである。
【０１１２】
発明の好ましい実施形態
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　多くの実施形態が本特許出願中に記載されており、例示を目的として提示されているに
すぎない。記載されている実施形態は如何なる意味においても限定することを意図してし
ない。本発明は、本明細書の開示から容易に明らかであるように、多くの実施形態に広く
応用可能である。これらの実施形態は、当業者が発明を実施できるように十分詳細に説明
されており、他の実施形態を利用してもよく、本発明の範囲から逸脱せずに他の変更を加
えてもよいと理解されるべきである。したがって、当業者には、種々の改変および変更を
と共に本発明を実施し得ることが理解されよう。ここで、図面を参照するが、全体として
同様の参照符号が同様の部材を指す。
【０１１３】
　ここで、パイロシークエンシングに関連して本発明の好ましい一つの実施形態を説明す
る。パイロシークエンシングに関連する好ましい一つの実施形態の説明は、本発明をパイ
ロシークエンシングアッセイに限定するものとして解釈されるべきではない。
【０１１４】
　図１に関して、核酸のシークエンシングを行うために核酸鎖を選択的に保持するための
ビーズの形態の、少なくとも１つの支持体表面を収容するように構成されている２つ以上
のウェル２を含むポリカーボナートディスク１の形態の、回転可能なプラットフォーム（
またはディスク）が提供される。ウェル２は、好ましくは直径２～３ｍｍであり、ディス
ク１の外周近辺に等間隔で配置されている。例えば、直径１２０ｍｍのディスク１は円周
が３７７ｍｍであり、６ｍｍ（別個領域／標的部位２の中心間）間隔で配置された直径３
ｍｍの別個領域２を、ディスク１の中心から半径５５ｍｍの場所に形成することにより、
ディスク１の外縁近辺に約５７個のウェルが設けられる。しかし、より大きなディスク１
またはより小さな別個領域（例えば直径０．５ｍｍで間隔が例えば１ｍｍ）のいずれかま
たはその組合せを用いることにより、ウェルの数はこれより少なくてもよく、多くてもよ
い。好ましくは、ウェル２は浅いウェルであり、容積が約０．５～１００μＬである。
【０１１５】
　別の一つの実施形態が図２に示されており、図中、同様の構成物には同様の参照符号が
与えられている。この例では、回転可能なプラットフォームは直径１２０ｍｍであり、５
０個のウェルが外縁近辺に等間隔に配置されている。ウェルは、直径が約３ｍｍであり、
ポリカーボナート、透明ポリスチレン、および白色の耐衝撃性ポリスチレン（ＨＩＰＳ）
を含む材料から作製することができる。プラットフォームの厚さは典型的には１～５ｍｍ
であり、ウェルの深さは約４ｍｍである。
【０１１６】
　好ましく用いられるシークエンシング法はパイロシークエンシングである。しかし、前
述したように、他の核酸鎖シークエンシング法も用いられ得ると考えられる。好ましくは
、ウェル２は核酸鎖を選択的に固定するように構成されている支持体表面を含む。例えば
、核酸鎖はビオチン化されていてよく、支持体表面は、ビオチン化核酸鎖を支持体表面に
結合させるためのストレプトアビジンを含む。しかし、核酸鎖を支持体表面に固定するた
めに他の化学も利用可能であると理解される。
【０１１７】
　核酸鎖のシークエンシングを行うための本発明の方法によると、回転可能なプラットフ
ォーム１が提供され、ウェル２に含まれる支持体表面に核酸鎖が固定される。次いで、例
えばプラットフォーム１を、したがって支持体表面を、約／およそ９４℃に加熱すること
により、相補的核酸鎖を変性および除去する。次いで、ウェル２に好適な試薬を分注する
ことにより支持体表面をＡ、Ｔ、Ｇ、およびＣヌクレオチドに順次接触させ、各接触工程
間に、残留または未反応ヌクレオチドがウェル２から遠心力で実質的に除去されるように
、プラットフォーム１を回転させる。
【０１１８】
　本発明の方法は更に、各前記接触工程の最中および／または後に核酸鎖を分析する工程
を含む。分析工程は、ヌクレオチドの取込みにより生じる光のアウトプットを核酸鎖に結
合したヌクレオチドの数と関連付けることにより、核酸鎖中の次の塩基対を検出すること
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を含む。反応により発生する光を検出するための好適な検出器は光電子増倍管である。回
転可能なプラットフォーム１が回転すると全てのサンプルが検出器を通過すると理解され
る。ヌクレオチドが取り込まれなかった場合、光シグナルはなく、遠心力を用いて反応混
合物が振り落とされ（サイクル毎または第１０～第５０サイクル毎（例えば）のいずれか
、ただし第８０サイクル未満）、次のヌクレオチドで別のラウンドが開始される。
【０１１９】
　好ましいいくつかの実施形態では、ウェル２を次のヌクレオチドと接触させる前に、洗
浄用の試薬を用いる洗浄またはリンス工程を、各支持体表面２に実施する。洗浄用の試薬
は、前の接触工程に由来する残留溶液を実質的に洗い流すことが可能な如何なる試薬であ
ってもよく、好ましくはＰＣＲバッファーである。
【０１２０】
　好ましくは、ヌクレオチド試薬および酵素を分注する間は、回転可能なプラットフォー
ム１を、例えば約１０～２００ｒｐｍの低速で回転させ、洗浄用の試薬を分注する間は、
プラットフォーム１を、例えば約４００～４０００ｒｐｍの高速で回転させる。
【０１２１】
　図３に関して、本発明はまた、核酸鎖をシークエンシングするための回転可能なプラッ
トフォーム１と共に用いる装置を提供する。装置は、予め決められた、調節可能であり且
つユーザーが選択可能である回転速度で、プラットフォーム１を回転させるためのモータ
ー５０、例えば約１０～４０００ｒｐｍの回転速度を与えることができるモーターを含む
。また、支持体表面に核酸鎖を固定するためにウェル２に核酸鎖を分注するための装置が
提供される。そのような装置は、インクジェットタイプの技術またはシリンジポンプ等の
好適なディスペンサー７の形態を取ってもよい。また、Ａ、Ｔ、Ｇ、および、Ｃヌクレオ
チドを分注して支持体表面と接触させるためかつ洗浄用の試薬を分注するための装置が提
供される。やはり、そのような装置はインクジェットタイプの技術の形態を取ってもよい
。また、相補的核酸鎖を変性および除去する装置が提供され、そのような装置は、筐体４
内に配置された加熱コイル（この図には示されていない）の形態を取ってもよい。
【０１２２】
　パイロシークエンシング反応により発生した光を検出するための好適な検出器８も提供
される。例えば、回転可能なプラットフォーム１の上に取り付けてもよい光電子増倍管等
の好適な検出器は当業者に公知である。ここで、本発明で使用するための光電子増倍管検
出器の種々の実施形態を示す図４および５を具体的に参照する。光学的配置の１つでは集
束光学部品（図４）を用い、第２の光学的配置では直接イメージングを用いる（図５）。
図４は、集束レンズ１０、開口部１１、感光性表面１２、光電子増倍管１３、および検出
用電子機器１４を示す。図５は、開口部１５、感光性表面１６、光電子増倍管検出器１７
、および検出用電子機器１８を示す。
【０１２３】
　遠心力がウェル２から混合物が移動せず、反応の進行および光学的検出の完了が可能と
なるのに十分に低くなるよう、回転可能なプラットフォーム１は、酵素およびヌクレオチ
ド混合物を分注するために低速（すなわち、２００ｒｐｍ以下）で回転させることができ
る。洗浄によって、ウェル２から全ての試薬が除去され且つウェル２の間が実質的に汚染
されないように、洗浄用の試薬を高回転速度（すなわち、４００＋ｒｐｍ）で添加するこ
とができる。
【実施例】
【０１２４】
磁性ビーズを用いたパイロシークエンシング
　ＤＮＡ標的のヌクレオチド配列を決定するためのパイロシークエンシングの使用では、
ＤＮＡ標的を固体支持体に固定する必要がある。パイロシークエンシングプロトコールの
簡単な説明は以下の通りである：
（１）ビオチン化二本鎖ＤＮＡを固体支持体に固定：
（２）化学的変性と通して非ビオチン化鎖を分離；
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（３）洗浄による非ビオチン化鎖の除去；
（４）シークエンシングプロセスの開始を促進するための、オリゴヌクレオチドプライマ
ーのアニーリング；
（５）パイロシークエンシングを可能にするための酵素および基質の混合物の添加；
（６）ＤＮＡポリメラーゼ（両方のヌクレオチドが相補的であることを確実にする）によ
り標的ＤＮＡに取り込まれる第１のデオキシリボヌクレオチド（ｄＮＴＰ）を添加（ｄｉ
ｓｐｅｎｓａｔｉｏｎ）；
（７）相補的塩基の取込み後、ピロリン酸分子が放出され、それは酵素反応カスケードを
介して光シグナルに変換される。シグナルの強度を用いて１または複数のヌクレオチドが
連続して存在するかどうかを決定する；
（８）取り込まれなかった過剰なｄＮＴＰを分解して、確実にそれらがシークエンシング
反応の次の部分で取り込まれないようにする。これにより、全ての標的鋳型間で配列の同
調を維持することを確実にする；
（９）次の相補的塩基を加えることによりシークエンシング反応を続ける。
【０１２５】
　パイロシークエンシング反応に用いられるビオチン化ＤＮＡの固定は、ストレプトアビ
ジンまたはニュートラアビジンでコーティングされた磁性ビーズ５５を用いて達成するこ
とができる。磁性粒子５５は、より大きな表面積を提供し、反応溶液内での移動を可能に
し、結合能およびビオチン化ＤＮＡ標的の固定確率を高める。
【０１２６】
　この例では、プラットフォーム／ディスク１のウェル２中で結合バッファーと共に磁性
ビーズ粒子５５とビオチン化ＤＮＡ標的を一定期間（例えば１０分間）混合することによ
りＤＮＡ鋳型を固定した。固定期間後、パイロシークエンシング反応に望ましくない非結
合鋳型と種々の他の試薬を含む上清とを遠心力で除去した。遠心の前に、磁石リング２０
を上昇させてプラットフォームに接触させ、磁性粒子をウェルの底に固定した。磁石リン
グをプラットフォーム表面の１ｍｍ未満下に下げて、２０００ｒｐｍ超の速度でプラット
フォームをスピンさせて上清を遠心除去できるようにしつつ、ウェル内に磁性ビーズ粒子
が保持されるのに十分な磁場を提供した。上清の十分な除去を確実にするために、洗剤を
含むバッファーを用いた洗浄工程を適用した。同じ遠心工程を用いて洗浄バッファーを除
去した。
【０１２７】
　非ビオチン化ＤＮＡ鎖の変性は、水酸化ナトリウム変性剤を２０秒以下適用したことに
より実現した。遠心により変性剤を除去し、最大限に除去を行なうために洗浄バッファー
を加えた。再度、磁性ビーズ粒子をウェル内に保持しつつ上清の遠心ができるように磁石
リングを適用した。
【０１２８】
　パイロシークエンシング反応を促進するために、シークエンシングプライマーを加え、
サンプルを８０℃超に加熱して３０℃未満の温度に冷却するアニーリングプロセスを介し
てＤＮＡ標的にハイブリダイズさせた。
【０１２９】
　アニーリングプロセス完了後、パイロシークエンシング酵素ミックスを、ＡＰＳおよび
ルシフェリンを含む基質ミックスと共にウェルに分注した。反応が確実にランダムに起こ
るように磁性ビーズ粒子を反応溶液中で振動させた。説明すると、プラットフォームを十
分に振動させることにより、ビーズが撹拌され、それによって溶液およびビーズ粒子が十
分に混合されるようにした。
【０１３０】
　最後に、少量のｄＮＴＰを反応ミックスに添加（ｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇ）し、配列のそ
の部分に相補的塩基が存在したかどうか光シグナルを測定することにより、配列を決定し
た。アピラーゼによる過剰な非結合ｄＮＴＰの分解が確実にされるように１分間の時間を
与えた。ｄＮＴＰのいずれかひとつを添加すること（ｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇ）により配列
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を決定した。また、反応中にプラットフォームを回転させながら、磁性ビーズが一定の運
動を維持するように且つ更に互いに凝集または付着するのを防ぐように、プラットフォー
ムを振動させる。
【０１３１】
磁性ビーズ粒子
　様々な種類の磁性ビーズ粒子の性能を評価した：
　・Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１（インビトロジ
ェン社製）：親水性ビーズ表面に共有結合によりコーティングされたストレプトアビジン
の単分子層を有する直径１μｍの超常磁性ビーズ；
　・Ｓｅｒａ－Ｍａｇ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　ＳｐｅｅｄＢｅａｄｓ（サーモサイエンティ
フィック社製）：ニュートラビジンで共有結合によりコーティングされた、コア－シェル
プロセスにより作製された１μｍの磁性カルボキシラート改変ベース粒子；
　・Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｍａｇ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（ＧＥライフサイエンス社
製）：マグネタイト含有セファロースビーズにカップリングしたストレプトアビジン。
【０１３２】
　磁性ビーズ粒子を以下について評価した：
　（１）ビオチン化ＤＮＡ標的を固定する能力；
　（２）遠心プロセス中にウェル内に残るかどうか；
　（３）パイロシークエンシング反応中のタンパク質の非特異的結合の回避。
【０１３３】
結果
固定
　３種類のビーズ全てがビオチン化ＤＮＡを固定できたことが見出された。最も高いパイ
ロシークエンシングピークシグナルの高さはＳｅｒａ－Ｍａｇ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｓｐ
ｅｅｄＢｅａｄｓ　Ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎで観察され、次いでＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ
ｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１、次いでＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｍａｇ
　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅであった（図６Ａ～Ｃ参照）。Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｍａｇ
　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅビーズでのシグナルは他の２種類のビーズより有意に低かった。２
つの理由が見つかった。第１に、ビーズのサイズおよび重量のために、これらは標準的な
振動条件下でよく混合されなかった。第２に、ビーズの暗い色により、吸収による光シグ
ナルが弱められた。第１の問題に対する解決方法は、より高い振動数で振動させることで
あった。実際、より高い振動数によりより良く混合され、そのためシグナルピーク高さが
向上した（図７参照）。
【０１３４】
遠心
　固定されたＤＮＡから望ましくない反応分子を、最適に除去することを実現するために
、遠心の回転速度は２０００ｒｐｍ超である必要があると決定された。１５００ｒｐｍの
洗浄遠心を用いてポリメラーゼ連鎖反応液から単離されたＤＮＡを用いた結果から、酵素
および基質ミックスの添加によって高いピークが示された（図８参照）。得られたシーク
エンシングピークは有意に減衰していた。酵素および基質を添加した後の高いピークの原
因は、磁性ビーズ粒子にＤＮＡを固定した後の洗浄工程中のＰＣＲ成分の除去が不十分で
あったことで説明できる。ＰＣＲに由来する残留ｄＮＴＰの全てが酵素および基質ミック
スの添加によって取り込まれて即座に配列を完成するため、取り込まなかった鋳型がほと
んど残らないため、その後の残りのシークエンシング反応が減衰して、単一の高いピーク
が生じる。データから、上清の完全な除去を達成するためには２０００ｒｐｍ超の回転速
度が必要であることが示された。
【０１３５】
　２０００ｒｐｍ超の遠心速度を適用すると、ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　ｍａｇ　ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅビーズ以外は全てウェルから除去された。これらのビーズはサイズがより
大きいため、２０００ｒｐｍ超の速度でウェル内に残った。
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【０１３６】
非特異的結合
　ビーズの一部の外側シェルの組成のため、パイロシークエンシング反応で用いられる酵
素の非特異的結合が、得られるピークおよび配列に悪影響を与え得る。この現象の特徴の
１つはピークの広がりである。これは、過剰な非結合ヌクレオチドを分解する酵素アピラ
ーゼの減少に起因する。また、アピラーゼの量の減少により、過剰なヌクレオチドが非同
期的に取り込まれ、シークエンスの位相がずれる。そのため、シグナルを有することが予
想されないヌクレオチド注入でピークが観察されるので、得られた配列は解釈不可能にな
る。
【０１３７】
　このような問題がＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１
ビーズで観察された（図９参照）。実際、ピークの幅および非特異的ピーク高さの両方が
他の２つのビーズと比べて最大であった。最も影響の少なかったビーズはＳｔｒｅｐｔａ
ｖｉｄｉｎ　Ｍａｇ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅビーズ粒子であった。理論により束縛されるも
のではないが、セファロースシェルは不活性であり、そのため非特異的結合が回避される
と考えられる。逆に、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ
１ビーズ粒子のビーズ表面は、逆帯電したアピラーゼを引き付ける電荷を含むので、それ
をビーズに結合させる。結合したアピラーゼはもはや過剰ヌクレオチドの分解に用いるこ
とができず、シークエンスに移相を生じさせる。
【０１３８】
結論
　様々な種類のビーズについての観察結果に基づき、使用に最適なビーズはＳｔｒｅｐｔ
ａｖｉｄｉｎ　Ｍａｇ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅビーズであると結論付けたが、他のビーズも
依然として本発明の方法に用いることができると理解されるべきである。磁性粒子は、シ
ークエンシングのためによりクリーンな鋳型を確保するために、特定の速度で洗浄遠心を
行うことによってＤＮＡ標的を固定することができた。また、不活性な外側シェルは、パ
イロシークエンシング酵素の非特異的結合がｄＮＴＰの非同期取込みを介してシークエン
シング性能に影響を与える問題ではないことを意味した。
【０１３９】
　図６Ａ～Ｃは、Ａ）Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｍａｇ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ、Ｂ）Ｍ
ｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１、およびＣ）Ｓｅｒａ－Ｍａｇ　Ｍａｇｎｅ
ｔｉｃ　ＳｐｅｅｄＢｅａｄｓ　Ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎのパイロシークエンシングピー
ク高さを示す。１ピコモルのＤＮＡ鋳型を１０μＬの結合バッファー溶液に加え、１０分
間インキュベーションした。ＮａＯＨを用いた変性の前後に、固定されたビーズをバッフ
ァー溶液中で洗浄した。シークエンシングプライマーを濃度４００ｎＭで加え、８０℃で
６０秒間加熱し、次いで３０℃に冷却することによりアニーリングさせた。酵素および基
質を加え、１５サイクルのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、およびｄＴＴＰを用いてパイ
ロシークエンシング反応を新規に行った。Ｓｅｒａ－Ｍａｇ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｓｐｅ
ｅｄＢｅａｄｓ　Ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎで最も高いピークが観察された。
【０１４０】
　図７は、高振動数の混合を用いてＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｍａｇ　Ｓｅｐｈａｒｏ
ｓｅビーズで達成されたパイロシークエンシングのピークを示している。シグナルピーク
は平均単一ピーク高さが５から４０単位超に増加した。しかし、磁性ビーズ粒子の色がよ
り暗いことによるシグナルの減弱のため、ピーク高さは他の２つのビーズで観察されたも
のを超えなかった。
【０１４１】
　図８は、遠心速度１５００ｒｐｍで洗浄したＳｅｒａ－Ｍａｇ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｓ
ｐｅｅｄＢｅａｄｓ　Ｎｅｕｔｒａｖｉｄｉｎに固定したＰＣＲ増幅産物に酵素および基
質ミックスを添加した後の高いピークを示している。それに続く、酵素および基質ミック
ス添加後のシークエンシング反応ピークは有意に減衰した。同じビーズは、２０００ｒｐ
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ｍ超での遠心後にはウェル内に残らなかった。
【０１４２】
　図９は、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１ビーズに
固定したＤＮＡ標的を用いたパイロシークエンシング中に観察された移相およびより広い
ピークシグナルを示している。図２５は、ウェル１～３にローディングされた磁性ビーズ
を示すプラットフォームの実際の製品の写真である。図２６および２７は、プラットフォ
ームを回転させるモーターが係合した本発明に係るプラットフォームの斜視図であり、プ
ラットフォームに磁力がほとんどまたは全く適用されていない第１の位置にある環状周囲
磁石リングを示している。図２８および２９は、それぞれ第１および第２の位置にある磁
石リングを示す断面側面図である。第２の位置では、リングは、ウェルに含まれている磁
性ビーズに磁力が作用するようにプラットフォームの十分近く配置されている。
【０１４３】
　図１５は本発明の別の一つの実施形態であり、回転下でビーズが回転して穴の中へ入る
るように且つフリットまたは類似のフィルターを介して遠心力により廃液が運ばれるよう
に形成および配置された、ウェルを有するプラットフォームを示している。
【０１４４】
　前述したように、ＤＮＡ配列の決定は、パイロシークエンシングアプリケーションを用
いることによって達成可能である（Ａｇａｈ　Ａ．，　Ａｇｈａｊａｎ　Ｍ．，　Ｍａｓ
ｈａｙｅｋｈｉ　Ｆ．，　Ａｍｉｎｉ　Ｓ．，　Ｄａｖｉｓ　Ｒ．，　Ｐｌｕｍｍｅｒ　
Ｊ．Ｄ．，　Ｒｏｎａｇｈｉ　Ｍ．，　Ｇｒｉｆｆｉｎ　Ｐ．Ｂ．，　Ａ　ｍｕｌｔｉ－
ｅｎｚｙｍｅ　ｍｏｄｅｌ　ｆｏｒ　ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，　Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，　２００４；　３２：　ｅ１６６参照）。シークエンシングは
、ＤＮＡポリメラーゼ酵素により一本鎖鋳型に相補的な３’デオキシリボヌクレオシド５
’三リン酸（ｄＮＴＰ）が取り込まれた後のピロリン酸の放出を検出することにより達成
される。まず、ピロリン酸はスルフリラーゼ酵素によってアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）
に変換されなければならない。これは、光シグナルを生成するルシフェラーゼ酵素を介し
たＡＴＰとルシフェリンの反応であり、ヌクレオチドの取込み、したがって鋳型鎖の配列
を示す。前に添加したヌクレオチドからの干渉を受けずに次のヌクレオチドの取込みおよ
び検出が可能となるように、アピラーゼ酵素を用いる。アピラーゼは、次のヌクレオチド
が添加される前に過剰なヌクレオチドを分解する。
【０１４５】
　パイロシークエンシングのプロセス中、硫酸塩およびヌクレオチド二リン酸等の副産物
が蓄積する。これらの副産物は酵素を阻害し、長いシークエンスの実行（ａ　ｌｏｎｇ　
ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｕｎ）中のシグナルの質を低下させる。例えば、アピラーゼの阻害
により、非取込みヌクレオチドの除去が減少し、これにより塩基の非同期的取込みが起こ
るのでシグナル検出が不良になる。その結果、パイロシークエンシングアプリケーション
を用いたシークエンシングの長さは現在６０ヌクレオチド以下に限定される（Ｍａｓｈａ
ｙｅｋｈｉ　Ｆ．，　Ｒｏｎａｇｈｉ　Ｍ．，　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅａｄ－ｌ
ｅｎｇｔｈ　ｌｉｍｉｔｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｉｎ　ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　Ａｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，　２００７；　３６３：　２
７５－２８７参照）。
【０１４６】
　したがって、副産物阻害の影響を低減してリード長を伸ばすために、本発明は、複数回
のヌクレオチド暴露後に反応成分を洗い流すことを可能にし、支持体への鋳型の結合を確
実に維持しつつ、新鮮な試薬を加えて次のシークエンスセクションを続けることを可能に
している。
【０１４７】
　本発明を実際に実施するための形態または最良の形態であると現時点で考えられる実施
形態を参照して本発明を図解および説明しているが、本明細書に開示されているおよび以
下に続く請求項に包含されているより広い発明の概念から逸脱することなく様々な実施形
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