
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
連結したユニットのポリマーを分析するための方法であって、
（１）ユニット特異的マーカーで標識された連結したユニットのポリマーを提供する工程
であって、該ユニット特異的マーカーがそれらのユニットを識別するためにポリマーの１
つ以上のユニットと特異的に相互作用し、該ユニット特異的マーカーと該ポリマーとの間
の相互作用が、該ポリマーの分析全体を通して維持される、工程；
（２）ユニット特異的マーカーが識別可能であるという、全てより少ない該連結されたユ
ニット 信号を、ユニット特異的マーカーから検出する工程、および
（３）検出された該信号のシグネチャーを保存し、該ポリマーを分析するために該信号を
分析する工程、
を包含する、方法。
【請求項２】
請求項１に記載の方法であって、複数の前記ユニット特異的マーカーをステーションに曝
露して、該ユニット特異的マーカーのユニットの該ステーションへの該曝露から生じる、
非イオン伝導性信号を生じ、そして、該ステーションはチャネルを規定する表面を有する
壁材料に付着される、方法。
【請求項３】
請求項１の記載の方法であって、前記連結したユニットのポリマーの複数の個々のユニッ
トをステーションに対して移動して、該個々のユニットが該ステーションを通過する際に

10

20

JP 3935509 B2 2007.6.27

の



、該ポリマーまたはステーションにおける検出可能な物理的変化から生じる信号を生成し
て、該ポリマーを分析する、方法。
【請求項４】
請求項１に記載の方法であって、複数の前記ユニット特異的マーカーを、電磁放射線、ク
エンチング源、および蛍光励起源からなる群から選択される因子に曝露して検出可能な信
号を生じる、方法。
【請求項５】
請求項１に記載の方法であって、前記ポリマーのユニットを識別するユニット特異的マー
カーを、電磁放射線、クエンチング源および蛍光励起源からなる群より選択される因子に

曝露して、同一性が未知である該個々のユニットに特徴的な検出可能な電磁放射
線信号との相互作用を発生し、該信号を、該個々のユニットの同一性を示す、隣接した該
ポリマーの信号発生ユニットから発生した信号と識別する、方法。
【請求項６】
請求項１に記載の方法であって、前記連結したユニットのポリマーを、ステーションに対
して 移動して、ユニット特異的マーカーまたは該ステーションの、検出可能な物
理的変化から生じる信号を生成し、ここで、該ユニット特異的マーカーで標識されたポリ
マーのユニットの同一性が未知であり、かつ該信号は、隣接する前記ポリマーの信号発生
ユニットの、該ステーションへの曝露から生じる信号から、該個々のユニットの同一性の
指標として、識別される、方法。
【請求項７】
請求項１に記載の方法であって、前記ポリマーがステーションに対して移動され、少なく
とも２つのユニットを識別するユニット特異的マーカーを該ステーションに暴露して、該
ユニット特異的マーカーまたは該ステーションでの検出可能な物理的変化から生じる特徴
的な信号を生じ、特徴的な信号間の経過時間量が測定され、経過時間量が該２つのユニッ
トの近似を示す、方法。
【請求項８】
請求項１に記載の方法であって、前記ポリマーがステーションに対して直線的に移動され
、第１のユニットおよび第２のユニットを識別するユニット特異的マーカーを該ステーシ
ョンに暴露して、該ユニット特異的マーカーまたは該ステーションでの検出可能な物理的
変化から生じる第１および第２の信号を生じ、該第２の信号は該第１の信号と異なり、該
信号の順序は、該２つのユニットの順序の指標として決定される、方法。
【請求項９】
請求項１に記載の方法であって、前記ポリマーがステーションに対して直線的に通過され
、該２つのユニットの各々が該ステーション付近を通過する際に発生する特徴的な信号を
生成し、該信号間の経過時間が測定され、該工程は、データセットを生成する複数の同様
のポリマーについて繰り返され、そして該２つの個々のユニット間の距離が、該データセ
ットを分析することによって該複数の同様のポリマーから得られた情報に基づいて測定さ
れる、方法。
【請求項１０】
請求項１に記載の方法であって、前記ポリマーがステーションに対して直線的に移動され
、第１のユニットおよび第２のユニットを識別する２つのユニット特異的マーカーの各々
が該ステーション付近を通過される際に発生したポリマー依存性インパルスが測定され、
該第１ユニットおよび第２ユニットの各々は、特徴的な信号を発生し、この工程は、複数
の同様のポリマーについて繰り返され、該少なくとも２つのユニットの順序は、該複数の
同様のポリマーから得られる情報に基づき決定される、方法。
【請求項１１】
前記信号が直線的に検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
前記信号のシグネチャーが少なくとも 10信号である、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
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前記信号のシグネチャーがユニット特異的マーカーの順序を定義する、請求項１に記載の
方法。
【請求項１４】
前記信号のシグネチャーがユニット特異的マーカー間の距離を定義する、請求項１に記載
の方法。
【請求項１５】
前記信号のシグネチャーがユニット特異的マーカーの数を定義する、請求項１に記載の方
法。
【請求項１６】
前記ユニット特異的マーカーの全てが検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
前記ユニット特異的マーカーの一部のみが検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
前記ポリマーが、ユニット特異的マーカーで、部分的およびランダムに標識される、請求
項１に記載の方法。
【請求項１９】
前記ポリマーの前記ユニットの全てがユニット特異的マーカーで標識される、請求項１７
に記載の方法。
【請求項２０】
請求項１に記載の方法であって、前記連結したユニットの標識されたポリマーが、電磁放
射線、クエンチング源、および蛍光励起源からなる群から選択される因子に曝露され、前
記信号が該ポリマーのユニット特異的マーカーと該因子との間の相互作用により生成され
る、方法。
【請求項２１】
請求項１に記載の方法であって、前記連結したユニットの標識されたポリマーがステーシ
ョンに対して移動され、前記信号が、該ポリマーのユニット特異的マーカーの該ステーシ
ョンへの曝露時に生成される、方法。
【請求項２２】
請求項１に記載の方法であって、前記ポリマーのユニット特異的マーカーを識別するため
の方法であり、該ユニット特異的マーカーの同一性が、該ポリマーの少なくとも１ユニッ
トの同一性を指し示すものであり、該ユニット特異的マーカーが一過性にステーションに
曝露されて、該ユニット特異的マーカーの信号特性を生成し、そして該信号と、該ユニッ
ト特異的マーカーの同一性を指し示すものとして該ポリマーのユニット特異的マーカーを
生成する隣接信号から生成した信号と、を区別する工程をさらに包含する、方法。
【請求項２３】
請求項２２に記載の方法であって、前記ステーションが、電磁放射線、クエンチング源、
および蛍光励起源からなる群から選択される因子であり、前記信号が検出可能な電磁放射
線信号である、方法。
【請求項２４】
請求項１に記載の方法であって、前記ポリマーの２つのユニット特異的マーカーの近似を
決定するための方法であり、該２つのユニット特異的マーカーの近似が前記信号のシグネ
チャーであり、それぞれのユニット特異的マーカーの同一性が、該ポリマーの少なくとも
１ユニットの同一性を指し示すものであり、前記標識されたポリマーがステーションに対
して移動されて、２つのユニット特異的マーカーが該ステーションに曝露されて、該ユニ
ット特異的マーカーまたは該ステーションにおける検出可能な物理的変化により生じる特
徴的な信号を生成し、そして該方法は、各々の特徴的な信号を検出する間の経過時間量を
測定する工程をさらに包含し、該経過時間量は該２つのユニット特異的マーカーの近似で
ある、方法。
【請求項２５】
請求項１に記載の方法であって、前記ポリマーの２つの配列ユニットマーカーの順序を決

10

20

30

40

50

(3) JP 3935509 B2 2007.6.27



定するための方法であり、それぞれのユニット特異的マーカーの同一性が該ポリマーの少
なくとも１ユニットの同一性を指し示すものであり、該２つのユニット特異的マーカーの
順序が前記信号のシグネチャーであり、前記標識されたポリマーがステーションに対して
直線的に移動されて、該ユニット特異的マーカーの１つを該ステーションに曝露して、信
号のシグネチャーである信号を生成し、そして該ユニット特異的マーカーの他方を該ステ
ーションに曝露して、第１信号とは異なった、該信号のシグネチャーである第２検出可能
信号を生成し、そして、該２つのユニット特異的マーカーの順序を指し示すものとしての
、該信号の順序を決定する工程をさらに包含する、方法。
【請求項２６】
請求項１に記載の方法であって、前記ポリマーの２つのユニット特異的マーカー間の距離
を決定するための方法であり、それぞれのユニット特異的マーカーの同一性が該ポリマー
の少なくとも１ユニットの同一性を指し示すものであり、該２つのユニット特異的マーカ
ー間の距離が前記信号のシグネチャーであり、前記標識されたポリマーがステーションに
対して直線的に移動されて、それぞれの該２つのユニット特異的マーカーが該ステーショ
ン付近を通過するに従って生成される、特徴的な信号を生成し、そして該２つのユニット
特異的マーカー間の距離を指し示すものとしての、該信号間の距離を決定する工程をさら
に包含する、方法。
【請求項２７】
前記信号が電磁放射線である、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
前記因子が電磁放射線である、請求項４に記載の方法。
【請求項２９】
前記複数のユニット特異的マーカーの一部が発蛍光団で標識された、請求項４に記載の方
法。
【請求項３０】
前記複数のユニット特異的マーカーを発光化合物の近くに導き、そして該発光化合物を電
磁放射線に曝露することによって、該複数のユニット特異的マーカーが、連続的に電磁放
射線に曝露され、そしてここで、該複数のユニット特異的マーカーは、該発光化合物から
の電磁放射線の放出に、検出可能に影響を与える、請求項４に記載の方法。
【請求項３１】
前記複数のユニット特異的マーカーが、連続的に電磁放射線に曝露され、そしてここで、
該電磁放射線は、該複数のユニット特異的マーカーからの電磁放射線の放出に、検出可能
に影響を与え、前記検出可能な信号を生じる、請求項４に記載の方法。
【請求項３２】
前記発光化合物からの電磁放射線の放出に検出可能に影響を与える前記ユニット特異的マ
ーカーが、発蛍光団で標識される、請求項 に記載の方法。
【請求項３３】
発光化合物が固体材料に付着される、請求項 に記載の方法。
【請求項３４】
前記ポリマーを壁材料中のナノチャネルを通して移動し、そして該複数のユニット特異的
マーカーが該ナノチャネルにおいて相互作用ステーションで前記因子に曝露されることに
よって、該複数のユニット特異的マーカーが、連続的に該因子に曝露される、請求項
に記載の方法。
【請求項３５】
前記ポリマーが、ナノチャネルに隣接する、壁材料中に包理された発光化合物を有する該
壁材料中の該ナノチャネルを通して移動され、これにより、該ポリマーが該ナノチャネル
を通して移動する際に前記複数のユニット特異的マーカーが該発光化合物と相互作用する
、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
前記壁材料が、複数のナノチャネルを含み、該ナノチャネルには相互作用ステーションが
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存在し、そして、前記方法は、該ナノチャネルを通して複数のユニット特異的マーカーを
移動する工程であって、任意の所定の時間において、ナノチャネル当たりポリマーが１つ
のみである工程、および、該相互作用ステーションでの該ポリマーの個々のユニットと前
記因子との相互作用から得られる信号を同時に検出する工程、をさらに含む、請求項３４
に記載の方法。
【請求項３７】
前記検出された信号を、他のポリマーからの信号のパターンと比較して、２つのポリマー
の関連性を決定する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３８】
前記検出された信号を、既知のポリマーに特徴的な既知のパターンの信号と比較して、分
析されるポリマーの該既知のポリマーとの関連性を決定する工程をさらに含む、請求項

に記載の方法。
【請求項３９】
前記複数のユニット特異的マーカーが、前記ポリマーの第１末端での第１ユニットと、該
ポリマーの反対の第２末端での第２ユニットとの２つのユニットである、請求項４に記載
の方法。
【請求項４０】
前記第１ユニットからの第１の信号の検出と前記第２ユニットからの第２の信号の検出と
の間の経過時間の長さを測定する工程をさらに含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
前記信号の連続的な検出の間の経過時間を検出する工程をさらに含む、請求項 に記載
の方法。
【請求項４２】
前記第１のユニット特異的マーカーは、前記因子と相互作用して第１の検出可能な信号を
生じ、そして前記第２のユニット特異的マーカーは、該因子と相互作用して該第１の検出
可能な信号とは異なる第２の検出可能な信号を生じる、請求項 に記載の方法。
【請求項４３】
前記ポリマーが核酸である、請求項１～４２に記載の方法。
【請求項４４】
前記ポリマーの少なくとも２つのユニットが異なって標識され、２つの異なった検出可能
な信号を生じる、請求項１～４２に記載の方法。
【請求項４５】
前記複数のユニット特異的マーカーが少なくとも２つの因子に曝露され、ここで、該ユニ
ット特異的マーカーと該少なくとも２つの因子との間の相互作用が、少なくとも２つの信
号を生じる、請求項４に記載の方法。
【請求項４６】
前記少なくとも２つの因子が、前記ポリマーが通過するチャネルの異なる領域に配置され
る、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
前記少なくとも２つの信号が、異なる信号である、請求項４５に記載の方法。
【請求項４８】
前記少なくとも２つの信号が、同じ信号である、請求項４５に記載の方法。
【請求項４９】
前記ナノチャネルが、前記壁に固定される、請求項３４に記載の方法。
【請求項５０】
前記ユニット特異的マーカーがステーションで前記因子に曝露され、そしてここで該ステ
ーションは非リガンド材料である、請求項４に記載の方法。
【請求項５１】
前記ステーションが相互作用ステーションであり、ユニット特異的マーカーは該相互作用
ステーションで該ユニット特異的マーカーと相互作用する因子に曝露されて、該相互作用
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に特徴的な検出可能な電磁放射線信号を生じる、請求項３に記載の方法。
【請求項５２】
前記ステーションが信号発生ステーションであり、そして、生じた特徴的な信号がポリマ
ー依存性インパルスである、請求項３に記載の方法。
【請求項５３】
前記因子が１つ以上の発蛍光団であり、そして前記ユニット特異的マーカーが、該ユニッ
ト特異的マーカーを該因子のエネルギー移動近接内に配置することによって一過的に曝露
され、そしてここで、該因子と該ユニット特異的マーカーとの間の蛍光エネルギー移動を
検出することによって、前記信号が検出される、請求項５に記載の方法。
【請求項５４】
前記因子が少なくとも３つの発蛍光団である、請求項５３に記載の方法。
【請求項５５】
前記ポリマーのユニット特異的マーカーが、該ユニット特異的マーカーを、壁材料中のナ
ノチャネルを含む相互作用ステーションに配置することによって、前記因子に曝露される
、請求項５に記載の方法。
【請求項５６】
前記壁材料が２つの層を含み、該層の１つが伝導性であり、そして他方は非伝導性であり
、そしてここで、前記ナノチャネルが両方の層を横断する、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
前記ステーションが信号発生ステーションであり、そして発生される該信号がポリマー依
存性インパルスである、請求項６に記載の方法。
【請求項５８】
前記複数の同様のポリマーが均一集団である、請求項９に記載の方法。
【請求項５９】
前記複数の同様のポリマーが不均一集団である、請求項９に記載の方法。
【請求項６０】
前記複数の同様のポリマーがランダムに標識される、請求項９に記載の方法。
【請求項６１】
前記ポリマーが核酸である、請求項９に記載の方法。
【請求項６２】
前記工程の全てが連続的に同時に行われる、請求項９に記載の方法。
【請求項６３】
前記ステーションが相互作用ステーションであり、そして該相互作用ステーションがナノ
チャネルである請求項９に記載の方法。
【請求項６４】
前記ステーションが信号発生ステーションである、請求項１０に記載の方法。
【請求項６５】
前記ステーションが相互作用ステーションである、請求項１０に記載の方法。
【請求項６６】
前記ポリマー依存性インパルスの生成が、生成した電磁放射線信号を測定することを包含
する、請求項１０に記載の方法。
【請求項６７】
前記複数の同様のポリマーが同種集合である、請求項１０に記載の方法。
【請求項６８】
前記複数の同様のポリマーが異種集合である、請求項１０に記載の方法。
【請求項６９】
前記ポリマーが核酸である、請求項１０に記載の方法。
【請求項７０】
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前記検出する工程が、前記連結されたユニットの全てより少ない単位特異的マーカーから
の信号を連続的に検出することを包含する、請求項１に記載の方法。



【発明の詳細な説明】

分子生物学や細胞生物学の研究は、細胞の肉眼的構造に焦点を当てている。細胞がその機
能性を決定する複雑なミクロ構造を有することが、現在知られている。細胞構造および機
能に関する多様性の多くは、様々な素材（ building block）を多様な化合物に組み立てる
細胞の能力に起因する。細胞は、限られた一組のモノマーと呼ばれる素材からポリマーを
組み立てることにより、この作業を達成する。ポリマーの多様な機能性への手がかりは、
ポリマー中のモノマーの一次配列に基づいており、例えば、なぜ細胞が特定の様態で分化
するのか、または特定の薬物による処理に細胞がどう応答するのか、といった細胞機能の
基礎を理解するのに不可欠である。
モノマー配列を同定することにより、ポリマーの構造を同定する能力は、各有効成分の理
解、および細胞内でのその有効成分の役割の理解に不可欠である。ポリマーの配列を決定
することにより、発現地図を作成し、どのタンパク質が発現されるのかを決定し、疾患状
態ではどこで変異が起こるかを理解し、そして特定のモノマーが不在であったり変異して
いる場合、多糖がより良好に機能するのか、またはその機能を失うのかを決定することが
可能である。
発現地図は、ｍＲＮＡ発現パターンの決定に関する。異なって発現されたｍＲＮＡを同定
する必要性は、時間的および空間的の両面において、遺伝子プログラミングの理解にとっ
て重要である。胎胚段階、成長段階、および老化段階を含む、生物の一生の発達の時間経
過の間に、異なる遺伝子がオンおよびオフされる。発達変化に加えて、傷害、薬物、異物
、およびストレスなど様々な刺激に対する一時的な変化もある。刺激に対する、または成
長に伴う特定の組の細胞について経時的な発現変化を図表化する能力により、時間的発現
地図と呼ばれるものの作成が可能になる。その一方で身体的発現地図（ body expression 
map）もまたあり、これには異なる組織および細胞型について異なって発現する遺伝子に
関する知識が含まれている。発現地図は、種間および固体間において異なるのみならず、
疾患に罹患した状態と疾患に罹患していない状態との間でも異なる。分別遺伝子発現（ di
fferential gene expression）の調査によって、様々な学問分野で遺伝子の重要な発見が
もたらされており、それらには、信号変換（Ｓｍｉｔｈら、１９９０）、サーカディアン
リズム（Ｌｏｒｏｓら、１９８９）、果実熟成（Ｗｉｌｉｎｓｏｎら、１９９５）、空腹
（Ｑｕら、１９９６）、細胞周期制御（ｅｌ－Ｄｅｉｒｙら、１９９３）、アポトーシス
（Ｗｏｒｏｎｉｃｚら、１９９４）、および虚血傷害（Ｗａｎｇら、１９９５）など多数
がある。発現地図の作成には、ｃＤＮＡまたはｍＲＮＡの配列決定および同定が含まれて
いるので、配列決定がより迅速であるほど、必然的に複数の発現地図がより迅速に作成で
きることになる。
現在、ヒトゲノムのわずか１％のみしか配列決定されておらず、その他のゲノムではさら
に少ない量しか配列決定されていない。また、発現した配列タグを用いた、わずか一つの
非常に不完全なヒト身体発現地図しか達成されていない（Ａｄａｍｓら、１９９５）。ゲ
ノム配列決定の現在のプロトコルは、時間がかかり、クローン化、ゲノムライブラリ作製
、コロニー選択（ picking）、および配列決定のような面倒な工程を含む。部分的なゲノ
ムライブラリを一つ作成するだけでも、数ヶ月のオーダーの時間を要する。ライブラリの
確立後でさえ、配列決定のためのＤＮＡの準備、および実際の配列決定工程の稼働までに
は時間的ずれがある。これらの好ましくない事実の乗数効果により、わずか一つのゲノム
の配列決定にさえ、莫大な費用、時間、および努力を要することは明らかである。
一般的にＤＮＡ配列決定は、２つのうち１つの方法を用いて、現在行われている。第１の
、より普及している方法は、Ｓａｎｇｅｒら（１９７７）によって記載されたジデオキシ
チェーンターミネーション法である。この方法は、ジデオキシヌクレオチドで終結するＤ
ＮＡ分子の酵素合成を含む。４つのｄｄＮＴＰを用いることにより、標的ＤＮＡの各位置
で終結する分子集団を合成できる。これに続く分析により、ＤＮＡ分子の長さ、および各
分子が終結する塩基（Ａ、Ｃ、Ｇ、またはＴのいずれか）に関する情報がもたらされる。
この情報を用いて、ＤＮＡ配列が決定され得る。第２の方法は、ＭａｘａｍおよびＧｉｌ
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ｂｅｒｔ配列決定（ＭａｘａｍおよびＧｉｌｂｅｒｔ、１９７７）であり、これは、標的
ＤＮＡの所定の位置で分解された分子集団を生成するために化学分解を用いる。化学反応
切断特異性およびフラグメント長の知識を用いて、ＤＮＡ配列を生成する。いずれの方法
も、ポリアクリルアミドゲル電気泳動および放射性ＤＮＡフラグメントの写真による可視
化（ photographic visualization）に依存する。各プロセスには、約１日から３日を要す
る。サンガー配列決定反応は、１回のランでわずか３００から８００塩基しか生成できな
い。
サンガー法を用いた配列情報の出力を向上させる方法も提案されている。サンガー法に基
づいたこれらの方法は、多重配列決定（ multiplex sequencing）、キャピラリーゲル電気
泳動、および自動ゲル電気泳動を含む。また最近、同様にサンガー法に依らない方法を開
発することに、益々関心が集まっている。サンガー法に依らない方法は、全く異なる方法
論を用いて塩基情報を得る。この範疇は、走査電子顕微鏡法（ＳＴＭ）、質量分析、酵素
ルミノメトリック無機ピロリン酸検出アッセイ（ enzymatic luminometric inorganic pyr
ophosphate）（ＥＬＩＤＡ）配列決定、エキソヌクレアーゼ配列決定、およびハイブリダ
イゼーションによる配列決定を含む、最新の技術を含む。これらの方法の概要を以下に説
明する。
現在、自動ゲル電気泳動は、最も汎用されている大規模配列決定法である。自動法では、
蛍光標識されたサンガーフラグメントを、電荷結合素子（ＣＣＤ）検出器により、実時間
で読み取る必要がある。異なる４つのジデオキシチェーンターミネーション反応を、それ
ぞれ異なって標識されたプライマーを用いて実行する。反応混合物を合わせて、ポリアク
リルアミドスラブで同時電気泳動させる。ゲルの末端にレーザー励起を用いることで、分
離されたＤＮＡフラグメントが分析され、配列がコンピュータにより決定される。多くの
自動機器が市販されているが、それぞれ異なる検出法及び標識スキームを用いている。こ
れらのうち最も効率のよいのは、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｍｏｄｅｌ　
３７７ＸＬであり、１日あたり１１５，２００塩基の最大実速度を生じる。
キャピラリーゲル電気泳動法では、ゲルを充填した小さな直径のキャピラリーにより、反
応サンプルが分析される。キャピラリーの小さな直径（５０μｍ）が、電気泳動中に発生
する熱の効率的な消散を可能にしている。従って、過度のジュール加熱（４００Ｖ／ｍ）
することなく、高い電界強度を用いることができ、分離時間を一反応あたり約２０分に低
減できる。塩基をより迅速に分離するのみならず、従来のゲル電気泳動に比して、向上し
た分解度が得られる。さらに、多くのキャピラリーを並行して分析するので（Ｗｏｏｌｅ
ｙおよびＭａｔｈｉｅｓ、１９９５）、作成される塩基情報の増大が可能である（実際の
速度は２００，０００塩基／日である）。主たる欠点は、反応ごとに新しくゲルを充填し
たキャピラリーチューブを準備しなければならないので、キャピラリーの連続装填が行え
ないことである。キャピラリーゲル電気泳動機器は、最近商品化されている。
多重配列決定は、電気泳動ゲルをより効率よく用いる方法である（ＣｈｕｒｃｈおよびＫ
ｉｅｆｆｅｒ－Ｈｉｇｇｉｎｓ、１９８８）。まずサンガー反応サンプルを、特有のオリ
ゴマーでタグ化し、その後、最大２０の異なるサンプルを電気泳動ゲルの１レーンで電気
泳動する。その後、サンプルをメンブレン上にブロットする。次に、メンブレンをサンガ
ー反応サンプル上のタグに対応するオリゴマーで順次プローブする。メンブレンを洗浄し
、２０のサンプル全ての配列が決定するまで連続して再プローブする。ゲル電気泳動の回
数を、実質的に低減できるが、洗浄工程とハイブリダイゼーション工程は、電気泳動ゲル
を電気泳動するのと同様に面倒である。
質量分析による配列決定は、８０年代後半に初めて導入された。この分野での最近の進歩
は、より優れた配列決定を可能にしている（Ｃｒａｉｎ，１９９０、Ｌｉｔｔｌｅら，１
９９４、Ｋｅｏｕｇｈら，１９９３、Ｓｍｉｒｎｏｖら，１９９６）。質量分析配列決定
では、まず、塩基一個分長さが異なる入れ子（ nested）ＤＮＡ分子の集団の生成を引き起
こす。続いてフラグメントの分析を、質量分析によって行う。一例では、３３マーを部分
的に消化するために、エキソヌクレアーゼが用いられる（Ｓｍｉｒｎｏｖ，１９９６）。
類似の５’末端および異なる３’終末点を有する分子集団が生成される。その後、反応混
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合物が分析される。質量分析は、連続フラグメント間の質量差を区別できるほど感度が高
く、配列情報の作成を可能にする。
質量分析配列決定は、従来方法に比べて、高度に正確、廉価、かつ迅速である。しかしな
がら、主たる限界は、読み取り長が１０塩基のオーダーであることである。最良の方法で
あるマトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型（ＭＡＬＤＩＴＯＦ）質量分析（
Ｓｍｉｒｎｏｖら，１９９６）でさえも、８０～９０塩基対の最大読み取り長しか達成で
きない。分析工程の間のグアニジンでのより長いＤＮＡのフラグメント化のため、大幅に
長い読み取り長は物理的に不可能である。従って、質量分析配列決定は、短いプライマー
配列の確認に限定され、大規模な配列決定に実用できない。
走査トンネル顕微鏡（ＳＴＭ）配列決定（Ｆｅｒｒｅｌｌ，１９９７）法は、ＳＴＭが商
品化されたときに考案された。塩基対情報を電子顕微鏡写真から直接読み取ることができ
るという当初の見込みは、もはや正しいとは言えない。ＤＮＡ分子を伝導面に配さなけれ
ばならず、伝導面は大抵、高度配向パイロライトグラファイト（ＨＯＰＧ）または金であ
る。これらは、トンネルチップ（ tunneling tip）により働く物理的および電子的力によ
る剥離に抵抗するのに十分な強さでＤＮＡを保持するための結合部位が欠如している。Ｄ
ＮＡ分子は、困難を伴いながらも、表面に静電的に接着され得る。ＤＮＡをうまく固定し
ても、極度に高い分解能が必要なので、塩基情報を区別することは困難である。現在の技
術では、プリンをピリミジンから区別し得るが、個々のプリンおよびピリミジンを同定す
ることはできない。この難業を達成する能力は、プリン上のアルデヒド基とアミン基との
間の区別が可能であり、ピリミジン上のメチル基の有無を区別可能な電子顕微鏡検査法を
要する。
酵素ルミノメトリック無機ピロリン酸検出アッセイ（ＥＬＩＤＡ）配列決定は、連続塩基
の付加を判定するため、ＤＮＡ重合からのピロリン酸放出の検出を用いる。ＤＮＡ重合反
応で放出されたピロリン酸は、ＡＴＰスルフリラーゼによってＡＴＰに変換され、ＡＴＰ
産生がホタルルシフェラーゼによって連続的にモニターされる。塩基特異性を判定するた
め、この方法では、ＡＴＰ、ＣＴＰ、ＧＴＰ、およびＴＴＰの連続洗浄を用いる。ＡＴＰ
の洗浄でピロリン酸が生成されれば、一個以上のアデニンが組み込まれる。組み込まれた
塩基の数は、生成されるピロリン酸の量に正比例する。作成された配列情報の向上は、多
くのＥＬＩＤＡ反応の同時平行分析によって達成できる。
主たる欠点は、短い読み取り長である。多重洗浄が必要なため、Ｒｏｎａｇｈｉら（１９
９６）は、１５塩基の最大読み取り長でしか達成していない。１塩基の読み取りにつき洗
浄が４回あるので、このことは、１００塩基の読み取り長には、合計４００回の洗浄を行
わなければならないことを意味する。各洗浄ごとに出発物質の１％の損失があるとして、
４００回の洗浄後には、出発物質の１．８％しか残っておらず、これでは検出に不十分で
ある。
エキソヌクレアーゼ配列決定は、蛍光標識された一本鎖ＤＮＡ分子を用いる。このＤＮＡ
分子は流体中に吊り下げられ、エキソヌクレアーゼによって連続切断される。そのとき、
個々の蛍光塩基が放出されて、単一分子検出システムに通される。標識されたヌクレオチ
ド検出の時間的な並びが、ＤＮＡの配列に対応する（Ａｍｂｒｏｓｅら，１９９３、Ｄａ
ｖｉｓら，１９９２、Ｊｅｔｔら，１９８９）。前進型エキソヌクレアーゼを用いること
で、理論的には、１０，０００ｂｐ以上のフラグメントを１０塩基／秒の速度で配列決定
できる。
実際には、エキソヌクレアーゼ配列決定は、各工程において多くの困難に直面する。標識
工程は、ＤＮＡ中の４種の塩基全てを、それぞれ異なる蛍光体でタグ化することを必要と
する。立体配置上、これは極めて好ましくない。Ａｍｂｒｏｓｅら１９９３は、Ｍ１３  
ＤＮＡの７ｋｂ鎖上で２個の塩基の完全な標識を達成している。さらに、流体中にＤＮＡ
分子を懸乗させるには、困難な光学的捕獲（ optical trapping）が必要である。この工程
は時間がかかり相当な専門技術を要する。最後に、蛍光体の単一分子は、高い効率で検出
される必要がある。１％の誤差でも重大となる。６５％から９５％に検出効率の改善が達
成されてきた。検出効率は限界にまで押し上げられており、さらなる改善の達成は困難で
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ある。
ハイブリダイゼーション法による配列決定では、標的ＤＮＡを、可能なオリゴマー配列す
べてからなるオリゴマーのセットで引き続いてプローブする。標的ＤＮＡの配列は、オリ
ゴマーと標的との間のハイブリダイゼーションパターンの知識を用いて生成される（Ｂａ
ｉｎｓ，１９９１、Ｃａｎｔｏｒら，１９９２、Ｄｒｍａｎａｃら，１９９４）。標的Ｄ
ＮＡをプローブする２つの可能な方法がある。「プローブアップ（ Probe Up）」法は、標
的ＤＮＡを基質上に固定化し、オリゴマーのセットで連続的にプローブすることを含む。
一方、「プローブダウン」は、オリゴマーのセットを基質上に固定化し、標的ＤＮＡとハ
イブリダイズさせることを要する。マイクロチップ合成技術をＤＮＡプローブに応用した
「ＤＮＡチップ」の出現により、１ｃｍ 2の面積に何千もの異なるＤＮＡプローブのアレ
イを生成することが可能になり、プローブダウン法をより実用的にしている。プローブア
ップ法は、８マーの場合、６５，５３６の連続プローブと洗浄を要し、膨大な時間がかか
る。一方、プローブダウンハイブリダイゼーションは、数秒でデータを生成する。完全な
ハイブリダイゼーションの場合、６５，５３６のオクタマープローブで、最大１７０塩基
が決定される。６５，５３６の「混合」１１マーで、７００塩基が生成できる。
実際には、プローブアップ法が、約１００塩基対の配列を生成するのに用いられてきた。
不完全なハイブリダイゼーションは、適切な配列の生成において困難を引き起こす。ハイ
ブリダイゼーションにおける誤差は何倍にも増幅される。１％の誤差率で、配列決定でき
る最大長が少なくとも１０％低減される。従って、もし６５，５３６のオリゴヌクレオチ
ドの１％が、２００マーＤＮＡ標的にハイブリダイズする場合に、偽陽性のハイブリダイ
ゼーション信号を生じると、得られた「ハイブリダイゼーション」の７５％が誤りとなる
（Ｂａｉｎｓ，１９９７）。このような場合、配列決定は不可能となる。結論として、適
切なデータを作成するためには、ハイブリダイゼーションが極めて有効でなければならな
い。さらに、ハイブリダイゼーションによる配列決定は、プローブの長さより１塩基短い
配列を繰り返すときにも、問題に直面する。そのような配列が存在するとき、多くの可能
な配列がハイブリダイゼーションデータに適合してしまう。
これらの技術のほとんどにおいて、最も一般的な限界は、読み取り長の短さである。実際
には、短い読み取り長は、標的ＤＮＡの線形序列（ linear order）が解読される前に、追
加の遺伝子配列情報が配列決定される必要があることを意味する。短いフラグメントは、
さらなるオーバーラップフラグメントで橋渡しされなければならない。理論的に、５００
塩基の読み取り長では、ヒトゲノムの３×１０ 9塩基全ての線形配列を正しく並べる前に
、最低９×１０ 9塩基を配列決定する必要がある。実際、想定し得る（ believable）ゲノ
ムを作成するのに必要とされる塩基数は、約２×１０ 1 0塩基である。これら異なる技術の
比較は、非実用的なエキソヌクレアーゼ配列決定のみが、長い読み取り長の理論的能力を
有することを示している。他の方法は、短い理論的読み取り長を有しており、実用ではさ
らに短い読み取り長となる。配列決定される必要のある塩基の数を低減するには、読み取
り長を改善しなければならないのは明らかである。
タンパク質配列決定は、一般的に、例えばエドマン分解による、末端アミノ酸残基の化学
的に誘導された連続的除去および同定を含む。Ｓｔｒｙｅｒ，Ｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ（１９
８１）ｐｐ．２４－２７を参照されたい。エドマン分解は、ポリペプチドがイソチオシア
ネートと反応する遊離アミノ基を有することを要する。イソチオシアネートは、典型的に
はフェニルイソチオシアネートである。この付加物は、ポリマーの最も近接する骨格アミ
ド基と分子内で反応し、それにより、五員環を形成する。この付加物は再配置され、末端
アミノ酸残基はその後、強酸を用いて切断される。アミノ酸の遊離されたフェニルチオヒ
ダントイン（ＰＴＨ）が同定され、短くなったポリマーは分解および分析サイクルを繰り
返し受け得る。
さらに、ポリペプチドのカルボキシ末端配列決定のための、いくつかの新しい方法が記載
されてきた。Ｉｎｇｌｉｓ，Ａ．Ｓ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１９５：１８３－９
６（１９９１）を参照されたい。カルボキシ末端配列決定法は、エドマン分解によく似て
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いるが、ポリマーの反対側の末端からの連続的な分解も包含する。Ｉｎｇｌｉｓ，Ａ．Ｓ
．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１９５：１８３－９６（１９９１）を参照されたい。エ
ドマン分解同様、カルボキシ末端配列決定法は、末端アミノ酸残基の化学的に誘導された
連続的除去および同定を含む。
より最近では、ポリマーフラグメントの入れ子状セット（配列規定セット）を調製し、続
いて質量分析を行うことによるポリペプチド配列決定が記載されている。Ｃｈａｉｔ，Ｂ
．Ｔ．ら，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５７：１８８５－９４（１９９２）を参照されたい。アミ
ノ酸残基の公知の質量とフラグメントとの相対的質量差を比較することにより、配列が決
定される。ポリマーフラグメントの入れ子状（配列規定）セットの形成は、ＤＮＡ配列決
定に必須であるが、この方法は、各残基の連続的除去と同定から成る従来のタンパク質配
列決定法とは実質的に異なる。この方法は実用可能性を有するが、いくつかの問題に直面
しており、効果的な方法であると証明されてはいない。
ポリマー配列を決定するための公知の方法はそれぞれ、欠点を有する。例えば、ほとんど
の方法は時間と労力がかかる。ゲルに基づくＤＮＡ配列決定法は、３００から８００ユニ
ットのポリマーの配列を同定するのに、約１日から３日を要する。質量分析法およびＥＬ
ＩＤＡ配列決定のような方法は、非常に短いポリマーについてしか実施できない。
新しいポリマー配列決定法の必要性は極めて大である。配列決定の速度が、複雑な遺伝子
機能の迅速な決定に疑いなく役立つ、複数の身体的および時間的発現地図を作製する能力
を限定している。疾病診断や新薬調製の高速化を図るために、改良されたポリマー分析方
法の必要性も存在する。

本発明は、ポリマーを分析するための新たな方法および生成物に関し、詳細には、ポリマ
ーの配列を決定するのに有用な新たな方法および生成物に関する。本発明は、ポリマーを
配列決定するのに使用される従来技術の方法を上まわる驚くべき利点を有する。本発明以
前に、本発明が達成し得る配列決定速度を達成できそうな方法および方法の組合せはなか
った。本発明の方法を用いて、従来技術を用いて達成できるよりも、ヒトゲノム全体を数
オーダーの桁速に配列決定し得る。ゲノム全体の配列決定に加えて、本発明の方法および
生成物は、発生過程および疾患過程に対して、包括的かつ多重的な発現マップを作成する
のに用いられ得る。個体のゲノムを配列決定し、そして多重発現マップを作成する能力は
、任意の表現形質または疾患過程の遺伝的基礎を決定する能力を大いに向上させる。
本発明によるポリマーを分析する方法は、ポリマーの各ユニットを個々に試験する能力に
基づく。各ユニットを個々に試験することにより、ユニットのタイプおよびポリマーのバ
ックボーン上におけるユニットの位置が同定され得る。このことは、ユニットをステーシ
ョンに配置し、そしてユニットがステーションに最も近接する場合に起こる変化を試験す
ることによって達成し得る。変化は、ユニットとステーションまたはパートナーとの間で
起こる相互作用の結果として起こり、そして特定のユニットに対して特異的なものである
。例えば、ポリマーが核酸分子であり、かつＴがステーションの近位に配置される場合、
Ｔに特異的な変化が起こる。一方、Ｇがステーションの近位に配置される場合、Ｇに特異
的な変化が発生する。起こる特異的な変化が使用されるステーションおよび研究されるポ
リマーのタイプに依存する。例えば、変化は、相互作用の結果として発生する電磁信号で
あり得る。
本発明の方法は、ポリマー内のユニット（または、ある場合には、１群のユニット）を確
認することによってポリマーを分析する２タイプの方法を広く含む。第１のタイプの方法
は、少なくとも単一のポリマーの分析を含む。ある局面における単一のポリマーの１個の
ユニットは、因子（ agent）と相互作用し、その結果、変化、例えば、エネルギーの移動
または消失が起こり信号を生成する。信号はユニットの同一性の指標である。別の局面に
おいて、個々のユニットはステーションに曝露され、その結果、ユニットまたはステーシ
ョンへの検出可能な物理的変化が起こる。ユニットまたはステーションにおける変化は検
出可能であり、かつ、その特定のユニットの特徴である信号を生成する。第２のタイプの
方法は、複数のポリマーの分析を含む。複数のポリマーの各々の１つのユニットは、相互
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作用が起こり得るステーションに配置される。この相互作用は、ユニットを特異的に同定
するポリマー依存性インパルス（ impulse）を生成するものである。ポリマー依存性イン
パルスは、例えば、エネルギーの移動、消失、コンダクタンスの変化、機械的変化、抵抗
の変化、または任意の他の物理的変化によって発生し得る。
ポリマーを分析する方法として提案する方法は、ＤＮＡ分子内のユニットの配列を決定す
るのにとりわけ有用であり、そしてそれら全てが現在のゲノム規模の配列決定プロトコル
における主要な制限となっている長い配列決定前の工程を構成するゲノムライブラリの作
成、クローニング、およびコロニー選択を行う必要を排除し得る。本明細書中で開示され
る方法は、従来技術で達成されるものよりかなり長い読み出し長、および１００万倍の速
度の配列読み出しを提供する。提案する読み出し長は、数十万個のヌクレオチドのオーダ
ー（桁）である。これは、重複し、かつ冗長な配列に対する必要性を顕著に低減させるこ
とになり、ゲノムの再構成を達成するために配列決定する必要のあるＤＮＡの実質量を低
減する。
分析のためにポリマーを調製する方法も、本明細書において請求される。長い読み出し長
および新規な調製方法の組合せにより、はるかに合理化され、かつ効率的なプロセスをも
たらす。最後に、ポリマーの所定の数のユニットを読み出すのにかかる実際の時間は、本
願でこれもまた請求する、ナノチャネルプレートまたはマイクロチャネルプレートと呼ば
れる新規な装置によって供給される莫大な並行増幅のおかげで、現在の方法の１００万倍
の速度である。これら全ての要因の組合せが、分子生物学および細胞生物学の分野で大幅
な前進を提供する配列決定を含むポリマー分析の方法となる。
本発明に記載の方法によってゲノムＤＮＡをなどのポリマーを配列決定する能力は、生物
医学において素晴らしい意味を有する。このような速いペースでの遺伝情報の回収は、ヒ
トゲノム計画（ Human Genome Project）を前進させる。本発明の方法および生成物は、各
個体について多重発現マップを調製する能力を与え、ヒトの遺伝プログラムの完全な解読
を可能にする。個々の遺伝情報のプールを一度に比較する能力により、初めて、１つの遺
伝子疾患を簡単に発見するだけでなく、複合多重遺伝子障害をＤＮＡ自体が配列決定され
るのと同じ速度で発見する能力を可能にする。
ある局面において、本発明は、連結されたユニットのポリマーを分析する方法である。本
発明の方法は、ポリマーの複数の個々のユニットを、電磁放射線、消失源および蛍光励起
源からなる群より選択された因子に曝露する工程を含み、個々のユニットは因子と相互作
用して、検出可能な信号を生成する工程、およびこの相互作用から得られた信号を連続し
て検出して、ポリマーを分析する工程を包含する。ある実施形態において、信号は電磁放
射線である。別の実施形態において、この因子は電磁放射線である。本発明のある実施形
態によると、ポリマーの個々のユニットは発蛍光団で標識される。
ポリマーの複数の個々のユニットは、複数の個々のユニットを発光性化合物の近位に配置
し、そしてその発光性化合物を電磁放射線に曝露することによって電磁放射線に連続的に
曝露され得る。ここで、ポリマーの複数の個々のユニットは、発光性化合物からの電磁放
射線に検出可能に作用する。別の実施形態において、ポリマーの複数の個々のユニットは
電磁放射線に連続的に曝露され得、ここで、電磁放射線はポリマーの複数の個々のユニッ
トからの電磁放射線の発光に検出可能に作用して、検出可能な信号を生成する。
本発明の別の実施形態によると、本発明の方法は、検出可能な信号を位置付けするために
、壁材料内のナノチャネルを通じてポリマーを移動する工程を含む。壁材料内のナノチャ
ネルを通じてポリマーを移動し、そしてポリマーの複数の個々のユニットをナノチャネル
の相互作用ステーションにおいて因子に曝露することによって、ポリマーの複数の個々の
ユニットをこの因子に連続して曝する。この因子は壁材料に取り付けられ得る（壁材料に
埋め込まれ得るか、壁材料の表面に共有結合され得るか、または壁材料の表面上にコーテ
ィングされ得る）。ある実施形態において、壁材料は、複数のナノチャネルを含み、各ナ
ノチャネルにおいて相互作用ステーションを含み、そして複数のポリマーはナノチャネル
を通じて移動し、１つのポリマーのみが相互作用ステーションを任意の所定の時間に通過
し（１つを超えるポリマーが、それらが重複しない限り、所定の時間に単一のナノチャネ
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ル内に存在し得る）、そしてポリマーの個々のユニットの相互作用から得られる信号およ
び相互作用ステーションにおける因子が同時に検出される。好適には、ナノチャネルは壁
材料内に固定される。
検出される信号は、さらなる分析のためにデータベース内に格納され得る。ある分析方法
において、これらの信号は別のポリマーからの信号のパターンと比較して、２つのポリマ
ーの関連性を判定し得る。あるいは、検出された信号は、公知のポリマーに特徴的な公知
の信号パターンと比較して、公知のポリマーに対する分析しつつあるポリマーの関連性を
判定し得る。分析はまた、第１のユニットからの第１の信号の検出と第２のユニットから
の第２の信号の検出との間で経過した時間の長さを測定する工程を含む。ある実施形態に
おいて、複数の個々のユニットは２つのユニット、つまり、ポリマーの第１の端部におけ
る第１のユニットおよびポリマーの反対の第２の端部の第２のユニットである。信号の連
続的な検出の間の経過時間は、ポリマーの２つのユニット間の距離またはポリマーの長さ
を表示し得る。
ポリマーは、当業者に公知の任意のタイプのポリマーであり得る。好適な実施形態におい
て、ポリマーは、核酸およびタンパク質からなる群より選択される。より好適な実施形態
において、ポリマーは核酸である。
因子と相互作用して信号を生成するポリマーのユニットは、標識される。ユニットは内因
的に標識され得るか、または外因的に標識され得る。ある実施形態において、ポリマーの
一部のユニットのみが標識される。別の実施形態において、全てのユニットが標識される
。さらに別の実施形態において、ポリマーの少なくとも２つのユニットが、２つの異なる
検出可能な信号を生成するように別々に標識される。ポリマーのユニットは、各ユニット
またはユニットの特定の部分が標識されるか、または不規則に標識され得る。
別の実施形態において、ポリマーの複数の個々のユニットは、チャネルの別個の領域に配
置された少なくとも２つのステーションに曝露される。このとき、ポリマーのユニットと
少なくとも２つのステーションとの間の相互作用が少なくとも２つの信号を生成する。
ある実施形態において、ポリマーの個々のユニットは、放射線で標識され、そしてこの信
号は蛍光形態の電磁放射線である。
別の実施形態において、ユニットはステーションにおいて因子に曝露される。好適には、
ステーションは非液体材料である。
さらに別の実施形態において、ポリマーの複数の個々のユニットは少なくとも２つの因子
に曝露され、そしてポリマーのユニットと少なくとも２つの因子との間の相互作用が少な
くとも２つの信号を生成する。少なくとも２つの因子は、ポリマーが通過するチャネルの
別個の領域に配置され得る。ある実施形態において、少なくとも２つの信号は異なる信号
である。別の実施形態において、少なくとも２つの信号は同じ信号である。
本発明の別の局面によると、連結されたユニットのポリマーの分析のための方法が提供さ
れる。本発明の方法は、連結されたポリマーの複数の個々のユニットをステーションに対
して移動する工程、ならびに、個々のユニットがステーションを通過するに従って、ポリ
マーまたはステーション内の検出可能な物理的変化から得られる信号を連続的に検出して
ポリマーを分析する工程を含む。本発明のこの局面はまた、上で説明した各実施形態を含
む。
ある実施形態において、ステーションは相互作用ステーションであり、そして個々のユニ
ットは相互作用ステーションにおいて、個々のユニットと相互作用する因子に曝露されて
、この相互作用に特徴的な検出可能な電磁放射線信号を生成する。別の実施形態において
、ステーションは信号生成ステーションであり、そして生成された特徴的な信号はポリマ
ー依存性インパルスである。好適には、ステーションは非液体材料である。
本発明の別の局面において、本発明は、ポリマーの複数の個々のユニットをステーション
に曝露し、ポリマーのユニットのステーションに対する曝露から得られる非イオンコンダ
クタンス信号を生成することによって連結されたユニットのポリマーを分析する方法であ
る。ここで、ステーションはチャネルを規定する表面を有する壁材料に取りつけられる。
本発明のこの局面は、上で説明した各実施形態を含む。
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本発明の別の局面によると、ポリマーの個々のユニットを確認する方法が提供される。本
発明の方法は、ポリマーの個々のユニットを、電磁放射線、消失源および蛍光励起源から
なる群より選択された因子に過渡的に曝露してこの個々のユニットの同一性は未知である
、上記個々のユニットに特徴的である検出可能な電磁放射線信号との相互作用を生成する
工程、上記信号を検出する工程、ならびに、上記信号を、ポリマーの隣接する信号生成ユ
ニットより生成した信号から個々のユニットの同一性の指標として識別する工程を包含す
る。
因子は、１つ以上の発蛍光団であり得、好適には少なくとも３つの発蛍光団である。個々
のユニットを因子のエネルギー移動近傍に配置することによって、個々のユニットが１つ
以上の発蛍光団（因子）に過渡的に曝露される場合、因子と個々のユニットとの間で蛍光
エネルギー移動が起こる。蛍光エネルギー移動を検出することによって信号を検出する。
ある実施形態において、壁材料内にナノチャネルを含む相互作用ステーションに個々のユ
ニットを配置することによって、ポリマーの個々のユニットを因子に曝露する。好適には
、壁材料は少なくとも２つの層を含み、一方の層は信号の生成を可能にし、そして他方の
層は信号の生成を防止し、ナノチャネルは両方の層を横切る。
別の局面によると、本発明は、ポリマーの個々のユニットを同定する方法である。本発明
の方法は、ステーションに対してポリマーの個々のユニットを過渡的に移動する工程であ
って、ここで、個々のユニットの同一性は未知であり、ユニットまたはステーションにお
ける検出可能な物理的変化から得られる信号を検出する工程、および上記信号をポリマー
の隣接する信号生成ユニットのステーションに対する曝露により生じる信号から個々のユ
ニットの同一性の指標として識別する工程を包含する。本発明のこの局面はまた、上で説
明した各実施形態を含む。
ある実施形態において、ステーションは相互作用ステーションであり、個々のユニットは
相互作用ステーションにおいて、個々のユニットと相互作用する因子に曝露されて、この
相互作用に特徴的な検出可能な電磁放射線信号を生成する。別の実施形態において、ステ
ーションは信号生成ステーションであり、そして生成された特徴的な信号はポリマー依存
性インパルスである。
さらに別の局面において、本発明は、連結されたユニットのポリマーの２つの個々のユニ
ットの近接度（ proximity）を決定するための方法である。本発明の方法は、ポリマーを
ステーションに対して移動する工程と、個々のユニットをステーションに曝露して、ユニ
ットまたはステーション内の検出可能な物理的変化から得られる特徴的な信号を生成する
工程と、生成された特徴的な信号を検出する工程と、および特徴的な信号を検出する間に
経過した時間の量を測定する工程であって、経過した時間の量が２つの個々のユニットの
近接度の指標である工程を包含する。
ある実施形態において、ステーションは相互作用ステーションである。別の実施形態にお
いて、相互作用ステーションは因子を含み、因子は電磁放射線、消失源および蛍光励起源
からなる群より選択され、特徴的な信号は検出可能な電磁放射線信号である。別の実施形
態において、相互作用ステーションは壁材料内のナノチャネルである。
所定の他の実施形態において、言及されるステーションは、信号生成ステーションである
。別の実施形態において、信号生成ステーションは、ポリマーと相互作用して物理的イン
パルスである特徴的な信号を生成する物理的インパルスソースを含む。ある実施形態にお
ける物理的インパルスは、物理的インパルスソースのポリマーのユニットへの曝露の結果
として、抵抗またはコンダクタンスのような物理量の変化から生じる。ある実施形態にお
いて、物理的インパルスは、ポリマーユニットに隣接して配置されたマイクロ電極または
ナノ電極の間のユニットの移動によって引き起こされるキャパシタンスまたは抵抗の変化
から得られる。例えば、信号生成ステーションは、ポリマーユニットの反対側に配置され
たマイクロ電極またはナノ電極を含み得る。電極を通過するユニットの移動の結果として
起こるキャパシタンスまたは抵抗の変化は、特定のユニットについて特異的である。別の
実施形態において、物理的インパルスはユニットからの放射性信号の放出から生じる。他
の実施形態において、物理的インパルスは、圧電性チップ、直接的な物理的接触、および
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NMR核スピン信号から得られる。
ポリマーは、当業者に公知の任意のタイプのポリマーであり得る。好適な実施形態におい
て、ポリマーは、核酸およびタンパク質からなる群より選択される。より好適な実施形態
において、ポリマーは核酸である。ポリマーは、不規則にまたは規則的に標識され得る。
異なる連結されたユニットを標識するのに異なる標識を用いて、異なる信号を生成し得る
。ある実施形態において、ポリマーの個々のユニットは発蛍光団で標識される。
本発明の別の局面において、連結されたユニットのポリマーの２つの個々のユニットの順
序を決定する方法が提供される。本方法は、ポリマーをステーションに対して直線的に移
動する工程、一方の個々のユニットをステーションに曝露して、ユニットまたはステーシ
ョンでの検出可能な物理的変化から得られる信号を生成する工程、他方の個々のユニット
をステーションに曝露して、ユニットまたはステーション内の検出可能な物理的変化から
得られる、第１の信号とは異なる第２の検出可能な信号を生成する工程、他方の信号を２
つの個々のユニットの順序の表示として判定する工程を包含する。
ある実施形態において、ステーションは相互作用ステーションである。別の実施形態にお
いて、相互作用ステーションは因子を含み、因子は、電磁放射線、消失源および蛍光励起
源からなる群より選択され、生成された特徴的な信号は検出可能な電磁放射線信号である
。別の実施形態において、相互作用ステーションは壁材料内のナノチャネルである。
所定の他の実施形態において、言及されるステーションは信号生成ステーションである。
別の実施形態において、信号生成ステーションは、ポリマーと相互作用して物理的インパ
ルスである特徴的な信号を生成する物理的インパルスソースを含む。ある実施形態におけ
る物理的インパルスは、物理的インパルスソースのポリマーのユニットへの曝露の結果と
して、抵抗またはコンダクタンスのような物理量の変化から生じ得る。ある実施形態にお
いて、物理的インパルスは、ポリマーユニットに隣接して配置されたマイクロ電極または
ナノ電極の間のユニットの移動によって引き起こされるキャパシタンスまたは抵抗の変化
から得られる。例えば、信号生成ステーションは、ポリマーユニットの反対側に配置され
たマイクロ電極またはナノ電極を含み得る。電極を通過するユニットの移動の結果として
起こるキャパシタンスまたは抵抗の変化は、特定のユニットについて特異的である。別の
実施形態において、物理的インパルスはユニットからの放射性信号の放出から得られる。
他の実施形態において、物理的インパルスは、圧電性（ piezoelectric）チップ、直接的
な物理的接触、および NMR核スピン信号から生じる。
ポリマーは、当業者に公知の任意のタイプのポリマーである。好適な実施形態において、
ポリマーは、核酸およびタンパク質からなる群より選択される。より好適な実施形態にお
いて、ポリマーは核酸である。ポリマーは、不規則にまたは規則的に標識される。異なる
連結されたユニットを標識するのに異なる標識を用いて、異なる信号を生成し得る。ある
実施形態において、ポリマーの個々のユニットは発蛍光団で標識される。別の実施形態に
おいて、ポリマーの個々のユニットは放射能によって標識される。
本発明のさらに別の実施形態によると、連結されたユニットのポリマーの２つの個々のユ
ニットの間の距離を判定する方法が提供される。本発明の方法は、ポリマーをステーショ
ンに対して直線的に通過させる工程と、２つの個々のユニットの各々がステーションを通
過する間に生成された特徴的な信号を検出する工程と、測定された信号の間の経過時間を
測定する工程と、工程１、工程２および工程３を複数の同様のポリマーについて繰り返し
てデータセットを生成する工程と、データセットを分析することによって上記複数の同様
のポリマーから得られた情報に基づく２つの個々のユニットの間の距離を決定する工程と
を包含する。
ある実施形態において、ステーションは相互作用ステーションである。別の実施形態にお
いて、相互作用ステーションは因子を含み、因子は、電磁放射線、消失源および蛍光励起
源からなる群より選択される。別の実施形態において、生成された特徴的な信号は検出可
能な電磁放射線信号である。別の実施形態において、相互作用ステーションは壁材料内の
ナノチャネルである。
所定の他の実施形態において、言及されるステーションは信号生成ステーションである。
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別の実施形態において、信号生成ステーションは、ポリマーと相互作用して物理的インパ
ルスである特徴的な信号を生成する物理的インパルスソースを含む。ある実施形態におけ
る物理的インパルスは、物理的インパルスソースのポリマーのユニットへの曝露の結果と
して、抵抗またはコンダクタンス等の物理量の変化から生じる。ある実施形態において、
物理的インパルスは、ポリマーユニットに隣接して配置されたマイクロ電極またはナノ電
極の間のユニットの移動によって引き起こされる抵抗またはコンダクタンスの変化から生
じる。例えば、信号生成ステーションは、ポリマーユニットの反対側に配置されたマイク
ロ電極またはナノ電極を含み得る。電極を通過するユニットの移動の結果として起こるキ
ャパシタンスまたは抵抗の変化は、特定のユニットについて特異的である。別の実施形態
において、ステーションにおける発光を測定することにより、２つの連結されたユニット
が信号生成ステーションにおいて検出される。別の実施形態において、物理的インパルス
はユニットからの放射性信号の放出から生じる。他の実施形態において、物理的インパル
スは、圧電性チップ、直接的な物理的接触、および NMR核スピン信号から得られる。
ポリマーは、当業者に公知の任意のタイプのポリマーであり得る。好適な実施形態におい
て、ポリマーは、核酸およびタンパク質からなる群より選択される。より好適な実施形態
において、ポリマーは核酸である。ポリマーは、不規則にまたは規則的に標識される。異
なる連結されたユニットを標識するのに異なる標識を用いて、異なる信号が生成され得る
。ある実施形態において、ポリマーの個々のユニットは発蛍光団で標識される。
別の実施形態によると、複数の同様のポリマーは均質な集団である。別の実施形態におい
て、複数の同様のポリマーは不均質な集団である。
別の実施形態において、工程（１）から工程（４）は実質的に同時に実行される。
本発明のさらに別の局面によれば、このような転移および消失が可能である２つの相互作
用するパートナーの間での共鳴エネルギーの転移または消失を検出する方法が開示される
。本発明の方法は、このような転移や消失が可能となるような十分に近い近位に２つのパ
ートナーを配置する工程、電磁放射線、消失源および蛍光励起源からなる群より選択され
た因子をパートナーの一方に添加する工程、パートナー間での電磁放射線放射および相互
作用に起因する蛍光共鳴エネルギーの移動および消失を材料シールドでシールドする工程
、および放射された電磁放射線を検出する工程を包含する。好適な実施形態において、材
料シールドは伝導性材料シールドである。
別の局面において、本発明は、連結されたユニットのポリマーを分析する方法である。本
発明の方法は、連結されたユニットの標識されたポリマーを提供する工程、全ての連結さ
れたユニットよりも少ないユニット特異的なマーカーからの信号を検出する工程、および
検出された信号のシグネチャー（ signature）を格納してポリマーを分析する工程を包含
する。ある実施形態において、全てのユニット特異的なマーカーが検出される。別の実施
形態において、ポリマーはユニット特異的なマーカーによって部分的かつ不規則に標識さ
れる。さらに別の実施形態において、ユニット特異的なマーカーの一部分のみが検出され
る。別の実施形態において、ポリマーの全てのユニットは、ユニット特異的なマーカーに
よって標識される。
ある実施形態における連結されたユニットの標識されたポリマーは、電磁放射線、消失源
および蛍光励起源からなる群より選択された因子に曝露され、そして信号がポリマーのユ
ニット特異的なマーカーと因子との間の相互作用によって生成される。
ある実施形態において、信号は直線的に検出される。別の実施形態において、信号のシグ
ネチャーは少なくとも１０個の信号を、好適には２０個の信号を含む。信号のシグネチャ
ーはポリマーに関する任意の情報を含む。好適には、信号のシグネチャーはユニット特異
的なマーカーの順序、距離、および数に関する情報を含む。
別の実施形態において、連結されたユニットの標識されたポリマーはステーションに対し
て移動され、ここで、ポリマーのユニット特異的なマーカーをステーションに曝露すると
信号が生成される。ステーションは相互作用ステーションであり得る。
ある実施形態における方法は、ポリマーのユニット特異的なマーカーを同定する方法であ
り、ユニット特異的なマーカーの同一性は、ポリマーの少なくとも１つのユニットの同一
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性の指標である。ユニット特異的なマーカーは、ステーションに過渡的に曝露されて、ユ
ニット特異的なマーカーに特徴的な信号を生成し、そして信号は、ユニット特異的なマー
カーの同一性の指標として、ポリマーの隣接する信号生成性のユニット特異的なマーカー
から生成された信号から識別される。ステーションは、電磁放射線、消失源および蛍光励
起源からなる群より選択された因子を含む相互作用ステーションであり得、ここで、信号
は検出可能な電磁放射線信号である。
他の実施形態における方法は、ポリマーの２つのユニット特異的なマーカーの近接度を判
定する方法であり、ここで、２つのユニット特異的なマーカーの近接度は、上記信号のシ
グネチャーである。各ユニット特異的なマーカーの同一性は、ポリマーの少なくとも１つ
のユニットの同一性の指標である。標識されたポリマーはステーションと相対的に移動さ
れ、２つのユニット特異的なマーカーをステーションに曝露し、ユニット特異的なマーカ
ーまたはステーション内での検出可能な物理的変化から得られる特徴信号を生成し、そし
て、各特徴信号の検出の間に経過した時間の量を測定する。経過した時間の量が２つのユ
ニット特異的なマーカーの近接度の指標である。
本発明の方法はまた、ポリマーの２つのユニット特異的なマーカーの順序を決定する方法
であり、各ユニット特異的なマーカーの同一性は、ポリマーの少なくとも１つのユニット
の同一性の指標であり、ここで、２つのユニット特異的なマーカーの順序は上記信号のシ
グネチャーである。標識されたポリマーは、ステーションに対して直線的に移動されて、
一方のユニット特異的なマーカーをステーションに曝露して、ユニット特異的なマーカー
である信号を生成し、そして他方のユニット特異的なマーカーをステーションに曝露して
、ユニット特異的なマーカーである、第１の信号とは異なる第２の検出可能な信号を生成
する。決定された信号の順序は、２つのユニット特異的なマーカーの順序の指標である。
ある実施形態における本発明の方法は、ポリマーの２つのユニット特異的なマーカーの間
の距離を決定する方法であり、各ユニット特異的なマーカーの同一性は、ポリマーの少な
くとも１つのユニットの同一性の指標であり、ここで、２つのユニット特異的なマーカー
の間の距離は上記信号のシグネチャーである。標識されたポリマーは、ステーションに対
して直線的に移動され、ステーションを通過した２つのユニット特異的なマーカーの各々
として発生した特徴信号を生成し、そして２つのユニット特異的なマーカーの間の距離の
指標として信号の間の距離が決定される。
別の実施形態において、本発明の方法は、試験標識されたポリマーを特徴づける方法であ
って、ここで、複数の標識されたポリマーはステーションに曝露されて、複数の標識され
たポリマーの各々についての信号のシグネチャーが得られる。本発明の方法は、複数のポ
リマーの信号のシグネチャーを比較する工程と、ポリマーの信号のシグネチャーの間の類
似性に基づいてポリマーの関連性を判定する工程と、関連するポリマーの信号のシグネチ
ャーに基づいて試験ポリマーを特徴づける工程とを包含する。
さらに別の実施形態によれば、本発明の方法は、連結されたユニットのポリマーを配列決
定する方法である。信号のシグネチャーは複数の重複するポリマーの各々から得られ、各
ポリマーの少なくとも一部分が、他方のポリマーと同一の連結されたユニットの配列を有
し、そして、信号のシグネチャーが比較されて、複数のポリマーにおいて同一である連結
されたユニットの配列が得られる。
別の実施形態における方法は、１組のポリマーを分析するための方法であり、この組の各
ポリマーが連結されたユニットの個体ポリマーであり、ここで、ポリマーの組は互いに平
行に配向され、そして、このポリマーのポリマー特異的な特徴が検出される。
上記方法の各々は、いくつかの実施形態において、信号の生成をもたらすユニットと因子
との間でのエネルギーの転移または消失を含むポリマーとステーションとの間の相互作用
に基づき、ならびに、他の実施形態において、信号の生成をもたらすユニットまたはステ
ーション内での物理的変化に基づく。各方法は多くのポリマー上で同時に、または、ただ
１つのポリマー上で一度に行われ得る。
ユニットとステーションとの間におけるポリマー依存性インパルスを含む相互作用に基づ
いて複数のポリマーを一度に分析する方法もまた実行され得る。後に説明するこれらの方
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法は、検出され得る任意のタイプのポリマー依存性インパルスを生成するユニットと信号
生成ステーションとの間の相互作用に基づく。ポリマー依存性インパルスは、ポリマーの
ユニットを信号生成ステーションに曝露することにより生成されるが、ポリマーユニット
またはステーション内での物理的変化が発生することを必要としない。例えば、ポリマー
依存性インパルスは、エネルギーの転移、消失、コンダクタンスの変化、機械的変化、抵
抗の変化または任意の他の物理的変化から得られ得る。
試験ポリマーを特徴付ける方法は、本発明の別の局面である。試験ポリマーを特徴付ける
方法は、複数のポリマーの各々についてポリマー依存性インパルスを得る工程、複数のポ
リマーのポリマー依存性インパルスを比較する工程、ポリマーのポリマー依存性インパル
スの間の類似性に基づいてポリマーの関連性を判定する工程、および関連するポリマーの
ポリマー依存性インパルスに基づいて試験ポリマーを特徴付ける工程によって実行される
。
複数のポリマーは任意のタイプのポリマーであり得るが、好適には核酸である。ある実施
形態において、複数のポリマーは均質な集団である。別の実施形態において、複数のポリ
マーは不均質な集団である。ポリマーは不規則にまたは規則的に標識され得る。異なる連
結されたユニットを標識するのに異なる標識が使用され、異なるポリマー依存性インパル
スが生成され得る。
ポリマー依存性インパルスは、ポリマーについての多くの異なるタイプの構造情報を提供
する。例えば、得られたポリマー依存性インパルスは、ポリマー依存性インパルスの順序
を含み得るか、もしくは、得られたポリマー依存性インパルスは、特異的な信号の間の時
間的分離または特異的なポリマー依存性インパルスの数を含み得る。
ある重要な実施形態において、ポリマー依存性インパルスは、複数のポリマーを直線的に
信号生成ステーションを通過して移動させることにより得られる。
別の局面において、本発明は、連結されたユニットのポリマーの２つの個々のユニットの
間の距離を決定する方法である。本発明の方法は、（１）ポリマーをステーションと相対
的に直線的に通過させる工程、（２）信号生成ステーションを通過した２つの個々のユニ
ットの各々として生成されたポリマー依存性インパルスを検出する工程、（３）測定され
たポリマー依存性インパルスの間の経過時間を測定する工程、（４）複数の同様のポリマ
ーについて工程１、２、および３を繰り返してデータセットを生成する工程、および（５
）データセットを分析することによって上記複数の同様のポリマーから得られた情報に基
づいて２つの個々のユニットの間の距離を判定する工程を包含する。ある実施形態におい
て、工程（１）～（４）は、実質的に同時に実行される。
複数のポリマーは任意のタイプのポリマーであり得るが、好適には核酸である。ある実施
形態において、複数のポリマーは均質な集団である。別の実施形態において、複数のポリ
マーは不均質な集団である。ポリマーは不規則または規則的に標識され得る。異なる連結
されたユニットを標識するのに異なる標識を使用して、異なるポリマー依存性インパルス
が生成され得る。
ある実施形態において、測定されたポリマー依存性インパルスは生成された電磁放射線信
号である。別の実施形態において、２つの連結されたユニットは、ステーションにおける
発光を測定することによって信号生成ステーションにおいて検出される。信号生成ステー
ションはナノチャネルであり得る。
別の局面によると、本発明は、連結されたユニットのポリマーの２つの個々のユニットの
順序を決定する方法である。この方法は、（１）信号生成ステーションに対して直線的に
ポリマーを移動する工程、（２）一方の個々のユニットをステーションに曝露して第１の
ポリマー依存性インパルスを生成する工程、（３）他方の個々のユニットをステーション
に曝露してポリマー依存性インパルスを生成する工程、（４）複数の同様のポリマーにつ
いて工程１、２、および３を繰り返してデータセットを生成する工程、および（５）デー
タセットを分析することによって上記複数の同様のポリマーから得られた情報に基づいて
２つの個々のユニットの順序を判定する工程、を包含する。ある実施形態において、工程
（１）～（４）は、実質的に同時に実行される。ある実施形態において、測定された信号
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は電磁放射信号である。
複数のポリマーは任意のタイプのポリマーであり得るが、好適には核酸である。ある実施
形態において、複数のポリマーは均質な集団である。別の実施形態において、複数のポリ
マーは不均質な集団である。ポリマーは不規則または規則的に標識され得る。異なる連結
されたユニットを標識するのに異なる標識が使用され、異なるポリマー依存性インパルス
が生成され得る。
ある実施形態において、測定されたポリマー依存性インパルスは生成された電磁放射線信
号である。別の実施形態において、２つの連結されたユニットは、ステーションにおける
発光を測定することによって信号生成ステーションにおいて検出される。信号生成ステー
ションはナノチャネルであり得る。
本発明の別の局面において、連結されたユニットのポリマーを配列決定する方法が提供さ
れる。この方法は、複数の重複するポリマーからポリマー依存性インパルスを得る工程で
あって、ポリマーの少なくとも一部分が他方のポリマーと同一の連結されたユニットの配
列を有する工程、およびポリマー依存性インパルスを比較して、複数のポリマーにおいて
同一である連結されたユニットの配列を得る工程を包含する。
ある実施形態において、ポリマー依存性インパルスは光学的に検出可能である。別の実施
形態において、核酸は、電磁放射線、消失源、蛍光励起源および放射線源からなる群より
選択された因子で標識される。
複数のポリマーは任意のタイプのポリマーであるが、好適には核酸である。ある実施形態
において、複数のポリマーは均質な集団である。別の実施形態において、複数のポリマー
は不均質な集団である。ポリマーは不規則または規則的に標識され得る。異なる連結され
たユニットを標識するのに異なる標識を使用して、異なるポリマー依存性インパルスが生
成され得る。
核酸を標識する方法もまた提供される。方法は、分裂細胞をヌクレオチドアナログに接触
させる工程、ヌクレオチドアナログに取り込まれた核酸を細胞から単離する工程、および
取り込まれたヌクレオチドアナログを標識することにより、取り込まれたヌクレオチドア
ナログで核酸を改変する工程を包含する。ある実施形態において、ヌクレオチドアナログ
は臭素処理されたアナログである。
分裂細胞は、必要に応じて、細胞分裂周期において細胞の増殖を阻害し、接触工程を実行
し、そして細胞を細胞分裂周期に再入させることによって、ヌクレオチドアナログと接触
され得る。次に、核酸は、細胞が細胞分裂周期に再入して、そして細胞分裂周期を完了し
た後で、かつ、第２の細胞分裂周期が完了する前に単離され得る。
別の実施形態において、取り込まれたヌクレオチドアナログは電磁放射線源、消失源およ
び蛍光励起源からなる群より選択された因子で標識される。
本発明の別の局面によると、１組のポリマーを分析する方法が提供される。このセットの
各ポリマーは連結されたユニットの個体ポリマーである。方法は、１組のポリマーを互い
に平行になるように配向する工程と、このポリマーのポリマー特異的な特徴を検出する工
程とを包含する。ある実施形態において、配向工程はゲルを含まない溶液中である。ポリ
マーは任意の方法を用いて配向され得る。ポリマーを配向する好適な方法は、電界をポリ
マーに適用する方法である。
複数のポリマーは任意のタイプのポリマーであり得るが、好適には核酸である。ある実施
形態において、複数のポリマーは均質な集団である。別の実施形態において、複数のポリ
マーは不均質な集団である。ポリマーは不規則または規則的に標識され得る。異なる連結
されたユニットを標識するのに異なる標識を使用して、異なるポリマ依存性インパルスが
生成され得る。
ポリマー特異的な特徴は、ポリマーの構造的特徴に関する情報である。ポリマー特異的特
徴は、ポリマー内の連結されたユニットの順序であり得る。
ある実施形態において、検出工程は上記ポリマーについて同時に実行される。別の実施形
態において、検出工程は、電磁放射線信号を測定する工程を含む。好適な実施形態による
と、検出工程は、ポリマーを複数の信号生成ステーションに対して相対的に直線的に通過
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させること、およびこのポリマーがこの信号生成ステーションを通過する時に生成するポ
リマー依存性インパルスを検出し、かつ、区別することとを含む。
本発明の別の局面において、１組のポリマーを分析する方法であって、この組の各ポリマ
ーが連結されたユニットの個体ポリマーである方法が提供される。この方法は、電界の１
組のポリマーを配向する工程、１組のポリマーを規定された各チャネルを介して同時に移
動する工程、およびポリマーがチャネルを介して移動する時にポリマー特異的な特徴を検
出する工程を包含する。ある実施形態において、配向する工程はゲルを含まない溶液の中
で行われる。好適にはチャネルはナノチャネルである。
複数のポリマーは任意のタイプのポリマーであり得るが、好適には核酸である。ある実施
形態において、複数のポリマーは均質な集団である。別の実施形態において、複数のポリ
マーは不均質な集団である。ポリマーは不規則または規則的に標識され得る。異なる連結
されたユニットを標識するのに異なる標識を使用して、異なるポリマー依存性インパルス
が生成され得る。
ポリマー特異的な特徴は、ポリマーの構造的特徴に関する情報である。ポリマー特異的特
徴は、ポリマー内の連結されたユニット（ unity）の順序であり得る。
ある実施形態において、検出工程は上記ポリマーについて同時に実行される。別の実施形
態において、検出工程は、電磁放射線信号を測定する工程を含む。好適な実施形態による
と、検出工程は、ポリマーを複数の信号生成ステーションに対して相対的に直線的に通過
させる工程、およびこのポリマーがこの信号生成ステーションを通過する時に生成するポ
リマー依存性インパルスを検出し、かつ、区別する工程を包含する。
本発明のまた別の局面により、製品が提供される。この製品は壁材料を含み、この壁材料
はチャネルを定義する表面、因子を有し、ここで因子は、電磁放射線源、クエンチング源
、発光フィルム層および蛍光励起源からなる群より選択され、チャネルに近接した壁材料
に付着され、この因子は十分にチャネルに近接し、そしてパートナー化合物と検出可能に
相互作用するのに十分な量で存在する。このパートナー化合物は、チャネルを通過する発
光化合物、光受容化合物、放射活性化合物、およびクエンチャーからなる群より選択され
る。好ましくは、チャネルはポリマーの支持体である。
１つの実施態様における因子は電磁放射線源であり、この電磁放射線源は発光化合物であ
る。別の実施態様では、チャネルはマイクロチャネルおよびナノチャネルからなる群より
選択される。
別の実施態様によると、チャネルを定義する壁材料の表面に発光化合物は含まれない。別
の実施態様では、発光化合物は壁材料の外面に付着している。また別の実施態様では、発
光化合物はリンカーに付着し、このリンカーは壁材料の外面に付着している。さらに別の
実施態様では、発光化合物は壁材料内、または壁材料の層内または壁材料上に埋め込まれ
る。発光化合物は壁材料の外面の領域に集中され得、別の実施態様では、この領域はチャ
ネルの一部分を包囲する。発光化合物は同心円状のリングをチャネルの一部分の周りの壁
材料中で形成し得る。発光化合物の局在化されたエリアのみの曝露を可能にする開口部を
有するマスキング層もまた製品の一部となり得る。
第１の発光化合物と異なる第２の発光化合物は、チャネルに近接した壁材料に付着され得
る。ここで発光化合物は十分にチャネルに近接して、そしてチャネルを通過するパートナ
ー発光化合物と検出可能に相互作用するのに十分な量で存在する。
壁材料は別々の層から形成され得る。１つの実施態様では、発光化合物に近接した壁材料
の外面は伝導層である。別の実施態様では、壁材料は伝導層および非伝導層の二つの層を
含む。壁材料はまた、信号発生を妨げる第１層および信号発生を許容する第２層の少なく
とも二つの層から構成され得る。あるいは、発光化合物に近接した壁材料は光不透過性層
である。別の実施態様では、壁材料は光不透過性層および支持光不透過性層の二つの層を
含む。壁材料は発光化合物の第２側面上の第２の光不透過性層であり得、第１層および第
２層は発光化合物を挟む。好ましい実施態様では、発光化合物は蛍光化合物である。
チャネルは任意の形状または寸法を有し得る。好ましくは、チャネルは１オングストロー
ムと１ mmとの間であるナノチャネルである。好ましい実施態様では、チャネルの幅は１オ
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ングストロームと５００オングストロームとの間である。好ましくは、壁は複数のチャネ
ルを含む。好ましくは、壁材料は少なくとも２つの、そしてより好ましくは少なくとも５
０のチャネルを含む。
１つの実施態様では、壁材料は互いに付着された第１光不透過性層および発光フィルム層
の二つの層から形成され、ここでチャネルは両層を通って延び、両層の表面によって定義
される。好ましくは、チャネルはナノチャネルである。好ましい実施態様では、チャネル
の長さは１オングストロームと１ mmとの間である。いくつかの実施態様における物品は第
２光不透過性層を含み、発光フィルム層は第１と第２光不透過性層との間に配置される。
好ましい実施態様では、チャネルを定義する表面は光不透過性層の表面を含み、この表面
に発光フィルム層材料は含まれない。
別の実施態様では、因子は蛍光励起源であり、ここで蛍光励起源はシンチレーション層で
ある。シンチレーション層は、 NaI（ TI）、 ZnS（ Ag）、アントラセン、スチルベン、およ
び可塑性蛍光体（ plastic phosphor）からなる群から選択され得る。好ましくは、シンチ
レーション層は二つの照射不透過性層（例えば鉛または Lucite）の間の壁材料中に埋め込
まれる。
別の局面では、本発明は複数のチャネルを定義する表面、および少なくとも一つのチャネ
ルに近接した壁材料の別々の領域に付着したステーションを有する壁材料である製品であ
り、ここでこのステーションは十分にチャネルに近接して、そしてチャネルを通過して、
連結したユニットのポリマーでの、またはポリマーがステーションに曝露される際のステ
ーションでの、検出可能な物理的変化から信号を生じさせるのに十分な量で存在する。
本発明の別の局面により、製品が提供される。この物品はチャネルを定義する表面、およ
びそれぞれがチャネルに近接した壁材料の別々の領域に付着した複数のステーションを有
する壁材料である。ここでステーションは十分にチャネルに近接し、そしてチャネルを通
過する連結したユニットのポリマーでの、またはポリマーがステーションに曝露される際
のステーションでの、検出可能な物理的変化から信号を生じさせるのに十分な量で存在す
る。
壁材料を調整するための方法は、本発明の別の局面である。この方法は、発光化合物また
はクエンチング化合物を壁材料の複数の別々の位置に共有結合する工程を包含し、各上記
別々の位置は、上記壁材料上のそれぞれの相互作用ステーションに十分近く、これにより
ポリマーの個々のユニット（これは上記発光化合物またはクエンチング化合物と相互作用
的であり、信号を生成する）が上記相互作用ステーションに配置された場合、発光化合物
またはクエンチング化合物は個々のユニットと相互作用し、信号を生成する。１つの実施
態様では、この方法は、上記壁材料に伝導性材料層を適用する工程を包含する。
別の実施態様では、発光化合物またはクエンチング化合物は上記壁材料中のチャネルに近
接した別々の位置において共有結合され、上記チャネルは相互作用ステーションを定義す
る。チャネルは好ましくはマイクロチャネルである。より好ましい実施態様では、チャネ
ルはナノチャネルである。発光化合物またはクエンチング化合物は、１つの様式で壁材料
に共有結合され得、これにより、チャネルを定義する壁材料の表面は発光化合物およびク
エンチング化合物を含まない。
本発明はまた、選択的に化学物質を付着するための方法を包含し、これは不透明である壁
材料を介してチャネルの縁において付着される。この方法は、壁材料を介してチャネルの
縁で付着した光防護性化学基を備えた壁材料を提供する工程、光防護性化学基に光を適用
してこの化学基を脱光防護する工程、およびこの脱保護された化学基に化学物質を付着す
る工程を包含する。
１つの実施態様では、光はチャネルの縁を定義する壁材料の表面の選択された領域にのみ
適用される。別の実施態様では、チャネルは第１末端および第２末端を有し、縁は第１末
端にあり、ここで光は第２末端に適用され、この光はチャネルを通過し、上記第１末端の
縁において光防護性化学基に接触する。チャネルは好ましくはマイクロチャネルである。
より好ましい実施態様では、チャネルはナノチャネルである。
本発明の別の局面により、壁材料の表面上の局在化された発光エリアを有する壁材料を調
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製するための方法を提供する。この方法は表面を有する壁材料を提供する工程、および少
なくとも表面上の局在化された発光エリアを生成するように発光化合物をこの表面に適用
する工程を包含し、ここで局在化されたエリアは発光検出用の標的領域を定義し、そして
この標的領域は壁材料を介したチャネルの縁である。１つの実施態様では、この方法はさ
らに光防護性化学基を壁材料の表面に付着する工程、発光化合物を付着する前に光防護性
化学基に光を与えて、化学基を脱光防護する工程、およびこの脱光防護された化学基に発
光化合物を付着する工程を包含する。
１つの実施態様では、光はチャネルの縁を定義する壁材料の表面の選択された領域のみに
適用される。好ましい実施態様では、光防護性化学基はチャネルの縁を定義する壁材料の
表面の選択された領域のみに付着される。別の実施態様では、チャネルは第１末端および
第２末端を有し、縁は第１末端にあり、ここで光は第２末端に適用され、この光はチャネ
ルを通過して、上記第１末端の縁において光防護化学基に接触する。チャネルは好ましく
はマイクロチャネルである。より好ましい実施態様では、チャネルはナノチャネルである
。
この方法は、壁材料の表面上に開口部を有するマスクを配置し、局在化された発光エリア
のみがマスクの開口部を通って曝露されるさらなる工程を包含し得る。１つの実施態様で
は、発光化合物は壁材料の表面の一部に付着される。
本発明の別の局面により、信号を検出するための装置が提供される。この装置はバッファ
ーチャンバを備えるハウジングであり、壁がバッファーチャンバの一部を定義し、そして
ポリマーを配列するための複数の開口部、ハウジングに関して固定されたセンサ（このセ
ンサはそれぞれの開口部において発せられる信号と開口部依存型センサ信号を発生する他
の開口部において発せられる信号とを識別する）、および上記センサ信号の収集および保
存用メモリを有する。好ましい実施態様では、センサは光学センサである。
１つの実施態様では、光学センサは複数の開口部において発せられる電磁放射線信号を認
識する。別の実施態様では、装置はマイクロプロセッサを含む。
１つの実施態様では、開口部は壁内のチャネルにより定義される。好ましくは開口部は壁
内のマイクロチャネルにより定義される。より好ましくは開口部は壁内のナノチャネルに
より定義される。１つの実施態様では、複数の開口部は少なくとも２つである。好ましい
実施態様では、その数は少なくとも５０である。
１つの実施態様では、装置は上記壁により、上記第１バッファーチャンバから分離した第
２バッファーチャンバを備え、ここでバッファーチャンバは開口部を介して互いに流体連
絡し合う。別の実施態様では、装置はハウジングに固定された一組の電極を備え、上記一
組の内一つは第１バッファーチャンバに配置され、もう一方の電極は第２バッファーチャ
ンバに配置される。
本発明の別の局面により、信号を検出するための装置が提供される。装置は第１バッファ
ーチャンバおよび第２バッファーチャンバを定義するハウジング、ハウジングにより支持
され第１および第２バッファーチャンバを分離する壁、この壁により定義され第１と第２
バッファーチャンバとの間の流体連絡を提供する複数のチャネル、ならびにチャネル依存
型信号の識別および収集用センサを備える。好ましくは、チャネルはマイクロチャネルで
ある。より好ましくは、チャネルはナノチャネルである。１つの実施態様では、複数のチ
ャネルは少なくとも２つである。好ましい実施態様では、その数は少なくとも５０である
。好ましくは信号は光学信号である。
１つの実施態様では、チャネルを包囲する壁は因子を含み、この因子は電磁放射線、クエ
ンチング源および蛍光励起源からなる群より選択され、壁に付着している。好ましくは因
子は電磁放射線であり、そしてこの電磁放射線は発光化合物である。１つの実施態様では
、発光化合物は壁内のチャネルに集中されている。
別の実施態様によると、装置はチャネルを介して生物学的実体を移動するための手段を備
える。
本発明の別の局面により、バッファーチャンバを備えたハウジング、バッファーチャンバ
の一部を定義する壁材料、ポリマー相互作用ステーションを含む壁、およびハウジングに
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固定された光学センサを備える装置を提供し、この光学センサは相互作用ステーションに
おいて発せられる電磁放射線信号を検出するように構築および配置される。
別の局面において本発明は、要求に応じて複数のポリマーの特性情報を利用可能にするた
めのコンピュータシステムである。このシステムは、複数のポリマーのための記憶用メモ
リ、およびプロセッサを有する。メモリはポリマー用の特有の識別子を使用してアクセス
可能な様式で、連続的に検出される信号を表示する情報を含む記録を記憶し、この信号は
複数のポリマーの個々のユニット、またはポリマーが曝露されるステーションにおいて検
出可能な物理的変化から生じる。プロセッサは、複数のポリマーの内選択された一つにつ
いて、メモリ内に記憶された記録にアクセスするためのものであり、この選択されたポリ
マーに関連した特有の識別子によってアクセスする。
１つの実施態様では、信号は因子に曝露された複数のポリマーの個々のユニットの相互作
用から生じ、この因子は電磁放射線、クエンチング源および蛍光励起源からなる群より選
択される。別の実施態様ではコンピュータシステムはまた、選択されたポリマーの連続し
て検出される信号と、既知のポリマーに特徴的な信号の既知のパターンとを比較し、選択
されたポリマーと既知のポリマーとの関連性を決定するための手段を含む。
本発明のそれぞれの制限は、本発明の多様な実施態様を包含し得る。従って、任意の１つ
の要素または要素の組合せを含む本発明のそれぞれの制限が、各装置および各方法に含ま
れ得ることが予期される。

図１は、ランダムな標識方法の概略図を示す。
図２は、瞬間率法（ instantaneous rate method）を介して距離情報を決定するための、
エネルギー放出パターンにおける変化を示す生データのグラフである。連続した検出可能
な信号（プロットした場合に左から右への曲線を生む信号）から生じるエネルギーパター
ンの変化が、二つのエネルギー強度減少、続いて二つのエネルギー強度増加を示す。比率
は 6.8A/sであり、 t1は第１および第２標識の流入間の時間である。
図３は、配列 5'ACGTACGTACGTACGT'3を有する 16マーのためのランダムな A-標識化フラグメ
ントの代表的な集合を示し、またどのようにアクセプター標識化ヌクレオチド間の塩基の
分離を決定するのに距離情報が使用されるかを示す。
図４は、ナノチャネルプレートの多様な潜在的構成を示す概略図である。
図５は、放射活性ポリマーを分析するためのナノチャネルプレートを示す概略図である。
図６は、ドナー発蛍光団の同心円状のリングを備えたナノチャネルの断面の概略図、なら
びに対応しているナノチャネル上のドナー発光およびエネルギー移動を示すグラフである
。
図７は、ナノチャネルプレートのモデルを示し、このプレートはプレート内にドナー発蛍
光団層を備えた多数のナノチャネルを有する。図７Ｂは、伝導層に近接して配置された単
一のアクセプターを備えた単一のナノチャネルの拡大図を示す。
図８ＡおよびＢは、ナノチャネルを介したアクセプター標識の通過時の信号発生を示す概
略図である。図８Ａは、一つのナノチャネルの拡大図を示す。図８Ｂは、アクセプター標
識が位置Ａから位置Ｃへと移動する際のドナー強度の鋭い変化を図式的に示す。
図９は、伝導材料間に挟まれたドナー発蛍光団の適切な厚みおよび半径を備えたナノチャ
ネルを介する、２塩基標識化ＤＮＡ鎖の通過を概略的かつ図式的に示す。
図１０は、一つおよび二つのアクセプター存在下でのドナー発光における変化を視覚的に
示す体積（ volume）グラフである。図１０Ａは、体積としての変化量を示す。図１０Ｂは
、一つのアクセプターについての変化を示す。
図１１は、ＤＮＡが、組立てられたナノチャネルを通過し得ることを示す実験結果を示す
。
図１２は、電界の生成し得るナノチャネル（またはマイクロチャネル）プレートを保持す
るように構築された装置を示す。
図１３は、ナノチャネル装置を示し、この装置はナノチャネルプレートを保持する二つの
融解 Pyrexセル、上部および下部バッファー領域、電極、液浸目標物および電源からなる
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。
図１４は、インビトロの塩基の特異的（ＩＢＳＡ）標識の概略図である。
図１５は、ＩＢＳＡ標識からＤＮＡ配列を解読するための一般図を示す。

本発明は、ポリマーの少なくとも一つのユニットとステーションまたは因子（ agent）と
の間の相互作用から生じる信号またはポリマー依存インパルスを検出することによって、
あるいは、ユニットがステーションに曝されるときのこのユニットあるいはステーション
の変化によって、ポリマーあるいはポリマーのユニットを分析あるいは同定する方法を包
含する。ポリマーを「分析する」ことは、ポリマーの大きさ、ポリマーのユニットの秩序
、他のポリマーとの関連性、ユニットの同一性（ identity）あるいは有無などの、ポリマ
ー構造についてのいくつかの情報を得ることを意味する。生物学的分子の構造および作用
は相互依存しているので、構造の情報はポリマーの作用についての重要な情報を明らかに
し得る。
本発明による一つの方法は、各個々のユニットが因子と相互作用して検出可能な信号を生
成するように、電磁放射線、クエンチ源（ quenching source）および蛍光励起源から成る
グループから選択された因子にポリマーの複数のユニットを曝すことによって、結合ユニ
ットのポリマーを分析するための方法である。相互作用から得られる信号は逐次的に検出
される。
本明細書において用いられるように、ポリマーのユニットは、エネルギー移動、クエンチ
、あるいはユニット、因子またはステーションの物理的変化がこれらの間で生じ得、それ
により検出可能な信号が生じるように、ユニットおよび因子またはステーションを互いに
相互作用近位（ interactive proximity）に配置あるいは呈することによって、ポリマー
のユニットは因子またはステーションに「曝される」。相互作用近位とは、検出可能な信
号を生じさせる相互作用または変化を可能にするために、十分に近接していることを意味
する。
一つの実施態様において、ポリマーのユニットは因子に逐次的に曝される。「逐次的に曝
される」とは、概して、時間的に互いに分離されることを意味する。好ましい実施態様に
おいて、相互作用ステーションにある因子への相互作用近位内にポリマーの各ユニットが
移動するように、ポリマーおよび因子は互いに関して「線形に」移動させられる。ポリマ
ーの各ユニットが因子あるいはステーションと相互作用すると、検出可能な信号が生成さ
れる。この検出可能な信号は捕捉（逐次的に検出）され、検出装置によって記録され得る
。各ユニットについて生成されるこの検出可能な信号は、ユニットのタイプを示すもので
あり得る。本明細書で用いられるように、一つのポリマーの異なるユニットからの信号が
時間的に間隔をあけて検出されるときに、信号は「逐次的に」検出される。信号を「逐次
的に」検出するために、全てのユニットが検出されるまたは信号を生成することが必要に
なるわけではない。
ユニットが因子またはステーションに逐次的に曝されると、ユニットと因子またはステー
ションとは互いに関連して移動する。本明細書において用いられるように、「ユニットと
因子またはステーションとは互いに関連して移動する」という語句は、少なくともユニッ
トと因子またはステーションとの間の相互作用の期間の間に、ユニットおよび因子または
ステーションの両方が移動しているか、あるいはこれらの二つのうちの一つのみが移動し
、他方は静止したままであるかのいずれかを意味する。ユニットおよび因子またはステー
ションは、任意の機構によって互いに関して移動し得る。例えば、因子またはステーショ
ンは静止したままであり得、ポリマーは電流によって引っ張られ、因子またはステーショ
ンを通過し得る。ポリマーを移動させるための他の方法は、磁界、機械力、流動液体媒体
、加圧システム、重力、およびポリマーが DNAであるときは、例えば DNAポリメラーゼある
いはヘリカーゼ、あるいは例えばポリマーがアクチンなどのペプチドであるときはミオシ
ンなどの分子モーター（ motor）から得られる移動を含むが、これらに限定されない。ポ
リマーの移動は、ポリマーを導くためのチャネル、溝、または輪の使用によって補助され
得る。あるいは、因子またはステーションが移動させられ、かつポリマーが静止していて
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もよい。例えば、因子またはステーションは、ポリマーの長さに沿って導かれる走査チッ
プ内に保持され得る。
別の実施態様において、信号は同時に検出される。本明細書で用いられるように、信号は
、ポリマーの複数の標識されたユニットを因子またはステーションに同時に曝させること
によって「同時に検出」される。複数のユニットは、複数の相互作用部位を用いることに
よって因子またはステーションに同時に曝され得る。信号は、これらの各部位で同時に検
出され得る。例えば、複数の因子またはステーションが、ポリマーのユニットに対応する
、空間内の特定の位置に配置され得る。ポリマーが複数の因子またはステーションの相互
作用近位内に運ばれると、信号が同時に生成される。これは、例えば、ユニット間の距離
に等しい実質的に同じ距離をおいて配置された因子またはステーションの線形アレイに具
現化され得る。ポリマーは、各ユニットが因子またはステーションへの相互作用近位にあ
り、それにより同時信号を生成するように、因子またはステーションに対して配置され得
る。
信号が逐次的に検出されると、複数のポリマーも同時に分析され得る。複数のポリマーは
、一つを超えるポリマーを各々の因子またはステーションに関して同時に移動させること
によって同時に分析される。ポリマーは類似していても、あるいは異なっていてもよい。
ポリマーが類似している場合は、同一のまたは異なるユニットが同時に検出され得る。少
なくとも二つのポリマーが同時に分析されることが好ましい。より好ましい実施態様にお
いては、少なくとも 50個のポリマーが同時に分析され、別の好ましい実施態様においては
、少なくとも 100個のポリマーが同時に分析される。
本明細書で用いられる「ポリマー」は、結合によって互いに結合された個々のユニットの
線形骨格を有する化合物である。ポリマーの骨格が枝分かれし得る場合もある。好ましく
は、骨格は枝分かれしていない。用語「骨格」は、高分子化学分野における通常の意味で
与えられている。ポリマーは骨格組成が不均質（ heterogeneous）であり得、それによっ
てペプチド－核酸（核酸に結合したアミノ酸を有し、安定性が強化されている）などの互
いに連結したポリマーユニットの任意の可能な組み合わせを含む。好ましい実施態様にお
いて、ポリマーは骨格組成が均質（ heterogeneous）であり、例えば、核酸、ポリペプチ
ド、多糖、炭水化物、ポリウレタン、ポリカーボネート、ポリ尿素、ポリエチレンイミン
、ポリアリーレンスルフィド、ポリシロキサン、ポリイミド、ポリアセテート、ポリアミ
ド、ポリエステル、またはポリチオエステルである。最も好ましい実施態様において、ポ
リマーは核酸またはポリペプチドである。本明細書において用いられる「核酸」は、デオ
キシリボース核酸（ DNA）またはリボース核酸（ RNA）などのヌクレオチドからなる生体高
分子である。本明細書において用いられるポリペプチドは、連結したアミノ酸からなる生
体高分子である。
ポリマーの連結されたユニットに対して本明細書において用いられるように、「結合され
た」または「結合」は、任意の物理化学的手段によって二つの実体が互いに結合されるこ
とを意味する。共有結合または非共有結合である、当業者に公知の任意の結合が含まれる
。このような結合は当業者に周知である。特定のポリマーの個々のユニットを連結する、
天然に（ in nature）通常見出される結合である天然結合は、最も一般的である。天然結
合には、例えば、アミド、エステルおよびチオエステル結合が挙げられる。しかし、本発
明の方法によって分析されるポリマーの個々のユニットは、合成または修飾された結合に
よって結合され得る。ユニットが共有結合によって結合されているポリマーは最も一般的
であるが、水素結合したポリマーなども含む。
ポリマーは複数の個々のユニットから成る。本明細書で用いられる「個々のユニット」は
、他の構成単位（ building block）またはモノマーに直接または間接的に結合し得、それ
によってポリマーを形成する構成単位またはモノマーである。ポリマーは好ましくは、少
なくとも二つの異なる結合ユニットのポリマーである。これらの少なくとも二つの異なる
結合ユニットは、以下でより詳細に論じるように、異なる信号を生成し得るか、または異
なる信号を生成するために標識され得る。特定のタイプのユニットは、ポリマーのタイプ
に依存する。例えば、 DNAは、アデニン、シトシン、グアニン、チミン、 5-メチルシトシ
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ン、 2-アミノプリン、 2-アミノ -6-クロロプリン、 2,6-ジアミノプリン、ヒポキサンチン
および他の天然および非天然核塩基（ nucleobase）、置換されたおよび置換されない芳香
族部分（ moiety）などのプリンおよびピリミジンのユニットから構成されるデオキシリボ
ースホスフェート骨格から成る生体高分子である。 RNAは、 DNAに関して記載したプリンお
よびピリミジンなどのユニットから構成されるリボースホスフェート骨格から成る生体高
分子であるが、ここで、チミジンウラシルはチミジンで置換されている。 DNAユニットは
、それらの 5'または 3'ヒドロキシル基によってポリマーの他のユニットに結合され得、そ
れによってエステル結合を形成する。 RNAユニットは、それらの 5'、 3'、または 2'ヒドロ
キシル基によって、ポリマーの他のユニットに結合し得、それによってエステル結合を形
成する。あるいは、末端 5'、 3'または 2'アミノ基を有する DNAまたは RNAユニットは、アミ
ノ基によってポリマーの他のユニットに結合し得、それによってアミド結合を形成する。
ポリペプチドの個々のユニットは、 20個の天然アミノ酸および修飾アミノ酸を含むアミノ
酸である。アミノ酸はアミドまたは遊離酸として存在し得、このアミノ酸のα -アミノ基
を介してポリマーの骨格中で他のユニットに結合し、それによってポリマーへのアミド結
合を形成する。
「複数の個々のユニット」は、互いに結合した少なくとも二つのユニットである。
核酸が文字配列によって表されるときは、ヌクレオチドは左から右に向かって 5'→ 3'の順
であり、特に注意がない限り、「Ａ」はアデノシン、「Ｃ」はシチジン、「Ｇ」はグアノ
シン、「Ｔ」はチミジン、および「Ｕ」はウラシルを示すことが理解される。
ポリマーは、天然で生じたネイティブ（ native）すなわち天然ポリマー、または天然に存
在しない非天然ポリマーであり得る。ポリマーは代表的には、天然ポリマーの少なくとも
一部を含む。ポリマーは、改めて（ de novo）単離あるいは合成され得る。例えば、ポリ
マーは、天然源から単離され得（例えば、分割（ cleavage）およびゲル分離によって精製
され得る）か、あるいは、合成され得る（例えば、（ i）例えば、ポリメラーゼ連鎖反応
（ PCR）によってインビトロで増幅、（ ii）例えば、化学合成によって合成、（ iii）クロ
ーニングなどによって組換えられ生成され得る）。
ポリマーまたはポリマーの少なくとも一つのユニットは、因子またはステーションと相互
作用して、この相互作用の信号特性を生成し得る形をとっている。このような相互作用に
供され得るポリマーのユニットは、標識されていると称される。ポリマーのユニットがこ
の相互作用を受けて特有の信号を生成し得る場合、ポリマーは内在的に標識されていると
称される。外在的な標識がポリマーに付加される必要はない。しかし、特有の信号を生成
する相互作用を生じさせるために非天然（ non-native）分子がポリマーの個々のユニット
に付着されなければならない場合、ポリマーは外在的に標識されていると称される。「標
識」は、例えば、発光、エネルギー受容（ energy accepting）、蛍光、放射性またはクエ
ンチであり得る。
ポリマーの多くの天然ユニットは、発光化合物またはクエンチャー（ quencher）である。
例えば、ネイティブな（ native）核酸分子のヌクレオチドは、別個の吸収スペクトルを有
し、例えば、Ａ、Ｇ、Ｔ、ＣおよびＵはそれぞれ 259nm、 252nm、 267nm、 271nmおよび 258n
mで吸収極大を有する。内在性標識を含む修飾ユニットもまた、ポリマー中に取り込まれ
得る。核酸分子は、例えば、発光化合物またはクエンチ化合物の特性エネルギー放出パタ
ーンを有する任意の以下の修飾ヌクレオチドユニットを含み得る： 2,4-ジチオウラシル、
2,4-ジセレノウラシル（ Diselenouracil）、ヒポキサンチン、メルカプトプリン、 2-アミ
ノプリン、およびセレノプリン。
外在性標識を付加することなく、発光、クエンチ、または放射性特性以外のユニットの特
性がユニットの同一性についての情報を提供するときも、ユニットは内在的に標識されて
いると考えられ得る。例えば、ユニットの形状および電荷は、ユニットによるコンダクタ
ンス経路の遮断から生じるコンダクタンスの変化などの、特定の特性信号をもたらし得る
ユニットについての情報を提供する。
外在性標識が本発明の方法による使用のために選択される場合、選択される外在性標識の
タイプは、行われる分析の性質、因子のタイプおよびポリマーのタイプを含む様々な因子
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に依存する。外在性標識化合物は、発光化合物、クエンチ化合物、放射性化合物、スピン
ラベル、および重金属化合物を含むが、これらに限定されない。標識は、分析されるポリ
マーのユニットとステアリン相溶性（ stearically compatible）かつ化学的に相溶性であ
るべきである。
本明細書で用いられる「発光化合物」は、特定の波長の光の照射に応答して光を放射する
化合物である。これらの化合物は、燐光、化学ルミネセンス、ルミネセンス、分極蛍光（
polarized fluorescence）、シンチレータ、またはより好ましくは、蛍光によって光を吸
収および放射し得る。選択される特定の発光化合物は、以下でさらに詳細に述べられる様
々な因子に依存する。発光化合物は文献に詳細にわたって記載されている。例えば、 Haug
land, R.P.、 Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals、第六版、 Molec
ular Probes, Inc.、 1996は本明細書において参考として援用され、発光化合物の記載を
提供する。
放射性化合物は、アルファ、ベータ、またはガンマ核放射線を放射する因子である。アル
ファ線は、質量数４の正に荷電した粒子で、電界および磁界によってわずかに偏向されて
いる。ベータ線は負に荷電した電子で、電界および磁界によって大幅に偏向されている。
ガンマ線は電磁放射線の光子であり、電界および磁界によって偏向されず、 10- 8から 10- 9

cmオーダーの波長を有する。
概して、蛍光染料は、いくつかの共役二重結合の鎖を有する炭化水素分子である。染料の
吸収波長および発光波長は、共役鎖中の炭素原子数にほぼ比例する。好ましい蛍光化合物
は「 Cy-3」（ Biological Detection Systems、 Pittsburgh、 PA）である。本発明による有
用な他の好ましい蛍光化合物は、イソチオシアン酸フルオレセイン（「 FITC」）、テキサ
スレッド（ Texas red）、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（「 TRITC」）、 4,
4ジフルオロ -4-ボラ -3a、および 4a-ジアザ -s-インダセン（ diaza-s-indacene）（「 BODIP
Y」）を含むが、これらに限定されない。
化学ルミネセンス化合物は、化学反応によってルミネセンスを示す化合物である。燐光化
合物は、放射の吸収の結果、遅延されたルミネセンスを示す化合物である。ルミネセンス
は、励起の際の材料による電磁放射線の非熱放射である。これらの化合物は当該分野にお
いて周知であり、そして様々なドナー源から入手可能である。
本発明の一つの実施態様において、発光化合物は、ドナーまたはアクセプター発蛍光団（
fluorophore）である。本明細書で用いられる発蛍光団は、ある波長で光を吸収し、別の
波長で光を放射し得る分子である。ドナー発蛍光団は、近接するアクセプター分子に蛍光
エネルギーを送達し得る発蛍光団である。アクセプター発蛍光団は、近接するドナーから
エネルギーを受容し得る発蛍光団である（ドナー発蛍光団のアクセプターは発蛍光団であ
る必要はない。このアクセプターは非蛍光性であり得る）。発蛍光団は、光照射されるこ
とによって、励起状態またはより高エネルギーレベルに光化学的に促進され得る。励起波
長は、概して、スペクトルの紫外、青色、または緑色領域にある。発蛍光団は、エネルギ
ーを放出して基底状態に戻る前に、非常に短期間の間、励起状態に留まる。放射光として
エネルギーを散逸させるこれらの発蛍光団は、ドナー発蛍光団である。外部へ向かう光子
の波長分布は発光スペクトルを形成し、これは励起スペクトルよりも長い波長（より低い
エネルギー）でピークを有するが、特定の発蛍光団については同様に特徴的である。
本発明の別の実施態様において、ユニットは放射性化合物で標識される。放射性化合物は
、因子またはステーションを通過するときに核放射線を放射する。因子がシンチレーショ
ン層であるとき、核放射線はシンチレーション層と相互作用し、そして蛍光励起を引き起
こす。次いで、放射性標識されたユニットを示す蛍光信号が検出され得る。
当該分野において公知の任意の手段によって、外在性標識がポリマーに付加され得る。例
えば、標識はポリマーに直接付着されても、ポリマーに付着されたリンカーに付着されて
もよい。例えば、発蛍光団は化学的手段によって核酸中に直接取り込まれるが、活性アミ
ノまたはチオ基を介して核酸中に導入されてもいる。 Proudnikovおよび Mirabekov、 Nucle
ic Acids Research、 24:4535-4532（ 1996）。化学的に容易に誘導（ derivitize）され得
るか、またはリンカーを含む修飾ユニットは、ポリマーに組み込まれ、この過程を促進さ
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せ得る。生物共役（ bioconjugate）を行う（ prepare）ためのポリマー、リンカー、およ
び／または外在性標識に行われ得る修飾手順の詳細にわたる記載は、 Hermanson,G.T.、 Bi
oconjugate Techniques、 Academic Press, Inc.、 San Diego、 1996に見出され得、この文
献は本明細書において参考として援用される。
DNAの直接化学標識にはいくつかの公知の方法がある（ Hermanson、 1996； Rogetら、 1989
； Proudnikovおよび Mirzzbekov、 1996）。それらの方法の一つは、 DNAの部分的デプリネ
イションによってアルデヒド基を導入することに基づく。付着されたヒドラジン基を有す
る蛍光標識はアルデヒド基と効率的に結合し、ナトリウム標識効率がおよそ 60％に低減す
ることによってヒドラゾン結合が安定化される。過剰のアミン発蛍光団の存在下でシトシ
ンが亜硫酸水素塩と反応すると、Ｎ 4位でアミノ交換反応が生じる（ Hermanson、 1996）。
pH、アミン発蛍光団濃度、ならびにインキュベーション時間および温度などの反応条件は
、形成される生成物の収率に影響を与える。アミン発蛍光団（ 3M）が高濃度のときは、ア
ミノ交換反応は収率 100％に近づき得る（ Draperおよび Gold、 1980）。
発光化合物は、当該分野で公知の任意の機構によってポリマーまたは他の材料に付着され
得る。例えば、様々な発光基と反応性である官能基には、（官能基：発光化合物の反応性
基）活性化されたエステル：アミンまたはアニリン；アシルアジド：アミンまたはアニリ
ン；ハロゲン化アシル：アミン、アニリン、アルコール、またはフェノール；アシルニト
リル：アルコールまたはフェノール；アルデヒド：アミンまたはアニリン；ハロゲン化ア
ルキル：アミン、アニリン、アルコール、フェノール、またはチオール；アルキルスルホ
ネート：チオール、アルコール、またはフェノール；無水物：アルコール、フェノール、
アミン、またはアニリン；ハロゲン化アリール：チオール；アジリジン：チオールまたは
チオエーテル；カルボン酸：アミン、アニリン、アルコール、またはハロゲン化アルキル
；ジアゾアルカン：カルボン酸；エポキシド；チオール；ハロアセトアミド：チオール；
ハロトリアジン：アミン、アニリン、またはフェノール；ヒドラジン：アルデヒドまたは
ケトン；ヒドロキシアミン：アルデヒドまたはケトン；イミドエステル：アミンまたはア
ニリン；イソシアナート：アミンまたはアニリン；およびイソチオシアナート：アミンま
たはアニリンを含むが、これらに限定されない。
ポリマーのユニットと相互作用する因子は、電磁放射線、クエンチ源および蛍光励起源か
ら成る群から選択される。本明細書で用いられる「電磁放射線」は、電磁波により生成さ
れるエネルギーである。電磁放射線は、直接光源の形であっても、あるいはドナー発蛍光
団などの発光化合物によって放射されてもよい。本明細書で用いられる「光」は、可視波
長、赤外波長および紫外波長を含む任意の波長の電磁エネルギーを含む。
本明細書において用いられるように、クエンチ源は、発光源の特性を変えるまたは変え得
る任意の実体である。変えられる特性には、強度蛍光寿命（ intensity fluorescence lif
etime）、スペクトル、蛍光、または燐光が挙げられ得る。
本明細書で用いられる蛍光励起源は、蛍光を発し得るか、または光子放出を生じさせ得る
任意の実体（すなわち、電磁放射線、有向電界（ directed electric field）、温度、蛍
光、放射、シンチレーション、物理的接触、または機械的破壊）である。例えば、ユニッ
トが放射性化合物で標識されると、放射性放射は、シンチレーション層である因子の分子
励起を生じさせ、その結果、蛍光を発する。
ポリマーのユニットが因子に曝されると、これら二つの間の相互作用が信号を発生させる
。この信号は、ポリマーについての情報を提供する。例えば、タンパク質ポリマーの特定
のタイプの全てのユニット（例えば、全てのアラニン）が、特定の発光化合物で標識（内
在的または外在的に）され、次いで、因子との相互作用の際にこの発光化合物の信号特性
が検出されると、信号は、アラニン残基がポリマー上のその特定の位置に存在することを
示す。各タイプのユニット（例えば、各タイプのアミノ酸）が、別個の発光パターンを有
する異なる発光化合物で標識される場合、各アミノ酸は因子と相互作用して別個の信号を
生成する。どの各信号がポリマーの各ユニットに対応しているかを決定することによって
、ユニットの配列が決定され得る。
ユニットと因子との間の相互作用は様々な形をとり得るが、ユニットと因子が互いに物理
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的に接触することを必要とはしない。相互作用の例は以下の通りである。第１のタイプの
相互作用は、因子が電磁放射線であり、ポリマーのユニットが発光化合物（発光化合物を
用いて内在的または外在的のいずれかで標識される）であることを伴う。発光ユニットが
電磁放射線（適切な波長のレーザビームまたはドナー発蛍光団から放射される電磁放射線
によるなど）と接触させられると、電磁放射線は、発光化合物に、特定の波長の電磁放射
線を放射させる。次いで、信号が測定される。信号は発光の特性パターンを示し、従って
、ポリマーの特定の標識されたユニットが存在することを示す。この場合、ポリマーのユ
ニットは「発光化合物からの電磁放射線の放射に検出可能に影響を与える」と称される。
第２のタイプの相互作用は、因子が蛍光励起源であり、ポリマーのユニットが発光化合物
または放射性化合物であることを伴う。発光ユニットが蛍光励起源と接触させられると、
蛍光励起源は発光化合物に特定の波長の電磁放射線を放射させる。放射性ユニットが蛍光
励起源と接触させられると、ユニットから放射される核放射線は蛍光励起源に特定の波長
の電磁放射線を放射させる。次いで、信号が測定される。
これらのタイプの相互作用の変形例は、相互作用の第３の要素である、信号の発生に関連
する近似化合物（ proximate compound）の存在を伴う。例えば、ユニットは、ドナー発蛍
光団である発光化合物で標識され得、近似化合物はアクセプター発蛍光団であり得る。発
光化合物が励起状態におかれ、アクセプター発蛍光団に近接させられた場合、エネルギー
移動がドナーとアクセプターとの間に生じ、発光性であるユニットの有無の測定として検
出され得る信号を生成する。発光化合物は、光（レーザビームなど）に曝されることによ
って、または蛍光励起源に曝されることによって「励起」状態におかれ得る。
別の相互作用は、クエンチ源である近似化合物を伴う。この例においては、発光ユニット
は、露光されることによって電磁放射線を放射させられる。発光化合物がクエンチ源に近
接して配置される場合、発光ユニットからの信号は変化される。
上記の相互作用に平行した相互作用の組が考案され得るが、ここでは、発光化合物は近似
化合物であり、ユニットはクエンチ源かあるいはアクセプター源のいずれかである。これ
らの場合において、因子は近似化合物によって放射される電磁放射線であり、ユニットを
近似化合物との相互作用近位に移動させることによって、ユニットとこのような放射線と
の間の相互作用の特性を示す信号が生成される。
これらの各相互作用が検出可能な信号を生成する機構は、当該技術において公知である。
例示の目的のために、本発明によってドナーとアクセプター発蛍光団が相互作用し検出可
能な信号を生成する機構（このタイプの相互作用から生じることが公知である実施上の制
限を含む）およびこのような制限を減少または無くする方法を、以下に記載する。
好ましい実施態様において、ユニットと因子との間の相互作用によって生じる信号は、発
蛍光団間の蛍光共鳴エネルギー移動（ FRET）から生じる。ユニットまたは近似化合物／因
子のいずれかが、ドナー発蛍光団またはアクセプター発蛍光団のいずれかで標識され得る
。 FRETは発蛍光団間の光子エネルギー移動である。 FRETは、 10Å～ 100Åだけ離れた二つ
の点の間の距離を測定する能力のために、分子の詳細な特徴付けにおけるツールとしての
将来性がある。 FRETのオングストローム分解（ resolution）は、分子動力学および生物物
理学的現象の多くの研究において用いられている（概説のために、 Clegg、 1995； Clegg、
1992； Selvin、 1995；および Wuおよび Brand、 1994を参照のこと）。ドナー発蛍光団とア
クセプター発蛍光団との間のエネルギー移動がプローブ間の距離のマイナス六乗（ invers
e six power）に依存するために、 FRETの分解能は上昇する。実施上は、この分解能はほ
ぼ、最も高い解像度の電子顕微鏡の分解能の大きさよりも良好な大きさである。
FRETを受けるためには、ドナーの放射スペクトルはアクセプターの励起スペクトルと重畳
する。ポリマーのユニットは、アクセプター発蛍光団で特異的に標識される。因子はドナ
ー発蛍光団である。レーザはドナー発蛍光団の励起波長に合わせられる。ポリマーがチャ
ネルを通って移動すると、ドナー発蛍光団はその特性波長を放射する。アクセプター発蛍
光団がドナー発蛍光団との相互作用近位に移動すると、アクセプター発蛍光団はドナー発
蛍光団からのエネルギーによって励起される。この相互作用の結果、ドナー発蛍光団の放
射はクエンチされ、アクセプター発蛍光団の放射は強化される。
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検出のために最適な有効（ efficient） FRET信号を生成させるためには、二つの条件が満
たされるべきである。第１の条件は、アクセプターの非存在下での有効なドナー放射であ
る。第２の条件は、 FRETの間にドナー放射またはアクセプター放射のいずれかに変化を有
効に生じさせることである。
モデルシステムにおいて、ドナー発蛍光団およびアクセプター発蛍光団の両方が、光子放
出を無期限に（ indefinitely）生じさせ得る。このような状況において、エネルギー移動
の間には、ドナー放射の減少はアクセプター放射の増加に等しい。言い換えれば、放射変
化はドナーおよびアクセプターの両方について同一である。これは、ドナー放射クエンチ
事象の度に、それと等しくかつ逆のアクセプター放射事象が存在するためである。 Cantor
および Schimmel、 1980は、このモデルシステムの直感的な概要を呈示している。ドナーお
よびアクセプターの、二つの発蛍光団のシステムを考える。
　
距離内の範囲で、非常に弱いカップリングが生じる。ドナーとアクセプターとの間の相互
作用は次のように要約される。
　
　
　
　
ここで、 Duおよび Auは基底一重項状態であり、 Dbおよび Abは第１の励起一重項状態である
。 kTおよび k- Tは、エネルギー移動の前進速度および後進速度である。上記の反応は、第
１の励起状態にある所与のドナーについての反応を示し、基底状態 Duに達するまでに内部
変換によって急速にエネルギーを失う。アクセプター吸収エネルギーはドナー発光エネル
ギーと重なるので、非常に弱いカップリングが生じ、共鳴エネルギーの移動を起こさせ得
る。
共鳴エネルギー移動の結果、ドナー（ Db）およびアクセプター（ Ab）の両方が励起振動状
態になる。振動緩和は、ドナーおよびアクセプターを迅速にそれぞれの基底振動レベルに
する。振動緩和は非常に効率的であり、励起振動状態の平均寿命は約 10- 1 5秒しかない（ S
koogら、 1992）。一方、蛍光分子についての内部変換は、約 10- 9秒である。これらの速度
の違いは、 kTが非常に効率的であっても、逆反応（ k- T）は起こりにくいことを示してい
る。従って、この理想システムにおいて、励起されたドナーおよびアクセプターの相対的
な母集団のずれがある。
上記の分析は、単一のドナーおよび単一のアクセプターを用いるシステムを記載する。同
じタイプの相互作用が、多数のドナーと一つのアクセプターとを用いるシステムで行われ
得る。アクセプターが基底一重項状態（ Au）にあるときは常に、エネルギー移動が生じ得
る。これは、１ナノ秒の寿命を有するアクセプターについては、１× 109回毎秒（これは
、標準照射下のドナーの励起率（約 25000回励起／秒）と比較すると、非常に高い速度で
ある）で励起され得ることを意味する。アクセプターが受け得る励起の最大数は、一つの
ドナー発蛍光団が受け得る励起最大数よりも大幅に大きいので、複数のドナーが一つのア
クセプターにエネルギーを移動し得る。
アクセプターのより高いエネルギーレベル（ Ax）への励起およびそれと同時のドナー下方
遷移（ de-excitation）事象は、複数のドナーおよび一つのアクセプターを用いるシステ
ム中で生じる信号の妨害をもたらす可能性のある問題であると考えられ得るが、この場合
には当てはまらないことを以下の分析は示している。より高いエネルギーレベルへの励起
およびそれと同時のドナー下方遷移事象の信号発生への妨害が生じるとは思わない。
より高いレベルへのアクセプター励起は、アクセプターの第１の一重項状態（ Ab）からア
クセプターのより高い一重項状態（ Ax）へのさらなる励起が理論的にはあり得ることを意
味する。これが実際に可能である場合、有効寿命が短くなるために、所与の時間内の励起
事象の最大数は増加する。アクセプターはエネルギー移動を受けるために下方遷移を行う
必要はもはやなくなるので、より短い有効寿命が生じる。アクセプターにおけるこのよう
な遷移は、遷移のためのアクセプター吸収エネルギーがドナー放出エネルギーに一致する
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場合のみ起こり得るが、これは大多数の分子には概して当てはまらない。その結果、ドナ
ーとアクセプターとの間のエネルギー移動は、アクセプターが基底一重項状態にあるとき
にのみ起こり得る。
同時にドナー下方遷移が生じる場合には、ドナーのうちの一つのみがアクセプターにエネ
ルギーを移動し得る。これは、他方のドナーがクエンチされず、放射的に発光することを
意味する。同時の事象が頻繁に生じる場合は、ドナーの一部が光子を放出し得るために、
複数のドナーのクエンチについての上記のシナリオ（ scenario）はそれほど正確なもので
はなくなる。以下の確率計算は、このような事象が統計的にめったに起こらないものであ
ることを示し、複数のドナーのクエンチの使用を支持する。
１ナノ秒中にｋ回の同時ドナー放射が生じる確率であり、ここでｎ＝ Pn , k＝（ Pk）（ n Ck
）は発蛍光団の数である。
　
　
　
これらの計算の目的は、所与の量の時間についての同時ドナー下方遷移事象の回数を算出
することである。重畳する事象の数が増加するに従って、ドナーエネルギー移動のパーセ
ンテージが低くなるので、この回数は重要である。例えば、四つの発蛍光団について（ｎ
＝４；すなわち、 Pn , k＝ P4 , 2）１ナノ秒中に同時に生じる二つのドナー放射（ｋ＝２）の
確率を見出すことが可能である。本例において、各発光は１ナノ秒間続き、格子（ grid）
中に青色円として表される。さらに、各発蛍光団は平均で 25000フォトン／秒をランダム
に放射する。変数は、ｎ＝発蛍光団の数、ｋ＝同時ドナー放射の回数、Ｐ＝確率、Ｃ＝組
み合わせ、およびｔ＝時間として定義される。ｎ個の発蛍光団について１ナノ秒中に生じ
るｋ個の同時事象（ Pn , k）についての確率は、ｎ個の発蛍光団についてｋ個の同時事象が
生じ得る可能な組み合わせの数（ n Ck）によって乗算されたｋ個の同時事象についての確
率（Ｐ k）と等しい。同時事象の総数は、同時事象の全ての可能な値についての確率の合
計として与えられる。これは、（事象数）／ナノ秒のユニットで確率を与える。従って、
同時発光を経る発蛍光団の総数は、所与の時間（ｔ）によって乗算された、１ナノ秒につ
いての確率である。所与の時間（ｔ）内の二回を超えるドナー放射（ P4 . 3および P4 . 4）の
確率を考慮することもまた必要である。この情報から、同時に生じる下方遷移のためにエ
ネルギー移動を受け得ないドナー発蛍光団の数が導き出され得る。
四つの発蛍光団についての１ナノ秒間の二回の同時ドナー放射の確率は、
　
　
　
として与えられる。
１ナノ秒が一回の放射を含む確率は 25000／ 109である。同一のナノ秒内に二回の放射が生
じる確率は二乗（ 25000／ 109） 2である。四つの異なる発蛍光団があるので、同時放射を
生じさせる六つの異なる可能な組み合わせがある（４！／２！２！）。乗算されたこれら
の値は、 3.75× 10- 9事象／ナノ秒を与える。 109ナノ秒で乗算されたこの値は、 3.75事象
／秒を生じさせる。この場合、１事象毎に二回の放射があり（ｋ＝２）、これらのうちの
一つ（ｋ－１）はエネルギー移動を受け得ないので、 FRETを受けないドナー放射の総数は
3.75事象／秒となる。
上記の単純な計算は、より多くの発蛍光団を用いるシステムにも適用され得る。この場合
、 1000個の発蛍光団を考える（ｎ＝ 1000）。同様な方法で、Ｐ 1 0 0 0 , 2が計算され、 3.122
× 10- 4事象／ナノ秒となる。エネルギー移動を受け得ないドナー放射の回数は 3.122× 105

である。三回の同時ドナー放射が生じ得る場合もある。これらの事象（Ｐ 1 0 0 0 , 3）につい
ての確率が次のように計算される。
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生じ得ないドナー放射の回数は（ 3-1）（ 109）（ 2.596× 10- 6）、すなわち、 5.192× 103

である。同様な方法で、四回あるいはそれを超える回数の同時放射についての計算が、エ
ネルギー移動を受け得ないドナー発蛍光団の正味数に含まれる必要がある。この数は、以
下の方程式によって表される。
　
　
　
上記の加法を解くと、エネルギー移動を受けない 3.174× 105回のドナー発蛍光団が得られ
る。ドナー放射は、以下の値から算出される：発蛍光団１つにつき 25000光子／秒、 1000
個の発蛍光団、および１秒の時間間隔。これは、 2.5× 107個の光子が一秒毎に放出される
ことを意味する。結論は、ドナー事象の 98.7％がエネルギー移動を受け得る。
複数のドナー／単一のアクセプターの系の上記の論考から出される結論は、一つのアクセ
プターが、複数のドナーとのエネルギー移動を受け得るということである。考慮される制
限は、より高いエネルギーレベルにアクセプターを励起する能力、そしてまた同時ドナー
下方遷移の制限である。同時に生じるドナー放射において、一つの下方遷移のみがアクセ
プターとのエネルギー移動を受け得る。これが頻繁に生じる場合は、アクセプターは全て
のドナー放射事象とのエネルギー移動を受け得ない。確率計算は、標準エピ照射（ epiill
umination）条件下では 1000個のドナー／１つのアクセプターの系について、 98.7％のド
ナー放射事象がアクセプターとのエネルギー移動を受け得ることを示す。これらの詳細な
分析から得られる包括的な結論は、複数ドナー系／単一アクセプター系が実際に存在し、
一つのアクセプターが多数のドナー分子とのエネルギー移動を受け得ることである。
以下の記載は、複数ドナー／単一アクセプター系のドナーおよびアクセプター発蛍光団に
ついて、条件がどのように最適化され得るかを示す。系を最適化するためには、この系が
実際に行われたときに生じ得る二つの潜在的な問題が考慮されるべきである。フォトブリ
ーチング（ photobleaching）および溶媒クエンチの問題がある（ Rost、 1990； Menterら、
1978； Gilohおよび Sedat、 1982； Vaughanおよび Weber、 1970； Guilbault、 1973； Udenfri
end、 1962； Pringsheim、 1963）。これらの影響により、発蛍光団が経験し得る励起サイ
クルの数が制限され得る。理想的なシステムにおいては発蛍光団は無限の励起サイクルを
経験し得るのに対して、実施上はサイクルの実際の数は、溶媒条件および励起光の強度の
両方に依存して有限数に制限される。しかし、複数ドナー／単一アクセプター系において
生じる信号は、特定の実験条件下で最適化され得る。
有効な信号を最適化しそして生成するための理論は以下の通りである。原理は、モデル条
件ができる限り近くシミュレートされる限り信号は生成される、というものである。理想
的な発蛍光団は、無限の励起サイクルを経験し得ることを想起されたい。現実の発蛍光団
が同様の様式で挙動する場合、光子放射の一時的な統合（ integration）が十分である限
り、任意の数の発蛍光団が検出され得る。理想条件に近く達成するための一つの方法は、
固体媒体中に発蛍光団を固定することによる。固体媒体中に発蛍光団を埋め込むことによ
って、フォトブリーチングおよびクエンチングの両方が無くなり得（ Haughland、 1996； G
arlandおよび Moore、 1979； Rost、 1991）、そして特定のタイプの発蛍光団（植物細胞壁
中のフェルラ酸、ウラニルガラス、およびアクリフラビンなど）が特に安定である（ Rost
、 1991）。これによって、可能な励起サイクル数が飛躍的に増加する。固体媒体中に埋め
込まれているにもかかわらず、ドナー発蛍光団は数時間の間、蛍光信号を生成し得（ Rost
、 1991）、アクセプターでの FRETもまだ受け得（ Stryer、 1978； Cantorおよび Schimmel、
1980）、およびその逆もあり得る。さらに、アクセプターは、溶媒条件において数時間ド
ナーとの共鳴エネルギー移動を受け得ることが公知である（ Wittwer、 1997； Leeら、 1994
； Uchiyamaら、 1996； Livakら、 1997）。安定な信号を有するドナーをクエンチするアク
セプターの能力は、非常に有効な信号を生成する能力となる。
溶媒条件において延長された時間の間、アクセプターがドナーとのエネルギー移動を受け
得ることが示されている（ Wittwer、 1997； Leeら、 1994； Uchiyamaら、 1996； Livakら、 1
997）。証拠は、ペプチドで行われた実験および核酸切断アッセイから得られる。これら
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のアッセイにおいて、特定の基質がいずれかの端部で、ドナー発蛍光団およびアクセプタ
ー発蛍光団で標識される。基質の長さは、ドナー－アクセプター対の
　
距離の範囲内であるので、ドナーの蛍光はクエンチされる。ドナー蛍光を監視することに
よって、切断の光ベースのアッセイが可能になる。このように、ドナー蛍光の増加は、特
定の酵素の切断活性に正比例する。通常、蛍光定量切断アッセイと称されるこのタイプの
アッセイは、 HIVプロテアーゼ（ Matayoshiら、 1990； Tothおよび Marshall、 1990）、中性
プロテアーゼ（ Ngら、 1989）、 EcoRV制限エンドヌクレアーゼ（ Erskineおよび Halford、 1
994）、 PaeR7エンドヌクレアーゼ（ Ghoshら、 1994）、 DNAポリメラーゼ I 5'-3'エキソヌ
クレアーゼ活性（ Wittwerら、 1997； Livak、 1997）、サーモリシン（ thermolysin）（ Yan
gおよび Van Wart、 1994）、およびパパイン（ Garcia-Echeverriaおよび Rich、 1992）を含
む、多くの系の研究に用いられている。これらの実験の関連は、アクセプターが、延長さ
れた時間の間、ドナーをクエンチし得るという証拠を含んでいるので重要である。蛍光定
量切断アッセイにおける制御は、実験の継続時間の間、切断されていない基質を（切断酵
素の非存在下で）監視することを含む。特に長い実験については、これらの制御は延長さ
れた時間にわたって監視される必要がある。これらの制御においてドナー蛍光が増加しな
いことは、アクセプターがドナーを長時間クエンチし得ることを直接示す。
アクセプターのエネルギー状態は変わらないままであるので、アクセプターは延長された
時間の間にエネルギーを移動する能力を維持する。アクセプター吸収エネルギーがドナー
放射エネルギーと一致するときに、エネルギー移動が生じる。エネルギー移動の結果、基
底一重項状態（ Aa）から励起一重項状態（ Ab）への変換が起こる。アクセプターは、蛍光
または非放射のいずれかである内部変換によりエネルギーを失う。上記の研究は、非理想
的な実験条件にもかかわらず、アクセプターは相対的なエネルギーレベル、すなわち、エ
ネルギー移動を受ける能力を維持することを示している。
溶液中で発蛍光団が概して受ける励起サイクル数は、およそ 35,000サイクルである（ Rost
、 1991）。しかし、溶液中の発蛍光団励起サイクル数は、酸素クエンチ、衝突クエンチ、
および励起状態反応などの上記の溶媒効果（ solvent effect）によって制限される。溶媒
条件は、励起サイクル数が最適化されるように調整され得る（ Haughland、 1996）。様々
な化学的方法が、アクセプター蛍光の検出のための条件を最適化するために用いられる。
アジ化ナトリウム（ NaN3）、ヨウ化ナトリウム（ NaI）、ジチオスレイトール（ DTT）、ジ
チオエリスリトール（ DTE）、ジチオン酸塩ナトリウム、ｎ－プロピル没食子酸塩、アス
コルビン酸、およびポリビニルアルコール（ PVA）は、全てが様々な発蛍光団と有効であ
ることが見出されている
　
　
　
β -メルカプトエタノール、ニトロプルシドナトリウム、および電子ドナーおよび SH基を
有する分子の取り込みも有効であることが見出されている（ Franklinおよび Filion、 1985
； Spatzおよび Grabig、 1983； Hamadaおよび Fujita、 1983）。さらに、溶液発蛍光団退色
を減少させるための市販の試薬も利用可能である。 SlowFade（ Molecular Probes、 OR）調
合物によって、フルオレセインの退色率はほぼゼロに減少する。フルオレセインからのほ
ぼ一定の放射強度を提供するので、 SlowFade試薬は、励起強度が極大になり長くなり得る
、定量測定および共焦点レーザ走査顕微鏡を用いる用途に特に有用である。提案された最
適化条件下のシステムについては、アクセプターがある状態での初期ドナー放射およびド
ナー放射の変化は、理想的条件の効率と近い効率を有する。
本明細書で用いられる「検出可能な信号」は、従来の技術によって検知され得る任意のタ
イプの信号である。生成される信号は、因子またはステーションのタイプ、ならびにユニ
ットおよび存在する場合は近似化合物に依存する。一つの実施態様において、信号は、ポ
リマーの標識された（内在的または外在的）ユニットによる、または近似化合物による発
光から生じる電磁放射線である。別の実施態様において、信号は、放射性放射のシンチレ
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ーション層との相互作用から生じる蛍光である。検出された信号は、分析のためにデータ
ベースに保存され得る。保存された信号を分析するための一つの方法は、保存された信号
を別のポリマーからの信号のパターンと比較して、二つのポリマーの関連性を決定するこ
とによる。検出された信号の分析のための別の方法は、検出される信号を公知のポリマー
の特徴を示す信号の公知のパターンと比較し、分析されるポリマーの公知のポリマーに対
する関連性を決定することによる。信号の比較は、以下でより詳細に論じられる。
一つを超える検出可能な信号が検出され得る。例えば、第１の個々のユニットは因子また
はステーションと相互作用し、第１の検出可能な信号を生成し得、第２の個々のユニット
は因子またはステーションと相互作用し、第１の検出可能な信号とは異なる第２の検出可
能な信号を生成し得る。これによって、一つを超えるタイプのユニットが、一つのポリマ
ー上で検出されることが可能になる。
検出可能な信号はステーションで生成される。本明細書で用いられる「ステーション」は
、信号またはポリマー依存性インパルスを生成するために、検出されるべきポリマーの一
部（例えばユニット）が曝される領域である。ステーションは、気体を含む任意の材料か
ら構成され得る。好ましくは、ステーションは非液体材料である。「非液体」は、当該分
野における通常の意味を有する。液体は、構成分子間での自由運動を行うが、分離する傾
向がないことによって特徴付けられる非固体、非気体材料である。別の好ましい実施態様
において、ステーションは固体材料である。一つの実施態様において、ユニットが因子と
相互作用するとき、ステーションは相互作用ステーションである。ステーションは信号発
生ステーションでもあり得、これは以下でより詳細に記載する。本明細書において用いら
れるように、「相互作用ステーションまたは部位」は、ポリマーのユニットおよび因子が
互いに対して十分に近接して配置され得、それによってそれらが相互作用し得る領域であ
る。例えば、発蛍光団のための相互作用ステーションは、エネルギー的に相互作用して、
信号を生成するように、発蛍光団が十分に近接している領域である。
好ましい実施態様において相互作用ステーションは、チャネルを形成する壁に付着したア
クセプター発蛍光団などの局在化された因子が、チャネルを通過するポリマーと相互作用
し得るナノチャネルの領域である。ポリマーが因子の局在化された領域を通過する位置は
、相互作用ステーションである。ポリマーの各標識されたユニットが因子を通過すると、
検出可能な信号が生成される。因子は、チャネルの領域内に様々な方法で局在化され得る
。例えば、因子は、チャネルの壁を形成する材料中に埋め込まれても、あるいは壁材料の
表面に付着されてもよい。あるいは、因子は、チャネルから距離をおいて配置されるが、
導波路を介してチャネルの領域に直接光を運び得る光源であり得る。複数のポリマーが複
数のチャネルを介して運ばれる装置も用いられ得る。本発明のこれらの実施態様および他
の関連する実施態様が、以下でより詳細に論じられる。ポリマーの移動は、ポリマーを導
くための溝またはリングの使用によって補助され得る。
相互作用ステーションを形成するための他の配置が、本発明によって包含される。例えば
、ポリマーは、壁の表面につながれるか、または壁に埋め込まれた分子モータを介して通
過させられ得、それによって特定の位置に、好ましくは、近似因子への相互作用近位に、
ポリマーのユニットを逐次的に移動させ、それによって相互作用ステーションを規定する
。分子モータは、ポリメラーゼ、ヘリカーゼ（ helicase）、またはアクチンなどの化合物
であり、これらはポリマーと相互作用して各ユニットを通過してポリマーの長さに沿って
運ばれる。同様に、ポリマーは移動しないように保持され得、リーダー（ reader）はポリ
マーに沿って移動され得、リーダーはそれに取り付けられた因子を有する。例えば、因子
は、ポリマーの長さに沿って導かれる走査チップ内に保持され得る。次いで、因子がポリ
マーの各ユニットへの相互作用近位に移動されると、相互作用ステーションが形成される
。
一旦信号が生成されると、次いで、この信号は検出され得る。特定のタイプの検出手段は
、ユニットと因子との間に生じる相互作用のタイプに依存することが明らかである生成さ
れた信号のタイプに依存する。本発明の方法に関与する多くの相互作用が、電磁放射線信
号を生じる。二次元、および三次元イメージングシステムを含む電磁放射線信号を検出す
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るための多くの方法が、当該分野において公知である。
近年、生物学的システムにおいて蛍光を画像化するための三次元画像化システムが記載さ
れている。 Dicksonらは、ゲル中の細孔中の単一分子（ single molecule）の三次元画像化
を記載した。 Dicksonら、 Science、 274:966-969（ 1996）。 Dicksonらは、単一蛍光分子の
ブラウン運動での制限された環境の影響を検討している。自由蛍光染料およびタンパク質
に結合した蛍光染料の単一分子は、ポリアクリルアミド（ PAA）ゲル中に捕捉される。ナ
イルレッドが、２ nmオーダーの細孔を有するポリアクリルアミドゲル中に取り込まれる。
蛍光体ゲルは、内部全反射（ TIR）によって生成される消失性（ evanescent）波で励起さ
れて、ゲルの細孔内の単一分子の移動または静止を検出する。 TIR方法は、励起強度中の
指数的低下（ exponential fall-off）を用いることによって細孔中の分子についての三次
元情報を生成し、界面からの蛍光体の距離を決定する。観察された運動と理論上のブラウ
ン運動との間の不一致は、両方の場合によって調査される。自由蛍光体についてのブラウ
ン運動は、 104の因数で減少される。標識されたタンパク質は、空間で完全に静止したま
まであった。直接的な類似によって、ナノチャネルの空間制限は、ナノチャネル FRET配列
における標識された DNAのブラウン運動を制限するか、あるいは無くするべきである。こ
れによって、ナノチャネルを通る DNAの安定した予測可能な通過が可能になる。
本発明の方法による有用な顕微鏡システムの一例は、 Ishijimaら、 Cell、 92:161-171（ 19
98）に与えられる。
二次元画像化システムは、他のパラメータの中でも低ノイズ、高量子効率、適切な画素対
画像相関、および有効な処理時間を有するために重要である。信号を検出するために有用
な装置の一例は、蛍光波長範囲内の電磁放射線を検出する二次元蛍光画像化システムであ
る。
測定される蛍光信号のタイプ、強度、寿命またはスペクトルのいずれかに基づく蛍光画像
化装置の三つのカテゴリーが存在する。強度信号は、電荷結合素子（ CCD）カメラ、スト
リークカメラ、およびシリコンダイオードアレイを含む様々な方法で捕獲され得る。これ
らの方法のうち、最も一般的であるのは CCDカメラであり、これは商業上の用途が広いた
めである。ストリークカメラは、フェムト秒までの優れた時間解像度を提供する。シリコ
ンダイオードアレイは、優れたダイナミックレンジ、信号対ノイズ比、および時間解像度
（ 1000／秒の共通フレーム速度）を有するが、画素が大きい（ CCDは 20μ M× 20μ Mである
のに対して、 25μ M× 500μ M）。各装置が本発明の方法と共に用いられ得るが、 CCDカメラ
が好ましい。
寿命およびスペクトル画像化は、ゲート画像増強装置、パルス化レーザ、および CCDカメ
ラを含む機器の組み合わせを用いて行われる。寿命関連技術である時間ゲート法は、背景
および自己蛍光から蛍光信号を一時的に区別する工程を伴う。本明細書で参考として援用
される Periasamyらは、臨床画像化のための時間ゲート蛍光顕微鏡の概説を提供する。 Per
iasamyら、 Microscopy and Analysis、 33-35（ 1995）。寿命画像化は、蛍光寿命を決定す
るために時間ゲートまたは位相変調技術を用いる。スペクトル画像化は、各画素での発光
スペクトルを決定する。時間ゲートおよび寿命画像化技術は、より良好な信号対ノイズ比
およびより大きい染料特異性などの多くの利点を単純な CCD画像化に提供し、従って、本
発明の検出方法にとって好ましい装置でもある。
画像化技術の第１のタイプである強度画像化は、強度信号を独立して捕捉するための CCD
カメラまたは ICCDカメラの使用を概して伴う。これは単純であるために、本発明の方法に
よる信号検出のための所望の方法である。 CCDカメラおよび ICCDカメラは、多くの供給者
（すなわち、 Photometrics、 Hamamatsu、 Princeton Instruments）から容易に購入され得
る。
CCDは、フォトン相互作用によって生成される電子電荷を保持し得る、画素と称される多
数の光感知素子を有する二次元シリコンマトリクスである。 CCDをフォトン蛍光発光に曝
すと、個々の画素中に電荷が増加する。露光が完了すると、蓄積された電荷の全ての列が
、シリアル CCDレジスタに向かって運ばれる。シリアルレジスタ中では、個々の画素電荷
パケットは、電荷量に比例する信号を生成する読出し増幅器に運ばれる。二次元の一連の
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信号への画像が首尾よく変換されるまで、 CCDの各列は同様に読み出される。 CCDとシリア
ル CCDレジスタとの間の電荷伝送は非常に有効である（ 99.9999％有効）。出力増幅器は測
定されたアナログ信号に対して線形応答を生成し、画像は８ビットと 16ビットとの間でデ
ィジタル化される。
画像の読出しの際には、 CCDカメラが画像を改変するために通常用いる二つのオプション
がある。サブアレイ読出しとビンニング（ binning）、または電荷グループ化である。プ
ログラムされた CCDカメラは、目的となる規定された領域内で画素を選択的に処理し得る
。目的となる領域を規定することの利点は、これによって画像読出しがより高速に生じ得
ることである。各画素を処理するためおよびディジタル化するための時間は固定され、そ
の結果、所望の領域が小さくなると、より高速なフレーム速度が可能になる。サブアレイ
読出しからより小さい領域が可能になる。例えば、 1024× 1024画素 CCD内の 100× 100画素
が、１ MHZの画素読出し周波数で、 100フレーム／秒のフレーム速度で読み出され得る。一
方、より高速な読出し時間のために小さい方の画素を一つの有効なより大きい画素に組み
合わせるビンニングによって、いくつかの画素からの電荷の組み合わせが可能になる。ビ
ンニングの間、 CCDは、ダイナミックレンジを増大させ、フレーム速度を高くするために
低い解像度で動作する。ダイナミックレンジは、 CCDが線形に検出し得る最も大きい信号
の基礎読出しノイズに対する比である。例えば、４×４にビンニングされた 1024× 1024画
素 CCDは、ビンニングされていない画素よりも実質的に 16倍の大きさの大きい画素を有す
る 256× 256画像を生成する。画像は、この速度の 16倍でも読み出される。 CCDの特定の動
作モードは、カメラの構成要素およびホストコンピュータによって指示される。
CCDの制御を理解するために、論じられる必要がある代表的な CCDの三つの構成要素があり
、それにはカメラコントローラー、電子ユニット、およびカメラヘッドを含む。コントロ
ーラーは、ホストコンピュータとカメラとの間の入力および出力の媒介プロセッサとして
働く。コントローラーは、あるホスト命令が出されるとカメラを働かせるロジックを含む
。さらに、コントローラーは、ディジタル化された画素データをコンピュータに中継する
。内部では、コントローラーは、 CCD位相の調整およびアナログ処理ユニットのタイミン
グのために必要なシーケンスを有する。電子ユニットは、ディジタル命令を活性なクロッ
ク信号およびシーケンスに変換する。さらに、ユニットは A/D変換器を含む。８ビットか
ら 16ビットへのディジタイザが、一般的には用いられる。カメラヘッドは CCDを含み、冷
却装置を含むことも多い。液体窒素またはペルチェ冷却が一般的である。
CCDカメラの動作を基本的に理解すると、性能がカメラについて最も重要な検討事項とな
る。詳細には、これらのパラメータは、ノイズ、線形性、量子効率、および時間解像度で
ある。重要なノイズの四つの成分がある。それらは暗電流、読出しノイズ、ショットノイ
ズおよびランプノイズである。暗電流は、 CCD内の漏れ電流である。電荷は暗状態でさえ
も蓄積し、それゆえそのように呼ぶ。 CCD温度が低くなると、暗電流も低くなる。熱電流
冷却材または液体窒素は CCD温度を低下させ、それによって暗電流を低減させ得る。 -120
℃の温度は、数オーダーの大きさで暗電流を低減させ得る。マルチピンフェージング（ MP
P）は、 100以上の率で暗電流を低減させ得る新規な CCD技術である。読出しノイズは、出
カプリアンプから生じるより高速のフレーム速度で生成される確率的電子電荷である。収
集速度が上昇すると、読出しノイズも増加する。読出しノイズは、温度が -60℃よりも下
がると、大幅に低減され得る。一般的にはフォトンノイズとも称されるショットノイズは
、光の量子性質によって生じる。ショットノイズは、フォトン信号の平方根である。低い
光レベルでは、相対的なショットノイズは高くなり、所望の信号をマスクすることが多い
。ランプノイズは、照射源中の強度変動によって生じ、安定した電源を用いることによっ
て制御され得る。ランプノイズは、 CCDカメラの量的な適用においては大目に見られるこ
とが非常に多い。
光度線形性は、定量蛍光顕微鏡法の間には特に重要になる。本発明の方法の使用について
、線形演算子は概して CCDデータには適用されないので、線形性の関連は非常に重要なも
のではない。 CCDの電荷生成機構は本質的に線形であるので、出力信号は電荷に正確に比
例する。 CCDとディジタイザとの間の電子は、偏位のための余地を提供する。高科学グレ
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ード CCDは、通常、 0.1％未満の偏位を有する線形性を示す。ほとんどの場合において、線
形性は、線形性を試験するために用いられる技術よりもより線形であるので、測定が困難
である。
量子効率は、 CCDに到達して相互作用を行い、 CCD中で電子－ホール対を生成させるフォト
ンの一部である。量子効率は、低グレード CCD上の 10％から後方照射科学グレード CCD上の
80％までの範囲を有する。量子効率のスペクトル分散もあり、ピークは通常可視波長内で
生じる。後方照射 CCDは、全てのスペクトル位置でより大幅に大きい量子効率を有する。
CCDカメラの時間解像度は、カメラの可能なフレーム速度を論じるときに重要になる。露
出時間は与えられた用途により異なり、露出時間は用いられる発蛍光団の数および励起光
の強度によって調節され得る。与えられた CCDカメラ中の時間解像度への制限は、アナロ
グ－ディジタル変換器動作周波数およびまた画像サイズの関数である。例えば、１ MHZで
動作する A/D変換器は、一秒間内に 100× 100画像の 100フレームを読出し得る。さらに、所
望のダイナミックレンジが高くなると、読出し周波数は低くなる。例えば、画素につき 14
ビットでディジタル化を行う現在の CCDカメラが１ MHZを超えて動作することは困難である
。複数のシリアルレジスタ装置を用いることによって、一つの A/D変換器によって与えら
れる時間的制限は克服される。このような装置の速度の上昇は、利用可能な出力チャネル
の数に比例する。１ MHZで動作する４つの出力レジスタを有する CCDカメラによって獲得さ
れる 14ビットの 100× 100画素画像は、１秒間に 400フレームを獲得し得る。克服され得な
い最高速度制限は、 20μ秒から 500ナノ秒まで変化する画素読出し時間によって指示され
る。 100× 100画素画像について、最も遅い画素読出し時間でさえも 500フレーム／秒を可
能にし得る。従って、読出し時間がフレーム速度への制限になることはまれであるが、制
限となるのはむしろ A/Dコントローラーである。この証拠として、 2000／秒のフレーム速
度が 128× 128アレイで可能であった（ Ichikawaら、 1992）。
本発明の方法において特に有用な CCDカメラは、大きい画素、低ノイズ、および短い走査
時間のカメラである。大きい画素サイズは、より大きいウェル容量を有し、より多くのフ
ォトンの収集を可能にし、従ってより大き最大信号－ノイズ比（ SNR）を可能にする。強
度変化区別の基礎は、以下で簡潔に述べられるように、大きい SNRによる。従って、低ノ
イズは SNRを改善する補助となる。より小さいウェル容量およびより低いダイナミックレ
ンジを有する MPPタイプ CCDは、十分に適さない。短い走査時間から時間解像度が高くなり
、コンピュータ RAM中またはハードドライブ上でリアルタイムで格納可能であるべきであ
る高容積データストリームを可能にする。量子効率は相応なものであるべきである。 CCD
の線形性は重大ではないが、科学的グレード（ 0.1％）であると仮定される。画像である
ドナー蛍光体はおおよそ同じ強度であるので、ダイナミックレンジは重大ではない。
増強 CCD（ ICCD）カメラは、 CCDカメラに加えて、光電陰極、マイクロチャネルプレート（
MCP）、および蛍光スクリーンからなる。蛍光が光電陰極上に衝突し、光電子を MCP内に放
出する。 MCPは、薄い円盤の形に溶融された数百万のガラス毛細管（チャネル）のアレイ
からなる二次電子増倍管である。光電子がチャネル上に入射すると、二次電子が生成され
る。電子がチャネルを通過すると、機器のゲインとして直接制御される増幅が生じる。 MC
Pの各チャネルは画素に対応する。 MCPの出力は、電子が MCPから外部に出て当たる蛍光面
に集束される。光画像が蛍光面上に再生され、 CCDカメラによって捕捉される。
いくつかの場合において、 ICCDを用いることが好ましい。画像増強器を付加することによ
って、高速ゲーティングおよび高いゲインが提供される。ゲーティングは、恐らく ICCDの
最も重要な局面である。それは画像増強器への入力電圧を制御することによって生じる電
子シャッタ動作である。現在のところ、時間解像画像化法は、ナノ秒およびナノ秒以下の
ゲーティング時間で可能である（ Thomasら、 1992）。ゲーティングによって、背景信号が
時間的に区別されるために、より多くの信号検出が可能になる。時間的区別および信号対
ノイズ比の増大の例は、時間ゲート蛍光顕微鏡法および蛍光寿命画像化顕微鏡法のパルス
法において見られる。画像増強器のゲインは、カメラの感度を高くするために用いられ、
蛍光寿命画像化顕微鏡法の位相変調法におけるツールともなる。電子ゲインは、 10000：
１まで高くなり得る。これによって、読出しノイズにわたって非常に弱い光信号が増幅さ
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れ得る。
一つのフォトンの事象は、 ICCDを用いて検出され得る。例えば、一つの発蛍光団の画像化
は、 CCDカメラ、画像増強器、およびエピ蛍光顕微鏡を用いて Saseら、 1995によって達成
されている。「 Real Time Imaging of Single Fluorophores on Moving Actin with an E
pifluorescence Microscope」において、 Saseらは一つの発蛍光団が高検出効率でリアル
タイムに画像化され得ることを示している。液体単一分子感度（ solution single molecu
le sensitivity）を達成した他の方法は、蛍光相関分光学（ Eigenおよび Rigler、 1994； K
injoおよび Rigler、 1995）、遠視野共焦顕微鏡（ Nieら、 1994）、極低温蛍光分光学（ Kar
thaら、 1995）、単一分子フォトンバースト計数（ Haabおよび Mathies、 1995； Castroおよ
び Shera、 1995； Goodwinら、 1995； Peckら、 1989； Nguyenおよび Keller、 1987； Leeら、 1
994； Chenおよび Dovichi、 1996； Sheraら、 1990； Soperら、 1992）、二フォトン励起蛍光
（ Mertz、 1995）、および電気化学検出（ Fanおよび Bard、 1995）を含む。
数値的 SNR値は、 CCDカメラの所望の局面に基づいて算出され得る。例えば、上記の基準を
満たす CCDは、表１に示される規格を有する EEV 05-20 CCD（ Princeton Instruments, Pri
nceton, NJ）である。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
SNRを算出するためには、様々なノイズ値を考慮する方程式が必要とされる。任意の検出
システムにおいて、弱く断続的な信号の検出を妨げ得るノイズの基礎レベルが常に存在す
る。直感的には、所望の信号が大きくなるに従って、ノイズの基礎レベルの重要性は低く
なる。より大きい信号、そしてそれゆえ、より大きい SNRが、発蛍光団の数または励起強
度のいずれかを増大させることによって達成され得る。 SNRを算出するための方程式は
　
　
　
　
　
　
　
　
である。 PEは、検出器から放出された光電子の数を表し、検出器システムの効率（Ｅ）に
関連する。効率（Ｅ）が高くなるに従って、与えられた数のフォトンについて放出される
光電子の数が多くなる。 PEは、蛍光体の数（Ｎ）、プリアンプゲイン（Ｇ）、積分時間（
ｔ）、光強度（Ｉ）、蛍光体のモル消失係数（ε）、および選択された蛍光体について特
定の蛍光定数（ρ）にも関連する。Ｎ s h o tは、蛍光発光のランダムな変動によるノイズを
表し、生成される信号の大きさに関連する。信号が大きくなるに従って、ショットノイズ
も大きくなる。Ｎ d a r kおよびＮ r e a dは、暗ノイズおよび読出しノイズである。Ｎ l a m pは、
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照射源から生成されるノイズである。Ｎ l a m pが、 SNRにおいて大きな影響を有し得ること
に留意することは重要である。１％の強度変動を有する照射源は、 100：１ほどの大きさ
しかない SNRを有し得る。この場合、ランプノイズは、安定な電源を用いることによって
最小化される。例えば、改変された電源を有する市販の（ Uniphase）ヘリウム－ネオンレ
ーザは、総強度の 0.002％未満の強度変動を有する。さらに、タングステンフィラメント
ランプは、電球の出力が 0.001％未満変動するように、安定した電源を備え得る。表２は
、変数の値を列挙し、特定の値が選択された理由を提供している。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
631：１の SNRは高い値である。高い SNRは、強度および強度変化の両方、あるいは言い換
えれば、アクセプターが有る状態および無い状態でのドナー発光の効率的な検出を確実に
する。例えば、 631：１の SNRは、信号の 0.158％（ 1/632× 100）変化の検出に 66％の信頼
度があることを意味する。 0.316％の変化の検出には 95％の信頼度があり、 0.475％の変化
には 99.9％の信頼度がある。強度変化が大きいほど、検出の可能性が大きくなる。どの強
度変化もない状態では、より高いベースライン SNRによって、与えられたパーセンテージ
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の強度変化についてより大きい信頼度間隔が可能になる。信号変化の検出の信頼度を最大
化するためには、アクセプターが存在する状態で大きい割合の変化を生成することが重要
である。
大きいパーセンテージの変化を生成させるための一つの方法は、相互作用ステーションの
周りに、例えば、ポリマーが通過し得る同心円中に、複数のドナー発蛍光団をクラスタさ
せ、全てのドナー発蛍光団がアクセプターとのエネルギー伝達を確実に受けるようにする
。ドナー発蛍光団のこのような同心円の適切な幅は、ドナーの発光速度、およびドナー－
アクセプター対の
　
距離によって決定され得る。アクセプターが通過する際の強度の代表的な変化は 30％～ 50
％の範囲にわたり、この範囲は明白な 100％の信頼度に対応する。
CCDカメラが信号を処理し得る前に、生成された各信号は検出器システムの画素によって
捕獲されなければならない。各画素は、単一の相互作用ステーションからの信号を捕獲し
得るべきであり、信号中の過渡的変化の検出能を有するべきである。一つの画素によって
検出される相互作用ステーションの領域、例えば、ナノチャネル上の物質の局所化された
領域は、検出器上の画素サイズ、画像の倍率および測定される波長の回折制限によって決
定される。測定された領域と検出器画素サイズと倍率との間の関係は、以下の方程式によ
って与えられる。
ａ＝ 2d/Ｍ
測定される領域のサイズはａ 2によって与えられ、ここでａはエッジ長さである。検出器
画素のエッジ長さはｄによって与えられる。倍率はＭによって与えられる。ｄ＝ 15μＭお
よびＭ＝ 60×であるこれらの変数の従来の値を用いて、測定された領域のエッジ長さは 50
0nmと判明し、 500nm波長信号の分解能の範囲内に十分あることがわかる。エピ照明（ epii
llumination）下の顕微鏡サンプルのための分解能は以下の方程式で呈示される（ Matsumo
to、 1993）。
Ｒ f＝ 0.61λ /ＮＡ
Ｒ fは、解像され得る二つの明るい点の間の最小距離である。λは、ドナー蛍光体発光の
波長である。 NAは、顕微鏡対物レンズの口径数である。 NAと分解能との間には反比例の関
係があるので、最も高い口径数が所望される。 NAは、レンズの選択についての以下の典型
的な判定基準によって与えられる（ Taylorおよび Salmon、 1989）。
ＮＡ＝ｎ sinθ
ｎは、液浸媒体（ immersion medium）の屈折率である。油などのより高い屈折率の媒体を
用いることが望ましいことが多い。θは、光学軸とレンズに入る最大周縁光線との間の角
度である。高電力での高品質顕微鏡対物レンズのために、口径数は 1.4ほどに高くなり得
る。上記の二つの方程式から、 500nm発光信号および 1.4NAレンズについての分解能は 218n
mになる。
上記の計算からの結論は、検出ユニット上の二つの隣接する画素は、信号の起源を混同せ
ずに、各々がそれぞれの相互作用ステーションからの信号を検出し得ることである。慎重
に倍率および画素サイズを算出することによって、画素間の交差干渉が回避され得る。例
えば、最も小さい画素サイズ（ｄ＝６μ M）および最大倍率（Ｍ＝ 100×）が用いられる場
合、検出された領域上の 120nmエッジ長さが達成される。システムの分解能は 218nmで一定
のままであるので、信号の干渉は存在する。これは、実験セットアップを規定する前に計
算を行うことによって回避され得る。従って、検出システム上の倍率および画素サイズを
調節することによって、測定された領域が回折制限と一致するところに最適な数が到達し
得る。これは、検出システムの分解能に等しく、またはそれよりも大きくエッジ長さを設
定することによって、上記の二つの式の組み合わせから決定され得る。
２ d／Ｍ≧ 0.61λ／ NA
相互作用ステーションの濃度は、一つのみの相互作用ステーションが検出器システムの一
つの画素に対応するように変化され得る。例えば、４× 106ナノチャネル／ cm2プレートが
用いられる場合、 60×倍率および 15μＭ画素サイズを用いて、 0.01ナノチャネル（相互作
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用ステーション）が画素毎に見出される。相互作用ステーション濃度はさらに低く調節さ
れ得、例えば、 48μＭの平均最小細孔間距離も適切な範囲内にある。
強度画像化に加えて、時間ゲート蛍光顕微鏡法および蛍光寿命画像化の両方が、本発明の
方法による信号の検出に用いられ得る。時間ゲート蛍光顕微鏡法および蛍光寿命画像化は
、蛍光信号の時間的判別および強度画像化よりも良好な信号対ノイズ比などの利点を有す
る、より関連のある方法である。
顕著な背景散乱および自己蛍光がある場合、時間ゲートが望ましい。背景光散乱は、散乱
された波長が所望の発蛍光団の発光波長と等しい場合、問題である。散乱効果は、散乱さ
れた波長が検出された波長よりも短くなるように、大きいストークスシフトを有する発蛍
光団を用いることによって回避され得る。この場合、散乱光は、光学フィルタを用いるこ
とによって除去され得る。一方、自己蛍光は、蛍光顕微鏡法を用いる実質的に全ての研究
に影響を与える共通の問題である。自己蛍光は、溶媒、溶質、および顕微鏡システムの光
学構成要素から生じ得る。自己蛍光は、検出の信号対ノイズ比を低下させる。これは、検
出器システムの様々な構成要素に多くの改善があっても当てはまる（ Periasamyおよび Her
man、 1994）。
時間ゲート蛍光顕微鏡（ TGFM）は、自己蛍光と蛍光との間の判別を行うために異なる蛍光
寿命を用いる。蛍光染料の寿命は、自己蛍光の寿命よりも長くなるように選択され得る。
短い寿命の自己蛍光は１μ秒未満の間にゼロに減衰するが、長い寿命の蛍光は１μ秒から
10ミリ秒までの寿命を示し得る（例えば、ユーロピウムキレート、ランタニドキレート）
。サンプルの励起は、自己蛍光または蛍光のいずれかの寿命よりも短い、短い強度パルス
を用いて行われる。指数的減衰が続く。測定が蛍光信号の減衰の後にのみ行われる場合、
より長い寿命の信号がより大きい感度で測定される。
TGFMのための画像化装置の例は、 Periasamy、 1995において提供される。エピ蛍光能力お
よび連続波（ CW）レーザ（コヒーレントまたはスペクトル－物理）を有する蛍光顕微鏡（
Nikon）が引例に示され、所望の励起波長で放射を行う。励起レーザ光は、規定されたパ
ルス幅を有するレーザパルスを生成するためにチョッパ制御を有するチョッパでチョップ
される。光の強度は、可変中性濃度フィルタ（ Omega Optics）を使用して制御される。測
定の時間を遅延させるために、遅延パルス生成器が、高周波数ゲート画像増強器（ Hamama
tsu）、または放射光路中のチョッパを制御するための信号を生成するために用いられる
。 CCDカメラ（ Princeton Instrumentsまたは Photometrics）が信号を収集するために用い
られる。
蛍光寿命は、分子が基底状態に戻る前に励起状態のままでいる平均時間を表す。蛍光寿命
の測定のために二つの方法がある。パルス法と、位相変調法である（ Lakowicz、 1986； Mc
Gown、 1989； Grattonおよび Limkema、 1983）。パルス法において、サンプルは光の短いパ
ルスを用いて励起され、時間依存蛍光減衰が測定される。位相変調法においては、サンプ
ルは正弦的に変調された光を用いて励起される。位相シフトおよび復調が寿命を算出する
ために用いられる。近年まで、寿命測定はキュベットサンプルを用いてのみ用いられてい
た。過去五年間に、顕微鏡二次元解像度と高解像度寿命測定とを組み合わせた方法が開発
されている（ Rodgersおよび Firey、 1985； Wangら、 1990； Morganら、 1990； Cleggら、 199
1； Lakowiczおよび Berndt、 1991； Buurmanら、 1992； van de Venおよび Gratton、 1992； O
idaら、 1993）。蛍光寿命画像化顕微鏡法（ FLIM）の開発によって、細胞および他の顕微
鏡サンプル中の蛍光標識の位置および環境の詳細な研究が可能になった。以下では、 FLIM
の利点、理論、および適用を論じる。
蛍光寿命測定は、特異性、感度、定量（ quantitation）および高時間解像度を含む様々な
理由のために用いられている（ Wangら、 1996）。寿命の測定は、蛍光分子は別個の寿命を
有するので、高い特異性を提供する。吸収および発光と比較すると、寿命は分子のより大
きい判別を提供する。寿命は少量の分子にも行われ得、これによって強度測定と同様の感
度が得られる。寿命による分子の定量は、蛍光寿命は発蛍光団の蛍光量子収率に直接関連
するので、真の測定を提供する。最後に、寿命は、通常、ピコ秒とマイクロ秒との間であ
る、生物分子過程の時間スケール上で生じる時間事象を検出するために用いられ得る。
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寿命を決定する二つの方法がある。まず、パルス法が記載される（ Lakowicz、 1986）。発
蛍光団の集団を励起させる光の短いパルスを考える。励起された分子の蛍光信号は、一次
的に時間と共に低下し、以下の指数関数として与えられる。
Ｉ（ｔ）＝Ａｅ（ - t / τ ）

ａは任意の定数、ｔは時間、τは蛍光寿命である。直感的には、蛍光寿命は、強度が元の
値の 1/eに減衰、すなわち 63％に減衰するために必要な時間である。寿命を実験的に測定
するための方法の一つは、パルスサンプリング法を用いるものである（ Hermanら、 1996）
。Ｄ 1およびＤ 2は連続するフレーム上で収集される。フレームは寿命方程式および図２を
用いて分析され、二次元寿命アレイが生成される。各励起事象に追従して、 CCDカメラに
取り付けられたマルチチャネルプレートゲート画像増強器（ MCP-GII）が、励起パルスの
後にある時間間隔（ｔ 1）をおける非常に短い間隔の間（すなわち、４ナノ秒）オンにさ
れる。連続してオンである CCD上で発光が獲得される。 CCDの一つのフレーム上で十分な信
号を捕獲するために、同一の処理が多数回繰り返される。ｔ 1で十分な信号が生成される
と、 CCDは読み出され、励起パルス（ｔ 2）に関するゲートウィンドウが移動し、処理全体
が繰り返される。画素毎分析を用いて二つのフレームの解釈を行うと、各点での画像の寿
命が与えられる。
Wangら、 1996は、パルス FLIMのための装置を五つの主要な構成要素から成るものとして記
載する。すなわち、１）パルス化光源、２）画像検出装置（ゲート画像増強器および CCD
カメラ）、３）タイミング制御ユニット、４）および蛍光顕微鏡である。システムは、パ
ルス化光源が、モードロック YAGレーザ、第三次高調波発生器を有する染料レーザ、およ
びキャビティダンパから成るピコ秒パルス化光源（コヒーレント）であることを除いて、
上記の時間ゲート蛍光顕微鏡（ TGFM）について記載した装置と同一である。ピコ秒パルス
は、 UVから IRまでの同調可能波長を有する。シングルショット（ single shot）から 76MHZ
までの速度が生成される。
蛍光寿命決定の第２の方法は、位相変調法によるものである。励起のパルス化された光源
を用いる代わりに、この方法は、正弦的に変調された強度の光を用いる。従って、サンプ
ルの発光は同一の正弦変化に追従する。蛍光分子の励起された寿命のために、変調された
発光は位相が遅延している。位相シフト（φ）の大きさは、発蛍光団の寿命に直接関連す
る。さらに、発光の復調がある。言い換えれば、最終発光の振幅が、励起光の振幅よりも
小さい。位相角（φ）および復調係数（ｍ＝ BA/ba）の両方が測定され、位相（τ p）およ
び変調寿命（τ m）を算出するために用いられる（ Lakowicz、 1986）。
　
　
　
一回の指数減衰において、τ p＝τ m＝τ、実際の蛍光寿命。
位相変調寿命決定を支持する基礎理論は、二次元画像化システムに適用され得る。以下の
記載は、 Gadellaら（ 1993）、および Lakowiczおよび Szmacinski（ 1996）に基づき、これ
らの各々が本明細書において参考として援用される。この方法は、発光信号の位相シフト
に関連する強度を有する画像を生成する、ゲイン変調画像増強器を用いる。様々な電子遅
延または位相シフトを用いて収集されるいくつかの位相感受性画像を用いれば、物体の寿
命画像を算出することが可能である。これをさらに理解するために、ある位置ｒから時間
平均された位相感受性強度を記載する方程式を示すことが必要である。
　
　
ここで、ｒは画素位置を示し、θ Dはゲイン変調信号の位相角であり、θ（ｒ）は発光の
位相であり、ｍ Dは検出器のゲイン変調であり、ｍ（ｒ）は発光の変調振幅であり、Ｉ O（
ｒ）は画素の元の強度である（濃度に依存する）。方程式は、与えられた画素の強度を、
二つの制御されたパラメータ（θ Dおよびｍ D）および三つの未知数（Ｉ O（ｒ）、θ（ｒ
）、ｍ（ｒ））の関数として与えられた画素の強度を記載する。θ（ｒ）またはｍ（ｒ）
のいずれかが既知の場合、寿命（τ）が決定され得ることを想起されたい。三つの未知数
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があるために、少なくとも三つの異なる画像が標本の寿命を決定するために必要とされる
。ゲイン変調信号の位相角（θ D）を制御することによって、一連の位相感受性画像が生
成され、従って、寿命が決定され得る。
位相変調 FLIMのための装置は、 Lakowiczおよび Szmacinski（ 1996）に記載されている。励
起は、モードロック Nd:YAGレーザによって同調ポンプされるキャビティーダンプレーザの
出力によって提供される。励起光はレーザビームエキスパンダによって拡張される。ゲー
ト画像増強器は、ターゲットと CCDカメラとの間に配置される。画像増強器のゲインは、
周波数合成器の出力を用いて変調される。 CCDカメラは位相に敏感な画像を捕捉する。 FLI
Mソフトウェアを有するコンピュータは出力を処理し、寿命画像を生成する。
この方法に伴う他の相互作用は、核放射線信号を生成する。ポリマー上の放射標識が、ス
テーションなどの検出の規定された領域を通過すると、核放射線が放射され、これらの一
部は放射検出の規定された領域を通過する。核放射線の検出器は放射線検出の規定された
領域に近接して配置され、放出された放射信号を捕捉する。核放射線を測定するための多
くの方法が当該分野において公知であり、これらの方法はクラウドおよびバブルチャンバ
装置、一定電流イオンチャンバ、パルスカウンタ、気体カウンタ
　
固体検出器（表面バリア検出器、リチウムドリフト形検出器、固有ゲルマニウム検出器）
、シンチレーションカウンタ、チェレンコフ検出器などを含む。
他のタイプの生成された信号が当該分野において周知であり、当業者に公知の多くの検出
手段を有する。これらの中には、対向電極、磁気共鳴、および圧電走査チップが含まれる
。対向ナノ電極は、容量変化の測定によって機能し得る。二つの対向電極は、効率的に二
つの電極の間に有るエネルギー蓄積の領域を生成する。二つの対向電極の容量は、異なる
材料が電極の間に配置されると変化することが公知である。この値は、誘電率として公知
である。誘電率の変化は、二つの電極の間の電圧の変化として測定され得る。本実施例に
おいては、ポリマーの異なるヌクレオチド塩基またはユニットが、異なる誘電率を生じさ
せ得る。容量は、方程式Ｃ＝ＫＣ 0についてのポリマーのユニットの誘電率として変化し
、ここでＫは誘電率、Ｃ 0はいかなる塩基もない状態での容量である。次いで、ナノ電極
の電圧偏向は測定装置に出力され、信号の経時変化を記録する。
ナノサイズの NMR検出装置は、特定のスピン標識されたポリマーユニットの通過を検出す
るように構成され得る。ナノサイズの NMR検出装置は、掃引され得る磁石と、一定の周波
数の電磁エネルギーでポリマーを照射する手段（これは、電磁周波数が掃引される間に、
磁界定数を保持することと同一である）とから成る。磁界が適切な強度に達すると、核が
エネルギーを吸収し、共鳴が生じる。この吸収によって、サンプルを取り巻くアンテナコ
イルに小さな電流が流れ込む。信号は増幅され、記録装置に出力される。公知の標識され
た化合物については、検出時間は、問題となっている化合物の全スペクトルが必要となる
NMR検出の現在の手段よりも大幅に速い。ポリマーの公知の標識されたユニットは、特定
の領域において公知の化学シフトを有し、それによって全スペクトル掃引を行う必要がな
くなり、塩基毎の検出時間をマイクロまたはミリ秒までに低下させる。
ナノスケールの圧電走査チップは、異なるポリマーユニットのチップとの物理的接触に基
づいて、ポリマーの異なるユニットを読み出すために用いられ得る。ポリマーユニットの
サイズおよび形状に依存して、異なる圧電信号が生成され、一連のユニット依存変化を生
成する。ユニット上のラベルは、天然（ native）ユニットとは物理的に異なり、圧電走査
チップを介する検出のための容易な手段を生成し得る。ポリマーユニットがチップと接触
すると、圧電結晶が変化し、検出装置に出力される電流を生じさせる。ポリマーユニット
とチップとの相互作用によって生成される電流の振幅および持続時間は、ポリマーユニッ
トの特性である。
光検出可能な信号が生成され、検出され、データベースに格納され、信号は分析されてポ
リマーに関する構造上の情報を決定し得る。コンピュータは、ポリマーについてのデータ
を収集するために用いられるコンピュータと同じであっても、あるいはデータ分析専用の
別のコンピュータであってもよい。本発明を実行するための適したコンピュータシステム
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は、代表的には、ユーザへの情報を表示する出力装置と、出力装置に接続されたメインユ
ニットと、ユーザから入力を受け取る入力装置とを含む。メインユニットは、概して、相
互接続機構を介してメモリシステムに接続されるプロセッサを含む。入力装置および出力
装置もまた、相互接続機構を介してプロセッサおよびメモリシステムに接続される。
ナノチャネルは、ポリカーボネートテンプレート膜の全幅にわたる金属フィブリルを生成
する無電解メッキ手順によって作成され得る。膜の両面が金属フィルムで被覆されて、ナ
ノディスク電極アンサンブルを生成するようにも膜は生成され得、金属フィルムの一方は
膜の表面を露出するために除去され得る。金属フィルムは、膜の表面を露出するために除
去され得る。これらの電極は、底面で共通電流コレクタに接続され得る。このアセンブリ
は、コンダクタンスの変化を介するポリマーの流れが測定されるので、電流の変化を検討
するために有用である。このようなプレートの作成は、 Martin、 C.P.R.、 Science、 266：
1961-1965（ 1994）において記載されている。
検出された信号のデータ分析のためのコンピュータプログラムは、 CCD製造者から容易に
入手可能である。このようなプログラムは、以下に記載するような汎用コンピュータを用
いて実行され得る。本発明の方法には、一つの画素への動作のみが行われる必要がある（
ポイント動作）。ポイント動作の複雑さは、用いられる画像化の方法に依存する。強度ベ
ースの画像化は、データの最も高速な操作を提供し、これは個々の画素上で演算のみが行
われるからである。画像化技術（強度、 TGFM、または FLIM）とは無関係に、各方法におい
て各画素に行われるアルゴリズムは、あるより複雑な画像化状況で行われる必要があるグ
ローバルな全フレーム動作と比較すると、低レベルであると考えられる。
一つ以上の出力装置がコンピュータシステムに接続され得ることが理解されるべきである
。例となる出力装置は、陰極線管（ CRT）ディスプレイ、液晶ディスプレイ（ LCD）、プリ
ンタ、モデムなどの通信装置、および音声出力を含む。一つ以上の入力装置がコンピュー
タシステムに接続され得ることが理解されるべきである。例となる入力装置は、キーボー
ド、キーパッド、トラックボール、マウス、ペンおよびタブレット、通信装置、およびセ
ンサなどのデータ入力装置を含む。本発明は、コンピュータシステムとの組み合わせで用
いられる特定の入力または出力装置、あるいは本明細書に記載された入出力装置に限られ
ないことが理解されるべきである。
コンピュータシステムは、 AC＠などの高レベルコンピュータプログラミング言語を用いて
プログラム可能な汎用コンピュータシステムであり得る。コンピュータシステムは、特殊
にプログラムされた特殊目的ハードウエアでもあり得る。汎用コンピュータシステムにお
いて、プロセッサは、代表的には市販のプロセッサであり、その例は、 Intelから入手可
能なシリーズ× 86プロセッサ、 AMDおよび Cyrixから入手可能な同様の装置、 Motorolaから
入手可能な 680X0シリーズマイクロプロセッサ、 IBMから入手可能な PowerPCマイクロプロ
セッサ、および Digital Equipment Corporationから入手可能な Alphaシリーズプロセッサ
である。多くの他のプロセッサが利用可能である。このようなマイクロプロセッサは、オ
ペレーティングシステムと称されるプログラムを実行し、この例は、 WindowsNT、 UNIX、 D
OS、 VMSおよび OS8であり、他のコンピュータプログラムの実行を制御し、スケジューリン
グ、デバギング、入力／出力制御、アカウンティング、コンパイル、格納割当て、データ
管理およびメモリ管理、ならびに通信制御および関連するサービスを提供する。プロセッ
サおよびオペレーティングシステムは、高レベルプログラミング言語のアプリケーション
プログラムが書かれているコンピュータプラットホームを規定する。
メモリシステムは、代表的には、コンピュータ読出し可能で書きこみ可能な非揮発性記録
媒体を含み、それらの例は磁気ディスク、フラッシュメモリ、およびテープである。ディ
スクは、フロッピーディスクとして公知の着脱可能なものであっても、ハードディスクと
して公知な永久的なものでもよい。ディスクは、代表的には二値の形態で、すなわち、１
および０の列として解釈される形態で信号が格納される多数のトラックを有する。このよ
うな信号は、マイクロプロセッサによって実行されるアプリケーションプログラム、また
はアプリケーションプログラムによって処理されるディスク上の格納された情報を規定し
得る。代表的には、動作において、プロセッサは、非揮発性記録媒体から、ダイナミック
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ランダムアクセスメモリ（ DRAM）またはスタティックメモリ（ SRAM）などの、代表的には
揮発性ランダムアクセスメモリである集積回路メモリ素子にデータを読みこむ。集積回路
メモリ素子はプロセッサにより、ディスクが行うよりも高速の情報へのアクセスを可能に
する。プロセッサは、概して、集積回路メモリ内でデータを操作し、次いで、処理が完了
すると、データをディスクにコピーする。様々な機構が、ディスクと集積回路メモリ素子
との間のデータ移動を管理するものとして公知であり、本発明はそれらの機構に限定され
ない。本発明は特定のメモリシステムに限定されないことも理解されるべきである。
本発明は特定のコンピュータプラットホーム、特定のプロセッサ、または特定の高レベル
プログラミング言語に限定されないことが理解されるべきである。さらに、コンピュータ
システムはマルチプロセッサコンピュータシステムであっても、コンピュータネットワー
クを介して接続される複数のコンピュータを含んでもよい。
ポリマーについての格納されたデータは、コンピュータのメモリシステム中のデータベー
スまたはデータファイルに格納され得る。各ポリマーについてのデータは、例えば、固有
の識別子を各ポリマーに割り当てることによって、他のポリマーについてのデータとは無
関係にプロセッサによってアクセス可能であるように、メモリシステムに格納され得る。
データに含まれる情報およびその情報がどのように分析されるかは、物質と相互作用させ
られて信号を生成する標識されたユニットの数およびタイプに依存する。例えば、一つの
ポリマーの全てのユニット、すなわち、特定のタイプのラベルを有する各タイプのユニッ
ト（例えば、核酸の全てのＡ）が標識される場合、一つのポリマーの分析からポリマー内
の全てのユニットの順序を決定することが可能である。しかし、核酸などのポリマーの四
つのタイプのユニットの一つのみが標識される場合、核酸の全配列を決定するためにより
多くのデータが必要になる。いくつかの標識機構およびこれらの機構によって生成される
コンピュータシステムデータを用いて分析を行うための方法が、以下でより詳細に記載さ
れる。論考を容易にするために、核酸に関して標識ストラテジーが記載される。しかし、
これらの各戦略は、全てのポリマーの標識に有用である。
標識のいくつかの異なるストラテジーが可能であり、それには異なるタイプの標識された
ヌクレオチドの置換、標識されたヌクレオチドの異なる割合、一本鎖または二本鎖標識、
および特定の配列を有するポリマーに結合する化合物などの多様性標識（多様性標識は、
特定の実施態様に関して以下でより詳細に論じる）を含む。最も単純な標識機構は、四つ
全てのヌクレオチドを異なる標識で標識することを伴う。三つ、二つ、または一つの標識
しか用いない標識機構も可能である。
標的 DNAのＡ、Ｃ、ＧおよびＴが異なる標識で標識される、四つのヌクレオチドの標識機
構が形成され得る。このような分子は、相互作用ステーションを通過すると、標的 DNA上
のヌクレオチドの線形配列に対応する信号の線形順序を生成する。四ヌクレオチドストラ
テジーを用いる利点は、データ解釈が容易になること、およびユニットの全配列が一つの
標識されたポリマーから決定され得るという事実である。しかし、四つ全ての塩基に外因
性標識を付加することによって、立体障害問題が生じ得る。この問題を低減させるために
、ヌクレオチドの一部または全ての内因性特性がヌクレオチドを標識するために用いられ
得る。上記で論じたように、ヌクレオチドは、各プリンおよびピリミジンが別個の吸収ス
ペクトル特性を有するために、内因的に標識されている。本明細書に記載されている各標
識機構において、ヌクレオチドは外因的または内因的のいずれかで標識され得るが、四ヌ
クレオチド標識法が用いられるときは、少なくともヌクレオチドの一部が内因的に標識さ
れることが好ましい。また、外因性標識が四ヌクレオチド標識機構と共に用いられるとき
、立体障害を減少させるために、標識は小さく、電荷が中性であることも好ましい。
四つのヌクレオチドのうちの三つが標識化される三ヌクレオチド標識化機構も行われ得る
。四つのヌクレオチドのうちの三つのみが標識化されるとき、本発明の方法によって生成
されるデータの分析は、四つ全てのヌクレオチドが標識化されるときよりも複雑である。
第四の標識化されないタイプのヌクレオチドの数および位置が別々に決定されなければな
らないために、データがより複雑になる。第四のヌクレオチドの数および位置を決定する
ための一つの方法は、二つの異なるセットの標識化核酸分子の分析を用いる。例えば、一
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つの核酸分子は、Ａ、ＣおよびＧで標識化され得、別の核酸分子はＣ、ＧおよびＴで標識
化され得る。二つのセットからの標識化ヌクレオチドの線形順序の分析によって、配列デ
ータが生成される。各セットについて選択される三つのヌクレオチドは、これらの二つの
セットが四つ全ての標識化ヌクレオチドを含む限り、多くの異なる可能性を有し得る。た
とえば、ＡＣＧの組は、標識化ＣＧＴ、ＡＣＴまたはＡＧＴの組と対にされ得る。
第四のヌクレオチドを含む配列は、ポリマー上の第四のヌクレオチドの位置を識別するこ
とによって、少なくとも二つの異なって標識化されるポリマーのセットではなく、一つの
標識化ポリマーのみを用いることによっても決定され得る。これは、核酸分子上の標識化
ヌクレオチドの間の距離を決定することによって達成され得る。例えば、Ａ、ＣおよびＧ
は標識化され、生成された検出可能な信号は、核酸分子がＡＧＧＣＡＡＡＣＧの配列を有
することを示した。ＧとＧとの間の距離が通常のヌクレオチド間距離の二倍であることを
除いて、核酸分子中の各ヌクレオチドの間の距離がヌクレオチドの特定の組み合わせにつ
いての公知のヌクレオチド間の距離と等しい場合、Ｔは二つのＧの間に位置し、分子全体
はＡＧＴＧＣＡＡＡＣＧの配列を有する。ヌクレオチド間の距離は、いくつかの方法で決
定され得る。第一に、核酸分子の一つのユニットが一つの時間間隔で因子を通過するよう
に、ポリマーおよび因子は互いに関して直線的に一定の速度で移動し得る。二つの時間間
隔が検出可能な信号の間で経過する場合、検出可能な信号を生成し得ない標識化されない
ヌクレオチドがその位置内に存在する。塩基間の距離を決定するこの方法は、ランダムな
一塩基標識化を参照して以下でより詳細に論じられる。あるいは、ポリマーおよび因子は
、各標識化ユニットが因子と同時に相互作用し、同時の検出可能な信号を生成するように
、互いに相互作用させられ得る。生成された各検出可能な信号は、ユニットが配置される
ポリマーに沿った位置で生じる。検出可能な信号の間の距離は直接算出され、標識化され
ないユニットが核酸分子に沿ったいずれかの位置にあるかどうかを決定し得る。
核酸分子は、二ヌクレオチド標識化機構によっても標識化され得る。六組の二ヌクレオチ
ド標識化核酸分子がデータを解析（ resolve）し、ヌクレオチド配列を解釈するために用
いられ得る。 Ambroseら、 1993および Hardingおよび Keller、 1992は、完全に外在性標識化
ヌクレオチドのうちの二つを用いる大きい蛍光 DNA分子の合成を示している。分子の平均
サイズは７ kbであった。二ヌクレオチド標識化の六つの異なる組み合わせは、以下の公式
を用いて可能である。
　
　
　
ここで、同時にｎ個のヌクレオチドからｋ個が取られた（ n nucleotides are taken k）
。可能な組み合わせば AC、 AG、 AT、 CG、 CTおよび GTである。各組における標識化の線形順
序を知ることによって、核酸配列の再構築が成功し得る。モデル配列として 4-mer（ 5'ACG
T'3）を用いて、理論が証明され得る。第１の組、 ACは、Ａの後にＣがなければならない
という情報を与える。これはＡとＣとの間に介在するヌクレオチドの数についての情報も
、Ａの前にあるいずれものＧまたはＴについての情報も与えない。第２の組、 AGは、Ａの
後にＧもあるということを示している。組 ATは、Ａの後にＴがあることを示している。こ
れらの三つの組から、標的 DNAは 4-merであり、一つのＣ、一つのＧおよび一つのＴがＡの
後にあることが分かる。次の組は、Ａの後に有るこれらの三つのヌクレオチドの順序に関
する情報を与える。組 CGは、Ｃの後にＧがあることを示している。組 CTは、Ｃの後にＴが
あることを示している。組 GTで、 5'ACGT'3の最終解読配列を与えるための配置が完了する
。六つの標識化組の核酸分子を用いる方法に加えて、上記のように検出可能な信号を生成
する標識化ヌクレオチド間の距離についての情報と六未満の数の組の二つのヌクレオチド
標識化核酸分子から得られる情報とを組み合わせることによって、配列が確立され得る。
第四の標識化機構である、ランダムな一ヌクレオチド標識化機構も用いられ得る。この方
法において、集団分析および／または DNA移動の瞬間速度のいずれかによって得られる距
離情報が、二つの標識化ヌクレオチドを分離するヌクレオチドの数を決定するために用い
られる。四つの異なって標識化標的分子の分析によって、全配列が生成される。
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これらの標識法を用いる分析の一つの方法は、相補塩基情報の使用を含む。図１は、二つ
の異なって標識化 DNAサンプルが必要とされる標識化戦略を示している。第１のサンプル
は、同一の発蛍光団でランダムに標識化非相補塩基のうちの二つを有する。塩基の非相補
対は、 AC、 AG、 TCおよび TGである。第２のサンプルは、ランダムに標識化塩基の一つを有
する。第２のサンプルについて選択された塩基は、四つの塩基のうちのいずれかであり得
る。与えられた例において、二つの非相補塩基はＡおよびＣに選択される。その結果、二
つのサンプルが作成され、一つのサンプルは標識化ＡおよびＣを有し、他方は標識化Ａを
有する。 DNAは、ゲノムによって消化され、末端標識化され、精製され、ナノチャネル FRE
T配列決定によって分析される。各フラグメントから生じる配列特異的 FRET情報は、二つ
の相補鎖グループのうちの一つに分類される。分類によって、全ての所望の塩基の位置を
決定するための集団分析が可能になる。図は、分類データからの配列情報の生成を図示す
る。分析された情報の第１のグループは、一本の鎖上の全てのＡおよびＣの位置を生じる
。分析された第２のグループは、一本の鎖上の全てのＡおよびＣの知識を生じる。同一の
手順が相補鎖に適用される。相補鎖のＡおよびＣの知識は、他方の鎖上のＴおよびＧの知
識と同一である。結果は、配列再構築となる。配列を交差確認するために、 TG、 TCおよび
AGなどの非相補塩基の別の対について工程が繰り返され得る。
塩基間の距離を決定する二つの方法がある。一つの方法は、特定の標識化のためのエネル
ギー伝達の持続時間またはクエンチングから容易に算出される、 DNA移動の瞬間速度を決
定することを必要とする。別の方法は、標的 DNA分子の集団およびその対応するガウス距
離分布の分析を伴う。
瞬間速度法は、信号間の分離時間（ｔ）によって乗算される DNA移動の公知の瞬間速度（
ｖ）に基づく距離分離の決定を伴う。瞬間速度は、標識化ヌクレオチドが相互作用ステー
ションを通過するためにかかる時間を測定することによって見出される。因子の濃縮領域
の長さ（ｄ）が公知であるので（因子の局所化された領域の較正および物理的測定、例え
ば、濃縮ドナー発蛍光団領域の厚さにより）、速度は単にｖ＝ d/tとなる。図２に示され
るように、プロットされたときに逐次的な検出可能な信号から生じるエネルギー放出パタ
ーンにおける変化を示す生データの分析によって、左から右へ二つのエネルギー強度が低
下し、それに続いて二つのエネルギー強度が増大することを示す曲線が生成される。第１
のエネルギー強度低下（ｔ 1と称される）からの平坦部は、第２の平坦部（ｔ 2）の二倍で
ある。相互作用ステーションの長さは、 51Åとして与えられる。この与えられた情報から
、標識化ヌクレオチドの数が公知である。さらに、二つの間の分離距離が、 DNA移動速度
をドナー強度平坦部の時間に関連付けることによって決定される。
標識化されるヌクレオチドの数は、単に強度低下の数によって示される。図２において、
二つの強度低下がある。従って、 DNA上には二つの検出可能な標識がなければならない。
塩基分離の距離を決定するために DNA移動の瞬間速度を知ることが必要であり、この瞬間
速度は、一つの標識化ヌクレオチドが因子の局所化された領域を横断する時間および因子
の局所化された領域の長さを知ることによって見出される。因子の局所化された領域の長
さは、 51Åとして与えられる。一つの標識化ヌクレオチドが因子の局所化された領域を横
断するための時間は、第１の強度低下および第１の強度増大によって境界が定められる（
灰色に陰をつけられた領域、 7.5秒として示される）。 DNA移動の速度は、 6.8Å／秒であ
る。塩基分離は、 10個の塩基対に等しい、速度によって乗算された標識化ヌクレオチドを
分離する時間（ｔ 1＝５秒）から導き出される（ 6.8Å）。交差確認の手段として、 51Å－
t2 vも、塩基分離を生じさせる。
集団法において、標識化ヌクレオチドの集団全体が考慮される。速度法に必要となるよう
に、因子の局所化された領域の長さおよび瞬間速度を知ることは必要ではない。集団分析
を用いることによって、個々の核酸分子へ正確な測定を行う必要が統計的になくなる。
各々がナノチャネルを横断する５つの核酸分子を用いる集団法の例が以下に記載される。
同一の DNAフラグメントの集団を表す５つの分子が用意される。一定の電界内で、第１の
標識ヌクレオチドと第２の標識ヌクレオチドとの間の検出時間は、全ての DNA分子につい
て同一であるべきである。実験条件下では、これらの時間はわずかに異なり、それによっ
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て時間のガウス分布が生じる。ガウス分布のピークは、二つの標識ヌクレオチドの間の分
離距離（ｄ）の特性である。
一つのヌクレオチドでランダムに標識化核酸分子の集団（六個の分子が集団を表す）を用
いるさらなる例は、集団分析の概念および距離情報の決定をさらに示す。核酸は末端標識
化されて参照点を提供する。十分な核酸分子を用いて、いずれもの二つのＡの間の距離が
決定され得る。二つの分子は、副集団と考えられるときには、末端標識と第２のＡとの間
およびまた第２のＡと第３のＡとの間で塩基分離を運ぶ。分離時間は、塩基距離を表す分
布を生じさせるために用いられる。同じ二つの分子中で、四つおよび六つの塩基分離の分
布が生じさせられる。同じ論理を集団の残りに適用すると、 DNA上の全てのＡの位置が決
定され得る。他の三つの塩基（Ｃ、ＧおよびＴ）について工程を繰り返すことによって、
全配列が生成される。
一つのタイプのユニット全て標識化することに加えて、一つのタイプのヌクレオチドが全
ては標識化されない一ヌクレオチド標識化機構を用いることが可能である。この方法の概
要は図３に示され、この図は、 5'ACGTACGTACGTACGT'3の配列を有する 16-merについてのラ
ンダムＡ標識フラグメントの代表的な集団を示している。個々に標識化各 DNA分子は、 5'
および 3'末端標識に加えて、標識化Ａの半分を有する。ランダムに標識化フラグメントの
大きい集団を用いて、標的 DNA上の各連続するＡの間の距離が見出され得る。末端標識は
、 DNA末端と第１のＡとの間の距離を識別するために役立つ。同一の分析をその他のヌク
レオチドに繰り返すことによって、 16-merの配列が生成される。このような方法を用いる
利点は、立体効果がなく、標識化が容易であることを含む。このタイプの標識化は、ラン
ダム標識化と称される。「ランダムに標識化」ポリマーは、特定のタイプのユニット全て
よりも少ないユニットが標識化ポリマーである。特定のタイプのランダムに標識化ポリマ
ーのどのユニットが標識化されているかは未知である。
手短に上述したように、標識化機構の様々な組み合わせが共に用いられ得る。上記で列挙
した方法の全てにおいて、信号からの順序付けされた線形情報またはヌクレオチド間の距
離情報のいずれかが考慮される。順序付けされた線形および距離情報の両方に依存する方
法を与えるために、これらの二つの局面が組み合わされ得る。例えば、ランダムな一ヌク
レオチド標識化戦略は、ランダム四ヌクレオチド標識化戦略に発展した。ランダム四ヌク
レオチド標識化は、四つのすべてのヌクレオチドのフラクションが標識化されている。分
子の集団は、標識化された四つのヌクレオチドの一部を有する。各四つのヌクレオチドは
独自の標識を有する。ランダム標識化集団の分析の結果、配列データが生成される。
二本鎖 DNAを用いることによって、変形が可能になる。 DNAの一つの鎖上のヌクレオチドの
二つが標識化ヌクレオチドに完全に置換されるときに、一本鎖二ヌクレオチド標識化機構
が行われ得る。二ヌクレオチド標識化を支持する理論を保ちながら、二つの外在的に標識
化ヌクレオチドによって課される立体障害制限を減少させるためには、各相捕鎖の上の一
つのヌクレオチドを完全に標識化し、それによって同一の目的を達成することが可能であ
る。この方法は、各鎖が異なる標識で標識化される二本鎖 DNAを用いることを伴う。六つ
の異なって標識化された二本鎖（ duplex） DNAの組が、配列情報を提供するために適切で
あるデータセットを生成する。 DNAの各相補鎖は、標識化ヌクレオチドの一つを有するべ
きである。各二本鎖 DNAセットにおいて、二つの異なるヌクレオチドの等価物（可能な組
み合わせは、 AC、 AG、 AT、 CG、 CT、 GT）が標識化される。両方の相捕鎖が標識化アデニン
を有するとき、これは組み合わせ ATと等価である。二本鎖二ヌクレオチド標識化において
、利点は、各鎖上の一つのヌクレオチドのみが標識化され、それによって一本鎖 DNA上の
二ヌクレオチド標識化と比較するとより長い標識化鎖を合成することが可能になることで
ある。実施上では、完全に標識化された一つのヌクレオチドを用いる DNAフラグメントの
合成は、 10kbよりも大幅に大きい長さで達成され得ることが示されている（ Ambroseら、 1
993； Hardingおよび Keller、 1992）。
本発明の方法の一つの用途は、ポリマー内のユニットの配列を決定することである。核酸
などのポリマー内のユニットの配列を識別することは、ポリマーの作用を理解すること、
および細胞または組織などの生理学的環境におけるポリマーの役割を決定することにおけ
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る重要な工程である。現在用いられている配列決定法は遅く、煩雑である。本発明の方法
はより迅速であり、かつ、非常に短い時間により大幅に多くの配列データを生成する。
ポリマーの配列決定は、ポリマー全体またはポリマーの一部の配列決定、またあるいはポ
リマー上の個々のユニットの識別までを含み得る。ポリマーの個々のユニットを識別する
ための一つの方法は、同一性が未知であるポリマーの個々のユニットを、電磁放射線、ク
エンチング源、および蛍光励起源からなる群から選択される因子に過渡的に曝して、個々
のユニットの特性である検出可能な信号との相互作用を生成させる工程と、信号を検出し
、この信号を個々のユニットの同一性を示すものとして、ポリマーの隣接する信号生成ユ
ニットから生成される信号から判断する工程とを含む。
個々のユニットは、個々のユニットの特性を示す検出可能な信号を生成させるために、因
子に「過渡的に曝され」る。本明細書で用いられる「過渡的に曝される」は、信号を生成
するために十分な時間の間ユニットが因子の相互作用近位内に配置され、次いで、この相
互作用近位の外部に移動されることを意味する。信号を生成するために必要な時間の正確
な長さは、個々のユニットおよび含まれる因子に依存するが、概して、時間量は１ナノ秒
と１秒との間である。
個々のユニットの特性を示す信号は、ポリマーの隣接する信号生成ユニットから生成され
る信号から判別される。「隣接する信号生成ユニット」は、個々のユニットに最も近いユ
ニットであり、因子に曝されると、検出可能な信号を生成する。直接連結したユニットが
標識され（内在性または外在性）、および検出可能な信号を生成しない限り、それは必ず
しも個々のユニットに直接連結したユニットではない。
因子が一つ以上の発蛍光団である場合、因子とユニットとの間の相互作用近位はエネルギ
ー移動近位であり、生成される信号は蛍光共鳴エネルギー移動である。本明細書で用いら
れる「エネルギー移動近位」は、一つの相補源が他方の相補源の吸収スペクトルと重畳す
る場合、二つの相補源の間の相互作用を可能にする、ユニットと発蛍光団との間の距離で
ある。本明細書で用いられる「蛍光共鳴エネルギー移動」は、重畳する放射および吸収ス
ペクトルを有する発蛍光団の間の光子エネルギーの移動である。
ポリマーの個々のユニットを識別するための他の方法は、ステーションに関してポリマー
の個々のユニットを過渡的に移動させる工程であって、個々のユニットの同一性は未知で
ある工程と、ユニットまたはステーションの検出可能な物理的変化から生じる信号を検出
する工程と、ポリマーの隣接する信号生成ユニットをステーションに曝すことによって生
じる信号から前記信号を個々のユニットの同一性を示すものとして判別する工程とを包含
する。
従って、一つの局面において、本発明の方法は、ポリマーの一つ、一部または全てのユニ
ットを識別するために用いられ得る。これは、骨格上のその特定の位置で検出される信号
が特定の標識化ユニットの存在の特性を示すかを決定することによって、個々のユニット
のタイプおよびポリマーの骨格上でのそのユニットの位置を識別することによって達成さ
れる。
本発明の方法は、ポリマーの他の構造上の特性を識別するためにも有用である。本発明の
方法によりポリマーを分析することによって得られる構造上の情報は、ポリマーの特性的
特徴の識別を含み得、これらの特徴は（ひいては）、例えば、サンプル中のポリマーの存
在の識別またはポリマーの関連性の決定、ポリマーのサイズの識別、ポリマーの二つ以上
の個々のユニットの間の近さまたは距離の識別、ポリマー中の二つ以上の個々のユニット
の順序の識別、および／またはポリマーのユニットの一般的組成の識別を可能にする。こ
のような特性は、サンプル中の特定のポリマーの有無の決定などの様々な目的に有用であ
る。例えば、ポリマーが核酸であるとき、本発明の方法は、特定の遺伝子配列が細胞また
は組織中で発現されるかどうかを決定するために用いられ得る。特定の配列の有無は、サ
ンプル中のいずれかのポリマーが、目的のポリマー中のみで見出される個々のユニットの
特性パターンを発現するかどうかを決定することによって、すなわち、検出された信号を
公知のポリマーの特徴を示す信号の公知のパターンと比較し、分析されているポリマーの
公知のポリマーへの関連性を決定することによって、確立され得る。目的となるポリマー
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の全配列は、サンプル中のポリマーの有無を確立するために決定される必要はない。同様
に、本発明の方法は、一つのポリマーから検出された信号を、別のポリマーからの信号の
パターンと比較し、これらの二つのポリマーの関連性を決定するために有用であり得る。
ポリマーの二つの個々のユニットの近さ、またはこれらの間の距離が、本発明の方法によ
って決定され得る。いくつかの理由で、二つのユニットの近さ、またはこれらの間の距離
を決定し得ることが重要である。ポリマーの各ユニットは、骨格に沿って特定の位置を有
する。ユニットの配列は、公知のポリマーについては青写真となる。未知のポリマー上の
二つ以上のユニットの間の距離は、公知のポリマーの青写真と比較され、これらが関連し
ているかを決定し得る。さらに、二つのユニットの間の距離を決定するための能力は、目
的の二つのユニットの間にユニットが存在する場合に、いくつのユニットがあるかを決定
するために重要である。
連結したユニットのポリマーの二つの個々のユニットの近さを決定するために、ポリマー
がステーションに関して移動され、ここで各個々のユニットがステーションに曝され、ユ
ニットまたはステーションの検出可能な物理的変化から生じる特性信号が生成される。次
いで、生成された各特性信号が検出され、各特性信号の検出の間の経過時間量が上記のよ
うに測定される。経過時間量は、これら二つの個々のユニットの近さを示す。ステーショ
ンは相互作用ステーションであり得、ユニットは因子に曝され、電磁信号を生成し得る。
本明細書で用いられる「相互作用の特徴を示す信号」は、ステーションと特定の標識化ユ
ニットとの間の相互作用から生じることが予測される信号である。生成された特定の信号
は、ステーションのタイプおよび標識化ユニットのタイプに依存する。例えば、ステーシ
ョンが電磁放射線である因子であり、標識化ユニットが発蛍光団である場合、これら二つ
の間の相互作用の結果、発蛍光団が放射することが公知である波長での発蛍光団による電
磁放射線放射を生じる。ステーションがシンチレーション層である因子であり、ユニット
が放射活性である場合、これら二つの間の相互作用の結果、蛍光の形で電磁放射線放射を
生じる。
本発明の方法を用いてポリマーのユニットの順序を決定することが可能である。本発明の
一つの局面において、ポリマーの二つの個々のユニットの順序は、ステーションに対して
ポリマーを直線的に移動させ、個々のユニットのうちの二つをステーションに曝し、ステ
ーションまたはユニットの物理的変化から生じる第１および第２の検出可能な信号を生成
することによって決定され得る。信号の順序は、二つの個別ユニットの順序を示す。
ポリマーのユニットの一般的な組成も、本発明の方法によって決定され得る。例えば、ポ
リマーが核酸である場合、本発明の方法は、核酸中のプリン対ピリミジンのパーセンテー
ジ、またはＡ、Ｃ、ＴおよびＧのパーセンテージについての情報を提供し得る。
サンプルのサイズについての定量的情報も、本発明の方法によって決定され得る。例えば
、ポリマーのサイズは、ポリマーを構成する個々のユニットの数を決定することによって
決定され得る。ポリマーを構成するユニットの数は、相互作用部位でポリマー全体が因子
を通過して直線的様式で横切るために必要な時間量を測定し、特定のタイプのポリマーの
個々のユニットがその部位を通過して完全に横切るための平均時間長さでその時間量を除
算することによって決定される。
特定のユニットに関する情報に加えて、本発明の方法は、ポリマーについての情報を提供
するために、一つを超えるユニットを同時に識別するために用いられ得る。一つの局面に
おいて、連結したユニットの標識化ポリマーを提供し、全ての連結したユニットより少な
い数の連結したユニットの標識化ユニット特異的マーカーからの信号を検出し、および検
出された信号のシグネチャーを保存してポリマーを分析することによって、本方法は実行
される。本発明のこの局面において、標識化ポリマーの各ユニットがユニット特異的マー
カーで標識化されても、あるいは全てのユニットよりも少ない数のユニットがユニット特
異的マーカーで標識化されてもよい。
この方法は、ポリマーの複数のユニットを同時に分析するために特に有用である。これは
、標識化され、一つを超えるユニットと配列特異的様式で相互作用するユニット特異的マ
ーカーを用いることによって達成される。本明細書で用いられるように、「ユニット特異
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的マーカー」は、ポリマーの一つ以上のユニットと特異的に相互作用し、これらのユニッ
トを識別し得る化合物である。例えば、核酸分子のためのユニット特異的マーカーは、 TG
、 AG、 ATCなどの塩基の特定の配列に結合する標識化二量体、三量体などであり得る。標
識化マーカーの存在または位置を識別することによって、ポリマーについての構造上の情
報が導き出され得る。例えば、ポリマー上にマーカーが存在することにより、ポリマーの
同一性を明らかにし得る。これによって、溶液中またはポリマー混合物中のポリマーの有
無が決定され得る。ポリマー上のマーカーの順序、距離、数などは、ポリマーの配列また
は組成についての情報を提供し得る。他のユニット特異的マーカーは、配列特異的主溝お
よび副溝結合剤およびインターカレーター、配列特異的 DNAおよびペプチド結合タンパク
質、配列特異的ペプチド－核酸などを含むが、これらに限定されない。多くのこのような
ユニット特異的マーカーが存在し、当業者には周知である。
このタイプの分析が、ポリマーの個々のフラグメントへの複数のプローブのハイブリダイ
ゼーションパターンを分析することによって、 DNAフラグメントを識別するために一つの
実施態様において用いられ得る。 DNAのハイブリダイゼーション分析のための現在の最新
の方法は、 DNA小片（ chip）に依存する。本発明の方法は、多くの理由で有利である。 DNA
の未知のフラグメントに結合する複数のプローブ間の数、タイプ、順序および距離が決定
され得る。この情報は、異なって発現される遺伝子の数を明確に識別するために用いられ
得る。現在のハイブリダイゼーション研究方法は、所定のフラグメントに結合するプロー
ブのタイプのみを決定し得る。さらに、本発明の方法は、特定の発現された遺伝子の実際
の数を正確に計り得る。現在の方法は蛍光強度の定量化に依存し、これは検出システム中
の非線形性のために誤差を生じさせることが多い。多量の情報が生成されたと仮定すると
、本発明の方法は、発現された遺伝子の選択または未知の核酸がアッセイされることを必
要としない。これは、異なる遺伝子についての異なる DNA小片、発現された遺伝子の組が
分析されること、また異なる有機体が必要となることとは異なっている。本発明の方法は
、生成されたハイブリダイゼーションパターンのコンピュータ分析によって未知の発現さ
れた遺伝子を識別し得る。次いで、 DNAプローブの線形分析から得られたデータは、デー
タベース中の情報と一致させられ、標的 DNAの同一性が決定される。従って、本方法は、
ハイブリダイゼーション反応からの情報を分析し得、次いで、この情報は遺伝子発現パタ
ーンの診断および決定に適用され得る。
本明細書において用いられる「シグネチャー」は、標識化ポリマーから生じる配列特異的
信号である。シグネチャーは、ポリマーの構造に関する情報を含む。例えば、ポリマーの
シグネチャーは、一連の連続するユニットによって、または互いに特定の距離をおいた特
定のユニットによって規定され得る。ポリマーのシグネチャーはポリマーを識別する。 DN
Aの鎖の長さに沿ったある位置で塩基を識別することによってフラグメントの識別のみを
行うために、シグネチャーは有用である。いずれか一つの位置が分かる確立は 1/4である
。フラグメントの明確な識別は、およそ 20個の位置が識別される結果となる（ 1/42 0＝ 9.1
× 120- 1 3）。 20個の検出された標識および 10％の検出／標識化を有するフラグメントにつ
いては、フラグメントの大きさは 200塩基対のみであることが必要とされる。提案された
読出し長さはキロベースのオーダーであり、これはいずれものフラグメントを明確に識別
する長さとなっている。フラグメントの識別によって、同様の配列によるグループ化が可
能になり、集団分析による配列再構成が可能になる。
本発明の分析の好ましい方法は、放射性標識化ポリマーの使用を伴う。放射活性放射のタ
イプは、用いられる検出装置のタイプに影響を与える。概して、アルファ、ベータ、およ
びガンマ放射線を含む、三つの異なるタイプの核放射線がある。アルファ放射線は、物質
（ matter）中の広範囲なイオン化を生じさせ、イオン化チャンバおよび比例計数器による
個々の計数を可能にするが、さらに興味深いことには、物質（ matter）と相互作用するア
ルファ放射線は分子励起も生じさせ得、この結果として蛍光が生じ得る。蛍光は、シンチ
レーションと称される。アルファ崩壊よりも弱いベータ崩壊は増幅され、適切な信号を生
成し得る。ガンマ放射線は、励起エネルギーの内部変換から生じる。ガンマ光線のシンチ
レーション計数は有効であり、強力な信号を生成する。ヨウ化ナトリウム結晶は、入射ガ
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ンマ放射線で蛍光を発する。
本明細書で用いられる「シンチレーション」層または材料は、核放射による励起に応答し
て蛍光を発する、または発光するいずれものタイプの材料である。シンチレーション材料
は、当該分野において周知である。共鳴構造を有する芳香族炭化水素は、優れたシンチレ
ータである。アントラセンおよびスチルベンが、このような化合物のカテゴリーに入る。
無機結晶もまた、蛍光を発することが知られている。これらの化合物がルミネセンスを示
すためには、無機結晶は、価電子帯と伝導帯との間にエネルギーレベルを形成する少量の
不純物を有さなければならない。従って、励起および脱励起が生じ得る。多くの場合、脱
励起はリン光性光子放出を介して生じ得、それにより検出の継続時間が長くなる。いくつ
かの一般的なシンチレータは、 NaI（ TI）、 ZnS（ Ag）、アントラセン、スチルベンおよび
可塑性蛍光体を含む。
核放射線を測定するための多くの方法が当該分野において公知であり、クラウドおよびバ
ブルチャンバ装置、一定電流イオンチャンバ、パルスカウンタ、気体カウンタ
　
固体検出器（表面バリア検出器、リチウムドリフト型検出器、固有ゲルマニウム検出器）
、シンチレーションカウンタ、チェレンコフ検出器などの装置を含む。
放射標識化ポリマーの分析は、ポリマー依存インパルスを生成する他の手段と同一である
。例えば、放射標識化Ａを有するサンプルは、システムによって分析され、サンプル DNA
上のＡの相対的な間隔を決定し得る。放射信号の検出の間の時間は、分析されるポリマー
に特徴的である。標識化 DNAの四つの集団（Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ）の分析は、分析されるポリ
マーの配列を生成し得る。 DNAの配列は、二重標識化 DNAおよび単一標識化 DNAの組み合わ
せの分析を含む、より複雑な機構を用いても分析され得る。ＡおよびＣで標識化フラグメ
ントの分析に続き、同一のフラグメントのＡで標識されたものの分析を行うことによって
、ＡおよびＣの位置がわかる。手順が相補的な鎖について繰り返される場合は、配列が公
知である。システムは、ポリマー（ポリペプチド、 RNA、炭水化物など）、サイズ、濃度
、タイプ、同一性、存在、配列および数の分析のためにさらに用いられ得る。
上記の方法は、ポリマーについての構造上の情報を決定するために、一つのポリマーまた
は一つを超えるポリマーに行われ得る。本発明は、複数のポリマーへ上記の方法を実施す
ることも含む。これらの方法および本発明の方法を複数のポリマーに同時に行うための装
置は、以下で詳細に記載される。
上記の方法の一部は、検出可能な信号を生成するためのエネルギー移動またはクエンチン
グを伴う相互作用に基づく。エネルギー移動またはクエンチングを伴うことは、本発明の
これらの実施態様における二つの制限のいずれか一つに記載されている。一つの制限は、
相互作用に関わる因子が、電磁放射線、クエンチング源または蛍光励起源からなる群から
選択されることである。もう一つの制限は、検出可能な信号が電磁放射線信号であること
である。各方法が、記載された一つの制限の代わりに別の制限を含み得、また、エネルギ
ー移動またはクエンチングを伴う相互作用の概念も含むことが、当業者に明らかであるべ
きである。例えば、電磁放射線、クエンチング源および蛍光励起源からなる群から選択さ
れる因子にポリマーのユニットを曝し、検出可能な信号を生成させることによってポリマ
ーを分析するための方法を含むことに加えて、これらの実施態様における本発明は、ポリ
マーのユニットを因子に曝して、検出可能な電磁信号を生成させることによってポリマー
を分析するための方法も含む。
エネルギー移動、クエンチングまたは電磁放射線信号を伴う方法に加えて、上記の本発明
の方法は、ポリマーのユニットまたはステーションの検出可能な物理的変化から生じる信
号を検出することによって行われ得る。本明細書において用いられるように、ポリマーの
ユニットまたはステーションの「検出可能な物理的変化」とは、ユニットをステーション
に曝す結果としてポリマーのユニットまたはステーションに生じるいずれものタイプの変
化である。一旦ユニットがステーションに曝されると、検出可能な信号が生成される。ス
テーションは、例えば、相互作用ステーションまたは信号生成ステーションであり得、こ
れらの各々が本明細書中で詳細に論じられる。検出可能な信号を生成するためのステーシ
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ョンまたはユニットに生じる変化のタイプは、ステーションのタイプおよびユニットのタ
イプに依存する。変化を受けて検出可能な信号を生成するステーション－ユニットの組み
合わせのいくつかの例は、例示の目的のために本明細書において論じられる。当業者は、
本発明の範囲内に入る他のステーション－ユニットの組み合わせを導き出し得る。
ステーションとポリマーのユニットとの間の相互作用がエネルギー移動に基づくとき、ユ
ニットまたはステーションのいずれか、あるいはこれらの両方が物理的に変化して信号を
生成し得る。一つの実施態様において、ステーションはユニットにエネルギーを移動させ
得、ユニットにエネルギーユニット特異的信号を発生させる。ユニット中に生じる物理的
変化は、エネルギー状態の変化から生じる。別の実施態様において、ユニットはエネルギ
ーをステーションに移動し得、ステーションに特定のエネルギー移動から生じるユニット
特異的信号を発生させる。さらに別の実施態様において、パートナー（ partner）化合物
が、信号を生成させる物理的変化を生じさせ得る。放射活性ユニットとステーションとの
間に相互作用が生じるとき、ユニットはエネルギーを放出することによって物理的に変化
する。
本発明の他の局面は、複数のポリマーを分析するための方法を含む。各ポリマーは、信号
生成ステーションでの複数のポリマーのユニットの相互作用を逐次的に検出することによ
って分析される。これらの方法は、試験ポリマーを特徴付けるための方法、ポリマーの配
列決定のための方法、ポリマーのユニットの順序を決定するための方法、ポリマーのユニ
ットの間の距離を決定するための方法、およびポリマーの組を分析するための方法を含む
が、これらに限定されない。これらの方法は、エネルギー移動またはクエンチングから生
じる相互作用を含むが、これらに限定されない。
試験ポリマーを特徴付けるための方法は、複数の各ポリマーについてポリマー依存インパ
ルスを得、複数のポリマーのポリマー依存インパルスを比較し、ポリマーのポリマー依存
インパルスの間の類似性に基づいてポリマーの関連性を決定し、関連するポリマーのポリ
マー依存インパルスに基づいて試験ポリマーを特徴付けることによって行われる。
本明細書で用いられる「ポリマー依存インパルス」は、ポリマーの一つのユニットのみの
構造上の特性に関する情報を伝送するまたは運ぶ、検出可能な物理量である。物理量は、
検出され得るいずれもの形であり得る。例えば、物理量は、電磁放射線、化学伝導率、電
気伝導率などであり得る。ポリマー依存インパルスは、エネルギー移動、クエンチング、
伝導度の変化、機械的変化、抵抗変化、または他のいずれもの物理変化から生じ得る。ポ
リマー依存インパルスは特定のユニットに特異的であるが、一つを超える特定の標識ユニ
ットを有するポリマーは、一つを超える同一のポリマー依存インパルスを有する。さらに
、特定のタイプの各ユニットは、異なる標識を有する場合、異なるポリマー依存インパル
スを生じ得る。
ポリマー依存インパルスを検出するために用いられる方法は、生成される物理量のタイプ
に依存する。例えば、物理量が電磁放射線である場合、ポリマー依存インパルスは光学的
に検出される。本明細書で用いられる「光学的に検出可能な」ポリマー依存インパルスは
、光検出画像化システムによって検出され得る電磁放射線の形態である光ベースの信号で
ある。物理量が化学伝導率である場合、ポリマー依存インパルスは化学的に検出される。
「化学的に検出される」ポリマー依存インパルスは、化学伝導率を測定するための通常の
手段によって検出され得る、イオン伝導率などの化学濃度または電荷の変化の形をとる信
号である。物理量が電気信号である場合、ポリマー依存インパルスは抵抗または容量の変
化の形をとる。
本明細書で用いられるように、「ポリマーの関連性」は、そのポリマーに独自のものであ
るポリマーの特性パターンを識別することによって決定され得る。例えば、ポリマーが核
酸である場合、ポリマー内の 10個の連続するヌクレオチドの実質的にいずれもの配列が、
この核酸分子の独自の特性となる。 10個のヌクレオチドの配列と同一の配列を示す他のい
ずれもの核酸分子が、関連するポリマーである。
「複数のポリマー」は、少なくとも二つのポリマーである。好ましくは、複数のポリマー
は、少なくとも 50個のポリマーであり、より好ましくは、少なくとも 100個のポリマーで
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ある。
ポリマー依存インパルスは、ポリマーについてのいずれものタイプの構造上の情報を提供
し得る。例えば、これらの信号は、ポリマーの全配列の全体または一部、ポリマー依存イ
ンパルスの順序、またはポリマー依存インパルスの間の分離時間をユニット間の距離を示
すものとして提供し得る。
ポリマー依存インパルスは、信号生成ステーションでポリマーのユニットと環境との間で
生じる相互作用によって得られる。本明細書で用いられる「信号生成ステーション」は、
ユニットが環境と相互作用し、ポリマー依存インパルスを生成する領域であるステーショ
ンである。本発明のいくつかの局面において、ポリマー依存インパルスは、ユニットと相
互作用して検出可能な信号を生成し得る、電磁放射線、クエンチング源、および蛍光励起
源からなる群から選択された因子との規定された領域内での接触から生じる。別の局面に
おいて、ポリマー依存インパルスは、分子との相互作用に応答して、伝導率の特定の変化
を受け得る化学環境との規定された領域における接触から生じる。特定の構造を有する分
子が化学環境と相互作用すると、伝導率に変化が生じる。特定の構造に特異的である変化
は、一時的な変化であり得、例えば、伝導率が変化するために必要となる時間の長さは、
相互作用が特定の構造または物理変化を伴うことを示し得る。例えば、相互作用の強度の
変化は、特定の構造との相互作用を示し得る。別の局面において、ポリマー依存インパル
スは、ポリマーユニットに隣接して配置された微小電極（ microelectrode）またはナノ電
極（ nanoelectrode）の間のユニットの移動によって生じる容量または抵抗の変化から生
じる。例えば、信号生成ステーションは、ポリマーユニットの対向する側に配置された微
小電極またはナノ電極を含み得る。電極を通過するユニットの移動の結果として生じる、
抵抗または伝導率の変化は、特定のユニットに特異的である。
二つの個々のユニットの間の距離を決定するための方法も、本発明に含まれる。連結した
ユニットのポリマーの二つの個々のユニットの間の距離を決定するために、ポリマーは信
号生成ステーションに関して直線的に通過させられ、二つの各個々のユニットが信号生成
ステーションを通過すると生成されるポリマー依存インパルスが測定される。次いで、各
工程が複数の類似するポリマーに対して繰り返される。ポリマーの各ユニットが信号生成
ステーションを逐次的に通過するときに、ポリマーは信号生成ステーションに関して直線
的に通過すると称される。
データセットを生成するために、各工程が複数の類似するポリマーに対して繰り返される
。次いで、二つの個々のユニットの間の距離は、データセットを分析することによって複
数の類似するポリマーから得られる情報に基づいて決定され得る。
本方法は、標識を含むポリマーの量を識別するための方法も含む。例えば、サンプル中の
特定のユニットまたはユニットの組み合わせを有するポリマーの数を決定することが可能
である。例えば、 mRNAのサンプル中では、サンプル中に存在する特定の mRNAの数が決定さ
れ得る。これは、所望の mRNA分子のパターンまたはシグネチャー特性を識別することによ
って達成される。次いで、 RNAのサンプルは本発明の方法によって分析され得、特定のパ
ターンまたはシグネチャーを有する mRNA分子の数が決定され得る。
本明細書で用いられるように、「類似するポリマー」は、少なくとも一つの重畳領域を有
するポリマーである。類似するポリマーは、ポリマーの同種（ homogeneous）の集団であ
っても、ポリマーの異種（ heterogenous）の集団であってもよい。本明細書で用いられる
「同種の集団」は同一のポリマーのグループである。類似するポリマーの「異種の集団」
は、同一ではないが、同一のユニットの少なくとも一つの重畳領域を含む類似するポリマ
ーのグループである。重畳領域は、代表的には、少なくとも 10個の連続するヌクレオチド
からなる。重畳領域が、少なくとも 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21または
22個の連続的なヌクレオチドから成る場合もある。
「複数の類似するポリマー」は、二つ以上の類似するポリマーである。好ましくは、複数
の類似するポリマーは、 50個以上の類似するポリマーである。より好ましくは、複数の類
似するポリマーは、 100個以上の類似するポリマーである。
本明細書で用いられる「データセット」は、類似するポリマーによって生成されるポリマ
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ー依存インパルスを規定する情報のセットである。データセットは上述のように分析され
、用いられる分析法は、標識化ポリマーを生成するために用いられる標識化機構のタイプ
に依存する。核酸配列決定は、本発明の方法の特に好ましい実施態様である。
現在は、５％未満のヒトゲノムの配列が決定されている。これはヒト配列知識における基
準の小さなフラクションに変換され、全ての個体の配列である。例えば、ヒト集団には、
1.4× 101 9（ 50億人×３× 109塩基／人）がある。現在まで、全てのヒト遺伝子情報の２×
10- 1 0パーセントのみが公知である。全ての世界中の労力によるヒトゲノムの配列決定の
速度は、＞＄１／塩基の費用でおおよそ３× 109／ 15年、すなわち 550000塩基／日である
。本明細書に記載される本発明の方法による配列決定は、配列決定の速度における顕著な
進展となる。一つの機械で一人のヒトゲノムを完了するための予測時間は、約 15時間であ
る。並行していくつかのダイナミックアレイが、一時間の何分の一かの時間で一人のヒト
ゲノムの配列を完了し得る。
連結したユニットのポリマーの配列決定のための方法も、本発明によって含まれる。本方
法は、複数の各重畳するポリマー、他のポリマーと同一である連結したユニットの配列を
有する各ポリマーの少なくとも一部からポリマー依存インパルスを得、ポリマー依存イン
パルスを比較して、複数のポリマー中で同一である連結したユニットの配列を得ることに
よって行われる。
複数の重畳ポリマーは、各ポリマーが他のポリマーと同一である連結したユニットの配列
の少なくとも一部を有する、ポリマーの組である。同一である配列の一部は重畳領域と称
され、これは少なくとも 10個の連続するユニットを含む。
本発明の別の局面において、連結されたユニットのポリマーのユニットの順序は、信号生
成ステーションに関して直線的にポリマーを移動させ、各々が特性ポリマー依存インパル
スを生じる二つの個々のユニットの各々が信号生成ステーションを通過するときに生成さ
れるポリマー依存インパルスを測定することによって決定され得る。これらの工程は、複
数の類似するポリマーに対して繰り返され、少なくとも二つの個々のユニットの順序が、
複数の類似するポリマーから得られる情報に基づいて決定される。
セットの各ポリマーが連結されたユニットの個々のポリマーの組を分析するための方法は
、本発明によって含まれる。本方法は、ポリマーの組を互いに平行に配向させる工程、お
よびポリマーのポリマーに特定の特性を検出する工程を伴う。
上記１組のポリマーは、互いに平行に配向される。これらのポリマーは、ポリマーを互い
に平行に配置させることが可能なあらゆる手段によって配向され得る。例えば、ポリマー
に電界を印加することによって平行形態に配向させることが可能である。好ましくは、こ
の配向工程はゲルの無い溶液中で行われる。
本明細書で用いられる「ポリマー特異的特徴」とは、その配列に関するポリマーのあらゆ
る構造的特徴である。例えば、ポリマー特異的特徴は、ポリマーの長さ、ポリマー中の連
結したユニットの順序、ポリマーユニット間の距離、ポリマー中でのユニットの近接度、
ポリマーユニットの１つ、いくつかまたは全ての配列、およびポリマーの存在等のポリマ
ーに関する情報を含むが、これらに限定はされない。
ポリマー特異的特徴を検出する工程は、全てのポリマーについて同時に行われ得る。この
工程は、全てのポリマーの各ユニットを順次検出することを包含する。これは、複数の信
号発生ステーションに対して各ポリマーを直線的に通過し、上記ポリマーが上記信号発生
ステーションを通る際に発生するポリマー依存性インパルスを検出および区別することに
よって行われ得る。
本発明は、１組のポリマーであって、その組のポリマーのそれぞれが連結したユニットの
個々のポリマーである、１組のポリマーを分析する方法をも含む。この方法は、電界中で
上記１組のポリマーを配向し、定義された各チャネルを通してこの１組のポリマーを同時
に動かし、そして、ポリマーをチャネルを通して動かす際にポリマー特異的特徴を検出す
ることによって行われる。各チャネルを通して１組のポリマーを同時に動かす工程は、各
ユニットが個別に上記ステーションを通るようにチャネル毎に１つのポリマーを動かすこ
とによって行われる。ポリマーが縦一列に配置され且つ一度に１つのユニットだけが１つ
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のステーションと相互作用するのであれば、一度に複数のポリマーがチャネル内にあって
もよい。
本明細書で用いられる「定義された各チャネル」とは、ポリマーを入れる前にその構造が
決められたチャネルであり、ポリマーがそのチャネルを通過するように定義された経路に
沿って通るようにしたチャネルである。ゲルマトリクスに見られるようなチャネルは、定
義された各チャネルではない。
本発明の方法は、エネルギー移動またはクエンチングが可能な２つの相互作用するパート
ナー間での共鳴エネルギー移動またはクエンチングを検出するためにも使用できる。本明
細書で用いられる共鳴エネルギー移動（ＲＥＴ）とは、オーバーラップする発光および吸
収スペクトルを有する２つの化合物間における光子エネルギーの移動である。蛍光共鳴エ
ネルギー移動（ＦＲＥＴ）は、発蛍光団間における光子エネルギーの移動である。上記２
つの相互作用するパートナーは、エネルギー移動またはクエンチし得る任意の化合物、即
ち、発光化合物またはクエンチャーである。
本方法は、２つのパートナーを上記のような移動またはクエンチングを可能にするのに十
分に近接させ、これらのパートナーの一方に、電磁放射線、クエンチング源および蛍光励
起源からなる群より選択される因子を付与し、材料シールドを用いて、電磁放射線の放射
およびパートナー間の相互作用によって生じる蛍光共鳴エネルギーの移動およびクエンチ
ングをシールドし、そして、放射された電磁放射線を検出することによって行われる。
本明細書で用いられる「材料シールド」とは、エネルギー移動またはクエンチングを防止
または制限する任意の材料である。このような材料には、伝導性材料、高インデックス（
ｈｉｇｈ　ｉｎｄｅｘ）材料および光不透過性材料が含まれるが、これらに限定はされな
い。好適な実施形態においては、材料シールドは伝導性材料シールドである。本明細書で
用いられる「伝導性材料シールド」とは、少なくともドナー源およびアクセプター源間に
おけるエネルギー移動を防ぐのに十分に伝導性である材料である。
上記した本発明の各方法は、少なくとも配列決定ポリマーの様々な局面において有用であ
る。また、これらの方法は全て、ポリマー分析方法に関連して記載される様々な標識化ス
キームとともに使用できる。
本発明の方法は、ポリマーの個々のユニットについて特定の検出可能な信号を生成する任
意のデバイスを用いて達成できる。この種の分析を可能にするデバイスの種類の１つは、
相互作用ステーションまたは信号発生ステーションを通るポリマーの直線的な移動を促進
するものである。本発明の局面の１つによれば、本発明の方法を実施するのに有用な製品
が提供される。本製品は、チャネルを規定する表面を有し、電磁放射線源、クエンチング
源、発光フィルム層および蛍光励起源からなる群より選択される因子をチャネルに近接し
て壁材料に付着させた壁材料であって、上記因子は、チャネルを通過する発光化合物およ
びクエンチャーからなる群より選択されるパートナー化合物と検出可能に相互作用するの
に十分にチャネルに近接して十分な量で存在する壁材料を含む。
本明細書で用いられる「壁材料」とは、少なくとも１つのチャネルを支持できる任意の寸
法の固体または半固体のバリアである。半固体材料は、自立（ self supporting）材料で
あり、例えば、ポリアクリルアミドゲルのようなゲル材料であり得る。例えば、壁材料は
、伝導性または非伝導性、光透過性または光不透過性、透明または不透明であり得る単一
の支持材料で構成され得る。いくつかの例においては、この因子が壁材料内に埋め込まれ
る。そのような例においては、壁材料中に形成されたチャネルに因子を曝露して、信号を
発生させるように、壁材料を全体的または部分的に非伝導性層、光透過性層または透明層
で形成し得る。壁材料を部分的にのみこれらの材料で形成する場合、残りの壁材料は、信
号発生を防止する、伝導性で光不透過性または不透明の層で形成され得る。いくつかの例
においては、壁材料は、異なる材料の層で形成される。例えば、壁材料は、単一の伝導性
層および単一の非伝導性層で形成され得る。あるいは、壁材料は、２つの伝導性層で囲ま
れた単一の非伝導性層で形成され得る。本発明の壁材料には、複数層および様々な材料の
組み合わせが包含される。
本明細書で用いられる「発光フィルム層」とは、元来発光性であるフィルム、または、何
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らかの励起または照明手段によって発光性になるフィルム（例えば、内面反射によって照
明される電気光学薄フィルムおよび高インデックスフィルム）である。
本明細書で用いられる「伝導性材料」とは、少なくともドナーおよびアクセプター間にお
けるエネルギー移動を防止するのに十分に伝導性である材料である。
本明細書で用いられる「非伝導性材料」とは、ドナーおよびアクセプター間におけるエネ
ルギー移動を可能にする量未満の量を伝導する材料である。
本明細書で用いられる「光透過性材料」とは、使用される特定の電磁放射線、クエンチン
グ源、または蛍光励起源によって生じる波長の光に対して透過性である材料である。
本明細書で用いられる「光不透過性材料」とは、使用される特定の電磁放射線、クエンチ
ング源、または蛍光励起源によって生じる波長の光に対して不透過性である材料である。
本明細書で用いられる「チャネル」とは、ポリマーが通過し得る媒体を通る経路である。
ポリマーがチャネルを通過し得る限り、チャネルは任意の寸法を有し得る。例えば、チャ
ネルは分岐の無い真っ直ぐな円筒状チャネルであってもよいし、あるいは、相互接続され
た曲がりくねった（ winding）チャネルの分岐したネットワークであってもよい。好まし
くは、チャネルは真っ直ぐなナノチャネルまたはマイクロチャネルである。本明細書で用
いられる「ナノチャネル」とは、ナノメートルのオーダーの寸法を有するチャネルである
。ナノチャネルの平均直径は１ｎｍ～９９９ｎｍの間である。本明細書で用いられる「マ
イクロチャネル」とは、マイクロメートルのオーダーの寸法を有するチャネルである。マ
イクロチャネルの平均直径は１μｍ～１ｍｍの間である。本発明において有用なチャネル
の好適な仕様および寸法を以下に具体的に記載する。好適な実施形態において、チャネル
は壁に固定される。
因子は、壁材料のチャネルを通過するパートナー発光化合物によってエネルギーの移動ま
たはクエンチングを生じることによってパートナー化合物と検出可能に相互作用するよう
に壁材料に付着される。パートナー化合物と相互作用するように、因子は、チャネルに近
接して配置され得る。例えば、因子は、チャネルの内側に付着させてもよいし、壁材料の
外側表面に付着させてもよいし、チャネルの縁を包囲する壁材料の外側表面の集中（ conc
entrated）領域に付着させてもよいし、壁材料内に埋め込んでもよいし、あるいは、チャ
ネルを包囲する壁材料中に同心リング状に埋め込んでもよい。任意に、因子は、壁材料の
表面全体を覆ってもよいし、あるいは、壁材料全体にわたって埋め込まれてもよい。因子
が局在化していないときに信号の発生を向上させるために、因子の局在化した領域のみが
露出するように、マスクを用いて壁材料の一部の領域を覆ってもよい。本明細書で用いら
れる「マスク」とは、任意の大きさおよび形状の開口部を有する物体である。因子がパー
トナー因子に曝露されたときに異なる信号を生成するように、壁材料に複数の因子を付着
させてもよい。
因子は、当該分野において公知のあらゆる実行される付着手段によって、壁材料の表面に
付着させ得る。生体適合材料（ biomaterial）を結合させる方法の例は、本明細書中で参
考として援用される Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic Press, Inc
., San Diego, 1996に示されている。
因子を壁材料の表面に付着させるとき、因子は壁材料に直接付着させてもよいし、リンカ
ーを介して付着させてもよい。本明細書で用いられる、因子の付着に関する「リンカー」
とは、発光化合物またはクエンチング化合物を壁材料に結合する（ tethers）分子である
。リンカーは当該分野において周知である。一般的に使用されるリンカーには、様々な長
さのアルカンが含まれる。
因子は、パートナー発光化合物と検出可能に相互作用するのに十分な量で壁材料に付着さ
れる。本明細書で用いられる「パートナー発光化合物」とは、先に定義されたような発光
化合物であるが、因子と特異的に相互作用し、因子に近接して配置されたときにエネルギ
ー移動またはクエンチする発光化合物である。必要となるパートナー発光化合物の量およ
び因子の量は、使用される因子および発光化合物の種類に依存する。
本発明の製品の別の実施例は、複数のチャネルを規定する表面と、チャネルの少なくとも
１つに隣接する壁材料の別個の（ discrete）領域に付着されるステーションとを有する壁
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材料であって、上記ステーションが、チャネルを通過する連結したユニットのポリマーに
おける検出可能な物理的変化、または、ポリマーがステーションに曝露される際のステー
ションにおける検出可能な物理的変化によって信号を生じさせるのに十分にチャネルに近
接して十分な量で存在する、壁材料である。チャネルの少なくとも１つに隣接する壁材料
の「別個の領域」は、ステーションを有していない壁材料によって包囲された局所的なエ
リアである。この別個の領域を包囲するエリアは、ユニットと相互作用してユニットのス
テーションとの相互作用によって生じるものと同じ特性信号を生じることはない。別個の
領域は、チャネル内またはチャネル近傍に配置され、これにより、別個の領域におけるス
テーションがチャネルを横断するユニットに曝露される。
本発明によるまた別の製品は、チャネルを規定する表面と、チャネル近傍の壁材料の別個
の領域にそれぞれ付着させた複数のステーションとを有する壁材料であって、上記ステー
ションが、チャネルを通過する連結したユニットのポリマーにおける検出可能な物理的変
化、または、ポリマーがステーションに曝露される際のステーションにおける検出可能な
物理的変化によって信号を生じさせるのにチャネルに十分近接して十分な量で存在する、
壁材料である。
本明細書で用いられる「複数のステーション」とは、少なくとも２つのステーションであ
る。好ましくは、複数のステーションは、少なくとも３つのステーションである。別の好
適な実施形態では、複数のステーションは、少なくとも５つのステーションである。
好適な実施形態において、本製品はナノチャネルプレートである。プレート内に埋め込ま
れた発蛍光団を有するナノチャネルプレートの最適な設計についての下記の説明は、例示
する目的で記載されるに過ぎない。本実施例では、本製品のいくつかの局面を最適化する
ための方法を記載する。この説明は、いかなる意味においても、本明細書中で請求される
製品を限定するものではない。
ナノチャネルプレートのいくつかの実施例を図４に示す。図４Ａには、伝導性材料層（６
２）および非伝導性材料層（６４）を有するナノチャネルプレート（６０）を示す。チャ
ネル（７０）は、２本鎖標識ＤＮＡの通路を直線様式で包含するのに十分な直径を有する
。本実施例においては、ドナー発蛍光団（６８）は、透明な非伝導性材料の中で、各チャ
ネルの周りに同心リング状に埋め込まれている。ナノチャネルプレートの残りの部分は、
光不透過材料（６６）で形成されている。
図４Ｂ、図４Ｃ、図４Ｄ、図４Ｅおよび図４Ｋは、チャネル（７０）によって形成される
開口部を包囲するように、壁材料の表面に付着させた発蛍光団（６８）を有するナノチャ
ネルプレートを示す。図４Ｂおよび図４Ｄに示すように、発蛍光団は、壁材料の表面全体
を覆ってもよい。また、発蛍光団は、表面全体を覆う代わりに、図４Ｃ、図４Ｅおよび図
４Ｋに示すようにチャネル開口部の周囲に集中させてもよい。さらに、発蛍光団を支持す
る壁材料は、図４Ｄおよび図４Ｅに示すような伝導性層（６２）であってもよいし、壁材
料は図４Ｋに示すように光不透過層（７８）であってもよいし、また、壁材料は図４Ｂお
よび図４Ｃに示すように支持層（７２）であってもよい。支持層は、伝導性、非伝導性、
透明、光透過性および光不透過性を含むが、これに限定はされない任意の種類の壁材料で
あり得る。
図４Ｆ、図４Ｇ、図４Ｈ、図４Ｉおよび図４Ｌは、チャネル（７０）を包囲する壁材料の
中に埋め込まれた発蛍光団（６８）を有するナノチャネルプレートを示す。この場合も、
発蛍光団は、壁材料全体にわたって延在（図４Ｆに図示）してもよいし、図４Ｇ、図４Ｈ
および図Ｉに示すようにチャネルの周囲に集中していてもよい。図４Ｆ、図４Ｇ、図４Ｈ
、図４Ｉおよび図４Ｌに示す実施形態においては、発蛍光団は、非伝導性材料層（６２）
または透明材料層（７４）または光透過性材料層（７９）の中に埋め込まれる。発蛍光団
が埋め込まれた層によって、図４Ｆおよび図４Ｇに示すように壁材料の表面を形成しても
よいし、または、この層を他の層の間に挟持してもよい。例えば、図４Ｈおよび図４Ｉの
非伝導性層（６４）は、２つの伝導性層（６２）の間に挟持されている。図４Ｌの光透過
性層（７９）は２つの光不透過性層（７８）の間に挟持されている。いくつかの場合にお
いては、図示した層が壁材料全体を形成する。他の場合においては、これらの層は、支持
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層に隣接してもよいし、または、図４Ｉに示すように支持層の間に挟持されてもよい。
図４Ｊは、チャネル（７０）によって形成される開口部を包囲するように、壁材料の表面
に付着させた発蛍光団（６８）を有するナノチャネルプレートを示す。チャネル内の表面
を含む壁材料の露出表面の全てを包囲する材料は、伝導性材料である。
図４Ｍおよび図４Ｎは、チャネル（７０）の少なくとも一部を包囲するように、壁材料内
に配置された発光薄フィルム（７６）を有するナノチャネルプレートを示す。発光薄フィ
ルムは、図４Ｍに示すように壁材料の表面を形成し且つ光不透過性層（７８）に隣接する
か、または、図４Ｎに示すように２つの光不透過性層（７８）の間に挟持されてもよい。
図４Ｏおよび図４Ｐは、壁材料内に埋め込まれた、または壁材料の表面に付着させた２つ
の発蛍光団層（６８）を有するナノチャネルプレートを示す。図４Ｏの場合、発蛍光団層
（６８）は、壁材料のいずれかの側で伝導性材料（６２）の表面に付着し、チャネルによ
って形成される開口部を包囲する。図４Ｐの場合、発蛍光団層（６８）は、光不透過性層
（７８）を挟持する２つの光透過性層（７９）内に埋め込まれている。
本発明の好適な方法は、上述したように、放射標識されたポリマーの分析を含む。（例え
ば、 3 2Ｐまたは 3Ｈを用いて）放射標識されたＤＮＡ等のポリマーの調製は当該分野にお
いて公知である。以下の説明では、本発明の方法による放射標識されたポリマーの分析の
数多くの可能な実施形態のうちの１つを示す（図４Ｑおよび図４Ｒ）。放射標識された核
酸分子（１６０）を、単一の製造された多層ナノチャネルプレート（１６２）を用いて分
析する。ナノチャネルは、標識された核酸分子の直径であり、定義された検出領域を得る
ように構成されている。図４Ｑおよび図４Ｒに示す例示的なナノチャネルプレートは、鉛
またはルーサイト（Ｌｕｃｉｔｅ）フィルム（１６４、１６６）等の２つの放射線不透過
性層、および、低密度材料のフィルム（または、シンチレーション層）（１６８）（即ち
、従来のポリマー、ポリメチルメタクリレート、ポリスチレン（ｐｏｌｙｓｔｒｙｒｅｎ
ｅ）、テフロン等）からなる不均質多層構造である。図４Ｑの鉛フィルムは、低密度材料
層を挟持し、放射線の通過を防ぐような厚さである。低密度材料は、放射線の通過を可能
にし、これにより、定義された放射線検出領域を形成する。ＤＮＡ上の放射標識が定義さ
れた検出領域を通過すると、核放射線が放射され、その一部は定義された放射線検出領域
を通過する、図４Ｒは、チャネルによって形成される開口部を包囲する低密度材料（１６
８）を有するナノチャネルプレートを示す。チャネル内の表面を含む壁材料の露出表面の
全てを包囲する材料は、放射線不透過性層（１６５）である。
放射標識されたヌクレオチドの分析についての関連実施形態（図５）では、シンチレーシ
ョン計数および複数のナノチャネルプレートを用いた検出システムを示す。図５に示すよ
うに、ナノチャネルアレイ（１７０）が製造される。出力データの平行増幅のために、複
数の多層チャネル（１７２）が存在する。個々のチャネルはそれぞれ、核放射線をシール
ドする２つの放射線シールド層（１７４）と、核放射線への曝露によって蛍光励起される
シンチレーション層（１７６）とからなる。個々のチャネルは、核放射線シールド材料に
よって互いに分離されている。光学品質ルーサイト（または、核放射線の通過を防ぐ他の
あらゆる透明材料）を重ねることによって、核放射線が蛍光検出システムに到達するのを
防ぐ。これにより、蛍光信号のみを検出システムに到達させることができる。
上記ナノチャネルはのそれぞれは、一例に過ぎない。従って、いずれかの要素１つまたは
要素の組み合わせを含むこれらの実施形態に関して記載される限定事項のそれぞれが、各
ナノチャネルに含まれ得ることが想起されている。異なる材料による複数の層を有するフ
ィルムの調製は、当該分野において、例えば米国特許第 5,462,467号の Ferreiraら， Thin 
Solid Films 244:806-809（ 1994）に既に記載されている、。
提供される実施例においては、ドナー強度を最適化するために、ドナー発蛍光団を、各チ
ャネルの周囲で同心リング状に集中させる。エネルギー移動の範囲は、部分的には半径方
向のフォルスター距離によって限定されるので、同心リングが好適であることが直感的に
わかる。１つのチャネルを詳細に調べてみると、同心リング構成のおかげで生じることが
できるドナー強度の顕著な変化が示される。図６は、同心リング構成を有する単一チャネ
ル（８２）を示す。最外周同心リング（８６）が、チャネルの周囲に配置されたドナー発
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蛍光団のエッジを示す。中間同心エリア（８４）は、ドナーからアクセプターへのエネル
ギー移動率がドナー発蛍光団の放射率よりも高い領域を示す。
ドナー発蛍光団を固体媒体中に埋め込む理由は、フォトブリーチングおよびクエンチング
のメカニズムを調べることによって最も良く理解される。蛍光信号を減衰させ得るファク
ターには、フォトブリーチング、温度クエンチング、エネルギー移動クエンチング、衝突
クエンチング、励起状態反応、および溶媒効果が含まれる。これらのメカニズムは、それ
らが全て衝突または二分子の事象によって生じるという点で類似している。固体媒体は、
これらの望ましくない分子プロセスに対する物理的バリアであり、ドナー発蛍光団を分離
する手段である。例えば、フォトブリーチングのメカニズムは、非蛍光生成物を形成する
励起された発蛍光団と酸素との間の反応によるものである（ Menterら , 1978; Menterら , 
1979; Giloh and Sedat, 1982）。固体媒体、特に無酸素環境下で製造されたものは、酸
素が埋め込まれた発蛍光団に到達するのを防いで、可能性のある酸化反応を排除する（ Ga
rlandおよび Moore, 1979; Rost, 1990）。固体媒体の効果をさらに理解するために、他の
クエンチング効果の簡単なまとめを示す。温度クエンチングは、温度の上昇に伴う蛍光の
減少である。温度依存性の度合いは化合物に依存するが、通常、摂氏１度あたりクエンチ
ング量は約１％である（ Guilbault, 1973）。この効果は、分子運動および衝突頻度が増
大して、これにより、蛍光を生じ得る前に基底状態に遷移する確率が高くなるためである
と考えられる。衝突クエンチングは、発蛍光団と別の分子との直接的な接触を含む数多く
の可能なメカニズムで構成される広いカテゴリである（ Lakowicz, 1983）。励起状態反応
は、近傍の溶媒分子との反応における発蛍光団の反応性励起状態を含み、衝突クエンチン
グの部分集合を構成する（ Porter, 1967; Zweig, 1973）。溶媒効果は、水素結合効果、
酸塩基化学、および電荷移動相互作用を含む溶媒－発蛍光団の衝突および相互作用からな
る（ Lakowicz, 1983）。エネルギー移動クエンチングは、望ましくないＦＲＥＴを介した
発蛍光団の不純物の影響に起因する。フォトブリーチングおよびクエンチングメカニズム
の一部を列挙したが、ここから、発蛍光団発光の減衰の主な原因は発蛍光団との分子相互
作用であることが明らかである。このように、固体媒体は、発蛍光団を分離して、望まし
くないクエンチング分子の侵入を防ぐ物理的バリアを形成することによって、これらの望
ましくない分子相互作用、衝突および反応を排除する。
エネルギー移動に対する固体媒体の影響を決定するには、エネルギー移動を規定する方程
式を調べるべきである。考えなければならない方程式はフォルスター距離を記述する（ Sa
lvin, 1995; Cantorおよび Schimmel, 1980; Wuおよび Brand, 1994; Cleggら , 1995; Fair
cloughおよび Cantor, 1978）。
　
　
　
Ｊは、ドナーの発光とアクセプターの吸収との間の正規化されたスペクトルオーバーラッ
プであり、φ Dは、アクセプターが無い状態でのドナーの発光の量子効率（または量子収
率）（φ Dは、放出される光子の数を吸収される光子の数で割ったもの）であり、ｎは、
屈折率であり、κ 2は、２つの遷移双極子の相対角度に関する幾何学的ファクターである
。固体媒体中にドナー発蛍光団を埋め込むことによって、屈折率ｎが大きくなる。溶媒系
の場合、ｎは、水の場合の値（１．３３）よりも僅かに高い約１．３５にする（ Selvin, 
1995）。固体媒体の典型的な値は、融解石英の場合１．４６、クラウンガラスの場合１．
５２、重フリントガラスの場合１．６６である。固体媒体および溶媒系のＲ 0の比を利用
して、屈折率を変化させる効果の大きさを決定することができる。
　
　
　
ここで、ダッシュの付いた値は固体媒体についての値であり、ダッシュの付いていない値
は溶媒系についての値である。ｎ’＝１．５と仮定すると、上記比は０．９３になる。従
って、フォルスター距離は７％しか変化しない。これは、より高い元々のＲ 0値を有する
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ドナー－アクセプター対を用いて容易に補正できる値である。
再び図６を参照して、概念的に、方程式を示すまでもなく、チャネルの中心からのエネル
ギー移動率（ｋ t r a n s f e r）は、その中心から離れるに従って小さくなる（図６）。アクセ
プターが無い場合に、ドナーの発光率（ｋ e m i t）が、ドナー発蛍光団のエリア全体にわた
って均一であることも公知である（図６）。チャネルおよびアクセプターに最も近いエリ
アは、完全にクエンチされる。Ｒ e q u a l未満である全てのエリアにおいて、ドナー発蛍光
団は完全にクエンチされる。なぜなら、ｋ t r a n s f e rがｋ e m i tよりも大きいからである。Ｒ

e q u a lよりも大きいエリアにおいては、ドナーの発光率がエネルギー移動率よりも大きく
、従って、クエンチングは不完全である。
ドナー発蛍光団の同心円リングがＲ e q u a lに等しい半径を有している場合、ドナー発蛍光
団に１００％の強度変化が起こり得る。このことは、アクセプタ標識されたヌクレオチド
がチャネルを通って出ると、アクセプタが完全な効率で検出されることを意味する。信頼
区間（ confidence interval）がシステムのＳＮＲに関連することを考えると、そのよう
な変化のための９９．９％の信頼区間を生成するために必要な最小の信号対ノイズ比は６
：１であると計算される。提案されている検出システム用のＳＮＲは６００：１よりも大
きい。
Ｒ e q u a lを計算するための定量的説明を以下に述べる。ドナー発光およびエネルギー移動
の速度のための式を示す。ドナー発光速度（ｋ e m i t）は以下の通りである。
　
　
　
ここにおいて、Ｉはドナー発蛍光団に入射する光の強度であり、εはドナー発蛍光団のモ
ル消光係数であり、ρは蛍光発光用定数（３．８×１０ - 2 1ｍｏｌ　ｃｍ 3／Ｌ）であり、
Ｎはドナー発蛍光団の数であり、ｈはプランク定数（６．６２６１×１０ - 3 4Ｊｓ）であ
り、υは励起光の周波数である。
多くのドナーから１つのアクセプタへのエネルギー移動速度（ｋ t r a n s f e r）は、１つのド
ナーおよび１つのアクセプタに関するオリジナルのフェルスター速度式
　
から導出される。オリジナルの式は、以下の通りである。
　
　
　
ここにおいて、ｋは１つのドナーから１つのアクセプタへのエネルギー移動速度であり、
Ｒ oはフェルスター距離であり、τはドナーの蛍光寿命であり、ｒはドナーからアクセプ
タまでの距離である。マルチドナーシステムの導出は直接的であり、上述したマルチドナ
ーシステムの議論に従う。
マルチドナーシステムのために転換されるエネルギーの量には２つの限定がある。第１に
は、アクセプタの寿命によって課せられる飽和限度がある。アクセプタは基底一重項状態
にあるときであればいつでも励起することができるというだけである。１ｎｓの寿命を有
するアクセプタの場合、上限は１×１０ 9励起イベント／秒である。単一の発蛍光団に対
して低い励起速度を与えられた場合（２５，０００励起イベント／秒）、このように大き
な飽和レベルはほとんど問題ではない。第２の限定は、ドナー発蛍光団の同時脱励起（ de
-excitation）の可能性である。上記で計算したように、同時に起こり得る脱励起イベン
トの数は非常に少ない。アクセプタは、エネルギー移動の結果起こる励起イベントでは飽
和されず、かつ、同時ドナー脱励起の可能性は低いため、マルチドナーシステムについて
のエネルギー移動速度はドナー発蛍光団の数（Ｎ）に正比例する。
　
　
　
上記式によると、ｋ t r a n s f e rがｋ e m i t（Ｒ e q u a l）に等しい場合の半径は、２つの速度式

10

20

30

40

50

(61) JP 3935509 B2 2007.6.27



を等式化してｒを求めることにより得られる。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
Ｒ e q u a lの数値が計算され得る。表３は、変数の値と特定の値が選択される理由とをリス
トアップしている。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
Ｒ e q u a lは、３５０Å、すなわち、フェルスター距離の大きさのオーダー内であると計算
される。このことは、３５０Åに等しい半径を有するチャネルの回りの発蛍光団の同心円
リングは、アクセプタ標識が通過するとすぐ、信号強度の１００％変化を引き起こすこと
を意味する。実際には、このように大きなドナー強度の低下を有することは、信号検出の
面および隣接する塩基（ base）を分解する必要性の面の両方から不要である。例えば、Ｓ
ＮＲが６００：１である場合、僅か０．５０％の強度変化が９９．９％の信頼区間を引き
起こす。隣接する塩基間の分解は、ドナー層内に１つのアクセプタではなく２つのアクセ
プタが存在する際のドナー発光の更なる低下を見ることにより可能である。１つのアクセ
プタが既にドナー発光をゼロまで低下している場合、更なるアクセプタは検出されない。
なぜなら、ドナー発光はこれ以上低下し得ないからである。この局面を以下に詳細に述べ
る。光不安定な保護基および光回折を用いて各チャネル回りのドナー発蛍光団の同心円リ
ングを構築する方法の例もまた以下に提供する。
少なくとも１ｎｍのチャネル直径サイズを有するナノチャネルは、 Poretics, Inc.よりポ
リカーボネートフィルタという形態で市販されており、 Corning Separations, Inc.によ
り注文製造され得る。所望の直径を有するナノチャネルを作成するために、いくつかの方
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法が用いられ得る。
ナノチャネルプレートを調製する１つの方法は、膜材料中で均一な直径を有する円筒状孔
を生成するトラック－エッチ手順である。１０ｎｍのオーダーの孔直径とほぼ１０ 9孔／
ｃｍ 2の孔密度とを有するマイクロ孔性およびナノ孔性ポリマー膜が、トラック－エッチ
法により調製され得る（ R. L. Fleischer, P.B. Price, R.M. Walker, Nuclear Tracks i
n Solids（ Univ. of California Press, Berkeley, CA（ 1975））。トラック－エッチ法
による孔の製造は、２工程プロセスである。第１の工程では、薄いポリカーボネート（ま
たは他のポリマー材料）フィルムを、原子炉内で、コリメート（ collimate）され荷電さ
れた粒子に曝す。これらの粒子は、ポリカーボネート材料を通過する際に、感光性を与え
られたトラックを残す。トラックの密度は、フィルムを原子炉内に置く時間を変えること
によって制御される。第２の工程では、粒子が残したトラックを優先的にエッチングまた
は溶解することにより、均一な円筒状チャネルを得る。穿孔の直径は、フィルム上でのエ
ッチャントの滞留時間により制御され得る。トラックエッチされた膜を形成する方法の多
くの例が、当該分野で記載されている。例えば、 Varian Associates Inc.の欧州特許出願
第８３３０５２６８．１号（公開番号第０１０９１４７号）、米国特許第３，３０３，０
８５号、第３，６６２，１７８号、第３，７１３，９２１号、第３，８０２，９７２号、
第３，８５２，１３４号、第４，９５６，２１９号、第５，４６２，４６７号、第５，５
６４，９５９号、および第５，４４９，９１７号である。これらは各々、参考として本明
細書中で援用される。
市販の膜は概してポリカーボネートまたはポリエステルから調製されるが、他の多くの材
料がトラック－エッチプロセス（Ｉｄ．）の影響を受けやすい。例えば、他のポリマー材
料は、ポリスチレン；芳香族ポリエステル；ポリエチレン、ポリエチレンテレフタレート
、ポリプロピレンを含むポリオレフィン；ポリビニルジフルオライド（ＰＶＤＦ）などの
ビニルプラスチック；および硝酸セルロース、酪酸セルロース、および酢酸セルロースな
どのセルロースエステルを含むがこれらに限定されない。本発明のナノチャネルプレート
は、トラック－エッチ技術で調製される場合、トラックエッチされることができトラック
エッチされた膜を形成するために用いられ得るいずれの材料からも形成され得る。
高エネルギー粒子を有する材料のボンバード（ bombardment）を行うデバイスは、研究お
よび工業において周知である。トラックを形成するために用いられる粒子は、静電加速器
（例えば、 Van de Graaff加速器または Tandem加速器）などの荷電粒子加速器、線形加速
器またはサイクロトロンなどのサイクリック加速器、または当該分野で公知の他の手段に
より生成され得る。
一旦ダメージを受けたトラックがフィルム内に形成されると、気体または液体中でフィル
ムを選択的にエッチングすることによりチャネルまたは孔が形成される。エッチャントの
滞留時間がチャネルのサイズを決定する。トラックエッチされたフィルムは、所望の適用
に合致するサイズを有するチャネルを形成するために十分な時間、エッチャントに曝され
る。所望の適用に合致するサイズは、分析されるポリマーのタイプおよび分析のタイプに
より異なる。チャネルの直径は、 M. Mulder、 Basic Principles of Membrane Technology
, Klumer Academic, 1991に開示された方法に従って走査電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて
測定され得る。
規定された直径を有するナノチャネルを作成する第２の方法は、トラックエッチングと表
面コーティングとの組み合わせを用いることである。所望のナノチャネルデバイスより大
きい直径を有するポリカーボネート膜に、規定された厚みを有する材料の薄フィルムでコ
ーティングする。得られる構造は、所望の直径を有するまでコーティングされたポリカー
ボネート膜表面である。ナノチャネルプレートに付加された薄フィルムの第１の層は、伝
導層である。伝導層は、隣接する塩基を分解することを補助する（以下に、より詳細に述
べる）。
伝導性ポリマーの薄い層は、溶媒の蒸着によりポリカーボネート膜に付加される。伝導性
ポリマーの溶媒蒸着は記載されている（ Cheungら、 1994; Fereiraら、 1994; Fereiraおよ
び Rubner、 1995; Fouおよび Rubner、 1995）。以下は Fouおよび Rubner、 1995からの抜粋で
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ある。
「我々は、ポリピロールおよびポリアニリンなどの伝導性ポリマーを、フィルム厚みとフ
ィルム構成との両方に対してオングルトロームレベルの制御を有する多層薄フィルムにす
る操作をするために、記載されている層毎の処理技術を利用するために必要な溶液化学お
よび方法について述べる。３００Ｓ／ｃｍを越える伝導性を有する超薄フィルムが作製さ
れ得る。プロセスは、希釈溶液からの基板上に、電気的伝導性ポリマーの単層を自発的に
吸着することを含む。後の多層薄フィルムは、溶融可能なポリアニオンを交互に蒸着する
ことにより生成される。薄フィルムの厚みは、オングストロームレベルに厳密に制御され
得、５Åと１０００Åを越える値との間の範囲であり得る。用いられる伝導性ポリマーは
、ポリピロールおよびポリアニリンである。なぜなら、これらは、超薄層（約５０Å）に
対して高度に伝導性（３００Ｓ／ｃｍ）になり得るからである。」
所望のナノチャネルを形成するために溶媒蒸着法を用いることの利点は、２つある。まず
第１に、任意の特定の直径を有するナノチャネルが精密かつ正確に形成され得る。第２に
、ナノチャネルプレートの第１の層は伝導層であるため、伝導層を付加するのは非常に容
易である。さらなる利点は、重要ではないが、伝導性材料の厚フィルムを付加することに
よりポリカーボネート表面の最高点と最下点との間の距離が減少し得、それにより、より
均一な表面が形成されることである。
本発明のナノチャネルデバイスを調製する別の方法は、炭素ナノチューブ（ nanotube）の
アレイの形成による。 Iijimaは、六角形状に結合した炭素原子の複数の同心円状円筒形シ
ェルの形成を示し、上記シェルは、１次元空間内に種を閉じ込める触媒的表面として作用
し得る。 Iijima、 Nature、 354:56（ 1991）。米国特許第４，４２４，０５４号をも参照の
こと。
Li, W. Z.らもまた、大面積の、高度に秩序立った（ ordered）隔離された長い炭素ナノチ
ューブの形成方法を報告している。方法は、遷移性金属ナノ粒子で覆われたカーボンブラ
ックおよびグラファイトまたはシリカではなく、孔内に埋め込まれた鉄ナノ粒子を含有す
る中間孔性（ mesoporous）シリカを利用する、化学蒸着法に基づく。以下の方法は Li, W.
 Z.らに記載されている。
「ナノ粒子を含有する中間孔性シリカを、硝酸鉄水溶液中におけるテトラエトキシシラン
（ＴＥＯＳ）加水分解からのソルゲルプロセスにより調製した。分析的に純粋なＴＥＯＳ
（１０ｍｌ）を１０．４ｍｌの分析的に純粋なエチルアルコールおよび０．１Ｍ硝酸鉄水
溶液（１１．４ｍｌ）と、約３０分間磁気攪拌により混合した。その後、濃縮フッ化水素
（０．２ｍｌ）を数滴加え、混合物を１５分間攪拌した。混合物をゲル化した後、ゲルを
６０℃で１週間乾燥させることにより、過剰の水および他の溶媒を除去した。その後ゲル
を４５０℃、１０ - 2ｔｏｒｒで１０時間▲か▼焼した。孔内に埋め込まれた酸化鉄ナノ粒
子を含有する比較的均一な孔を有するシリカネットワークを得た。その後酸化鉄ナノ粒子
を５５０℃、流動する９％Ｈ 2／Ｎ 2（１１０ｃｍ 3／分）の１８０ｔｏｒｒで５時間還元
することにより、鉄ナノ粒子を得た。得られた鉄ナノ粒子は高い触媒活性を有する。その
後、９％アセチレンの窒素混合物を１１０ｃｍ 3／分の流速でチャンバに導入し、７００
℃でアセチレンを分解することにより得られた炭素原子を蒸着することにより炭素ナノチ
ューブを基板上に形成した。サンプルを、炭素の蒸着の前後に走査電子顕微鏡（ＳＥＭ）
（Ｓ－４２００、 Hitachi）で検査した。ＳＥＭに取り付けられたＳｉＬｉ検出器により
エネルギー拡散Ｘ線スペクトル（ＥＤＸ）を記録した。透過電子顕微鏡（ＴＥＭ）標本を
調製するために、サンプルをモルタル中で粉砕し、エタノール中に懸濁した。その後１滴
を孔を有する（ holey）炭素銅グリッド上に垂らしてＪＥＭ２００－ｃｘ顕微鏡で調べる
ことにより、炭素ナノチューブを特徴づけた。」
さらに、ナノチャネルは、アノード多孔性アルミナからも調製され得る。アノード多孔性
アルミナは、中央に、円筒状の、典型的には直径４～２００ｎｍの範囲の均一サイズの孔
を有する、柱状六角形セルがパックされたアレイである。このタイプの膜は、アルミニウ
ム金属から電気化学的に調製される（ A. Despicおよび V. P. Parkhutik、 Modern Aspects
 of Electrochemistry、 J.O. Bockris、 R.E. White、 B. E. Conway編（ Prenum、 New York
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、 1989）、第２０巻、第６章）。１０ 1 1孔／ｃｍ 2ほども高い孔密度が達成されている（ D
. AlMawiawi、 N. Coombs、 M. Moskovits、 J. Appl. Phys. 70、 4421（ 1991））。５ｎｍ
ほども小さい孔直径を有する膜が、この方法を用いて調製されている（そして、さらに小
さい孔が調製され得る）。 Martin、 C. R.、 Science、 266:1961（ 1994）。
Matsudaおよび Fukudaは、多孔性アルミナ膜の改変を述べている。高度に秩序立った金属
（プラチナおよび金）ナノ孔アレイである膜は、アノード多孔性アルミナのハニカム構造
の２段階複製を用いて調製される。多孔性アルミナのネガティブな孔構造を調製し、それ
に続いて、金属でポジティブな構造を形成する結果、アノード多孔性アルミナの形状的構
造と同一の形状的構造が得られる。従って、この方法は、アルミナ以外の所望の材料で、
アノード多孔性アルミナの孔アレイを調製することを可能にする。 Matsudaおよび Fukuda
、 Science、 268:1466（ 1995）。 Matsudaおよび Fukudaの手順を以下にまとめる。
最小限の数の欠陥および転位を引き起こす、基板上での４０Ｖでのアルミナの長時間アノ
ード化に続いて、飽和ＨｇＣｌ 2でアルミニウム基板および多孔層の底部を除去すること
により、アノードアルミナを生成した。材料をその後、５％（重量）燐酸溶液に３０℃で
ディップすることにより、孔の直径を調整した。後の金属メッキプロセスのための触媒ま
たは電極を形成するために、アノード多孔性アルミナの底部に真空蒸着で薄い金属層を蒸
着した。概して、エバポレーションには、基盤（ scaffold）を形成する金属と同一の金属
が用いられる。５％（重量）過酸化ベンゾイルなどの重合開始剤を含む金属メタクリレー
トモノマーを、真空条件下で孔に注入し、紫外線照射により重合した。その後、アルミナ
層をＮａＯＨで除去することにより、ポリ（メチルメタクリレート）（ＰＭＭＡ）のネガ
ティブな多孔性アルミナタイプ構造を形成した。以下のようにプラチナの無電解蒸着を行
うことにより、ＰＭＭＡ成形物でポジティブ構造を形成した。ＰＭＭＡのネガティブタイ
プを、無電解メッキ溶液にディップし、金属蒸着を円筒状構造の底部で開始させ、次第に
ＰＭＭＡのキャビティを金属で満たし、ＰＭＭＡのネガティブタイプの上部まで満たした
。あるいは、対照的な条件下で、ＡｕをＰＭＭＡのマイクロキャビティ内に電気化学的に
蒸着させることにより金（Ａｕ）孔アレイを調製した。アセトンでＰＭＭＡを分解するこ
とにより、多孔性金属を得た。
当該分野で記載されている他のナノ多孔性材料は、３×１０ 1 0孔／ｃｍ 2ほどの高い孔密
度を有するナノチャネルアレイガラス（ R. J. Tonucci、 B. L. Justus、 A. J. Campillo
、 C. E. Ford、 Science 258、 783（ 1992）、ならびに、 Pearsonおよび Tonucci、 Science
、 270:68（ 1995））を含む。 Douglasらは、バクテリア由来のタンパク質内のナノ視的な
（ nanoscopic）孔が、これらの孔の像を下の基板に移動するために用いられ得ることを示
した（ Douglasら、 Science 257:642（ 1992））。最後に、 Ozinは、テンプレート材料とし
て用いられ得る広範囲の種々のナノ孔性固体について述べている（ Ozin, G. Adv. Mater.
 4:612（ 1992））。 Nishizawaらは、０．８ｎｍほども小さい半径を有する金属ナノ細管
膜の生成を記載しており（ Nishizawaら、 Science 268:700（ 1995）、金を市販のポリカー
ボネート濾過膜（ Poretics）中の孔の壁にメッキすることにより形成されるナノ細管につ
いて記載している。上記膜は、均一な半径（２５ｎｍ、６×１０ 8孔／ｃｍ 2）を有し膜の
完全な厚み（６μｍ）を貫通する円筒状ナノ孔を含む。「孔壁上に蒸着されたＡｕ層の厚
みは、メッキ時間を変化させることにより制御され得る。その結果、Ａｕナノ細管の内径
は思いのままに変化され得る［細管含有膜を横切る気体（Ｈｅ）フラックスの測定から決
定されるように］。」 Berggrenらは、自己アセンブル単層および中性不活性ガスのビーム
を用いてナノリトグラフィー用技術を示した。 Berggrenら、 Science 269:1255-1257（ 199
5）。
Ｌａ　Ｓｉｌｖａらは、走査トンネリング顕微鏡（ＳＴＭ）を用いる、１０から１００ナ
ノメータ代の寸法を有し、周囲の環境から部分的に電気的絶縁されている簡単な金属構造
を製造するための技術について記載している。この方法は、非常に薄い金属膜を絶縁基板
上に堆積し、そのチップを用いて、横方向の電気的絶縁が所望される膜によってギャップ
を形成することによって実施される。（ Journal of Vacuum Science & Technology B,（ 1
993） 11: 1992-1999）
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壁材料（ wall material）は、ポリマーの隣接するユニットを分離するのに最適なように
構築され得る。壁材料の目的は、信号の発生を助ける環境を提供することであるので、壁
材料を調製するために用いられる材料は、このプロセスを助けるように選択され得る。例
えば、因子が壁材料に埋め込まれている場合、この因子を取り囲む壁材料は、非伝導性ま
たは光透過性材料であるのが好ましい。チャネルを取り囲む壁に発蛍光団が埋め込まれた
装置において壁材料を最適にするには、少なくとも他に２つの機構があり、それは、隣接
する標識された塩基を分離するために、薄い伝導層を用いることと、各チャネルの周りに
あるドナー発蛍光団の半径を制御することとである。
伝導層は、電気的シールディングを通したフォースター
　
エネルギーの移動を防止する。図６は、ドナー発蛍光団を含む、非伝導層に対する伝導層
の構成を示す。伝導「サンドウィッチ」は、エネルギーの移動が起こり得る限定された領
域を形成し、これによって、塩基の分離の最適化が助けられる。フォースターエネルギー
移動は、ドナーとアクセプターとの間の電気的双極子－双極子相互作用のために発生する
。生成信号がＦＲＥＴに依存する場合に伝導層を使用する理由は、ＦＲＥＴが電界依存性
であるので、ドナーとアクセプターとの間に電気的遮蔽を形成することでエネルギー移動
が防止されることである。エネルギー移動の原理を充分に理解する必要がある。入射励起
光はドナー中に電界を形成する。これは、光がドナー内の遷移を誘導するか、またはドナ
ー内の電子を振動させるためである（Ｓｅｌｖｉｎ、１９９５年）。これによって、ドナ
ー中に誘導された電気双極子モーメントが形成され、次いで、それ自体の電界が形成され
る。エネルギー移動は、アクセプターがドナーの電界内に配置されるときに起こる。この
結果、誘導された双極子モーメントｐ Aを形成する遷移がアクセプター内に誘導される。
双極子モーメントのサイズは、ドナー電界のサイズに関連する：ｐ A =α AＥ D、ここで、α

Aは、アクセプターの分極率である。アクセプターによって吸収されるエネルギーの量は
、ｐ AＥ D '＝α AＥ D

2、これを書き換えると、エネルギー移動率の１／Ｒ 6依存ということ
になる。
電気シールディングの理論は、最も初歩的な物理学の本において見いだされる。Ｐｕｒｃ
ｅｌｌ（１９８５年）は、明確な説明を提供する。ボックス内のポテンシャル関数Ψ（ｘ
，ｙ，ｚ）は、ラプラス方程式▼ 2Ψ＝０を満足させなければならない。伝導体に関する
情報が与えられると、伝導体の境界は等電位となり、これは、伝導体の表面のいずれにお
いてもΨ＝Ψ 0定数関数であることを意味する。ラプラス方程式の明白な解答は、容量全
体にわたってΨ＝Ψ 0であることである。一意性の定理によると、解答は１つのみであり
得る。これは、答えがΨ＝定数であることを意味する。Ｅ＝ -gradΨであるため、定数ポ
テンシャル関数の電界はゼロである。従って、電界は、ボックス内のいずれにおいてもゼ
ロである。
開口穴を有するボックスのモデルは、ナノチャネルプレートに適用され得る。これは、ナ
ノチャネルプレートが、実質的に、多くの「穴」を有する伝導ボックスであるからである
。図７Ａおよび図７Ｂを参照のこと。図７Ａは、ナノチャネル（９０）を有する完全なナ
ノチャネルプレートを示す。ドナー発蛍光団（８８）の層は、伝導「ボックス」によって
取り囲まれている。このように、電気的シールディング（９２）のために、ボックスの外
側からのドナー発蛍光団へのエネルギー移動はあり得ない。エネルギー移動の原理が電気
的であることを喚起されたい。ナノチャネルプレートの外面であるナノチャネルの境界条
件では、Ψ＝Ψ 0、等電位表面である。ラプラス方程式の論理的な解答は、境界条件内の
いずれにおいてもΨ＝定数であることである。一意性の定理から、これは、唯一可能な解
答であるので、伝導ナノチャネル「ボックス」内のいずれにおいても、Ｅ＝Ψ -gradのた
めＥ＝０である。結論は、アクセプター発蛍光団が、ボックス外側からのエネルギーの移
動を受けることがあり得ないことである。図７Ｂに示すように、ナノチャネル内であって
も、エネルギー移動は幾何学的に限定される。アクセプター分子が、ドナー発蛍光団の面
内にない任意の位置では、エネルギー移動量は限定される。図７Ｂにおいて、エネルギー
移動を受けることがあり得ないドナー発蛍光団の量は、アクセプター発蛍光団がドナー発
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蛍光団の面内に直接ない（これは所望の構成である）限り大抵の場合非常に大きいθの角
度で取り囲まれる。
伝導層のために、標識ヌクレオチドがナノチャネルを通過することで、鋭い信号が形成さ
れる。図８Ａおよび図８Ｂは、アクセプター標識がナノチャネルを通過するときの信号の
生成を示す。図８Ａは、１つのナノチャネル（９８）の拡大図を示す。伝導層（９４）の
一部のみを示す。光不透過性ポリカーボネート層は図示されていない。ＤＮＡ鎖上のアク
セプター標識（１００）は、ナノチャネルを通して下部から上部へと、位置Ａから開始し
て位置Ｃまで移動する。ＦＲＥＴは、位置Ｂにおいてのみ発生し得る。なぜなら、伝導層
が、位置Ａおよび位置Ｃにおいて、ドナー発蛍光団（９６）とアクセプターとの相互作用
を遮蔽するためである。図８Ｂは、アクセプター標識が位置Ａから位置Ｃに移動するとき
の、ドナー強度の鋭い変化をグラフによって示す。グラフの中間領域は、ドナー発蛍光団
のレベルを示す。グラフの外側領域は、伝導層のレベルを示す。伝導層とドナー発蛍光団
層との界面には、電気的シールディングのために、ドナー強度が著しく変化する。
隣接する塩基間の分離は、伝導層によって分離され得ることは明白である。ドナー発蛍光
団の厚さがＢ－ＤＮＡ（３．４Å）のらせん増加未満である箇所に伝導「サンドウィッチ
」を形成することによって、所望の分離が成し遂げられ得る。この厚さの薄膜は、プラズ
マ、溶液、化学蒸気、またはイオンビーム堆積法（ Spohr, 1990; Valiev, 1992; Konuma,
 1992; Pauleau, 1995; Brunoら、 1995; Dash, 1975; Stuart, 1983; Morosanu, 1990）
を用いて容易に構築され得る。しかし、次の表題下で説明するように、３．４Å未満のド
ナー発蛍光団膜を用いることは所望されない。要するに、より厚い層に埋め込まれたドナ
ー発蛍光団によって、ＤＮＡ移動の瞬間的な速度が測定できる。厚い層内で標識ヌクレオ
チドが費やす時間を測定し、層の寸法を知ることによって、ＤＮＡ移動速度が分かり、こ
れは、標識されたヌクレオチド間の距離を決定するのに重要である。
隣接する標識された塩基を正確に分離するための方法の他の例としては、各ナノチャネル
の周りのドナー発蛍光団の半径を制御することが挙げられる。ドナー発蛍光団の同心リン
グの存在下で２つのアクセプター標識に対して移動されるエネルギーの量は、１つのアク
セプター標識に対して移動されるエネルギーよりも大きい。１つのアクセプターおよび２
つのアクセプターに対して移動されるエネルギーの差を検出することによって、隣接する
塩基の分離が可能になる。ドナー発蛍光団が１つより多くのアクセプターと相互作用する
ことを可能にするためには、ドナー発蛍光団の厚さは、ＤＮＡのらせんピッチよりも大き
くなければならない。さらに、ドナー発蛍光団の半径は、１つのアクセプターに対するＲ

e q u a lよりも大きくなければならない（図６を参照）。１つのアクセプターに対するＲ e q u

a lよりも大きい半径は、１つよりも多くのアクセプターの存在下で、ドナー強度のさらな
る減少を可能にする。Ｒ e q u a lにおける半径は、１つのアクセプターが通過するときにド
ナー強度減少が１００％に等しくなることを意味する。この場合、２つの隣接するアクセ
プターが通過することによって、１つのアクセプターと同じ検出信号が得られる。
図９は、適切な厚さを有するナノチャネル（１０４）を通したＤＮＡの２塩基標識された
鎖の通過（１０２）、および伝導材料（１０６）間に挟まれたドナー発蛍光団（１０８）
の半径を模式的に示す。「Ａ」から「Ｄ」と付された位置は、図の右側に示すグラフ上の
記号に対応する。最初、ＤＮＡ上のアクセプター標識は位置Ａにある。この位置ではエネ
ルギー移動は可能ではないので、ドナー強度は、最大のままである。ＤＮＡがさらに移動
すると、１つのアクセプターは、ドナー発蛍光団（Ｂ）によりエネルギー移動を受けるこ
とができ、ドナー強度は著しく減少する。位置Ｃでは、２つの発蛍光団は、エネルギー移
動を受け、ドナー強度はさらに減少し得る。最後に、２つのアクセプター標識はドナー発
蛍光団の領域から出て、これ以上のエネルギー移動は可能でなくなり、ドナー強度は最大
（Ｄ）に戻る。
１つのアクセプターおよび２つのアクセプターの存在下でのドナー放出の変化は、数学的
な定量を用いずに、明視的に示され得る。図１０Ａは、容量としての変化量を示す。図は
、固体容量（１１０）としてのエネルギー移動量を示す。元々のドナー強度は、ディスク
（１１２）の形状で容量として示される。図１０Ｂは、１つのアクセプターに対する変化
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を示す。図の右側は２つのアクセプターに関する。減衰曲線は、フォースター方程式によ
って与えられる半径距離に対するエネルギー移動速度を示す。２つのアクセプターに対す
る減衰曲線は、１つのアクセプターに対する減衰曲線のおよそ２倍である。ドナー放出速
度およびエネルギー移動速度は、１／ｓ  ｎｍ 2の単位で表される。エネルギー移動の表面
エリアにわたるドナー放出減少速度の積分は、ドナー放出の正味の減少となる。これは、
２πで積分した各減衰曲線下の斜線エリアとして示される。元のドナー放出（２πで積分
した斜線長方形エリア）が分かれば、ドナー放出の減少％が見いだされ得る。
数学的に、変化は容易に計算され得る。両ケースにおいて、変化は、２πで積分したスト
ライプエリア（図１０）と等しい。計算する際、ドナー放出およびエネルギー移動速度は
、適切な１／ｓ  ｎｍ 2の単位で表されなければならない。そうするために、Ｎ／Ａで与え
られるドナー発蛍光団の密度は、速度方程式において用いられる。ここで、Ｎ Dは、発蛍
光団の数であり、Ａは、ドナー発蛍光団によって占有されるエリアである。従って、放出
速度は、以下の式で示される：
　
　
　
エネルギー移動速度は以下のようになる：
　
　
　
ここで、Ｎ Aは、ドナーによってエネルギー移動を受けることが可能なアクセプターの数
である。２πで積分したストライプエリアについての一般式は、以下の通りである：
　
　
この計算では、Ｒ d o n o r＝５５ｎｍであり、Ｎ D＝１０００である。ドナー発蛍光団密度（
Ｎ D／Ａ）は、１ｎｍ 2当たり０．１１発蛍光団となる。この値は、妥当である。なぜなら
、最大の可能性の発蛍光団の面積のサイズが１ｎｍ 2であるためである。これは、密度が
、最も高い可能性の発蛍光団密度よりも少なくとも１桁低いことを意味する。
一般式を解くために、Ｒ e q u a lが、ｋ e m i t＝ｋ t r a n s f e rと設定することによって得られ得
ることを喚起されたい。この結果以下の通りになる：
　
　
　
　
以下のように示される元のドナー放出（Ｅ 0）を知ることもまた重要である。
　
　
表３および上記から得られる値を用いると、エネルギー移動を受ける位置にある異なる数
のアクセプターについて、ドナー放出値を表に示すことができる（表４）。Ｎ A＝１－５
、１１－１２についての値を例として計算する。第１のドナー放出減少値が最大となると
予想される。次の減少は次第に小さくなる。Ｒ e q u a lがＲ d o n o rに近づくと、実際（％でな
い）の変化はゼロに近づくと予測される。これは、ドナー分子が実質的にほとんど完全に
消滅する（ quench）ためである。
検出能力を決定するのは、％変化および信号対ノイズ比であって、ドナー放出の絶対的な
数値変化ではない。予想されるように、ＳＮＲは、アクセプターの数が増加するにつれて
減少する。これは、ドナー消滅がより大きくなるためである。他に記載のない限り、ドナ
ー放出は小さくなる。このＳＮＲの減少は、Ｎ Aを５％から１２％に％増加させることに
よって補償される。信頼度は、ＳＮＲおよび％変化を用いることによって計算される。例
えば、１つのアクセプターから２つのアクセプターへの変化を検出するための信頼度は、
１つのアクセプターに対するＳＮＲおよび１つのアクセプターから２つのアクセプターへ
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の％変化を用いて得られる。この場合、０．４８３％の変化を検出する際の信頼度は９５
％である。％変化は高い（２９．１％）であるため、１つのアクセプターから２つのアク
セプターへの信号の変化は、１００％の信頼度で検出される。上記からの計算は、複数の
隣接するアクセプターが高効率で検出され得ることを示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
上記の計算から、１つの発蛍光団がドナー発蛍光団層を通過する間にドナー放出が一定と
なると想定される。ドナー発蛍光団層が、透明な非伝導性媒体に埋め込まれた発蛍光団の
単層からなり得ることを喚起されたい。ナノチャネルの出口に近接したアクセプターにつ
いてのエネルギー移動の範囲は、チャネルに最初に入ったときの範囲よりも小さい。この
変化は、以下に数学的に示すように、事実、有意である。この変化を考慮すると、信号対
ノイズ比をより高くし、そしてさらなるアクセプターに対してドナー強度がより大きく変
化することになる。これは、非常に効率的な信号生成／検出を示す表４の値がすでに、実
質的にわずかに高いことを意味する。
アクセプターがドナー発蛍光団層を通過する際のドナー放出の変化は、次の式の計算によ
って決定される。有効なエネルギー移動範囲がより小さいため、アクセプターがドナー層
を通過するにつれてエネルギー移動量は減少することが予想される。この減少の結果、ド
ナー放出は、前の計算よりも大きくなる。ドナー放出が高くなることは、ＳＮＲが高くな
ることを意味する。アクセプターがドナー層に少しの距離だけ入ると仮定する。その後す
ぐに、他のアクセプターがドナー層に入る。さらなるアクセプターの存在によって、ドナ
ー放出は減少する。％変化は大きい。事実、％変化は前の計算よりも大きい。より高いＳ
ＮＲとより大きい％変化とが組合わさると、検出効率が前に見積もったよりも大きくなる
ことを意味する。すべてのいくつかのヌクレオチドを標識するなど、複雑な標識パターン
は、このシステムを用いて識別され得る。
アクセプターがドナー発蛍光団と同じ面にある場合のドナー放出の式は、以下のように表
される：
　
　
ｋ e m i tおよびｋ t r a n s f e rについての式を喚起されたい。
　
　
　
半径距離（ｘ）およびドナー層（ｄ）からのアクセプターの距離に関して、元のドナー放
出関数を以下を代入して表す。
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ｋ t r a n s f e rの式を代入すると次の式が得られる。
　
　
　
　
　
ｕ＝ｘ 2＋ｄ 2とすると、ｄｘ＝ｄｕ／ｄｘとなる。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ｘに√Ｒ 2

e q u a l－ｄ 2を代入すると、以下の放出関数が得られる：
　
　
　
以下のドナー放出関数は、距離に対してプロットされ得る。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
上記の式の解答を得るためには、ｋ e m i tを２つのアクセプターのエネルギー移動の合計と
等しくすることによって、Ｒ e q u a lを見いだす必要がある。以下の等式におけるＲ e q u a lに
ついての解はコンピュータによって得られる。
　
　
　
１つのアクセプターから２つのアクセプターへのドナー放出の％変化を表に表す。
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従って、個々の塩基に至るまでの塩基の分離が成し遂げられ得る。塩基分離の議論に対し
て、個々のアクセプターによってドナー層内で費やされる時間が決定され得るという推論
がなされる。これは、ＤＮＡ移動の瞬間的な速度に関する情報と言い換えられる。
　
　
　
　
　
　
チャネルに対するポリマーの最適な線形交差を成し遂げるためには、チャネルの直径およ
びポリマーの線形交差を方向づけるために用いられる方法、例えば、電界を考慮すること
が重要である。チャネルの直径は標識されたポリマーの直径とうまく対応すべきである。
線形交差の理論は、チャネルの直径がポリマーの直径とうまく対応することである。例え
ば、ＤＮＡポリメラーゼのリング状の摺動クランプは、二本鎖ＤＮＡの直径とうまく対応
し、ＤＮＡ分子との線形交差を首尾よく成し遂げる内径を有する。数キロベースのＤＮＡ
は、摺動クランプを縫うように通り抜けることが可能である。チャネルの直径がＤＮＡの
直径とうまく対応する場合に、チャネルに対するＤＮＡの線形交差が発生することを示し
ている文献もまたいくつかある。（ Bustamante, 1991; Gurrieriら、 1990; Matsumotoら
、 1981）。
実験で使用される一本鎖ＤＮＡは、約１．６ｎｍの直径を有する。約１．７から３ｎｍの
内径を有するチャネルは、一本鎖ＤＮＡ分子の線形交差を可能にするのに十分である。チ
ャネルの直径およびＤＮＡの直径は、正確に一致する必要はないが、類似していることが
好ましい。３．４ｎｍの直径を有する二本鎖ＤＮＡについては、線形交差を可能にするに
は、３．５ｎｍと４．５ｎｍとの間のチャネルサイズで十分である。
上述したように、ポリマーをチャネルにわたって直線的に移動させ、相互作用ステーショ
ンまたは信号生成ステーションを通過させるために多くの方法が用いられ得る。本発明に
よる好ましい方法は電界を用いる。ポリマーをチャネルを通して引っ張るために電界が用
いられ得る。これは、いくつかの研究ですでに示されているように、ポリマーが伸張され
、印加電界の方向に整列するからである（ Bustamante, 1991: Gurrieriら、 1990; Matsum
otoら、 1981）。チャネルを通したポリマーの線形交差に関する実験に関連するものの大
半は、Ｋａｓｉａｎｏｗｉｃｚら（１９９６年）およびＢｅｒｚｕｋｏｖら（１９９４年
）に記載されている、電界を用いてポリマー分子がタンパク質チャネルを通して引っ張ら
れる実験から生じている。これらの文献のそれぞれは参考のために本明細書中で援用され
る。ポリマーの線形交差を可能にするための１つの方法を例示するために、これらの実験
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の簡単な説明を以下に示す。
「 Characterization of individual polynucleotide molecules using a membrane chann
el」という名称の研究において、Ｋａｓｉａｎｏｗｉｃｚら（１９９６年）は、電界を用
いた脂質二層内におけるタンパク質チャネルを通したＤＮＡ分子の線形交差について示し
ている（これは、ＰＣＴ公開特許出願第ＷＯ９６／２９５９３号にも記載されている）。
この要約の抜粋は以下の通りである。
我々は、電界は、一本鎖ＲＮＡおよびＤＮＡ分子を脂質二層膜内の２．６ｎｍ直径のイオ
ンチャネルを通して駆動することが可能であることを示す。チャネルの直径は、一本鎖の
ＲＮＡまたはＤＮＡのみを収容することが可能であるため、各ポリマーは、チャネルを部
分的に阻止する伸張した鎖として膜を横切る。
このアッセイは、膜チャネルとして Staphylococcus aureus－溶血素を用いて実施される
。この膜チャネルは２．６ｎｍの直径を有し、長期間にわたって開口したままでいること
が可能であるため、イオン流は脂質二層にわたって連続して流れることができる。ＤＮＡ
分子がチャネルを横切っている間にイオン流は阻止されるべきであるとの仮説がある。単
一チャネルの読みとりを用いて、阻止時間は記録される。線形交差が発生している場合に
は、阻止時間の長さは、チャネルを通過する一本鎖ＤＮＡ分子の長さに対応する。最初、
－１２０ｍＶの電位を膜に印加すると、電流が流れた。一本鎖ＤＮＡを加えると、３００
μｓおよび１３００μｓの２つの連続した伝導阻止がそれぞれ発生した。
上記のデータは次の２つの仮説を支持している。１）阻止時間（「寿命」と呼ぶ）の長さ
はＤＮＡの長さに比例する、および２）印加する電圧が大きければ大きいほど、所定の長
さのＤＮＡに対する阻止時間は短くなり、このことは、線形交差が実際に発生していたこ
とを示している。コントロールとして、二本鎖ＤＮＡがタンパク質チャネルを交差しない
ことが示された。
Ｂｅｚｒｕｋｏｖら（１９９４年）は、「 Counting polymers moving through a single 
ion channel」という名称の論文において、アラメシシン（ alamethicin）孔に関して同様
の研究を行った。アラメシシン孔は、内径２ｎｍである。伝導阻止の持続時間は、孔を通
して引っ張られたポリマーの長さに比例し、このことは、線形交差に関する仮説を支持し
ている。Ｋａｓｉａｎｏｗｉｃｚら（１９９６年）およびＢｅｚｒｕｋｏｖら（１９９４
年）の結果は、電界が、線形様式で、タンパク質孔チャネルにわたってＤＮＡを駆動し得
ることを示している。
ＤＮＡが製造されたナノチャネルを通過し得ることを本発明に従って示すために実験を行
った。実験の結果を図１１に示す。様々な形式のＤＮＡをナノチャネルに曝し、ナノチャ
ネルを通過し得るかどうかを決定した。５０ｋｂの二本鎖線形ＤＮＡのみが４ｎｍのナノ
チャネルのアレイを通過することができた。同じサイズの円形プラスミドによってモデル
化された折り畳みＤＮＡは、アレイを通過することができない。レーン１および２はコン
トロールである。円形ＤＮＡは、予想通り、線形ＤＮＡよりも移動が遅い。レーン３およ
び４は、線形ＤＮＡのみがナノチャネルアレイを通過し得ることを示している。約５ｎｍ
の溶媒和物直径を有する折り畳みＤＮＡは、アレイを通過することができないため、線形
ＤＮＡがプレートを通過する唯一の手段は、線形様式によるものである。
上記のＫａｓｉａｎｏｗｉｃｚらによるシステムを用いると、ＤＮＡなどのランダムに標
識されたポリマーは、チャネルを通してポリマーを通過させ、ユニット特定の測定を行う
ことによって分析され得る。チャネルは、Ｋａｓｉａｎｏｗｉｃｚら、およびまたＰＣＴ
公開特許出願第ＷＯ／９６／２９５９３号において記載されるような脂質膜内のタンパク
質孔として調製され得る。簡単に言うと、 S． aureusタンパク質α－溶血素は、脂質二層
のシス側に添加される。脂質二層は、例えば、緩衝溶液を含む２つのコンパートメントを
仕切るテフロン膜内の０．２ｍｍの穴に溶液を入れることによって、ジフィタノイルホス
ファチジルコリンから形成され得る。溶血素を添加した後、二層に対して電圧が印加され
、０ｍＶから１４０ｍＶまで変化し得る。ランダムに標識されたＤＮＡは、タンパク質の
シス側でバッファーに添加される。標識されたＤＮＡをこのシス側からチャネルのトラン
ス側に横切らせる電圧が印加される。この電圧は正の電荷を帯びている。各ユニットがチ
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ャネルを通過するとき、チャネルの阻止によってコンダクタンスの変化が生じる。コンダ
クタンスの変化は、チャネルを通過するユニットのサイズ、形状および電荷に依存する。
ユニットが標識されている場合、コンダクタンス変化は、標識の特性を反映する。このよ
うに、標識されたユニットは識別され得る。この方法は、特定のユニットを識別するため
、または特定オーダーのユニットもしくはユニット間の距離もしくは単に標識されている
ユニットの数を識別するために用いられ得る。
ＤＮＡが逆行移動することはあまりない。これは、ナノチャネル内およびナノチャネル外
について、摩擦係数の差があるためである。標識された溶媒和ＤＮＡとナノチャネルの内
部との間の予想されるファンデルワールス相互作用は、遊離溶液よりもナノチャネルの内
側に位置するＤＮＡの部分に対してより高い摩擦抵抗を形成する。このことは、ナノチャ
ネルプレートの存在下では、ＤＮＡの移動がより遅いことから証明されている（図６のレ
ーン１および３を比較せよ）。摩擦抵抗の差は、所望のＤＮＡ移動の方向のラチェット機
構を形成する傾向にある。
ポリマーを相互作用ステーションまたは信号生成ステーションを通して線形に移動させる
他の方法は、分子モータの使用を伴う。分子モータは、ポリマーと物理的に相互作用し、
ポリマーをステーションを通して引っ張る装置である。分子モータは、限定はされないが
、ＤＮＡポリメラーゼおよびヘリカーゼを含む。ＤＮＡポリメラーゼは、効率的な分子モ
ータとして機能することが示されている。好ましくは、ＤＮＡにクランプするポリメラー
ゼの領域の内径は、二本鎖ＤＮＡの内径と同様である。さらに、大量のＤＮＡは、線形様
式で、クランプ内を縫うように通り抜けることが可能である。
ＤＮＡポリメラーゼＩＩＩホロ酵素のβサブユニットの全体構造は、直径が８０Åで、内
径が約３５Åである。比較として、二重Ｂ形態ＤＮＡのフルターン（ full turn）は約３
４Åである。βサブユニットは、摺動クランプ機構において、ＤＮＡの周りに係合し、Ｄ
ＮＡ複製中のホロ酵素の前進型モーションを干渉する。βサブユニットが複製中のＤＮＡ
を取り囲み、前進性をホロ酵素に与えることは周知である（ Bloomら、 1996; Fuら、 1996;
 Griep, 1995; Herendeenおよび Kelly, 1996; Naktinisら、 1996; Paz-Elizurら、 1996; 
Skaliterら、 1996）。摺動クランプはポリメラーゼについての前進性の機構であるため、
これは、必然的に、大量のＤＮＡが線形様式でクランプを縫うように通り抜けることを意
味する。いくらかのキロベースは、一時、クランプを縫うように通り抜ける（ Kornbergお
よび Baker, 1991）。
本発明の壁材料を調製する方法もまた本発明に含まれる。本発明による壁材料を調製する
１つの方法は、因子を壁材料の複数の分離された位置に共有結合させる工程を含む。因子
は、相互作用ステーションに充分に近接した壁材料上の分離した位置に結合され、因子と
相互作用して信号を生成するポリマーの個別のユニットが相互作用ステーションに配置さ
れると、因子は、個々のユニットと相互作用して信号を生成する。分離した位置は、壁材
料の表面上にあるか、または因子が壁材料内に埋め込まれるように壁材料内にあり得る。
他の方法は、不透明な壁材料を通してチャネルの縁に選択的に化学物質を付着させること
である。本明細書で用いる「不透明な」材料とは、選択された波長の光を透過させない材
料のことである。
壁材料には、壁材料を通してチャネルの縁に付着した光保護化学基が設けられている。次
に、光は、光保護化学基に与えられ、化学基を脱光保護（ dephotoprotect）し、化学物質
は、脱光保護された化学基に付着される。
本明細書で用いる「光保護化学化合物」とは、露光されると化学的に反応することが可能
な感光性化合物のことである。光が光保護化学基に与えられると、基は脱光保護され、発
光化合物およびクエンチング化合物などの化学物質と相互作用しやすい。
因子の局在領域は、光保護化学基が壁の全面を覆っていても調製可能であり得る。光は、
因子を局在化させることが所望される壁の領域に選択的に与えられ得る。例えば、光は、
チャネル開口部を取り囲む壁の領域のみに与えられ得るので、これらの領域のみが脱光保
護される。因子が添加されると、この因子は、チャネル開口部を取り囲む領域の周りの壁
のみに付着する。
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さらに、壁材料の表面上に局在化された発光エリアを有する壁材料を調製する方法が提供
される。発光化合物は、表面に与えられ、少なくともその表面に局在化された発光エリア
が形成される。発光化合物は、壁材料の表面に直接添加され得るか、または表面に付着し
光によって脱光保護された光保護化学基を介して表面に間接的に付着され得る。
本明細書で用いる「局在化された発光エリア」とは、発光を検出するための壁材料を通し
てチャネルの縁の周りに標的領域を規定する、壁材料の表面の集中的な発光化合物の領域
のことである。局在化されたエリアは、いくつかの方法で形成され得る。第１に、発光化
合物は、チャネルの縁の周囲のみで壁表面に直接付着され得る。第２に、発光化合物は、
チャネルの縁の周囲の局在化エリアに選択的に付着された光保護化学基に付着され得る。
あるいは、光保護化学基は、壁材料の全面または壁材料の表面のランダム領域に添加され
得るが、選択領域のみが、光によって脱光保護され、局在化領域を形成し、そこに発光化
合物が付着され得る。光保護化学基および発光化合物は共に、局在化された発光領域を形
成するためにマスクが用いられるとき、壁材料の全面または壁材料の表面のランダム領域
に添加され得る。開口部を有するマスクは、壁表面にわたって配置され得、マスクの開口
部は、壁表面の局在化領域を特にチャネルの開口部の周りで曝す。
壁材料の表面に局在化された発光エリアを有する壁材料はまた、まず、発光化合物を表面
に与え、その表面に少なくとも局在化された発光エリアを形成し、次に、壁材料内にチャ
ネルを形成し、チャネルの縁が局在化された発光エリア内に標的領域を形成することによ
っても調製され得る。
本発明の好ましい方法を示すために、各チャネルの周りにドナー発蛍光団の同心リングを
有する製品物品を構築する方法の限定されない実施例が提供される。この方法は、光不安
定保護基および光回折を使用することによって成し遂げられる。光不透過性ポリカーボネ
ート多孔性媒体は、一方の側面が、共有結合リンカーの緻密な層でコーティングされてい
る。リンカーは、光不安定保護基によって保護されている。光は光不透過性ポリカーボネ
ートの裏側から透過される。保護光源の波長（４００～５００ｎｍ）は、各チャネルが点
光源として作用するチャネルのサイズ（５ｎｍ）よりもはるかに大きい。透過光の強度は
、チャネルに最も近接した箇所で最大となる。従って、チャネルに近接した基のみが脱保
護される。脱保護基は、次の化学反応において、ドナー発蛍光団と自由に反応し、同心リ
ングを生成する。
脱保護の同心リングの半径は、光の回折特性を理解することによって制御される。光の波
長が長く、チャネルのサイズが小さい場合、回折角が９０°よりも大きくなる非常に強い
回折の状態が設定される。光は、光不透過性ポリカーボネート表面を通過せず、むしろチ
ャネルを通して強制的に回折される。 Huygenの原理によると、各チャネルは、球状に放射
する二次的な点光源として作用する。 Huygenの原理は、波面のすべてのポイントが、球状
の二次的な小波を生成するための点源と見なされ得る。時間ｔの後、波面の新しい位置は
、これらの二次的な小波に対する接線表面となる。 Huygenの原理の直接的な結果は、チャ
ネルの出口端で二次的な点源が発生することである。さらなる結果は、各チャネルの中心
からの距離が増加するにつれて、励起光の強度が減少することである。
チャネルを出る光の量および結果として得られる光強度の球状分布が計算され得る。チャ
ネルを出る光のパワーは、チャネルの断面積に入射光（Ｉ 0）の強度を掛けて与えられる
。
　
　
チャネルを出ると、光は球状に放射する点源となる。この特定の場合、光源は、球の半分
（４πｒ 2／２の表面積）を放射するように限定される。チャネルの中心からの半径距離
の関数としての新しい強度（Ｉ（ｒ））は、チャネルを出る光のパワーを所定の距離（ｒ
）における放射表面積で割って与えられる。
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光不透過性ポリカーボネートの裏側から１ｃｍ離れた６０Ｗの光源については、強度はチ
ャネルの中心から３５ｎｍの距離（Ｒ e q u a l）で４．７７Ｗ／ｃｍ 2から０．４３Ｗ／ｃｍ
2まで減少し、これは、９１％の強度変化に相当する。上記の式より、各チャネルの周囲
の光の半径は、光源の強度によって正確に制御され得る。
感光性保護基については詳細に記載されている（ Pillai， 1980）。共有結合リンカー（ア
ミン、ヒドロキシル、カルボン酸、ケトン、スルフヒドリル、等）のタイプに応じて、対
応する感光性保護基が利用可能である。例えば、アミノ基は、ニトロベラトリルオキシカ
ルボニル（ nitroveratryloxycarbonyl）（ＮＶＯＣ）、２－ニトロベンジルオキシカルボ
ニル、およびα－置換された２－ニトロベンジルオキシカルボニル基で保護され得る。最
後の２つはまた、カルボン酸およびヒドロキシル基を保護するためにも用いられ得る。２
－ニトロベンジルオキシカルボニル誘導体の光分解脱阻止は簡単で、３５０ｎｍのランプ
およびエタノールのみを必要とする。脱保護の時間は１から２４時間制御される。
本発明はまた、信号を検出するための装置を含む。装置は、製造物品の支持体、およびポ
リマーが相互作用ステーションを横切るときに発生する相互作用によって生成される信号
を検出するセンサを提供する。装置は、バッファーチャンバ、バッファーチャンバの一部
を規定し、ポリマーを整列させるための複数の開口部を有する壁、およびハウジングに対
して固定されるセンサを含み、センサは、各開口部から出力される信号と、他の開口部か
ら出力される信号とを区別し、開口部依存性センサ信号を生成する。
「開口部依存性センサ信号」は、ポリマーとステーションとの間の相互作用の結果、壁材
料における開口部で発生する信号である。
ハウジング内の壁は、少なくとも１つおよび好ましくは２つのバッファーチャンバを規定
する。本明細書で用いる「バッファーチャンバ」は、液体媒体を支持することが可能なエ
リアのことである。２つのバッファーチャンバは、互いに流体が流通し得る。
壁は、壁内におけるチャネルによって形成された複数の開口部を有する。壁内における「
複数の開口部」は、少なくとも２つのチャネルによって形成された少なくとも２つの開口
部を意味する。好ましくは、複数の開口部とは少なくとも 50個の開口部である。
本明細書中において使用されるような「センサ」は、物理的な刺激に応答し、そして得ら
れたインパルスを信号の形態で送信する装置である。センサは、光学センサ、温度センサ
、圧力センサ、音センサ、磁気センサ、電気センサ、機械センサ、放射能センサ、および
動きセンサを含むが、これらに限定されない。好ましくは、センサは、光学センサである
。本明細書中において使用されるような「光学センサ」は、入力電磁気放射信号を検出し
、そしてインパルスに変換する装置である。インパルスは、計測され、そしてデータとし
て格納される。光学センサは、当該分野において周知であり、そして顕微鏡を含む。セン
サは、センサが相互作用ステーション（ station）において生成された信号を検出し得る
ように、筐体に対して固定される。センサを筐体に直接固定または取付けする必要はない
。
本明細書中において使用されるようなマイクロプロセッサは、センサ信号を収集し、そし
て格納するためのデバイスである。一般に、マイクロプロセッサは、 ROM、 RAM、レジスタ
、および I/O制御などの数個の電気的構成要素を含むチップである。従来のマイクロプロ
セッサは、当該電子工学分野において周知である。
電界を生成し得るナノチャネル（または、マイクロチャネル）プレート（ 120）を保持す
るために構成された装置の一例が、図 12において与えられる。電極（ 128、 130）によって
生成された電界は、ナノチャネルを通して DNAを牽引するために使用される。１例のナノ
プレートは、塩基当たりのより長い信号収集時間を可能にするために、ナノチャネルを通
るポリマーの移動を遅らせるのに役立つわずかに粘性のあるバッファー溶液中に浸される
。さらに、プレートの一方の面上には、バッファー溶液に浸された電極（ 128、 130）があ
る。ナノチャネルプレート、バッファーコンパートメント（ 122）、および電極の集合体
は、イメージ分析に適切な光学品質ガラスチャンバ中に収納され、そして 60x1.4NAオイル
対物レンズ（ 126）に隣接して配置される。
上述のように、ポリマーをチャネルを通って直線的に移動させるために電界を使用するこ
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とは、好ましい。電界中のポリマーの伸長された直線的な配向がナノチャネルの直線的通
過に好ましいので、電界の使用は適切である。さらに、ポリマー移動速度は、電圧によっ
て制御され得る。最後に、電界は、 FRETに悪影響を与えない。
光学顕微鏡法（ Bustamante、 1991； Gurrieriら、 1990； Matsumotoら、 1981、 Rampinoおよ
び Chrambach、 1990； Schwartzおよび Koval、 1989； Smithら、 1989）、直線二色性（ LD）
（Å kermanら、 1990；Å kermanら、 1985、 Mooreら、 1986）、蛍光検出型 LD（ Holzwarthら
、 1987）、および線形複屈折（ Sturmおよび Weill、 1989； Chuら、 1990）は、ゲル電気泳
動にかけられた DNA分子の形状における瞬間的変化を研究するために使用され得る。これ
らの研究において、 DNAが強度に配向および伸長されることが示される。
Guirrieriら、 1990は、電界中の DNA分子の直線的かつ伸長されたコンフォーメーションを
実証した。各場合において、 DNA分子は、印加された電界の方向へきれいに配向される。 D
NA分子を視覚化するために使用される方法は、蛍光 DNA標識およびイメージ倍増管－ビデ
オカメラシステムの使用を組合わせる（ Bustamante、 1991； Housealら、 1989； Morikawa
および Yanagida、 1981； Matsumotoら、 1989； Yanagidaら、 1983）。示された DNA分子は、
164kbp長である T2分子である。
電界中の DNAの配向は、直線二色性および電気二色性を用いて十分に研究されてきた（ Din
gら、 1972； Yamaokaおよび Charney、 1973； Colsonら、 1974； Hoganら、 1978； Prioreおよ
び Allen、 1979； Yamaokaおよび Matsuda、 1981； Wuら、 1981）。実際に、 DNA配向について
なされた最初の研究は、これらの２つの技術を用いて行われた。 DNAは、最初に溶液中で
研究され、そしてその後電気泳動ゲルで研究された。溶液中およびゲル中の双方の研究は
、 DNA分子が実際に電界の方向に配向されるという同様の結果を出す。
天然 DNAは、電界にほぼ垂直なヌクレオチド塩基の好ましい配向の結果として負 UV直線二
色性（ LD）を示す。 DNAの配向は、永久のまたは誘発された双極子モーメントのいずれか
の存在に起因した。例えば、 Dingら、 1972は、 80％ v/vエタノールを与えるようにエタノ
ール中に希釈されたトリス－カコジル酸塩バッファー中での DNAの観察を記載する。
９ V/cmの単一電気パルスからの LDデータ。パルスの持続は、水平バーによって示される。
安定状態において、 LDrの平坦域は、 -1.5に近いことが読み取れ、このことは、 DNAが電界
の方向へ配向されることを意味する（ Akermanら、 1990）。
Akermanら、 1990は、パルス化電界ゲル電気泳動上で LD研究を行った。そして溶液中と同
様の結果が得られる。 Akermanは、 LDr対時間のプロットを提供する。 LDrは、電界中の配
向を表す。 -1.5の値は、 DNA分子が電界中で配向されることを意味する。ｘ軸上の水平バ
ーは、電気パルスの持続を示す。 DNAは、１％アガロース中に存在する。パルス開始後短
時間で、曲線は、 -1.5に近い LDrで平坦となり、パルス開始後短時間で DNAが配向されるこ
とを意味する。パルスがオフにされると、 DNAは、もはや電界中でそれ自身を配向させず
、そして LDr曲線は、もはや -1.5に留まらない。
電界中の DNA配向についての理論的根拠は、 DNA中の永久のまたは誘発された双極子モーメ
ントのいずれかに基づく。双極子は、トルクを最小にするために電界の方向へそれ自身を
配向させることを思い出して欲しい。 Hoganら、 1978は、 DNA中の異方性イオンフローに関
連する双極子モーメントの誘発についての理論的根拠を提案した：
二色性の、電界、培地のイオン強度、および巨大分子の長さに対する依存性を説明するた
めに、本発明者らは、異方性イオンフローがポリ電解質の周辺に非対称なイオン雰囲気を
生成し、配向トルクが生じるという新しいモデルを提案する。電界中の DNA配向について
の議論からの結論は、 DNA分子および他のポリマーが、電気泳動ゲル中または溶液中にか
かわらず、電界の方向へそれ自身を配向させることである。溶液での研究は、電気泳動で
の研究に先立って行われた。電界中の DNA配向の示唆するところは、 DNA分子および他のポ
リマーが直線的にナノチャネルを通るように駆動され得るという事実をさらに支持する。
DNAの折り畳みをほどかれた配向はまた、 DNA分子の直線的な移動において重要である。上
述のように、 DNAおよび他のポリマー分子は、電界を用いてタンパク質チャネルを直線的
に通るように駆動され得る。本明細書中に記載されるデータは、このことをさらに理論的
根拠付けし、そしてなぜ DNA分子がそのようなやり方で挙動し得るかに対する理論的基礎
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を与える。 DNAがタンパク質孔を直線的に通過することが示され、そして DNA分子が電界の
方向にそれ自身を配向する場合に、 DNAのナノチャネルを通る直線的な移動が達成され得
る。
エネルギー移動の持続が重要なので、ポリマーが移動する速度はまた、重要である。アク
セプターがドナー発蛍光団層に長く留まるほど、より大きな信号が生成される。ミリ秒の
積分時間は、明確な信号検出を可能にする。ドナー発蛍光団の層がおよそ 40Åであるので
、必要なポリマー移動速度は、 40Å /10msまたは 4000Å /sとして近似され得る。ナノチャ
ネル FRET配列決定において、所定の速度は、印加電界の電圧またはポリマー分子の摩擦係
数のいずれかを制御することによって達成される。
DNAの移動速度は、電界中の DNA鎖の移動を定義する式が与えられると決定され得る（ Tino
coら、 1995）。
　
　
　
ここでＺは、電荷の数（単位なし）であり、 e＝ 1.6022x10- 1 9クーロン、Ｅは、ｍ当たり
のボルトの電界であり、そしてｆは、 kg/sでの摩擦係数である。移動速度は、電界Ｅの大
きさ、分子の正味の電荷、摩擦係数ｆによって特徴づけられるような分子の大きさおよび
形状に依存する。分子の正味の電荷は、Ｚ eによって示される。摩擦係数は、以下の式か
ら決定され得る（ Tinocoら、 1995）：
　
　
ここでηは粘性係数、γは DNAと同じ体積を有する球体についての半径、ｋは形状因子（
１本鎖 DNAについて約 1.7）、およびｆ 0は DNAと同じ体積を有する球体についての摩擦係数
である。
合理的に、ポリマー移動速度を制御するために、摩擦係数または電界の大きさのいずれか
が使用され得ることが分かる。所定のシステムにおける異なる電圧に対して、異なるポリ
マー移動速度が存在する。同様に、より大きな分子またはより粘性のある培地中の分子は
、より低い分子移動性を有する。ゲル電気泳動における例から、電界強度、ポリマーサイ
ズ、および摩擦係数の効果の算出が可能である。粘性のある培地が、摩擦係数に対しゲル
と同じ所望の影響を達成し得ることを理解することは重要である。摩擦係数は、電気泳動
速度に反比例するので、粘性を２倍にすると、電気泳動速度は２倍低減する。
粘性溶媒中の電気泳動は、多くのグループによって行われてきた（ Changおよび Yeung、 19
95； Belloら、 1994； Jumppanenおよび Riekkoloa、 1995； Sahotaおよび Khaledi、 1994； Kl
enchinら、 1991； Harrisおよび Kell、 1985； Korchemnayaら、 1978）。 Shaotaおよび Khale
di、 1994は、ホルムアミド中の電気泳動が、水（ 0.89cP、 25℃）の３倍にあたる、 25℃で
3.3cPの粘性を有することを実証する。ホルムアミドは、水よりも高い誘電率を有し、そ
して多くの支持電解質を可溶化し得るので、電気泳動は、水中よりもホルムアミド中の方
が好ましい。一般に、ホルムアミドは、電気泳動バッファー液中で水と混合して使用され
る。混合された、グリセロール溶液、Ｎ－メチル－２－ピロリドン、酢酸、およびＮ－メ
チルホルムアミドがまた使用されてきた（ Korchemnayaら、 1978）。１ cPから 25cP程度ま
でもの範囲にわたる広範な粘性が可能である（ Bellowら、 1994）。必要とされる実際の溶
液の粘性は、ナノチャネル中のポリマー分子の摩擦係数に依存する。したがって、正味の
摩擦係数は、粘性およびまたポリマーに対するナノチャネルの摩擦効果に依存する。ナノ
チャネル孔が小さいので、ナノチャネルの壁と標識されたポリマーとの間の溶媒トラップ
からの摩擦効果が存在する。この溶媒トラップ効果の大きさは、ゲル電気泳動から生じる
ものと同様である。結果として、わずかに粘性のある溶液のみが、所望のポリマー移動速
度を増大し得る。
所定の電界に対して、異なる大きさの分子についての電気泳動移動性が分子量と移動距離
との関係を知ることによって、以下のように、決定され得る：
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ここで、Ｍは核酸の分子量であり、そしてｘは移動距離（移動性に比例）である。ａおよ
びｂは、所定の電界についての定数である。
要約すると、電界中のポリマー移動速度は、電界、摩擦係数、および分子サイズによって
制御され得る。ポリマー移動速度についての所望値は、容易に達成され得る。
FRETに対する電界の悪影響は全くない。エネルギー移動は、短距離間の電気双極子相互作
用に関連するので、外部電界の存在は、 FRETを行うドナー－アクセプター対の能力に負に
影響し得る。外部電界の存在は、 FRETプライマーおよびゲルに基づく自動化 DNA配列決定
を用いて行われた最近の研究から分かるように（ Glazerおよび Mathies、 1997； Hungら、 1
996； Juら、 1996a； Juら、 1996b； Marraら、 1996； Wangら、 1996； Wangら、 1995）、 FRET
に対して全く悪影響を有さない。 FRETプライマーは、大きなストロークシフト（ Stoke's 
shift）およびしたがって発蛍光団弁別のために、配列決定反応生成物の標識化において
使用される。これらの実験において、 FRET標識化 DNAフラグメントがゲル上を走らされ、
そして同時に、電界の存在下で、フラグメントが CCDカメラおよびレーザを用いて検出さ
れる。４色毛細管電気泳動システムまたは Applied Biosystems 373Aシークエンサのいず
れかが使用される。これらの実験は、強力な電界の存在下でエネルギー移動が生じること
を実証する。
ナノチャネル装置の１設計例は、図 13において示され、この例は、ナノチャネルプレート
（ 140）を保持する２つの融合されたパイレックスセル（ 132、 134）から構成される。上
部（ 136）および下部（ 138）バッファー領域が、小さい方の（ 134）および大きい方の（ 1
32）パイレックスセルに、それぞれ含まれる。バッファー領域は、インジウムすず酸化物
（ ITO）を用いて改変されたガラスカバースリップ（ 146）を用いて密封される。インジウ
ムすず酸化物は、このシステムにおいて電極（ 142）として機能する透明な導体である。
電極は、負荷抵抗Ｒ L（１から数個までのＧ、定常電流システムにアプローチするため）
および電圧源からの制御された電圧可変抵抗器から構成される可変電圧源（ 152）につな
がる。電圧計は並列に接続される。オイル（ 144）被覆された浸漬対物レンズ（ 150）が、
蛍光信号（ 148）を検出するために、ガラスカバースリップの下に配置される。
ポリマーが上部バッファー領域中へ装填され、そしてポリマーを下部チャンバへ駆動する
ために電界が使用される。バッファーは、所望の粘性および電解質性質を有する。エピイ
ルミネーション（ Epiillumination）および信号収集は、同じ 60x1.4NAオイル浸漬対物レ
ンズを通して可能である。装置の寸法は、取付けを簡単にするために従来の顕微鏡スライ
ド（ 75mmｘ 25mm）の寸法と同様である。ナノチャネルプレートとガラスカバースリップと
の間の間隙は、 0.4mmである。厚さ 0.1mmの薄いカバースリップが示される。長い動作距離
の対物レンズが利用可能なので、これらの寸法が好ましい。例えば、 Nikonからの CFI6 0シ
ステムは、 0.6mmを超える厚さの標本を検査し得る 60x、 1.4NA対物レンズを有する。
温度制御ブロックが、ジュール加熱および熱変動を防ぐために使用される。ブロックは、
ナノチャネル装置を囲み得、そして冷却材流動のための入口／出口ポートを有する。ブロ
ックは、ナノチャネル装置の一定の温度制御を可能にするために中空である。装置のいず
れかの面には、中空チャンバを通る冷却材を再利用することを可能にする入口／出口ポー
トが存在する。
いくつかのグループが、電気泳動の蛍光顕微鏡観察のために特殊化された装置を使用して
きた（ Rampinoおよび Chrambach、 1991； Matsumotoら、 1981； Smithら、 1989； Bustamante
、 1991； Gurrieriら、 1990； Schwartzおよび Koval、 1989； Smithら、 1990）。パルスフィ
ールドゲル電気泳動法にかけられた DNA分子の観察のための Smithら、 1990によって使用さ
れた装置が記載される：
20-μ lの溶融アガロース１滴が２つの顕微鏡カバースリップ（ 24mmｘ 24mm）の間に置かれ
、そして 10分間冷却される。このサンドイッチ構成は、通常の顕微鏡スライド上に置かれ
、そして爪光沢剤を用いて４隅で密閉される。スライドは、エポキシ接着剤を用いてスラ
イド上に固定された４つの銅電極を有するように予め作成された。次に、この装置は、約
５℃で 30分間冷蔵された。溶融アガロースは、電気的接続を完全にするように電極上へ滴
下され、そして TBEバッファー（ 0.5ｘ）が、アガロースの湿ったままにするためにときど
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き添加された。
Rampinoおよび Chrambach、 1991は、より大きなバッファー領域、プラチナ条板電極、およ
び冷却材フローのための領域を有するより複雑な装置を記載する。装置全体は、顕微鏡の
ステージ上に取付け可能である。実際のゲル自体は、２つのグラスカバースリップの間に
サンドイッチされ、そして装置の中心に配置され、いずれか一方の面上でバッファー区画
と接触する。本設計は、均一な電界および温度の制御を可能にする。上述の装置とは対称
的に、 Rampinoおよび Chrambach装置は、標準的電気泳動用に設計されており、そしてパル
スフィールドゲル電気泳動用ではない。
簡単に、本発明の装置（図 13に示される）がポリマーに対してどのように機能するかが以
下に記載される。 DNAなどのポリマーは、本発明の方法または当該分野で公知の任意の他
の方法によって（内因的にまたは外因的に）標識される。標識された DNAは、好ましくは
わずかに粘性を有するバッファー溶液中に置かれる。バッファーは、上部バッファーチャ
ンバ 136に添加される。電界は、電極を使用して生成され、そして DNAは、ナノチャネルプ
レート（ 140）のナノチャネルに直線的に入るようにされる。標識された DNAがナノチャネ
ルプレートの反対側へ現れるにつれ、標識は１剤またはチャネルを取り囲む環境と相互作
用され、検出器によって検出される信号またはポリマー依存インパルスを生成する。検出
された信号またはポリマー依存インパルスは、格納され、そしてポリマーについての構造
情報を明らかにするために処理される。
本発明の最後の局面は、本発明の方法にしたがう使用、およびランダムに標識された核酸
を利用することが望ましい他の任意の使用のために核酸を調製する方法を含む。本方法は
、分裂する細胞をヌクレオチドアナログに接触させる工程、細胞からヌクレオチドアナロ
グを組込んだ核酸を単離する工程、組込まれたヌクレオチドアナログを標識することによ
って、組込まれたヌクレオチドアナログを有する核酸を改変する工程を含む。本明細書中
で使用されるような「ヌクレオチドアナログ」は、Ａ、Ｔ、Ｇ、またはＣと置換可能だが
、改変された構造を有する分子である。ヌクレオチドアナログは、例えば、臭化アナログ
、２，４－ジチオウラシル、２，４－ジセレノウラシル、ヒポキサンチン、メルカプトプ
リン、２－アミノプリン、およびセレノプリンを含むが、これらに限定されない。組み込
まれたヌクレオチドアナログは、発光化合物、クエンチ供給源、および蛍光励起供給源か
らなる群から選択される１剤を用いて標識され得る。
分裂細胞は、ヌクレオチドを生きた細胞中へ組込ませるための当該分野において公知の任
意の手段によってヌクレオチドアナログと「接触」される。例えばヌクレオチドアナログ
は、細胞培養培地に添加され得、そして細胞によって自然に取り込まれ得る。ヌクレオチ
ドアナログの取り込みを最適化するために、分裂細胞は、培地にヌクレオチドアナログを
添加する前に従来手段を使用して増殖を停止され得、そして次に、一旦ヌクレオチドアナ
ログが培地に添加されると、細胞が細胞分裂サイクルに再び入ることを可能にするために
この停止が取り除かれる。次いで、組込まれたヌクレオチドアナログを有する核酸は、細
胞が細胞分裂サイクルに再入しそして少なくとも１細胞分裂サイクルを完了した後で、単
離され得る。
ヌクレオチドアナログを DNAに組込むための方法の１例は、 Bickおよび Davidson、 Proc. N
at. Acad. Sci.、 71:2082-2086（ 1974）中に提供される。 Bickおよび Davidsonは、 BrdU依
存性細胞株 B4を、 0.1mM BrdUを含む 10％ウシ胎仔血清（Ｅ培地）を補充した Dullbecco改
変 Eagleの培地からなる基本増殖培地中で増殖させた。 100-mm Falconプラスチック組織培
養皿が 0.1mMヒポキサンチン、 0.4μ Mアミノプテリン、および 10μ M BrdUを含むＥ培地（ E
-HAB培地）中の 106個の B4細胞を用いて接種され、そして細胞は、６週間にわたり E-HAB培
地中で高密度（ 100-mm皿当たり 5X105細胞）で３回継代された。次に、細胞は、 E-HAB培地
中に低密度（６ -mm皿当たり 1000細胞）でプレートされ、そして３週間後に、約 10個の大
きなコロニーが各皿中に観察された。１皿から細胞を収穫し、そして HABと称する新しい
細胞株として維持された。 BrdU含有細胞の予期される光感受性のために、 HAB細胞は常時
、環境光から守られた。 E-HAB培地中での 100細胞世代後、１アリコートの HAB細胞が E培地
に再び移された。 HAB-Eと称される新しい細胞の副株は、単離され、Ｅ培地中で維持され
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た。
Bickおよび Davidsonは、２μ Ci/mlの活性で H3

3 2 PO4（ New England Nuclear Corp.）を添
加された培地（上述）中で細胞を増殖した。最初のフェノール抽出の後、 DNA調製物が 37
℃で 60分間 50μ g/mlの濃度で RNase Ａを用いて常法で処理されたことを以外は Davidsonお
よび Bick（ Proc. Nat. Acad. Sci.、 70:138-142（ 1973））において記載されるように、
２－３回の集団倍増の後、細胞が収穫され、そして DNAが単離された。２回目のフェノー
ル抽出の後、 DNAは 10mM Tris-HCl、 10mM pH7.6、 1mM EDTAに対して広範に透析され、そし
て次に最後に 10mM Tris-HCl pH7.6、 1mM EDTAに対して透析された。 DNAを単離するための
他の方法が当該分野において周知である。例えば、 Sambrookら、 Molecular Cloning:A La
boratory Manual、第２版、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 1989）。
核酸を調製するための本発明の方法は、以下インビトロ塩基特異的標識化（ IBSA）と称さ
れる。 IBSAは、ヌクレオチドアナログの存在下で被験体から得られた細胞の培養を含む。
ヌクレオチドアナログは、後の化学的改変をし得るか、ドナー放射波長における高い分子
吸光係数を有するか、またはアクセプター標識に付着するためのリンカーを有するかのい
ずれかである。最も重要なアナログは、 DNA複製の間に塩基対形成を妨害しない官能基を
含むアナログである。８置換プリン類、５置換ピリミジン、および６置換ピリミジンがこ
の判定基準を満足する。
IBSAスキームの非制限的な１例を以下に詳細に述べる。方法は、図 14において概説され、
そして最初の DNA単離からゲノム標識および最後の配列分析までの工程を網羅する。細胞
は、被験体から単離され、そして次に増殖される。十分な遺伝子材料を提供するのに十分
な細胞が存在する時に、細胞は、細胞周期において停止される。停止は、それがＳ期を中
断しない限り、周期のいずれの時点において起こり得る。８－ブロモ－２’－デオキシプ
リン類および５－ブロモ－２’－デオキシピリミジン類などの容易に化学的に誘導体化さ
れ得るヌクレオチドアナログが、増殖培地に添加される。次いで、細胞は、１サイクル増
殖され、そして細胞からのゲノム DNAが単離される。その結果得られる DNAは、半保存的複
製の生成物である標識化および非標識化 DNAのキメラである。１本鎖のみ標識された DNAを
有する利点は、得られた２重鎖 DNAが本発明の配列決定方法において使用され得ることで
ある。
ゲノム DNAは、約 100kbの大きさに分解される。この時点で、ゲノム DNAは、化学的に標識
され、そして末端標識される。臭化アナログ中で細胞を培養することの利点は、このよう
な改変が、塩基にアクセプター標識を付加するというさらなる改変のために塩基を活性化
することである．ヒトゲノムについては、約３万フラグメントある。フラグメントは、本
発明の配列決定法により同時に分析される。同様の大きさのフラグメントおよびポテンシ
ャル配列は、合わせてグループ化され、そして DNA配列情報を生成するために集団分析が
行われる。ゲノムの配列決定は、約６時間で完了され得る。被験体細胞の単離から配列決
定の終了までの時間は、約１週間である。以下の段落は、各個々の工程を詳細に説明する
。
概説されるスキームの第１の工程は、細胞培養および細胞サイクル停止である。細胞サイ
クル停止の目的は、すべての得られる DNAが標識化および非標識化 DNAのキメラであること
を確実にするために、同時に DNA複製を行い得る細胞の同期集団を生成することである。
細胞を同期させる多くの方法があり、ＭまたはＳ期のいずれかで細胞を停止する方法を含
む。Ｍ期ブロックのみが所望のゲノムキメラを生成する。中期インヒビターの例は、圧力
下の亜酸化窒素、ビンブラスチン（ Marcusおよび Robbines、 1963）、およびコルセミドを
含む。コルセミドは、中期における細胞をブロックするが、洗浄によって逆転され得る（
Mitchison、 1971;Katoおよび Yoshida、 1970;Stubblefield、 1968）。細胞は、コルセミド
中で数時間増殖され、その結果同期培養を生じる（ Wunderlichおよび Peyk、 1969）。圧力
下の亜酸化窒素（ Rao、 1968）は、それが容易に除去され得る点において有利である。ブ
ロックの除去および所望の臭化塩基アナログの追加は、Ｓ期に同期して入ることを可能に
する。
使用され得るヌクレオチドアナログは、８－ブロモ－２’－デオキシアデノシン、８－ブ
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ロモ－２’－デオキシグアノシン、５－ブロモ－２’－デオキシシチジン、および５－ブ
ロモ－２’－デオキシウリジンを含むが、これらに限定されない。これらの臭化ヌクレオ
チドアナログは、求核試薬に結合するために活性化される（ Traincardら、 1983;Sakamoto
ら、 1987;Kellerら、 1988;Hermanson、 1996）。アミン含有アクセプター標識および発蛍
光団の塩基アナログへの結合は、周囲温度（ 35℃）でなされる。アクセプター標識の最終
の位置は、標識されたフラグメントの塩基対形成が影響されないような位置である。
臭化ヌクレオチドアナログは、市販されており（ Sigma Corp.、 Fluka Inc.、 Fisher Scie
ntific、 Inc.）、または臭化する試薬を用いた反応によって調製され得る、 Hermanson、 1
996は、Ｎ－ブロモスクシンイミド（ NBS）を使用して、チミン、シチジン、およびグアノ
シンで DNAの臭化するためのプロトコルを概説する。アデニン残基は、 NBSを必要としない
他の方法から調製される。例えば、８－ブロモ－２’－デオキシアデノシンおよび８－ブ
ロモ－２’－デオキシグアノシンは、臭素水と天然塩基の反応によって合成され得る（ Ik
eharaら、 1969a;Uedaら、 1974;Faerberおよび Scheit、 1971;Kochetkovら、 1968）。プリ
ン類の 8位での臭化はまた、ヌクレオチドモルフォリデイトによって達成され得る（ Lang
ら、 1968;Ikeharaら、 1969b）。臭化の溶媒条件は、特に重要である。２’－デオキシア
デノシンの臭化は、０℃でジメチルホルムアミド中では起こらないが、反応が氷酢酸中で
50～ 60℃で行われるならば、８－ブロモ－２’－デオキシアデノシンは、比較的容易に形
成される（ Gueronら、 1967;Rahnら、 1965）。
臭化および他の塩基アナログは、細胞培養の間にゲノム DNA中へ効率的に組込まれると実
証された（ Balzariniら、１９８４）。特別な例は、フローサイトメトリーのために使用
される細胞への５－ブロモ－２’－デオキシウリジンの組込みである。５－ブロモ－２’
－デオキシウリジンは、新しく合成された DNA中へチミジンの代わりに組込まれる（ Criss
manら、 1990;Pootおよび
　
　
上で議論され、そして題名が「 Total Substitution of Bromodeoxyuridine for Thymidin
e in the DNA of a Bromodeoxyuridine-Dependent Cell Line」である論文中の Bickおよ
び Davidson、 1974にしたがうように、塩基アナログの置換パーセンテージは、非常に高く
あり得る。以下は、この論文からの段落である :
完全な置換を得るために、 BrdU依存細胞は、添加チミジンの非存在下で、アミノプテリン
、チミジン生合成の強力なインヒビター、および BrdUを含む培養培地にさらされた。我々
は、核 DNA中の少なくとも 99.8％のチミジンが BrdUと置換される細胞株の単離をここで報
告する。
現在提案されたランダム１塩基標識化スキームにおいて、 99.8％もの高いパーセンテージ
の置換は、必要でないが、このようなデータは、塩基アナログの細胞性組込みの可能性に
洞察を与える。他の臭化された塩基アナログは同様に、容易に哺乳類細胞に組込まれ得る
（ Stewartら、 1968）。このようなやり方で組込まれた臭素のない塩基アナログの数例は
、２－アミノプリン（ Glickman、 1985）、５－プロピニルオキシ－２’－デオキシウリジ
ン、および５－エチニル－２’－デオキシウリジン（ Balzariniら、 1984）を含む。
適切に臭化された DNAキメラを細胞培養によって生成した後、分析のためのキメラゲノム D
NAは、染色体ソーティングの任意選択の工程を含む数工程を行うことによって調製される
。 100kbの DNAフラグメントは、フローソートされた染色体の部分消化から生成され得る。
任意選択のフローソーティング工程は、多くのマニュアルおよび教科書（ de Jongら、 198
9;Fawcettら、 1994）によって詳細に網羅されているので、ここで詳細には議論しない。
簡単に述べると、細胞は、コルセミドを添加することによって中期において停止される。
数百万の培養された細胞は、ゆっくりと溶解され、１つ以上の蛍光染料で細胞が染色され
る懸濁液バッファー中に中期染色体を放出する。次に、標的染色体は、１つのレーザシス
テム中の１つの発蛍光団、または２つのレーザ検出システム中の２つの発蛍光団のいずれ
かを使用して、蛍光発光パターンによって同定される。次に、 DNA Cloning３中の Glover
および Hames、 1995によって記載されたプロトコルにしたがうように、ソートされた染色
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体が調製され、そして部分的に消化される。 100kbのオーダーの大きさが得られる。
臭化 DNAの発蛍光団標識化は、部分消化の前または後のいずれかになされ得る。塩基臭化
は、求核性置換のための塩基を活性化する。一般的な染料のフルオレセイン、クマリン、
エオシン、ローダミン、およびテキサスレッド（ Molecular Probes、 OR）を含むアミン／
ヒドラジン基を有する多くの異なる発蛍光団が使用され得る。これらは、可視領域におい
て吸光性および発光性を有する。これらの発蛍光団上のアミノ基は、プリン類の８位およ
びピリミジン類の５位を攻撃し、求核性置換反応を行う。置換反応のための実験プロトコ
ルは、 Hermanson、 1996によって記載される。記載された標識化スキームの改変された概
説は、以下に与えられる。
臭化 DNAを標識するためのプロトコル
１．ヒドラジンまたはアミン結合発蛍光団を水中に 80～ 100mMの濃度で溶解する。
２． 25μ lの発蛍光団溶液を臭素活性化 DNA溶液に添加する。
３． 50℃で１時間反応させる。
４．エタノール沈殿によって精製する。 20μ lの 4M LiClおよび 500μ lの（－ 20℃に冷却さ
れた）エタノールを添加する。十分に撹拌する。
５．－ 20℃で 30分間保存し、次に 12,000gでの遠心分離によって沈殿された DNAを分離する
。
６．上清を除去し、そして 70％および 100％エタノールを用いてペレットを洗浄する、な
お各洗浄後に遠心分離する。
標識された DNAペレットを水中に再溶解し、そして－ 20℃で保存する。
ゲノム部分消化から、約３万の 100kbフラグメントが調製される。フラグメントは、末端
転移酵素を用いて、または短い標識化ポリヌクレオチドへの連結によってのいずれかで末
端標識される。末端標識化によって組込まれた蛍光標識は、異なるスペクトル吸収または
（連結スキームにおけるような）標識の特異的配列によってのいずれかで唯一に同定され
る。末端標識化後、調製された DNAは、上述のようにナノチャネル FRET配列決定にかけら
れる。データは、フラグメントサイズおよびポテンシャル配列によってソートされる。集
団分析によって、 DNA配列が生成される。
図 15は、 IBSA標識化から DNA配列を解読するための一般的なスキームを与える。ゲノム DNA
の１サンプルは、その塩基中に標識された２つの塩基を有する（この場合、ＡおよびＣ）
。末端標識および内部標識された DNAフラグメントは、 FRET配列決定によって分析される
。その結果得られるデータは、フラグメントサイズおよびポテンシャル配列によってソー
トされる。ポテンシャル配列は、 DNAの特定のフラグメントについて生成された配列特異
的 FRET信号のパターンとして規定される。ポテンシャル配列は、配列情報を与えないが、
むしろ DNA分子が唯一に同定されることを可能にする。集団分析は、各フラグメント上の
ＡおよびＣのすべての位置を決定するために行われる。相補鎖は、対形成される。塩基位
置を決定する工程は、塩基のうちのただ１つ（Ａ）について繰り返される。１つの標識化
塩基および２つの標識化塩基について得られたデータの比較は、 DNA配列を生成する。
100kbフラグメントは、配列決定について常に望ましいわけではない。発現マッピングお
よび単一遺伝子配列決定は、もっとより短い標識化フラグメントを必要とする。より短い
標識化フラグメントの生成は、ニックトランスレーション、プライマー伸長、およびポリ
メラーゼ連鎖反応（ PCR）によって達成され得る。さらに、より小さいフラグメントはま
た、改変さたサンガー反応、および末端転移酵素の使用によって分析され得る。酵素方法
を用いて、大きなヌクレオチドアナログは、しばしば組込まれ得る（ Hermanson、 1996）
。
プライマー伸長において、改変されたヌクレオチド三リン酸は、規定量の所望のプライマ
ーを使用して DNAテンプレートに付加される。使用されるポリメラーゼの形態は、インタ
クトな E.coliの DNAポリメラーゼＩの 5'-3'エクソヌクレアーゼ活性を欠失する Klenowフラ
グメントである（ Kesslerら、 1990;Feinbergおよび Vogelstein、 1983、 1984）。等価な酵
素は、 Sequenase 2.0ポリメラーゼおよび T7ポリメラーゼである。この方法は、内部標識
化標的 DNAを調製する簡単な方法である。この方法を使用して、 10kbより大きな長さを有
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する大きな内部標識化 DNAフラグメントの合成は、改変された塩基によって置換されたヌ
クレオチドの１つを用いて合成されてきた。プロトコルは、簡単に要約すれば、 Sequenas
e 2.0（ Amersham）を使用することを含む。アニーリング反応は、１μ lのプライマー（ 0.
5 pmol/μ l）、２μ lの Sequenaseバッファー（ 5X）、５μ gのプラスミド DNA、および 10μ
lの滅菌蒸留水からなる。 65℃水浴中で２分間インキュベーション後、アニーリングは、 3
0℃で 30分間起こるように放置される。実際の反応混合物は、 10μ lのアニーリング反応（
プライマーテンプレート）、１μ lのジチオスレイトール（ 0.1M）１μ Mの各 dNTP、 0.1μ M
の発蛍光団 dNTP、および 0.025U/μ lの Sequenaseからなる。混合後、反応は、室温で 15分
間進行するように放置される。
プライマー伸長を用いて、 Ambroseら（ 1993）ならびに Hardingおよび Keller（ 1992）は、
大きな蛍光ＤＭＡ分子の合成を示している。彼らの実験において、一つのピリミジンの発
蛍光団アナログでの完全な置換が、７ kbよりも長いＤＮＡにおいて達成された。５ kb長と
７ kb長との間の蛍光ＤＮＡ（このＤＮＡ内で二つのピリミジンは完全に標識される）はま
た、同じ著者により報告されている。他の異常な塩基アナログ（例えば 7-（ 2-オキソエチ
ル）グアニン、 2'-アミノ -2'-デオキシシチジン、 8-オキソプリン、および N-4-アミノデ
オキシシチジン）を用いて、大きなフラグメントも合成されている（ Barbinら、 1985;Pur
malら、 1994;Aurupら、 1994;Negishiら、 1988）。
ニックトランスレーションは、 Escherichia coli ＤＮＡポリメラーゼＩの能力を利用し
て、ヌクレオチド残基のニック［膵臓のデオキシリボヌクレアーゼ（ Dnase）Ｉにより生
成される］の 3'-ヒドロキシル末端への連続した追加と、隣接 5'-ホスホリル末端からのヌ
クレオチド除去とを組み合わせる
　
　
多くの修飾された塩基がニックトランスレーションにより取り込まれてきた（ Meffertお
よび Dose、 1988;Gebeyehuら、 1987;Gillamおよび Tener、 1986）。ＤＮＡポリメラーゼＩ
はそれらが形成されると同じくらい速く補充されるように切断を生じさせ、所望のヌクレ
オチドをオリジナル鎖へと組み込む。多量の標識化ヌクレオシド三リン酸が反応の間存在
するので、標識は取り込まれて、そして親鎖は修飾される。ニックトランスレーションは
以下の混合物を含む :二本鎖ＤＮＡ標的、２ ng/mlの濃度のＤＮＡ seＩ（ 1μ l）、三つのタ
イプの未修飾デオキシヌクレオシド三リン酸（ 100μ Mの濃度の dNTP）（各 1μ l）、標識化
dNTP（ 300μ Mで）（１μ l）、水（ 32μ l）、および５～ 10ユニットの活性を含むＤＮＡポ
リメラーゼ（１μ l）。反応は 15℃で１時間進める。反応は、 0.25M EDTA（４μ l）、 10mg
/ml tRNA（２μ l）、および 10mM Tris（ 150μ l）、 pH7.5によりクエンチされる。標識化
ＤＮＡはエタノール沈殿法（ Bethesda Research Laboratories, New England Nuclear, a
nd Amersham）により精製される。
直接ＰＣＲ標識法は所望の標識を標的ＤＮＡに組み込むだけでなく、標識化ＤＮＡの量を
増幅させる（ Saikiら、 1985,1988）。ＰＣＲはＤＮＡポリメラーゼ（最も一般的には、 Th
ermus aquaticus由来の Taqポリメラーゼ）の熱安定性形態を用いる。 Taqポリメラーゼは
ＰＣＲの各サイクルで、増幅ＤＮＡ複製物へと標識を組み込む性能を有する。この様式に
おいて、３ kbまでのＤＮＡフラグメントは標識され得る。 Wiemannら、 1995はフルオレセ
イン -15-dATPで内部的にＰＣＲ産物を標識する方法を記載し、プロトコルは他の発蛍光団
に適用され得る。発蛍光団のＰＣＲ組み込みのための反応混合物は、各プライマー（１μ
l）、各 dNTP（ 200μ M）、発蛍光団 -dNTP（ 10μ M）、および Taqポリメラーゼ（ Perkin-Elm
er, Norwalk, CT）（ 0.025U/μ l）からなる。反応バッファーは、 10mM Tris-HCl（ pH8.3
）、 50mM KCl、 1.5mM MgCl2、および 0.01%（ wt/vol）ゼラチンからなる。ＰＣＲは 30サイ
クルを用いて実行される。
サンガー法により生成される配列決定反応はまた、酵素的な標識化を用いて分析され得る
。それぞれの鎖末端フラグメントは 5'および 3'発蛍光団で標識される。 5'発蛍光団はプラ
イマー部として組み込まれ、 3'末端標識は末端トランスフェラーゼにより付加される。末
端トランスフェラーゼ標識法は本来、放射標識化ヌクレオシド三リン酸を用いて開発され
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た（ Roychoudhuryら、 1979;Tuおよび Cohen、 1980）。この技術は後に非放射活性ヌクレオ
チドアナログに適用された（ Kumarら、 1988）。この技術は、（ａ） 0.5Mカコジル酸カリ
ウム（ 20μ l）、５ mM CoCl2、１ mM DTT、 pH７、（ｂ）修飾されたデオキシヌクレオシド
三リン酸（ 100μ M）、５ mM dCTP（４μ l）、および水（ 100μ l）への標的ＤＮＡの添加を
含む。末端トランスファーゼは反応混合物中の最終濃度 50ユニットに添加され、そして 45
分間 37℃で反応される（ Hermanson, 1996）。
標識後手順もまた使用され得る。この方法において、発蛍光団を結合するためのリンカー
アームを有する塩基アナログは、上記の方法を用いて初めにＤＮＡに組み込まれる。発蛍
光団のリンカーアームへの引き続く結合は、共有結合性の連結技術（例えば Waggoner（ 19
95）により記載されている技術）を用いて可能である。 Jettら（ 1995）は、以下の内一つ
の完全な組み込みを用いた M13 ＤＮＡ（ 7250bp）の完全長合成を示している :5-（ 3-アミ
ノプロピニル） -dCTP、 5-（ 3-アミノアリル） -dCTP、または 5-（ 3-アミノアリル） -dUTP
。リンカーへの共有結合性発蛍光団結合もまた示されている。この技術の利点は、標識が
個々の蛍光分子からなる必要がないことであるが、この標識はより多数の色素を有するよ
り大きな分子であり得る。このような例は、フィコビリタンパク質、色素充填ビーズ、タ
グ化タンパク質、または蛍光タグの鎖を含む。
上述の特許、特許出願および参考文献のそれぞれは本明細書中においてその全体が参考と
して援用される。本発明による、現在好ましい実施態様を記載してきたが、本明細書中に
記載の教示を考慮して、他の修正、改変および変更が当業者に提案されることが考えられ
る。従って、このような改変、修正および変更が、添付の請求の範囲により定義された本
発明の範囲内であると考えられることが理解されるべきである。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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