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(57)【要約】
  本発明は、生物学的試料の表面上でオリゴヌクレオチ 
ドを合成する方法であって、
ａ．  複数のプライマー分子を、確率的表面分布持つ生 
物学的試料の表面上の空間的位置に結合させ、それによ 
り生物学的試料に結合したオリゴヌクレオチドを作製す 
る工程、
ｂ．  生物学的試料に、３’位置に保護ユニットを有する 
Ａ、Ｔ、ＣまたはＧヌクレオチドを提供する工程、
ｃ．  ３’位置に保護ユニットを有するＡ、Ｔ、Ｃまたは 
Ｇヌクレオチドのうちの１つを、末端転移酵素の添加に 
よって、生物学的試料に結合した少なくとも１つのオリ 
ゴヌクレオチドの３’末端に組み込み、それによりオリ 
ゴヌクレオチドを伸長する工程、
ｄ．  組み込まれた保護されたヌクレオチドから保護ユ 
ニットを除去できる、少なくとも１つの光活性化切断剤 
を添加する工程、
ｅ．  生物学的試料の少なくとも１つの空間的位置に供 
給される光で光活性化切断剤を活性化することによって 
、組み込まれた保護されたヌクレオチドから保護ユニッ 

審査請求　未請求　予備審査請求　未請求　（全11頁）
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 物 学 的 試 料 の 表 面 上 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ．   複 数 の プ ラ イ マ ー 分 子 を 、 確 率 的 表 面 分 布 を 持 つ 前 記 生 物 学 的 試 料 の 表 面 上 の 空 間  
的 位 置 に 結 合 さ せ 、 そ れ に よ り 前 記 生 物 学 的 試 料 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す  
る 工 程 、
ｂ ．   前 記 生 物 学 的 試 料 に 、 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た は Ｇ ヌ ク レ  
オ チ ド を 提 供 す る 工 程 、
ｃ ．   ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る 前 記 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た は Ｇ ヌ ク レ オ チ ド の う ち の １  
つ を 、 末 端 転 移 酵 素 の 添 加 に よ っ て 、 前 記 生 物 学 的 試 料 に 結 合 し た 少 な く と も １ つ の オ リ  
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 に 組 み 込 み 、 そ れ に よ り 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 伸 長 す る 工  
程 、
ｄ ．   組 み 込 ま れ た 保 護 さ れ た 前 記 ヌ ク レ オ チ ド か ら 前 記 保 護 ユ ニ ッ ト を 除 去 で き る 、 少  
な く と も １ つ の 光 活 性 化 切 断 剤 を 添 加 す る 工 程 、
ｅ ．   前 記 生 物 学 的 試 料 の 少 な く と も １ つ の 空 間 的 位 置 に 供 給 さ れ る 光 で 前 記 光 活 性 化 切  
断 剤 を 活 性 化 す る こ と に よ っ て 、 組 み 込 ま れ た 保 護 さ れ た 前 記 ヌ ク レ オ チ ド か ら 前 記 保 護  
ユ ニ ッ ト を 除 去 す る 工 程 、
ｆ ．   工 程 ｂ ） ～ ｅ ） を 繰 り 返 し 、 更 な る ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ  
オ チ ド へ 組 み 込 む 工 程 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る 前 記 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た は Ｇ ヌ ク レ オ チ ド は 、 混 合 物 と し  
て 提 供 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る 前 記 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た は Ｇ ヌ ク レ オ チ ド が 提 供 さ れ 、 続  
い て 、 工 程 ｃ ） の 後 、 組 み 込 ま れ て い な い 前 記 ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 生 物 学 的 試 料 か ら 除  
去 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 光 活 性 化 切 断 剤 が 光 で 活 性 化 さ れ る 前 記 空 間 的 位 置 に 提 供 さ  
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 試 料 上 の 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 前 記 空 間 的 位 置 を  
コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 備 え て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ４ の い  
ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 試 料 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 備 え て い  
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 生 物 学 的 試 料 の 前 記 表 面 に 複 数 の プ ラ イ マ ー 分 子 を 提 供 し た 後 、 前 記 生 物 学 的 試 料  
を 画 像 化 し 、 前 記 プ ラ イ マ ー 分 子 の 位 置 の 空 間 情 報 を 得 る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か  
ら ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る イ ノ シ ン ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 提 供 す る こ と を 特 徴 と  
す る 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 異 な る 波 長 を 有 す る 光 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 少 な く と も ４ つ の 光 活 性 化 切 断 剤 を 提 供 す  
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 光 切 断 プ ラ イ マ ー 分 子 を 提 供 す る こ と に よ っ て 前 記 試 料 か  
ら 除 去 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か に １ 項 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 試 料 由 来 の ｍ － Ｒ Ｎ Ａ を 結 合 で き る ポ リ － Ｔ 配 列 を 少 な く  
と も 部 分 的 に 備 え て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方  
法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 空 間 的 に 既 知 の バ ー コ ー ド を 付 加 す る た め の 、 組 織 ス ラ イ ス 上 で の オ リ ゴ ヌ  
ク レ オ チ ド の 直 接 合 成 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 空 間 的 に 既 知 の バ ー コ ー ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 方 法 は 、 既 に 記 載 さ れ て お り  
、 こ れ ら の 方 法 は 、 事 前 に 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 定 の 位 置 に 関 連 付 け る  
。 典 型 的 な Ｄ Ｎ Ａ 合 成 は 、 無 水 条 件 お よ び 有 機 溶 媒 で ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 法 を 使 用 す る た  
め 、 組 織 ス ラ イ ド の よ う な 生 物 学 的 材 料 に は 適 合 し な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 装 置 に お い て 事 前 に 合 成 さ れ る た め 、 オ リ ゴ ヌ ク レ  
オ チ ド は 、 正 し い 位 置 に ど う に か し て 「 配 置 さ れ る 」 必 要 が あ る が 、 該 方 法 は 、 柔 軟 性 を  
欠 き 、 正 確 な 配 置 は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 水 ベ ー ス の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 が 、 既 知 で あ る 。 こ れ は 、 末 端 転 移 酵 素 と い  
う 酵 素 を 使 用 し て 実 施 さ れ 、 ３ ’ で 保 護 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 が 用 い ら れ る 。 Ｄ Ｎ  
Ａ   ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ や ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ   ａ ｓ ｓ ｅ ｍ ｂ ｌ ｉ ｅ ｓ の よ う な い く つ か の 企 業  
が 、 当 分 野 の キ ッ ト お よ び 手 順 を 商 品 化 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 よ っ て 、 ３ ’ で 保 護 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 お よ び 脱 保 護 の 化 学 的 方 法 は 、 既 知 で あ  
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 好 ま し く は 表 面 上 ま た は 組 織 上 で の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 直 接 合 成 の  
た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ っ て 、 任 意 選 択 で 表 面 ま た は 組 織 に 対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ  
チ ド の 空 間 的 情 報 を 得 る こ と で あ っ た 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 末 端 転 移 酵 素 を 利 用 し て 、 任 意 選 択 で 既 存 の プ ラ イ マ ー に 、 表 面 、 タ ン パ ク  
質 、 抗 体 、 も し く は 任 意 の 生 物 学 的 試 料 上 に 同 一 ま た は 異 な る 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ  
オ チ ド を 合 成 す る こ と 、 ま た は そ の 上 に 直 接 伸 長 バ ー コ ー ド 配 列 を 合 成 す る こ と に 関 す る  
。 末 端 転 移 酵 素 は 、 酵 素 で あ り 、 水 系 か つ 生 物 学 的 に 適 合 す る 条 件 に お い て 使 用 さ れ 、 保  
護 さ れ た ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 必 要 と す る 。 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン シ ン グ 中 の 類 似 の 工 程 と 類  
似 す る た め 、 必 要 な 脱 保 護 工 程 も 、 生 物 学 的 に 適 合 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 生 物 学 的 試 料 の 表 面 上 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る  
方 法 で あ っ て 、
ａ ．   複 数 の プ ラ イ マ ー 分 子 を 、 確 率 的 表 面 分 布 を 持 つ 生 物 学 的 試 料 の 表 面 上 の 空 間 的 位  
置 に 結 合 さ せ 、 そ れ に よ り 生 物 学 的 試 料 に 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る 工 程 、
ｂ ．   生 物 学 的 試 料 に 、 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た は Ｇ ヌ ク レ オ チ  
ド を 提 供 す る 工 程 、
ｃ ．   ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た は Ｇ ヌ ク レ オ チ ド の う ち の １ つ を  
、 末 端 転 移 酵 素 の 添 加 に よ っ て 、 生 物 学 的 試 料 に 結 合 し た 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ  
オ チ ド の ３ ’ 末 端 に 組 み 込 み 、 そ れ に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 伸 長 す る 工 程 、
ｄ ．   組 み 込 ま れ た 保 護 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド か ら 保 護 ユ ニ ッ ト を 除 去 で き る 、 少 な く と も  
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１ つ の 光 活 性 化 切 断 剤 を 添 加 す る 工 程 、
ｅ ．   生 物 学 的 試 料 の 少 な く と も １ つ の 空 間 的 位 置 に 供 給 さ れ る 光 で 光 活 性 化 切 断 剤 を 活  
性 化 す る こ と に よ っ て 、 組 み 込 ま れ た 保 護 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド か ら 保 護 ユ ニ ッ ト を 除 去 す  
る 工 程 、
ｆ ．   工 程 ｂ ） ～ ｅ ） を 繰 り 返 し 、 更 な る ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ  
オ チ ド へ 組 み 込 む 工 程 、
を 含 む 、 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 バ ー コ ー ド の 特 定 の 位 置 は 、 光 活 性 化 切 断 剤 、 例 え ば 保 護 さ れ た ホ ス フ ィ ン を 用 い て 、  
更 な る 伸 長 の た め に ３ ’ 保 護 基 を 局 所 的 に 切 断 す る こ と 、 ま た は 組 織 上 の 様 々 な 位 置 に お  
い て ４ つ の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド を 物 理 的 に 分 離 す る こ と の い ず れ か に よ っ て 、 作 製 さ れ う る  
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 の 一 般 的 な 方 法 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 本 発 明 の 一 般 的 な 方 法 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 本 発 明 の 一 般 的 な 方 法 を 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド の 空 間 的 に 制 御 し た 脱 保 護 の た め に 、 更 に は 、 得 ら れ た  
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 空 間 的 に 制 御 し た 伸 長 の た め に 、 光 を 使 用 し て 脱 保 護 反 応 を 空 間 的  
に 活 性 化 す る 。 結 果 と し て 、 定 義 さ れ た 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 試 料 の 表 面  
上 の 定 義 さ れ た 位 置 へ と 付 加 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 光 脱 保 護 は 、 既 知 の 主 題 で あ り 、 例 え ば Ｖ ａ ｕ ｇ ｈ ａ ｎ ら に よ る Ｊ Ａ Ｃ Ｓ ，   ２ ０ １ ３  
，   １ ３ ５ （ ４ ）   １ １ ９ ７ － １ ２ ０ ０ に よ っ て 開 示 さ れ 、 蛍 光 を 消 光 す る 異 な る 技 術 に  
お い て 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な あ ら ゆ る 光 脱 保 護 技 術 を 、 本 発 明 に お い て 使 用 で き る 。 例  
え ば 、 シ ア ニ ン 色 素 と の 反 応 に よ っ て 非 活 性 化 さ れ る Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ 、 ま た は ホ ス フ ィ ン と 同 様  
に 反 応 す る 分 子 を 、 光 活 性 化 切 断 剤 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 好 ま し く は 、 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た  
は Ｇ ヌ ク レ オ チ ド は 、 混 合 物 と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 更 な る 使 用 に 応 じ て 、 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た は Ｇ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え て  
、 全 て の ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る ヌ ク レ オ チ ド が 、 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る イ ノ  
シ ン ヌ ク レ オ チ ド （ Ｉ ） を 更 に 提 供 す る こ と に よ っ て 、 組 み 込 ま れ て よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 複 数 の チ ミ ン ヌ ク レ オ チ ド （ Ｔ ） を 部 分 的 に 備 え て い  
て よ く 、 そ れ に よ り 試 料 由 来 の ｍ － Ｒ Ｎ Ａ を 結 合 で き る ポ リ － Ｔ 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク  
レ オ チ ド を 作 製 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 １ は 、 組 織 （ 生 物 学 的 試 料 ） を 表 面 上 に 置 き 、 プ ラ イ マ ー 分 子 を 提 供 す る 、 本 発 明 の  
方 法 の 第 １ の 工 程 を 示 す 。 プ ラ イ マ ー 分 子 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 開 始 ユ ニ ッ ト で あ り  
、 ３ ’ 位 置 の 保 護 ユ ニ ッ ト （ 「 ＊ 」 で 示 さ れ る ） を 備 え て よ い 。 代 替 的 な 変 形 に お い て 、  
末 端 転 移 酵 素 を 添 加 し 、 プ ラ イ マ ー に 、 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た  
は Ｇ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 そ れ に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 伸 長 す る 。 再 び 、 オ リ ゴ ヌ  
ク レ オ チ ド の ３ ’ 位 置 を 、 保 護 す る （ 「 ＊ 」 で 示 さ れ る ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 次 に 、 試 料 に 、 保 護 ユ ニ ッ ト を 除 去 で き る 少 な く と も １ つ の 光 活 性 化 切 断 剤 を 提 供 す る  
。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 好 ま し く は 、 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ 、 Ｇ お よ び 任 意 選 択 の Ｉ ヌ ク  
レ オ チ ド を 、 続 い て 提 供 し 、 こ こ で 、 工 程 ｃ ） の 後 、 組 み 込 ま れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド を  
、 生 物 学 的 試 料 か ら 除 去 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド を 、 光 活 性 化 切 断 剤 が 光 で 活 性 化 さ れ る 空 間 的 位 置 に 提 供 し て よ い 。 こ の  
こ と は 、 図 ２ に お い て 示 さ れ て お り 、 光 活 性 化 切 断 剤 は 、 生 物 学 的 試 料 の 少 な く と も １ つ  
の 空 間 的 位 置 に 供 給 さ れ る 光 （ 灰 色 三 角 で 示 さ れ る ） で 活 性 化 さ れ る 。 こ の 工 程 は 、 生 物  
学 的 試 料 の 少 な く と も １ つ の 空 間 的 位 置 で 保 護 ユ ニ ッ ト を 除 去 し 、 こ れ ら の 位 置 の オ リ ゴ  
ヌ ク レ オ チ ド を 、 さ ら な る ヌ ク レ オ チ ド で の 伸 長 に 備 え た 状 態 に す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 ３ は 、 結 果 と し て 保 護 さ れ て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 末 端 転 移 酵 素 の 存 在 下 で  
、 ３ ’ 位 置 に 保 護 ユ ニ ッ ト を 有 す る Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ ま た は Ｇ ヌ ク レ オ チ ド の 提 供 に よ っ て 伸 長  
さ れ る こ と を 示 す 。 そ の よ う に し て 脱 保 護 さ れ た 部 位 に 、 ３ ’ で 保 護 さ れ た （ 星 ） 新 し い  
ヌ ク レ オ チ ド （ 丸 内 に 十 字 ） が 、 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 各 々 の ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 （ 例 え ば Ａ ） お よ び 任 意 選 択 の 続 く 過 剰 分 の 洗 浄 の 後 、 活 性  
化 さ れ て い な い 切 断 溶 液 を 、 全 面 に 塗 布 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 次 の ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば Ｇ ） が 結 合 さ れ る 必 要 が あ る 位 置 は 、 光 線 に 曝 さ れ る こ と と  
な り 、 切 断 剤 が 光 放 出 さ れ る 。 こ の 切 断 剤 は 、 溶 液 中 で 、 近 傍 の ３ ’ 保 護 基 を 脱 保 護 す る  
。 こ れ ら の 位 置 に お い て 、 プ ラ イ マ ー の ３ ’ 末 端 は 、 脱 保 護 さ れ 、 末 端 転 移 酵 素 に よ っ て  
次 の ヌ ク レ オ チ ド で 伸 長 で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 光 に 曝 さ れ て い な い 他 の 位 置 は 、 切 断 剤 が 脱 保 護 さ れ な か っ た た め 、 保 護 さ れ た ま ま と  
な る 。 こ れ ら は 、 新 し い ヌ ク レ オ チ ド で 伸 長 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 は 、 レ ー ザ ー 光 線 の 寸 法 、 そ の 精 度 、 お よ び そ の 空 間 内 で の 脱  
保 護 さ れ た ホ ス フ ィ ン の 拡 散 を 制 御 す る 方 法 に よ る 。 該 方 法 の 空 間 的 に 制 御 さ れ た 方 法 の  
た め 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 組 織 の 更 な る シ ー ケ ン シ ン グ の た め の バ ー コ ー ド 情 報 と し  
て 役 立 っ て よ く 、 す な わ ち 、 該 バ ー コ ー ド は 、 空 間 的 に 制 御 さ れ た 方 法 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ  
チ ド 中 に 「 書 き 込 ま れ る 」 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の 一 連 の 工 程 は 、 必 要 に 応 じ て 、 お よ び 所 望 の 試 料 の 位 置 で 繰 り 返 さ れ て よ く 、 そ れ  
に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 定 義 さ れ た 順 序 で 空 間 的 に 制 御 さ れ た 方 法 で 伸 長 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 理 論 上 は 、 該 一 連 の 工 程 は 、 無 限 に 繰 り 返 さ れ て よ い 。 し か し な が ら 、 実 践 で は 、 工 程  
ｂ ） ～ ｅ ） は 、 更 な る ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ 組 み 込 む た  
め に １ ～ １ ０ ０ 回 繰 り 返 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド は 、 逐 次 の 添 加 に よ っ て 第 １ の 空 間 的 位 置 に  
て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 続 い て 付 加 さ れ 、 次 に 、 第 １ の 空 間 的 位 置 に 供 給 さ れ た 光 で 光 活  
性 化 切 断 剤 が 活 性 化 し 、 こ こ で 、 光 活 性 化 切 断 剤 が 、 ３ ’ 末 端 ヌ ク レ オ チ ド か ら ３ ’ 保 護 ユ  
ニ ッ ト を 除 去 し 、 脱 保 護 さ れ た ３ ’ 末 端 ヌ ク レ オ チ ド は 、 新 し い ヌ ク レ オ チ ド へ 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 組 織 全 体 に 共 通 の 配 列 は 、 局 在 化 配 列 （ ｌ ｏ ｃ ａ ｌ ｉ ｓ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ   ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ  
） に 付 加 さ れ う る 。 こ の 配 列 は 、 プ ラ イ マ ー 「 Ｂ 」 の 標 的 配 列 と し て 使 用 で き る 。 プ ラ イ  
マ ー 「 Ｂ 」 は 、 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 と す る 配 列 に よ っ て 伸 長 さ れ た 組 織 上 の 配 列 に 相 補  
的 な 配 列 を 有 し う る 。 第 １ の プ ラ イ マ ー は 、 通 常 の ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 更 に 伸 長 で き る  
。 二 本 鎖 が 形 成 さ れ る と 、 プ ラ イ マ ー 「 Ｂ 」 を 除 く こ と が で き （ ｄ Ｕ が そ の 製 造 に 使 用 さ  
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れ 、 Ｕ Ｓ Ｅ Ｒ 酵 素 が 用 い ら れ た 場 合 ） 、 そ し て プ ラ イ マ ー Ａ が 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 捕 捉 す る ｍ Ｒ  
Ｎ Ａ 標 的 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 捕 捉 お よ び そ の 逆 転 写 （ Ｒ Ｔ ） の 後 、 新 し く 形 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 位 置 配  
列 （ ｌ ｏ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ   ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ ） お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る こ と と な り 、 両  
方 と も 別 々 に シ ー ケ ン ス 解 析 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 方 法 の 変 法 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 試 料 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 空 間 的  
位 置 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 備 え て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 方 法 の 別 の 変 法 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 試 料 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ  
ド の 配 列 を 備 え て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 、 生 物 学 的 試 料 の 表 面 に 複 数 の プ ラ イ マ ー 分 子 を 提 供 し た 後 、 生 物 学 的 試 料  
を 画 像 化 し 、 プ ラ イ マ ー 分 子 の 位 置 の 空 間 情 報 を 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 は 、 異 な る 波 長 を 有 す る 光 に よ っ て 活  
性 化 さ れ る 少 な く と も ４ つ の 光 活 性 化 切 断 剤 を 提 供 す る こ と に よ っ て 制 御 さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 光 切 断 で き る プ ラ イ マ ー 分 子 を 提 供 す る こ と に よ っ て 試 料 か ら  
除 去 で き る 。
【 図 面 】
【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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