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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）（ｉ）増幅部位のアレイと、
　　（ｉｉ）複数の異なる標的核酸を含む溶液と
を含む増幅試薬を準備するステップであって、
　溶液中の異なる標的核酸の数は、アレイ中の増幅部位の数を超え、
　異なる標的核酸は、複数の増幅部位への流動性アクセスを有し、
　各増幅部位は、複数の異なる標的核酸中のいくつかの核酸に対するキャパシティーを含
む、ステップ、及び
　（ｂ）増幅試薬を反応させて、溶液に由来する個々の標的核酸から得られたアンプリコ
ンを含む、複数の増幅部位を製造するステップであって、
　反応させることは、同時に、（ｉ）異なる標的核酸を、増幅部位に輸送することと、（
ｉｉ）異なる標的核酸の２以上が、各増幅部位で増幅されないようにする増幅速度で、増
幅部位にある標的核酸を増幅することとを含む、ステップを含む、
核酸を増幅する方法。
【請求項２】
　各増幅部位が、溶液中の異なる標的核酸と結合できる複数の捕捉剤を含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　増幅部位のアレイが、表面上にフィーチャを有するアレイを含み、前記フィーチャが、
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表面上の介在領域から分離された区画を意味する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　各フィーチャの区域が、増幅部位に輸送される標的核酸の排除体積の直径よりも大きい
、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　フィーチャが、不連続であり、捕捉剤を欠く表面の介在領域によって分離している、請
求項４に記載の方法。
【請求項６】
　各フィーチャが、ビーズ、ウェル、チャンネル、リッジ、突起またはそれらの組合せを
含む、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　増幅部位のアレイが、溶液中のビーズまたは表面上のビーズを含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項８】
　捕捉剤が、異なる標的核酸と相補的である捕捉核酸を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項９】
　異なる標的核酸が、捕捉核酸と相補的であるユニバーサル配列を含む、請求項８に記載
の方法。
【請求項１０】
　各増幅部位が、（ｂ）において標的核酸を増幅するために使用される複数のプライマー
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　増幅部位のアレイが、表面上にフィーチャを有するアレイを含み、前記フィーチャが、
表面上の介在領域から分離された区画を意味する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　フィーチャが、不連続であり、（ｂ）においてアンプリコンを製造するために使用され
るプライマーを欠く表面の介在領域によって分離される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　増幅部位に輸送される標的核酸の増幅が、等温的に起こる、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　増幅部位に輸送される標的核酸の増幅が、変性サイクルを含まない、請求項１に記載の
方法。
【請求項１５】
　（ｂ）で生産されるアンプリコンを含む増幅部位の４０％超が、アンプリコンのクロー
ナル集団を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　十分な数のアンプリコンが、其々、個々の増幅部位で個々の標的核酸から生成され、（
ｂ）の間に其々の増幅部位のキャパシティーを満たす、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　それぞれの増幅部位のキャパシティーを満たすようアンプリコンが生成される速度が、
個々の標的核酸が、個々の増幅部位にそれぞれ輸送される速度を超える、請求項１６に記
載の方法。
【請求項１８】
　異なる標的核酸が、電場の印加によって支援されて、増幅部位に能動的に輸送される、
請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　反応が経時的に進行するにつれて、電場が増大する、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　増幅部位のアレイが、表面上に不連続フィーチャを有するアレイを含み、前記フィーチ
ャが、表面上の介在領域から分離された区画を意味する、請求項１８に記載の方法。
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【請求項２１】
　異なる標的核酸が、第２の電場の印加によって介在領域から能動的に反発される、請求
項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　電場および第２の電場が、アレイに同時に印加される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　電場および第２の電場が、交互に繰り返してアレイに印加される、請求項２１に記載の
方法。
【請求項２４】
　第２の電場が、介在領域への交流電流または直流電流の印加によって形成される、請求
項２１に記載の方法。
【請求項２５】
　輸送が、受動拡散である、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　増幅試薬が、ポリメラーゼ及びリコンビナーゼを更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　（ｃ）アレイの配列決定手順を実行し、アンプリコンの核酸配列を決定するステップを
更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　配列決定手順により、見かけ上クローナルな増幅部位で核酸配列を決定する、請求項２
７に記載の方法。
【請求項２９】
　見かけ上クローナルな増幅部位が、最大５％の汚染アンプリコンを含む、請求項２８に
記載の方法。
【請求項３０】
　各フィーチャがビーズを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項３１】
　各フィーチャがウェルを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項３２】
　各フィーチャがチャンネルを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項３３】
　各フィーチャがリッジを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項３４】
　各フィーチャが突起を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項３５】
　増幅部位のアレイが、溶液中のビーズを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項３６】
　増幅部位のアレイが、表面上のビーズを含む、請求項７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、各々、参照により本明細書に組み込まれる２０１２年１０月１８日に出願され
た米国仮出願番号第６１／７１５，４７８号および２０１２年６月１５日に出願された米
国仮出願番号第６１／６６０，４８７号の利益に基づき、それを主張する、２０１３年３
月１日に出願された米国特許出願番号第１３／７８３，０４３号の優先権を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明は、一般に、分子生物学、より詳しくは、核酸合成および分析に関する。
【０００３】
　遺伝子分析は、現代社会では、重要性を増している。遺伝子分析は、２、３例を挙げる
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と、一部の疾患に罹患する人のリスクを予測する（診断する）ために、特定の治療（予後
）を考慮している人の治療上の利益対副作用のリスクの可能性を決定するために、また行
方不明者、犯罪の犯人、犯罪の犠牲者および戦争（法医学）の死傷者を同定するために有
用性であるとすでに証明されている。しかし、多数の場合には、適当な遺伝子検査がまだ
利用可能ではないか、または高い誤り率を抱えている。これらの問題の根源の１つは、診
断、予後および法医学のために現在使用されている遺伝子検査の多くが、ヒトのゲノムの
画分のみをプローブする技術に頼っていることにある。ヒトの遺伝形質は、３０億を超え
る塩基対を含有するゲノムによってコードされているが、ほとんどの遺伝子検査は、これ
らの塩基対のうちいくつかのみでの突然変異を調査する。プローブされるゲノムの画分を
、理想的には、ゲノム中の最大３０億塩基対すべてを含めて増大することによって、遺伝
子検査の正確性が改善され得、より多くの診断および予後状態のための遺伝子検査が開発
され得る。
【０００４】
　多数の遺伝子検査の基本構成要素は、試験される予定の遺伝物質の調製である。全ゲノ
ムを捕捉し、その完全性を維持しようとする場合には、これは、ささいなことではない。
多量の遺伝物質を捕捉するために現在利用可能である２つの方法として、エマルジョンポ
リメラーゼ連鎖反応（ｅＰＣＲ）およびクラスター増幅（例えば、架橋増幅を介する）が
ある。臨床および診断適用におけるその使用は、現在制限されている。
【０００５】
　ｅＰＣＲについては、ゲノム断片および担体ビーズとともに油相中に水性液滴が形成さ
れる。条件は、各液滴が、個々のゲノム断片および単一の担体ビーズを単離する可能性を
最適化するよう選択される。目的は、液滴については、液滴間、したがって、異なるビー
ズ間のゲノム断片の拡散を防ぐマイクロリアクターを形成することである。次いで、バル
クエマルジョンのために、ＰＣＲ増幅の数サイクルが実施され得、その結果、ビーズ中の
各液滴が、現存のゲノム断片のクローンコピーでコーティングされる。増幅後、ビーズが
、分析機器における評価のために検出基板に移される。ｅＰＣＲを複雑化させる要因の１
つは、ビーズの一部が、液滴中で、最終的にゲノム断片を含まないようになり、したがっ
て、ブランクビーズを生成するということである。分析機器において使用する前にブラン
クビーズを除去するために、ビーズ濃縮ステップが実施され得る：しかし、このプロセス
は、一般に、厄介なものであり、非効率的なものである。ｅＰＣＲを複雑化させる要因の
別なものとして、一部の液滴が、最終的に２以上のゲノム断片を含むようになり、したが
って、混合クローンビーズを生成するということがある。混合クローンビーズは、分析の
際に、同定され、次いで、無視され得ることが多いが、その存在は、効率を、いくつかの
場合には、分析の正確性を低下させる。
【０００６】
　クラスター増幅は、遺伝物質を捕捉および増幅するための、より合理化されたアプロー
チを提供する。商業的な実施形態では、ゲノム断片は、基板表面に捕捉され、無作為な位
置に「シード」を形成する。過剰のゲノム断片（すなわち、捕捉されなかったもの）を洗
浄除去した後、増幅の数サイクルが実施されて、各シード周囲の表面上にクラスターを形
成するクローンコピーを作製する。ｅＰＣＲと比較したクラスター増幅の利点として、ビ
ーズ濃縮ステップの回避、ビーズ移動ステップ（エマルジョンから検出基板へ）の回避お
よび乱雑な、多くの場合には、細心の注意が必要なオイルエマルジョンの回避が挙げられ
る。しかし、商業的なクラスター増幅技術を複雑化させる可能性ある要因として、表面上
にクラスターの無作為なパターンを形成することがある。無作為に位置しているクラスタ
ーを位置決定し、区別するための画像レジストレーションプロトコールが開発されたが、
このようなプロトコールは、分析装置に余分な分析負荷を課す。さらに、無作為に位置し
ているクラスターは、空間的に規則的なパターンのクラスターの理論上可能なものよりも
、表面をあまり効率的に満たさない傾向がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、診断的、予後予測的および法医学的分析のための遺伝物質を調製するため
の改善された方法が必要である。本開示内容は、この必要性に対応するものであり、その
うえ、その他の利点も提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本開示内容は、核酸を増幅する方法を提供する。方法は、（ａ）（ｉ）増幅部位のアレ
イと、（ｉｉ）複数の異なる標的核酸を有する溶液とを含む増幅試薬を準備するステップ
と、（ｂ）増幅試薬を反応させて、各々、溶液に由来する個々の標的核酸から得られたア
ンプリコンのクローナル集団を有する複数の増幅部位を製造するステップであって、反応
させることは、同時に（ｉ）異なる標的核酸を平均輸送速度で増幅部位に輸送することと
、（ｉｉ）平均増幅速度で増幅部位にある標的核酸を増幅することとを含み、平均増幅速
度が平均輸送速度を超える。特定の実施形態では、溶液中の異なる標的核酸の数は、アレ
イ中の増幅部位の数を超える、ステップとを含み得る。通常、異なる標的核酸は、複数の
増幅部位への流動性アクセスを有する。さらに、各増幅部位は、場合により、複数の異な
る核酸中のいくつかの核酸に対するキャパシティーを有し得る。
【００１１】
　また、（ａ）（ｉ）増幅部位のアレイと、（ｉｉ）複数の異なる標的核酸を有する溶液
とを含む増幅試薬を準備するステップと、（ｂ）増幅試薬を反応させて、各々、溶液に由
来する個々の標的核酸から得られたアンプリコンのクローナル集団を含む複数の増幅部位
を製造するステップであって、反応させることは、（ｉ）各増幅部位で個々の標的核酸か
ら第１のアンプリコンを製造することと、（ｉｉ）各増幅部位で個々の標的核酸から、ま
たは第１のアンプリコンからその次のアンプリコンを製造することとを含み、増幅部位で
その次のアンプリコンが生成される平均速度が、その増幅部位で第１のアンプリコンが生
成される平均速度を超える、ステップとを含む、核酸を増幅する方法も提供される。特定
の実施形態では、溶液中の異なる標的核酸の数は、アレイ中の増幅部位の数を超える。通
常、異なる標的核酸は、複数の増幅部位への流動性アクセスを有する。さらに、各増幅部
位は、場合により、複数の異なる核酸中のいくつかの核酸に対するキャパシティーを有し
得る。
【００１２】
　本開示内容は、（ａ）（ｉ）増幅部位のアレイと、（ｉｉ）複数の異なる標的核酸を有
する溶液とを含む増幅試薬を準備するステップと、（ｂ）増幅試薬を反応させて、各々、
溶液に由来する個々の標的核酸から得られたアンプリコンのクローナル集団を有する複数
の増幅部位を製造するステップであって、反応させることは、同時に、（ｉ）平均捕捉速
度で、増幅部位で異なる標的核酸を捕捉することと、（ｉｉ）平均増幅速度で増幅部位で
捕捉される標的核酸を増幅することとを含み、平均増幅速度は、平均捕捉速度を超える、
ステップとを含む、核酸を増幅する方法をさらに提供する。
【００１３】
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　また、（ａ）（ｉ）増幅部位のアレイと、（ｉｉ）複数の異なる標的核酸を有する溶液
とを含む増幅試薬を準備するステップと、（ｂ）増幅試薬を反応させて、各々、溶液に由
来する個々の標的核酸から得られたアンプリコンのクローナル集団を含む複数の増幅部位
を製造するステップであって、反応させることは、（ｉ）増幅部位で捕捉される個々の標
的核酸から第１のアンプリコンを製造することと、（ｉｉ）各増幅部位で捕捉される個々
の標的核酸から、または第１のアンプリコンからその次のアンプリコンを製造することと
を含み、増幅部位でその次のアンプリコンが生成される平均速度が、増幅部位で第１のア
ンプリコンが生成される平均速度を超える、ステップとを含む、核酸を増幅する方法が提
供される。
【００１４】
　（ａ）（ｉ）表面に不連続な、表面の介在領域によって分離されているフィーチャを有
するアレイと、（ｉｉ）複数の異なる標的生体分子を有する溶液とを含む試薬を準備する
ステップと、（ｂ）試薬を反応させて、生体分子をフィーチャに輸送し、個々の生体分子
をフィーチャの各々に付着させるステップであって、介在領域に電場が印加されて、介在
領域から生体分子を取り払う、ステップとを含み得る、生体分子のパターン化された表面
を作製する方法がさらに提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】動力学排除によって製造されたパターン化されたフローセルの第１の配列決定サ
イクル後に得られた合成画像（４色チャンネル）を示す図である（図１Ａ）。無作為に位
置しているクラスターを有する標準イルミナ（ｉｌｌｕｍｉｎａ）フローセルの単一配列
決定サイクル後に得られた合成画像（４色チャンネル）を示す図である（図１Ｂ）。
【図２】動力学排除によって製造されたパターン化されたフローセルを使用する第１の配
列決定サイクル後に得られた合成画像のＰＤＦおよびＮＮ機能を示す図である。
【図３】ＰｈｉＸゲノムの最初の５ゲノム位置にアラインされたクラスターの空間位置の
散布図を示す図である。種々のゲノム位置が、エックス、アスタリスク、四角、三角およ
び菱形によって示されている。
【図４】フローセル表面からの種の電気化学的脱着のためのフローセル構造を示す図であ
る。電位は、（ａ）に示されるように一方の導電性表面および電解質にわたって、（ｂ）
に示されるように２つの導電性表面にわたって印加され得る。（ｂ）に示されるフローセ
ル配置はまた、（ｃ）に示されるように、数秒で電極表面でＤＮＡの１００×を超える濃
度を達成する、リアルタイムでのＤＮＡの場支援プルダウンのために使用され得る。
【図５】生体分子パターンの電場支援形成の例示的ワークフローを示す図である。
【図６】電場の存在下（ａ）および電場がない場合の（ｂ）、ＩＴＯバックグラウンドで
の２μｍ　Ａｕフィーチャでの鋳型のシーディングおよび鋳型のクラスター増幅を示す図
である。ラインプロファイルは、標識された領域にわたる蛍光強度を示す。
【図７】電場の存在下でのシーディングおよびクラスタリング後の大区域蛍光画像を示す
図である。（ａ）２μｍ　Ａｕドットを含有するフローセルレーン；（ｂ）２００ｎｍ　
Ａｕドットを含有するレーン。クラスターは、マイクロおよびナノパターン化されたフィ
ーチャに大区域にわたってアラインされ、対応するフーリエ変換（ＦＦＴ）によって、こ
れらのクラスターの空間的に規則的な性質が確認される。
【図８】電場の存在下での７００ｎｍの直径のＳｉＯ２部位上でのＤＮＡクラスター形成
を示す図である。クラスターは、高度に規則的であり、介在区域からの蛍光はほとんどな
い。
【図９】（ａ）（１）電場支援Ｐ５およびＰ７プライマーをグラフティングする前の、（
２）電場支援Ｐ５およびＰ７プライマーをグラフティングした後の、（３）電場支援Ｐ５
およびＰ７プライマーをグラフティングし、Ｐ５およびＰ７プライマーを再グラフティン
グした後の、（４）電場支援Ｐ５およびＰ７プライマーをグラフティングし、ＳＦＡ再コ
ーティングし、Ｐ５およびＰ７プライマーを再グラフティングした後の、ＨｉＳｅｑフロ
ーセルにおけるハイブリダイゼーションアッセイの結果ならびに（ｂ）各ステップ後のフ
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ローセルレーンあたりの中程度の蛍光強度を示す図である。
【図１０】（ａ）電場を使用する誘電性部位での直接ハイブリダイゼーションの模式図、
（ｂ）介在領域で、核酸を取り払う電場の存在下で形成された空間的にパターン化された
クラスターおよび（ｃ）介在領域で、核酸を取り払う電場の不在下で形成された無作為に
規則的なクラスターを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本開示内容は、核酸ライブラリーおよび核酸ライブラリーを作製する方法を提供する。
特定の実施形態では、本開示内容の核酸ライブラリーは、部位のアレイの形態である。
【００１７】
　アレイは、特定のヌクレオチド配列に関してクローナルである部位を有し得る。したが
って、アレイ中の個々の部位は、各々、単一ヌクレオチド配列の複数のコピーを有し得る
。例えば、部位は、ゲノムもしくはその細画分（例えば、エキソーム）またはトランスク
リプトーム（例えば、ｍＲＮＡライブラリーまたはｃＤＮＡライブラリー）もしくはその
細画分などの生体サンプルから得られた核酸のクローナルコピーを有し得る。
【００１８】
　クローナルであるアレイ中の部位の画分は、ポアソン分布によって予測される画分を超
えることもある。したがって、本明細書に示される方法によって製造されるアレイは、ク
ローナル部位のスーパーポアソン分布を有し得る。アレイの合成の際に、スーパーポアソ
ン分布が、起こり得、その後の部位濃縮または部位精製ステップを必要としない（濃縮お
よび精製ステップは、少なくともいくつかの実施形態では、必要に応じて実施され得るが
）。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、部位は、基板上（または基板中）のフィーチャとして存在し
得る。このような実施形態では、フィーチャは、クローナルであり得、クローナルである
アレイ中のフィーチャの画分は、ポアソン分布を超えることがあり、フィーチャは、反復
パターンで空間的に配置され得る。したがって、部位は、例えば、直線格子、六角格子ま
たはその他の所望のパターンで空間的に規則的であり得る。
【００２０】
　本開示内容の核酸ライブラリーは、動力学排除を利用する方法を使用して作製され得る
。動力学排除は、プロセスが、別の事象またはプロセスが起こるのを効果的に除外するの
に十分なほど迅速な速度で起こる場合に起こり得る。核酸アレイの作製を例にとると、ア
レイの部位が溶液に由来する標的核酸を用いて無作為にシーディングされる場合には、増
幅プロセスで標的核酸のコピーが、シーディング部位の各々をいっぱいに満たすよう作製
される。本開示内容の動力学排除法と一致して、シーディングおよび増幅プロセスは、増
幅速度がシーディング速度を超える条件下で同時に進行し得る。そのようなものとして、
コピーが、第１の標的核酸によってシーディングされた部位で作製される比較的迅速な速
度は、第２の核酸が増幅のためにその部位をシーディングするのを効果的に排除する。
【００２１】
　動力学排除は、標的核酸または第１のコピーのその後のコピーを作製するための比較的
迅速な速度に対して、標的核酸の第１のコピーを作製するのに比較的遅い速度を利用し得
る。これまでの段落の例では、動力学排除は、増幅が、部位を核酸シードのコピーで満た
すために起こる比較的迅速な速度に対して標的核酸シーディングの比較的遅い速度（例え
ば、比較的遅い拡散または輸送）のために起こる。別の例示的実施形態では、動力学排除
は、部位を満たすためにその後のコピーが作製される比較的迅速な速度に対する、部位に
シーディングされた標的核酸の第１のコピーの形成の遅延（例えば、遅延された活性化ま
たは遅い活性化）のために起こり得る。この例では、個々の部位は、いくつかの異なる標
的核酸（例えば、いくつかの標的核酸が、増幅の前に各部位に存在し得る）でシーディン
グされた可能性がある。しかし、任意の所与の標的核酸の第１のコピーの形成は、無作為
に活性化され得、その結果、第１のコピー形成の平均速度は、その後のコピーが生成され
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る速度に対して比較的遅い。この場合には、個々の部位はいくつかの異なる標的核酸でシ
ーディングされた可能性があるが、動力学排除は、それらの標的核酸のうち１種のみが増
幅されることを可能にする。より詳しくは、第１の標的核酸が、増幅のために活性化され
ると、部位は、そのコピーで迅速にいっぱいに埋まり、それによって、第２の標的核酸の
コピーがその部位で作製されるのを妨げる。
【００２２】
　本明細書に示される方法によって製造されるアレイの利点は、部位のクローナル性は、
その後の分析において正確性を提供するというものである。これによって、検出部位が混
合集団を有する場合に、そうでなければ生じるであろう困惑させる結果が避けられる。
【００２３】
　アレイの別の利点は、それらが、クローナル部位のスーパーポアソン分布を有するとい
うことである。これは、そうでなければ、混合部位への隔離によって起こり得る遺伝子含
量の喪失を避けることによって、ライブラリーの複雑性を増大する。
【００２４】
　本明細書に示される方法およびアレイのさらなる利点は、基板上にフィーチャを有する
アレイの提供であり、これでは、フィーチャは、反復パターンで空間的に配置される。上
記に示されるように、クローナルであるフィーチャの画分は、ポアソン分布を超えること
もある。ポアソン分布は、最大で３７％の占有率を設定する。本明細書に示される方法に
従って、クローナルであるフィーチャの相補体は、４０％、５０％、６０％、７５％また
はそれ以上超えることもある。本明細書に示される方法によって製造されるアレイは、ラ
ンダムクラスターアレイと比較して、基板のより効率的な充填を提供する。このようなア
レイはまた、ランダムクラスターアレイに通常使用される画像レジストレーション法の複
雑性を避けることによって、分析的に評価することがより容易である。
【００２５】
　さらに、本明細書に示される方法は、検出を容易にするようパターン化された基板上で
のアレイの作製にとって有利である。例えば、いくつかの市販のシークエンシングプラッ
トフォームは、配列検出ステップの間の検出試薬（例えば、４５４　ＬｉｆｅＳｃｉｅｎ
ｃｅｓ　（Ｒｏｃｈｅ，　Ｂａｓｅｌ　Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄの子会社）から入手可能
なプラットフォーム中のピロリン酸またはＩｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｃａｒｌｓｂａｄ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａの子会社）から入手可能
なプラットフォーム中のプロトン）の拡散に対して障壁を提供するウェルを有する基板に
頼っている。本明細書に示される方法は、制限されたポアソンであろう標準クラスター増
幅法と比較して、クローナル集団を用いてロードされるウェルの数の増大にとって有利で
あり得る。本開示内容の方法は、さらにエマルジョンの取り扱いおよびビーズの操作を避
けることによって、ｅＰＣＲ法を上回って有利である。
【００２６】
　本明細書において使用される用語は、別に特定されない限り、関連技術分野における普
通の意味をもつと理解される。本明細書において使用されるいくつかの用語およびその意
味は、以下に示される。
【００２７】
　本明細書において、用語（tern）「活性シーディング」とは、核酸を位置に向かって、
または位置から離れるよう動かす、１種または複数の核酸に課される非拡散性力を指す。
位置は、アレイの増幅部位であり得る。非拡散性力は、電場または磁場を生成するものの
ような外部供給源または反応容積内で分子密集もしくは化学勾配を強制する薬剤によって
提供され得る。
【００２８】
　本明細書において、用語「アンプリコン」は、核酸に関連して使用される場合に、核酸
をコピーすることの生成物を意味し、ここで、生成物は、核酸のヌクレオチド配列の少な
くとも一部と同一であるか、またはそれと相補的であるヌクレオチド配列を有する。例え
ば、ポリメラーゼ伸長、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、ローリングサークル増幅（Ｒ
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ＣＡ）、ライゲーション伸長またはライゲーション連鎖反応を含めた、アンプリコンは、
核酸またはそのアンプリコンを鋳型として使用する種々の増幅法のいずれかによって製造
され得る。アンプリコンは、特定のヌクレオチド配列（例えば、ＰＣＲ産物）の単一コピ
ーまたはヌクレオチド配列の複数のコピー（例えば、ＲＣＡのコンカテマー（concatamer
ic）生成物）を有する核酸分子であり得る。標的核酸の第１のアンプリコンは、通常、相
補的なコピーである。その次のアンプリコンは、第１のアンプリコンの生成後に、標的核
酸から、または第１のアンプリコンから作製されるコピーである。その次のアンプリコン
は、標的核酸と実質的に相補的であるか、または標的核酸と実質的に同一である配列を有
し得る。
【００２９】
　本明細書において、用語「増幅部位」とは、１種または複数のアンプリコンが生成され
得るアレイ中またはアレイ上の部位を指す。増幅部位は、その部位で生成される少なくと
も１つのアンプリコンを含有、保持または付着するようさらに構成され得る。
【００３０】
　本明細書において、用語「アレイ」とは、相対位置に従って互いに区別され得る部位の
集団を指す。アレイの異なる部位にある異なる分子は、アレイ中の部位の位置に従って互
いに区別され得る。アレイの個々の部位は、特定の種類の１つまたは複数の分子を含み得
る。例えば、部位は、特定の配列を有する単一の標的核酸分子を含み得るか、または部位
は、同一配列（および／またはその相補配列）を有するいくつかの核酸分子を含み得る。
アレイの部位は、同一基板上に位置する異なるフィーチャであり得る。例示的フィーチャ
として、制限するものではないが、基板中のウェル、基板中または基板上のビーズ（また
はその他の粒子）、基板からの投影、基板上のリッジまたは基板中のチャネルが挙げられ
る。アレイの部位は、各々異なる分子を有する別個の基板であり得る。別個の基板に付着
している異なる分子は、基板が結合している表面上の基板の位置に従って、または液体も
しくはゲル中の基板の位置に従って同定され得る。表面上に別個の基板が位置している例
示的アレイとして、制限されるものではないが、ウェル中にビーズを有するものが挙げら
れる。
【００３１】
　本明細書において、部位および核酸物質に関連して使用される場合には用語「キャパシ
ティー（capacity）」とは、部位を占有できる核酸物質の最大量を意味する。例えば、こ
の用語は、特定の条件において部位を占有できる核酸分子の総数を示し得る。例えば、特
定の条件において部位を占有できる、核酸物質の総量または特定のヌクレオチド配列の総
数を含めた、その他の尺度も同様に使用され得る。通常、標的核酸の部位のキャパシティ
ーは、標的核酸のアンプリコンの部位のキャパシティーと実質的に同等となる。
【００３２】
　本明細書において、用語「捕捉剤」とは、標的分子（例えば、標的核酸）と付着、保持
または結合できる、物質、化学物質、分子またはその部分を指す。例示的捕捉剤として、
制限するものではないが、標的核酸の少なくとも一部と相補的である捕捉核酸、標的核酸
（またはそれに付着している連結部分）と結合できる受容体－リガンド結合対のメンバー
（例えば、アビジン、ストレプトアビジン、ビオチン、レクチン、炭水化物、核酸結合タ
ンパク質、エピトープ、抗体など）または標的核酸（またはそれに付着している連結部分
）と共有結合を形成できる化学試薬が挙げられる。
【００３３】
　本明細書において、用語「クローナル集団」とは、特定のヌクレオチド配列に関して均
一である核酸の集団を指す。均一配列は、通常、少なくとも１０ヌクレオチド長であるが
、例えば、少なくとも５０、１００、２５０、５００または１０００ヌクレオチド長を含
め、さらにより長い場合もある。クローナル集団は、単一の標的核酸または鋳型核酸に由
来するものであり得る。通常、クローナル集団中の核酸のすべてが、同一ヌクレオチド配
列を有する。クローナル集団では、クローン性から逸脱することなく、少数の突然変異（
例えば、増幅アーチファクトによる）が起こり得るということは理解されよう。
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【００３４】
　本明細書において、用語「変性サイクル」とは、相補性核酸鎖が互いに離れるようにな
るような増幅反応の経過を変更する核酸増幅反応の操作を指す。例示的操作として、それ
だけには限らないが、核酸を変性する化学試薬を導入することまたは加熱することもしく
はその他の操作によって反応物を物理的に変更して、核酸を変性することが挙げられる。
周期性増幅反応には、いくつかの変性サイクルが含まれ得る。プライマーが核酸鎖とハイ
ブリダイズすることを誘導するための周期性操作などのいくつかのその他のサイクルも含
まれ得る。本明細書において示される方法において、１つまたは複数の変性サイクルまた
はその他のサイクルが省略され得る。そのようなものとして、本開示内容の増幅反応は、
少なくともいくつかの実施形態では、周期性操作を伴わずに実施され得る。
【００３５】
　本明細書において、用語「異なる」とは、核酸に関連して使用される場合には、核酸が
、互いに同一ではないヌクレオチド配列を有することを意味する。２種以上の核酸は、そ
の全長に沿って異なっているヌクレオチド配列を有し得る。あるいは、２種以上の核酸は
、その全長の実質的に一部に沿って異なっているヌクレオチド配列を有し得る。例えば、
２種以上の核酸は、互いに異なっている標的ヌクレオチド配列部分を有するが、互いに同
一であるユニバーサル配列領域も有し得る。
【００３６】
　本明細書において、用語「流動性アクセス」とは、流体中の分子および流体と接触して
いる部位に関連して使用される場合には、分子の、流体中をまたは流体を通って移動し、
部位と接触するか、部位に入る能力を指す。この用語はまた、分子の、部位から離れて、
または部位から抜け出て溶液に入る能力も指す。流動性アクセスは、分子が部位に入る、
部位と接触する、部位から離れる、および／または部位を抜け出るのを妨げる障壁がない
場合に起こり得る。しかし、流動性アクセスは、たとえ、拡散が、遅延され、低減または
変更されても、アクセスが完全に妨げられない限りは、存在すると理解される。
【００３７】
　本明細書において、用語「二本鎖の」とは、核酸分子に関連して使用される場合には、
核酸分子中のヌクレオチドの実質的にすべてが、相補的ヌクレオチドと水素結合されてい
ることを意味する。部分的に二本鎖の核酸は、相補的ヌクレオチドと水素結合しているそ
のヌクレオチドの少なくとも１０％、２５％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％
または９５％を有し得る。
【００３８】
　本明細書において、用語「各」とは、項目の収集物に関連して使用される場合には、収
集物中の個々の項目を同定するよう意図されるが、文脈から別に明確に示されない限り、
必ずしも、収集物中のどの項目も指すわけではない。
【００３９】
　本明細書において、用語「排除体積」とは、その他のこのような分子の排除のための特
定の分子によって占有される空間の体積を指す。
【００４０】
　本明細書において、用語「伸長可能」または「伸長可能な状態」とは、プライマーなど
の核酸に関連して使用される場合に、核酸が、ヌクレオチドの付加（例えば、ポリメラー
ゼ触媒作用による）またはオリゴヌクレオチドの付加（例えば、リガーゼ触媒作用）にと
ってコンピテントであることを意味する。「伸長可能でない」または「非伸長可能状態」
にある核酸は、例えば、伸長阻止部分の存在または３’ヒドロキシルの不在のためにその
ようにコンピテントではない。
【００４１】
　本明細書において、用語「介在領域」とは、基板または表面のその他の区域を分離する
、基板中または表面上の区域を指す。例えば、介在領域は、アレイの１つのフィーチャを
アレイの別のフィーチャから分離できる。互いに分離される２つの領域は、互いに接触を
欠く別個のものであり得る。別の例では、介在領域は、フィーチャの第１の部分を、フィ
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ーチャの第２の部分から分離し得る。介在領域によって提供される分離は、部分分離また
は完全分離であり得る。介在領域は、通常、表面上のフィーチャの表面物質とは異なる表
面物質を有する。例えば、アレイのフィーチャは、介在領域に存在する量または濃度を超
える捕捉剤またはプライマーの量または濃度を有し得る。いくつかの実施形態では、捕捉
剤またはプライマーは、介在領域に存在しない場合もある。
【００４２】
　本明細書において、用語「ポリメラーゼ」は、当技術分野におけるその使用と一致する
ものとし、例えば、鋳型鎖として核酸を使用して核酸分子の相補的な複製物を生成する酵
素を含む。通常、ＤＮＡポリメラーゼは、鋳型鎖と結合し、次いで、ヌクレオチドを核酸
の伸びていく鎖の３’末端の遊離ヒドロキシル基に順次付加しながら鋳型鎖を下へ移動さ
せる。ＤＮＡポリメラーゼは、通常、ＤＮＡ鋳型から相補的ＤＮＡ分子を合成し、ＲＮＡ
ポリメラーゼは、通常、ＤＮＡ鋳型からＲＮＡ分子を合成する（転写）。ポリメラーゼは
、鎖の増殖を開始するためにプライマーと呼ばれる短いＲＮＡまたはＤＮＡ鎖を使用し得
る。一部のポリメラーゼは、それらが鎖に塩基を付加している部位の上流の鎖を置換でき
る。このようなポリメラーゼは、置換する鎖であるといわれ、ポリメラーゼによって読ま
れている鋳型鎖から相補的な鎖を除去する活性を有することを意味する。鎖置換活性を有
する例示的ポリメラーゼとして、制限するものではないが、Ｂｓｔ（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）ポリメラーゼの大断片、エキソ－クレノウポリ
メラーゼまたはシークエンス等級のＴ７エキソ－ポリメラーゼが挙げられる。一部のポリ
メラーゼは、それらの前の鎖を分解し、それを効率的に置換し、後ろに鎖が伸びていく（
５’エキソヌクレアーゼ活性）。一部のポリメラーゼは、それらの後ろの鎖を分解する活
性を有する（３’エキソヌクレアーゼ活性）。一部の有用なポリメラーゼは、突然変異に
よって、またはそうでなければ、３’および／または５’エキソヌクレアーゼ活性を低減
もしくは排除するよう修飾されている。
【００４３】
　本明細書において、用語「核酸」とは、当技術分野におけるその使用と一致するものと
し、天然に存在する核酸またはその機能的類似体を含む。特に有用な機能的類似体は、配
列特異的に核酸とハイブリダイズできるか、または特定のヌクレオチド配列の複製の鋳型
として使用され得る。天然に存在する核酸は、一般に、リン酸ジエステル結合を含有する
骨格を有する。類似体構造は、当技術分野で公知の種々のもののいずれかを含めた代替の
骨格結合を有し得る。天然に存在する核酸は、一般に、デオキシリボース糖（例えば、デ
オキシリボ核酸（ＤＮＡ）に見られる）またはリボース糖（例えば、リボ核酸（ＲＮＡ）
に見られる）を有する。
【００４４】
　核酸は、当技術分野で公知である、これらの糖部分の種々の類似体のいずれかを含有し
得る。核酸は、天然または非天然塩基を含み得る。これに関して、天然デオキシリボ核酸
は、アデニン、チミン、シトシンまたはグアニンからなる群から選択される１つまたは複
数の塩基を有し得、リボ核酸は、ウラシル、アデニン、シトシンまたはグアニンからなる
群から選択される１つまたは複数の塩基を有し得る。核酸中に含まれ得る有用な非天然塩
基は、当技術分野で公知である。用語「標的」とは、核酸に関連して使用される場合には
、本明細書に示される方法または組成物との関連で核酸の意味識別子として意図され、必
ずしも、核酸の構造または機能を、そうではなく明確に示されるものを超えて制限しない
。
【００４５】
　本明細書において、用語「速度」とは、輸送、増幅、捕捉またはその他の化学的プロセ
スに関連して使用される場合には、化学反応速度論および生化学反応速度論におけるその
意味と一致するものとする。２つのプロセスの速度は、最大速度（例えば、飽和での）、
前定常状態速度（例えば、平衡の前）、動力学的速度定数または当技術分野で公知のその
他の尺度に関して比較され得る。特定の実施形態では、特定のプロセスの速度は、プロセ
スの完了の総時間に関して決定され得る。例えば、増幅速度は、完了されるべき増幅にか
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かる時間に関して決定され得る。しかし、特定のプロセスの速度は、プロセスの完了の総
時間に関して決定される必要はない。
【００４６】
　本明細書において、用語「リコンビナーゼ」は、当技術分野におけるその使用と一致す
るものとし、例えば、ＲｅｃＡタンパク質、Ｔ４　ｕｖｓＸタンパク質、任意の門に由来
する任意の相同タンパク質またはタンパク質複合体またはその機能的変異体を含む。真核
細胞のＲｅｃＡ相同体は、一般に、同定されるべきこの群の第１のメンバーにちなんでＲ
ａｄ５１と名付けられている。その他の非相同リコンビナーゼ、例えば、ＲｅｃＴまたは
ＲｅｃＯが、ＲｅｃＡの代わりに利用され得る。
【００４７】
　本明細書において、用語「一本鎖結合タンパク質」とは、例えば、未熟アニーリングを
防ぐために、一本鎖核酸をヌクレアーゼ消化から保護するために、核酸から二次構造を除
去するために、または核酸の複製を促進するために、一本鎖核酸との結合の機能を有する
任意のタンパク質を指すよう意図される。この用語は、国際生化学分子生物学連合の命名
法委員会（Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｉｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｕｎｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）（ＮＣ－ＩＵＢＭＢ）によって一本鎖結合タンパク質と正式
に同定されるタンパク質を含むものとするが、必ずしもそれに制限されない。例示的一本
鎖結合タンパク質として、それだけには限らないが、大腸菌ＳＳＢ、Ｔ４　ｇｐ３２、Ｔ
７遺伝子２．５ＳＳＢ、ファージｐｈｉ２９　ＳＳＢ、任意の門に由来する任意の相同タ
ンパク質またはタンパク質複合体またはその機能的変異体が挙げられる。
【００４８】
　本明細書において、用語「輸送」とは、流体を通る分子の動きを指す。この用語は、そ
の濃度勾配に沿った分子の動きなどの受動輸送（例えば、受動拡散）を含み得る。この用
語はまた、分子が、その濃度勾配に沿って、またはその濃度勾配に反して移動し得る能動
輸送も含み得る。したがって、輸送は、１種または複数の分子を所望の方向に、または増
幅部位などの所望の位置に動かすようエネルギーをかけることを含み得る。
【００４９】
　本明細書において、用語「ユニバーサル配列」とは、互いに異なる配列の領域も有する
２種以上の核酸分子に共通である配列の領域を指す。分子の収集物の異なるメンバーに存
在するユニバーサル配列は、ユニバーサル配列と相補的であるユニバーサル捕捉核酸の集
団を使用して、複数の異なる核酸の捕捉を可能にする。同様に、分子の収集物の異なるメ
ンバーに存在するユニバーサル配列は、ユニバーサル配列と相補的であるユニバーサルプ
ライマーの集団を使用して複数の異なる核酸の複製または増幅を可能にする。したがって
、ユニバーサル捕捉核酸またはユニバーサルプライマーは、ユニバーサル配列と特異的に
ハイブリダイズし得る配列を含む。標的核酸分子は、例えば、異なる標的配列の一方また
は両方の末端に、ユニバーサルアダプターを取り付けるよう修飾され得る。
【００５０】
　本開示内容は、核酸を増幅する方法を提供する。本方法は、（ａ）（ｉ）増幅部位のア
レイと、（ｉｉ）複数の異なる標的核酸を有する溶液とを含む増幅試薬を準備するステッ
プと、（ｂ）増幅試薬を反応させて、各々、溶液に由来する個々の標的核酸から得られた
アンプリコンのクローナル集団を有する複数の増幅部位を製造するステップであって、反
応させることは、同時に、（ｉ）異なる標的核酸を、平均輸送速度で増幅部位に輸送する
ことと、（ｉｉ）標的核酸を、平均増幅速度で増幅部位で増幅することとを含み、平均増
幅速度は、平均輸送速度を超える、ステップとを含む。特定の実施形態では、溶液中の異
なる標的核酸の数は、アレイ中の増幅部位の数を超える。通常、異なる標的核酸は、複数
の増幅部位への流動性アクセスを有する。さらに、各増幅部位は、場合により、複数の異
なる核酸中のいくつかの核酸に対するキャパシティーを有し得る。
【００５１】
　また、（ｉ）増幅部位のアレイと、（ｉｉ）複数の異なる標的核酸を有する溶液とを含
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む増幅試薬を準備するステップと、（ｂ）増幅試薬を反応させて、各々、溶液に由来する
個々の標的核酸から得られたアンプリコンのクローナル集団を有する複数の増幅部位を製
造するステップであって、反応させることは、（ｉ）各増幅部位で、個々の標的核酸から
得られた第１のアンプリコンを製造することと、（ｉｉ）各増幅部位で個々の標的核酸か
ら、または第１のアンプリコンから得られるその次のアンプリコンを製造することとを含
み、増幅部位でその次のアンプリコンが生成される平均速度が、増幅部位で第１のアンプ
リコンが生成される平均速度を超える、ステップとを含む、核酸を増幅する方法も提供さ
れる。特定の実施形態では、溶液中の異なる標的核酸の数は、アレイ中の増幅部位の数を
超える。通常、異なる標的核酸は、複数の増幅部位への流動性アクセスを有する。さらに
、各増幅部位は、場合により、複数の異なる核酸中のいくつかの核酸に対するキャパシテ
ィーを有し得る。
【００５２】
　本明細書に示される方法において使用される増幅部位のアレイは、１種または複数の基
板として存在し得る。アレイに使用され得る基板物質の例示的種類として、ガラス、修飾
ガラス、官能化ガラス、無機ガラス、ミクロスフェア（例えば、不活性および／または磁
性粒子）、プラスチック、多糖、ナイロン、ニトロセルロース、セラミックス、樹脂、シ
リカ、シリカベースの物質、炭素、金属、光ファイバーまたは光ファイバー束、ポリマー
およびマルチウェル（例えば、マイクロタイター）プレートが挙げられる。例示的プラス
チックとして、アクリル、ポリスチレン、スチレンおよびその他の物質のコポリマー、ポ
リプロピレン、ポリエチレン、ポリブチレン、ポリウレタンおよびテフロン（商標）が挙
げられる。例示的シリカベースの物質として、シリコンおよび種々の形態の修飾シリコン
が挙げられる。特定の実施形態では、基板は、ウェル、チューブ、チャネル、キュベット
、ペトリプレート、ボトルなどといった容器内であるか、またはその一部であり得る。特
に有用な容器として、例えば、ＵＳ　２０１０／０１１１７６８Ａ１またはＢｅｎｔｌｅ
ｙら、Ｎａｔｕｒｅ　４５６：５３～５９頁（２００８年）に記載されるようなフローセ
ルが挙げられ、それらは各々、参照により本明細書に組み込まれる。例示的フローセルと
して、Ｉｌｌｕｍｉｎａ，　Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　ＣＡ）から市販されてい
るものがある。別の特に有用な容器として、マルチウェルプレートまたはマイクロタイタ
ープレート中のウェルがある。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、アレイの部位は、表面上のフィーチャとして構成され得る。
フィーチャは、種々の所望の形式のいずれかで存在し得る。例えば、部位は、ウェル、ピ
ット、チャネル、リッジ、高くなった領域、ペグ、ポストなどであり得る。上記で示され
るように、部位は、ビーズを含有し得る。しかし、特定の実施形態では、部位は、ビーズ
または粒子を含有する必要はない。例示的部位として、４５４　ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ
ｓ（Ｒｏｃｈｅ，　Ｂａｓｅｌ　Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄの子会社）またはＩｏｎ　Ｔｏ
ｒｒｅｎｔ　（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｃａｒｌｓｂａｄ　Ｃａｌｉｆ
ｏｒｎｉａの子会社）によって販売される市販のシークエンシングプラットフォームのた
めに使用される基板中に存在するウェルが挙げられる。ウェルを有するその他の基板とし
て、例えば、エッチングされた光ファイバーおよびＵＳ６，２６６，４５９、ＵＳ６，３
５５，４３１、ＵＳ６，７７０，４４１、ＵＳ６，８５９，５７０、ＵＳ６，２１０，８
９１、ＵＳ６，２５８，５６８、ＵＳ６，２７４，３２０、ＵＳ２００９／００２６０８
２Ａ１、ＵＳ２００９／０１２７５８９Ａ１、ＵＳ２０１０／０１３７１４３Ａ１、ＵＳ
２０１０／０２８２６１７Ａ１またはＰＣＴ公開番号ＷＯ００／６３４３７に記載される
その他の基板が挙げられ、これらの各々は、参照により本明細書に組み込まれる。いくつ
かの場合には、ウェル中でビーズを使用する適用のために、基板はこれらの参考文献にお
いて例示される。ウェルを含有する基板は、ビーズを含む場合も含まない場合もあるが、
本開示内容の方法または組成物において使用され得る。いくつかの実施形態では、基板の
ウェルは、参照により本明細書に組み込まれる米国仮出願番号第６１／７６９，２８９号
に示されるようなゲル物質（ビーズを含むまたは含まない）を含み得る。
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【００５４】
　アレイの部位は、ガラス、プラスチックまたは上記で例示されるその他の物質などの非
金属表面上の金属フィーチャであり得る。金属層は、ウェットプラズマエッチング、ドラ
イプラズマエッチング、原子層蒸着、イオンビームエッチング、化学蒸着、真空スパッタ
リングなどといった当技術分野で公知の方法を使用して、表面上に蒸着され得る。例えば
、ＦｌｅｘＡＬ（登録商標）、ＯｐＡＬ（登録商標）、Ｉｏｎｆａｂ　３００ｐｌｕｓ（
登録商標）またはＯｐｔｏｆａｂ　３０００（登録商標）システム（Ｏｘｆｏｒｄ　Ｉｎ
ｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，　ＵＫ）を含め、種々の市販の機器のいずれも必要に応じて使用し
てよい。金属層はまた、参照により本明細書に組み込まれる、Ｔｈｏｒｎｔｏｎ，Ａｎｎ
．Ｒｅｖ．Ｍａｔｅｒ．Ｓｃｉ．７：２３９～６０頁（１９７７年）に示されるように、
ｅ－ビーム蒸発またはスパッタリングによって蒸着されてもよい。上記で例示されるもの
などの金属層蒸着技術を、フォトリソグラフィー技術と組み合わせて、表面に金属領域ま
たはパッチを作製してもよい。金属層蒸着技術およびフォトリソグラフィー技術を組み合
わせるための例示的方法は、以下の実施例１および２に、また参照により本明細書に組み
込まれる米国特許出願番号ＵＳ１３／４９２，６６１に提供されている。
【００５５】
　フィーチャのアレイは、スポットまたはパッチの格子として現れ得る。フィーチャは、
反復パターンで、または不規則な非反復パターンで位置し得る。特に有用なパターンとし
て、六角形のパターン、直線パターン、格子パターン、鏡映対称を有するパターン、回転
対称を有するパターンなどがある。非対称パターンはまた、有用であり得る。ピッチは、
最近接フィーチャの異なる対間で同一である場合も、またはピッチは、最近接フィーチャ
の異なる対間で異なる場合もある。特定の実施形態では、アレイのフィーチャは、各々、
約１００ｎｍ２、２５０ｎｍ２、５００ｎｍ２、１μｍ２、２．５μｍ２、５μｍ２、１
０μｍ２、１００μｍ２または５００μｍ２より大きい区域を有し得る。あるいはまたは
さらに、アレイのフィーチャは、各々、約１ｍｍ２、５００μｍ２、１００μｍ２、２５
μｍ２、１０μｍ２、５μｍ２、１μｍ２、５００ｎｍ２または１００ｎｍ２より小さい
区域を有し得る。実際、領域は、上記で例示されたものから選択される上限および下限の
間の範囲にある大きさを有し得る。
【００５６】
　表面上のフィーチャのアレイを含む実施形態については、フィーチャは、別個の、介在
領域によって分離されているものであり得る。フィーチャの大きさおよび／または領域間
の間隔は、変わり得、その結果、アレイは、高密度、中程度の密度または低密度であり得
る。高密度アレイは、約１５μｍ未満によって分離される領域を有すると特徴づけられる
。中程度の密度のアレイは、約１５～３０μｍによって分離される領域を有するのに対し
、低密度のアレイは、３０μｍ超によって分離される領域を有する。本発明において有用
なアレイは、１００μｍ、５０μｍ、１０μｍ、５μｍ、１μｍまたは０．５μｍ未満に
よって分離される領域を有し得る。
【００５７】
　特定の実施形態では、アレイは、ビーズまたはその他の粒子の収集物を含み得る。粒子
は、溶液に懸濁されてもよく、または基板の表面に置かれてもよい。溶液中のビーズアレ
イの例として、Ｌｕｍｉｎｅｘ　（Ａｕｓｔｉｎ，　ＴＸ）によって商業化されたものが
ある。表面に置かれたビーズを有するアレイの例として、ＢｅａｄＣｈｉｐアレイ（Ｉｌ
ｌｕｍｉｎａ　Ｉｎｃ．，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　ＣＡ）などのビーズがウェル中に置か
れているものまたは４５４　ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ（Ｒｏｃｈｅ，　Ｂａｓｅｌ　Ｓ
ｗｉｔｚｅｒｌａｎｄの子会社）もしくはＩｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｃａｒｌｓｂａｄ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａの子会社）製のシークエ
ンシングプラットフォームにおいて使用される基板が挙げられる。表面に置かれたビーズ
を有するその他のアレイは、ＵＳ６，２６６，４５９、ＵＳ６，３５５，４３１、ＵＳ６
，７７０，４４１、ＵＳ６，８５９，５７０、ＵＳ６，２１０，８９１、ＵＳ６，２５８
，５６８、ＵＳ６，２７４，３２０、ＵＳ２００９／００２６０８２Ａ１、ＵＳ２００９
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／０１２７５８９Ａ１、ＵＳ２０１０／０１３７１４３Ａ１、ＵＳ２０１０／０２８２６
１７Ａ１またはＰＣＴ公開番号ＷＯ００／６３４３７に記載され、これらの各々は、参照
により本明細書に組み込まれる。上記の参考文献のうちいくつかは、アレイ基板中または
アレイ基板上にビーズをロードする前に、標的核酸をビーズに取り付ける方法を記載する
。しかし、ビーズは、増幅プライマーを含むよう作製され得、次いで、ビーズは、アレイ
にロードし、それによって、本明細書に示される方法において使用するための増幅部位を
形成するよう使用され得るということは理解されよう。本明細書において先に示されるよ
うに、基板は、ビーズを用いずに使用されてもよい。例えば、増幅プライマーは、ウェル
にまたはウェル中のゲル物質に直接的に付着されてもよい。したがって、本明細書に示さ
れる方法および組成物において使用されるために修飾され得る物質、組成物または装置の
例示が言及される。
【００５８】
　アレイの増幅部位は、標的核酸と結合できる複数の捕捉剤を含み得る。例示的捕捉剤と
して、標的核酸に付着されたそれぞれの結合パートナーを有する受容体および／またはリ
ガンドが挙げられ、この例は、本明細書において先に示されている。特に有用な捕捉剤と
して、１種または複数の標的核酸の配列と相補的である捕捉核酸がある。例えば、増幅部
位に存在する捕捉核酸は、各標的核酸のアダプター配列中に存在するユニバーサル配列と
相補的であるユニバーサル捕捉配列を有し得る。いくつかの実施形態では、捕捉核酸はま
た、標的核酸の増幅のためのプライマーとして機能し得る（ユニバーサル配列も含有する
か否かに関わらず）。
【００５９】
　特定の実施形態では、捕捉核酸などの捕捉剤は、増幅部位に付着され得る。例えば、捕
捉剤は、アレイのフィーチャの表面に付着され得る。付着は、ビーズ、粒子またはゲルな
どの中間体構造を介してもよい。ゲルを介するアレイへの捕捉核酸の付着は、以下の実施
例１に示されており、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　ＣＡ）から
市販されているフローセルによってさらに例示され、または参照により本明細書に組み込
まれるＷＯ２００８／０９３０９８に記載されている。本明細書において示される方法お
よび装置において使用され得る例示的ゲルとして、それだけには限らないが、アガロース
などのコロイド状構造を有するもの、ゼラチンなどのポリマーメッシュ構造を有するもの
またはポリアクリルアミド、ＳＦＡ（例えば、参照により本明細書に組み込まれる、米国
特許出願公開第２０１１／００５９８６５Ａ１号を参照のこと）もしくはＰＡＺＡＭ（例
えば、参照により本明細書に組み込まれる、米国仮出願番号第６１／７５３，８３３号を
参照のこと）などの架橋ポリマー構造を有するものが挙げられる。ビーズを介した付着は
、説明および本明細書において先に示された引用された参考文献において例示されるよう
に達成され得る。
【００６０】
　いくつかの実施形態では、アレイ基板の表面上のフィーチャは、不連続であり、表面の
介在領域によって分離されている。アレイのフィーチャと比較して実質的に少量または低
濃度の捕捉剤を有する介在領域は、有利である。捕捉剤を欠く介在領域は、特に有利であ
る。例えば、介在領域に捕捉部分が比較的少量であることまたは存在しないことは、所望
のフィーチャへの標的核酸の局在性およびその後に作製されるクラスターにとって有利に
働く。特定の実施形態では、フィーチャは、表面中の凹面フィーチャ（例えば、ウェル）
であり得、フィーチャは、ゲル物質を含有し得る。ゲル含有フィーチャは、ゲルが実質的
に存在しないか、存在する場合には、ゲルが、核酸の局在性を実質的に支持できない表面
上の介在領域によって互いに分離され得る。ウェルなどのゲル含有フィーチャを有する基
板を作製および使用するための方法および組成物は、参照により本明細書に組み込まれ、
米国仮出願番号第６１／７６９，２８９号に示されている。
【００６１】
　本開示内容の方法または組成物において使用される標的核酸は、ＤＮＡ、ＲＮＡまたは
その類似体から構成され得る。標的核酸の供給源は、ゲノムＤＮＡ、メッセンジャーＲＮ
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Ａまたは天然供給源由来のその他の核酸であり得る。いくつかの場合には、このような供
給源に由来する標的核酸は、本明細書における方法または組成物において使用する前に増
幅され得る。それだけには限らないが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、ローリングサ
ークル増幅（ＲＣＡ）、多重置換増幅（ＭＤＡ）またはランダムプライム増幅（ＲＰＡ）
を含め、種々の既知増幅技術のいずれも使用され得る。本明細書に示される方法または組
成物において使用する前の標的核酸の増幅は、任意選択であるということは理解されよう
。そのようなものとして、本明細書に示される方法および組成物のいくつかの実施形態で
は、標的核酸は、使用の前に増幅されない。標的核酸は、場合により、合成ライブラリー
に由来してもよい。合成核酸は、天然ＤＮＡまたはＲＮＡ組成物を有する場合もあり、そ
の類似体であってもよい。
【００６２】
　標的核酸が由来し得る例示的生物学的サンプルとして、例えば、げっ歯類、マウス、ラ
ット、ウサギ、モルモット、有蹄動物、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウシ、ネコ、イヌ、
霊長類、ヒトまたは非ヒト霊長類などの哺乳動物；シロイヌナズナ（Arabidopsis thalia
na）、トウモロコシ、ソルガム、カラスムギ、コムギ、イネ、セイヨウアブラナまたはダ
イズなどの植物；コナミドリムシ（Chlamydomonas reinhardtii）などの藻類；エレガン
ス線虫（Caenorhabditis elegans）などの線虫；キイロショウジョウバエ（Drosophila m
elanogaster）、蚊、ショウジョウバエ、ミツバチまたはクモなどの昆虫；ゼブラフィッ
シュなどの魚；爬虫類；カエルまたはアフリカツメガエルなどの両生類；キイロタマホコ
リカビ（dictyostelium discoideum）；ニューモシスチス・カリニ（pneumocystis carin
ii）などの真菌、トラフグ（Takifugu rubripes）、酵母、サッカロミセス・セレビシエ
（Saccharamoyces cerevisiae）またはシゾサッカロミセス・ポンベ（Schizosaccharomyc
es pombe）；または熱帯熱マラリア原虫に由来するものが挙げられる。標的核酸はまた、
細菌、大腸菌、ブドウ球菌またはマイコプラズマ・ニューモニエ（mcoplasma pneumoniae
）などの原核生物；古細菌；Ｃ型肝炎ウイルスもしくはヒト免疫不全ウイルスなどのウイ
ルス；またはウイロイドに由来し得る。標的核酸は、上記の生物の同種培養物もしくは集
団に、あるいは、例えば、共同社会または生態系中のいくつかの異なる生物の収集物に由
来し得る。
【００６３】
　標的核酸は、天然供給源に由来する必要はなく、代わりに、既知技術を使用して合成さ
れてもよい。例えば、本明細書に示される方法においてアレイを作製するために、遺伝子
発現プローブまたは遺伝子型判定プローブが合成され、使用され得る。
【００６４】
　いくつかの実施形態では、標的核酸は、１種または複数の大きな核酸の断片として得ら
れてもよい。断片化は、例えば、噴霧化、音波処理、化学的切断、酵素的切断または物理
的剪断を含めた当技術分野で公知の種々の技術のいずれかを使用して実施され得る。断片
化はまた、大きな核酸の一部のみをコピーすることによってアンプリコンを生成する特定
の増幅技術の使用に起因し得る。例えば、ＰＣＲ増幅は、増幅に使用されるフランキング
プライマーの間の断片の長さによって規定される大きさを有する断片を生成する。
【００６５】
　標的核酸の集団またはそのアンプリコンは、本明細書に示される方法または組成物の特
定の適用のために望まれるか、または適当である平均鎖長を有し得る。例えば、平均鎖長
は、約１００，０００ヌクレオチド、５０，０００ヌクレオチド、１０，０００ヌクレオ
チド、５，０００ヌクレオチド、１，０００ヌクレオチド、５００ヌクレオチド、１００
ヌクレオチドまたは５０ヌクレオチド未満であり得る。あるいはまたはさらに、平均鎖長
は、約１０ヌクレオチド、５０ヌクレオチド、１００ヌクレオチド、５００ヌクレオチド
、１，０００ヌクレオチド、５，０００ヌクレオチド、１０，０００ヌクレオチド、５０
，０００ヌクレオチドまたは１００，０００ヌクレオチド超であり得る。標的核酸または
そのアンプリコンの集団の平均鎖長は上記で示される最大値と最小値の間の範囲にあり得
る。増幅部位で生成した（またはそうではなく、本明細書において作製または使用される
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）アンプリコンは、上記で例示されるものから選択される上限および下限の間の範囲にあ
る平均鎖長を有し得るということは理解されよう。
【００６６】
　いくつかの場合には、標的核酸の集団は、そのメンバーの最大長を有するよう、条件下
で製造され得るか、そうではなく、構成され得る。例えば、本明細書に示される方法の１
つまたは複数のステップにおいて使用される、または特定の組成物中に存在するメンバー
の最大長は、約１００，０００ヌクレオチド、５０，０００ヌクレオチド、１０，０００
ヌクレオチド、５，０００ヌクレオチド、１，０００ヌクレオチド、５００ヌクレオチド
、１００ヌクレオチドまたは５０ヌクレオチド未満であり得る。あるいはまたはさらに、
標的核酸またはそのアンプリコンの集団は、そのメンバーの最少長を有するよう、条件下
で製造され得るか、そうではなく、構成され得る。例えば、本明細書に示される方法の１
つまたは複数のステップにおいて使用される、または特定の組成物中に存在するメンバー
の最少長は、約１０ヌクレオチド、５０ヌクレオチド、１００ヌクレオチド、５００ヌク
レオチド、１，０００ヌクレオチド、５，０００ヌクレオチド、１０，０００ヌクレオチ
ド、５０，０００ヌクレオチドまたは１００，０００ヌクレオチド超であり得る。集団中
の標的核酸の最大および最少鎖長は、上記で示される最大値と最小値の間の範囲にあり得
る。増幅部位で生成した（またはそうではなく、本明細書において作製または使用される
）アンプリコンは、上記で例示される上限と下限の間の範囲にある最大および／または最
少鎖長を有し得るということは理解されよう。
【００６７】
　特定の実施形態では、標的核酸は、例えば、動力学排除を促進するために増幅部位の区
域に関連した大きさである。例えば、動力学排除を達成するために、アレイの各部位の区
域は、標的核酸の排除体積の直径よりも大きいものであり得る。例えば、表面上のフィー
チャのアレイを利用する実施形態をとると、各フィーチャの区域は、増幅部位に輸送され
る標的核酸の排除体積の直径よりも大きいものであり得る。標的核酸の排除体積およびそ
の直径は、例えば、標的核酸の長さから決定され得る。核酸の排除体積および排除体積の
直径を決定する方法は、例えば、ＵＳ７，７８５，７９０；Ｒｙｂｅｎｋｏｖら、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：５３０７～５３１１頁（１９９３
年）；Ｚｉｍｍｅｒｍａｎら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５９９～６２０頁（１９
９１年）；またはＳｏｂｅｌら、Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ　３１：１５５９～１５６４頁
（１９９１年）に記載されており、これらの各々は、参照により本明細書に組み込まれる
。
【００６８】
　アレイの増幅部位は、標的核酸からアンプリコンを製造するために使用される複数のプ
ライマーを含み得る。いくつかの実施形態では、増幅部位に存在するプライマーは、各標
的核酸のアダプター配列中に存在するユニバーサル配列と相補的であるユニバーサル誘導
配列を有し得る。特定の実施形態では、複数のプライマーが、増幅部位に付着され得る。
プライマーは、捕捉核酸のために上記に示されるように増幅部位に付着され得る。
【００６９】
　本明細書において先に示されるように、アレイ基板の表面上のフィーチャは、不連続で
、表面の介在領域によって分離され得る。特定の実施形態では、介在領域は、アレイのフ
ィーチャと比較して実質的に少量または低濃度のプライマーを有する。プライマーを欠く
介在領域は、特に有利である。例えば、介在領域にプライマーが比較的少量であることま
たは存在しないことは、アレイの表面上のフィーチャへのアンプリコンの局在性にとって
有利に働く。この配置によって、各アレイフィーチャの境界が生じ、それによって、フィ
ーチャに、本明細書に示される方法におけるシーディングされた標的核酸の増幅によって
製造されるアンプリコンに対する有限のキャパシティーを付与する。
【００７０】
　本開示内容の方法は、増幅試薬を反応させて各々、部位にシーディングされた個々の標
的核酸から得られたアンプリコンのクローナル集団を含む複数の増幅部位を製造するステ
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ップを含み得る。いくつかの実施形態では、増幅反応は、それぞれの増幅部位のキャパシ
ティーを満たすのに十分な数のアンプリコンが作製されるまで進行する。このようにして
、すでにシーディングされた部位をキャパシティーまで満たすことによって、その後の標
的核酸がその部位にランディングすることを排除し、それによって、その部位でアンプリ
コンのクローナル集団を製造する。したがって、いくつかの実施形態では、増幅部位のキ
ャパシティーを満たすためにアンプリコンが生成される速度は、個々の標的核酸がそれぞ
れ、個々の増幅部位に輸送される速度を超えることが望ましい。
【００７１】
　いくつかの実施形態では、第２の標的核酸がその部位に到達する前に、増幅部位がキャ
パシティーまで満たされない場合でさえ、見かけのクローン性が達成され得る。いくつか
の条件下では、第１の標的核酸の増幅は、その部位に輸送される第２の標的核酸からのコ
ピーの製造を有効に打ち負かすか、または圧倒するのに十分な数のコピーが作製されると
いうところまで進行し得る。例えば、５００ｎｍより小さい直径である円形フィーチャで
のブリッジ増幅プロセスを使用する実施形態では、第１の標的核酸の１４サイクルの指数
増幅後に、同一部位での第２の標的核酸からの汚染は、Ｉｌｌｕｍｉｎａシークエンシン
グプラットフォームでの合成解析によるシークエンシングに悪影響を及ぼすには不十分な
数の汚染アンプリコンしか製造しないということが決定されている。
【００７２】
　上記の実施例によって実証されるように、アレイ中の増幅部位は、すべての実施形態に
おいて、完全にクローナルである必要はない。むしろ、いくつかの適用については、個々
の増幅部位には、第１の標的核酸から得られたアンプリコンが主にあり得、低レベルの第
２の標的核酸から得られた汚染アンプリコンも有し得る。アレイは、汚染のレベルが、ア
レイのその後の使用に許容されない影響を有さない限り、低レベルの汚染アンプリコンを
有する１つまたは複数の増幅部位を有し得る。例えば、アレイが、検出適用において使用
される予定である場合には、許容されるレベルの汚染は、許容されない方法で検出技術の
信号対雑音または分解能に影響を与えないレベルとなろう。したがって、見かけのクロー
ン性は、一般に、本明細書に示される方法によって作製されたアレイの特定の使用または
適用と関連する。特定の適用のために個々の増幅部位で許容され得る汚染の例示的レベル
として、それだけには限らないが、多くとも、０．１％、０．５％、１％、５％、１０％
または２５％の汚染アンプリコンが挙げられる。アレイは、これらの例示的レベルの汚染
アンプリコンを有する１つまたは複数の増幅部位を含み得る。例えば、アレイ中の増幅部
位の最大５％、１０％、２５％、５０％、７５％またはさらに１００％が、幾分かの汚染
アンプリコンを有し得る。
【００７３】
　特定の実施形態では、本開示内容の方法は、同時に、（ｉ）標的核酸を平均輸送速度で
増幅部位に輸送し、（ｉｉ）増幅部位にある標的核酸を平均増幅速度で増幅するために実
施され、ここで、平均増幅速度は、平均輸送速度を超える。したがって、このような実施
形態において、比較的遅い速度の輸送を使用することによって、動力学排除が達成され得
る。例えば、所望の平均輸送速度を達成するために、十分に低い濃度の標的核酸が選択さ
れ得、低濃度ほど、遅い平均速度の輸送をもたらす。あるいはまたはさらに、輸送速度を
低下させるために、高粘度溶液および／または溶液における分子密集試薬の存在が使用さ
れ得る。有用な分子密集試薬の例として、それだけには限らないが、ポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ）、フィコール、デキストランまたはポリビニルアルコールが挙げられる。
例示的分子密集試薬および製剤は、参照により本明細書に組み込まれるＵＳ７，３９９，
５９０に示されている。所望の輸送速度を達成するために調整され得る別の因子として、
標的核酸の平均の大きさがある。
【００７４】
　本方法のいくつかの実施形態では、標的核酸は、増幅の開始の前に、例えば、拡散また
はその他のプロセスによって増幅部位に輸送され得る。この場合には、動力学排除は、そ
の次のアンプリコンが作製される速度と比較して、比較的遅い速度の第１のアンプリコン
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の作製を利用することによって達成され得る。例えば、増幅反応を通じて、最初に、一時
的な非伸長可能状態にある、第１のアンプリコン形成のための第１のプライマーおよび伸
長可能状態にある、その次のアンプリコン形成のためのその他のプライマーを使用するこ
とによって、異なる速度のアンプリコン形成が達成され得る。そのようなものとして、第
１のプライマーの伸長可能状態への変換における遅れが、第１のアンプリコン形成におけ
る遅れを引き起こすのに対し、その次のアンプリコン形成は、このような遅れを起こさな
い。このような方法で、増幅部位でその次のアンプリコンが生成される平均速度は、増幅
部位で第１のアンプリコンが生成される平均速度を超える。
【００７５】
　異なる速度のアンプリコン形成による動力学排除のより詳細な例は、以下の通りである
。増幅部位は、それに付着されたプライマーの３つの部分集団を含み得る。プライマーの
第１の部分集団は、標的核酸を捕捉する（捕捉配列によって）よう、また第１のアンプリ
コン形成のプライマーとして機能する。プライマーの第１の部分集団は、例えば、３’末
端でジデオキシヌクレオチドによって伸長から可逆的に遮断される。プライマーの第２の
部分集団は、Ｐ５プライマー配列を有し得、プライマーの第３の集団は、Ｐ７プライマー
配列を有し得る。第１および第２の部分集団のプライマーは、ジデオキシヌクレオチドを
含まず、したがって、十分に伸長適格性である。標的核酸は、（５’から３’に）Ｐ７プ
ライマー結合配列、いくつかの異なる標的ヌクレオチド配列のうちの１種Ｐ５プライマー
結合配列および捕捉配列相補体を含むよう構築され得る。いくつかの異なる標的核酸は、
プライマーの第１の部分集団とハイブリダイズされ得る（捕捉配列によって）。捕捉プラ
イマーは、次いで、例えば、加ピロリン酸分解条件下（例えば、過剰のピロリン酸塩の存
在下）でのポリメラーゼでの処理によって伸長可能状態に変換され得る。増幅部位を満た
すためにその次のアンプリコンが製造される期間の間に、平均して、捕捉プライマーのう
ち１種のみが伸長可能形態に変換される条件が使用され得る。したがって、個々の増幅部
位にいくつかの汚染する可能性がある標的核酸が存在し得るが、動力学排除は、標的核酸
の１種のみからのアンプリコン形成をもたらし、それによって、増幅部位でアンプリコン
のクローナル集団を作製する。例示目的で、この実施例は、単一増幅部位に関して記載さ
れているが、反応は、増幅部位のアレイでの標的核酸付着および増幅を含み得るというこ
とは理解されよう。
【００７６】
　本明細書に示される方法では、種々の一時的に非伸長可能なプライマーのいずれも、そ
れらのプライマーを伸長可能な状態に変換するためのそれぞれの技術および試薬とともに
使用してもよい。上記の実施例は、加ピロリン酸分解によって除去されるジデオキシヌク
レオチドの使用を記載する。その他の非伸長可能ヌクレオチドが、プライマー上に存在し
、加ピロリン酸分解によって除去され得る。さらに、ジデオキシヌクレオチドまたはその
他の非伸長可能ヌクレオチドは、例えば、ポリメラーゼまたはその他の適当な酵素のエキ
ソヌクレアーゼ活性を含めた、その他の既知技術によって除去され得る。その他の実施形
態では、プライマーは、ターミネーターべースの合成法によるシークエンシングにおいて
使用されるものなどの可逆的ターミネーターを含み得る。可逆的ターミネーターおよびそ
の除去のための技術の例は、例えば、Ｂｅｎｔｌｅｙら、Ｎａｔｕｒｅ　４５６：５３～
５９頁（２００８年）、ＷＯ０４／０１８４９７；ＵＳ７，０５７，０２６；ＷＯ９１／
０６６７８；ＷＯ０７／１２３７４４；ＵＳ７，３２９，４９２；ＵＳ７，２１１，４１
４；ＵＳ７，３１５，０１９；ＵＳ７，４０５，２８１およびＵＳ２００８／０１０８０
８２に記載されており、これらの各々は、参照により本明細書に組み込まれる。
【００７７】
　異なる速度の第１のアンプリコンおよびその次のアンプリコン形成を引き起こすための
差次的に活性なプライマーの使用は、標的核酸が、増幅の前に増幅部位に存在する実施形
態について上記で例示されているが、方法はまた、標的核酸が、増幅が起こっているとき
に増幅部位に輸送される（例えば、拡散によって）条件下でも実施され得る。したがって
、動力学排除は、その次のアンプリコン形成に対して、第１のアンプリコンの比較的遅い
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輸送速度および比較的遅い製造の両方を使用し得る。したがって、本明細書に示される増
幅反応は、（ｉ）第１のアンプリコンの製造および（ｉｉ）アレイのその他の部位でのそ
の次のアンプリコンの製造と同時に、標的核酸が溶液から増幅部位に輸送されるように実
施され得る。特定の実施形態では、その次のアンプリコンが増幅部位で生成される平均速
度は、標的核酸が溶液から増幅部位に輸送される平均速度を超え得る。いくつかの場合に
は、個々の増幅部位で単一標的核酸から、それぞれの増幅部位のキャパシティーを満たす
のに十分な数のアンプリコンが生成され得る。それぞれの増幅部位のキャパシティーを満
たすためにアンプリコンが生成される速度は、例えば、個々の標的核酸が溶液から増幅部
位に輸送される速度を超え得る。
【００７８】
　本明細書に示される方法において使用される増幅試薬は、増幅部位で標的核酸のコピー
を迅速に作製できることが好ましい。通常、本開示内容の方法において使用される増幅試
薬は、ポリメラーゼおよびヌクレオチド三リン酸（ＮＴＰ）を含む。当技術分野で公知の
種々のポリメラーゼのいずれも使用され得るが、いくつかの実施形態では、エキソヌクレ
アーゼ陰性であるポリメラーゼを使用することが好ましいことであり得る。ＤＮＡコピー
が作製される実施形態については、ＮＴＰは、デオキシリボヌクレオチド三リン酸（ｄＮ
ＴＰ）であり得る。通常、ＤＮＡ増幅試薬中には、４種の天然種、ｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、
ｄＧＴＰおよびｄＣＴＰが存在するが、必要に応じて、類似体が使用され得る。ＮＴＰは
、ＲＮＡコピーが作製される実施形態については、リボヌクレオチド三リン酸（ｒＮＴＰ
）であり得る。通常、ＲＮＡ増幅試薬中には、４種の天然種、ｒＡＴＰ、ｒＵＴＰ、ｒＧ
ＴＰおよびｒＣＴＰが存在するが、必要に応じて、類似体が使用され得る。
【００７９】
　増幅試薬は、アンプリコン形成を促進する、いくつかの場合には、アンプリコン形成の
速度を増大するさらなる成分を含み得る。一例として、リコンビナーゼがある。リコンビ
ナーゼは、反復された侵入／伸長を可能にすることによってアンプリコン形成を促進し得
る。より詳しくは、リコンビナーゼは、ポリメラーゼによる標的核酸の侵入およびアンプ
リコン形成の鋳型として標的核酸を使用するポリメラーゼによるプライマーの伸長を促進
し得る。このプロセスは、侵入／伸長の各ラウンドから製造されたアンプリコンが、その
後のラウンドで鋳型として働く連鎖反応として反復され得る。このプロセスは、変性サイ
クル（例えば、加熱または化学変性による）が必要ではないので、標準ＰＣＲよりも迅速
に起こり得る。そのようなものとして、リコンビナーゼによって促進される増幅は、等温
的に実施され得る。増幅を促進するための、リコンビナーゼによって促進される増幅試薬
中に、ＡＴＰまたはその他のヌクレオチド（またはいくつかの場合には、その非加水分解
性類似体）を含むことが一般に望ましい。リコンビナーゼおよび一本鎖結合（ＳＳＢ）タ
ンパク質の混合物は、ＳＳＢが増幅をさらに促進し得るので特に有用である。リコンビナ
ーゼによって促進される増幅のための例示的製剤として、ＴｗｉｓｔＤｘ（Ｃａｍｂｒｉ
ｄｇｅ，　ＵＫ）によってＴｗｉｓｔＡｍｐキットとして市販されているものが挙げられ
る。リコンビナーゼによって促進される増幅試薬の有用な成分および反応条件は、ＵＳ５
，２２３，４１４およびＵＳ７，３９９，５９０に示されており、これらの各々は、参照
により本明細書に組み込まれる。
【００８０】
　アンプリコン形成を促進する、いくつかの場合には、アンプリコン形成の速度を増大す
るための増幅試薬中に含まれ得る成分の別の例として、ヘリカーゼがある。ヘリカーゼは
、アンプリコン形成の連鎖反応を可能にすることによってアンプリコン形成を促進し得る
。このプロセスは、変性サイクル（例えば、加熱または化学的変性による）が必要ではな
いので、標準ＰＣＲよりも迅速に起こり得る。そのようなものとして、ヘリカーゼによっ
て促進される増幅は、等温的に実施され得る。ヘリカーゼおよび一本鎖結合（ＳＳＢ）タ
ンパク質の混合物は、ＳＳＢが増幅をさらに促進し得るので特に有用である。ヘリカーゼ
によって促進される増幅のための例示的製剤として、Ｂｉｏｈｅｌｉｘ（Ｂｅｖｅｒｌｙ
，　ＭＡ）からＩｓｏＡｍｐキットとして市販されているものが挙げられる。さらに、ヘ
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リカーゼタンパク質を含む有用な製剤の例は、ＵＳ７，３９９，５９０およびＵＳ７，８
２９，２８４に記載されており、これらの各々は、参照により本明細書に組み込まれる。
【００８１】
　アンプリコン形成を促進する、いくつかの場合には、アンプリコン形成の速度を増大す
るための増幅試薬中に含まれ得る成分のさらに別の例として、開始点結合タンパク質があ
る。
【００８２】
　増幅反応が起こる速度は、増幅反応の１種または複数の活性成分の濃度または量を増大
することによって高めることができる。例えば、増幅速度を高めるために、ポリメラーゼ
、ヌクレオチド三リン酸、プライマー、リコンビナーゼ、ヘリカーゼまたはＳＳＢの量ま
たは濃度を高めてもよい。いくつかの場合には、量または濃度が増大する（またはそうで
はなく、本明細書に示される方法において操作される）、増幅反応の１種または複数の活
性成分は、増幅反応の非核酸成分である。
【００８３】
　増幅速度はまた、温度を調整することによって本明細書に示される方法において高める
ことができる。例えば、部位での温度を、反応速度が変性またはその他の有害事象のため
に低下する最大温度に高めることによって、１つまたは複数の増幅部位での増幅速度を高
めてもよい。所与の増幅反応混合物について、最適または所望の温度は、使用における増
幅成分の既知特性から、または経験的に決定され得る。増幅速度を増大するために、増幅
に使用されるプライマーの特性もまた調整され得る。例えば、配列および／またはプライ
マーの長さを調整してもよい。このような調整は、プライマー融解温度（Ｔｍ）の演繹的
予測に基づいて、または経験的に行われ得る。
【００８４】
　増幅部位での増幅速度を高めるための別の選択肢は、増幅部位での増幅反応の１種また
は複数の活性成分の局所濃度を高めることである。活性成分は、１種または複数の非核酸
成分を含み得る。いくつかの実施形態では、電気泳動、等速電気泳動、電流または電圧の
直接パルスなどといった電気的操作を使用して、増幅反応の１種または複数の活性成分が
増幅部位に誘引され得る。あるいはまたはさらに、１種または複数の増幅成分は、それを
増幅部位に補充する親和性タグを含み得る。親和性タグは、電気的操作が、適宜タグがつ
けられた成分を増幅部位に誘引し得るよう帯電され得る。非帯電親和性タグも同様に使用
され得る。例えば、捕捉剤の例として本明細書に示されるものなどの当技術分野で公知の
種々のリガンドまたは受容体のいずれも、増幅反応の成分の親和性タグとして使用され得
る。核酸に使用される捕捉剤の場合と同様、増幅部位は、増幅成分の親和性タグの結合パ
ートナーを含み得る。したがって、親和性タグがつけられた増幅成分の局所濃度は、増幅
部位での適当なパートナーとの相互作用のために増大され得る。増幅部位が基板の表面で
ある特定の実施形態では、親和性タグの結合パートナーは、表面に付着され得る。
【００８５】
　さらに、磁力または光学力を使用して、増幅試薬の局所濃度を高めることができる。こ
のような場合には、１種または複数の増幅試薬は、このような力によって操作され得る磁
性タグまたは光学タグを含み得る。
【００８６】
　増幅反応が起こる速度は、１種または複数の増幅試薬の活性を高めることによって高め
ることができる。例えば、ポリメラーゼの伸長速度を高める補因子を、ポリメラーゼが使
用されている反応に付加してもよい。いくつかの実施形態では、マグネシウム、亜鉛また
はマンガンなどの金属補因子を、ポリメラーゼ反応に付加してもよく、ベタインを付加し
てもよい。
【００８７】
　本明細書に示される方法のいくつかの実施形態では、二本鎖である標的核酸の集団を使
用することが望ましい。驚くべきことに、動力学排除条件下での部位のアレイでのアンプ
リコン形成は、二本鎖標的核酸にとって効率的であるということが観察された。例えば、
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アンプリコンのクローナル集団を有する複数の増幅部位は、リコンビナーゼおよび一本鎖
結合タンパク質の存在下で、二本鎖標的核酸からより効率的に製造され得る（同一濃度で
の一本鎖標的核酸と比較して）。それにもかかわらず、本明細書に示される方法のいくつ
かの実施形態では、一本鎖標的核酸は使用され得るということは理解されよう。
【００８８】
　本明細書に示される方法は、種々の増幅技術のいずれも使用できる。使用され得る例示
的技術として、それだけには限らないが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、ローリング
サークル増幅（ＲＣＡ）、多重置換増幅（ＭＤＡ）またはランダムプライム増幅（ＲＰＡ
）が挙げられる。いくつかの実施形態では、例えば、増幅部位が、アンプリコンを所望の
キャパシティーを有する容量中に含有できる場合には、増幅は、溶液中で実施され得る。
好ましくは、本開示内容の方法において動力学排除の条件下で使用される増幅技術は、固
相で実施される。例えば、増幅に使用される１種または複数のプライマーは、増幅部位で
固相に付着され得る。ＰＣＲ実施形態では、増幅に使用されるプライマーの一方または両
方が、固相に付着され得る。表面に付着された２種のプライマーを利用する形式は、二本
鎖アンプリコンが、コピーされた鋳型配列の両端に位置する２種の表面に付着されたプラ
イマー間にブリッジ様構造を形成するので、ブリッジ増幅と呼ばれることが多い。ブリッ
ジ増幅のために使用され得る例示的試薬および条件は、例えば、米国特許第５，６４１，
６５８号；米国特許公開番号第２００２／００５５１００号；米国特許第７，１１５，４
００号；米国特許公開番号第２００４／００９６８５３号；同２００４／０００２０９０
号；同２００７／０１２８６２４号；および同２００８／０００９４２０号に記載され、
これらの各々は、参照により本明細書に組み込まれる。固相ＰＣＲ増幅はまた、固相支持
体に付着された増幅プライマーの一方および溶液中の第２のプライマーを用いて実施され
得る。表面に付着されたプライマーおよび可溶性プライマーの組合せを使用する例示的形
式として、例えば、Ｄｒｅｓｓｍａｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ１００：８８１７～８８２２頁（２００３年）、ＷＯ０５／０１０１４５または米国特
許公開番号第２００５／０１３０１７３号または同２００５／００６４４６０号に記載さ
れるようなエマルジョンＰＣＲがあり、これらの各々は、参照により本明細書に組み込ま
れる。エマルジョンＰＣＲは、この形式の例示的なものであり、本明細書に示される方法
の目的上、エマルジョンの使用は任意選択であり、実際、いくつかの実施形態については
、エマルジョンは使用されないということは理解されよう。上記で例示されたＰＣＲ技術
は、増幅の速度を促進または増大するために、本明細書において別の場所に例示される成
分を使用する非周期性増幅（例えば、等温性増幅）のために修飾され得る。したがって、
上記で例示されるＰＣＲ技術は、動力学排除条件下で使用され得る。
【００８９】
　ＲＣＡ技術は、本開示内容の方法における使用のために修飾され得る。ＲＣＡ反応にお
いて使用され得る例示的成分およびＲＣＡがアンプリコンを製造する原理は、例えば、Ｌ
ｉｚａｒｄｉら、Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．１９：２２５～２３２頁（１９９８年）およびＵ
Ｓ２００７／００９９２０８Ａ１に記載されており、これらの各々は、参照により本明細
書に組み込まれる。ＲＣＡに使用されるプライマーは、溶液中であっても、増幅部位で固
相支持体表面に付着されてもよい。上記の参考文献において例示されるＲＣＡ技術は、例
えば、特定の適用に適合するよう増幅の速度を高めるために、本明細書における教示に従
って修飾され得る。したがって、ＲＣＡ技術は、動力学排除条件下で使用され得る。
【００９０】
　ＭＤＡ技術は、本開示内容の方法における使用のために修飾され得る。ＭＤＡのいくつ
かの基本原理および有用な条件は、例えば、Ｄｅａｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９９：５２６１～６６頁（２００２年）；Ｌａｇｅら、Ｇｅｎｏｍｅ
　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１３：２９４～３０７頁（２００３年）；Ｗａｌｋｅｒら、Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｖｉｒｕｓ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ、Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．、１９９５年；Ｗａｌｋｅｒら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．２０：１６９１～９６頁（１９９２年）；ＵＳ５，４５５，１６６；ＵＳ５，
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１３０，２３８；およびＵＳ６，２１４，５８７に記載されており、これらの各々は、参
照により本明細書に組み込まれる。ＭＤＡに使用されるプライマーは、溶液中であっても
、増幅部位で固相支持体表面に付着されてもよい。上記の参考文献において例示されるＭ
ＤＡ技術は、例えば、特定の適用に適合するよう増幅の速度を高めるために、本明細書に
おける教示に従って修飾され得る。したがって、ＭＤＡ技術は、動力学排除条件下で使用
され得る。
【００９１】
　特定の実施形態では、動力学排除条件下でアレイを作製するために、上記で例示される
増幅技術の組合せが使用され得る。例えば、ＲＣＡおよびＭＤＡが、組み合わせて使用さ
れ得、これでは、ＲＣＡは、溶液中で（例えば、溶液相プライマーを使用して）コンカテ
マーアンプリコンを作製するために使用される。次いで、アンプリコンは、増幅部位で固
相支持体表面に付着されているプライマーを使用するＭＤＡの鋳型として使用され得る。
この例では、組み合わされたＲＣＡおよびＭＤＡステップ後に製造されるアンプリコンは
、増幅部位の表面に付着される。
【００９２】
　上記の実施形態のいくつかに関して例示されるように、本開示内容の方法は、周期性増
幅技術を使用する必要はない。例えば、標的核酸の増幅は、変性サイクルを欠き、増幅部
位で実施され得る。例示的変性サイクルとして、増幅反応への化学的変性剤の導入および
／または増幅反応の温度の増大が挙げられる。したがって、標的核酸の増幅は、増幅溶液
を、標的核酸およびアンプリコンを変性する化学試薬で置換するステップを含む必要はな
い。同様に、標的核酸の増幅は、溶液を、標的核酸およびアンプリコンを変性する温度に
加熱することを含む必要はない。したがって、増幅部位で標的核酸を増幅することは、本
明細書に示される方法の期間、等温的に実施され得る。実際、本明細書に示された増幅方
法は、標準条件下でいくつかの増幅技術のために実施される１つまたは複数の周期性操作
を用いずに起こり得る。さらに、いくつかの標準固相増幅技術では、洗浄は、標的核酸が
基板上にロードされた後で、増幅が開始される前に実施される。しかし、本方法の実施形
態では、洗浄ステップは、反応部位への標的核酸の輸送と増幅部位での標的核酸の増幅の
間で実施される必要はない。代わりに、輸送（例えば、拡散による）および増幅が同時に
起こり、動力学排除を提供するよう許可される。
【００９３】
　いくつかの実施形態では、動力学排除条件下で起こる増幅サイクルを反復することが望
ましいものであり得る。したがって、周期性操作を用いずに、個々の増幅部位で標的核酸
のコピーが作製され得るが、増幅部位のアレイは、各サイクル後にアンプリコンを含有す
る部位の数を増大するよう周期的に処理され得る。特定の実施形態では、増幅条件は、サ
イクルごとに修飾され得る。例えば、輸送の速度を変更するために、または増幅の速度を
変更するために、上記で示される１種または複数の条件が、サイクルの間で調整され得る
。そのようなものとして、輸送の速度は、サイクルごとに増大され得、輸送の速度は、サ
イクルごとに低下され得、増幅の速度は、サイクルごとに増大され得るか、または増幅の
速度は、サイクルごとに低下され得る。
【００９４】
　本明細書に示される方法は、アレイの増幅部位への標的核酸の電場（ｅ－ｆｉｅｌｄ）
支援輸送を使用するよう修飾され得る。例えば、アレイの各増幅部位は、標的核酸を誘引
する電荷を生成するよう電源に電気的に結合され得る。１つの配置では、増幅部位での正
電荷が、負に帯電した糖－リン酸骨格を介して核酸を誘引し得る。核酸をアレイの部位へ
誘引するために電場支援を使用するための例示的方法および装置は、参照により本明細書
に組み込まれるＵＳ２００９／００３２４０１Ａ１に記載されている。電場支援は、例え
ば、各増幅ステップの間に、核酸標的が、増幅部位のアレイへの流動性アクセスを有する
ように複数の異なる標的核酸が溶液中にある条件下で本開示内容の方法において使用され
得る。各増幅部位での電荷は、動力学排除を達成するよう調整され得る。さらにまたはあ
るいは、電荷を調整するために、標的核酸輸送速度を変更するために、または増幅速度を



(26) JP 6014249 B2 2016.10.25

10

20

30

40

50

変更するために本明細書に示されるその他の条件が、動力学排除を達成するよう調整され
得る。したがって、増幅がアレイの種々の増幅部位で同時に起こりながら、アレイの増幅
部位での電荷が標的核酸を誘引するよう調整され得、ここで、平均増幅速度は、標的核酸
が増幅部位に輸送される（すなわち、電場支援輸送下）平均速度を超える。
【００９５】
　標的核酸の増幅部位への電場支援輸送を利用する特定の実施形態では、電場は、増幅反
応の過程を通じて一貫して印加され得る。あるいは、電場は、増幅反応が進むにつれ、ま
た増幅部位がアンプリコンで満たされるにつれ、変更（例えば、増大または低減）され得
る。例えば、電場を増大することは、標的核酸（すなわち、順に、各部位でアンプリコン
のクローナル集団を製造するよう増幅される）を獲得する増幅部位の数を増大するという
利益を提供し得る。電場が増大する速度および増大の振幅レンジは、経時的な標的核酸輸
送の増大速度を、同一期間をかけて効率的に満たされた増幅部位の増大数と釣り合いをと
るよう選択され得る。やはり、本方法によって製造されたアレイの適用に応じて、有効に
満たすということは、増幅部位が、その部位での任意の二次標的核酸の増幅を防ぐことに
よって、第１の標的核酸のコピーでキャパシティーまで満たされるようになったというこ
とであり得る。あるいは、有効に満たすということは、特定の増幅部位での二次標的核酸
の増幅が、無視できると考えられるか、そうではなくアレイの所望の使用のために許容さ
れる十分に低い割合の汚染アンプリコンをもたらすことであり得る。
【００９６】
　一般に、電場支援は、アレイの１つまたは複数の増幅部位への標的核酸の輸送に対する
さらなるレベルの制御を可能にする。電場支援の使用は、アレイの種々の部位で起こる増
幅と同時の、増幅部位のアレイへの標的核酸の輸送との関連で上記に例示されているが、
代替実施形態では、電場支援は、その部位での増幅の開始に先立って、標的核酸を増幅部
位へ輸送するために使用され得る。電場支援は、本明細書に示される方法または組成物に
おいて、アレイのフィーチャなどの対象の部位へ標的核酸以外の標的生体分子を輸送する
ために使用され得る。
【００９７】
　特定の実施形態では、電場は、アレイの増幅部位のすべてに、実質的に均一に印加され
得る。したがって、溶液中にある標的核酸は、任意の所与の増幅部位に輸送される等しい
可能性を有する。代替実施形態では、電場は、アレイ中に存在する増幅部位のサブセット
のみに印加され得る。このような方法で、電場支援は、その他のものを上回っていくつか
の部位を選択的に満たすよう使用され得る。さらに、必要に応じて、標的核酸を部位の第
１のサブセットに輸送するために、増幅部位の第１のサブセットで誘因性電荷が印加され
得、一方で、標的核酸がそれらの部位に輸送されるのを阻害するために、または標的核酸
を部位の第２のサブセットから除去する（例えば、脱離または分解による）ために、反発
電荷が増幅部位の第２のサブセットに印加され得る。同様に、以下および実施例３にさら
に詳細に示されるように、標的核酸が介在領域輸送されるのを阻害するために、または標
的核酸を介在領域から除去する（例えば、脱離または分解による）ために、反発電荷が、
アレイの介在領域に印加され得る。
【００９８】
　特定の実施形態では、アレイの介在領域は、標的核酸またはその他の生体分子の結合を
阻害するか、標的核酸またはその他の生体分子を除去する電荷を生成するよう電源に電気
的に結合され得る。１つの配置では、介在領域での負電荷が、負に帯電した糖－リン酸骨
格を介して核酸を反発し得る。あるいはまたはさらに、介在領域中の電荷は、核酸および
生体分子を電気化学的に損傷させる表面に局在するｐＨ電荷を生成するよう使用され得る
。
【００９９】
　電場反発は、例えば、核酸標的が、各増幅ステップの間に、増幅部位のアレイへの流動
性アクセスを有するように、複数の異なる標的核酸が溶液中にある条件下で、本開示内容
の方法において使用され得る。アレイの介在領域での電荷は、核酸が、アレイのフィーチ
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ャで捕捉され、場合により、動力学排除条件下でフィーチャで増幅されながら、核酸を反
発するよう（例えば、除去または結合阻害によって）調整され得る。さらにまたはあるい
は、電荷を調整するために、フィーチャへの標的核酸輸送速度を変更するための、または
増幅速度を変更するための本明細書に示されるその他の条件が、動力学排除を達成するよ
う調整され得る。したがって、アレイの介在領域での電荷は、増幅がアレイの種々の増幅
部位で同時に起こりながら、標的核酸を反発するよう調整され得、ここで、平均増幅速度
は、標的核酸が増幅部位輸送される平均速度を超える。したがって、介在領域での電場反
発は、核酸（またはその他の生体分子）をアレイのフィーチャに輸送するための、また動
力学排除を達成するための本明細書に示されるその他の方法と組み合わせて使用され得る
。
【０１００】
　本明細書に示される方法および装置を使用する介在領域での電場反発は、介在領域の代
わりにフィーチャでの核酸（またはその他の生体分子）の特異的局在性の改善という利点
を提供し得る。このような利点によって、反発が、核酸および生体分子の表面に局在する
電気化学的損傷によって、核酸またはその他の生体分子の結合を阻害する電荷反発の機序
によって、またはその他の機序によって、働くかどうかをたどることができる。介在領域
での電場反発は、特に、対象のフィーチャが、表面に局在した電気化学的損傷の範囲より
高い高さを有する場合には、核酸またはその他の生体分子の対象のフィーチャへの特異的
局在性を改善するために使用され得る。
【０１０１】
　いくつかの実施形態は、アレイのフィーチャへの核酸（またはその他の生体分子）の電
場支援輸送を、アレイの介在領域からの核酸（またはその他の生体分子）の電場支援反発
と組み合わせて利用できる。誘引性電場および反発的電場は、アレイに同時に印加しても
よく、２つの場を別個に印加してもよい。例えば、場が交互に印加されるように、２つの
場を別個に印加してもよい（例えば、反発的場がオフでありながら、誘引性場がフィーチ
ャに印加され得、次いで、反発的場が介在領域に印加されながら、誘引性場がオフであり
得、この一続きが１回または複数回反復され得る）。
【０１０２】
　電場は、アレイの領域および電解質にわたって印加され得るか、またはアレイの領域お
よび第２の表面にわたって印加され得る。例えば、図４Ａは、電場がアレイの介在領域お
よび電解質にわたって印加され得る配置を示し、図４Ｂは、電場がアレイの介在領域およ
び第２の表面にわたって印加され得る配置を示す。同様の配置が、アレイのフィーチャに
誘引性場を印加するために使用され得る。さらに、電場は、フィーチャに印加されるか、
介在領域に印加されるかに関わらず、アレイの適当な領域への交流電流または直流電流の
印加によって形成され得る。
【０１０３】
　したがって、本開示内容は、生体分子のパターン化された表面を作製する方法を提供し
、ここで、本方法は、（ａ）（ｉ）表面上に不連続フィーチャを有するアレイであって、
前記フィーチャは、表面の介在領域によって分離されている、アレイと、（ｉｉ）複数の
異なる標的生体分子を有する溶液とを含む試薬を準備するステップと、（ｂ）試薬を反応
させて、生体分子をフィーチャに輸送し、個々の生体分子を、各フィーチャに付着させる
ステップであって、介在領域から生体分子を反発するよう、電場が介在領域に印加される
ステップとを含み得る。本方法において使用するための特に有用な生体分子として、核酸
がある。核酸は、本明細書において別の場所に示されるものなどの動力学排除条件下でこ
の方法においてフィーチャで増幅され得る。電場を使用するいくつかの実施形態では、ア
レイに使用される基板は、透明導電体の層を含み得る。導電体の層は、バッテリーなどの
電源または信号発生器を接続する電極として使用され得る。必要に応じて、アレイのフィ
ーチャ（例えば、ウェルのアレイ中のウェルの内表面）は、露出したまたは絶縁された導
電性層を含有し得、ここで、導電性層両端の電圧は、核酸および／または増幅試薬に対す
る力を操作して、部位への輸送、部位での捕捉、部位からの除去および／または部位での
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増幅の速度を制御するために使用され得る。特定の実施形態では、電場は、容器壁を透過
する電場が、容器内の試薬に対する電気力を誘導し、輸送、捕捉、除去および／または増
幅の速度にわたってある程度の制御を提供するように、ウェルの外表面に印加され得る。
【０１０４】
　例えば、本明細書に示される方法によって製造されている本開示内容のアレイは、種々
の適用のいずれかのために使用され得る。特に有用な適用として、核酸シークエンシング
がある。一例として、合成によるシークエンシング（ＳＢＳ）がある。ＳＢＳでは、鋳型
中のヌクレオチドの配列を決定するために、核酸鋳型（例えば、その標的核酸またはアン
プリコン）に沿った核酸プライマーの伸長がモニタリングされる。根底にある化学的プロ
セスは、重合（例えば、ポリメラーゼ酵素によって触媒されるような）であり得る。特定
のポリメラーゼベースのＳＢＳ実施形態では、プライマーに付加されるヌクレオチドの順
序および種類検出が使用されて、鋳型の配列が決定され得るように、蛍光標識されたヌク
レオチドが、鋳型依存性にプライマーに付加される（それによってプライマーを伸長する
）。本明細書に示されるアレイの異なる部位で、複数の異なる鋳型が、種々の鋳型のため
に生じている事象が、アレイ中のその位置によって区別され得る状態下でＳＢＳ技術に付
され得る。
【０１０５】
　フローセルは、本開示内容の方法によって製造され、ＳＢＳまたはサイクルにおいて試
薬の反復された送達を含むその他の検出技術に付されるアレイを収容する好都合な形式を
提供する。例えば、第１のＳＢＳサイクルを開始するために、１種または複数の標識ヌク
レオチド、ＤＮＡポリメラーゼなどが、核酸鋳型のアレイを収容するフローセル中／フロ
ーセルを通って流され得る。プライマー伸長が標識されたヌクレオチドが組み込まれるよ
うにするアレイのそれらの部位が、検出され得る。場合により、ヌクレオチドは、一旦、
ヌクレオチドがプライマーに付加されると、さらなるプライマー伸長を終結する可逆的終
結特性をさらに含み得る。例えば、可逆的ターミネーター部分を有するヌクレオチド類似
体は、その部分を除去するために、デブロッキング剤が送達されるまで、その後の伸長が
起こり得ないように、プライマーに付加され得る。したがって、可逆的終結を使用する実
施形態について、デブロッキング試薬は、フローセルに送達され得る（検出が起こる前ま
たは後）。洗浄は、種々の送達ステップの間で実施され得る。次いで、サイクルは、プラ
イマーをｎ個のヌクレオチドだけ伸長するためにｎ回反復され得、それによって、長さｎ
の配列を検出する。本開示内容の方法によって製造されたアレイとともに使用するための
、容易に適応され得る、例示的ＳＢＳ手順、流動系および検出プラットフォームは、例え
ば、Ｂｅｎｔｌｅｙら、Ｎａｔｕｒｅ　４５６：５３～５９頁（２００８年）、ＷＯ０４
／０１８４９７；ＵＳ７，０５７，０２６；ＷＯ９１／０６６７８；ＷＯ０７／１２３７
４４；ＵＳ７，３２９，４９２；ＵＳ７，２１１，４１４；ＵＳ７，３１５，０１９；Ｕ
Ｓ７，４０５，２８１およびＵＳ２００８／０１０８０８２に記載されており、これらの
各々は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１０６】
　ピロシークエンシングなどの周期性反応を使用するその他のシークエンシング手順が使
用され得る。ピロシークエンシングは、特定のヌクレオチドが新生核酸鎖中に組み込まれ
る時の無機ピロリン酸（ＰＰｉ）の放出を検出する（Ｒｏｎａｇｈｉら、Ａｎａｌｙｔｉ
ｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２４２（１）、８４～９頁（１９９６年）；Ｒｏｎ
ａｇｈｉ、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１１（１）、３～１１頁（２００１年）；Ｒｏｎａｇ
ｈｉら　Ｓｃｉｅｎｃｅ２８１（５３７５）、３６３頁（１９９８年）；ＵＳ６，２１０
，８９１；ＵＳ６，２５８，５６８およびＵＳ６，２７４，３２０、これらの各々は参照
により本明細書に組み込まれる）。ピロシークエンシングでは、放出されたＰＰｉは、Ａ
ＴＰスルフリラーゼによってアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）に直ちに変換されることによ
って検出され得、生じたＡＴＰのレベルは、ルシフェラーゼによって製造される光子を介
して検出され得る。したがって、シークエンシング反応は、ルミネセンス検出系を介して
モニタリングされ得る。蛍光ベースの検出システムのために使用される励起放射供給源は
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、ピロシークエンシング手順には、必要ではない。本開示内容のアレイへのピロシークエ
ンシングの適用のために使用され得る、有用な流動系、検出器および手順は、例えば、Ｗ
ＩＰＯ特許出願番号ＰＣＴ／ＵＳ１１／５７１１１、ＵＳ２００５／０１９１６９８Ａ１
、ＵＳ７，５９５，８８３およびＵＳ７，２４４，５５９に記載されており、これらの各
々は、参照により本発明に組み込まれる。
【０１０７】
　例えば、各々、参照により本明細書に組み込まれる、Ｓｈｅｎｄｕｒｅら、Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　３０９：１７２８～１７３２頁（２００５年）；ＵＳ５，５９９，６７５；および
ＵＳ５，７５０，３４１に記載されるものを含め、ライゲーション反応によるシークエン
シングもまた有用である。いくつかの実施形態は、例えば、各々参照により本明細書に組
み込まれるＢａｉｎｓら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ　１３５（３）、３０３～７頁（１９８８年）；Ｄｒｍａｎａｃら、Ｎａｔｕｒｅ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１６、５４～５８頁（１９９８年）；Ｆｏｄｏｒら、Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２５１（４９９５）、７６７～７７３頁（１９９５年）；およびＷＯ１９８
９／１０９７７に記載されるような、ハイブリダイゼーション手順によるシークエンシン
グを含み得る。ライゲーションによるシークエンシングおよびハイブリダイゼーション手
順によるシークエンシングの両方において、アレイの部位に存在する標的核酸（またはそ
のアンプリコン）が、オリゴヌクレオチド送達および検出の反復サイクルに付される。本
明細書において、または本明細書において引用される参考文献に示されるようなＳＢＳ法
のための流動系を、ライゲーションによるシークエンシングまたはハイブリダイゼーショ
ン手順によるシークエンシングのための試薬の送達に、容易に適応させることができる。
通常、本明細書における、または本明細書において引用される参考文献におけるＳＢＳ手
順に関して記載されるものと同様に、オリゴヌクレオチドが、蛍光標識され、蛍光検出器
を使用して検出され得る。
【０１０８】
　いくつかの実施形態は、ＤＮＡポリメラーゼ活性のリアルタイムモニタリングを含む方
法を利用できる。例えば、ヌクレオチド組み込みは、フルオロフォア保有ポリメラーゼと
γ－リン酸標識ヌクレオチド間の蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）相互作用によって
、またはゼロモード導波管（ＺＭＷ）を用いて検出され得る。ＦＲＥＴベースのシークエ
ンシングのための技術および試薬は、例えば、Ｌｅｖｅｎｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９９
、６８２～６８６頁（２００３年）；Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔら、Ｏｐｔ．　Ｌｅｔｔ．　３
３、１０２６～１０２８頁（２００８年）；Ｋｏｒｌａｃｈら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１０５、１１７６～１１８１頁（２００８年）に記載されてお
り、これらの開示内容は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１０９】
　いくつかのＳＢＳ実施形態は、ヌクレオチドの伸長生成物への組み込みの際に放出され
たプロトンの検出を含む。例えば、放出されたプロトンの検出に基づくシークエンシング
は、Ｉｏｎ　Ｔｏｒｒｅｎｔ　（Ｇｕｉｌｆｏｒｄ，　ＣＴ、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓの子会社）から市販されている電気検出器および関連技術または各々、参照に
より本明細書に組み込まれる、ＵＳ２００９／００２６０８２Ａ１；ＵＳ２００９／０１
２７５８９Ａ１；ＵＳ２０１０／０１３７１４３Ａ１；もしくはＵＳ２０１０／０２８２
６１７Ａ１に記載されるシークエンシング法およびシステムを使用できる。動力学排除を
使用して標的核酸を増幅するための本明細書に示される方法は、プロトンを検出するため
に使用される基板に容易に適用され得る。より詳しくは、本明細書に示される方法は、プ
ロトンを検出するために使用されるアレイの部位でアンプリコンのクローナル集団を製造
するために使用され得る。
【０１１０】
　例えば、本明細書に示される方法によって製造されている、本開示内容のアレイの別の
有用な適用として、遺伝子発現解析がある。遺伝子発現は、デジタルＲＮＡシークエンシ
ングと呼ばれるものなどのＲＮＡシークエンシング技術を使用して検出され、定量化され
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得る。ＲＮＡシークエンシング技術は、上記で示されるものなどの当技術分野で公知のシ
ークエンシング方法論を使用して実施され得る。遺伝子発現はまた、アレイとの直接ハイ
ブリダイゼーションによって実施されるハイブリダイゼーション技術を使用して、または
生成物がアレイ上で検出されるマルチプレックスアッセイを使用して検出され、定量化さ
れ得る。例えば、本明細書に示される方法によって製造されている本開示内容のアレイは
また、１つまたは複数の個体から得たゲノムＤＮＡサンプルの遺伝子型を決定するために
使用され得る。本開示内容のアレイで実施され得るアレイベースの発現および遺伝子型判
定解析のための例示的方法は、米国特許第７，５８２４２０号；同６，８９０，７４１号
；同６，９１３，８８４号もしくは同６，３５５，４３１号または米国特許公開番号第２
００５／００５３９８０Ａ１号；同２００９／０１８６３４９Ａ１号またはＵＳ２００５
／０１８１４４０Ａ１に記載されており、これらの各々は、参照により本明細書に組み込
まれる。
【０１１１】
　本明細書に示される方法の利点は、それらが種々の核酸ライブラリーのいずれかからの
アレイの迅速な、効率的な作製を提供するということである。したがって、本開示内容は
、本明細書に示される１種または複数の方法を使用してアレイを作製できる、さらに、上
記で例示されるものなどの当技術分野で公知の技術を使用してアレイ上の核酸を検出でき
る統合システムを提供する。したがって、本開示内容の統合システムは、ポンプ、バルブ
、リザーバー、流動ラインなどといった、増幅試薬を増幅部位のアレイに送達できる流動
成分を含み得る。特に有用な流動成分として、フローセルがある。フローセルは、本開示
内容のアレイを作製するために、またアレイを検出するために、統合システムにおいて構
成されおよび／または使用され得る。例示的フローセルは、例えば、ＵＳ２０１０／０１
１１７６８Ａ１および米国特許出願番号第１３／２７３，６６６号に記載されており、こ
れらの各々は、参照により本明細書に組み込まれる。フローセルについて例示されるよう
に、統合システムの１種または複数の流動成分は、増幅方法のために、また検出方法のた
めに使用され得る。核酸シークエンシング実施形態を例としてとると、統合システムの１
種または複数の流動成分は、本明細書に示される増幅方法のために、また、上記で例示さ
れるものなどのシークエンシング方法におけるシークエンシング試薬の送達のために使用
され得る。あるいは、統合システムは、増幅方法を実施するための、また、検出方法を実
施するための別個の流動系を含み得る。核酸のアレイを作製できる、また核酸の配列を決
定できる統合されたシークエンシングシステムの例として、制限するものではないが、Ｍ
ｉＳｅｑプラットフォーム（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，　Ｉｎｃ．，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　
ＣＡ）および参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願番号第１３／２７３，６６
６号に記載されたデバイスが挙げられる。このようなデバイスは、本明細書に示される案
内に従って動力学排除を使用してアレイを作製するよう修飾され得る。
【０１１２】
　本明細書に示される方法を実施できるシステムは、検出デバイスと統合される必要はな
い。むしろ、独立型システムまたはその他のデバイスと統合されたシステムもあり得る。
統合システムとの関連で上記で例示されたものと同様の流動成分は、このような実施形態
で使用され得る。
【０１１３】
　本明細書に示される方法を実施できるシステムは、検出能力と統合されているかいない
かに関わらず、本明細書に示される方法、技術またはプロセスの１つまたは複数のステッ
プを実施するための一連の命令を実行できるシステムコントローラーを含み得る。例えば
、命令は、動力学排除条件下でアレイを作製するためのステップの実施を指示できる。場
合により、命令は、本明細書において先に示された方法を使用して核酸を検出するステッ
プの実施をさらに指示できる。有用なシステムコントローラーは、マイクロコントローラ
ー、縮小命令セットコンピュータ（ＲＩＳＣ）、アプリケーション特異的統合サーキット
（ＡＳＩＣ）、フィールドプログラム可能なゲートアレイ（ＦＰＧＡ）、ロジックサーキ
ット、および任意のその他のサーキットまたは本明細書に記載された機能を実行できるプ
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ロセッサーを使用するシステムを含め、任意のプロセッサーベースのまたはマイクロプロ
セッサーベースのシステムを含み得る。システムコントローラーの一連の命令は、ソフト
ウェアプログラムの形態であり得る。本明細書において、用語「ソフトウェア」および「
ファームウェア」は、交換可能であり、ＲＡＭメモリ、ＲＯＭメモリ、ＥＰＲＯＭメモリ
、ＥＥＰＲＯＭメモリおよび不揮発性ＲＡＭ（ＮＶＲＡＭ）メモリを含め、任意のコンピ
ュータによる実行のためにメモリ中に保存されるコンピュータプログラムを含む。ソフト
ウェアは、システムソフトウェアまたはアプリケーションソフトウェアなど種々の形態で
あり得る。さらに、ソフトウェアは、別個のプログラムの収集物または大きなプログラム
内のプログラムモジュールまたはプログラムモジュールの一部の形態であり得る。ソフト
ウェアはまた、オブジェクト指向プログラミングの形態のモジュラープログラミングを含
み得る。
【０１１４】
　本開示内容のアレイのいくつかの適用は、アンサンブル検出との関連で上記で例示され
ており、ここで、各増幅部位に存在する複数のアンプリコンは一緒に検出される。代替実
施形態では、単一核酸は、標的核酸またはそのアンプリコンかに関わらず、各増幅部位で
検出され得る。例えば、増幅部位は、検出されるべき標的ヌクレオチド配列および複数の
フィラー核酸を有する単一核酸分子を含有するよう構成され得る。この例では、フィラー
核酸は、増幅部位のキャパシティーを満たすよう機能し、必ずしも検出されるよう意図さ
れない。検出されるべき単一分子は、フィラー核酸のバックグラウンド中の単一分子を区
別できる方法によって検出され得る。例えば、獲得を増大して、またはより感受性の標識
を使用して部位を検出するための上記で示されるアンサンブル検出技術の修飾を含め、種
々の単一分子検出技術のいずれも、使用され得る。使用され得る単一分子検出法のその他
の例は、ＵＳ２０１１／０３１２５２９Ａ１；米国特許出願番号第６１／５７８，６８４
号；および同６１／５４０，７１４号に示され、これらの各々は、参照により本明細書に
組み込まれる。
【０１１５】
　単一分子核酸検出にとって有用なアレイは、本明細書に示される１種または複数の方法
を使用し、以下の修飾を行って作製され得る。複数の異なる標的核酸は、検出されるべき
標的ヌクレオチド配列およびフィラーアンプリコンを作製するよう増幅されるべき１種ま
たは複数のフィラーヌクレオチド配列の両方を含むよう構成され得る。本明細書において
別の場所に示されるものなどの複数の異なる標的核酸が増幅試薬中に含まれ得、フィラー
ヌクレオチド配列が増幅部位を満たすよう、動力学排除条件下で増幅部位のアレイと反応
される。標的配列の増幅を妨げながら、フィラー配列が増幅されるのを可能にするために
使用され得る例示的配置として、例えば、増幅部位に存在する増幅プライマーの結合部位
が両端に位置するフィラー配列を含む第１の領域と、フランキングされた領域の外側に標
的配列を有する第２の領域とを有する単一標的分子が挙げられる。別の配置では、標的核
酸は、標的配列およびフィラー配列をそれぞれ保持する、別個の分子または鎖を含み得る
。別個の分子または鎖は、粒子に付着され得るか、または核酸デンドリマーまたはその他
の分岐構造のアームとして形成され得る。
【０１１６】
　特定の実施形態では、フィラー配列および標的配列の両方を各々含有する増幅部位を有
するアレイは、プライマー伸長アッセイまたは合成技術によるシークエンシングを使用し
て検出され得る。このような場合には、多量のフィラー配列でとは対照的に標的ヌクレオ
チド配列で、適宜位置付けられたプライマー結合部位の使用によって特異的伸長が達成さ
れ得る。例えば、シークエンシングプライマーの結合部位は、標的配列の上流に位置付け
られ、フィラー配列のいずれにも存在しないものであり得る。あるいはまたはさらに、標
的配列は、標準ヌクレオチドと水素結合できない、１種または複数の非天然ヌクレオチド
類似体を含み得る。非天然ヌクレオチドは、プライマー結合部位の下流に（例えば、標的
配列中、または標的配列とプライマー結合部位に介在する領域中）位置付けられ得、その
ようなものとして、適当なヌクレオチドパートナー（すなわち、標的配列中の非天然類似
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体と水素結合できるもの）が付加されるまで、伸長または合成によるシークエンシングを
妨げる。ヌクレオチド類似体イソシトシン（イソＣ）およびイソグアニン（イソＧ）は、
それらが、互いに特異的に対を形成するが、ほとんどの伸長および合成技術によるシーク
エンシング－において使用されるその他の標準ヌクレオチドとは対を形成しないので、特
に有用である。標的配列または標的配列の上流においてイソＣおよび／またはイソＧを使
用することのさらなる利益は、増幅に使用されるヌクレオチド混合物からそれぞれのパー
トナーを省くことによって、増幅ステップの間の標的配列の望まない増幅を妨げることで
ある。
【０１１７】
　例えば、本明細書に示される方法によって製造されている、本開示内容のアレイは、検
出法のために使用される必要はないということは理解されよう。むしろ、アレイは、核酸
ライブラリーを保存するために使用され得る。したがって、アレイは、中に核酸を保存す
る状態で保管され得る。例えば、アレイは、乾燥した状態で、凍結した状態で（例えば、
液体窒素中）または核酸を保護する溶液中で保管され得る。あるいはまたはさらに、アレ
イは、核酸ライブラリーを複製するために使用され得る。例えば、アレイは、アレイ上の
１つまたは複数の部位から複製物アンプリコンを作製するために使用され得る。
【０１１８】
　本発明のいくつかの実施形態は、標的核酸をアレイの増幅部位に輸送することおよび増
幅部位で捕捉された標的核酸のコピーを作製することに関して本明細書において例示され
ている。同様の方法が、非核酸標的分子のために使用され得る。したがって、本明細書に
示される方法は、例示される標的核酸の代わりに、その他の標的分子を用いて使用され得
る。例えば、本開示内容の方法は、種々の標的分子の集団から個々の標的分子を輸送する
ために実施され得る。各標的分子は、捕捉の部位で反応を開始するために、アレイの個々
の部位に輸送され得る（いくつかの場合には、捕捉される）。各部位での反応は、例えば
、捕捉された分子のコピーを製造し得るか、または反応は、捕捉された分子を単離または
隔離するよう部位を変更し得る。いずれかの場合には、最終結果は、種々の種類の標的分
子を含有していた集団に由来して存在する標的分子の種類に関して各々純粋であるアレイ
の部位であり得る。
【０１１９】
　核酸以外の標的分子を使用する特定の実施形態では、種々の標的分子のライブラリーは
、動力学排除を利用する方法を使用して作製され得る。例えば、標的分子アレイは、アレ
イの部位が溶液に由来する標的分子を用いてランダムにシーディングされ、標的分子のコ
ピーが、シーディングされた部位の各々をキャパシティーまで満たすよう作製される条件
下で作製され得る。本開示内容の動力学排除法に従って、シーディングおよびコピー作製
プロセスは、コピーが作製される速度が、シーディング速度を超える条件下で同時に進行
し得る。そのようなものとして、第１の標的分子によってシーディングされている部位で
コピーが作製される比較的迅速な速度は、第２の標的分子が部位をシーディングするのを
効果的に排除する。いくつかの場合には、標的分子のシーディングは、標的分子をコピー
すること以外のプロセスによって部位をキャパシティーまで満たす反応を開始する。例え
ば、部位での標的分子の捕捉は、最終的に部位を第２の標的分子を捕捉できないようにす
る連鎖反応を開始し得る。連鎖反応は、標的分子が捕捉される速度を超える速度で起こり
得、それによって、動力学排除の条件下で起こる。
【０１２０】
　標的核酸について例示されるように、動力学排除は、その他の標的分子に適用される場
合には、アレイの部位で反復反応（例えば、連鎖反応）を開始するために、比較的遅い速
度を、対して、一旦開始した反復反応を継続するためには比較的迅速な速度を利用し得る
。これまでの段落の例では、動力学排除は、例えば、標的分子シードのコピーで部位を満
たすために反応が起こる比較的迅速な速度に対する、標的分子シーディングの比較的遅い
速度（例えば、比較的遅い拡散）のために起こる。別の例示的実施形態では、動力学排除
は、部位を満たすためにその後のコピーが作製される比較的迅速な速度に対する、部位に
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シーディングされた標的分子の第１のコピーの形成の遅延（例えば、遅延されたまたは遅
い活性化）のために起こり得る。この例では、個々の部位は、いくつかの異なる標的分子
でシーディングされた可能性がある。しかし、任意の所与の標的分子の第１のコピーの形
成は、ランダムに活性化され得、その結果、第１のコピー形成の平均速度は、その後のコ
ピーが作製される速度と比較して比較的遅い。この場合には、個々の部位は、いくつかの
異なる標的分子でシーディングされた可能性があるが、動力学排除はそれらの標的分子の
うち１種のみがコピーされることを可能にする。
【０１２１】
　したがって、本開示内容は、（ａ）（ｉ）部位のアレイと、（ｉｉ）複数の異なる標的
分子を有する溶液とを含む試薬を準備するステップであって、溶液中の標的分子の数は、
アレイ中の部位の数を超え、異なる標的分子は、複数の部位への流動性アクセスを有し、
部位の各々は、複数の異なる標的分子中のいくつかの標的分子に対するキャパシティーを
含む、ステップと；（ｂ）試薬を反応させて、各々、複数に由来する単一の標的分子を有
する複数の部位を製造するか、または各々、溶液に由来する個々の標的分子から得られた
コピーの純粋な集団を有する複数の部位を製造するステップであって、反応させることが
、同時に（ｉ）平均輸送速度で種々の分子を部位に輸送することおよび（ｉｉ）平均反応
速度で、部位をキャパシティーまで満たす反応を開始することを含み、平均反応速度が、
平均輸送速度を超える、ステップとを含み得る、分子のアレイを作製する方法を提供する
。いくつかの実施形態では、ステップ（ｂ）は、試薬を反応させて、各々、複数に由来す
る単一の標的分子を有する複数の部位を製造するか、または各々、溶液に由来する個々の
標的分子から得られたコピーの純粋な集団を有する複数の部位を製造することによって代
わりに実施され得、ここで、反応させることは、（ｉ）反復反応（例えば、連鎖反応）を
開始して、各部位で標的分子から生成物を形成すること、および（ｉｉ）各部位で反応を
継続して、その後の生成物を形成することを含み、反応が部位で起こる平均速度が、反応
がその部位で開始される平均速度を超える。
【０１２２】
　上記の非核酸実施形態では、標的分子は、アレイの各部位で起こる反復反応のイニシエ
ーターであり得る。例えば、反復反応は、その他の標的分子がその部位を占有するのを妨
げるポリマーを形成し得る。あるいは、反復反応は、部位に輸送された標的分子の分子コ
ピーを構成する１種または複数のポリマーを形成し得る。
【０１２３】
　以下の実施例は、例示するよう意図されるものであって、本発明を制限するものではな
い。
【実施例】
【０１２４】
（実施例１）
フローセル上でのクラスターアレイのスーパーポアソン形成
　本実施例は、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　ＣＡ）シークエンシングプ
ラットフォームのためのフローセルでのクラスターアレイのスーパーポアソン形成を達成
する方法を記載する。本明細書に記載される方法は、フィーチャにライブラリーエレメン
ト（例えば、ゲノム断片）を捕捉し、ライブラリーエレメントを同時にクローン的に増幅
するプロセスである。この実施例では、プロセスの重要なフィーチャは、捕捉速度対増幅
速度を制御することおよび同種のプロセスにおいてそのようにすることである。Ｉｌｌｕ
ｍｉｎａフローセルの高密度シーディングのために開発された多数の前処理は、ライブラ
リーエレメントの捕捉を、クローナル増幅プロセスから分離する。この例では、フィーチ
ャでの捕捉事象が、クローナル増殖事象を開始する。
【０１２５】
　パターン化されたフローセルは、以下のように調製する。ガラスフローセル（Ｉｌｌｕ
ｍｉｎａ，　Ｉｎｃ．，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　ＣＡ）を、リフトオフアプローチを使
用して金パッチでコーティングする。手短には、フォトレジスト層を、ガラスフローセル
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の表面上に均一にコーティングし、フォトリソグラフィーによってフォトレジストのパッ
チを除去し、ガラス表面のパッチを露出させる。次いで、金の層を表面に蒸着して、フォ
トレジスト領域およびガラスパッチ上に連続薄膜を形成する。金は、参照により本明細書
に組み込まれるＴｈｏｒｎｔｏｎ、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｍａｔｅｒ．Ｓｃｉ．７：２３９～
６０頁（１９７７年）に示されるように、ｅ－ビーム蒸発またはスパッタリングを使用し
て蒸着してもよい。次いで、アセトンリフトオフによってフォトレジスト層を除去し、丸
い形であり、１ミクロン未満である直径を有し、ガラス表面の介在領域によって囲まれて
いる金パッチを残す。次いで、ＷＯ２００８／０９３０９８（本明細書に組み込まれる）
に記載されるように、金パターン化されたフローセルをシラン不含アクリルアミド（ＳＦ
Ａ）でコーティングする。Ｐ５およびＰ７プライマーを、ニトロベンジルＵＶ切断可能部
分（Ｇｌｅｎｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，　Ｓｔｅｒｌｉｎｇ，　ＶＡ）を介して重合された
ＳＦＡにグラフトする。金パッチが、パッチ上に付着されたプライマーのマスクを作製し
、一方で、介在領域上に付着された任意のプライマーが、ＵＶ光曝露によって切断される
ように、フローセルを、ＵＶ（３０２ｎｍ）光源上に置く。金パッチに残るＰ５およびＰ
７プライマーは、ライブラリーのクローナル増幅を支援できる（Ｐ５／Ｐ７）。
【０１２６】
　ライブラリーエレメントは、以下の通りに製造する。ゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）ライブ
ラリーを断片化し、Ｉｌｌｕｍｉｎａ市販サンプル調製プロトコールに従って、Ｐ５およ
びＰ７プライマーと相補的であるプライマー結合部位を有するフォーク型アダプターをｇ
ＤＮＡ断片とライゲーションする。
【０１２７】
　スーパーポアソンクラスターアレイ形成は、以下の通りに実施する。ライブラリーエレ
メント（二本鎖形態で）およびＴｗｉｓｔＡｍｐ　Ｂａｓｉｃ試薬（ＴｗｉｓｔＤｘ，　
Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　ＵＫ）を含有する溶液を調製する。ＴｗｉｓｔＡｍｐ　Ｂａｓｉｃ
試薬は、表面での鋳型依存性増幅を支援し得る酵素混合物（ＤＮＡポリメラーゼ、一本鎖
結合タンパク質およびリコンビナーゼ）を含有している。溶液中のライブラリーエレメン
トの濃度は、任意のフィーチャによるライブラリーエレメントのハイブリダイゼーション
捕捉の速度が、クローナル増幅および別のライブラリーエレメントを捕捉するためにフィ
ーチャ上で利用可能なオリゴの十分な消耗の速度よりもかなり低いように制御される。
【０１２８】
　溶液のライブラリーエレメントの最適濃度またはそうでなければ所望の濃度は、上記の
スーパーポアソンクラスターアレイ形成プロトコールを使用する滴定と、それに続くＩｌ
ｌｕｍｉｎａシークエンシングデバイス（例えば、ＧｅｎｏｍｅＡｎａｌｙｚｅｒ（商標
）、ＨｉＳｅｑ（商標）またはＭｉＳｅｑ（商標））でのシークエンシング実施によって
経験的に決定され得る。
【０１２９】
（実施例２）
動力学排除条件下で作製されたパターン化されたクラスターアレイの特性決定
　この実施例は、動力学排除条件を使用するパターン化されたフィーチャでのモノクロー
ナルクラスターのスーパーポアソンローディングを実証する。
【０１３０】
　パターン化されたフローセルを以下の通りに調製した。ガラスフローセル（Ｉｌｌｕｍ
ｉｎａ，　Ｉｎｃ．，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　ＣＡ）を、参照により本明細書に組み込
まれる米国特許出願番号第１３／４９２，６６１号に記載されるようにリフトオフアプロ
ーチを使用して金パッドでコーティングした。手短には、フォトレジスト層を、ガラスフ
ローセルの表面上に均一にコーティングし、フォトリソグラフィーによってフォトレジス
トのパッチを除去し、ガラス表面のパッチを露出させる。次いで、金の層を表面に蒸着し
て、フォトレジスト領域およびガラスパッチ上に連続薄膜を形成する。金は、参照により
本明細書に組み込まれるＴｈｏｒｎｔｏｎ、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｍａｔｅｒ．Ｓｃｉ．７：
２３９～６０頁（１９７７年）に示されるように、ｅ－ビーム蒸発を使用して蒸着させた
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。次いで、アセトンリフトオフによってフォトレジスト層を除去し、金パッドの六角形の
パターンを残し、これでは、金パッドの各々は、丸い形であり、５００ｎｍの直径を有し
、ガラス表面の介在領域によって囲まれていた。次いで、ＷＯ２００８／０９３０９８（
本明細書に組み込まれる）に記載されるように、金パターン化されたフローセルを、シラ
ン不含アクリルアミド（ＳＦＡ）でコーティングした。プライマーを、ニトロベンジルＵ
Ｖ切断可能部分（Ｇｌｅｎｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，　Ｓｔｅｒｌｉｎｇ，　ＶＡ）を介し
て重合されたＳＦＡにグラフトした。金パッドが、パッド上に付着されたプライマーのマ
スクを作製し、一方で、介在領域上に付着された任意のプライマーがＵＶ光曝露によって
切断されるように、フローセルをＵＶ（３０２ｎｍ）光源上に置いた。切断されたプライ
マーを洗浄除去し、金パッド上に付着されたプライマーを残した。
【０１３１】
　ＴｗｉｓｔＡｍｐ　Ｂａｓｉｃキット（ＴｗｉｓｔＤｘ，　Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　ＵＫ
）を以下の通りに使用して、金パッド上でクラスターを増大させた。二本鎖ＰｈｉＸ　Ｄ
ＮＡライブラリーを、ＴｗｉｓｔＡｍｐ　Ｂａｓｉｃ　Ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎバッファ
ーおよび酢酸マグネシウム試薬中で種々の濃度で混合した。試験されるＰｈｉＸ　ＤＮＡ
濃度は、７２ｐＭ、１４４ｐＭ、４３２ｐＭおよび８６４ｐＭとした。これらの濃度は、
Ｉｌｌｕｍｉｎａフローセルの標準シーディングのために使用される９～１０ｐＭ　ＤＮ
Ａの通常の範囲を超えていた。また、ＰｈｉＸ　ＤＮＡは、鋳型ＤＮＡが一本鎖形態にあ
るＩｌｌｕｍｉｎａフローセルの標準シーディングとは対照的に二本鎖であった。Ｐｈｉ
Ｘ　ＤＮＡを含有する混合物を使用して、ＴｗｉｓｔＡｍｐ　Ｂａｓｉｃ凍結乾燥ペレッ
トを再水和し、次いで、３８℃でパターン化されたフローセルのそれぞれのレーン中に流
した。３８℃で１時間インキュベーションを続け、その後、ＨＴ２洗浄バッファー（Ｉｌ
ｌｕｍｉｎａ，　Ｉｎｃ．，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　ＣＡ）を用いて洗浄し、クラスター
をＳｙＢｒ　Ｇｒｅｅｎ染色した。次いで、クラスターを、ＬＭＸ１処理によってシーク
エンシングのために３０分間処理して、クラスター中のＤＮＡを線状化し、０．１Ｎ　Ｎ
ａＯＨ変性させ、シークエンシングプライマーをハイブリダイゼーションした。次いで、
フローセルを　Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＨｉＳｅｑ（登録商標）２０００で２６サイクル間配
列決定した。
【０１３２】
　フローセル画像の目視検査によって、クラスターは、表面上の金パッドのパターンに対
応するパターンで空間的に規則的であったということが示された。図１Ａは、上記で示さ
れた動力学排除法によって製造されたフローセルを使用する第１のシークエンシングサイ
クル後に得られた４色チャンネルの合成画像を示す。比較のために、図１Ｂは、無作為に
位置するクラスターを有する標準ｉｌｌｕｍｉｎａフローセルの単一シークエンシングサ
イクル後に得られた合成画像を示す。
【０１３３】
　フローセルの合成画像の対分布関数（ＰＤＦ）および最近接（ＮＮ）関数の解析もまた
、高い秩序度を示した。生クラスター密度を、画像の平方ミリメートルあたり約６４０，
０００クラスターであると算出した。ＮＮ関数を使用して、画像中の最近接クラスター間
の平均距離を測定した。図２に示されるように、ＮＮ関数は、およそ２．３ピクセルのシ
ングルピークを主にもたらした。これは、予測されたパッドの１ミクロンピッチのパター
ンと一致し、それによって、クラスターの高度に規則的なアレイを示唆した。対照的に、
ランダムクラスタリングは、かなり広いピークをもたらし、クラスターピッキングアルゴ
リズムの検出限界に迫る低い値を有する（１．２ピクセル）。図２におけるＰＤＦは、規
則正しい六角形のアレイの予測される構造と一致する。例えば、ＰＤＦ関数は、２．６６
ピクセルに予測される主なピークを示し、最近接を越えて隣接に対応する高次ピークが明
確に見られ、予測されるピーク比で存在していた。ＮＮおよびＰＤＦ関数間でピーク位置
のわずかなシフトしか観察されなかった。この低レベルのジターは、理論上完全な位置か
らの偏差は、かなり低く、十分に許容されるレベル内であるということを示した。
【０１３４】
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　合成４色画像の目視検査もまた、望ましくないパッドホッピングがないことを示した。
「パッドホッピング」とは、いくつかの隣接するパッドが、同一鋳型配列から増幅される
プロセスを指す。パッドホッピングは、４色画像において同一色を有するクラスターの連
続パッチとして視覚的に特徴づけられる。この実施例に示されるような動力学排除条件下
で製造されたフローセルについて同一色パッチがないことは、望ましくないレベルのパッ
ドホッピングが起こらなかったことを示した。図３は、クラスター色および空間位置のよ
り定量的な表示を提供し、パッドホッピングが問題ではなかったことを示す。詳しくは、
図３は、ＰｈｉＸゲノムの最初の５ゲノム位置にアラインされたクラスターの空間位置の
散布図を示す。種々のゲノム位置が、エックス、アスタリスク、四角、三角および菱形に
よって示されている。５種の記号の種類は、図中で無作為に分布しており、塊になってお
らず、これは、パッドホッピングが問題ではなかったことを示す。
【０１３５】
　動力学排除条件を使用して製造されたフローセルのデータの２６サイクルについて配列
解析を実施した。結果は、パッドの６４％が占有されており、パッドの５６％がクローナ
ルであるクラスターを有していることを示した。したがって、本方法は、パッドの６４％
が占有される場合にはパッドの３６％がクローナルであると予測したポアソンローティン
グから予測されるものを上回ってクローナルクラスターのほぼ２倍の増大をもたらした。
これらの結果は、スーパーポアソンローディングを明確に示した。
【０１３６】
（実施例３）
生体分子の活性電気的脱離およびパターン形成
　この実施例は、電場を使用して生体分子を空間的にパターン化する方法を実証する。こ
の実施例に記載される方法は、標的部位のＤＮＡを迅速にシーディングし、介在領域から
生体分子を電気化学的に反発させ、ＤＮＡクラスターの高度にパターン化されたアドレス
可能なアレイをもたらす。ここで示される結果は、モノクローナル核酸クラスターのパタ
ーンを有するフローセルの形成を実証する。
【０１３７】
　この実施例に記載される方法は、１つの導電性表面および電解質にわたって、または２
つの導電性表面にわたって印加される電位を使用して、電気的にバイアスされた表面の一
方または両方から生理吸着された（physadsorbed）か、または化学的にコンジュゲートさ
れた分子を能動的に脱離する。この能動的な脱離法は、いずれの表面化学／表面修飾も必
要とせず、分子を極めて迅速に脱離でき（５分未満）、受動的脱離法よりもプロセス条件
に対してあまり感受性ではない。導電性表面は、金属（例えば、チタン、酸化インジウム
スズ）であっても、本質的に半導体であってもよく、印加される電位は、電極／電解質界
面で電気化学的反応をもたらすＡＣであっても、ＤＣであってもよい。電場を印加するこ
とは、信号（対象の部位で）対雑音（介在領域からの）を１桁改善する。この実施例に記
載される方法は、また、電極の選択的脱離、選択的再機能化および種の電気化学的パター
ン形成のために平坦電極に適用され得る。
【０１３８】
フローセル構造
　生体分子の電気化学的脱離のための上記の２種の構造が、図４ａおよび４ｂに例示され
ている。詳しくは、酸化インジウムスズ（ＩＴＯ）を導電性透明電極物質として使用した
。ＩＴＯを、高周波スパッタリングによってＤ２６３表面に蒸着させた。図４ａは、導電
性ＩＴＯ層および電解質にわたって印加された電位を示す。図４ｂは、液体培地によって
分離された２つの平行な導電性ＩＴＯプレートにわたって印加された電位を示す。両構造
とも種をＩＴＯの表面から電気的に脱離するために使用され得る。金（Ａｕ）ナノパター
ン化部位は、チオール化された生体分子（例えば、チオール化アビジン）の標的化捕捉に
とって有用である。Ａｕ部位は、Ａｕに対する電気化学を防ぐために、誘電性部位スペー
サー（例えば、ＳｉＯ２、ＳｉＮ、ダイアモンド様炭素）を使用して下層のＩＴＯから分
離されている。
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【０１３９】
　図４ｂにおける構造はまた、図４ｃの経時的に画像に示されるように、電場を使用して
フローセル表面でＤＮＡを同時に迅速に濃縮するために（例えば、１００倍まで）使用さ
れ得る。これらの実験では、２Ｖの電位（Ｖ）を２つのＩＴＯ表面を分離する１００μｍ
のギャップにわたって印加した。図４ｃにおいて全反射照明蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦ）イメ
ージングを使用して観察されたような蛍光の経時的な増大は、フローセルの上部表面で印
加された電場下でのＰｈｉＸ対照ＤＮＡ（ＹＯＹＯ色素で標識された）の表面濃度の大き
な上昇によるものである。したがって、ここで概説された技術は、迅速なシーディングを
促進しながら、介在領域から生体分子を同時に電気化学的に脱離するために使用され得る
。
【０１４０】
実験ワークフロー
　能動的な脱離実験の実験ワークフローは、図５に概説されている。本方法は、フローセ
ルの表面にアビジンをコーティングすることと、続いて、シラン不含アクリルアミド（Ｓ
ＦＡ）でコーティングすることおよびプライマーをＳＦＡにグラフトすることを含む。Ｓ
ＦＡコーティングおよびＰ５およびＰ７プライマーのグラフティングは、ＷＯ２００８／
０９３０９８（本明細書に組み込まれる）に記載されるように実施される。しかし、本方
法では、アビジンは、ＳＦＡコーティングの前に電気的脱離ステップを使用して、フロー
セル表面上に存在するＡｕまたは誘電性部位上（ＩＴＯ介在領域によって分離されている
）で電気化学的にパターン化される。また、Ｐ５およびＰ７プライマーグラフティング後
に、Ａｕまたは誘電性部位にＤＮＡを迅速にシーディングするため、また生体分子（ＤＮ
Ａ、アビジン、プライマー）をＩＴＯ介在物から電気化学的に脱離するために、電場が印
加される。通常、分子を有効に脱離するために２Ｖが印加される。わずか５分の場の期間
で、介在領域中の分子の大部分を効率的に脱離できる。さらに、この結果は、電場ステッ
プ後に介在領域中のプライマー濃度も低下することを示唆する。クラスター増幅が、次い
で、Ｂｅｎｔｌｅｙら、Ｎａｔｕｒｅ　４５６：５３～５９頁（２００８年）に記載され
るように実施され、続いて、ｄｓＤＮＡ　挿入色を使用するクラスター染色、次いで、顕
微鏡イメージングが実施される。次いで、ＨｉＳｅｑ　２０００　ＤＮＡシークエンサー
（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，　Ｉｎｃ．　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ）を使用して、フローセルを配列
決定して、クラスタークローン性を決定する。場支援シーディングおよび電気化学的脱離
の効果を示す模式図が、図５に示されている。
【０１４１】
（実験結果）
　図６は、図３ｂからのフローセル構造を使用して、電場を用いて（図６Ａ）および電場
を用いずに（図６Ｂ）達成された結果を例示する。電場の存在下では、クラスターは２μ
ｍのＡｕ部位に高度に限局されており、介在区域において観察される蛍光はほとんどない
。２μｍ部位では、クラスターは、Ａｕパッドの大きな大きさのために高度にポリクロー
ナルである。ポリクローン性の程度は、パッドの大きさを小さくし、立体排除によって複
数の鋳型がシーディングすることを阻害することによって低下させてもよく、またはポリ
クローン性は、動力学排除条件を使用して低下させてもよい。介在領域中のピクセル強度
は、０に近い（図６Ａのラインプロファイル）ということも留意されたい。対照的に、電
場の不在下では、クラスターはＡｕおよび介在ＩＴＯ表面の両方に存在する。図６Ａのラ
インプロファイルにおいて観察される周期的パターンは、図６Ｂのラインプロファイルで
は観察されず、クラスター限局が電場の結果であることが確認される。
【０１４２】
　電場技術は、クラスターを大区域にわたるミクロンサイズの部位ならびにナノパターン
化部位の両方で空間的にパターン化するために使用され得る。２μｍの直径および２００
ｎｍの直径のＡｕ部位上にシーディングされたパターン化されたクラスターの大区域画像
が、その対応するフーリエ変換（ＦＦＴ）とともに、それぞれ図７Ａおよび７Ｂに例示さ
れている。クラスターは十分に規定されており、高度にパターン化されており、ＩＴＯ介
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スポットによってさらに確認され、規則正しいまたはパターン化されたネットワークを示
唆する。図４Ｂにおけるナノパターン化されたフィーチャにおけるクラスター占有率は、
約４０～５０％であるが、高いアビジン濃度を使用することによって、または電圧波形を
操作することによってさらに高めることができる。同一化学／プロセスを使用して、誘電
性部位上の高い空間精密度を有するクラスターを同様に使用できる。７００ｎｍの直径の
ＳｉＯ２部位上の規則正しいクラスターが図８に示されている。
【０１４３】
（機序）
　データは、クラスターの空間スパッタリングは、電場の存在下で促進されるということ
を示唆する。これは、介在領域における生体分子（例えば、ＤＮＡ、タンパク質およびプ
ライマー）の電気化学的除去によるものである可能性が高い。テキサスレッド（ＴＲ）で
標識されたプローブを用いるハイブリダイゼーションアッセイを使用して見られるように
、電場が印加される場合には、グラフトされたプライマー強度は、低下すると思われる。
図９は、電場の印加前および印加後にフローセルにおいて実施されたハイブリダイゼーシ
ョンアッセイのＴＲ蛍光強度を示すＴｙｐｈｏｏｎスキャンを例示する。蛍光強度は、電
場の印加後に２倍超低下し、ＳＦＡからのプライマーの除去が確認される。クラスター強
度を高めるために、フローセルをＳＦＡで再コーティングし、Ｐ５、Ｐ７プライマーを再
グラフトした。これは、ＴＲ強度のはっきりと認識できる増大をもたらした。したがって
、ＤＮＡをシーディングし、介在領域に非特異的に結合している分子を電気化学的に除去
し、ＳＦＡを再コーティングし、プライマーを再グラフトして、高強度の空間的にパター
ン化されたクラスターを得ることが可能である可能性が高い。
【０１４４】
（直接ＤＮＡハイブリダイゼーション）
　ｐｈｉＸ　ｓｓＤＮＡのＰ５、Ｐ７プライマーローン（lawn）との直接ハイブリダイゼ
ーションを含む実験において、クラスターの空間スパッタリングも観察された。このプロ
セスの模式図が図１０Ａに示されている。これらの実験は、ＩＴＯ上の２μｍ　ＳｉＯ２

部位で実施した。同一プロセスを、種々の誘電性物質形成部位を用いてナノスパッタリン
グされた部位に適用してもよい。これらの実験では、ビオチン化ＤＮＡも、アビジンも必
要ではなく、わずかな化学ステップとなるが、一方で部位にクラスター特異性を維持する
。特異性は、介在領域におけるプライマーの電気化学的脱離の結果である可能性が高い。
図１０Ｂは、直接ハイブリダイゼーションアプローチを使用して電場（２Ｖ、０．１Ｈｚ
）の存在下で２μｍ　ＳｉＯ２部位で形成されたクラスターを示す。十分にパターン化さ
れたクラスターが見られ、介在領域にはほとんどない。図１０Ｃは、電場の不在下での同
一実験であり、ＳＦＡおよびＩＴＯ介在領域の両方でクラスターが無作為に開始されてい
ることを示し、電場の不在下では個別の秩序は存在しない。これらの結果から、電場を使
用して、核酸クラスター形成の空間パターン化を支援できることが確認される。
【０１４５】
　本願を通じて、種々の刊行物、特許および特許出願が参照されている。これら刊行物の
開示内容はその全文が、本発明が関係する技術分野の最先端をより十分に説明するために
参照により本願に組み込まれる。
【０１４６】
　用語「含む」は、本明細書において、制約のないものであるとし、列挙された要素だけ
でなく、任意のさらなる要素もさらに包含する。
【０１４７】
　本発明は、上記で提供された実施例に関連して記載されているが、本発明から逸脱する
ことなく種々の修飾が行われ得るということは理解されなければならない。したがって、
本発明は特許請求の範囲のみによって制限される。
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