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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）分析のための生体試料を準備する段階と、
　（ｂ）前記生体試料に、外部標準物質としてその生体試料には存在しない２種以上の互
いに異なるタンパク質を定量して互いに異なる定量値で混合する段階と、
　（ｃ）前記外部標準物質が混合された生体試料に、その生体試料中の標的タンパク質及
び外部標準物質にそれぞれ特異的に結合することが可能な核酸リガンドを処理することに
より、生体試料中の標的タンパク質と前記核酸リガンドとの複合体及び外部標準物質と前
記核酸リガンドとの複合体の生成を誘導する段階と、
　（ｄ）前記標的タンパク質に対する前記複合体の核酸リガンド、及び前記外部標準物質
に対する前記複合体の核酸リガンドを検出する段階と、
　（ｅ）前記（ｄ）段階で得られる、標的タンパク質に対する核酸リガンドの検出結果と
外部標準物質に対する核酸リガンドの検出結果とを比較して生体試料中の標的タンパク質
を定量する段階とを含むことにより、
　前記２種以上の外部標準物質の互いに異なる定量値を標的タンパク質の定量的分析に用
いることができることを特徴とする、生体試料中のタンパク質の定量方法。
【請求項２】
　前記（ｄ）段階は、
　（ｄ－１）前記標的タンパク質に対する前記複合体の核酸リガンドと前記外部標準物質
に対する前記複合体の核酸リガンドとを一緒に増幅して分析ターゲットプローブを製造す
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る段階と、
　（ｄ－２）前記分析ターゲットプローブを検出する段階とを含んでなることを特徴とす
る、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記核酸リガンドはいずれも、標的タンパク質または外部標準物質に特異的に結合する
領域と、その領域の上流に正方向プライマーが結合する既知配列の領域と、該領域の下流
に逆方向プライマーが結合する既知配列の領域とを含み、
　前記正方向プライマーが結合する配列領域、及び前記逆方向プライマーが結合する配列
領域が全ての核酸リガンドの間に同一配列で存在することにより、
　前記（ｄ－１）段階の増幅は一組のプライマーを用いて行われることを特徴とする、請
求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記（ｄ－２）段階は、
　（ｄ－２－ｉ）支持体と該支持体に固着された下記（ｉ）及び（ｉｉ）の捕捉プローブ
とを含むバイオチップに前記分析ターゲットプローブを処理し、その捕捉プローブと分析
ターゲットプローブとの間に特異的結合情報の算出を誘導する段階と、
　（ｉ）一本鎖核酸として前記標的タンパク質に対するターゲットプローブを捕捉するこ
とが可能な捕捉プローブ、
　（ｉｉ）一本鎖核酸として外部標準物質に対するターゲットプローブを捕捉することが
可能な捕捉プローブ、
　（ｄ－２－ｉｉ）前記特異的結合情報から標的タンパク質の生体試料中の存在有無及び
存在量を決定する段階とを含んでなることを特徴とする、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記（ｄ－２－ｉ）段階は、
　前記標的タンパク質に対する前記複合体の核酸リガンドと同一の配列を有する核酸リガ
ンドを増幅するとともに、前記外部標準物質に対する前記複合体の核酸リガンドと同一の
配列を有する核酸リガンドを増幅することにより、この２つの増幅物を定量し混合して比
較ターゲットプローブを製造し、その比較ターゲットプローブを定量して前記分析ターゲ
ットプローブと混合し、その比較ターゲットプローブとその分析ターゲットプローブを含
む混合ターゲットプローブをバイオチップに処理して行われ、
　前記比較ターゲットプローブはＣｙ３またはＣｙ５で標識し、
　前記分析ターゲットプローブは前記比較ターゲットプローブとは異なるＣｙ３またはＣ
ｙ５で標識することを特徴とする、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記標的タンパク質または外部標準物質に特異的に結合する領域は、前記標的タンパク
質または前記外部標準物質との特異的結合を可能にする程度の十分な長さを有することを
特徴とする、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　前記核酸リガンドが一本鎖核酸であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記核酸リガンドが一本鎖ＲＮＡであることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記標的タンパク質が試料中の未知の標的タンパク質、既知の標的タンパク質またはこ
れらの混合物であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体分子からなる生体試料にある生体分子の生物学的意義を予測するための
標準物質及び核酸チップ、その製造方法、並びにこれを用いた生体分子分析方法及び装置
に関する。また、本発明は、生体分子とリガンドの結合情報を生成するための外部マーカ
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ー（すなわち、外部標準物質）及びバイオチップの製造方法、並びにこれを用いた生体分
子分析方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生体試料を構成する数多くの生体分子（タンパク質及び炭水化物）のプロファイルを生
産する技術は、物理学、生化学及び生物情報学の発達に伴って広く開発されたが、従来の
方法や機器の使用及び維持費、容易性、精度、敏感度、検査時間、及び過程の自動化など
の問題により、効率のよい新規方法及び装置に対する必要性が非常に高い。
【０００３】
　生体分子を含む生体試料においてこれらの生体分子の量的な状態を総合化した情報、す
なわち生体分子のプロファイル（ｐｒｏｆｉｌｅ）を生産する方法は、それ自体が究極的
な目標ではなく目標を達成するための一つの手段であるが、微生物、細胞、組織などに有
用に使用することができるため、医学、獣医学、環境工学、食品工学、農業などへと広範
囲に応用されている。
【０００４】
　生体試料にある生体分子のプロファイルを用いて生物学的意義を分析するための臨床意
思決定支援システム（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｅｃｉｓｉｏｎ　Ｓｕｐｐｏｒｔ　Ｓｙｓｔ
ｅｍ）は、医師が患者診療の際に診断及び治療に関する意思決定（Ｄｅｃｉｓｉｏｎ　Ｍ
ａｋｉｎｇ）を行う過程を支援するシステムである。臨床意思決定支援システムは、事例
ベースの機械学習推論システム（Ｃａｓｅ　Ｂａｓｅｄ　Ｍａｃｈｉｎｅ　Ｌｅａｒｎｉ
ｎｇ　Ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ　Ｓｙｓｔｅｍ）とエキスパートシステム（Ｅｘｐｅｒｔ　Ｓ
ｙｓｔｅｍ）に大別される。事例ベースの機械学習推論システムは、疾患が判定された患
者の臨床情報（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）及び生物学的情報、すなわ
ち生体分子プロファイルデータを収集した後、機械学習を利用して、与えられた臨床情報
と生物学的情報などから疾患を推論または判別することができるようにするシステムであ
る。エキスパートシステムは、医学専門家によって予め定められているルール（Ｒｕｌｅ
）を使って疾病を診断するシステムである。
【０００５】
　核酸は、ヌクレオチドが共有結合により連結された線形的な多量体であり、ヌクレオチ
ドは、小さな有機化合物であって、リン酸、糖及びプリン（アデニンまたはグアニン）ま
たはピリミジン（シトシン、チミジン、ウラシル）である。核酸は一本鎖または二重鎖と
して存在し、一本鎖核酸は特定の物理的な条件の下でヌクレオチド間の水素結合及び相互
作用により結合してユニークな立体構造を生成するが、このような立体構造は一本鎖の塩
基配列によって決定される。
【０００６】
　一般に、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）及びリボ核酸（ＲＮＡ）などの核酸は、細胞構造
及び酵素などの活性を有するタンパク質を発現するための情報の貯蔵体であるが、１９８
２年、ＲＮＡが特定の構造を生成することにより酵素的活性も持っているという報告があ
った後、核酸の構造的な特性とそれに伴う特定の機能について多く報告されている。
【０００７】
　核酸は、４つの塩基の繰返しからなり、高い多様性を維持して多くの立体構造を生成す
る。このような立体構造は、特定の物質との相互作用によって複合体を生成することによ
り安定化される。
【０００８】
　核酸がタンパク質含有分子に対して一つの一本鎖核酸（リガンド）として作用すること
ができるので、様々な塩基配列順に配列された一本鎖核酸が組み合せられたライブラリー
から所定の選別過程と塩基配列決定を介して、高い結合親和性及び特異性で特定の物質に
結合する核酸が選別されている。
【０００９】
　特定の物質に結合する核酸を選別する方法はＳＥＬＥＸ（Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　Ｅｖ
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ｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｇａｎｄ　ｂｙ　Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍ
ｅｎｔ）と呼び、選別された核酸はいわゆるアプタマー（ａｐｔａｍｅｒ）と呼ぶ（非特
許文献１）。
【００１０】
　このようなＳＥＬＥＸを介して、自然な状態で核酸に結合することが可能なタンパク質
や、核酸に結合していないタンパク質などの様々な生体分子と非常に高い親和性で結合す
ることが可能な核酸（アプタマー）が選別されている。
【００１１】
　しかし、従来のＳＥＬＥＸを用いた核酸選別方法は、特定の物質（例えば、タンパク質
）に特異的に結合する核酸の選別に先立って、優先的に当該タンパク質（特定の物質）を
大量に生産し、精製した後、生産されたタンパク質に一本鎖核酸のライブラリーを反応さ
せ、選択及び増幅を繰り返し行って高い結合親和性の核酸（アプタマー）を選定する方法
であって、先ず、核酸を選別するための特定の物質を確保することが不可欠であった。し
たがって、従来のＳＥＬＥＸを用いた核酸選別方法は、生体試料に含まれている数多くの
未知の生体分子集団に意味を持つ集団としての核酸を選別し、利用することに関する技術
思想は全く認識していない。生体分子－一本鎖核酸の選択は様々な方法で行うことができ
るが、例えば、生体分子を固定させて複合体を収穫及び洗浄する方法や、キャピラリー電
気泳動方法などがある。
【００１２】
　生体試料である組織、細胞塊、細胞及び微生物などを構成する未知の分子を含む生体分
子のプロファイルは、物理・化学的な性質を利用して様々な方法で作られている。一般に
、生体分子の分子量またはｐＩ値などを用いて電気泳動を行うことにより、生体試料にお
ける生体分子の量的な状態である生体分子のプロファイルを確認している。
【００１３】
　また、プロファイルを分析して有用な生体分子を決定し、これを分離した後、ＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦ（Ｍａｔｒ　ｉｘ　Ａｓｓｉｓｔｅｄ　Ｌａｓｅｒ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／
Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ－Ｔｉｍｅ　Ｏｆ　Ｆｌｉｇｈｔ）などでこれらの構成成分を確認
する方法などが行われている。最近では、ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ（Ｓｕｒｆａｃｅ－ｅ
ｎｈａｎｃｅｄ　ｌａｓｅｒ　ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ
　ｏｆ　ｆｌｉｇｈｔ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）によってタンパク質プロ
ファイルに関する研究が盛んに行われている（非特許文献２～４）
【００１４】
　また、最近では、プロテオームに対するハイスループットスクリーニング（Ｈｉｇｈ　
Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）技法でタンパク質チップ（Ｐｒｏｔｅｉｎ
　ｃｈｉｐ）またはアプタマーチップ（Ａｐｔａｍｅｒ　ｃｈｉｐ）（非特許文献５～６
）が開発されて使われている。このようなハイスループットスクリーニングに使用される
支持体としては、スライドガラス（ｇｌａｓｓ　ｓｌｉｄｅ）、バイオセンサーの感知表
面、ビーズ、ナノ粒子などがある。
【００１５】
　タンパク質チップは抗体の配列状態を知っているため、前記タンパク質チップは特定の
物質を区分及び定量することに使用できる。タンパク質チップの製作方法には、抗体を、
マイクロアレイヤー（Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｅｒ）を用いてスポットティング（ｓｐｏｔ
ｔｉｎｇ）して固定する方法がある。タンパク質チップ検出技術は、タンパク質チップが
一つのチップでできる限り多くの情報を提供するための狭い面積に高密度で多数の抗体が
集積されている状態で発生する非常に弱いシグナルを検出することができなければならな
い。また、タンパク質に対する生体情報が増えるにつれて、その集積度がさらに高まる傾
向に発達しており、これを定量的に迅速かつ正確に検出するための新規方法が求められて
いる。
【００１６】
　現在まで、検出方法は、主にレーザー誘起蛍光法（ｌａｓｅｒ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｆｌ
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ｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）が多く使われており、電気化学的検出方法などが開発されている
。前述した様々な過程を介して、タンパク質チップを用いた生体試料における特定のタン
パク質のプロファイルを生成及び分析する方法が開発されているが、高価な機器及び試薬
を使用しており、複雑な過程を行わなければならないなどの問題があるうえ、抗体を製作
することが可能な分子に対してのみ製作が可能であるという限界がある。
【００１７】
　アプタマーチップは、タンパク質チップとは、抗体を使用する代わりにアプタマー（核
酸）を使用することが相違し、他の要素は非常に類似する。
【００１８】
　前述のように、タンパク質チップ及びアプタマーチップを用いた生体試料における生体
分子の量的な状態、すなわちプロファイルを生成する方法が開発されているが、高価な機
器及び試薬を使用しており、複雑な過程を行わなければならないなどの問題がある。特に
、今までのタンパク質チップやアプタマーチップは、抗体またはアプタマーを製作するこ
とが可能な公知のタンパク質に対してのみ制限的に製作が可能であるという限界がある。
【００１９】
　生体試料は数百万個のタンパク質からなることが知られているが、現在知られているタ
ンパク質の数は数万個に過ぎないので、生体試料において未知のタンパク質などといった
未知の生体分子の量的状態、すなわちプロファイルを生産する技術の必要性は非常に高い
。
【００２０】
　本発明者は、プロテオームに対するプロファイルを生産するｒｅｖｅｒｓｅ－ＳＥＬＥ
Ｘ（特許文献１参照）、アプタマーベースの核酸チップ（特許文献２参照）、及びアプタ
マーベースの核酸チップを用いた生物学的意義分析技術（特許文献３参照）などを提案し
たが、プロテオームプロファイルを生産するためのハイスループットスクリーニング分析
の際に適切な標準物質及び精度管理方案を提示しておらず、プロファイルの生産及び分析
に適切な精度管理を行うことができないという問題点があった。本発明はかかる問題点を
解決するために提案された。
【００２１】
　生体試料の生体分子を総体的に分析する研究は、医学的に病気に関連した生体分子のプ
ロファイルを分析することにより、疾病を診断することが可能な生体分子、治療成績を分
析することが可能な生体分子、疾病の発症及び進行に重要な役割を果たす生体分子、疾病
に対する感受性に関連した生体分子、及び新薬開発の標的分子を解明することに使用する
ことができるだろう。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２２】
【特許文献１】韓国特許登録第１０－０６７０７９９号
【特許文献２】韓国特許登録第１０－０４６４２２５号
【特許文献３】韓国特許登録第１０－０９２３０４８号
【非特許文献】
【００２３】
【非特許文献１】Ｔｕｅｒｋ　Ｃ．　ａｎｄ　Ｇｏｌｄ　Ｌ．；　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　２
４９，　ｐｐ５０５－５１０，　１９９０
【非特許文献２】Ａｄａｍ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，　６２
，　３６０９－３６１４．　２００２
【非特許文献３】Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，　４
８，　１２９６－１３０４．　２００２
【特許文献４】Ｐｅｔｒｉｃｏｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔｈｅ　Ｌａｎｃｅｔ，　３５９
，５７２－５７７．　２００２
【非特許文献５】Ｓｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｏｍｉｃｓ
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，　１１－１８．　２００３
【非特許文献６】ＭｃＣａｕｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ，　３
１９（２），　２４４－２５０．　２００３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２４】
　本発明の目的は、内部精度管理しながら、２つまたはそれ以上の生体分子からなる生体
試料にある生体分子と分析一本鎖核酸の結合情報を生成するための標準物質、核酸チップ
、これらの提供方法、並びにこれらを用いた生体分子分析方法及び装置を提供し、これら
を用いて効率よく生成した結合情報から、生体分子に関連した疾病情報を含む各種生物学
的意義を分析することができるようにすることにある。
【００２５】
　また、本発明の他の目的は、生体試料に含まれている生体分子とリガンドとの結合情報
を生成することが可能な外部標準物質及びバイオチップを提供することにより、これらを
用いて効率よく生成した結合情報から、生体分子に関連した疾患情報を含む各種生物学的
意義を分析することができるようにすることにある。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　上記の目的を達成するために、本発明のある観点によれば、ランダムな塩基配列を有す
るランダム一本鎖核酸からなる核酸ライブラリーから選定された、２つまたはそれ以上の
生体分子からなる生体試料にある生体分子に結合する分析一本鎖核酸を核酸分析方法で分
析するが、精度管理のための外部標準物質に結合する一本鎖核酸を核酸分析方法で一緒に
分析することにより内部精度管理することを特徴とする、生体分子分析方法を提供する。
【００２７】
　また、本発明の他の観点によれば、結合一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸の塩基配列
を用いて合成された捕捉プローブが支持体に固着され、分析一本鎖核酸を選定するための
、結合一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸の結合情報を生成することを特徴とする、核酸
チップを提供する。
【００２８】
　また、本発明の別の観点によれば、分析一本鎖核酸を用いて前記生体試料にある生体分
子を分析するための前記精度管理標準物質を使用し、前記精度管理一本鎖核酸を核酸分析
方法で分析して内部精度管理することを特徴とする、生体分子分析方法を提供する。
【００２９】
　また、本発明の別の観点によれば、生体試料にある生体分子に分析一本鎖核酸を反応さ
せて製造される分析ターゲットプローブと、対照区の生体試料にある生体分子に前記分析
一本鎖核酸を反応させて製造される比較ターゲットプローブとを混合することにより製造
されたターゲットプローブで前記核酸チップを分析することを特徴とする、生体分子分析
方法を提供する。
【００３０】
　また、本発明の別の観点によれば、分析一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖核酸の塩基
配列を用いて製造された捕捉プローブが支持体に固着されており、前記生体試料にある生
体分子の生物学的意義を分析するための、前記生体分子と前記分析一本鎖核酸の結合情報
を生成することに使用されることを特徴とする、核酸チップを提供する。
【００３１】
　また、本発明の別の観点によれば、生体試料に含まれていない外来分子から構成されて
おり、前記分析一本鎖核酸として前記生体試料にある生体分子の生物学的意義を分析する
ための分析過程の精度管理、及び生体試料に含まれている生体分子の定量分析を行うこと
に使用されることを特徴とする、標準物質を提供する。
【００３２】
　また、本発明の別の観点によれば、前記生体試料にある生体分子の生物学的意義を分析
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するための、前記分析一本鎖核酸及び前記標準物質を使用することを特徴とする、生体分
子分析キットを提供する。
【００３３】
　また、本発明は、分析一本鎖核酸及び標準物質を用いた生体分子分析方法によって生体
分子を分析することを特徴とし、前記生体試料にある生体分子を準備する試料処理装置と
、前記生体分子－一本鎖核酸複合体を製造して増幅するモジュール、及び前記増幅された
産物を分析するモジュールからなる増幅装置とを含む生体分子分析システムを有すること
を特徴とする、生体分子分析装置を提供する。
【発明の効果】
【００３４】
　上述した本発明に係る標準物質及び核酸チップ、並びにこれらを用いた２つまたはそれ
以上の生体分子からなる生体試料にある生体分子分析方法によれば、ハイスループットス
クリーニング（Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）を利用した非常
に簡単でかつ安価で且つ効率的な方法及び装置を用いて、微生物、細胞及びタンパク質を
含む生体試料に含まれている生体分子に対するプロファイルを生産することができるので
、医学、獣医学、環境工学、食品工学、農業などの広範囲な分野で生体分子の生物学的意
義を分析するためのツールとして応用できるものと期待される。
【００３５】
　また、本発明に係る外部標準物質、バイオチップ、及びこれらを用いた生体分子分析方
法によれば、ハイスループットスクリーニング（Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｓｃ
ｒｅｅｎｉｎｇ）を利用した非常に簡単で且つ安価で且つ効率的な方法を用いて、微生物
、細胞及びタンパク質を含む生体試料に含まれている生体分子に対するプロファイルを生
産することができるので、医学、獣医学、環境工学、食品工学、農業などの広範囲な分野
で生体分子の生物学的意義を分析するためのツールとして応用できるものと期待される。
【００３６】
　また、本発明に係る外部標準物質、バイオチップ、及びこれらを用いた生体分子分析方
法によれば、生体分子の生物学的意義を分析する過程で、未知の生体分子の生物学的作用
を把握し、その構造を決定し、解明することができるうえ、生体分子に特異的に結合する
特定の一本鎖核酸を選別することができ、選別されたターゲット一本鎖核酸を用いたより
精巧な生体分子の作用を把握するためのツールとして利用することが可能な環境を提供す
ることができる。
【００３７】
　また、本発明に係る外部標準物質及びバイオチップを用いた生体分子分析方法によれば
、医学的に疾病に関連した生体分子のプロファイルを分析することにより、疾病を診断す
ることが可能な生体分子、治療成績を分析することが可能な生体分子、疾病の発症及び進
行に重要な役割を果たす生体分子、疾病に対する感受性に関連した生体分子、及び新薬開
発の標的分子などを非常に安価且つ簡便な方法によって効率よく解明することができる。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】前記２つまたはそれ以上の生体分子からなる生体試料にある生体分子及び標準物
質から生体分子結合一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸を決定した後、前記一本鎖核酸の
塩基配列に基づいて製造された核酸チップを用いて分析一本鎖核酸を決定し、分析一本鎖
核酸及び精度管理一本鎖核酸から製造した核酸チップを用いて生体試料における生体分子
の生物学的意義を分析する一連の過程を示す図である。
【図２】前記生体分子結合一本鎖核酸と精度管理一本鎖核酸を用いて核酸チップを製造し
て前記分析一本鎖核酸を決定する一連の過程を示す図である。
【図３】前記分析一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖核酸を用いて生体試料における生体
分子の生物学的意義を分析する核酸チップを製造し、生体試料にある生体分子と前記分析
一本鎖核酸の結合プロファイルを生成する一連の過程を示す図である。
【図４】分析一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸で製造した核酸チップを用いて、生体試
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料に含まれている生体分子の生物学的意義を分析する過程で、標準物質Ｉによって精度管
理する一連の過程を示す図である。
【図５】分析一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸で製造した核酸チップを用いて、生体試
料に含まれている生体分子の生物学的意義を分析する過程で、標準物質ＩＩによって精度
管理する一連の過程を示す図である。
【図６】標準物質に相応する精度管理一本鎖核酸に相応するスポットを示す図である。
【図７】本発明に係る核酸チップで生成されたヒト血清タンパク質プロファイルのデータ
ベース及び人工ニューラルネットワークアルゴリズムを利用したプログラムで疾病を診断
する過程を示す図である。
【図８】本発明に係る標準物質及び核酸チップを用いて生成したヒト血清タンパク質プロ
ファイルのデータベース及び人工ニューラルネットワークアルゴリズムを利用したプログ
ラムで心血管疾患を診断した結果を示す図である。
【図９】本発明に係る標準物質及び核酸チップを用いて生成したヒト血清タンパク質プロ
ファイルのデータベース及び人工ニューラルネットワークアルゴリズムを利用したプログ
ラムで肝癌を診断した結果を示す図である。
【図１０】本発明に係る標準物質及び核酸チップを用いて生成したヒト血清タンパク質プ
ロファイルのデータベース及び人工ニューラルネットワークアルゴリズムを利用したプロ
グラムで肝癌の転移を診断した結果を示す図である。
【図１１】本発明に係る標準物質及び核酸チップを用いて生成したヒト血清タンパク質プ
ロファイルのデータベース上で、心筋梗塞患者の血清に特異的に存在するタンパク質のア
ミノ酸配列を決定する過程の順序を示す図である。
【図１２】本発明に係る標準物質及び核酸チップを用いて生成したヒト血清タンパク質プ
ロファイルのデータベース上で、心筋梗塞患者の血清に特異的に存在するタンパク質のア
ミノ酸配列を決定した図である。
【図１３】本発明に係る核酸チップを用いて生成した小細胞肺癌細胞株の表面生体分子プ
ロファイルを生産及び分析して確保した一本鎖核酸が小細胞肺癌細胞株に結合した結果を
示す図である。
【図１４】本発明に係る核酸チップを用いた大腸菌ＫＣＴＣ１２００６及びサルモネラ菌
（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ　ＡＴＣＣ１３３１１）の表面生体分
子プロファイルを生産及び分析して確保した生体分子結合一本鎖核酸の特異性を示す図で
ある。
【図１５】本発明に係る核酸チップを用いて選定された、大腸菌に特異的に結合する生体
分子結合一本鎖核酸とナノ金粒子を用いて、大腸菌により汚染された食べ物における汚染
程度を測定した結果を示す図である。
【図１６】本発明の外部標準物質及びバイオチップを用いて生物学的意義を生成する過程
を示す概略図である。
【図１７】本発明のバイオチップの製造方法に関連した生体分子結合一本鎖核酸を決定す
る過程を示す概略図である。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
　本発明は、リガンドと生体分子の結合情報を生成することに使用される外部標準物質及
びバイオチップの製造方法、並びにこれらを用いた生体分子分析方法を提供し、本発明に
係る外部標準物質及びバイオチップは、生体試料に含まれている生体分子の生物学的意義
を分析するために使用できる。
【００４０】
　本発明に使用される用語の定義は次のとおりである。すなわち、外部標準物質は、分析
しようとする生体試料に含まれない物質である外来分子であって、バイオチップの精度管
理及び定量分析に使用することができる。
【００４１】
　捕捉プローブは、生体分子及び外部標準物質に結合するリガンドの情報を持っており、
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バイオチップに固着される分子である。
【００４２】
　ターゲットプローブは、捕捉プローブに結合する分子であって、分析ターゲットプロー
ブと比較ターゲットプローブとの組み合わせであるか、或いは分析ターゲットプローブか
ら構成できる。分析ターゲットプローブは、分析生体試料にある生体分子に結合するリガ
ンド由来の分析ターゲットプローブであってもよく、比較ターゲットプローブは、比較生
体試料にある生体分子に結合するリガンドに由来するまたは人為的に由来するか、或いは
人為的に生体分子及び外部標準物質に結合するリガンドプールから製造される比較ターゲ
ットプローブであってもよい。好ましくは、ターゲットプローブは分析ターゲットプロー
ブと比較ターゲットプローブから構成される。
【００４３】
　マーカーターゲットプローブは、マーカー分子に相応する捕捉プローブに結合し、外部
標準物質に結合するリガンドに由来する分子であって、使用目的によって分析マーカータ
ーゲットプローブと比較マーカーターゲットプローブに分けることができる。
【００４４】
　結合情報は、バイオチップを構成する捕捉プローブに相応するスポットからなるプロフ
ァイルを意味し、或いはそれぞれスポットの蛍光程度を意味する。
【００４５】
　本発明に係る外部標準物質及びバイオチップの製造方法は、分析しようとする生体試料
に含まれない生体分子を決定し、決定された外来生体分子から外部標準物質を製造する第
１段階、生体分子及び外部標準物質に結合するリガンドを決定する第２段階、生物学的意
義を分析するリガンドを決定する第３段階、及び決定された前記リガンド情報を用いて構
成された捕捉プローブを合成し、前記捕捉プローブを基板に固着する第４段階を含む。
【００４６】
　本発明に係る外部標準物質の製造方法は次のとおりである。バイオチップで生体試料を
検査する場合は、転写体或いはプロテオームなどの検査が代表的な例である。転写体を分
析する場合は、内部マーカーであるＧＡＰＤＨ（Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ　３－ｐ
ｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）或いはＡｃｔｉｎ　ｍＲＮＡなどが精
度管理に使用されているが、明確な定量分析を目的として使用する内部マーカーはない。
そして、プロテオームを分析する場合、有用な内部マーカーがない状況である。これによ
り、プロテオームを分析する場合に精度管理及び定量分析に困難さが多い。よって、本発
明では、外部標準物質を用いて生体試料を分析するときに有用に使用することが可能な精
度管理及び定量分析方法を提示しようとする。
【００４７】
　外部標準物質は、分析しようとする生体試料に含まれていない物質（或いは分子）であ
って、ヒト由来の生体試料を分析する場合、ヒト由来の生体試料に含まれない生体分子と
して、例えば植物特異生体分子を使用することができる。現在、ヒトゲノムプロジェクト
及び植物の一種であるシロイヌナズナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）ゲ
ノムプロジェクトが終結して植物特異タンパク質が報告されている。本発明では、ヒト由
来の生体試料を分析する場合、外部標準物質として植物特異タンパク質を使用することが
できる。
【００４８】
　また、本発明に係る生体分子に結合するリガンドは、次のとおりである。
【００４９】
　生体分子及び外部標準物質に結合するリガンドは、抗体、ペプチド、一本鎖核酸及びア
プタマーなどがある。
【００５０】
　生体試料に含まれている生体分子と結合するリガンドとしてアプタマー（生体分子と三
次構造で結合する一本鎖核酸）を使用する場合、生体分子結合一本鎖核酸を決定する方法
は、生体分子が含まれている生体試料と、ランダムな塩基配列を有するランダム一本鎖核
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酸とを反応させ、前記生体分子に結合する生体分子結合一本鎖核酸を決定するＲＥＶＥＲ
ＳＥ－ＳＥＬＥＸ方法（韓国特許登録第１０－０９２３０４８号参照）である。外部標準
物質に結合するリガンドはＳＥＬＥＸ方法で決定することができる。本発明では、アプタ
マーは分析一本鎖核酸または生体分子結合一本鎖核酸などと呼ばれている。
【００５１】
　また、本発明に係る生物学的意義を分析するバイオチップの製造方法は、決定された生
体分子結合一本鎖核酸及び外部標準物質結合一本鎖核酸の塩基配列及びこれらの相補的な
塩基配列の中から選択された少なくとも一つの塩基配列を用いて合成された捕捉プローブ
を基板に固着させる段階を含むことができる。
【００５２】
　本発明に係るバイオチップを用いて生物学的意義のあるリガンドを決定する方法は、バ
イオチップを準備する段階と、生体分子結合一本鎖核酸を生体試料にある生体分子と反応
させて生体分子－一本鎖核酸複合体を形成し、前記生体分子－一本鎖核酸複合体を分離す
る段階と、分離された前記生体分子－一本鎖核酸複合体から一本鎖核酸を分離し、増幅及
び標識して分析ターゲットプローブを製作する段階と、標識した分析ターゲットプローブ
と比較ターゲットプローブとの混合ターゲットプローブをバイオチップの捕捉プローブと
反応させ、前記標識を介して結合情報を得る段階と、得られたプロファイルと既に確保さ
れている結合情報データとを比較して前記生体分子の生物学的意義を分析する段階とを含
む。
【００５３】
　本発明の外部標準物質及びバイオチップを用いて生物学的意義を生成する過程の模式図
を図１６に示した。
【００５４】
　本発明に係る、外部標準物質、バイオチップ、及びこれらを用いた生体分子分析方法の
基本的な原理を説明すると、生体分子及び外部標準物質に結合する一本鎖核酸の塩基配列
情報を含む捕捉プローブをバイオチップに固着し、テストの対象となる生体分子とこれら
に結合される一本鎖核酸とを反応させて生体分子－一本鎖核酸複合体を形成した後、前記
複合体から製作された分析ターゲットプローブと比較ターゲットプローブとを混合したタ
ーゲットプローブを反応させてバイオチップの捕捉プローブの結合プロファイルを取得し
てその特性を分析することにより、結果的に、生体分子に結合する一本鎖核酸に対する結
合プロファイルの特性を分析するのである。したがって、生体分子結合一本鎖核酸の情報
を持っているターゲットプローブを、バイオチップの捕捉プローブの相補的結合で捕獲す
ると、生体分子を分析するとき、生体分子－一本鎖核酸複合体から分離した一本鎖核酸を
増幅する過程によって製作された分析ターゲットプローブも複合体の一本鎖核酸のプロフ
ァイル情報と同一・類似の情報を内包した状態で生成されるため、本発明に係るバイオチ
ップの捕捉プローブを用いてターゲットプローブを分析しても、所期の目的を達成するこ
とができる。
【００５５】
　また、前記生体分子の情報を知ることができる結合情報を得る段階は、前記外部標準物
質を構成する外部分子をそれぞれ異なる量で生体試料に添加して分析ターゲットプローブ
を準備し、或いは、前記外部標準物質を構成する外部分子に結合するリガンド情報を持っ
ている分析マーカーターゲットプローブをそれぞれ異なる量で前記分析ターゲットプロー
ブに混合して前記ターゲットプローブを準備することにより、結合情報を生成することが
できる。比較ターゲットプローブは、生体分子に結合するリガンド及び外部標準物質に結
合するリガンドからなるプールで製造して使用することができる。
【００５６】
　本発明に係るバイオチップを用いて生体分子を分析すると、関連結合情報データが蓄積
され、これらのデータから、生体分子の生物学的意義の分析に寄与する特異的な一本鎖核
酸が自然に明らかになり、これにより生体分子を分析することに意味を持つ一本鎖核酸を
発掘することができる。
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【００５７】
　本発明に係るバイオチップが適用できる前記生体試料としては、細菌、真菌、ウイルス
、細胞株、組織などが含まれ、本発明に係るバイオチップによってその生物学的意義が分
析できる生体分子としては、タンパク質、炭水化物、脂質、多糖体、糖タンパク、ホルモ
ン、受容体、抗原、抗体、酵素及びヌクレオチド（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）よりなる群か
ら選択された少なくとも一つの生体分子が含まれる。
【００５８】
　本発明に係るバイオチップ製造方法の第１段階は、生体分子が含まれている生体試料と
、ランダムな塩基配列を有する一本鎖核酸（以下、「ランダム一本鎖核酸」という。）と
を反応させ、未知の生体分子に結合するターゲット一本鎖核酸を決定する段階である。
【００５９】
　好ましくは、前記生体試料に含まれている生体分子に結合する一本鎖核酸を選定する段
階は、生体試料の生体分子とランダム一本鎖核酸とを反応させて生体分子－一本鎖核酸複
合体を製造し、前記複合体を洗浄した後、生体分子と一本鎖核酸の結合親和性に基づいて
所定以上の結合親和性を有する生体分子－一本鎖核酸複合体を選択し、選択された前記複
合体から一本鎖核酸を分離してこれを増幅する段階、及び増幅された一本鎖核酸をクロー
ニングベクターに挿入して単一クローンを確保し、その塩基配列を決定することにより生
体分子結合一本鎖核酸を決定する段階を含む。
【００６０】
　前記生体分子－一本鎖核酸複合体の選択及び増幅は何回も繰り返し行うことができるが
、未知の生体分子を含む生体試料は数多くの生体分子から構成されており、それらの量的
な差が非常に多様なので、生体分子に結合する一本鎖核酸の選択及び増幅を繰り返し行う
環状的な方法よりは、選択及び増幅を１回行い、洗浄過程を強化する線形的な方法で、前
記生体分子に結合する一本鎖核酸を製作することがさらに好ましい。
【００６１】
　前記ランダムな塩基配列を有するランダム一本鎖核酸は、次のランダムな塩基配列を有
する一本鎖ＤＮＡオリゴヌクレオチドを用いて二重鎖ＤＮＡを製造した後、生体外転写（
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）を介してランダム一本鎖ＲＮＡに製造
することができる。
【００６２】
　５’－ＧＧＧＡＧＡＧＣＧＧＡＡＧＣＧＴＧＣＴＧＧＧＣＣ　Ｎ４０　ＣＡＴＡＡＣＣ
ＣＡＧＡＧＧＴＣＧＡＴＧＧ　ＡＴＣＣＣＣＣＣ－３’
【００６３】
　ここで、下線付き塩基配列は核酸ライブラリーにおける固定配列部位であり、Ｎ４０は
各位置にＡ、Ｇ、Ｔ、Ｃなどの塩基が同じ濃度で存在することを意味する。
【００６４】
　ＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）に用いられるＦＷプ
ライマー（５’－ＧＧＧＧＧＡＡＴＴＣＴＡＡＴＡＣＧＡ　ＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡ
ＧＡＧＣＧＧＡＡＧＣＧＴＧＣＴＧＧＧ－３’）は、上記の塩基配列の下線付き塩基の５
’末端と塩基対合をすることができ、バクテリオファージＴ７のＲＮＡポリメラーゼのた
めのプロモーター塩基配列を含んでいる。
【００６５】
　ＰＣＲのＲＥプライマー（５’－ＧＧＧＧＧＧＡＴＣＣＡＴＣＧＡＣＣＴＣＴＧＧＧＴ
ＴＡＴＧ－３’）は、上記の塩基配列の下線付き塩基の３’末端と塩基対合をすることが
できる。
【００６６】
　好ましくは、本発明のバイオチップ製造方法において、生体分子結合一本鎖核酸は、２
’－Ｆ－置換ピリミジンを含む一本鎖ＲＮＡであり、生体外転写で合成し、精製して準備
する。
【００６７】
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　合成されたランダム一本鎖核酸は、例えば、１０１５塩基配列／Ｌの濃度で生体試料に
処理して生体分子と３０分間反応させることができる。
【００６８】
　前記ターゲット一本鎖核酸は、ＲＴ－ＰＣＲ（Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ｉｏｎ－ＰＣＲ）して得た産物をクローニングベクターに挿入して大腸菌クローンを確保
し、その塩基配列を決定することができる。
【００６９】
　この際、反応温度は、ＳＥＬＥＸ実行温度よりも低い温度であることが理想的であり、
好ましくは２０℃～３７℃の温度である。
【００７０】
　一般に、タンパク質及び一本鎖核酸を過量で処理することにより、生体分子に結合する
一本鎖核酸の非特異的な結合を防止し、好ましくは、酵母ｔＲＮＡ（ｙｅａｓｔ　ｔＲＮ
Ａ）、サケ精子ＤＮＡ（ｓａｌｍｏｎ　ｓｐｅｒｍ　ＤＮＡ）またはヒト胎盤ＤＮＡ（ｈ
ｕｍａｎ　ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ＤＮＡ）を使用することができる。
【００７１】
　本発明に係る生物学的意義のある生体分子結合一本鎖核酸を選定するためのバイオチッ
プの製造方法における第２段階は、第１段階で決定された一本鎖核酸及び前記外部標準物
質結合一本鎖核酸の塩基配列とこれらの相補的な塩基配列の中から選択される少なくとも
一つの塩基配列を用いて捕捉プローブを合成し、合成された捕捉プローブを基板上に固着
させることにより、本発明のバイオチップを製作する。
【００７２】
　捕捉プローブは、ハイブリダイゼーション程度に非常に大きな影響を及ぼす核心要素な
ので、その塩基配列構成の決定は非常に重要である。本発明のバイオチップに固着される
それぞれの捕捉プローブは特徴的な塩基から構成され、捕捉一本鎖核酸とターゲット一本
鎖核酸との結合体は適切なＴｍ値を維持しなければならない。これにより、結合体のハイ
ブリダイゼーション程度は、蛍光標識したターゲットプローブによる汚染なしに自分のシ
グナルを維持することに十分でなければならない。
【００７３】
　したがって、捕捉プローブの塩基配列は、前記第１段階で核酸ライブラリーのランダム
一本鎖核酸から選別された生体分子結合一本鎖核酸及び外部標準物質結合一本鎖核酸の塩
基配列に基づいて決定することができる。具体的に、捕捉プローブは、核酸ライブラリー
のランダムな部分に該当する４０個のヌクレオチド或いはその一部を使用するが、一部を
使用する場合には、人為的な塩基配列を追加することができる。好ましくは、捕捉プロー
ブは１０ｂｐ～２０ｂｐの塩基配列を有するオリゴヌクレオチドの一本鎖核酸である。
【００７４】
　バイオチップを用いて生体試料を分析する場合、ターゲットプローブは二重ターゲット
プローブ或いは単一ターゲットプローブを使用する。一般に、転写体を分析する場合、疾
病部位由来の生体試料を分析生体試料とし、正常な部位を比較生体試料として、前者で分
析ターゲットプローブを、後者で比較ターゲットプローブをそれぞれ製作し、それらを混
合した後、ターゲットプローブとして使用する。ところが、適切な比較生体試料がない場
合は、分析生体試料に由来する単一ターゲットプローブをターゲットプローブとして使用
する。
【００７５】
　また、本発明の比較ターゲットプローブは、捕捉プローブと相補的な塩基配列である核
酸であって、生体分子に結合するリガンドと外部標準物質に結合するリガンドのプールか
ら合成する一本鎖核酸でありうる。好ましくは、比較ターゲットプローブは８０ｂｐ～１
４０ｂｐの塩基配列を有するオリゴヌクレオチドの一本鎖核酸である。
【００７６】
　マーカーターゲットプローブは、外部標準物質を構成する外来分子に結合するリガンド
に由来し、用途によって分析マーカーターゲットプローブと比較マーカーターゲットプロ
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ーブに区分することができる。外部標準物質を生体試料に混合して分析マーカーターゲッ
トプローブを準備する場合は、分析ターゲットプローブを製造する過程で一緒に製造する
。或いは、外部標準物質を生体試料と混合せずに使用する場合は、外部標準物質の捕捉プ
ローブに結合することが可能な分析マーカーターゲットプローブを製作して前記分析ター
ゲットプローブに混合して使用することができる。比較マーカーターゲットプローブは、
生体分子に結合するリガンド及び外部標準物質に結合するリガンドのプールから製造して
使用することができる。
【００７７】
　本発明のターゲットプローブは、好ましくは、マーカーターゲットプローブを含む分析
ターゲットプローブと、マーカーターゲットプローブを含む比較ターゲットプローブとを
混合して使用することができる。
【００７８】
　また、本発明のバイオチップ製作方法において、基板は、ガラス、シリコンなどの無機
物、またはアクリル系、ＰＥＴ（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｔｅｒｅｐｈｔｈａｌａｔ
ｅ）、ポリカーボネート（ｐｏｌｙｃａｒｂｏｎａｔｅ）、ポリスチレン（ｐｏｌｙｓｔ
ｙｒｅｎｅ）、ポリプロピレン（ｐｏｌｙｐｒｏｐｙｌｅｎｅ）などの高分子物質で製作
されたものを使用することができ、好ましくは、ガラスで製作されたスライドガラスであ
る。このとき、基板はアミン基またはアルデヒド基などでコートされたものを使用するこ
とができる。例えば、ＧＡＰＳ（Ｇａｍｍａ　Ａｍｉｎｏ　Ｐｒｏｐｙｌ　Ｓｉｌａｎｅ
）でコートされたスライドガラスであるＵｌｔｒａＧＡＰＳＴＭ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｓｌｉ
ｄｅ（Ｃｏｒｎｉｎｇ社）を用いて前記捕捉プローブを一定の規則で配列固着させてバイ
オチップを製作する。
【００７９】
　本発明に係るバイオチップの製造では、マイクロアレイヤーシステム（Ｍｉｃｒｏａｒ
ｒａｙｅｒ　ｓｙｓｔｅｍ）を使用することができ、それぞれの捕捉プローブを緩衝液に
溶かして濃度を調節する。この際、アレイ内の湿度は７０～８０％に維持してスポットテ
ィング（ｓｐｏｔｔｉｎｇ）を行う。スポットティングされたスライドは加湿チャンバー
（ｈｕｍｉｄｉｆｉｅｄ　ｃｈａｍｂｅｒ）で放置した後、ＵＶクロスリンカー（ｃｒｏ
ｓｓｌｉｎｋｅｒ）でベーク（ｂａｋｉｎｇ）する過程を行う。
【００８０】
　このように本発明に係るバイオチップは、関連技術分野で広く知られている方法で捕捉
プローブをスライドガラスに固定させた後、スライドを直ちに遠心分離して乾燥させた後
、使用するまで遮光状態で保管する。
【００８１】
　従来の公知の様々な方法（Ｍ．　ｓｃｈｅｎａ；　ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ；　
ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ，　Ｏｘｆｏｒｄ，　１９９９）で、捕捉プ
ローブが規則的に配列されたバイオチップを製作することができる。
【００８２】
　本発明に係るバイオチップは、同一・類似の精度で未知の生体分子の生物学的意義を分
析することさえできれば、バイオチップに固着する捕捉プローブの数を小さくすることが
バイオチップの製作費用及び分析効率性の面で好ましい。
【００８３】
　このような理由から、生体分子の生物学的意義の分析に対するそれぞれの捕捉プローブ
の寄与度を分析し、生体分子の生物学的意義を分析することができる範囲内で、分析され
た寄与度に基づいて捕捉プローブを選別することにより、本発明のバイオチップに固着す
る捕捉プローブの数を減少させる段階をさらに含むことができる。
【００８４】
　さらに、本発明は、内部精度を管理しながら、２つまたはそれ以上の生体分子からなる
生体試料にある生体分子と分析一本鎖核酸の結合情報を生成するための標準物質、核酸チ
ップ、これらの製造方法、並びにこれらを用いた生体分子分析方法及び装置を提供し、本
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発明に係る標準物質及び核酸チップは、生体試料に含まれている生体分子の生物学的意義
を分析するために使用されるものである。
【００８５】
　前記核酸チップは、１つまたはそれ以上の物質を同時に分析するために核酸から製造さ
れたプローブが固着された支持体を指し示す。好ましくは、支持体が固体ガラスまたはナ
イロン基板である。核酸チップは、固体ガラスまたはナイロン基板上に製作された２次元
プローブマトリクスの形で生産される。単一核酸チップにおいて出来る限り多くの特徴に
対する分析を行うことが非常に好ましいが、これは単一基板におけるプローブの密度及び
プローブの量が相当増加する必要があるためである。一般に、５００ｎｍよりも小さいプ
ローブ固定位置を有する（すなわち、平方センチメートルあたり４００プローブよりも大
きい密度）マイクロアレイは高密度マイクロアレイと呼ばれ、そうでないマイクロアレイ
は「低密度」マイクロアレイと呼ばれる。一般に、核酸チップは、数百個～数十万個の非
常に多様な塩基配列を有する核酸を小さな空間に配列させることにより固定された既知の
核酸と未知の核酸試料とのハイブリダイゼーション（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）を介
して未知の試料内の核酸に関する情報を調べることに用いられる。核酸マイクロアレイは
、既存のサザンブロット（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ）、ノーザンブロット（Ｎｏｒｔ
ｈｅｒｎ　ｂｌｏｔ）、突然変異検索などを代替して、同時に少なくとも数百個以上の塩
基配列部位を短時間内に検索することができるという利点を持っている。
【００８６】
　一般に、標準物質は、定性定量分析、各種試験、検査の際に比較のための内部精度管理
物質であって、本発明では、分析しようとする２つまたはそれ以上の生体分子からなる生
体試料にある生体分子を分析一本鎖核酸を用いて分析するが、このような定性及び定量分
析が内部精度管理を行うための物質を意味する。前記標準物質は分析しようとする試料に
常に一定量だけ存在する物質が理想的であるが、そうでない場合、試料に含まれない物質
である外来物質を使用することができ、好ましくは、分析しようとする試料が生体試料で
ある場合、前記生体試料に含まれない外来生体分子から構成できる。精度管理は、管理用
試料などの外的基準を使用せずに、毎回の測定で得られる一群の検査結果を分析して測定
値の精度を管理していく内部精度管理を意味する。
【００８７】
　本発明では、２つまたはそれ以上の生体分子からなる試料にある生体分子と、ランダム
な塩基配列を有するランダム一本鎖核酸とからなる核酸ライブラリーを反応させることに
より確保されて決定された一本鎖核酸の塩基配列を有しており、安定した二次構造が予測
される一本鎖核酸を結合一本鎖核酸と命名し、前記結合一本鎖核酸に基づいて製造された
核酸チップで生物学的意義を分析するために確保されたプロファイルで選定された一本鎖
核酸を分析一本鎖核酸と命名した。また、前記標準物質に結合する一本鎖核酸として前記
精度管理の目的で決定された一本鎖核酸を精度管理一本鎖核酸と称した。このような一本
鎖核酸はいずれもアプタイマーの一種である。
【００８８】
　本発明において、用語「アプタマー（ａｐｔａｍｅｒ）」は、低分子化合物からタンパ
ク質まで様々な種類のレセプターに高い親和性及び特異性で結合することが可能な特性を
有する小さな（２０～６０のヌクレオチド）一本鎖核酸（ＤＮＡまたはＲＮＡ）の断片を
意味する。アプタイマーの開発は、ＳＥＬＥＸと呼ばれる方法を用いて試験管で行われる
。ＳＥＬＥＸは、「Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｇａｎｄｓ
　ｂｙ　ＥＸｐｏｎｅｎｔｉａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ」の略字であって、１９９０年
に初めて開発されたが（Ｔｕｅｒｋ，　Ｃ．　ａｎｄ　Ｇｏｌｄ，　Ｌ．，　１９９０，
　Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ　ｅｘｐｏ
ｎｅｎｔｉａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ：　ＲＮＡ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｔｏ　ｂａｃｔｅ
ｒｉｏｐｈａｇｅ　Ｔ４　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９　
（４９６８），　５０５－５１０；　Ｅｌｌｉｎｇｔｏｎ，　Ａ．Ｄ．　ａｎｄ　Ｓｚｏ
ｓｔａｋ，　Ｊ．Ｗ．，　１９９０，　Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　
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ＲＮＡ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｔｈａｔ　ｂｉｎｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｌｉｇａｎｄｓ
．　Ｎａｔｕｒｅ　３４６　（６２８７），　８１８－８２２）。この方法を用いて、特
定の分子に高い結合親和性を有する核酸アプタマーを得る。アプタマーは、レセプターに
対してナノモル乃至ピコモルレベルの高い結合親和性及び選択性を持っているという点で
、抗体に類似する特性を有する核酸分子とされている。アプタマーはＳＥＬＥＸを介して
試験管で選別する。ＳＥＬＥＸの中心原理は、多数のランダムに存在する個体の中でも、
特定の形質を有する個体のみが生存し、このように生存した個体は、その集団内で占める
割合が益々高くなって結局集団を支配する進化の概念と非常に類似している。但し、ＳＥ
ＬＥＸでの個体は一本鎖核酸であり、選択圧は特定のレセプターに対する結合親和性であ
る。したがって、まず、多数のランダム（ｒａｎｄｏｍ）配列を有する核酸ライブラリー
を作らなければならず、このライブラリー内に存在するものと期待される特定のレセプタ
ーに対して高い結合親和性を有する個体を選び出すことができる分画過程が必要であり、
選び出したアプタマーを増幅して核酸プール内での割合を増加させ、次のラウンドの選択
を行うことができるように増幅段階が必要である。アプタマーのＳＥＬＥＸに対する具体
的な方法及び試薬／材料などは公知になっている（Ｍａｒｓｈａｌｌ，　Ｋ．Ａ．　ａｎ
ｄ　Ｅｌｌｉｎｇｔｏｎ，　Ａ．Ｄ．，　２０００，　Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｓｅｌｅｃｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ＲＮＡ　ａｐｔａｍｅｒｓ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ　３１８
，　１９３－２１４；　Ｆｉｔｚｗａｔｅｒ，　Ｔ．　ａｎｄ　Ｐｏｌｉｓｋｙ，　Ｂ．
，　１９９６，　Ａ　ＳＥＬＥＸ　ｐｒｉｍｅｒ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ　
２６７，　２７５－３０１）。また、本発明者は、２つまたはそれ以上の生体分子からな
る生体試料にある生体分子に、ランダムな塩基配列を有するランダム一本鎖核酸からなる
核酸ライブラリーを反応させ、それぞれの生体分子に特異的に結合する一本鎖核酸を選定
する方法を提案した（韓国特許登録第１０－０９２３０４８号）。
【００８９】
　本発明は、ランダムな塩基配列を有するランダム一本鎖核酸からなる核酸ライブラリー
から選定された、２つまたはそれ以上の生体分子からなる生体試料にある生体分子に結合
する分析一本鎖核酸を核酸分析方法で分析するが、精度管理のための外部標準物質に結合
する一本鎖核酸を核酸分析方法で一緒に分析することにより内部精度管理することを特徴
とする、生体分子分析方法を提供する。
【００９０】
　また、本発明者は、前記生体試料にある生体分子とアプタマーとを反応させて生成され
た生体分子－アプタマー複合体にあるアプタマーを核酸分析方法で分析し、レセプターで
ある生体分子を分析する方法（韓国特許登録第１０－０６７０７９９号）を提案した。前
記生体試料にある生体分子－アプタマー複合体にあるアプタマーを分析する核酸分析方法
は、ＰＣＲ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、ＬＣＲ（ｌｉｇ
ａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、ＳＤＡ（ｓｔｒａｎｄ　ｄｉｓｐｌａｃｅｍ
ｅｎｔ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、ＴＭＡ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｍｅｄ
ｉａｔｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）　、ｂＤＮＡ（ｂｒａｎｃｈｅｄ　ＤＮＡ）
、Ｉｎｖａｄｅｒ方法及びＲＣＡ（ｒｏｌｌｉｎｇ　ｃｉｒｃｌｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ）などとすることができる。好ましくは、前記生体分子－一本鎖核酸複合体にあ
る一本鎖核酸を鋳型としてＰＣＲを行うことにより生成された増幅産物をさらに分析する
ことができる。
【００９１】
　また、本発明は、前記精度管理標準物質が、前記生体試料に含まれていない生体分子で
あることを特徴とする、生体分子分析一本鎖核酸の選定方法を提供する。
【００９２】
　図１を参照すると、前記生体試料にある生体分子及び標準物質と、ランダムな塩基配列
からなるランダム一本鎖核酸とを反応させて前記結合一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖
核酸を決定し、前記結合一本鎖核酸の塩基配列に基づいて製造された核酸チップを用いて
分析一本鎖核酸を決定し、前記分析一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸の塩基配列を用い
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て製造された核酸チップを用いて生体試料における生体分子の生物学的意義を分析する一
連の過程を分かることができる。
【００９３】
　前記核酸チップを用いて検査する生体試料は、転写体またはプロテオームなどが代表的
な例である。死体を分析する場合、標準物質としてほぼすべての組織に一定の量で発現す
るＧＡＰＤＨ（Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ　３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒ
ｏｇｅｎａｓｅ）またはβ－ａｃｔｉｎ　ｍＲＮＡなどが内部精度管理の目的で使用され
ているが、明確な定量分析を目的として使用する標準物質はないため、定量分析の精度は
外部精度管理に依存している。
【００９４】
　また、２つまたはそれ以上のタンパク質からなる生体試料におけるタンパク質に結合す
るリガンドを選定する方法は、本発明者によって提案されたＲｅｖｅｒｓｅ－ＳＥＬＥＸ
（韓国特許登録第１０－０９２３０４８号）やＣｅｌｌ－ｓｅｌｅｘ（Ｈｏｍａｎｎ，　
Ｍ．　ａｎｄ　Ｇｏｒｉｎｇｅｒ，　Ｈ．Ｕ．，　１９９９，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄｓ　Ｒｅｓ　２７　（９），　２００６－２０１４）がある。本発明は、前記ｒｅｖｅ
ｒｓｅ－ＳＥＬＥＸで、２つまたはそれ以上の生体分子がある生体試料にある生体分子に
結合するリガンドを効率よく選定するための精度管理目的の標準物質を提供しようとする
。
【００９５】
　また、プロテオームを分析する場合、定量及び定性分析に使用することができる有用な
標準物質がないため、プロテオームを分析するための精度管理及び定量分析に困難さが多
い実情である。これにより、本発明で標準物質を用いて前記試料を分析するための、有用
な内部精度管理及び定量分析方法を提示しようとする。
【００９６】
　好ましくは、本発明に係る標準物質は、前述した外部標準物質と同様にヒト由来の生体
試料を分析する場合、ヒト由来の生体試料に含まれていない生体分子として植物特異生体
分子を使用することができる。現在、ヒトゲノムプロジェクト、及び植物の一種であるシ
ロイヌナズナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）ゲノムプロジェクトが完了
して植物特異タンパク質が報告されている。本発明では、ヒト由来の生体試料を分析する
ための標準物質として植物特異タンパク質を使用することができる。
【００９７】
　前記生体試料に含まれる生体分子及び標準物質に結合する物質は、抗体、ペプチドおよ
び一本鎖核酸などがあり、好ましくは一本鎖核酸である。
【００９８】
　本発明は、生体試料に含まれていない生体分子を決定し、決定された外来生体分子から
精度管理一本鎖核酸を製造する段階と、前記生体試料に含まれている生体分子から前記結
合一本鎖核酸を製造する段階と、前記精度管理一本鎖核酸及び前記結合一本鎖核酸の塩基
配列を用いて合成された捕捉プローブが固着された支持体を製造する段階とを含んでなる
、生体分子の生物学的意義を分析する分析一本鎖核酸を選定するための、前記生体試料、
前記標準物質、前記結合一本鎖核酸、前記精度管理一本鎖核酸及び前記核酸チップを用い
て生体分子と結合一本鎖核酸の結合プロファイルを生成するように生体分子分析一本鎖核
酸を選定する方法を提供する。
【００９９】
　図２を参照すると、前記生体試料にある生体分子の結合一本鎖核酸と精度管理一本鎖核
酸を選定して核酸チップを製造し、前記生体試料にある生体分子の生物学的意義を分析す
る前記分析一本鎖核酸を決定する一連の過程を分かることができる。
【０１００】
　本発明に係る前記標準物質に結合する一本鎖核酸の中で精度管理一本鎖核酸を決定する
方法は、標準物質とランダムな塩基配列を有するランダム一本鎖核酸とを反応させて標準
物質と一本鎖核酸を分離し、このような一連の選択と増幅を繰り返し行い、標準物質に結
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合する一本鎖核酸を選定する標準ＳＥＬＥＸ方法（Ｔｕｅｒｋ　Ｃ．　ａｎｄ　Ｇｏｌｄ
　Ｌ．，　１９９０，　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　２４９；　５０５－５１０）で構成できる。
【０１０１】
　また、本発明に係る２つまたはそれ以上の生体分子からなる生体試料に存在する生体分
子と結合する一本鎖核酸を選定する方法は、生体分子の含まれている生体試料とランダム
な塩基配列を有するランダム一本鎖核酸とを反応させ、前記生体分子に結合する生体分子
結合一本鎖核酸を決定するＲｅｒｖｅｒｓ－ＳＥＬＥＸ方法（韓国特許登録第１０－０９
２３０４８号）を使用することができる。
【０１０２】
　本発明で提供する前記結合一本鎖核酸を製造する方法は、前述した生体試料に含まれて
いる生体分子に結合する一本鎖核酸を選定する方法と同様であるが、まず、前記生体分子
に前記ランダムな塩基配列を有する一本鎖核酸を反応させて得た反応溶液にある生体分子
－一本鎖核酸複合体を選択する段階と、前記複合体から一本鎖核酸を分離して増幅するこ
とにより一本鎖ＤＮＡを製造する段階と、前記一本鎖ＤＮＡをクローニングベクターに挿
入して単一クローンを確保し、前記一本鎖核酸の塩基配列を決定することにより、前記結
合一本鎖核酸を製造する段階とを含んで、生体分子分析一本鎖核酸を選定することができ
る。
【０１０３】
　本発明は、前記生体分子－一本鎖核酸複合体を選択する段階が、前記反応溶液にある前
記生成された生体分子－一本鎖核酸複合体を洗浄し、前記生体分子と前記一本鎖核酸との
結合親和性に基づいて、所定以上の結合親和性を有する前記生体分子－一本鎖核酸複合体
を選択することを特徴とする、生体分子分析一本鎖核酸の選定方法を提供する。
【０１０４】
　本発明は、前記生体分子－一本鎖核酸複合体を選択する段階が、前記反応溶液をキャピ
ラリー電気泳動して前記生体分子－一本鎖核酸複合体を選択することを特徴とする、生体
分子分析一本鎖核酸の選定方法を提供する。
【０１０５】
　本発明は、前記生体分子－一本鎖核酸複合体を選択する段階が、前記反応溶液をニトロ
セルロース及びナイロンからなる構造体に処理して生体分子－一本鎖核酸複合体を選択す
ることを特徴とする、生体分子分析一本鎖核酸の選定方法を提供する。
【０１０６】
　本発明は、前記生体分子－一本鎖核酸複合体の選択及び増幅を多数回繰り返し行うこと
を特徴とする、生体分子分析一本鎖核酸の選定方法を提供する。
【０１０７】
　本発明において、前記生体分子－一本鎖核酸複合体の選択は、前記生成された生体分子
－一本鎖核酸複合体を洗浄し、前記生体分子と前記一本鎖核酸の結合親和性に基づいて、
所定以上の結合親和性を有する前記生体分子－一本鎖核酸複合体を選択する方法、前記反
応溶液をキャピラリー電気泳動して前記生体分子－一本鎖核酸複合体を選択する方法、ま
たは前記反応溶液をニトロセルロース及びナイロンの構造体に処理して生体分子－一本鎖
核酸複合体を選択する方法などで行うことができる。
【０１０８】
　前記生体分子－一本鎖核酸から分離された一本鎖核酸は、ＲＴＰＣＲ（Ｒｅｖｅｒｓｅ
　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ＰＣＲ）して得た産物をクローニングベクターに組み込
んで大腸菌クローンを確保し、その塩基配列を決定することができる。
【０１０９】
　本発明は、前記捕捉プローブが固着される支持体はスライドガラス、バイオセンサーの
感知表面、ビーズ、ナノ粒子などを含むことを特徴とする、生体分子分析一本鎖核酸の選
定方法を提供する。
【０１１０】
　本発明は、前記捕捉プローブが、前記結合一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸の塩基配
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列とこれらの相補的な塩基配列の中から選択された少なくとも一つの塩基配列から構成し
て合成することを特徴とする、生体分子分析一本鎖核酸の選定方法を提供する。
【０１１１】
　本発明は、前記２つまたはそれ以上の生体分子からなる生体分子にある生体分子と結合
一本鎖核酸の結合プロファイルを生成する方法が、前記標準物質、前記生体試料、前記精
度管理一本鎖核酸及び前記結合一本核酸から標識物質のある分析ターゲットプローブを製
造する段階と、前記捕捉プローブに相応する前記結合一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖
核酸を混合及び増幅して標識物質のある比較ターゲットプローブを製造する段階と、前記
分析ターゲットプローブと前記比較ターゲットプローブとを混合して前記ターゲットプロ
ーブを製造する段階と、前記ターゲットプローブと前記支持体の前記捕捉プローブとをハ
イブリダイゼーション反応させて結合プロファイルを生成する段階とを含むことを特徴と
する、生体分子分析一本鎖核酸の選定方法を提供する。
【０１１２】
　本発明は、前記分析ターゲットプローブを製造する方法が、それぞれ異なる量の前記標
準物質からなる標準物質Ｉを前記生体試料に添加した分析試料を準備する段階と、前記分
析試料と、前記結合一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖核酸からなる一本鎖核酸とを反応
させて生成された生体分子－一本鎖核酸複合体及び標準物質－一本鎖核酸複合体を分離す
る段階と、前記分離された複合体から一本鎖核酸を分離し、増幅及び標識して分析ターゲ
ットプローブを製造する段階とを含むことを特徴とする、生体分子分析一本鎖核酸の選定
方法を提供する。
【０１１３】
　本発明は、前記分析ターゲットプローブを製造する方法が、前記生体試料と前記結合一
本鎖核酸とを反応させて生成された生体分子－一本鎖核酸複合体から一本鎖核酸を分離す
る段階と、前記分離された一本鎖核酸に、それぞれ異なる量の精度管理一本鎖核酸からな
る標準物質ＩＩを混合して増幅及び標識で前記分析ターゲットプローブを製造する段階と
を含むことを特徴とする、生体分子分析一本鎖核酸の選定方法を提供する。
【０１１４】
　本発明は、前記生体分子の生物学的意義を分析するための分析一本鎖核酸の選別段階が
、前記捕捉プローブの寄与度に基づいて、前記生体分子の生物学的意義を分析することが
できる範囲内で、前記捕捉プローブを選別することにより、前記支持体に固着する前記捕
捉プローブの個数を減少させる段階をさらに含むことを特徴とする、生体分子の分析一本
鎖核酸の選定方法を提供する。
【０１１５】
　本発明は、前記結合一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸の塩基配列を用いて合成された
捕捉プローブが支持体に固着された構成となっており、分析一本鎖核酸と前記結合一本鎖
核酸及び前記精度管理一本鎖核酸との結合情報を生成することを特徴とする、核酸チップ
を提供する。
【０１１６】
　本発明に係る前記核酸チップを用いた分析一本鎖核酸を選定する方法において、捕捉プ
ローブは、支持体に固着される分子であって、生体分子及び標準物質に結合する一本鎖核
酸であるか、或いはこれらの情報を持っている物質の中から選択される少なくとも一つの
物質からなるものである。
【０１１７】
　前記生体試料にある生体分子と一本鎖核酸との結合情報は、生体分子結合一本鎖核酸か
ら製造されるターゲットプローブと捕捉プローブとの相補的結合によって発生するシグナ
ルを指し示し、好ましくは、支持体を構成する捕捉プローブに相応するスポットからなる
プロファイルであるが、それぞれスポットを構成する捕捉プローブに結合したターゲット
プローブの結合一本鎖核酸にある標識物質から発生するシグナル、好ましくは蛍光程度を
意味する。前記結合情報は、ターゲットプローブの分析ターゲットプローブ及び比較分析
プローブのシグナルの組み合わせであり、究極的には生体試料における生体分子結合一本
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鎖核酸の分布状態を示し、この分布状態から、一本鎖核酸に結合する生体分子の分布状態
を推論することができる。
【０１１８】
　また、本発明に係る生体試料における生体分子の生物学的意義を分析する分析一本鎖核
酸を選定するための核酸チップでは、決定された分析一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸
の塩基配列とこれらの相補的な塩基配列の中から選択される少なくとも一つの塩基配列を
使用し、或いは、生体分子結合一本鎖核酸の塩基配列と完全に相補的に結合する塩基配列
を有する捕捉プローブを使用して合成された捕捉プローブが支持体に固着されている。
【０１１９】
　また、本発明において、捕捉プローブが固着できる支持体は、スライドガラス、バイオ
センサーの感知表面、ビーズ、ナノ粒子などから選択することができ、好ましくはスライ
ドガラスである。
【０１２０】
　前記支持体の種類に応じて、捕捉プローブに結合する増幅産物のシグナルを分析する方
法が選択できる。
【０１２１】
　このように、本発明に係る核酸チップは、関連技術分野で広く知られている方法によっ
て捕捉プローブをスライドガラスに固定させた後、スライドを直ちに遠心分離して乾燥さ
せた後、使用するまで遮光状態で保管する。
【０１２２】
　従来の公知の様々な方法（Ｍ．　ｓｃｈｅｎａ；　ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ；　
ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ，　Ｏｘｆｏｒｄ，　１９９９）で、捕捉プ
ローブが規則的に配列された核酸チップを製作することができる。
【０１２３】
　核酸チップで生体試料を分析する場合、ターゲットプローブは、一般に転写体を分析す
る場合、疾病部位由来の生体試料を分析生体試料とし、正常部位由来の生体試料を比較生
体試料として、前者から分析ターゲットプローブを、後者から比較ターゲットプローブを
それぞれ製作し、これらを混合した後、ターゲットプローブとして使用する。ところが、
適切な比較生体試料のない場合は、分析生体試料に由来する単一ターゲットプローブをタ
ーゲットプローブとしても使用することができる。
【０１２４】
　好ましくは、ターゲットプローブは、８０ｂｐ～１４０ｂｐの塩基配列を有するオリゴ
ヌクレオチドの一本鎖核酸であってもよい。
【０１２５】
　また、本発明では、分析ターゲットプローブは次のとおり２つの方法で製造することが
できる。それぞれ異なる量の標準物質からなる標準物質Ｉを生体試料に混合して分析ター
ゲットプローブを準備する場合と、前記生体分子－一本鎖核酸から分離された一本鎖核酸
に、それぞれ異なる量の精度管理一本鎖核酸からなる標準物質ＩＩを混合して分析ターゲ
ットプローブを準備する場合である。
【０１２６】
　比較ターゲットプローブは、捕捉プローブと相補的な塩基配列である核酸であって、生
体分子結合一本鎖核酸と精度管理一本鎖核酸で構成された一本鎖核酸プールから合成する
一本鎖核酸でありうる。
【０１２７】
　このような理由から、生体分子の生物学的意義の分析に対するそれぞれの捕捉プローブ
の寄与度を分析し、生体分子の生物学的意義を分析することができる範囲内で、分析され
た寄与度に基づいて捕捉プローブを選別することにより、生体分子を分析することに意味
を持つ分析一本鎖核酸を発掘することができる。
【０１２８】
　本発明は、前記分析一本鎖核酸を用いて前記生体試料にある生体分子を分析するための
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前記精度管理標準物質を使用し、前記精度管理一本鎖核酸を核酸分析方法で分析して内部
精度管理することを特徴とする、生体分子分析方法を提供する。
【０１２９】
　また、本発明は、前記分析一本鎖核酸を用いて前記生体試料にある生体分子を分析する
ことを核酸分析方法とすることを特徴とする、生体分子分析方法を提供する。
【０１３０】
　図３を参照すると、前記分析一本鎖核酸と前記精度管理一本鎖核酸を用いて前記生体試
料における生体分子の生物学的意義を分析する核酸チップを製造することにより、生体試
料にある生体分子と前記分析一本鎖核酸の結合プロファイルを生成する一連の過程を分か
ることができる。
【０１３１】
　本発明者は、前記生体試料にある生体分子とアプタマーとを反応させることにより生成
された生体分子－アプタマー複合体におけるアプタマーを核酸分析方法で分析してレセプ
ターたる生体分子を分析する方法を韓国特許登録第１０－０６７０７９９－００００に開
示した。前記生体試料にある生体分子－アプタマー複合体にあるアプタマーを分析する核
酸分析方法は、ＰＣＲ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、ＬＣ
Ｒ（ｌｉｇａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、ＳＤＡ（ｓｔｒａｎｄ　ｄｉｓｐ
ｌａｃｅｍｅｎｔ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、ＴＭＡ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏ
ｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、ｂＤＮＡ（ｂｒａｎｃｈｅｄ　
ＤＮＡ）、Ｉｎｖａｄｅｒ方法、及びＲＣＡ（ｒｏｌｌｉｎｇ　ｃｉｒｃｌｅ　ａｍｐｌ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ）などとすることができる。好ましくは、前記生体分子－一本鎖核酸
複合体にある核酸をＰＣＲして生成された増幅産物をさらに分析することができる。
【０１３２】
　本発明は、前記精度管理標準物質が、前記生体試料に含まれていない生体分子であるこ
とを特徴とする、生体分子分析方法を提供する。
【０１３３】
　本発明は、前記分析一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖核酸の塩基配列を用いて合成さ
れた前記捕捉プローブを支持体に固着する段階と、前記標準物質、前記生体試料、前記精
度管理一本鎖核酸、及び前記分析一本鎖核酸から標識物質のあるターゲットプローブを製
造する段階と、前記ターゲットプローブを前記支持体の前記捕捉プローブにハイブリダイ
ゼーション反応させて結合情報を得る段階と、前記得られた結合情報と既に確保されてい
る結合情報データとを比較して前記生体分子の生物学的意義を分析する段階とを含むこと
を特徴とする、生体分子分析方法を提供する。
【０１３４】
　また、本発明は、前記ターゲットプローブを準備する方法が、前記標準物質、前記生体
試料、前記精度管理一本鎖核酸、及び前記分析一本鎖核酸から標識物質のある分析ターゲ
ットプローブを製造する段階と、前記捕捉プローブに相応する前記分析一本鎖核酸と前記
精度管理一本鎖核酸とを混合し、増幅して標識物質のある比較ターゲットプローブを製造
する段階と、前記分析ターゲットプローブ及び前記比較ターゲットプローブからなるター
ゲットプローブを製造する段階とを含むことを特徴とする、生体分子分析方法を提供する
。
【０１３５】
　図４及び図５を参照すると、前記分析一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖核酸を用いて
核酸チップを製造し、前記生体試料に含まれている生体分子の生物学的意義を分析する過
程で、精度管理を目的として標準物質及び精度管理一本鎖核酸を用いて分析する一連の過
程を分かることができる。
【０１３６】
　本発明は、前記捕捉プローブが固着される支持体はスライドガラス、バイオセンサーの
感知表面、ビーズ、ナノ粒子などを含むことを特徴とする、生体分子分析方法を提供する
。
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【０１３７】
　本発明は、前記捕捉プローブが、前記分析一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖核酸の塩
基配列と完全に相補的に結合する塩基配列で構成されたことを特徴とする、生体分子分析
方法を提供する。
【０１３８】
　好ましくは、前記捕捉プローブは、前記分析一本鎖核酸と相補的に結合する塩基配列で
構成されてもよく、前記分析一本鎖核酸は、前記生体試料を構成する前記結合一本鎖核酸
から選定され、生体試料における生体分子の生物学的意義を分析するために用いられるア
プタマーである。従って、前記捕捉プローブは、前記複合体にある前記分析一本鎖核酸を
鋳型としてＰＣＲして得る増幅産物にある前記特定の分析一本鎖核酸の塩基配列と相補的
に結合することができるので、究極的には前記複合体にある分析一本鎖核酸を分析し、そ
の結果としてレセプターたるタンパク質を定量分析することができる。
【０１３９】
　前記支持体の種類に応じて、捕捉プローブに結合する増幅産物のシグナルを分析する方
法が選択できる。
【０１４０】
　本発明に係る内部精度管理を行いながら、前記核酸チップを用いた生体分子の生物学的
意義を分析する方法では、捕捉プローブは、支持体に固着される分子であって、生体分子
及び標準物質に結合する分析一本鎖核酸であるか、或いはこれらの情報を持っている物質
の中から選択される少なくとも一つの物質で構成されたものである。
【０１４１】
　本発明は、前記生体分子－一本鎖核酸複合体と前記標準物質－一本鎖核酸複合体から分
離された一本鎖核酸を標識及び増幅するための、標識物質のあるプライマーを使用するこ
とを特徴とする、生体分子分析方法を提供する。
【０１４２】
　また、本発明に、生体分子－一本鎖核酸複合体と標準物質－一本鎖核酸複合体から分離
された一本鎖核酸を標識及び増幅するための、標識物質のあるプライマー、及び特定の一
本鎖核酸を指示するタグのあるプライマーを使用することができる。
【０１４３】
　「タグ」は、反応においてポリヌクレオチドを確認し及び／またはポリヌクレオチドの
源泉を追跡するために用いられるユニークなヌクレオチド配列を意味する。タグ配列は、
プライマーの５末端または３末端にありうる。捕捉プローブ塩基配列は、大きさ及び組成
において広範囲に多変することができる。次の参考資料は、特定の具体例に適した一連の
捕捉プローブ塩基配列を選択するためのガイドラインを提示する（米国特許第５，６３５
，４００号；Ｂｒｅｎｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ，　２０００，　ＰＮＡＳ．，　９７：　１６
６５－１６７０；　Ｓｈｏｅｍａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ，　１９９６，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇ
ｅｎｅｔｉｃｓ，　１４：　４５０－４５６；欧州特許公開０７９９８９７Ａ１；米国特
許第５，９８１，１７９号、およびこれに類似するもの）。特定の具体例において、捕捉
プローブの塩基配列は、４～３６個のヌクレオチド、または６～３０個のヌクレオチド、
または８～２０個のヌクレオチドの範囲の長さを有することができる。
【０１４４】
　本発明は、前記捕捉プローブが、前記分析一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖核酸を指
示するタグの塩基配列と完全に相補的に結合する塩基配列で構成されたことを特徴とする
、生体分子分析方法を提供する。
【０１４５】
　前記捕捉プローブは、タグと相補的な塩基配列を用いて製造することができる。このよ
うな捕捉プローブは、前記複合体にある分析一本鎖核酸を鋳型としてＰＣＲして生成され
たＰＣＲ産物にあるタグ塩基配列と完全に相補的に結合してＰＣＲ産物を分析することが
でき、前記捕捉プローブとＰＣＲ産物が生成するスポットのシグナルを分析して前記複合
体の分析一本鎖核酸を分析することができる。
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【０１４６】
　前記比較ターゲットプローブは、前記捕捉プローブと相補的な塩基配列を有する核酸で
あって、生体分子結合一本鎖核酸と精度管理一本鎖核酸からなる一本鎖核酸プールから合
成する一本鎖核酸であってもよい。
【０１４７】
　一般に、核酸チップで転写体を分析する場合、ターゲットプローブは、疾病部位由来の
生体試料を実験区たる分析生体試料とし、正常部位由来の生体試料を対照区たる比較生体
試料として、前者から分析ターゲットプローブを、後者から比較ターゲットプローブをそ
れぞれ製造し、これらを混合した後、ターゲットプローブとして使用する。ところが、適
切な比較生体試料がない場合は、分析生体試料に由来する単一ターゲットプローブをター
ゲットプローブとしても使用することができる。
【０１４８】
　また、本発明では、分析ターゲットプローブは次のとおり２つの方法で製造することが
できる。それぞれ異なる量の標準物質からなる標準物質Ｉを生体試料に混合して分析ター
ゲットプローブを準備する場合と、前記生体分子－一本鎖核酸から分離された一本鎖核酸
に、それぞれ異なる量の精度管理一本鎖核酸からなる標準物質ＩＩを混合して分析ターゲ
ットプローブを準備する場合である。
【０１４９】
　本発明は、前記分析ターゲットプローブを製造する方法が、それぞれ異なる量の前記標
準物質からなる標準物質Ｉを前記生体試料に添加した分析試料を準備する段階と、前記準
備した分析試料と、前記分析一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖核酸からなる一本鎖核酸
とを反応させて生成された生体分子－一本鎖核酸複合体及び標準物質－一本鎖核酸複合体
を分離する段階と、前記複合体から分析一本鎖核酸を分離し、増幅及び標識して分析ター
ゲットプローブを準備する段階とを含むことを特徴とする、生体分子分析方法を提供する
。
【０１５０】
　本発明は、前記分析ターゲットプローブを準備する方法が、前記生体試料にある生体分
子と前記分析一本鎖核酸とを反応させて生成された生体分子－一本鎖核酸複合体を分離す
る段階と、前記分離された生体分子－一本鎖核酸複合体から分離された分析一本鎖核酸に
、それぞれ異なる量の精度管理一本鎖核酸からなる標準物質ＩＩを混合し、増幅及び標識
することにより、前記標識した分析ターゲットプローブを製造する段階とを含むことを特
徴とする、生体分子分析方法を提供する。
【０１５１】
　本発明は、実験区たる前記生体試料にある生体分子に前記分析一本鎖核酸を反応させて
製造される分析ターゲットプローブと、対照区たる前記生体試料にある生体分子に前記分
析一本鎖核酸を反応させて製造される比較ターゲットプローブとを混合して製造されたタ
ーゲットプローブで前記核酸チップを分析することを特徴とする、生体分子分析方法及び
分析装置を提供する。
【０１５２】
　実験区たる生体試料にある生体分子に結合する分析一本鎖核酸に由来するターゲットプ
ローブを分析ターゲットプローブとし、対照区たる生体試料にある生体分子に結合する分
析一本鎖核酸に由来するかまたは人為的に生体分子及び標準物質に結合する分析一本鎖核
酸のプールから製造されるターゲットプローブを比較ターゲットプローブとする。好まし
くは、ターゲットプローブは分析ターゲットプローブと比較ターゲットプローブから構成
される。
【０１５３】
　前記ターゲットプローブは、捕捉プローブと結合する分子であって、分析ターゲットプ
ローブと比較ターゲットプローブとの組み合わせ、または分析ターゲットプローブのみで
構成されてもよい。
【０１５４】
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　本発明は、前記標識物質として、ビオチン（Ｂｉｏｔｉｎ）、Ｃｙ２、ＧＦＰ、ＹＯ－
ＰＲＯ－１、ＹＯＹＯ－１、カルセイン（Ｃａｌｃｅｉｎ）、ＦＩＴＣ、ＦｌｏｕｒＸ、
ＡＬＥＸＡ　４８８、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１１０、ＡＢＩ　５－ＦＡＭ、Ｏｒｅｇｏｎ
　Ｇｒｅｅｎ　５００、Ｏｒｅｇｏｎ　ｇｒｅｅｎ　４８８、ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ、Ｒｈ
ｏｄａｍｉｎｅ　Ｇｒｅｅｎ、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１２３、Ｍａｇｎｅｓｉｕｍ　Ｇｒ
ｅｅｎ、Ｃａｌｃｉｕｍ　Ｇｒｅｅｎ、ＴＯ－ＰＲＯ－１、ＴＯＴＯ－１、ＡＢＩ　ＪＯ
Ｅ、ＢＯＤＩＰＹ　５３０／５５０、Ｄｉｌ、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ　５
５８／５６８、ＢＯＤＩＰＹ　５６４／５７０、Ａｌｅｘａ　５４６、ＴＲＩＴＣ、Ｍａ
ｇｎｅｓｉｕｍ　Ｏｒａｎｇｅ、Ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ　Ｒ＆Ｂ、Ｒｈｏｄａｍｉ
ｎｅ　Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ、Ｃａｌｃｉｕｍ　Ｏｒａｎｇｅ、Ｐｙｒｏｎｉｎ　Ｙ、Ｒ
ｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ、ＡＢＩ　ＴＡＭＲＡ、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｒｅｄ、Ｃｙ３．５
、ＡＢＩ　ＲＯＸ、Ｃａｌｃｉｕｍ　Ｃｒｉｍｓｏｎ、Ａｌｅｘａ　５９４、Ｔｅｘａｓ
　Ｒｅｄ、Ｎｉｌｅ　Ｒｅｄ、ＹＯ－ＰＲＯ－３、ＹＯＹＯ－３、Ｒ－ｐｈｙｃｏｃｙａ
ｎｉｎ、Ｃ－ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ、ＴＯＰＲＯ－３、ＴＯＴＯ－３、ＤｉＤ　Ｄｉｌ
Ｃ（５）、Ｔｈｉａｄｉｃａｒｂｏｃｙａｉｎｅ、Ｃｙ５．５、Ｃｙ５及びＣｙ３から選
択される蛍光色素を使用することを特徴とする、生体分子分析方法及び分析装置を提供す
る。
【０１５５】
　前記分析一本鎖核酸と前記生体試料にある生体分子とが反応して生成された複合体の分
析一本鎖核酸を鋳型として、前記標識物質のあるプライマーを用いてＰＣＲして確保した
増幅産物を、前記捕捉プローブと反応させ、前記捕捉プローブは標識物質のある増幅産物
の一本鎖核酸と相補的に結合して二重鎖核酸を生成する。したがって、前記捕捉プローブ
が構成するスポットは、標識物質に基づくシグナルが発生すると、このシグナルで分析一
本鎖核酸を分析することができ、前記分析一本鎖核酸が生成された複合体内のレセプター
であるタンパク質を定量分析することができる。よって、標識物質は、様々な範囲で分析
目的に応じて選択することができ、好ましくはＣｙ３またはＣｙ５を使用することができ
る。
【０１５６】
　本発明は、前記分析一本鎖核酸及び前記精度管理一本鎖核酸の塩基配列を用いて製造さ
れた前記捕捉プローブが支持体に固着されており、前記生体試料に含まれている生体分子
の生物学的意義を分析するための、前記生体分子と前記分析一本鎖核酸の結合情報を生成
することに使用されることを特徴とする、核酸チップを提供する。
【０１５７】
　また、本発明に係る生体試料における生体分子の生物学的意義の分析に用いられる核酸
チップでは、決定された分析一本鎖核酸及び精度管理一本鎖核酸の塩基配列と前記これら
の相補的な塩基配列の中から選択される少なくとも一つの塩基配列を使用するか、或いは
、生体分子結合一本鎖核酸と精度管理一本鎖核酸を指示するタグの塩基配列に完全に相補
的に結合する塩基配列で構成された捕捉プローブを使用して合成された捕捉プローブが支
持体に固着されている。
【０１５８】
　従来の公知の様々な方法（Ｍ．　ｓｃｈｅｎａ；　ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ；　
ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ，　Ｏｘｆｏｒｄ，　１９９９）で、捕捉プ
ローブが規則的に配列された核酸チップを製作することができる。
【０１５９】
　また、本発明に係る生体試料における生体分子の生物学的意義を分析する核酸チップは
、前記分析一本鎖核酸と精度管理一本鎖核酸の情報を用いて合成された捕捉プローブが支
持体に固着されて構成される。
【０１６０】
　本発明に係る核酸チップは、同一または類似する精度で未知の生体分子の生物学的意義
を分析することさえできれば、核酸チップに固着される捕捉プローブの数を少なくするこ
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とが核酸チップの製作費用及び分析効率性の面で好ましい。
【０１６１】
　前記結合情報は、生体分子に結合する分析一本鎖核酸で製造されるターゲットプローブ
と捕捉プローブの相補的結合により発生するシグナルを指し示し、好ましくは、支持体を
構成する捕捉プローブに相応するスポットからなるプロファイルであるが、それぞれスポ
ットを構成する捕捉プローブに結合したターゲットロープの一本鎖核酸にある標識物質か
ら発生するシグナル、好ましくは蛍光程度を意味する。前記結合情報は、ターゲットプロ
ーブの分析ターゲットプローブ及び比較分析プローブのシグナルの組み合わせであり、究
極的には生体試料における生体分子に結合した一本鎖核酸の分布状態を示し、この分布状
態から、一本鎖核酸に結合する生体分子の分布状態を推論することができる。
【０１６２】
　このような理由から、前記核酸チップを製造する方法は、生体分子の生物学的意義分析
に対するそれぞれの捕捉プローブの寄与度を分析し、生体分子の生物学的意義を分析する
ことができる範囲内で、分析された寄与度に基づいて捕捉プローブを選別することにより
、本発明の核酸チップに固着される捕捉プローブの数を減少させる段階をさらに含むこと
ができる。
【０１６３】
　本発明に係る核酸チップを用いて生体分子を分析すると、関連結合情報データが蓄積さ
れ、このことから生体分子の生物学的意義の分析に寄与する特異的な一本鎖核酸が自然に
明らかになり、これにより、生体分子を分析することに意味を持つバイオマーカーを発掘
することができる。
【０１６４】
　本発明は、前記生体試料に含まれていない外来分子からなっており、前記分析一本鎖核
酸を用いて、前記生体試料に含まれている生体分子の生物学的意義を分析するための分析
過程の精度管理、及び生体試料に含まれている生体分子の定量分析に使用されることを特
徴とする、標準物質を提供する。
【０１６５】
　本発明は、前記生体試料にある生体分子の生物学的意義を分析するための前記分析一本
鎖核酸及び前記標準物質を使用することを特徴とする、生体分子分析キットを提供する。
【０１６６】
　本発明は、前記分析一本鎖核酸と前記標準物質を用いた生体分子分析方法によって前記
生体分子を分析することを特徴とし、前記生体試料にある生体分子を準備する試料処理装
置と、前記生体分子－一本鎖核酸複合体を製造して増幅するモジュール及び前記増幅され
た産物を分析するモジュールで構成された増幅装置とを含む生体分子分析システムを有す
ることを特徴とする、生体分子分析装置を提供する。
【０１６７】
　本発明の生体分子分析方法をより効率よく行なうために、生体分子を含む試料から生体
分子を分離する試料処理装置と、前記生体分子－分析一本鎖核酸及び標準物質－一本鎖核
酸複合体を製造しこれを増幅するモジュール及び前記増幅された産物を分析するモジュー
ルで構成された増幅装置とを含む、分析結合一本鎖核酸及び標準物質を用いた生体分子分
析装置において、本発明のシステムは、混合チャンバー、溶解チャンバー及び反応チャン
バーからなる試料処理装置及び増幅装置で構成され、これらが統合されて運営されること
も可能である。
【０１６８】
　関心対象の生体分子を含有しているとされるサンプルの分析は、一連のサンプル準備段
階を伴い、混合チャンバー及び溶解チャンバーからなる試料処理装置で行われる。これら
の段階には、ろ過、細胞溶解、生体分子、生体分子－一本鎖核酸複合体の製造、及び試薬
との混合を含むことができる。生体分子分析結果に対する確信を持つためには、サンプル
準備過程の汚染に対する制御が有用であろう。核酸増幅反応のためのサンプルを調製し、
サンプル調製の有効性を検証する方法を提供する。
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【０１６９】
　サンプルは、細胞、胞子、微生物、及びウイルスよりなる群から選択される標的エンテ
ィティーを含有するものとされる。この標的エンティティーは少なくとも一つの標的生体
分子を含む。前記方法は、サンプルとサンプル調製対照群とを混合する混合チャンバーを
有する装置内にサンプルを導入する段階を含む。サンプル調製対照群は、細胞、胞子、微
生物及びウイルスよりなる群から選択される。該サンプル調製対照群は精度管理物質を含
む。また、前記装置は溶解チャンバーと反応チャンバーを備える。サンプルは混合チャン
バー内でサンプル調製対照群と混合される。
【０１７０】
　また、前記方法は、サンプル調製対照群及びサンプル内に存在する場合の標的エンティ
ティーを溶解チャンバーで溶解処理して生体分子を精製する段階と、生体分子－一本鎖核
酸複合体を生成する段階と、溶解チャンバー内の生体分子－一本鎖核酸複合体を反応チャ
ンバー内で核酸増幅の条件に露出させる段階と、少なくとも一つの精度管理物質の存在有
無を検出する段階とを含む。精度管理物質の肯定的検出の場合はサンプル調製過程が満足
であったことを示すのに対し、精度管理物質を検出することができない場合はサンプルが
不適切に調製されたことを示す。
【０１７１】
　本発明は、核酸増幅反応のためのサンプルを調製し、そのサンプル調製の有効性を検証
する増幅装置を提供する。サンプルは、細胞、胞子、微生物、及びウイルスよりなる群か
ら選択される標的エンティティーを含有するものとされる。この標的エンティティーは、
少なくとも一つの標的生体分子を含む。前記装置は、サンプルと混合されるサンプル調製
対照群を収容する第１チャンバーのある本体を含む。サンプル調製対照群は細胞、胞子、
微生物、及びウイルスよりなる群から選択され、このサンプル調製対照群は精度管理物質
を含む。
【０１７２】
　また、前記本体は、サンプル内に存在する場合の標的エンティティー及びサンプル調製
対照群を溶解処理し、これらから生体分子を遊離させ、生体分子－一本鎖核酸複合体を分
離する溶解チャンバーを含む。また、遊離した生体分子と分析一本鎖核酸とを反応させて
生体分子－一本鎖核酸複合体を生成する溶解チャンバーを含む。また、前記本体は、増幅
及び検出のための核酸を維持する反応チャンバーを含む。
【０１７３】
　前記装置は、サンプル調製対照群と混合されたサンプルのある第１チャンバーから溶解
チャンバー内へ流れるように案内し、溶解チャンバーで遊離した生体分子を反応チャンバ
ー内へ流れるように案内する少なくとも一つの流れ制御器をさらに含む。
【０１７４】
　いくつかの実施形態において、溶解チャンバーは、サンプルが溶解チャンバーを介して
流れるときに、サンプル内に存在する場合の標的エンティティー及びサンプル調製対照群
を捕獲する酵素、少なくとも１つのフィルター及び固相物質を収容し、前記装置は、溶解
チャンバーを介して流れた使用済みのサンプル流体を収容する少なくとも一つの廃棄チャ
ンバーをさらに含み、前記少なくとも一つの流れ制御器はまた、溶解チャンバーを介して
流れた使用済みのサンプル流体を廃棄チャンバーへ流れるように案内することができる。
【０１７５】
　いくつかの実施形態において、前記装置は、溶解チャンバーへ超音波を提供するために
溶解チャンバーの壁に結合された超音波トランスデューサをさらに含む。いくつかの実施
形態において、前記装置は、サンプル調製対照群及び標的エンティティーを破裂させるた
めに溶解チャンバー内にビーズをさらに含む。
【０１７６】
　本発明の別の態様によれば、本発明は、溶解過程の有効性を決定する方法を提供する。
この方法は、細胞、胞子、微生物及びウイルスよりなる群から選択された標的エンティテ
ィーを含有するものとされるサンプルをサンプル調製対照群と混合する段階を含む。標的
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エンティティーは、少なくとも一つの精度管理物質を含む。サンプル調製対照群は細胞、
胞子、微生物及びウイルスよりなる群から選択され、このサンプル調製対照群は精度管理
物質を含む。サンプル調製対照群とサンプル内に存在する場合の標的エンティティーの混
合物は溶解処理される。また、前記方法は、溶解処理中にサンプル調製対照群から生体分
子が遊離したか否かを決定するように精度管理物質の存在有無を検出する段階をさらに含
む。精度管理物質の肯定的検出の場合は、サンプル調製過程が満足であったことを示すの
に対し、精度管理物質を検出することができない場合は、サンプルが不適切に調製された
ことを示す。
【０１７７】
　いくつかの実施形態において、前記方法は、溶解処理の前に、サンプル調製対照群及び
サンプル内に存在する場合の標的エンティティーを固相物質によって捕獲するための、サ
ンプル調製対照群と混合されたサンプルが、固相物質を収容するチャンバーを介して流れ
るようにする段階を含む。
【０１７８】
　いくつかの実施形態において、サンプルは、サンプルとサンプル調製対照群とを混合す
る前に予備濾過できる。いくつかの実施形態において、溶解処理は、サンプル調製対照群
及び標的エンティティーを超音波エネルギーに露出させることを含む。また、いくつかの
実施形態において、溶解処理は、サンプル調製対照群及び標的エンティティーを破裂させ
るためのビーズを攪拌させることを含む。いくつかの実施形態において、サンプル調製対
照群は胞子である。いくつかの実施形態において、混合段階は、サンプル調製対照群を含
有する乾燥ビーズを分解することを含む。
【０１７９】
　いくつかの実施形態において、溶解処理は化学的溶解剤と接触させることを含む。いく
つかの実施形態において、マーカー核酸配列は、マーカー核酸を（例えば、ＰＣＢによっ
て）増幅し、増幅されたマーカー核酸配列を検出することにより検出される。いくつかの
実施形態において、マーカー核酸配列は、マーカー核酸配列に結合できるプローブからの
シグナルが限界値を超えるか否かを決定することにより検出される。
【０１８０】
　増幅装置の反応容器の反応チャンバー内の反応混合物は核酸増幅条件に晒される。反応
を利用したＲＮＡまたはＤＮＡ鋳型の増幅は公知になっている［米国特許第４，６８３，
１９５号；米国特許第４，６８３，２０２号；ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：　Ａ　Ｇｕ
ｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｉｎｎｉｓ　ｅｔ
．　ａｌ．，，　１９９０）］。ＤＮＡの核酸増幅は、ＤＮＡを熱変性させること、増幅
されるＤＮＡ分節に側接する配列に２つのオリゴヌクレオチドプライマーをアニーリング
すること、及びアニーリングされたプライマーをＤＮＡポリメラーゼによって伸長させる
ことを１サイクルとし、該サイクルの繰り返しを伴う。プライマーは、標的配列の対向す
る鎖（ｓｔｒａｎｄ）にハイブリダイズする一方で、ポリメラーゼによるＤＮＡ合成がプ
ライマー間の領域にわたって進行するように配向され、ＤＮＡ分節の量を効果的に２倍に
する。また、拡張生成物は補完的であり、プライマーを結合することができるため、個々
の連続的なサイクルは、前のサイクルで合成されたＤＮＡの量を実質的に２倍にする。こ
れは、サイクル当たり２ｎ（ここで、ｎはサイクル数）の比率で特定標的分節の指数的蓄
積をもたらす。増幅反応及びリガーゼ連鎖反応（ｌｉｇａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔ
ｉｏｎ；ＬＣＲ）などの方法が、核酸配列を直接増幅させることに使用できる。また、等
温増幅反応が公知になっており、本発明の方法に応じて使用できる。
【０１８１】
　核酸増幅反応は、好ましくは、反応容器内の反応混合物を増幅反応に必要な温度に加熱
及び／または冷却させる熱処理装備を用いて行う。また、このような熱処理装備は、サン
プル調製対照群のマーカー核酸配列、及びサンプルでテストするための一つ以上の標的核
酸配列を検出する一つ以上の検出機構を含むことができる。反応容器内の核酸配列を増幅
及び検出するための光学検出器が組み込まれた好ましい熱処理装備（米国特許第６，３６
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９，８９３号；米国特許第６，３９１，５４１号）を使用することができる。また、反応
混合物の温度を制御し、この反応混合物における核酸配列を検出するための本発明に適し
た多くのその他の公知の方法がある。
【０１８２】
　また、サンプル調製対照群の精度管理物質、及びサンプルでテストするための一つ以上
の精度管理物質の検出は、プローブを用いて行うことが好ましい。反応容器は、光学的に
検出できるプローブからのシグナルが通過する一つ以上の透明または光透過性の壁を有す
ることが好ましい。好ましくは、捕捉プローブが核酸配列を検出及び定量化することに使
用できる。核酸捕捉プローブを採用する様々な数多くの分析法がある。これらの捕捉プロ
ーブの一部は、他の分子またはモイエティ（ｍｏｉｅｔｙ）との相互作用で変化により蛍
光源の蛍光発光における変化を有するシグナルを生成する。
【０１８３】
　増幅生成物の検出のための他の好ましい方法として、蛍光プローブは、蛍光レポーター
染料（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ｄｙｅ）モジュールによって標識化
されたオリゴヌクレオチドからなる。捕捉プローブの分裂はレポーター染料の蛍光強度の
増加を発生させる。
【０１８４】
　サンプル内における標的生体分子の検出またはその欠如を確信するために、サンプル調
製の汚染を制御しなければならない。これは、サンプル調製対照群がサンプル内の標的エ
ンティティー（例えば、生体分子を含有している標的細胞、胞子、ウイルスまたは微生物
）と同じ処理を受けなければならない理由である。サンプル調製対照群の精度管理物質が
検出されれば、サンプル調製は満足すべきであるとみなされる。精度管理物質の存在が検
出できなければ、サンプル調製は不適切であるとみなされ、標的核酸配列に対するテスト
の結果は「未定」であるとみなされる。好ましくは、精度管理物質の存在有無は、ターゲ
ットプローブに結合することが可能な捕捉プローブからのシグナルが限界値、例えば分析
法に対して有効であるとみなされるように満足または超過しなければならない所定の蛍光
発光の限界値を超過するかどうかを決定することにより検出される。
【０１８５】
　流体制御装置は所望のプロトコルに基づいてコンピュータで制御できる。単一バルブを
使用すると、只一つの失敗要素により高い製造歩留まりを生成することができる。流体制
御及び処理構成部材の統合は、コンパクトな装置（例えば、小型カートリッジの形態）を
得ることができ、成形及び組立の自動化を容易にする。前述したように、そのようなシス
テムは、好ましくは希釈及び混合能力、中間洗浄能力及び確実な加圧能力を含むことがで
きる。システム内の流体経路は、システム内の流体の汚染を最小限に抑え、かつ、そのよ
うな流体の収容及び制御を容易にするように通常閉鎖される。反応容器は、便利に取り外
し及び交換が可能であり、いくつかの実施形態では廃棄可能である。
【０１８６】
　本発明では、前記生体分子と分析一本鎖核酸の結合情報データを利用した生物学的意義
分析のための構成は、患者群の前記生体分子と分析一本鎖核酸の結合情報、及び対照群の
前記生体分子と分析一本鎖核酸の結合情報に関するデータの入力を受けてデータベースを
構築するモジュールと、前記入力された結合情報データを用いて分析システムで前処理を
行うモジュールと、前記前処理された結果を用いて患者のモデルを生成するモジュールと
、前記生成されたモデルをロードし、来院した患者に適用してブラインドテスト（Ｂｌｉ
ｎｄ　ｔｅｓｔ）たる診断を行うモジュールと、交差検定を用いてシステムの性能を評価
するモジュールとを含むことを特徴とする、生体分子分析方法及び装置を提供する。
【０１８７】
　本発明では、前記生体分子と分析一本鎖核酸の結合情報データを利用した生物学的意義
予測システムは、例示的に診断であるが、これに限定されない。
【０１８８】
　本発明で生成される多くの生体分子と分析一本鎖核酸の結合情報データは、高次元の特
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性を有する膨大な量の情報であって、細胞、組織または疾病に関連した様々な情報を生成
することができる。前記入力されたデータを用いて分析システムで前処理を行うモジュー
ルは、患者の状態に影響を及ぼす特徴を見つけ、分類性能を向上させるための多変量分析
方法は、正確な治療及び診断のために重要変数を見つけて次元を縮小したり、特性の変形
によって主要特質を見つけたりする特徴抽出（Ｆｅａｔｕｒｅ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）手
続きである。
【０１８９】
　特徴抽出は、細部的に、クラス情報を学習に使用するかどうかによって教師無し学習（
Ｕｎｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ　Ｌｅａｒｎｉｎｇ）方式または教師付き学習方式（Ｓｕｐｅ
ｒｖｉｓｅｄ　Ｌｅａｒｎｉｎｇ）がある。教師無し学習方式に主に活用されているＰＣ
Ａ（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）またはＩＣＡ（Ｉｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）は、変数の特性を考慮し
て特質を抽出することができる。教師付き学習方式は、クラス情報と変数間の統計的な有
意性または変数間の相関関係を活用して変数を選択する方式である。この方式は、与えら
れた特質集合に対して前方向（Ｆｏｒｗａｒｄ）または後方向（Ｂａｃｋｗａｒｄ）に特
質を順次追加または除去しながら分類器に適用させた性能を介して主要特質を算出するこ
とができる。
【０１９０】
　前記前処理された結果を用いて学習を行って患者のモデルを生成するモジュールは、選
択された特質を適切な分類器（Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ）を用いてクラスによって分類する
ための手続きを行う。
【０１９１】
　本発明において人工ニューラルネットワーク（Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　Ｎｅｕｒａｌ　
Ｎｅｔｗｏｒｋ）を使用したが、入力と出力に応じて行動を決定する特性のため、パター
ン認識、関数近似、分類技法などの様々な分野で応用されている。人工ニューラルネット
ワークは、その構造が複数の層（ｌａｙｅｒｓ）、ノード（ｎｏｄｅｓ）、ニューラルネ
ットワーク接続重みで構成される。本発明に使用されるニューラルネットワーク層間接続
方式はフィードフォワード（Ｆｅｅｄ－ｆｏｒｗａｒｄ）方式である。入力パターンに応
じて各ノードに対するニューラルネットワーク接続重みと活性化関数を用いて出力値を算
出した。生成された結合情報を用いて特定の作業を処理したときに推定した値と実際の結
果値とが異なる場合、算出された値を実際の結果値と比較しながら誤差を減らす過程を繰
り返し行う方式が、フィードフォワード方式である。
【０１９２】
　前記患者のモデルを生成する方法は、線形モデル（ｌｉｎｅａｒ　ｍｏｄｅｌｓ）、サ
ポートベクターマシン（ｓｕｐｐｏｒｔ　ｖｅｃｔｏｒ　ｍａｃｈｉｎｅｓ）、ニューラ
ルネットワーク（ｎｅｕｒａｌ　ｎｅｔｗｏｒｋｓ）、分類及び回帰ツリー（ｃｌａｓｓ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｔｒｅｅｓ）、アンサンブル学習
法（ｅｎｓｅｍｂｌｅ　ｌｅａｒｎｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄｓ）、判別式分析（ｄｉｓｃｒ
ｉｍｉｎａｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ）、最近隣方法（ｎｅａｒｅｓｔ　ｎｅｉｇｈｂｏｒ
　ｍｅｔｈｏｄ）、ベイジアンネットワーク（Ｂａｙｅｓｉａｎ　ｎｅｔｗｏｒｋｓ）、
及び独立成分分析（ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ
）よりなる群から選択されることを特徴とする、生体分子分析方法及び装置を提供する。
【０１９３】
　正確かつ総合的なメカニズム（Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ）が解明されていない大多数の疾患
については、事例をベースとする診断の重要性が非常に大きいといえる。ところが、特定
の機械学習技法に限定して考案された、従来の事例ベースの機械学習推論システムは精度
が低い。よって、改善されたシステムの開発が持続的に求められている。また、従来のシ
ステムは、学習された臨床検査項目全体を利用した疾患判別機専用に考案されており、各
疾患別臨床検査項目の重要度や優先順位を活用することが可能な方法を提供していない。
【０１９４】
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　本発明は、医師の正確な疾患診断を支援するための事例ベースの機械学習推論を用いた
疾患診断及び検査項目選定システムに関するもので、患者の事例データベース（Ｄａｔａ
ｂａｓｅ）を介して訓練された人工ニューラルネットワーク（Ｎｅｕｒａｌ　Ｎｅｔｗｏ
ｒｋ）を利用した機械学習器である疾患判別器によって新しい患者の検査情報を分析して
疾患を判別し、予備診断による各疾患の最終判別のための最小の重要検査項目を選定して
提供するシステムに関するものである。機械学習推論を利用した疾患診断法は、機械学習
技法を個別に適用して構成している。前記患者のモデルを生成する方法は、線形モデル（
ｌｉｎｅａｒ　ｍｏｄｅｌｓ）、サポートベクターマシン（ｓｕｐｐｏｒｔ　ｖｅｃｔｏ
ｒ　ｍａｃｈｉｎｅｓ）、ニューラルネットワーク（ｎｅｕｒａｌ　ｎｅｔｗｏｒｋｓ）
、分類及び回帰ツリー（ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
　ｔｒｅｅｓ）、アンサンブル学習法（ｅｎｓｅｍｂｌｅ　ｌｅａｒｎｉｎｇ　ｍｅｔｈ
ｏｄｓ）、判別式分析（ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ）、最近隣方法（
ｎｅａｒｅｓｔ　ｎｅｉｇｈｂｏｒ　ｍｅｔｈｏｄ）、ベイジアンネットワーク（Ｂａｙ
ｅｓｉａｎ　ｎｅｔｗｏｒｋｓ）、独立成分分析（ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ）などがある。
【０１９５】
　本システムは、構成及び実務への応用の観点から、２つに分けて構成することができる
が、診断のみのための独立（ｓｔａｎｄ　ａｌｏｎｅ）型の診断システムと既存の病院情
報システム、すなわち、ＯＣＳ、ＰＡＣＳ、ＬＩＳなどと連携した統合システムで構成す
ることができる。統合システムとの連動のためにはＨＬ７及びＤＩＣＯＭ規約に基づいて
システムを構成しなければならない。本システムは、初期モデルとしてのＰＭＳ（Ｐａｔ
ｉｅｎｔ　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ）と連動して診断の精度を高めた。また
、ＰＭＳだけでなく、ＯＣＳ、ＥＭＲ、ＰＡＣＳなどの様々な医療情報システムと連動し
たシステムとして開発し、様々な疾患因子を含んでいるより正確な診断システムとして開
発することができる。
【０１９６】
　本発明によれば、前記生体試料は細菌、真菌類、ウイルス、細胞株及び組織よりなる群
から選択され、前記生体分子はタンパク質、炭水化物、脂質、多糖体、糖タンパク、ホル
モン、受容体、抗原、抗体及び酵素よりなる群から選択された少なくとも一つであること
を特徴とする、分析一本鎖核酸及び標準物質を用いた生体分子分析方法を提供する。
【実施例】
【０１９７】
　以下、添付図面と実施例を参照して、本発明に係る外部標準物質及びバイオチップの製
造方法、並びにこれらを用いた２つまたはそれ以上の生体分子からなる生体試料にある生
体分子の分析方法を詳細に説明する。以下の実施例は、本発明を例示的に説明するものに
過ぎず、本発明の範囲を制限するものと意図されていない。
【０１９８】
　実施例１．ランダムな塩基配列を有する一本鎖核酸の製造
【０１９９】
　次のランダムな塩基配列を有する一本鎖のＤＮＡオリゴヌクレオチドを用いてＰＣＲ（
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）を行って二重鎖のＤＮＡを製造
した後、生体外転写を介して一本鎖のＲＮＡライブラリー（ランダムな一本鎖核酸）を製
造した。
【０２００】
　００８７５’－ＧＧＧＡＧＡＧＣＧＧＡＡＧＣＧＴＧＣＴＧＧＧＣＣ　Ｎ４０　ＣＡＴ
ＡＡＣＣＣＡＧＡＧＧＴＣＧＡＴＧＧＡＴＣＣＣＣＣＣ－３（ここで、下線付きの塩基配
列は核酸ライブラリーにおける固定配列部位であり、Ｎ４０はそれぞれの位置にＡ、Ｇ、
Ｔ、Ｃなどの塩基がランダムに存在する配列部位を意味する。）
【０２０１】
　ＰＣＲに用いられる前記ＦＷプライマーは、上記の塩基配列の下線付き塩基の５’末端
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と塩基対合をすることができ、バクテリオファージＴ７のＲＮＡポリメラーゼのためのプ
ロモーター塩基配列を含んでいる。
【０２０２】
　ＰＣＲに用いられる前記ＲＥプライマーは、上記の塩基配列の下線付き塩基の３’末端
と塩基対合をすることができる。そして、ＦＷプライマーとＲＥプライマーは、以後のク
ローニングのためにそれぞれＥｃｏＲＩとＢａｍＨＩなどの制限酵素切断塩基配列を含有
することもできる。
【０２０３】
　生体試料と反応するランダムな一本鎖核酸は、２’－Ｆ－置換ピリミジンを含むＲＮＡ
ライブラリーである。また、ＤＮＡライブラリー転写体とＰＣＲプライマーを上述のよう
に設計してＰＣＲ及び生体外転写方法によって製造した。
【０２０４】
　１，０００ｐｍｏｌｅｓの一本鎖ＤＮＡを鋳型として、２５００ｐｍｏｌｅｓのＰＣＲ
プライマー対（５Ｐ７）の存在下に、５０ｍＭ　ＫＣｌ、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｃｌ（ｐ
Ｈ　８．３）、３ｍＭ　ＭｇＣｌ２、０．５ｍＭ　ｄＮＴＰ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧ
ＴＰ、及びｄＴＴＰ）、及び０．１Ｕ　Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅ
ｌｍｅｒ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ　Ｃａｌｉｆ．）を含有した緩衝液でＰＣＲを行った
後、ＱＩＡｑｕｉｃｋ－ｓｐｉｎ　ＰＣＲ精製カラム（ＱＩＡＧＥＮ　Ｉｎｃ．、Ｃｈａ
ｔｓｗｏｒｔｈ　Ｃａｌｉｆ．）で精製した。
【０２０５】
　２’－Ｆ－置換ピリミジンを含むランダムな一本鎖核酸は、生体外転写で合成し、精製
して用意した。２００ｐｍｏｌｅｓの二重鎖ＤＮＡ、４０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｃｌ（ｐＨ８
．０）、１２ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭ　ＤＴＴ、１ｍＭスペルミジン（ｓｐｅｒｍｉｄ
ｉｎｅ）、０．００２％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、４％ＰＥＧ８０００、５Ｕ　Ｔ７
　ＲＮＡポリメラーゼ、ＡＴＰ及びＧＴＰ（各１ｍＭ）、並びに２’Ｆ－ＣＴＰ及び２’
Ｆ－ＵＴＰ（各３ｍＭ）を３７℃で６～１２時間反応させた後、Ｂｉｏ－Ｓｐｉｎ６クロ
マトグラフィーカラム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ
　Ｃａｌｉｆ．）で精製した後、ＵＶスペクトロメーターを用いて、精製された核酸の量
及びその純粋度を検索した。
【０２０６】
　実施例２．ヒト血清タンパク質に結合する生体分子結合一本鎖核酸の製造
【０２０７】
　２－１．生体分子－一本鎖核酸複合体の確保
【０２０８】
　２－１－１．洗浄方法
【０２０９】
　本発明において、２つまたはそれ以上の生体分子からなる生体試料がヒト血清タンパク
質の例示である。実施例１で合成されたランダムな一本鎖核酸の１０１５塩基配列／Ｌの
濃度溶液を２００ｐｍｏｌ／Ｌの濃度で選択バッファー（５０ｍＭ　ＴｒｉｓＣｌ（ｐＨ
７．４）、５ｍＭ　ＫＣｌ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＭｇＣｌ２、０．１％Ｎａ
Ｎ３）で８０℃、１０分加熱した後、氷に１０分間放置した。使用した一本鎖核酸の５倍
の酵母ｔＲＮＡ（ｙｅａｓｔ　ｔＲＮＡ、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）及び
０．２％ＢＳＡ（ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ、Ｍｅｒｃｋ社）を添加し
て反応溶液を用意した。
【０２１０】
　外部標準物質の含まれている１０μｌの血清生体試料を９０μｌの前記反応溶液を添加
し、ニトロセルロース膜ディスク（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　
ｄｉｓｃ）を入れて３０分間振とうしながら反応させた。上記で用意された一本鎖ＲＮＡ
を、血清生体試料が付着したディスクに処理し、３０分間反応させた。
【０２１１】
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　反応の後、次の洗浄バッファーで洗浄過程を繰り返し行うことにより未結合一本鎖ＲＮ
Ａを除去して、１回の選択過程によってヒト血清生体試料のヒト血清タンパク質に結合す
る一本鎖核酸の製作に使用するヒト血清タンパク質（生体分子）－一本鎖核酸複合体を確
保した。
【０２１２】
　前記生体分子－一本鎖核酸複合体を確保するために、洗浄バッファーとしては、０～１
×ＳＥＬＥＸバッファーまたは０～５００ｍＭ　ＥＤＴＡ溶液を使用した。確保した複合
体に対してＲＴ－ＰＣＲを行い、血清タンパク質に結合するＲＮＡ（生体分子結合一本鎖
核酸）を指示するＤＮＡプールを増幅製作した。この際、上述の選択及び増幅過程を多数
回繰り返し行うことにより、生体分子結合一本鎖核酸を製作することもできる。また、外
部標準物質に結合する一本鎖核酸の製造のために、ヒト血清タンパク質－一本鎖核酸複合
体と一緒に外部標準物質－一本鎖核酸結合複合体を確保することもできる。
【０２１３】
　また、確保されたＲＴ－ＰＣＲ産物であるＤＮＡをプラスミドにクローニングして単一
クローンを確保する過程で、生体分子結合－一本鎖核酸の製作を完了した。これらの生体
分子に結合する一本鎖核酸の塩基配列の決定はプラスミドを分離して行った。
【０２１４】
　生体分子のプロファイルを生成するための本発明に係るバイオチップに使用する捕捉プ
ローブの塩基配列は、ヒト血清タンパク質（生体分子）に結合する前記一本鎖核酸の塩基
配列情報を用いて設計した。一本鎖核酸の選定及び捕捉プローブの製作のために、二次構
造をモデリングするＭＦＯＬＤプログラムを用いて二次構造とその構造体の自由エネルギ
ーを確認した後、最も安定度の高い二次構造を有する一本鎖核酸を選定したとともに、こ
の選定された一本鎖核酸に基づいて捕捉プローブも設計した。
【０２１５】
　外部標準物質は、植物特異タンパク質を５つ選定し、大腸菌発現システムを用いて、相
応するタンパク質を発現させた後、タンパク質を分離し、ＳＥＬＥＸ方法によって、外部
標準物質に結合する一本鎖核酸を確保した。前記確保された一本鎖核酸の塩基配列を用い
て、外部標準物質に相応する捕捉プローブを設計した。
【０２１６】
　２－１－２．キャピラリー電気泳動
【０２１７】
　上記で合成されたランダムな一本鎖核酸の１０１５塩基配列／Ｌの濃度溶液を２００ｐ
ｍｏｌ／Ｌの濃度で反応溶液［１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．２）、２００ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、及び１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２］に入れ、８０℃で１０分加熱した後、氷に１
０分間放置した。使用した一本鎖核酸の５倍の酵母ｔＲＮＡ（ｙｅａｓｔ　ｔＲＮＡ、Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）及び０．２％ＢＳＡ（ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ
　ａｌｂｕｍｉｎ、Ｍｅｒｃｋ社）を添加して反応溶液を用意した。
【０２１８】
　１０μｌの血清生体試料を９０μｌの反応溶液に添加して３０分間反応させた。前記反
応混合溶液は緩衝溶液（５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．２）を用いてキャピラリー
電気泳動を施した。本発明のキャピラリー電気泳動を利用したすべての分析は、ｆｕｓｅ
ｄ－ｓｉｌｉｃａ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ、長さ３７ｃ
ｍ×内径７５ｍ）を取り付けたＰ／ＡＣＥ　５０００　ＣＥ－ＬＩＦ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｂ
ｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）を用いて行った。システムに付いている４８８ｎｍの３
ｍＷアルゴンイオンレーザーで蛍光物質を励起（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ）して５２０ｎｍ
のフィルターを介して放出されたシグナルを、ＬＩＦ　ｓｙｓｔｅｍ内の検出器（ｄｅｔ
ｅｃｔｏｒ）によって捕集した。
【０２１９】
　分析及びキャピラリーの処理に使用されるすべての溶液は、孔径０．２μｍのフィルタ
ーによって濾過させた。キャピラリーは１Ｎ　ＮａＯＨと蒸留水をそれぞれ５分間流して
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洗浄した後で使用した。各電気泳動の間には１Ｎ　ＮａＯＨ、蒸留水、緩衝溶液で２分ず
つキャピラリーを洗浄した。
【０２２０】
　ここに１０ｋＶの電圧をかけて電気泳動を施し、その結果を分析した。キャピラリー電
気泳動を用いて、生体分子－一本鎖核酸複合体の生成を分析したグラフから、生体分子－
一本鎖核酸複合体が特異的に生成、分離されることを確認した。
【０２２１】
　分離された複合体に対してＲＴ－ＰＣＲを行い、血清タンパク質に結合するＲＮＡ（生
体分子結合一本鎖核酸）を指示するＤＮＡプールを増幅製作した。このとき、上述の選択
及び増幅過程を多数回繰り返し行い、生体分子結合一本鎖核酸を製作することもできる。
【０２２２】
　２－１－３．ニトロセルロースとナイロンの構造体
【０２２３】
　上記で合成されたランダムな一本鎖核酸の１０１５塩基配列／Ｌの濃度溶液を２００ｐ
ｍｏｌ／Ｌの濃度で反応溶液（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ａｔ　ｐＨ８．２、２０
０ｍＭ　ＮａＣｌ、及び１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２）に入れ、８０℃で１０分加熱した後、氷
に１０分間放置した。使用した一本鎖核酸の５倍の酵母ｔＲＮＡ（ｙｅａｓｔ　ｔＲＮＡ
、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）及び０．２％ＢＳＡ（ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒ
ｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ、Ｍｅｒｃｋ社）を添加して反応溶液を用意した。
【０２２４】
　１０μｌの血清生体試料を９０μｌの前記反応溶液に添加し、上記で用意された一本鎖
ＲＮＡを３０分間反応させて生体分子－一本鎖核酸複合体を生成させた。
【０２２５】
　ヒト血清生体試料（生体分子）に結合する生体分子結合一本鎖核酸を選定するために、
前記反応混合溶液を、ニトロセルロース（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ）とナイロン（
ｎｙｌｏｎ）からなる構造体に処理し、圧力を加えると、生体分子－一本鎖核酸複合体は
ニトロセルロースフィルター上に存在し、結合していない一本鎖核酸はナイロン膜上に存
在する。前記ニトロセルロースフィルターを回収し、様々な洗浄バッファーで洗浄工程を
繰り返し行うことにより、ニトロセルロースフィルターにある未結合一本鎖核酸を除去し
て、一回だけの選択過程でヒト血清タンパク質（生体分子）－一本鎖核酸複合体を確保し
た。
【０２２６】
　生体分子－一本鎖核酸複合体を確保するために、洗浄バッファーとしては、０～１×Ｓ
ＥＬＥＸバッファーまたは０～５００ｍＭ　ＥＤＴＡ溶液を使用した。確保した複合体に
対してＲＴ－ＰＣＲを行い、血清タンパク質に結合するＲＮＡ（生体分子結合一本鎖核酸
）を指示するＤＮＡプールを増幅製作した。このとき、上述の選択及び増幅過程を多数回
繰り返し行うことにより、生体分子結合一本鎖核酸を製作することもできる。
【０２２７】
　２－２．生体分子結合一本鎖核酸の製造
【０２２８】
　上述のように確保した複合体に対してＲＴ－ＰＣＲを行うことにより、血清タンパク質
に結合するＲＮＡ（生体分子結合一本鎖核酸）を指示するＤＮＡプールを増幅製作した。
このとき、前述の選択及び増幅過程を多数回繰り返し行って生体分子結合一本鎖核酸を製
作することもできる。
【０２２９】
　確保されたＲＴ－ＰＣＲ産物であるＤＮＡをプラスミドにクローニングして単一クロー
ンを確保する過程で、生体分子結合－一本鎖核酸の製作を完了した。これらの生体分子に
結合する一本鎖核酸の塩基配列の決定はプラスミドを分離して行った。
【０２３０】
　生体分子のプロファイルを生成するための本発明に係る核酸チップに使用する捕捉プロ
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ーブの塩基配列は、ヒト血清タンパク質（生体分子）に結合する前記一本鎖核酸の塩基配
列情報を用いて設計した。一本鎖核酸の選定及び捕捉プローブの製作のために、二次構造
をモデリングするＭＦＯＬＤプログラムを用いて二次構造とその構造体の自由エネルギー
を確認した後、最も安定度の高い二次構造を有する一本鎖核酸を選定したとともに、この
選定された一本鎖核酸に基づいて捕捉プローブも設計した。
【０２３１】
　確保されたＲＴ－ＰＣＲ産物であるＤＮＡをプラスミドにクローニングして単一クロー
ンを確保する過程で、生体分子結合－一本鎖核酸の製作を完了した。これらの生体分子に
結合する一本鎖核酸の塩基配列の決定はプラスミドを分離して行った。
【０２３２】
　生体分子のプロファイルを生成するための本発明に係る核酸チップに使用する捕捉プロ
ーブの塩基配列は、ヒト血清タンパク質（生体分子）に結合する前記一本鎖核酸の塩基配
列情報を用いて設計した。 一本鎖核酸の選定及び捕捉プローブの製作のために、二次構
造をモデリングするＭＦＯＬＤプログラムを用いて二次構造とその構造体の自由エネルギ
ーを確認した後、最も安定度の高い二次構造を有する一本鎖核酸を選定したとともに、こ
の選定された一本鎖核酸に基づいて捕捉プローブも設計した。
【０２３３】
　実施例３：精度管理一本鎖核酸の製造
【０２３４】
　外部標準物質は、植物特異データベース（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｍｓｕ．
ｅｄｕ／ｐｌａｎｔ＿ｓｐｅｃｉｆｉｃ／）から確保したＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、及びＥの５種
の植物特異タンパク質で構成されている（表１参照）。
【０２３５】
【表１】

【０２３６】
　選定された５種の植物特異タンパク質は、大腸菌発現システムを用いて、相応するタン
パク質を発現させた後、発現されたタンパク質を分離し、標準ＳＥＬＥＸ方法（Ｅｌｌｉ
ｎｇｔｏｎ，　Ａ．Ｄ．　ａｎｄ　Ｊ．Ｗ．　Ｓｚｏｓｔａｋ．　１９９０．　Ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＲＮＡ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｔｈａｔ　ｂｉｎ
ｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｌｉｇａｎｄｓ．　Ｎａｔｕｒｅ　３４６：　８１８－８２２；
　Ｇｏｌｄ，　Ｌ．，　Ｐ．　Ａｌｌｅｎ，　Ｊ．　Ｂｉｎｋｌｅｙ，　Ｄ．　Ｂｒｏｗ
ｎ，　Ｄ．　Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ，　Ｓ．Ｒ．　Ｅｄｄｙ，　Ｃ．　Ｔｕｅｒｋ，　Ｌ．
　Ｇｒｅｅｎ，　Ｓ．　Ｍａｃｄｏｕｇａｌ，　ａｎｄ　Ｄ．　Ｔａｓｓｅｔ　１９９３
．　ＲＮＡ：　ｔｈｅ　ｓｈａｐｅ　ｏｆ　ｔｈｉｎｇｓ　ｔｏ　ｃｏｍｅ，　ｐｐ．　
４９７－５１０．　Ｉｎ：　Ｒ．Ｆ．　Ｇｅｓｔｅｌｅｎｄ　ａｎｄ　Ｊ．Ｆ．　Ａｔｋ
ｉｎｓ　（ｅｄｓ．）．　Ｔｈｅ　ＲＮＡ　Ｗｏｒｌｄ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．）によ
って、外部標準物質に結合する一本鎖核酸を確保した。これを精度管理一本鎖核酸と命名
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し、これらの塩基配列で、精度管理一本鎖核酸に相応する捕捉プローブを設計した。
【０２３７】
　実施例４．バイオチップ（核酸チップ）の製造
【０２３８】
　スライドガラスの表面に固着させる捕捉プローブとして、実施例１で選定された塩基配
列を有する３，０００余個の生体分子結合一本鎖核酸に相補的な塩基配列及び精度管理一
本鎖核酸に相補的な塩基配列を有する一本鎖核酸（オリゴヌクレオチド）を有機合成して
捕捉プローブ（バイオニア社）を用意した。
【０２３９】
　ＧＡＰＳ（Ｇａｍｍａ　Ａｍｉｎｏ　Ｐｒｏｐｙｌ　Ｓｉｌａｎｅ）がコートされたス
ライドガラスであるＵｌｔｒａＧＡＰＳＴＭ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｓｌｉｄｅ（Ｃｏｒｎｉｎ
ｇ社製）を用いて、捕捉プローブが一定の規則で固着された核酸チップを製作した。核酸
チップの製作にはピン（ｐｉｎ）方式のマイクロアレイヤーシステム（Ｍｉｃｒｏａｒｒ
ａｙｅｒ　ｓｙｓｔｅｍ、ＧｅｎＰａｋ社製）を使用し、スポット間隔（ｓｐｏｔ　ｓｐ
ａｃｉｎｇ）はスポットの中心間（ｃｅｎｔｅｒ－ｔｏ－ｃｅｎｔｅｒ）距離が３７０μ
ｍとなるようにした。それぞれの捕捉プローブを標準溶液に溶かして濃度を調節した。こ
のとき、アレイヤー内の湿度を７０％に維持してスポットティング（ｓｐｏｔｔｉｎｇ）
を行った。スポットティングされたスライドは、加湿チャンバー（ｈｕｍｉｄｉｆｉｅｄ
　ｃｈａｍｂｅｒ）で２４～４８時間放置した後、ＵＶ　ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｒでベー
クする過程を行った。公知の方法で捕捉プローブをスライドガラスに固定させ、スライド
を直ちに遠心分離して乾燥させた後、遮光状態で保管した。
【０２４０】
　実施例５．ターゲットプローブの製造
【０２４１】
　実施例１で製作されてバイオチップ（核酸チップ）の製造に使用された一本鎖核酸が挿
入されたプラスミドと、実施例３で製作された精度管理一本鎖核酸が挿入されたプラスミ
ドとを同量で混合してプラスミドプールを用意した。また、ヒト血清タンパク質などと結
合する一本鎖核酸プールは、前記プラスミドプール及びＰＣＲプライマーを設計製作して
ＰＣＲ及び生体外転写方法で次のとおり用意した。
【０２４２】
　用意されたプラスミドプールで１ｐｇのプラスミドを転写体として、１００ｐＭ　５’
－プライマー、１００ｐＭ　３’－プライマー、ｄＮＴＰ混合物（５ｍＭ　ｄＡＴＰ、５
ｍＭ　ＣＴＰ、５ｍＭ　ｄＧＴＰ、５ｍＭ　ｄＴＴＰ）を含有したＰＣＲ反応溶液で、標
準ＰＣＲ方法によって９４℃３０秒、５２℃３０秒、７２℃２０秒を３０サイクル繰り返
し行って二重鎖核酸を合成し、ＱＩＡｑｕｉｃｋ－ｓｐｉｎ　ＰＣＲ精製カラム（ＱＩＡ
ＧＥＮ　Ｉｎｃ．、Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ　Ｃａｌｉｆ．）で精製した。
【０２４３】
　２’－Ｆ－置換ピリミジンを含むＲＮＡ分子の一本鎖核酸を生体外転写で合成し、精製
して用意した。
【０２４４】
　２００ｐｍｏｌｅｓの二重鎖ＤＮＡ、４０ｍＭ　Ｔｉｒｓ－Ｃｌ（ｐＨ８．０）、１２
ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭ ＤＴＴ、１ｍＭスペルミジン、０．００２％ＴｒｉｔｏｎＸ
－１００、４％　ＰＥＧ　８０００、５Ｕ　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ、ＡＴＰ及びＧＴ
Ｐ（それぞれ１ｍＭ）、並びに２’Ｆ－ＣＴＰ及び２’Ｆ－ＵＴＰ（それぞれ３ｍＭ）を
３７℃で６～１２時間反応させた後、Ｂｉｏ－Ｓｐｉｎ６クロマトグラフィーカラム（Ｂ
ｉｏ－Ｒａｄ　ＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓＨｅｒｃｕｌｅｓ Ｃａｌｉｆ．）で精製した
。
【０２４５】
　標準物質がそれぞれ異なる量で含まれている標準物質ＩをＰＢＳ溶液に添加した。標準
物質Ｉは、外来生体分子Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、及びＥなど、５種の植物特異タンパク質から構
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成されている（表１参照）。標準物質Ｉは、外来生体分子Ａ（０．０１ｐｇ／ｍｌ）、外
来生体分子Ｂ（１．０ｐｇ／ｍｌ）、外来生体分子Ｃ（１００．０ｐｇ／ｍｌ）、外来生
体分子Ｄ（１０．０ｎｇ／ｍｌ）、及び外来生体分子Ｅ（１．０μｇ／ｍｌ）などから構
成されている。
【０２４６】
　分析に使用したヒト血清は、健康な人、及び安定狭心症である心血管疾患の患者の血清
であり、１０μｌの血清生体試料を９０μｌの前記標準物質Ｉが添加されたＰＢＳ溶液に
添加し、ニトロセルロース膜（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｍｅｍｂｒａｎｅ）ディ
スクを入れ、３０分間振とうしながら反応させて生体試料を用意した。先に製作された１
００～４００ｎｇの一本鎖核酸を投入して３０分間反応させることにより、生体分子－一
本鎖核酸複合体を生成した。
【０２４７】
　用意された一本鎖核酸を、標準物質Ｉの含まれている血清生体試料が付着したディスク
に処理し、３０分間反応させた。選択バッファーまたは５０ｍＭ　ＥＤＴＡで３回洗浄し
、タンパク質－一本鎖核酸がついたディスクを分離して収穫した。
【０２４８】
　前記収穫したタンパク質（生体分子）－一本鎖核酸がついたディスク、または分析ター
ゲットプローブとしての外部標準物質及び蛋白質（生体分子）－一本鎖核酸がついたディ
スクをＲＴ－ＰＣＲ溶液に入れ、逆転写を行った後、Ｃｙ－５で標識したプライマー（５
’－Ｃｙ５－ＣＧＧＡＡＧＣＧＴＧＣＴＧＧＧＣＣ－３’）を用いて増幅反応を行い、Ｃ
ｙ－５で標識した一本鎖核酸である分析ターゲットプローブを用意した。血清タンパク質
に対するプラスミドと外部標準物質に対するプラスミドとを同量で混合して得た前記プラ
スミドプールから用意された一本鎖核酸を用いて上記と同様の方法で逆転写し、Ｃｙ－３
で標識したプライマー（５’－Ｃｙ３－ＣＧＧＡＡＧＣＧＴＧＣＴＧＧ　ＧＣＣ－３’）
を用いて増幅反応することにより、Ｃｙ－３で標識した一本鎖核酸たる比較ターゲットプ
ローブを用意した。前記２つの溶液を同量で混合して、分析ターゲットプローブ及び比較
ターゲットプローブを含むターゲットプローブを製作した。
【０２４９】
　実施例６．バイオチップ（核酸チップ）とターゲットプローブ溶液のハイブリダイゼー
ション反応
【０２５０】
　実施例４で用意されたタープローブ溶液を本発明のバイオチップ（核酸チップ）の捕捉
プローブに処理して６０℃で４～１２時間ハイブリダイゼーションし、４２℃で０．１×
ＳＳＣ溶液で洗浄した。このとき、ハイブリダイゼーション溶液は、１Ｍ塩化ナトリウム
、０．３Ｍクエン酸ナトリウム、０．５％ＳＤＳ、または１００μｇ／ｍｌのサケ精子（
ｓａｌｍｏｎ　ｓｐｅｒｍ）ＤＮＡ、０．２％ウシ血清アルブミンまたは一本鎖核酸を含
む。
【０２５１】
　前ハイブリダイゼーション済みのスライドガラスに、実施例３で用意されたターゲット
プローブ溶液を処理し、４２℃で１２時間ハイブリダイゼーション（Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ）を行った後、核酸チップを洗浄溶液で洗浄した。この際、洗浄溶液の組成は、
例えば、１×ＳＳＣ＋０．２％ＳＤＳ、１×ＳＳＣ＋０．２％ＳＤＳ、０．５×ＳＳＣ＋
０．２％ＳＤＳ、０．０１×ＳＳＣ＋０．２％ＳＤＳの順の段階であり、それぞれの段階
ごとに４２℃で３０分間行った。
【０２５２】
　実施例７．バイオチップ（核酸チップ）のスポット探索及び分析
【０２５３】
　実施例４の洗浄が終了した後、スライドガラスを遠心分離で乾燥させ、使用した蛍光染
料を励起（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ）するための適切な波長のレーザー（Ｃｙ５、６３５ｎ
ｍ）を有するレーザースキャナー（ｌａｓｅｒ　ｓｃａｎｎｅｒ、ＧｅｎｅＰｉｘ４００
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０、Ａｘｏｎ社）を用いて探索した。蛍光イメージは、ＴＩＦＦ（ｍｕｌｔｉ　ｉｍａｇ
ｅ　ｔａｇｇｅｄ　ｉｍａｇｅ　ｆｉｌｅ ）形式で保存した後、適切な画像分析（ｉｍ
ａｇｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ）ソフトウェア（ＧｅｎｅＰｉｘ　Ｐｒｏ　３．０、Ａｘｏｎ
社製）で分析した。
【０２５４】
　スポット（ｓｐｏｔ）当たりのシグナル強度（ｓｉｇｎａｌ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ、単
位：ｑｕａｎｔａ）は、周囲背景の基本的なシグナル（すなわち、背景シグナル）を差し
引いたものを使用する、ここで、背景シグナルは、特定スポットの周囲にある４つのスポ
ットからなるローカルバックグラウンド（ｌｏｃａｌ　ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ）のシグナ
ルを意味する。スポットの画素（ｐｉｘｅｌ）の９０％以上が背景シグナル＋２標準偏差
（Ｓ．Ｄ．；ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ）を超えるシグナル強度を示すとき
、そのスポットをデータ分析に含ませ、上記の条件を満たさなければ、データに含ませな
いスポット（ｂａｄ　ｓｐｏｔ）として分類し、分析に含ませないのが一般的である。
【０２５５】
　標識効率（Ｌａｂｅｌｉｎｇ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ）による偏差（ｖａｒｉａｔｉｏ
ｎ）は、内部標準（ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｓｔａｎｄａｒｄ、ＩＳ）のシグナルを用いて正
規化（例えば、Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ　Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ＝Ｐｒｏｂｅ　Ｉｎｔｅｎｓ
ｉｔｙ／ＩＳ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）し、単一標識（ｍｏｎｏｌａｂｅｌｉｎｇ）をした
場合にはＣｙ５チャネルのシグナル強度（ｓｉｇｎａｌ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）でその結
果を記録し、スポットティング（ｓｐｏｔｔｉｎｇ）が２倍以上になった場合には平均値
を使用する。ターゲット一本鎖核酸のシグナル強度（ｓｉｇｎａｌ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
、Ｓ）は、スポットのピクセル（ｐｉｘｅｌ）に対してそれぞれのシグナル強度を求めた
後、これらの中央値（ｍｅｄｉａｎ）を使用する（ｍｅｄｉａｎ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ｐ
ｉｘｅｌ－ｂｙ－ｐｉｘｅｌ）。シグナル強度（Ｓ）は、内部標準（ＩＳ）を用いて標識
効率による偏差を正規化する。
【０２５６】
　Ｓ’（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ　ｖａｌｕｅ）＝Ｓ（Ｃｙ５－ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）×（
Ｃｙ５－ＩＳ）
【０２５７】
　上記の方法でピクセル密度の分析結果と実際の生体試料量との関係を解明し、その相関
関係を確認することができる。核酸チップ蛍光データをイメージ化し、全体スポットのパ
ターンから生体試料における生体分子プロファイルを確認する方法を提供することができ
、スポットのパターンを階層クラスタリング（Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ　Ｃｌｕｓｔｅ
ｒｉｎｇ）及び人工ニューラルネットワーク（Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　Ｎｅｕｒａｌ　Ｎ
ｅｔｗｏｒｋ）などの方法などで分析して使用することができる。スポットの蛍光程度は
捕捉プローブとターゲットプローブが生成する二重鎖の性質によって多様である。スポッ
トを構成する分析ターゲットプローブ及び比較ターゲットプローブの量に応じてスポット
の蛍光程度が決定される。
【０２５８】
　まず、実施例７による蛍光イメージは図６に示すとおりであり、標準物質は外来生体分
子Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、及びＥなど、５種の植物特異タンパク質から構成されている。外来生
体分子Ａ（０．０１ｐｇ／ｍｌ）、外来生体分子Ｂ（１．０ｐｇ／ｍｌ）、外来生体分子
Ｃ（１００．０ｐｇ／ｍｌ）、外来生体分子Ｄ（１０．０ｎｇ／ｍｌ）及び外来生体分子
Ｅ（１．０μｇ／ｍｌ）を血清試料にそれぞれ入れ、分析を行った。標準物質に相応する
スポットの蛍光程度は精度管理比較ターゲットプローブと精度管理用分析タープローブの
量で決定される。精度管理用比較ターゲットプローブの量は知っているので、標準物質に
相応するスポットの蛍光程度は、分析生体試料にある標準物質で作られる精度管理分析タ
ーゲットプローブの量によって決定される。すなわち、標準物質に相応するスポットの蛍
光程度は、分析生体試料に含まれている標準物質の量と関係がある。よって、これらの相
関関係の標準曲線を作成して目的のスポットの蛍光程度を用いて目的のスポットを定量分
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析することができる。
【０２５９】
　本実験では、比較ターゲットプローブは一定の量から構成されており、スポットの蛍光
程度は分析ターゲットプローブの量を示し、分析ターゲットプローブの量はヒト血清タン
パク質－一本鎖核酸複合体の量を表現する。また、前記複合体の量は生体試料にある生体
分子の量を示す。したがって、スポットの蛍光程度から、スポットに相応する生体分子を
含む生体試料における特定の生体分子の量を確認することができる。結果として、生成さ
れたスポットの蛍光程度を分析して核酸チップの全体スポットのパターンを確認すること
により、ヒト血清における血清タンパク質のプロファイルを確認することができる。
【０２６０】
　すなわち、生成されるスポットが青－黄－赤のカラースペクトルを示すのは、捕捉プロ
ーブに結合したＣｙ－３標識競合的阻害剤とＣｙ－５標識ターゲットプローブとの割合が
多様であって現れる現象であり、特定スポットのカラースペクトルの程度はヒト血清を構
成する特定の血清生体試料に存在する特定の生体分子（タンパク質）の量を表わすので、
核酸チップ上の全体スポットのカラースペクトルを示すイメージは特定の生体試料におけ
る生体分子のプロファイルに該当する。
【０２６１】
　つまり、本発明の生体分子分析方法では、特定のスポットで捕捉プローブと結合して二
重鎖を生成するターゲットプローブは、Ｃｙ－３で標識した比較ターゲットプローブとＣ
ｙ－５で標識した分析ターゲットプローブから構成されており、前者は一定の量で存在す
るが、後者はヒト血清における相応する生体分子に比例して存在する。これにより、特定
のスポットは、後者が相対的に少量で存在する場合には青色、後者が前者と同様の量で存
在する場合には黄色、後者が相対的に過量で存在する場合には赤色になる。
【０２６２】
　核酸チップ上でスポットの蛍光程度が二重鎖内の分析ターゲットプローブの数によって
異なり、これは生体分子の数と相関関係がある。よって、本発明の核酸チップを構成する
全体スポットのカラースペクトルを反映するイメージは、未知の生体分子を含む生体試料
の生体分子のプロファイルである。
【０２６３】
　上述したテストの結果は図６のとおりである。図６に示すように、捕捉プローブが付着
したスライドガラスにおいて、血清タンパク質に結合する一本鎖核酸に基づいた、捕捉プ
ローブが付着した部位であるスポットは、様々な蛍光程度、青－黄－赤のカラースペクト
ルを生成する。
【０２６４】
　実施例８．ビーズを用いた溶液アレイの製作及びプロファイルの生成
【０２６５】
　ビーズは、ポリスチレン（ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ）、ポリメチルメタクリレート（ｐ
ｏｌｙｍｅｔｈｙｌ　ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ）、ラテックス（ｌａｔｅｘ）、シリカ
（ｓｉｌｉｃａ）、ポリビニルトルエン（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｔｏｌｕｅｎｅ）、スチレ
ンビニルトルエン重合体（ｓｔｙｒｅｎｅｖｉｎｙｌｔｏｌｕｅｎｅ）、及びスチレンブ
タジエン重合体（ｓｔｙｒｅｎｅ－ｂｕｔａｄｉｅｎ）よりなる群から一種を選択して使
用することができる。前記マイクロビーズの大きさには制限がなく、ビーズの表面が改質
されていないものとカルボキシル基で改質されたものの両方ともを使用することができる
。
【０２６６】
　前記固定化のために、マイクロビーズの表面をカルボキシル基で改質し、ＮＨＳ／ＥＤ
Ｃの反応を用いて捕捉プローブを固定させる。
【０２６７】
　ビーズの表面に付着させる捕捉プローブとしては、実施例１で選定された塩基配列を有
する３，０００余個の生体分子結合一本鎖核酸に相補的な塩基配列及び精度管理一本鎖核
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酸に相補的な塩基配列を有する一本鎖核酸（オリゴヌクレオチド）を有機合成して（Ｂｉ
ｏｎｅｅｒ社）製造された捕捉プローブを用意した。
【０２６８】
　８－１．ビーズアレイの製作
【０２６９】
　前記捕捉プローブを用いて、各用意されたビーズ（ｘＭＡＰ　ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ
ｄ　ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ；Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｃｏｒｐ．Ａｕｓｔｉｎ、ＴＸ）に捕
捉プローブを固定することによりビーズアレイを製作した。
【０２７０】
　実施例４で製作された捕捉プローブを蒸留水に溶かしてそれぞれ１００μＭの濃度で各
捕捉プローブを用意した。反応しようとするビーズを番号順によく混合した後、それぞれ
４０μｌを採取して用意した（各プローブに応じてそれぞれ異なる番号のビーズを準備し
、よく混合して、プローブとの反応のためにビーズがよく混ぜられている状態で４０μｌ
をピペットで採取し、新しいチューブに入れて準備する。）。０．１Ｍ　ＭＥＳ（ｐＨ４
．５）２０μｌを混ぜ、用意されたプローブを２μｌ取ってビーズと混ぜた。その後、新
しく作った１０ｍｌ／ｍｌのＥＤＣ（１－Ｅｔｈｙｌ－３－（３－ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍ
ｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ　ＨＣｌ、ＰＩＥＲＣＥ）溶液１μｌを
入れて反応させた。暗所で約３０分間よく振とうして反応させた。再び、新しく作った１
０ｍｌ／ｍｌのＥＤＣ溶液１μｌをさらに入れ、約２０分間さらに反応した。その後、各
チューブに５００μｌの０．０２％Ｔｗｅｅｎ－２０溶液を入れてよく混ぜた。各チュー
ブのビーズを遠心分離して上澄み液を取り除き、さらに５００μｌの０．１％ＳＤＳ溶液
を各チューブに加えた。各チューブのビーズを上述のように遠心分離して上澄み液を取り
除いた。その後、１５０μｌのＴＥ（ｐＨ８．０）バッファーに溶かしてよく混ぜた後、
４℃の暗室で保管した。
【０２７１】
　８－２．プロファイルの生成
【０２７２】
　実施例５と同様の方法で分析ターゲットプローブを用意したが、例外的に、ビオチン（
Ｂｉｏｔｉｎ）で標識したプライマー（５’－ｂｉｏｔｉｎ－ＣＧＧＡＡＧＣＧＴＧＣＴ
ＧＧＧＣＣ－３’）を用いて増幅反応を行い、ビオチンで標識した一本鎖核酸である分析
ターゲットプローブを準備した。
【０２７３】
　前記分析ターゲットプローブを前記ハイブリダイゼーション溶液に溶かした後、実施例
８－１で製造した混成ビーズとハイブリダイゼーション反応を行った。９５℃で５分間反
応を行った後、４０℃で３０分間反応した。このため、９６ｗｅｌｌ　Ｆｉｌｔｅｒ　ｐ
ｌａｔｅに反応の終結した反応物を移した後、前記洗浄バッファーを用いて３回洗浄した
。洗浄の後、ストレプトアビジンフィコエリトリン（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ社、Ｓ３
４０２）を５００倍希釈した溶液１００μｌを用いて１５分間暗室で攪拌させた。
【０２７４】
　こうして用意された混成ビーズサンプルを用いてＬｕｍｉｎｅｘ　１００機械でウェル
ごとにビーズを読み取る。Ｌｕｍｉｎｅｘ　１００は、２つのレーザー（ｌａｚｅｒ）を
用いるが、一つのレーザーはビーズ番号を示し、もう一つのレーザーは反応されたフィコ
エリトリンの量を計算して数値で示した。相応するビーズを読み取りながら、それぞれの
捕捉プローブに結合したターゲットプローブの量はビーズの平均蛍光強度（Ｍｅａｎ　ｆ
ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；ＭＦＩ）として決定される。
【０２７５】
　実施例９．心血管患者の血清タンパク質分析
【０２７６】
　図６の結果から、ヒト血清タンパク質に結合するターゲット一本鎖核酸に基づいた核酸
チップを用いてヒト血清における血清タンパク質のプロファイルを確認することができる
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とともに、健康な人（Ａ）及び安定狭心症心血管疾患（Ｂ）の血清内生体分子のプロファ
イルが異なることを確認することができる。
【０２７７】
　図７は患者の血液生体試料から本発明の核酸チップを用いて生産されたプロファイルを
疾患群別にデータベース化する過程の順序を示すフローチャートである。図８は生産され
たプロファイルを、疾患群別に構成されたデータベース、及び人工ニューラルネットワー
クを利用したプログラムで特定の人の血清に対して生体分子のプロファイルを生産し、疾
病を診断するフローチャートである。
【０２７８】
　図８に示すように、多くの生体試料から生産されるプロファイルで構築されたデータベ
ースをバイオインフォマティクス技術で分析することにより、有用な情報を確保すること
ができる。
【０２７９】
　心血管疾患診断用データベースの構築に使用された血清生体試料の臨床上のデータは下
記表２のとおりであり、健康な人３７名、安定狭心症３６名、不安定狭心症２７名及び心
筋梗塞患者２７名の合計１２７名である。健康な人、及び安定狭心症、不安定狭心症及び
心筋梗塞などの心血管患者の血清プロファイルデータベースを利用して、Ｌｅｅ　２－１
（９９）と呼ばれる人の血清生体試料を検査した結果は図９のとおりであり、７２．５％
の１０分割交差検証精度（１０－ｆｏｌｄ　ｃｒｏｓｓ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ａｃｕ
ｕｒａｃｙ）で健康な人と予測することができる。
【０２８０】

【表２】

【０２８１】
　肝癌診断用データベースの構築に使用された血清生体試料の臨床上のデータは表３のと
おりであり、健康な人１９名、非転移性肝癌患者７２名及び転移性肝癌患者１１名であっ
て肝癌患者は合計８３名であり、生体試料の総数は１０２例である。
【０２８２】
　肝癌患者と健康な人の血清タンパク質プロファイルのデータベースから肝癌患者と健康
な人の患者モデルを構成した後、前記肝癌患者のデータベースから転移性患者と非転移性
患者の患者モデルを構成した。
【０２８３】
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　まず、肝癌患者及び健康な人の患者モデルと人工ニューラルネットワークを利用したプ
ログラムとを用いてブラインド（Ｂｌｉｎｄ）患者が肝癌患者ではないかを判定すること
ができるとともに、連続的に転移性患者及び非転移性患者の患者モデルを用いて、陽性肝
癌患者に対して、さらに人工ニューラルネットワークを利用したプログラムで肝癌進行段
階たる転移状態を確認することができる。これは転移状態などの疾病進行状態だけでなく
、予後及び薬物反応性なども検査することができる。
【０２８４】
　健康な人及び肝癌患者の血清プロファイルデータベースを用いて、ＫＩＭというヒトの
血清生体試料を検査した結果は図１０のとおりである。９３．０％の１０分割交差検証（
１０－ｆｏｌｄ　ｃｒｏｓｓ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ）精度で肝癌患者と予測することが
できる。
【０２８５】
　さらに、転移有無を検査するための健康な人、非転移性肝癌患者及び転移性肝癌の血清
タンパク質プロファイルデータベースを用いて、ＫＩＭというヒトの血清生体試料を検査
した結果は図８のとおりである。７６．０％の１０分割交差検証（１０－ｆｏｌｄ　ｃｒ
ｏｓｓ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ）精度で非転移性肝癌患者と予測することができる。
【０２８６】
【表３】

【０２８７】
　健康な人と心筋梗塞患者の血清プロファイルを比較して、心筋梗塞患者に特異的に存在
するスポットを決定し、これに相応する一本鎖核酸にビオチン（ｂｉｏｔｉｎ）を付着さ
せ、ストレプトアビジン（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ）と反応させた後、血清生体試料と
反応させて複合体を分離し、しかる後に、電気泳動して生成されるバンドを分離して生体
分子を同定する過程の順序を示すフローチャートは、図１１である。選定された一本鎖核
酸に結合するタンパク質を分離してＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＴＯＦ機器でタンパク質のアミ
ノ酸配列を決定した図は図１２である。
【０２８８】
　前述の方法で生体試料を構成する生体分子に結合する一本鎖核酸に基づいた一本鎖核酸
が付着した本発明の核酸チップを用いて、特定の生体試料における生体分子のプロファイ
ルを探索及び分析した。
【０２８９】
　また、医学的に有用な生体試料の生体分子を生産してデータベースを製作した後、特定
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の人の血清プロファイルを生産し、人工ニューラルネットワークアルゴリズムを利用して
製作したプログラムで心血管疾患の有無及びその種類、肝癌発病の有無及び転移程度を検
査した。
【０２９０】
　疾患群別に構成されたデータベースを比較分析して有用なスポットを決定し、これに相
応する一本鎖核酸を調製し、相応するタンパク質を分離して同定した。
【０２９１】
　実施例１０．細胞株の表面生体分子のプロファイルの生成及び応用
【０２９２】
　１０－１．バイオチップ（核酸チップ）の製作
【０２９３】
　本発明において、２つまたはそれ以上の生体分子からなる生体試料が細胞株の例示であ
る。
【０２９４】
　実施例２～実施例４の方法で、生体試料としての非小細胞肺癌細胞株の表面生体分子の
プロファイルを生産する本発明のバイオチップを製作した。用意したランダムな一本鎖核
酸を肺癌細胞株に反応させた後、洗浄バッファーを用いて細胞株（生体分子）－一本鎖核
酸複合体を洗浄し、非結合一本鎖核酸及び結合程度に応じて一本鎖核酸を解離させ、５，
０００×ｇで遠心分離する過程を繰り返し処理した後、細胞株－一本鎖核酸複合体を遠心
分離方法で分離して非小細胞肺癌細胞株の表面生体分子と結合する一本鎖核酸を製作した
。
【０２９５】
　前記製作された一本鎖核酸からクローンを選定して塩基配列を決定し、分析して１，０
００余個の一本鎖核酸を選定した。実施例２の方法で選定された１，０００余個の一本鎖
核酸の相補的な塩基配列を有する捕捉プローブを合成し、固体支持体上に付着させて本発
明の核酸チップを製作した。
【０２９６】
　１０－２．細胞株の表面生体分子のプロファイルの生成
【０２９７】
　実施例４の方法で製作された核酸チップを用いて小細胞肺癌細胞株（ＳＣＬＣ）の表面
生体分子のプロファイルを生産した。小細胞肺癌細胞株と一本鎖核酸プールとを反応させ
た後、細胞株（生体試料）の生体分子－一本鎖核酸複合体を洗浄及び分離した。前記複合
体に結合された一本鎖核酸を実施例３の方法で増幅及び標識した。捕捉プローブと標識し
たターゲットプローブとを実施例４の方法で反応させた。前記ターゲットプローブに結合
された標識物質の測定は実施例５の方法で行った。非小細胞肺癌細胞株の表面生体分子の
プロファイルを確認した。
【０２９８】
　生産されたプロファイルで、小細胞肺癌細胞株（ＳＣＬＣ）に強力に結合するものと推
定される一本鎖核酸を選定し、ＦＩＴＣが付着した一本鎖核酸を合成して小細胞肺癌細胞
株、非小細胞肺癌細胞株（ＮＳＣＬＣ）、血液癌細胞株（ＭＲＣ－５及びＴＨＰ－１）と
反応させた後、蛍光撮影したイメージは、図１３のとおりである。
【０２９９】
　上述したように、本発明の核酸チップを用いて生産された小細胞肺癌細胞株のプロファ
イルを分析して選定した一本鎖核酸が小細胞肺癌細胞株に結合することを確認することが
できた。
【０３００】
　実施例１１．大腸菌の表面生体分子のプロファイルの生成及び応用
【０３０１】
　１１－１．バイオチップ（核酸チップ）の製作
【０３０２】
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　生体試料である大腸菌ＫＣＴＣ１２００６と実施例２～実施例４の方法で本発明の核酸
チップを製作した。用意した一本鎖核酸と大腸菌とを反応させた後、洗浄バッファーを用
いて大腸菌（生体分子）－一本鎖核酸複合体を洗浄し、非結合一本鎖核酸及び結合程度に
応じて一本鎖核酸を解離させ、５，０００×ｇで遠心分離する過程を繰り返し処理した後
、大腸菌－一本鎖核酸複合体を遠心分離方法で分離して大腸菌の表面生体分子と結合する
一本鎖核酸を製作した。
【０３０３】
　前記製作された一本鎖核酸からクローンを選定して塩基配列を決定し、分析して１，０
００余個の一本鎖核酸を選定した。選定された１，０００余個の一本鎖核酸の相補的な塩
基配列で捕捉プローブを合成し、固体支持体上に付着させて本発明に係る核酸チップを製
作した。
【０３０４】
　１１－２．大腸菌の表面生体分子のプロファイルの生成
【０３０５】
　本発明において、２つ及びそれ以上の生体分子からなる生体試料が細菌の例示である。
【０３０６】
　実施例６の方法で製作された核酸チップを用いて大腸菌ＫＣＴＣ１２００６の表面生体
分子のプロファイルを生産した。
【０３０７】
　大腸菌と一本鎖核酸プールとを反応させた後、大腸菌－ターゲット一本鎖核酸複合体を
洗浄及び分離した。前記複合体に結合された一本鎖核酸を実施例３の方法で増幅及び標識
した。捕捉プローブと標識したターゲットプローブとを実施例４の方法で反応させた。前
記ターゲット一本鎖核酸に結合された標識物質の測定は実施例５の方法で行い、大腸菌の
表面生体分子のプロファイルを確認した。
【０３０８】
　大腸菌ＫＣＴＣ１２００６の表面生体分子のプロファイルを生産する方法と同様の方法
でサルモネラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ　ＡＴＣＣ１３３１１
）の表面生体分子のプロファイルを生産し、データベースを構築した後、階層クラスタリ
ング方法に基づいて、大腸菌に特異的に結合する一本鎖核酸を選定した。前記一本鎖核酸
の特異性をＳＰＲ装備（ＢＩＡｃｏｒｅ社）で測定した結果は、図１４のとおりである。
選定された一本鎖核酸がサルモネラ菌に比べて大腸菌に特異的に結合していることを確認
した。
【０３０９】
　大腸菌に結合する一本鎖核酸及びナノ金粒子を用いて大腸菌を測定する方法（例えば、
韓国特許出願第１０－２００６－００７２４８０号参照）で、上記で選定された一本鎖核
酸を用いて溶液における大腸菌の有無及び食べ物における大腸菌の汚染程度を測定した結
果は、図１５のとおりである。食べ物を洗浄したＳＥＬＥＸバッファーに一本鎖核酸を反
応させ、ナノ金粒子を入れた後、ＮａＣｌ溶液を添加し、大腸菌のない溶液は透明な無色
に近い青色であり、大腸菌に汚染された溶液は赤色に変化し、その程度は大腸菌の量に比
例することを確認した。
【０３１０】
　以上、本発明についてその好適な実施例を中心に説明した。本発明の属する技術分野に
おける通常の知識を有する者は、本発明が本発明の本質的な特性から逸脱しない範囲で変
形した形態で実現できることを理解することができるであろう。よって、開示した実施例
は、限定的な観点ではなく、説明的な観点から考慮されるべきである。本発明の範囲は、
前述した説明ではなく、特許請求の範囲に示されており、それと同等の範囲内にあるすべ
ての違いは本発明に含まれるものと解釈されるべきである。
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