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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を標的ポリヌクレオチドに付着させ
る方法であって、
　（ａ）負荷ポリヌクレオチドを含む１つまたは複数の負荷部分と結合している前記１つ
または複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を用意するステップであって、前記１つま
たは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、１つもしくは複数のポリメラーゼ、エキ
ソヌクレアーゼ、ヘリカーゼ、トポイソメラーゼまたはこれらの組み合わせであって前記
負荷ポリヌクレオチドに結合し、前記負荷ポリヌクレオチド上の１つまたは複数のスペー
サーで停止されている、ステップと、
　（ｂ）前記１つまたは複数の負荷部分を前記標的ポリヌクレオチドに付着させるステッ
プであって、前記１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が前記負荷ポリヌク
レオチドに結合したままである、ステップと
を含む方法。
【請求項２】
　ステップ（ａ）の前に、前記ポリヌクレオチド結合タンパク質を前記１つまたは複数の
負荷部分と結合させるステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
  前記１つまたは複数のヘリカーゼが、１つもしくは複数のＨｅｌ３０８ヘリカーゼ、Ｒ
ｅｃＤヘリカーゼ、ＸＰＤヘリカーゼもしくはＤｄａヘリカーゼ、これらのヘリカーゼの
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いずれかに由来するヘリカーゼ、またはこれらの組み合わせである、請求項１に記載の方
法。
【請求項４】
　２つ以上のポリヌクレオチド結合タンパク質を付着させることに関わる、請求項１～３
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記２つ以上のポリヌクレオチド結合タンパク質が、前記１つまたは複数の負荷部分に
よる以外に互いに付着していない、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記２つ以上のポリヌクレオチド結合タンパク質が、互いに異なる、請求項４または５
に記載の方法。
【請求項７】
  （ｉ）前記１つまたは複数の負荷部分が合成のものである、
  （ｉｉ）前記負荷ポリヌクレオチドが、一本鎖ポリヌクレオチドを含む、
  （ｉｉｉ）前記負荷ポリヌクレオチドが、一本鎖ポリヌクレオチドであり、前記１つま
たは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が、前記１つまたは複数の負荷ポリヌクレオ
チド上の１つまたは複数のスペーサーで停止されるヘリカーゼに由来する、
  （ｉｖ）前記１つまたは複数の負荷部分が、膜とカップリングすることができる１つま
たは複数のアンカーを含む、
  （ｖ）ステップ（ｂ）が、リガーゼを使用して前記１つまたは複数の負荷部分を前記標
的ポリヌクレオチドに付着させるステップを含む、
  （ｖｉ）ステップ（ｂ）が、リガーゼを使用して前記１つまたは複数の負荷部分を前記
標的ポリヌクレオチドに付着させるステップを含み、かつ、前記方法は方法条件から前記
リガーゼを除去するステップ（ｃ）をさらに含む、および/または
  （ｖｉｉ）ステップ（ｂ）が、リガーゼを使用して前記１つまたは複数の負荷部分を前
記標的ポリヌクレオチドに付着させるステップを含み、かつ、ＡＴＰの不在下で行われる
か、またはＡＴＰの代わりにγ－Ｓ－ＡＴＰ（ＡＴＰγＳ）を使用して行われる、
請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記標的ポリヌクレオチドが、二本鎖ポリヌクレオチドである、請求項１～７のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記１つまたは複数の負荷部分の少なくとも１つが、
  （ｉ）Ｙアダプターであって、ポアを優先的に通り抜けるリーダー配列を含む、
  （ｉｉ）架橋部分、および/または
  （ｉｉｉ）ヘアピンループを含む架橋部分であって前記ヘアピンループのステムが２０
０ヌクレオチド対未満の長さである、
請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　標的ポリヌクレオチドを特性評価する方法であって、
　（ａ）請求項１～９のいずれか一項に記載の方法を行うステップと、
　（ｂ）ステップ（ａ）で得られた、１つまたは複数の付着しているポリヌクレオチド結
合タンパク質を有する標的ポリヌクレオチドを、膜貫通ポアと、前記１つまたは複数のポ
リヌクレオチド結合タンパク質が前記ポリヌクレオチドの前記ポアに対する移動を制御す
るように接触させるステップと、
　（ｃ）前記ポリヌクレオチドが前記ポアに対して移動するときに、前記ポリヌクレオチ
ドの１つまたは複数の特性を示す１つまたは複数の測定値を取り、それによって前記標的
ポリヌクレオチドを特性評価するステップと
を含む方法。
【請求項１１】
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　特性評価用の標的ポリヌクレオチドを調製する方法であって、
　（ａ）１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が１つまたは複数のポリメラ
ーゼを含む、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法を行うステップと、
　（ｂ）ステップ（ａ）で得られた、前記標的ポリヌクレオチドに付着している前記１つ
または複数のポリメラーゼに、前記標的ポリヌクレオチドをテンプレートとして使用して
１つまたは複数のポリヌクレオチドを形成させ、それによって特性評価用の前記標的ポリ
ヌクレオチドを調製するステップと
を含む方法。
【請求項１２】
　標的ポリヌクレオチドを特性評価する方法であって、
　（ａ）請求項１１に記載の方法を行うステップと、
　（ｂ）前記標的ポリヌクレオチドおよび／またはステップ（ａ）で生成された１つもし
くは複数のポリヌクレオチドを、膜貫通ポアと、前記標的ポリヌクレオチドおよび／また
はステップ（ａ）で生成された前記１つもしくは複数のポリヌクレオチドが前記ポアに対
して移動するように接触させるステップと、
　（ｃ）前記標的ポリヌクレオチドおよび／またはステップ（ａ）で生成された前記１つ
もしくは複数のポリヌクレオチドが前記ポアに対して移動するときに、前記標的ポリヌク
レオチドおよび／またはステップ（ａ）で生成された前記１つもしくは複数のポリヌクレ
オチドの１つまたは複数の特性を示す１つまたは複数の測定値を取り、それによって前記
標的ポリヌクレオチドを特性評価するステップと
を含む方法。
【請求項１３】
  前記１つまたは複数の特性が、（ｉ）前記標的ポリヌクレオチドの長さ、（ｉｉ）前記
標的ポリヌクレオチドの同一性、（ｉｉｉ）前記標的ポリヌクレオチドの配列、（ｉｖ）
前記標的ポリヌクレオチドの二次構造、および（ｖ）前記標的ポリヌクレオチドが修飾さ
れているか否かから選択される、ステップと
を含む、請求項１０または１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ポアが、膜貫通タンパク質ポアまたは固体ポアである、請求項１～１３のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記膜貫通タンパク質ポアが、ヘモリシン、ロイコシジン、スメグマ菌（Mycobacteriu
m smegmatis）ポリンＡ（ＭｓｐＡ）、ＭｓｐＢ、ＭｓｐＣ、ＭｓｐＤ、ライセニン、外
膜ポリンＦ（ＯｍｐＦ）、外膜ポリンＧ（ＯｍｐＧ）、外膜ホスホリパーゼＡ、ナイセリ
ア（Neisseria）オートトランスポーターリポタンパク質（ＮａｌＰ）およびＷＺＡに由
来する、
請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を標的ポリヌクレオチドに付着させ
るためのキットであって、（ａ）負荷ポリヌクレオチドを含む１つまたは複数の負荷部分
と結合している前記１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質であって、前記１
つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が、１つもしくは複数のポリメラーゼ、
エキソヌクレアーゼ、ヘリカーゼ、トポイソメラーゼまたはこれらの組み合わせであって
前記負荷ポリヌクレオチドに結合し、前記負荷ポリヌクレオチド上の１つまたは複数のス
ペーサーで停止されているタンパク質、ならびに（ｂ）リガーゼを含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を標的ポリヌクレオチド
に付着させる新規方法に関する。本発明は、標的ポリヌクレオチドを特性評価する新規方
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法にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　迅速で安価なポリヌクレオチド（例えばＤＮＡまたはＲＮＡ）シークエンシングおよび
同定技術が、現今、広範な用途にわたって必要とされている。既存の技術は、主に、大量
のポリヌクレオチドを生産するための増幅技法に頼り、シグナル検出に多量の専門蛍光化
学物質を必要とするため、時間がかかり、費用が嵩む。
【０００３】
　膜貫通ポア（ナノポア）には、高分子および様々な小分子用の直接的、電気的バイオセ
ンサーとして大きな将来性がある。特に、ナノポアは、最近、将来性のあるＤＮＡシーク
エンシング技術として注目されている。
【０００４】
　電位がナノポア全体に印加されると、ヌクレオチドなどの分析物がバレル内に特定の期
間、一時的に存在する場合、電流の流れが変化する。ヌクレオチドのナノポア検出は、電
流の既知痕跡および継続時間の変化を知らせる。鎖シークエンシング法では、単一ポリヌ
クレオチド鎖をポアに通して、ヌクレオチドの正体を得る。鎖シークエンシングは、ポア
を通るポリヌクレオチドの移動を制御するためにポリヌクレオチド結合タンパク質の使用
を含むことがある。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明者らは、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を１つまたは複数の
負荷部分に前負荷し、次いで、１つまたは複数の負荷部分を標的ポリヌクレオチドに付着
させることが可能であることを、驚くべきことに立証した。１つまたは複数のポリヌクレ
オチド結合タンパク質が、ポリヌクレオチドへの１つまたは複数の負荷部分の付着を立体
的に妨害しないことは、驚きである。付着プロセスが、１つまたは複数のポリヌクレオチ
ド結合タンパク質に影響を及ぼさないこと、ならびにそのようなタンパク質が、標的ポリ
ヌクレオチドに付着した後、該タンパク質の機能および１つまたは複数の負荷部分と結合
する能力を保持することも、驚きである。
【０００６】
　したがって、本発明は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を標的ポリ
ヌクレオチドに付着させる方法であって、
　（ａ）１つまたは複数の負荷部分と結合している１つまたは複数のポリヌクレオチド結
合タンパク質を用意するステップと、
　（ｂ）１つまたは複数の負荷部分を標的ポリヌクレオチドに付着させるステップと
を含む方法を提供する。
【０００７】
　本発明は、標的ポリヌクレオチドを特性評価する方法であって、
　（ａ）本発明の方法を行うステップと、
　（ｂ）ステップ（ａ）で得られた、付着している１つまたは複数のポリヌクレオチド結
合タンパク質を有する標的ポリヌクレオチドを膜貫通ポアと、１つまたは複数のポリヌク
レオチド結合タンパク質がポリヌクレオチドのポアに対する移動を制御するように接触さ
せるステップと、
　（ｃ）ポリヌクレオチドがポアに対して移動するときに、ポリヌクレオチドの１つまた
は複数の特性を示す１つまたは複数の測定値を取り、それによって標的ポリヌクレオチド
を特性評価するステップと
を含む方法も提供する。
【０００８】
　本発明は、特性評価用の標的ポリヌクレオチドを調製する方法であって、
　（ａ）１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が１つまたは複数のポリメラ
ーゼを含む、本発明の方法を行うステップと、
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　（ｂ）ステップ（ａ）で得られた、標的ポリヌクレオチドに付着している１つまたは複
数のポリメラーゼに、標的ポリヌクレオチドをテンプレートとして使用して１つまたは複
数のポリヌクレオチドを形成させ、それによって特性評価用の標的ポリヌクレオチドを調
製するステップと
を含む方法も提供する。
【０００９】
　本発明は、標的ポリヌクレオチドを特性評価する方法であって、
　（ａ）本発明のポリメラーゼベースの方法を行うステップと、
　（ｂ）標的ポリヌクレオチドおよびステップ（ａ）で生成された１つまたは複数のポリ
ヌクレオチドを膜貫通ポアと、標的ポリヌクレオチドおよび１つまたは複数のポリヌクレ
オチドがポアに対して移動するように接触させるステップと、
　（ｃ）標的ポリヌクレオチドおよび１つまたは複数のポリヌクレオチドがポアに対して
移動するときに、ポリヌクレオチドの１つまたは複数の特性を示す１つまたは複数の測定
値を取り、それによって標的ポリヌクレオチドを特性評価するステップと
を含む方法も提供する。
【００１０】
　本発明は、
　－　本発明の方法を使用して修飾された標的ポリヌクレオチド、
　－　１つまたは複数の結合しているポリヌクレオチド結合タンパク質を有する負荷部分
、および
　－　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を標的ポリヌクレオチドに付着
させるためのキットであって、（ａ）１つまたは複数の負荷部分と結合している１つまた
は複数のポリヌクレオチド結合タンパク質と、（ｂ）リガーゼとを含むキット
も提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】８ｍＬ　ＰＯＲＯＳ　ＨＱ－１０カラムを使用するＤＮＡヘアピンアダプターと
事前結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃの精製後のＦ
ＰＬＣトレースの例を示す図である。
【図２】５ｍＬ　Ｈｉｓｔｒａｐ　ＨＰカラムを使用するＤＮＡヘアピンアダプターと事
前結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃの精製後のＦＰ
ＬＣトレースの例を示す図である。
【図３】ＴＢＥ（ネイティブ）ＰＡＧＥゲル分析（ＤＮＡ較正バンドは、ゲルの上に示さ
れているＤＮＡ濃度に対応する）を示す図であり、カラム１は、単なる緩衝液中のＤＮＡ
ヘアピンアダプターと結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６
２Ｃを示し（バンドＸとして示す）、カラム２は、ＴＲＩＳ緩衝液が添加された後のＤＮ
Ａヘアピンアダプターと結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７
６２Ｃを示し、カラム３は、ビスマレイミドエタン添加後のＤＮＡヘアピンアダプターと
結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを示し、カラム４
～６は、両方のＦＰＬＣ精製後のＤＮＡヘアピンアダプターと結合している様々な希釈度
のＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを示す。バンドＸは、ＤＮＡ
と結合している酵素に対応した。バンドＹは、酵素が結合していないＤＮＡに対応した。
【図４】ＳＤＳ　ＰＡＧＥゲル分析（ＤＮＡ較正バンドは、ゲルの上に示されているＤＮ
Ａ濃度に対応する）を示す図であり、カラム１は、単なる緩衝液中のＤＮＡヘアピンアダ
プターと結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを示し（
バンドＸとして示す）、カラム２は、ＴＲＩＳ緩衝液が添加された後のＤＮＡヘアピンア
ダプターと結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを示し
、カラム３は、ビスマレイミドエタン添加後のＤＮＡヘアピンアダプターと結合している
ＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを示し、カラム４～６は、両方
のＦＰＬＣ精製後のＤＮＡヘアピンアダプターと結合している様々な希釈度のＴｒｗＣ　
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Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを示す。バンドＹは、ＤＮＡ上の閉じてい
ない酵素に対応した。バンドＸは、ビスマスマレイミドエタンリンカーによってＤＮＡ上
に結合している酵素に対応した。
【図５】ＴＢＥ（ネイティブ）ＰＡＧＥゲル分析（ＤＮＡ較正バンドは、ゲルの上に示さ
れているＤＮＡ濃度に対応する）を示す図であり、カラム１は、ＴＭＡＤを添加する前の
ＤＮＡヘアピンアダプターと結合しているＴ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３
６Ａ／Ａ３６０Ｃを示す。カラム２は、ＫＣｌおよびＡＴＰが添加された後のＤＮＡヘア
ピンアダプターと結合しているＴ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３
６０Ｃを示し、カラム３は、ＳＰＲＩ精製後のＤＮＡヘアピンアダプターと結合している
Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃを示す。バンド２：１は
、２つの酵素が結合したことを示し、１：１は、１つの酵素が結合したことを示す。ＤＮ
Ａバンドは、単独のＤＮＡに対応した。
【図６】ヘリカーゼＴ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃおよ
びＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２ＣがＭｓｐＡナノポアを通るＤ
ＮＡ構築物の移行を制御したとき（電流トレースの上を参照されたい）の電流トレースの
例を示す図である。ｘ軸は時間（秒）に対応し、ｙ軸は電流（ｐＡ）に対応する。トレー
スは、２つのヘリカーゼの制御下でナノポアを通って移動する単一ＤＮＡ鎖を示しており
、標識された領域１および２は、ＤＮＡ構築物の領域１および２の移行に対応した。この
トレースは、Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃヘリカーゼ
とＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃヘリカーゼ両方の制御下でポ
アを通って構築物Ｙを移行させたときに観察された電流トレースを示す。３と標識されて
いる矢印は、ヘアピンアダプター中のスペーサーがナノポアを通って移行したときの電流
のスパイクを示す。ヘアピンアダプターおよびＹアダプターのスペーサーを、電流トレー
スの上のＤＮＡ構築物の絵の中にｘとして示す。
【図７－１】酵素がＭｕＡ　Ｙアダプターと事前結合していることを例証するＡｇｉｌｅ
ｎｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｓｅｒトレースを示す図である。
【図７－２】酵素がＭｕＡ　Ｙアダプターと事前結合していることを例証するＡｇｉｌｅ
ｎｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｓｅｒトレースを示す図である。
【図８－１】酵素がＭｕＡアダプターと事前結合していると標的ＤＮＡのタグメンテーシ
ョン（tagmentation）対する有害作用が見られなかったことを例証するＡｇｉｌｅｎｔ　
Ｂｉｏａｎａｌｙｓｅｒトレースを示す図である。
【図８－２】酵素がＭｕＡアダプターと事前結合していると標的ＤＮＡのタグメンテーシ
ョン（tagmentation）対する有害作用が見られなかったことを例証するＡｇｉｌｅｎｔ　
Ｂｉｏａｎａｌｙｓｅｒトレースを示す図である。
【図９】ヘリカーゼが、ＭｕＡタグメンテーションによって生成されたＤＮＡを使用して
調製されたナノポアを通るＤＮＡの移動を制御したときの、電流トレースの例を示す図で
ある。
【図１０】事前結合しているＥ１（Ａピース）およびＥ２（ＥＮＤピース）を有する、Ａ
ピース（セクションＡ参照）およびＥＮＤピース（セクションＢ参照）負荷部分を示す図
である。これらの２つの負荷部分は、実施例６ではゲノムＤＮＡにライゲートされる。Ａ
ピースは、１と標識されている３９個のＳｐＣ３スペーサーの領域を有する。配列番号３
２は、２と標識されている領域に対応し、これはＥ１が結合した領域であった。３と標識
されている領域は、４個のｉＳｐ１８スペーサーに対応した。４と標識されている領域は
、配列番号３３に対応した。５と標識されている領域は、配列番号３４に対応した。６と
標識されている領域は、１個のｉＢＮＡ－ｍｅＣ、２個のｉＢＮＡ－Ａおよび２個のｉＢ
ＮＡ－ｍｅＣに対応した。７と標識されている領域は、配列番号３５に対応した。ＥＮＤ
ピース内の８と標識されている領域は、配列番号３６に対応した。９と標識されている領
域は、配列番号３７に対応した。１１と標識されている領域は、配列番号３８に対応した
。
【図１１】ヘリカーゼＴ４　Ｄｄａ－（Ｈ８２Ｒ／Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ）（突然変異Ｈ
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８２Ｒ／Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃを有する配列番号２４、Ｅ１）およびＴ４　Ｄｄａ－Ｅ９
４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ（突然変異Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６
Ａ／Ａ３６０Ｃを有する配列番号２４、Ｅ２）が試料４のＤＮＡ構築物（この図の上部に
示されている）のＭｓｐＡナノポアを通る移行を制御したときのプロットの例を示す図で
ある。ｘ軸は移動指数に対応し、ｙ軸は電流（ｐＡ）に対応する。ポアを通って移動した
各ＤＮＡ鎖についての電流を時間の関数として測定した。ＤＮＡの移動は、測定される電
流レベルの段階的変化をもたらした。観察された電流レベルをフィッティングして各段階
の平均電流を得、漸増移動指数ポイントに割り当てた。したがって、移動指数に対する平
均電流は、元の電流シグナルにきっちりと近似しており、移行したＤＮＡを特性評価する
ために使用した。プロットは、２つのヘリカーゼの制御下でナノポアを通って移動する単
一ＤＮＡ鎖を示し、標識領域１および２は、ＤＮＡ構築物の領域１および２の移行に対応
した。このトレースは、Ｔ４　Ｄｄａ－（Ｈ８２Ｒ／Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ）ヘリカーゼ
とＴ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃヘリカーゼ両方の制御
下でポアを通って構築物を移行させたときに観察された移動指数を示す。３と標識されて
いる矢印は、ヘアピンアダプター中のスペーサーがナノポアを通って移行したときの電流
のスパイクを示す。ヘアピンアダプターおよびＹアダプターのスペーサーを、トレースの
上のＤＮＡ構築物の絵の中にｘとして示す。
【図１２】ヘリカーゼ－リーダー複合体（セクションＡ参照）、ポリメラーゼ鎖複合体（
セクションＢ参照）および最終負荷部分を示す図であり、事前結合しているポリメラーゼ
（Ｘ１と標識されている；Ｐｈｉ２９－Ａ４１１Ｃ／Ｑ５６０Ｃ（突然変異Ａ４１１Ｃ／
Ｑ５６０Ｃを有する配列番号９））およびヘリカーゼ（Ｙ１と標識されており、Ｔ４　Ｄ
ｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ（突然変異Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ
／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃを有する配列番号２４））両方を有したヘリカーゼ／ポリメラ
ーゼリーダー複合体を示す。この最終負荷部分を実施例７では３．６ｋｂ　ＤＮＡ鎖（配
列番号４６）にライゲートした。１と標識されている領域は、３０個のＳｐＣ３スペーサ
ーに対応した。配列番号２７は、２と標識されている領域に対応し、これはＴ４　Ｄｄａ
－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃが結合した領域であった。３と標識さ
れている領域は、４個のｉＳｐ１８スペーサーに対応した。４と標識されている領域は、
配列番号２８に対応した。５と標識されている領域は、配列番号４３に対応した。６と標
識されている領域は、配列番号４５の５’末端に反対側の末端が付着されている４個のｉ
ＳｐＣ３スペーサーにその３’末端が付着されている配列番号４４に対応した。Ｐｈｉ２
９－Ａ４１１Ｃ／Ｑ５６０Ｃは領域６と結合した。
【図１３】実施例７においてライゲーションステップ後に生成された、重合ステップ前の
ＤＮＡ構築物を示す図である。１と標識されている領域は、３０個のＳｐＣ３スペーサー
に対応した。配列番号２７は、２と標識されている領域に対応し、これはＴ４　Ｄｄａ－
Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃが結合した領域であった。３と標識され
ている領域は、４個のｉＳｐ１８スペーサーに対応した。４と標識されている領域は、配
列番号２８に対応した。５と標識されている領域は、配列番号４３に対応した。６と標識
されている領域は、配列番号４５の５’末端に反対側の末端が付着されている４個のｉＳ
ｐＣ３スペーサーにその３’末端が付着されている配列番号４４に対応した。Ｐｈｉ２９
－Ａ４１１Ｃ／Ｑ５６０Ｃは領域６と結合した。領域７は、配列番号４６に対応した。領
域８は、配列番号４７に対応した。領域９は、配列番号３１に対応した。
【図１４】ヘリカーゼＴ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ（
Ｙ１と標識されている）が試料５のＤＮＡ構築物（この図の上部に示されている）のＭｓ
ｐＡナノポアを通る移行を制御したときのプロットの例を示す図である。ｘ軸は移動指数
に対応し、ｙ軸は電流（ｐＡ）に対応する。ポアを通って移動した各ＤＮＡ鎖についての
電流を時間の関数として測定した。ＤＮＡの移動は、測定される電流レベルの段階的変化
をもたらした。観察された電流レベルをフィッティングして各段階の平均電流を得、漸増
移動指数ポイントに割り当てた。したがって、移動指数に対する平均電流は、元の電流シ
グナルにきっちりと近似しており、移行したＤＮＡを特性評価するために使用した。プロ
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ットは、ヘリカーゼの制御下でナノポアを通って移動する単一ＤＮＡ鎖を示し、標識領域
１および２は、元の３．６ｋＢ　ＤＮＡ構築物（配列番号４６）の領域１および２の移行
に対応した。標識領域４および５は、Ｐｈｉ２９－Ａ４１１Ｃ／Ｑ５６０Ｃを使用して重
合によって生成された領域１および２に対する相補鎖に対応した。このトレースは、Ｔ４
　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃの制御下でポアを通って構築
物を移行させたときに観察された移動指数を示す。３と標識されている矢印は、最終構築
物のヘアピン中のスペーサー（図１４上部の構築物の略図中、ｘと示されており、３と標
識されている）がナノポアを通って移行したときの電流のスパイクを示す。ヘアピンアダ
プターおよびＹアダプターのスペーサーを、プロットの上のＤＮＡ構築物の絵の中にｘと
して示す。
【図１５】２００Ｖで６０分間泳動させ、次いで、ＳＹＢＲを使用して染色した、４～２
０％ＴＢＥ　ＰＡＧＥを示す図である。ゲル上を泳動させた各試料は４００ｎＭ（５μＬ
）であった。レーン１は、１００ｂｐラダーに対応した（バンドが対応する塩基対の数が
ゲルの側面に沿って示されている）。レーン２は、ヘリカーゼが結合していない、図１２
Ａに示したヘリカーゼリーダー複合体に対応した。レーン３は、ヘリカーゼが結合してい
る、図１２Ａに示したヘリカーゼリーダー複合体に対応した。レーン４は、ポリメラーゼ
が結合していない、図１２Ｂに示したポリメラーゼ鎖複合体に対応した。レーン５は、ポ
リメラーゼが結合している、図１２Ｂに示したポリメラーゼ鎖複合体に対応した。バンド
Ａは、配列番号４３に対応した。バンドＢは、ＤＮＡ鎖Ｘ（＝配列番号２８の５’末端に
反対側の末端が付着されている４個のｉＳｐ１８スペーサーに３’末端が付着されている
配列番号２７の５’末端に３’末端が付着されている３０個のｉＳｐＣ３スペーサー）に
対応した。バンドＣは、ＤＮＡ鎖Ｘと結合しているヘリカーゼ（Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ
／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ）に対応した。バンドＤは、酵素が結合していな
いポリメラーゼ鎖複合体（配列番号４５の５’末端に反対側の末端が付着されている４個
のｉＳｐＣ３スペーサーにその３’末端が付着されている配列番号４４）に対応した。バ
ンドＥは、ポリメラーゼ鎖複合体と結合しているＰｈｉ２９－Ａ４１１Ｃ／Ｑ５６０Ｃに
対応した。
【図１６】ライゲーション前にポリメラーゼ（ｘと標識されている）を負荷部分と事前結
合せずに、アダプターをライゲートし、二本鎖標的ポリヌクレオチドを重合する方法の一
例をＡ）に示し、Ｂ）は、事前結合しているヘリカーゼ（ｙと標識されている）と事前結
合しているポリメラーゼ（ｘと標識されている）の両方を有する負荷部分をライゲートし
、次いで、二本鎖標的ポリヌクレオチドを重合する、本発明の方法の一例を示す図である
。ステップ１Ａは、二本鎖標的ポリヌクレオチドのいずれかの末端へのアダプターのライ
ゲーションを示す。ステップ２Ａは、ポリメラーゼ（ｘと標識されている）の結合を示す
。ステップ３Ａは、二本鎖標的ポリヌクレオチドの重合を示し、その標的をテンプレート
として使用して形成されるポリヌクレオチドを点線として示す。ステップ４Ａは、新たな
二本鎖構築物の末端修復、構築物のＡテーリング、および事前結合しているヘリカーゼ（
ｙと標識されている）を有する負荷部分のライゲーションを示す。ステップ１Ｂは、事前
結合しているヘリカーゼ（ｙと標識されている）と事前結合しているポリメラーゼ（ｘと
標識されている）の両方を含有した負荷部分のライゲーションを示す。ステップ２Ｂは、
二本鎖標的ポリヌクレオチドの重合を示す。Ｂではさらなるステップを必要とせず、した
がって、この方法は、Ａに示されている方法より有意に少ないステップを含んでいた。
【図１７】事前結合しているポリメラーゼ（ｘと標識されている）と事前結合しているヘ
リカーゼ（ｙと標識されている）とを含む負荷部分を示す図であり、この負荷部分は、次
に、一方の末端が架橋部分アダプター（ｚと標識されている）によって連結されている二
本鎖標的ポリヌクレオチドの２本の鎖（テンプレートのためのＴ１と標識されている一方
と、補体のためのＣ１と標識されている他方）にライゲートされる（ステップ１）。負荷
部分の中のヘリカーゼは、ポリメラーゼが結合している鎖とは反対の鎖と結合している。
ポリメラーゼが結合している鎖は、３’ヘアピンループ（ｖと標識されている）を含有す
る。この実施形態において、ポリメラーゼは、二本鎖構築物を生成することになり（ステ
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ップ２）、構築物の２本の鎖は、一方の末端が架橋部分（ｖと標識されている）によって
連結され、構築物の各鎖は、標的ポリヌクレオチドの１本の鎖（実線として示され、Ｔ１
およびＣ１と標識されている）と、ポリメラーゼによって形成される相補ポリヌクレオチ
ド（点線として示され、Ｔ２およびＣ２と標識されている）とを構成する。
【図１８】事前結合しているポリメラーゼ（ｘと標識されている）と事前結合しているヘ
リカーゼ（ｙと標識されている）とを含む負荷部分を示す図であり、この負荷部分は、次
に、二本鎖標的ポリヌクレオチドの２本の鎖の各末端にライゲートされ（ステップ１）、
２本の鎖は、いずれの末端も架橋部分によって連結されない。負荷部分の中のヘリカーゼ
は、ポリメラーゼが結合している鎖とは反対の鎖と結合している。ポリメラーゼが結合し
ている鎖は、３’ヘアピンループ（ｖと標識されている）を含有する。この実施形態にお
いて、ポリメラーゼは、２つの二本鎖構築物を生成することになり（ステップ２）、各構
築物の２本の鎖は、一方の末端が架橋部分（ｖ１またはｖ２と標識されている）によって
連結され、各構築物は、標的ポリヌクレオチドの１本の鎖（実線として示されている）と
、ポリメラーゼによって形成される相補ポリヌクレオチド（点線として示されている）と
を含む。
【図１９】事前結合しているポリメラーゼ（ｘと標識されている）と事前結合しているヘ
リカーゼ（ｙと標識されている）とを含む負荷部分（ｖと標識されている架橋部分アダプ
ター、およびｗと標識されているハイブリダイズされたリーダー）を示す図であり、この
負荷部分は、次に、二本鎖標的ポリヌクレオチドの各末端に、両末端が負荷部分（前に記
載したようにｗおよびｖと標識されている）によって連結されるようにライゲートされて
（ステップ１）、環状構築物を形成する。この例では、架橋部分アダプターは、架橋部分
アダプター（ｖと標識されている）にハイブリダイズされている、事前連結されたヘリカ
ーゼ（ｙと標識されている）を有するポリヌクレオチドリーダー（ｗと標識されている）
を含む。このポリヌクレオチド（ｗと標識されている）の架橋アダプター部分へのハイブ
リダイゼーションによって形成された二本鎖セクションは、ポリメラーゼに結合するため
のプライマー部位を形成する。ポリメラーゼ伸長が（例えば、ヌクレオチドおよび補因子
の付加によって）開始されると（ステップ２）、２つの構築物が、元の標的ＤＮＡの相補
的コピーであるＤＮＡとともに生成されることになり、ポリメラーゼが環状構築物の周り
を進行した距離次第でＴ１およびＣ１の複数の複製セクションを含有することになる。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
配列表の説明
　配列番号１は、ＭＳ－Ｂ１突然変異体ＭｓｐＡ単量体をコードするコドン最適化ポリヌ
クレオチド配列を示す。この突然変異体は、シグナル配列を欠き、次の突然変異を含む：
Ｄ９０Ｎ、Ｄ９１Ｎ、Ｄ９３Ｎ、Ｄ１１８Ｒ、Ｄ１３４ＲおよびＥ１３９Ｋ。
【００１３】
　配列番号２は、ＭｓｐＡ単量体のＭＳ－Ｂ１突然変異体の成熟形態のアミノ酸配列を示
す。この突然変異体は、シグナル配列を欠き、次の突然変異を含む：Ｄ９０Ｎ、Ｄ９１Ｎ
、Ｄ９３Ｎ、Ｄ１１８Ｒ、Ｄ１３４ＲおよびＥ１３９Ｋ。
【００１４】
　配列番号３は、α－ヘモリシン－Ｅ１１１Ｎ／Ｋ１４７Ｎ（α－ＨＬ－ＮＮ；Stoddart
 et al., PNAS, 2009; 106(19): 7702-7707）の１つの単量体をコードするポリヌクレオ
チド配列を示す。
【００１５】
　配列番号４は、α－ＨＬ－ＮＮの１つの単量体のアミノ酸配列を示す。
【００１６】
　配列番号５～７は、ＭｓｐＢ、ＣおよびＤのアミノ酸配列を示す。
【００１７】
　配列番号８は、Ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼをコードするポリヌクレオチド配列を
示す。
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【００１８】
　配列番号９は、Ｐｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼのアミノ酸配列を示す。
【００１９】
　配列番号１０は、大腸菌（E. coli）からのｓｂｃＢ遺伝子に由来するコドン最適化ポ
リヌクレオチド配列を示す。この配列は、大腸菌（E. coli）からのエキソヌクレアーゼ
Ｉ酵素（ＥｃｏＥｘｏ　Ｉ）をコードする。
【００２０】
　配列番号１１は、大腸菌（E. coli）からのエキソヌクレアーゼＩ酵素（ＥｃｏＥｘｏ
　Ｉ）のアミノ酸配列を示す。
【００２１】
　配列番号１２は、大腸菌（E. coli）からのｘｔｈＡ遺伝子に由来するコドン最適化ポ
リヌクレオチド配列を示す。この配列は、大腸菌（E. coli）からのエキソヌクレアーゼ
ＩＩＩ酵素をコードする。
【００２２】
　配列番号１３は、大腸菌（E. coli）からのエキソヌクレアーゼＩＩＩ酵素のアミノ酸
配列を示す。この酵素は、二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）の一方の鎖からの５’一リン酸ヌ
クレオシドの分配性消化（distributive digestion）を３’－５’方向で行う。鎖上での
酵素開始は、おおよそ４ヌクレオチドの５’オーバーハングを必要とする。
【００２３】
　配列番号１４は、サーマス・サーモフィラス（T. thermophilus）からのｒｅｃＪ遺伝
子に由来するコドン最適化ポリヌクレオチド配列を示す。この配列は、サーマス・サーモ
フィラス（T. thermophilus）からのＲｅｃＪ酵素（ＴｔｈＲｅｃＪ－ｃｄ）をコードす
る。
【００２４】
　配列番号１５は、サーマス・サーモフィラス（T. thermophilus）からのＲｅｃＪ酵素
（ＴｔｈＲｅｃＪ－ｃｄ）のアミノ酸配列を示す。この酵素は、ｓｓＤＮＡからの５’一
リン酸ヌクレオシドの前進性消化（processive digestion）を５’－３’方向で行う。鎖
上での酵素開始は、少なくとも４ヌクレオチドを必要とする。
【００２５】
　配列番号１６は、バクテリオファージλ　ｅｘｏ（ｒｅｄＸ）遺伝子に由来するコドン
最適化ポリヌクレオチド配列を示す。この配列は、バクテリオファージλエキソヌクレア
ーゼをコードする。
【００２６】
　配列番号１７は、バクテリオファージλエキソヌクレアーゼのアミノ酸配列を示す。こ
の配列は、集合して三量体になる３つの同一のサブユニットの１つである。この酵素は、
ｄｓＤＮＡの一方の鎖からのヌクレオチドの５’－３’方向の高前進性消化を行う（http
://www.neb.com/nebecomm/products/productM0262.asp）。鎖上での酵素開始は、５’リ
ン酸エステルを有するおおよそ４ヌクレオチドの５’オーバーハングを優先的に必要とす
る。
【００２７】
　配列番号１８は、Ｈｅｌ３０８　Ｍｂｕのアミノ酸配列を示す。
【００２８】
　配列番号１９は、Ｈｅｌ３０８　Ｃｓｙのアミノ酸配列を示す。
【００２９】
　配列番号２０は、Ｈｅｌ３０８　Ｔｇａのアミノ酸配列を示す。
【００３０】
　配列番号２１は、Ｈｅｌ３０８　Ｍｈｕのアミノ酸配列を示す。
【００３１】
　配列番号２２は、ＴｒａＩ　Ｅｃｏのアミノ酸配列を示す。
【００３２】
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　配列番号２３は、ＸＰＤ　Ｍｂｕのアミノ酸配列を示す。
【００３３】
　配列番号２４は、Ｄｄａ　１９９３のアミノ酸配列を示す。
【００３４】
　配列番号２５は、Ｔｒｗｃ　Ｃｂａのアミノ酸配列を示す。
【００３５】
　配列番号２６は、実施例１で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。この配列は、５
’リン酸エステルを有する。
【００３６】
　配列番号２７は、実施例２および７で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。
【００３７】
　配列番号２８は、実施例２および７で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。
【００３８】
　配列番号２９は、実施例１で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。この配列は、５
’リン酸エステルを有する。
【００３９】
　配列番号３０は、実施例１で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。
【００４０】
　配列番号３１は、実施例７で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。この配列は、５
’コレステロールＴＥＧを有する。
【００４１】
　配列番号３２は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。配列番号３２の
５’末端に付着されているのは、３９個のＳｐＣ３スペーサーである。配列番号３２の３
’末端に付着されているのは、配列番号３３の５’末端に反対側の末端が付着されている
４個のｉＳＰ１８スペーサーである。
【００４２】
　配列番号３３は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。配列番号３３の
５’末端に付着されているのは、配列番号３２の３’末端に反対側の末端が付着されてい
る４個のｉＳＰ１８スペーサーである。
【００４３】
　配列番号３４は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。３’末端に付着
されているのは、配列番号３５の５’末端に付着されている３個のｉＳｐ１８スペーサー
に反対側の末端が付着されている、１個のｉＢＮＡ－ｍｅＣ、２個のｉＢＮＡ－Ａおよび
２個のｉＢＮＡ－ｍｅＣである。
【００４４】
　配列番号３５は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。５’末端に付着
されているのは、配列番号３４の３’末端に反対側の末端が付着されている２個のｉＢＮ
Ａ－ｍｅＣ、２個のｉＢＮＡ－Ａおよび１個のｉＢＮＡ－ｍｅＣに反対側の末端が付着さ
れている３個のｉＳｐ１８スペーサーである。
【００４５】
　配列番号３６は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。配列番号３６の
５’末端に付着されているのはリン酸エステルである。配列番号３６の３’末端に付着さ
れているのは、配列番号３７の５’末端の反対側の末端に付着されている４個のｉＳｐ１
８スペーサーである。
【００４６】
　配列番号３７は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。配列番号３７の
５’末端に付着されているのは、配列番号３６の３’末端に反対側の末端に付着されてい
る４個のｉＳｐ１８スペーサーである。
【００４７】
　配列番号３８は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。
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【００４８】
　配列番号３９は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。配列番号３９の
５’末端に付着されているのはリン酸エステルである。配列番号３９の３’末端に付着さ
れているのは、配列番号４０の５’末端に反対側の末端が付着されている４個のｉＳｐＣ
３スペーサーである。
【００４９】
　配列番号４０は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。配列番号４０の
５’末端に付着されているのは、配列番号３９の３’末端に反対側の末端が付着されてい
る４個のｉＳｐＣ３である。
【００５０】
　配列番号４１は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。配列番号４１は
、配列番号４２に相補的である。
【００５１】
　配列番号４２は、実施例６で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。配列番号４２は
、配列番号４１に相補的である。
【００５２】
　配列番号４３は、実施例７で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。
【００５３】
　配列番号４４は、実施例７で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。この配列は、５
’リン酸エステルを有する。配列番号４４の３’末端は、配列番号４５の５’末端に反対
側の末端が付着されている４個のｉＳｐＣ３スペーサーに付着されている。
【００５４】
　配列番号４５は、実施例７で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。この配列は、配
列番号４４の３’末端に反対側の末端が付着されている４個のｉＳｐＣ３スペーサーにそ
の５’末端が付着されている。
【００５５】
　配列番号４６は、実施例７で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。
【００５６】
　配列番号４７は、実施例７で使用されるポリヌクレオチド配列を示す。この配列は、５
’リン酸エステルを有し、該配列の３’末端にはチミンに基づくチオリン酸エステル塩基
を有する。
【００５７】
発明の詳細な説明
　開示する生成物および方法の様々な用途を当技術分野における具体的な必要に合わせて
調整できることは理解されるはずである。本明細書において用いる用語法が本発明の特定
の実施形態の説明を目的にしたものに過ぎず、限定を意図したものでないことも理解され
るはずである。
【００５８】
　加えて、本明細書および添付の特許請求の範囲において用いる場合、単数形「ａ」、「
ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈による別段の明白な指図がない限り、複数の言及対象を
含む。したがって、例えば、「ポリヌクレオチド（a polynucleotide）」への言及は、２
つ以上のポリヌクレオチドを含み、「酵素（an enzyme）」への言及は、２つ以上の酵素
を含み、「ヘリカーゼ（a helicase）」への言及は、２つ以上のヘリカーゼを含み、「分
子ブレーキ（a molecular brake）」への言及は、２つ以上の分子ブレーキを指し、「膜
貫通ポア（a transmembrane pore）」への言及は、２つ以上のポアを含むなど。
【００５９】
　上文であろうと、下文であろうと、本明細書の中で引用するすべての出版物、特許およ
び特許出願は、それら全体が参照により本明細書に組み込まれている。
【００６０】
発明の方法



(13) JP 6749243 B2 2020.9.2

10

20

30

40

50

　本発明は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を標的ポリヌクレオチド
に付着させる方法を提供する。１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を、１
つまたは複数の負荷部分と結合した状態で（または、それに付着した状態で）供給する。
１つまたは複数の負荷部分は、標的ポリヌクレオチドに付着させる。これにより、１つま
たは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、標的ポリヌクレオチドに付着される。１
つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質をこのようにして付着させてしまえば、
それらを使用して、膜貫通ポアを通る標的ポリヌクレオチドの移動を制御することができ
、または標的ポリヌクレオチドをテンプレートとして使用して１つまたは複数のポリヌク
レオチドを形成する（すなわち、標的ポリヌクレオチドを修飾する）ことができる。これ
により、下でより詳細に論じるように標的ポリヌクレオチドを特性評価することが可能に
なる。
【００６１】
　本発明には様々な利点がある。
　ｉ．負荷部分上へのポリヌクレオチド結合タンパク質の前負荷は、試料調製プロセスを
加速し、より少ないチューブが使用されることを意味する。
　ｉｉ．結果として生じる標的ポリヌクレオチドの可能な限り１００％に近い事例が、付
着しているポリヌクレオチド結合タンパク質を有する。これは、後続の必要プロセスの収
率を向上させることができる。
　ｉｉｉ．１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を１つまたは複数の負荷部
分に負荷しなければ、顧客の間違いが低減される。
　ｉｖ．過剰なポリヌクレオチド結合タンパク質（これはポアを塞ぐことがあり、または
何らかの他の望ましくない活性を有することがある）が付着後に残存しない。
　ｖ．１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質の安定性が向上される。ポリヌ
クレオチドと結合したタンパク質は、より安定している可能性が高い。
　ｖｉ．過剰な負荷部分は、正しく構成される系（すなわち、緩衝液中のＡＴＰなどであ
る）の対照として作用することができる。
　ｖｉｉ．使用者は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質の順序を制御す
ることができ、したがって、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が１つの
負荷部分上に正しい配列で負荷される。
　ｖｉｉｉ．使用者は、どのポリヌクレオチド結合タンパク質が、どの負荷部分（例えば
、Ｙアダプター対架橋部分）に付着されるのかを制御することができる。
　ｉｘ．１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を使用して、１つまたは複数
の負荷部分を精製することができる。
　ｘ．使用者は、異なる負荷部分に付着しているポリヌクレオチド結合タンパク質に異な
る修飾を加えることができる。
　ｘｉ．異なるポリヌクレオチド結合タンパク質は異なる結合条件を好むことがあり、そ
れ故、異なるポリヌクレオチド結合タンパク質を（一緒に標的ポリヌクレオチド上にでは
なく）異なる負荷部分上に前負荷できることは有益でありうる。
　ｘｉｉ　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を前負荷した場合、付着後
にいずれの遊離ポリヌクレオチド結合タンパク質も存在するはずがなく、それ故、該タン
パク質を使用して構築物を精製することができる。
　ｘｉｉｉ　本発明は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質の使用を最少
にし、それ故、廃棄物が少ない。
　ｘｉｖ　使用者は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が標的ポリヌク
レオチドに対して結合する場所または結合しない場所を制御することができる。１つまた
は複数の負荷部分上に１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を前負荷するこ
とにより、該１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、標的ポリヌクレオチ
ドと直接結合しない。
　ｘｖ　本発明は、例えばポリメラーゼが標的鎖をコピーしたときの、配列情報の収量も
向上させる。収量は、非効率的なタンパク質結合およびまた処理能力の欠如によって制限
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されることがある。前負荷は負荷の非効率性を克服し、閉じた複合体の生成は処理能力の
問題を克服する。
【００６２】
　本発明は、標的ポリヌクレオチドを特性評価する方法も提供する。１つまたは複数のポ
リヌクレオチド結合タンパク質を標的ポリヌクレオチド上に負荷してしまえば、それらを
膜貫通ポアと、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が、ポアに対する、例
えばポアを通る、ポリヌクレオチドの移動を制御するように接触させることができる。方
法は、ポリヌクレオチドがポアに対して移動するときに１つまたは複数の測定値を取るス
テップも含む。これらの測定値は、ポリヌクレオチドの１つまたは複数の特性、例えば配
列を示す。
【００６３】
　リーダー配列を含有するＹアダプター（二本鎖ステムおよび２つの非相補的アーム）と
ヘアピンループアダプターなどの架橋部分アダプターとを含むように二本鎖ポリヌクレオ
チドを修飾すると、膜貫通ポアを使用して二本鎖ポリヌクレオチドを有効に特性評価する
ことができることが示されている（ＷＯ２０１３／０１４４５１）。リーダー配列を含有
するそのＹアダプターがポリヌクレオチドの一方の末端に付着され、架橋部分アダプター
が他方の末端に付着されるのが好ましい。リーダー配列は、優先的にナノポアを通り抜け
、ポリヌクレオチドがほどけて（架橋部分によって接続されている）両方の鎖がポアに対
して、例えばポアを通って、移動するとき、ポリヌクレオチドの２本の鎖を接続する架橋
部分（例えばヘアピンループ）によって両方の鎖を調査することができる。これは、単一
の二本鎖ポリヌクレオチドから得られる情報の量を二倍にするので、有利である。さらに
、２本の鎖内の配列は相補的であるので、２本の鎖からの情報を情報科学的に組み合わせ
ることができる。このメカニズムによって、より高い信頼度の観察をもたらす直交較正能
力（orthogonal proof-reading capability）が得られる。本発明に従って使用される１
つまたは複数の負荷部分は、Ｙアダプターおよび／または架橋部分アダプターでありうる
。このことは、下でより詳細に論じる。
【００６４】
　本発明は、特性評価用の標的ポリヌクレオチドを調製する方法も提供する。この方法は
、特性評価用に標的ポリヌクレオチドを改善するためのものであることがある。この方法
は、標的ポリヌクレオチドを修飾または伸長するためのものであることがある。１つまた
は複数のポリメラーゼを標的ポリヌクレオチド上に負荷してしまえば、標的ポリヌクレオ
チドをテンプレートとして使用して１つまたは複数のポリメラーゼに１つまたは複数のポ
リヌクレオチドを形成させることができる。標的ポリヌクレオチドが一本鎖である場合、
別の相補ポリヌクレオチドが形成される。標的ポリヌクレオチドが二本鎖である場合、好
ましくは、両方の鎖が１つまたは複数のポリメラーゼによってテンプレートとして使用さ
れる。標的ポリヌクレオチドからの鎖と１つまたは複数のポリメラーゼによって生成され
る新たなポリヌクレオチドからの鎖は相補的であるので、それらからの情報を上で論じた
ように情報科学的に組み合わせることができる。このタイプの方法は、ＷＯ２０１３／０
１４４５１にも開示されている。ポリメラーゼによって形成されるポリヌクレオチドは、
下でより詳細に論じるように、標的ポリヌクレオチドと同じタイプのポリヌクレオチドを
含むこともあり、または異なるタイプのポリヌクレオチドを含むこともある。標的ポリヌ
クレオチドは、下でより詳細に論じるように修飾されることがある。下でより詳細に論じ
るようなＹアダプターおよび／または架橋部分アダプターを使用して、１つまたは複数の
ポリメラーゼが標的ポリヌクレオチド上に負荷されることがある。
【００６５】
ポリヌクレオチド
　標的ポリヌクレオチドは、いずれのポリヌクレオチドであってもよい。核酸などのポリ
ヌクレオチドは、２つ以上のヌクレオチドを含む高分子である。ポリヌクレオチドまたは
核酸は、いずれのヌクレオチドのいずれの組み合わせを含んでもよい。ヌクレオチドは、
天然に存在するものであることもあり、または人工的なものであることもある。ポリヌク
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レオチド中の１つまたは複数のヌクレオチドは、酸化またはメチル化されていることがあ
る。ポリヌクレオチド中の１つまたは複数のヌクレオチドは、損傷されていることがある
。例えば、ポリヌクレオチドは、ピリミジン二量体を含むことがある。そのような二量体
は概して、紫外線による損傷に関連し、皮膚黒色腫の主原因である。ポリヌクレオチド中
の１つまたは複数のヌクレオチドは、例えば標識またはタグで、修飾されていることがあ
る。好適な標識は、下で説明する。ポリヌクレオチドは、１つまたは複数のスペーサーを
含むことがある。
【００６６】
　ヌクレオチドは、核酸塩基、糖および少なくとも１つのリン酸エステル基を概して含有
する。核酸塩基および糖は、ヌクレオシドを形成する。ヌクレオチドは、天然ヌクレオチ
ドであることもあり、または非天然ヌクレオチドであることもある。
【００６７】
　核酸塩基は、概して複素環式である。核酸塩基としては、プリンおよびピリミジン、よ
り具体的にはアデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、チミン（Ｔ）、ウラシル（Ｕ）およびシ
トシン（Ｃ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００６８】
　糖は、概してペントース糖である。ヌクレオチド糖としては、リボースおよびデオキシ
リボースが挙げられるが、これらに限定されない。糖は、好ましくはデオキシリボースで
ある。
【００６９】
　ポリヌクレオチド中のヌクレオチドは、概して、リボヌクレオチドまたはデオキシリボ
ヌクレオチドである。ポリヌクレオチドは、次のヌクレオシドを含むことがある：アデノ
シン、ウリジン、グアノシンおよびシチジン。ヌクレオチドは、好ましくはデオキシリボ
ヌクレオチドである。ポリヌクレオチドは、好ましくは次のヌクレオシドを含む：デオキ
シアデノシン（ｄＡ）、デオキシウリジン（ｄＵ）および／またはチミジン（ｄＴ）、デ
オキシグアノシン（ｄＧ）ならびにデオキシシチジン（ｄＣ）。
【００７０】
　ヌクレオチドは、概して、一リン酸エステル、二リン酸エステルまたは三リン酸エステ
ルを含有する。リン酸エステルは、ヌクレオチドの５’側に付着されていることもあり、
または３’側に付着されていることもある。
【００７１】
　好適なヌクレオチドとしては、アデノシン一リン酸（ＡＭＰ）、グアノシン一リン酸（
ＧＭＰ）、チミジン一リン酸（ＴＭＰ）、ウリジン一リン酸（ＵＭＰ）、シチジン一リン
酸（ＣＭＰ）、環状アデノシン一リン酸（ｃＡＭＰ）、環状グアノシン一リン酸（ｃＧＭ
Ｐ）、デオキシアデノシン一リン酸（ｄＡＭＰ）、デオキシグアノシン一リン酸（ｄＧＭ
Ｐ）、デオキシチミジン一リン酸（ｄＴＭＰ）、デオキシウリジン一リン酸（ｄＵＭＰ）
およびデオキシシチジン一リン酸（ｄＣＭＰ）が挙げられるが、これらに限定されない。
ヌクレオチドは、好ましくは、ＡＭＰ、ＴＭＰ、ＧＭＰ、ＣＭＰ、ＵＭＰ、ｄＡＭＰ、ｄ
ＴＭＰ、ｄＧＭＰ、ｄＣＭＰおよびｄＵＭＰから選択される。ヌクレオチドは、最も好ま
しくは、ｄＡＭＰ、ｄＴＭＰ、ｄＧＭＰ、ｄＣＭＰおよびｄＵＭＰから選択される。ポリ
ヌクレオチドは、好ましくは次のヌクレオチドを含む：ｄＡＭＰ、ｄＵＭＰおよび／また
はｄＴＭＰ、ｄＧＭＰならびにｄＣＭＰ。
【００７２】
　ポリヌクレオチド中のヌクレオチドは、いずれの様式で互いに付着されていてもよい。
ヌクレオチドは、概して、それらの糖およびリン酸基によって核酸の場合のように付着さ
れている。ヌクレオチドは、それらの核酸塩基によってピリミジン二量体の場合のように
接続されていることがある。
【００７３】
　ポリヌクレオチドは、一本鎖状であることもあり、または二本鎖状であることもある。
ポリヌクレオチドの少なくとも一部分は、好ましくは二本鎖状である。
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【００７４】
　ポリヌクレオチドは、核酸でありうる。ポリヌクレオチドは、ペプチド核酸（ＰＮＡ）
、グリセロール核酸（ＧＮＡ）、トレオース核酸（ＴＮＡ）、ロックド核酸（ＬＮＡ）、
架橋核酸（ＢＮＡ）、またはヌクレオチド側鎖を有する他の合成重合体などの、当技術分
野において公知のいずれの合成核酸であってもよい。ＰＮＡ主鎖は、ペプチド結合によっ
て連結された反復Ｎ－（２－アミノエチル）－グリシンユニットからなる。ＧＮＡ主鎖は
、ホスホジエステル結合によって連結された反復グリコールユニットからなる。ＴＮＡ主
鎖は、ホスホジエステル結合によって一緒に連結された反復トレオース糖からなる。ＬＮ
Ａは、リボース部分の２’酸素と４’炭素を接続する余分な架橋を有する、上で論じたよ
うなリボヌクレオチドから形成される。架橋核酸（ＢＮＡ）は、修飾ＲＮＡヌクレオチド
である。ＢＮＡは、束縛または隔絶ＲＮＡと呼ばれることもある。ＢＮＡ単量体は、「固
定」Ｃ３’－ｅｎｄｏ糖パッカリングを有する５員、６員またはさらには７員架橋構造を
含有することができる。架橋をリボースの２’，４’位置に合成的に組み込んで、２’，
４’－ＢＮＡ単量体を生じさせる。
【００７５】
　ポリヌクレオチドは、最も好ましくはリボ核酸（ＲＮＡ）またはデオキシリボ核酸（Ｄ
ＮＡ）である。
【００７６】
　ポリヌクレオチドは、いずれの長さであってもよい。例えば、ポリヌクレオチドは、少
なくとも１０、少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも１５０、少なくとも２０
０、少なくとも２５０、少なくとも３００、少なくとも４００または少なくとも５００ヌ
クレオチドの長さでありうる。ポリヌクレオチドは、１０００ヌクレオチド以上、５００
０ヌクレオチド以上の長さ、または１０００００ヌクレオチド以上の長さでありうる。
【００７７】
　ヘリカーゼは、本発明の方法では、ポリヌクレオチド全体に沿って移動することもあり
、またはポリヌクレオチドの一部のみに沿って移動することもある。本発明の方法を用い
て、標的ポリヌクレオチドの全体または一部のみを特性評価してもよい。
【００７８】
　ポリヌクレオチドは、一本鎖状であることがある。ポリヌクレオチドの少なくとも一部
分は、好ましくは二本鎖状である。ヘリカーゼは、一本鎖ポリヌクレオチドと概して結合
する。ポリヌクレオチドの少なくとも一部分が二本鎖状である場合、該ポリヌクレオチド
は、好ましくは、一本鎖領域またはハイブリダイズしていない領域を含む。１つまたは複
数のヘリカーゼは、一本鎖領域、またはハイブリダイズしていない領域の１本の鎖と結合
することができる。ポリヌクレオチドは、好ましくは、１つもしくは複数の一本鎖領域、
または１つもしくは複数のハイブリダイズしていない領域を含む。
【００７９】
　１つまたは複数のスペーサーは、好ましくは、ポリヌクレオチドの一本鎖領域またはハ
イブリダイズしていない領域に含まれる。ポリヌクレオチドは、１つより多くの一本鎖領
域、または１つより多くのハイブリダイズしていない領域を含むことがある。ポリヌクレ
オチドは、その配列内におよび／または一方もしくは両方の末端に一本鎖領域またはハイ
ブリダイズしていない領域を含むことがある。１つまたは複数のスペーサーをポリヌクレ
オチドの二本鎖領域に含めてもよい。
【００８０】
　方法で使用される１つまたは複数のヘリカーゼが５’から３’方向に移動する場合、ポ
リヌクレオチドは、好ましくは、その５’末端に一本鎖領域またはハイブリダイズしてい
ない領域を含む。方法で使用される１つまたは複数のヘリカーゼが３’から５’方向に移
動する場合、ポリヌクレオチドは、好ましくは、その３’末端に一本鎖領域またはハイブ
リダイズしていない領域を含む。１つまたは複数のヘリカーゼが不活性モードで（すなわ
ちブレーキとして）使用される場合、一本鎖領域またはハイブリダイズしていない領域が
どこに位置するかは問題にならない。
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【００８１】
　一本鎖領域は、ポアを優先的に通り抜けるリーダー配列を好ましくは含む。このことは
、下でより詳細に論じる。
【００８２】
　ポリヌクレオチドの少なくとも一部分が二本鎖状である場合、その二本鎖部分の２本の
鎖は、ヘアピンまたはヘアピンループなどの架橋部分を使用して好ましくは連結される。
これは、本発明の特性評価方法を助長し、下でより詳細に論じる。
【００８３】
　ポリヌクレオチドは、任意の好適な試料中に存在する。本発明は、ポリヌクレオチドを
含有することが分かっているまたは含有すると推測される試料に対して概して行われる。
本発明は、試料に対して、その試料中に存在することが分かっているまたは予想される１
つまたは複数のポリヌクレオチドの正体を確認するために行われることがある。
【００８４】
　試料は、生体試料であってもよい。任意の生物または微生物から得られたまたは抽出さ
れた試料に対してインビトロで本発明を行ってもよい。生物または微生物は、概して、古
細菌性、原核性または真核性であり、五界、すなわち植物界、動物界、菌界、原核生物界
および原生生物界の１つに概して属する。任意のウイルスから得られたまたは抽出された
試料に対して本発明をインビトロで行ってもよい。試料は、好ましくは流体試料である。
試料は、患者の体液を概して含む。試料は、尿、リンパ液、唾液、粘液または羊水であっ
てもよいが、好ましくは血液、血漿または血清である。概して、試料は起源がヒトである
が、代替的に、別の哺乳類動物からのもの、例えば、商業飼育動物、例えばウマ、ウシ、
ヒツジ、魚、ニワトリもしくはブタからのものであってもよく、または代替的にペット、
例えばネコもしくはイヌであってもよい。あるいは、試料は、植物起源のもの、例えば、
商品作物、例えば、穀類、マメ科植物、果実または野菜、例えば、コムギ、オオムギ、オ
ートムギ、キャノーラ、トウモロコシ、ダイズ、イネ、ダイオウ、バナナ、リンゴ、トマ
ト、ジャガイモ、ブドウ、タバコ、マメ、レンズマメ、サトウキビ、カカオノキ、ワタか
ら得られた試料であってもよい。
【００８５】
　試料は、非生体試料であってもよい。非生体試料は、好ましくは流体試料である。非生
体試料の例としては、外科用流体、水、例えば飲用水、海水または河川水、および検査室
検査用の試薬が挙げられる。
【００８６】
　試料は、本発明で使用される前に、例えば、遠心分離によって、または望ましくない分
子もしくは細胞、例えば赤血球を濾過して取り除く膜を通過させることによって、概して
処理される。試料は、採取され次第、測定されることがある。試料は、アッセイ前に、好
ましくは－７０℃未満で概して保存されることもある。
【００８７】
ポリヌクレオチド結合タンパク質
　ポリヌクレオチド結合タンパク質は、ポリヌクレオチドと結合することができ、かつポ
アに対する、例えばポアを通る、その移動を制御することができる、いずれのタンパク質
であってもよい。当技術分野においてタンパク質がポリヌクレオチドと結合するか否かを
判定することは容易である。タンパク質は、概して、ポリヌクレオチドと相互作用し、ポ
リヌクレオチドの少なくとも１つの特性を修飾する。タンパク質は、ポリヌクレオチドを
切断して個々のヌクレオチドまたはより短いヌクレオチド鎖、例えばジもしくはトリヌク
レオチドを形成することによって、ポリヌクレオチドを修飾することがある。その部分は
、ポリヌクレオチドを配向させることによって、または特定の位置に移動させること、す
なわち、その移動を制御することによって、ポリヌクレオチドを修飾することがある。
【００８８】
　いずれの数のポリヌクレオチドタンパク質を標的ポリヌクレオチドに付着させてもよい
。例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０以上のタンパク質を付着させても
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よい。
【００８９】
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、１つまたは複数の一本鎖結合タ
ンパク質（ＳＳＢ）であることがある。１つまたは複数の一本鎖結合タンパク質（ＳＳＢ
）は、正味負電荷を有さないカルボキシ末端（Ｃ末端）領域を含むこともあり、または（
ｉｉ）そのＣ末端領域に、Ｃ末端領域の正味負電荷を減少させる１つもしくは複数の修飾
を含む、修飾ＳＳＢを含むこともある。１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク
質は、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ２０１３／０５１９２４（ＷＯ２０１４／０１３２５９
として公開された）に開示されているＳＳＢのいずれかであってもよい。
【００９０】
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、好ましくはポリヌクレオチドハ
ンドリング酵素（polynucleotide handling enzyme）に由来する。ポリヌクレオチドハン
ドリング酵素は、ポリヌクレオチドと相互作用してポリヌクレオチドの少なくとも１つの
特性を修飾することができるポリペプチドである。この酵素は、ポリヌクレオチドを切断
して個々のヌクレオチドまたはより短いヌクレオチド鎖、例えばジもしくはトリヌクレオ
チドを形成することによって、ポリヌクレオチドを修飾することがある。この酵素は、ポ
リヌクレオチドを配向させることによって、または特定の位置に移動させることによって
、ポリヌクレオチドを修飾することがある。ポリヌクレオチドハンドリング酵素は、ポリ
ヌクレオチドに結合することができ、かつポアに対する、例えばポアを通る、その移動を
制御することができるのであれば、酵素活性を示す必要はない。例えば、酵素は、その酵
素活性を除去するように修飾されることもあり、または酵素として作用することを妨げる
条件下で使用されることもある。そのような条件は、下でより詳細に論じる。
【００９１】
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、好ましくは核酸分解酵素に由来
する。酵素は、より好ましくは、酵素分類（ＥＣ）群３．１．１１、３．１．１３、３．
１．１４、３．１．１５、３．１．１６、３．１．２１、３．１．２２、３．１．２５、
３．１．２６、３．１．２７、３．１．３０および３．１．３１のいずれかのメンバーに
由来する。酵素は、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ１０／０００１３３（ＷＯ２０１０／０８
６６０３として公開された）に開示されているもののいずれかであってもよい。
【００９２】
　好ましい酵素は、ポリメラーゼ、エキソヌクレアーゼ、ヘリカーゼおよびトポイソメラ
ーゼ、例えばジャイレース、および逆転写酵素である。好適な酵素としては、大腸菌（E.
 coli）からのエキソヌクレアーゼＩ（配列番号１１）、大腸菌（E. coli）からのエキソ
ヌクレアーゼＩＩＩ酵素（配列番号１３）、サーマス・サーモフィラス（T. thermophilu
s）からのＲｅｃＪ（配列番号１５）、およびバクテリオファージλエキソヌクレアーゼ
（配列番号１７）、ＴａｔＤエキソヌクレアーゼならびにこれらの変異体が挙げられるが
、それらに限定されない。配列番号１５で示される配列またはその変異体を含む３つのサ
ブユニットは相互作用して三量体エキソヌクレアーゼを形成する。ポリメラーゼは、Ｐｙ
ｒｏＰｈａｇｅ（登録商標）３１７３　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｌｕｃｉｇｅｎ（登録商標
）Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎから市販されている）、ＳＤポリメラーゼ（Ｂｉｏｒｏｎ（登
録商標）から市販されている）、ＮＥＢからのクレノウ、またはそれらの変異体であるこ
とがある。酵素は、好ましくはＰｈｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ（配列番号９）またはそ
の変異体である。Ｐｈｉ２９の好ましいバージョンは、下でより詳細に論じる。本発明に
おいて使用してもよいＰｈｉ２９ポリメラーゼの修飾バージョンは下で論じており、米国
特許第５，５７６，２０４号において開示されている。トポイソメラーゼは、好ましくは
、部分分類（ＥＣ）群５．９９．１．２および５．９９．１．３のいずれかのメンバーで
ある。逆転写酵素は、ＲＮＡテンプレートからのｃＤＮＡの形成を触媒することができる
酵素である。それらは、例えば、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（登録商標）
およびＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（登録商標）から市販されている。
【００９３】
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　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、好ましくはヘリカーゼに由来す
る。ヘリカーゼは、少なくとも２つの活性動作モード（ヘリカーゼに、移動を助長するた
めのすべての必要成分、例えばＡＴＰおよびＭｇ２＋が備わっている場合）および１つの
不活性動作モード（ヘリカーゼに移動を助長するための必要成分が備わっていない場合、
またはヘリカーゼが、移動を防止もしくは妨害するように修飾されている場合）でポリヌ
クレオチドの移動を制御することができる。移動を助長するためのすべての必要成分が備
わっている場合、ヘリカーゼは、ポリヌクレオチドに沿って（ヘリカーゼに依存して）５
’から３’または３’から５’方向に移動するが、ポア内でのポリヌクレオチドの配向（
ポリヌクレオチドのいずれの末端がポアによって捕捉されるのかに依存する）は、ヘリカ
ーゼを使用して、印加された場に逆らってポアから外にポリヌクレオチドを移動させるこ
とができる、または印加された場に伴ってポアの中にポリヌクレオチドを移動させること
ができることを意味する。ヘリカーゼが目指して移動するポリヌクレオチドの末端がポア
によって捕捉されると、ヘリカーゼは、印加された電位の結果として生じる場の方向とは
反対に働き、通り抜けるポリヌクレオチドをポアの外に引き出し、シスチャンバーに引き
入れる。しかし、ヘリカーゼが遠ざかるように移動する末端がポアの中に捕捉されると、
ヘリカーゼは、印加された電位の結果として生じる場の方向に伴って働き、通り抜けるポ
リヌクレオチドをポアの中に、そしてトランスチャンバーの中に押し込む。
【００９４】
　ヘリカーゼに移動を助長するための必要成分が備わっていない場合、ヘリカーゼはポリ
ヌクレオチドと結合して、印加された電位の結果として生じる場によってポリヌクレオチ
ドがポアの中に引き入れられるときにポリヌクレオチドの移動を遅速させるブレーキとし
て作用することができる。不活性モードでは、ポリヌクレオチドのいずれの末端が捕捉さ
れるかは問題にならず、ヘリカーゼがブレーキとして作用してポリヌクレオチドをポアの
トランス側に引き入れる、印加される場が問題になる。不活性モードの場合、ヘリカーゼ
によるポリヌクレオチドの移動制御は、漸減、スライドおよび制動をはじめとするいくつ
かの方法で説明することができる。
【００９５】
　本発明の特性評価方法において、１つまたは複数のヘリカーゼは、印加された電位の結
果として生じる場に伴ってポアに対する、例えばポアを通る、標的ポリヌクレオチドの移
動を好ましくは制御する。１つの好ましい実施形態において、１つまたは複数のヘリカー
ゼは活性モードで使用され、１つまたは複数のヘリカーゼが遠ざかるように移動する末端
がポアによって捕捉され、その結果、１つまたは複数のヘリカーゼは、印加された電位の
結果として生じる場に伴って働き、ポリヌクレオチドをポアに対して押す、例えばポアの
中を押し通す。１つまたは複数のヘリカーゼが５’から３’方向に移動する場合、ポリヌ
クレオチドの５’末端は、好ましくはポアによって捕捉される。そのような実施形態にお
いて、１つまたは複数のヘリカーゼは、ポリヌクレオチドに沿って５’から３’方向に移
動する。１つまたは複数のヘリカーゼが３’から５’方向に移動する場合、ポリヌクレオ
チドの３’末端は、好ましくはポアによって捕捉される。そのような実施形態において、
１つまたは複数のヘリカーゼは、ポリヌクレオチドに沿って３’から５’方向に移動する
。
【００９６】
　特性評価方法の別の好ましい実施形態において、１つまたは複数のヘリカーゼは、印加
された場がポリヌクレオチドをポアに対して、例えばポアを通して、引っ張り、１つまた
は複数のヘリカーゼがブレーキとして作用するような不活性モードで使用される。別の好
ましい実施形態において、１つまたは複数のヘリカーゼは、ポリヌクレオチド結合能力を
保持するが、ヘリカーゼ活性（すなわち、ポリヌクレオチドに沿って能動的に移動する能
力）を欠き、したがって、印加された場がポリヌクレオチドをポアに対して、例えばポア
を通して、引っ張り、該１つまたは複数のヘリカーゼがブレーキとして作用するように、
修飾される。本発明の方法において、１つまたは複数のヘリカーゼは、印加された電位の
結果として生じる場に伴ってポアに対する、例えばポアを通る、ポリヌクレオチドの移動
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を好ましくは遅速または制動する。いずれの場合も、１つまたは複数のヘリカーゼは、概
して大き過ぎてポアに対して、例えばポアを通って、移動することができず、ポアは、印
加された電位の結果として生じる場に伴ってポリヌクレオチドがポアに対して、例えばポ
アを通って、移動するとき、そのポリヌクレオチドに沿って１つまたは複数のヘリカーゼ
を押す。
【００９７】
　１つまたは複数のヘリカーゼを使用する特性評価方法におけるいずれのステップも、遊
離ヌクレオチドまたは遊離ヌクレオチド類似体と、１つまたは複数のヘリカーゼの作用を
助長する酵素補因子との存在下で、概して行われる。遊離ヌクレオチドは、上で論じた個
々のヌクレオチドのいずれか１つまたは複数であってもよい。遊離ヌクレオチドとしては
、アデノシン一リン酸（ＡＭＰ）、アデノシン二リン酸（ＡＤＰ）、アデノシン三リン酸
（ＡＴＰ）、グアノシン一リン酸（ＧＭＰ）、グアノシン二リン酸（ＧＤＰ）、グアノシ
ン三リン酸（ＧＴＰ）、チミジン一リン酸（ＴＭＰ）、チミジン二リン酸（ＴＤＰ）、チ
ミジン三リン酸（ＴＴＰ）、ウリジン一リン酸（ＵＭＰ）、ウリジン二リン酸（ＵＤＰ）
、ウリジン三リン酸（ＵＴＰ）、シチジン一リン酸（ＣＭＰ）、シチジン二リン酸（ＣＤ
Ｐ）、シチジン三リン酸（ＣＴＰ）、環状アデノシン一リン酸（ｃＡＭＰ）、環状グアノ
シン一リン酸（ｃＧＭＰ）、デオキシアデノシン一リン酸（ｄＡＭＰ）、デオキシアデノ
シン二リン酸（ｄＡＤＰ）、デオキシアデノシン三リン酸（ｄＡＴＰ）、デオキシグアノ
シン一リン酸（ｄＧＭＰ）、デオキシグアノシン二リン酸（ｄＧＤＰ）、デオキシグアノ
シン三リン酸（ｄＧＴＰ）、デオキシチミジン一リン酸（ｄＴＭＰ）、デオキシチミジン
二リン酸（ｄＴＤＰ）、デオキシチミジン三リン酸（ｄＴＴＰ）、デオキシウリジン一リ
ン酸（ｄＵＭＰ）、デオキシウリジン二リン酸（ｄＵＤＰ）、デオキシウリジン三リン酸
（ｄＵＴＰ）、デオキシシチジン一リン酸（ｄＣＭＰ）、デオキシシチジン二リン酸（ｄ
ＣＤＰ）およびデオキシシチジン三リン酸（ｄＣＴＰ）が挙げられるが、これらに限定さ
れない。遊離ヌクレオチドは、好ましくは、ＡＭＰ、ＴＭＰ、ＧＭＰ、ＣＭＰ、ＵＭＰ、
ｄＡＭＰ、ｄＴＭＰ、ｄＧＭＰまたはｄＣＭＰから選択される。遊離ヌクレオチドは、好
ましくはアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）である。酵素補因子は、構築物を機能させる因子
である。酵素補因子は、好ましくは二価金属カチオンである。二価金属カチオンは、好ま
しくは、Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋またはＣｏ２＋である。酵素補因子は、最も好ま
しくはＭｇ２＋である。
【００９８】
　いずれのヘリカーゼを本発明において使用してもよい。ヘリカーゼは、Ｈｅｌ３０８ヘ
リカーゼ、ＲｅｃＤヘリカーゼ、例えばＴｒａＩヘリカーゼもしくはＴｒｗＣヘリカーゼ
、ＸＰＤヘリカーゼ、またはＤｄａヘリカーゼであってもよく、あるいはこれらのヘリカ
ーゼに由来してもよい。ヘリカーゼは、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ２０１２／０５２５７
９（ＷＯ２０１３／０５７４９５として公開された）、ＰＣＴ／ＧＢ２０１２／０５３２
７４（ＷＯ２０１３／０９８５６２として公開された）、ＰＣＴ／ＧＢ２０１２／０５３
２７３（ＷＯ２０１３０９８５６１として公開された）、ＰＣＴ／ＧＢ２０１３／０５１
９２５（ＷＯ２０１４／０１３２６０として公開された）、ＰＣＴ／ＧＢ２０１３／０５
１９２４（ＷＯ２０１４／０１３２５９として公開された）およびＰＣＴ／ＧＢ２０１３
／０５１９２８（ＷＯ２０１４／０１３２６２として公開された）に、ならびに国際出願
番号ＰＣＴ／ＧＢ２０１４／０５２７３６に開示されている、ヘリカーゼ、修飾ヘリカー
ゼまたはヘリカーゼ構築物のいずれであってもよい。
【００９９】
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、ヘリカーゼ、例えば、Ｈｅｌ３
０８　Ｍｂｕ（配列番号１８）、Ｈｅｌ３０８　Ｃｓｙ（配列番号１９）、Ｈｅｌ３０８
　Ｔｇａ（配列番号２０）、Ｈｅｌ３０８　Ｍｈｕ（配列番号２１）、ＴｒａＩ　Ｅｃｏ
（配列番号２２）、ＸＰＤ　Ｍｂｕ（配列番号２３）またはその変異体に由来しうる。１
つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、配列番号２５（Ｔｒｗｃ　Ｃｂａ）
で示される配列もしくはその変異体、配列番号１８（Ｈｅｌ３０８　Ｍｂｕ）で示される
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配列もしくはその変異体、または配列番号２４（Ｄｄａ）で示される配列もしくはその変
異体を好ましくは含む。変異体は、ヘリカーゼまたは膜貫通ポアについて下で論じる点の
いずれかにおいてネイティブ配列と異なることがある。
【０１００】
　配列番号２４の好ましい変異体は、（ａ）Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ、（ｂ）Ｅ９４Ｃ／Ａ
３６０Ｃおよび次いで（ΔＭ１）Ｇ１Ｇ２（すなわち、Ｍ１の欠失、次いでＧ１およびＧ
２付加）、（ｃ）Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａまたは（ｄ）Ｅ９４Ｃ
／Ａ３６０Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａおよび次いで（ΔＭ１）Ｇ１Ｇ２（すなわち、Ｍ
１の欠失、次いでＧ１およびＧ２付加）を含む（またはこれらのみを含む）。
【０１０１】
　配列番号２４の他の好ましい変異体は、Ｗ３７８Ａを含む。配列番号２４の好ましい変
異体は、（ａ）Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ／Ｗ３７８Ａ、（ｂ）Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ／Ｗ３
７８Ａおよび次いで（ΔＭ１）Ｇ１Ｇ２（すなわち、Ｍ１の欠失、次いでＧ１およびＧ２
付加）、（ｃ）Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ｗ３７８Ａまたは（ｄ
）Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ｗ３７８Ａおよび次いで（ΔＭ１）
Ｇ１Ｇ２（すなわち、Ｍ１の欠失、次いでＧ１およびＧ２付加）を含む（またはこれらの
みを含む）。
【０１０２】
　配列番号２５の好ましい変異体は、（ａ）Ｑ５９４Ａ、（ｂ）Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ
／Ｋ７６２Ｃ、（ｃ）Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ａ７７９Ｃ、（ｄ）Ｑ３４６Ｃ／Ｑ５９
４Ａ／Ａ７７９Ｃ、（ｅ）Ｑ３４６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ａ７８３Ｃ、（ｆ）Ｄ４１１／Ｑ５
９４Ａ／Ａ７８３Ｃ、（ｇ）Ｑ５９４Ａ／Ｒ３５３Ｃ／Ｅ７２２Ｃ、（ｈ）Ｑ５９４Ａ／
Ｑ３５７Ｃ／Ｔ７２０Ｃ、（ｉ）Ｑ５９４Ａ／Ｒ３５８Ｃ／Ｔ７２０Ｃ、（ｊ）Ｑ５９４
Ａ／Ｈ３５４Ｃ／Ｔ７２０Ｃ、（ｋ）Ｑ５９４Ａ／Ｆ３７４Ｃ／Ｅ７２２Ｃまたは（ｌ）
Ｑ５９４Ａ／Ｓ３５０Ｃ／Ｅ７２２Ｃを含む（またはこれらのみを含む）。（ａ）から（
ｌ）のいずれも、さらに、および次いで、（ΔＭ１）Ｇ１Ｇ２（すなわち、Ｍ１の欠失、
次いでＧ１およびＧ２付加）を含むことがある。他の好ましい変異体は、上で論じている
。
【０１０３】
　１つまたは複数のヘリカーゼは、少なくとも１つの立体構造でポリヌクレオチドがそこ
を通ってヘリカーゼから解離することができるポリヌクレオチド結合ドメイン内の開口の
サイズを低減させるように、好ましくは修飾されている。１つまたは複数のヘリカーゼは
、少なくとも１つの立体構造でポリヌクレオチドがヘリカーゼから解離することができる
ポリヌクレオチド結合ドメイン内の開口を閉じるように、好ましくは修飾される。このこ
とは、ＷＯ２０１４／０１３２６０およびＰＣＴ／ＧＢ２０１４／０５２７３６において
開示されている。ＷＯ２０１４／０１３２６０およびＰＣＴ／ＧＢ２０１４／０５２７３
６において開示されている修飾のいずれかを本発明で使用してもよい。
【０１０４】
　ポリヌクレオチドと結合するおよびポリヌクレオチドから解離するヘリカーゼの能力は
、当技術分野において公知の任意の方法を用いて判定することができる。好適な結合／解
離アッセイとしては、ネイティブポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）、蛍光偏
光測定、熱量測定および表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ、例えばＢｉａｃｏｒｅ（商標））
が挙げられるが、これらに限定されない。ポリヌクレオチドから解離するヘリカーゼの能
力は、もちろん、ヘリカーゼがポリヌクレオチドの移動を制御することができる時間を測
定することによって判定することができる。この能力は、当技術分野において公知のいず
れの方法を用いて判定してもよい。ポリヌクレオチドの移動を制御するヘリカーゼの能力
は、下記のものなどのナノポア系で概してアッセイされる。ポリヌクレオチドの移動を制
御するヘリカーゼの能力は、実施例で説明するように判定することができる。
【０１０５】
　ＰＣＴ／ＧＢ２０１４／０５２７３６において開示されているように、本発明において
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使用されるヘリカーゼは、少なくとも１つのシステイン残基および／または少なくとも１
つの非天然アミノ酸がフックドメインおよび／または２Ａ（ＲｅｃＡ様モーター）ドメイ
ンに導入されたＤｄａヘリカーゼであって、ポリヌクレオチドの移動を制御するその能力
を保持するヘリカーゼであってもよい。いずれの数のシステイン残基および／または非天
然アミノ酸を各ドメインに導入してもよい。例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０以上のシステイン残基を導入してもよく、および／または１、２、３、４、５、
６、７、８、９、１０以上の非天然アミノ酸を導入してもよい。１つまたは複数のシステ
イン残基のみを導入してもよい。１つまたは複数の非天然アミノ酸のみを導入してもよい
。１つまたは複数のシステイン残基と１つまたは複数の非天然アミノ酸の組み合わせを導
入してもよい。少なくとも１つのシステイン残基および／または少なくとも１つの非天然
アミノ酸は、好ましくは置換によって導入される。この導入を行う方法は、当技術分野に
おいて公知である。これらのＤｄａ修飾は、ヘリカーゼがポリヌクレオチドと結合するこ
とを妨げない。これらの修飾は、ヘリカーゼから解離または離脱するポリヌクレオチドの
能力を減少させる。言い換えると、１つまたは複数の修飾は、ポリヌクレオチド鎖からの
解離を妨げることによってＤｄａヘリカーゼの処理能力を増加させる。酵素の熱安定性も
、鎖シークエンシングに有益である改善された構造安定性をその酵素にもたらす１つまた
は複数の修飾によって、概して増加される。非天然アミノ酸は、Ｄｄａヘリカーゼ中で天
然に見いだされないアミノ酸である。非天然アミノ酸は、好ましくは、ヒスチジン、アラ
ニン、イソロイシン、アルギニン、ロイシン、アスパラギン、リシン、アスパラギン酸、
メチオニン、システイン、フェニルアラニン、グルタミン酸、トレオニン、グルタミン、
トリプトファン、グリシン、バリン、プロリン、セリンまたはチロシンではない。非天然
アミノ酸は、より好ましくは、前文における２０のアミノ酸のいずれでもなく、セレノシ
ステインでもない。
【０１０６】
　本発明において使用するための好ましい非天然アミノ酸としては、４－アジド－Ｌ－フ
ェニルアラニン（Ｆａｚ）、４－アセチル－Ｌ－フェニルアラニン、３－アセチル－Ｌ－
フェニルアラニン、４－アセトアセチル－Ｌ－フェニルアラニン、Ｏ－アリル－Ｌ－チロ
シン、３－（フェニルセラニル）－Ｌ－アラニン、Ｏ－２－プロピン－１－イル－Ｌ－チ
ロシン、４－（ジヒドロキシボリル）－Ｌ－フェニルアラニン、４－［（エチルスルファ
ニル）カルボニル］－Ｌ－フェニルアラニン、（２Ｓ）－２－アミノ－３－｛４－［（プ
ロパン－２－イルスルファニル）カルボニル］フェニル｝プロパン酸、（２Ｓ）－２－ア
ミノ－３－｛４－［（２－アミノ－３－スルファニルプロパノイル）アミノ］フェニル｝
プロパン酸、Ｏ－メチル－Ｌ－チロシン、４－アミノ－Ｌ－フェニルアラニン、４－シア
ノ－Ｌ－フェニルアラニン、３－シアノ－Ｌ－フェニルアラニン、４－フルオロ－Ｌ－フ
ェニルアラニン、４－ヨード－Ｌ－フェニルアラニン、４－ブロモ－Ｌ－フェニルアラニ
ン、Ｏ－（トリフルオロメチル）チロシン、４－ニトロ－Ｌ－フェニルアラニン、３－ヒ
ドロキシ－Ｌ－チロシン、３－アミノ－Ｌ－チロシン、３－ヨード－Ｌ－チロシン、４－
イソプロピル－Ｌ－フェニルアラニン、３－（２－ナフチル）－Ｌ－アラニン、４－フェ
ニル－Ｌ－フェニルアラニン、（２Ｓ）－２－アミノ－３－（ナフタレン－２－イルアミ
ノ）プロパン酸、６－（メチルスルファニル）ノルロイシン、６－オキソ－Ｌ－リシン、
Ｄ－チロシン、（２Ｒ）－２－ヒドロキシ－３－（４－ヒドロキシフェニル）プロパン酸
、（２Ｒ）－２－アンモニオオクタノエート３－（２，２’－ビピリジン－５－イル）－
Ｄ－アラニン、２－アミノ－３－（８－ヒドロキシ－３－キノリル）プロパン酸、４－ベ
ンゾイル－Ｌ－フェニルアラニン、Ｓ－（２－ニトロベンジル）システイン、（２Ｒ）－
２－アミノ－３－［（２－ニトロベンジル）スルファニル］プロパン酸、（２Ｓ）－２－
アミノ－３－［（２－ニトロベンジル）オキシ］プロパン酸、Ｏ－（４，５－ジメトキシ
－２－ニトロベンジル）－Ｌ－セリン、（２Ｓ）－２－アミノ－６－（｛［（２－ニトロ
ベンジル）オキシ］カルボニル｝アミノ）ヘキサン酸、Ｏ－（２－ニトロベンジル）－Ｌ
－チロシン、２－ニトロフェニルアラニン、４－［（Ｅ）－フェニルジアゼニル］－Ｌ－
フェニルアラニン、４－［３－（トリフルオロメチル）－３Ｈ－ジアジレン－３－イル］
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－Ｄ－フェニルアラニン、２－アミノ－３－［［５－（ジメチルアミノ）－１－ナフチル
］スルホニルアミノ］プロパン酸、（２Ｓ）－２－アミノ－４－（７－ヒドロキシ－２－
オキソ－２Ｈ－クロメン－４－イル）ブタン酸、（２Ｓ）－３－［（６－アセチルナフタ
レン－２－イル）アミノ］－２－アミノプロパン酸、４－（カルボキシメチル）フェニル
アラニン、３－ニトロ－Ｌ－チロシン、Ｏ－スルホ－Ｌ－チロシン、（２Ｒ）－６－アセ
トアミド－２－アンモニオヘキサノエート、１－メチルヒスチジン、２－アミノノナン酸
、２－アミノデカン酸、Ｌ－ホモシステイン、５－スルファニルノルバリン、６－スルフ
ァニル－Ｌ－ノルロイシン、５－（メチルスルファニル）－Ｌ－ノルバリン、Ｎ６－｛［
（２Ｒ，３Ｒ）－３－メチル－３，４－ジヒドロ－２Ｈ－ピロール－２－イル］カルボニ
ル｝－Ｌ－リシン、Ｎ６－［（ベンジルオキシ）カルボニル］リシン、（２Ｓ）－２－ア
ミノ－６－［（シクロペンチルカルボニル）アミノ］ヘキサン酸、Ｎ６－［（シクロペン
チルオキシ）カルボニル］－Ｌ－リシン、（２Ｓ）－２－アミノ－６－｛［（２Ｒ）－テ
トラヒドロフラン－２－イルカルボニル］アミノ｝ヘキサン酸、（２Ｓ）－２－アミノ－
８－［（２Ｒ，３Ｓ）－３－エチニルテトラヒドロフラン－２－イル］－８－オキソオク
タン酸、Ｎ６－（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）－Ｌ－リシン、（２Ｓ）－２－ヒドロ
キシ－６－（｛［（２－メチル－２－プロパニル）オキシ］カルボニル｝アミノ）ヘキサ
ン酸、Ｎ６－［（アリルオキシ）カルボニル］リシン、（２Ｓ）－２－アミノ－６－（｛
［（２－アジドベンジル）オキシ］カルボニル｝アミノ）ヘキサン酸、Ｎ６－Ｌ－プロリ
ル－Ｌ－リシン、（２Ｓ）－２－アミノ－６－｛［（プロパ－２－イン－１－イルオキシ
）カルボニル］アミノ｝ヘキサン酸およびＮ６－［（２－アジドエトキシ）カルボニル］
－Ｌ－リシンが挙げられるが、これらに限定されない。最も好ましい非天然アミノ酸は、
４－アジド－Ｌ－フェニルアラニン（Ｆａｚ）である。
【０１０７】
　本発明において使用されるヘリカーゼは、少なくとも１つのシステイン残基および／ま
たは少なくとも１つの非天然アミノ酸が（ｉ）タワードメイン（残基Ｄ２６０～Ｐ２７４
およびＮ２９２～Ａ３８９）および／または（ｉｉ）ピンドメイン（残基Ｋ８６～Ｅ１０
２）および／または（ｉｉｉ）１Ａドメイン（残基Ｍ１～Ｌ８５およびＶ１０３～Ｋ１７
７）に導入された、配列番号２４の変異体を好ましくは含む。少なくとも１つのシステイ
ン残基および／または少なくとも１つの非天然アミノ酸は、タワードメインの残基Ｎ２９
２～Ａ３８９に好ましくは導入される。
【０１０８】
　配列番号２４および２５への少なくとも２つのシステインの導入は、上で論じたように
、ヘリカーゼのポリヌクレオチド結合ドメイン内の開口のサイズを低減させる、またはそ
の開口を閉じる。
【０１０９】
　本発明において使用するための好ましいヘリカーゼ構築物は、国際出願番号ＰＣＴ／Ｇ
Ｂ２０１３／０５１９２５（ＷＯ２０１４／０１３２６０として公開された）、ＰＣＴ／
ＧＢ２０１３／０５１９２４（ＷＯ２０１４／０１３２５９として公開された）およびＰ
ＣＴ／ＧＢ２０１３／０５１９２８（ＷＯ２０１４／０１３２６２として公開された）に
、ならびに２０１３年１０月１８日に出願された英国出願第１３１８４６４．３号に記載
されている。
【０１１０】
　配列番号９、１１、１３、１５、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４ま
たは２５の変異体は、配列番号９、１１、１３、１５、１７、１８、１９、２０、２１、
２２、２３、２４または２５のものとは異なるアミノ酸配列を有する酵素であって、ポリ
ヌクレオチド結合能力を保持する酵素である。この能力は、当技術分野において公知の任
意の方法を用いて測定することができる。例えば、変異体をポリヌクレオチドと接触させ
ることができ、ポリヌクレオチドと結合するおよびポリヌクレオチドに沿って移動するそ
の能力を測定することができる。変異体は、ポリヌクレオチドの結合を助長するならびに
／または高い塩濃度および／もしくは室温でその活性を助長する修飾を含むことがある。
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変異体は、ポリヌクレオチドに結合する（すなわち、ポリヌクレオチド結合能力を保持す
る）が、酵素として機能しないように修飾されることがある。例えば、ヘリカーゼの変異
体は、ポリヌクレオチドに結合する（すなわち、ポリヌクレオチド結合能力を保持する）
が、ヘリカーゼとして機能しない（すなわち、移動を助長するためのすべての必要成分、
例えばＡＴＰおよびＭｇ２＋が備わっているときにポリヌクレオチドに沿って移動しない
）ように修飾されることがある。そのような修飾は、当技術分野において公知である。例
えば、ヘリカーゼ中のＭｇ２＋結合ドメインの修飾は、ヘリカーゼとして機能しない変異
体を概してもたらす。これらのタイプの変異体は、分子ブレーキとして作用することがあ
る。好ましい分子ブレーキは、ＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｑ５９４Ａ（突然変異Ｑ５９４Ａを有
する配列番号２５）である。他のものは、配列番号２５に関して上で論じている。この変
異体は、ヘリカーゼとして機能しない（すなわち、ポリヌクレオチドと結合するが、移動
を助長するためのすべての必要成分、例えばＡＴＰおよびＭｇ２＋が備わっているときに
ポリヌクレオチドに沿って移動しない）。１つまたは複数の分子ブレーキヘリカーゼを、
上で論じた任意の方向および／またはモードで使用することができる。
【０１１１】
　配列番号９、１１、１３、１５、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４ま
たは２５のアミノ酸配列の全長にわたって、変異体は、好ましくは、アミノ酸同一性に基
づきその配列と少なくとも５０％相同であることになる。より好ましくは、変異体ポリペ
プチドは、アミノ酸同一性に基づき、配列全体にわたって配列番号９、１１、１３、１５
、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４または２５のアミノ酸配列と少なく
とも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５
％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、より好ましくは少なくと
も９５％、９７％または９９％相同であることがある。２００以上、例えば２３０、２５
０、２７０、２８０、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００または
１０００以上の連続するアミノ酸のストレッチにわたって、少なくとも８０％、例えば少
なくとも８５％、９０％または９５％のアミノ酸同一性（「確かな相同性（hard homolog
y）」）があることがある。相同性は、上で記載したように判定される。変異体は、下の
配列番号２および４に関しては、上で論じた点のいずれかにおいて野生型配列とは異なる
ことがある。
【０１１２】
　２つ以上のポリヌクレオチド結合タンパク質が使用される場合、それらは同じであって
もよく、または異なってもよい。上で論じたタンパク質のいずれの組み合わせを使用して
もよい。例えば、２つ以上のタンパク質は、ヘリカーゼなどの同じタンパク質の異なる変
異体であってもよい。２つ以上のポリヌクレオチド結合タンパク質は、１つまたは複数の
ヘリカーゼおよび１つまたは複数のポリメラーゼを好ましくは含む。
【０１１３】
　２つ以上のポリヌクレオチド結合タンパク質が使用される場合、それらは互いに付着さ
れることがある。２つ以上のポリヌクレオチド結合タンパク質は、互いに共有結合で付着
されることがある。ポリヌクレオチド結合タンパク質はいずれの順序で、およびいずれの
方法を用いて付着させてもよい。本発明において使用するための好ましいヘリカーゼ構築
物は、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ２０１３／０５１９２５（ＷＯ２０１４／０１３２６０
として公開された）、ＰＣＴ／ＧＢ２０１３／０５１９２４（ＷＯ２０１４／０１３２５
９として公開された）およびＰＣＴ／ＧＢ２０１３／０５１９２８（ＷＯ２０１４／０１
３２６２として公開された）に、ならびに２０１３年１０月１８日に出願された英国出願
第１３１８４６４．３号に記載されている。
【０１１４】
　２つ以上のポリヌクレオチド結合タンパク質が使用される場合、それらは、好ましくは
、ポリヌクレオチドによる以外に互いに付着していない。２つ以上のポリヌクレオチド結
合タンパク質は、より好ましくは、互いに共有結合で付着していない。
【０１１５】
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１つまたは複数のヘリカーゼおよび１つまたは複数の分子ブレーキ
　場合によっては、本発明の特性評価方法は、１つまたは複数のヘリカーゼおよび１つま
たは複数の分子ブレーキの使用に関わることがある。標的ポリヌクレオチドをポアと接触
させるとき、１つまたは複数のヘリカーゼと１つまたは複数の分子ブレーキを一緒にし、
両方がポリヌクレオチドのポアに対する、例えばポアを通る、移動を制御する。
【０１１６】
　１つまたは複数のヘリカーゼは、上で論じたもののいずれであってもよい。１つまたは
複数の分子ブレーキは、ポリヌクレオチドと結合してそのポリヌクレオチドのポアに対す
る、例えばポアを通る、移動を遅速させるいずれの化合物または分子であってもよい。１
つまたは複数の分子ブレーキは、ポリヌクレオチドと結合する１つまたは複数の化合物を
好ましくは含む。１つまたは複数の化合物は、好ましくは、１つまたは複数の大環状分子
である。好適な大環状分子としては、シクロデキストリン、カリックスアレーン、環状ペ
プチド、クラウンエーテル、ククルビツリル、ピラーアレーン、これらの誘導体またはそ
れら組み合わせが挙げられるが、それらに限定されない。シクロデキストリンまたはその
誘導体は、Eliseev, A. V., and Schneider, H-J. (1994) J. Am. Chem.Soc.116, 6081-6
088に開示されているもののいずれであってもよい。この作用物質は、より好ましくは、
ヘプタキス－６－アミノ－β－シクロデキストリン（ａｍ７－βＣＤ）、６－モノデオキ
シ－６－モノアミノ－β－シクロデキストリン（ａｍ１－βＣＤ）またはヘプタキス－（
６－デオキシ－６－グアニジノ）－シクロデキストリン（ｇｕ７－βＣＤ）である。
【０１１７】
　１つまたは複数の分子ブレーキは、好ましくは、１つまたは複数の一本鎖結合タンパク
質（ＳＳＢ）である。１つまたは複数の分子ブレーキは、より好ましくは、正味負電荷を
有さないカルボキシ末端（Ｃ末端）領域を含む一本鎖結合タンパク質（ＳＳＢ）、または
（ｉｉ）そのＣ末端領域にＣ末端領域の正味負電荷を減少させる１つもしくは複数の修飾
を含む修飾ＳＳＢである。１つまたは複数の分子ブレーキは、最も好ましくは、国際出願
番号ＰＣＴ／ＧＢ２０１３／０５１９２４（ＷＯ２０１４／０１３２５９として公開され
た）に開示されているＳＳＢのいずれかである。
【０１１８】
　１つまたは複数の分子ブレーキは、好ましくは、１つまたは複数のポリヌクレオチド結
合タンパク質である。ポリヌクレオチド結合タンパク質は、ポリヌクレオチドと結合する
ことができ、かつポアに対する、例えばポアを通る、その移動を制御することができる、
いずれのタンパク質であってもよい。当技術分野においてタンパク質がポリヌクレオチド
と結合するか否かを判定することは容易である。タンパク質は、概して、ポリヌクレオチ
ドと相互作用し、ポリヌクレオチドの少なくとも１つの特性を修飾する。タンパク質は、
ポリヌクレオチドを切断して個々のヌクレオチドまたはより短いヌクレオチド鎖、例えば
ジもしくはトリヌクレオチドを形成することによって、ポリヌクレオチドを修飾すること
がある。その部分は、ポリヌクレオチドを配向させることによって、または特定の位置に
移動させること、すなわち、その移動を制御することによって、ポリヌクレオチドを修飾
することがある。
【０１１９】
　ポリヌクレオチド結合タンパク質は、好ましくは、ポリヌクレオチドハンドリング酵素
に由来する。１つまたは複数の分子ブレーキは、上で論じたポリヌクレオチドハンドリン
グ酵素のいずれかに由来することがある。分子ブレーキとして作用するＰｈｉ２９ポリメ
ラーゼ（配列番号９）の修飾バージョンは、米国特許第５，５７６，２０４号において開
示されている。分子ブレーキとして作用するＰｈｉ２９ポリメラーゼ（配列番号９）の修
飾バージョンは、下で開示される。１つまたは複数の分子ブレーキは、好ましくはヘリカ
ーゼに由来する。
【０１２０】
　ヘリカーゼに由来するいずれの数の分子ブレーキを使用してもよい。例えば、１、２、
３、４、５、６、７、８、９、１０以上のヘリカーゼを分子ブレーキとして使用してもよ
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い。２つ以上のヘリカーゼが分子ブレーキとして使用される場合、その２つ以上のヘリカ
ーゼは、概して同じヘリカーゼである。２つ以上のヘリカーゼは、異なるヘリカーゼであ
ってもよい。
【０１２１】
　２つ以上のヘリカーゼは、上で言及したヘリカーゼの任意の組み合わせであってもよい
。２つ以上のヘリカーゼは、２つ以上のＤｄａヘリカーゼであってもよい。２つ以上のヘ
リカーゼは、１つまたは複数のＤｄａヘリカーゼおよび１つまたは複数のＴｒｗＣヘリカ
ーゼであってもよい。２つ以上のヘリカーゼは、同じヘリカーゼの異なる変異体であって
もよい。
【０１２２】
　２つ以上のヘリカーゼは、好ましくは、互いに付着されている。２つ以上のヘリカーゼ
は、より好ましくは、互いに共有結合で付着されている。ヘリカーゼはいずれの順序で、
およびいずれの方法を用いて付着させてもよい。ヘリカーゼに由来する１つまたは複数の
分子ブレーキは、少なくとも１つの立体構造でポリヌクレオチドがヘリカーゼから解離す
ることができるポリヌクレオチド結合ドメイン内の開口のサイズを低減させるように、好
ましくは修飾される。これは、ＷＯ２０１４／０１３２６０において開示されている。
【０１２３】
　本発明において使用するための好ましいヘリカーゼ構築物は、国際出願番号ＰＣＴ／Ｇ
Ｂ２０１３／０５１９２５（ＷＯ２０１４／０１３２６０として公開された）、ＰＣＴ／
ＧＢ２０１３／０５１９２４（ＷＯ２０１４／０１３２５９として公開された）、ＰＣＴ
／ＧＢ２０１３／０５１９２８（ＷＯ２０１４／０１３２６２として公開された）および
ＰＣＴ／ＧＢ２０１４／０５２７３６に記載されている。
【０１２４】
　１つまたは複数のヘリカーゼが活性モードで使用される場合（すなわち、１つまたは複
数のヘリカーゼに移動を助長するためのすべての必要成分、例えばＡＴＰおよびＭｇ２＋

が備わっているとき）、１つまたは複数の分子ブレーキは、好ましくは、（ａ）不活性モ
ードで使用される（すなわち、移動を助長するための必要成分の不在下で使用される、も
しくは能動移動ができない）、（ｂ）該１つもしくは複数の分子ブレーキが１つもしくは
複数のヘリカーゼとは反対方向に移動する活性モードで使用される、または（ｃ）該１つ
もしくは複数の分子ブレーキが１つもしくは複数のヘリカーゼと同じ方向に、１つもしく
は複数のヘリカーゼより遅く移動する活性モードで使用される。
【０１２５】
　１つまたは複数のヘリカーゼが不活性モードで使用される場合（すなわち、１つまたは
複数のヘリカーゼに移動を助長するためのすべての必要成分、例えばＡＴＰおよびＭｇ２

＋が備わっていない、または能動移動できないとき）、１つまたは複数の分子ブレーキは
、好ましくは、（ａ）不活性モードで使用される（すなわち、移動を助長するための必要
成分の不在下で使用される、もしくは能動移動ができない）、または（ｂ）該１つもしく
は複数の分子ブレーキがポリヌクレオチドに沿って、ポリヌクレオチドと同じ方向にポア
に対して、例えばポアを通って移動する、活性モードで使用される。
【０１２６】
　１つまたは複数のヘリカーゼおよび１つまたは複数の分子ブレーキは、それらを一緒に
して両方がポリヌクレオチドのポアに対する、例えばポアを通る、移動を制御するように
、ポリヌクレオチドのいずれの位置に付着させてもよい。１つまたは複数のヘリカーゼお
よび１つまたは複数の分子ブレーキは、少なくとも１ヌクレオチド離れており、例えば、
少なくとも５、少なくとも１０、少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも５００
、少なくとも１０００、少なくとも５０００、少なくとも１０，０００、少なくとも５０
，０００ヌクレオチド以上離れている。方法が、一方の末端にＹアダプターおよび他方の
末端にヘアピンループアダプターなどの架橋部分アダプターが備わっている二本鎖ポリヌ
クレオチドの特性評価に関わる場合、１つまたは複数のヘリカーゼは好ましくはＹアダプ
ターに付着され、１つまたは複数の分子ブレーキは好ましくは架橋部分アダプターに付着
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される。この実施形態において、１つまたは複数の分子ブレーキは、好ましくは、ポリヌ
クレオチドに結合するがヘリカーゼとして機能しないように修飾されている１つまたは複
数のヘリカーゼである。Ｙアダプターに付着している１つまたは複数のヘリカーゼは、好
ましくは、下でより詳細に論じるようにスペーサーで停止される。架橋部分アダプターに
付着している１つまたは複数の分子ブレーキは、好ましくはスペーサーで停止されない。
１つまたは複数のヘリカーゼおよび１つまたは複数の分子ブレーキは、好ましくは、１つ
または複数のヘリカーゼが架橋部分に達したとき一緒にされる。１つまたは複数のヘリカ
ーゼは、Ｙアダプターをポリヌクレオチドに付着させる前にＹアダプターに付着させても
よく、またはＹアダプターをポリヌクレオチドに付着させた後にＹアダプターに付着させ
てもよい。１つまたは複数の分子ブレーキは、架橋部分アダプターをポリヌクレオチドに
付着させる前に架橋部分アダプターに付着させてもよく、または架橋部分アダプターをポ
リヌクレオチドに付着させた後に架橋部分アダプターに付着させてもよい。
【０１２７】
　１つまたは複数のヘリカーゼおよび１つまたは複数の分子ブレーキは、好ましくは、互
いに付着されない。１つまたは複数のヘリカーゼおよび１つまたは複数の分子ブレーキは
、より好ましくは、互いに共有結合で付着されない。１つまたは複数のヘリカーゼおよび
１つまたは複数の分子ブレーキは、好ましくは、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ２０１３／０
５１９２５（ＷＯ２０１４／０１３２６０として公開された）、ＰＣＴ／ＧＢ２０１３／
０５１９２４（ＷＯ２０１４／０１３２５９として公開された）およびＰＣＴ／ＧＢ２０
１３／０５１９２８（ＷＯ２０１４／０１３２６２として公開された）に、ならびに２０
１３年１０月１８日に出願された英国出願第１３１８４６４．３号に記載されているよう
に付着されない。
【０１２８】
１つまたは複数のポリメラーゼ
　本発明の方法は、好ましくは、１つまたは複数のポリメラーゼを標的ポリヌクレオチド
に付着させることに関わる。上または下で論じたポリメラーゼのいずれを使用してもよい
。例えば、ポリメラーゼは、上で定義したような配列番号９もしくは３１で示される配列
またはその変異体を含むことがある。
【０１２９】
　配列番号９の好ましい変異体としては、次の置換を含む変異体が挙げられるが、これら
に限定されない：（ａ）Ｇ４１０ＣおよびＰ５６２Ｃ、（ｂ）Ａ４１１ＣおよびＱ５６０
Ｃ、（ｃ）Ｋ４０２ＣおよびＩ９４Ｃ、（ｄ）Ａ４０６ＣおよびＥ７５Ｃ、ならびに（ｅ
）Ｌ４１２ＣおよびＱ５６０Ｃ。配列番号９へのこれらのシステインの導入は、ヘリカー
ゼについて上で論じたようにポリメラーゼのポリヌクレオチド結合ドメイン内の開口サイ
ズを低減させる、またはその開口を閉じる。（ａ）～（ｅ）の変異体を上で論じたような
分子ブレーキとして使用してもよい。
【０１３０】
　１つまたは複数のポリメラーゼを標的ポリヌクレオチド上に負荷したら、標的ポリヌク
レオチドをテンプレートとして使用してその／それらのポリメラーゼに１つまたは複数の
ポリヌクレオチドを形成させてもよい。これは、標的ポリヌクレオチドおよび１つまたは
複数のポリメラーゼを遊離ヌクレオチドの集団と、該標的ポリヌクレオチドをテンプレー
トとして使用して該ポリメラーゼが１つまたは複数のポリヌクレオチドを形成する条件下
で、接触させることを概して含む。好適な条件は、下で論じる。いずれの数のポリヌクレ
オチドが１つまたは複数のポリメラーゼによって形成されてもよい。１つまたは２つのポ
リヌクレオチドが好ましくは形成される。
【０１３１】
　遊離ヌクレオチドの集団は、上および下で論じたヌクレオチドのいずれを含んでもよい
。１つまたは複数のポリメラーゼによって形成される１つまたは複数のポリヌクレオチド
の性質は、集団中の遊離ヌクレオチドに依存することになる。１つまたは複数のポリメラ
ーゼは、標的ポリヌクレオチドと同じタイプの１つまたは複数のポリヌクレオチドを形成
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することがある。例えば、標的ポリヌクレオチドがＤＮＡである場合、本発明は、標的ポ
リヌクレオチドをテンプレートとして使用して１つまたは複数のポリメラーゼが１つまた
は複数のＤＮＡポリヌクレオチドを形成するように、遊離ＤＮＡヌクレオチド（すなわち
、デオキシアデノシン、デオキシグアノシン、チミジン、デオキシシチジンおよびデオキ
シメチルシチジンを含むヌクレオチド）の集団を使用することがある。１つまたは複数の
ポリメラーゼは、標的ポリヌクレオチドと異なるタイプの１つまたは複数のポリヌクレオ
チドを形成することがある。例えば、標的ポリヌクレオチドがＲＮＡである場合、本発明
は、標的ポリヌクレオチドをテンプレートとして使用して１つまたは複数のポリメラーゼ
が１つまたは複数のＤＮＡポリヌクレオチドを形成するように、遊離ＤＮＡヌクレオチド
の集団を使用することがある。１つまたは複数のポリメラーゼは、下でより詳細に論じる
ように、標的ポリヌクレオチドを修飾することがある。
【０１３２】
　プライマーまたは３’ヘアピンは、ポリメラーゼ伸長の核形成点として概して使用され
る。１つまたは複数のポリメラーゼを本明細書中で論じる方法のいずれかで標的ポリヌク
レオチドに付着させてもよい。１つまたは複数のポリメラーゼは、概して、１つまたは複
数の負荷部分、例えば、１つもしくは複数のＹアダプターおよび／または１つもしくは複
数の架橋部分アダプター（例えば１つもしくは複数のヘアピンループアダプター）と結合
した状態で供給される。
【０１３３】
　本発明の方法は、好ましくは、本発明に従って１つまたは複数のポリメラーゼを一本鎖
標的ポリヌクレオチドに付着させるステップと、標的ポリヌクレオチドをテンプレートと
して使用して１つまたは複数のポリメラーゼにポリヌクレオチドを形成させ、それによっ
て二本鎖ポリヌクレオチドを生成するステップとを含む。二本鎖ポリヌクレオチドは、標
的ポリヌクレオチド（テンプレート）と、１つまたは複数のポリメラーゼによって形成さ
れた相補ポリヌクレオチドとを含む。このようにして形成された二本鎖ポリヌクレオチド
の２本の鎖をヘアピンループアダプターなどの架橋部分アダプターと連結させてもよく、
二本鎖ポリヌクレオチドの両方の鎖を下で論じるように特性評価してもよい。
【０１３４】
　本発明は、特性評価用の標的ポリヌクレオチドを調製する方法を提供する。この方法は
、本発明を用いて１つまたは複数のポリメラーゼを標的ポリヌクレオチドに付着させるス
テップと、次いで、標的ポリヌクレオチドをテンプレートとして使用し、１つまたは複数
のポリメラーゼを使用して、１つまたは複数のさらなるポリヌクレオチドを生成するステ
ップとを含む。標的ポリヌクレオチドを補完するポリヌクレオチドの生成は、上で論じた
ようにその特性評価を助長する。
【０１３５】
　方法は、本発明に従って１つまたは複数のポリメラーゼを二本鎖標的ポリヌクレオチド
に付着させるステップと、標的ポリヌクレオチドの各鎖をテンプレートとして使用して１
つまたは複数のポリメラーゼに１つまたは複数のポリヌクレオチドを形成させるステップ
とを好ましくは含む。
【０１３６】
　好ましい実施形態において、二本鎖標的ポリヌクレオチドの２本の鎖は、一方の末端が
架橋部分アダプター（例えばヘアピンループアダプター）によって連結され、別の架橋部
分を含む負荷部分を使用して二本鎖標的ポリヌクレオチドの他方の末端に１つまたは複数
のポリメラーゼが付着される。負荷部分は、Ｙアダプターであってもよい。他の架橋部分
は、１つまたは複数のポリメラーゼが結合しているＹアダプターの鎖の末端にヘアピンル
ープによって概して形成される。負荷部分は、１つまたは複数のポリメラーゼが結合して
いる鎖とは反対の鎖と好ましくは結合している１つまたは複数のヘリカーゼを含むことが
ある。この実施形態において、１つまたは複数のポリメラーゼは、二本鎖構築物を生成す
ることになり、構築物の２本の鎖は、一方の末端が架橋部分によって連結され、構築物の
各鎖は、標的ポリヌクレオチドの１本の鎖と、１つまたは複数のポリメラーゼによって形
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成される相補ポリヌクレオチドとを含む。これを図１７に示す。二本鎖構築物の２本の鎖
を下で論じるように特性評価してもよい。この実施形態において、元の標的ポリヌクレオ
チドの各鎖は、２回特性評価される。１つまたは複数のポリメラーゼは、二本鎖構築物の
ポアに対する、例えばポアを通る、移動を制御するために使用されることがある。１つま
たは複数のポリメラーゼは、分子ブレーキであってもよい。負荷部分が１つまたは複数の
ヘリカーゼも含む場合、１つまたは複数のヘリカーゼは、二本鎖構築物のポアに対する、
例えばポアを通る、移動を制御するために使用されることがある。いくつかの実施形態に
おいて、１つまたは複数のポリメラーゼおよび１つまたは複数のヘリカーゼは、両方とも
、二本鎖構築物のポアに対する、例えばポアを通る、移動を制御するために使用されるこ
とがある。
【０１３７】
　別の実施形態において、二本鎖標的ポリヌクレオチドの２本の鎖は、架橋部分アダプタ
ー（例えばヘアピンループアダプター）によっていずれの末端も連結されない。１つまた
は複数のポリメラーゼは、二本鎖標的ポリヌクレオチドの各末端に、架橋部分を含む負荷
部分を使用して付着される。各末端の負荷部分は、同じであってもよいし、または異なっ
てもよい。各負荷部分はＹアダプターであってもよい。架橋部分は、１つまたは複数のポ
リメラーゼが結合しているＹアダプターの鎖の末端にヘアピンループによって概して形成
される。負荷部分は、１つまたは複数のポリメラーゼが結合している鎖とは反対の鎖と好
ましくは結合している１つまたは複数のヘリカーゼを含むことがある。この実施形態にお
いて、１つまたは複数のポリメラーゼは、２つの二本鎖構築物を生成することになり、各
構築物の２本の鎖は、一方の末端が架橋部分によって連結され、各構築物は、標的ポリヌ
クレオチドの１本の鎖と、１つまたは複数のポリメラーゼによって形成される相補ポリヌ
クレオチドとを含む。これを図１８に示す。２つの構築物を下で論じるように特性評価し
てもよい。この実施形態において、元の標的ポリヌクレオチドの各鎖は、２回、各構築物
において１回、特性評価される。１つまたは複数のポリメラーゼは、各二本鎖構築物のポ
アに対する、例えばポアを通る、移動を制御することがある。１つまたは複数のポリメラ
ーゼは、分子ブレーキであってもよい。各負荷部分が１つまたは複数のヘリカーゼも含む
場合、１つまたは複数のヘリカーゼは、各二本鎖構築物のポアに対する、例えばポアを通
る、移動を制御するために使用されることがある。いくつかの実施形態において、１つま
たは複数のポリメラーゼおよび１つまたは複数のヘリカーゼは、両方とも、各二本鎖構築
物のポアに対する、例えばポアを通る、移動を制御するために使用されることがある。
【０１３８】
　別の実施形態において、二本鎖標的ポリヌクレオチドの２本の鎖は、両方の末端が架橋
部分アダプター（例えばヘアピンループアダプター）によって連結されて環状構築物を形
成し、１つまたは複数のポリメラーゼが各架橋部分アダプターに付着される。架橋部分ア
ダプターの一方または両方が、架橋部分アダプターにハイブリダイズされるポリヌクレオ
チドと好ましくは結合している１つまたは複数のヘリカーゼを含むことがある。このポリ
ヌクレオチドの架橋アダプター部分へのハイブリダイゼーションによって形成される二本
鎖ポリヌクレオチドは、１つまたは複数のポリメラーゼによってポリメラーゼ伸長のため
の核形成を形成することがある。この実施形態において、環状構築物の各末端の１つまた
は複数のポリメラーゼは、該環状構築物をテンプレートとして使用し、標的ポリヌクレオ
チドの各鎖の複数のコピーを含む構築物を生成することになる。１つまたは複数のポリメ
ラーゼの２つの群があるので、各標的ポリヌクレオチドから２つの構築物が生成されるこ
とになる。これを図１９に示す。各構築物を下で論じるように特性評価してもよい。各構
築物は、標的ポリヌクレオチドの各鎖の複数のコピーを概して含むことになる。構築物中
のコピーが一緒にハイブリダイズして二本鎖領域を形成することがある。この実施形態に
おいて、元の標的ポリヌクレオチドの各鎖は、１つまたは複数のポリメラーゼがそれらを
複製する回数と同じ回数特性評価されることになる。１つまたは複数のポリメラーゼは、
構築物のポアに対する、例えばポアを通る、移動を制御することがある。１つまたは複数
のポリメラーゼは、分子ブレーキであってもよい。架橋部分アダプターが１つまたは複数
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のヘリカーゼも含む場合、１つまたは複数のヘリカーゼは、構築物のポアに対する、例え
ばポアを通る、移動を制御するために使用されることがある。いくつかの実施形態におい
て、１つまたは複数のポリメラーゼおよび１つまたは複数のヘリカーゼは、両方とも、構
築物のポアに対する、例えばポアを通る、移動を制御するために使用されることがある。
【０１３９】
　１つまたは複数のポリメラーゼを使用して１つまたは複数のポリヌクレオチドを生成し
た後、方法は、標的ポリヌクレオチドおよび１つまたは複数のポリヌクレオチドを膜貫通
ポアと、標的ポリヌクレオチドおよび１つまたは複数のポリヌクレオチドがポアに対して
、例えばポアを通って、移動するように接触させるステップを好ましくは含む。方法は、
標的ポリヌクレオチドおよび１つまたは複数のポリヌクレオチドを膜貫通ポアと、１つま
たは複数のポリメラーゼが標的ポリヌクレオチドおよび１つまたは複数のポリヌクレオチ
ドのポアに対する、例えばポアを通る、移動を制御するように接触させるステップを好ま
しくは含む。１つまたは複数のヘリカーゼを使用して、標的ポリヌクレオチドおよび１つ
または複数のポリヌクレオチドのポアに対する、例えばポアを通る、移動を制御してもよ
い。１つまたは複数のヘリカーゼを、標的ポリヌクレオチドおよび１つまたは複数のポリ
ヌクレオチドに、上で論じたように付着させてもよい。
【０１４０】
　方法は、標的ポリヌクレオチドおよび１つまたは複数のポリヌクレオチドがポアに対し
て移動するときに、ポリヌクレオチドの１つまたは複数の特性を示す１つまたは複数の測
定値を取り、それによって標的ポリヌクレオチドを特性評価するステップも含む。下で論
じる実施形態のいずれも、この方法に適用可能である。
【０１４１】
負荷部分
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、１つまたは複数の負荷部分と結
合した状態で（または、それに付着した状態で）供給される。好ましい実施形態において
、方法は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を１つまたは複数の負荷部
分と結合させる（または、それに付着させる）ステップをさらに含む。
【０１４２】
　各負荷部分は、標的ポリヌクレオチドに付着させることができるいずれの部分であって
もよい。各負荷部分は、ポリヌクレオチド結合タンパク質が標的ポリヌクレオチドと結合
することがあり、かつ該負荷部分が標的ポリヌクレオチドに付着することができるのであ
れば、いずれの長さであってもよい。
【０１４３】
　１つまたは複数の負荷部分は、好ましくは合成または人工のものである。１つまたは複
数の負荷部分は、好ましくは非天然のものである。
【０１４４】
　好適な負荷部分としては、高分子リンカー、化学的リンカー、ポリヌクレオチドまたは
ポリペプチドが挙げられるが、これらに限定されない。１つまたは複数の負荷部分は、ポ
リヌクレオチドまたは負荷ポリヌクレオチドを好ましくは含む。そのような実施形態にお
いて、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、好ましくは、ポリヌクレオ
チドと結合（または、それに付着）している。上で論じたポリヌクレオチドのいずれを使
用してもよい。好ましくは、１つまたは複数の負荷部分は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾ＤＮＡ
（例えば脱塩基ＤＮＡ）、ＲＮＡ、ＰＮＡ、ＬＮＡ、ＢＮＡまたはＰＥＧを含む。１つま
たは複数の負荷部分は、より好ましくは、一本鎖または二本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡを含む
。
【０１４５】
　１つまたは複数の負荷部分は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が結
合（または付着）している一本鎖ポリヌクレオチドを好ましくは含む。
【０１４６】
　１つまたは複数の負荷部分の少なくとも１つは、好ましくはＹアダプターである。Ｙア
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ダプターは、二重カップリングに関するセクションで定義しており、リーダー配列を含む
ことがある。
【０１４７】
　１つまたは複数の負荷部分の少なくとも１つは、好ましくは架橋部分である。架橋部分
は、最も好ましくは、ヘアピンループまたはヘアピンループアダプターである。好適なヘ
アピンループアダプターは、当技術分野において公知の方法を用いて設計することができ
る。ヘアピンループは、いずれの長さであってもよい。負荷部分として使用される場合、
ヘアピンループは、概して４００ヌクレオチド以下、例えば、３５０ヌクレオチド以下、
３００ヌクレオチド以下、２５０ヌクレオチド以下、２００ヌクレオチド以下、１５０ヌ
クレオチド以下、１００ヌクレオチド以下、９０ヌクレオチド以下、８０ヌクレオチド以
下、７０ヌクレオチド以下、６０ヌクレオチド以下、５０ヌクレオチド以下、４０ヌクレ
オチド以下、３０ヌクレオチド以下、２０ヌクレオチド以下、または１０ヌクレオチド以
下の長さである。ヘアピンループは、好ましくは、約１～４００、２～３００、５～２０
０、６～１００ヌクレオチドの長さである。ヘアピンループは、ポリヌクレオチドの２つ
の相補的部分がハイブリダイズして二本鎖配列（ステムと呼ばれる）を形成すると形成さ
れる。負荷部分として使用される場合、ヘアピンループのステムは、好ましくは２００ヌ
クレオチド対以下、例えば、１５０ヌクレオチド対以下、１００ヌクレオチド対以下、９
０ヌクレオチド対以下、８０ヌクレオチド対以下、７０ヌクレオチド対以下、６０ヌクレ
オチド対以下、５０ヌクレオチド対以下、４０ヌクレオチド対以下、３０ヌクレオチド対
以下、２０ヌクレオチド対以下、または１０ヌクレオチド対以下の長さである。１つまた
は複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、概して、ヘアピンのループと結合する、す
なわちステムと結合しない。
【０１４８】
　標的ポリヌクレオチドが二本鎖状である場合、１つまたは複数の負荷部分は、Ｙアダプ
ターと、場合により架橋部分、例えばヘアピンループアダプターとを好ましくは含む。負
荷部分の少なくとも１つまたは複数がＹアダプターである場合、その負荷部分を、結合ま
たは付着しているいずれのポリヌクレオチド結合タンパク質も有さない架橋アダプターと
併用してもよい。
【０１４９】
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質がヘリカーゼに由来する場合、ポリ
ヌクレオチド結合タンパク質は、１つまたは複数の負荷部分上の１つまたは複数のスペー
サーで停止されることがある。これらのことは、下でより詳細に論じる。
【０１５０】
　いずれの数の１つまたは複数の負荷部分を使用してもよい。方法は、結合（付着）され
た１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を各々が有する２つ以上の負荷部分
を付着させるステップを含むことがある。例えば、負荷部分は、標的ポリヌクレオチドの
各末端に付着されることがある。そのような実施形態において、一方の負荷部分は、好ま
しくはＹアダプターであり、他方の負荷部分は、ヘアピンループアダプターなどの架橋部
分であってもよい。これらのことは、下でより詳細に論じる。
【０１５１】
　１つまたは複数の負荷部分は、いずれの様式で標的ポリヌクレオチドに付着されていて
もよい。１つまたは複数の負荷部分は、好ましくは、標的ポリヌクレオチドに共有結合で
付着される。
【０１５２】
　１つまたは複数の負荷部分は、最も好ましくは、標的ポリヌクレオチドにライゲートさ
れる。１つまたは複数の負荷部分は、ポリヌクレオチドのいずれかの末端、すなわち５’
または３’末端にライゲートされることがある。負荷部分は、標的ポリヌクレオチドの両
方の末端にライゲートされることがある。当技術分野において公知のいずれの方法を用い
て１つまたは複数の負荷部分をポリヌクレオチドにライゲートしてもよい。１つまたは複
数の負荷部分は、ＡＴＰの不在下で、またはＡＴＰではなくγ－Ｓ－ＡＴＰ（ＡＴＰγＳ
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）を使用して、ポリヌクレオチドにライゲートされることがある。
【０１５３】
　１つまたは複数の負荷部分は、リガーゼ、例えばＴ４　ＤＮＡリガーゼ、大腸菌（E. c
oli）ＤＮＡリガーゼ、Ｔａｑ　ＤＮＡリガーゼ、Ｔｍａ　ＤＮＡリガーゼおよび９ＯＮ
　ＤＮＡリガーゼを使用してライゲートされることがある。リガーゼは、好ましくは、実
施例３に記載の条件下で使用される。
【０１５４】
　方法は、方法条件からリガーゼを除去するステップをさらに含む。
【０１５５】
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質は、好ましくは、負荷部分が標的ポ
リヌクレオチドに付着されてしまうとその負荷部分と結合（に付着）したままである。そ
れらを本発明に従って付着した後、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を
１つまたは複数の負荷部分から解離してもよい。
【０１５６】
膜
　いずれの膜を本発明に従って使用してもよい。好適な膜は、当技術分野において周知で
ある。膜は、好ましくは両親媒性層である。両親媒性層は、親水性と親油性の両方を有す
る両親媒性分子、例えばリン脂質から形成される層である。両親媒性分子は、合成のもの
であってもよく、または天然に存在するものであってもよい。天然に存在しない両親媒性
物質、および単層を形成する両親媒性物質は、当技術分野において公知であり、例えば、
ブロック共重合体を含む（Gonzalez-Perez et al., Langmuir, 2009, 25, 10447-10450）
。ブロック共重合体は、２つ以上の単量体サブユニットが一緒に重合されて単一高分子鎖
を作っている高分子材料である。ブロック共重合体は、各単量体サブユニットが一因とな
る特性を概して有する。しかし、ブロック共重合体は、個々のサブユニットから形成され
た重合体が有さない固有の特性を有することがある。ブロック共重合体は、単量体サブユ
ニットの１つが疎水性（すなわち親油性）であるが他のサブユニットは水性媒体中にある
とき親水性であるように、工学的に操作することができる。この場合、ブロック共重合体
は、両親媒性を有することがあり、生体膜を模倣する構造を形成することがある。ブロッ
ク共重合体は、（２つの単量体サブユニットからなる）ジブロックであることがあるが、
２つより多くの単量体サブユニットから、両親媒性物質として挙動するより複雑な配置を
形成するように、構築されることもある。共重合体は、トリブロック、テトラブロックま
たはペンタブロック共重合体であることがある。膜は、好ましくは、トリブロック共重合
体膜である。
【０１５７】
　古細菌双極性テトラエーテル脂質は、脂質が単層膜を形成するように構築されている天
然に存在する脂質である。これらの脂質は、厳しい生物環境で生き残る好極限性細菌、好
熱菌、好塩菌および好酸菌において一般に見いだされる。それらの安定性は、最終二重層
の融合された性質に由来すると考えられている。親水性－疎水性－親水性の一般モチーフ
を有するトリブロック重合体を生成することによってこれらの生物学的エンティティーを
模倣するブロック共重合体材料を構築することは容易である。この材料は、脂質二重層と
同様に挙動し、かつ小胞から層状の膜までの範囲の相挙動を包含する、単量体膜を形成し
うる。これらのトリブロック共重合体から形成される膜は、生体脂質膜に勝るいくつかの
利点を保持する。トリブロック共重合体を合成するので、まさにその構築を注意深く制御
して、膜を形成するためにならびにポアおよび他のタンパク質と相互作用するために必要
な的確な鎖長および特性を得ることができる。
【０１５８】
　ブロック共重合体は、脂質副素材として分類されないサブユニットから構築されること
もある。例えば、疎水性重合体は、シロキサンまたは他の非炭化水素系単量体から作製さ
れることがある。ブロック共重合体の親水性サブセクションは、低いタンパク質結合特性
を有することもでき、この低いタンパク質結合特性によって、未加工の生体試料に曝露さ
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れたときに高度に耐性である膜の生成が可能になる。このヘッド基ユニットは、非古典的
脂質ヘッド基から誘導されることもある。
【０１５９】
　トリブロック共重合体膜は、生体脂質膜と比較して増加した機械的および環境安定性、
例えば、より高い動作温度またはｐＨ範囲も有する。ブロック共重合体の合成性は、重合
体に基づく膜を広範な用途に合わせてカスタマイズするためのプラットフォームをもたら
す。
【０１６０】
　膜は、最も好ましくは、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ２０１３／０５２７６６またはＰＣ
Ｔ／ＧＢ２０１３／０５２７６７において開示されている膜の１つである。
【０１６１】
　両親媒性分子は、ポリヌクレオチドのカップリングを助長するように化学的に修飾され
るまたは官能化されることがある。
【０１６２】
　両親媒性層は、単層であってもよく、または二重層であってもよい。両親媒性層は、概
して平面状である。両親媒性層は、湾曲されることがある。両親媒性層は、支持されるこ
とがある。
【０１６３】
　両親媒性膜は、概して自然移動性であり、本質的に二次元流体としておおよそ１０－８

ｃｍ・ｓ－１の脂質拡散速度で動作する。これは、検出要素およびカップリングされたポ
リヌクレオチドが両親媒性膜内で概して移動することができることを意味する。
【０１６４】
　膜は、脂質二重層であってもよい。脂質二重層は、細胞膜のモデルであり、ある範囲の
実験研究用の優れたプラットフォームとして役立つ。例えば、脂質二重層をシングルチャ
ンネル記録による膜タンパク質のインビトロ調査に使用することができる。あるいは、脂
質二重層をバイオセンサーとして使用して、ある範囲の物質の存在を検出することができ
る。脂質二重層は、いずれの脂質二重層であってもよい。好適な脂質二重層としては、平
面状脂質二重層、支持二重層またはリポソームが挙げられるが、これらに限定されない。
脂質二重層は、好ましくは平面状脂質二重層である。好適な脂質二重層は、国際出願番号
ＰＣＴ／ＧＢ０８／０００５６３（ＷＯ２００８／１０２１２１として公開された）、国
際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ０８／００４１２７（ＷＯ２００９／０７７７３４として公開さ
れた）および国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ２００６／００１０５７（ＷＯ２００６／１００
４８４として公開された）に開示されている。
【０１６５】
　脂質二重層を形成する方法は、当技術分野において公知である。好適な方法は、実施例
で開示する。脂質二重層は、脂質単層が水溶液／空気界面に、その界面に対して垂直であ
る開口部のいずれかの側を超えて担持される、モンタル（Montal）およびミューラー（Mu
eller）の方法（Proc.Natl.Acad.Sci.USA., 1972; 69: 3561-3566）によって、一般に形
成される。通常、先ず脂質を有機溶媒に溶解し、次いで溶媒の液滴を開口部のいずれかの
側の水性溶液の表面で蒸発させることによって、脂質を水性電解質溶液の表面に付加する
。有機溶媒を蒸発させたら、開口部のいずれかの側の溶液／空気界面を、二重層が形成さ
れるまで、開口部を超えて物理的に上下に移動させる。平面状脂質二重層は、膜の開口部
を横断して形成されることもあり、または開口を横断して凹所内に形成されることもある
。
【０１６６】
　モンタルおよびミューラーの方法は、タンパク質ポア挿入に好適である良質脂質二重層
を形成する、対費用効果の高い、比較的容易な方法であるため、評判がよい。他の一般的
な二重層形成方法としては、先端部浸漬（tip-dipping）、二重層の塗装、およびリポソ
ーム二重層のパッチクランプが挙げられる。
【０１６７】
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　先端部浸漬二重層形成は、脂質の単層を担持している試験溶液の表面に開口部表面（例
えばピペット先端部）を触れさせることを必要とする。この場合もやはり、有機溶媒に溶
解された脂質の液滴を溶液表面で蒸発させることによって先ず脂質単層が溶液／空気界面
に作られる。次いで、二重層はラングミュア（Langumur）・シェーファー（Schaefer）法
によって形成され、溶液表面に対して開口部を移動させる機械的自動化を必要とする。
【０１６８】
　塗装される二重層については、有機溶媒に溶解された脂質の液滴が開口部に直接塗布さ
れ、その開口部が水性試験溶液に沈められる。脂質溶液は、塗装用刷毛または同等物を使
用して開口部全面に薄く塗られる。溶媒が薄くなることで、脂質二重層が形成される結果
となる。しかし、二重層からの溶媒の完全除去は困難であり、それ故、この方法によって
形成される二重層は、安定性がより低く、電気化学的測定中にノイズをより生じやすい。
【０１６９】
　パッチクランプは、生体細胞膜の研究に一般に使用される。細胞膜が吸引によってピペ
ットの末端部にクランプされ、膜のパッチがその開口部を覆って付着される。この方法は
、リポソームをクランプする（その結果、リポソームが破裂してピペットの開口部全面を
封止する脂質二重層を残す）ことによる脂質二重層の生成に適応されている。方法は、安
定した巨大な単層状のリポソームと、ガラス表面を有する材料における小開口部の作製と
を必要とする。
【０１７０】
　リポソームは、超音波処理、押出しまたはモザファリ（Mozafari）法（Colas et al.(2
007) Micron 38:841-847）によって形成することができる。
【０１７１】
　好ましい実施形態において、脂質二重層は、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ０８／００４１
２７（ＷＯ２００９／０７７７３４として公開された）に記載されているように形成され
る。有利なこととして、この方法では脂質二重層が乾燥脂質から形成される。最も好まし
い実施形態において、脂質二重層は、ＷＯ２００９／０７７７３４（ＰＣＴ／ＧＢ０８／
００４１２７）に記載されているように開口を横断して形成される。
【０１７２】
　脂質二重層は、２つの対向する脂質層から形成される。２つの脂質層は、それらの疎水
性テール基が互いに向き合って疎水性の内部を形成するように配置される。脂質の親水性
ヘッド基は、その二重層の両面の水性環境に向かって外側に向いている。二重層は、いく
つかの脂質相で存在することがあり、そのような脂質相としては、脂質無秩序相（流体層
状）、液体秩序相、固体秩序相（層状ゲル相、インターデジティテッドゲル相）および平
面状二重層結晶（層状サブゲル相、層状結晶相）が挙げられるが、これらに限定されない
。
【０１７３】
　脂質二重層を形成するいずれの脂質組成物を使用してもよい。脂質組成物は、表面電荷
、膜タンパク質を支持する能力、充填密度または機械的特性などの、必要な特性を有する
脂質二重層が形成されるように選択される。脂質組成物は、１種または複数種の異なる脂
質を含むことができる。例えば、脂質組成物は、１００種以下の脂質を含有することがで
きる。脂質組成物は、好ましくは、１～１０種の脂質を含有する。脂質組成物は、天然に
存在する脂質および／または人工脂質を含むことがある。
【０１７４】
　脂質は、ヘッド基と、界面部分と、同じであってもまたは異なってもよい２つの疎水性
テール基とを概して含む。好適なヘッド基としては、中性ヘッド基、例えばジアシルグリ
セリド（ＤＧ）およびセラミド（ＣＭ）、双性イオン性ヘッド基、例えばホスファチジル
コリン（ＰＣ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）およびスフィンゴミエリン（
ＳＭ）、負の電荷を有するヘッド基、例えばホスファチジルグリセロール（ＰＧ）、ホス
ファチジルセリン（ＰＳ）、ホスファチジルイノシトール（ＰＩ）、リン酸（ＰＡ）およ
びカルジオリピン（ＣＡ）、ならびに正の電荷を有するヘッド基、例えばトリメチルアン
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モニウム－プロパン（ＴＡＰ）が挙げられるが、これらに限定されない。好適な界面部分
としては、天然に存在する界面部分、例えば、グリセロール系またはセラミド系部分が挙
げられるが、これらに限定されない。好適な疎水性テール基としては、飽和炭化水素鎖、
例えばラウリン酸（ｎ－ドデカン酸）、ミリスチン酸（ｎ－テトラデカン酸）、パルミチ
ン酸（ｎ－ヘキサデカン酸）、ステアリン酸（ｎ－オクタデカン酸）およびアラキドン酸
（ｎ－エイコサン酸）、不飽和炭化水素鎖、例えばオレイン酸（シス－９－オクタデカン
酸）、ならびに分岐炭化水素鎖、例えばフィタノイルが挙げられるが、これらに限定され
ない。不飽和炭化水素鎖の鎖長ならびに不飽和炭化水素鎖中の二重結合の位置および数は
、様々でありうる。分岐炭化水素鎖の鎖長ならびに分岐炭化水素鎖中のメチル基などの分
枝の位置および数は、様々でありうる。疎水性テール基を界面部分にエーテルまたはエス
テルとして連結することができる。脂質は、ミコール酸であってもよい。
【０１７５】
　脂質を化学的に修飾することもできる。脂質のヘッド基またはテール基は、化学的に修
飾されることがある。ヘッド基が化学的に修飾されている好適な脂質としては、ＰＥＧ修
飾脂質、例えば１，２－ジアシル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－
［メトキシ（ポリエチレングリコール）－２０００］、官能化ＰＥＧ脂質、例えば１，２
－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３ホスホエタノールアミン－Ｎ－［ビオチニル（ポ
リエチレングリコール）２０００］、ならびにコンジュゲーション用に修飾された脂質、
例えば１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－（ス
クシニル）および１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミ
ン－Ｎ－（ビオチニル）が挙げられるが、これらに限定されない。テール基が化学的に修
飾されている好適な脂質としては、重合性脂質、例えば１，２－ビス（１０，１２－トリ
コサジイノイル）－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン、フッ素化脂質、例えば１－パル
ミトイル－２－（１６－フルオロパルミトイル）－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン、
重水素化脂質、例えば１，２－ジパルミトイル－Ｄ６２－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコ
リン、およびエーテル連結脂質、例えば１，２－ジ－Ｏ－フィタニル－ｓｎ－グリセロ－
３－ホスホコリンが挙げられるが、これらに限定されない。脂質は、ポリヌクレオチドの
カップリングを助長するように化学的に修飾されるまたは官能化されることがある。
【０１７６】
　両親媒性層、例えば脂質組成物は、層の特性に影響を及ぼす１つまたは複数の添加剤を
概して含む。好適な添加剤としては、脂肪酸、例えばパルミチン酸、ミリスチン酸および
オレイン酸、脂肪アルコール、例えばパルミチン酸アミコール、ミリスチン酸アルコール
およびオレイン酸アルコール、ステロール、例えばコレステロール、エルゴステロール、
ラノステロール、シトステロールおよびスチグマステロール、リゾリン脂質、例えば１－
アシル－２－ヒドロキシ－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン、ならびにセラミドが挙げ
られるが、これらに限定されない。
【０１７７】
　別の好ましい実施形態において、膜は固体層である。固体層は、有機材料と無機材料両
方から形成することができ、そのような材料としては、マイクロエレクトロニクス材料、
絶縁材料、例えばＳｉ３Ｎ４、Ａｌ２Ｏ３およびＳｉＯ、有機および無機重合体、例えば
、ポリアミド、プラスチック、例えばＴｅｆｌｏｎ（登録商標）またはエラストマー、例
えば二成分付加硬化シリコーンゴム、およびガラスが挙げられるが、これらに限定されな
い。固体層は、グラフェンから形成されることがある。好適なグラフェン層は、国際出願
番号ＰＣＴ／ＵＳ２００８／０１０６３７（ＷＯ２００９／０３５６４７として公開され
た）に開示されている。
【０１７８】
　方法は、（ｉ）ポアを含む人工両親媒性層、（ｉｉ）ポアを含む単離された天然に存在
する脂質二重層、または（ｉｉｉ）ポアが挿入された細胞を使用して、概して行われる。
方法は、人工トリブロック共重合体層などの人工両親媒性層を使用して、概して行われる
。層は、他の膜貫通および／または膜内タンパク質ならびに他の分子をポアに加えて含む
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ことがある。好適な装置および条件は、下で論じる。本発明の方法は、概してインビトロ
で行われる。
【０１７９】
カップリング
　１つまたは複数の負荷部分は、膜とカップリングすることができる１つまたは複数のア
ンカーを好ましくは含む。本発明に従って付着されると、１つまたは複数のアンカーは、
標的ポリヌクレオチドを膜とカップリングすることができる。
【０１８０】
　本発明の特性評価方法において、標的ポリヌクレオチドは、好ましくは、１つまたは複
数のアンカーを使用して膜とカップリングされる。いずれの公知の方法を用いて標的ポリ
ヌクレオチドを膜とカップリングしてもよい。
【０１８１】
　各アンカーは、１つまたは複数の負荷部分とカップリング（または結合）する基、およ
び膜とカップリング（または結合）する基を含む。各アンカーは、部分および／または膜
と共有結合でカップリング（または結合）することがある。
【０１８２】
　各部分は、２、３、４以上のアンカーなど、いずれの数のアンカーを含んでもよい。例
えば、各々のアンカーが部分および膜によって両方のポリヌクレオチドと別々にカップリ
ング（または結合）する、２つのアンカーを使用して、１つの標的ポリヌクレオチドを膜
とカップリングしてもよい。
【０１８３】
　膜が、両親媒性層、例えば、共重合体膜または脂質二重層である場合、１つまたは複数
のアンカーは、好ましくは、膜中に存在するポリペプチドアンカー、および／または膜中
に存在する疎水性アンカーを含む。疎水性アンカーは、好ましくは、脂質、脂肪酸、ステ
ロール、カーボンナノチューブ、ポリペプチド、タンパク質またはアミノ酸、例えばコレ
ステロール、パルミチン酸エステルまたはトコフェロールである。好ましい実施形態にお
いて、１つまたは複数のアンカーは検出要素ではない。
【０１８４】
　膜の成分、例えば、両親媒性分子、共重合体または脂質は、１つまたは複数のアンカー
を形成するように化学的に修飾されるまたは官能化されることがある。好適な化学的修飾
、および膜の成分を官能化する好適な方法の例は、下でより詳細に論じる。膜成分の任意
の比率、例えば、少なくとも０．０１％、少なくとも０．１％、少なくとも１％、少なく
とも１０％、少なくとも２５％、少なくとも５０％または１００％を官能化してもよい。
【０１８５】
　ポリヌクレオチドを膜とカップリングするために使用される１つまたは複数のアンカー
は、好ましくはリンカーを含む。１つまたは複数のアンカーは、１つまたは複数、例えば
２、３、４以上のリンカーを含むことがある。１つのリンカーを使用して、１つより多く
、例えば２、３、４以上のポリヌクレオチドを膜とカップリングしてもよい。
【０１８６】
　好ましいリンカーとしては、重合体、例えばポリヌクレオチド、ポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）、多糖類およびポリペプチドが挙げられるが、これらに限定されない。これ
らのリンカーは、直鎖状であってもよく、分岐状であってもよく、または環状であっても
よい。例えば、リンカーは、環状ポリヌクレオチドであることがある。ポリヌクレオチド
は、環状ポリヌクレオチドリンカーにおける相補配列にハイブリダイズすることがある。
【０１８７】
　１つもしくは複数のアンカーまたは１つもしくは複数のリンカーは、切断または破壊す
ることができる成分、例えば、制限部位または光解離性基を含むことがある。
【０１８８】
　官能化されたリンカー、およびそれらが分子をカップリングできる方法は、当技術分野
において公知である。例えば、マレイミド基で官能化されたリンカーは、タンパク質中の
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システイン残基と反応して、該システイン残基に付着することになる。本発明に関して、
タンパク質は、膜中に存在することもあり、または１つもしくは複数の負荷部分とカップ
リング（もしくは結合）するために使用されることもある。このことは、下でより詳細に
論じる。
【０１８９】
　ポリヌクレオチドの架橋は、「鍵と鍵穴」配置を用いて回避することができる。各リン
カーの１つの末端のみが一緒に反応してより長いリンカーを形成することがあり、リンカ
ーの他の末端は、各々、負荷部分または膜とそれぞれ反応する。そのようなリンカーは、
国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ１０／０００１３２（ＷＯ２０１０／０８６６０２として公開
された）に記載されている。
【０１９０】
　下で論じるシークエンシング実施形態ではリンカーの使用が好ましい。ポリヌクレオチ
ドが、検出要素と相互作用しているときにはアンカップリングしない（すなわち、ステッ
プ（ｂ）でも（ｅ）でもアンカップリングしない）という意味で永続的に膜と直接カップ
リングされている場合には、膜と検出要素の間の距離のためシークエンシング実行をポリ
ヌクレオチドの末端まで継続することができないので、一部の配列データが失われること
になる。リンカーを使用する場合には、ポリヌクレオチドを完了まで処理することができ
る。
【０１９１】
　カップリングは、永続的または安定性であることがある。言い換えれば、カップリング
は、ポリヌクレオチドが、ポアと相互作用すると、膜とカップリングされたままであるよ
うなカップリングであることがある。
【０１９２】
　カップリングは、一時的であることがある。言い換えれば、カップリングは、ポリヌク
レオチドが、ポアと相互作用すると、膜から分離されうるようなカップリングであること
がある。
【０１９３】
　アプタマー検出などの特定の用途には、カップリングの一時的性質が好ましい。永続的
または安定性リンカーが、ポリヌクレオチドの５’または３’末端のいずれかに直接付着
され、リンカーが、膜と膜貫通ポアのチャネルとの間の距離より短い場合には、シークエ
ンシング実行をポリヌクレオチドの末端まで継続することができないので、一部の配列デ
ータが失われることになる。カップリングが一時的である場合には、カップリングされた
末端から無作為に膜がなくなると、ポリヌクレオチドを完了まで処理することができる。
永続的／安定性または一時的連結を形成する化学基は、下でより詳細に論じる。コレステ
ロールまたは脂肪アシル鎖を使用して、ポリヌクレオチドが両親媒性層またはトリブロッ
ク共重合体膜と一時的にカップリングされることがある。６～３０個の炭素原子の長さを
有する任意の脂肪アシル鎖、例えば、ヘキサデカン酸を使用してもよい。
【０１９４】
　好ましい実施形態において、１つまたは複数のアンカーをトリブロック共重合体膜また
は脂質二重層などの両親媒性層とカップリングすることができる。核酸の合成脂質二重層
へのカップリングは、様々な異なる繋留戦略を用いて以前に行われている。これらのこと
を下の表１に要約する。
【０１９５】
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【表１】

【０１９６】
　合成ポリヌクレオチドおよび／またはリンカーは、コレステロール、トコフェロール、
パルミチン酸エステル、チオール、脂質およびビオチン基などの好適なアンカー基の直接
付加に容易に適合する修飾ホスホラミダイトを合成反応において使用して、官能化される
ことがある。これらの様々な付着化学によって、負荷部分への付着の一連の選択肢が得ら
れる。様々な修飾基各々がわずかに異なる方法で負荷部分にカップリングし、カップリン
グは必ずしも永続的であるとは限らないため、膜へのポリヌクレオチドの滞留に異なる時
間が費やされる。一時的カップリングの利点は、上で論じている。
【０１９７】
　リンカーとのまたは官能化膜とのポリヌクレオチドのカップリングは、相補的反応性基
またはアンカー基をポリヌクレオチド負荷部分に付加することができるという条件で、い
くつかの他の手段によって果たすこともできる。ポリヌクレオチドのいずれかの末端への
反応性基の付加は、以前に報告されている。Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼおよびＡＴＰ
γＳを使用して、チオール基をｓｓＤＮＡまたはｄｓＤＮＡの５’に付加することができ
る（Grant, G. P. and P. Z. Qin (2007)."A facile method for attaching nitroxide s
pin labels at the 5' terminus of nucleic acids." Nucleic Acids Res 35(10): e77）
。Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼおよびγ－［２－アジドエチル］－ＡＴＰまたはγ－［
６－アジドヘキシル］－ＡＴＰを使用して、アジド基をｓｓＤＮＡまたはｄｓＤＮＡの５
’リン酸エステルに付加することができる。チオールまたはクリックケミストリー使用し
て、チオール、ヨードアセトアミドＯＰＳＳもしくはマレイミド基（チオールに対して反
応性）またはＤＩＢＯ（ジベンゾシクロオクチン）もしくはアルキン基（アジドに対して
反応性）のいずれかを含有するテザーをポリヌクレオチド負荷部分に共有結合で付着させ
ることができる。ターミナルトランスフェラーゼを使用して、ビオチン、チオールおよび
フルオロフォアなどの化学基のより多様な選択物を付加して、ｓｓＤＮＡの３’に修飾オ
リゴヌクレオチドを組み込むことができる（Kumar, A., P. Tchen, et al.(1988). "Nonr
adioactive labeling of synthetic oligonucleotide probes with terminal deoxynucle
otidyl transferase." Anal Biochem 169(2): 376-82）。ストレプトアビジン／ビオチン
および／またはストレプトアビジン／デスチオビオチンカップリングを任意の他のポリヌ
クレオチド負荷部分に使用してもよい。ターミナルトランスフェラーゼと好適に修飾され
たヌクレオチド（例えばコレステロールまたはパルミチン酸エステル）を使用してアンカ
ーがポリヌクレオチド負荷部分に直接付加されうることも可能でありうる。
【０１９８】
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　１つまたは複数のアンカーは、好ましくは、負荷部分／ポリヌクレオチドをハイブリダ
イゼーションによって膜とカップリングすることができる。１つまたは複数のアンカーの
ハイブリダイゼーションによって、上で論じたような一時的手法でのカップリングが可能
になる。ハイブリダイゼーションは、１つまたは複数のアンカーのいずれの部分に存在し
てもよく、例えば、１つもしくは複数のアンカーと負荷部分の間、１つもしくは複数のア
ンカー内、または１つもしくは複数のアンカーと膜の間に存在してもよい。例えば、リン
カーは、一緒にハイブリダイズされている２つ以上のポリヌクレオチド、例えば、３、４
または５つのポリヌクレオチドを含むことがある。１つまたは複数のアンカーは、ポリヌ
クレオチド負荷部分にハイブリダイズすることがある。１つまたは複数のアンカーは、（
下で論じるように）ポリヌクレオチド負荷部分に直接、例えば、Ｙアダプターおよび／も
しくはリーダー配列に直接、またはヘアピンループアダプターなどの架橋部分アダプター
に直接ハイブリダイズすることがある。あるいは、１つまたは複数のアンカーは、（下で
論じるように）ポリヌクレオチドに付着されている、ポリヌクレオチド負荷部分に、Ｙア
ダプターおよび／もしくはリーダー配列に、または架橋部分アダプターにハイブリダイズ
される１つまたは複数、例えば２つまたは３つの中間ポリヌクレオチド（または「スプリ
ント」）にハイブリダイズされることがある。
【０１９９】
　１つまたは複数のアンカーは、一本鎖ポリヌクレオチドを含むこともあり、または二本
鎖ポリヌクレオチドを含むこともある。アンカーの一部分は一本鎖または二本鎖ポリヌク
レオチド負荷部分にライゲートされていることがある。Ｔ４　ＲＮＡリガーゼＩを使用す
る短いｓｓＤＮＡ片のライゲーションは報告されている（Troutt, A. B., M. G. McHeyze
r-Williams, et al.(1992)."Ligation-anchored PCR: a simple amplification techniqu
e with single-sided specificity."Proc Natl Acad Sci U S A 89(20): 9823-5）。ある
いは、一本鎖または二本鎖ポリヌクレオチドのいずれかを二本鎖ポリヌクレオチドにライ
ゲートし、次いで、２本の鎖を熱変性または化学変性によって分離することができる。二
本鎖ポリヌクレオチドに対しては、その二重鎖の末端の一方もしくは両方に一本鎖ポリヌ
クレオチドの一部分を付加すること、または一方もしくは両方の末端に二本鎖ポリヌクレ
オチドを付加することが可能である。一本鎖ポリヌクレオチドの二本鎖ポリヌクレオチド
への付加については、この付加を、一本鎖ポリヌクレオチドの他の領域へのライゲーショ
ンの場合と同様にＴ４　ＲＮＡリガーゼＩを使用して果たすことができる。次に、二本鎖
ポリヌクレオチドの二本鎖ポリヌクレオチドへの付加については、ライゲーションは、ポ
リヌクレオチドおよび付加されたポリヌクレオチドそれぞれに関する相補的３’ｄＡ／ｄ
Ｔテールを（多くの試料調製用途に鎖状体または二量体形成を防止するために常例的に行
われているように）用いる、「平滑末端型」であることもあり、またはポリヌクレオチド
の制限消化および適合性アダプターのライゲーションによって生成される「突出末端」の
使用であることもある。次いで、二重鎖が融解されると、各一本鎖は、一本鎖ポリヌクレ
オチドが５’末端、３’末端でのライゲーションもしくは修飾に使用された場合には５’
もしくは３’修飾、または二本鎖ポリヌクレオチドがライゲーションに使用された場合に
は両方の修飾、いずれかを有することになる。
【０２００】
　負荷部分が合成のものである場合、その化学合成中に１つまたは複数のアンカーを組み
込むことができる。例えば、ポリヌクレオチド負荷部分を、反応性基が付着されているプ
ライマーを使用して合成することができる。
【０２０１】
　アデニル化ポリヌクレオチドは、アデノシン一リン酸をポリヌクレオチドの５’リン酸
エステルに付着させるライゲーション反応における中間体である。この中間体を生成する
ために、ＮＥＢからの５’ＤＮＡアデニル化キットなどの様々なキットを利用できる。反
応中に修飾ヌクレオチド三リン酸をＡＴＰで置換することによって、その際、ポリヌクレ
オチドの５’に反応性基（例えばチオール、アミン、ビオチン、アジドなど）の付加が可
能でありうる。５’ＤＮＡアデニル化キットと好適に修飾されたヌクレオチド（例えばコ
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レステロールまたはパルミチン酸エステル）を使用してアンカーがポリヌクレオチド負荷
部分に直接付加されうることも可能でありうる。
【０２０２】
　ゲノムＤＮＡのセクションを増幅するための一般的な技法は、ポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）の使用である。ここで、２つの合成オリゴヌクレオチドプライマーを使用して、
ＤＮＡの同じセクションのいくつかのコピーを生成することができ、この場合、各コピー
について、二重鎖における各鎖の５’は合成ポリヌクレオチドとなる。ポリメラーゼを利
用することにより、単一または複数のヌクレオチドを一本鎖または二本鎖ＤＮＡの３’末
端に付加することができる。使用することができるポリメラーゼの例としては、ターミナ
ルトランスフェラーゼ、クレノウおよび大腸菌（E. coli）ポリ（Ａ）ポリメラーゼが挙
げられるが、これらに限定されない。反応中に修飾ヌクレオチド三リン酸をＡＴＰで置換
することによって、その際、コレステロール、チオール、アミン、アジド、ビオチンまた
は脂質などのアンカーを二本鎖ポリヌクレオチド負荷部分に組み込むことができる。した
がって、増幅されたポリヌクレオチド負荷部分の各コピーは、アンカーを含有することに
なる。
【０２０３】
　理想的には、負荷部分／ポリヌクレオチドは、該負荷部分／ポリヌクレオチドを官能化
する必要なく、膜とカップリングされる。これは、１つもしくは複数のアンカー、例えば
ポリヌクレオチド結合タンパク質または化学基を膜とカップリングし、１つもしくは複数
のアンカーを負荷部分／ポリヌクレオチドと相互作用させることによって、または膜を官
能化することによって、果たすことができる。１つまたは複数のアンカーを本明細書に記
載する方法のいずれかによって膜とカップリングしてもよい。特に、１つまたは複数のア
ンカーは、１つまたは複数のリンカー、例えばマレイミド官能化リンカーを含むことがあ
る。
【０２０４】
　１つまたは複数のアンカーは、一本鎖もしくは二本鎖ポリヌクレオチド、負荷部分内の
特異的ヌクレオチド配列、または負荷部分内の修飾ヌクレオチドのパターン、または負荷
部分上に存在する任意の他のリガンドとカップリング、結合または相互作用する任意の基
を含むことができる。
【０２０５】
　アンカーに使用するために好適な結合タンパク質としては、下に列挙するものを含めて
、大腸菌（E. coli）一本鎖結合タンパク質、Ｐ５一本鎖結合タンパク質、Ｔ４　ｇｐ３
２一本鎖結合タンパク質、ＴＯＰＯ　Ｖ　ｄｓＤＮＡ結合領域、ヒトヒストンタンパク質
、大腸菌（E. coli）ＨＵ　ＤＮＡ結合タンパク質、および他の古細菌性、原核性または
真核性一本鎖または二本鎖ポリヌクレオチド（または核酸）結合タンパク質が挙げられる
が、これらに限定されない。
【０２０６】
　負荷部分における特異的ヌクレオチド配列は、転写因子、リボソーム、エンドヌクレア
ーゼ、トポイソメラーゼまたは複製開始因子によって認識される配列であることがある。
修飾ヌクレオチドのパターンは、メチル化または損傷のパターンであることがある。
【０２０７】
　１つまたは複数のアンカーは、ポリヌクレオチド負荷部分とカップリングする、結合す
る、それにインターカレートする、または、それと相互作用する任意の基を含むことがで
きる。この基は、静電相互作用、水素結合相互作用、またはファンデルワールス相互作用
によって、ポリヌクレオチドにインターカレートすることもあり、またはポリヌクレオチ
ドと相互作用することもある。そのような基としては、リシン単量体、ポリリシン（ｓｓ
ＤＮＡまたはｄｓＤＮＡと相互作用することになる）、臭化エチジウム（ｄｓＤＮＡにイ
ンターカレートすることになる）、ユニバーサル塩基またはユニバーサルヌクレオチド（
任意のポリヌクレオチドとハイブリダイズすることができる）およびオスミウム錯体（メ
チル化塩基と反応することができる）が挙げられる。したがって、ポリヌクレオチド負荷
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部分を膜と、その膜に付着している１つまたは複数のユニバーサルヌクレオチドを使用し
てカップリングしてもよい。１つまたは複数のリンカーを使用して各ユニバーサルヌクレ
オチドを膜とカップリングしてもよい。ユニバーサルヌクレオチドは、好ましくは、次の
核酸塩基のうちの１つを含む：ヒポキサンチン、４－ニトロインドール、５－ニトロイン
ドール、６－ニトロインドール、ホルミルインドール、３－ニトロピロール、ニトロイミ
ダゾール、４－ニトロピラゾール、４－ニトロベンゾイミダゾール、５－ニトロインダゾ
ール、４－アミノベンゾイミダゾールまたはフェニル（Ｃ６－芳香族環）。ユニバーサル
ヌクレオチドは、より好ましくは、次のヌクレオシドのうちの１つを含む：２’－デオキ
シイノシン、イノシン、７－デアザ－２’－デオキシイノシン、７－デアザ－イノシン、
２－アザ－デオキシイノシン、２－アザ－イノシン、２－Ｏ’－メチルイノシン、４－ニ
トロインドール２’－デオキシリボヌクレオシド、４－ニトロインドールリボヌクレオシ
ド、５－ニトロインドール２’－デオキシリボヌクレオシド、５－ニトロインドールリボ
ヌクレオシド、６－ニトロインドール２’－デオキシリボヌクレオシド、６－ニトロイン
ドールリボヌクレオシド、３－ニトロピロール２’－デオキシリボヌクレオシド、３－ニ
トロピロールリボヌクレオシド、ヒポキサンチンの非環状糖類似体、ニトロイミダゾール
２’－デオキシリボヌクレオシド、ニトロイミダゾールリボヌクレオシド、４－ニトロピ
ラゾール２’－デオキシリボヌクレオシド、４－ニトロピラゾールリボヌクレオシド、４
－ニトロベンゾイミダゾール２’－デオキシリボヌクレオシド、４－ニトロベンゾイミダ
ゾールリボヌクレオシド、５－ニトロインダゾール２’－デオキシリボヌクレオシド、５
－ニトロインダゾールリボヌクレオシド、４－アミノベンゾイミダゾール２’－デオキシ
リボヌクレオシド、４－アミノベンゾイミダゾールリボヌクレオシド、フェニルＣ－リボ
ヌクレオシド、フェニルＣ－２’－デオキシリボシルヌクレオシド、２’－デオキシネブ
ラリン、２’－デオキシイソグアノシン、Ｋ－２’－デオキシリボース、Ｐ－２’－デオ
キシリボースおよびピロリジン。ユニバーサルヌクレオチドは、より好ましくは、２’－
デオキシイノシンを含む。ユニバーサルヌクレオチドは、より好ましくは、ＩＭＰまたは
ｄＩＭＰである。ユニバーサルヌクレオチドは、最も好ましくは、ｄＰＭＰ（２’－デオ
キシ－Ｐ－ヌクレオシド一リン酸）またはｄＫＭＰ（Ｎ６－メトキシ－２，６－ジアミノ
プリン一リン酸）である。
【０２０８】
　１つまたは複数のアンカーをフーグスティーン（Hoogsteen）水素結合（２つの核酸塩
基が水素結合によって一緒に保持される）または逆フーグスティーン水素結合（一方の核
酸塩基が他方の核酸塩基に対して１８０°回転される）によってポリヌクレオチド負荷部
分とカップリング（または結合）してもよい。例えば、１つまたは複数のアンカーは、ポ
リヌクレオチド負荷部分とフーグスティーン水素結合または逆フーグスティーン水素結合
を形成する、１つもしくは複数のヌクレオチド、１つもしくは複数のオリゴヌクレオチド
または１つもしくは複数のポリヌクレオチドを含むことがある。これらのタイプの水素結
合は、第３のポリヌクレオチド鎖を二本鎖ヘリックスの周りに巻きつかせ、三重鎖を形成
させる。１つまたは複数のアンカーは、二本鎖二重鎖と三重鎖を形成することによって、
二本鎖ポリヌクレオチド負荷部分とカップリング（または結合）することがある。
【０２０９】
　この実施形態において、膜成分の少なくとも１％、少なくとも１０％、少なくとも２５
％、少なくとも５０％または１００％は官能化されることがある。
【０２１０】
　１つまたは複数のアンカーがタンパク質を含む場合、例えば、タンパク質が、膜と適合
性である外部疎水性領域を既に有するならば、アンカーは、さらなる官能化なしに直接膜
内に係留することができるであろう。そのようなタンパク質の例としては、膜貫通タンパ
ク質、膜内タンパク質および膜タンパク質が挙げられるが、これらに限定されない。ある
いは、タンパク質は、膜と適合性である遺伝子融合された疎水性領域とともに発現される
ことがある。そのような疎水性タンパク質領域は、当技術分野において公知である。
【０２１１】
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　１つまたは複数のアンカーは、好ましくは、膜と接触させる前に１つまたは複数の負荷
部分と混合されるが、１つまたは複数のアンカーを膜と接触させ、その後、１つまたは複
数の負荷部分と接触させてもよい。
【０２１２】
　別の態様において、負荷部分は、上記の方法を用いて、特異的結合基が該負荷部分を認
識できるように官能化されることがある。具体的には、負荷部分は、リガンド、例えば、
ビオチン（ストレプトアビジンと結合させるため）、アミロース（マルトース結合タンパ
ク質もしくは融合タンパク質と結合させるため）、Ｎｉ－ＮＴＡ（ポリヒスチジンもしく
はポリヒスチジンタグ付きタンパク質と結合させるため）、またはペプチド（例えば抗原
）で官能化されることがある。
【０２１３】
　好ましい実施形態によると、ポアを優先的に通り抜けるリーダー配列を含む負荷部分に
ポリヌクレオチドを付着させる場合、１つまたは複数のアンカーを使用してポリヌクレオ
チドを膜とカップリングすることがある。リーダー配列は、下でより詳細に論じる。好ま
しくは、ポリヌクレオチドは、ポアを優先的に通り抜けるリーダー配列に付着（例えばラ
イゲート）される。そのようなリーダー配列は、ホモ重合体型ポリヌクレオチドまたは脱
塩基領域を含むことがある。リーダー配列は、１つまたは複数のアンカーに直接、または
１つもしくは複数の中間ポリヌクレオチド（もしくはスプリント）を介して、ハイブリダ
イズするように概して設計される。そのような場合、１つまたは複数のアンカーは、リー
ダー配列内の配列または１つもしくは複数の中間ポリヌクレオチド（もしくはスプリント
）内の配列に相補的であるポリヌクレオチド配列を概して含む。そのような場合、１つま
たは複数のスプリントは、リーダー配列内の配列に相補的であるポリヌクレオチド配列を
概して含む。
【０２１４】
　化学的付着に使用される分子の例は、ＥＤＣ（１－エチル－３－［３－ジメチルアミノ
プロピル］カルボジイミド塩酸塩）である。市販のキット（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｐｉｅｒｃｅ
、部品番号２２９８０）を使用して反応性基をポリヌクレオチドの５’に付加することも
できる。好適な方法としては、ヒスチジン残基およびＮｉ－ＮＴＡを使用する一時的親和
性付着はもちろん、反応性システイン、リシンまたは非天然アミノ酸による、より強い共
有結合性付着も挙げられるが、これらに限定されない。
【０２１５】
膜貫通ポア
　本発明の特性評価方法は、標的ポリヌクレオチドが膜貫通ポアに対して移動するときに
１つまたは複数の測定値を取るステップを含む。ポアを使用して様々な異なるタイプの測
定を行ってもよい。この測定は、限定ではいが、電気的測定および光学的測定を含む。可
能な電気的測定としては、電流測定、インピーダンス測定、トンネル効果測定（Ivanov A
P et al., Nano Lett.2011 Jan 12; 11(1):279-85）、およびＦＥＴ測定（国際出願ＷＯ
２００５／１２４８８８）が挙げられる。光学的測定は電気的測定と組み合わされること
がある（Soni GV et al., Rev Sci Instrum.2010 Jan; 81(1):014301）。測定は、膜貫通
電流測定、例えば、ポアを通って流れるイオン電流の測定であってもよい。
【０２１６】
　電気的測定は、Stoddart D et al., Proc Natl Acad Sci, 12;106(19):7702-7、Lieber
man KR et al, J Am Chem Soc.2010;132(50):17961-72、および国際出願ＷＯ２０００／
２８３１２に記載されているような、標準的なシングルチャンネル記録装置を使用して行
ってもよい。あるいは、電気的測定は、例えば、国際出願ＷＯ２００９／０７７７３４お
よび国際出願ＷＯ２０１１／０６７５５９に記載されているような、マルチチャンネルシ
ステムを使用して行ってもよい。
【０２１７】
　方法は、好ましくは、膜を横断して印加される電位を用いて行われる。印加される電位
は、電圧電位であってもよい。あるいは、印加される電位は、化学的電位であってもよい
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。この方法の例は、両親媒性層などの膜を横断する塩勾配の使用である。塩勾配は、Hold
en et al., J Am Chem Soc.2007 Jul 11; 129(27):8650-5に開示されている。場合によっ
ては、ポリヌクレオチドがポアに対して移動するときに検出要素（またはポア）を通過す
る電流を用いて、ポリヌクレオチドの配列を推定または判定する。これは鎖シークエンシ
ングである。
【０２１８】
　方法は、標的ポリヌクレオチドを膜貫通ポアと接触させるステップを含む。膜貫通ポア
は、ある程度膜を交差する構造である。膜貫通ポアは、印加された電位によって駆動され
る水和イオンが膜を横断して流れるまたは膜内を流れることを可能にする。膜貫通ポアは
、概して膜全体を交差しており、したがって、水和イオンは、膜の一方の面から膜の他方
の面に流れることがある。しかし、膜貫通ポアが膜を交差している必要はない。膜貫通ポ
アは、一方の末端が閉じられていることがある。例えば、ポアは、膜内のウェル、ギャッ
プ、チャネル、溝またはスリットであることがあり、水和イオンは、それに沿って流れる
こともあり、またはその中に流入することもある。
【０２１９】
　いずれの膜貫通ポアを本発明において使用してもよい。ポアは、生物学的なものであっ
てもよく、または人工的なものであってもよい。好適なポアとしては、タンパク質ポア、
ポリヌクレオチドポアおよび固体ポアが挙げられるが、これらに限定されない。ポアは、
ＤＮＡ折り紙ポア（Langecker et al., Science, 2012; 338: 932-936）であってもよい
。
【０２２０】
　膜貫通ポアは、好ましくは膜貫通タンパク質ポアである。膜貫通タンパク質ポアは、分
析物などの水和イオンが膜の一方の面から膜の他方の面に流れることを可能にする、ポリ
ペプチドまたはポリペプチドのコレクションである。本発明において、膜貫通タンパク質
ポアは、印加された電位によって駆動される水和イオンが膜の一方の面から他方に流れる
ことを可能にするポアを形成することができる。膜貫通タンパク質ポアは、好ましくは、
ヌクレオチドなどの分析物がトリブロック共重合体膜などの膜の一方の面から他方に流れ
ることを可能にする。膜貫通タンパク質ポアは、ＤＮＡまたはＲＮＡなどのポリヌクレオ
チドをポアに対して、例えばポアを通って、移動させる。
【０２２１】
　膜貫通タンパク質ポアは、単量体であってもよく、またはオリゴマーであってもよい。
ポアは、好ましくは、いくつかの反復サブユニット、例えば、少なくとも６、少なくとも
７、少なくとも８または少なくとも９個サブユニットで構成される。ポアは、好ましくは
、六量体、七量体、八量体または九量体ポアである。ポアは、ホモオリゴマーであっても
よく、またはヘテロオリゴマーであってもよい。
【０２２２】
　膜貫通タンパク質ポアは、概してバレルまたはチャネルを含み、それを通ってイオンが
流れることがある。ポアのサブユニットは、概して中心軸を包囲し、鎖を膜貫通βバレル
もしくはチャネルまたは膜貫通αヘリックスバンドルもしくはチャネルにもたらす。
【０２２３】
　膜貫通タンパク質ポアのバレルまたはチャネルは、ヌクレオチド、ポリヌクレオチドま
たは核酸などの分析物との相互作用を助長するアミノ酸を概して含む。これらのアミノ酸
は、好ましくは、バレルまたはチャネルの狭窄部付近に位置する。膜貫通タンパク質ポア
は、正電荷を有する１つまたは複数のアミノ酸、例えば、アルギニン、リシン、もしくは
ヒスチジンまたは芳香族アミノ酸、例えばチロシンもしくはトリプトファンを概して含む
。これらのアミノ酸は、ポアとヌクレオチド、ポリヌクレオチドまたは核酸との相互作用
を概して助長する。
【０２２４】
　本発明に従って使用するための膜貫通タンパク質ポアは、βバレルポアまたはαヘリッ
クスバンドルポアに由来しうる。βバレルポアは、β鎖から形成されるバレルまたはチャ
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ネルを含む。好適なβバレルポアとしては、β－毒素、例えばα－ヘモリシン、炭疽毒素
およびロイコシジン、ならびに外膜タンパク質／細菌のポリン、例えば、スメグマ菌（My
cobacterium smegmatis）ポリン（Ｍｓｐ）、例えばＭｓｐＡ、ＭｓｐＢ、ＭｓｐＣまた
はＭｓｐＤ、外膜ポリンＦ（ＯｍｐＦ）、外膜ポリンＧ（ＯｍｐＧ）、外膜ホスホリパー
ゼＡおよびナイセリア（Neisseria）オートトランスポーターリポタンパク質（ＮａｌＰ
）ならびに他のポア、例えばライセニンが挙げられるが、これらに限定されない。αヘリ
ックスバンドルポアは、αヘリックスから形成されるバレルまたはチャネルを含む。好適
なαヘリックスバンドルポアとしては、内膜タンパク質およびα外膜タンパク質、例えば
、ＷＺＡおよびＣｌｙＡ毒素が挙げられるが、これらに限定されない。膜貫通ポアは、ラ
イセニンに由来しうる。ライセニンに由来する好適なポアは、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ
２０１３／０５０６６７（ＷＯ２０１３／１５３３５９として公開された）に開示されて
いる。膜貫通ポアは、Ｍｓｐに由来することもあり、またはα－ヘモリシン（α－ＨＬ）
に由来することもある。
【０２２５】
　膜貫通タンパク質ポアは、好ましくはＭｓｐに、好ましくはＭｓｐＡに由来する。その
ようなポアは、オリゴマー性となり、Ｍｓｐに由来する７、８、９または１０個の単量体
を概して含む。ポアは、同一の単量体を含むＭｓｐに由来するホモオリゴマー性ポアであ
ることがある。あるいは、ポアは、他と異なる少なくとも１つの単量体を含むＭｓｐに由
来するヘテロオリゴマー性ポアであることがある。好ましくは、ポアは、ＭｓｐＡまたは
そのホモログもしくはパラログに由来する。
【０２２６】
　Ｍｓｐに由来する単量体は、配列番号２で示される配列またはその変異体を概して含む
。配列番号２は、ＭｓｐＡ単量体のＭＳ－（Ｂ１）８突然変異体である。これは、次の突
然変異：Ｄ９０Ｎ、Ｄ９１Ｎ、Ｄ９３Ｎ、Ｄ１１８Ｒ、Ｄ１３４ＲおよびＥ１３９Ｋを含
む。配列番号２の変異体は、配列番号２のものとは異なるアミノ酸配列を有するポリペプ
チドであって、ポアを形成するその能力を保持するポリペプチドである。ポアを形成する
変異体の能力は、当技術分野において公知の任意の方法を用いてアッセイすることができ
る。例えば、変異体を両親媒性層に他の適切なサブユニットとともに挿入してもよく、オ
リゴマー化してポアを形成するその能力を判定してもよい。両親媒性層などの膜にサブユ
ニットを挿入する方法は、当技術分野において公知である。例えば、サブユニットを精製
形態でトリブロック共重合体膜を含有する溶液に懸濁させてもよく、その結果、サブユニ
ットは膜に分散し、膜と結合することによって挿入され、集合して機能性状態になる。あ
るいは、M.A. Holden, H. Bayley. J. Am. Chem.Soc.2005, 127, 6502-6503および国際出
願番号ＰＣＴ／ＧＢ２００６／００１０５７（ＷＯ２００６／１００４８４として公開さ
れた）に記載されている「ピックアンドプレース」法を用いて、サブユニットを膜に直接
挿入してもよい。
【０２２７】
　配列番号２のアミノ酸配列の全長にわたって、変異体は、好ましくは、アミノ酸同一性
に基づきその配列と少なくとも５０％相同であることになる。より好ましくは、変異体は
、アミノ酸同一性に基づき、配列全体にわたって配列番号２のアミノ酸配列と少なくとも
５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、
少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％およびより好ましくは少なくと
も９５％、９７％または９９％相同であることがある。１００以上、例えば１２５、１５
０、１７５または２００以上の連続するアミノ酸のストレッチにわたって、少なくとも８
０％、例えば少なくとも８５％、９０％または９５％アミノ酸同一性（「確かな相同性」
）があることがある。
【０２２８】
　当技術分野における標準的な方法を用いて相同性を決定してもよい。例えば、ＵＷＧＣ
Ｇ　Ｐａｃｋａｇｅは、相同性を計算するために使用することができ、例えばそのデフォ
ルト設定で使用される、ＢＥＳＴＦＩＴプラグラムを提供している（Devereux et al (19
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vol 36:290-300；Altschul, S.F et al (1990) J Mol Biol 215:403-10に記載されている
ように、ＰＩＬＥＵＰおよびＢＬＡＳＴアルゴリズムを用いて、相同性を計算し、または
配列を並べる（例えば、等価の残基または対応する配列を（通常はそれらのデフォルト設
定で）同定する）ことができる。ＢＬＡＳＴ解析を行うためのソフトウェアは、米国国立
生物工学情報センター（National Center for Biotechnology Information）（http://ww
w.ncbi.nlm.nih.gov/）から公的に入手できる。
【０２２９】
　配列番号２は、ＭｓｐＡ単量体のＭＳ－（Ｂ１）８突然変異体である。変異体は、Ｍｓ
ｐＡと比較してＭｓｐＢ、ＣまたはＤ単量体における突然変異のいずれかを含むことがあ
る。ＭｓｐＢ、ＣおよびＤの成熟形態は、配列番号５～７で示される。詳細には、変異体
は、ＭｓｐＢ中に存在する次の置換を含むことがある：Ａ１３８Ｐ。変異体は、ＭｓｐＣ
中に存在する次の置換の１つまたは複数を含むことがある：Ａ９６Ｇ、Ｎ１０２Ｅおよび
Ａ１３８Ｐ。変異体は、ＭｓｐＤ中に存在する次の突然変異の１つまたは複数を含むこと
がある：Ｇ１の欠失、Ｌ２Ｖ、Ｅ５Ｑ、Ｌ８Ｖ、Ｄ１３Ｇ、Ｗ２１Ａ、Ｄ２２Ｅ、Ｋ４７
Ｔ、Ｉ４９Ｈ、Ｉ６８Ｖ、Ｄ９１Ｇ、Ａ９６Ｑ、Ｎ１０２Ｄ、Ｓ１０３Ｔ、Ｖ１０４Ｉ、
Ｓ１３６ＫおよびＧ１４１Ａ。変異体は、ＭｓｐＢ、ＣおよびＤからの突然変異および置
換の１つまたは複数の組み合わせを含むことがある。変異体は、好ましくは、突然変異Ｌ
８８Ｎを含む。配列番号２の変異体は、ＭＳ－Ｂ１のすべての突然変異に加えて突然変異
Ｌ８８Ｎを有し、ＭＳ－（Ｂ２）８と呼ばれる。本発明において使用されるポアは、好ま
しくはＭＳ－（Ｂ２）８である。配列番号２の変異体は、ＭＳ－Ｂ１のすべての突然変異
に加えて突然変異Ｇ７５Ｓ／Ｇ７７Ｓ／Ｌ８８Ｎ／Ｑ１２６Ｒを有し、ＭＳ－Ｂ２Ｃと呼
ばれる。本発明において使用されるポアは、好ましくはＭＳ－（Ｂ２）８またはＭＳ－（
Ｂ２Ｃ）８である。
【０２３０】
　上で論じたものに加えて、アミノ酸置換、例えば１、２、３、４、５、１０、２０また
は３０以下の置換を、配列番号２のアミノ酸配列に加えてもよい。保存的置換は、アミノ
酸を、類似の化学構造、類似の化学的特性または類似の側鎖体積の他のアミノ酸で置き換
える。導入されるアミノ酸は、それらが置き換えるアミノ酸と類似の極性、親水性、疎水
性、塩基性、酸性、中性または電荷を有しうる。あるいは、保存的置換は、既存の芳香族
または脂肪族アミノ酸の代わりに、芳香族または脂肪族である別のアミノ酸を導入するこ
とがある。保存的アミノ酸変化は当技術分野において周知であり、下の表２において定義
するような２０の主要アミノ酸の特性に従って選択されうる。アミノ酸が類似の極性を有
する場合、このことを、表３中のアミノ酸側鎖についてのハイドロパシースケールを参照
することによって判定することもできる。
【０２３１】
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【表２】

【０２３２】
【表３】

【０２３３】
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　配列番号２のアミノ酸配列の１つまたは複数のアミノ酸残基は、上記のポリペプチドか
らさらに欠失されることがある。１、２、３、４、５、１０、２０もしくは３０以下の残
基が、欠失されることがあり、またはそれより多くが欠失されることもある。
【０２３４】
　変異体は、配列番号２の断片を含むことがある。そのような断片は、ポア形成活性を保
持する。断片は、少なくとも５０、１００、１５０または２００アミノ酸の長さでありう
る。そのような断片は、ポアを生成するために使用されることがある。断片は、好ましく
は、配列番号２のポア形成ドメインを含む。断片は、配列番号２の残基８８、９０、９１
、１０５、１１８および１３４のうちの１つを含まなければならない。概して、断片は、
配列番号２の残基８８、９０、９１、１０５、１１８および１３４のすべてを含む。
【０２３５】
　１つまたは複数のアミノ酸が上記のポリペプチドに代替的にまたはさらに付加されるこ
とがある。配列番号２のアミノ酸配列またはそのポリペプチド変異体もしくは断片のアミ
ノ末端またはカルボキシ末端に伸長が施されることがある。伸長は、かなり短いことがあ
り、例えば、１～１０アミノ酸の長さであることがある。あるいは、伸長は、より長いこ
とがあり、例えば、５０または１００アミノ酸以下であることがある。担体タンパク質は
本発明に従ってアミノ酸配列に融合されることがある。他の融合タンパク質は、下でより
詳細に論じる。
【０２３６】
　上で論じたように、変異体は、配列番号２のものとは異なるアミノ酸配列を有するポリ
ペプチドであって、ポアを形成するその能力を保持するポリペプチドである。変異体は、
ポア形成に関与している配列番号２の領域を概して含有する。βバレルを含有するＭｓｐ
のポア形成能力は、各サブユニット内のβシートによってもたらされる。配列番号２の変
異体は、βシートを形成する配列番号２内の領域を概して含む。結果として生じる変異体
が、ポアを形成するその能力を保持するのであれば、１つまたは複数の修飾を、βシート
を形成する配列番号２の領域に加えることができる。配列番号２の変異体は、１つまたは
複数の修飾、例えば置換、付加または欠失をそのαヘリックスおよび／またはループ領域
内に好ましくは含む。
【０２３７】
　Ｍｓｐに由来する単量体は、それらの同定または精製を支援するように、例えば、ヒス
チジン残基（ｈｉｓタグ）、アスパラギン酸残基（ａｓｐタグ）、ストレプトアビジンタ
グもしくはｆｌａｇタグの付加によって、または細胞からのそれらの分泌を促進するため
のシグナル配列の付加（ポリペプチドがそのような配列を天然に含有しない場合）によっ
て、修飾されることがある。遺伝子タグを導入することの代替法は、タグをポア上のネイ
ティブ位置または工学的に操作された位置に化学反応させることである。この方法の例は
、ポアの外側に工学的に操作されたシステインにゲルシフト試薬を反応させることであろ
う。この方法は、ヘモリシンヘテロオリゴマーを分離する方法として立証されている（Ch
em Biol.1997 Jul; 4(7):497-505）。
【０２３８】
　Ｍｓｐに由来する単量体は、顕現標識で標識されることがある。顕現標識は、ポアを検
出できるようにするいずれの好適な標識であってもよい。好適な標識は、下で説明する。
【０２３９】
　Ｍｓｐに由来する単量体は、Ｄ－アミノ酸を使用して生成されることもある。例えば、
Ｍｓｐに由来する単量体は、Ｌ－アミノ酸とＤ－アミノ酸の混合物を含むことがある。こ
れは、そのようなタンパク質またはペプチドの生産に関する技術分野では当たり前のこと
である。
【０２４０】
　Ｍｓｐに由来する単量体は、ヌクレオチド識別を助長するための１つまたは複数の特異
的修飾を含有する。Ｍｓｐに由来する単量体は、他の非特異的修飾も、該修飾がポア形成
に干渉しないのであれば、含有してもよい。いくつかの非特異的側鎖修飾は当技術分野に
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おいて公知であり、Ｍｓｐに由来する単量体の側鎖に加えられることがある。そのような
修飾としては、例えば、アルデヒドとの反応、その後のＮａＢＨ４での還元によるアミノ
酸の還元アルキル化、アセトイミド酸メチルでのアミジン化、または無水酢酸でのアシル
化が挙げられる。
【０２４１】
　Ｍｓｐに由来する単量体は、当技術分野において公知の標準的方法を用いて生成するこ
とができる。Ｍｓｐに由来する単量体を合成的に作製してもよく、または組み換え手段に
よって作製してもよい。例えば、ポアをインビトロ翻訳および転写（ＩＶＴＴ）によって
合成してもよい。ポアを生成する好適な方法は、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ０９／００１
６９０（ＷＯ２０１０／００４２７３として公開された）、ＰＣＴ／ＧＢ０９／００１６
７９（ＷＯ２０１０／００４２６５として公開された）またはＰＣＴ／ＧＢ１０／０００
１３３（ＷＯ２０１０／０８６６０３として公開された）において論じられている。膜に
ポアを挿入する方法が論じられている。
【０２４２】
　膜貫通タンパク質ポアは、好ましくは、α－ヘモリシン（α－ＨＬ）にも由来する。野
生型α－ＨＬポアは、７つの同一の単量体またはサブユニットで形成されている（すなわ
ち、このポアは七量体である）。α－ヘモリシン－ＮＮの１つの単量体またはサブユニッ
トの配列は、配列番号４で示される。
【０２４３】
　いくつかの実施形態において、膜貫通タンパク質ポアは、化学的に修飾される。ポアは
任意の方法で、任意の部位で化学的に修飾することができる。膜貫通タンパク質ポアは、
好ましくは、１つもしくは複数のシステインへの分子の付着（システイン結合）、１つも
しくは複数のリシンへの分子の付着、１つもしくは複数の非天然アミノ酸への分子の付着
、エピトープの酵素修飾、または末端の修飾によって化学的に修飾される。そのような修
飾を実施する好適な方法は、当技術分野において周知である。膜貫通タンパク質ポアをい
ずれの分子の付着によって化学的に修飾してもよい。例えば、色素またはフルオロフォア
の付着によってポアを化学的に修飾してもよい。
【０２４４】
　ポア内のいずれの数の単量体を化学的に修飾してもよい。好ましくは、１つまたは複数
、例えば２、３、４、５、６、７、８、９または１０の単量体が、上で論じたように化学
的に修飾される。
【０２４５】
　システイン残基の反応性は隣接残基の修飾によって増強されることがある。例えば、隣
接するアルギニン、ヒスチジンまたはリシン残基の塩基性基は、システインのチオール基
のｐＫａをより反応性の高いＳ－基のｐＫａに変化させることになる。システイン残基の
反応性はｄＴＮＢなどのチオール保護基によって保護されることがある。リンカーを付着
させる前にポアの１つまたは複数のシステイン残基とこれらの保護基を反応させてもよい
。
【０２４６】
　分子（ポアを化学的に修飾する分子）をポアに直接付着させてもよく、または国際出願
番号ＰＣＴ／ＧＢ０９／００１６９０（ＷＯ２０１０／００４２７３として公開された）
、ＰＣＴ／ＧＢ０９／００１６７９（ＷＯ２０１０／００４２６５として公開された）も
しくはＰＣＴ／ＧＢ１０／０００１３３（ＷＯ２０１０／０８６６０３として公開された
）に開示されているようなリンカーによって付着させてもよい。
【０２４７】
　膜貫通タンパク質ポアなどの、本明細書に記載するタンパク質のいずれも、それらの同
定または精製を支援するように、例えば、ヒスチジン残基（ｈｉｓタグ）、アスパラギン
酸残基（ａｓｐタグ）、ストレプトアビジンタグ、ｆｌａｇタグ、ＳＵＭＯタグ、ＧＳＴ
タグもしくはＭＢＰタグの付加によって、または細胞からのそれらの分泌を促進するため
のシグナル配列の付加（ポリペプチドがそのような配列を天然に含有しない場合）によっ
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て、修飾されることがある。遺伝子タグを導入することの代替法は、タグをポアまたは構
築物上のネイティブ位置または工学的に操作された位置に化学反応させることである。こ
の方法の例は、ポアの外側に工学的に操作されたシステインにゲルシフト試薬を反応させ
ることであろう。この方法は、ヘモリシンヘテロオリゴマーを分離する方法として立証さ
れている（Chem Biol.1997 Jul; 4(7):497-505）。
【０２４８】
　ポアは、顕現標識で標識されることがある。顕現標識は、ポアを検出できるようにする
いずれの好適な標識であってもよい。好適な標識としては、蛍光分子、放射性同位元素、
例えば、１２５Ｉ、３５Ｓ、酵素、抗体、抗原、ポリヌクレオチドおよびリガンド、例え
ばビオチンが挙げられるが、これらに限定されない。
【０２４９】
　膜貫通タンパク質ポアなどの、本明細書に記載するタンパク質のいずれも、合成的に作
製してもよく、または組み換え手段によって作製してもよい。例えば、ポアをインビトロ
翻訳および転写（ＩＶＴＴ）によって合成してもよい。ポアのアミノ酸配列は、天然に存
在しないアミノ酸を含むように修飾されることもあり、またはタンパク質の安定性を増す
ように修飾されることもある。タンパク質が合成手段によって生産される場合、そのよう
なアミノ酸を生産中に導入してもよい。合成または組み換え生産のいずれかの後にポアを
改変してもよい。
【０２５０】
　ポアは、Ｄ－アミノ酸を使用して生成されることもある。例えば、ポアまたは構築物は
、Ｌ－アミノ酸とＤ－アミノ酸の混合物を含むことがある。これは、そのようなタンパク
質またはペプチドの生産に関する技術分野では当たり前のことである。
【０２５１】
　ポアは、他の非特異的修飾を、該修飾がポア形成にも構築物の機能にも干渉しないので
あれば、含有してもよい。いくつかの非特異的側鎖修飾は当技術分野において公知であり
、タンパク質の側鎖に加えられることがある。そのような修飾としては、例えば、アルデ
ヒドとの反応、その後のＮａＢＨ４での還元によるアミノ酸の還元アルキル化、アセトイ
ミド酸メチルでのアミジン化、または無水酢酸でのアシル化が挙げられる。
【０２５２】
　膜貫通タンパク質ポアなどの、本明細書に記載するタンパク質のいずれも、当技術分野
において公知の標準的な方法を用いて生成することができる。ポアまたは構築物をコード
するポリヌクレオチド配列は、当技術分野における標準的方法を用いて誘導され、複製さ
れることがある。ポアまたは構築物をコードするポリヌクレオチド配列は、当技術分野に
おける標準技法を用いて細菌宿主細胞において発現されることがある。ポアは、組み換え
発現ベクターからのポリペプチドのインサイチュー発現によって細胞において生産される
ことがある。発現ベクターは、ポリペプチドの発現を制御するための誘導性プロモーター
を場合により有する。これらの方法は、Sambrook, J. and Russell, D. (2001).Molecula
r Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Edition.Cold Spring Harbor Laboratory Press,
 Cold Spring Harbor, NYに記載されている。
【０２５３】
　ポアは、タンパク質生産生物からの任意のタンパク質液体クロマトグラフィーシステム
による精製後、または組み換え発現後、大規模に生産されることがある。典型的なタンパ
ク質液体クロマトグラフィーシステムとしては、ＦＰＬＣ、ＡＫＴＡシステム、Ｂｉｏ－
Ｃａｄシステム、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＢｉｏＬｏｇｉｃシステムおよびＧｉｌｓｏｎ　ＨＰ
ＬＣシステムが挙げられる。
【０２５４】
スペーサー
　１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質がヘリカーゼであり、１つまたは複
数の負荷部分がポリヌクレオチドを含む場合、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ２０１４／０５
０１７５（ＷＯ２０１４／１３５８３８として公開された）において論じられているよう
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に１つまたは複数のヘリカーゼを１つまたは複数のスペーサーで停止させてもよい。国際
出願に開示されている１つまたは複数のヘリカーゼおよび１つまたは複数のスペーサーの
いずれの配置を本発明において使用してもよい。
【０２５５】
　標的ポリヌクレオチドの一部がポアに侵入し、印加された電位の結果として生じる場に
沿ってポアに対して、例えばポアを通って、移動する場合、１つまたは複数のヘリカーゼ
は、ポリヌクレオチドがポアに対して、例えばポアを通って、移動するとき、ポアによっ
てスペーサーを超えて移動される。これは、（１つまたは複数のスペーサーを含む）ポリ
ヌクレオチドがポアに対して、例えばポアを通って、移動し、１つまたは複数のヘリカー
ゼがポアの上部に残存するためである。
【０２５６】
　１つまたは複数のスペーサーは、好ましくは、負荷部分ポリヌクレオチドの一部であり
、例えば、スペーサーはポリヌクレオチド配列に割り込んでいる。１つまたは複数のスペ
ーサーは、好ましくは、ポリヌクレオチドにハイブリダイズされた１つまたは複数の遮断
分子、例えばスピードバンプの一部ではない。
【０２５７】
　負荷部分ポリヌクレオチド内にいずれの数のスペーサーがあってもよく、例えば、１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０以上のスペーサーがあってもよい。好ましくは、
ポリヌクレオチド内に２、４または６個のスペーサーがある。リーダー配列内のスペーサ
ーおよび架橋部分またはヘアピンループ内のスペーサーなど、スペーサーは、様々な負荷
部分ポリヌクレオチド内にあってもよい。
【０２５８】
　１つまたは複数のスペーサーは各々、１つまたは複数のヘリカーゼが活性モードであっ
ても克服できないエネルギー障壁をもたらす。１つまたは複数のスペーサーは、（例えば
ポリヌクレオチド中のヌクレオチドから塩基を除去することにより）ヘリカーゼの牽引を
低減させることによって、または（例えば嵩高い化学基を使用して）１つもしくは複数の
ヘリカーゼの移動を物理的に遮断することによって、１つまたは複数のヘリカーゼを停止
させることがある。
【０２５９】
　１つまたは複数のスペーサーは、１つまたは複数のヘリカーゼを停止させる、いずれの
分子、または分子の組み合わせを含んでもよい。１つまたは複数のスペーサーは、１つま
たは複数のヘリカーゼがポリヌクレオチドに沿って移動することを防止する、いずれの分
子、または分子の組み合わせを含んでもよい。１つまたは複数のヘリカーゼが、膜貫通ポ
アおよび印加電位の不在下で１つまたは複数のスペーサーで停止されるか否かを判定する
ことは容易である。例えば、これは、実施例に示すようにアッセイすることができ、例え
ば、スペーサーを超えて移動し、ＤＮＡの相補鎖を置き換えるヘリカーゼの能力を、ＰＡ
ＧＥによって測定することができる。
【０２６０】
　１つまたは複数のスペーサーは、重合体などの直鎖状分子を概して含む。１つまたは複
数のスペーサーは、ポリヌクレオチドとは異なる構造を概して有する。例えば、ポリヌク
レオチドがＤＮＡである場合、１つまたは複数のスペーサーは概してＤＮＡではない。特
に、ポリヌクレオチドが、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（ＲＮＡ）である
場合、１つまたは複数のスペーサーは、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、グリセロール核酸（Ｇ
ＮＡ）、トレオース核酸（ＴＮＡ）、ロックド核酸（ＬＮＡ）、架橋核酸（ＢＮＡ）、ま
たはヌクレオチド側鎖を有する合成重合体を好ましくは含む。１つまたは複数のスペーサ
ーは、１つまたは複数のヌクレオチドをポリヌクレオチドと反対方向で含むことがある。
例えば、ポリヌクレオチドが５’から３’方向である場合、１つまたは複数のスペーサー
は、１つまたは複数のヌクレオチドを３’から５’方向で含むことがある。ヌクレオチド
は、上で論じたもののいずれであってもよい。
【０２６１】
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　１つまたは複数のスペーサーは、１つもしくは複数のニトロインドール、例えば１つも
しくは複数の５－ニトロインドール、１つもしくは複数のイノシン、１つもしくは複数の
アクリジン、１つもしくは複数の２－アミノプリン、１つもしくは複数の２，６－ジアミ
ノプリン、１つもしくは複数の５－ブロモ－デオキシウリジン、１つもしくは複数の逆位
チミジン（逆位ｄＴ）、１つもしくは複数の逆位ジデオキシチミジン（ｄｄＴ）、１つも
しくは複数のジデオキシシチジン（ｄｄＣ）、１つもしくは複数の５－メチルシチジン、
１つもしくは複数の５－ヒドロキシメチルシチジン、１つもしくは複数の２’－Ｏ－メチ
ルＲＮＡ塩基、１つもしくは複数のイソデオキシシチジン（イソｄＣ）、１つもしくは複
数のイソデオキシグアノシン（イソｄＧ）、１つもしくは複数のｉＳｐＣ３基（すなわち
、糖および塩基を欠くヌクレオチド）、１つもしくは複数の光切断性（ＰＣ）基、１つも
しくは複数のヘキサンジオール基、１つもしくは複数のスペーサー９（ｉＳｐ９）基、１
つもしくは複数のスペーサー１８（ｉＳｐ１８）基、重合体または１つもしくは複数のチ
オール結合を好ましくは含む。１つまたは複数のスペーサーは、これらの基のいずれの組
み合わせを含んでもよい。これらの基の多くは、ＩＤＴ（登録商標）（Ｉｎｔｅｇｒａｔ
ｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（登録商標））から市販されている。
【０２６２】
　１つまたは複数のスペーサーは、いずれの数のこれらの基を含有してもよい。例えば、
２－アミノプリン、２，６－ジアミノプリン、５－ブロモ－デオキシウリジン、逆位ｄＴ
、ｄｄＴ、ｄｄＣ、５－メチルシチジン、５－ヒドロキシメチルシチジン、２’－Ｏ－メ
チルＲＮＡ塩基、イソｄＣ、イソｄＧ、ｉＳｐＣ３基、ＰＣ基、ヘキサンジオール基およ
びチオール結合については、１つまたは複数のスペーサーは、好ましくは、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０、１１、１２以上含む。１つまたは複数のスペーサーは、好ま
しくは、２、３、４、５、６、７、８以上のｉＳｐ９基を含む。１つまたは複数のスペー
サーは、好ましくは、２、３、４、５または６以上のｉＳｐ１８基を含む。最も好ましい
スペーサーは、４個のｉＳｐ１８基である。
【０２６３】
　重合体は、好ましくは、ポリペプチドまたはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）である
。ポリペプチドは、好ましくは、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２以
上のアミノ酸を含む。ＰＥＧは、好ましくは、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２以上の単量体ユニットを含む。
【０２６４】
　１つまたは複数のスペーサーは、好ましくは、１つまたは複数の脱塩基ヌクレオチド（
すなわち、核酸塩基を欠くヌクレオチド）、例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２以上の脱塩基ヌクレオチドを含む。核酸塩基は、脱塩基ヌクレオチドで
は、－Ｈ（ｉｄＳｐ）によって置き換えられていることもあり、または－ＯＨによって置
き換えられていることもある。１つまたは複数の隣接ヌクレオチドから核酸塩基を除去す
ることによって、脱塩基スペーサーをポリヌクレオチドに挿入することができる。例えば
、ポリヌクレオチドは、３－メチルアデニン、７－メチルグアニン、１，Ｎ６－エテノア
デニンイノシンまたはヒポキサンチンを含むように修飾されることがあり、核酸塩基は、
ヒトアルキルアデニンＤＮＡグリコシラーゼ（ｈＡＡＧ）を使用してこれらのヌクレオチ
ドから除去されることがある。あるいは、ポリヌクレオチドは、ウラシルを含むように修
飾され、核酸塩基がウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）で除去されることがある
。一実施形態において、１つまたは複数のスペーサーは、いずれの脱塩基ヌクレオチドも
含まない。
【０２６５】
　１つまたは複数のヘリカーゼは、各直鎖状分子スペーサーによって（すなわちそれらの
前で）または各直鎖状分子スペーサーで停止されることがある。直鎖状分子スペーサーが
使用される場合、負荷部分ポリヌクレオチドには、１つまたは複数のヘリカーゼが超えて
移動されることになる各スペーサーの末端に隣接したポリヌクレオチドの二本鎖領域が好
ましくは備えられる。二本鎖領域は、隣接スペーサーで１つまたは複数のヘリカーゼを停
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止させるのに概して役立つ。二本鎖領域の存在は、方法が約１００ｍＭ以下の塩濃度で行
われる場合、特に好ましい。各二本鎖領域は、概して、少なくとも１０、例えば少なくと
も１２ヌクレオチドの長さである。本発明において使用される負荷部分ポリヌクレオチド
が一本鎖状である場合、二本鎖領域は、より短いポリヌクレオチドをスペーサーに隣接す
る領域にハイブリダイズすることによって形成されることがある。より短いポリヌクレオ
チドは、負荷部分ポリヌクレオチドと同じヌクレオチドから概して形成されるが、異なる
ヌクレオチドから形成されることもある。例えば、より短いポリヌクレオチドがＬＮＡま
たはＢＮＡから形成されることがある。
【０２６６】
　直鎖状分子スペーサーが使用される場合、負荷部分ポリヌクレオチドには、１つまたは
複数のヘリカーゼが超えて移動されることになる末端とは反対側の各スペーサーの末端に
遮断分子が好ましくは備えられる。これは、１つまたは複数のヘリカーゼが各スペーサー
で停止したままでいることを確実にするのに役立ちうる。それは、１つまたは複数のヘリ
カーゼを、該ヘリカーゼが溶液に拡散する場合、ポリヌクレオチド上に保持することに役
立つこともある。遮断分子は、１つまたは複数のヘリカーゼを物理的に停止させる、下で
論じる化学基のいずれであってもよい。遮断分子は、ポリヌクレオチドの二本鎖領域であ
ってもよい。
【０２６７】
　１つまたは複数のスペーサーは、１つまたは複数のヘリカーゼを物理的に停止させる１
つまたは複数の化学基を好ましくは含む。１つまたは複数の化学基は、好ましくは、１つ
または複数のペンダント化学基である。１つまたは複数の化学基は、ポリヌクレオチド中
の１つまたは複数の核酸塩基に付着されることがある。１つまたは複数の化学基は、ポリ
ヌクレオチド主鎖に付着されることがある。２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２以上など、いずれの数のこれらの化学基が存在してもよい。好適な基としては、
フルオロフォア、ストレプトアビジンおよび／またはビオチン、コレステロール、メチレ
ンブルー、ジニトロフェノール（ＤＮＰ）、ジゴキシゲニンおよび／または抗ジゴキシゲ
ニンならびにジベンジルシクロオクチン基が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２６８】
　負荷部分ポリヌクレオチド中の異なるスペーサーは、異なる停止分子を含むことがある
。例えば、あるスペーサーは、上で論じた直鎖状分子のうちの１つを含むことがあり、別
のスペーサーは、１つまたは複数のヘリカーゼを物理的に停止させる１つまたは複数の化
学基を含むことがある。スペーサーは、上で論じた直鎖状分子、ならびに１つまたは複数
のヘリカーゼを物理的に停止させる１つまたは複数の化学基、例えば１つまたは複数の脱
塩基体およびフルオロフォアのうちのいずれを含んでもよい。
【０２６９】
　負荷部分ポリヌクレオチドのタイプおよび本発明の方法が行われる条件に依存して、好
適なスペーサーを設計することができる。大部分のヘリカーゼは、ＤＮＡに結合し、ＤＮ
Ａに沿って移動するため、ＤＮＡではないあらゆるものを使用して停止されうる。好適な
分子は、上で論じている。
【０２７０】
　本発明の特性評価方法は、好ましくは、遊離ヌクレオチドの存在下、および／またはヘ
リカーゼ補因子の存在下で行われる。このことは、下でより詳細に論じる。膜貫通ポアお
よび印加電位の不在下、１つまたは複数のスペーサーは、好ましくは、遊離ヌクレオチド
の存在下、および／またはヘリカーゼ補因子の存在下で１つまたは複数のヘリカーゼを停
止させることができる。
【０２７１】
　本発明の特性評価方法が、遊離ヌクレオチドおよび（１つまたは複数のヘリカーゼが活
性モードであるために）下で論じるようなヘリカーゼ補因子の存在下で行われる場合、１
つまたは複数のヘリカーゼを膜貫通ポアと接触させ、電位を印加する前に、１つまたは複
数のヘリカーゼをポリヌクレオチド上で停止させることを確実にするために、１つまたは
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複数のより長いスペーサーが概して使用される。遊離ヌクレオチドおよび（１つまたは複
数のヘリカーゼが不活性モードであるために）ヘリカーゼ補因子の不在下では、１つまた
は複数のより短いスペーサーが使用されることがある。
【０２７２】
　塩濃度も、１つまたは複数のヘリカーゼを停止させる１つまたは複数のスペーサーの能
力に影響を及ぼす。膜貫通ポアおよび印加電位の不在下、１つまたは複数のスペーサーは
、好ましくは、約１００ｍＭ以下の塩濃度で１つまたは複数のヘリカーゼを停止させるこ
とができる。本発明の方法において使用される塩濃度が高いほど、概して使用される１つ
または複数のスペーサーは短く、逆もまた同様である。
【０２７３】
　特徴の好ましい組み合わせを下の表４に示す。
【０２７４】
【表４】

【０２７５】
　方法は、２つ以上のヘリカーゼをスペーサーを超えて移動させることに関わることがあ
る。そのような場合、スペーサーの長さを概して増加させて、ポアおよび印加電位の不在
下で後従ヘリカーゼがスペーサーを超えて先導ヘリカーゼを押さないようにする。方法が
、１つまたは複数のスペーサーを超えて２つ以上のヘリカーゼを移動させることに関わる
場合、上で論じたスペーサー長は、少なくとも１．５倍、例えば２倍、２．５倍または３
倍増加されることがある。例えば、方法が、１つまたは複数のスペーサーを超えて２つ以
上のヘリカーゼを移動させることに関わる場合、上の表４の第３列におけるスペーサー長
は、１．５倍、２倍、２．５倍または３倍増加されることがある。
【０２７６】
　２つ以上のヘリカーゼは、各々が独自の１つまたは複数のスペーサーを有するように離
隔されることもある。このことは、下でより詳細に論じる。
【０２７７】
二本鎖ポリヌクレオチド
　標的ポリヌクレオチドは、二本鎖状であることがある。ポリヌクレオチドが二本鎖状で
ある場合、本発明は、ヘアピンループアダプターなどの架橋部分アダプターをポリヌクレ
オチドの一方の末端に付着させるステップと、ポリヌクレオチドの２本の鎖を分離して一
本鎖ポリヌクレオチド構築物を形成するステップとを好ましくは含む。次いで、一本鎖ポ
リヌクレオチド構築物を本発明に従ってポアに対して、例えばポアを通って、移動させて
もよい。このようにして二本鎖構築物上の両方の鎖を連結し、調べることにより、特性評
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価の効率および精度が増す。
【０２７８】
　架橋部分は、ポリヌクレオチドの２本の鎖を連結することができる。架橋部分は、概し
て、ポリヌクレオチドの２本の鎖を共有結合で連結する。架橋部分は、該架橋部分がポリ
ヌクレオチドの膜貫通ポアを通る移動に干渉しないことを条件に、ポリヌクレオチドの２
本の鎖を連結することができるあらゆるものでありうる。
【０２７９】
　当技術分野において公知のいずれの好適な手段によって架橋部分をポリヌクレオチドに
連結させてもよい。架橋部分を別途合成し、ポリヌクレオチドに化学的に付着または酵素
的にライゲートしてもよい。あるいは、架橋部分は、ポリヌクレオチドの処理中に生成さ
れることがある。
【０２８０】
　架橋部分は、ポリヌクレオチドに、該ポリヌクレオチドの一方の末端にまたは末端付近
に連結される。架橋部分は、ポリヌクレオチドに、該ポリヌクレオチドの末端の１０ヌク
レオチド以内に、好ましくは連結される。
【０２８１】
　架橋部分は好ましい負荷部分であるが、架橋部分は、Ｙアダプターなどの負荷部分が、
標的ポリヌクレオチドの他方の末端に付着している１つまたは複数の結合（または付着）
ポリヌクレオチド結合タンパク質を有するのであれば、結合している１つまたは複数の結
合（または付着）ポリヌクレオチド結合タンパク質を有する必要はない。いくつかの実施
形態において、負荷部分は、本発明のポリヌクレオチドの両方の末端に付着されることが
あり、好ましくは、この場合、一方は、Ｙアダプターであり、他方は、ヘアピンループア
ダプターなどの架橋部分である。好適な架橋部分は、負荷部分に関して上で論じている。
ヘアピンループが負荷部分として使用されない場合、ヘアピンループは、概して１１０ヌ
クレオチド以下、例えば、１００ヌクレオチド以下、９０ヌクレオチド以下、８０ヌクレ
オチド以下、７０ヌクレオチド以下、６０ヌクレオチド以下、５０ヌクレオチド以下、４
０ヌクレオチド以下、３０ヌクレオチド以下、２０ヌクレオチド以下、または１０ヌクレ
オチド以下の長さである。ヘアピンループは、好ましくは、約１～１１０、２～１００、
５～８０、または６～５０ヌクレオチドの長さである。ループがアダプターの差次的選択
可能結合に関与する場合、５０～１１０ヌクレオチドなどの、より長いヘアピンループ長
が好ましい。同様に、ループが、下で論じるような選択可能結合に関与しない場合、１～
５ヌクレオチドなどの、より短いヘアピンループ長が好ましい。
【０２８２】
　架橋部分アダプターまたはヘアピンループアダプターを上で論じたように標的ポリヌク
レオチドに付着またはライゲートしてもよい。
【０２８３】
　当技術分野において公知のいずれの方法を用いてポリヌクレオチドの２本の鎖を分離し
てもよい。例えば、１つもしくは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質によって、また
は脱ハイブリダイゼーションに有利に働く条件を用いて、それらの鎖を分離してもよい（
脱ハイブリダイゼーションに有利に働く条件の例としては、高温、高ｐＨ、ならびに水素
結合または塩基対合を破壊することができる作用物質、例えばホルムアミドおよび尿素の
添加が挙げられるが、これらに限定されない）。１つまたは複数のポリヌクレオチド結合
タンパク質が鎖を分離するために使用される場合、概して、１つまたは複数のポリヌクレ
オチド結合タンパク質は、標的ポリヌクレオチドに、架橋部分の他方の末端で、例えばＹ
アダプターを使用して付着される。
【０２８４】
　１つまたは複数の負荷部分、好ましくはＹアダプターおよび／または架橋部分アダプタ
ー（例えばヘアピンループアダプター）は、選択可能結合部分を好ましくは含む。これに
よって、ポリヌクレオチドを精製または単離することが可能になる。選択可能結合部分は
、その結合特性に基づいて選択することができる部分である。したがって、選択可能結合
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部分は、好ましくは、表面と特異的に結合する部分である。選択可能結合部分は、本発明
において使用される任意の他の部分よりはるかに大きい程度に表面と結合する場合、その
表面に特異的に結合する。好ましい実施形態において、部分は、本発明で使用される他の
部分が結合しない表面と結合する。
【０２８５】
　好適な選択的結合部分は、当技術分野において公知である。好ましい選択的結合部分と
しては、ビオチン、ポリヌクレオチド配列、抗体、抗体断片、例えばＦａｂおよびＳｃＳ
ｖ、抗原、ポリヌクレオチド結合タンパク質、ポリヒスチジンテールおよびＧＳＴタグが
挙げられるが、これらに限定されない。最も好ましい選択的結合部分は、ビオチンおよび
選択可能ポリヌクレオチド配列である。ビオチンは、アビジンで被覆された表面と特異的
に結合する。選択可能ポリヌクレオチド配列は、相同配列で被覆された表面と特異的に結
合（すなわちハイブリダイズ）する。あるいは、選択可能ポリヌクレオチド配列は、ポリ
ヌクレオチド結合タンパク質で被覆された表面と特異的に結合する。
【０２８６】
　１つまたは複数の負荷部分、好ましくはＹアダプターおよび／または架橋部分アダプタ
ー（例えばヘアピンループアダプター）および／または選択可能結合部分は、切る、切れ
目を入れる、切断するまたは加水分解することができる領域を含みうる。そのような領域
は、第一および／または第二のポリヌクレオチドを該ポリヌクレオチドが結合している表
面から精製または単離後に除去することを可能にするように設計することができる。好適
な領域は、当技術分野において公知である。好適な領域としては、ＲＮＡ領域、デスチオ
ビオチンおよびストレプトアビジンを含む領域、ジスルフィド結合ならびに光切断性領域
が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２８７】
リーダー配列
　１つまたは複数の負荷部分に、ポアを優先的に通り抜けるリーダー配列を備えさせても
よい。リーダー配列は、本発明の方法を助長する。リーダー配列は、膜貫通ポアを優先的
に通り抜けるように、およびそれによって標的ポリヌクレオチドのポアに対する、例えば
ポアを通る、移動を助長するように設計される。リーダー配列を使用して、ポリヌクレオ
チドを上で論じたような１つまたは複数のアンカーに連結させることもできる。
【０２８８】
　リーダー配列は、重合体を概して含む。重合体は、好ましくは負電荷を有する。重合体
は、好ましくは、ポリヌクレオチド、例えばＤＮＡもしくはＲＮＡ、修飾ポリヌクレオチ
ド（例えば脱塩基ＤＮＡ）、ＰＮＡ、ＬＮＡ、ＢＮＡ、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）またはポリペプチドである。リーダーは、好ましくはポリヌクレオチドを含み、より好
ましくは一本鎖ポリヌクレオチドを含む。リーダー配列は、上で論じたポリヌクレオチド
のいずれかを含むことができる。一本鎖リーダー配列は、最も好ましくは、ＤＮＡの１本
の鎖、例えば、ポリｄＴセクションを含む。リーダー配列は、好ましくは１つまたは複数
のスペーサーを含む。
【０２８９】
　リーダー配列は、任意の長さでありうるが、概して１０～１５０ヌクレオチドの長さ、
例えば２０～１５０ヌクレオチドの長さである。リーダーの長さは、方法に使用される膜
貫通ポアに概して依存する。
【０２９０】
二重カップリング
　好ましい実施形態において、本発明は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパ
ク質を標的二本鎖ポリヌクレオチドに付着させる方法であって、
（ａ）Ｙアダプターに、該Ｙアダプターと結合（またはそれに付着）している１つまたは
複数のポリヌクレオチド結合タンパク質と、ポリヌクレオチドを膜とカップリングするた
めの１つまたは複数の第一のアンカーとを備えさせ、ヘアピンループアダプターなどの架
橋部分アダプターに１つまたは複数の第二のアンカーを備えさせるステップであって、架
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橋部分アダプターの膜とのカップリング強度が、Ｙアダプターの膜とのカップリング強度
より大きいものであるステップと、
（ｂ）Ｙアダプターを標的ポリヌクレオチドの一方の末端に付着させ、架橋部分を標的ポ
リヌクレオチドの他方の末端に付着させるステップと
を含む方法を含む。架橋部分は、その架橋部分に付着している１つまたは複数のポリヌク
レオチド結合タンパク質、好ましくは１つまたは複数の分子ブレーキを好ましくは有する
。
【０２９１】
　本発明は、標的二本鎖ポリヌクレオチドを特性評価する方法であって、
（ｃ）ステップ（ｂ）で得られたポリヌクレオチドを膜貫通ポアと、１つまたは複数のポ
リヌクレオチド結合タンパク質が、標的ポリヌクレオチドのポアに対する、例えばポアを
通る、移動を制御するように接触させるステップと、
（ｄ）ポリヌクレオチドがポアに対して移動するときに、ポリヌクレオチドの１つまたは
複数の特性を示す１つまたは複数の測定値を取り、それによって標的ポリヌクレオチドを
特性評価するステップと
を含む方法も提供する。
【０２９２】
　このタイプの方法は、英国出願第１４０６１４７．７号において詳細に論じられている
。
【０２９３】
　Ｙアダプターおよび／または架橋部分アダプターは、概してポリヌクレオチドアダプタ
ーである。それらのアダプターを上で論じたポリヌクレオチドのいずれから形成してもよ
い。
【０２９４】
　Ｙアダプターは、概して、（ａ）二本鎖領域および他方の末端に（ｂ）一本鎖領域また
は相補的でない領域を含む。Ｙアダプターは、一本鎖領域を含む場合、オーバーハングを
有すると記述されることがある。Ｙアダプター内の非相補領域の存在はこのアダプターを
Ｙ形にする。２本の鎖が、通常、二本鎖部分とは異なり互いにハイブリダイズしないから
である。Ｙアダプターは、１つまたは複数の第一のアンカーを含む。アンカーは、上でよ
り詳細に論じている。
【０２９５】
　Ｙアダプターは、ポアを優先的に通り抜けるリーダー配列を好ましくは含む。このリー
ダー配列は、上で論じている。
【０２９６】
　架橋部分アダプターは、上で論じたような選択可能結合部分を好ましくは含む。架橋部
分アダプターおよび／または選択可能結合部分は、上で論じたような、切る、切り目を入
れる、切断するまたは加水分解することができる領域を含むことがある。
【０２９７】
　当技術分野において公知のいずれの方法を用いてＹアダプターおよび／または架橋部分
アダプターをポリヌクレオチドにライゲートしてもよい。リガーゼ、例えば、Ｔ４　ＤＮ
Ａリガーゼ、大腸菌（E. coli）ＤＮＡリガーゼ、Ｔａｑ　ＤＮＡリガーゼ、Ｔｍａ　Ｄ
ＮＡリガーゼおよび９ＯＮ　ＤＮＡリガーゼを使用して、アダプターの一方または両方を
ライゲートしてもよい。
【０２９８】
　架橋部分アダプターの膜とのカップリング（または結合）強度は、Ｙアダプターの膜と
のカップリング（または結合）強度より大きい。この強度は任意の方法で測定することが
できる。カップリング（または結合）強度を測定する好適な方法は、英国出願第１４０６
１４７．７号の実施例に開示されている。
【０２９９】
　架橋部分アダプターのカップリング（または結合）強度は、好ましくは、Ｙアダプター
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のカップリング（または結合）強度の少なくとも１．５倍、例えば、Ｙアダプターのカッ
プリング（または結合）強度の少なくとも２倍、少なくとも３倍、少なくとも４倍、少な
くとも５、または少なくとも１０倍である。膜に対する架橋部分アダプターの親和定数（
Ｋｄ）は、好ましくは、Ｙアダプターの親和定数の少なくとも１．５倍、例えば、Ｙアダ
プターのカップリング強度の少なくとも２倍、少なくとも３倍、少なくとも４倍、少なく
とも５、または少なくとも１０倍である。
【０３００】
　架橋部分アダプターがＹアダプターより強く膜とカップリング（または結合）する方法
はいくつかある。例えば、架橋部分アダプターは、Ｙアダプターより多くのアンカーを含
むことがある。例えば、架橋部分アダプターは、２個、３個以上の第二のアンカーを含む
ことがあり、これに対してＹアダプターは、１個の第一のアンカーを含むことがある。
【０３０１】
　１つまたは複数の第二のアンカーの膜とのカップリング（または結合）強度は、１つま
たは複数の第一のアンカーの膜とのカップリング（または結合）強度より大きいことがあ
る。１つまたは複数の第二のアンカーの架橋部分アダプターとのカップリング（または結
合）強度は、１つまたは複数の第一のアンカーのＹアダプターとのカップリング（または
結合）強度より大きいことがある。１つまたは複数の第一のアンカーおよび１つまたは複
数の第二のアンカーは、それらのそれぞれのアダプターにハイブリダイゼーションによっ
て付着されることがあり、このハイブリダイゼーション強度は、１つまたは複数の第一の
アンカーにおけるより１つまたは複数の第二のアンカーにおけるほうが大きい。これらの
実施形態のいずれの組み合わせを本発明において使用してもよい。当技術分野における公
知の技法を用いてカップリング（または結合）強度を測定してもよい。
【０３０２】
　１つまたは複数の第二のアンカーは、膜とカップリング（または結合）する１つまたは
複数の第一のアンカー中の１つまたは複数の基より大きい強度で膜とカップリング（また
は結合）する１つまたは複数の基を好ましくは含む。好ましい実施形態において、架橋部
分アダプター／１つまたは複数の第二のアンカーは、コレステロールを使用して膜とカッ
プリング（または結合）し、Ｙアダプター／１つまたは複数の第一のアンカーは、パルミ
チン酸エステルを使用して膜とカップリング（または結合）する。コレステロールは、パ
ルミチン酸エステルより強くトリブロック共重合体膜および脂質膜と結合する。代替実施
形態において、架橋部分アダプター／１つまたは複数の第二のアンカーは、パルミチン酸
エステルなどのモノアシル種を使用して膜とカップリング（または結合）し、Ｙアダプタ
ー／１つまたは複数の第一のアンカーは、ジパルミトイルホスファチジルコリンなどのジ
アシル種を使用して膜とカップリング（または結合）する。
【０３０３】
ヘアピンループおよびリーダー配列の付加
　本発明に従って、二本鎖ポリヌクレオチドをＭｕＡトランスポサーゼ、および二本鎖Ｍ
ｕＡ基質の集団と接触させてもよく、この場合、集団中の基質の一部は、１つまたは複数
のポリヌクレオチド結合タンパク質と結合しており、かつリーダー配列を含む、Ｙアダプ
ターであり、また集団中の基質の一部は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパ
ク質と結合した架橋部分アダプター、例えばヘアピンループアダプターである。Ｙアダプ
ターおよび／または架橋部分アダプターは、負荷部分として機能する。トランスポサーゼ
は、二本鎖ポリヌクレオチドを断片化し、ＭｕＡ基質をそれらの断片の一方または両方の
末端にライゲートする。これは、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質およ
びリーダー配列を有するＹアダプターを一方の末端に含み、１つまたは複数のポリヌクレ
オチド結合タンパク質を有する架橋部分（またはヘアピンループ）を他方に含む、複数の
修飾二本鎖ポリヌクレオチドを生成する。次いで、本発明の方法を用いてそれらの修飾二
本鎖ポリヌクレオチドを特性評価してもよい。
【０３０４】
　集団中の各基質は、好ましくは、ユニバーサルヌクレオチドの少なくとも１つのオーバ
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ーハングを含み、その結果、トランスポサーゼがテンプレートポリヌクレオチドを断片化
し、基質を二本鎖断片の一方または両方の末端にライゲートし、それによって複数の断片
／基質構築物を生成し、この場合、方法は、オーバーハングを構築物中の断片にライゲー
トし、それによって複数の修飾二本鎖ポリヌクレオチドを生成するステップをさらに含む
。好適なユニバーサルヌクレオチドは、上で論じている。オーバーハングは、好ましくは
、長さが５ヌクレオチドである。
【０３０５】
　あるいは、集団中の各基質は、好ましくは、（ｉ）少なくとも１つのオーバーハングお
よび（ｉｉ）テンプレートポリヌクレオチド中に存在しないヌクレオシドを含む少なくと
も１つのヌクレオチドを少なくとも１つのオーバーハングと同じ鎖内に含み、その結果、
トランスポサーゼがテンプレートポリヌクレオチドを断片化し、二本鎖断片の一方または
両方の末端に基質をライゲートし、それによって複数の断片／基質構築物を生成し、この
場合、方法は、（ａ）少なくとも１つのヌクレオチドを選択的に除去することにより構築
物からオーバーハングを除去し、それによって、一本鎖ギャップを含む複数の二本鎖構築
物を生成するステップと、（ｂ）構築物中の一本鎖ギャップを修復し、それによって複数
の修飾二本鎖ポリヌクレオチドを生成するステップとをさらに含む。ポリヌクレオチド分
析物は、ヌクレオシド：デオキシアデノシン（ｄＡ）、デオキシウリジン（ｄＵ）および
／またはチミジン（ｄＴ）、デオキシグアノシン（ｄＧ）ならびにデオキシシチジン（ｄ
Ｃ）を概して含む。ポリヌクレオチド中に存在しないヌクレオシドは、好ましくは、脱塩
基性、アデノシン（Ａ）、ウリジン（Ｕ）、５－メチルウリジン（ｍ５Ｕ）、シチジン（
Ｃ）もしくはグアノシン（Ｇ）であるか、または尿素、５，６－ジヒドロキシチミン、チ
ミングリコール、５－ヒドロキシ－５メチルヒダントン、ウラシルグリコール、６－ヒド
ロキシ－５，６－ジヒドロチミン、メチルタルトロニル尿素、７，８－ジヒドロ－８－オ
キソグアニン（８－オキソグアニン）、８－オキソアデニン、ｆａｐｙ－グアニン、メチ
ル－ｆａｐｙ－グアニン、ｆａｐｙ－アデニン、アフラトキシンＢ１－ｆａｐｙ－グアニ
ン、５－ヒドロキシ－シトシン、５－ヒドロキシ－ウラシル、３－メチルアデニン、７－
メチルグアニン、１，Ｎ６－エテノアデニン、ヒポキサンチン、５－ヒドロキシウラシル
、５－ヒドロキシメチルウラシル、５－ホルミルウラシルもしくはシス－ｓｙｎ－シクロ
ブタンピリミジン二量体を含む。少なくとも１つのヌクレオチドは、好ましくは、オーバ
ーハングからの１０ヌクレオチド以下である。少なくとも１つのヌクレオチドは、好まし
くは、オーバーハング中の第一のヌクレオチドである。オーバーハング中のヌクレオチド
のすべてが、テンプレートポリヌクレオチド中に存在しないヌクレオシドを好ましくは含
む。
【０３０６】
　これらのＭｕＡベースの方法は、英国出願第１３１４６９５．６号に開示されている。
それらは、英国出願第１４０６１４７．７号においても詳細に論じられている。
【０３０７】
　１つまたは複数のヘリカーゼを、二本鎖ポリヌクレオチドおよびＭｕＡトランスポサー
ゼと接触させる前に、ＭｕＡ基質Ｙアダプター（すなわち負荷部分）に付着させてもよい
。あるいは、１つまたは複数のヘリカーゼを、二本鎖ポリヌクレオチドおよびＭｕＡトラ
ンスポサーゼと接触させた後に、ＭｕＡ基質Ｙアダプター（すなわち負荷部分）に付着さ
せてもよい。
【０３０８】
　１つまたは複数の分子ブレーキを、二本鎖ポリヌクレオチドおよびＭｕＡトランスポサ
ーゼと接触させる前に、ＭｕＡ基質架橋部分（またはヘアピンループ）アダプターに付着
させてもよい。あるいは、１つまたは複数の分子ブレーキを、二本鎖ポリヌクレオチドお
よびＭｕＡトランスポサーゼと接触させた後に、ＭｕＡ基質架橋部分（またはヘアピンル
ープ）アダプターに付着させてもよい。
【０３０９】
ポリヌクレオチド特性評価
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　本発明は、標的ポリヌクレオチドを特性評価する方法を提供する。標的ポリヌクレオチ
ドをテンプレートポリヌクレオチドまたは目的のポリヌクレオチドと呼ぶこともある。
【０３１０】
　本発明の方法は、ポリヌクレオチドの１つまたは複数の特性を測定するステップを含む
。詳細には、膜貫通ポアを通るポリヌクレオチドの移動を制御する上記方法の１つをステ
ップ（ａ）として行い、次いで、ステップ（ｂ）において、ポリヌクレオチドがポアに対
して移動するときにポリヌクレオチドの１つまたは複数の特性を示す１つまたは複数の測
定値を取る。好適な測定は、上で論じている。
【０３１１】
　任意の数の標的ポリヌクレオチドを調査することができる。例えば、本発明の方法は、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、２０、３０、５０、１００以上の標的ポリヌク
レオチドを特性評価することに関わることがある。標的ポリヌクレオチドは、天然に存在
するものであることもあり、または人工的なものであることもある。例えば、方法を用い
て、製造されたオリゴヌクレオチドの配列を検証してもよい。方法は、概してインビトロ
で行われる。
【０３１２】
　方法は、標的ポリヌクレオチドの１、２、３、４または５以上の特性を測定するステッ
プを含むことがある。１つまたは複数の特性は、好ましくは、（ｉ）ポリヌクレオチドの
長さ、（ｉｉ）ポリヌクレオチドの同一性、（ｉｉｉ）ポリヌクレオチドの配列、（ｉｖ
）ポリヌクレオチドの二次構造、および（ｖ）ポリヌクレオチドが修飾されているか否か
から選択される。｛ｉ｝、｛ｉｉ｝、｛ｉｉｉ｝、｛ｉｖ｝、｛ｖ｝、｛ｉ、ｉｉ｝、｛
ｉ、ｉｉｉ｝、｛ｉ、ｉｖ｝、｛ｉ、ｖ｝、｛ｉｉ、ｉｉｉ｝、｛ｉｉ、ｉｖ｝、｛ｉｉ
、ｖ｝、｛ｉｉｉ、ｉｖ｝、｛ｉｉｉ、ｖ｝、｛ｉｖ、ｖ｝、｛ｉ、ｉｉ、ｉｉｉ｝、｛
ｉ、ｉｉ、ｉｖ｝、｛ｉ、ｉｉ、ｖ｝、｛ｉ、ｉｉｉ、ｉｖ｝、｛ｉ、ｉｉｉ、ｖ｝、｛
ｉ、ｉｖ、ｖ｝、｛ｉｉ、ｉｉｉ、ｉｖ｝、｛ｉｉ、ｉｉｉ、ｖ｝、｛ｉｉ、ｉｖ、ｖ｝
、｛ｉｉｉ、ｉｖ、ｖ｝、｛ｉ、ｉｉ、ｉｉｉ、ｉｖ｝、｛ｉ、ｉｉ、ｉｉｉ、ｖ｝、｛
ｉ、ｉｉ、ｉｖ、ｖ｝、｛ｉ、ｉｉｉ、ｉｖ、ｖ｝、｛ｉｉ、ｉｉｉ、ｉｖ、ｖ｝または
｛ｉ、ｉｉ、ｉｉｉ、ｉｖ、ｖ｝などの、（ｉ）～（ｖ）のいずれの組み合わせを、本発
明に従って測定してもよい。
【０３１３】
　（ｉ）については、ポリヌクレオチドの長さは、例えば、ポリヌクレオチドとポアとの
相互作用数、またはポリヌクレオチドとポアとの相互作用の継続時間を判定することによ
って測定することができる。
【０３１４】
　（ｉｉ）については、ポリヌクレオチドの同一性は、いくつかの方法で測定することが
できる。ポリヌクレオチドの同一性は、ポリヌクレオチドの配列測定とともに測定される
こともあり、またはポリヌクレオチドの配列測定なしで測定されることもある。前者は容
易であり、ポリヌクレオチドをシークエンシングし、それによって同定する。後者は、い
くつかの方法で行うことができる。例えば、ポリヌクレオチド内の特定のモチーフの存在
が（ポリヌクレオチドの残存配列を測定せずに）測定されることがある。あるいは、方法
の中で特定の電気および／または光シグナルを測定することによって、ポリヌクレオチド
を特定の源に由来すると同定することができる。
【０３１５】
　（ｉｉｉ）については、ポリヌクレオチドの配列を以前に記載されているように判定す
ることができる。好適なシークエンシング方法、特に電気的測定を用いるものは、Stodda
rt D et al., Proc Natl Acad Sci, 12;106(19):7702-7、Lieberman KR et al, J Am Che
m Soc.2010;132(50):17961-72、および国際出願ＷＯ２０００／２８３１２に記載されて
いる。
【０３１６】
　（ｉｖ）については、二次構造を様々な方法で測定することができる。例えば、方法が
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電気的測定を含む場合、滞留時間の変化、またはポアに対して、例えばポアを通って、流
れる電流の変化を利用して、二次構造が測定されることがある。これによって、一本鎖ポ
リヌクレオチド領域と二本鎖ポリヌクレオチド領域を区別することが可能になる。
【０３１７】
　（ｖ）については、任意の修飾の存在または不在を測定することができる。方法は、ポ
リヌクレオチドがメチル化によって、酸化によって、損傷によって、１つもしくは複数の
タンパク質で、または１つもしくは複数の標識、タグもしくはスペーサーで修飾されてい
るか否かを判定するステップを好ましくは含む。特異的修飾は、ポアとの特異的相互作用
をもたらすことになり、下で説明する方法を用いてそのような特異的相互作用を測定する
ことができる。例えば、メチルシトシンとシトシンとを、各ヌクレオチドとのその相互作
用中にポアに対して、例えばポアを通って、流れる電流に基づいて区別してもよい。
【０３１８】
　ポアが膜内に存在する膜／ポア系の調査に適しているいずれの装置を使用して方法を行
ってもよい。膜貫通ポア検知に適しているいずれの装置を使用して方法を行ってもよい。
例えば、装置は、水溶液を含むチャンバーと、該チャンバーを２区画に分ける遮断壁とを
備えている。遮断壁は、ポアを含有する膜を形成する開口部を概して有する。あるいは、
遮断壁は、ポアが存在する膜を形成する。
【０３１９】
　国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ０８／０００５６２（ＷＯ２００８／１０２１２０）に記載
されている装置を使用して方法を行ってもよい。
【０３２０】
　方法は、ポリヌクレオチドがポアに対して移動するときポアを通過する電流を測定する
ステップを含むことがある。したがって、装置は、電位を印加することができ、膜および
ポアを横断する電気シグナルを測定することができる電気回路も含むことがある。方法を
パッチクランプまたは電圧クランプを用いて行ってもよい。方法は、好ましくは電圧クラ
ンプの使用を含む。
【０３２１】
　本発明の方法は、ポリヌクレオチドがポアに対して移動するときポアを通過する電流を
測定するステップを含むことがある。膜貫通タンパク質ポアを通るイオン電流の測定に好
適な条件は、当技術分野において公知であり、実施例において開示する。方法は、概して
、電圧を膜およびポアを横断して印加して行われる。使用される電圧は、概して、＋５Ｖ
～－５Ｖ、例えば、＋４Ｖ～－４Ｖ、＋３Ｖ～－３Ｖ、または＋２Ｖ～－２Ｖである。使
用される電圧は、概して、－６００ｍＶ～＋６００ｍＶまたは－４００ｍＶ～＋４００ｍ
Ｖである。使用される電圧は、好ましくは、－４００ｍＶ、－３００ｍＶ、－２００ｍＶ
、－１５０ｍＶ、－１００ｍＶ、－５０ｍＶ、－２０ｍＶおよび０ｍＶから選択される下
限と＋１０ｍＶ、＋２０ｍＶ、＋５０ｍＶ、＋１００ｍＶ、＋１５０ｍＶ、＋２００ｍＶ
、＋３００ｍＶおよび＋４００ｍＶから独立して選択される上限とを有する範囲である。
使用される電圧は、より好ましくは、１００ｍＶ～２４０ｍＶの範囲、最も好ましくは１
２０ｍＶ～２２０ｍＶの範囲である。増加した印加電位を使用することによって、ポアに
よる異なるヌクレオチド間の識別を増すことが可能である。
【０３２２】
　方法は、金属塩、例えばアルカリ金属塩、ハロゲン化物塩、例えば塩化物塩、例えばア
ルカリ金属塩化物塩などの、任意の電荷担体の存在下で概して行われる。電荷担体として
は、イオン性液体または有機塩、例えば塩化テトラメチルアンモニウム、塩化トリメチル
フェニルアンモニウム、塩化フェニルトリメチルアンモニウムまたは塩化１－エチル－３
－メチルイミダゾリウムを挙げることができる。上で論じた例示的装置において、塩は、
チャンバー内の水溶液中に存在する。塩化カリウム（ＫＣｌ）、塩化ナトリウム（ＮａＣ
ｌ）、塩化セシウム（ＣｓＣｌ）、またはフェロシアン化カリウムとフェリシアン化カリ
ウムの混合物が概して使用される。ＫＣｌ、ＮａＣｌ、およびフェロシアン化カリウムと
フェリシアン化カリウムの混合物が好ましい。電荷担体は、膜に対して非対称であること
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がある。例えば、電荷担体のタイプおよび／または濃度は膜の両側で異なることがある。
【０３２３】
　塩濃度は、飽和時のものでありうる。塩濃度は、３Ｍ以下でありうるが、通常は０．１
～２．５Ｍ、０．３～１．９Ｍ、０．５～１．８Ｍ、０．７～１．７Ｍ、０．９～１．６
Ｍ、または１Ｍ～１．４Ｍである。塩濃度は、好ましくは、１５０ｍＭ～１Ｍである。方
法は、好ましくは、少なくとも０．３Ｍ、例えば、少なくとも０．４Ｍ、少なくとも０．
５Ｍ、少なくとも０．６Ｍ、少なくとも０．８Ｍ、少なくとも１．０Ｍ、少なくとも１．
５Ｍ、少なくとも２．０Ｍ、少なくとも２．５Ｍ、または少なくとも３．０Ｍの塩濃度を
用いて行われる。高い塩濃度は、高いシグナル対ノイズ比をもたらし、ヌクレオチドの存
在を示す電流を、正常電流変動のバックグラウンドと対照して同定することを可能にする
。
【０３２４】
　方法は、緩衝液の存在下で概して行われる。上で論じた例示的装置において、緩衝液は
、チャンバー内の水溶液中に存在する。いずれの緩衝液を本発明の方法において使用して
もよい。通常は、緩衝液はリン酸緩衝液である。他の好適な緩衝液は、ＨＥＰＥＳおよび
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液である。方法は、４．０～１２．０、４．５～１０．０、５．０
～９．０、５．５～８．８、６．０～８．７、または７．０～８．８、または７．５～８
．５のｐＨで概して行われる。使用されるｐＨは、好ましくは約７．５である。
【０３２５】
　方法は、０℃～１００℃、１５℃～９５℃、１６℃～９０℃、１７℃～８５℃、１８℃
～８０℃、１９℃～７０℃、または２０℃～６０℃で行われることがある。方法は、概し
て室温で行われる。方法は、場合により、酵素機能を支援する温度、例えば、約３７℃で
行われる。
【０３２６】
架橋部分シークエンシング
　好ましい実施形態において、標的二本鎖ポリヌクレオチドは、一方の末端に架橋部分（
またはヘアピンループ）アダプターを備えており、方法は、ポリヌクレオチドを膜貫通ポ
アと、ポリヌクレオチドの両方の鎖がポアに対して、例えばポアを通って移動するように
接触させるステップと、ポリヌクレオチドの両方の鎖がポアに対して移動するときに、ポ
リヌクレオチドの鎖の１つまたは複数の特性を示す１つまたは複数の測定値を取り、それ
によって標的二本鎖ポリヌクレオチドを特性評価するステップとを含む。上で論じた実施
形態のいずれも、この実施形態に同等に当てはまる。
【０３２７】
修飾ポリヌクレオチド
　本発明の方法において使用する前に、ポリヌクレオチドは、ポリメラーゼがポリヌクレ
オチドをテンプレートとして使用して修飾ポリヌクレオチドを形成する条件下でポリヌク
レオチドをポリメラーゼ、および遊離ヌクレオチドの集団と接触させることによって、修
飾されることがあり、ポリメラーゼは、修飾ポリヌクレオチドを形成するときにポリヌク
レオチド中のヌクレオチド種の１つまたは複数を異なるヌクレオチド種と置き換える。次
いで、その修飾ポリヌクレオチドを本発明の方法において使用してもよい。このタイプの
修飾は、英国出願第１４０３０９６．９号に記載されている。上で論じたポリメラーゼの
いずれを使用してもよい。ポリメラーゼは、好ましくは、クレノウまたは９〇Ｎｏｒｔｈ
である。
【０３２８】
　ポリメラーゼがポリヌクレオチドをテンプレートとして使用して修飾ポリヌクレオチド
を形成する条件下で、ポリヌクレオチドをポリメラーゼと接触させる。そのような条件は
、当技術分野において公知である。例えば、概して、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌ
ａｂｓ（登録商標）からの緩衝液などの市販のポリメラーゼ緩衝液中でポリヌクレオチド
をポリメラーゼと接触させる。温度は、好ましくは、クレノウについては２０～３７℃、
または９〇Ｎｏｒｔｈについては６０～７５℃である。プライマーまたは３’ヘアピンは



(62) JP 6749243 B2 2020.9.2

10

20

30

40

50

ポリメラーゼ伸長の核形成点として概して使用される。本発明に従って、すなわち、（ａ
）１つまたは複数の負荷部分と結合している１つまたは複数のポリメラーゼを用意するス
テップ、および（ｂ）１つまたは複数の負荷部分を標的ポリヌクレオチドに付着させるス
テップによって、ポリメラーゼを標的ポリヌクレオチドと接触させてもよい。
【０３２９】
　膜貫通ポアを使用するポリヌクレオチドの特性評価、例えばシークエンシングは、ｋ個
のヌクレオチド（ｋは正の整数である）で構成されている重合体ユニット（すなわち「ｋ
－ｍｅｒ」）の分析を概して含む。これは、国際出願番号ＰＣＴ／ＧＢ２０１２／０５２
３４３（ＷＯ２０１３／０４１８７８として公開された）において論じられている。異な
るｋ－ｍｅｒについての電流測定値間に明確な差があることが望ましいが、これらの測定
値の一部が重複することはよくあることである。特に、ｋ－ｍｅｒ中の重合体ユニットの
数が多いと、すなわちｋの値が大きいと、ポリヌクレオチドについての情報、例えばポリ
ヌクレオチドの基礎配列の推定値の導出が害されて、異なるｋ－ｍｅｒによって生じた測
定値を分離することが困難になりうる。
【０３３０】
　ポリヌクレオチド中の１つまたは複数のヌクレオチド種を修飾ポリヌクレオチド中の異
なるヌクレオチド種と置き換えることによって、修飾ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオ
チド中のものとは異なるｋ－ｍｅｒを含有する。修飾ポリヌクレオチド中の異なるｋ－ｍ
ｅｒは、ポリヌクレオチド中のｋ－ｍｅｒとは異なる電流測定値を有することができ、そ
のため修飾ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドとは異なる情報を与える。修飾ポリヌ
クレオチドからの追加情報は、ポリヌクレオチドの特性評価を容易にすることができる。
場合によっては、修飾ポリヌクレオチド自体を特性評価するほうが容易であることがある
。例えば、電流測定値間の離隔が増したもしくは明確な離隔を有するｋ－ｍｅｒ、または
減少したノイズを有するｋ－ｍｅｒを含むように、修飾ポリヌクレオチドを設計してもよ
い。
【０３３１】
　ポリメラーゼは、好ましくは、修飾ポリヌクレオチドを形成するときにポリヌクレオチ
ド中のヌクレオチド種の２つ以上を異なるヌクレオチド種と置き換える。ポリメラーゼは
、ポリヌクレオチド中の２つ以上のヌクレオチド種の各々を異質のヌクレオチド種と置き
換えることがある。ポリメラーゼは、ポリヌクレオチド中の２つ以上のヌクレオチド種の
各々を同じヌクレオチド種と置き換えることがある。
【０３３２】
　ポリヌクレオチドがＤＮＡである場合、修飾ポリヌクレオチド中の異なるヌクレオチド
種は、概して、アデニン、グアニン、チミン、シトシンもしくはメチルシトシンとは異な
る核酸塩基を含む、および／またはデオキシアデノシン、デオキシグアノシン、チミジン
、デオキシシチジンもしくはデオキシメチルシチジンとは異なるヌクレオシドを含む。ポ
リヌクレオチドがＲＮＡである場合、修飾ポリヌクレオチド中の異なるヌクレオチド種は
、概して、アデニン、グアニン、ウラシル、シトシンもしくはメチルシトシンとは異なる
核酸塩基を含む、および／またはアデノシン、グアノシン、ウリジン、シチジンもしくは
メチルシチジンとは異なるヌクレオシドを含む。異なるヌクレオチド種は、上で論じたユ
ニバーサルヌクレオチドのいずれであってもよい。
【０３３３】
　ポリメラーゼは、１つまたは複数のヌクレオチド種を、該１つまたは複数のヌクレオチ
ド種に不在の化学基または原子を含む異なるヌクレオチド種と置き換えることがある。化
学基は、プロピニル基、チオ基、オキソ基、メチル基、ヒドロキシメチル基、ホルミル基
、カルボキシ基、カルボニル基、ベンジル基、プロパルギル基、またはプロパルギルアミ
ン基でありうる。
【０３３４】
　ポリメラーゼは、１つまたは複数のヌクレオチド種を、該１つまたは複数のヌクレオチ
ド種中に存在する化学基または原子を欠く異なるヌクレオチド種と置き換えることがある
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。ポリメラーゼは、ヌクレオチド種の１つまたは複数を、改変された電気陰性度を有する
異なるヌクレオチド種で置き換えることがある。改変された電気陰性度を有する異なるヌ
クレオチド種は、好ましくはハロゲン原子を含む。
【０３３５】
　方法は、好ましくは、修飾ポリヌクレオチド中の１つまたは複数の異なるヌクレオチド
種から核酸塩基を選択的に除去するステップをさらに含む。
【０３３６】
製品
　本発明は、本発明を用いて修飾された標的ポリヌクレオチドも提供する。本発明は、１
つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質が結合している負荷部分も提供する。本
発明の方法に関して上で論じた実施形態のいずれも、本発明のポリヌクレオチドおよび部
分に当てはまる。
【０３３７】
キット
　本発明は、１つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質を標的ポリヌクレオチド
に付着させるためのキットであって、（ａ）１つまたは複数の負荷部分と結合している１
つまたは複数のポリヌクレオチド結合タンパク質と、（ｂ）リガーゼとを含むキットも提
供する。上で論じた実施形態のいずれも、このキットに当てはまる。
【０３３８】
　キットは、好ましくは、膜貫通ポアを通る二本鎖ポリヌクレオチド用のものであり、キ
ットは、好ましくは、付着している１つまたは複数のヘリカーゼを有するＹアダプターと
、付着している１つまたは複数の分子ブレーキを有する架橋部分（またはヘアピンループ
）アダプターとを含む。Ｙアダプターは、ポリヌクレオチドを膜とカップリングするため
の１つまたは複数の第一のアンカーを好ましくは含み、架橋部分（またはヘアピンループ
）アダプターは、ポリヌクレオチドを膜とカップリングするための１つまたは複数の第二
のアンカーを好ましくは含み、架橋部分（またはヘアピンループ）アダプターの膜とのカ
ップリング強度は、Ｙアダプターの膜とのカップリング強度より好ましくは大きい。
【０３３９】
　キットは、好ましくは、膜貫通ポアをさらに含む。上で論じた膜およびポアのいずれが
キットの中にあってもよい。
【０３４０】
　発明の方法に関して上で論じた実施形態のいずれも、キットに同等に当てはまる。キッ
トは、膜の成分、例えば、両親媒性層またはトリブロック共重合体膜の成分をさらに含む
ことがある。
【０３４１】
　本発明のキットは、上述の実施形態のいずれかを実施できるようにする１つまたは複数
の他の試薬または器具をさらに含むことがある。そのような試薬または器具としては、次
のものの１つまたは複数が挙げられる：好適な緩衝液（水溶液）、対象から試料を得るた
めの手段（例えば、容器、もしくは針を備えている器具）、ポリヌクレオチドを増幅およ
び／もしくは発現させるための手段、上で定義した通りの膜、または電圧もしくはパッチ
クランプ装置。試薬は、流体試料が該試薬を再懸濁するように、乾燥状態でキット内に存
在することがある。キットは、場合により、キットを本発明の方法で使用できるようにす
る説明書、またはその方法をどの生物に使用してもよいのかに関する詳説も含むことがあ
る。
【０３４２】
　以下の実施例は、本発明を例証するものである。
【実施例１】
【０３４３】
　この実施例は、ポリヌクレオチド結合タンパク質を負荷部分と結合するための試料調製
手順を説明するものである。
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【０３４４】
材料および方法
　ＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃ（６．５μＭ、突然変異Ｌ３
７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを有する配列番号２５）とＤＮＡヘアピンアダプター（
４μＭ、配列番号２９は、配列番号３０の５’末端に反対側の末端が付着されている４個
のｉＳｐＣ３スペーサーに３’末端が付着されていた）を緩衝液（１００ｍＭ　ＫＣｌ、
１００ｍＭ　ＣＡＰＳ（ｐＨ１０）および１ｍＭ　ＥＤＴＡ）中で混合し、３０分間イン
キュベートした。ＴＲＩＳ（１Ｍ　ＴＲＩＳ　ｐＨ７．０の０．１容量）をそのＤＮＡ／
酵素混合物に添加し、その混合物を十分に混合した。最後に、ＤＭＦ中の１．２９ｍＭ　
ビスマレイミドエタンの０．０２５容量を添加し、その混合物をさらに１５分間インキュ
ベートした。各成分の最終濃度は次の通りであった：ＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ
５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃ（５．８μＭ）、ＤＮＡヘアピンアダプター（３．５６μＭ）、緩
衝液（８９ｍＭ　ＫＣｌ、８９ｍＭ　ＣＡＰＳ、ｐＨ１０、０．８９ｍＭ　ＥＤＴＡ、８
９ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７））およびビスマレイミドエタン（２８．７μＭ）。この混合
物は試料１と称した。
【０３４５】
　次いで、記載の手順を用い、８ｍＬ　ＰＯＲＯＳ　ＨＱ－１０カラム（ＦＰＬＣ）およ
び次の溶出緩衝液（緩衝液Ａ－５０ｍＭエタノールアミン、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．
１％　β－ＯＴＧ、１ｍＭ　ＴＣＥＰ、ｐＨ１０．０、緩衝液Ｂ－５０ｍＭエタノールア
ミン、７００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％　β－ＯＴＧ、１ｍＭ　ＴＣＥＰ、ｐＨ１０．０
）を使用して、そのＤＮＡヘアピンアダプターと事前結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ
３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを精製した。試料１をカラムに負荷し、結合している
ＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを有さない一切のＤＮＡ、また
はＤＮＡと結合していない酵素を、５カラム容量の緩衝液Ａを使用してカラムから洗い流
した。次いで、そのＤＮＡヘアピンアダプターと事前結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ
３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを、１１．８カラム容量の０～１００％緩衝液Ｂを用
いて溶出した。この試料は、試料２と称する。Ｐ１と標識されたピークがＤＮＡヘアピン
アダプターと事前結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃ
に対応したＦＰＬＣトレースの例を図１に示す。
【０３４６】
　次いで、５ｍＬ　Ｈｉｓｔｒａｐ　ＨＰカラム（ＦＰＬＣ）を使用し、次の溶出緩衝液
（緩衝液Ｃ－２０ｍＭ　Ｎａ－ＣＡＰＳ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％　β－ＯＴＧ
、１ｍＭ　ＴＣＥＰ、ｐＨ１０．０、緩衝液Ｄ－２０ｍＭ　Ｎａ－ＣＡＰＳ、２Ｍ　Ｎａ
Ｃｌ、１０％（ｗ／ｖ）グリセロール、０．１％　β－ＯＴＧ、１ｍＭ　ＴＣＥＰ、ｐＨ
１０．０、および緩衝液Ｅ－２０ｍＭ　Ｎａ－ＣＡＰＳ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、３００
ｍＭ　イミダゾール、０．１％　β－ＯＴＧ、１ｍＭ　ＴＣＥＰ、ｐＨ１０．０）を使用
して、試料２をさらに精製した。試料２をカラムに負荷し、結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂ
ａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを有さない一切のＤＮＡ、またはＤＮＡと結合
していない酵素を、緩衝液Ｃでカラムから洗い流した。次いでカラムを緩衝液Ｄで洗浄し
、次いで緩衝液Ｃで再び洗浄した。次いで最後に、そのＤＮＡヘアピンアダプターと事前
結合しているＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃを、１０カラム容
量の０～１００％緩衝液Ｅで溶出した。次いで、その主溶出ピーク（一例を図２に示し、
主ピークにＰ２と標識する）をプールし、濃度を測定し、ＴＢＥ（ネイティブ）ＰＡＧＥ
およびＳＤＳ　ＰＡＧＥゲルを使用してそのＤＮＡ試料を分析した。ＴＢＥ（ネイティブ
）ＰＡＧＥは、４～２０％　ＴＢＥゲルであり、これを１５０Ｖで２５分間泳動させ、次
いで、ＳＹＢＲゴールド染色剤を使用して染色した。この染色剤によって試料中の（酵素
が結合している、またはしていない）一切のＤＮＡの可視化が可能になった。図３は、こ
のゲルを示す。カラム４～６は、精製後のＤＮＡが依然として酵素と結合していたことを
示す。ＳＤＳ　ＰＡＧＥは、１０％　Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓゲル、ＸＴ　ＭＯＰＳであり、こ
れを２００Ｖで６０分間泳動させ、次いで、ＳＹＰＲＯルビー染色剤を使用して染色した
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。この染色剤によって試料中の（ＤＮＡと結合している、またはしていない）一切の酵素
の可視化が可能になった。図４は、カラム４～６では精製後に酵素がビスマレイミドエタ
ンリンカーを用いてＤＮＡ上に制約されていることを示す。
【実施例２】
【０３４７】
　この実施例は、ポリヌクレオチド結合タンパク質を負荷部分と結合するための試料調製
手順を説明するものである。
【０３４８】
材料および方法
　Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ（３μＭ、突然変異Ｅ
９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃを有する配列番号２４）とＤＮＡ　Ｙアダ
プター（５００ｎＭ、配列番号２６をＤＮＡ鎖Ｘ（＝配列番号２８の５’末端に反対側の
末端が付着されている４個のｉＳｐ１８スペーサーに３’末端が付着されている配列番号
２７の５’末端に３’末端が付着されている３０個のｉＳｐＣ３スペーサー）にハイブリ
ダイズした）を緩衝液（５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１００ｍＭ　ＫＯＡｃ（ｐＨ８）および
ＥＤＴＡ（１ｍＭ））中で混合し、ＴＭＡＤ（１００μＭ）を添加し、６０分間、室温で
インキュベートした。次いで、その混合物をＫＣｌ／ＡＴＰ溶液（最終、５００ｍＭ　Ｋ
Ｃｌ、１ｍＭ　ＡＴＰ）で１：１希釈し、周囲温度で２５分間インキュベートした。この
混合物は試料３と称した。
【０３４９】
　次いで、ＳＰＲＩビーズを使用してこの試料を精製した。下記の手順を用いてＳＰＲＩ
ビーズを準備した－
１．セロロジカルピペットを使用して、洗浄緩衝液（３０ｍＬ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐ
Ｈ７．５、２．５Ｍ　ＮａＣｌ）を５０ｍＬファルコンチューブに移した。
２．Ｓｅｒａ－Ｍａｇ　Ｓｐｅｅｄ　Ｂｅａｄカルボン酸修飾磁性粒子（Ｔｈｅｒｍｏ）
のストックポットをボルテックスし、ビーズを再懸濁させた。
３．ビーズ懸濁液（６００μＬ）を３０ｍＬの洗浄緩衝液（ステップ１）に移し、ボルテ
ックスしてビーズを再懸濁させた。
４．次いで、ファルコンチューブをＤｙｎａＭａｇ－５０マグネティックラックに入れ、
磁石に隣接したチューブの側面にビーズを堆積させ、セロロジカルピペットを使用して上
清を除去した。
５．さらなる３０ｍＬの洗浄緩衝液をチューブに添加し、チューブを十分にボルテックス
してビーズを再懸濁させた。
６．次いで、ファルコンチューブをＤｙｎａＭａｇ－５０マグネティックラックに戻し、
磁石に隣接したチューブの側面にビーズを堆積させた。
７．溶液が透明になったら上清をチューブから除去した。
８．ステップ５、６および７を順序通りにさらに３回繰り返した。
９．結合緩衝液（３０ｍＬ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．５、２．５Ｍ　ＮａＣｌ、２
０％　ＰＥＧ８０００）をステップ８からのファルコンチューブに添加し、次いで、チュ
ーブをボルテックスしてビーズを再懸濁させた。
【０３５０】
　次いで、使用に先立ちビーズを４℃で保存したが、精製中はビーズを周囲条件下で使用
した。
【０３５１】
　試料３は、下に概要を示す手順を用いて精製した－
１．上記ステップ９からのチューブを、次いでボルテックスしてビーズを再懸濁させ、１
８．５ｍＬ（の試料３）を清浄な５０ｍＬファルコンチューブに移した。
２．そのチューブをＤｙｎａＭａｇ－５０マグネティックラックに入れ、磁石に隣接した
チューブの側面にビーズを堆積させた。ビーズを結合緩衝液（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ
７．５、２．５Ｍ　ＮａＣｌ、２０％　ＰＥＧ８０００）に懸濁させたので、堆積に１０
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分を超えて時間がかかることがあったことに留意されたい。
３．溶液が透明になったら上清を除去し、１８．５ｍＬの結合緩衝液を添加し、試料を十
分にボルテックスしてビーズを再懸濁させた。
４．そのチューブをＤｙｎａＭａｇ－５０マグネティックラックに入れ、磁石に隣接した
チューブの側面にビーズを堆積させた。ビーズを結合緩衝液（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ
７．５、２．５Ｍ　ＮａＣｌ、２０％　ＰＥＧ８０００）に懸濁させたので、ビーズの堆
積に１０分を超えて時間がかかることがあったことに留意されたい。
５．次いで、ステップ３を繰り返した。
　この時点以降、試料をピペット混合せず、ボルテックスもしなかった。
６．そのファルコンチューブをＤｙｎａＭａｇ－５０マグネティックラックに戻し、磁石
に隣接したチューブの側面にビーズを堆積させた。緩衝液がＰＥＧ８０００を含有したの
で、ビーズの堆積に１０分を超えて時間がかかることがあったことに留意されたい。
７．セロロジカルピペットを使用して上清を除去し、ビーズを覆うのに十分な（約２５ｍ
Ｌ）結合緩衝液と交換した。
８．ファルコンチューブをＤｙｎａＭａｇ－５０マグネティックラック内に残し、チュー
ブをその軸を中心に時計回りに９０°まで回転させて、堆積されたビーズを、チューブの
側面の周りで、該ビーズが磁石に隣接した新たな位置に落ち着くまで動かした。
９．ファルコンチューブがその原位置に戻るまで、ステップ８をさらに３回繰り返した。
１０．セロロジカルピペットを使用して上清を除去し、次いで、できる限り多くの残留上
清を除去した。
１１．ファルコンチューブをＤｙｎａＭａｇ－５０マグネティックラックから取り出し、
溶出緩衝液（２．５ｍＬ、２０ｍＭ　ＮａＣｌ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ７．５）を添
加した。
１２．チューブを軽くたたくことによって穏やかに撹拌してビーズを再懸濁させ、次いで
、試料を周囲条件下で５分間インキュベートした。
１３．ファルコンチューブをＤｙｎａＭａｇ－５０マグネティックラックに戻し、磁石に
隣接したチューブの側面にビーズを堆積させ、上清を５ｍＬ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＬｏＢｉ
ｎｄ微量遠心チューブに移した。
１４．ステップ１３からの溶出物質を溶出緩衝液の添加によって２倍希釈した。
１５．その物質を４℃で保存した後、チューブに分取した。
【０３５２】
　次いで、ゲルを４５分間泳動させたことを除いて前に実施例１で説明したようにＴＢＥ
　ＰＡＧＥゲルを用いて、ＤＮＡと結合している得られた酵素を分析した。このゲルを図
５に示す。カラム３は、ＳＰＲＩ精製がＤＮＡ　Ｙアダプターと結合している単一の酵素
を精製したことを示す。
【実施例３】
【０３５３】
　この実施例は、Ｙアダプターと事前結合している酵素およびヘアピンアダプターと結合
している酵素と、ゲノム二本鎖ＤＮＡのランダム鎖とのライゲーションのための試料調製
手順を説明するものである。
【０３５４】
材料および方法
　ＮＥＢＮｅｘｔ　ｄＡテーリングモジュール（ＮＥＢ）を使用して、ランダムゲノム二
本鎖ＤＮＡ配列をｄＡテーリングした。さらなる精製は必要なかった。ｄＡテーリングさ
れたゲノムＤＮＡ（３０μＬ）を、Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／
Ａ３６０Ｃが事前結合しているＹアダプターＤＮＡ（１０μＬ、２００ｎＭ）およびＴｒ
ｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃが事前結合しているヘアピンアダプ
ター（１０μＬ、１μＭ）およびＢｌｕｎｔ／ＴＡリガーゼマスターミックス（５０μＬ
）と混合し、その試料を１０回反転させて混合した。次いで、試料を微量遠心機で短時間
沈降させた。次いで、試料を１０分間、室温でインキュベートした。容量で０．４倍のＡ



(67) JP 6749243 B2 2020.9.2

10

20

30

40

50

ｇｅｎｃｏｕｒｔ　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズを製造業者のプロトコールに従って使用し
て、しかし、下で詳説するように次の洗浄緩衝液（７５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０％　ＰＥ
Ｇ８０００、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ．ＨＣｌ　ｐＨ８）および溶出緩衝液（４０ｍＭ　ＣＡ
ＰＳ　ｐＨ１０、４０ｍＭ　ＫＣｌとともに適切なＤＮＡテザー）を使用して、適合ＤＮ
Ａを精製した。
【０３５５】
　製造業者のプロトコールに従った後、ペレット化したビーズを１５０μｌ洗浄緩衝液に
３０秒間浸した。次いで、ペレットを乱さないように注意しながら注意深く洗浄緩衝液を
吸引した。次いで、試料を微量遠心機で短時間回転させて、過剰な洗浄緩衝液をビーズか
ら十分に排出した。次いで、チューブを磁石上に置き直してビーズをペレット化し、次い
で、おおよそ１～２分間放置した。次いで、最後に、残存洗浄緩衝液を吸引し、ペレット
化したビーズを２５μｌ溶出緩衝液に再懸濁させ、十分に混合した。次いで、試料を１０
分間放置した後、ペレット化し、溶出物を除去した。最後に、コレステロールが一方の末
端に付着しているＤＮＡ鎖を試料にハイブリダイズさせた。これが、次に実施例４で試験
した試料ＤＮＡであった。
【実施例４】
【０３５６】
　この実施例は、上記試料調製手順後、生成されたＤＮＡ構築物が、ＭｓｐＡナノポアを
通るＤＮＡの移動を制御することができる事前結合している機能性酵素（Ｔ４　Ｄｄａ－
Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０ＣおよびＴｒｗＣ　Ｃｂａ－Ｌ３７６Ｃ／
Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃ）を有することを例証するものであった。
【０３５７】
材料および方法
　事前結合している両方の酵素を有する実施例３において生成したＤＮＡ構築物（ナノポ
ア系に添加した最終濃度０．１ｎＭ）（図６のデータを参照されたい）を緩衝液（ナノポ
ア系に添加した最終濃度は５００ｍＭ　ＫＣｌ、２５ｍＭリン酸カリウム　ｐＨ８．０で
あった）、ＡＴＰ（ナノポア系に添加した最終濃度２ｍＭ）およびＭｇＣｌ２（ナノポア
系に添加した最終濃度２ｍＭ）に添加した。これが、次にナノポア系に添加したプレミッ
クスであった（総容量１５０μＬ）。
【０３５８】
　緩衝液（２５ｍＭリン酸カリウム、１５０ｍＭフェロシアン化カリウム（ＩＩ）、１５
０ｍＭフェリシアン化カリウム（ＩＩＩ）、ｐＨ８．０）中のブロック共重合体に挿入さ
れた単一ＭｓｐＡナノポアから電気的測定値を得た。ブロック共重合体に挿入された単一
ポアを得た後に、次いで緩衝液（２ｍＬ、２５ｍＭリン酸カリウム、１５０ｍＭフェロシ
アン化カリウム（ＩＩ）、１５０ｍＭフェリシアン化カリウム（ＩＩＩ）、ｐＨ８．０）
をその系に流して一切の過剰ＭｓｐＡナノポアを除去した。構築物Ｙと事前結合している
酵素（Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０ＣとＴｒｗＣ　Ｃｂ
ａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃ両方の酵素が事前結合している）、燃料（Ｍｇ
Ｃｌ２およびＡＴＰ）プレミックス（合計１５０μＬ）を、次いでその単一ナノポア実験
系に流し、－１２０ｍＶの保持電位（２秒間の＋６０ｍＶへの電位反転を伴う）で６時間
、実験を実行し、ヘリカーゼによって制御されるＤＮＡの移動をモニターした。
【０３５９】
結果
　Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０ＣおよびＴｒｗＣ　Ｃｂ
ａ－Ｌ３７６Ｃ／Ｑ５９４Ａ／Ｋ７６２Ｃ両方を並行して使用してＤＮＡ構築物Ｙについ
てヘリカーゼによって制御されるＤＮＡの移動を観察した（図６を参照されたい）。この
図は、ランダムゲノム二本鎖ＤＮＡに対応した、図中に１および２と標識されている領域
の、制御された移行を示す。ヘアピンアダプター中に存在するスペーサーがナノポアを通
って移行すると、増加した電流の流れが観察された。標識３を参照されたい。したがって
、この試料のヘリカーゼによって制御されるＤＮＡの移動により、この試料調製手順が成
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功したことが示された。領域１および２がこの酵素の制御下でナノポアを通って移行し、
その増加した電流の流れのスパイクを用いてそれらの領域間での移行がはっきりと確認さ
れたからである。
【実施例５】
【０３６０】
ＭｕＡ前負荷酵素アダプター
　この実施例において、本発明者らは、酵素をＭｕＡアダプターと事前結合することがで
きること、およびこのことがＭｕＡの機能に影響を及ぼさない、すなわち、ＭｕＡが依然
として該アダプターをＤＮＡに付着させることができることを示した。
【０３６１】
　Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ（突然変異４Ｃ／Ｃ１
０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃを有する配列番号２４）をＭｕＡ　Ｙアダプターと事前
結合した。図７で例証されるように、アダプターピークがシフトする（左は事前結合して
いないものであり、右は事前結合しているものである）。
【０３６２】
　タグメンテーションは、アダプターの断片化およびゲノムＤＮＡへの付着にトランスポ
サーゼを使用する。タグメンテーションの条件は、次の通りであった：アダプターに酵素
を前負荷した。次のものを使用してタグメンテーションを行った：４００ｎＭのＴ４　Ｄ
ｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ（突然変異４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ
１３６Ａ／Ａ３６０Ｃを有する配列番号２４）がアダプターに事前結合している１００ｎ
Ｍ　ＭｕＡ四量体。２５ｎｇ・ｕｌ－１標的λＤＮＡ。２０℃で２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ　ｐＨ８．０、３０℃で１時間、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１１０ｍＭ　ＮａＣｌ、０
．０５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１０％グリセロール。
【０３６３】
　Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｓｅｒで可視化するために、Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４
Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ（突然変異４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ
３６０Ｃを有する配列番号２４）およびＭｕＡを７５℃で１０分間、加熱不活性化させた
。図８で例証されるように、標的ＤＮＡのタグメンテーションに対する有害作用は見られ
なかった。これは、標的ＤＮＡが不鮮明になることによって分かる（左は事前結合してい
ないものであり、右は事前結合しているものである）。結果は、酵素が付着したかどうか
は問題でなく、断片化されたゲノムＤＮＡが同じ断片サイズ分布を有することを示す。
【０３６４】
　前に説明したタグメンテーションプロトコールを用いて生成したＤＮＡ試料を、実施例
４で説明したのと同様の手順を用いて、ヘリカーゼとしてＴ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１
０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃのみを使用して試験した。図９で示されるように、結果
として得た試料ライブラリーをチップに直接付加することができ、ヘリカーゼによって制
御されるＤＮＡ移動が観察された。
【実施例６】
【０３６５】
　実施例は２つのＤＮＡ成分上への２つの異なる酵素の負荷を説明し、負荷された２つの
ＤＮＡ成分を、次いで、一緒にライゲートし、ゲノムＤＮＡに付着させた。下の例は、２
つの異なる酵素の負荷を説明するものであるが、この手順は、同じである２つの酵素の付
着に同等に適用可能である。
【０３６６】
材料および方法
　実施例２で説明したのと同じプロトコールを辿り、２つの酵素（図１０におけるＥ１＝
Ｔ４　Ｄｄａ－（Ｈ８２Ｒ／Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ）（突然変異Ｈ８２Ｒ／Ｅ９４Ｃ／Ａ
３６０Ｃを有する配列番号２４）およびＥ２＝Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ
１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ（突然変異Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃを有す
る配列番号２４））を２つのＤＮＡ構築物（図１０中のＡピースおよびＥＮＤピース）に
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別々に負荷し、その後、実施例２において説明したように精製した。Ａピースは、一緒に
ハイブリダイズした２つのＤＮＡオリゴを含んだ（このオリゴヌクレオチドの完全な説明
については図１０の図説を参照されたい）。ＥＮＤピースは、一緒にハイブリダイズした
３つのＤＮＡオリゴを含んだ（このオリゴヌクレオチドの完全な説明については図１０の
図説を参照されたい）。
【０３６７】
　次いで、下で説明するプロトコールを用いて、その精製された酵素負荷Ａピースおよび
ＥＮＤピースＤＮＡアダプターを、ゲノムλｄｓＤＮＡ（テンプレートおよび補体ＳＥＱ
ＩＤ）の３．６ｋｂセクションに、ヘアピンアダプター３（配列番号４０の５’末端に反
対側の末端が付着されている４個のｉＳｐＣ３スペーサーに３’末端が付着されている、
５’リン酸エステルを有する配列番号３９）とともにライゲートした。
【０３６８】
　３．６ｋｂゲノムＤＮＡ（０．３４μＬ、最終５ｎＭ、配列番号４２にハイブリダイズ
された配列番号４１）を、ＡピースＥ１－ＤＮＡ（６．２５ｕＬ、最終５０ｎＭ）、ＥＮ
ＤピースＥ２－ＤＮＡ（３．１２５ｕＬ、最終２５ｎＭ）、ヘアピン３（１．２５ｕＬ、
最終２５ｎＭ）とともにライゲーション緩衝液（５ｕＬ、最終２ｍＭ　ＡＴＰγＳ、４ｍ
Ｍ　ＭｇＣｌ２、１０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ　ｐＨ８．０、６％　ＰＥＧ８０００、１０ｍＭ
　ＮａＣｌ）、Ｑｕｉｃｋ　Ｔ４　ＤＮＡリガーゼＮＥＢ（２．５ｕＬ、最終２００Ｕ／
ｕＬ）およびヌクレアーゼ不含水（８ｕＬ）と混合した。試料を１０分間、室温でインキ
ュベートした。最後に、コレステロールが一方の末端に付着しているＤＮＡ鎖を試料にハ
イブリダイズさせた。この試料４をさらに精製せず、実施例４で説明したようなナノポア
電気生理学で使用した。
【０３６９】
結果
　Ｔ４　Ｄｄａ－（Ｈ８２Ｒ／Ｅ９４Ｃ／Ａ３６０Ｃ）およびＴ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／
Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃ両方を並行して使用して試料４におけるＤＮＡ構築
物（図１１に示されているＤＮＡ構築物を参照されたい）についてヘリカーゼによって制
御されるＤＮＡの移動を観察した（図１１を参照されたい）。この図は、ゲノム二本鎖Ｄ
ＮＡに対応した、図中に１および２と標識されている領域の、制御された移行を示す。ヘ
アピンアダプター中に存在するスペーサーがナノポアを通って移行すると、増加した電流
の流れが観察された。矢印標識３を参照されたい。したがって、この試料のヘリカーゼに
よって制御されるＤＮＡの移動により、この試料調製手順が成功したことが示された。領
域１および２がこの酵素の制御下でナノポアを通って移行し、その増加した電流の流れの
スパイクを用いてそれらの領域間での移行がはっきりと確認されたからである。
【実施例７】
【０３７０】
　この実施例は、負荷部分上へのヘリカーゼおよびポリメラーゼの前負荷を説明するもの
であり、前負荷された負荷部分を、次いで、ＤＮＡの３．６ｋＢ鎖にライゲートした。次
いで、ポリメラーゼを使用して、テンプレートと、ＤＮＡの３．６ｋＢ鎖の相補鎖の両方
のコピーを作った。ライゲーションおよび重合ステップの略画表現を図１７に示す。
【０３７１】
材料および方法
　ヘリカーゼ－リーダー複合体（図１２セクションＡに示す略図）は、配列番号２６の代
わりに配列番号４３を用いたことを除いて、実施例２で説明した通りに調製した。図１５
レーン３は、ＴＢＥ　ＰＡＧＥで泳動させたこの試料を示し、このＴＢＥ　ＰＡＧＥは、
酵素がＤＮＡと結合したことを示している（ｃと標識されているバンド）。
【０３７２】
　ポリメラーゼ－鎖複合体（図１２セクションＢに示す略図）は、Ｐｈｉ２９－Ａ４１１
Ｃ／Ｑ５６０Ｃ（Ｘ１と標識されている、突然変異Ａ４１１Ｃ／Ｑ５６０Ｃを有する配列
番号９）をＤＮＡヘアピン鎖（配列番号４５の５’末端に反対側の末端が付着されている
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４個のｉＳｐＣ３スペーサーにその３’末端が付着されている配列番号４４）上に事前結
合させることによって調製した。Ｚｅｂａ　０．５ｍｌ脱塩カラム（８９８８２、Ｐｉｅ
ｒｃｅｎｅｔ）をプロトコール（https://www.piercenet.com/instructions/2161515.pdf
）に従って使用して、Ｐｈｉ２９－Ａ４１１Ｃ／Ｑ５６０Ｃを次の緩衝液（５０ｍＭ　ｔ
ｒｉｓ　ｐＨ８、２０ｍＭ　（ＮＨ４）２ＳＯ４、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２、４％グリセロ
ール）に緩衝液交換し、４００ｎＭに希釈した。ＤＮＡヘアピン鎖（配列番号４５の５’
末端に反対側の末端が付着されている４個のｉＳｐＣ３スペーサーにその３’末端が付着
されている配列番号４４）をＰｈｉ２９－Ａ４１１Ｃ／Ｑ５６０Ｃに付加し、それによっ
て、１：１のＰｈｉ２９－Ａ４１１Ｃ／Ｑ５６０Ｃ：ＤＮＡヘアピン鎖比を有する試料（
４００ｎＭ）を生成した（この試料は、図１５のバンドＥに対応した）。この試料を１５
分間、室温でインキュベートした。次いで、ＴＭＡＤ（１２５ｕＭ）を添加し、その試料
をさらに１５分間、室温でインキュベートした。次いで、使用した緩衝液が（１０ｍＭ　
ＨＥＰＥＳ　ｐＨ８、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２）であったことを除いて前に説明した通りそ
の試料を再び緩衝液交換した。次いで、この試料をヘリカーゼ－リーダー複合体（このヘ
リカーゼ－リーダー複合体は図１５のバンドＣに対応した）と１：１混合して、図１２の
セクションＣに示すヘリカーゼ／ポリメラーゼリーダー複合体を生成した。
【０３７３】
　２：１過剰のヘアピン（配列番号４７）を用いて、２：１過剰で、そのヘリカーゼ／ポ
リメラーゼリーダー複合体を３．６ｋｂ　ＤＮＡ鎖（配列番号４６）上にライゲートした
。ライゲーションは、５×　ＡＴＰライゲーション緩衝液（５×：１５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
　ｐＨ８、５０ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭ　ＡＴＰ、３０％ＰＥＧ８０００）中、１０％
　Ｔ４　ｑｕｉｃｋリガーゼの存在下で行った。試料を１５分間、室温でインキュベート
した。ライゲーションステップ後に生成された構築物を図１３に示す。ポリメラーゼ充填
ステップのために、ｄＮＴＰ（０．５ｍＭ）を添加した。次いでその試料を３０℃で１時
間インキュベートした。最後に、配列番号３１を５倍過剰で試料に添加し、試料を最低１
５分、室温でインキュベートした。
【０３７４】
　最終試料５をさらに精製せず、実施例４で説明したようなナノポア電気生理学で使用し
た。
【０３７５】
結果
　Ｔ４　Ｄｄａ－Ｅ９４Ｃ／Ｃ１０９Ａ／Ｃ１３６Ａ／Ａ３６０Ｃを使用して試料５にお
けるＤＮＡ構築物（図１３に示されているＤＮＡ構築物を参照されたい）についてヘリカ
ーゼによって制御されるＤＮＡの移動を観察した（図１４を参照されたい）。この図は、
元の３．６ｋＢ　ＤＮＡ鎖（セクション１および２）およびポリメラーゼによって生成さ
れた相補鎖（セクション４および５）に対応する、図中の１、２、４、および５と標識さ
れた領域の制御された移行を示す。最終構築物のヘアピン中に存在するスペーサー（図１
４の上部構築物略図にｘとして示され、３と標識されている）がナノポアを通って移行す
ると、増加した電流の流れが観察された。矢印標識３を参照されたい。したがって、この
試料のヘリカーゼによって制御されるＤＮＡの移動によって、この試料ライゲーションお
よび重合調製手順が成功したことが示された。領域１、２ならびに重合領域４および５が
この酵素の制御下でナノポアを通って移行し、その増加した電流の流れのスパイクを用い
て元の鎖領域と重合鎖領域間での移行がはっきりと確認されたからである。
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