
JP 4659748 B2 2011.3.30

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複合体混合物中に溶解された複数の分子ターゲットを分離し、および、または検出する
ための装置において、
　（ａ）この装置中に導入された複合体混合物の移動を可能にする毛管のネットワークと
、
　（ｂ）前記毛管のネットワークのそれぞれの側に配置された２組の電極とを具備し、そ
の２組の電極は、１組の機能的にされた電極と、１組の機能的でない電極とよって構成さ
れ、
　前記１組の機能的にされた電極の各電極は、各プローブが特定のプローブ／ターゲット
結合によって複合体混合物中に存在する特定の分子ターゲットを保持することができる毛
管中のスポット中に組織化されたプローブにグラフトされており、
　毛管は１端部が容器に接続され、その容器は容器電極を具備し、この容器電極は前記１
組の機能的にされた電極と同じ平面に配置されており、
　さらに、前記容器電極と機能的にされた電極との間に配置された接続電極を具備し、そ
れにより前記接続電極と前記容器電極との間の最短距離が電極上の各地点で同じになるよ
う構成さている装置。
【請求項２】
　前記１組の機能的にされた電極は毛管のネットワークの上方に配置され、前記１組の機
能的にされていない電極は毛管のネットワークの下方に配置されている請求項１記載の装
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置。
【請求項３】
　毛管のネットワーの毛管の、前記容器に接続された側と反対側の端部は別の容器に接続
されている請求項１記載の装置。
【請求項４】
　毛管のネットワーの毛管の、前記容器に接続された側と反対側の端部は横断チャンネル
に接続されている請求項１記載の装置。
【請求項５】
　横断チャンネルは直線状の接続電極を含み、その接続電極はハイブリッド化期間中プロ
ーブに対する阻止電気バリアとして作用するように構成され、それによって検出ステップ
においてターゲット電極および接続電極により設定された電位を使用してターゲットを遅
延システムに向けて導くことを可能にしている請求項４記載の装置。
【請求項６】
　機能的にされた各電極は直線状で、平行であり、機能的でない各電極も直線状で、平行
であり、機能的にされた電極は機能的でない電極に対して平行または垂直である請求項１
記載の装置。
【請求項７】
　機能的にされた電極または機能的でない電極は、平面状のグリッド状電極を形成するた
めに第１の平行な水平電極と、それと重ねられて第１の平行な水平電極に対して垂直な第
２の平行な垂直電極とを具備している請求項６記載の装置。
【請求項８】
　前記グリッド状電極の各メッシュの空間にハスポット電極と１個または２個の電界効果
トンジスタが配置されており、各電界効果トンジスタのゲートは網目の１側部で水平電極
の１つに接続され、ソース端子は網目の別の１側部で垂直電極の１つに接続され、ドレイ
ン端子は網目中のスポット電極に接続されている請求項７記載の装置。
【請求項９】
　請求項１記載の装置を使用して複合体混合物中に含まれている分子ターゲットを分離し
、分析する方法において、
　（ａ）分離される分子ターゲットを含んでいる複合体混合物を請求項１記載の装置中に
導入し、
　（ｂ）ターゲットが毛管のネットワークの１つの端部から他方の端部に移動することが
できて、プローブと相補的なターゲットがハイブリッド化されることができるように請求
項１記載の装置の電極の間に電位を与え、
　（ｃ）検出器を使用して１つのプローブに対するハイブリッド化された各ターゲットを
解析するステップを含んでいる分子ターゲットを分離し、分析する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、複合体混合物中に溶解している複数の分子ターゲット、とくに、核酸または
蛋白質を分離し、および、または解析する装置に関する。本発明は、とくに、分子ターゲ
ットの分離または解析用の生物ポリマープローブの組織化されたアレイまたはマトリック
スを備えた装置に関する。このような装置は、複合体混合物中に溶解している複数の分子
ターゲットを分離し、および、または検出する。本発明の第１の実施形態において、装置
は、
　（ａ）同じ平面に配置されたマイクロカラムのＮ個の行およびＰ個の列から構成され、
本発明の１実施形態によると特定のプローブ／ターゲット結合により複合体混合物中に存
在する特定の分子ターゲットを保持することのできる固定された分子タイププローブを各
マイクロカラムが備えているマイクロカラムのマトリックスと、
　（ｂ）マイクロカラムマトリックスの上方においてそのマイクロカラムマトリックスの
平面に平行な平面に配置され、前記装置中に導入された複合体混合物が（ａ）において規
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定されたマトリックスの各マイクロカラムに向って移動することを可能にする毛管の第１
のネットワークと、
　（ｃ）マイクロカラムマトリックスの下方においてそのマイクロカラムマトリックスの
平面に平行な平面に配置され、分子ターゲットが溶離の後に１以上の検出器に向って移動
することを可能にし、それらの再生および、または解析を可能にする毛管の第２のネット
ワークと、
　（ｄ）必要である場合に、種々の分子ターゲットの再生および、または解析を可能にし
、質量分光計であることが好ましい１つの検出器とを備えている。
【０００２】
　本発明はまた、複合体混合物中に溶解している複数の分子ターゲットを分離し、および
、または検出する装置に関し、前記装置は、
　複合体混合物中に溶解された複数の分子ターゲットを分離し、および、または検出する
ための装置において、
　（ａ）この装置中に導入された複合体混合物の移動を可能にする毛管のネットワークと
、
　（ｂ）毛管のネットワークのそれぞれの側に配置された２組の電極：
　・各プローブが特定のプローブ／ターゲット結合によって複合体混合物中に存在する特
定の分子ターゲットを保持することができるスポット中に組織化されたプローブにグラフ
ト（ｇｒａｆｔ）された１組の機能的にされた電極と、
　・１組の機能的にされていない電極とを備えている。
【０００３】
　本発明はまた、とくに、生物学的サンプル中に含まれているＤＮＡまたはＲＮＡ分子を
分離し、および、または解析するための前記装置の使用に関する。
【背景技術】
【０００４】
　質量分光法の解析を使用してＤＮＡ、ＲＮＡまたは蛋白質のような高分子の質量を決定
することが知られている。その方法を使用する解析が分子の制御された分解により行われ
た場合、それらの配列もまた決定されることができる。しかしながら、異なるサイズおよ
び配列を有する分子の混合物に対しては、その技術を使用して種々の分子を区別すること
は困難になり、あるいは不可能にさえなる。
【０００５】
　質量分光法に代わるものとして別の方法が使用されてもよい。
【０００６】
　表面プラズモン共振（ＳＰＲ）は、自由電子を有する金またはプラチナのような金属の
薄いシート（ｘｎｍ）の表面から短い距離（２００ｎｍ未満）だけ累積された材料の密度
を決定することができる。金属シートの表面の１つからの反射は、他方の表面に近接した
材料の密度および量に比例して変化される。しかしながら、実際には、その反射の変化に
影響する分子の種々のタイプを区別することはできない。さらに、瞬間的に、その方法を
使用したときの検出感度および生物アレイへのターゲットの結合は、標識された分子によ
り蛍光中で行われる検出感度より低い。金属表面上にたとえプローブが存在していても、
ターゲットと金属との間隔を隔てることにより検出感度は低下する。ターゲット／プロー
ブの相互作用の動的測定中、自由なターゲット分子が表面に近接して存在することにより
、その測定が誤ったものになる。効率的であるために、ＳＰＲ方法による検出は一般に蛍
光または放射性標識方法に対して要求されるより多くの計測装置を必要とする。そのため
に、ＳＰＲ検出はとくに診断の分野におけるいくつかの実験と両立しないままである。
【０００７】
　さらに、異なった分子状態の間に存在するインピーダンスの変化が測定されてもよい。
【０００８】
　所定の配列を有する一本鎖のＤＮＡ分子は、対応した対の二本鎖の複合体と同じインピ
ーダンスを有しない。その特性は、ハイブリッド化の程度および、したがって、生物アレ
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イ（ｒｅｆ）上に形成されたプローブ-ターゲット複合体の数を評価するためにＤＮＡア
レイに対して使用される。一般に、インピーダンス変化はそのレセプターへのリガンドの
結合のような分子間相互作用だけでなく、ＤＮＡ分子または蛋白質と薬剤、イオン等との
間の相互作用を研究するためにもまた使用される。しかしながら、生物アレイに対しては
、この検出方法は制限される：
　（１）２０００を超えるスポットを有する高密度アレイを生成するときの問題。インピ
ーダンスアレイを生成するために使用された電極のサイズおよび接続の幾何学形状のため
に、ハイブリッド化表面は、スポットの数が８００を超えると直ぐに非常に広くなる。し
かしながら、広いハイブリッド化表面は、ハイブリッド化表面をカバーしなければならな
い大きいサンプル体積であることを意味し、したがって検出に対して最小の濃度に到達す
るために大量の生物学的材料が必要である。これは、少量の材料しか利用できない診断の
ような実験とは両立しない。　
　（２）測定されたインピーダンス値が解釈されることを不可能にする測定アーティファ
クトを生じさせる研究分子（プローブおよび、またはターゲット）の配座の変化。一例と
して、配列または分子間ハイブリッド化によるＤＮＡの変形は、ハイプリッド化と同程度
の大きさのインピーダンスの変化を生じさせる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　従来技術においてはＤＮＡ分子（ｒｅｆ）のハイブリッド化にリンクされたインピーダ
ンスの変化を測定するための電流増幅器として電界効果トランジスタが使用されている。
プローブはトランジスタのゲートに結合される。ターゲットが結合したとき、それらはゲ
ートのインピーダンスを変化させ、ソース（トランジスタの入口）とドレイン（トランジ
スタの出口）との間の電流の変化を生じさせる。しかしながら、そのタイプの検出器に対
するネットワーク構成は未だに示されていない。電界効果トランジスタを電流増幅器とし
て使用することにより、ハイブリッド化にリンクされたインピーダンスの変化を強調する
ために使用されることのできる交流電流の周波数が制限され、さらに検出器の感度（ｒｅ
ｆ）が制限される。さらに、このような従来技術の説明において、ゲートは電流がトラン
ジスタ中に通過するのを制御し、また、プローブをそこに設置することにより、トランジ
スタの種々の端子を電極として使用してターゲットの移動を制御し、したがってターゲッ
トをプローブに集中することによってハイブリッド化を管理する可能性がなくなる。
【００１０】
　生物ポリマープローブの組織化されたマトリックス（ＤＮＡアレイ、蛋白質アレイ等）
は、理論上はそれらの数、配列および複雑性とは無関係に、混合物中に存在する生物ポリ
マーを質的におよび量的に分離する。しかしながら、核酸ネットワークは、たとえば、ハ
イブリッド化された分子の数を絶対的におよび正確にカウントすることができない。さら
に、現在利用可能な技術を使用することによるマイクロアレイ上における生物ポリマーの
検出は間接的であり、それらを標識するステップ（蛍光、放射性等）が必要である。放射
性同位元素を使って識別された残留物とコールド残留物とを生物ポリマー中に組込む収量
（ｙｉｅｌｄ）はほとんど同じであるが、蛍光標識の場合はそうではない［Martinez et 
al,Nucl Acids Res,2003,31:p.18;Hoen et al-Nucleic Acid Res,2003,Mar1;31(5);P20］
。標識に関するこのような問題は、蛍光マーカＣＹ３およびＣＹ５を含むｃＤＮＡ分子を
合成するときに生じる。この最後のタイプの標識から結果的に生じる立体障害はまた、化
学反応（一般に、ハイブリッド化、抗体-抗原反応、ターゲット-リガンド反応）に対する
運動論および化学量論的平衡を著しく変化させることができる。このような立体障害問題
は、放射性同位体が使用されたときに解消される。しかしながら、放射性同位体は放射性
廃棄物の管理を必要とする。さらに、放射性標識を与えられた分子を検出する技術、すな
わち、放射能に対して本質的にフォスフォイメージャ（ｐｈｏｓｐｈｏｉｍａｇｅｒ）タ
イプのもの［Bertucci F et al-Hum Mol Genet 1999 Sep;8(9):1715-22. Erratum in:Hum
 Mol Genet 1999 Oct;8(11);p2129］および蛍光の検出用の種々のタイプのスキャナには
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、検出しきい値に到達するためにアレイ上でハイブリッド化される生物学的材料の量およ
び行われた測定に対する再現性要求に関するある定まった数の限界がある。実際、少数の
細胞（～１０００個の細胞）を有するサンプルからの細胞当り１～２個のコピー量の中に
存在する分子を検出することは不可能であるが、それにもかかわらず、それは臨床サンプ
ルに対してよくある状況である。
【００１１】
　通常のＤＮＡアレイの使用に代わる方法は、毛管に沿って全てがリングに配置されたプ
ローブによりその毛管の内部を機能的なものにすることであり、各リングは１つの遺伝子
に固有の１つのプローブタイプによって構成されている。理論上、毛管の小さい直径（～
１００μｍ）により、解析されるサンプルの体積を減少させることが可能となり、したが
って、たとえば、さらに少ない量の標識を与えられた生物学的材料で蛍光により検出され
ることのできる濃度に到達することができる。しかしながら、反応体積が減少した場合で
さえ、プローブの１つのリングにおいてハイブリッド化する各ターゲットの濃度は、毛管
の体積全体に依存する。プローブの数が多くなると、それだけ一層毛管の長さは長くなけ
ればならず、検出可能な濃度を達成することを要求される材料（たとえば、解析されるサ
ンプルの）の量（その長さに比例する毛管の体積）は多くなければならない。サンプルに
標識を与えることにリンクした問題は、毛管を使用したとき同じである。さらに、非常に
多くの異なったプローブにより機能的にされた毛管を製造することは複雑で高価である。
【００１２】
　最後に、従来技術において示されたＤＮＡまたは蛋白質アレイは一般に、繰返し使用さ
れることができないものであり、そのため各実験ポイントに対する操作コストが非常に高
い。この使い捨てのために、診断目的のための研究および臨床テストに対するこのような
技術の一般化が著しく制限される。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明は、複合体混合物中に存在する特定の分子ターゲット、とくに、ＲＮＡ、ＤＮＡ
または蛋白質分子のような生物ポリマーを分離し、および、または解析する装置を提供す
る。本発明の装置は非常に多くの実験に対して再使用されることができ、アトモル（１０
-18）またはゼプトモル（１０-21）のオーダーの生成物濃度が測定されることを可能にす
る。これらの制限は、細胞当り単一コピーとして存在する分子が、たとえば、１０００個
あるいはさらに少ない１００個のような限られた数の細胞から識別されることを可能にす
る。さらに、本発明のある形態では、装置は比較解析を行うことが可能であり、したがっ
ていくつかのサンプルを同時に解析することができる。別の形態においては、装置は、た
とえば、マトリックスの各マイクロカラムまたはマトリックス上のハイブリッド化スポッ
ト中においてプローブにより保持された核酸配列または蛋白質を直接決定することができ
る。
【００１４】
　したがって、第１の特徴において、本発明は、複合体混合物中に溶解した複数の分子タ
ーゲットを分離し、および、または解析する装置に関し、前記装置は、
　（ａ）同じ平面に配置されたマイクロカラムのＮ個の行およびＰ個の列から構成され、
特定のプローブ／ターゲット結合によって複合体混合物中に存在する特定の分子ターゲッ
トを保持することのできる固定された分子タイプのプローブを各マイクロカラムが備えて
いるマイクロカラムのマトリックスと、
　（ｂ）マイクロカラムマトリックスの上方においてそのマイクロカラムマトリックスの
平面に平行な平面に配置され、前記装置中に導入された複合体混合物が（ａ）において規
定されたマトリックスの各マイクロカラムに向って移動することを可能にする毛管の第１
のネットワークと、
　（ｃ）マイクロカラムマトリックスの下方においてそのマイクロカラムマトリックスの
平面に平行な平面に配置され、分子ターゲットが溶離の後に１以上の検出器に向って移動
することを可能にし、それらの再生および、または解析を可能にする毛管の第２のネット
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ワークと、
　（ｄ）必要である場合に、種々の分子ターゲットの再生および、または解析を可能にし
、質量分光計であることが好ましい１つの検出器とを備えている。
【００１５】
　適切ならば、電極システムはネットワークにおいてターゲットを制御し、変位させるこ
とができる。
【００１６】
　“毛管”という用語は、流体の移動を可能にし、１ミリリットルより小さく、好ましく
は１乃至１００μｍの範囲の直径を有する任意の適切なチャンネルを意味している。
【００１７】
　本発明においては、“複合体混合物中での分子ターゲットの分離”という用語は複合体
混合物中に最初には存在していた特定の分子または分子ターゲットで濃縮された溶液を異
なった体積において得ることのできる動作を意味している。“濃縮された”という用語は
、分子ターゲットが分離後に得られた溶液中に存在する分子の少なくとも５０％、好まし
くは８０％、さらに好ましくは少なくとも９０％に相当することを意味する。
【００１８】
　“分子ターゲット解析”という用語は、分子ターゲットの存在を識別（検出）し、およ
び、または解析される複合体混合物中の前記分子ターゲットの相対量または絶対量を識別
（分析）する動作を意味している。
【００１９】
　本発明において使用されている“複合体混合物”という表現は、異なった構造を有する
非常に多くの分子を含む溶液、とくに、異なった構造を有する１００個より多い分子の混
合物を意味する。本発明の装置は、生物学的起源（ｏｒｉｇｉｎ）のサンプル中に含まれ
た生物学的分子（または生体分子）の分離および、または解析のためのものであることが
さらに好ましい。
【００２０】
　とくに、それは、血液、血漿のような組織または生物学的流体、あるいはセファロラキ
ディアン（ｃｅｐｈａｌｏｒａｃｈｉｄｉａｎ）液、尿または唾液からのサンプルであっ
てもよい。サンプルは、動物（とくに、哺乳動物、好ましくは人間）から得られてもよい
。とくに、サンプルは健康な個体または病気にかかっている患者から採取されてもよい。
その病気は、とくに、癌、神経変性病、または伝染病、とくに、ウィルス、細菌性または
寄生虫性の病気であってもよい。サンプルはまた、バクテリア、菌類または酵母からの真
核細胞または単細胞、とくに、培養された細胞から、あるいは外部環境からサンプルとし
てとられた細胞から得られた組織抽出物または細胞抽出物を含んでいてもよい。サンプル
はまた、植物から得られてもよい。それはまた、農業・食物生産物、とくに、調理された
食物からのサンプルであってもよいし、あるいは穀物、果物またはシリアルからのサンプ
ルであってもよい。
【００２１】
　したがって、装置は、種々の用途において、とくに、医学的診断または農業・食物の品
質制御のために、あるいはエコロジー、考古学または犯罪学の分野における任意の生物学
的解析のために使用されることができる。
【００２２】
　本発明の装置の各マイクロカラムは任意の形態の、たとえば、形状が管状のセルを備え
、そのセルは２乃至１０００μｍの、好ましくは２０乃至１００μｍの直径と、２乃至２
０００μｍの、好ましくは４０乃至２００μｍの長さとを有していることが好ましい。
【００２３】
　各セルは、第１の末端部を介して第１の毛管ネットワークの１つの毛管に接続されると
共にその反対側の末端部を介して第２の毛管ネットワークの１つの毛管に接続されており
、その結果、流れが毛管のネットワーク中を移動することによって、セルのセットを横断
することができる。
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【００２４】
　装置は一般に、同じ平面に配置されたセルのＮ個の行とＰ個の列のマトリックスによっ
て構成されている。セルはこの平面に対して任意の角度で傾斜されることができるが、し
かしながら実用的な理由のためにマトリックスの平面に対して平行または垂直であること
が好ましい。間隔を隔てる必要があるために、隣接した行がずらされて配置されるように
セルが配置されることができる。
【００２５】
　セルは、とくに、ガラス、シリコン、プラスチック、カプトン、炭素、金その他のよう
な本発明の装置を生成するのに適した材料またはマトリックスの平面を形成する任意の他
の材料の表面に穴を設けてもよいし、あるいはその中にモールドされてもよい。
【００２６】
　したがって、本発明の装置のマイクロカラムのマトリックスは、たとえば、１乃至１０
０万個のセル、好ましくは１００乃至１０００００個のセルのような非常に多くのセルか
ら構成され、したがって単一のサンプル中に含まれている可能性のあるものと同数の特定
の分子ターゲットの分離および、または解析を可能にする。
【００２７】
　分子プローブは、好ましくは各セルにおいて特定の特異性（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ）
の１つのプローブにより各セル中に配置されて固定され、それによってそれぞれが１つの
特定の分子ターゲットを保持することのできるクロマトグラフマイクロカラムを形成して
いる。
【００２８】
　本発明において使用される“固定された”という用語は、とくに、電界または磁界が存
在するとき、あるいは分子プローブを含むマイクロカラムを横断するとき装置に入る毛管
ネットワーク中に注入された移動流が存在するときにプローブがセル中に維持されること
を意味している。
【００２９】
　したがって、装置は、各マイクロカラムが、適切な条件下で対応した分子ターゲットを
結合することのできる同じ特異性であって固定された大量の（たとえば、１０6乃至１０1

0個の）プローブを含むマイクロカラムのマトリックスから構成されている。前記プロー
ブは以降“分子プローブ”と呼ばれる。複合体混合物中に含まれているターゲットとのプ
ローブの結合に関して使用された“特定の結合”という用語は、そのプローブが特定のタ
ーゲットと結合するが、別の分子、とくに、複合体混合物中に存在する別のターゲットの
ような分子とは明瞭な方法で結合しないことを意味する。
【００３０】
　好ましいプローブ-ターゲット対は、メッセンジャーＲＮＡのような相補的な配列とハ
イブリッド化した核酸、特定のオリゴヌクレオチドプローブによりハイブリッド化したＲ
ＮＡまたはｃＤＮＡ分子、抗体またはそれらの機能断片により構成されたプローブを固有
に認識する抗原、あるいは任意のレセプター-リガンドまたはリガンド-レセプターの対で
ある。
【００３１】
　当業者は、分子を固有に認識する実体とそれら分子とを関連づけ、分子プローブを構成
することが可能である限り、任意のタイプの分子を分離し、および、または解析するため
に前記装置を構成することができる。ターゲット分子は、サポート上に固定されることの
できる前記分子プローブに固有に結合されることができる。
【００３２】
　プローブは、各セル中において、たとえば、そのセルを離れることのできない１つの元
素との強い相互作用により固定されることができる。結合モードは、たとえば、とくに共
有結合または任意の他の強い相互作用によりセルの内壁上にプローブを固定することであ
る。
【００３３】
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　その代りとして、分子プローブは、それらがそれらのセルから逃げることのできないよ
うな構造の粒子に固定されることができる［Huang et al,Anal Chem;2002,74(14):p3362-
3371;Ugolin et al-FR-A-0015398,November 2000］。平均粒子直径は、たとえば、各マイ
クロカラムの入口および出口における毛管の直径より大きい。粒子が磁気引力に耐えるこ
とができ、あるいは磁気吸引力を供給することができる場合、および、逆に、セルの壁の
一部分が磁気引力を発生し、あるいはその影響を受けている場合に、粒子はその粒子とセ
ルの内壁の一部との間の磁気相互作用によってセル中に保持されることができる。
【００３４】
　特定の実施形態において、分子プローブは各セルに含まれているゲル中に固定され、前
記分子プローブがマイクロカラムから移動しないようにしている。分子プローブは、たと
えば、そのゲルを形成している分子との強い相互作用または共有結合によって保持されて
いる。
【００３５】
　好ましい実施形態において、各セルがゲルを満たされ、分子プローブがそのゲルのメッ
シュより大きい直径を有する粒子に結合されて、粒子をマイクロカラム中に固定し、した
がってそれと結合された分子プローブを固定している。
【００３６】
　分子プローブを粒子またはセルの内壁に結合するために任意の適切な方法を使用するこ
とができる。とくに列挙できる例は、ビオチンに結合された分子プローブと、“Ｄｙｎａ
ｌ”（Dynal worldwide distributors、版権所有 1996年、Dynal AS-Technical Handbook
 second edition）により販売されているもののような、アビジンにより機能的にされた
ビーズとの間における共有結合ではないビオチン-アビジンタイプの結合である。
【００３７】
　一般に、クロマトグラフカラムに対して示された任意のタイプの結合、化学結合または
強い相互作用が適切である。
【００３８】
　プローブは、とくに、各マイクロカラム中に含まれているゲルのポリマーに直接固定さ
れてもよい。
【００３９】
　別の実施形態においては、とくに、プローブが核酸である場合、１つの粒子へ前記プロ
ーブを共有結合するために、ポリピロール／核酸のようなポリＸ／プローブヘテロポリマ
ーを合成することができる。実際に、５’または３’末端がピロールに結合された核酸分
子プローブは、ピロールの自由分子と重合し、それによってヘテロポリマーを形成する能
力を有し、十分なサイズのヘテロポリマーは上述した粒子として動作することができる。
【００４０】
　さらに別の方法は、５’および、または３’末端部がソラレンのようなブリッジ剤に結
合された核酸プローブを使用することである。プローブの配列はソラレン５’（Ｙ１）Ｘ
ｎ（Ｙ２）３’のような形であってもよい。Ｘｎはプローブだけのものを表し、Ｙ１およ
びＹ２は、相補性によって互いに無制限に連結するように選択された配列である。一例と
して、重合されるプローブは、ｍ＝５であるソラレン５’（Ｔ）ｍＸｎ（Ａ）ｍ３’の等
モル混合物によって構成されることができる。紫外線下において、プローブは高分子（ポ
リ５’（Ｔ）ｍＸｎ（Ｔ）ｍ３ソラレン３’（Ａ）ｍ（Ｘ）ｎ（Ａ）ｍ５’・・・）に重
合され、それは各セル中において保持されることができる。
【００４１】
　プローブをセル壁に直接固定したとき、上述した相互作用タイプの全てが適切であるこ
とができる。とくに、核酸プローブを結合するためにＤＮＡアレイにおいて、あるいはポ
リペプチドプローブを結合するための蛋白質アレイにおいて慣例的に使用されている相互
作用（リシン／核酸静電相互作用、シラン結合、セル表面上におけるピロールの重合、ソ
ラレン結合等）もまた、ビーズまたはセル壁上の本来の位置での合成方法に類似した方法
で適応されることができる。ナイロンまたはニトロセルロースの使用もまた、プローブを
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粒子またはセルの壁（これらの材料からその後生成された粒子または壁）に不可逆的に結
合すると考えることができる。結合は直接的であってもよいし、あるいはナイロン粒子と
分子プローブとの間のソラレンブリッジのようなブリッジによって行なわれてもよい。
【００４２】
　特定の実施形態において、セル中において粒子に結合された分子プローブはまた、十分
に小さい直径（たとえば、濾過される粒子の直径より小さい直径）の孔を開けられたフィ
ルタを使用することにより機械的に保持されることができる。このようなフィルタは慣例
的に使用され、市販されている（Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）フィルタ等）。
【００４３】
　分子プローブの、それらのサポート上への固定は、適用される種々の処理ならびにター
ゲットを操作するために使用される任意の電界に耐えるように十分に強くなければならな
い。
【００４４】
　本発明の装置が、解析されるターゲットの溶離および、または移動を制御することので
きる電極に接続された１以上の毛管ネットワークを含んでいるとき、プローブを生物アレ
イサポートに固定するために説明された化学プロセスの任意のものを使用して、プローブ
が電極に固定されることができる。ＩＴＯ（または任意の他の透明な合金、ＡＴＯ、ＺＮ
Ｏ、ＦＴＯ）の電極の場合、核酸の場合のようにＰＯ3

-（ｒｅｆ参照）のような親水性の
グループを有するプローブの直接的な配置を行なうことができる。
【００４５】
　プローブグラフトを受けていない電極の部分は、カプセル化プロセスによって隔離され
る必要がある。一例として、ポリピロールの薄膜が使用されてもよい。その薄膜は、ピロ
ールの溶液が存在するときにグラフトされた電極を電圧（ｔｅｎｓｉｏｎ）下におくこと
によって生成される。ピロールは電流の作用の下に瞬間的に重合し、電極の自由部分を隔
離する。プローブをグラフトした後、電極はまた、ターゲットによりハイブリッド化する
ことのできないモノマーオリゴヌクレオチド（たとえば、ポリＡ）によって飽和されても
よい。
【００４６】
　本発明は直接的な吸着により核酸ポリマーをＩＴＯ電極に結合するプロセスに関する。
　
　この装置は、それが２つの毛管ネットワークを備えているとき、混合物がマイクロカラ
ムのセットを通ってさらに解析されることを可能にする。対応したターゲットは各マイク
ロカラム上に固有に保持される。その後、それらは溶離される。すなわち、それらが固有
に結合されていた分子プローブから引き離され、その後マイクロカラムの出口における毛
管のネットワークを介して１以上の検出器に向って移動する。
【００４７】
　非常に多数のマイクロカラムのために、ターゲットの逐次解析に対して、好ましい例に
おいて説明したように、各マイクロカラムで、あるいは、たとえば、Ｎ＊Ｐ個のマイクロ
カラムのマトリックスの場合では行単位等のマイクロカラムの少なくとも異なったグルー
プで溶離および、または移動を別々に制御することができることが有効であることが容易
に認識されるであろう。
【００４８】
　毛管のネットワークは、たとえば、シリカに対しては酸侵食技術を使用し、あるいはプ
ラスチックに対してはレーザの機械加工を使用してシリカ、プラスチック（たとえば、プ
レキシガラス（登録商標））のような材料中の穴に配置されるか、あるいはモールドされ
、これらは全て当業者に知られている。
【００４９】
　好ましい実施形態において、各毛管ネットワークは、適切な材料のある厚さのプレート
中に穴を形成して配置される。それ故、装置はマイクロカラムのマトリックスと、毛管の
ネットワークが穴に配置された２つのプレートとを備え、これらのプレートはマトリック
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スの各表面に接合されている（Kuo et al-Anal Chem,2003;75(10),p2224-2230;Kuo et al
,Anal Chem,2003;75(8),p1861-1867）。
【００５０】
　特定の実施形態において、上述の本発明の装置は、分子ターゲットの溶離および、また
は検出器の方向へのそれらの移動および、または溶離後のマイクロカラム中におけるそれ
らの保持をマトリックスの１以上の特定のマイクロカラムにおいて制御する手段を備えて
いることを特徴とする。
【００５１】
　“溶離”という用語は、ターゲットとプローブとの間に設定された特定の結合を切断す
る動作を意味している。
【００５２】
　本発明の関係内において、特定のマイクロカラムにおける“溶離制御”および、または
“ターゲット移動”という用語は、ターゲットが溶離され、あるいは検出器に向って移動
するマイクロカラムを装置が選択することができ、別のターゲットは溶離されず、前記マ
イクロカラムを横断する流れが存在する可能性があるにもかかわらずマイクロカラム中に
保持されることを意味する。
【００５３】
　したがって、同じ解析装置を使用して各マイクロカラムまたはマイクロカラムのグルー
プから溶離されたターゲットを別々に解析することができると仮定すると、この１実施形
態の装置はとくに使用される検出器の数を制限する可能性が高める。
【００５４】
　特定の実施形態において、分子ターゲットが帯電された分子、たとえば、核酸であると
き、たとえば、各マイクロカラムの出口に接触して配置された１組の電極等によって電界
を与えることによりこれらのターゲットの溶離および、または移動を制御することができ
る。各セル中の電極は互いに独立していてもよい（セル単位で多重化してもよい）し、あ
るいはセルの１グループに対して１つの電位ユニットをそれぞれ形成する電極のグループ
に分けられてもよい。
【００５５】
　したがって、特定の実施形態において、本発明の装置は、各マイクロカラムと接触した
状態で好ましくはそのマイクロカラムの中間に配置されたセル電極または中間電極と呼ば
れる１つの電極と、１以上の特定のマイクロカラム中に保持された分子ターゲットの溶離
および、または検出器へのそれらの移動または溶離後のそのマイクロカラム中におけるそ
れらの保持を制御するように各マイクロカラムの出口に配置された遠位置電極と呼ばれる
別の第２の電極とを備えている。
【００５６】
　セル電極は溶離後、帯電した分子をマイクロカラム中に電気的な相互作用によって保持
し、その後それらが選択的に移動されることを可能にするように配置されている。セルの
形状が管状であるとき、それらは、たとえば、セルの側壁に接触して配置される。
【００５７】
　装置により別個の溶離および、または検出器への分子ターゲットの移動が可能になると
仮定すると、その装置は、分子ターゲットが制限された数の検出器または単一の検出器へ
のマイクロカラムの出口に集中することを可能にする適切な毛管の１つのネットワークを
備えることができる。
【００５８】
　好ましい実施形態において、本発明の装置は、マイクロカラムへの入口として機能する
毛管の第１のネットワークが以降上方横断チャンネルと呼ばれる第１の横断毛管を備え、
この第１の横断毛管は、その中に複合体混合物が導入され、２乃至１０００μｍの範囲の
直径を有していることが好ましく、マトリックスのマイクロカラムとして機能する１組の
毛管に接続されており、また、マイクロカラムの出口として機能する毛管の第２のネット
ワークが２乃至１０００μｍの範囲の直径を有していることが好ましい下方横断チャンネ
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ルと呼ばれる１以上の横断毛管にマイクロカラムを接続する１組の毛管を構成し、この下
方横断チャンネルは１以上の検出器に接続されていることを特徴とする。
【００５９】
　下方および上方横断チャンネルはそれぞれ１つの電極に接続され、解析される複合体混
合物が導入される場所と検出器との間に与えられた電位差が装置全体への帯電した分子の
移動を確保することを可能にし、とくに、複合体混合物中に含まれる核酸が電気泳動によ
って解析されることを可能にすることが好ましい。
【００６０】
　とくに好ましい実施形態においては、本発明の装置は、マイクロカラムのマトリックス
が同じ平面に配置されたＮ個の行とＰ個の列のマイクロカラムから構成され、それが特定
の行のマイクロカラム上に保持された分子ターゲットの溶離および、または検出器へのそ
れらの移動および、または溶離後のマイクロカラム中におけるそれらの保持を制御する手
段を備え、１つのマイクロカラムの出口と下方横断チャンネルとの間の距離がその別のネ
ットワークの毛管ごとに異なり、好ましくは、１つの行の第１のマイクロカラムを接続す
る毛管が前記の行の最後のマイクロカラムを接続する毛管より長くなるか、あるいは短く
なるように別のネットワークの各毛管の長さが選択され、その結果マイクロカラムの出口
から検出器までの分子ターゲットの滞留時間が同じ行の各マイクロカラムについて異なる
ことを特徴とする。
【００６１】
　一例として、同じ行の各マイクロカラムからのターゲットの移動時間を異なったものに
するために、各マイクロカラムを下方横断チャンネルに接続する毛管のネットワークは、
各毛管がマトリックスの同じ行のＰ個のマイクロカラムを下方横断チャンネルに接続し、
前記下部横断チャンネルと９０°以外の角度をなすＰ個の平行な毛管を備えていてもよい
。遅延をさらに増加させるために、セルの最後の行と横断チャンネルとの間に配置された
毛管の部分は非線形軌跡をたどる。
【００６２】
　種々のターゲットの移動時間は、ターゲットが導出されたマイクロカラムが識別される
ことを可能にし、したがってこのターゲットがマイクロカラム中に含まれている分子プロ
ーブによって識別されることを可能にする。したがって、毛管の直径およびそれらの内部
で使用される任意のゲルの密度は移動している分子をサイズで区別しないように選択され
、その移動時間は、たどられた軌跡だけに依存する。しかしながら、ゲル密度は随意に、
毛管電気泳動によるクロマトグラフィを行なうように選択されることができる。異なった
サイズを有し、あるいはわずかな配列多形性を有しており、結果として同じプローブにハ
イブリッド化する分子は、それらの移動期間中に適切なゲルによって異なった長さだけ遅
延される。
【００６３】
　距離が異なった下方横断チャンネルと第２の毛管ネットワークの種々の部分はゲルを充
填されていることが好ましい。このために、ターゲットは、それらがクロマトグラフを実
施される第２のネットワークの毛管の異なった部分に迅速に移動する。
【００６４】
　装置のマイクロカラムの各行に対するターゲットの溶離および、または移動を制御する
ために、１つの行のＰ個のマイクロカラムのセットは同じ電極に接続されることができ、
それ故、本発明の装置は、マイクロカラムに対して中間であることが好ましいＮ個の行電
極（セル行電極）と、同じ行のマイクロカラムの出口においてＰ個の毛管のセットを接続
する行電極に平行な別の第２の一連の電極（遠位置行電極）とを備えている。
【００６５】
　このようにして、セル行電極または中間行電極の１つのネットワークが得られる：マイ
クロカラムマトリックスの１行当り１つの電極である。これらの電極は、各セル中でのタ
ーゲットのナノ操作を可能にすることに加えて、電界の影響の下で各プローブに結合する
ピロールに結合されたプローブのようなプローブ結合に触媒作用を与えることができる。
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セル行電極の鏡像である遠位置行電極の第２のセットは、マイクロカラムマトリックスの
セルの出口に配置される。行電極の対は、Ｎ＊Ｐ個のマイクロカラムのマトリックスの電
位ユニットを規定する。これらの電極対は、所望の電位をマイクロカラムの各行に与える
ことができる。
【００６６】
　装置の好ましい実施形態において、毛管の第１および第２のネットワークは、マイクロ
カラムマトリックスの平面に平行な平面において、好ましくはマイクロカラムのマトリッ
クスにより形成された平面のそれぞれ上方および下方に配置され、上方ネットワークと呼
ばれる毛管の第１のネットワークはＮ個の平行な毛管を備え、各毛管が上方横断チャンネ
ルをそのマトリックスの単一の行のＰ個のマイクロカラムに接続し、下方ネットワークと
呼ばれる毛管の第２のネットワークはＰ個の平行な毛管を備え、各毛管がそのマトリック
スの１つの列のＮ個のマイクロカラムを下方横断チャンネルに接続し、上方および下方の
２つの毛管ネットワークの間に形成される角度は０°以外であり、それは９０°であるこ
とが好ましい。この理由のために、上方ネットワークの各毛管は、マイクロカラムマトリ
ックスのＰ個のセルの１つの行を介して下方ネットワークの全ての毛管に接続される。相
互的に、下方ネットワークの各毛管は、マイクロカラムマトリックスのＮ個のセルの１つ
の列を介して上方ネットワークの全ての毛管に接続される。
【００６７】
　Ｎ＊Ｐ個のマイクロカラムのこのようなマトリックスを含む特定の実施形態においては
、上方横断チャンネルと反対側の上方ネットワークの毛管の端部はマイクロカラムマトリ
ックスの行のＰ番目の最後のマイクロカラムとの最後の接続で終わることが好ましく、ま
た、下方横断チャンネルと反対側の下方ネットワークの毛管の端部はマイクロカラムマト
リックスのマイクロカラムの列のＮ番目の最後のセルとの最後の接続で終わることが好ま
しい。
【００６８】
　別の実施形態において、横断チャンネルと反対側の毛管の下方ネットワークの毛管の端
部は、別の横断毛管（２次的な下方横断チャンネル）に接続され、前記チャンネルは、上
方および下方毛管の２つのネットワークの間においてマイクロカラムを通って流れが設定
されることを可能にし、これは下方の毛管ネットワーク中への移動が加速され、さらに細
かく制御されることを可能にする。毛管微量電気泳動法を行なうために下方の主横断チャ
ンネルがゲルを充填されている場合、さらに、上方横断チャンネルと第２の下方横断チャ
ンネルとの間に閉ループ流を設定することが可能である。
【００６９】
　一般に、毛管ネットワークは、ポリアクリルアミドゲルのようなゲル、または流れが調
節されることを可能にすると共に分子の移動中のそれらの拡散が制御されることを可能に
する任意の他のゲル、とくに、毛管電気泳動のために使用される液体ゲルを充填されるこ
とができる。
【００７０】
　Ｎ＊Ｐ個のマイクロカラムのマトリックスを含む装置の特定の実施形態において、上方
および下方横断チャンネルは、筋（ｔｈｒｅａｄ）がつけられてよいし、あるいはつけら
れなくてもよいピストンを備え、このピストンはその流れが通過することのできるマイク
ロカラムの行の数が選択されることを可能にする。それが引き戻されるとき、ピストンは
マトリックスのマイクロカラムのさらに多くの行に移動性をもたせる。
【００７１】
　スロットをつけられた中空ピストンを生成することによりマトリックスのマイクロカラ
ムの行に１つづつ移動性をもたせることができる。
【００７２】
　特定の実施形態において、ハイブリッド化フェーズ中のターゲットの移動は、上方およ
び下方横断チャンネルの電極と連続した行電極との間に交番電界を設定するにより流れな
しに行なわれる。この電界により、ハイブリッド化されていないターゲットはハイブリッ
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ド化溶液を均一にするために一様に混合されることが可能になる。さらに、電界強度を調
節することにより、ハイブリッド化限定性を制御することができる（Cluzel P,1996,Scie
nce,Vol2071(5250)pp792-794）。
【００７３】
　重ねられた毛管の二重ネットワークの使用に代わるさらに簡単なものは、本発明の装置
を構成するために単一のネットワークと、１組の行電極対とを使用することである。
【００７４】
　その場合、装置は、その配列が１つの遺伝子に固有である、たとえば、拡散ポリマータ
イプ等の、分子プローブの１つのタイプ（蛋白質では、それは抗体の１つのタイプまたは
１つの特定のリガンドであってもよい）により各スポットが構成されたスポットに組織化
されたプローブのマトリックスの形態（ハイブリッド化装置に対応した）である。そのマ
トリックスのスポットの各行は、１つの電極を規定する金またはＩＴＯ（あるいは任意の
他の適切な金属または合金）の表面上に付着され、したがってマトリックス全体が行の数
ｎに対応したｎ個の電極によって構成され、各行電極はグラフトされたプローブのＰ個の
スポットを含んでいる（図７参照）。電極は、ガラス、カプトン、アルミニウム酸化物等
のような絶縁材料上に薄い層としてエッチングされる（図を参照）。
【００７５】
　第１の電極セットの鏡像である第２の電極セットが生成されるが、しかしこのときにそ
れらの電極はプローブとグラフトされない。これらの電極は機能的にされていないと呼ば
れる。２つの電極セットは、１つの電極セットが上方に位置し、他方の電極セットがそれ
の下方に位置するように（図８および９）、Ｐ個の並列の毛管のネットワークのそれぞれ
の面に対向して配置される。機能的にされた電極の第１のセットは、スポットに組織化さ
れたグラフトされたプローブ電極を有し、各プローブは、それが複合体混合物中に存在し
ているときに特定の分子ターゲットを特定のプローブ／ターゲット結合によって保持する
ことができる。第２の電極セットは、機能的にされていない電極を有している。特定の例
では、機能的にされた電極のセットは毛管ネットワークの上方に配置され、機能的にされ
ていない電極のセットは毛管ネットワークの下方に配置される。各毛管は、機能的にされ
た電極セットのｎ個の電極と機能的にされていない電極セットのｎ個の電極とに対して垂
直である（図９、１０および１１）。その構成は、ｎ個の機能的にされた電極の第１のス
ポットが毛管のネットワークの第１の毛管内に位置し、ｎ個の機能的にされた電極の第２
のスポットが毛管のネットワークの第２の毛管内に位置し、以下同様に位置するように生
成される（図１１）。電極対は、毛管のネットワークの上方のスポットに組織化されたプ
ローブの１つのグラフトされた電極と毛管のネットワークの下方の対向した機能的にされ
ていない電極とによって構成される。それらの電極はＳＰＲによる検出を可能にするよう
に非常に薄くできる。毛管のネットワークの各端部において、毛管は１つの循環容器に向
って集まる。その容器は、機能的にされた電極のセットの平面と同じ平面に１つの電極（
容器電極）を備えている（図１１）。１つの特定の例において、この電極は円形である。
特定の例では、この電極は各容器の天井の中央に配置される。機能的にされた電極（プロ
ーブのグラフトされた電極）のセットは２つの補足的な接続電極により完成される：第１
の湾曲した電極が第１の容器電極と第１の機能的にされた電極との間に配置され、第２の
湾曲した電極が第２の容器電極と最後の機能的にされた電極との間に配置される。接続電
極は湾曲しており、その曲率は、接続電極と容器（容器電極）の中心との間の距離がその
電極上の任意の地点で同じであるように規定されている。
【００７６】
　接続電極と容器電極との間の最短距離が電極上の任意の地点で同じになるように、第１
の補足的な電極は第１の容器電極と第１の機能的にされた電極との間に配置され、第２の
補足的な電極は第２の容器電極と最後の機能的にされた電極との間に配置されている。
【００７７】
　毛管の二重ネットワーク、毛管のようなネットワークの構成要素、電極、検出器等を備
えた本発明の装置の上記の説明は、それが単一のネットワークを備えた装置の機能に適合
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すると仮定すると、その単一ネットワークの装置の処理に置き換えられ、必要ならば、こ
の構造に適応されることができる。
【００７８】
　同様に、解析される分子および使用されるプローブならびにそれらの使用および検出の
特徴の説明は、それが単一のネットワークを備えた装置の機能に適合すると仮定すると、
その単一ネットワークの装置の処理に置き換えられ、必要ならば、前記構造に適応される
ことができる。
【００７９】
　毛管の単一のネットワークを備えた装置の機能の原理は積極的ハイブリッド化（ｈａ）
を使用し、以下のように説明されることができる：
　（１）解析されるサンプル（図１２）が第１の容器中に導入される。解析される分子が
核酸であるとき、第１の接続電極（正）と第１の容器の電極（負）との間に電位が与えら
れる。その代わり、蛋白質解析の場合には電位が逆にされることができる。以下の説明は
核酸に対する機能に関する。解析される分子は各毛管中において等モルで移動し、接続電
極において濃縮される。　
　（２）その後、容器電極と接続電極との間の電位が遮断され、機能的にされた第１の電
極（＋）と接続電極（－）との間に電位が与えられる。その後、毛管の各分子は、第１の
電極のスポット（毛管当り１つのスポット）に対して相補的なターゲットがハイブリッド
化することのできる（ハイブリッド化は電界によって加速される）機能的にされた第１の
電極に移動する。各スポットにおける濃度は最大である（それは毛管の数だけに依存し、
もはやチャンネルの全体的な体積には依存していない）。　
　（３）スポットにおいてターゲットを制御するために、第２の行電極（機能的にされて
いない）は負の電位にされてもよい；（-+-）電荷分布は、＋電荷が各毛管の第１のスポ
ットの中央に位置された場合に得られる。ハイブリッド化を改善するために、電位が遮断
され、電位なしの状態で緩和時間に対応した時間が経過し、その期間中にターゲットは拘
束なしにハイブリッド化することができる。解析されるターゲットの混合を増大させ、し
たがって少数存在しているターゲットのハイブリッド化を支援するために、緩和時間中、
不連続な交番電位が毛管のネットワークの上方および下方の第１の電極対の間に設定され
てもよい（これはハイブリッド化特異性をさらに増加させる）。
【００８０】
　ターゲットがスポットの第１の行におけるターゲットになると、電位は１つの行だけオ
フセットされる。０が接続電極の位置であり、１、２、３がそれぞれプローブにグラフト
された第１、第２および第３の機能的にされた電極の位置である場合、与えられる電位シ
ーケンスは次のように説明されることができる：（４）第２の機能的にされた電極は正電
位にされる；その電荷分布は（０－，１＋，２＋）であり（随意に、第３の電極は負の電
位である）、電荷分布は（０－，１＋，２＋，３－）である；
　（５）第１の機能的にされた電極は負の電位にされる；その電荷分布は（０－，１－，
２＋）であり、随意に（０－，１－，２＋，３－）である；
　（６）接続電極は、電荷分布（１－，２＋）、随意に（１－，２＋，１－）に対して０
にされる；
　（７）第２の機能的にされた電極と第２の機能的にされていない電極との間の不連続な
交番電位。
【００８１】
　スポットの第１の行にハイブリッド化されないプローブのセットは、スポットの第２の
行に移動する。解析されたサンプル中に相補的なターゲットを有する全ての行のスポット
の全てをハイブリッド化するために移動、緩和および混合シーケンス（ポイント４乃至６
）の全てが段階的に適用される。それらが第２の容器に到達すると、異なった毛管中を移
動してきたターゲットは再び混合される。その後、１つの変形において、反対方向の電位
のシーケンスを行って逆方向に毛管のネットワークをカバーすることができる。毛管を通
って２つの容器の間をターゲットが往来するようにすることにより、装置の検出感度を高
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めることができる。
【００８２】
　毛管の二重ネットワークを備えた装置に関して上述したように、毛管の単一のネットワ
ークを備えた装置においてハイブリッド化されたターゲットを定量化するためにいくつか
の検出可能性が予想される。
【００８３】
　ＳＰＲを使用する：
　・ターゲットは機能的にされた電極のネットワーク上で定量化されてもよい。ＳＰＲ測
定を行うことができるように、三面体のプリズムが機能的にされた電極のネットワークの
各行電極の後面にぴったり合わせられる（ＳＰＲ検出に関する説明を参照）。　
　・背景雑音および検出感度に関する問題を軽減するために、各電極の毛管と反対側の表
面が三面体のプリズムに結合された機能的にされていない電極のセットにおいてＳＰＲ測
定が行われてもよい（ＳＰＲ検出を参照）。この検出プロセスにおいて、機能的にされた
電極のセットは、各スポットが小さいセルによって隔てられて境界を設定された構造に結
合されてもよい（図１３）。各セルは小さいカップであり、その底は機能的にされた電極
によって構成され、このカップは機能的にされていない電極に面した毛管に通じている（
セルは毛管ネットワークの毛管の一側だけに通じている）。セルの壁は、機能的にされた
電極と機能的にされていない電極との間におけるターゲットの１つの移動期間中に１つの
スポットのターゲットが別のスポットのターゲットと混合しないようにする。
【００８４】
　一側だけに開くセルおよび毛管の単一のネットワークを使用することに関して、毛管の
システムへの横断チャンネルと、移動を遅延するシステムとを適合させることが可能であ
る（二重ネットワークの毛管の下方ネットワークについて説明したように（そのセクショ
ンを参照））。単一の毛管ネットワークの使用に関しては、第２の容器なしですませるか
、あるいは毛管システムを横断する１つのチャンネルおよび移動遅延システムによりそれ
を置換することができる（図１４）。したがって、毛管の２つの重ねられたネットワーク
を有するシステムに関して説明された同じタイプの検出が簡単化されたシステムに適用さ
れる。
【００８５】
　この構成において、第１の接続電極は、接続電極と容器の中心との間の距離が電極の任
意の地点において同じであるように湾曲しており、第２の接続電極は湾曲していない。こ
の電極は、ハイプリッド中にプローブが入り込むことのできないバリアとして作用する。
その後、検出ステップは、ターゲット電極および接続電極により設定された電位を使用し
てターゲットが遅延システムに導かれることを可能にする。
【００８６】
　そのエレメントが横断チャンネルに関して鋭角を有する場合、遅延効果は拡大される。
【００８７】
　蛍光の使用：
　・ターゲットが蛍光マーカで標識された場合、機能的にされた電極のセット上において
スキャナを使用してハイブリッド化されたターゲットを直接読取ることができる。同様に
、ＳＰＲと結合された蛍光（ＳＰＲの減衰波による蛍光分子の励起）の使用が可能である
。　
　・ターゲットに標識を付けずに、プローブ／ターゲット複合体の量は、ターゲットまた
は複合体に対して蛍光リガンドを使用して評価されることができる。ＤＮＡアレイに対し
ては、アクリジン、とくに、正に帯電したＤＮＡに対する挿入剤であるアクリジンオレン
ジを挙げることができる。アクリジンオレンジは一本鎖または二本鎖ＤＮＡに別々に標識
を付けることができ、電極のシステムによって生成された電界の作用のために自由分子が
除去される。帯電した分子のセットを操作することのできる電極セットによるハイブリッ
ド化反応期間または合成反応の期間中に、１組の測定が行なわれてもよい。この方法を使
用することにより、スポットを構成するプローブの分子の数とハイブリッド化されたター
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ゲットの数を評価することができる；これら２つの測定値により、溶液中のターゲットの
真の濃度が決定されることが可能になる。
【００８８】
　電極からの望ましくない蛍光を防ぐために、可視スペクトルで透明であるＩＴＯタイプ
の合金（インジウム酸化物および錫酸化物または任意の他の等価な合金）との接続が生成
されてもよい。これらの合金は求電子性が高いため、それらに対して化学的隔離セクショ
ンにおいて説明された化学的な隔離処理が行なわれる。
【００８９】
　本発明の装置の特定の構成において、プローブは１組の機能的にされた電極の電極の間
に配置されることができる（図７）。
【００９０】
　毛管の二重ネットワークの使用に関して、本発明の装置は、分子ターゲットを別々に収
集し、および、または分子ターゲットを別々に解析するのに適した１以上の検出器を備え
ている。このような検出器は以降検出器と呼ばれる。
【００９１】
　好ましい実施形態において、検出器は、第２のネットワークの毛管を接続する下方横断
チャンネルの出口に接続される。以下、検出器と、第２のネットワークの毛管のセットを
接続する下方横断チャンネルとを備えた装置を詳細に説明する。他の変形が認識可能であ
ることは明らかであり、とくに、いくつかの検出器が使用されてもよく、各検出器が第２
のネットワークの毛管の一部を接続する下方横断チャンネルの出口に接続されている。
【００９２】
　任意の検出システムは、とくに、たとえば、種々のサンプル等から導出された分子ター
ゲットを区別するために使用された標識のタイプの機能として毛管の第２のネットワーク
からの出口に適合されてもよい。
【００９３】
　例示すると、ターゲットが蛍光によって、とくに、蛍光プローブによる標識を与えられ
た後に確認された場合、標識を付けられた分子からの蛍光または研究されている分子の本
来備わっている蛍光の励起および獲得を可能にする分光計を使用して検出が行なわれるこ
とができる。したがって、特定の実施形態では、水晶に穴をあけられた毛管または蛍光の
励起および獲得を可能にする任意の他の透明な材料（たとえば、プラスチック）に形成さ
れた毛管を下方横断チャンネルの出口に追加することができる。蛍光は励起され、水晶毛
管を通過中に読取られる。研究されている分子の天然の蛍光が検出に対して使用されても
よい。同様に、ＮａＣｌまたはＫＣｌの結晶を使用して、赤外線分光研究またはラマン分
光研究を行なってもよい。
【００９４】
　その代わり、ターゲット検出および定量化は、ターゲットが常磁性マーカにより標識を
与えられた場合には常磁性共鳴または電子共鳴を使用する。
【００９５】
　検出がＳＰＲによって行なわれたとき、遠位置行電極または下方行電極は数十μｍの厚
さの金（または別の自由電子金属）のシートにより構成される。各遠位置電極の外部表面
（チャンネルと反対側）は、プリズム（ガラス、水晶、プラスチック、またはＳＰＲに適
切である可能性のある任意の他の透明な材料）の３つの表面の１つに接続されている。プ
リズムは三面体であり、その３つの方形の表面の１つが遠位置行電極の外部表面に結合さ
れ、三面体の長さは電極の長さに対応している（図１５）。
【００９６】
　ターゲットハイブリッド化の後、マイクロカラム回路は濯がれ、全てのハイブリッド化
されていないターゲットが除去され、ハイブリッド化されたターゲットは簡単化された設
計のために各セルまたは各スポット中に保持される。このシステムは、機能的にされた電
極および機能的にされていない電極の設計において各行電極対における電位がそれぞれ中
間電極で正になり、遠位置電極で負となるように電圧が与えられる。説明のために、機能
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的にされた電極は中間電極と同じであり、機能的にされていない電極は遠位置電極と同じ
である。蛋白質アレイ、抗体アレイまたは分子レセプターアレイに対して、電位は研究さ
れている分子の電荷の作用に適合される。プローブ-ターゲット複合体を破壊することの
できるカオトロピックな薬品はその中間電極に中に導入される。プローブはターゲットか
ら分離するが、しかし中間電極の負の電荷によって各セルまたは各スポット中に保持され
る（図１６）。第１の電極対における電位は、遠位置電極で正であり、中間電極で負であ
るように反転される（図１６）。電極対に依存するセルまたはスポットの行のターゲット
は毛管のネットワーク中に移動して毛管のネットワークに対して垂直な遠位置電極（２つ
の重ねられたネットワークのシステムの下方ネットワーク）に至り、その結果各セルまた
はスポットのプローブが異なった毛管において見出される。
【００９７】
　本発明はまた、
　・１つの電極上のターゲットのハイブリッド化し、
　・カオトロピックな薬品によるデハイブリッド化し、
　・電位によりターゲットを維持し、
　・電位を反転させて機能的にされていない電極にターゲットを移動させ、
　・機能的にされていない電極上でＳＰＲを測定する各ステップを含むＳＰＲ解析方法に
関する。
【００９８】
　ＳＰＲ測定は、光を各電極上に配置されたプリズムを通って遠位置電極の外部表面上に
反射させることにより行なわれる。測定されたＳＰＲ信号が時間と共に変化した割合を観
察することによって解離定数を評価することができる。１対の行電極の間に交流電流を与
えることにより、結合（ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ）および解離プローブ／ターゲット定数
を測定することができる。変性剤なしに行なわれた実験の特定の場合においては、電界に
より誘導された局部濃度の変化はプローブおよびターゲットの結合および解離を生じさせ
ることができる。
【００９９】
　電極に供給された電流はＳＰＲ信号を妨害する可能性がある。この乱れを制限するため
に、行電極対の間に与えられる電界は不連続的なものであってよい。ＳＰＲ測定が電界の
中断フェーズ中にのみ行なわれた場合、その電界の周波数に結合されたパルスＳＰＲ測定
が行なわれる。その行電極対の間における電界の中断時間の関数としてＳＰＲ信号の変化
率を解析することにより分子の拡散係数を決定することができる。各行電極対に対して同
じ動作が繰返される。
【０１００】
　金属表面は機能的にされていないため、ターゲットはその金属と直接接触し、それによ
って検出感度を増加させる可能性がある。さらに、電界は金属の表面におけるターゲット
の濃度を最大化し、それが検出感度をさらに増加させることができる。ＳＰＲ検出は質量
に依存するため、検出される分子が重くなると、それに応じて一層検出効率が高くなる。
したがって、分子の質量の増加は検出しきい値を減少させることができる。重い同位体に
よって原子が置換されたターゲットを使用することにより分子質量を増加させることがで
き、したがって検出しきい値を低くすることができる。
【０１０１】
　毛管の単一のネットワークの使用に対応した別の形態に関して、直接的な電気的検出に
よってターゲットに結合した分子のインピーダンスを直接測定することができる。
【０１０２】
　電界によりプローブおよびターゲットを操作する役割に加えて、アレイ中に注入された
電極のシステムは、ターゲットに結合した分子のインピーダンスが直接測定されることを
可能にする。２０ｃｍ2未満の表面上において１０3乃至１０6の高いスポット密度に到達
するために、交差された電極のシステムが生成される。このシステムは、プローブのスポ
ットのマトリックスの下方および上方の２つの異なった平面に配置された２組の重ねられ



(18) JP 4659748 B2 2011.3.30

10

20

30

40

50

た電極から構成されている。機能的にされていない電極セットの方向は、機能的にされた
電極セットの方向に対して垂直である（図１７）。スポットは、たとえば、機能的にされ
た電極セット上における、機能的にされた電極と機能的にされていない電極セットの上方
平面への突出部との各交差部分に注入される。プローブの固定は、電極の性質およびプロ
ーブ分子の性質に依存する（プローブの注入および電極の隔離に関する章を参照）。ＤＮ
Ａ分子に関して、ハイブリッド化に対するものと同じオーダーであるインピーダンスの変
化を生じさせるＤＮＡの湾曲および分子内ハイブリッド化による測定問題を最小にするた
めに可能な限り強い応力を分子の配座に与えることが望ましい。ＤＮＡに応力を与えるた
めの解決方法は、分子結合により電極上に吸着することである。電極上に伸ばされた分子
はもはや曲がらず、それら自身とハイブリッド化しない。それとは対照的に、それらは溶
液中の相補的な配列とハイブリッド化する機能（ｆａｃｕｌｔｙ）を維持する。別の解決
方法は、機能的にされたセットの１つの電極と機能的にされていないセットの１つの電極
との間のプローブ分子を、その末端をそれら電極に固定することにより伸ばすことである
。使用されたオリゴヌクレオチドプローブは、５’および３’の２つの末端部において機
能的にされる。５’の機能は３’の末端部における機能とは異なっている。２つのタイプ
の機能は異なった活性化および、または触媒作用を有する。それは、たとえば、Ｈｓから
選択され、ＮＨ2は５’において化学的または光活性化の機能を行い、３’におけるピロ
ールの機能は電気触媒である。機能的にされた電極および機能的にされていない電極のセ
ット間の距離は、特定の湾曲を採用する必要なしに、あるいは分子内ハイブリッド化を生
じることなしに分子が伸ばされるように選択される。別の形態は、プローブの５’末端部
を機能的にして、それを機能的にされた電極にグラフトすると共に短い配列（１０乃至２
０の塩基）を３’末端部に追加することである。３’配列は、ターゲットとのハイブリッ
ド化が生じないように特有に選択される。３’付加物（ａｄｊｕｎｃｔ）と相補的な配列
は対向した機能的にされていない電極にグラフトされる。プローブは、それらの５’末端
部が化学結合により機能的にされたセットの電極に固定され、付加物とその相補的な配列
との間に形成された２連の１０乃至２０の塩基の対によって３’末端部を介して機能的に
されていない電極に固定される。したがって、プローブは、２つの電極間において伸ばさ
れ、それが分子内ハイブリッド化および湾曲を最小にする。
【０１０３】
　グラフトされたプローブを有する電極アレイは、現在生物アレイに関して行なわれてい
るように、各スポットにおけるターゲットの簡単な拡散によって消極的にハイブリッド化
されてもよい。しかしながら、上述の方法を使用した積極的なハイブリッド化が好ましい
。したがって、前のセクションにおいて説明したものに類似した毛管の１つのネットワー
クおよび２つの容器が、機能的にされた電極セットと機能的にされていない電極セットと
の間に配置される。容器からの２つの電極と２つの接続電極が機能的にされた電極のセッ
トに追加される（図面参照）。アレイがハイブリッド化されると、各スポットのインピー
ダンスの変化により、結合されたターゲットの量が決定されることが可能になる。機能的
にされた電極と機能的にされていない電極の突出部（上方平面への）との交差は特有であ
り、単一のスポットに対応する。インピーダンス測定は、機能的にされていない電極と機
能的にされた電極とにより形成された電極の全ての可能な対に電位差および電流を連続し
て与えることによりスポットごとに行なわれる。
【０１０４】
　重ねられた電極の２つのセットの間における垂直配置は、理論上、測定が行なわれるこ
とを可能にする。しかしながら、交流または不連続の電流を使用することと、１つの電極
がいくつかのスポットに接続することによって望ましくないキャパシタンスに関する問題
を発生させ、それが測定を乱す。電流および電圧を適切に測定して各スポットのインピー
ダンスを規定することは、不可能ではなくても、困難になる。この問題を克服するために
、スポット単位の電圧および電流が設定されることを可能にするスイッチが導入されなけ
ればならない。生物アレイのディメンションに適合するスイッチを生成するために、機能
的にされた電極のセット（または機能的にされていないセット）は、第１のセットの電極
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の第２のセット（垂直な）から隔離されていてこれに対して垂直な第１の（水平な）電極
セットにより構成された１つの平面において電極のグリッドによって置換される。そのグ
リッドのメッシュは、小さい電極（スポット電極）が配置される間隔を規定し、このスポ
ット電極は一辺が１０乃至５００μｍであり、それはグリッドの寸法に依存する。トラン
ジスタのゲートがメッシュの一辺の水平電極に接続され、トランジスタの入口端子（ソー
ス）がメッシュの一辺の垂直電極に接続され、トランジスタの出口端子（ドレイン）がス
ポット電極に接続されるように、グリッドの各メッシュには１または２個の電界効果トラ
ンジスタが配置される。
【０１０５】
　要約すると、水平および垂直電極により規定され、メッシュが小さいスポット電極によ
って占有されているグリッドが得られる。スポット電極は、１つまたは２つの電界効果ト
ランジスタによってメッシュの４辺中の２辺に接続される（図１７、１８）。分子プロー
ブは各スポット電極にグラフトされる。機能的にされていないセットの電極は、“スポッ
ト電極”の各列に対向して、また、機能的にされたグリッドの垂直電極に対して平行に配
置される。機能的にされていないセットの各電極は接地される。機能的にされていない電
極セットは、単一の接地されたプレートによって置換されてもよい。
【０１０６】
　インピーダンスが不連続な電流（電流は常に同じ方向である）で測定されたとき、スイ
ッチとして動作するためには“スポット電極”当り１つのトランジスタが必要である。水
平電極に電圧を印加することにより、全てのトランジスタのゲートは付勢され、それが全
てのトランジスタの入力とドレインとの間の電流を遮断し、それによって電極スポットが
隔離される。単一の水平電極において電流を遮断し、その電流と断続的な電界を単一の垂
直電極に与えることにより、２つの電極の交差部分のトランジスタだけが、その入力とそ
のドレインとの間を電流が通過することを可能にする。単一のスポットが電圧下に置かれ
、そのスポット電極におけるインピーダンスの変化が別のスポットから妨害を受けること
なく決定されることができる。
【０１０７】
　インピーダンスが交流電流（電流は両方向に流れる）で決定されたとき、スポット電極
は、電流の方向にかかわらず、供給されなければならない。したがって、逆の特性を有す
る２つの電界効果トランジスタがメッシュ中に配置されなければならない。すなわち、ト
ランジスタのゲートにおける電圧がゼロまたは負のとき、電流は入力とドレインとの間を
、第１のトランジスタでは一方の方向に、第２のトランジスタでは他方の方向に通過する
ことができる。電流の方向に関係なく、スポット電極は電流を供給される。電流が入力と
ドレインとの間を２つの方向に通過することを可能にする“ｎｍｏｓ”または“ｐｍｏｓ
”型トランジスタのようなトランジスタを導入することが有効であるが、しかしこのよう
なトランジスタは付加的な端子を有しており、したがって接続を行なうためにメッシュ当
り１つの水平電極を必要とし、これは小型化を制限する。
【０１０８】
　蛍光およびインピーダンスまたは蛍光のみ（そのとき、上記の積極的ハイブリッド化（
ｈａ）の説明によると電極はハイブリッド化を制御するためにのみ使用される）の混合さ
れた検出を行なうことができる。プローブまたはターゲットによって放射された蛍光を台
無しにしないために、ＩＴＯのような透明な合金を使用して回路と電極のセットが生成さ
れてもよい。核酸に対する蛍光による検出に関しては、発色団によってターゲットを標識
で示す代わりに、核酸に対する蛍光挿入剤が使用されることもできる。アクリジン、とく
に、それが一本鎖のＤＮＡまたは二本鎖のＤＮＡ／ＤＮＡと関連しているときに異なった
方法で蛍光を発生する特徴を有するアクリジンオレンジはよい候補である。さらに、アク
リジンオレンジは、正に帯電しており、これは、それが電界中において移動できることを
意味する。各スポットにおけるプローブの密度は、アクリジンオレンジで標識を与えて放
射された蛍光を測定することにより決定され、また、与えられる種々の電界により、ＤＮ
Ａプローブに結合されていないアクリジンオレンジ分子が除去されることが可能になる。
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電界を供給するシーケンスは上記の“ｈａ”の章において説明したものに類似しているが
、しかし電界の方向は、放電される分子の電荷に適合される。ターゲットがアレイ中に導
入されると、ＤＮＡ／ＤＮＡ複合体の形成に関連した蛍光を測定することにより、それを
プローブの蛍光と比較することによって各ターゲットタイプの濃度が決定されることが可
能になる。この方法は、動的なハイブリッド化測定が行なわれることを可能にすると共に
、解離定数（ｋｄ）および結合定数（ｋａ）がターゲットとプローブとの間で決定される
ことを可能にする。ターゲットに対して測定されたｋｄおよびｋａは、天然のシーケンス
に対して得られた測定値と比較されることができ、これは、多形性が証明される可能性が
あることを意味する。さらに一般的に述べると、混合測定を行うことにより、たとえば、
発色団と共にターゲットに対して挿入剤と蛍光マーカを使用するか、あるいはインピーダ
ンス測定および挿入剤を使用する等によりターゲットに対するプローブの誤った対を証明
することができる。
【０１０９】
　とくに、本発明の装置において使用される検出器は質量分光計である。質量分光計は、
ターゲット分子の数と、これらの分子の性質（分子量および、定まった条件下におけるそ
れらの分子式）とを同時にオペレータに知らせることができる。その装置は、たとえば、
質量分光計の電子スプレーイオン化（ＥＳＩ）（Kebarle et al, Anal Chem;1993;65(22)
; p972-986）に隣接した下方横断チャンネルを備えていてもよい。下方横断チャンネルは
、電子スプレー中への規則的な注入を可能にする圧電またはサーマルピペットを介して検
出器に接続されていることが好ましい。マイクロスプレー（マイクロＥＳＩ）、ナノスプ
レー（ナノＥＳＩ）、ピコスプレー（ピコＥＳＩ）のようなＥＳＩに対する任意の改良が
適合されることができる（Smith et al, T Matsio et al, Editors 1995, John Wiley&So
n: Baffins Lane,Chichester,W Sussex,UK,p41-74; Emmett et al, J Am Soc,Mass Spect
rum 1994,5,p605-613; Valaskovic et al, Anal Chem,1995,67(20),p3802-3805）。直交
加速飛行時間または四重極解析装置（ａｏＴＯＦまたはＱＴＯＦ）（Chernushevich et a
l,Proceedings of the 43rd ASMS Conference on MS and Allied Topics,1995,Atlanta,G
eorgia; Sanzone G-Rev Sci Instrum,1970,41(5)p741）のような別のタイプの検出器が本
発明の装置において使用されてもよい。
【０１１０】
　分子イオンの質量および電荷ならびに分子イオンの数に関するデータは、所定のマイク
ロカラム中に特有に保持されている各タイプの分子ターゲットの性質および数が推測され
ることを可能にする。各マイクロカラムにおいてプローブに特有にリンクされた分子に対
する式は、とくに、ＭＳ／ＭＳ方法を使用するスペクトル捕捉期間中におけるターゲット
の特有の標識付けおよび分子の分解により推測されることができる（Chernushevich et a
l-Proceedings of the 43rd ASMA conference on MS and allied topics,1995,Atlanta,G
eorgia）。特定の実施形態において、蛍光解析を可能にする水晶毛管と電子スプレーを縦
列に取付けることによる共同方式の蛍光検出および質量分光法もまた考えられる。同様に
、複数の異なるタイプの検出器または解析装置が縦続的に取付けられることができる。
【０１１１】
　本発明の装置の特定の実施形態においては、種々のサンプルの種々のトランスクリプト
ム（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ）を並列に解析することができる。
【０１１２】
　この装置の特定の実施形態では、その装置は、１つのトランスクリプトムを表す１組の
核酸により構成された核酸（セル中に、または粒子上に固定された）を含んでいる。
【０１１３】
　“１つのトランスクリプトムを表す”という用語は、セル中に固定された核酸が同じま
たは相補的な配列を有しているか、あるいは厳しい条件下においてメッセンジャーＲＮＡ
と特有にハイブリッド化し、また、１つの所定の細胞または細胞セットのゲノムからの核
酸配列の転写生成物が、前記細胞または細胞セットに関する特定の条件下で得られた転写
生成物と等量であることを意味する。
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【０１１４】
　以下の例で、１つのトランスクリプトムを表す核酸を処理する方法を説明する。　
　１つのトランスクリプトムを表す核酸のセットは粒子上に固定され、前記粒子は適切な
手段によってマイクロカラム中に固定されることが好ましい。以下の例３において説明す
る方法を使用することにより、装置は種々のトランスクリプトムを並列に解析することが
できる。
【０１１５】
　とくに、本発明では、１つのトランスクリプトムを表す１組の固定された核酸を本質的
に含んでいる粒子が考慮されている。
【０１１６】
　それはまた、例３において規定された基準にしたがって選択された１組の核酸分子に関
する。この核酸分子のセットは、とくに、トランスクリプトムを表す核酸のセットを各マ
イクロカラム中に含んでいるマイクロカラムアレイにより使用される。
【０１１７】
　別の実施形態においては、本発明の装置は、分子プローブがペプチドまたはポリペプチ
ドであり、好ましくは抗体またはそれらの抗原-結合断片であることを特徴とする。
【０１１８】
　当然ながら、本発明では、装置を使用して、生物学的サンプル、とくに、細胞抽出物中
に含まれている特定のＲＮＡおよび、またはＤＮＡ分子を検出し、および、または分析す
ることが考えられており、分子プローブは、それらが生物学的サンプル中に含まれている
ＲＮＡまたはＤＮＡの１つのタイプと特有にハイブリッド化するように選択される。この
ような装置の使用は、とくに、少なくとも２つの生物学的サンプル中に含まれている特定
のＲＮＡおよび、またはＤＮＡ分子の比較解析を、たとえば、例４において説明される方
法を使用して可能にすることができる。
【０１１９】
　たとえばエキソン当り１つの特定のプローブを選択するように遺伝子当りいくつかのプ
ローブを適切に選択することにより、プローブは定量化されて１つの遺伝子のスプライシ
ングの特定のシグナチャを提供することができる。
【０１２０】
　本発明はまた、複合体混合物中に溶解している分子ターゲットを分離し、解析する方法
に関し、その方法は、
　（ａ）分離される分子ターゲットを含む複合体混合物を上述された本発明による装置中
に導入し、
　（ｂ）ターゲットがマイクロカラムのプローブに特定して結合することを可能にするの
に適した条件下において装置のマイクロカラムマトリックスを通って複合体混合物を移動
させ、
　（ｃ）マイクロカラムプローブ上に特有に保持されているターゲットを溶離し、
　（ｄ）マイクロカラムから溶離されたターゲットを検出器に向って移動させ、
　（ｅ）検出器を使用して各ターゲットを再生し、および、または解析するステップを含
んでいる。
【０１２１】
　特定の実施形態において、本発明は、２つの生物学的サンプル中に含まれている特定の
ＤＮＡまたはＲＮＡ分子の少なくとも２つのポピュレーションの比較解析のための方法に
関し、その方法は、
　（ａ）第１のサンプル中に含まれている標識付けされたＤＮＡまたはＲＮＡ分子を、第
２のサンプル中に含まれていて同じ構造を有するが標識付けされていないＤＮＡまたはＲ
ＮＡ分子に対して質量差を与えるために、たとえば、重い同位体等を有する第１のサンプ
ルから得られたＤＮＡまたはＲＮＡ分子に標識を付け、
　（ｂ）比較される２つのＤＮＡまたはＲＮＡポピュレーションを等モルで混合し、
　（ｃ）質量分光計により構成された検出器を備えた本発明の適切な装置中に等モルの混
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合物を導入し、
　（ｄ）マイクロカラムプローブへのターゲットの特有の結合を可能にするのに適切な条
件下で装置のマイクロカラムマトリックスを通ってその等モルの混合物を移動させ、
　（ｅ）マイクロカラムのプローブ上に特有に保持されているターゲットを溶離し、
　（ｆ）マイクロカラムから溶離されたターゲットを質量分光計に向って移動させ、
　（ｇ）質量分光計を使用して標識を付けられた、あるいは標識を付けられていない各タ
ーゲットを検出し、および、または分析するステップを含んでいる。
【０１２２】
　この方法の特定の形態では、それを行なうために選択された装置は、とくに、マイクロ
カラムの各行での溶離および、または溶離されたターゲットの移動を制御するために上述
した行電極の対により構成されている。この場合、方法の好ましい形態は、
　（ａ）分離されるＤＮＡおよび、またはＲＮＡ分子を含む複合体混合物を本発明の適切
なマイクロカラム装置中に導入し、
　（ｂ）好ましくは閉回路中において、マイクロカラムのプローブへのターゲットの特有
の結合を可能にするのに適切な条件下において装置のマイクロカラムマトリックスを通っ
てその複合体混合物を移動させ、
　（ｃ）適切ならば、開回路においてハイブリッド化されていない分子または特有にはハ
イブリッド化されていない分子を除去するためにマイクロカラムマトリックスを通って濯
ぎ溶液を移動させ、
　（ｄ）セル電極では正であり、遠位置電極では負であるマイクロカラムの行電極の対の
間に電位差を与え、また、下方横断チャンネルでは負であり、上方横断チャンネルでは正
である横断チャンネル電極の対の間に電位差を与えてステップ（ｅ）における変性後にＤ
ＮＡまたはＲＮＡ分子が各マイクロカラム中に保持されるようにし、
　（ｅ）プローブ／ターゲット複合体の変性を可能にし、したがってＤＮＡまたはＲＮＡ
分子の溶離を可能にするような条件下においてマイクロカラムマトリックスの１以上の行
を通って変性溶液を移動させ、
　（ｆ）マトリックスのマイクロカラムの１つの行の行電極対に与えられる電位差を反転
させ、あるいは抑制し、
　（ｇ）マトリックスの１つの行のマイクロカラムから変性されたターゲットを検出器に
向って移動させ、
　（ｈ）検出器を使用して各ターゲットを再生し、および、または解析するステップを含
んでいる。
【０１２３】
　上述の方法に代わる好ましい別の実施形態は、分子ターゲットを変性して移動させるス
テップが１つの電界だけを使用して行なわれることを可能にする。このような方法は、
　（ａ）分離されるＤＮＡおよび、またはＲＮＡ分子を含む複合体混合物を本発明による
適切な装置中に導入し、
　（ｂ）好ましくは閉回路中において、必要ならば、上述した横断チャンネルの電極と連
続した行電極との間の交流電界の影響の下に、マイクロカラムプローブへのターゲットの
特有の結合を可能にするのに適した条件下において装置のマイクロカラムマトリックスを
通ってその複合体混合物を移動させ、
　（ｃ）必要ならば、開回路においてハイブリッド化されていない分子または特有にはハ
イブリッド化されていない分子を除去するためにマイクロカラムマトリックスを通って濯
ぎ溶液を移動させ、
　（ｄ）電界中で移動することのできる負イオンを含む変性溶液を含む第１の容器に下方
横断チャンネルを接続し、同じ負イオンを含む変性溶液を含む第２の容器に上方横断チャ
ンネルを接続し、
　（ｅ）溶液の負イオンが正に帯電したマイクロカラムに向って移動して分子ターゲット
を変性させるように、下方および上方横断チャンネルならびに遠位置の行電極に負の電位
を与えると共にセル行電極に正の電位を与え、このように変性された分子ターゲットは遠
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位置行電極における負の電位のためにマイクロカラム中に固定され、
　（ｆ）上方横断チャンネルでは負であり、下方の第２の横断チャンネルでは正であるよ
うに横断チャンネル電極の対の間に電位差を与え、
　（ｇ）変性されたターゲットが電気泳動によってマトリックスの１つの行のマイクロカ
ラムから検出器に向って移動することを可能にするようにマトリックスの１つのマイクロ
カラム行の行電極対に与えられる電位差を反転させ、あるいは抑制し、
　（ｈ）検出器を使用して各ターゲットを再生し、および、または解析するステップを含
んでいることを特徴とする。
【０１２４】
　本発明はまた、
　（ａ）各マイクロカラムが１つのトランスクリプトムを表す割合でＲＮＡまたはＤＮＡ
ターゲットを含んでいる本発明の装置を構成し、
　（ｂ）マトリックスの各マイクロカラム中に固定されたＲＮＡまたはＤＮＡターゲット
に特有で相補的なプローブの化学量論的な混合物を導入し、１つのターゲットの各特定の
プローブは別のプローブとは異なった分子量を有し、したがって質量分光計において他の
ものから区別可能であり、
　（ｃ）マイクロカラム上に固定されたターゲットへのプローブの特定の結合を可能にす
るのに適した条件下において装置のマイクロカラムマトリックスを通ってプローブの混合
物を移動させ、
　（ｄ）マイクロカラムにおいて固定されたターゲット上に特有に保持されたプローブを
溶離し、
　（ｅ）マイクロカラムから溶離されたプローブを質量分光計により構成された検出器に
向って移動させ、
　（ｆ）質量分光計を使用して各プローブを解析するステップを含んでいる方法に関する
。
【０１２５】
　上記の方法に代わる実施形態として、特定のプローブによって構成されたプローブのセ
ットを使用することが可能であり、１つのターゲットに対する特定のプローブのそれぞれ
のサイズは他のプローブとは異なっており、および、または特定の蛍光マーカによって標
識付けされ、検出は適切な分光光度計を使用してプローブの毛管電気泳動後に行なわれる
。
【０１２６】
　本発明はまた、複合体混合物中に含まれている分子ターゲットを分離し、分析する方法
に関し、その方法は、
　（ａ）第１に複合体混合物が移動されることを可能にする毛管のネットワークおよび第
２に上述された２組の電極を備えた本発明の装置中に分離されるべき分子ターゲットを含
む複合体混合物を導入し、
　（ｂ）ターゲットが毛管のネットワークの１つの端部から他方の端部に移動することが
できるように、またプローブと相補的なターゲットがハイブリッド化されることができる
ように本発明の装置の電極の間に電位を与え、
　（ｃ）検出器を使用して１つのプローブに対するハイブリッド化された各ターゲットを
解析するステップによって後続される本来の位置での解析または再生を行うステップを含
んでいる。　
　この方法の実施形態は、実施例および図面に示されている。
【０１２７】
　本発明はまた、
　（ａ）解析される１つのトランスクリプトムを表すターゲットのセットが固定される１
組の磁気粒子と、
　（ｂ）プローブのセットの各プローブタイプが前記ターゲットと化学量論的な混合物を
形成するように１つのターゲットタイプに特有であって相補的である１組の異なるタイプ
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のプローブとを使用するステップを含んでいるトランスクリプトムを解析する方法に関す
る。
【０１２８】
　本発明はまた、プローブのセットの各プローブタイプは、化学量論的な混合物を形成す
るように１つのターゲットタイプに特有であって相補的であることを特徴とするここに規
定された方法に関する。
【０１２９】
　本発明はまた、混合物中に存在する各プローブタイプがその分子質量によって明確な方
法で識別可能であり、それは実験式、サイズ、および重い原子による任意の標識付けの３
つの基準を組合せることによって行われることを特徴とする上述の方法に関する。
【０１３０】
　本発明はまた、混合物中に存在する各プローブタイプがそのサイズおよび蛍光マーカに
よって明確な方法で規定されることを特徴とする上述の方法に関する。
【０１３１】
　ここに記載されているトランスクリプトム解析方法は、プロテオム（ｐｒｏｔｅｏｍｅ
）の解析、あるいは患者体内における１以上の遺伝子の増加または損失の解析適用されて
もよい。これらの別の解析においても、所望のターゲットを表すプローブが決定され、プ
ローブのセットの各プローブタイプが別のプローブタイプに関して明確な方法で識別可能
である。
【発明を実施するための最良の形態】
【０１３２】
　以下の例には本発明の装置の好ましい実施形態が示され、これによってそれらの使用が
さらによく認識されるが、これらの実施形態によって本発明の技術的範囲が制限されるも
のではない。
【０１３３】
　図面について簡単に説明すると、図１の（ａ）は適切な材料中にモールドされたマイク
ロカラムのＮ個の行とＰ個の列のマトリックス1の上面図であり、図１の（ｂ）は中間行
電極21と遠い行電極22とを介して接続されたマイクロカラムの１つの行の斜視図である。
【０１３４】
　図２はマイクロカラム2のマトリックスと、ピストン6を備えた上方横断チャンネル31に
接続された上方毛管ネットワーク3と、下方横断チャンネル41および検出器5に接続された
毛管の下方ネットワーク4とを備えた装置の概略図であり、装置はハイブリッド化および
、または濯ぎステップ期間中の流れの動きを容易にするために別の横断チャンネル7を備
えている。
【０１３５】
　図３は下方チャンネル電極42と、圧電ピペット43と、電気スプレー44と、検出器とを備
えた下方横断チャンネル41の接続の詳細図である。
【０１３６】
　図４はピストンを備えた装置を使用して負に帯電した分子ターゲットを変性させるステ
ップ期間中の電極の極性を表す概略図を示している。金属ピストン6は負に帯電した電極
で被覆されている。変性溶液は上方横断チャンネル31の自由端部中に導入され、矢印が流
動方向を示している。電極はマイクロカラム（＋）では正であり、マイクロカラム出力部
（－）では負である。
【０１３７】
　図５は、第１の行からの分子ターゲットの移動ステップ期間中の電極の極性を示してい
る。第１の行の電極における電位の差は除かれる。下方横断チャンネル41はゲルを充填さ
れている。装置はまた別の横断チャンネル7を備えている。
【０１３８】
　図６は、電界中で移動することのできるカオトロピックな薬品を含む緩衝液を変性させ
る容器8を使用して装置中に充填された分子ターゲットを変性させるステップを示してい
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る。
【０１３９】
　図７は、プローブを設置された１組のさらに機能的にされた電極の一例を示している。
金またはＩＴＯ電極がガラスシート上にエッチングされる。プローブ（スポットまたはハ
イブリッド化ユニット）は場合に応じて電極上に、あるいは電極の間に付着されている。
この方法では、電極上への付着の使用だけを説明する。
【０１４０】
　図８は、行電極の対のアセンブリを示している。この行電極対は２つのシートを配置す
ることによって得られ、電極は向かい合わせになるようにエッチングされている。シート
の１つはさらに機能的にされ、他方は機能的にされていない。
【０１４１】
　図９は、機能的にされた電極と機能的にされていない電極の２つのセットの間に配置さ
れた毛管のネットワークを示している。
【０１４２】
　図１０は、湾曲された接続電極と容器電極により完成された１つのセットの機能的にさ
れた電極の概略図を示している。
【０１４３】
　図１１は、毛管ネットワークの周囲における機能的にされた電極と機能的にされていな
い電極の２つのセットを示している。
【０１４４】
　図１２は、ターゲットを１つの電極から別の電極に順次移動させ、したがって１つのス
ポットから別のスポットに順次移動させるために電極に与えられる電荷のシーケンスを示
している。
【０１４５】
　図１３は、底部が機能的にされた電極によって構成されているセミオープンセルを示し
ている。それらは毛管ネットワークの毛管に対して開口されている。これらのセルは拡散
によるターゲットの分散を防止する。
【０１４６】
　図１４は、単一の毛管ネットワークを備えた装置の変形を示している。第２の容器は、
横断チャンネルおよび遅延システムのために除かれている。第２の接続電極Ｖは直線状で
ある。それは、帯電したターゲットを通さない静電バリアを規定するように機能する。電
極Ｖが横断チャンネルＷに関して突出しているとき、遅延効果が増大される。第２の接続
電極は、プローブが横断チャンネルにおいて選択的に移動されることを可能にしている。
【０１４７】
　図１５は、本来の位置におけるＳＰＲ検出のための装置を示している。三面体プリズム
が機能的にされていない電極の後面に結合されている。
【０１４８】
　図１６は、機能的にされていない電極におけるＳＰＲ検出に対する原理を示している。
【０１４９】
　（１）デハイブリッド化されたターゲットは、電界によってその位置に保持される；
　（２）ターゲットはその電界の力によって機能的にされていない電極に移動する；
　（３）ＳＰＲ検出が行われる；
　（４）検出を改善するために電流が交互に遮断されてもよい。
【０１５０】
　図１７は、インピーダンス測定を行うために重ねられた電極の２つの交差したセットを
有する装置を示している。
【０１５１】
　図１８は、不連続電流のインピーダンス測定のために機能的にされた電極のセットを置
換するグリッドを示している。
【０１５２】
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　図１９は、交流インピーダンス測定のために機能的にされた電極のセットを置換するグ
リッドを示している。
【０１５３】
　例
　１．生物学的サンプル中に含まれるＤＮＡまたはＲＮＡ分子を検出する装置の例
　１Ａ　マイクロカラムマトリックス
　マイクロカラムのマトリックス1は、ガラス、シリコンまたはプラスチックタイプの材
料に孔が形成され、あるいはモールドされたマイクロカラムのＮ個の行とＰ個の列から構
成され、マイクロカラムは直径が５０μｍであり、その長さが１００μｍである（図１の
ａ）。セルはアレイの主平面に垂直である。各セルはポリアクリルアミドゲルを充填され
、特定の分子プローブは、直径がゲルのメッシュ寸法より大きい粒子上に固定されている
。マイクロカラムマトリックスの各行のセルは共通の電極を介して接続されて１つのセル
行電極21を形成している。この電極はセルに対して中間の金の薄膜によって構成され、そ
の薄膜がそれらをそれぞれ２つの半分のセルに分けている。電極の第２のセットは中間行
電極の鏡像である。この中間行電極の鏡像である別の電極セットは、マイクロカラムのマ
トリックスのセルの出口に配置されており、すなわち、遠い行電極22である。各遠い行電
極は中間行電極に平行であり、行電極の対を形成している（図１のｂ）。これらの電極の
対は、所望の電位がセルの各行に与えられることを可能にする。遠い電極は、中間電極と
同じ方法で生成される。
【０１５４】
　１Ｂ　段階的な毛管ネットワーク
　各セルは、セルの平面の上方および下方にそれぞれ配置された毛管の２つの段階的なネ
ットワークに対して２つのチャンネルを介して接続され（図２参照）、毛管の上方ネット
ワークはＮ個の平行な毛管（上方毛管）3によって構成され、その下方ネットワークは、
Ｐ個の平行な毛管（下方毛管）4によって構成され、このＮ／Ｐ配置は２つの毛管ステー
ジの間で逆にされてもよいことが明らかである。上方ネットワークの１つの毛管はマイク
ロカラムマトリックスの１つの行のＰ個のセルに接続され、あるいは下方ネットワークの
それぞれ同じ毛管がマイクロカラムマトリックスの１つの列のＮ個のセルに接続される。
接続は、上方および下方毛管の２つのネットワークの向きが垂直になるように、上述の接
続チャンネルによって生成される。この理由のために、上方ネットワークの各毛管は、マ
イクロカラムマトリックスのＰ個のセルの１つの行によって下方ネットワークの全ての毛
管と接続されている。対照的に、下方ネットワークの各毛管は、マイクロカラムマトリッ
クスのＮ個のセルの１つの列によって上方ネットワークの全ての毛管に接続されている。
【０１５５】
　毛管の直径は１乃至１００μｍである。上方ネットワークの全ての毛管は、２乃至１０
００μｍの範囲の直径を有する横断毛管31（上方横断チャンネル）に連通している。した
がって、上方横断チャンネルは上方ネットワークの全ての毛管を接続する。それは上方ネ
ットワークの方向に対して垂直である。上方ネットワークの横断チャンネルと反対側の毛
管の端部は、マイクロカラムマトリックスのセル行のＰ番目の最後のセルとの最後の接続
で止まっている。下方ネットワークの全ての毛管は、２乃至１０００μｍの範囲の直径を
有する横断毛管41（下方横断チャンネル）に連通している。したがって、下方横断チャン
ネルは下方ネットワークの全ての毛管を接続されている。下方ネットワークの毛管は、１
つのセル列の第１のセルとの接続と下方横断チャンネルとの間の軌道が１つの下方毛管か
ら別のものまでの異なった長さを有するように生成される。下方ネットワークの１つの毛
管のこの部分は遅延と呼ばれる。この遅延は、下方毛管ネットワークと９０°以外の角度
をなす下方横断チャンネルを使用して得られる。選択された角度に応じて、下方毛管の間
で遅延が連続的に増加し、あるいは減少する。
【０１５６】
　横断チャンネルと反対側の毛管の下方ネットワークの毛管の端部は別の横断チャンネル
7（別の下方横断チャンネル）に接続され、それによって２つの下方および上方毛管ネッ
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トワークの間におけるセルマトリックスを通る流れが設定されることが可能になる。主下
方横断チャンネルは、毛管の電気泳動をそこで生じさせるために液体毛管電気泳動ゲルを
充填されている。したがって、上方横断チャンネルと別の第２の下方横断チャンネルとの
間に閉じた循環した流れを設定することが可能である（図２）。
【０１５７】
　上方および下方横断チャンネルには電極が配置されている。
【０１５８】
　上方横断チャンネルは、筋がつけられてよいし、あるいはつけられなくてもよいピスト
ン6を備え、このピストン6は、その流れが通過するセルの行の数が選択されることを可能
にする。このピストンは、それが引き戻されると、マイクロカラムのセルのさらに多くの
行に移動できるようにする。
【０１５９】
　１Ｃ　検出器
　下方横断チャンネルからの出口における分子の検出は、質量分光計5を使用して行われ
る。
【０１６０】
　下方横断チャンネルは、質量分光計の電子スプレーイオン化検出器（ＥＳＩ）44に隣接
している（図３）。それは、電子スプレー中への規則的な注入を可能にする圧電またはサ
ーマルピペット43を介して検出器に接続されている。
【０１６１】
　２．実施例２、ピストンのない装置
　以下の例は、生物学的サンプル中に含まれている核酸分子を分離して解析するように構
成された本発明の装置の別の実施形態を示しており、この実施形態は、電界を使用するこ
とによりマイクロカラム中に保持されている分子ターゲットの変性を可能にすると共にそ
れらが検出器だけに移動することを可能にする。
【０１６２】
　マイクロカラムマトリックスおよび毛管ネットワークは、以下の例外点を除いて実質的
に例１と同じである：すなわち、
　装置はその上方横断チャンネルにピストンを備えていない。その代り、水酸化アンモニ
ウム塩（ＮＨ4ＯＨ）を含む緩衝液容器を変性させるために下方横断チャンネルおよび上
方横断チャンネルが接続されている。
【０１６３】
　３．実施例３．トランスクリプトムを表す核酸のセットを含むマイクロカラムのプレパ
ラートの処理およびトランスクリプトムの解析におけるその使用
　実施例１または２に示されているような本発明の装置の各マイクロカラムは、解析され
るトランスクリプトムを表すその核酸セット（ＤＮＡ、ＲＡＮまたはオリゴヌクレオチド
等）が固定されたサポートまたは粒子を含んでいる。
【０１６４】
　長いポリＡテールの存在を回避するために、解析されるメッセンジャーＲＮＡサンプル
の逆転写が５’（Ｔ）19Ｘ３’のようなプライマーから行われ、ここでＸはＡ、Ｃまたは
Ｇであることができる。したがって、逆転写はそのポリＡテールの後に遭遇されるＡでは
ない最初のヌクレオチドから行われる。
【０１６５】
　１つのサポートまたは１つの粒子上に固定されたゲノムを表すｃＤＮＡサンプルを獲得
するために、上述したプライマーは、逆転写の前に、最初に前記サポートまたは前記粒子
上に固定される。逆転写の生成物はまた逆転写の後にサポート上にグラフトされることが
できる。グラフトは５’末端部でビオチン標識（ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅ）された５’（
Ｔ）19Ｘ３’プライマーを使用してビオチン-アビジン対によって確実なものにされるこ
とができる（粒子とターゲットとの間において化学的錯化を使用することも可能である）
。
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【０１６６】
　本発明は、複合体混合物中の溶液中の複数の分子ターゲットを分離し、および、または
検出する装置に関し、その装置は、解析されるトランスクリプトムを表すターゲットが全
て固定される１組の磁気粒子と、１組のプローブとを備えている。
【０１６７】
　このプローブセットの各プローブタイプは、化学量論的な混合物を形成するようにター
ゲットタイプに固有であると共に相補的なものである。
【０１６８】
　したがって、１つのゲノムを表すｃＤＮＡの全てを含むこれらの粒子またはサポートは
、本発明の装置のマイクロカラム中に配置される。このようにして、マイクロカラムアレ
イが得られ、その各マイクロカラムは以下の方法を使用して１つのトランスクリプトムを
解析することができる：
　装置は、その混合物を構成する各プローブタイプが、化学量論的な混合物を形成するよ
うにマイクロカラムにおいて固定されたそのターゲットタイプからの１つのものであるた
だ１つのターゲットタイプに特定されると共に相補的なものである１組のプローブにより
使用される。
【０１６９】
　したがって、混合物中に存在する各プローブタイプは、その分子質量によって明確な方
法で識別可能である。この分子質量の特定性は、実験式、サイズおよび重い原子による任
意の標識の３つの基準を組合せることによって得られる。これら３つの基準の組合せは、
膨大な数のプローブが生成されることを可能にする。Ｍ＝ｎ＋ｍ＋ｌ＋ｊであるようなＤ
ＮＡポリマーサイズＭでは、実験式に対して以下の数を生成することができる：
　（ＡnＣmＴlＧj）the（ｎ＋ｍ＋ｌ＋ｊ）！／（ｎ！＊ｍ！＊ｌ！＊ｊ！）
【０１７０】
　相補的なプローブは、サポートまたは粒子上に保持されたターゲット分子に固有にハイ
ブリッド化する。これが分離ステップである。システムが濯がれ、ハイブリッド化されて
いないプローブが除去されると、サポートまたは粒子においてハイブリッド化されたプロ
ーブ分子は、制御されたやり方で変性される。その後、固定されたターゲットを含むサポ
ートまたは粒子上のハイブリッド化されたプローブ分子の各タイプの量を計ることができ
る。
【０１７１】
　不特定ハイブリッド化を最小にするために、その配列は、ＸがＡ、Ｔ、ＧまたはＣを表
し、ｎが３個のヌクレオチドから７個のヌクレオチドまで変化してｎ個のヌクレオチドの
全ての可能な配列を形成する小さいヌクレオチドポリマー（Ｘ）ｎの存在においてハイブ
リッド化される。
【０１７２】
　この方法はまた、プロテオムの研究に関連した蛋白質に適用されてもよい。研究される
蛋白質の混合物はサポートまたは粒子に固定される。ターゲットは、抗体または任意の別
の特定の配位子によって構成されている。各プローブタイプの分子質量はそれらの識別を
明確な方法で可能にする。
【０１７３】
　同じ分子質量を有するプローブの異なったタイプの間の区別ができないことを避けるた
めに、プローブは、プローブの分子質量を修正する不活性分子と結合されてもよい。区別
度および検出度をさらに高めるために、質量分光計への注入前に毛管クロマトグラフィー
が行われる。この毛管クロマトグラフィーは、プローブがサイズにしたがって分離される
ことを可能にする。質量分光計および毛管電気泳動は圧電ピペットにより結合される。
【０１７４】
　上記とは別の実施形態は、蛍光マーカを使用してプローブを弁別するように構成されて
いる。各プローブタイプは、そのサイズおよび蛍光マーカによって明確な方法で規定され
る。これら２つの基準の組合せは、５つの異なった蛍光マーカを、たとえば、そのサイズ
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が２０個乃至２００個の塩基の間でスタガー（ｓｔａｇｇｅｒ）されるプローブと組合せ
ることにより１０００のオーダーの複雑度を生成することができる。プローブに対するサ
イズの範囲および使用される蛍光マーカの数を増加させることによりプローブの混合物の
複雑性を増加させることが可能であることは明らかである。
【０１７５】
　この方法は、全てのターゲットが固定されていて解析されるトランスクリプトムを表す
１組の磁気粒子と、上述されたプローブの化学量論的なセットとを使用して直接溶液で使
用されることを意図されている。磁気粒子はハイブリッド化されたプローブを隔離するよ
うに動作する。実際に、ハイブリッド化された粒子は簡単な磁石によって生成された磁界
により分離される。システムが濯がれ、ハイブリッド化されていないプローブが除去され
ると、ハイブリッド化されたプローブは制御されたやり方でデハイブリッド化され、その
後、上述の方法の１つにより溶出液を解析することにより、解析されたトランスクリプト
ムの組成が規定されることができる。
【０１７６】
　この方法は、とくにトランスクリプトムおよびＣＧＨ（比較ゲノムハイブリッド化）の
研究において通常のＤＮＡアレイに代わることができる。
【０１７７】
　４．例４：ＲＮＡサンプルを解析するための例１に示されたマイクロカラムアレイの使
用
　例１に示された装置は核酸分子の混合物を解析することができる。その解析は、単一の
細胞のＲＮＡ抽出物から行われることができるが、また、２つの異なった抽出物からも行
われることができる。
【０１７８】
　質量分光法による検出により２つの異なったＲＮＡ抽出物を解析するために、２つのｍ
ＲＮＡポピュレーションの少なくとも１つが標識を与えられる。標識は、重い同位体の混
合による逆転写によって行われる。重い同位体は、共通した形の質量から区別されること
のできるＯ18、Ｏ17、Ｎ15、Ｃ13、Ｈ2または任意の他の同位体から選択される。前記重
い同位体は、核酸の合成時に使用されたヌクレオチド中に混合される。解析されるｍＲＮ
Ａの第２のポピュレーションは、重い原子を混合せずに、あるいは第１のポピュレーショ
ンのものとは異なる別の重い原子を混合せずに、ｃＤＮＡに逆転写される。
【０１７９】
　任意の分解生成物との混乱を回避するために、ＸがＡ、ＧまたはＣの値をとることので
きる５’（Ｔ）19Ｘ３’プライマーは、質量分光法による検出の場合における分子の残留
物に対して使用されることのできるものとは異なる重い原子で標識を与えられる。蛍光に
よる検出時に、これらのプライマーは発色団によって標識が与えられる。
【０１８０】
　逆転写は早い段階で突然中止され、延長時間が得られたｃＤＮＡの全てに対して同じで
あるため、質量によってさらに容易に識別可能である制限されたサイズを有するｃＤＮＡ
分子が得られる。この方法はまた通常のＤＮＡアレイでの使用のためにｃＤＮＡターゲッ
トを準備するために使用されることができる。
【０１８１】
　２つのｃＤＮＡポピュレーションが得られると、それらは明確な方法で混合される（不
均一なｍＲＮＡ／ｃＤＮＡ混合物を処理することも可能である）。その混合物は、各マイ
クロカラム中において何回か循環する閉回路（図２）中に導入される。マイクロカラム中
を通過中に、ターゲットは相補的なプローブにハイブリッド化する。閉回路中での循環は
、マイクロカラム中における各通過後に混合物を均一にする。入口管に配置された抵抗は
、たとえば、ハイブリッド化溶液の温度を調整することができるが、また、ハイブリッド
化サイクル中に温度変化を生じさせてハイブリッド化限定性を制御することもできる。超
音波処理室は随意に、ターゲットｃＤＮＡを小さい分子に分解させることによりハイブリ
ッド化される分子のサイズを均一にすることができる。これは、オリゴヌクレオチド（２
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０乃至１００ｂｐ）により構成されたプローブが同じサイズを有するターゲットに対する
ハイブリッド化効果を容易にするためである。
【０１８２】
　ハイブリッド化が行われると、回路は開かれ、ハイブリッド化されていない分子または
固有にハイブリッド化されていない分子を除去する溶液でよく濯がれる（濯ぎステップ）
。
【０１８３】
　その後、システムは質量分光計の電子スプレーに結合され、中間レベルでは正であり、
遠位置レベルでは負であるマトリックスマイクロカラムの行電極の対の間に電位差が設定
される。同様に、上方横断チャンネルでは負であり、下方横断チャンネルでは正である横
断チャンネルの電極における電位差が設定される。電極の極性のために、ハイブリッド化
された分子は各ハイブリッド化セル中に維持される。上方および下方の２つのネットワー
クの間においてマトリックスマイクロカラムの第１の行のマイクロカラムを介してのみ循
環が行われるように、ピストンが配置される（図４）。その後、抵抗（たとえば、上方横
断チャンネルに配置された）により温度が制御されている変性溶液は層流として注入され
、下方転写チャンネルに最も近い第１の行のマイクロカラムを通って拡散し、ピストンが
マイクロカラムの他の行へアクセスすることを阻止する。変性剤はプローブ-ターゲット
複合体を変性させる。電界は、ターゲットがセルの外部に拡散するのを阻止する。
【０１８４】
　温度変性もまた代替手段として考えられる。各マイクロカラム中の緩衝液の温度を増加
させることにより、固定されたプローブとターゲットとの間に形成された重複部位（ｄｕ
ｐｌｅｘ）の変性が発生し、プローブがマトリックス上に固定されたままの状態である期
間中にターゲットは溶液中を通過する。
【０１８５】
　その後、第１の行の電極対の間の電界は反転され、あるいは単に遮断される。横断チャ
ンネルの電極対の間の電位差は維持される（図５）。その後、第１の行の各マイクロカラ
ムのターゲットは下方ネットワークの対応した毛管中に流れる。プローブは、電気泳動に
よってこれらの毛管を通って下方横断チャンネルに移送または移動される。種々のマイク
ロカラムからのターゲットは、下方ネットワークの毛管の各遅延の関数として異なった時
間に下方横断チャンネルに到達する。実際に、種々のターゲットは解析のために異なった
時間に下方横断チャンネルに結合された検出器（電子スプレー）の毛管に到達する。種々
のマイクロカラムからのターゲットの間に混合物が存在しないように、一般に、非常に遅
い層流を使用して動作させる必要がある。マイクロカラム当りいくつかのプローブを使用
することにより、遺伝子のスプライシング形の全てが決定されることが可能になる。
【０１８６】
　５．例５：ＲＮＡサンプルを解析するための例２で説明されたマイクロカラムアレイの
使用
　以下の方法において、液体はターゲットを変性させてそれらを質量分光計に向って移動
させるために毛管中を循環されない。
【０１８７】
　この方法において、例２に示されている装置が使用される。ハイブリッド化および濯ぎ
ステップの動作は、例４において説明されているものと同じである。ハイブリッド化およ
び濯ぎの後、上方横断チャンネルは、緩衝液電界において移動することのできるカオトロ
ピックな（ｃｈａｏｔｒｏｐｉｃ）薬品を含む緩衝液容器に接続され、下方横断チャンネ
ルは、同じ緩衝液を含む第２の容器に接続される。上方および下方横断チャンネルの電極
ならびに遠位置行電極は、正の電位に維持される中間行電極に関して負の電位に維持され
る。陽極および陰極へのイオンおよびカオトロピックな薬品の移動は、緩衝液のｐＨなら
びに電位差によってプローブターゲット生物ポリマー複合体の変性を生じさせる（図６）
。
【０１８８】
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　プローブは、マトリックスとの強い結合のためにその上に固定されたままである。負に
帯電した自由ターゲットはまた、正に帯電した中間行電極のレベルのままである。プロー
ブ／ターゲット複合体が変性されると、横断チャンネルの電極では電位差が生じ、上方横
断チャンネルの電極に対しては負であり、下方チャンネルの電極に対しては正であり、電
位は中間電極に対しては正に維持され、遠位置の電極に対しては負に維持される。したが
って、ターゲットは各マイクロカラムにおいて静電室中に閉じ込められ、移動が阻止され
る。
【０１８９】
　マイクロカラムマトリックスの行電極の間の電位差は行単位で取除かれ、電気泳動によ
って対応した下方ネットワークの毛管中への各行のターゲットの連続的な移動を生じさせ
る。ターゲットは、それらの毛管の各軌道距離の関数として下方横断チャンネルに移動す
る。解析は下方横断チャンネルの出口において行われる。
【０１９０】
　６．例６：各マイクロカラムにおいて分離され、隔離された生物ポリマーのマイクロシ
ーケンシング
　本発明の方法は、質量分光計において分離されて解析された核酸または蛋白質ターゲッ
トが順次配列されることを可能にする。
【０１９１】
　マイクロシーケンシングは、核酸配列においてランダムな分裂を行い、その後結果的に
得られた生成物を質量分光計によって識別することからなる。ランダムな分裂は化学的な
もの、物理的なもの、機械的なものまたは酵素によるものであってよい。一例として、酵
素分裂は、マイクロカラム中に固定された酵素によって構成された酵素混合物の作用によ
って行われることができ、前記マイクロカラムは、たとえば、検出毛管と下方横断チャン
ネルとの間に配置される。生物ポリマーがこのマイクロカラムを横断したとき、それらは
部分的に劣化される。劣化生成物を解析することにより、配列が推測されることができる
。核酸に対するエクソヌクレアーゼまたは蛋白質に対するエクソペプチダーゼのような酵
素は、たとえば、これらの生物ポリマーにおいてランダムな分裂を生じさせることができ
る。核酸に対してエンドヌクレアーゼを使用し、蛋白質に対してエンドペプチダーゼを使
用することによって、部分的な消化が可能になる。前記作用の生成物を解析することによ
り、各マイクロカラム中に固有に保持された生物ポリマーの配列が生成されることができ
る。化学的分裂は、酸、塩基または任意の他の化学生成物を使用する生物ポリマーの制御
された化学的劣化によって達成される。
【０１９２】
　機械的劣化は、たとえば、生物ポリマーを分裂（ｓｅｇｍｅｎｔ）させることのできる
超音波、マイクロ波またはマイクロ周波数を使用して行われる。最後に、物理的分解は、
電子流によって、あるいは生物ポリマーと相互作用する重い原子による衝撃によって行わ
れることができる。これらの処理は、生物ポリマーが核酸では燐酸塩結合の破壊のような
、また、蛋白質ではペプチド結合の破壊のような予測可能な組合せに分裂されることを可
能にする。この処理は、分子当り１つのランダム分裂だけを統計学的に導くように行われ
るであろう。生物ポリマーの配列を決定するために、それらの末端部の少なくとも１つに
おいて利用可能なマーカを有している必要がある。このマーカを含む得られた分解イオン
の全ての研究は、配列が確立されることを可能にする。末端部マーカは生物ポリマー中に
もともと自然に存在しているか、あるいはそれは人工的に導入される。一例として、ｍＲ
ＮＡの３’末端部はポリＡテールを系統的に含んでいる。このポリＡテールは、末端部マ
ーカとして作用することができる。ｃＤＮＡは、ＸがＡ、ＣまたはＧであってもよい５’
（Ｔ）19Ｘ３’のようなプライマーによる逆転写によって得られる。したがって、逆転写
は、そのポリＡテールの後に遭遇されるＡ以外である最初のヌクレオチドから行われる。
何等かの分解生成物との混乱を回避するために、５’（Ｔ）19Ｘ３’プライマーはその分
子の残留物に対して使用されることのできるものとは異なる重い原子で標識を与えられる
。マーカの正確な質量を知ることにより、分裂生成物からその配列中の残留物の連続が容
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易に推測される。蛋白質の場合、フェニルイソチオシアネート、１-フルオロ-２，４-ジ
ニトロベンゼンまたは塩化ダンシルのような化合物によりＮターミナル末端部に標識を設
けることにより、配列が決定されることが可能になる。この方法の分解能を増加させるた
めに生物ポリマーの両端部に二重に標識を付けることもできる。複雑な場合には、ＭＳＭ
Ｓ方法によって、分子イオンは解析されて、多重結合の蛋白質の場合のように別の第２の
ステップにおいて選択されることが可能になる。最後に、ＭＳＭＳ方法により可能にされ
るように、連続的な分解生成物を直接解析することによって生物ポリマーの配列を決定す
ることが可能であり、その配列の末端部マーカは、たとえば、蛋白質に対してはＮターミ
ナルおよびＣターミナル末端部を使用して決定される。
【０１９３】
　７．ポリペプチドの混合物を解析するためのマイクロカラムアレイの使用
　装置は、例１または２で説明された方法に類似した方法で生成される。マトリックスの
各マイクロカラムは、１つのタイプのポリペプチドに特有の抗体で充填される。抗体は、
本来のまたは変性された蛋白質に固有である。抗体はセルの壁に、あるいは各セル中に保
持された粒子に直接固定される。核酸に対するように、ピロール分子に結合された抗体を
使用することができる。核酸に対して説明されたピロールに結合されたプローブに対して
適用された方法は全て、ピロールに結合された抗体に対して適用可能である。ポリペプチ
ドの細胞抽出物は、マイクロカラムネットワークを有する閉回路を生成することによって
複合化される。これによって、各マイクロカラム中において特有の抗原／抗体複合体が形
成されることが可能になる。各マイクロカラム中に保持されたポリペプチドを溶離するた
めに、蛋白質がそれらのサイズの関数としてのみ移動することを可能にする緩衝液を使用
することが必要である。これらの緩衝液はまた、抗原／抗体複合体を破壊する。したがっ
て、全ての蛋白質がそれらの等電点に関係なく正の極に向って移動することを可能にする
ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）に基づいた緩衝液を挙げることができる。
【０１９４】
　図中の符号の説明
　図面における参照符号は以下のように規定されている：
　Ａ＝湾曲した接続電極（たとえば、透明なＩＴＯ電極を有するガラスシート）
　Ｂ＝機能的にされた行電極（たとえば、透明なＩＴＯ電極を有するガラスシート）
　Ｃ＝容器電極（たとえば、透明なＩＴＯ電極を有するガラスシート）
　Ｄ＝底部または上部のない（たとえば、カプトン中にホローされた）毛管
　Ｅ＝底部はないが上部を備えた（たとえば、カプトン中に穴をあけられた）毛管：中間
平面
　Ｆ＝底部または上部のない（たとえば、カプトン中に穴をあけられた）容器：中間平面
　Ｇ＝機能的でない行電極（たとえば、透明なＩＴＯ電極を有するガラスシート）
　Ｈ＝ハイブリッド化されていないターゲット
　Ｉ＝機能的にされた行電極
　Ｊ＝機能的にされていない行電極
　Ｋ＝プローブのスポット：ハイブリッド化ユニット
　Ｌ＝プリズム
　Ｍ＝水平ゲート電極
　Ｎ＝垂直ソース電極
　Ｏ＝スポット電極
　Ｐ＝ゲート
　Ｑ＝ソース
　Ｒ＝ドレイン
　Ｔ＝底部または上部を有しないセル
　Ｓ＝電流の移動方向
　Ｕ＝遅延を有する毛管ネットワーク
　Ｖ＝解析用の接続行電極
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　Ｗ＝第２の横断チャンネル
【図面の簡単な説明】
【０１９５】
【図１】マイクロカラムのＮ個の行とＰ個の列のマトリックス1の上面図および中間行電
極21と遠い行電極22とを介して接続されたマイクロカラムの１つの行の斜視図。
【図２】マイクロカラムのマトリックスと、上方横断チャンネルに接続された上方毛管ネ
ットワークと、下方横断チャンネル41および検出器5に接続された毛管の下方ネットワー
クとを備え、また、別の横断チャンネル7を備えている装置の概略図。
【図３】下方横断チャンネルの接続の詳細図。
【図４】負に帯電した分子ターゲットを変性させるステップ期間中の電極の極性を表す概
略図。
【図５】第１の行からの分子ターゲットの移動ステップ期間中の電極の極性を示す概略図
。
【図６】装置中に充填された分子ターゲットを変性させるステップを示す概略図。
【図７】プローブを設置された１組のさらに機能的にされた電極の一例を示す概略図。
【図８】行電極の対のアセンブリを示す概略図。
【図９】電極の２つのセットの間に配置された毛管のネットワークの概略図。
【図１０】湾曲接続電極と容器電極により完成された１つのセットの機能的にされた電極
の概略図。
【図１１】毛管ネットワークの周囲における機能的にされた電極と機能的にされていない
電極の２つのセットを示す概略図。
【図１２】１つのスポットから別のスポットに順次移動させるために電極に与えられる電
荷のシーケンスを示す概略図。
【図１３】底部が機能的にされた電極によって構成されているセミオープンセルの概略斜
視図。
【図１４】単一の毛管ネットワークを備えた装置の変形を示す概略図。
【図１５】本来の位置におけるＳＰＲ検出のための装置の概略図。
【図１６】機能的でない電極におけるＳＰＲ検出原理を示す概略図。
【図１７】インピーダンス測定を行うために重ねられた電極の２つの交差したセットを有
する装置の概略図。
【図１８】不連続電流のインピーダンス測定のために機能的にされた電極のセットを置換
するグリッドを示す概略図。
【図１９】交流インピーダンス測定のために機能的にされた電極のセットを置換するグリ
ッドを示す概略図。
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