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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
３０以上の標的特異的な核酸プローブを含む、独特に標識されたプローブの多様化集団で
あって、該標的特異的な核酸プローブは、各々、該集団の他の核酸プローブから峻別しう
る信号を有し、
ここで、該核酸プローブの各々は、標的特異的領域および、独特の組み合わせで一緒に連
結された複数の遺伝子ディジットを含む核酸分子であり、
　該遺伝子ディジットは、予め決定されたヌクレオチド配列の核酸領域であり、該遺伝子
ディジットのうち少なくとも２つは、異なるヌクレオチド配列を有し、該異なる遺伝子デ
ィジットの各々は、相補的抗遺伝子ディジットヌクレオチド配列に特異的に結合され、
　該抗遺伝子ディジットヌクレオチドは、独特の標識モノマーまたは標識モノマーの組み
合わせに結合され、
　ここで、該集団は、溶液中に存在し、
　またここで、該標識は、蛍光、発光、呈色、電圧、電流または磁場である、検出可能な
信号を有するものである、
多様化集団。
【請求項２】
　３０以上の標的特異的な核酸プローブを含む、請求項１に記載の多様化集団であって、
ここで、前記核酸プローブは、独特の組み合わせで一緒に連結された４つ以上の遺伝子デ
ィジットを含み、
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　該遺伝子ディジットの各々は、予め決定されたヌクレオチド配列の核酸領域であり、該
遺伝子ディジットのうち少なくとも２つは、異なるヌクレオチド配列を有し、該異なる遺
伝子ディジットの各々は、相補的抗遺伝子ディジットヌクレオチド配列に特異的に結合さ
れ、
　該抗遺伝子ディジットヌクレオチドは、独特の標識モノマーまたは標識モノマーの組み
合わせに結合され、
　ここで、該集団は、溶液中に存在し、
　またここで、該標識は、蛍光、発光、呈色、電圧、電流または磁場である、検出可能な
信号を有するものである、
多様化集団。
【請求項３】
前記プローブの各々は合成のものである、請求項１～２のいずれか１項に記載の多様化集
団。
【請求項４】
前記プローブの各々は架橋核酸に結合されたDNAである、請求項１～３のいずれか１項に
記載の多様化集団。
【請求項５】
前記標識モノマーは、デンドリマーに結合されたものである、請求項１～４のいずれか１
項に記載の多様化集団。
【請求項６】
前記遺伝子ディジットは、ＤＮＡである、請求項１～５のいずれか１項に記載の多様化集
団。
【請求項７】
前記プローブは、タグを含む、請求項１～６のいずれか１項に記載の多様化集団。
【請求項８】
前記タグはビオチンタグである、請求項７に記載の多様化集団。
【請求項９】
量子ドットが標識モノマーとして使用される、請求項１～８のいずれか１項に記載の多様
化集団。
【請求項１０】
発蛍光団が標識モノマーとして使用される、請求項１～９のいずれか１項に記載の多様化
集団。
【請求項１１】
　５０、１００、２００、５００、１０００、２０００、５０００、１×１０４、３×１
０４、１×１０５、またはより多くの異なる核酸プローブを含む、請求項１～１０のいず
れか１項に記載の多様化集団。
【請求項１２】
前記核酸プローブは、互いに分離している、請求項１～１１のいずれか１項に記載の多様
化集団。
【請求項１３】
前記核酸プローブは、２次元表面に広げられたものである、請求項１～１２のいずれか１
項に記載の多様化集団。
【請求項１４】
前記標的特異的プローブは、分析物にハイブリダイズされたものであり、ハイブリダイズ
された該特異的プローブ由来の信号は、該分析物を独特に同定するものである、請求項１
～１３のいずれか１項に記載の多様化集団。
【請求項１５】
核酸分析物を検出する方法であって、該方法は以下の工程：
　（ａ）請求項１～１１のいずれか１項に記載の独特に標識されたプローブの多様化集団
に、標的核酸分析物の該プローブへのハイブリダイゼーションに十分な条件で核酸分析物
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の混合物を接触させる工程；および
　（ｂ）分析物にハイブリダイズされた１または数個の該標的特異的プローブから生じる
信号を測定する工程であって、該信号は、該分析物を独特に識別するものである、方法。
【請求項１６】
核酸分析物を定量する方法であって、該方法は以下の工程：
　（ａ）請求項１～１１のいずれか１項に記載の独特に標識されたプローブの多様化集団
に、標的核酸分析物の該プローブへのハイブリダイゼーションに十分な条件で核酸分析物
の混合物を接触させる工程；および
　（ｂ）分析物にハイブリダイズされた１または数個の該標的特異的プローブから生じる
信号を測定する工程であって、該信号は、該分析物を独特に識別するものであって、これ
により該核酸標的分析物を同定するであるものである、工程；
　（ｃ）該サンプルにおける該核酸分析物の個々の分子を計数する工程であって、これに
より、該核酸分析物を定量する、工程を包含する、方法。
【請求項１７】
前記標識モノマーまたは標識モノマーの組み合わせの位置は、識別特徴として使用される
、請求項１５または１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
前記核酸プローブは、フローストレッチに供し、後退メニスカス技術に供して、エレクト
ロストレッチ技術に供し、または振動性電場を併用して該分子を含む液体の流れのなかで
圧縮することに供することを特徴とする、請求項１５～１７のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１９】
標識キットであって、該キットは、
　（ｉ）第１の容器中の、３０以上の独特の核酸分子であって、ここで、該分子の各々が
、標的特異的領域および独特の組み合わせで一緒に連結された複数の遺伝子ディジットを
含む領域を含み、該遺伝子ディジットの各々は、予め決定されたヌクレオチド配列の核酸
領域であり、該遺伝子ディジットのうち少なくとも２つは、異なるヌクレオチド配列を有
し、該異なる遺伝子ディジットの各々は、相補的抗遺伝子ディジットヌクレオチド配列に
特異的に結合される、独特の分子；および
　（ｉｉ）１以上の他の容器中の、複数の他の抗遺伝子ディジットであって、ここで、該
複数の抗遺伝子ディジットの各々は、遺伝子ディジットに対して相補的な核酸分子を含み
、少なくとも１つの独特の標識モノマーに結合しており、該標識は、蛍光、発光、呈色、
電圧、電流または磁場である、検出可能な信号を有するものである、遺伝子ディジット
を備える、標識キット。
【請求項２０】
前記遺伝子ディジットのうちの少なくとも２つの各々が、反復コアエレメントを含む、請
求項１９に記載の標識キット。
【請求項２１】
少なくとも１つの標識モノマーが、発光性である、請求項１９に記載の標識キット。
【請求項２２】
前記標識モノマーが、蛍光発光性である、請求項２１に記載の標識キット。
【請求項２３】
少なくとも１つの標識モノマーが、量子ドットである、請求項１９に記載の標識キット。
【請求項２４】
少なくとも１つの抗遺伝子ディジットが、デンドリマーである、請求項１９に記載の標識
キット。
【請求項２５】
前記デンドリマーが、フォーク様デンドリマーまたは櫛様デンドリマーである、請求項２
４に記載の標識キット。
【請求項２６】
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分子の各々および抗遺伝子ディジットの各々が、ＤＮＡである、請求項１９～２４のいず
れか１項に記載の標識キット。
【請求項２７】
４０以上の独特の分子を含む、請求項１９～２６のいずれかに記載の標識キット。
【請求項２８】
１５０以上の独特の分子を含む、請求項２７に記載の標識キット。
【請求項２９】
５００以上の独特の分子を含む、請求項２８に記載の標識キット。
【請求項３０】
２，０００以上の独特の分子を含む、請求項２９に記載の標識キット。
【請求項３１】
１×１０４以上の独特の分子を含む、請求項３０に記載の標識キット。
【請求項３２】
３０以上の独特の標識されたプローブの集団を生成する方法であって、
該方法は、以下：
　（ａ）３０以上の核酸分子の集団を合成する工程であって、該核酸分子の各々は、様々
な標的特異的配列および独特の組み合わせで一緒に連結された複数の遺伝子ディジットを
含み、遺伝子ディジットの各々は、予め決定されたヌクレオチド配列の核酸領域であり、
該遺伝子ディジットのうち少なくとも２つは、異なるヌクレオチド配列を有する、工程；
および
　（ｂ）少なくとも２つ以上の該遺伝子ディジットを、それぞれの相補核酸抗遺伝子ディ
ジットに接触させる工程であって、該相補核酸抗遺伝子ディジットの各々は、少なくとも
１つの独特の標識モノマーに結合しており、分子の各々を独特に標識して、それによって
、３０以上の独特のプローブの集団を生成する工程
を包含する、方法。
【請求項３３】
工程（ｂ）の前に、抗遺伝子ディジットを合成する工程をさらに包含する、請求項３２に
記載の方法。
【請求項３４】
前記標識が、発蛍光団である、請求項３２または３３に記載の方法。
【請求項３５】
少なくとも３０の独特に標識した核酸プローブの標識された集団を生成する方法であって
、該方法は、以下：
　抗遺伝子ディジットの集団に対して、各々の核酸分子が異なる標的特異的配列および予
め決定された配列の独特の組み合わせで一緒に連結された複数の遺伝子ディジットを含み
、該遺伝子ディジットのうち少なくとも２つは、異なるヌクレオチド配列を有する、少な
くとも３０の核酸分子の集団を、該遺伝子ディジットのうちの少なくとも２つがそれぞれ
の抗遺伝子ディジットにハイブリダイズして分子の各々を標識するような条件下で、ハイ
ブリダイズさせる工程であって、ここで、抗遺伝子ディジットの各々が、標識モノマーに
結合している、工程であって、それによって、少なくとも３０の核酸プローブの標識した
集団を生成する工程
を包含する、方法。
【請求項３６】
サンプル中の標的分析物を検出する方法であって、該方法は、以下の（ａ）～（ｃ）：
　（ａ）３０以上の指定子の集団とサンプルを接触させる工程であって、ここで、各指定
子は、標的特異的核酸プローブであって、該核酸プローブは、
　　　（ｉ）独特の組み合わせで一緒に連結された複数の遺伝子ディジットであって、遺
伝子ディジットの各々は予め決定されたヌクレオチド配列の核酸領域であり、該遺伝子デ
ィジットのうち少なくとも２つは、異なるヌクレオチド配列を有する、複数の遺伝子ディ
ジットおよび
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　　　（ｉｉ）標的特異的領域
を含み、ここで、該標的分析物は、核酸であり、該接触する工程は、該標的分析物と該標
的特異的領域との間のハイブリダイゼーションにとって適切な条件下であり、それによっ
て、指定子－標的複合体を形成する工程；
　（ｂ）少なくとも２つの抗遺伝子ディジットをハイブリダイゼーションによって、指定
子－標的複合体中のそれらのそれぞれの遺伝子ディジットに結合させる工程であって、こ
こで、該抗遺伝子ディジットが、少なくとも１つの独特の標識モノマーに結合している、
工程；および
　（ｃ）工程（ｂ）における該結合した抗遺伝子ディジット中の該標識モノマーからのシ
グナルを検出して、それによって、該サンプル中の標的分析物を検出する工程
を包含する、方法。
【請求項３７】
前記標識モノマーからのそれぞれのシグナル、および該モノマーの位置によって、前記標
的分析物が、同定される、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
請求項３６に記載の方法であって、工程（ｃ）の前に、工程（ｂ）の生成物を、フロース
トレッチに供して、少なくとも２つの標識モノマーのそれぞれの位置を区別するのに十分
に、少なくとも２つの標識モノマーを分離する工程
をさらに包含する、方法。
【請求項３９】
請求項３６に記載の方法であって、工程（ｃ）の前に、工程（ｂ）の生成物を、後退メニ
スカス技術に供して、少なくとも２つの標識モノマーのそれぞれの位置を区別するのに十
分に、少なくとも２つの標識モノマーを分離する工程
をさらに包含する、方法。
【請求項４０】
請求項３６に記載の方法であって、工程（ｃ）の前に、工程（ｂ）の生成物を、エレクト
ロストレッチに供して、少なくとも２つの標識モノマーのそれぞれの位置を区別するのに
十分に、少なくとも２つの標識モノマーを分離する工程
をさらに包含する、方法。
【請求項４１】
請求項３６に記載の方法であって、工程（ｃ）の前に、工程（ｂ）の生成物を、振動性電
場と併用して前記分子を含む液体の流れで圧縮することに供して、少なくとも２つの標識
モノマーのそれぞれの位置を区別するのに十分に、少なくとも２つの標識モノマーを分離
する工程
をさらに包含する、方法。
【請求項４２】
前記少なくとも２つの標識モノマーが、別個に、標識の各々を同定するのに十分なほど分
離されている、請求項３７～４１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の背景）
　本発明は、一般に遺伝学の分野に関し、そしてより詳細には、混合物中における標的分
析物の検出、同定および定量に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヒト身体中のすべての細胞は同じ遺伝物質を含むが、これらの同じ遺伝子は、これらの
すべての細胞において活性ではない。遺伝子発現パターンにおける変更は、生物学的機能
に対して大きな影響を有し得る。遺伝子発現におけるこれらのバリエーションが、変更さ
れた生理学的プロセスおよび病理学的プロセスの根底にある。従って、疾患細胞と比較し
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た正常細胞における遺伝子の発現を同定することおよび定量することは、新たな薬物標的
および診断標的の発見を促進し得る。
【０００３】
　核酸は、その特定のポリヌクレオチド配列に基づいて検出および定量され得る。既存の
検出方法および定量方法の根底にある基本的原理は、サンプル中の目的の標的配列に対す
る、標識化された相補的なプローブ配列のハイブリダイゼーションである。二重鎖の形成
は、そのサンプル中に標的配列が存在することを示し、そしてその二重鎖の中に取り込ま
れた標識の量によって測定されるような二重鎖形成の程度は、その標的配列の量と比例す
る。
【０００４】
　分子ハイブリダイゼーションと呼ばれるこの技術は、複合混合物中において特異的な核
酸配列を同定および分析するための有用なツールである。この技術は、例えば、生物学的
サンプル中において種々の微生物の核酸配列を検出するために、診断において使用されて
いる。さらに、ハイブリダイゼーション技術は、個体間における遺伝学的な差異または多
型をマッピングするために使用されている。さらに、これらの技術は、細胞の異なる集団
における遺伝子発現の変化または異なる薬剤で処理された細胞における遺伝子発現の変化
をモニターするために使用されている。
【０００５】
　過去において、複合サンプル中で一度に検出され得たのは、わずか数個の遺伝子にすぎ
なかった。しかし、ＤＮＡマイクロアレイ（小型化された表面上に存在する数千個の固定
されたＤＮＡ配列から構成されるデバイス）は、このプロセスをより効率的なものとした
。マイクロアレイを使用することにより、１回の実験で、生物学的サンプル中における数
千個の遺伝子の存在または非存在を検出することが可能である。これにより、研究者は、
１つのサンプルにおいて数種の診断試験を同時に実行すること、または１つの実験におい
て数千個の遺伝子における発現レベルの変化を観察することが可能となる。一般的に、マ
イクロアレイは、格子上の正確に規定された位置で、ナイロンメンブレンまたはスライド
ガラスのような表面にＤＮＡ配列を結合させることによって調製される。次いで、生物学
的サンプル中の核酸が標識され、そしてこのアレイに対してハイブリダイズされる。標識
化されたサンプルＤＮＡは、アレイ上におけるハイブリダイゼーションが起こった正確な
位置を印付け、これにより自動化検出を可能とする。
【０００６】
　不幸なことに、アレイ様式の小型化にもかかわらず、この方法はなお、かなりの量の生
物学的サンプルを必要とする。しかし、疾患組織の生検または個別の細胞型のサンプルの
ようないくつかの場合では、生物学的サンプルの供給は限られている。さらに、マイクロ
アレイの表面に対するハイブリダイゼーションの速度論は、少量の水溶液中におけるハイ
ブリダイゼーションよりも効率が低い。さらに、マイクロアレイは、異なる分子種のアバ
ンダンスにおける大きな差異を説明するために、広いダイナミックレンジの検出を必要と
する。これは、感度の減少を生じさせる。なぜなら、感度とダイナミックレンジとの間に
は相殺取引が存在するからである。マイクロアレイ法に伴うさらなる問題は、その出力が
、いくつかの中間的な変換を受けた量的アナログデータであるということである。マイク
ロアレイにおいて、各スポットにハイブリダイズした核酸の量は、その標識を測定するこ
とによって決定される。そのため、ハイブリダイズされるＤＮＡの量と検出される標識の
量との間にあるすべての非線形的関係が、このデータ出力を歪ませる。このような非線形
性は、広く文書で報告されている。
【０００７】
　従って、複合混合物中における分析物の正確かつ高感度な検出、同定および定量につい
ての必要性が存在する。本発明はこの必要性を満たし、そして関連する利点もまた提供す
る。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
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【０００８】
　（発明の要旨）
　本発明は、独特（ｕｎｉｑｕｅｌｙ）に標識されたプローブの多様化集団を提供する。
この集団は、約３０個以上の標的特異的核酸プローブを含み、各プローブは、核酸に結合
された独特な標識に結合されている。独特に標識された核酸プローブの集団を生成する方
法もまた提供される。この方法は、以下の工程からなる：（ａ）異なる指定子（ｓｐｅｃ
ｉｆｉｅｒ）を各々有する標的特異的核酸プローブの集団を合成する工程；（ｂ）独特の
標識を各々有する対応する抗遺伝子ディジット（ｇｅｎｅｄｉｇｉｔ）の集団を合成する
工程であって、この集団は上記指定子内の遺伝子ディジットに独特にハイブリダイズする
に十分な多様性を有する、工程、および（ｃ）標的核酸プローブの集団を抗遺伝子ディジ
ットにハイブリダイズさせて、各標的特異的プローブが独特に標識された集団を生成する
工程。核酸分析物を検出する方法もまた提供される。この方法は、以下の工程からなる：
（ａ）ハイブリダイゼーションのために十分な条件下で、核酸分析物の混合物を、異なる
指定子を各々有する複数の標的特異的核酸プローブと接触させる工程；（ｂ）ハイブリダ
イゼーションのために十分な条件下で、この混合物を、独特の標識を各々有する対応する
複数の抗遺伝子ディジットと接触させる工程であって、この複数の抗遺伝子ディジットは
上記指定子内の遺伝子ディジットに独特にハイブリダイズするに十分な多様性を有する、
工程、および（ｃ）この混合物中における１つ以上の分析物と標的特異的プローブと抗遺
伝子ディジットとの間でハイブリダイズした複合体を独特に検出する工程。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００９】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、広範な種々の標的分析物の検出、同定および直接的な定量のために使用され
得る、独特な標識の多様化集団を生成する方法に関する。この方法は、ほんの少数の異な
る標識から開始して、ほぼ同じ単位シグナルの多数の独特な標識を生成するという点で有
益である。十分な標識がこの方法により生成され、その結果、複合混合物中の各分析物は
１つの標識によって独特に結合され得、それにより同定され得る。標識は、少容量の溶液
中でそれらの標識が使用され得るように設計される。少容量の溶液中でそれらの標識が使
用され得るということは、結合反応の効率を高め、そして極少量のサンプルが分析のため
に利用可能である場合に有用となる。サンプル中の個々の分子が同定された後で、これら
は直接カウントされて、混合物中における各分子種のデジタル的な読出しを生じさせ得る
。この多様な標識は少数の開始標識に基づいているので、これは、検出方法が狭いダイナ
ミックレンジで操作されることを可能にし、システムの感度改善をもたらす。なぜなら、
感度とダイナミックレンジとの間の相殺取引が回避されるからである。従って、本発明の
方法は、混合物中における分析物の検出、同定、および定量のための正確かつ高感度なシ
ステムを提供する。
【００１０】
　１つの実施形態において、本発明は、複合混合物中における核酸分析物の検出に関し、
これはまず、ハイブリダイゼーションのために十分な条件下で、その混合物を、複数の標
的特異的核酸プローブと接触させることによる。指定子と呼ばれるこれらの標的特異的核
酸プローブは、標的特異的領域と、１つ以上の独特な「遺伝子ディジット」配列を含む領
域とを含む。遺伝子ディジットは、独特な標識を含み得る相補的な抗遺伝子ディジット配
列によって特異的に結合され得る反復コアエレメント配列から構成される。次いで、核酸
分析物および指定子を含む混合物は、その指定子内の遺伝子ディジットに独特にハイブリ
ダイズするに十分な多様性を有する対応する複数の標識化抗遺伝子ディジットと接触され
る。これにより、その混合物中の分析物と独特な標識を有する指定子との間でハイブリダ
イズした複合体の独特な検出が可能となる。
【００１１】
　本明細書中で使用される場合、独特な標識または核酸をいう場合に、用語「結合（した
／された）」とは、１：１の対応で、標識モノマーがヌクレオチドに連結されていること
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を意味することを意図される。本明細書中で使用される場合、標識モノマーは、放射性同
位元素、蛍光色素、色素、酵素、ナノ粒子、化学発光マーカー、ビオチン、または分析方
法により測定可能な当該分野で公知の他の部分のような、個々の測定可能な部分を意味す
ることを意図される。標識モノマーは、当該分野で周知の方法を使用して、ヌクレオチド
に直接的に連結され得る。ヌクレオチドはまた、化学的に改変または誘導体化されて、標
識モノマーを連結し得る。例えば、フルオレセイン分子のような蛍光モノマーが、四原子
アミノアルキニル基を使用して、ｄＵＴＰ（デオキシウリジン－三リン酸）に連結され得
る。各標識モノマーはヌクレオチドに連結されて、標識モノマー：ヌクレオチド複合体を
作製する。この標識モノマー：ヌクレオチドは、種々の様式で、核酸中に組み込まれ得る
。例えば、標識モノマー：ヌクレオチドは、核酸内の１つの位置のみで組み込まれ得るか
、または核酸内の２つ以上の位置で組み込まれ得る。ヌクレオチドは、まず標識モノマー
に連結され得、次いで核酸に組み込まれ得るか、または、核酸内のヌクレオチドに標識モ
ノマーを連結させることによって、既存の核酸が標識され得る。さらに、例えば、１つの
標識モノマー：ヌクレオチドが核酸内に組み込まれ得、そして異なる型の標識モノマー：
ヌクレオチドが、その同一の核酸内に組み込まれ得る。
【００１２】
　本明細書中で使用される場合、「分析物」または分析物をいう場合の標的は、その存在
が測定される任意の分子を意味することを意図される。分析物分子は、検出可能なプロー
ブまたはアッセイが存在するかまたは当業者により生成され得る、本質的に任意の分子で
あり得る。例えば、分析物は、核酸、ポリペプチド、もしくは炭水化物のような高分子で
あり得るか、または低分子有機化合物であり得る。測定は、定量的または定性的であり得
る。分析物は、他の成分を含むサンプルの部分であり得るか、またはサンプルの単独成分
もしくは主要成分であり得る。従って、分析物は、細胞全体または組織、細胞抽出物また
は組織抽出物、それらの分画された溶解産物、あるいは実質的に精製された分子の成分で
あり得る。分析物は、溶液または固相（例えば、チップ、マイクロアレイまたはビーズの
ような固体表面に対して、が挙げられる）で結合され得る。また分析物は、既知または未
知のいずれかの構造または配列を有し得る。
【００１３】
　本明細書中で使用される場合、用語「標的特異的」は、選択的に標的分析物に結合する
因子を意味することを意図される。この因子は、他の分子に対しては殆ど～全く検出可能
な交差反応性を示さずに、標的に対して優先的な親和性で結合する。例えば、標的が核酸
である場合、標的特異的配列は、標的の配列に対して相補的であり、かつ他の核酸分子と
の検出可能な交差反応性は殆ど～全く伴わずに、標的配列にハイブリダイズし得るもので
ある。核酸標的はまた、タンパク質によって（例えば、転写因子のＤＮＡ結合ドメインに
よって）、標的特異的な様式で結合され得る。標的が、タンパク質またはペプチドである
場合、これらは、核酸アプタマー（ａｐｔａｍｅｒ）によってか、別のタンパク質または
ペプチドによってか、あるいはタンパク質のサブクラスである抗体または抗体フラグメン
トによって、特異的に結合され得る。
【００１４】
　用語「相補的」は、互いと熱力学的に優先的な複数の相互作用を形成し得る２つのヌク
レオチドをいう。例えば、アデニンはチミンに対して相補的である。なぜなら、これらは
２つの水素結合を形成し得るからである。同様に、グアニンとシトシンとは相補的である
。なぜなら、これらは３つの水素結合を形成し得るからである。あるヌクレオチド配列が
、別のヌクレオチド配列の相補体であるというのは、その第１の配列のヌクレオチドが、
その第２配列のヌクレオチドと相補的である場合である。相補性のパーセント（すなわち
、配列中に存在するヌクレオチドの総数と比較して、一方の鎖に由来するどれだけの数の
ヌクレオチドが、他方の鎖と熱力学的に有利な複数の相互作用を形成するか）は、２つの
配列の相補性の程度を示す。
【００１５】
　本明細書中で使用される場合、用語「反復配列」は、２コピー以上のコアエレメントを
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意味することを意図される。反復配列は、いかなる介在配列をも含まないコア配列の直接
的な繰り返しを有し得るか、または反復配列は、介在配列を有するコアエレメントの非連
続的な繰り返しを有し得る。コアエレメントは、オリゴヌクレオチドまたはアプタマーの
ように核酸から作製され得るか、またはコアエレメントは、ペプチド配列のようにアミノ
酸から作製され得る。例えば、コアエレメントが８塩基対の核酸配列である場合、この配
列の３個の直接的な反復は２４塩基配列となる。「相補的反復配列」は、反復配列に特異
的に結合する配列である。反復配列が核酸コアエレメントの反復物である上記の例につい
て、その相補的反復配列は、その反復配列に対して特異的にハイブリダイズするコアエレ
メントの相補鎖を１コピー以上含み得る。
【００１６】
　本明細書中で使用される場合、用語「遺伝子ディジット」は、標識に対する結合点とし
て作用する、予め決められたヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の領域を意味すること
を意図される。遺伝子ディジットは、例えば、単一の独特な配列または反復コアエレメン
トを含む配列を含む、任意の構造を有し得る。各遺伝子ディジットは、その各遺伝子ディ
ジットを、他の遺伝子ディジットから識別する独特な配列を有する。「抗遺伝子ディジッ
ト」は、遺伝子ディジットに対して特異的に結合するヌクレオチドまたはアミノ酸の配列
または構造物である。例えば、遺伝子ディジットが核酸である場合、その抗遺伝子ディジ
ットは、その遺伝子ディジット配列に対して相補的な核酸配列であり得る。遺伝子ディジ
ットが反復コアエレメントを含む核酸である場合、その抗遺伝子ディジットは、その遺伝
子ディジット内の反復配列に対して相補的な一連の反復配列であり得る。抗遺伝子ディジ
ットは、その抗遺伝子ディジットが遺伝子ディジットに特異的に結合し得る限りにおいて
、遺伝子ディジットと比較して同数またはより少ない数の反復配列を含み得る。
【００１７】
　本明細書中で使用される場合、用語「指定子」は、標的特異的配列と１つ以上の遺伝子
ディジットの連結物を意味することを意図される。遺伝子ディジットは、直接的に連結さ
れ得るか、または介在配列もしくは適合配列（ａｄａｐｔｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）を
使用して連結され得る。指定子は、その指定子が標的分析物に結合することを可能にする
標的特異的配列を含み得る。「抗指定子」は、指定子のすべてまたは一部に対する相補的
配列を有し、そのため、抗指定子は指定子に対して特異的に結合する。
【００１８】
　本明細書中で使用される場合、用語「混合物」は、１つより多くの分子を含む組成物を
意味することを意図される。混合物は、単一種を含む均質性であっても、異なる種を含む
異質性であってもよい。均質性サンプルの例としては、例えば、ポリペプチド、核酸また
は炭水化物の単離された集団が挙げられる。異質性混合物としては、組織、細胞、それら
の溶解産物および分画部分に由来する抽出物が挙げられる。例えば、混合物は、単一のタ
ンパク質のいくつかの分子を含む純粋な溶液であり得るか、または混合物は、いくつかの
タンパク質および他の型の高分子を含む細胞由来の抽出物であり得る。
【００１９】
　本明細書中で使用される場合、用語「標識」は、分析物を分析方法によって検出可能な
ものとする１つまたは複数の分子を意味することを意図される。適切な標識は、特定のア
ッセイ形式に依存し、そして当業者に周知である。例えば、核酸分子に特異的な標識は、
放射性同位元素、蛍光色素、色素、酵素、ナノ粒子、化学発光マーカー、ビオチン、また
は分析方法により測定可能な当該分野で公知の他の部分のような、標識モノマーまたは測
定可能な部分に結合された相補的核酸分子であり得る。さらに、標識は、標識モノマーの
任意の組み合わせを含み得る。
【００２０】
　本明細書中で使用される場合、標識を参照して用いられる場合の「独特」とは、同一混
合物中において、他の標識からその標識を識別する検出可能なシグナルを有する標識を意
味することを意図される。従って、独特な標識とは相対的な用語である。なぜなら、これ
は、混合物中に存在する他の標識および使用される検出装置の感度に依存するからである
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。蛍光標識の場合、独特な標識とは、同一混合物中の他の蛍光標識からその標識を有意に
識別するスペクトル特性を有する標識である。例えば、フルオレセイン標識は、ローダミ
ン標識を含む混合物中に含まれる場合に、独特な標識であり得る。なぜなら、これらの蛍
光標識は、別々の基本的に重複しない波長の光を発光するからである。しかし、フルオレ
セインと同一または非常に類似した波長の光を発光する別の蛍光標識（例えば、Ｏｒｅｇ
ｏｎ　Ｇｒｅｅｎ発蛍光団）がこの混合物に添加された場合、フルオレセインはもはや、
独特な標識ではなくなる。なぜなら、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎとフルオレセインとが、
互いから識別され得ないからである。独特な標識はまた、使用される検出装置の感度とも
関連する。例えば、ＦＡＣＳ機器は、異なる発蛍光団を含有する標識から発光ピークを検
出するために使用され得る。特定のセットの標識が、例えば、２ｎｍだけ離れた発光ピー
クを有する場合、１０ｎｍ以上離れたピークを識別し得るＦＡＣＳ機器で検出される場合
にこれらの標識は独特ではないが、１ｎｍ以上離れたピークを識別し得るＦＡＣＳ機器で
検出される場合には、これらの標識は独特である。
【００２１】
　本明細書中で使用される場合、用語「シグナル」は、分析物の存在に関する情報を決定
し得る検出可能な物理的な数量またはインパルスを意味することを意図される。従って、
シグナルは、検出の読出し成分または測定可能な成分である。シグナルとしては、例えば
、蛍光、発光、比色、密度、画像、音、電圧、電流、磁界、および質量が挙げられる。従
って、用語「単位シグナル」は、本明細書中で使用される場合、あるシグナルの特定の量
を意味し、この量に照らして、同種のシグナルの他の量の大きさが述べられ得ることが意
図される。検出装置は、同じ型のシグナルをカウントし得、そして共通の単位でシグナル
の量を表示し得る。例えば、核酸は、１つのヌクレオチド位置で放射性標識され得、そし
て別の核酸は、３つのヌクレオチド位置で放射性標識され得る。各核酸によって放出され
る放射性粒子は、例えば、シンチレーション計数器で検出および定量され得、そして１分
間あたりのカウント数（ｃｐｍ）として表示され得る。３つの位置で標識された核酸は、
１つの位置で標識された核酸の場合の約３倍の数の放射性粒子を放出し、従って、約３倍
の数のｃｐｍが記録される。
【００２２】
　本明細書中で使用される場合、用語「デンドリマー（ｄｅｎｄｒｉｍｅｒ）」は、分枝
状核酸を意味することを意図される。これらの構造物は、核酸の層から構成され、各層は
、デンドリマーモノマーと呼ばれる部分的に一本鎖のヘテロ二重鎖から構成される。所定
のデンドリマーの最外層は、相補的核酸配列とハイブリダイゼーションし得る、複数の一
本鎖アームを有し得る。デンドリマーモノマーは、モノマーの連続的な付加により、核酸
から構成される三次元構造物が得られるという特性を有する。核酸分子の種々の配置が、
多数の示差的に形付けられた樹状構造を生じさせ得る。例えば、市販のデンドリマー性シ
ントンを使用して、１個のステムおよび８１個の枝を有するデンドリマーが合成され得る
。フォーク様構造物、櫛様構造物、および泡状構造物もまた可能である。
【００２３】
　本明細書中で使用される場合、用語「核酸」は、一本鎖または二本鎖のＤＮＡまたはＲ
ＮＡの分子を意味することを意図され、これには例えば、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、およ
びｍＲＮＡが挙げられる。この用語は、合成起源および天然起源の両方の核酸分子を含む
ことを意図される。本発明の核酸分子は、直鎖状構成、環状構成、または分枝状構成のも
のであり得、そしてネイティブ核酸分子のセンス鎖もしくはアンチセンス鎖またはその両
方のいずれかを表し得る。本発明の核酸分子はさらに、放射性標識、蛍光色素、強磁性物
質、発光タグのような検出可能な部分、またはビオチンのような検出可能な部分をさらに
組み込み得る。
【００２４】
　本明細書中で使用される場合、用語「ハイブリダイズ」は、異なる成分が互いに連結し
ている状態を意味することを意図される。任意の数の成分が互いに連結され得る（例えば
、２つの成分が互いに連結されて二重鎖を形成し得、３つの成分が互いに連結されて三重
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鎖を形成し得るなど）。核酸は、例えば、相補的なヌクレオチドの間における水素結合に
よって、ハイブリッドまたは二重鎖を形成し得る。核酸ハイブリッドの形成は、当該分野
で公知のいくつかの条件（温度、塩濃度およびｐＨを含む）に依存する。
【００２５】
　本明細書中で使用される場合、「複雑度」は、溶液中で互いにハイブリダイズされる２
つの核酸の間における反復エレメントの程度をいう（Ａｎｄｅｒｓｏｎ、Ｍ．Ｌ．Ｍ．，
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒ
ｌａｇ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９９）を参照のこと）。ハイブリダイズされる核酸分子
が反復コアエレメントまたはホモポリマー性領域を含む場合、起こり得る対形成の機会は
多くなり、そのためハイブリダイゼーションは迅速に進行する。ハイブリダイズされる核
酸分子がいかなる反復コアエレメントも含まない場合、その２つの配列がハイブリダイズ
され得る方法は１つしか存在せず、そのためハイブリダイゼーションはより緩やかに進行
する。迅速にハイブリダイズする配列は、低複雑度を有するといわれ、一方、ハイブリダ
イズするのにより長期間を要する配列は、より高い複雑度を有する。例えば、８塩基対コ
アエレメントの５個の直接的な反復から作製される４０塩基対の遺伝子ディジット配列は
、その８塩基対コア反復の３反復を含む２４塩基対の抗遺伝子ディジットに対して、３つ
の異なるレジスターにおいてハイブリダイズし得る（例えば、図１Ｃを参照のこと）。従
って、抗遺伝子ディジットは、８塩基対配列の複雑度のみを有する２４塩基対の配列を通
して、４０塩基対の遺伝子ディジットにハイブリダイズし得る。
【００２６】
　本発明は、多様化標識集団を提供し、そしてほんの少数の異なる標識から開始して、ほ
ぼ同じ単位シグナルの多数の独特な標識を生成する方法を提供する。十分な標識がこの方
法によって生成され、その結果、複合混合物中の各分析物は１つの標識によって独特に結
合され得、それにより同定され得る。これらの標識は、非常に少容量において使用され得
る。非常に少容量において使用され得ることは、その結合反応の速度論を改善する。さら
に、これらの標識の設計は、検出精度の改善を可能にする。
【００２７】
　多様性の大きな独特な標識は、複合混合物中において各々の種に対し独特の標識を提供
するために所望され得る。本発明は、多様性の大きな独特な標識を生成するために、予め
決められた比率で異なる標識を組み合わせる方法を提供する。この標識は、生成される独
特な標識の数において柔軟性を可能にするモジュール構成の様式で設計される。例えば、
多数のモジュールが使用される場合、大きな数の割合の異なる標識が可能となり、これに
より多数の独特な標識が導かれる。生成される標識の数は、異なる数の種を有する混合物
を網羅するように調整され得る。
【００２８】
　本発明は、３０個以上の独特な標識を含む多様化標識集団を提供し、ここで各独特標識
は、核酸に結合される。多様化標識集団は、異なる標識種の混合物である。この集団は、
約３０個程度の少ない異なる標識種を有し得るか、または１０１７個程度まで高い異なる
標識種を有し得る。各標識種の実際の分子数は、少なくとも１つの標識種分子が存在する
限り変動し得る。さらに、本発明は、４０個、６０個、８０個、１００個、１２０個、１
４０個、または約１５０個の独特標識を含む多様化標識集団を提供する。この集団の一部
は、異なる個々の標識モノマーから構成され得る。本発明はまた、異なる標識の組合せか
ら作製される独特な標識を提供し、これは実質的に独特な標識の数を増加させ得る。
【００２９】
　本発明の標識は、核酸に結合される。特に、この標識は、１：１の対応での核酸中のヌ
クレオチドに対する標識モノマーの結合を通して、核酸に結合される。核酸は、数種の標
識モノマーを含み得るが、各標識モノマーは、１つのヌクレオチドに直接結合される。
【００３０】
　標識モノマーは、天然ヌクレオチドおよび非天然ヌクレオチドの両方を含む任意のヌク
レオチドに結合され得る。ヌクレオチドは、３つの部分（リン酸基、ペントース五炭糖分
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子、および有機塩基）を含む。ＲＮＡにおいて、ペントースはリボースであり、そしてＤ
ＮＡにおいて、ペントースはデオキシリボースである。そのため、ＲＮＡに組み込まれる
ためのヌクレオチドはリボヌクレオチドと呼ばれ、そしてＤＮＡに組み込まれるためのヌ
クレオチドはデオキシヌクレオチドと呼ばれる。３つの塩基（アデニン、グアニンおよび
シトシン）は、ＤＮＡおよびＲＮＡの両方において見出されるが、チミンは通常、ＤＮＡ
においてのみ見出され、そしてウラシルは通常、ＲＮＡにおいてのみ見出される。ヌクレ
オチドは、１、２または３個の結合リン酸基を有し得、そして時折、ヌクレオシドリン酸
と呼ばれる。ヌクレオチドは、改変された塩基（例えば、５－メチルシトシン）および改
変された糖基（例えば、２’Ｏ－メチルリボシル、２’Ｏ－メトキシエチルリボシル、２
’フルオロリボシル、２’アミノリボシルなど）を有する改変されたヌクレオシドを含み
得る。当該分野で使用される非天然塩基の例は、イソシチジンおよびイソグアニンである
。
【００３１】
　本明細書中で使用される標識モノマーは、放射性同位元素、蛍光色素、色素、酵素、ナ
ノ粒子、化学発光マーカー、ビオチンまたは分析方法によって測定可能である当該分野で
公知の他の部分のような、個々の測定可能な部分を意味することを意図される。標識モノ
マーは、当該分野で周知である方法および本明細書中で例示される方法を使用して、ヌク
レオチドに結合され得る。
【００３２】
　放射性同位元素は、本発明によって利用され得る標識モノマーの一例である。いくつか
の放射性同位元素（例えば、３２Ｐ、３３Ｐ、３５Ｓ、３Ｈ、および１２５Ｉが挙げられ
る）が、ヌクレオチドを標識するための標識モノマーとして使用され得る。これらの放射
性同位元素は、異なる半減期、崩壊型、およびエネルギーレベルを有し、これらは、特定
の実験の要求を満たすように合わせられ得る。例えば、３Ｈは、低いバックグラウンドレ
ベルを生じさせる低エネルギー放射体であるが、この低エネルギーであることはまた、長
期間のオートラジオグラフィを生じさせる。放射性標識されたリボヌクレオチドおよびデ
オキシリボヌクレオチドは、市販されている。第１（すなわち、α）リン酸基または第３
（すなわち、γ）リン酸基で放射性標識されたヌクレオチドが利用可能である。例えば、
［α－３２Ｐ］ｄＡＴＰおよび［γ－３２Ｐ］ｄＡＴＰの両方が、市販されている。さら
に、放射性標識されたヌクレオチドについて異なる比活性のものがまた市販されており、
そして異なる実験のために合わせられ得る。
【００３３】
　本発明により利用され得る標識モノマーの別の例は、発蛍光団である。いくつかの発蛍
光団（例えば、フルオレセイン、テトラメチルローダミン、およびＴｅｘａｓ　Ｒｅｄが
挙げられる）が、ヌクレオチドを標識するための標識モノマーとして使用され得る。スペ
クトル全体に及ぶいくつかの異なる発蛍光団が公知であり、そしてさらに生成され続けて
いる。同一の発蛍光団の異なる処方物もまた、異なる適用のために生成されている。例え
ば、フルオレセインは、そのイソチオシアネート形態（ＦＩＴＣ）において、カルボキシ
フルオレセインスクシンイミジルエステルの混合異性体もしくは単一異性体の形態（ＦＡ
Ｍ）として、またはフルオレセインの異性体ジクロロトリアジン形態（ＤＴＡＦ）として
、使用され得る。これらの標識は化学的に異なるが、すべて５１５～５２０ｎｍの間にピ
ークを有する光を発光する。フルオレセインの化学的改変物に加えて、フルオレセインと
同じ発光ピークまたはフルオレセインと非常に類似した発光ピークを有する、完全に異な
る発蛍光団が合成されている。例えば、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ色素は、フルオレセイ
ンと比較して、実質的に重複し得る励起スペクトルおよび発光スペクトルを有する。Ｒｈ
ｏｄｏｌ　ＧｒｅｅｎおよびＲｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｇｒｅｅｎのような他の発蛍光団は、
その発光ピークがわずかにシフトするのみであり、そのためこれらもまた、機能的にフル
オレセインの置換物として役立つ。さらに、異なる処方物または関連色素が、スペクトル
の他の部分において光を発光する他の発蛍光団の周辺で開発されている。
【００３４】
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　アミン反応性およびチオール反応性の発蛍光団が利用可能であり、そしてヌクレオチド
および生体分子を標識するために使用されている。一般的に、ヌクレオチドは、化学合成
の間に蛍光標識される（例えば、ヌクレオチド合成の間にアミンまたはチオールを組み込
むことにより、発蛍光団の付加が可能となる）。蛍光標識されたヌクレオチドは、市販さ
れている。例えば、スペクトルを網羅する１０個の異なる発蛍光団に結合体化された、ウ
リジン三リン酸およびデオキシウリジン三リン酸が利用可能である。
【００３５】
　ヌクレオチドに直接結合され得る蛍光色素もまた、標識モノマーとして利用され得る。
例えば、ヌクレオチドに結合されているＦＡＭ、ＪＯＥ、ＴＡＭＲＡおよびＲＯＸは、ア
ミン反応性蛍光色素であり、そして自動化ＤＮＡ配列決定において使用されている。これ
らの蛍光標識されたヌクレオチド（例えば、ＲＯＸ－ｄｄＡＴＰ、ＲＯＸ－ｄｄＣＴＰ、
ＲＯＸ－ｄｄＧＴＰおよびＲＯＸ－ｄｄＵＴＰ）は市販されている。
【００３６】
　非放射性および非蛍光性の標識モノマーもまた利用可能である。例えば、ビオチンは、
ヌクレオチドに直接結合され得、そして比色反応を触媒する酵素（例えば、ホスファター
ゼ、ルシフェラーゼまたはペルオキシダーゼ）に化学的に結合されたアビジンまたはスト
レプトアビジンに対する特異的でありかつ高親和性である結合によって検出され得る。ジ
ゴキシゲニン標識されたヌクレオチドもまた同様に、核酸の非同位体性検出のために使用
され得る。ビオチン化標識ヌクレオチドおよびジゴキシゲニン標識ヌクレオチドは、市販
されている。
【００３７】
　ナノ粒子と呼ばれる非常に小さな粒子もまた、核酸を標識するための標識モノマーとし
て使用され得る。これらの粒子は、サイズが１～１０００ｎｍの範囲であり、そして金粒
子および銀粒子ならびに量子ドットのような、多様な化学構造物を含む。
【００３８】
　角度を付けた入射白色光で照射される場合に、４０～１２０ｎｍの範囲に及ぶ銀または
金のナノ粒子は、高い強度の単色光を散乱する。この散乱光の波長は、粒子のサイズに依
存する。密接に近接した４～５個の異なる粒子は、それぞれ単色光を散乱し、これらの単
色光は、重ね合わされた場合に特定の独特な色を与える。これらの粒子は、Ｇｅｎｉｃｏ
ｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓのような企業によって製造されている。誘導体化された銀粒子また
は金粒子は、広範な一連の分子プローブ分子（タンパク質、抗体、低分子、レセプターリ
ガンド、および核酸を含む）に結合され得る。例えば、粒子表面が、ヌクレオチドへの結
合を可能にするように化学的に誘導体化され得る。
【００３９】
　標識モノマーとして使用され得る別の型のナノ粒子が、量子ドットである。量子ドット
は、広範な光の波長によって励起され得る直径１～５ｎｍの発蛍光性の結晶である。これ
らの結晶は、その化学的組成およびサイズに依存した波長を有する光（例えば、単色光）
を発光する。ＣｄＳｅ、ＺｎＳｅ、ＩｎＰまたはＩｎＡｓのような量子ドットは、独特の
光学的特性を有する。これらの粒子は、数年間にわたり半導体産業において使用されてい
たが、分子生物学的適用には、まさにここで適用されるようになったばかりである。
【００４０】
　たくさんのクラスの粒子が、量子ドット結晶のサイズクラスの数に従って作製され得る
。この結晶のサイズクラスは、以下：１）所望される各サイズクラスの粒子を作製するた
めに結晶形成パラメーターを厳密に制御することによってか、または２）大まかに制御さ
れた結晶形成パラメーターのもとで結晶のバッチを作製し、次いで、所望されるサイズお
よび／または発光波長に従って分類することによって、のいずれかによって生成される。
本発明の状況下における、粒子を標識するための量子ドットの使用は新規であるが、半導
体の分野では古い。量子ドットを、半導体発光／検出デバイスの固有のケイ素エピタクシ
ー層内に包埋する初期の言及の２つの例が、米国特許第５，２９３，０５０号および同第
５，３５４，７０７号（Ｃｈａｐｐｌｅ－Ｓｏｋｏｌら）である。
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【００４１】
　その非常に小さなサイズに起因して、量子ドットは、オリゴヌクレオチドの溶解度また
は使用に影響を及ぼさずに、直接的にオリゴヌクレオチドに連結され得る。本発明は、わ
ずか１つのオリゴヌクレオチド分子を各ナノ粒子に連結することを必要とする。従来のバ
ッチ化学によって、１：１の比率でオリゴヌクレオチド－ナノ粒子の複合体を合成するた
めに、オリゴヌクレオチドおよびナノ粒子の両方は、互いと反応し得る異種の単一の反応
基を必要とする。例えば、オリゴヌクレオチドがアミノ基を有しかつナノ粒子がアルデヒ
ド基を有する場合、これらの基は、シッフ塩基を形成するように反応し得る。オリゴヌク
レオチドは、当該分野で周知の化学を使用して、単一のアミノ基または他の官能基を結合
するように誘導体化され得る。しかし、ナノ粒子を誘導体化する場合、このナノ粒子は、
いくつかの官能基による、ナノ粒子の表面全体のコーティングを生じさせる化学的試薬で
覆われる。
【００４２】
　本発明は、オリゴヌクレオチド合成のために使用される固体表面（例えば、ガラス支持
体）にオリゴヌクレオチドを化学的に連結することによって、１つのナノ粒子に１つのオ
リゴヌクレオチドを連結する方法を提供する。例えば、オリゴヌクレオチド合成用の市販
の樹脂（例えば、長鎖アルキルアミノ制御孔ガラス（ｌｃａａ　ＣＰＧ））が使用され得
る。あるいは、誘導体化された顕微鏡スライドのような平坦な表面が使用され得る。新生
オリゴヌクレオチド鎖の表面密度は、ナノ粒子の直径よりも小さくあるべきである。これ
は、低い表面密度の反応基を有するガラス支持体を選択することによってか、または表面
が飽和されないようにオリゴヌクレオチド合成の第１工程には希釈した試薬を使用するこ
とによって、のいずれかにより達成され得る。オリゴヌクレオチド合成のために標準的な
ガラス基材を使用する場合の別の考慮すべき点は、試薬の流動を保証するために、ナノ粒
子の直径よりも大きな孔直径を使用するということである。例えば、オリゴヌクレオチド
は、ガラス支持体上においてオリゴヌクレオチドに良好な間隔をあけさせることを保証す
るために、固体支持体に対して希釈ベースで（例えば、通常の合成の１／１０で）、合成
され得る。オリゴヌクレオチドを反応性官能基（例えば、アミノ基）と共に合成した後、
誘導体化ナノ粒子をガラス支持体に通過させて、このオリゴヌクレオチドと反応させる。
十分に大きな孔サイズのガラス支持体が、ナノ粒子による詰まりを防止するために選択さ
れ得る。例えば、約２００ｎｍの孔サイズが使用され得る。反応が終了した後、ナノ粒子
上の未反応基はブロックされ得、そしてこの複合体は、ガラス支持体から解離され得る。
【００４３】
　本発明の標識は、核酸中のヌクレオチドを通して、核酸に結合される。ヌクレオチドが
まず標識モノマーに結合され得、次いでその標識モノマー：ヌクレオチドが核酸に組み込
まれ得るか、または、核酸中のヌクレオチドに標識モノマーを結合させることによって、
既存の核酸が標識され得る。
【００４４】
　標識モノマーは、当該分野で周知でありそして本明細書中に記載される種々の方法を使
用して、ヌクレオチドに結合され得る。例えば、標識モノマーは、ヌクレオチドのリン酸
骨格に放射性リン酸を組み込むことによって、１：１の対応で、ヌクレオチドに直接的に
結合され得る。また例えば、蛍光標識でリン酸を標識する一般的な方法（これは、ＢＯＤ
ＩＰＹ　ＦＬヒドラジドから調製されるイミダゾール誘導体を使用する）が報告されてい
る（ＷａｎｇおよびＧｉｅｓｅ，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６５：３５１８（１９９３））。
【００４５】
　使用される標識部分に依存して、標識モノマーを結合させるために、ヌクレオチドを誘
導体化または化学的に改変することが所望され得る。これらの方法および化学は、当該分
野で公知である。さらに、リンカーを使用して、１：１の対応で標識モノマーとヌクレオ
チドとを連結し得る。例えば、フルオレセイン－１２－ｄＵＴＰのような蛍光標識化ヌク
レオチドは、４原子のアミノアルキニル基を介してｄＵＴＰ分子に連結された発蛍光団モ
ノマーを有し得る。
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【００４６】
　標識モノマーに結合されるこれらのヌクレオチドは、当該分野で周知のいくつかの核酸
標識方法を使用して、核酸に組み込まれ得る。例えば、ＤＮＡポリメラーゼもしくはＲＮ
Ａポリメラーゼ、Ｔａｑポリメラーゼ、ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェ
ラーゼ、または逆トランスクリプターゼのような酵素を使用して、核酸に標識化ヌクレオ
チドを組み込み得る。
【００４７】
　標識化ヌクレオチドは、例えば、ニックトランスレーションによって、核酸に組み込ま
れ得る。この手順では、ＤＮＡｓｅ　Ｉを使用して、二本鎖ＤＮＡ中に一本鎖のニックを
作製し、次いで、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩの５’→３’エキソヌクレアーゼ
作用および５’→３’ポリメラーゼ作用を使用して、そのニックで始まる一本鎖ＤＮＡの
ストレッチを除去し、そしてそれを、標識化ヌクレオチドの組み込みによって作製された
新たな鎖と置換する。ニックトランスレーションは、放射性標識化ヌクレオチドおよびビ
オチン化ヌクレオチドまたはジゴキシゲニン標識化ヌクレオチドを含む、任意の標識化ヌ
クレオチドを利用し得る。同様の様式で、Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼを使用して、標識化
ヌクレオチドを組み込み得る。さらに、標識化ヌクレオチドは、ポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）およびＴａｑポリメラーゼを使用して、核酸に組み込まれ得る。標識化の程度は
、１つの標識化ヌクレオチドを含ませること、または４つすべてまでの標識化ヌクレオチ
ドを含ませることによって、制御され得る。さらに、標識化の程度は、標識化ヌクレオチ
ド（１つまたは複数）の濃度を増加または減少させることによって制御され得る。
【００４８】
　核酸を標識化するための他の方法としては、標識化ヌクレオチドの存在下において、逆
トランスクリプターゼを使用することによって、ＲＮＡから一本鎖ｃＤＮＡを生成するこ
とが挙げられる。さらに、ＤＮＡは、ＳＰ６またはＴ７　ＲＮＡポリメラーゼ部位でベク
ターにクローン化され得る。ＳＰ６またはＴ７　ＲＮＡポリメラーゼと、標識化ヌクレオ
チドとの存在下における転写によって、標識化ＲＮＡ転写物が得られる。この転写物は、
１つ以上の標識化ヌクレオチドを含ませることによって、種々の程度に標識化され得る。
さらに、核酸中のいくつかのヌクレオチドは、例えば、バクテリオファージＭ１３ベース
のベクター中にＤＮＡをクローニングすることによって、標識化され得る。次いで、ＤＮ
ＡポリメラーゼＩのＫｌｅｎｏｗフラグメントおよびＭ１３ユニバーサルプローブプライ
マーを使用して、標識化ヌクレオチドの組込みを有する相補鎖を合成し得る。
【００４９】
　新たに合成された核酸中に標識化ヌクレオチドを組み込むためのいくつかの方法が、上
記に記載されている。既存の核酸もまた、当該分野で公知のいくつかの方法を使用して、
標識化され得る。例えば、ＲＮＡまたはＤＮＡは、［γ－３２Ｐ］ＡＴＰおよびＴ４ポリ
ヌクレオチドキナーゼを用いて末端標識化され得る。このキナーゼを使用して、ＤＮＡま
たはＲＮＡのいずれかにおいて、遊離５’ＯＨ基にＡＴＰの放射活性リン酸を転移させ得
る。この酵素はまたホスファターゼ活性を有し、そのため２つの反応が可能となる。正反
応において、この酵素は、アルカリホスファターゼ（または他のホスファターゼ）での５
’末端リン酸の除去後にリン酸化を触媒する。交換反応において、キナーゼは、ＡＴＰの
３番目の（すなわち、γ）リン酸と、既存の５’リン酸の交換を触媒する。後者の反応は
、効率的なリン酸化のために、過剰なＡＴＰおよびＡＤＰの存在下において行われる。こ
の方法を使用することにより、ＡＴＰの放射活性リン酸は、核酸分子の末端に転移される
。
【００５０】
　核酸はまた、標識化ヌクレオチドをＤＮＡフラグメントの３’末端に付加するターミナ
ルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼを用いて標識化され得る。一本鎖ＤＮＡお
よび二本鎖ＤＮＡは両方とも、この酵素の基質である。Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラー
ゼＩの大きな（Ｋｌｅｎｏｗ）フラグメントはまた、核酸の末端を標識化するために使用
され得る。この酵素は５’→３’ポリメラーゼ活性を有するので、この酵素を使用して、
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５’の伸長またはオーバーハングの対となるＤＮＡフラグメントの３’末端を、標識ヌク
レオチドにより「フィルイン（ｆｉｌｌ　ｉｎ）」し得る。ポリヌクレオチドキナーゼま
たはターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼを使用して核酸を末端標識化
することにより、核酸につき１つの標識の組み込みが生じる。この「フィルイン」反応は
、核酸につき１つのヌクレオチドで、または核酸につき１つより多くのヌクレオチドで、
核酸を標識化するために使用され得る。
【００５１】
　さらに、核酸は、核酸中のヌクレオチドを改変することによって標識化され得る。例え
ば、ＤＮＡおよびＲＮＡ中のシチジン残基は、亜硫酸水素ナトリウムでの反応によりスル
ホネート中間体（これは、次いで、ヒドラジドまたは脂肪族アミンに直接的にカップリン
グされ得る）を形成することによって、改変され得る。実質的に任意の蛍光物、ビオチン
もしくは他のヒドラジドまたは脂肪族アミンが、この反応に使用され得る。亜硫酸水素塩
活性化シチジル酸もまた、エチレンジアミンのような脂肪族ジアミンにカップリングされ
得る。次いで、アミン改変ＤＮＡまたはアミン改変ＲＮＡは、任意のアミン反応性色素で
改変され得る。さらに、リン酸基が、標識化のために核酸において標的化され得る。ヌク
レオチドのリン酸基は、水溶液中でさほど反応性ではないが、その末端リン酸基は、求核
試薬との組合せにおいてカルボジイミドおよび同様の試薬と反応し、標識化ホスホジエス
テル、標識化ホスホルアミデート、および標識化ホスホロチオエートを産生し得る。例え
ば、ＤＮＡは、カルボニルジイミダゾールおよびジアミン（例えば、エチレンジアミン）
と適量で反応して、遊離の一級アミンを有するホスホルアミデートを産生し得、そしてこ
のアミンが、次いで、アミノ反応性試薬で改変され得る。蛍光性アミンまたはビオチン化
アミンは、ジチオジピリジンおよびトリフェニルホスフィンを使用して、ｔＲＮＡの５’
リン酸にカップリングされている。
【００５２】
　標識と核酸との間の結合は、ハイブリダイゼーション条件および洗浄条件に対して安定
な共有結合または非共有結合であり得る。標識は、例えば、制限酵素によって消化された
ＤＮＡ中に標識化ヌクレオチドを組み込むことによって、配列特異的様式で核酸に結合さ
れ得る。あるいは、標識は、例えば、［γ－３２Ｐ］ＡＴＰおよびＴ４ポリヌクレオチド
キナーゼを使用して、核酸の末端のリン酸に標識を組み込むことによって、非配列特異的
様式で核酸に結合され得る。
【００５３】
　一本鎖または二本鎖のＤＮＡ分子またはＲＮＡ分子（これには、例えば、ゲノムＤＮＡ
、ｃＤＮＡおよびｍＲＮＡが挙げられ得る）を含む、いくつかの型の核酸が本発明で利用
され得る。合成起源および天然起源の両方の核酸分子が使用され得る。本発明の核酸分子
は、直鎖状、環状または分枝状の配置のものであり得、そしてネイティブ核酸分子のセン
ス鎖もしくはアンチセンス鎖またはその両方のいずれかを表し得る。イソシチジンおよび
イソグアニンのような天然では見出されないヌクレオチド塩基が、核酸に組み込まれ得る
。
【００５４】
　標識は、多くの多様な様式で核酸に結合され得る。例えば、特定の標識モノマーは、核
酸中の１つの位置のみで核酸に結合され得るか、または核酸中の多くの位置で核酸に結合
され得る。さらに、１つの特定の標識モノマーが核酸に結合され得、そして１つ以上の他
の標識モノマーもまた同じ核酸に結合し得る。この場合、標識は、２つ以上の異なる標識
の混合物を含み得る。さらに、これらの組合せのいずれかまたはすべてにより標識された
核酸が、ハイブリダイゼーションを通して、別の核酸に結合され得る。
【００５５】
　核酸が分枝状である場合、さらなる多様性が導入される。分枝状核酸の１つの例が、デ
ンドリマーである。デンドリマーは、核酸の層から構成され、各層は部分的に一本鎖のヘ
テロ二重鎖から構成され、これにより核酸から構成される三次元構造が生じる。核酸分子
の種々の配置が、多数の示差的に形作られた樹状構造物（例えば、１個のステムおよび８
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１個の枝を有するデンドリマー、またはフォーク様構造、櫛様構造もしくは泡状構造を有
するデンドリマーが挙げられる）を生じ得る。所定のデンドリマーの最外層は、相補的な
核酸配列とハイブリダイゼーションし得る複数の一本鎖アームを有し得る。核酸分子は比
較的大きなサイズであるので、核酸デンドリマーは、限られた立体障害しかなく、多数の
標識を含み得る。デンドリマーの使用は、分枝の数と等しい予め決められた因数で、標識
化核酸により生成されるシグナルを増幅し得る。
【００５６】
　標識のいくつかの独特な組合せが、分枝状核酸を使用して形成され得る。例えば、異な
る化学的保護基を使用することによって、１つの標識モノマーが１つの分枝に結合し得、
一方で、１つ以上の他の標識モノマーが他の分枝に結合する。さらに、標識化核酸は、ハ
イブリダイゼーションを通して、デンドリマーの分枝に対して種々の組合せで結合され得
る。
【００５７】
　本発明は、核酸に結合した３０個、または約４０個、約６０個、約８０個、約１００個
、約１２０個、約１４０個、もしくは約１５０個の独特な標識の多様化集団を提供する。
この集団の部分は、異なる個々の標識モノマーから作製され得る。本発明はまた、２つ以
上の異なる標識の組合せから作製された独特な標識を提供する。これは、独特な標識の数
を実質的に増加させ得る。
【００５８】
　独特な標識とは、同じ混合物中において他の標識から識別可能なシグナルを生成する標
識である。従って、独特な標識との呼称は、使用される検出装置の感度に依存する。例え
ば、蛍光標識またはナノ粒子標識が使用される場合、ＣＣＤカメラが、その標識を検出す
るために使用され得る。この装置の感度は、その装置の製造、モデル、および設計に依存
する。さらに、いくつかのパラメーターが、最大感度を達成するために、ユーザーによっ
て設定され得る。例えば、異なるフィルターセットの使用は、特定の実験について検出感
度を増加させ得る。
【００５９】
　異なる標識を識別する能力は、標識の特定の特性にも依存する。例えば、いくつかの発
蛍光団は、広いピークまたは範囲の波長で光を発光するが、他の発蛍光団は、狭いピーク
で光を発光する。広いピークで光を発光する発蛍光団は、近隣のピークを不明瞭にし得る
。さらに、異なる発蛍光団に由来する発光ピークの形状は変動する。例えば、いくつかの
発蛍光団は、急勾配を有するピークを有するが、広く尾を引いた端部（これは、近隣のピ
ークを不明瞭にし得る）を有する。２つのピークが識別され得ない場合、これらのピーク
に関連した２つの標識は、独特とみなされ得ない。蛍光標識が使用される場合、標識は、
少なくとも１ｎｍ、５ｎｍ、１０ｎｍ、１５ｎｍ、２０ｎｍ、２５ｎｍ、そして好ましく
は、３０ｎｍ、３５ｎｍ、４０ｎｍ、４５ｎｍ、そしてより好ましくは、少なくとも５０
ｎｍだけ互いから距離を置いた、異なる、本質的に重複しない、波長で、蛍光性の光を発
光する。例えば、色素＃１の発光ピークが５８５ｎｍであり得、そして色素＃２の発光ピ
ークが６３０ｎｍであり得る。
【００６０】
　独特な標識とは、同じ混合物中において他の標識から識別可能なシグナルを生成する標
識である。従って、独特な標識は、その混合物中に含まれる他の標識に依存する。例えば
、５１８ｎｍの発光スペクトルピークを有するフルオレセインと、５９０ｎｍの発光スペ
クトルピークを有するローダミンレッドとは明らかに異なる発光ピークを有し、従って、
この両方は、混合物中において一緒に含まれる場合に独特な標識とみなされる。しかし、
フルオレセインまたはローダミンレッドと重複する発光ピークを有する別の発蛍光団が添
加される場合、これらの標識は独特ではない。例えば、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（発光
スペクトルピーク：５２２ｎｍ）が、上記混合物に添加される場合、フルオレセインおよ
びＯｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎの発光ピークは、使用される検出装置に依存して、それらが
互いから明瞭に識別され得ないほどに重複し得、従って、フルオレセインもＯｒｅｇｏｎ
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　Ｇｒｅｅｎも、この特定の混合物中において独特な標識として機能し得ない。
【００６１】
　しばしば、同じ標識または関連標識のいくつかの処方物が異なる適用における使用のた
めに合成され、そしてこれらの標識は異なる化学的特性を有するが、これらは、検出の点
では異ならない。例えば、フルオレセインは、そのイソチオシアネート形態（ＦＩＴＣ）
において、カルボキシフルオレセインスクシンイミジルエステルの混合異性体もしくは単
一異性体の形態（ＦＡＭ）として、またはフルオレセインの異性体ジクロロトリアジン形
態（ＤＴＡＦ）で、使用され得る。これらの標識は化学的には異なるが、すべて５１５～
５２０ｎｍの間にピークを有する光を発光し、従って、大半の現在利用可能な検出装置で
は同一に見えるように重複する。フルオレセインの化学的改変物に加えて、フルオレセイ
ンと同じ発光ピークまたはフルオレセインと非常に類似した発光ピークを有する、完全に
異なる発蛍光団が合成されている。例えば、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ色素は、フルオレ
セインと比較して、実質的に重複し得る励起スペクトルおよび発光スペクトルを有する。
Ｒｈｏｄｏｌ　ＧｒｅｅｎおよびＲｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｇｒｅｅｎのような他の発蛍光団
は、その発光ピークがわずかにシフトするのみであり、そのためこれらもまた、機能的に
フルオレセインの置換物として役立つ。
【００６２】
　混合物中において一緒に使用され得、なお独特のシグナルを提供し得る、限られた数の
異なる標識モノマーが知られている。例えば、５つの分析物は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐ
ｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）からのＢＯＤＩＰＹ発蛍光団セットを使用して、独特
に標識され得る。これらの発蛍光団は、以下の異なる発光ピークを有する：ＢＯＤＩＰＹ
　ＦＬ（５１３）、ＢＯＤＩＰＹ　Ｒ６Ｇ（５５０）、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ（５７４）
、ＢＯＤＩＰＹ　５８１／５９１（５９２）およびＢＯＤＩＰＹ　ＴＲ（６１７）。現在
利用可能な検出装置を使用して明瞭な結果を得るために、使用され得る異なる発蛍光団の
数は３０個未満である。
【００６３】
　本発明の独特な標識はまた、２つ以上の異なる標識モノマーを組み合わせて新たな標識
を作製することによって生成され得る。得られる標識のシグナルは、独特な標識であるた
めに、同じ実験において使用される他の標識のシグナルから識別可能でなければならない
。例えば、フルオレセインおよびローダミンの両方で標識された核酸は、フルオレセイン
単独またはローダミン単独のいずれかで標識された核酸とは異なる波長で光を発光する。
【００６４】
　本発明では、核酸に結合した種々の比率の異なる標識モノマーを組み合わせて、１０１

７個までまたはそれより多くの独特な標識を含み得る、独特な標識の多様化集団を生成し
得る。例えば、２つのフルオレセイン標識化ヌクレオチドおよび３つのローダミン標識化
ヌクレオチドで標識された核酸は、３つのフルオレセインヌクレオチドおよび２つのロー
ダミンヌクレオチドで標識された核酸と比較して異なる波長で、光を発光する。別の例で
は、核酸は、異なる比率の３個以上の標識モノマー：ヌクレオチドで標識され得、これに
より、生成され得る独特な標識の多様性は著しく増加する。
【００６５】
　ヌクレオチドに結合した各標識モノマーによって生成されるシグナルは、ほぼ同じ単位
シグナルを有するように正規化され得る。例えば、蛍光性モノマーＡが、蛍光性モノマー
Ｂと異なる光の量子を発することが知られている場合、予め決められた数のこれらのモノ
マーを含む独特な標識に由来するシグナルは、その標識モノマーの既知のシグナル特性お
よびその独特な標識中に存在する各モノマーの数に基づいて正規化され得る。異なる数の
標識が本発明で使用され得、そのため異なる複数の同じ単位シグナルが、本発明によって
利用され得る。例えば、核酸は２つの発蛍光団で標識され得、そして別の核酸は６つの発
蛍光団で標識され得る。この２つめの核酸は、１つめの核酸の３倍のシグナルを有する。
各核酸に結合された標識モノマーの数は既知であるので、この標識化核酸に由来するシグ
ナルは、存在する標識モノマーの数に基づいて正規化され得る。例えば、６つの発蛍光団
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を有する核酸由来のシグナルを３で除算し得、これにより２つの発蛍光団を有する核酸由
来のシグナルに対してシグナルを正規化する。
【００６６】
　標識を生成する本方法は、マイクロアレイ形式のような既存の技術に対して重要な利点
を生じる。各分析物は、ほぼ同じ単位シグナルを有する標識によって独特に同定されるの
で、これにより標識が直接的にカウントされることが可能となり、結果として、混合物中
における各分子種のデジタル的な読出しが得られる。対照的に、マイクロアレイデータは
、分子の数を定量するためにいくつかの中間的な変換を受けなければならず、これは結果
として、精度の低いアナログ出力を生じさせる。さらに、同じ単位シグナルを有する標識
の多様性を使用することによって、狭いダイナミックレンジで検出方法が操作されること
を可能にし、これによりシステムの感度改善がもたらされる。なぜなら、感度とダイナミ
ックレンジとの間の相殺取引が回避されるからである。
【００６７】
　本発明は、独特に標識されたプローブの多様化集団を提供する。このプローブ集団は、
約３０個以上の標的特異的核酸プローブを含み、各プローブは、核酸に結合された独特な
標識に結合されている。さらに、本発明は、５０個、１００個、２００個、５００個、１
，０００個、２，０００個、５，０００個、１×１０４個、３×１０４個、および約１×
１０５個またはそれより多くの異なる標識の多様性を含む、独特に標識されたプローブの
多様化集団を提供する。上記のように、これらの独特な標識は、２つ以上の異なる標識の
混合物を含み得、そしてほぼ同じ単位シグナルまたはその倍数の単位シグナルを含み得る
。
【００６８】
　本発明は、標的特異的核酸が、独特な標識に結合された核酸を含むという、独特に標識
されたプローブの多様化集団を提供する。さらに、本発明は、２つの結合された核酸集団
を含む、独特に標識されたプローブの多様化集団を提供し、ここで１つの核酸集団は、３
０個以上の標的特異的核酸プローブを含み、そして第２の核酸集団は、独特な標識に結合
された核酸を含む。
【００６９】
　標的特異的プローブは、選択的に標的分析物に結合する因子を意味することを意図され
る。この因子は、標的に対しては優先的な親和性で結合するが、他の分子に対しては検出
可能な交差反応性を殆ど～全く示さない。
【００７０】
　標的分析物は、核酸、タンパク質または低分子薬物をも含む任意の型の高分子であり得
る。例えば、標的は、相補的な核酸（例えば、オリゴヌクレオチドもしくはＰＣＲ産物、
または非天然の核酸（例えば、ロック化核酸（ｌｏｃｋｅｄ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ
）（ＬＮＡ）またはペプチド核酸（ＰＮＡ））が挙げられる）によって特異的に認識およ
び結合される核酸であり得る。さらに、標的は、核酸によって結合されるペプチドであり
得る。例えば、転写因子のＤＮＡ結合ドメインは、特定の核酸配列に特異的に結合し得る
。核酸によって結合され得るペプチドの別の例は、アプタマーによって結合され得るペプ
チドである。アプタマーは、金属イオン、有機色素、薬物、アミノ酸、補因子、アミノ配
糖体、抗生物質、ヌクレオチド塩基アナログ、ヌクレオチドおよびペプチドを含む低分子
標的に結合し得る三次元構造を有する核酸配列である（Ｊａｙａｓｅｎａ，Ｓ．Ｄ．，Ｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４５：９，１６２８－１６５０，（１９９９）（
本明細書中で参考として援用される））。さらに、標的は、別のペプチドまたは抗体もし
くは抗体フラグメントによって結合されるペプチドであり得る。結合ペプチドまたは抗体
は、例えば、化学的薬剤およびＵＶ架橋剤を含む公知の化学を使用することによって、核
酸に連結され得る。さらに、ペプチドは、ペプチドに特異的に結合するアプタマーの使用
を通して、核酸に連結され得る。他の核酸は、アプタマーに直接的に結合され得るか、ま
たはハイブリダイゼーションの使用を通して結合され得る。標的分子は、アプタマーまた
はペプチドリガンド結合ドメインによって結合され得る低分子でさえあり得る。
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【００７１】
　本発明は、予め決められた比率の少なくとも２つの異なる標識に結合された核酸の集団
を合成することからなる、標識の集団を生成する方法を提供する。この方法は、ＤＮＡポ
リメラーゼを使用して、反復核酸構造物に標識化ヌクレオチドを組み込むことを含む。反
復核酸構造物は、予め決められた比率の標識の組込みを可能にするように設計され得る。
この方法を使用して、いくつかの独特な標識が、少数の開始標識から生成され得る。
【００７２】
　本方法の特定の例（ここでは、１０個の独特な標識が、２つの異なる標識から作製され
る）が、実施例１に提供される。簡潔には、２２０塩基対の一本鎖ＤＮＡの１０個の独特
なテンプレートを合成する。このテンプレートは、予め決められた比率の以下の２０塩基
対反復からなり、ここでｎ＋ｍ＝１１である：
５’（ＡＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣ）ｎ（ＧＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣ
ＴＣＴＣＴＣ）ｍ　３’（配列番号１～１２）。第２鎖は、プライマーＧＡＧＡＧＡＧＡ
ＧＡ（配列番号１３）、Ｋｌｅｎｏｗポリメラーゼ、ＤＮＡリガーゼ、ｄＧＴＰ、ｄＡＴ
Ｐ、ならびにｄＣＴＰおよびｄＵＴＰ（各々、異なる発蛍光団で標識されている）を使用
して合成される。標識化ヌクレオチドは、２つの反復の比率によって決められた独特な比
率で、ＤＮＡに組み込まれる。この例において、最終的な結果は、２つの発蛍光団の設定
比率が１：１０、２：９、３：８、４：７、５：６、６：５、７：４、８：３、９：２、
および１０：１となった、１０個の独特に標識された核酸である。
【００７３】
　実施例１において、２つの異なる標識は、１０個の独特な標識をもたらした。同じプロ
トコールを使用すれば、３つの異なる標識は３０個の独特な標識をもたらし、４つの異な
る標識は６０個の独特な標識をもたらし、５つの異なる標識は１００個の独特な標識をも
たらし、以下同様である。この方法のいくつかのバリエーションが、当業者に明らかであ
る。例えば、反復の数が、１０個より少なくまたは１０個より多くへと変更され得る。反
復の数を増加させることは、可能となる独特な比率の数を増加させる。これにより、同数
の異なる開始標識から生成され得る独特な標識の数は増加を生じる。また実施例１におい
て、２つの発蛍光団の間の比率は０：１１および１１：０を含み得、これにより一方の発
蛍光団または他方の発蛍光団を含む２つのさらなる標識が得られる。
【００７４】
　当業者は、テンプレートの配列が、上記で示されたものとは異なり得ることを理解する
。例えば、テンプレート中の反復配列は、（ＣＴ）ｎの代わりに（ＧＡ）ｎであり得る。
さらに、反復配列は、（Ａ）ｎのような単一ヌクレオチドのホモポリマーであり得る。ホ
モポリマーのテンプレートを用いて、３つの標識化ヌクレオチドが異なる比率で組み込ま
れ得、それにより生成され得る独特な標識の数は増加する。本願方法を使用して、４０個
、６０個、８０個、１００個、１２０個、１４０個、１５０個、２００個、５００個、２
，０００個、５，０００個、１×１０４個、３×１０４個、１×１０５個、またはそれよ
り多くの標識を含む、多数の独特な標識を生成することが可能である。また上記のように
、これらの独特な標識は、ほぼ同じ単位シグナルまたはその倍数の単位シグナルを含み得
る。
【００７５】
　この方法の別の可能な改変は、反復の長さを、例えば、２０塩基対より短くまたは２０
塩基対よりも長くへと、変更することである。反復は、標識化ヌクレオチドを分離するの
に役立ち、従って、標識間で起こり得る干渉を減少させるのに役立つ。蛍光標識の場合、
これは、発蛍光団間のクエンチングを減少し得る。さらに、ＤＮＡ中に標識化ヌクレオチ
ドを組み込むためのプロトコールは、当業者に明らかであり、そして本明細書中に記載の
通りに改変され得る。
【００７６】
　１つの実施形態において、上記の標識化ＤＮＡは、デンドリマーに結合され得る。オリ
ゴヌクレオチドタグが、標識化ＤＮＡの結合を可能にするように、このデンドリマーの分
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枝において合成され得る。例えば、デンドリマーの分枝上にあるオリゴヌクレオチドタグ
に対応するリンカーが、上記の標識化ＤＮＡに結合され得る。いくつかの型のリンカーが
当業者に公知である。例えば、制限酵素リンカーが、標識化ＤＮＡに結合され得る。これ
らのリンカーは、特定の制限酵素の認識配列を含む二本鎖オリゴヌクレオチドである。こ
れらのリンカーは、ＤＮＡリガーゼを使用して二本鎖ＤＮＡに連結され得、そして適切な
制限酵素を使用して消化され得る。結果として、別の核酸に対してハイブリダイズさせる
ために利用可能なオーバーハングした一本鎖配列が得られる。
【００７７】
　上記の標識化ＤＮＡは、標的特異的プローブに対して直接的に結合され得る。さらに、
標識化ＤＮＡは、例えば、架橋する核酸の使用を通して、標的特異的プローブに対して間
接的に結合され得る。１つ以上のこれらの標識が、各標的特異的プローブに結合され得る
。独特に標識された標的特異的プローブが標的分析物に結合することにより、この分析物
の独特なタグ化がもたらされる。このタグ化により、分析物の混合物のなかから標的分析
物を同定することが可能となる。
【００７８】
　独特な標識の数は、異なる組合せで上記の独特な標識を組み合わせることによって、さ
らに増加され得る。本発明は、核酸プローブに対して標識を結合させる方法を提供し、こ
の方法は、遺伝子ディジットを有する核酸プローブを、標識を有する抗遺伝子ディジット
に対してハイブリダイズさせる工程を包含する。上記の標識を含む抗遺伝子ディジットは
、遺伝子ディジットに対してハイブリダイズされる。遺伝子ディジットは、独特な組合せ
で一緒に連結されて、さらに多数の独特な標識を作製し得る。遺伝子ディジットのモジュ
ール設計は、生成される独特な標識の数において柔軟性を与える。例えば、多数の遺伝子
ディジットモジュールが使用される場合、多数の独特なテンプレートが、独特な標識の結
合のために利用可能となる。生成されるテンプレートの数は、混合物中の種の数を網羅す
るように調節され得る。
【００７９】
　遺伝子ディジットは、標識に対する結合点として役立つ、予め決められたヌクレオチド
配列またはアミノ酸配列の領域であり得る。遺伝子ディジットは、例えば、単一の独特な
配列または反復コアエレメントを含む配列を含む、任意の配列を有し得る。しかし、各遺
伝子ディジットは、他の遺伝子ディジットからその遺伝子ディジットを識別する独特な配
列を有する。標的の複合混合物に添加される場合、核酸遺伝子ディジットは、天然に存在
する標的配列へのハイブリダイゼーションを減少させ得る非天然塩基（例えば、イソシチ
ジンおよびイソグアニン）を含み得る。配列、コアエレメントの長さ、および反復コアエ
レメントの数は、実験の特定の要件に従って変動され得、そしてそれらは当業者に明らか
である。例えば、核酸コアエレメントは、約５～１２塩基対の長さであり得、そしてコア
エレメントは、１回から約１０倍まで反復され得る。
【００８０】
　例えば、少なくとも２塩基だけ他の遺伝子ディジットのコア単位とは異なるコア単位を
有する、異なる遺伝子ディジットが合成され得る。種々の組合せでこれらの独特な遺伝子
ディジットを組み合わせることによって、非常に多様な数の構造物が合成され得る。例え
ば、独特な配列を有する５０個の遺伝子ディジットが合成され得、そして各群において１
０個の遺伝子ディジットを含む５つの群へと分けられ得る。各群の遺伝子ディジットは、
各々の末端に短いタグを有するように合成され得る。次いで、各群から１つの遺伝子ディ
ジットが、各群に共通したタグに対して相補的なアダプターオリゴヌクレオチドを使用し
て、一緒に連結される。この例では、１×１０５（１０×１０×１０×１０×１０）個の
独特な組合せが可能である。
【００８１】
　遺伝子ディジットは、上記の独特な標識に対する結合点として役立つ。遺伝子ディジッ
トは、独特な組合せで一緒に連結され得るので、これにより独特な標識の数は著しく増加
する。遺伝子ディジットを一緒に連結することによって、２００個、５００個、２，００
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０個、５，０００個、１×１０４個、３×１０４個、１×１０５個またはそれより多くの
独特な標識を含む、多数の独特な標識が生成され得る。
【００８２】
　本発明は、核酸プローブに対して標識を結合させる方法を提供し、この方法は、遺伝子
ディジットを有する核酸プローブを、標識を有する抗遺伝子ディジットに対してハイブリ
ダイズさせる工程を包含し、ここでこの遺伝子ディジットは、３つ以上の反復配列のセッ
トを含み、そして抗遺伝子ディジットは、少なくとも２つの相補的反復配列の同族（ｃｏ
ｇｎａｔｅ）セットを含み、ここで抗遺伝子ディジットは、ハイブリダイズされる塩基対
の数よりも低い複雑度を有する配列を通して、遺伝子ディジットに対して特異的にハイブ
リダイズする。
【００８３】
　核酸遺伝子ディジットの一例を、実施例２に提供する。簡潔には、この実施例では、非
天然塩基であるイソシチジンおよびイソグアニンを含む、８塩基対のコアエレメントを５
回反復させる。これにより、４０塩基対の遺伝子ディジットが生じる。この実施例におい
て、抗遺伝子ディジットは、遺伝子ディジットの５つのコアエレメントのなかの３つに対
して相補的な配列からなる。抗遺伝子ディジットは、その抗遺伝子ディジットが遺伝子デ
ィジットに特異的に結合し得る限り、その遺伝子ディジットと比較して同数の、またはよ
り少数の、反復配列を含み得る。この実施例において、抗遺伝子ディジットは、３つの異
なるレジスターにおいて、４０塩基対の遺伝子ディジットに結合し得る２４塩基対の配列
である（図１Ｃを参照のこと）。
【００８４】
　この特定の例における抗遺伝子ディジットは、８塩基対の配列の複雑度しか有さない２
４塩基対の配列である。複雑度とは、溶液中で互いにハイブリダイズされる２つの核酸の
間における反復エレメントの程度をいう。ハイブリダイズされる核酸分子が反復コアエレ
メントまたはホモポリマー性領域を含む場合、起こり得る対形成の機会は多くなり、その
ためハイブリダイゼーションは迅速に進行する。ハイブリダイズされる核酸分子がいかな
る反復コアエレメントも含まない場合、その２つの配列がハイブリダイズされ得る方法は
１つしか存在せず、そのためハイブリダイゼーションはより緩やかに進行する。迅速にハ
イブリダイズする配列は、低複雑度を有するといわれ、一方、ハイブリダイズするのによ
り長期間を要する配列は、より高い複雑度を有する。この実施例において、８塩基対コア
エレメントの５個の直接的な反復から作製される４０塩基対の遺伝子ディジット配列は、
その８塩基対コア反復の３反復を含む２４塩基対の抗遺伝子ディジットに対して、３つの
異なるレジスターにおいてハイブリダイズし得る。従って、この抗遺伝子ディジットは、
８塩基対配列の複雑度のみを有する２４塩基対の配列を通して、その４０塩基対の遺伝子
ディジットに対してハイブリダイズし得る。この方法の利点は、ハイブリダイゼーション
が、より迅速に、そして効率的に進行するということである。
【００８５】
　上記の特定の例では、８塩基対のコアエレメントが記載された；しかし、コアエレメン
トは、８塩基対よりも多数または少数であり得る。例えば、コアエレメントは、５塩基対
と１２塩基対との間であり得る。反復のコアエレメントの変化は、対応するように、複雑
度を変化させる。例えば、コアエレメントが５塩基対と１２塩基対との間である場合、複
雑度は、５と１２との間である。さらに、抗遺伝子ディジットは、その配列の全体または
一部を使用して、遺伝子ディジットに結合し得る。上記の例では、２４塩基対の抗遺伝子
ディジットは、２４個よりも少ない塩基（例えば、１５～２３塩基対）で、遺伝子ディジ
ットに結合し得る。
【００８６】
　抗遺伝子ディジットは、遺伝子ディジットと標識との間におけるコネクターとして役立
つ。遺伝子ディジットは、抗遺伝子ディジットによって結合され、そしてその抗遺伝子デ
ィジットは、直接的にかまたは結合された標識（１つまたは複数）を有するデンドリマー
に結合されることによって間接的に、標識に結合される。抗遺伝子ディジットはまた、デ
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ンドリマーへの結合を可能にするリンカー配列を含む。例えば、抗遺伝子ディジット上の
リンカー配列に対して相補的なオリゴヌクレオチドタグが、デンドリマーのステムに合成
され得る。上記のように、いくつかの型のリンカーが使用され得る。このようにして、抗
遺伝子ディジットの反復配列は、その対応する遺伝子ディジットと自由にハイブリダイズ
し、それにより遺伝子ディジットに対する標識の特異的結合をもたらす。
【００８７】
　遺伝子ディジットおよび抗遺伝子ディジットは、核酸（アプタマーを含む）および核酸
以外の高分子から構成され得る。例えば、遺伝子ディジットは、アミノ酸配列から構成さ
れ得、この遺伝子ディジットは、その遺伝子ディジット内のアミノ酸配列に特異的に結合
する核酸である抗遺伝子ディジットによって結合されるか、または、抗遺伝子ディジット
はアミノ酸配列（抗体または抗体フラグメントを含む）であり得、この抗遺伝子ディジッ
トは、遺伝子ディジット内のアミノ酸配列に特異的に結合する。
【００８８】
　本発明は、標的特異的核酸プローブを、１つ以上の遺伝子ディジットに結合させて「指
定子」を形成する方法を提供する。遺伝子ディジットは、標的特異的領域に対して、直接
的に連結され得るか、または介在配列もしくは適合配列を使用して結合され得る。上記の
ように、標的特異的領域は、核酸（アプタマーを含む）であり得るか、または標的特異的
領域は、アミノ酸配列（抗体または抗体フラグメントを含む）であり得る。標的特異的領
域は、混合物中において分析物に特異的に結合するように設計される。このようにして、
分析物は、独特な標識で標識化され得る。
【００８９】
　指定子は、１種～数種の遺伝子ディジットを含み得る。例えば、指定子は、４個もしく
は５個またはそれより多くの遺伝子ディジットを含み得る。指定子内の遺伝子ディジット
の数によって、混合物中の分析物への結合に利用可能な独特な標識の数が決定される。従
って、複合混合物中における各分析物を標識するために、遺伝子ディジットのいくつかの
組合せを含んだ大きな指定子集団が合成され得る。あるいは、混合物中の１つまたは少数
の分析物を標識するために、１つまたは少数の遺伝子ディジットを含む指定子（１つまた
は複数）が合成され得る。さらに、指定子は、ビオチンタグのような一般的なタグを含み
得る。これらのタグは、指定子の合成および精製を容易にし得る。
【００９０】
　本発明はさらに、標的特異的核酸プローブの集団を生成する方法を提供する。この方法
は、以下の工程からなる：少なくとも１つの遺伝子ディジットを各々有する２つ以上の標
的特異的プローブの第１の集団を生成する工程であって、ここでこの遺伝子ディジットは
、３つ以上の反復配列のセットを含む、工程、次いで、少なくとも２つの相補的な反復配
列を有する抗遺伝子ディジットを有する核酸の第２の集団を生成する工程、そして最後に
、この核酸の第１の集団および第２の集団をハイブリダイズさせて、抗遺伝子ディジット
に結合した標的特異的プローブの集団を生成する工程であって、ここで抗遺伝子ディジッ
トは、ハイブリダイズされる塩基対の数よりも低い複雑度を有する配列を通して、遺伝子
ディジットにハイブリダイズする、工程。
【００９１】
　本発明はまた、独特に標識された核酸プローブの集団を生成する方法を提供する。この
方法は、以下の工程からなる：異なる指定子を各々有する標的特異的核酸プローブの集団
を合成する工程；次いで、独特な標識を各々有する対応する抗遺伝子ディジットの集団を
合成する工程、そして最後に、標的核酸プローブの集団を抗遺伝子ディジットに対してハ
イブリダイズさせて、各標的特異的プローブが独特に標識された集団を生成する工程。
【００９２】
　本発明はさらに、核酸分析物を検出する方法を提供する。この方法は、核酸分析物の混
合物と、独特な標識に各々結合された標的特異的プローブの集団とを、そのプローブの標
的へのハイブリダイゼーションのために十分な条件下で接触させること、そして、分析物
にハイブリダイズされた１つ以上の標的特異的プローブから生じるシグナルを測定するこ
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とにより、ここでこのシグナルは、分析物を独特に同定する。
【００９３】
　核酸分析物は、例えば、ＲＮＡ集団またはｃＤＮＡコピーの集団を含む、任意の型の核
酸を含み得る。本発明は、混合物中の各分析物に対する少なくとも１つの標的特異的プロ
ーブを提供する。本発明はまた、独特な標識に結合された核酸を含む、標的特異的プロー
ブを提供する。さらに、本発明は、２つの結合された核酸集団を提供し、ここで１つの核
酸集団は、複数の標的特異的核酸プローブを含み、そして第２の核酸集団は、独特な標識
に結合された核酸を含む。標的特異的プローブが独特な標識に結合された場合に、これは
標的分析物の独特な同定を可能にする。
【００９４】
　本発明の方法は、ハイブリダイゼーションが少量（０．０１～２．０μｌ）の溶液中で
実施され得、これによりハイブリダイゼーション速度を駆りたてる高濃度の核酸が保証さ
れるので、有利である。２つの異なる型のハイブリダイゼーションが、本発明の方法によ
って利用される。第１のハイブリダイゼーションは、分析物の複合混合物と指定子との間
におけるものであり、そして第２の型のハイブリダイゼーションは、指定子と標識との間
におけるものである。
【００９５】
　分析物の複合混合物と指定子集団との間における第１の型のハイブリダイゼーションで
は、指定子の方がより多い。例えば、指定子は、複合混合物中の分析物よりも１０倍～約
１００倍多くあり得る。この反応の速度論は、以下の式によって記述され得る：
【００９６】

【数１】

ここで、Ｎはプローブ（指定子）の複雑度であり、Ｌは長さであり、Ｃ０はプローブの濃
度であり、そしてｔ１／２は、５０％の反応の終了に必要とされる時間である。この式を
使用すると、より高濃度のプローブが、５０％の反応の終了に必要とされる時間を短くさ
せることが明らかである。このハイブリダイゼーションにおけるサンプルは、ＲＮＡまた
はＤＮＡのいずれかであり得る。サンプルがポリＡ　ＲＮＡではない場合、サンプルはま
ず、いくつかの方法（例えば、白金－ジゴキシゲニン）によってタグ化されなければなら
ない。ハイブリダイゼーションの終了後、分析物と指定子とを含む二重鎖は、ポリＡまた
はハンドルとしてのジゴキシゲニンタグを使用して分離され、そして過剰な指定子から洗
浄される。次いで、洗浄された物質を、第２のハイブリダイゼーションに使用する。
【００９７】
　第２のハイブリダイゼーションにおいて、単離された指定子は、標識と混合される。こ
の標識は指定子よりも多く、そしてこの速度論は、第１のハイブリダイゼーションについ
て上記に示されたものと同じ速度論に従う。複雑度（Ｎ）が非常に低いので、この第２の
ハイブリダイゼーションは、さらにより速い速度で実施される。指定子と標識とを含むハ
イブリダイズした複合体は、ハンドルとして指定子上のビオチンタグを使用して単離され
得、そして検出のためにさらに処理され得る。
【００９８】
　高分子ハイブリッドの形成は、当該分野で公知のいくつかの条件（温度、塩濃度および
ｐＨを含む）に依存する。核酸ハイブリッドの形成のための種々の条件が、当該分野で周
知であり、そして例えば、ＨａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　
Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ（１９９１）において見出され得る。さらに、核酸－タンパク
質の相互作用およびタンパク質－タンパク質の相互作用のための条件は、当該分野で周知
であり、そして例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
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ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ　１９８９）（これは、本明細書中で参考として援用される）において見出され得る。
【００９９】
　「指定子－標識」複合体は、例えば、二次元表面（例えば、ガラス）上でそれらを分離
することによってか、またはフローサイトメーターにおいて液滴中でそれらを分けること
によって、互いから分離され得る。この例において、可視化は、２－Ｄ表面を走査するこ
とによってかまたはフローサイトメトリーによってかのいずれかで達成され得る。特異的
な標識が共存することにより、特定の指定子の正体が決定付けられ、これにより、その指
定子が最初に結合した特定の分析物の正体が決定付けられる。
【０１００】
　「指定子－標識」複合体は、視覚的検査、デジタルカメラ、ビデオカメラ、写真フィル
ム、またはレーザー走査デバイス、蛍光分析器、照度計、フォトダイオード、量子計数器
、プレートリーダー、エピ蛍光顕微鏡（ｅｐｉｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｍｉｃｒｏｓ
ｃｏｐｅ）、走査顕微鏡、共焦点顕微鏡のような現在の機器の使用、または光電子増倍管
のようなシグナルの増幅のための他の手段によるか、もしくは蛍光シグナルの存在、位置
、強度、励起スペクトルおよび発光スペクトル、蛍光の偏光、蛍光の寿命ならびに他の物
理的特性を検出し得る他の光検出器によること、を含むがこれらに限定されない種々のデ
バイスによって検出され得る。非蛍光性シグナルは、Ｇｅｉｇｅｒ計数器、シンチレーシ
ョン計数器、化学発光、酵素アッセイおよびオートラジオグラフィを使用して検出され得
る。
【０１０１】
　本発明によって利用され得る検出方法の一例が、ＣＣＤ（電荷結合素子）カメラである
。このデバイスの使用は、指定子－標識複合体が、まずガラススライド上に広げられるこ
とを必要とする。すべての複合体がほぼ同じ合計強度を有するので、これは検出を単純化
する。なぜなら、このカメラは、最大の感度（最大の利得）および最小のダイナミックレ
ンジのために調整され得るからである。
【０１０２】
　例えば、蛍光性デンドリマーがサンプルを標識化するために使用される場合、このサン
プルは、対応する吸着最大点（ｍａｘｉｍａ）で励起され得、そして例えば、使用される
８～１０個の発蛍光団の各々について対応する発光最大点で走査され得る。ＣＣＤカメラ
の利点は、それらが、異なる発光ピークを有する発蛍光団の選択を可能にする、非常に広
い検出範囲を有するという点である。薄化層ＣＣＤカメラは、軟Ｘ線から赤外スペクトル
付近まで検出し得る。
【０１０３】
　あるいは、ナノ粒子標識を使用する場合、このサンプルは、角度を付けた白色光により
照射され得、そして数種の波長で検出が起こる。波長の数は、使用されるカメラの品質、
ならびにその感度および直線性（ｌｉｎｅａｒｉｔｙ）に依存する。良好な品質のカメラ
は、３つの標準的なフィルター（赤色、緑色および青色）のみで数百万の色を再現可能に
識別し得る。
【０１０４】
　１つより多くの標識モノマーを含む独特な標識の場合、この独特な標識によって生成さ
れるシグナル全体が決定され得る。例えば、いくつかの発蛍光団を含む独特な標識につい
てのシグナル全体が、分光計を使用して決定され得る。独特な標識から生成されるシグナ
ル全体を検出することに加えて、本発明は、独特な標識中における開始標識（これは、標
識モノマーまたは標識モノマーの組合せであり得る）の空間的位置の検出を提供する。例
えば、独特な標識中のこの標識は、フローストレッチ技術（Ｈｅｎｅｇａｒｉｕら，Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　３１：２４６－２５０（２００１））、後退メニスカス（ｒｅ
ｃｅｄｉｎｇ　ｍｅｎｉｓｃｕｓ）技術（Ｙｏｋｏｔａら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ
．２５：１０６４－１０７０（１９９７））またはエレクトロストレッチ（ｅｌｅｃｔｒ
ｏｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇ）技術（Ｍａｔｓｕｕｒａら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２
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９：Ｅ７９（２００１））を使用して、互いから分離され得る。
【０１０５】
　フローストレッチ技術、後退メニスカス技術、またはエレクトロストレッチ技術を使用
することによって、独特な標識中における標識の分離が可能となり、その結果、その独特
な標識中において、空間的に何処に特定の標識が位置しているのかが決定され得る（実施
例Ｖ、ＶＩ、ＶＩＩおよびＶＩＩＩ）。従って、開始標識の同じ組み合わせおよび同じシ
グナル全体を有する独特な標識が、その独特な標識中のその標識の位置に基づいて、互い
から識別され得る。独特な標識中における標識の位置を突き止めるこの能力によって、開
始標識の位置が、独特な標識セットを生成する場合の識別特徴として使用されることが可
能になる。従って、独特な標識の複合セットが、独特な標識内の標識の位置を変化させる
ことによって、同じ組合せの開始標識を使用して生成され得る。
【０１０６】
　観察されたシグナルは、当該分野で公知の方法を使用して改変され得る。例えば、観察
されたシグナルは、非特異的なノイズのサブトラクションを含み得る。観察されたシグナ
ルはまた、例えば、観察値の有意義な比較および分析を可能にする慣用的なデータ分析手
順および統計手順による、測定量の処理を含み得る。このような手順としては、例えば、
異なるスケールを有する値の直接比較のための正規化、および異常値または人為的な値を
除去するためのフィルター処理（ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ）が挙げられる。
【０１０７】
　分析物の複合混合物と指定子集団との間における上記の第１の型のハイブリダイゼーシ
ョンでは、指定子の方がより多かった。対照的に、標準的なマイクロアレイでのハイブリ
ダイゼーションは、分析物の方が標識化プローブと比べてより多い条件下で行われる。さ
らに、マイクロアレイでは、ハイブリダイゼーションの過程の間に同族の標的に実際にハ
イブリダイズするのは、このプローブの小さな画分のみであり、そのため、その実験の終
了時における標的の探知範囲（ｃｏｖｅｒａｇｅ）は通常５％未満である。本発明の方法
を使用した場合の標的の探知範囲は、理論上１００％である。なぜなら、標識の方が、標
的分析物と比べてより多いからである。
【０１０８】
　１００％の標的探知範囲であることの１つの利点は、各分析物が１つの標識によって結
合されるので、標的分析物が直接的にカウントされることが可能となるという点である。
本発明の方法を使用すると、分子種は、直接的に１つずつカウントされ得る。直接的にカ
ウントされること（すなわち、デジタル出力）は、マイクロアレイに使用される間接的な
定量方法に対して好ましい。なぜなら、このデータは、いくつかの中間的な変換を経る必
要がないからである。検出装置が、放出される粒子の数を直接的にカウントする場合、こ
れはデジタル出力を有するといわれるが、直接的なカウントがいくつかの中間的な変換を
受ける場合、このデータはアナログ出力を有する。マイクロアレイ由来の定量データは、
データの外插に起因するいくつかの歪みに供されることが公知である。
【０１０９】
　マイクロアレイにおける標的探知範囲が低いことの別の結果が、少量のシグナルを検出
するために、高感度な装置を必要とするということである。しかし、マイクロアレイは、
シグナル検出のために高いダイナミックレンジを必要とするので、感度は、感度とダイナ
ミックレンジとの間の相殺取引に起因して減少する。本発明の方法は、限られた数の標識
を使用して、多数の独特な標識の組み合わせを作製する。これにより、検出方法を狭いダ
イナミックレンジで操作することが可能になる。対照的に、マイクロアレイ方法は、異な
る分子種のアバンダンスにおける大きな差異を説明するために、大きなダイナミックレン
ジ（４桁の大きさまたはそれ以上）を必要とする。本発明の方法によって必要とされるダ
イナミックレンジに関する低い要件は、システムの感度を改善する。なぜなら、感度とダ
イナミックレンジとの間の相殺取引が回避されるからである。
【０１１０】
　本発明はさらに、核酸分析物を検出する方法を提供する。この方法は、以下の工程を必
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要とする：ハイブリダイゼーションのために十分な条件下で、核酸分析物の混合物と、少
なくとも１つの遺伝子ディジットを有する標的特異的プローブとを接触させる工程であっ
て、ここでこの遺伝子ディジットは、３つ以上の反復配列のセットを有する、工程、次い
で、この混合物と、少なくとも２つの相補的反復配列の同族セットを有する抗遺伝子ディ
ジットとを接触させる工程、そして最後に、分析物と標的特異的プローブと抗遺伝子ディ
ジットとを含むハイブリダイズした複合体を検出する工程であって、ここでこの抗遺伝子
ディジットは、ハイブリダイズされる塩基対の数よりも低い複雑度を有する配列を通して
、遺伝子ディジットにハイブリダイズする、工程。
【０１１１】
　本発明はまた、抗遺伝子ディジット（１つまたは複数）の各々が独特な標識を有する、
上記のような核酸分析物を検出する方法を提供する。
【０１１２】
　本発明の方法は、混合物中における分析物の検出を提供する。この混合物は、いくつか
の型の分析物を含み得るか、またはこの混合物は、ただ１つの型の分析物を含み得る。さ
らに、混合物は、まさしく１コピーだけの分析物を含み得る。標的分析物が未知の配列ま
たは構造を有する場合、標的特異的指定子の大きな集団が混合物に添加され得る。この集
団は、予め決められた配列もしくは構造の標的特異的領域を有する指定子を含み得るか、
または指定子は、無作為な配列もしくは構造の標的特異的領域と共に使用され得る。ある
いは、標的分析物が既知の配列または構造を有する場合、その配列または構造に対して特
異的に結合する領域を含む特定の指定子が、単独または他の指定子との組合せのいずれか
で使用され得る。
【０１１３】
　本発明の方法は、核酸分析物および他の構造を有する分析物に適する。指定子の集団は
、任意の分析物について生成され得、ここではその分析物と特異的に相互作用する標的特
異的領域が見出され得る。例えば、タンパク質分析物は、核酸またはペプチドまたは抗体
によって特異的に結合され得、そのすべてが核酸遺伝子ディジットに連結され得る。標的
特異的領域はまた、遺伝子ディジットを含むアミノ酸に結合され得る。さらに、広範な種
々の分析物に結合する核酸アプタマーの能力は、これらの構造物が、指定子の標的特異的
領域に使用されることを可能にする。いくつかの組み合わせが、その指定子が分析物に特
異的に結合する限りにおいて可能である。
【０１１４】
　本発明はさらに、核酸を標識化するキットを提供し、このキットは、遺伝子ディジット
のセット、抗遺伝子ディジットのセット、および核酸に結合された標識の独特なセットを
備える。このキットは、他の試薬（例えば、ハイブリダイゼーション反応を実行するため
の緩衝剤、リンカー、制限エンドヌクレアーゼ、およびＤＮＡリガーゼ）もまた備え得る
。このキットはまた、この識化キットの使用についての指示書を備える。
【０１１５】
　本発明の標識および方法は、診断目的および治療目的のために使用され得る。疾患に関
して診断的な分析物または分析物の組み合わせが、被験体由来のサンプルから検出および
定量され得る。本発明の方法を使用すると、多くの異なる分析物が、単一サンプルから一
度に分析され得る。これにより、例えば、いくつかの診断試験が１つのサンプルで実行さ
れることが可能となる。さらに、本発明の方法は、患者についての処置の方向を決定する
情報を提供し得る。例えば、腫瘍についての特定マーカーの量が、患者由来の少量のサン
プルからでも、正確に定量され得る。乳癌のようないくつかの疾患について、特定遺伝子
（例えば、Ｈｅｒ２－ｎｅｕ）の過剰発現は、より積極的な方向の処置が必要とされるこ
とを示す。
【０１１６】
　本発明の種々の実施形態の動作に実質的に影響を与えない改変もまた、本明細書中に提
供される本発明の定義内に含まれることが理解される。従って、以下の実施例は、本発明
を例示することを意図されるが、本発明を制限することは意図されない。
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【実施例】
【０１１７】
　（実施例Ｉ）
　（２つの異なる標識を使用した、独特な標識の生成）
　この実施例では、１０個の独特な標識を、２つの異なる蛍光標識から作製する。最初に
、２２０塩基対の一本鎖ＤＮＡの１０個の独特なテンプレートを合成する。このテンプレ
ートは、予め決められた比率の以下の２０塩基対反復からなる：
５’（ＡＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣ）ｎ（ＧＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣ
ＴＣＴＣＴＣ）ｍ　３’（配列番号１～１２）、ここでｎは１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０であり、ｍは１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０であり、そして
ｎ＋ｍ＝１１である。第２鎖は、プライマーＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡ（配列番号１３）、Ｋ
ｌｅｎｏｗポリメラーゼ、ＤＮＡリガーゼ、ｄＧＴＰ、ｄＡＴＰ、ｄＵＴＰ－フルオレセ
インおよびｄＣＴＰ－ローダミンを使用して合成される。反応の終了後、この生成物をＳ
１ヌクレアーゼで処理して、ギャップを有するＤＮＡを消化し、次いで、残存した全長Ｄ
ＮＡを精製する。標識化ヌクレオチドは、２つの反復の比率によって決められた独特な比
率で、ＤＮＡに組み込まれる。この最終的な結果は、フルオレセイン：ローダミンの設定
比率が１：１０、２：９、３：８、４：７、５：６、６：５、７：４、８：３、９：２、
および１０：１である、１０個の独特に標識された核酸である。
【０１１８】
　リンカーオリゴヌクレオチドが、標識化ＤＮＡに連結され、次いで、このリンカーを使
用して、デンドリマーの分枝に対して標識化ＤＮＡを結合させる。デンドリマーは、その
ステムに５塩基のオリゴヌクレオチドタグを有することにより、抗遺伝子ディジットの結
合を容易にし（実施例ＩＩを参照のこと）、そしてその分枝に１０塩基対のタグを有する
ことにより、標識化ＤＮＡの結合を容易にする。
【０１１９】
　（実施例ＩＩ）
　（標識化指定子の生成）
　指定子は、１つの標的特異的配列（合成オリゴヌクレオチド、ペプチド核酸（ＰＮＡ）
、ＰＣＲ産物または連結化核酸（ｌｉｎｋｅｄ－ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）（ＬＮＡ）
）およびいくつかの「遺伝子ディジット」を一緒に連結することによって合成される（図
１Ａを参照のこと）。この実施例において、各指定子は、４個の異なる遺伝子ディジット
の独特な組み合わせを含む。これにより、１０，０００個の可能な独特な指定子の生成が
もたらされる。
【０１２０】
　この遺伝子ディジットは、２つのみの天然塩基および天然では見いだされない２つの塩
基（イソシチジンおよびイソグアニン）を含む合成オリゴヌクレオチドである。このよう
な塩基組成により、遺伝子ディジットが複合混合物中の分析物と非特異的にハイブリダイ
ズしないことが保証される。各遺伝子ディジットの配列は、８塩基対のコア配列の５反復
から構成される（図１Ｂを参照のこと）。各コア配列単位は、少なくとも２塩基により、
他とは異なる。
【０１２１】
　１０，０００個の独特な指定子を作製するために、４０個の異なる遺伝子ディジットを
合成し、そしてそれを、各々１０個の遺伝子ディジットを含む４つの群に分ける。各群の
遺伝子ディジットは、各々の末端に５塩基対のタグを有する。各群由来の１つの遺伝子デ
ィジットが、各指定子に存在する。遺伝子ディジットは、各群に共通した５塩基対のタグ
に相補的な１０マーのアダプターオリゴヌクレオチドの助けにより連結される。このよう
にして、４つの遺伝子ディジットを有する指定子について、１０×１０×１０×１０＝１
０，０００個の可能な組み合わせが存在する。すべての指定子はまた、ビオチンタグを含
む。
【０１２２】
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　遺伝子ディジットは、標識の結合点として役立ち、そのため合成される標識の数は、遺
伝子ディジットの数に対応する。遺伝子ディジットは、抗遺伝子ディジットの使用を通し
て標識される。対応する遺伝子ディジットの８塩基対コア反復に対して相補的な３つの８
塩基対反復からなる抗遺伝子ディジット配列が、（実施例Ｉからの）標識化デンドリマー
のステムに連結される。
【０１２３】
　２４塩基対の標識化抗遺伝子ディジットは、３つの異なるレジスターのうちの１つで、
指定子内の４０塩基対の遺伝子ディジット配列にハイブリダイズする（図１Ｃを参照のこ
と）。このように、標識が指定子にハイブリダイズされる場合、これは、８塩基対配列の
複雑度のみを有する２４塩基対の配列を通して、そのようにハイブリダイズされる。
【０１２４】
　（実施例ＩＩＩ）
　（指定子を使用した、遺伝子発現の分析）
　星状細胞とＬＰＳで活性化された星状細胞との間における遺伝子発現の差異を決定する
ために、グアニジンイソチオシアニン（ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｉｓｏｔｈｉｏｃｙｎｉｎ
ｅ）またはフェノール／クロロホルムにおける細胞溶解を使用して、両方の星状細胞集団
からＲＮＡを単離する。指定子の集団を、ハイブリダイゼーションのために適切な条件下
で、各ＲＮＡサンプルに添加する。ｍＲＮＡ－指定子複合体を、オリゴｄＴビーズで単離
し、そして大規模に洗浄して、過剰な指定子を取り除く。指定子は、ＲＮＡｓｅ　Ａでｍ
ＲＮＡを消化することによって、ｍＲＮＡから溶出される。次いで、指定子を、実施例Ｉ
およびＩＩに記載のように標識化のために処理し、そしてこれらの標識を、ＣＣＤカメラ
を使用して検出する。次いで、未処理の星状細胞に由来する特異的なｍＲＮＡに対応する
指定子の数を、ＬＰＳ処理された星状細胞由来の指定子パターンと比較する。指定子の標
的特異的領域の配列は既知であるので、これにより、２つのサンプルの間で示差的に発現
される遺伝子が同定される。
【０１２５】
　（実施例ＩＶ）
　（指定子を使用した、微生物の検出）
　本発明を使用して、生物学的サンプル中において、既知の配列を有する微生物の系統（
ｓｔｒａｉｎ）を検出し得る。全ＤＮＡを、微生物感染の疑わしい患者由来の血液サンプ
ルから抽出する。次いで、この全ＤＮＡを、ジゴキシゲニンでタグ化する。このＤＮＡを
変性し、そして少量（０．０１～２．０μｌ）中で、特定の微生物について特異的な標的
領域を含む指定子の集団（すなわち、微生物のパネル）とハイブリダイズさせる。サンプ
ルＤＮＡ－指定子の複合体は、抗ジゴキシゲニン抗体を使用して単離され、そして大規模
に洗浄されて、過剰な指定子を取り除く。次いで、上記のように、指定子を標識化および
画像化のために処理する。
【０１２６】
　（実施例Ｖ）
　（標識の構成）
　この実施例は、標識が個々に分解され得るように、十分な距離で隔てられた標識を含む
ＤＮＡプローブ分子（指定子）を示す（図２）。例えば、蛍光標識の場合、この広い標識
の空間的分離が、個々に各標識のスペクトルを同定することを可能にする。
【０１２７】
　図２に示されるように、４個の異なる蛍光標識を含むＤＮＡプローブ（指定子）が生成
され得る。これらの標識は、約１ミクロンの距離で隔てられる。この実施例では、標識は
、約２，０００～３，０００塩基のＤＮＡで隔てられるが、他のポリマーも同様に、標識
を分離するために使用され得る。
【０１２８】
　独特な標識の多様化集団は、４つの各位置における蛍光標識を変化させることによって
生成され得る。例えば、１０個の異なる発蛍光団のセットを使用して、１０，０００個の
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独特な標識を生成し得る。詳細には、４つの異なる標識を有するプローブについては、１
０×１０×１０×１０＝１０，０００個の可能な組み合わせが存在する。同様に、５つの
異なる標識を有するプローブについては、１００，０００個の可能な組み合わせが存在す
る。
【０１２９】
　（実施例ＶＩ）
　（標識のフローストレッチ分離）
　この実施例は、フローストレッチ技術を使用してカバーガラス上に広げられた、１つの
標識モノマーを有するＤＮＡプローブ分子（指定子）を示す。このフローストレッチ技術
はまた、プローブ分子に沿って複数の標識モノマーを有するプローブ分子に対して使用さ
れ得る。
【０１３０】
　標識結合のための所望の位置において一本鎖セクション（ｓｅｃｔｉｏｎ）を有する、
二本鎖ＤＮＡプローブを構築する。この実施例では、この一本鎖セクションは、プローブ
分子の末端にある。標識分子は、約３００のＣｙ３発蛍光団およびプローブ分子の一本鎖
領域に対して相補的なＤＮＡのセクションを含む。ハイブリダイゼーション後、プローブ
分子をＹＯＹＯ１色素で染色して、標識がプローブに結合されたことを確認する。染色手
順は、複数の標識が結合される場合には必要ではない。次いで、ハイブリダイズした標識
を有するプローブを、フローストレッチ技術（Ｈｅｎｅｇａｒｉｕら、前出）を使用して
カバーガラス上に広げた。図３の画像が、倒立蛍光顕微鏡を使用して得られた。プローブ
はまた、後退メニスカス技術（Ｙｏｋｏｔａら、前出）を使用して広げられ得る。
【０１３１】
　（実施例ＶＩＩ）
　（標識のエレクトロストレッチ分離）
　この実施例は、電場を使用して、表面に対して一端で結合されたプローブ（指定子）分
子を整列し得ることを示す。この様式で、プローブ分子に沿った標識は空間的に分離され
る。
【０１３２】
　カバーガラスを通してプローブ分子の画像化を可能にするフローセルが構築された。フ
ローセルはまた、溶液の交換および電場の適用を可能にした。バブリングを防止するため
に、ゲルを使用して、電極を溶液から離した。電極と溶液とをゲルで離すことによって、
プローブ分子の整列を改善するより高い電圧が可能となる。カバーガラスを、ウシ血清ア
ルブミン（ＢＳＡ）でコーティングして、非特異的結合を最小化した。ＤＮＡをこのカバ
ーガラスに添加し、そして主にＤＮＡの末端でカバーガラスに結合させた。未結合ＤＮＡ
を洗い流し、そして残存する結合ＤＮＡをＹＯＹＯ１で染色した。画像化は、エピ蛍光顕
微鏡を使用して実施した。電圧をオフにした場合には、固定されたＤＮＡは無作為に動く
ことが観察され得る（図４Ａ）。しかし、電圧をオンにする場合、このＤＮＡは整列され
るようになる（図４Ｂ）。
【０１３３】
　（実施例ＶＩＩＩ）
　（標識のサイトメーター検出）
　ＤＮＡプローブ（指定子）を空間的に整列するための別の方法は、振動電場と組み合わ
せて、ＤＮＡ含有液体のフローの狭窄（ｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎ）を使用することによ
る（Ａｓｂｕｒｙ，Ｃ．Ｌ．，およびｖａｎ　ｄｅｎ　Ｅｎｇｈ，Ｇ．，Ｂｉｏｐｈｙｓ
．Ｊ．７４：１０２４－１０３０（１９９８））。この方法では、プローブ分子が狭窄を
通過する場合に、標識が空間的に分離される（図５）。共焦点光学は、この標識の配列を
決定するために十分な解像度での検出を可能にし得る。
【０１３４】
　本願全体を通して、種々の刊行物が、括弧内に引用されている。これらの刊行物の開示
はその全体において、本発明が関連する分野の技術水準をより完全に記載するために、本
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【０１３５】
　本発明を、開示された実施形態を参照して記載したが、当業者は、詳述された特定の実
施例が本発明の単なる例示にすぎないことを容易に理解する。種々の改変が、本発明の意
図から逸脱することなくなされ得ることが理解されるべきである。従って、本発明は、以
下の特許請求の範囲によってのみ制限される。
【図面の簡単な説明】
【０１３６】
【図１】図１は、指定子の成分を示す。図１Ａは、標的と標識化された指定子との間の関
係を示す。図１Ｂは、遺伝子ディジットの構造を示す。図１Ｃは、遺伝子ディジットと標
識化された抗遺伝子ディジットとの間の関係を示す。
【図２】図２は、空間的に隔てられたいくつかの異なる型の標識を含むＤＮＡプローブ分
子（指定子）を示す。
【図３】図３は、フローストレッチ技術を使用してカバーガラス上に広げられた、一端に
標識を含むＤＮＡプローブ分子を示す。
【図４】図４は、エレクトロストレッチ技術を使用して整列された、標識化ＤＮＡ分子を
示す。図４Ａは、電圧をオフにしたフローセル中における標識化ＤＮＡプローブ分子を示
す。図４Ｂは、電圧をオンにしたフローセル中における標識化ＤＮＡプローブ分子を示す
。
【図５】振動電場の存在下におけるプローブ含有液体のフローの狭窄により整列されたプ
ローブの概略図を示す。

【図１】 【図２】
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