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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリヌクレオチドの配列を決定する方法であって、
　（ａ）第１の側面および第２の側面と、（ｂ）固相膜およびそれと同一の広がりを持つ
不透明層と、（ｃ）複数のアパーチャーとを含むナノポアアレイを提供するステップであ
って、前記固相膜は、前記ナノポアアレイの前記第１の側面上の第１のチャンバーと前記
ナノポアアレイの前記第２の側面上の第２のチャンバーとを分離し、各アパーチャーが、
前記第１のチャンバーと前記第２のチャンバーとの間の流体連通を提供し、シグナル発生
領域を有し、前記不透明層が、光が前記ナノポアアレイを通過することを実質的に防止す
るステップと；
　前記アパーチャーを通して前記第１のチャンバーから前記第２のチャンバーにポリヌク
レオチドを通過させるステップであって、
（ｉ）各ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチド鎖の異なる種類のヌクレオチドが、区別
できる蛍光シグナルを発生する異なる蛍光標識で標識されたポリヌクレオチド鎖を含み、
（ｉｉ）前記アパーチャーのそれぞれが、各前記ポリヌクレオチド鎖のヌクレオチドを拘
束して、各アパーチャーの前記シグナル発生領域を一列で通過させ、
（ｉｉｉ）各ポリヌクレオチド鎖の前記蛍光標識は相互に自己消光性であり、そうするこ
とで、前記標識が前記シグナル発生領域の外側にある場合に励起された相互に自己消光性
である標識からの蛍光シグナルは消光する、
ステップと；
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　励起ビームで、前記ポリヌクレオチド鎖の前記蛍光標識を、それらが前記アパーチャー
の前記シグナル発生領域を通過する際に励起するステップであって、前記励起ビームが前
記第２のチャンバーを通して前記ナノポアアレイに向けられ、それにより金属層が前記第
１のチャンバーにおける光学標識の励起を実質的に防止する、ステップと；
　前記シグナル発生領域における前記蛍光標識からの蛍光シグナルを検出するステップで
あって前記ポリヌクレオチド鎖の特性を決定するステップと；
　各アパーチャーの前記シグナル発生領域において検出された前記蛍光シグナルから前記
ポリヌクレオチド鎖のヌクレオチドの配列を決定するステップと
を含む方法。
【請求項２】
　前記不透明層が金属層である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記金属層がアルミニウム層または金層を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記アパーチャーのそれぞれの前記シグナル発生領域が、前記第２のチャンバーに最も
近い前記金属層の表面から前記第２のチャンバーに延在する、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　励起および検出する前記ステップが落射照明システムとともに実施される、請求項２に
記載の方法。
【請求項６】
　前記ナノポアアレイの前記アパーチャーのそれぞれが、その中に固定化されたタンパク
質ナノポアを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　前記タンパク質ナノポアのそれぞれが、前記アパーチャーを横断して配置された脂質二
重層に固定化される、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記蛍光標識がアクセプター標識であり、前記励起ビームが前記アパーチャーのそれぞ
れにおいてドナー標識を励起し、前記ドナー標識が、前記アクセプター標識を、それらが
前記シグナル発生領域を通過する際に励起する、請求項２に記載の方法。
 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２０１６年１月１５日に出願された米国仮特許出願番号第６２／２７９，５０
３号および２０１６年３月１４日に出願された同第６２／３０８，１４５号に基づく優先
権の利益を主張しており、これら仮特許出願の各々はその全体が本明細書中に参考として
援用される。
【背景技術】
【０００２】
　（背景）
　過去１０年にわたり開発されてきたＤＮＡ配列決定技術は、生物科学に変革をもたらし
た、例えば、ｖａｎ　Ｄｉｊｋら、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，　３０（９
）：　４１８－４２６　（２０１４）。しかし、本技術の潜在性を完全に実現するには、
１ラン当たりの配列決定コストの削減、試料調製の単純化、ランタイムの短縮、読取り長
の増大、およびデータ解析の改善などを含む、克服しなければならない多くの課題が残っ
ている。ナノポアに基づく配列決定などの単一分子配列決定技術は、これらの課題のいく
つかに対処することができるが、これらの手法には、それ自体の一連の技術的難題、例え
ば信頼性あるナノ構造製作、ＤＮＡ移行速度の制御、不明瞭なヌクレオチド識別、および
ナノスケールセンサーのラージアレイからのシグナルの検出および処理などがある、例え
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ば、Ｂｒａｎｔｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２６巻（１０号）
：１１４６～１１５３頁（２００８年）。
【０００３】
　ヌクレオチドの光学検出は、ナノポア配列決定の分野において、例えばナノポアの大き
なアレイから独立したシグナルを収集することの困難さなどの技術的難題のいくつかに対
する可能な解決策として提示されてきた。しかし、蛍光に基づくシグナルにおいて、単一
分子の光学検出におけるバックグラウンドノイズを克服することは、顕著な課題として残
っている。そのため全内部反射蛍光（ＴＩＲＦ）システムなどの顕微鏡システムがしばし
ば使用されるようになり、これはバックグラウンド励起を最小化するが、検出システムが
さらに複雑かつ高価になった。
　上記に鑑み、より簡単でより安価な顕微鏡システムを使用して単一分子解析のバックグ
ラウンドの問題に対処できる方法およびデバイスが利用可能になれば、一般的ナノポアセ
ンサー技術および光学に基づくナノポア配列決定などのその特定の適用例に有利であろう
。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】ｖａｎ　Ｄｉｊｋら、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，　３０
（９）：　４１８－４２６　（２０１４）
【非特許文献２】Ｂｒａｎｔｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２６
巻（１０号）：１１４６～１１５３頁（２００８年）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
発明の要旨
　本発明は、光学標識およびナノポアを使用する単一分子解析のための方法およびデバイ
スを対象とする。一態様では、本発明の方法およびデバイスは、標識されたポリマー分析
物がナノポアを通過する際に発生する光学シグナルの中のノイズを低減させることを対象
とする。
【０００６】
　一部の実施形態では、本発明は、下記のステップ：（ａ）固相膜およびそれと同一の広
がりを持つ不透明層とを含むナノポアアレイを提供するステップであって、前記ナノポア
アレイが複数のアパーチャーを含み、第１のチャンバーと第２のチャンバーとを分離し、
各アパーチャーが第１のチャンバーと第２のチャンバーとの間の流体連通を提供し、シグ
ナル発生領域を有し、不透明層が、光がナノポアアレイを通過することを実質的に防止す
るステップと；（ｂ）アパーチャーを通して第１のチャンバーから第２のチャンバーにポ
リマーを通過させるステップであって、各ポリマーが、それに取着された、ポリマーの特
性を示す少なくとも第１の波長を有する光学シグナルを発生させることができる１つまた
は複数の光学標識を有するステップと；（ｃ）第２の波長を有する励起ビームで、ポリマ
ーの光学標識を、それらがアパーチャーのシグナル発生領域を通過する際に励起するステ
ップであって、検出領域における光学標識が、その第１の波長が第２の波長と異なる光学
シグナルを発生するステップと；（ｄ）シグナル発生領域における光学標識からの光学シ
グナルを検出するステップであってポリマーの特性を決定するステップとを含む、ポリヌ
クレオチドなどのポリマーの特性を決定する方法を対象とする。
【０００７】
　一部の実施形態では、本発明は、下記のステップ：（ａ）第１の側面、第２の側面、お
よびそれらを通る複数のアパーチャーを有する固相膜を含むナノポアアレイを提供するス
テップであって、固相膜が第１のチャンバーと第２のチャンバーを分離し、それにより各
アパーチャーが第１のチャンバーと第２のチャンバーとの間の流体連通を提供し、固相膜
の第１の側面がその上に不透明なコーティングを有し、各アパーチャーが第１の側面の不
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透明コーティングから第２の側面に向けて延在する検出領域を有するステップと；（ｂ）
アパーチャーを通して第１のチャンバーから第２のチャンバーにポリマーを通過させるス
テップであって、各ポリマーが、それに取着された、ポリマーの特性を示す少なくとも第
１の波長を有するシグナルを発生させることができる１つまたは複数の光学標識を有する
ステップと；（ｃ）第２の波長を有する励起ビームでアパーチャーの検出領域における光
学標識を固相膜の第２の側面から照明し、それにより検出領域における光学標識がその第
１の波長が第２の波長と異なるシグナルを発生するステップと；（ｄ）検出領域における
光学標識からのシグナルを検出するステップであってポリマーの特性を決定するステップ
とを含む、ポリマーの特性を決定する方法を対象とする。
【０００８】
　別の実施形態では、本発明は、ステップ：（ａ）第１の側面、第２の側面、およびそれ
らを通る複数のアパーチャーを有する固相膜を含むナノポアアレイを提供するステップで
あって、固相膜が第１のチャンバーと第２のチャンバーを分離し、それにより各アパーチ
ャーが第１のチャンバーと第２のチャンバーとの間の流体連通を提供し、固相膜の第２の
側面がその上に不透明なコーティングを有し、各アパーチャーが第２の側面の不透明コー
ティングから第２のチャンバー内に延在する検出領域を有するステップと；（ｂ）アパー
チャーを通して第１のチャンバーから第２のチャンバーにポリマーを通過させるステップ
であって、各ポリマーが、それに取着された、ポリマーの特性を示す少なくとも第１の波
長を有するシグナルを発生させることができる１つまたは複数の光学標識を有するステッ
プと；（ｃ）第２の波長を有する励起ビームでアパーチャーの検出領域における光学標識
を固相膜の第２の側面から照明し、それにより検出領域における光学標識がその第１の波
長が第２の波長と異なるシグナルを発生するステップと；（ｄ）検出領域における光学標
識からのシグナルを検出するステップであってポリマーの特性を決定するステップとを含
む、ポリマーの特性を決定する方法を対象とする。
【０００９】
　さらに別の実施形態では、本発明は、下記のステップ：（ａ）固相膜およびそれと同一
の広がりを持つ不透明層とを含むナノポアアレイを提供するステップであって、ナノポア
アレイが複数のアパーチャーを含み、第１のチャンバーと第２のチャンバーとを分離し、
各アパーチャーが第１のチャンバーと第２のチャンバーとの間の流体連通を提供し、シグ
ナル発生領域を有し、不透明層が、光がナノポアアレイを通過することを実質的に防止す
るステップと；（ｂ）アパーチャーを通して第１のチャンバーから第２のチャンバーにポ
リヌクレオチドを通過させるステップであって、ポリヌクレオチドの異なる種類のヌクレ
オチドが、区別できる蛍光シグナルを発生する異なる蛍光標識で標識されており、アパー
チャーのそれぞれがポリヌクレオチドのヌクレオチドを拘束して、シグナル発生領域を一
列で通過させるステップと；（ｃ）励起ビームで、ポリヌクレオチドの前記蛍光標識を、
それらがアパーチャーのシグナル発生領域を通過する際に励起するステップと；（ｄ）シ
グナル発生領域における蛍光標識からの蛍光シグナルを検出するステップであってポリマ
ーの特性を決定するステップと；（ｅ）各アパーチャーのシグナル発生領域において検出
された蛍光シグナルからヌクレオチドの配列を決定するステップとを含む、ポリヌクレオ
チドの配列を決定する方法を対象とする。
【００１０】
　本発明は光学に基づくナノポア解析において直接照明システムによって生じる光学的ノ
イズの問題を有利に克服する。本発明のこれらおよび他の利点は、いくつかの実現例およ
び適用例で例示され、それらのいくつかを、以下に、また本明細書の全体を通して要約さ
れる。
　本発明の実施形態において、例えば以下の項目が提供される。
（項目１）
　ポリマーの特性を決定する方法であって、
　固相膜およびそれと同一の広がりを持つ不透明層とを含むナノポアアレイを提供するス
テップであって、前記ナノポアアレイが複数のアパーチャーを含み、第１のチャンバーと



(5) JP 6967006 B2 2021.11.17

10

20

30

40

50

第２のチャンバーとを分離し、各アパーチャーが前記第１のチャンバーと前記第２のチャ
ンバーとの間の流体連通を提供し、シグナル発生領域を有し、前記不透明層が、光が前記
ナノポアアレイを通過することを実質的に防止するステップと；
　前記アパーチャーを通して前記第１のチャンバーから前記第２のチャンバーにポリマー
を通過させるステップであって、各ポリマーが、それに取着された、前記ポリマーの特性
を示す少なくとも第１の波長を有する光学シグナルを発生させることができる１つまたは
複数の光学標識を有するステップと；
　第２の波長を有する励起ビームで、前記ポリマーの前記光学標識を、それらが前記アパ
ーチャーの前記シグナル発生領域を通過する際に励起するステップであって、前記検出領
域における前記光学標識が、その第１の波長が前記第２の波長と異なる光学シグナルを発
生するステップと；
　前記シグナル発生領域における前記光学標識からの光学シグナルを検出するステップで
あって前記ポリマーの特性を決定するステップと
を含む方法。
（項目２）
　前記不透明層が金属層である、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記金属層がＡｌ、Ａｕ、ＡｇおよびＣｕからなる群から選択される金属を含む、項目
２に記載の方法。
（項目４）
　前記ポリマーがポリヌクレオチドであり、前記特性がそのヌクレオチド配列である、項
目１に記載の方法。
（項目５）
　前記光学標識が蛍光標識であり、前記光学シグナルが蛍光シグナルである、項目４に記
載の方法。
（項目６）
　前記アパーチャーのそれぞれの前記シグナル発生領域が、前記第２のチャンバーに最も
近い前記不透明層の表面から前記第２のチャンバーに延在する、項目５に記載の方法。
（項目７）
　前記ポリヌクレオチドの異なる種類のヌクレオチドが、区別できる蛍光シグナルを発生
する異なる蛍光標識で標識されており、前記アパーチャーのそれぞれがポリヌクレオチド
のヌクレオチドを拘束して、前記シグナル発生領域を一列で通過させる、項目６に記載の
方法。
（項目８）
　前記シグナル発生領域の外側の励起された蛍光標識からの前記蛍光シグナルを、非蛍光
消光剤を使用して消光するステップをさらに含む、項目７に記載の方法。
（項目９）
　前記消光剤が前記ポリヌクレオチドに結合する、項目８に記載の方法。
（項目１０）
　前記消光剤が前記第２のチャンバーに配置される、項目９に記載の方法。
（項目１１）
　前記シグナル発生領域の外側の励起された蛍光標識からの前記蛍光シグナルを、相互に
自己消光性であるように前記蛍光標識を選択することによって消光するステップをさらに
含む、項目５に記載の方法。
（項目１２）
　前記励起ビームが前記第２のチャンバーを通して前記ナノポアアレイに向けられ、それ
により前記不透明層が前記第１のチャンバーにおける光学標識の励起を実質的に防止する
、項目１に記載の方法。
（項目１３）
　前記ナノポアアレイの前記アパーチャーのそれぞれが、その中に固定化されたタンパク



(6) JP 6967006 B2 2021.11.17

10

20

30

40

50

質ナノポアを含む、項目１に記載の方法。
（項目１４）
　前記光学標識がアクセプター標識であり、前記励起ビームが前記アパーチャーのそれぞ
れにおいて、アクセプター標識をそれらが前記シグナル発生領域を通過する際に励起する
ドナー標識を励起する、項目１に記載の方法。
（項目１５）
　ポリヌクレオチドの配列を決定する方法であって、
　固相膜およびそれと同一の広がりを持つ不透明層とを含むナノポアアレイを提供するス
テップであって、前記ナノポアアレイが複数のアパーチャーを含み、第１のチャンバーと
第２のチャンバーとを分離し、各アパーチャーが前記第１のチャンバーと前記第２のチャ
ンバーとの間の流体連通を提供し、シグナル発生領域を有し、前記不透明層が、光が前記
ナノポアアレイを通過することを実質的に防止するステップと；
　前記アパーチャーを通して前記第１のチャンバーから前記第２のチャンバーにポリヌク
レオチドを通過させるステップであって、前記ポリヌクレオチドの異なる種類のヌクレオ
チドが、区別できる蛍光シグナルを発生する異なる蛍光標識で標識されており、前記アパ
ーチャーのそれぞれがポリヌクレオチドのヌクレオチドを拘束して、前記シグナル発生領
域を一列で通過させるステップと；
　励起ビームで、前記ポリヌクレオチドの前記蛍光標識を、それらが前記アパーチャーの
前記シグナル発生領域を通過する際に励起するステップと；
　前記シグナル発生領域における前記蛍光標識からの蛍光シグナルを検出するステップで
あって前記ポリマーの特性を決定するステップと；
　各アパーチャーの前記シグナル発生領域において検出された前記蛍光シグナルからヌク
レオチドの配列を決定するステップと
を含む方法。
（項目１６）
　前記不透明層が金属層である、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
　前記金属層がアルミニウム層または金層を含む、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
　前記アパーチャーのそれぞれの前記シグナル発生領域が、前記第２のチャンバーに最も
近い前記金属層の表面から前記第２のチャンバーに延在する、項目１６に記載の方法。
（項目１９）
　前記励起ビームが前記第２のチャンバーを通して前記ナノポアアレイに向けられ、それ
により前記金属層が前記第１のチャンバーにおける光学標識の励起を実質的に防止する、
項目１６に記載の方法。
（項目２０）
　前記シグナル発生領域の外側の励起された蛍光標識からの前記蛍光シグナルを、非蛍光
消光剤を使用して消光するステップをさらに含む、項目１６に記載の方法。
（項目２１）
　前記消光剤が前記ポリヌクレオチドに結合する、項目２０に記載の方法。
（項目２２）
　前記消光剤が前記第２のチャンバーに配置される、項目２１に記載の方法。
（項目２３）
　前記シグナル発生領域の外側の励起された蛍光標識からの前記蛍光シグナルを、相互に
自己消光性であるように前記蛍光標識を選択することによって消光するステップをさらに
含む、項目１６に記載の方法。
（項目２４）
　励起および検出する前記ステップが落射照明システムとともに実施される、項目１６に
記載の方法。
（項目２５）
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　前記ナノポアアレイの前記アパーチャーのそれぞれが、その中に固定化されたタンパク
質ナノポアを含む、項目１６に記載の方法。
（項目２６）
　前記タンパク質ナノポアのそれぞれが、前記アパーチャーを横断して配置された脂質二
重層に固定化される、項目２５に記載の方法。
（項目２７）
　前記蛍光標識がアクセプター標識であり、前記励起ビームが前記アパーチャーのそれぞ
れにおいてドナー標識を励起し、前記ドナー標識が、前記アクセプター標識を、それらが
前記シグナル発生領域を通過する際に励起する、項目１６に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１Ａ】図１Ａ～１Ｈは、特定の実施形態における本発明の要素を示す。
【図１Ｂ】図１Ａ～１Ｈは、特定の実施形態における本発明の要素を示す。
【図１Ｃ】図１Ａ～１Ｈは、特定の実施形態における本発明の要素を示す。
【図１ＤＥ】図１Ａ～１Ｈは、特定の実施形態における本発明の要素を示す。
【図１Ｆ】図１Ａ～１Ｈは、特定の実施形態における本発明の要素を示す。
【図１Ｇ】図１Ａ～１Ｈは、特定の実施形態における本発明の要素を示す。
【図１Ｈ】図１Ａ～１Ｈは、特定の実施形態における本発明の要素を示す。
【００１２】
【図２】図２Ａ～２Ｂは、不透明層として多孔質層を用いる実施形態を示す。
【００１３】
【図３】図３は、共焦点落射照明システムの基本的な構成要素を示す。
【００１４】
【図４Ａ】図４Ａ～４Ｃは、不透明層を有するナノポアアレイの、消光を使用する光学に
基づくナノポア配列決定の方法への適用を示す。
【図４Ｂ】図４Ａ～４Ｃは、不透明層を有するナノポアアレイの、消光を使用する光学に
基づくナノポア配列決定の方法への適用を示す。
【図４Ｃ】図４Ａ～４Ｃは、不透明層を有するナノポアアレイの、消光を使用する光学に
基づくナノポア配列決定の方法への適用を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、様々な修正および代替形態を受け得るが、それらの詳細を図面に例として示
しており、これより詳細に記述する。しかし、本発明を、記述される特定の実施形態に限
定しようとするものではないことを理解すべきである。それどころか、本発明の精神およ
び範囲内に入る全ての修正例、均等物、および代替例を包含するものである。例えば、本
発明の特定のナノポアのタイプおよび数、特定の標識、ＦＲＥＴ対、検出スキーム、製作
手法は、例示の目的で示される。しかし本開示は、その他のタイプのナノポア、ナノポア
のアレイ、およびその他の製作技術を利用して本明細書で論ずるシステムの様々な態様を
実現することができるので、この点に限定するものではないことを理解すべきである。本
発明の態様に関する指針は、その関連ある部分が参照により本明細書に組み込まれる、例
えば、Ｃａｏ，Ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ＆Ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ（Ｉｍｐｅ
ｒｉａｌ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　Ｐｒｅｓｓ，２００４）；Ｌｅｖｉｎｓｏｎ，Ｐｒｉｎｃｉ
ｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（ＳＰＩＥ　
Ｐｒｅｓｓ，２００５）；Ｄｏｅｒｉｎｇ　ａｎｄ　Ｎｉｓｈｉ，　Ｅｄｉｔｏｒｓ，Ｈ
ａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，２００７）
；Ｓａｗｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｆｏｒ　Ｃｈｅｍｉ
ｓｔｓ，２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，１９９５）
；Ｂａｒｄ　ａｎｄ　Ｆａｕｌｋｎｅｒ，Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏ
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ｄｓ：Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，２ｎｄ　ｅｄｉ
ｔｉｏｎ（Ｗｉｌｅｙ，２０００）；Ｌａｋｏｗｉｃｚ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｓｐ
ｒｉｎｇｅｒ，２００６）；Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，２００
８）；などを含む、当業者に周知の多くの入手可能な参考文献および論文に見出される。
【００１６】
　本発明は、１つまたは複数の光遮蔽層、即ち１つまたは複数の不透明層を有するナノポ
アアレイを含む、核酸などの分子の光学に基づくナノポア解析のための方法およびデバイ
スを対象とする。典型的には、ナノポアアレイはケイ素、窒化ケイ素、酸化ケイ素、酸化
アルミニウムなどの材料の薄いシートとして製造され、これらは特に使用される厚み、例
えば５０～１００ｎｍ未満で容易に光を透過する。分析物の電気的検出にはこれは問題で
はない。しかし、ナノポアを通過する標識された分子の光学に基づく検出においては、ア
レイを通して透過される光は意図された反応部位、即ちシグナル発生領域の外側の材料を
常に励起し、それにより、例えば非特異的バックグラウンド蛍光、ナノポアにまだ入って
いない分子の標識からの蛍光などの光学的ノイズを発生させる。一態様では、本発明は、
励起ビームからの光を反射および／または吸収する１つまたは複数の光遮蔽層を有するナ
ノポアアレイを提供し、それによりアレイのナノポアに付随する意図された反応部位にお
いて発生する光学シグナルへのバックグラウンドノイズを低減することによって、この問
題に対処する。一部の実施形態では、意図された反応部位（より完全に以下に記述する検
出ゾーンまたはシグナル発生ゾーンなど）における光学標識が直接照明によって励起され
ることがこれによって可能になる。一部の実施形態では、不透明層は金属層であってもよ
い。そのような金属層はＳｎ、Ａｌ、Ｖ、Ｔｉ、Ｎｉ、Ｍｏ、Ｔａ、Ｗ、Ａｕ、Ａｇまた
はＣｕを含んでよい。一部の実施形態では、そのような金属層はＡｌ、Ａｕ、Ａｇまたは
Ｃｕを含んでよい。さらに他の実施形態では、そのような金属層はアルミニウムもしくは
金を含んでよく、またはアルミニウムのみを含んでもよい。不透明層の厚みは広く変化し
てもよく、層を構成する材料の物理的および化学的特性による。一部の実施形態では、不
透明層の厚みは少なくとも５ｎｍ、または少なくとも１０ｎｍ、または少なくとも４０ｎ
ｍであってもよい。他の実施形態では、不透明層の厚みは５～１００ｎｍの範囲であって
もよく、他の実施形態では、不透明層の厚みは１０～８０ｎｍの範囲であってもよい。不
透明層は励起ビームからの光を１００パーセント遮蔽する（即ち反射しまたは吸収する）
必要はない。一部の実施形態では、不透明層は励起ビームからの入射光を少なくとも１０
パーセント遮蔽してもよく、他の実施形態では、不透明層は励起ビームからの入射光を少
なくとも５０パーセント遮蔽してもよい。
【００１７】
　図１Ａは特定の実施形態のための本発明の上記の態様を示す。固体状態（ｓｏｌｉｄ－
ｓｔａｔｅ）の膜（１００）は第１の側面（１０４）に不透明コーティング（１０２）を
有して、第１のチャンバー（１１２）に面する表面（１０５）および第２のチャンバー（
１１４）に面する第２の側面（１０６）を有する積層膜（１０１）を形成している。積層
膜（１０１）は第１のチャンバー（１１２）を第２のチャンバー（１１４）から分離し、
それぞれが第１のチャンバー（１１２）と第２のチャンバー（１１４）との間の流体連通
を提供するアパーチャー（１１０）のアレイを含む。アパーチャー（１１０）は固体状態
または合成のナノポアであってもよく、直接使用しても、それを通して通過が起こるタン
パク質ナノポアを固定化するために使用してもよい。一般に、アパーチャーは励起ビーム
の波長より小さい直径または断面寸法を有し、それによりそのようなビームからの光はア
パーチャーを通して透過されない。一部の実施形態では、アパーチャーは１００ｎｍまた
はそれ未満の直径を有する。一部の実施形態では、円形アパーチャーの直径は励起ビーム
の波長の０．５８６倍またはそれ未満である。
【００１８】
　前述の段落の一部の実施形態では、本発明の方法は、下記のステップ：（ａ）第１の側
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面、第２の側面、およびそれらを通る複数のアパーチャーを有する固相膜を含むナノポア
アレイを提供するステップであって、固相膜が第１のチャンバーと第２のチャンバーを分
離し、それにより各アパーチャーが第１のチャンバーと第２のチャンバーとの間の流体連
通を提供し、固相膜の第１の側面がその上に不透明なコーティングを有し、各アパーチャ
ーが第１の側面の不透明コーティングから第２の側面に向けて延在する検出領域を有する
ステップと；（ｂ）アパーチャーを通して第１のチャンバーから第２のチャンバーにポリ
マーを通過させるステップであって、各ポリマーが、それに取着された、ポリマーの特性
を示す少なくとも第１の波長を有するシグナルを発生させることができる１つまたは複数
の光学標識を有するステップと；（ｃ）第２の波長を有する励起ビームでアパーチャーの
検出領域における光学標識を固相膜の第２の側面から照明し、それにより検出領域におけ
る光学標識がその第１の波長が第２の波長と異なるシグナルを発生するステップと；（ｄ
）検出領域における光学標識からのシグナルを検出するステップであってポリマーの特性
を決定するステップとによって実施され得る。
【００１９】
　別の実施形態では、図１Ｃに例示されるように、本発明の方法は、以下のステップ：（
ａ）第１の側面、第２の側面、およびそれらを通る複数のアパーチャーを有する固相膜を
含むナノポアアレイを提供するステップであって、固相膜が第１のチャンバーと第２のチ
ャンバーを分離し、それにより各アパーチャーが第１のチャンバーと第２のチャンバーと
の間の流体連通を提供し、固相膜の第２の側面がその上に不透明なコーティングを有し、
各アパーチャーが第２の側面の不透明コーティングから第２のチャンバー内に延在する検
出領域を有するステップと；（ｂ）アパーチャーを通して第１のチャンバーから第２のチ
ャンバーにポリマーを通過させるステップであって、各ポリマーが、それに取着された、
ポリマーの特性を示す少なくとも第１の波長を有するシグナルを発生させることができる
１つまたは複数の光学標識を有するステップと；（ｃ）第２の波長を有する励起ビームで
アパーチャーの検出領域における光学標識を固相膜の第２の側面から照明し、それにより
検出領域における光学標識がその第１の波長が第２の波長と異なるシグナルを発生するス
テップと；（ｄ）検出領域における光学標識からのシグナルを検出するステップであって
ポリマーの特性を決定するステップとによって実施され得る。
【００２０】
　一部の実施形態では、不透明コーティングまたは不透明層が金属の場合は常に、最近傍
ナノポア距離と励起ビーム波長は、ナノポアアレイを通るプラスモン介在異常透過が最小
になるように選択される。そのような選択の指針は、参考として援用される以下の引用文
献に開示される：Ｅｂｂｅｓｅｎら、Ｎａｔｕｒｅ，　３９１：　６６７－６６９（１９
９８）；Ｅｂｂｅｓｅｎら、米国特許第５９７３３１６号；同第６０４０９３６号；同第
６２３６０３３号；同第６８５６７１５号；同第７０５７１５１号；同第７２４８７５６
号；同第８１７４６９６号；Ｇｕｒら、Ｏｐｔｉｃｓ　Ｃｏｍｍ．，　２８４：　３５０
９－３５１７（２０１１）；Ｇｈａｅｍｉら、Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｂ，　
５８：　６７７９－６７８２（１９９８）；Ｐａｃｉｆｉｃｉら、Ｏｐｔｉｃｓ　Ｅｘｐ
ｒｅｓｓ，　１６（１２）：９２２２－９２３８（２００８）；など。一部の実施形態で
は、最近傍ナノポア距離（例えばナノポアのランダム（例えばＰｏｉｓｓｏｎ分布）アレ
イにおいて予期される最近傍ナノポア距離）は、例えば光学標識を励起するための励起波
長とほぼ等しくなるように選択される。
【００２１】
　一部の実施形態では、シグナル発生領域（１１６）（または等価な意図された反応部位
）はそれぞれ、ナノポアの内部および第２の側面（１０６）上のナノポアの出口のすぐ隣
りに隣接する領域を含み、そのような領域は他のナノポアの等価な領域とは重ならない。
一部の実施形態では、標識された核酸分子などの標識された分子が第１のチャンバー（１
１２）に装荷され、またはその中に配置され、直接または挿入されたタンパク質ナノポア
を介してのいずれかで、積層膜（１０１）のアパーチャーを通して第１のチャンバー（１
１２）から第２のチャンバー（１１４）へ通過する。標識された分子がアパーチャー（１
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１０）を通過し、そして／またはアパーチャー（１１０）を出るとともに、これらの分子
は励起ビーム（１１８）によって直接照明され得る。励起ビーム（１１８）は標識された
分子を直接励起するか、または標識された分子をＦＲＥＴ相互作用を介して間接的に励起
するように選択され、または構成され得る。一部の実施形態（図１Ｂ）では、シグナル発
生領域（１２０）（または等価な意図された反応部位）はそれぞれ、第１の側面（１０４
）から第２の側面（１０６）までのナノポアの内部および第２の側面（１０６）上のナノ
ポアの出口のすぐ隣りに隣接する領域を含み、そのような領域は他のアパーチャー（また
はナノポア）の等価な領域とは重ならない。さらに他の実施形態では、シグナル発生領域
（または意図された反応部位）はそれぞれ、第１のチャンバーのその入口から第２のチャ
ンバーのその出口までのナノポアの内部およびナノポアの入口と出口のすぐ隣りに隣接す
る領域を含み、そのような領域は他のアパーチャーの等価な領域とは重ならない。
【００２２】
　上述のように、本発明の積層膜のアパーチャーは、直接ナノポアとして用いてもよく、
１つまたは複数のタンパク質ナノポアを保持または固定化するために使用してもよい。後
者の型の一部の実施形態では、１つまたは複数のタンパク質ナノポアを、不透明層の表面
（例えば図１Ａ、１Ｂ、または１Ｅの１０５）上、または積層膜の第２の側面（例えば図
１Ｄの１０６）の表面上のいずれかに配置された脂質二重層の中に埋め込んでもよい。図
１Ｄおよび１Ｅには、脂質二重層（１２６）（これは図１Ｄの表面（１０６）および図１
Ｅの表面（１０５）の上に示されている）とともに不透明層またはコーティング（１０２
）、固体状態の膜（１００）、アパーチャー（１１０）を有する積層膜（１０１）の断面
が示されている。示された特定の実施形態では、標識（１２４）（例えば量子ドット、金
属ナノ粒子などのドナー標識、またはＦＲＥＴシグナルを発生させるための他の蛍光ナノ
粒子）が取着されたタンパク質ナノポア（１２２）が脂質二重層（１２６）の中に挿入さ
れてが示されているが、他で注記するように、本発明はＦＲＥＴシグナルの発生のための
標識を有しない構成のタンパク質ナノポアを包含する。標識（１２４）に隣接する（即ち
標識（１２４）のＦＲＥＴ距離内に）シグナル発生領域を有する図１Ｄの一部の実施形態
は、シグナル発生領域が第１の側面（１０４）から第２の側面（１０６）のアパーチャー
またはナノポアの出口に近接したスペースまで延在する図１Ｂに示す構成に対応している
。同様に、これも標識（１２４）に隣接する（例えば標識（１２４）のＦＲＥＴ距離内に
）シグナル発生領域を有する図１Ｅの一部の実施形態は、シグナル発生領域が表面（１０
５）から第２の側面（１０６）のアパーチャーまたはナノポアの出口に近接したスペース
まで延在する図１Ａに示す構成に対応している。
【００２３】
　図１Ａ～１Ｅに示すような一部の実施形態では、金属層を安定化させるために、積層膜
は酸化ケイ素コーティングなどの酸化物コーティングなどの不動化コーティングをさらに
含んでよい。例えば、物理的または化学的堆積手法を使用して金属などの不透明材料で窒
化ケイ素膜をコーティングして積層膜を形成させ、その後で集束電子またはイオンビーム
を使用してアパーチャーをエッチングまたは穿孔して積層膜にアパーチャーのアレイを形
成させてもよい。次いでそのようなアレイを、再び化学的配置または蒸着手法を使用して
酸化ケイ素などの保護層でさらにコーティングしてもよい。
【００２４】
　一部の実施形態では、本発明は、下記のステップ：（ａ）第１の側面、第２の側面、お
よびそれらを通る複数のアパーチャーを有する固相膜を含むナノポアアレイを提供するス
テップであって、固相膜が第１のチャンバーと第２のチャンバーを分離し、それにより各
アパーチャーが第１のチャンバーと第２のチャンバーとの間の流体連通を提供し、固相膜
の第１の側面がその上に不透明なコーティングを有し、各アパーチャーが第１の側面の不
透明コーティングから第２の側面に向けて延在する検出領域を有するステップと；（ｂ）
アパーチャーを通して第１のチャンバーから第２のチャンバーにポリマーを通過させるス
テップであって、各ポリマーが、それに取着された、ポリマーの特性を示す少なくとも第
１の波長を有するシグナルを発生させることができる１つまたは複数の光学標識を有する
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ステップと；（ｃ）少なくとも第２の波長を含む励起ビームでアパーチャーの検出領域に
おける光学標識を固相膜の第２の側面から照明し、それにより検出領域における光学標識
がその第１の波長が第２の波長と異なるシグナルを発生するステップと；（ｄ）検出領域
における光学標識からのシグナルを検出するステップであってポリマーの特性を決定する
ステップとによって、核酸およびタンパク質を含む生物学的ポリマーなどのポリマーを特
性決定するための方法を含み得る。一部の実施形態では、ポリマーはポリヌクレオチドま
たはタンパク質であってもよい。さらに他の実施形態では、ポリマーはポリヌクレオチド
であってもよい。さらなる実施形態では、ポリヌクレオチドは一本鎖核酸であってもよい
。一部の実施形態では、解析または決定されるポリマーの特性はヌクレオチド配列などの
ポリマーのモノマー配列である。一部の実施形態では、ポリマー上の光学標識は、参照に
より本明細書に組み込まれる米国特許ならびに特許および国際公開：第８，７７１，４９
１号；第２０１３／０２０３０５０号；またはＷＯ２０１４／１９０３２２に記載されて
いるようなＦＲＥＴ標識である。一部の実施形態では、アパーチャーはタンパク質ナノポ
アを含む。簡単に言うと、一部の実施形態ではＦＲＥＴ標識は各シグナル発生領域に少な
くとも１つのＦＲＥＴドナー標識および少なくとも１つのＦＲＥＴアクセプター標識を含
み、励起ビームはＦＲＥＴドナー標識を励起し、これが次にドナー標識のＦＲＥＴ距離内
にあるＦＲＥＴアクセプター標識にエネルギーを伝達し、これが次に光学シグナルを放出
する。典型的には、励起ビームは第２の波長を含み、光学シグナルは第２の波長とは異な
る第１の波長を含み、例えば落射照明システムの使用が可能になる。一部の実施形態では
、検出領域は第１の側面の不透明コーティングから第２の側面に向けて延在し、アパーチ
ャーおよび／またはナノポアの出口のすぐ近くに隣接する膜外スペースを含む。一部の実
施形態では、そのような膜外スペースはナノポアまたはアパーチャーの出口から５０ｎｍ
を超えて延在しない。他の実施形態では、そのような膜外スペースはナノポアまたはアパ
ーチャーの出口から１０ｎｍを超えて延在しない。
【００２５】
　簡単に言うと、米国特許第８，７７１，４９１号に、より完全に記載されているように
、一部の実施形態では、アパーチャーおよび／またはナノポアは１つまたは複数のＦＲＥ
Ｔドナーで標識され、ポリマーはそれぞれＦＲＥＴアクセプターで標識されて、それによ
り少なくとも選択されたドナーおよびアクセプターがＦＲＥＴ対を形成し、即ちドナーの
発光スペクトルが少なくとも１つのアクセプターの吸光スペクトルと重なり、それにより
他の条件が合致すれば（例えばドナー励起、ドナーとアクセプターがＦＲＥＴ距離内に存
在する、ドナーとアクセプターが適正な相対的配向にあるなど）、ＦＲＥＴ相互作用が起
こり得る。ＦＲＥＴ相互作用においてはドナーの励起エネルギーが非放射的にアクセプタ
ーに伝達され、その後にアクセプターがドナーの励起エネルギーよりも低いエネルギーの
光学シグナルを放出する。ドナーは通常、レーザーによって発生するような光ビームを照
明することによって励起される。
【００２６】
　一部の実施形態では、参照により本明細書に組み込まれるHuberら、米国特許公開第２
０１３／０２０３０５０号に記載されているように、タンパク質ナノポアを脂質二重層な
しに、または僅か少量の脂質二重層とともに、固体状態の膜中に挿入してアレイを形成し
てもよい。そのようなタンパク質ナノポア／アパーチャー構成を図１Ｆに示す。この特定
の実施形態では、固体状態の膜（１００）および不透明層（１０２）を含む積層膜（１０
１）は、量子ドットなどの光学活性粒子であってもよいドナー（１２８）で標識された、
タンパク質ナノポア（１２２）がその中に固定化されたアパーチャー（１０７）を含む。
アクセプターで標識されたポリマー（１３０）がタンパク質ナノポア（１２２）のボアを
通過して出ていく際に、アクセプター標識はドナー（１２８）のＦＲＥＴ距離の中を通過
する。アパーチャー（１０７）の大きさは単一のタンパク質ナノポアを固定化できるよう
に作られている。励起ビーム（１３３）によってアパーチャー（１０７）を直接照明すれ
ば、ドナー（１２８）が励起され、タンパク質ナノポア（１２２）を通過している標識さ
れたポリマー（１３０）のアクセプターとのＦＲＥＴ相互作用に入ることが可能になる。
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一方、不透明層（１０２）は、ビーム（１３３）として不透明層（１０２）の反対側にあ
る標識されたポリマー（１３１）の上にあるアクセプターを照明するビーム（１３３）の
放射を減少させる。不透明層（１０２）は、ビーム（１３３）を吸収（１３５）および／
または反射（１３７）することによって、ビーム（１３３）からの放射を遮蔽する。
【００２７】
　図１Ｇにさらなる実施形態を示す。ここでは金属層などの不透明層（１０２）の表面が
第２のチャンバー（１１４）の境界を形成している。一部の実施形態では、固体状態のア
パーチャー（１４６）のアレイが従来のマイクロマシン手法を使用して製造され得る。例
えば、シリコン基板（１４０）に窒化ケイ素層などの非電導性の固体状態の膜（１００）
が例えば化学蒸着法などの手法で加えられる。一部の実施形態では、層（１００）は３０
～１００ｎｍの範囲である。層（１００）の上に、例えば化学蒸着法などの手法で金属層
などの不透明層（１０２）が加えられて三層シートが形成される。不透明層（１０２）に
フォトレジストの層を加えてもよく、これが除去された後にアパーチャーの位置にフォト
レジスト材料が現像され、不透明層（１０２）および固体状態の膜（１００）を通してエ
ッチングすることによってホールが形成されて、アパーチャー（１４６）の部分が形成さ
れる。シリコン層（１４０）を通して第２のエッチングが行なわれて、アレイ中に残りの
アパーチャー（１４６）が形成される。本発明の一実施形態によるナノポアセンシングデ
バイスは、ＦＲＥＴドナー標識（１２４）を有する少なくとも１つのタンパク質ナノポア
（１２２）がその中に挿入された不透明層（１０２）の表面（１４１）上に脂質二重層（
１２６）を堆積配置することによって構成することができる。第１のチャンバー（１１２
）の中に配置されると、例えば２つの異なる種類のモノマーのためのアクセプター標識（
１５１）および（１５２）を含む帯電し標識されたポリマー（１５０）は、各アクセプタ
ー標識（１５１または１５２）を拘束するタンパク質ナノポア（１２２）を通過して、ド
ナー標識（１２４）のＦＲＥＴ距離（１４２）内に来ることができる。ドナー標識（１２
４）はビーム（１３３）によって励起され、ＦＲＥＴ距離（１４２）内にあるアクセプタ
ー標識に励起エネルギーを伝達し、これが次に標識が取着されたモノマーを示すＦＲＥＴ
シグナル（１４４）を放出する。
【００２８】
　さらに他の実施形態では、図１Ｈに示すように、脂質二重層（１２６）が層（１００）
の表面（１０４）上に配置され、それにより励起ビーム（１３３）が向けられる側面に対
向する積層膜（１０１）の側面にタンパク質ナノポア（１２２）が挿入される。
【００２９】
　一部の実施形態では不透明層は不透明な多孔質層を含んでもよく、これは一部の実施形
態では、図２Ａおよび２Ｂに示すように、不透明なナノ多孔質層であってもよい。そのよ
うな実施形態では、積層膜（１０１）は、固体状態の膜（２００）と、アパーチャー（２
０４）の層を横断する間接的なおよび／またはヘビ状の通路を提供するナノメーターサイ
ズの孔を有する不透明材料を含むナノ多孔質層（２０２）とを含む。図２Ｂは、固体状態
の膜（２００）の第２の側面（２１６）に配置された脂質二重層（２０６）の中に挿入さ
れた、標識されたタンパク質ナノポア（２１０）を含む実施形態を示す。図１Ａ～１Ｈの
実施形態と同様に、ナノ多孔質層（２０２）は固体状態の膜（２００）の第２の側面（２
１６）に向けられた放射がナノ多孔質層（２０２）の他の側面上の標識されたポリマーま
たは他の材料に到達することを遮蔽または低減し、それによりタンパク質ナノポア（２１
０）の出口における検出事象からの光学シグナルにおける望ましくないノイズの発生を低
減する。
【００３０】
　上述のように、一部の実施形態では、ポリマー分析物上の標識またはナノポア上のドナ
ーを直接照明するために、励起ビームの送達と光学シグナルの収集が単一の対物レンズを
通して起こる落射照明システムが使用される。本発明で使用する共焦点落射照明システム
の基本的構成要素を図３に示す。励起ビーム（３０２）は二色性ミラー（３０４）を通っ
て対物レンズ（３０６）に向かって通過し、対物レンズ（３０６）は励起ビーム（３０２
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）を積層膜（３００）に集中させ（３１０）、その中で標識が直接励起されて蛍光シグナ
ルなどの光学シグナルを放出するか、またはＦＲＥＴ相互作用を介して間接的に励起され
て光学シグナルを放出する。そのような光学シグナルは対物レンズ（３０６）によって収
集され、励起ビーム（３０２）の光は通過させるが光学シグナル（３１１）の光は反射す
るように選択された二色性ミラー（３０４）に向けられる。反射された光学シグナル（３
１１）は、光学シグナル（３１１）をピンホール（３１６）を通して検出器（３１８）に
集中させるレンズ（３１４）を通過する。
【００３１】
　一部の実施形態では、一本鎖核酸を含むポリマーのための上記の方法を実施するための
デバイスは、典型的には積層膜とナノポアを横断する電場を確立するための一組の電極を
含む。一本鎖核酸は、チャンバー内に陰極を配置することによって積層膜の「シス」側と
して構成された第１のチャンバー内の電解質の中に配置することによってナノポアに曝さ
れる。電場を印加すると、陰荷電を有する一本鎖核酸はナノポアに捕捉され、チャンバー
内に陽極を配置することによって膜の「トランス」側として構成された積層膜の他の側の
第２のチャンバーに通過する。通過速度は、第１および第２のチャンバー内の電解質のイ
オン強度ならびにナノポアを横断して印加された電圧に部分的に依存する。光学に基づく
検出においては、通過速度は、例えば異なる電圧でナノポアあたりに予想される異なる速
度でシグナルを発生する標識された一本鎖核酸の所定の標準を使用する予備的較正測定に
よって選択され得る。したがって、ＤＮＡ配列決定用途には、通過速度はそのような較正
測定からのシグナル速度に基づいて選択され得る。したがって、そのような測定から、例
えばナノポアのアレイにわたって信頼できるヌクレオチドの識別が可能になるか最大であ
る電圧が選択され得る。一部の実施形態では、そのような較正は（所定の標準配列の代わ
りに、またはそれに加えて）分析されるテンプレートの試料からの核酸を使用して行なう
ことができる。一部の実施形態では、そのような較正は配列決定ランの間にリアルタイム
で行なってもよく、印加する電圧は例えばヌクレオチド特異的シグナルの取得を最大にす
るためにそのような測定に基づいてリアルタイムで改変してもよい。
ナノポアおよびナノポアアレイ
【００３２】
　上述のように、本発明で使用するナノポアは固体状態のナノポア、タンパク質ナノポア
、またはタンパク質ナノポアもしくは有機ナノチューブ、例えば固体状態の膜もしくは同
様のフレームワークで構成された炭素もしくはグラフェンナノチューブを含むハイブリッ
ドナノポアであってもよい。ナノポアの重要な特徴には、ポリヌクレオチドなどのポリマ
ー分析物を拘束し、それによりそのモノマーが検出ゾーン（またはシグナル発生領域）を
順に通過する（即ちヌクレオチドが検出ゾーンを一度に一つずつ、または一列で通過する
）ことが含まれる。一部の実施形態では、ナノポアの追加的な特徴には、二本鎖核酸また
は等価の嵩高な分子を通過させずに一本鎖核酸を通過させることが含まれる。
【００３３】
　一部の実施形態では、本発明の方法およびデバイスと併せて使用されるナノポアは、平
面上に規則的に配置され得るナノポアのクラスターのアレイのような、アレイの形態で提
供される。一部の実施形態では、異なるクラスターのナノポアからの光学シグナルが、用
いられる光学検出システムによって区別可能であるように、クラスターはそれぞれ個別の
分解能限界区域内にあるが、同じクラスター内のナノポアからの光学シグナルは、用いら
れる光学検出システムによって、そのようなクラスター内の特定のナノポアに必ずしも割
り当てることができる必要はない。
【００３４】
　固体状態のナノポアは、窒化ケイ素（Ｓｉ３Ｎ４）および二酸化ケイ素（ＳｉＯ２）な
どを含むがこれらに限定されない様々な材料において製作されてもよい。ＤＮＡ配列決定
などの分析の適用例に関するナノポアの製作および動作は、参照により組み込まれる以下
の例示的な参考文献に開示されている：Ｌｉｎｇ，米国特許第７，６７８，５６２号；Ｈ
ｕ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第７，３９７，２３２号；Ｇｏｌｏｖｃｈｅｎｋｏ　ｅｔ　ａ
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ｌ，米国特許第６，４６４，８４２号；Ｃｈｕ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第５，７９８，０
４２号；Ｓａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第７，００１，７９２号；Ｓｕ　ｅｔ　ａｌ
，米国特許第７，７４４，８１６号；Ｃｈｕｒｃｈ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第５，７９５
，７８２号；Ｂａｙｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第６，４２６，２３１号；Ａｋｅｓｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第７，１８９，５０３号；Ｂａｙｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ，米国特
許第６，９１６，６６５号；Ａｋｅｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，米国特許第６，２６７，８７２
号；Ｍｅｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ，米国特許公開第２００９／００２９４７７号；Ｈｏｗｏ
ｒｋａ　ｅｔ　ａｌ，国際特許公開ＷＯ２００９／００７７４３；Ｂｒｏｗｎ　ｅｔ　ａ
ｌ，国際特許公開ＷＯ２０１１／０６７５５９；Ｍｅｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ，国際特許公
開ＷＯ２００９／０２０６８２；Ｐｏｌｏｎｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ，国際特許公開ＷＯ２０
０８／０９２７６０；Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｚａａｇ　ｅｔ　ａｌ，国際特許公開ＷＯ２０１
０／００７５３７；Ｙａｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｎｏ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，５（６）：１１２
９－１１３４（２００５）；Ｉｑｂａｌ　ｅｔ　ａｌ，ＮａｔｕｒｅＮａｎｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ，２：２４３－２４８（２００７）；Ｗａｎｕｎｕ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｎｏ　
Ｌｅｔｔｅｒｓ，７（６）：１５８０－１５８５（２００７）；Ｄｅｋｋｅｒ，　Ｎａｔ
ｕｒｅ　Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２：２０９－２１５（２００７）；Ｓｔｏｒｍ
　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ，２：５３７－５４０（２００３）；
Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ，Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２９（１３）：２７５４－２７５
９（２００８）；Ｎａｋａｎｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２３：
２５９２－２６０１（２００２）；Ｚｈｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｉｃｒｏｍｅｃｈ．Ｍｉ
ｃｒｏｅｎｇ．，１７：３０４－３１３（２００７）；Ｈｅｎｒｉｑｕｅｚ　ｅｔ　ａｌ
，Ｔｈｅ　Ａｎａｌｙｓｔ，１２９：４７８－４８２（２００４）；Ｊａｇｔｉａｎｉ　
ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｉｃｒｏｍｅｃｈ．Ｍｉｃｒｏｅｎｇ．，１６：１５３０－１５３９
（２００６）；Ｎａｋａｎｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｏｎｄｅｎｓ．Ｍａｔｔｅ
ｒ，１５　Ｒ１３６５－Ｒ１３９３（２００３）；ＤｅＢｌｏｉｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｒｅｖ
．Ｓｃｉ．Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，４１（７）：９０９－９１６（１９７０）；Ｃｌａ
ｒｋｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，４（４）：２６５
－２７０（２００９）；Ｂａｙｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ，米国特許公開第２００３／０２１５
８８１号；など。
【００３５】
　一部の実施形態では、本発明は、１つまたは複数の光遮蔽層、即ち１つまたは複数の不
透明層を有するナノポアアレイを含む。典型的には、ナノポアアレイはケイ素、窒化ケイ
素、酸化ケイ素、酸化アルミニウムなどの材料の薄いシートとして製造され、これらは特
に使用される厚み、例えば５０～１００ｎｍ未満で容易に光を透過する。分析物の電気的
検出にはこれは問題ではない。しかし、ナノポアを通過する標識された分子の光学に基づ
く検出においては、アレイを通して透過される光は意図された反応部位の外側の材料を常
に励起し、それにより、例えば非特異的バックグラウンド蛍光、ナノポアにまだ入ってい
ない分子の標識からの蛍光などの光学的ノイズを発生させる。一態様では、本発明は、励
起ビームからの光を反射および／または吸収する１つまたは複数の光遮蔽層を有するナノ
ポアアレイを提供し、それによりアレイのナノポアに付随する意図された反応部位におい
て発生する光学シグナルへのバックグラウンドノイズを低減することによって、この問題
に対処する。一部の実施形態では、意図された反応部位における光学標識が直接照明によ
って励起されることがこれによって可能になる。一部の実施形態では、不透明層は金属層
であってもよい。そのような金属層はＳｎ、Ａｌ、Ｖ、Ｔｉ、Ｎｉ、Ｍｏ、Ｔａ、Ｗ、Ａ
ｕ、ＡｇまたはＣｕを含んでよい。一部の実施形態では、そのような金属層はＡｌ、Ａｕ
、ＡｇまたはＣｕを含んでよい。さらに他の実施形態では、そのような金属層はアルミニ
ウムもしくは金を含んでよく、またはアルミニウムのみを含んでもよい。不透明層の厚み
は広く変化してもよく、層を構成する材料の物理的および化学的特性による。一部の実施
形態では、不透明層の厚みは少なくとも５ｎｍ、または少なくとも１０ｎｍ、または少な
くとも４０ｎｍであってもよい。他の実施形態では、不透明層の厚みは５～１００ｎｍの
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範囲であってもよく、他の実施形態では、不透明層の厚みは１０～８０ｎｍの範囲であっ
てもよい。不透明層は励起ビームからの光を１００パーセント遮蔽する（即ち反射しまた
は吸収する）必要はない。一部の実施形態では、不透明層は励起ビームからの入射光を少
なくとも１０パーセント遮蔽してもよく、他の実施形態では、不透明層は励起ビームから
の入射光を少なくとも５０パーセント遮蔽してもよい。
【００３６】
　不透明層またはコーティングは、当該技術分野で公知の種々の手法によって固体状態の
膜上に製作することができる。化学蒸着法、電着、エピタキシー、熱酸化、蒸発およびス
パッタリングなどの物理蒸着法、キャスティングなどの材料堆積手法を使用することがで
きる。一部の実施形態では、原子層堆積を使用することができる。例えば参照により組み
込まれる米国特許第６，４６４，８４２号；Weiら、Small、６巻（１３号）、１４０６～
１４１４頁（２０１０年）。
【００３７】
　一部の実施形態では、１～１００ｎｍのチャネルまたはアパーチャーが固体基材、通常
は平面基材、例えば、膜を通って形成されてよく、一本鎖ＤＮＡなどの分析物がそこを通
って移行するように誘発される。別の実施形態では、２～５０ｎｍのチャネルまたはアパ
ーチャーが基材を通って形成され、さらに別の実施形態では、２～３０ｎｍ、または２～
２０ｎｍ、または３～３０ｎｍ、または３～２０ｎｍ、または３～１０ｎｍのチャネルま
たはアパーチャーが基材を通って形成される。ナノポアを生成する固体状態の手法は、堅
牢で耐久性を提供すると同時にナノポアのサイズおよび形状を調整する能力、ウェハー規
模でナノポアの高密度アレイを製作する能力、脂質ベースの系に比べて優れた機械的、化
学的および熱的特性、ならびに電子または光学的読出し技法と一体化する可能性を提供す
る。一方、生物学的ナノポアは、再現性のある狭いボアまたは管腔、特に１～１０ナノメ
ートルの範囲にあるもの、ならびに従来のタンパク質を設計製作する方法によって、ナノ
ポアの物理的および／または化学的性質を調整するための、かつＦＲＥＴドナーまたはア
クセプターであってもよい蛍光標識などの基または要素を直接または間接的に取着するた
めの技法を提供する。タンパク質ナノポアは、典型的には、機械的支持体に関する繊細な
脂質二重層に依拠し、精密な寸法を持つ固体状態のナノポアの製作は、依然として難しい
ままである。一部の実施形態では、固体状態のナノポアは、生物学的ナノポアと組合され
ていわゆる「ハイブリッド」ナノポアを形成し、これは、これらの欠点のいくつかを克服
し、そうすることで固体状態のナノポアの安定性に生物学的ポアタンパク質の精密さを提
供する。光学的読出し技法では、ハイブリッドナノポアが、ナノポアの精密な場所を提供
し、このことがデータ獲得を大幅に単純化する。
【００３８】
　一部の実施形態では、クラスターは、アパーチャーのアレイを含有する固相膜によって
支持された脂質二重層内に、タンパク質ナノポアを配置することによって形成されてもよ
い。例えば、そのようなアレイは、固相支持体に製作された（例えば、穴を開けられ、ま
たはエッチングされるなど）アパーチャーを含んでいてもよい。そのようなアパーチャー
の幾何形状は、用いられる製作技法に応じて変わってもよい。一部の実施形態では、その
ようなアパーチャーのそれぞれは、個別の分解能限界区域に関連付けられ、または包含さ
れ；しかし他の実施形態では、多数のアパーチャーが同じ分解能限界区域内にあってもよ
い。アパーチャーの断面積は、広く様々であってもよく、異なるクラスター間と同じでも
そうでなくてもよいが、そのような面積は通常、従来の製作手法の結果と実質的に同じで
ある。一部の実施形態では、アパーチャーは、１０から２００ｎｍの範囲の最小線寸法（
例えば、円形アパーチャーの場合には直径）を有し、または約１００から３×１０４ｎｍ
２の範囲の面積を有する。アパーチャーを横切って、脂質二重層が配置されてもよい。ア
パーチャー当たりのタンパク質ナノポアの分布は、例えば挿入ステップ中にタンパク質ナ
ノポアの濃度を制御することによって、様々にしてもよい。そのような実施形態では、ナ
ノポアのクラスターは、ランダムな数のナノポアを含んでいてもよい。タンパク質ナノポ
アがアパーチャーにランダムに挿入される一部の実施形態では、平均して１つまたは複数
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のアパーチャーを含有するクラスターは、ゼロよりも大きい所定の数のタンパク質ナノポ
アを有し；他の実施形態では、そのようなクラスターは、０．２５よりも大きい所定の数
のタンパク質ナノポアを有し；他の実施形態では、そのようなクラスターは、０．５より
も大きい所定の数のタンパク質ナノポアを有し；他の実施形態では、そのようなクラスタ
ーは、０．７５よりも大きい所定の数のタンパク質ナノポアを有し；他の実施形態では、
そのようなクラスターは、１．０よりも大きい所定の数のタンパク質ナノポアを有する。
【００３９】
　一部の実施形態では、本発明の方法およびデバイスは、ＳｉＮ膜などの固相膜を含み、
それを通るアパーチャーのアレイを有して、第１のチャンバーと第２のチャンバー（場合
によっては、「シスチャンバー」および「トランスチャンバー」とも呼ぶ）との間に連通
を設け、第２のまたはトランスチャンバーに面する表面に脂質二重層を支持する。一部の
実施形態では、そのような固相膜内のアパーチャーの直径は、１０から２００ｎｍの範囲
または２０から１００ｎｍの範囲にあってもよい。一部の実施形態では、そのような固相
膜は、そのような二重層がトランスチャンバーに面する表面のアパーチャーに跨る領域で
、脂質二重層に挿入されたタンパク質ナノポアをさらに含む。一部の実施形態では、その
ようなタンパク質ナノポアは、本明細書に記述される技法を使用して、固相膜のシス側か
ら挿入される。一部の実施形態では、そのようなタンパク質ナノポアは、軸に沿ってバレ
ルまたはボアを含み、かつ一端に「キャップ」構造を有し他端に「ステム」構造をすると
いう点で（Ｓｏｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２７４巻：１８５９～１８６６頁（１９９６年
）からの専門用語を使用する）、α－溶血素と同一のまたは類似の構造を有する。そのよ
うなタンパク質ナノポアを使用する一部の実施形態では、脂質二重層への挿入は、そのキ
ャップ構造がシスチャンバーに向けて露出し、かつそのステム構造がトランスチャンバー
に向けて露出するように配向するタンパク質ナノポアをもたらす。
【００４０】
　一部の実施形態では、本発明は、特にポリヌクレオチドの光学ベースのナノポア配列決
定をするために、クラスターにおいてハイブリッドナノポアを用いてもよい。そのような
ナノポアは、固体状態のオリフィスまたはアパーチャーを含み、その中に、タンパク質ナ
ノポアなどのタンパク質バイオセンサーを安定して挿入する。帯電したポリマーは、従来
のタンパク質工学技術によってタンパク質ナノポア（例えば、アルファ溶血素）に取着さ
れてもよく、その後、印加電場が、タンパク質ナノポアを固体状態の膜のアパーチャー内
に案内するのに使用されてもよい。一部の実施形態では、固体状態の基材におけるアパー
チャーは、タンパク質よりも僅かに小さくなるように選択され、これによってタンパク質
がアパーチャーを移行するのを妨げる。代わりに、タンパク質は、固体状態のオリフィス
に埋め込まれることになる。
【００４１】
　一部の実施形態では、ドナーフルオロフォアをタンパク質ナノポアに取着する。次いで
この複合体を、タンパク質ナノポアが固体状態のナノホールに輸送されてハイブリッドナ
ノポアを形成するまで、固体状態のナノホールの両端間に電場を印加することによって、
固体状態のアパーチャーまたはナノホール（例えば、直径３～１０ｎｍ）に挿入する。ハ
イブリッドナノポアの形成は、（ａ）固体状態のナノホール、またはアパーチャー、の部
分遮断に基づく電流の降下を引き起こす、挿入されたタンパク質ナノポアによって、およ
び（ｂ）ドナーフルオロフォアの光学検出によって検証することができる。
【００４２】
　固体状態または合成によるナノポアは、上記引用した参考文献に例示されるような様々
な方法で調製され得る。一部の実施形態では、例えば参照により本明細書に組み込まれる
Ｙａｎｇら、Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｇｙ、２２巻：２８５３１０頁（２０１１年）に開
示されるように、ヘリウムイオン顕微鏡を使用して様々な材料に合成ナノポアを開けても
よい。自立型膜に加工された薄膜材料、例えば窒化ケイ素の１つまたは複数の領域を支持
するチップを、ヘリウムイオン顕微鏡（ＨＩＭ）チャンバーに導入する。顕微鏡を低倍率
に設定しながら、ＨＩＭモーター制御を使用して自立型膜をイオンビームの経路に導く。
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焦点および非点補正を含むビームパラメーターを、自立型膜に隣接するが固体基材上にあ
る領域で調節する。パラメーターを適正に固定したら、自立型膜領域がイオンビームスキ
ャン領域の中心になるようにかつビームがブランクされるように、チップ位置を移動させ
る。ＨＩＭの視野を、予想されるナノポアパターン全体を含有するのに十分な、かつ将来
の光学読出しに役立てるのに十分な（即ち、光学倍率、カメラ解像度などに依存する）寸
法（単位μｍ）に設定する。次いでイオンビームを、画素ドウェル時間で全視野を通して
１回ラスター処理し、その結果、膜自動蛍光の全てまたはほとんどを除去するのに十分な
全イオン線量が得られる。次いで視野を、適正な値（上記にて使用された場合よりも小さ
い）に設定して、単一ナノポアまたはナノポアのアレイのいずれかの、リソグラフィーに
より画定されたミリングを行う。パターンの画素ドウェル時間は、試料加工前に較正試料
の使用を通して決定された、１つまたは複数の所定の直径のナノポアをもたらすように設
定する。この全プロセスを、単一チップ上でそれぞれ所望の領域で、および／またはＨＩ
Ｍチャンバーに導入された各チップごとに、繰り返す。
【００４３】
　一部の実施形態では、ナノポアには、光学に基づくナノポア配列決定方法における使用
のために１つまたは複数の標識が取着されている。標識は、Ｆｏｒｓｔｅｒ共鳴エネルギ
ー伝達（ＦＲＥＴ）対のメンバーであってもよい。そのような標識は、有機フルオロフォ
ア、化学ルミネセンス標識、量子ドット、金属ナノ粒子、および／または蛍光タンパク質
を含んでいてもよい。標的核酸は、ヌクレオチド当たり１つの全く異なる標識を有してい
てもよい。ヌクレオチドに取着される標識は、有機フルオロフォアからなる群から選択さ
れてもよい。ポアタンパク質中の標識取着部位は、従来のタンパク質工学方法によって発
生させることができ、例えば、標識の特異的な結合が可能になる変異タンパク質を構築す
ることができる。例としてシステイン残基を、標識を取着するのに使用することができる
チオール（ＳＨ）基を挿入する、タンパク質の所望の位置に挿入してもよい。システイン
は、天然に存在するアミノ酸と置き換えることができ、または付加アミノ酸として組み込
むことができる。次いでマレイミド活性化標識を、タンパク質ナノポアのチオール残基に
共有結合に取着する。好ましい実施形態では、タンパク質ナノポアへの標識または核酸上
の標識の取着は、可逆的である。切断可能な架橋剤を実現することによって、容易に破断
可能な化学結合（例えば、Ｓ－Ｓ結合またはｐＨにより変化し易い結合）が導入され、標
識は、該当する条件が満たされたときに除去されてもよい。
ＦＲＥＴシグナルによる光学に基づくナノポア配列決定
【００４４】
　一部の実施形態では、ナノポアは、１つまたは複数の量子ドットで標識され得る。特に
、一部の実施形態では、１つまたは複数の量子ドットは、ナノポアに取着されてもよく、
または隣接する（ナノポアの入口および出口からのＦＲＥＴ距離内にある）固相支持体に
取着されてもよく、分析物上のアクセプターとのＦＲＥＴ反応におけるドナーとして用い
られてもよい。量子ドットのそのような使用は周知であり、参照により本明細書に組み込
まれる米国特許第６，２５２，３０３号；第６，８５５，５５１号；第７，２３５，３６
１号；などの、科学および特許文献に広く記載されている。
【００４５】
　ポア標識として利用され得る量子ドットの一例は、水溶液中で合成することができるＣ
ｄＴｅ量子ドットである。ＣｄＴｅ量子ドットは、求核基、例えば第１級アミン、チオー
ル、またはカルボン酸などの官能基などで機能化されてもよい。ＣｄＴｅ量子ドットは、
量子ドットをタンパク質ポアの外側の第１級アミンに共有結合により連結するのに利用す
ることができるカルボン酸官能基を有する、メルカプトプロピオン酸キャッピングリガン
ドを含んでいてもよい。架橋反応は、生体共役反応の当業者に公知である標準的な架橋試
薬（ホモ二官能性ならびにヘテロ二官能性）を使用して、実現されてもよい。修飾が、核
酸がナノポアを通って移行するのを損なわないまたは実質的に損なわないことを確実にす
るのに、注意を払ってもよい。これはドナー標識をナノポアに取着するのに使用される、
用いられる架橋剤分子の長さを様々にすることによって、実現されてもよい。
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【００４６】
　例えば、天然アルファ溶血素タンパク質のリシン残基１３１の第１級アミン（Ｓｏｎｇ
，Ｌ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４巻（１９９６年）：１８５９～１８６６頁）を使用し
て、カルボキシ修飾されたＣｄＴｅ量子ドットを、１－エチル－３－［３－ジメチルアミ
ノプロピル］カルボジイミド塩酸塩／Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミド（ＥＤＣ／Ｎ
ＨＳ）カップリング化学を介して共有結合してもよい。あるいは、アミノ酸１２９（トレ
オニン）をシステインに交換してもよい。天然アルファ溶血素タンパク質には他のシステ
イン残基がないので、新たに挿入されたシステインのチオール側基を使用して、他の化学
的部分を共有結合により取着してもよい。
【００４７】
　生物学的ポリマー、例えば核酸分子またはポリマーは、１つまたは複数のアクセプター
標識で標識されてもよい。核酸分子の場合、４種のヌクレオチドのそれぞれまたは核酸分
子のビルディングブロックをアクセプター標識で標識してもよく、それによって、天然に
生ずるヌクレオチドのそれぞれに対する標識された（例えば、蛍光）対応物が創出される
。アクセプター標識は、変換された核酸の一部または鎖全体にある１つまたは複数のヌク
レオチドに取着することができる、エネルギー受容分子の形をとってもよい。
【００４８】
　核酸分子またはポリマーのモノマーまたはヌクレオチドを標識するのに、様々な方法を
利用してもよい。標識されたヌクレオチドは、鋳型として当初の試料を使用して、新しい
核酸の合成中に、核酸に組み込まれてもよい（「合成による標識」）。例えば核酸の標識
は、ＰＣＲ、全ゲノム増幅、ローリングサークル増幅、もしくはプライマー伸長などを介
して、または当業者に公知の上記方法の様々な組合せおよび拡張を介して実現されてもよ
い。
【００４９】
　標識は、求核試薬など（アミン、チオールなど）の反応性基を含んでいてもよい。次い
で、天然の核酸中に存在しない、そのような求核試薬は、ＮＨＳエステル、マレイミド、
エポキシ環、イソシアネートなどのアミンまたはチオール反応性化学を介して蛍光標識を
取着するのに使用することができる。そのような求核性の反応性蛍光色素（即ち、ＮＨＳ
－色素）は、異なる供給元から容易に購入可能である。小さい求核試薬で核酸を標識する
利点は、「合成による標識」手法が使用されるときに、そのような標識されたヌクレオチ
ドの組込みが高い効率でなされることにある。大量に蛍光標識された核酸ビルディングブ
ロックは、新たに合成されたＤＮＡに、重合プロセス中の標識の立体障害に起因してポリ
メラーゼにより不十分に組み込まれる可能性がある。
【００５０】
　２つまたはそれ超の互いに消光する色素が使用されるときにはいつでも、そのような色
素を、直交付着化学を使用してＤＮＡに取着してもよい。例えば、ＮＨＳエステルは、第
１級アミンと非常に特異的に反応するように使用することができ、またはマレイミドは、
チオール基と反応することになる。第１級アミン（ＮＨ２）またはチオール（ＳＨ）で修
飾されたヌクレオチドは、市販されている。これらの比較的小さい修飾は、ポリメラーゼ
媒介型ＤＮＡ合成に容易に組み込まれ、ＮＨＳまたはマレイミドで修飾された色素のいず
れかを使用する後続の標識反応に使用することができる。そのような直交リンカー化学を
選択し使用するための指針は、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ（前掲）に見出すことができる。
【００５１】
　典型的な取着位置についての追加の直交取着化学として、銅触媒された反応および非触
媒反応に関するＨｕｉｓｇｅｎ型環状付加；例えばＧｕｔｓｍｉｅｄｌら、Ｏｒｇ．Ｌｅ
ｔｔ．、１１巻：２４０５～２４０８頁（２００９年）に開示されるような、アルケンお
よび酸化ニトリル環状付加；例えばＳｅｅｌｉｇら、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ
．、３８巻：７７２９～７７３２頁（１９９７年）に開示される、Ｄｉｅｌｓ－Ａｌｄｅ
ｒ環状付加；例えばＣａｓｉら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１３４巻：５８８７～
５８９２頁（２０１２年）；Ｓｈａｏら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１１７巻：３
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８９３～３８９９頁（１９９５年）；Ｒｉｄｅｏｕｔ、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２３３巻：５６
１～５６３頁（１９８６年）に開示されるような、カルボニルライゲーション；例えばＢ
ｒｉｎｋｌｅｙ、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、３巻：２～１３頁（
１９９２年）に開示される、Ｍｉｃｈａｅｌ付加；例えばＳｃｈｕｌｅｒら、Ｂｉｏｃｏ
ｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１３巻：１０３９～１０４３頁（２００２年）；
Ｄａｗｓｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２６６巻：７７６～７７９頁（１９９４年）；に開示
される、本来の化学的ライゲーション；または例えばＨｅｒｍａｎｓｏｎ（前掲）に開示
される、活性エステルを介したアミド形成、が挙げられる。
【００５２】
　核酸鎖における１、２、３、または４つのヌクレオチドの組合せは、それらの標識され
た対応物と交換されてもよい。標識されたヌクレオチドの様々な組合せは、並行して配列
決定することができ、例えば供給源である核酸またはＤＮＡを、４つの単一標識された試
料に加えて２つの標識されたヌクレオチドの組合せで標識し、その結果、合計で１０個の
異なる状態で標識された試料の核酸分子またはＤＮＡ（Ｇ、Ａ、Ｔ、Ｃ、ＧＡ、ＧＴ、Ｇ
Ｃ、ＡＴ、ＡＣ、ＴＣ）が得られることになる。得られた配列パターンは、冗長配列読出
しにおけるヌクレオチドの位置の重なり合いに起因して、より正確な配列アライメントを
可能にすることができる。一部の実施形態では、ポリヌクレオチドまたはペプチドなどの
ポリマーを、単一の種類のモノマーに取着された単一蛍光標識で標識し、例えば、ポリヌ
クレオチドの全てのＴ（または実質的に全てのＴ）が、蛍光標識、例えばシアニン色素で
標識される。そのような実施形態では、ポリマーからの蛍光シグナルの収集または配列が
、特定のポリマーに関するシグネチャーまたはフィンガープリントを形成し得る。一部の
そのような実施形態では、そのようなフィンガープリントは、決定されるべきモノマーの
配列に関する十分な情報を提供してもしなくてもよい。
【００５３】
　一部の実施形態では、本発明の特徴は、互いに消光する組のメンバーである蛍光色素ま
たは標識による、ポリマー分析物の実質的に全てのモノマーの標識付けである。ポリマー
分析物の標識付けに関連する「実質的に全ての」という用語の使用は、化学的および酵素
標識技法が典型的には１００パーセント未満で効率的であることを認めることである。一
部の実施形態では、「実質的に全ての」は、全てのモノマーの少なくとも８０パーセント
に蛍光標識が取着されていることを意味する。他の実施形態では、「実質的に全ての」は
、全てのモノマーの少なくとも９０パーセントに蛍光標識が取着されていることを意味す
る。他の実施形態では、「実質的に全ての」は、全てのモノマーの少なくとも９５パーセ
ントに蛍光標識が取着されていることを意味する。
【００５４】
　核酸分子などのポリマーを配列決定するための方法は、膜または膜様構造またはその他
の基材に挿入されたナノポアまたはポアタンパク質（または合成ポア）を設けるステップ
を含む。ポアのベースまたはその他の部分は、１つまたは複数のポア標識で修飾されても
よい。ベースは、ポアのトランス側を指してもよい。任意選択で、ポアのシスおよび／ま
たはトランス側を、１つまたは複数のポア標識で修飾してもよい。分析されまたは配列決
定される核酸ポリマーは、標識されたタイプの核酸ポリマーであって、得られたポリマー
中の４つのヌクレオチドの１つまたは最大で４つ全てのヌクレオチドがヌクレオチドの標
識された類似体（複数可）で置き換えられた核酸ポリマーを、生成するための鋳型として
使用されてもよい。電場をナノポアに印加して、標識された核酸ポリマーをナノポア内に
強制的に通し、一方、外部単色またはその他の光源を使用してナノポアを照明し、それに
よってポア標識を励起してもよい。核酸の標識されたヌクレオチドがナノポアを通り、ナ
ノポアから出て行き、またはナノポアに進入するにつれ、またはその後にもしくは前に、
エネルギーはポア標識からヌクレオチド標識に伝達され、その結果、より低いエネルギー
放射線の放出が生じる。次いでヌクレオチド標識放射線を、当業者に公知の単一分子検出
が可能な、共焦点顕微鏡装置またはその他の光学検出システムまたは光顕微鏡法システム
により検出する。そのような検出システムの例には、共焦点顕微鏡法、落射照射蛍光顕微
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鏡法などが含まれるが、これらに限定されない。一部の実施形態では、落射照射蛍光顕微
鏡法が使用される。
【００５５】
　エネルギーは、標識されたモノマーがナノポアから出て行き、ナノポアに進入し、また
はナノポアを通るにつれ、またはその後もしくは前に、ポリマーのアクセプター標識モノ
マー（例えば、ヌクレオチド）のアクセプター標識がドナー標識と相互作用するとき、ポ
アまたはナノポアドナー標識（例えば、量子ドット）からポリマー（例えば、核酸）上の
アクセプター標識に伝達されてもよい。例えば、ドナー標識は、標識されたモノマーがナ
ノポアから出て行きかつナノポアのチャネルまたは開口の外側のドナー標識の付近または
近傍に来るまで、ドナー標識とアクセプター標識との間の相互作用またはエネルギー伝達
が生じないように、ナノポアのシスもしくはトランス側または表面のナノポアに位置決め
されまたは取着されてもよい。その結果、標識間の相互作用、ドナー標識からアクセプタ
ー標識へのエネルギー伝達、アクセプター標識からのエネルギーの放出、および／または
アクセプター標識からのエネルギーの放出の測定もしくは検出を、ナノポア内、例えばナ
ノポアのシスまたはトランス側のシスまたはトランスチャンバー内を走る通路、チャネル
、または開口の外側で行ってもよい。モノマーのアクセプター標識から放出されるエネル
ギーの測定または検出は、モノマーを識別するのに利用されてもよい。
【００５６】
　ナノポア標識は、標識が目に見えまたは露出して、標識の励起または照明が容易になる
ように、ナノポアの通路、チャネル、または開口の外側に位置決めされてもよい。ドナー
標識とアクセプター標識との間の相互作用およびエネルギー伝達、ならびにエネルギー伝
達の結果としてのアクセプター標識からのエネルギーの放出は、ナノポアの通路、チャネ
ル、または開口の外側で生じ得る。これは例えば光学検出または測定デバイスを介した、
アクセプター標識からのエネルギーまたは光放出の検出または測定の容易さおよび正確さ
を促進させると考えられる。
【００５７】
　ドナー標識は、様々な手法および／またはナノポア上の様々な部位で、取着されてもよ
い。例えば、ドナー標識は、ナノポアの一部または単位に、直接または間接的に取着され
または接続されてもよい。あるいは、ドナー標識は、ナノポアに隣接して位置決めされて
もよい。
【００５８】
　ポリマー（例えば、核酸）の、アクセプターで標識されたモノマー（例えば、ヌクレオ
チド）のそれぞれは、ポリマーが通過するナノポアまたはチャネルの出口の上にもしくは
隣りに位置決めされまたは直接もしくは間接的に取着されたドナー標識と順次、互いに作
用することができる。ドナーおよびアクセプター標識の間の相互作用は、例えばアクセプ
ターで標識されたモノマーがナノポアから出て行った後にまたはモノマーがナノポアに進
入する前に、ナノポアチャネルまたは開口の外側で生じ得る。相互作用は、例えばアクセ
プターで標識されたモノマーがナノポアを通り、ナノポアに進入し、またはナノポアから
出て行く間に、ナノポアチャネルまたは開口の内部でまたは部分的に内部で生じ得る。
【００５９】
　核酸の４つのヌクレオチドの１つが標識される場合、単一ヌクレオチド標識放出から生
ずる時間依存性シグナルは、核酸配列中の標識されたヌクレオチドの位置に対応する配列
に変換される。次いでプロセスを、個別の試料中の４つのヌクレオチドのそれぞれに関し
て繰り返し、次いで４つの部分配列を整列させて全核酸配列を組み立てる。
【００６０】
　多色標識された核酸（ＤＮＡ）配列について分析する場合、１つまたは複数のドナー標
識から、核酸分子上に存在し得る４つの全く異なるアクセプター標識のそれぞれへのエネ
ルギー伝達は、４つの全く異なる波長または色（それぞれ、４つのヌクレオチドの１つに
関連付けられる）で発光をもたらすことができ、直接配列読出しが可能になる。
【００６１】
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　ドナー標識（本明細書において、場合によっては「ポア標識」とも呼ぶ）は、アパーチ
ャーの可能な限り近くに（例えばナノポアの出口に）核酸がナノポアを通って移行するの
を損なう閉塞を引き起こすことなく、配置されてもよい。ポア標識は、様々な適切な性質
および／または特性を有していてもよい。例えば、ポア標識は、特定の要件を満たすエネ
ルギー吸収特性を有していてもよい。ポア標識は、例えば約０から１０００ｎｍまたは約
２００か５００ｎｍに及ぶ、大きい放射線エネルギー吸収断面を有していてもよい。ポア
標識は、アクセプター標識など、核酸標識のエネルギー吸収よりも高い、特定のエネルギ
ー範囲内の放射線を吸収してもよい。ポア標識の吸収エネルギーは、エネルギー伝達が２
つの標識間で生じ得る距離を制御するために、核酸標識の吸収エネルギーに対して調整さ
れてもよい。ポア標識は、少なくとも１０６から１０９回の励起およびエネルギー伝達サ
イクルにわたり、安定かつ機能的であってもよい。
【００６２】
　一部の実施形態では、モノマーの配列に取着された光学標識をそれぞれが有するポリマ
ーを分析するためのデバイスは、以下の要素：（ａ）第１のチャンバーおよび第２のチャ
ンバーを分離する固相膜内のナノポアアレイであって、ナノポアアレイのナノポアがそれ
ぞれ第１のチャンバーと第２のチャンバーとの間に流体連通を提供し、かつナノポアの異
なるクラスターのそれぞれが異なる分解能限界区域内に配置されるように、および各クラ
スターが、１よりも大きいか、またはゼロよりも大きい平均値を有するランダムな変数で
所定の数のナノポアを含むように、クラスターに配置されているナノポアアレイと、（ｂ
）ナノポアアレイのナノポアを通して、第２のチャンバーに第１のチャンバー内でポリマ
ーを移動させるための、ポリマー移行システムと、（ｃ）光学標識が分解能限界区域内で
ナノポアから出て行くときにはいつでも、ポリマーに取着された光学標識によって発生し
た光学シグナルを収集するための、検出システムとを含む。
自己消光性色素および／または消光剤による光学に基づくナノポア配列決定
【００６３】
　一態様では、本発明には配列決定のための不透明層を有するナノポアアレイの使用およ
び蛍光標識されたポリヌクレオチドの直接照明が含まれる。一部の実施形態では、そのよ
うな適用には、蛍光標識されたポリヌクレオチド分析物のヌクレオチドを逐次識別するた
めの、蛍光消光、および蛍光シグナル伝達が含まれる。ポリヌクレオチド分析物のそのよ
うな分析は、複数のポリヌクレオチドに関して、同時に並行して、例えば不透明層を含有
するナノポアのアレイを使用することによって実施されてもよい。一部の実施形態では、
ポリヌクレオチドに取着している間に少なくとも３つの状態であることが可能な蛍光標識
で、ヌクレオチドを標識する：（ｉ）実質的に消光した状態であって、取着された蛍光標
識の蛍光が、すぐ隣りに隣接したモノマーの蛍光標識または消光剤との相互作用によって
消光した状態；例えば、本発明によるポリヌクレオチドに取着された蛍光標識は、標識さ
れたポリヌクレオチドが、ポリヌクレオチドを研究し、操作するための従来の水溶液また
は水性緩衝液中で遊離しているとき、実質的に消光している。（ｉｉ）立体的に拘束され
た状態であって、自由溶液の運動または取着された蛍光標識のアライメントが破壊されま
たは限定されて、蛍光標識から発生する検出可能な蛍光シグナルがほとんどまたは全くな
くなるように、標識されたポリヌクレオチドが、ナノポアを移行している状態。（ｉｉｉ
）遷移状態であって、蛍光標識のヌクレオチドがナノポアから出て行くときに（「遷移イ
ンターバル」または「インターバル」中）、ポリヌクレオチドに取着された蛍光標識が、
立体的に拘束された状態から消光状態に遷移する状態。遷移インターバルの間、（そうで
なければ実質的に完全に標識され、自己消光したまたは消光されたポリヌクレオチド上の
）蛍光標識は検出可能な蛍光シグナルを発生することができ、しかも、測定されるシグナ
ルに寄与する、出ていく標識の数は、標識されたポリヌクレオチドの通過速度を制御する
ことによって（少なくとも部分的に）制御することができる。通過速度（例えばミリ秒あ
たりにナノポアを出ていくヌクレオチド）が遷移速度（シグナル可能から消光まで、即ち
消光速度）より速い場合には、測定された蛍光シグナル、即ちシグナル試料は、１つより
多い標識からの寄与を含み得る。
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【００６４】
　上記プロセスを裏付けるいかなる理論にも限定するものではないが、遷移インターバル
の間に発生した蛍光シグナルは、ナノポアから出現する、蛍光標識の１つまたは複数の自
由に回転可能な双極子の存在に起因すると考えられ、そのため蛍光標識は、例えば直接励
起後に、またはＦＲＥＴを介する励起を介して蛍光シグナルを発生させることが可能にな
る。一部の実施形態では、ポリヌクレオチドは、一本鎖ポリヌクレオチド、例えばＤＮＡ
またはＲＮＡであるが、特に一本鎖ＤＮＡである。一部の実施形態では、本発明は、ポリ
ヌクレオチドがナノポアを通って移行するときに、蛍光標識が１つずつナノポアから出て
行くとき、その蛍光標識により発生したシグナルを記録することによって、ポリヌクレオ
チドのヌクレオチド配列を決定するための方法を含む。通過速度は測定された蛍光シグナ
ルが実質的に単一の標識のみからの蛍光を含む可能性を最大にするように選択され、その
ような選択は操作の間に制御できるパラメーター（ナノポアを横断する電圧、温度など）
のリアルタイムの調節によって、または予め決定された装置の設定（例えば反応緩衝液の
粘度、イオン濃度など）のいずれかによって行なうことができる。出る際に、取着された
蛍光標識のそれぞれは、ナノポアにおける拘束状態から、自由溶液中のポリヌクレオチド
での消光状態へと、遷移インターバルの間に遷移する。遷移インターバルの間、標識は測
定できる蛍光シグナルを発生することができる。言い換えれば、一部の実施形態では、方
法のステップは、ナノポアにおける拘束状態から自由溶液中のポリマーでの消光状態へと
遷移するときに、各蛍光標識を励起することを含んでもよい。上述のように、この遷移イ
ンターバルまたは期間の間に、蛍光標識は、それが取着されるヌクレオチドを示す、検出
可能な蛍光シグナルを放出することが可能である。
【００６５】
　一部の実施形態では、上記使用される「実質的に消光した」は、蛍光標識が、同じ条件
下であるが隣接した互いに消光する標識なくして発生したシグナルから、少なくとも３０
パーセント低減した蛍光シグナルを発生させることを意味する。一部の実施形態では、上
記使用される「実質的に消光した」は、蛍光標識が、同じ条件下であるが隣接した互いに
消光する標識なくして発生したシグナルから、少なくとも５０パーセント低減した蛍光シ
グナルを発生させることを意味する。
【００６６】
　上記の概念を図４Ａ～４Ｂに示す。これらの図はナノポア（４００２）を通過する標識
されたポリヌクレオチド（４０００）を図式的に示す。標識されたポリヌクレオチド（４
０００）は２つの標識「ａ」および「ｂ」（例えば「ａ」で標識されたｄＣおよび「ｂ」
で標識されたｄＡ、ｄＧおよびｄＴなどに対応する）を含む。ナノポア（４００２）から
遊離しているヌクレオチドの標識は、他の標識（４０１１）との相互作用によって、また
は消光剤（図示せず）の作用のいずれかによって消光される。ナノポア（４００２）内の
ヌクレオチドの標識は拘束され、そして／または配向されており（４０１４）、それによ
りナノポアを通るその通過の全てまたは一部の間に検出可能なシグナルを発生しない。標
識されたポリヌクレオチド（４０００）のヌクレオチドがナノポア（４００２）の出口（
４０１５）から現れると、これらは励起ビーム（４０１０）によって励起され、消光され
る前のインターバルで検出可能なシグナルを発生することができるようになる。通過速度
Ｖ１が速ければ、消光される前にヌクレオチドが移動する距離（４００８）はポリヌクレ
オチド（４０００）のヌクレオチド間の距離を超え、それにより１つより多い標識（図４
Ａに示す）が検出器（４０１８）によって収集される蛍光シグナル、即ち測定される蛍光
シグナルへの蛍光に寄与し得る。通過速度Ｖ２が遅ければ、消光される前にヌクレオチド
が移動する距離（４００８）はポリヌクレオチド（４０００）のヌクレオチド間の距離と
ほぼ等しいかこれより小さく、それにより１つを超えない標識（図４Ｂに示す）が検出器
（４０１８）によって収集される蛍光シグナル（即ち測定される蛍光シグナル）への蛍光
に寄与し得る。隣接する標識の間の距離は励起光（４０１０）の回折限界より小さいので
標識の順序に関する情報は得られないが、特別のアルゴリズム、例えばAndersonら、米国
仮特許出願第６２／３２２３４３号；Timpら、Biophys.　J.、１０２巻、Ｌ３７～Ｌ３９
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頁（２０１２年）；Carsonら、Nanotechnology、２６巻、０７４００４頁（２０１５年）
を使用してそのような情報を推測するアプローチがある。異なる発光バンドを有する蛍光
標識を使用する光学検出の場合には、測定された蛍光シグナルを、例えばバンドパスフィ
ルターを使用して、２つまたはそれより多いチャネルに分割し、複数の標識からの蛍光の
相対的寄与を評価することができる。しかし、蛍光に寄与する蛍光標識の数が例えば３倍
、４倍またはそれより多い倍数だけ増加するにつれて、ヌクレオチドの正しい順序を決定
することの困難は増加する。２つのチャネル、例えば２つの蛍光標識の最大発光に対応す
るシグナル強度を、２つの蛍光標識が測定されたシグナルに寄与する図４Ａ（４０３１お
よび４０３２）ならびに単一の蛍光標識が測定されたシグナルに寄与する図４Ｂ（４０４
１および４０４２）に示す。実線、例えば４０３３で表わされる強度値は標識「ａ」から
のものであり、点線、例えば４０３６で表わされる強度値は標識「ｂ」からのものである
。図４Ａの両方のチャネルにおける実線と点線の存在は、蛍光標識の重なる発光バンドを
反映しており、測定された強度の量が両方の標識からのものであるので、これは共に収集
した場合に解析を複雑にする。単一の蛍光標識のみが測定されたシグナルに寄与する図４
Ｂでは、強度値は他の標識の重なる発光バンドによる寄与を含まず、したがって標識（お
よびしたがってヌクレオチド）の決定が容易になる。
【００６７】
　ナノポアを通るポリヌクレオチドの通過速度の役割およびその制御の必要性は、通過す
る分析物を識別するために電流の変化が使用されるナノポア技術の分野において認識され
てきた。通過速度を制御するために広範囲の方法が使用されており、その中には顕著な困
難なしにリアルタイムで調節できる方法（例えばナノポアを横断する電圧、温度など）お
よび操作の間に困難さを伴ってのみ調節できる方法（反応緩衝液の粘度、タンパク質ナノ
ポアのボアの中の帯電した側鎖の存在もしくは非存在、反応緩衝液のイオン組成および濃
度、ポリヌクレオチド分析物に取着されたまたはハイブリダイズされた速度低減基、分子
モーターなど）が含まれる。例えば、Ｂａｔｅｓら、Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｊ．，　
８４：　２３６６－２３７２（２００３）；Ｃａｒｓｏｎら、Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ，　２６（７）：　０７４００４（２０１５）；Ｙｅｈら、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒ
ｅｓｉｓ，　３３（２３）：　５８－６５（２０１２）；Ｍｅｌｌｅｒ，　Ｊ．　Ｐｈｙ
ｓ．　Ｃｏｎｄ．　Ｍａｔｔｅｒ，　１５：　Ｒ５８１－Ｒ６０７（２００３）；Ｌｕａ
ｎら、Ｎａｎｏｓｃａｌｅ，　４（４）：　１０６８－１０７７（２０１２）；Ｋｅｙｓ
ｅｒ，　Ｊ．　Ｒ．　Ｓｏｃ．　Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ，　８：　１３６９－１３７８（２
０１１）；などであり、これらは参考として本明細書に援用される。一部の実施形態では
、本発明の方法を実施する間に通過速度を積極的に制御するための１つまたは複数のステ
ップ、例えば電圧、温度などが含まれる。他の実施形態では、本発明の方法を実施する間
に積極的には制御または変動されない、通過速度を決定する１つまたは複数のステップ、
例えば反応緩衝液粘度、イオン濃度などが含まれる。後者に関しては、一部の実施形態で
１～６０パーセントの範囲のグリセロールまたは等価の試薬の濃度を有する反応緩衝液を
提供することによって、通過速度が選択される。
【００６８】
　前者の実施形態（リアルタイムの通過速度調節）に関しては、１つまたは１つより多い
標識が測定されたシグナルへの蛍光に寄与しているか否かの尺度は、蛍光を収集する複数
のチャネルの間の蛍光強度の分布に基づいてもよい。典型的には複数のチャネルは使用す
る蛍光標識の発光バンドに対応する２、３、または４つのチャネルを含む。ナノポアの出
口に隣接する領域から放射される蛍光の測定された試料において、単一の標識のみが測定
されたシグナルに寄与するならば、異なるチャネル（例えば４つのチャネル）の間のシグ
ナル強度の相対的分布は、理想的には（１，０，０，０）；（０，１，０，０）；（０，
０，１，０）；または（０，０，０，１）で表わされる。一方、１つより多い標識が測定
された蛍光シグナルに寄与した場合には、相対的分布は１つより多いチャネルにおける非
ゼロ値を含み、最悪の場合には４つの異なる標識が同等に寄与して、上の表現で（．２５
，．２５，．２５，．２５）と表わされる。リアルタイムで通過速度を制御するために、
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相対的強度分布（１，０，０，０）；（０，１，０，０）；（０，０，１，０）；または
（０，０，０，１）に対応する最大値と相対的強度分布（．２５，．２５，．２５，．２
５）に対応する最小値との間で単調に変化し得る尺度を使用することができる。例えば、
初期通過速度はその最小値に近かったそのような尺度の値に基づいて低下させることがで
きる。そのような低下は、例えばナノポアを横断する可能な電圧を所定量だけ低下させる
ことによって実施でき、その後で尺度を再計算することができる。プロセスが最適化され
るまで、そのようなステップを繰り返すことができる。
【００６９】
　上述のように、通過速度はナノポアを横断する電圧差（または電場強度）およびポリヌ
クレオチドが（例えば第１のチャンバーの１つの壁を構成する固相膜の中に配置された）
ナノポアに曝される第１のチャンバーの反応混合物または緩衝液の条件に部分的に依存す
る。ナノポアによるポリヌクレオチドの捕捉速度はそのようなポリヌクレオチドの濃度に
依存する。一部の実施形態では、ナノポア配列決定のための従来の反応混合物の条件、例
えば１Ｍ　ＫＣｌ（またはＮａＣｌ、ＬｉＣｌなどの等価な塩）およびｐＨ緩衝システム
（これは例えば使用するタンパク質、例えばタンパク質ナノポア、ヌクレアーゼなどが変
性しないことを保証する）が、（ナノポアを横断する電圧を変化させることによって通過
速度を制御するために）本発明とともに用いられる。一部の実施形態では、ｐＨ緩衝シス
テムはｐＨを６．８～８．８の範囲の値に実質的に一定に保つために使用される。一部の
実施形態では、ナノポアを横断する電圧差は７０～２００ｍＶの範囲であってもよい。他
の実施形態では、ナノポアを横断する電圧差は８０～１５０ｍＶの範囲であってもよい。
操作のための適切な電圧は従来の測定手法を使用して選択される。ナノポアを横断する電
流（または電圧）は市販の装置を使用して容易に測定できる。電圧差は通過速度が所望の
範囲内になるように選択される。一部の実施形態では、通過速度の範囲は１秒あたり１０
００ヌクレオチド未満の速度を含む。別の実施形態では、通過速度の範囲は１秒あたり１
０～８００ヌクレオチドである；別の実施形態では、通過速度の範囲は１秒あたり１０～
６００ヌクレオチドである；別の実施形態では、通過速度の範囲は１秒あたり２００～８
００ヌクレオチドである；別の実施形態では、通過速度の範囲は１秒あたり２００～５０
０ヌクレオチドである。同様に、通過速度に影響する他の因子、例えば温度、粘度、イオ
ン濃度、タンパク質ナノポアのボアの中の帯電した側鎖などを選択して、上記の範囲の通
過速度を得ることができる。
【００７０】
　一部の実施形態では、一本鎖核酸のための上記の方法を実施するためのデバイスは、典
型的にはナノポア（アレイを含んでもよい）を横断する電場を確立するための一組の電極
を提供することを含む。一本鎖核酸は、チャンバー内に陰極を配置することによって積層
膜の「シス」側として構成された第１のチャンバー内の電解質（すなわち、反応緩衝液）
の中に配置することによってナノポアに曝される。電場を印加すると、陰荷電を有する一
本鎖核酸はナノポアに捕捉され、チャンバー内に陽極を配置することによって膜の「トラ
ンス」側として構成された積層膜の他の側の第２のチャンバーに通過する。上記の通り、
通過速度は、第１および第２のチャンバー内の電解質のイオン強度ならびにナノポアを横
断して印加された電圧に部分的に依存する。光学に基づく検出においては、通過速度は、
例えば異なる電圧でナノポアあたりに予想される異なる速度でシグナルを発生する標識さ
れた一本鎖核酸の所定の標準を使用する予備的較正測定によって選択され得る。したがっ
て、ＤＮＡ配列決定用途には、初期通過速度はそのような較正測定からのシグナル速度に
基づいて選択され得、同様に尺度は上記の相対シグナル強度分布に基づいてもよい。した
がって、そのような測定から、例えばナノポアのアレイにわたって信頼できるヌクレオチ
ドの識別が可能になるか最大である電圧が選択され得る。一部の実施形態では、そのよう
な較正は（所定の標準配列の代わりに、またはそれに加えて）分析されるテンプレートの
試料からの核酸を使用して行なうことができる。一部の実施形態では、そのような較正は
配列決定ランの間にリアルタイムで行なってもよく、印加する電圧は例えばヌクレオチド
特異的シグナルの取得を最大にするためにそのような測定に基づいてリアルタイムで改変
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してもよい。
相互消光標識および自己消光標識を用いる実施形態
【００７１】
　上述のように、一部の実施形態では、ナノポアを出るヌクレオチド上の標識からの発光
以外の蛍光の放出を低減するために、消光剤に加えて自己消光および相互消光蛍光標識を
使用することができる。そのような蛍光標識の使用は、参照により組み込まれる米国特許
出願公開第２０１６／０１２２８１２号に開示されている。一部の実施形態では、標的ポ
リヌクレオチドに取着している間に少なくとも３つの状態であることが可能な蛍光標識で
、モノマーを標識する：（ｉ）実質的に消光した状態であって、取着された蛍光標識の蛍
光が、すぐ隣りに隣接したモノマーの蛍光標識消光した状態；例えば、本発明によるポリ
ヌクレオチドに取着された蛍光標識は、標識されたポリヌクレオチドが、ポリヌクレオチ
ドを研究し、操作するための従来の水溶液中で遊離しているとき、実質的に消光している
。（ｉｉ）立体的に拘束された状態であって、自由溶液の運動または取着された蛍光標識
のアライメントが破壊されまたは限定されて、蛍光標識から発生する検出可能な蛍光シグ
ナルがほとんどまたは全くなくなるように、標識されたポリヌクレオチドが、ナノポアを
移行している状態。（ｉｉｉ）遷移状態であって、ポリヌクレオチドがナノポアを移行し
ながら、蛍光標識がナノポアから出て行くときに（「遷移インターバル」中）、ポリヌク
レオチドに取着された蛍光標識が、立体的に拘束された状態から消光状態に遷移する状態
。
【００７２】
　一部では、この例は、遷移インターバル中に、通常は蛍光標識（そうでなければ実質的
に完全に標識され自己消光するポリヌクレオチド上の）が検出可能な蛍光シグナルを発生
することが可能であるという発見の適用である。この発見を裏付けるいかなる理論にも限
定するものではないが、遷移インターバルの間に発生した蛍光シグナルは、自由に回転可
能な双極子起因すると考えられる。この発見を裏付けるいかなる理論にも限定するもので
はないが、遷移インターバルの間に発生した蛍光シグナルは、ナノポアから出現する、蛍
光標識中の自由に回転可能な双極子の存在に起因すると考えられ、そのため蛍光標識は、
例えば直接励起後に、またはＦＲＥＴを介する励起を介して蛍光シグナルを発生させるこ
とが一時的に可能になる。立体的拘束された状態ならびに消光状態では、共に、双極子は
その回転自由度が限定され、それによって、放出される光子の数が低減しまたは限定され
る。一部の実施形態では、ポリヌクレオチドがポリヌクレオチドであり、通常は一本鎖ポ
リヌクレオチド、例えばＤＮＡまたはＲＮＡであるが、特に一本鎖ＤＮＡである。一部の
実施形態では、本発明は、ポリヌクレオチドがナノポアを通って移行するときに、取着さ
れた蛍光標識が１つずつナノポアから出て行くとき、その蛍光標識により発生したシグナ
ルを記録することによって、ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列を決定するための方法
を含む。出る際に、取着された蛍光標識のそれぞれは、ナノポアにおける拘束状態から、
自由溶液中のポリヌクレオチドでの消光状態へと、遷移インターバルの間に遷移する。言
い換えれば、一部の実施形態では、本発明の方法のステップは、ナノポア中の拘束状態か
ら自由溶液中のポリヌクレオチド上での消光状態へと遷移するときに、各蛍光標識を励起
することを含む。上述のように、この遷移インターバルまたは期間の間に、蛍光標識は、
それが取着されるヌクレオチドを示す、検出可能な蛍光シグナルを放出することが可能で
ある。
【００７３】
　一部の実施形態では、本発明は、ポリヌクレオチドがナノポアを通って移行する間に、
モノマーに取着された蛍光標識を強制的に拘束状態にして、蛍光標識が検出可能な蛍光シ
グナルを生成することができなくなる（または実質的にできなくなる）ように、蛍光標識
およびナノポアを選択することができる、という発見の適用を含む。一部の実施形態では
、ナノポアは、直径が１から４ｎｍの範囲にあるボアまたは管腔を有するように選択され
；他の実施形態では、ナノポアは、直径が２から３ｎｍの範囲にあるボアまたは管腔を有
するものが選択される。一部の実施形態では、そのようなボアの直径は、タンパク質ナノ
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ポアによって提供される。一部の実施形態では、そのようなナノポアは、本発明に従って
、蛍光標識を強制的に拘束状態にするために使用され、したがって蛍光標識がナノポアか
ら出るときはいつでも、蛍光シグナルを実質的に発生させることができない状態から、放
出を誘発させることができる蛍光シグナルによって検出可能で識別可能な状態へと遷移す
る。このように、ポリヌクレオチドのモノマーの配列のそれぞれに取着された蛍光標識は
、ナノポアの出口のすぐ隣りに隣接する領域で（「遷移ゾーン」または「遷移容積」また
は「検出ゾーン」）蛍光シグナルを突然発生させるので、逐次検出することができる。一
部の実施形態では、有機蛍光色素を、上記直径のナノポアとともに蛍光標識として使用す
る。一部の実施形態では、少なくとも１つのそのような有機蛍光色素は、キサンタン色素
、ローダミン色素、およびシアニン色素からなる組から選択される。ポリヌクレオチドの
モノマー配列を決定するための一部の実施形態は、下記のステップ：（ａ）ナノポアを通
ってポリマーを移行させるステップであって、ポリヌクレオチドのモノマーが蛍光標識で
標識され、検出可能なシグナルがその中で実質的に発生しないように、ナノポアがそのボ
ア内の蛍光標識を拘束状態に拘束するステップと；（ｂ）ナノポアから出る際、各モノマ
ーの蛍光標識を励起するステップと；（ｃ）検出ゾーンにおいて、出て行く蛍光標識によ
って発生した蛍光シグナルを測定して、蛍光標識が取着されるモノマーを識別するステッ
プと；（ｄ）検出ゾーンの外で励起された蛍光標識からの蛍光シグナルを消光するステッ
プと：（ｄ）蛍光シグナルの配列からポリヌクレオチドのモノマー配列を決定するステッ
プとで実施される。さらなる実施形態では、蛍光標識はＦＲＥＴ対のアクセプターであり
、ＦＲＥＴ対の１つまたは複数のドナーが、出口からＦＲＥＴ距離内のナノポアに取着さ
れる。
【００７４】
　一部の実施形態では、上記使用される「実質的に消光した」は、蛍光標識が、同じ条件
下であるが隣接した互いに消光する標識なくして発生したシグナルから、少なくとも３０
パーセント低減した蛍光シグナルを発生させることを意味する。一部の実施形態では、上
記使用される「実質的に消光した」は、蛍光標識が、同じ条件下であるが隣接した互いに
消光する標識なくして発生したシグナルから、少なくとも５０パーセント低減した蛍光シ
グナルを発生させることを意味する。
【００７５】
　一部の実施形態では、標的ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列は、４つの個別の反応
を実施することによって決定され、これらの反応では、標的ポリヌクレオチドのコピーが
、単一蛍光標識で標識された、その４つの異なる種類のヌクレオチド（Ａ、Ｃ、Ｇ、およ
びＴ）のそれぞれを有する。そのような実施形態の変形例では、標的ポリヌクレオチドの
ヌクレオチド配列は、４つの個別の反応を実施することによって決定され、これらの反応
では、標的ポリヌクレオチドのコピーが、１つの蛍光標識で標識されたその４つの異なる
種類のヌクレオチド（Ａ、Ｃ、Ｇ、およびＴ）のそれぞれを有し、それと同時に、同じ標
的ポリヌクレオチドのその他のヌクレオチドは第２の蛍光標識で標識される。例えば、第
１の蛍光標識が、第１の反応で標的ポリヌクレオチドのＡに取着される場合、第２の蛍光
標識は、第１の反応において標的ポリヌクレオチドのＣ、Ｇ、およびＴ（即ち、「非Ａ」
ヌクレオチド）に取着される。同様に、この例の続きとして、第２の反応では、第１の標
識は、標的ポリヌクレオチドのＣに取着され、第２の蛍光標識は、標的ポリヌクレオチド
のＡ、Ｇ、およびＴ（即ち、「非Ｃ」ヌクレオチド）に取着される。以下、ヌクレオチド
ＧおよびＴについても同様である。
【００７６】
　同じ標識スキームは、ヌクレオチド型のサブセットに関する従来の専門用語の観点から
表すことができ；したがって上記例において、第１の反応では、第１の蛍光標識がＡに取
着され、第２の蛍光標識がＢに取着され；第２の反応では、第１の蛍光標識がＣに取着さ
れ、第２の蛍光標識がＤに取着され；第３の反応では、第１の蛍光標識がＧに取着され、
第２の蛍光標識がＨに取着され；第４の反応では、第１の蛍光標識がＴに取着され、第２
の蛍光標識がＶに取着される。



(27) JP 6967006 B2 2021.11.17

10

20

30

40

50

【００７７】
　一部の実施形態では、ポリヌクレオチドまたはペプチドなどのポリマーを、単一の種類
のモノマーに取着された単一蛍光標識で標識し、例えば、ポリヌクレオチドの全てのＴ（
または実質的に全てのＴ）が、蛍光標識、例えばシアニン色素で標識される。そのような
実施形態では、ポリヌクレオチドからの蛍光シグナルの収集または配列が、特定のポリヌ
クレオチドに関するシグネチャーまたはフィンガープリントを形成し得る。一部のそのよ
うな実施形態では、そのようなフィンガープリントは、決定されるべきモノマーの配列に
関する十分な情報を提供してもしなくてもよい。
【００７８】
　一部の実施形態では、本発明の特徴は、互いに消光する組のメンバーである蛍光色素ま
たは標識による、ポリヌクレオチド分析物の実質的に全てのモノマーの標識付けである。
ポリヌクレオチド分析物の標識付けに関連する「実質的に全ての」という用語の使用は、
化学的および酵素標識技法が典型的には１００パーセント未満で効率的であることを認め
ることである。一部の実施形態では、「実質的に全ての」は、全てのモノマーの少なくと
も８０パーセントに蛍光標識が取着されていることを意味する。他の実施形態では、「実
質的に全ての」は、全てのモノマーの少なくとも９０パーセントに蛍光標識が取着されて
いることを意味する。他の実施形態では、「実質的に全ての」は、全てのモノマーの少な
くとも９５パーセントに蛍光標識が取着されていることを意味する。相互に消光する組の
蛍光色素には、以下の性質がある：（ｉ）各メンバーは、全てのメンバーの蛍光を消光し
（例えば、ＦＲＥＴによってまたは静止もしくは接触機構によって）、（ｉｉ）各メンバ
ーは、励起したとき、および非消光状態にあるときに、明確な蛍光シグナルを発生する。
即ち、互いに消光する組が２種の色素、Ｄ１およびＤ２からなる場合、（ｉ）Ｄ１は自己
消光し（例えば、別のＤ１分子と接触消光することによって）、またＤ２によって消光し
（例えば、接触消光によって）、（ｉｉ）Ｄ２は自己消光し（例えば、別のＤ２分子との
接触消光によって）、またＤ１によって消光する（例えば、接触消光によって）。互いに
消光する組に関して蛍光色素または標識を選択するための指針は、参照により本明細書に
組み込まれる以下の参考文献に見出すことができる：Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ、Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、３３５巻：１７～２９頁（２００６年
）；およびＭａｒｒａｓら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、３０巻：
ｅ１２２（２００２年）など。一部の実施形態では、互いに消光する組のメンバーは、芳
香環構造などの、相互作用を積み重ねることが可能な成分または部分である有機蛍光色素
を含む。例示的な互いに消光する組の蛍光色素または標識は、ローダミン色素、フルオレ
セイン色素、およびシアニン色素から選択され得る。一実施形態では、互いに消光する組
は、ローダミン色素、ＴＡＭＲＡ、およびフルオレセイン色素、ＦＡＭを含んでいてもよ
い。別の実施形態では、互いに消光する組の蛍光色素は、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　４
８８、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ－ＥＸ、フルオレセインイソチオシアネート、Ｒｈｏｄａ
ｍｉｎｅ　Ｒｅｄ－Ｘ、ＬｉｓｓａｍｉｎｅローダミンＢ、Ｃａｌｃｅｉｎ、Ｆｌｕｏｒ
ｅｓｃｅｉｎ、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ、１つまたは複数のＢＯＤＩＰＹ色素、Ｔｅｘａｓ　
Ｒｅｄ、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ　５１４、および１つまたは複数のＡｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒからなる群から２種またはそれ超の色素を選択することによって形成されてもよい
。代表的なＢＯＤＩＰＹ色素には、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ　Ｒ６Ｇ、ＢＯＤ
ＩＰＹ　ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ　５８１／５９１、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＲ、ＢＯＤＩＰＹ　
６３０／６５０、およびＢＯＤＩＰＹ　６５０／６６５が含まれる。代表的なＡｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒには、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　３５０、４０５、４３０、４８８、５００
、５１４、５３２、５４６、５５５、５６８、５９４、６１０、６３３、６３５、６４７
、６６０、６８０、７００、７５０、および７９０が含まれる。
【００７９】
　上述のように、一部の実施形態では、標的ポリヌクレオチドのモノマー配列は、標的ポ
リヌクレオチドのコピーが互いに、または自己消光する蛍光標識で標識された異なる種類
のモノマーをそれぞれ有する、個別の反応を実施することによって決定される（それぞれ
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の種類のモノマーごとに１つ）。他の実施形態では、標的ポリヌクレオチドのモノマー配
列は、標的ポリヌクレオチドのコピーが、同じ互いに消光する組から選択される、異なる
互いに消光する蛍光標識で標識された異なる種類のモノマーのそれぞれを有する、個別の
反応を実施することによって決定される（それぞれの種類のモノマーごとに１つ）。互い
に消光する組が２種の色素のみを含む実施形態では、選択されたモノマー（即ち、モノマ
ーＸ）は、第１の相互消光色素で標識され、他の全ての種類のモノマー（即ち、非モノマ
ーＸ）は、同じ組からの第２の互いに消光する色素で標識される。このように、実施形態
のステップは、一連の２つの異なる蛍光シグナル、モノマーＸを示すシグナルと、非モノ
マーＸを示す別のシグナルを発生させる。
【００８０】
　一部の実施形態では、単一蛍光標識（例えば、多数の種類のモノマーを含むポリヌクレ
オチド中の、単一の種類のモノマーに取着された）は、ポリヌクレオチドの隣接するヌク
レオチドなど、ポリヌクレオチド上の隣接するモノマー（同じ種類の）に取着されたとき
に自己消光するものが使用されてもよい。例示的な自己消光蛍光標識には、Ｏｒｅｇｏｎ
　Ｇｒｅｅｎ　４８８、フルオレセイン－ＥＸ、ＦＩＴＣ、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｒｅｄ
－Ｘ、ＬｉｓｓａｍｉｎｅローダミンＢ、カルセイン、フルオレセイン、ローダミン、Ｂ
ＯＤＩＰＹＳ、およびＴｅｘａｓ　Ｒｅｄであって、例えばＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏ
ｂｅｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、１１版（２０１０年）に開示されたものが含まれるが、これ
らに限定されない。
消光剤を用いる実施形態
【００８１】
　より完全に以下に説明するように、非対称シアニン色素などの多くの周知の有機色素の
誘導体、ならびにそのような化合物とオリゴヌクレオチドのコンジュゲートおよび／また
はそれらの類似体を含む様々な非蛍光消光剤が本発明とともに使用するために利用可能で
ある。消光剤はシスチャンバー、トランスチャンバー、またはその両方のいずれかに配置
することができる。図４Ｃは、以下の要素：脂質二重層（４０２）の中に配置されたタン
パク質ナノポア（４００）；バックグラウンド蛍光を防止または低減するための固相膜（
４０６）中の不透明層（４０８）を有する蛍光標識の落射照明；およびトランスチャンバ
ー（４２６）内に配置された消光剤（４１０）を含む実施形態を示す。上記のように、蛍
光標識されたヌクレオチド（標識を（４２２）のように「ｆ」で示す）を含むポリヌクレ
オチド（４２０）は、ナノポア（４００）を通ってシスチャンバー（４２４）からトラン
スチャンバー（４２６）へと通過する。オリゴヌクレオチド消光剤（４１０）は、ナノポ
ア（４００）から現れるポリヌクレオチド（４２０）の部分へのオリゴヌクレオチド消光
剤（４２８）のハイブリダイゼーションを可能にする条件（例えば濃度、温度、塩濃度な
ど）の下で、トランスチャンバー（４２６）内に配置される。ナノポア（４００）は、参
照により本明細書に組み込まれるHuberら、米国特許公開第２０１６／００７６０９１号
に記載されているように、ナノポアの通過の間に蛍光標識からのシグナルが抑制されるよ
うに選択され得る。したがって、標識されたヌクレオチドが領域（４２８）においてナノ
ポア（４００）から現れる際に、これらは抑制されなくなり、シグナルを発生することが
できる。全てでないにしても大部分の直接照明の形態（例えば非ＦＲＥＴ）では、そのよ
うな現れた標識はトランスチャンバー（４２６）内にさらに移動するとともに蛍光を放出
し続け、それによりシグナルの収集に大いに貢献する。現れるポリヌクレオチドに結合す
るトランスチャンバー（４２６）内の消光剤によって、そのような発光は顕著に低減され
、検出ゾーン（４２８）を画定してそこから収集されたシグナルを解析してポリヌクレオ
チド（４２０）に関するヌクレオチド配列情報を得ることができる。一部の実施形態では
、標識されたポリヌクレオチドが検出ゾーンを通って移動するとともに、単一の蛍光標識
からの蛍光シグナルが検出時間の間に検出ゾーン（４２８）から検出される。他の実施形
態では、複数の蛍光シグナルが所定の時間の間に検出ゾーン（４２８）で複数の蛍光標識
から収集される。一部の実施形態では、そのような検出時間は、１ｍｓｅｃ未満、または
０．１ｍｓｅｃ未満、または０．０１ｍｓｅｃ未満である。一部の実施形態では、そのよ
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うな検出時間は、少なくとも０．０１ｍｓｅｃ、または少なくとも０．１ｍｓｅｃ、また
は少なくとも０．５ｍｓｅｃである。
【００８２】
　本発明の消光剤には、ナノポア配列決定の条件下で（ｉ）実質的に非蛍光性であり、（
ｉｉ）一本鎖核酸、特に一本鎖ＤＮＡに結合し、（ｉｉｉ）他の分子から非放射的に励起
エネルギーを吸収し、これを非放射的に放出する任意の化合物（または化合物の組）が含
まれる。一部の実施形態では、消光剤は一本鎖ＤＮＡに非共有結合でさらに結合する。よ
り完全に以下に記述されるように、これだけに限らないが、シアニンおよびキサンテン色
素などの一般的な合成色素の非蛍光性誘導体を含む様々な消光化合物が本発明とともに使
用するために利用可能である。消光性化合物の選択のガイダンスは、参照により本明細書
に組み込まれる米国特許第６，３２３，３３７号；第６，７５０，０２４号などの参考文
献に見出される。
【００８３】
　一部の実施形態では、消光剤は、蛍光を消光することが知られている重い原子（臭素ま
たはヨウ素など）によって共有結合で修飾された、またはニトロ基もしくはアゾ基などの
蛍光を消光することが知られている他の基によって共有結合で修飾された一本鎖ＤＮＡ結
合性色素であってもよい。一本鎖ＤＮＡに結合することが知られている色素の例には、Ｓ
ｙｂｒ　Ｇｒｅｅｎ（Zipperら、（２００４年）、Nucleic　Acid　Research、３２巻（
１２号））がある。シアニンＳｙｂｒ　Ｇｒｅｅｎ構造へのニトロ、臭素、ヨウ素、およ
び／またはアゾ基の組み込みによって、ＤＮＡ上に存在するかも知れない蛍光標識を消光
する一本鎖ＤＮＡ結合性基部分が得られる。
【００８４】
　一部の実施形態では、消光剤は結合部分と１つまたは複数の消光部分とを含む。結合部
分には、実質的な配列特異性なしに一本鎖核酸に結合する任意の化合物が含まれ得る。結
合部分には、ペプチドもしくはオリゴヌクレオチドまたは修飾されたリンケージおよび／
もしくはモノマーを有するいずれかの類似体が含まれ得る。オリゴヌクレオチドおよびそ
の類似体は、二重鎖の形成を介して、または非塩基対のアプタマー結合を介して、ポリヌ
クレオチドへの結合を提供し得る。一部の実施形態では、結合部分は６～６０ヌクレオチ
ドの範囲の長さを有するオリゴヌクレオチドまたはその類似体を含む。そのようなオリゴ
ヌクレオチドまたは類似体は、１つの消光部分または複数の消光部分にコンジュゲートし
てもよい。一部の実施形態では、各オリゴヌクレオチドまたは類似体にコンジュゲートし
た複数の消光部分は２または３である。結合部分にコンジュゲートした消光部分は同一で
も異なっていてもよい。一部の実施形態では、結合部分がオリゴヌクレオチドまたは類似
体である場合はいつも、２つの消光部分の１つはオリゴヌクレオチドの５’末端に、１つ
は３’末端にコンジュゲートしている。２～３の消光部分を有するオリゴヌクレオチドま
たは類似体は、例えば本明細書に引用した参考文献に開示されているように、従来の連結
化学および合成化学を使用して合成することができる。
【００８５】
　オリゴヌクレオチドまたは類似体は単一種として提供され、または異なる配列、したが
って異なる結合特異性を有する複数のオリゴヌクレオチドまたは類似体の混合物として提
供され得る。一部の実施形態では、オリゴヌクレオチドまたは類似体はランダム配列ポリ
マーである。即ち、これらは所与の長さを有するあらゆる可能な配列の混合物として提供
される。例えば、そのようなオリゴヌクレオチドまたは類似体は、６マーについては「Ｎ
ＮＮＮＮＮ」、または８マーについては「ＮＮＮＮＮＮＮＮ」という式で表わされ、ここ
でＮはＡ、Ｃ、ＧもしくはＴ、またはその類似体であってもよい。
【００８６】
　オリゴヌクレオチドに関する「類似体」は、１つまたは複数のヌクレオチド類似体を含
むオリゴヌクレオチドを意味する。定義のセクションに記述するように、「ヌクレオチド
類似体」は修飾された連結部分、糖部分、または塩基部分を有し得るヌクレオチドである
。本発明とともに使用される例示的なオリゴヌクレオチド類似体には、これだけに限らな
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いが、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ロックされた核酸（ＬＮＡ）（２’－Ｏ－メチルＲＮＡ
）、ホスホロチオエートオリゴヌクレオチド、架橋された核酸（ＢＮＡ）などが含まれる
。
【００８７】
　一部の実施形態では、オリゴヌクレオチド結合部分はユニバーサル塩基を含む。即ち、
これらは塩基対相互作用を不安定化することなしに４つの天然のヌクレオチドのいずれか
を置き換えることができる１つまたは複数のヌクレオチド類似体を含む。ユニバーサル塩
基特性を有するヌクレオチド類似体は、参照により本明細書に組み込まれるLoakes、Nucl
eic　Acids　Research、２９巻（１２号）、２４３７～２４４７頁（２００１年）に記載
されている。一部の実施形態では、オリゴヌクレオチド結合部分には２’－デオキシイノ
シン、７－デアザ－２’－デオキシイノシン、２－アザ－２’－デオキシイノシン、３－
ニトロピロールヌクレオチド、５－ニトロインドールヌクレオチドなどが含まれる。
【００８８】
　一部の実施形態では、消光剤には共同で作用して一本鎖標識ポリヌクレオチドの望まし
くない蛍光シグナルを消光する２つまたはそれより多い化合物の組合せが含まれ得る。例
えば、消光剤には、標識されたポリヌクレオチドおよび個別に消光剤である二本鎖インタ
ーカレーターと二重鎖を形成し得るオリゴヌクレオチド（例えばポリデオキシイノシン）
が含まれ得る。したがって、ポリデオキシイノシンが標識されたポリヌクレオチドに結合
する場合にはいつも、得られる二重鎖に消光性インターカレーターが結合して、ポリヌク
レオチドからの蛍光シグナルを消光する。
【００８９】
　標識されたポリヌクレオチドの蛍光標識の蛍光シグナルを検出可能に消光することがで
きる任意の合成色素は、本発明の目的のための許容される消光部分である。具体的には、
本発明で使用するように、消光部分は、標識されたポリヌクレオチドの蛍光標識の発光バ
ンドと少なくともいくつかのスペクトルの重なりを示す吸収バンドを有する。十分なスペ
クトルの重なりが存在するならば、この重なりは、消光部分（アクセプター）の極大吸収
波長よりも低い、またはより高い波長の発光極大において起こる蛍光標識（ドナー）の発
光とともに起こり得る。エネルギー伝達は、ドナーの発光のアクセプターのより高い電子
状態への移行を通しても起こり得る。当業者は、使用される蛍光標識の発光スペクトルに
関して色素の励起バンドを検討することによって、所与の消光部分の有用性を決定するこ
とができる。
【００９０】
　典型的には、本発明の蛍光消光は蛍光標識と本発明の消光部分との間の蛍光共鳴エネル
ギー伝達（ＦＲＥＴまたは電荷移動錯体の形成）を通して起こる。ドナーおよびアクセプ
ター化合物のスペクトルおよび電子的特性は、標識されたポリヌクレオチドの蛍光標識と
消光部分との間の分離距離と同様に、観察されるエネルギー伝達の程度に強い影響を有す
る。分離距離が増加するとともに、蛍光消光の程度は減少する。
【００９１】
　標識されたポリヌクレオチドに結合した際の色素の極大発光波長が蛍光標識の極大発光
波長から十分に分離されている場合には、消光部分は任意選択で蛍光性であってもよい。
しかし好ましくは、オリゴヌクレオチドまたは類似体に共有結合でコンジュゲートしてい
る場合には、消光部分は僅かに蛍光性であるか、実質的に非蛍光性である。本明細書にお
いて使用する実質的に非蛍光性とは、本明細書の方法のいずれにおいても、記載された分
析溶液中における消光部分の蛍光効率が５パーセント未満またはそれに等しく、好ましく
は１パーセント未満またはそれに等しいことを意味する。他の実施形態では、共有結合で
結合した消光部分は約０．１未満、より好ましくは約０．０１未満の量子収率を示す。一
部の実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドの消光に付随する蛍光標識の蛍光は、共
有結合で結合した消光部分がない場合に同じ蛍光標識に付随する同じオリゴヌクレオチド
に対して５０％を超えて消光される。別の実施形態では、蛍光標識は標識されていないオ
リゴヌクレオチドに対して９０％を超えて消光される。さらに別の実施形態では、核酸染
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色は標識されていないオリゴヌクレオチドに対して９５％を超えて消光される。
【００９２】
　一部の実施形態では、消光部分はピレン、アンスラセン、ナフタレン、アクリジン、ス
チルベン、インドールもしくはベンズインドール、オキサゾールもしくはベンズオキサゾ
ール、チアゾールもしくはベンゾチアゾール、４－アミノ－７－ニトロベンズ－２－オキ
サ－１，３－ジアゾール（ＮＢＤ）、シアニン、カルボシアニン、カルボスチリル、ポル
フィリン、サリシレート、アンスラニレート、アズレン、ペリレン、ピリジン、キノリン
、クマリン（ヒドロキシクマリン類およびアミノクマリン類ならびにフッ素化されたおよ
びスルホン化されたそれらの誘導体を含む）（参考として援用されるＧｅｅら（１９９８
）の米国特許第５，８３０，９１２号、およびＷａｎｇら（１９９７）の米国特許第５，
６９６，１５７号に記載されるような）、ポリアザインダセン（例えば、Ｈａｕｇｌａｎ
ｄら（１９８８）の米国特許第４，７７４，３３９号；Ｋａｎｇら（１９９３）の米国特
許第５，１８７，２８８号；Ｈａｕｇｌａｎｄら（１９９３）の米国特許第５，２４８，
７８２号；Ｋａｎｇら（１９９３）の米国特許第５，２７４，１１３号；Ｋａｎｇら（１
９９５）の５，４３３，８９６号；Ｗｕら（１９９９）の米国特許第６，００５，１１３
号であり、全て参考として援用される）、キサンテン、オキサジンもしくはベンズオキサ
ジン、カルバジン（参照により組み込まれるCoreyの米国特許第４，８１０，６３６号（
１９８９年））、またはフェナレノンもしくはベンズフェナレノン（参照により組み込ま
れるBabbらの米国特許第４，８１２，４０９号（１９８９年））であってもよい。
【００９３】
　他の実施形態では、実質的に非蛍光性色素である消光部分には、特にアゾ色素（ＤＡＢ
ＣＹＬまたはＤＡＢＳＹＬ色素およびそれらの構造的類似体など）、マラカイトグリーン
またはフェノールレッド、４’、５ｚ－ジエーテル置換フルオレセイン（米国特許第４，
３１８，８４６号（１９８２年））、または非対称シアニン色素消光剤（ＰＣＴ国際出願
ＷＯ９９３７，７１７（１９９９年））が含まれる。
【００９４】
　消光部分がキサンテンである実施形態では、合成色素は任意選択でフルオレセイン、ロ
ドール（参照により組み込まれるHauglandらの米国特許第５，２２７，４８７号（１９９
３年））、またはローダミンである。本明細書で使用するフルオレセインには、ベンゾ－
もしくはジベンゾフルオレセイン類、セミナフトフルオレセイン類、またはナフトフルオ
レセイン類が含まれる。同様に、本明細書で使用するロドールには、セミナフトロダフル
オル類（参照により組み込まれるHauglandらの米国特許第４，９４５，１７１号（１９９
０年））が含まれる。キサンテン類には、キサンテン色素のフッ素化誘導体（参照により
組み込まれる国際公開第ＷＯ９７／３９０６４号、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，
Ｉｎｃ．（１９９７年））、およびキサンテン色素のスルホン化誘導体（参照により組み
込まれる国際公開第ＷＯ９９／１５５１７号、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎ
ｃ．（１９９９年））が含まれる。本明細書で使用するオキサジン類には、レゾルフム類
、アミノオキサジノン類、ジアミノオキサジン類、およびそれらのベンゾ置換類似体が含
まれる。
【００９５】
　さらなる実施形態では、消光部分は、例えば参照により本明細書に組み込まれる米国特
許第６，３９９，３９２号に記載されている、１つまたは複数のアミノ窒素原子が芳香族
または複素芳香族環システムによって置換された３－および／または６－アミノキサンテ
ンの実質的に非蛍光性の誘導体である。これらの消光色素は典型的には５３０ｎｍを超え
る吸収極大を有し、観察できる蛍光をほとんどまたは全く有さず、例えば化学発光体、リ
ン光体、または蛍光体から放出される広いスペクトルの発光を効率的に消光する。一実施
形態では、消光色素は置換ローダミンである。別の実施形態では、消光化合物は置換ロド
ールである。
【００９６】
　さらに他の実施形態では、消光部分は、参照により本明細書に組み込まれる以下の特許
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、第７，０１９，１２９号；第７，１０９，３１２号；第７，５８２，４３２号；第８，
４１０，０２５号；第８，４４０，３９９号；第８，６３３，３０７号；第８，９４６，
４０４号；第９，０１８，３６９号；または第９，１３９，６１０号に記載されている、
Ｂｌａｃｋ　Ｈｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒｓ（商標）化合物（ＢＨＱ）として公知の、１
つまたは複数の非蛍光消光剤を含んでもよい。
【００９７】
　さらなる消光部分は、参照により本明細書に組み込まれる以下の米国特許第６，６９９
，９７５号；第６，７９０，９４５号；および第８，１１４，９７９号に開示されている
。
【実施例】
【００９８】
光学に基づくナノポア配列決定法における標的ポリヌクレオチドの通過
　本実施例では、例示的な光学に基づくナノポア配列決定法とともに本発明が使用される
。例示的な光学に基づくナノポア配列決定法では、少なくとも３つの状態であることが可
能な蛍光標識で、標的ポリヌクレオチドのヌクレオチドを標識する：（ｉ）消光した状態
であって、取着された蛍光標識の蛍光が、すぐ隣りに隣接したヌクレオチドの蛍光標識に
よって消光した状態；例えば、ポリヌクレオチドに取着された蛍光標識は、標識されたポ
リヌクレオチドが、水溶液中で遊離しているとき、消光している。（ｉｉ）立体的に拘束
された状態であって、自由溶液の運動または取着された蛍光標識のアライメントが破壊さ
れまたは限定されて、蛍光標識から発生する検出可能なシグナルがほとんどまたは全くな
くなるように、標識されたポリヌクレオチドが、ナノポアを移行している状態。（ｉｉｉ
）遷移状態であって、ポリヌクレオチドがナノポアを移行しながら、蛍光標識がナノポア
から出て行くときに（「遷移インターバル」中）、ポリヌクレオチドに取着された蛍光標
識が、立体的に拘束された状態から消光状態に遷移する状態。ポリヌクレオチドがナノポ
アを移行するとき取着された蛍光標識が１つずつナノポアから出て行くとき、その蛍光標
識により発生したシグナルを記録することによって、ポリヌクレオチドのヌクレオチド配
列が決定される。出る際に、取着された蛍光標識のそれぞれは、ナノポアにおける拘束状
態から、自由溶液中のポリヌクレオチドでの消光状態へと、遷移インターバルの間に遷移
する。この遷移インターバルの間、蛍光標識はそれが取着されたヌクレオチドを示す検出
可能な蛍光シグナルを放出することができる。
【００９９】
　一部の実施形態では、本発明は、以下のステップ：（ａ）反応混合物中のテンプレート
上で５’非相補性テイルを有するプライマーを伸長するステップであって、一本鎖オーバ
ーハングとして伸長された鎖と５’非相補性テイルを含む二本鎖生成物を産生するステッ
プと；（ｂ）第１のチャンバーと第２のチャンバーとを分離してその間に流体連通を提供
するナノポア（またはナノポアのアレイ）を提供するステップであって、ナノポアが二本
鎖核酸ではなく一本鎖核酸を通過させることができるステップと；（ｃ）第１のチャンバ
ー内に二本鎖生成物を配置するステップと；（ｄ）ナノポアを横断して電場を印加するこ
とによって、分離された二本鎖生成物の５’非相補性テイルをナノポアによって捕捉する
ステップと；（ｅ）ボアおよび出口を有するナノポアを通ってポリマー分析物を移行させ
るステップであって、各ポリマー分析物はモノマーの配列を含み、実質的にそれぞれのモ
ノマーは、隣接するモノマーの蛍光標識がナノポアの外側での互いの自己消光によって消
光状態にあるようにかつ蛍光標識が立体的に拘束された状態にあってナノポアの内部で検
出可能な蛍光シグナルを発生させることができないように、蛍光標識で標識されているス
テップと；（ｆ）各蛍光標識を、立体的に拘束された状態から消光状態に遷移するときに
、ナノポアの出口で励起して、蛍光標識が取着されるモノマーを示す蛍光シグナルを発生
させるようにするステップと；（ｇ）蛍光シグナルを検出してモノマーを識別するステッ
プとを使用する、このようなナノポア配列決定法とともに使用することができる。本明細
書で使用される、「実質的にあらゆる」、「実質的に全ての」、または同様の用語は、モ
ノマー、特にヌクレオチドの標識付けについて言及する場合、化学的標識手順は全てのモ
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ノマーの完全な標識化をもたらさなくてもよいと理解され；実施可能な程度まで、これら
の用語は、本発明に関連した標識反応が終了するまで継続されると理解され；一部の実施
形態では、そのような完全な標識反応は、モノマーの少なくとも５０パーセントを標識す
ることを含み；他の実施形態では、そのような標識反応は、モノマーの少なくとも８０パ
ーセントを標識することを含み；他の実施形態では、そのような標識反応は、モノマーの
少なくとも９５パーセントを標識することを含み；他の実施形態では、そのような標識反
応は、モノマーの少なくとも９９パーセントを標識することを含む。
【０１００】
　上記の方法の一部の実施形態では、蛍光標識は、ＦＲＥＴ対のメンバーである。ＦＲＥ
Ｔ対は一般に、１つまたは複数のＦＲＥＴドナーおよび１つまたは複数のＦＲＥＴアクセ
プターであり、各ドナーは各アクセプターとＦＲＥＴ反応することが可能である。一態様
において、上記内容は、ＦＲＥＴ対のドナーが、アクセプターの吸収スペクトルに実質的
に重なる放出スペクトルを有することを意味する。別の態様では、ドナーおよびアクセプ
ターの遷移双極子は、効率的なエネルギー伝達が可能になるように整列されなければなら
ない。一部の態様において、本発明は部分的には、ナノポアの蛍光、特にＦＲＥＴ抑制特
性の発見および理解と、この特性を、ナノポアを通って移行するする標識ポリマーの検出
が可能になるように適用することに基づく。ナノポアは、ナノポアを通って移行する間に
ＦＲＥＴ対標識がＦＲＥＴ相互作用に関与するよう配向することができないように寸法決
めされた、ボアを持つものが選択されてもよいと考えられるが、本発明はそれによって限
定されるものではない。ナノポアのボアにおけるポリヌクレオチドの標識の双極子は、ナ
ノポアの限定された直径に基づいてそれらの回転自由度が拘束される。ナノポアに取着さ
れた対応するＦＲＥＴ対のアライメントとの双極子のアライメントのこの低減は、ＦＲＥ
Ｔ効率を劇的に限定する。標識されたポリヌクレオチドは、ポリマー（例えば、ポリヌク
レオチド）上のＦＲＥＴアクセプターまたはドナーが回転自由度を再び得てＦＲＥＴ事象
が可能になる点で、ナノポアから出た後に、ＦＲＥＴ相互作用に関与することができる。
【０１０１】
　定義
　「ＦＲＥＴ」または「Ｆｏｒｓｔｅｒまたは蛍光共鳴エネルギー伝達」は、励起された
ドナーフルオロフォアから基底状態のアクセプターフルオロフォアへの非放射性双極子－
双極子エネルギー伝達メカニズムを意味する。ＦＲＥＴ相互作用におけるエネルギー伝達
の速度は、ドナーの放出スペクトルとアクセプターの吸収スペクトルとのスペクトルの重
なりの程度、ドナーの量子収率、ドナーおよびアクセプターの遷移双極子の相対的な配向
、ならびにドナー分子とアクセプター分子との間の距離に依存し、Ｌａｋｏｗｉｔｚ、Ｐ
ｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ、第
３版、（Springer、２００６年）がある。特定の目的のＦＲＥＴ相互作用は、アクセプタ
ーに伝達され、次にそのドナーを励起する光の周波数よりも低い周波数で、光子としてア
クセプターにより放出される、エネルギーの一部をもたらすものである（即ち、「ＦＲＥ
Ｔシグナル」）。「ＦＲＥＴ距離」は、ＦＲＥＴ相互作用を引き起こすことができ、かつ
検出可能なＦＲＥＴシグナルがＦＲＥＴアクセプターによって生成される、ＦＲＥＴドナ
ーとＦＲＥＴアクセプターとの間の距離を意味する。
【０１０２】
　「キット」は、本発明の方法を実施する材料または試薬を送達するための、任意の送達
システムを指す。反応アッセイの文脈において、そのような送達システムは、１つの場所
から別の場所への、反応試薬（例えば、適切な容器内の、互いに消光する蛍光標識、蛍光
標識連結剤、酵素などの蛍光標識）および／または支持材料（例えば、緩衝剤、アッセイ
を行うために文書にされた取扱説明書など）の貯蔵、輸送、または送達を可能にするシス
テムを含む。例えばキットは、関係のある反応試薬および／または支持材料を含有する１
つまたは複数のエンクロージャー（例えば、ボックス）を含む。そのような内容物は、一
緒にまたは別々に、意図される受取人に送達される。例えば、第１の容器には、アッセイ
で使用される酵素が入っていてもよく、一方、第２のまたはそれ超の容器には、互いに消
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光する蛍光標識が入っていてもよい。
【０１０３】
　「ナノポア」は、基材が所定のまたは識別可能な順序で分析物を通る、またはポリマー
分析物の場合、そのモノマー単位が所定のまたは識別可能な順序で基材を通るのを可能に
する、基材に位置決めされた任意の開口を意味する。後者の場合、所定のまたは識別可能
な順序は、ポリマー中のモノマー単位の一次配列であってもよい。ナノポアの例には、タ
ンパク質様またはタンパク質ベースのナノポア、合成または固体状態のナノポア、および
タンパク質ナノポアがその内部に埋め込まれている固体状態のナノポアを含むハイブリッ
ドナノポアが含まれる。ナノポアは、内径が１～１０ｎｍまたは１～５ｎｍまたは１～３
ｎｍであってもよい。タンパク質ナノポアの例には、アルファ－溶血素、電圧依存性ミト
コンドリアポリン（ＶＤＡＣ）、ＯｍｐＦ、ＯｍｐＣ、ＭｓｐＡ、およびＬａｍＢ（マル
トポリン）、例えば、参照により本明細書に組み込まれるＲｈｅｅ，Ｍ．ら、Ｔｒｅｎｄ
ｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２５巻（４号）（２００７年）：１７４～１８
１頁；Ｂａｙｌｅｙら（前掲）；Ｇｕｎｄｌａｃｈら、米国特許公開第２０１２／００５
５７９２号などに開示されているものが含まれるが、これらに限定されない。単一核酸分
子の通過を可能にする任意のタンパク質ポアを用いてもよい。ナノポアタンパク質は、ポ
アの外側の特定の部位で、またはポア形成タンパク質を構成する１つまたは複数のモノマ
ー単位の外側の特定の部位で標識されてもよい。ポアタンパク質は、アルファ－溶血素、
ＭｓｐＡ、電圧依存性ミトコンドリアポリン（ＶＤＡＣ）、アンスラックスポリン、Ｏｍ
ｐＦ、ＯｍｐＣ、およびＬａｍＢ（マルトポリン）などであるがこれらに限定されないタ
ンパク質の群から選択される。固体状態のホールへのポアタンパク質の一体化は、帯電し
たポリマーをポアタンパク質に取着することによって実現される。電場を印加した後、帯
電した複合体を、電気泳動によって固体状態のホールに引き込む。合成ナノポアまたは固
体状態のナノポアは、様々な形態の固体基材中に創出されてもよく、その例には、シリコ
ーン（例えば、Ｓｉ３Ｎ４、ＳｉＯ２）、金属、金属酸化物（例えば、Ａｌ２Ｏ３）、プ
ラスチック、ガラス、半導体材料、およびこれらの組合せが含まれるがこれらに限定され
ない。合成ナノポアは、脂質二重層膜内に位置決めされた生物学的タンパク質ポアよりも
安定と考えられる。合成ナノポアは、重合エポキシなどであるがこれに限定されない適切
な基材に埋め込まれたカーボンナノチューブを使用することによって、創出されてもよい
。カーボンナノチューブは、均一で十分定められた化学的および構造的性質を有すること
ができる。１から１００ナノメートルに及ぶ様々なサイズのカーボンナノチューブを得る
ことができる。カーボンナノチューブの表面電荷は、約ゼロであることが公知であり、そ
の結果、ナノポアを通る核酸の電気泳動輸送は単純かつ予測可能になる（Ｉｔｏ，Ｔ．ら
、Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍｕｎ．１２巻（２００３年）：１４８２～８３頁）。合成ナノポア
の基材表面は、タンパク質ポアの共有結合による取着が可能になるようにまたは表面特性
を光学ナノポア配列決定に適切なものにするように、化学修飾されてもよい。そのような
表面修飾は、共有結合または非共有結合にすることができる。ほとんどの共有結合による
修飾は、オルガノシラン堆積を含み、それに関する最も一般的なプロトコールが記述され
ている：１）水性アルコールからの堆積。これはシリル化表面を調製するための最も容易
な方法である。９５％エタノール－５％水の溶液を、酢酸でｐＨ４．５～５．５に調節す
る。シランを、撹拌しながら添加して、２％の最終濃度が得られる。加水分解およびシラ
ノール基形成の後、基材を２～５分間添加する。濯いだ後、過剰な材料は、エタノール中
に短時間浸漬することによってなくなる。シラン層の硬化は、摂氏１１０度で５～１０分
である。２）気相堆積。乾燥非プロトン性条件下、化学気相堆積法によって、シランを基
材に付着させることができる。これらの方法は、単層堆積が容易である。閉鎖チャンバー
のデザインで、５ｍｍの蒸気圧が達成されるような十分な温度に基材を加熱する。あるい
は、シランの蒸発が観察されるまで、真空を印加することができる。３）スピンオン堆積
。スピンオン付着は、最大源の官能化および多層堆積が好まれる加水分解条件下で、また
は単層堆積が好まれる乾燥条件下で行うことができる。一部の実施形態では、単一ナノポ
アが本発明では用いられる。他の実施形態では、複数のナノポアが用いられる。後者の実
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施形態のいくつかでは、複数のナノポアを、ナノポアのアレイとして用い、これらは固相
膜などの平面基材に通常は堆積される。ナノポアアレイのナノポアは、規則的に、例えば
直線的なパターンで、間隔を空けて配置されてもよく、またはランダムに間隔を空けて配
置されてもよい。好ましい実施形態では、ナノポアは、平面状の固相基材において、直線
上のパターンとして規則的に間隔を空けて配置される。
【０１０４】
　「ナノ構造」（「ナノスケール構造」および「ナノスケール特徴」と交換可能に使用さ
れる）は、数ナノメートルから数百ナノメートルの範囲内、例えば１から１０００ナノメ
ートルの範囲内にある少なくとも１つの寸法を有する構造を意味する。いくつかの適用例
では、そのような範囲は２から５００ナノメートルであり；他の適用例では、そのような
範囲は３から５００ナノメートルである。ナノ構造の形状および幾何学的形状は、広く様
々であってもよく、ナノポア、ナノウェル、ナノ粒子、および反応のシーケンスを実施す
るのに特に適した任意のその他の都合のよい形状を含むがこれらに限定されない。一部の
実施形態では、ナノ構造は、固相膜に動作可能に関連付けられたタンパク質ナノポアであ
ってもよい。ナノポアおよびナノウェルなどのいくつかのナノ構造は、ナノポアまたはナ
ノウェルのアレイが形成されるよう、固相膜またはその他の固体などのより大きい共通基
材に形成されてもよい。特定の目的のナノ構造は、化学的、物理的（例えば、ＦＲＥＴ）
、酵素的、および／もしくは結合反応、またはそのような反応のシーケンスを支持するか
、または含有することが可能なものである。一部の実施形態では、ナノウェルなどのナノ
構造は、１ナノリットル（１０－９リットル）未満、１ピコリットル未満、または１フェ
ムトリットル未満の体積を取り囲む。他の実施形態では、個々のナノウェルのそれぞれは
、１０００ゼプトリットル未満、１００ゼプトリットル、８０ゼプトリットル、または５
０ゼプトリットル未満、または１ゼプトリットル未満、またはさらに１００ヤクトリット
ル未満の体積を提供する。一部の実施形態では、ナノウェルは、ゼロモード導波路を含む
。
【０１０５】
　ペプチドについて言及する際の、「ペプチド」、「ペプチド断片」、「ポリペプチド」
、「オリゴペプチド」、または「断片」は、本明細書では同義に使用され、ペプチド結合
によって連結されたアミノ酸残基の単一の非分岐鎖を構成する化合物を指す。ペプチドま
たはポリペプチド中のアミノ酸は、ポリエチレングリコール、色素、ビオチン、ハプテン
、または同様の部分を含むがこれらに限定されない様々な部分により誘導体化されてもよ
い。タンパク質またはポリペプチドまたはペプチド中のアミノ酸残基の数は、広く様々で
あってもよく；しかし一部の実施形態では、本明細書で言及するタンパク質またはポリペ
プチドまたはペプチドは、２から７０個のアミノ酸残基を有していてもよく；他の実施形
態では、２から５０個のアミノ酸残基を有していてもよい。他の実施形態では、本明細書
で言及されるタンパク質またはポリペプチドまたはペプチドは、数十個のアミノ酸残基、
例えば２０個から、最大で千個またはそれ超のアミノ酸残基、例えば１２００個までのア
ミノ酸残基を有していてもよい。さらに他の実施形態では、タンパク質、ポリペプチド、
ペプチド、もしくはそれらの断片は、１０から１０００個のアミノ酸残基を有していても
よく；またはそれらは２０から５００個のアミノ酸残基を有していてもよく；またはそれ
らは２０から２００個のアミノ酸残基を有していてもよい。
【０１０６】
　「ポリマー」は、直鎖状に接続された複数のモノマーを意味する。通常、ポリマーは、
複数のタイプのモノマーを、例えばＡ、Ｃ、Ｇ、およびＴを含むポリヌクレオチドとして
、または複数の種類のアミノ酸を含むポリペプチドとして含む。モノマーは、ヌクレオシ
ドおよびその誘導体または類似体、ならびにアミノ酸およびその誘導体および類似体を、
限定することなく含んでいてもよい。一部の実施形態では、ポリマーは、ヌクレオシドモ
ノマーがホスホジエステル結合によって接続されているポリヌクレオチド、またはその類
似体である。
【０１０７】
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　「ポリヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド」は交換可能に使用され、それぞれ
ヌクレオチドモノマーの直鎖状ポリマーを意味する。ポリヌクレオチドおよびオリゴヌク
レオチドを構成するモノマーは、Ｗａｔｓｏｎ－Ｃｒｉｃｋ型の塩基対合、塩基スタッキ
ング、またはＨｏｏｇｓｔｅｅｎもしくは可逆的Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ型の塩基対合などの
、モノマー間相互作用の規則的なパターンを経て天然のポリヌクレオチドに特異的に結合
することが可能である。そのようなモノマーおよびそれらのヌクレオシド間連結は、天然
に生じてもよく、またはその類似体、例えば、天然に存在するか、または天然に存在しな
い類似体であってもよい。天然に存在しない類似体は、ＰＮＡ、ホスホロチオエートヌク
レオシド間連結、およびフルオロフォアまたはハプテンなどの標識の取着を可能にする連
結基を含有する塩基などを含んでいてもよい。オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチ
ドの使用に際してポリメラーゼによる伸長またはリガーゼによるライゲーションなどの酵
素処理を必要とするときにはいつでも、当業者には、オリゴヌクレオチドまたはポリヌク
レオチドがそれらの場合に任意のまたはいくつかの位置でヌクレオシド間連結、糖部分、
または塩基の類似体を含有しなくてもよいことを理解するであろう。ポリヌクレオチドは
、典型的にはそのサイズが、それらが通常「オリゴヌクレオチド」と呼ばれる場合には、
数モノマー単位、例えば５～４０単位から、数千モノマー単位に及ぶ。ポリヌクレオチド
またはオリゴヌクレオチドが、「ＡＴＧＣＣＴＧ」などの文字（大文字または小文字）の
配列によって表される場合はいつでも、ヌクレオチドは左から右に５’→３’の順序であ
り、文脈から他に指示されずまたは明らかにされない限り、「Ａ」はデオキシアデノシン
を示し、「Ｃ」はデオキシシチジンを示し、「Ｇ」はデオキシグアノシンを示し、「Ｔ」
はチミジンを示し、「Ｉ」はデオキシイノシンを示し、「Ｕ」はウリジンを示すことが理
解されよう。他に記述されない限り、専門用語および原子付番規則は、Ｓｔｒａｃｈａｎ
およびＲｅａｄ、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　２（Ｗｉｌｅｙ
－Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９９年）に開示されたものに従うことになる。通常
、ポリヌクレオチドは、ホスホジエステル結合によって連結された４種の天然ヌクレオシ
ド（例えば、ＤＮＡに関してはデオキシアデノシン、デオキシシチジン、デオキシグアノ
シン、デオキシチミジンであり、またはＲＮＡに関してはそれらのリボース対応物である
）を含み；しかし、それらは、例えば修飾された塩基、糖、またはヌクレオチド間の結合
を含む非天然ヌクレオチド類似体を含んでいてもよい。酵素が、活性に関して特定のオリ
ゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド基材要件、例えば一本鎖ＤＮＡ、またはＲＮＡ／
ＤＮＡ二重鎖などを有する場合、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド基材に適切
な組成物の選択は、特にＳａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、第
２版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ、１９８９年）などの論文および同様の参考文献による指針により、十分に当業者の知
識の範囲内にあることは、当業者には明らかである。同様に、オリゴヌクレオチドおよび
ポリヌクレオチドは、一本鎖の形態または二本鎖の形態（即ち、オリゴヌクレオチドまた
はポリヌクレオチドの二重鎖と、そのそれぞれの相補体）を指してもよい。どの形態が意
図されるのかまたは両方の形態が意図されるのか否かは、用語の使用の文脈から、当業者
には明らかであろう。
【０１０８】
　「プライマー」は、ポリヌクレオチドテンプレートとの二重鎖の形成に際して、核酸合
成の開始点として作用することができ、その３’末端からテンプレートに沿って伸長され
て、それにより伸長された二重鎖を形成することができる、天然または合成のオリゴヌク
レオチドを意味する。プライマーの伸長は、通常、ＤＮＡポリメラーゼまたはＲＮＡポリ
メラーゼなどの核酸ポリメラーゼによって行なわれる。伸長プロセスにおいて添加される
ヌクレオチドの配列は、テンプレートポリヌクレオチドの配列によって決定される。通常
、プライマーはＤＮＡポリメラーゼによって伸長される。プライマーは通常、１４～４０
ヌクレオチドの範囲、または１８～３６ヌクレオチドの範囲の長さを有する。プライマー
は種々の核酸増幅反応、例えば単一のプライマーを使用する直線的増幅反応、または２つ
もしくはそれより多いプライマーを用いるポリメラーゼ連鎖反応に用いられる。特定の用
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以下の参考文献：Dieffenbach編、PCR　Primer:A　Laboratory　Manual、第２版（Cold　
Spring　Harbor　Press、New　York、２００３年）で証明されるように、当業者には周知
である。
【０１０９】
　ポリヌクレオチドに言及する際の「配列決定」、「配列決定すること」または「ヌクレ
オチド配列を決定すること」または同様の用語は、ポリヌクレオチドの部分的ならびに完
全な配列情報の決定を含む。すなわち、上記用語は、４種の天然ヌクレオチド、Ａ、Ｃ、
Ｇ、およびＴの全ての組のサブセットの配列、例えば標的ポリヌクレオチドのＡおよびＣ
のみの配列などを含む。即ち用語は、標的ポリヌクレオチド内のヌクレオチドの４つのタ
イプの１つ、２つ、３つ、または全ての同一性、順序、および場所を決定することを含む
。一部の実施形態では、用語は、標的ポリヌクレオチド内のヌクレオチドの４つのタイプ
の２つ、３つ、または全ての同一性、順序、および場所を決定することを含む。一部の実
施形態では、配列決定は、標的ポリヌクレオチド「ｃａｔｃｇｃ．．．」内のヌクレオチ
ドの単一タイプ、例えばシトシンの、順序および場所を識別することによって実現されて
もよく、したがってその配列は、「ｃ－（非ｃ）（非ｃ）ｃ－（非ｃ）－ｃ．．．」など
を表すバイナリーコード、例えば「１００１０１．．．」として表されるようになる。一
部の実施形態では、用語は、標的ポリヌクレオチドのフィンガープリントとしての役割を
する標的ポリヌクレオチドの配列を含んでいてもよく；即ち、一組のポリヌクレオチド内
の標的ポリヌクレオチドまたは標的ポリヌクレオチドのクラスを独自に識別する配列であ
り、例えばセルによって表される全ての異なるＲＮＡ配列である。
【０１１０】
　本開示は、記述される特定の形態の範囲を限定するものではなく、本明細書に記述され
る変形例の代替例、修正例、および均等物を包含するものとする。さらに、本開示の範囲
は、本開示に鑑み当業者に明らかになり得るその他の変形例を、完全に包含する。本発明
の範囲は、添付される特許請求の範囲によってのみ限定される。
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