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(57)【要約】
本明細書では、標的ポリヌクレオチドの増幅およびナノ
細孔デバイスでの検出によって、混合サンプル中の標的
ポリヌクレオチドを検出するための方法および組成物が
開示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中に存在すると予想される標的ポリヌクレオチド配列の存在または非存在を検
出するための方法であって、以下の段階を含む方法：
　プライマーのセットを提供する段階であって、該プライマーの少なくとも1つが、該標
的ポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズ可能であり、かつ該プ
ライマーの少なくとも1つが、ペイロード分子に特異的に結合することができるコンジュ
ゲーション部位を含むように修飾されている、段階；
　増幅反応により生成される、該標的ポリヌクレオチド配列を含むアンプリコンが、該コ
ンジュゲーション部位を含むように、該サンプルに対して該増幅反応を実施する段階であ
って、該サンプルが該プライマーセットおよび増幅用の試薬を含む、段階；
　該ペイロード分子を該コンジュゲーション部位に結合させる段階；
　ナノ細孔を含むデバイスに該サンプルを投入する段階であって、該ナノ細孔が該デバイ
スの内部空間を2つの容積に分ける、段階、および、1つ以上の細孔を通して核酸を通過さ
せるように該デバイスを構成する段階であって、該デバイスが、ナノ細孔を通過する物体
を識別するように構成された各細孔のためのセンサを備える、段階；ならびに
　ペイロード分子に結合した標的ポリヌクレオチドがナノ細孔を通過したかどうかを、該
センサからのデータを用いて判定することによって、該サンプル中の標的ポリヌクレオチ
ド配列の存在または非存在を検出する段階。
【請求項２】
　前記サンプルが、前記増幅前に前記デバイスに投入される、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　前記サンプルが、前記増幅後に前記デバイスに投入される、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　前記ペイロード分子が、前記増幅後に前記アンプリコンのコンジュゲーション部位に結
合する、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　前記ペイロード分子が、前記増幅前に前記プライマーのコンジュゲーション部位に結合
する、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　前記サンプルが、前記増幅とナノ細孔内での前記検出との間に精製ステップを経ない、
請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　前記サンプルが、少なくとも1：20000、1：10000、1：5000、1：2000、1：1000、1：50
0、1：200、1：100、1：50、1：20、1：10、1：5、1：2、1：1.5、1：1.2、1：1.1または
1：1.05の希釈率で前記ナノ細孔デバイスに投入される、請求項1～5のいずれか一項記載
の方法。
【請求項８】
　前記サンプルが希釈せずに前記ナノ細孔デバイスに投入される、請求項1～5のいずれか
一項記載の方法。
【請求項９】
　前記サンプルが、非標的ポリヌクレオチドおよび増幅反応試薬を含む、請求項1～5のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　前記ナノ細孔の直径が少なくとも5nm、10nm、20nm、30nm、40nm、または50nmである、
請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　前記増幅反応が、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写PCR、ライゲーション媒介PCR、
ループ介在増幅(LAMP)、等温増幅、鎖置換増幅(SDA)、多重置換増幅、鎖置換増幅、ヘリ
カーゼ依存性増幅、ニッキング酵素増幅反応、または組換えポリメラーゼ増幅からなる群
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より選択される、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　前記増幅反応が前記デバイスの内部空間で行われる、請求項1～5のいずれか一項記載の
方法。
【請求項１３】
　標的ポリヌクレオチドが、二本鎖デオキシリボ核酸(dsDNA)、一本鎖DNA(ssDNA)、ペプ
チド核酸(PNA)、一本鎖リボ核酸(ssRNA)、DNA/RNAハイブリッド、または二本鎖リボ核酸(
dsRNA)を含む、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　標的ポリヌクレオチドが天然に存在するポリヌクレオチドである、請求項1～5のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項１５】
　標的ポリヌクレオチドが人工的に合成されたポリヌクレオチドである、請求項1～5のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項１６】
　標的ポリヌクレオチドが組換えポリヌクレオチドである、請求項1～5のいずれか一項記
載の方法。
【請求項１７】
　前記ペイロード分子が、デンドリマー、二本鎖DNA、一本鎖DNA、DNAアプタマー、フル
オロフォア、タンパク質、抗体、ポリペプチド、ナノビーズ、ナノロッド、ナノチューブ
、ナノ粒子、フラーレン、PEG分子、リポソーム、またはコレステロール-DNAハイブリッ
ドからなる群より選択される、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　前記ペイロード分子が電荷を含む、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項１９】
　前記荷電したペイロード分子が、ペプチド、アミノ酸、荷電ナノ粒子、合成分子、ヌク
レオチド、ポリヌクレオチド、金属、またはイオンからなる群より選択される、請求項18
記載の方法。
【請求項２０】
　標的ポリヌクレオチドの存在または非存在の検出の感度または特異度が、該標的ポリヌ
クレオチドを荷電ペイロード分子に結合させた場合に、未結合の標的ポリヌクレオチドと
比較して増加する、請求項18記載の方法。
【請求項２１】
　標的ポリヌクレオチドの存在または非存在の検出の感度または特異度が、該標的ポリヌ
クレオチドを前記ペイロード分子に結合させた場合に、未結合の標的ポリヌクレオチドと
比較して増加する、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項２２】
　前記2つの容積の間に電圧差を印加し、かつ該2つの容積を分けるナノ細孔を流れる電流
を測定して、電流事象シグネチャを生成するように構成された電極対を、前記センサが含
む、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項２３】
　ペイロードに結合した標的ポリヌクレオチドがナノ細孔を通過するときに生成される電
流事象シグネチャが、その平均深度、最大深度、持続時間、深度レベル数、深度面積と持
続時間、またはノイズレベルによって、バックグラウンド分子の電流事象シグネチャから
識別可能である、請求項22記載の方法。
【請求項２４】
　前記コンジュゲーション部位とペイロード分子が共有結合を介して結合される、請求項
1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項２５】
　前記共有結合がクリックケミストリーによって形成される、請求項24記載の方法。
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【請求項２６】
　前記クリックケミストリーが銅触媒による、請求項25記載の方法。
【請求項２７】
　前記クリックケミストリーが銅フリーである、請求項25記載の方法。
【請求項２８】
　前記コンジュゲーション部位とペイロード分子が非共有結合を介して結合される、請求
項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
　前記非共有結合が、水素結合、イオン結合、ファンデルワールス相互作用、疎水性相互
作用、極性結合、カチオン-π相互作用、平面スタッキング相互作用、または金属結合で
ある、請求項28記載の方法。
【請求項３０】
　前記コンジュゲーション部位が前記プライマーの3'末端または5'末端に位置する、請求
項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項３１】
　前記コンジュゲーション部位が前記アンプリコンの3'末端または5'末端に位置する、請
求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項３２】
　前記コンジュゲーション部位が、化学基、反応基、小分子、またはペプチドを含む、請
求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項３３】
　前記小分子がビオチンを含む、請求項32記載の方法。
【請求項３４】
　前記反応基がジベンゾシクロオクチル(DBCO)またはアジドを含む、請求項32記載の方法
。
【請求項３５】
　2つ以上のペイロード分子が前記アンプリコンに結合される、請求項1～5のいずれか一
項記載の方法。
【請求項３６】
　前記デバイスが少なくとも2つのナノ細孔を直列に含み、かつ、前記ペイロード分子に
結合した前記アンプリコンが、移動中に該少なくとも2つのナノ細孔内に同時に存在する
、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項３７】
　サンプル中に存在すると予想される標的ポリヌクレオチド配列の存在または非存在を検
出するための方法であって、以下の段階を含む方法：
　プライマーのセットを提供する段階であって、該プライマーの少なくとも1つが、該標
的ポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズ可能であり、かつ該プ
ライマーの少なくとも1つがペイロード分子に結合されている、段階；
　増幅反応により生成される、該標的ポリヌクレオチド配列を含むアンプリコンが、該ペ
イロード分子に結合されるように、該サンプルに対して該増幅反応を実施する段階であっ
て、該サンプルが該プライマーセットおよび増幅用の試薬を含む、段階；
　ナノ細孔を含むデバイスに該サンプルを投入する段階であって、該ナノ細孔が該デバイ
スの内部空間を2つの容積に分ける、段階、および、1つ以上の細孔を通して核酸を通過さ
せるように該デバイスを構成する段階であって、該デバイスが、ナノ細孔を通過する物体
を識別するように構成された各細孔のためのセンサを備える、段階；ならびに
　ペイロード分子に結合した標的ポリヌクレオチドがナノ細孔を通過したかどうかを、該
センサからのデータを用いて判定することによって、該サンプル中の標的ポリヌクレオチ
ド配列の存在または非存在を検出する段階。
【請求項３８】
　前記サンプルが、前記増幅前に前記デバイスに投入される、請求項37記載の方法。
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【請求項３９】
　前記サンプルが、前記増幅後に前記デバイスに投入される、請求項37記載の方法。
【請求項４０】
　前記サンプルが、前記増幅とナノ細孔内での前記検出との間に精製ステップを経ない、
請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４１】
　前記サンプルが、1：10000、1：1000、1：500、1：200、1：100、1：50、1：20、1：10
、1：5、1：2、1：1.5、1：1.2、1：1.1または1：1.05の希釈率で前記ナノ細孔デバイス
に投入される、請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４２】
　前記サンプルが希釈せずに前記ナノ細孔デバイスに投入される、請求項37～39のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項４３】
　前記サンプルが非標的ポリヌクレオチドおよび増幅反応試薬を含む、請求項37～39のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項４４】
　前記ナノ細孔の直径が少なくとも5nm、10nm、20nm、30nm、40nm、または50nmである、
請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４５】
　前記増幅反応が、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写PCR、ライゲーション媒介PCR、
ループ介在増幅(LAMP)、等温増幅、鎖置換増幅(SDA)、多重置換増幅、鎖置換増幅、ヘリ
カーゼ依存性増幅、ニッキング酵素増幅反応、または組換えポリメラーゼ増幅からなる群
より選択される、請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４６】
　前記増幅反応が前記デバイスの内部空間で行われる、請求項37～39のいずれか一項記載
の方法。
【請求項４７】
　標的ポリヌクレオチドが、二本鎖デオキシリボ核酸(dsDNA)、一本鎖DNA(ssDNA)、ペプ
チド核酸(PNA)、一本鎖リボ核酸(ssRNA)、DNA/RNAハイブリッド、または二本鎖リボ核酸(
dsRNA)を含む、請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４８】
　標的ポリヌクレオチドが天然に存在するポリヌクレオチドである、請求項37～39のいず
れか一項記載の方法。
【請求項４９】
　標的ポリヌクレオチドが人工的に合成されたポリヌクレオチドである、請求項37～39の
いずれか一項記載の方法。
【請求項５０】
　標的ポリヌクレオチドが組換えポリヌクレオチドである、請求項37～39のいずれか一項
記載の方法。
【請求項５１】
　ペイロード分子が、デンドリマー、二本鎖DNA、一本鎖DNA、DNAアプタマー、フルオロ
フォア、タンパク質、抗体、ポリペプチド、ナノビーズ、ナノロッド、ナノチューブ、ナ
ノ粒子、フラーレン、PEG分子、リポソーム、またはコレステロール-DNAハイブリッドか
らなる群より選択される、請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項５２】
　ペイロード分子がイオン電荷を含む、請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項５３】
　荷電したペイロード分子が、ペプチド、アミノ酸、荷電ナノ粒子、合成分子、ヌクレオ
チド、ポリヌクレオチド、金属、またはイオンからなる群より選択される、請求項52記載
の方法。
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【請求項５４】
　標的ポリヌクレオチドの存在または非存在の検出の感度または特異度が、該標的ポリヌ
クレオチドを荷電ペイロード分子に結合させた場合に、未結合の標的ポリヌクレオチドと
比較して増加する、請求項52記載の方法。
【請求項５５】
　標的ポリヌクレオチドの存在または非存在の検出の感度または特異度が、該標的ポリヌ
クレオチドを前記ペイロード分子に結合させた場合に、未結合の標的ポリヌクレオチドと
比較して増加する、請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項５６】
　前記2つの容積の間に電圧差を印加し、かつ該2つの容積を分けるナノ細孔を流れる電流
を測定して電流事象シグネチャを生成するように構成された電極対を、前記センサが含む
、請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項５７】
　ペイロードに結合した標的ポリヌクレオチドがナノ細孔を通過するときに生成される電
流事象シグネチャが、その平均深度、最大深度、持続時間、深度レベル数、深度面積と持
続時間、またはノイズレベルによって、バックグラウンド分子の電流事象シグネチャから
識別可能である、請求項56記載の方法。
【請求項５８】
　前記プライマーとペイロード分子が共有結合を介して結合される、請求項37～39のいず
れか一項記載の方法。
【請求項５９】
　前記プライマーとペイロード分子が非共有結合を介して結合される、請求項37～39のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項６０】
　ペイロード分子が前記プライマーの3'末端または5'末端に結合される、請求項37～39の
いずれか一項記載の方法。
【請求項６１】
　2つ以上のペイロード分子が前記プライマーに結合される、請求項37～39のいずれか一
項記載の方法。
【請求項６２】
　前記アンプリコンとペイロード分子が共有結合を介して結合される、請求項37～39のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項６３】
　前記アンプリコンとペイロード分子が非共有結合を介して結合される、請求項37～39の
いずれか一項記載の方法。
【請求項６４】
　2つ以上のペイロード分子が前記アンプリコンに結合される、請求項37～39のいずれか
一項記載の方法。
【請求項６５】
　前記デバイスが少なくとも2つのナノ細孔を直列に含み、かつ、前記ペイロード分子に
結合した前記アンプリコンが、移動中に該少なくとも2つのナノ細孔内に同時に存在する
、請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項６６】
　サンプル中に存在すると予想される標的ポリヌクレオチド配列の存在または非存在を検
出するための方法であって、以下の段階を含む方法：
　プライマーのセットを提供する段階であって、該プライマーの少なくとも1つが、該標
的ポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズ可能である、段階；
　増幅反応により生成される、該標的ポリヌクレオチド配列を含むアンプリコンが、少な
くとも100塩基対の長さであるように、該サンプルに対して該増幅反応を実施する段階で
あって、該サンプルが該プライマーセットおよび増幅用の試薬を含む、段階；
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　ナノ細孔を含むデバイスに該サンプルを投入する段階であって、該ナノ細孔が該デバイ
スの内部空間を2つの容積に分ける、段階、および、1つ以上の細孔を通して核酸を通過さ
せるように該デバイスを構成する段階であって、該デバイスが、ナノ細孔を通過する物体
を識別するように構成された各細孔のためのセンサを備える、段階；ならびに
　ペイロード分子に結合した標的ポリヌクレオチドがナノ細孔を通過したかどうかを、該
センサからのデータを用いて判定することによって、該増幅サンプル中の標的ポリヌクレ
オチド配列の存在または非存在を検出する段階であって、該増幅サンプルが精製されてい
ない、段階。
【請求項６７】
　前記サンプルが、前記増幅前に前記デバイスに投入される、請求項66記載の方法。
【請求項６８】
　前記サンプルが、前記増幅後に前記デバイスに投入される、請求項66記載の方法。
【請求項６９】
　前記アンプリコンが少なくとも200、500、1,000、2,000、5,000または10,000塩基対の
長さである、請求項66記載の方法。
【請求項７０】
　前記サンプルが、前記増幅とナノ細孔内での前記検出との間に精製ステップを経ない、
請求項66～69のいずれか一項記載の方法。
【請求項７１】
　前記サンプルが、1：10000、1：1000、1：500、1：200、1：100、1：50、1：20、1：10
、1：5、1：2、1：1.5、1：1.2、1：1.1または1：1.05の希釈率で前記ナノ細孔デバイス
に投入される、請求項66～69のいずれか一項記載の方法。
【請求項７２】
　前記サンプルが希釈せずに前記ナノ細孔デバイスに投入される、請求項66～69のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項７３】
　前記サンプルが非標的ポリヌクレオチドおよび増幅反応試薬を含む、請求項66～69のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項７４】
　前記ナノ細孔の直径が少なくとも2nm、3nm、5nm、10nm、20nm、30nm、40nm、または50n
mである、請求項66～69のいずれか一項記載の方法。
【請求項７５】
　前記増幅反応が、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写PCR、ライゲーション媒介PCR、
ループ介在増幅(LAMP)、等温増幅、鎖置換増幅(SDA)、多重置換増幅、鎖置換増幅、ヘリ
カーゼ依存性増幅、ニッキング酵素増幅反応、組換えポリメラーゼ増幅、ループ介在等温
増幅(LAMP)、自家持続配列複製、全ゲノム増幅、またはリガーゼ媒介PCRからなる群より
選択される、請求項66～69のいずれか一項記載の方法。
【請求項７６】
　前記増幅反応が前記デバイスの内部空間で行われる、請求項66～69のいずれか一項記載
の方法。
【請求項７７】
　標的ポリヌクレオチドが、二本鎖デオキシリボ核酸(dsDNA)、一本鎖DNA(ssDNA)、DNA/R
NAハイブリッド、ペプチド核酸(PNA)、一本鎖リボ核酸(ssRNA)、または二本鎖リボ核酸(d
sRNA)を含む、請求項66～69のいずれか一項記載の方法。
【請求項７８】
　標的ポリヌクレオチドが天然に存在するポリヌクレオチドである、請求項66～69のいず
れか一項記載の方法。
【請求項７９】
　標的ポリヌクレオチドが人工的に合成されたポリヌクレオチドである、請求項66～69の
いずれか一項記載の方法。
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【請求項８０】
　標的ポリヌクレオチドが組換えポリヌクレオチドである、請求項66～69のいずれか一項
記載の方法。
【請求項８１】
　前記2つの容積の間に電圧差を印加し、かつ該2つの容積を分けるナノ細孔を流れる電流
を測定して電流事象シグネチャを生成するように構成された電極対を前記センサが含む、
請求項66～69のいずれか一項記載の方法。
【請求項８２】
　標的ポリヌクレオチドがナノ細孔を通過するときに生成される電流事象シグネチャが、
その平均深度、最大深度、持続時間、深度レベル数、深度面積と持続時間、またはノイズ
レベルによって、バックグラウンド分子の電流事象シグネチャから識別可能である、請求
項81記載の方法。
【請求項８３】
　前記デバイスが少なくとも2つのナノ細孔を直列に含み、かつ、前記アンプリコンが、
移動中に該少なくとも2つのナノ細孔内に同時に存在する、請求項66～69のいずれか一項
記載の方法。
【請求項８４】
　デバイスの内部空間を2つの容積に分けるナノ細孔を含み、かつ1つ以上の細孔を通して
核酸を通過させるように構成されるデバイスであって、該ナノ細孔を通過する物体を識別
するように構成された各細孔のためのセンサを備える、デバイス；
　プライマーの少なくとも1つが、標的ポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドに
ハイブリダイズ可能であり、かつプライマーの少なくとも1つが、ペイロード分子に特異
的に結合することができるコンジュゲーション部位を含むように修飾されている、プライ
マーセット；
　増幅前、増幅中または増幅後に該コンジュゲーション部位に結合させるためのペイロー
ド分子；
　サンプル中の標的ポリヌクレオチドの存在または非存在を検出するための使用のための
使用説明書
を含むキット。
【請求項８５】
　デバイスの内部空間を2つの容積に分けるナノ細孔を含み、かつ1つ以上の細孔を通して
核酸を通過させるように構成されるデバイスであって、該ナノ細孔を通過する物体を識別
するように構成された各細孔のためのセンサを備える、デバイス；
　プライマーの少なくとも1つが、標的ポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドに
ハイブリダイズ可能であり、かつプライマーの少なくとも1つがペイロード分子に結合さ
れている、プライマーセット；
　サンプル中の標的ポリヌクレオチドの存在または非存在を検出するための使用のための
使用説明書
を含むキット。
【請求項８６】
　デバイスの内部空間を2つの容積に分けるナノ細孔を含み、かつ1つ以上の細孔を通して
核酸を通過させるように構成されるデバイスであって、該ナノ細孔を通過する物体を識別
するように構成された各細孔のためのセンサを備える、デバイス；
　プライマーの少なくとも1つが、標的ポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドに
ハイブリダイズ可能であり、該プライマーが、増幅反応中に少なくとも100、200、500、1
,000、2,000、5,000、または10,000塩基対の標的ポリヌクレオチド配列を含むアンプリコ
ンを生成する、プライマーセット；および
　サンプル中の標的ポリヌクレオチドの存在または非存在を検出するための使用のための
使用説明書
を含むキット。
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【請求項８７】
　サンプル中に存在する標的ポリヌクレオチド配列の量を定量化するための方法であって
、以下の段階を含む方法：
　既知量の対照ポリヌクレオチドを含む対照サンプルおよび未知量の標的ポリヌクレオチ
ドを含む実験サンプルを提供する段階；
　対照ポリヌクレオチドを含む第1アンプリコンを生成するために対照サンプルを増幅す
る段階、および標的ポリヌクレオチドを含む第2アンプリコンを生成するために実験サン
プルを増幅する段階；
　該対照サンプルと該実験サンプルを別々に、ナノ細孔を含むデバイスに投入する段階で
あって、該ナノ細孔が該デバイスの内部空間を2つの容積に分ける、段階、および、1つ以
上の細孔を通して該第1または第2のアンプリコンを通過させるように該デバイスを構成す
る段階であって、該デバイスが、ナノ細孔を通過する物体を識別するように構成された各
細孔のためのセンサを備える、段階；ならびに
　該ナノ細孔内の第1アンプリコンの捕捉率と該ナノ細孔内の第2アンプリコンの捕捉率と
を比較して、実験サンプル中の標的ポリヌクレオチド配列の量を定量化する段階。
【請求項８８】
　対照サンプルまたは実験サンプルを前記デバイスに投入した後に増幅が行われる、請求
項87記載の方法。
【請求項８９】
　対照サンプルおよび実験サンプルが同一条件下で増幅される、請求項87記載の方法。
【請求項９０】
　対照ポリヌクレオチドおよび標的ポリヌクレオチドが同じ長さまたは配列である、請求
項87記載の方法。
【請求項９１】
　第1および第2のアンプリコンの捕捉率が、同じ条件下で同じナノ細孔を用いて測定され
る、請求項87記載の方法。
【請求項９２】
　第1および第2のアンプリコンの捕捉率が、同様のサイズのナノ細孔を用いて測定される
、請求項87記載の方法。
【請求項９３】
　実験サンプル中の標的ポリヌクレオチドの濃度の推定値が、前記対照サンプルおよび前
記実験サンプルについて経時的に記録されたセンサ測定値のセットを集計し、2つのデー
タセットを比較して捕捉率を濃度に変換することによって数学的に生成される、請求項87
記載の方法。
【請求項９４】
　増幅反応内の各サイクルの後に、標的ポリヌクレオチドの濃度の推定値が、前記対照サ
ンプルおよび前記実験サンプルについて経時的に記録されたセンサ測定値のセットを集計
し、2つのデータセットを比較して捕捉率を濃度に変換することによって数学的に生成さ
れる、請求項87記載の方法。
【請求項９５】
　センサ測定値の前記比較から、増幅前の実験サンプル中の標的ポリヌクレオチドの量を
決定する段階をさらに含む、請求項94記載の方法。
【請求項９６】
　サンプル中に存在する標的ポリヌクレオチド配列の量を定量化するための方法であって
、以下の段階を含む方法：
　既知量の対照ポリヌクレオチドを含む対照サンプルおよび未知量の標的ポリヌクレオチ
ドを含む実験サンプルを提供する段階；
　該対照サンプルを希釈して、対照ポリヌクレオチドの少なくとも2つの異なる既知濃度
を生成する段階；
　該対照サンプルを、対照ポリヌクレオチドの該少なくとも2つの異なる既知濃度で、ナ
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ノ細孔を含むデバイスに投入する段階であって、該ナノ細孔が該デバイスの内部空間を2
つの容積に分ける、段階、および、1つ以上の細孔を通して対照ポリヌクレオチドを通過
させるように該デバイスを構成する段階であって、該デバイスが、ナノ細孔を通過する物
体を識別するように構成された各細孔のためのセンサを備える、段階；
　該少なくとも2つの既知濃度のそれぞれにおける対照ポリヌクレオチドのナノ細孔内で
の捕捉率を検出する段階；ならびに
　該実験サンプルを増幅して、標的ポリヌクレオチドを含むアンプリコンを生成する段階
；
　該ナノ細孔を含むデバイスに該実験サンプルを投入する段階；
　該ナノ細孔内での標的ポリヌクレオチドの捕捉率を検出する段階；
　該ナノ細孔内の第1アンプリコンの捕捉率と該ナノ細孔内の第2アンプリコンの捕捉率と
を比較して、実験サンプル中の標的ポリヌクレオチド配列の量を定量化する段階。
【請求項９７】
　前記希釈が段階希釈である、請求項96記載の方法。
【請求項９８】
　対照ポリヌクレオチドを増幅する段階をさらに含む、請求項96記載の方法。
【請求項９９】
　対照サンプルを前記デバイスに投入した後で前記希釈が行われる、請求項96記載の方法
。
【請求項１００】
　実験サンプルを前記デバイスに投入した後で前記増幅が行われる、請求項96記載の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、2016年2月2日に出願された米国仮特許出願第62/111,075号の恩典を主張する
ものであり、その開示は参照により本明細書に組み入れられる。
【背景技術】
【０００２】
背景
　生物ゲノムの特定の核酸配列または部分および他の生化学的機構を検出する核酸検査は
、病原体検出、遺伝子突然変異分析、疾患スクリーニングおよび導入遺伝子スクリーニン
グを含めて、広範囲に及ぶ有用性を有する。核酸検査の1つの方法は、核酸標的の存在お
よび/または量に関する情報を得るために、DNAの一部を増幅して複数のアンプリコン(す
なわちDNA標的クローン)を生成させることである。これは、例えば、生物が存在するとみ
なされるか(例えば、ウイルス)、遺伝子が突然変異を起こしているか、または遺伝子が発
現されているか、を判定するために使用され得る。一般的な核酸検査方法は、増幅DNAの
光学的検出に依存する。これは、ポイント・オブ・ケア検査(point-of-care testing)が
望まれる場合に、デバイスの持ち運びを制限する可能性がある。さらに、光学的な検出方
法は開発製造コストおよび複雑性を増大させることが多い。新たに出現した技術は、非常
に単純な化学作用なしの検出方法、電気化学的センシングまたは純粋に電気的なセンシン
グを用いることにより、これらの問題を改善しつつある。残念なことに、デバイスの高い
製造コストおよび低い生産性は、これらの技術が商業的に実施可能になるのを妨げている
。したがって、必要とされるものは、迅速で単純で正確であり、かつ高価なもしくは時間
のかかる光学的または化学的検出を必要としない、標的ポリヌクレオチド配列のロバスト
な検出のための方法、デバイスおよび組成物である。
【発明の概要】
【０００３】
概要
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　本明細書で開示される様々な局面は、上述の必要性の1つ以上を満たすことができる。
本明細書に記載のシステムおよび方法は、それぞれがいくつかの側面を持ち、そのうちの
1つがその望ましい属性に単独で関与するものではない。後続の特許請求の範囲によって
表される本開示の範囲を限定することなく、より顕著な特徴をここで簡潔に述べることに
する。この記述を検討した後で、特に「詳細な説明」と題するセクションを読んだ後では
、本明細書に記載のサンプル特徴が改善されたシステムおよび方法をどのように提供する
かを理解するであろう。
【０００４】
　いくつかの態様では、サンプル中の標的分子もしくは状態の存在または非存在を電気的
に検出するための方法、組成物、およびデバイスが本明細書で提供される。
【０００５】
　いくつかの態様では、サンプル中に存在すると予想される標的ポリヌクレオチド配列の
存在または非存在を検出するための方法が本明細書で提供され、該方法は以下の段階を含
む：プライマーのセットを提供する段階であって、該プライマーの少なくとも1つが、該
標的ポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズ可能であり、かつ該
プライマーの少なくとも1つが、ペイロード分子に特異的に結合することができるコンジ
ュゲーション部位を含むように修飾されている、段階；増幅反応により生成される、該標
的ポリヌクレオチド配列を含むアンプリコンが、該コンジュゲーション部位を含むように
、該サンプルに対して該増幅反応を実施する段階であって、該サンプルが該プライマーセ
ットおよび増幅用の試薬を含む、段階；該ペイロード分子を該コンジュゲーション部位に
結合させる段階；ナノ細孔を含むデバイスに該サンプルを投入する段階であって、該ナノ
細孔が該デバイスの内部空間を2つの容積に分ける、段階、および、1つ以上の細孔を通し
て核酸を通過させるように該デバイスを構成する段階であって、該デバイスが、ナノ細孔
を通過する物体を識別するように構成された各細孔のためのセンサを備える、段階；なら
びにペイロード分子に結合した標的ポリヌクレオチドがナノ細孔を通過したかどうかを、
該センサからのデータを用いて判定することによって、該サンプル中の標的ポリヌクレオ
チド配列の存在または非存在を検出する段階。
【０００６】
　いくつかの実施態様では、前記サンプルを、増幅前に前記デバイスに投入する。いくつ
かの実施態様では、前記サンプルを、増幅後に前記デバイスに投入する。いくつかの実施
態様では、前記ペイロード分子を、増幅後に前記アンプリコンのコンジュゲーション部位
に結合させる。いくつかの実施態様では、前記ペイロード分子を、増幅前に前記プライマ
ーのコンジュゲーション部位に結合させる。
【０００７】
　いくつかの実施態様では、前記サンプルは、増幅とナノ細孔内での検出との間に精製ス
テップを経ない。いくつかの実施態様では、前記サンプルを、少なくとも1：20000、1：1
0000、1：5000、1：2000、1：1000、1：500、1：200、1：100、1：50、1：20、1：10、1
：5、1：2、1：1.5、1：1.2、1：1.1または1：1.05の希釈率で前記ナノ細孔デバイスに投
入する。いくつかの実施態様では、前記サンプルを希釈せずに前記ナノ細孔デバイスに投
入する。いくつかの実施態様では、前記サンプルは、非標的ポリヌクレオチドおよび増幅
反応試薬を含む。いくつかの実施態様では、前記ナノ細孔は、直径が少なくとも5nm、10n
m、20nm、30nm、40nm、または50nmである。
【０００８】
　いくつかの実施態様では、増幅反応は、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写PCR、ライ
ゲーション媒介PCR、ループ介在増幅(LAMP)、等温増幅、鎖置換増幅(SDA)、多重置換増幅
、鎖置換増幅、ヘリカーゼ依存性増幅、ニッキング酵素増幅反応、または組換えポリメラ
ーゼ増幅からなる群より選択される。いくつかの実施態様では、増幅反応は前記デバイス
の内部空間で行われる。
【０００９】
　いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオチドは、二本鎖デオキシリボ核酸(dsDNA)
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、一本鎖DNA(ssDNA)、ペプチド核酸(PNA)、一本鎖リボ核酸(ssRNA)、DNA/RNAハイブリッ
ド、または二本鎖リボ核酸(dsRNA)を含む。いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオ
チドは、天然に存在するポリヌクレオチドである。いくつかの実施態様では、標的ポリヌ
クレオチドは、人工的に合成されたポリヌクレオチドである。いくつかの実施態様では、
標的ポリヌクレオチドは、組換えポリヌクレオチドである。
【００１０】
　いくつかの実施態様では、ペイロード分子は、デンドリマー、二本鎖DNA、一本鎖DNA、
DNAアプタマー、フルオロフォア、タンパク質、抗体、ポリペプチド、ナノビーズ、ナノ
ロッド、ナノチューブ、ナノ粒子、フラーレン、PEG分子、リポソーム、またはコレステ
ロール-DNAハイブリッドからなる群より選択される。
【００１１】
　いくつかの実施態様では、ペイロード分子は電荷を含む。いくつかの実施態様では、荷
電したペイロード分子は、ペプチド、アミノ酸、荷電ナノ粒子、合成分子、ヌクレオチド
、ポリヌクレオチド、金属、またはイオンからなる群より選択される。いくつかの実施態
様では、標的ポリヌクレオチドの存在または非存在の検出の感度または特異度は、該標的
ポリヌクレオチドを荷電ペイロード分子に結合させた場合に、未結合の標的ポリヌクレオ
チドと比較して増加する。
【００１２】
　いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオチドの存在または非存在の検出の感度また
は特異度は、該標的ポリヌクレオチドを荷電ペイロード分子に結合させた場合に、未結合
の標的ポリヌクレオチドと比較して増加する。
【００１３】
　いくつかの実施態様では、前記2つの容積の間に電圧差を印加し、かつ該2つの容積を分
けるナノ細孔を流れる電流を測定して電流事象シグネチャ(current event signature)を
生成するように構成された電極対を、前記センサは含む。いくつかの実施態様では、ペイ
ロードに結合した標的ポリヌクレオチドがナノ細孔を通過するときに生成される電流事象
シグネチャは、その平均深度、最大深度、持続時間、深度レベル数、深度面積と持続時間
、またはノイズレベルによって、バックグラウンド分子の電流事象シグネチャから識別可
能である。
【００１４】
　いくつかの実施態様では、コンジュゲーション部位とペイロード分子は、共有結合を介
して結合される。いくつかの実施態様では、共有結合はクリックケミストリーによって形
成される。いくつかの実施態様では、クリックケミストリーは銅触媒による。いくつかの
実施態様では、クリックケミストリーは銅フリーである。いくつかの実施態様では、コン
ジュゲーション部位とペイロード分子は、非共有結合を介して結合される。いくつかの実
施態様では、非共有結合は、水素結合、イオン結合、ファンデルワールス相互作用、疎水
性相互作用、極性結合、カチオン-π相互作用、平面スタッキング相互作用、または金属
結合である。いくつかの実施態様では、コンジュゲーション部位は前記プライマーの3'末
端または5'末端に位置する。いくつかの実施態様では、コンジュゲーション部位は前記ア
ンプリコンの3'末端または5'末端に位置する。
【００１５】
　いくつかの実施態様では、コンジュゲーション部位は、化学基、反応基、小分子、また
はペプチドを含む。いくつかの実施態様では、小分子はビオチンを含む。いくつかの実施
態様では、反応基は、ジベンゾシクロオクチル(DBCO)またはアジドを含む。いくつかの実
施態様では、2つ以上のペイロード分子が前記アンプリコンに結合される。いくつかの実
施態様では、前記デバイスは少なくとも2つのナノ細孔を直列に含み、かつ、前記ペイロ
ード分子に結合した前記アンプリコンは、移動中に該少なくとも2つのナノ細孔内に同時
に存在する。
【００１６】
　また、サンプル中に存在すると予想される標的ポリヌクレオチド配列の存在または非存
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在を検出するための方法が本明細書で提供され、該方法は以下の段階を含む：プライマー
のセットを提供する段階であって、該プライマーの少なくとも1つは、該標的ポリヌクレ
オチド配列を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズ可能であり、かつ該プライマーの少
なくとも1つはペイロード分子に結合されている、段階；増幅反応により生成される、該
標的ポリヌクレオチド配列を含むアンプリコンが、該ペイロード分子に結合されるように
、該サンプルに対して該増幅反応を実施する段階であって、該サンプルが該プライマーセ
ットおよび増幅用の試薬を含む、段階；ナノ細孔を含むデバイスに該サンプルを投入する
段階であって、該ナノ細孔が該デバイスの内部空間を2つの容積に分ける、段階、および
、1つ以上の細孔を通して核酸を通過させるように該デバイスを構成する段階あって、該
デバイスが、ナノ細孔を通過する物体を識別するように構成された各細孔のためのセンサ
を備える、段階；ならびにペイロード分子に結合した標的ポリヌクレオチドがナノ細孔を
通過したかどうかを、該センサからのデータを用いて判定することによって、該サンプル
中の標的ポリヌクレオチド配列の存在または非存在を検出する段階。
【００１７】
　いくつかの実施態様では、前記サンプルを、増幅前に前記デバイスに投入する。いくつ
かの実施態様では、前記サンプルを、増幅後に前記デバイスに投入する。いくつかの実施
態様では、前記サンプルは、増幅とナノ細孔内での検出との間に精製ステップを経ない。
【００１８】
　いくつかの実施態様では、前記サンプルを、1：10000、1：1000、1：500、1：200、1：
100、1：50、1：20、1：10、1：5、1：2、1：1.5、1：1.2、1：1.1または1：1.05の希釈
率で前記ナノ細孔デバイスに投入する。いくつかの実施態様では、前記サンプルを希釈せ
ずに前記ナノ細孔デバイスに投入する。いくつかの実施態様では、前記サンプルは、非標
的ポリヌクレオチドおよび増幅反応試薬を含む。いくつかの実施態様では、前記ナノ細孔
は、直径が少なくとも5nm、10nm、20nm、30nm、40nm、または50nmである。
【００１９】
　いくつかの実施態様では、増幅反応は、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写PCR、ライ
ゲーション媒介PCR、ループ介在増幅(LAMP)、等温増幅、鎖置換増幅(SDA)、多重置換増幅
、鎖置換増幅、ヘリカーゼ依存性増幅、ニッキング酵素増幅反応、または組換えポリメラ
ーゼ増幅からなる群より選択される。いくつかの実施態様では、増幅反応は前記デバイス
の内部空間で行われる。
【００２０】
　いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオチドは、二本鎖デオキシリボ核酸(dsDNA)
、一本鎖DNA(ssDNA)、ペプチド核酸(PNA)、一本鎖リボ核酸(ssRNA)、DNA/RNAハイブリッ
ド、または二本鎖リボ核酸(dsRNA)を含む。いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオ
チドは、天然に存在するポリヌクレオチドである。いくつかの実施態様では、標的ポリヌ
クレオチドは、人工的に合成されたポリヌクレオチドである。いくつかの実施態様では、
標的ポリヌクレオチドは、組換えポリヌクレオチドである。
【００２１】
　いくつかの実施態様では、ペイロード分子は、デンドリマー、二本鎖DNA、一本鎖DNA、
DNAアプタマー、フルオロフォア、タンパク質、抗体、ポリペプチド、ナノビーズ、ナノ
ロッド、ナノチューブ、ナノ粒子、フラーレン、PEG分子、リポソーム、またはコレステ
ロール-DNAハイブリッドからなる群より選択される。
【００２２】
　いくつかの実施態様では、ペイロード分子はイオン電荷を含む。いくつかの実施態様で
は、荷電したペイロード分子は、ペプチド、アミノ酸、荷電ナノ粒子、合成分子、ヌクレ
オチド、ポリヌクレオチド、金属、またはイオンからなる群より選択される。いくつかの
実施態様では、標的ポリヌクレオチドの存在または非存在の検出の感度または特異度は、
該標的ポリヌクレオチドを荷電ペイロード分子に結合させた場合に、未結合の標的ポリヌ
クレオチドと比較して増加する。
【００２３】
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　いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオチドの存在または非存在の検出の感度また
は特異度は、該標的ポリヌクレオチドをペイロード分子に結合させた場合に、未結合の標
的ポリヌクレオチドと比較して増加する。
【００２４】
　いくつかの実施態様では、前記2つの容積の間に電圧差を印加し、かつ該2つの容積を分
けるナノ細孔を流れる電流を測定して電流事象シグネチャを生成するように構成された電
極対を、前記センサは含む。いくつかの実施態様では、ペイロードに結合した標的ポリヌ
クレオチドがナノ細孔を通過するときに生成される電流事象シグネチャは、その平均深度
、最大深度、持続時間、深度レベル数、深度面積と持続時間、またはノイズレベルによっ
て、バックグラウンド分子の電流事象シグネチャから識別可能である。
【００２５】
　いくつかの実施態様では、前記プライマーとペイロード分子は、共有結合を介して結合
される。いくつかの実施態様では、前記プライマーとペイロード分子は、非共有結合を介
して結合される。いくつかの実施態様では、ペイロード分子は前記プライマーの3'末端ま
たは5'末端に結合される。
【００２６】
　いくつかの実施態様では、2つ以上のペイロード分子が前記プライマーに結合される。
いくつかの実施態様では、前記アンプリコンとペイロード分子は、共有結合を介して結合
される。いくつかの実施態様では、前記アンプリコンとペイロード分子は、非共有結合を
介して結合される。いくつかの実施態様では、2つ以上のペイロード分子が前記アンプリ
コンに結合される。
【００２７】
　いくつかの実施態様では、前記デバイスは少なくとも2つのナノ細孔を直列に含み、か
つ、前記ペイロード分子に結合した前記アンプリコンは、移動中に該少なくとも2つのナ
ノ細孔内に同時に存在する。
【００２８】
　また、サンプル中に存在すると予想される標的ポリヌクレオチド配列の存在または非存
在を検出するための方法が本明細書で提供され、該方法は以下の段階を含む：プライマー
のセットを提供する段階であって、該プライマーの少なくとも1つは、該標的ポリヌクレ
オチド配列を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズ可能である、段階；増幅反応により
生成される、該標的ポリヌクレオチド配列を含むアンプリコンが、少なくとも100塩基対
の長さであるように、該サンプルに対して該増幅反応を実施する段階であって、該サンプ
ルが該プライマーセットおよび増幅用の試薬を含む、段階；ナノ細孔を含むデバイスに該
サンプルを投入する段階であって、該ナノ細孔が該デバイスの内部空間を2つの容積に分
ける、段階、および、1つ以上の細孔を通して核酸を通過させるように該デバイスを構成
する段階であって、該デバイスが、ナノ細孔を通過する物体を識別するように構成された
各細孔のためのセンサを備える、段階；ならびにペイロード分子に結合した標的ポリヌク
レオチドがナノ細孔を通過したかどうかを、該センサからのデータを用いて判定すること
によって、該増幅サンプル中の標的ポリヌクレオチド配列の存在または非存在を検出する
段階であって、該増幅サンプルが精製されていない、段階。
【００２９】
　いくつかの実施態様では、前記サンプルを、増幅前に前記デバイスに投入する。いくつ
かの実施態様では、前記サンプルを、増幅後に前記デバイスに投入する。いくつかの実施
態様では、前記アンプリコンは、少なくとも200、500、1,000、2,000、5,000または10,00
0塩基対の長さである。いくつかの実施態様では、前記サンプルは、増幅とナノ細孔内で
の検出との間に精製ステップを経ない。
【００３０】
　いくつかの実施態様では、前記サンプルを、1：10000、1：1000、1：500、1：200、1：
100、1：50、1：20、1：10、1：5、1：2、1：1.5、1：1.2、1：1.1または1：1.05の希釈
率で前記ナノ細孔デバイスに投入する。いくつかの実施態様では、前記サンプルを希釈せ
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ずに前記ナノ細孔デバイスに投入する。いくつかの実施態様では、前記サンプルは、非標
的ポリヌクレオチドおよび増幅反応試薬を含む。
【００３１】
　いくつかの実施態様では、前記ナノ細孔は、直径が少なくとも2nm、3nm、5nm、10nm、2
0nm、30nm、40nm、または50nmである。
【００３２】
　いくつかの実施態様では、増幅反応は、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写PCR、ライ
ゲーション媒介PCR、ループ介在増幅(LAMP)、等温増幅、鎖置換増幅(SDA)、多重置換増幅
、鎖置換増幅、ヘリカーゼ依存性増幅、ニッキング酵素増幅反応、組換えポリメラーゼ増
幅、ループ介在等温増幅(LAMP)、自家持続配列複製、全ゲノム増幅、またはリガーゼ媒介
PCRからなる群より選択される。いくつかの実施態様では、増幅反応は前記デバイスの内
部空間で行われる。
【００３３】
　いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオチドは、二本鎖デオキシリボ核酸(dsDNA)
、一本鎖DNA(ssDNA)、DNA/RNAハイブリッド、ペプチド核酸(PNA)、一本鎖リボ核酸(ssRNA
)、または二本鎖リボ核酸(dsRNA)を含む。いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオチ
ドは、天然に存在するポリヌクレオチドである。いくつかの実施態様では、標的ポリヌク
レオチドは、人工的に合成されたポリヌクレオチドである。いくつかの実施態様では、標
的ポリヌクレオチドは、組換えポリヌクレオチドである。
【００３４】
　いくつかの実施態様では、前記2つの容積の間に電圧差を印加し、かつ該2つの容積を分
けるナノ細孔を流れる電流を測定して電流事象シグネチャを生成するように構成された電
極対を、前記センサは含む。いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオチドがナノ細孔
を通過するときに生成される電流事象シグネチャは、その平均深度、最大深度、持続時間
、深度レベル数、深度面積と持続時間、またはノイズレベルによって、バックグラウンド
分子の電流事象シグネチャから識別可能である。
【００３５】
　いくつかの実施態様では、前記デバイスは少なくとも2つのナノ細孔を直列に含み、か
つ、前記アンプリコンは、移動中に該少なくとも2つのナノ細孔内に同時に存在する。
【００３６】
　また、以下を含むキットが本明細書で提供される：デバイスの内部空間を2つの容積に
分けるナノ細孔を含み、かつ1つ以上の該細孔を通して核酸を通過させるように構成され
るデバイスであって、該ナノ細孔を通過する物体を識別するように構成された各細孔のた
めのセンサを備える、デバイス；プライマーの少なくとも1つが、標的ポリヌクレオチド
配列を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズ可能であり、かつプライマーの少なくとも
1つが、ペイロード分子に特異的に結合することができるコンジュゲーション部位を含む
ように修飾されている、プライマーセット；増幅前、増幅中または増幅後に該コンジュゲ
ーション部位に結合させるためのペイロード分子；サンプル中の標的ポリヌクレオチドの
存在または非存在を検出するための使用のための使用説明書。
【００３７】
　さらに、以下を含むキットが本明細書で提供される：デバイスの内部空間を2つの容積
に分けるナノ細孔を含み、かつ1つ以上の細孔を通して核酸を通過させるように構成され
るデバイスであって、該ナノ細孔を通過する物体を識別するように構成された各細孔用の
センサを備える、デバイス；プライマーの少なくとも1つが、標的ポリヌクレオチド配列
を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズ可能であり、かつプライマーの少なくとも1つ
がペイロード分子に結合されている、プライマーセット；サンプル中の標的ポリヌクレオ
チドの存在または非存在を検出するための使用のための使用説明書。
【００３８】
　さらに、以下を含むキットが本明細書で提供される：デバイスの内部空間を2つの容積
に分けるナノ細孔を含み、かつ1つ以上の細孔を通して核酸を通過させるように構成され
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るデバイスであって、該ナノ細孔を通過する物体を識別するように構成された各細孔のた
めのセンサを備える、デバイス；プライマーの少なくとも1つが、標的ポリヌクレオチド
配列を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズ可能であり、該プライマーが、増幅反応中
に少なくとも100、200、500、1,000、2,000、5,000、または10,000塩基対の標的ポリヌク
レオチド配列を含むアンプリコンを生成する、プライマーセット；およびサンプル中の標
的ポリヌクレオチドの存在または非存在を検出するための使用のための使用説明書。
【００３９】
　また、サンプル中に存在する標的ポリヌクレオチド配列の量を定量化する方法が本明細
書で提供され、該方法は以下の段階を含む：既知量の対照ポリヌクレオチドを含む対照サ
ンプルおよび未知量の標的ポリヌクレオチドを含む実験サンプルを提供する段階；対照ポ
リヌクレオチドを含む第1アンプリコンを生成するために対照サンプルを増幅する段階、
および標的ポリヌクレオチドを含む第2アンプリコンを生成するために実験サンプルを増
幅する段階；該対照サンプルと該実験サンプルを別々に、ナノ細孔を含むデバイスに投入
する段階であって、該ナノ細孔が該デバイスの内部空間を2つの容積に分ける、段階、お
よび、1つ以上の細孔を通して該第1または第2のアンプリコンを通過させるように該デバ
イスを構成する段階であって、該デバイスが、ナノ細孔を通過する物体を識別するように
構成された各細孔のためのセンサを備える、段階；ならびに該ナノ細孔内の第1アンプリ
コンの捕捉率と該ナノ細孔内の第2アンプリコンの捕捉率とを比較して、実験サンプル中
の標的ポリヌクレオチド配列の量を定量化する段階。
【００４０】
　いくつかの実施態様では、対照サンプルまたは実験サンプルを前記デバイスに投入した
後に増幅を行う。いくつかの実施態様では、対照サンプルおよび実験サンプルを同一条件
下で増幅する。いくつかの実施態様では、対照ポリヌクレオチドおよび標的ポリヌクレオ
チドは同じ長さまたは配列である。いくつかの実施態様では、第1および第2のアンプリコ
ンの捕捉率は、同じ条件下で同じナノ細孔を用いて測定される。いくつかの実施態様では
、第1および第2のアンプリコンの捕捉率は、同様のサイズのナノ細孔を用いて測定される
。
【００４１】
　いくつかの実施態様では、実験サンプル中の標的ポリヌクレオチドの濃度の推定値は、
対照サンプルおよび実験サンプルについて経時的に記録されたセンサ測定値のセットを集
計し、2つのデータセットを比較して捕捉率を濃度に変換することによって数学的に生成
される。いくつかの実施態様では、標的ポリヌクレオチドの濃度の推定値は、増幅反応内
の各サイクルの後に対照サンプルおよび実験サンプルについて経時的に記録されたセンサ
測定値のセットを集計し、2つのデータセットを比較して捕捉率を濃度に変換することに
よって数学的に生成される。
【００４２】
　いくつかの実施態様では、前記方法は、センサ測定値の前記比較から、増幅前の実験サ
ンプル中の標的ポリヌクレオチドの量を決定する段階をさらに含む。
【００４３】
　さらに、サンプル中に存在する標的ポリヌクレオチド配列の量を定量化するための方法
が本明細書で提供され、該方法は以下の段階を含む：既知量の対照ポリヌクレオチドを含
む対照サンプルおよび未知量の標的ポリヌクレオチドを含む実験サンプルを提供する段階
；該対照サンプルを希釈して、対照ポリヌクレオチドの少なくとも2つの異なる既知濃度
を生成する段階；該対照サンプルを、対照ポリヌクレオチドの該少なくとも2つの異なる
既知濃度で、ナノ細孔を含むデバイスに投入する段階であって、該ナノ細孔が該デバイス
の内部空間を2つの容積に分ける、段階、および、1つ以上の細孔を通して対照ポリヌクレ
オチドを通過させるように該デバイスを構成する段階であって、該デバイスが、ナノ細孔
を通過する物体を識別するように構成された各細孔のためのセンサを備える、段階；該少
なくとも2つの既知濃度のそれぞれにおける対照ポリヌクレオチドのナノ細孔内での捕捉
率を検出する段階；該実験サンプルを増幅して、標的ポリヌクレオチドを含むアンプリコ
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ンを生成する段階；該ナノ細孔を含むデバイスに該実験サンプルを投入する段階；該ナノ
細孔内での標的ポリヌクレオチドの捕捉率を検出する段階；ならびに該ナノ細孔内の第1
アンプリコンの捕捉率と該ナノ細孔内の第2アンプリコンの捕捉率とを比較して、実験サ
ンプル中の標的ポリヌクレオチド配列の量を定量化する段階。
【００４４】
　いくつかの実施態様では、前記希釈は段階希釈である。いくつかの実施態様では、前記
方法は、対照ポリヌクレオチドを増幅する段階をさらに含む。いくつかの実施態様では、
対照サンプルを前記デバイスに投入した後で前記希釈を行う。いくつかの実施態様では、
実験サンプルを前記デバイスに投入した後で前記増幅を行う。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
　前述のおよび他の目的、特徴および利点は、添付の図面(同様の参照符号は異なる図全
体を通して同じ部分を指す)に示される本発明の特定の実施態様の以下の説明から明らか
になるであろう。図面は必ずしも縮尺通りではなく、本発明の様々な実施態様の原理を説
明することに重点が置かれている。また、限定ではなく単なる例示により特徴を示すデー
タ図も、本開示の実施態様として提供される。
【図１】図1は、ナノ細孔を通過するペイロード分子に結合した標的ポリヌクレオチド配
列を含むポリヌクレオチドを示す。
【図２】図2は、ペイロード結合標的ポリヌクレオチドが細孔を通過するときの電流シグ
ネチャの差を、非標的ポリヌクレオチドおよび一般的な非ポリヌクレオチドバックグラウ
ンド分子と比較して、示す。
【図３】図3は、標的配列をビオチン化プライマーで増幅し、次いでストレプトアビジン
によって結合されたビオチン化アンプリコンをナノ細孔により検出するためのプロセスを
示す。
【図４】図4は、PCRアンプリコンを定量化する方法の一環として、本発明者らの整数(m) 
ナノ細孔(n) 観測可能(o) PCR (Integer (m) nanopore (n) observable (o) PCR：mnoPCR
)ワークフローを示す。
【図５】図5は、増幅またはペイロード結合の前または後に精製を必要としない、標的配
列を検出するためのワークフローを示す。
【図６】図6は、3250bpのDNAをナノ細孔で検出し、バックグラウンド事象からポリヌクレ
オチド事象を識別するときの、(a)代表的なナノ細孔電流事象および(b)ナノ細孔電流事象
集団を示す。
【図７】図7は、470bp DNA事象とバックグラウンドノイズ事象とを比較するデータを示し
、これら2つを識別することができなかったことを示す。
【図８】図8は、プライマー修飾なし、1ビオチン修飾プライマー、および2ビオチン修飾
プライマーで増幅された470bp DNAのアガロースゲル(左)、その後のモノストレプトアビ
ジンペイロード結合後のアガロースゲル(右)を示す。
【図９】図9は、470bp DNA-[1ビオチン]-[1モノストレプトアビジン]と470bp DNA-[2ビオ
チン]-[2モノストレプトアビジン]とのナノ細孔電流事象集団を比較する。
【図１０】図10は、バックグラウンド(電気的ノイズ)事象から確立された偽陽性閾値に対
して、470bp DNA、470bp DNA-[1ビオチン]-[1モノストレプトアビジン]および470bp DNA-
[2ビオチン]-[2モノストレプトアビジン]の陽性率検出基準を比較する。
【図１１】図11は、(1)プライマー修飾なしで増幅された470bp DNA、(2)1ビオチン修飾プ
ライマーで増幅されたDNA、および(3)2ビオチン修飾プライマーで増幅されたDNAの、抗ビ
オチン抗体ペイロード結合後の、アガロースゲルを示す。
【図１２】図12は、470bp DNA(ペイロードなし)と470bp DNA-[2ビオチン]-[2抗ビオチン
抗体]とのナノ細孔電流事象集団を比較する。
【図１３】図13は、1：10希釈のPCRバックグラウンドと、同じPCRバックグラウンドにお
ける増幅1074bp DNAとのナノ細孔電流事象集団を比較する。
【図１４】図14は、1：10希釈のPCRバックグラウンド、同じPCRバックグラウンドにおけ



(18) JP 2018-505414 A 2018.2.22

10

20

30

40

50

る増幅1074bp DNA、ペイロードのない増幅500bp DNA、および増幅500bp DNA-[1ビオチン]
-[1モノストレプトアビジン]のナノ細孔電流事象集団を比較する。
【図１５】図15は、(1、4) 470bp DNA(ビオチンプライマー修飾なし)、(2) 470bp DNA-[1
ビオチン]-[1モノストレプトアビジン]、および(3) 470bp DNA-[2ビオチン]-[2モノスト
レプトアビジン]のアガロースゲルを示し、20倍過剰のモノストレプトアビジンの存在下
でのレーン1～3は、非特異的ペイロード結合がないことを示す。
【図１６】図16は、PCRバックグラウンドのみ(1：60希釈)と、PCRバックグラウンド(1：6
0希釈)の存在下での470bp DNA(ペイロードなし)、470bp DNA-[1ビオチン]-[1モノストレ
プトアビジン]および470bp DNA-[2ビオチン]-[2モノストレプトアビジン]とのナノ細孔電
流事象集団を比較する。
【図１７】図17は、バックグラウンド事象(PCRバックグラウンド1：60希釈)から確立され
た偽陽性閾値に対して、470bp DNA、470bp DNA-[1ビオチン]-[1モノストレプトアビジン]
および470bp DNA-[2ビオチン]-[2モノストレプトアビジン]の陽性率検出基準を比較する
。
【図１８】図18は、全血バックグラウンドのみ(1：20000希釈)と、全血バックグラウンド
(1：20000希釈)の存在下での470bp DNA(ペイロードなし)、470bp DNA-[1ビオチン]-[1モ
ノストレプトアビジン]および470bp DNA-[2ビオチン]-[2モノストレプトアビジン]とのナ
ノ細孔電流事象集団を比較する。
【図１９】図19は、バックグラウンド事象(全血バックグラウンド1：20000希釈)から確立
された偽陽性閾値に対して、470bp DNA、470bp DNA-[1ビオチン]-[1モノストレプトアビ
ジン]および470bp DNA-[2ビオチン]-[2モノストレプトアビジン]の陽性率検出基準を比較
する。
【図２０】図20は、(1) 362bp DNA(ビオチンプライマー修飾なし)、(2) 362bp DNA-[1ビ
オチン]-[1モノストレプトアビジン]、および(3) 362bp DNA-[2ビオチン]-[2モノストレ
プトアビジン]のアガロースゲルを示す。
【図２１】図21は、362bp標的DNAと470bp非標的DNA(ペイロードなし)の組み合わせと、36
2bp標的DNA-[1ビオチン]-[1モノストレプトアビジン]とのナノ細孔電流事象集団を比較す
る。
【図２２】図22は、バックグラウンドDNA事象(ペイロードのない470bp非標的DNA)から確
立された偽陽性閾値に対して、362bp標的DNA-[1ビオチン]-[1モノストレプトアビジン]の
陽性率検出基準を比較する。
【図２３】図23は、対照を用いて線形捕捉率対濃度傾向を確立し、続いて、測定された捕
捉率を線形傾向にマッピングすることによって標的ポリヌクレオチドの未知濃度を推定す
ることを示す。
【図２４】図24は、PCR反応から生成された12、13および14サイクルアンプリコンの捕捉
率対濃度傾向への濃度マッピングを示す。
【図２５】図25は、別個のPCR反応から生成された異なるセットの20サイクルアンプリコ
ンの捕捉率対濃度傾向への濃度マッピングの再現性を示す。
【図２６】図26は、推定濃度対PCRサイクル10、12、13、14、15、17、20、30、35、40の
シグモイド(S字状)傾向を示す。
【図２７】図27は、最小(1：1.17)希釈のPCRバックグラウンドと、同じPCRバックグラウ
ンドにおける増幅1074bp DNAとのナノポア電流事象集団を比較する。
【図２８】図28は、希釈率1：5、1：2、1：1.43および1：1.17での陰性対照(10サイクル
のPCR不在の出発鋳型)の捕捉率対濃度傾向への濃度マッピングを示す。
【発明を実施するための形態】
【００４６】
詳細な説明
　本出願全体を通して、本文は、本デバイス、組成物、システムおよび方法の様々な実施
態様に言及する。記載された種々の実施態様は、説明に役立つ様々な例を提供するもので
あり、代替種(alternative species)の記載として解釈されるべきではない。むしろ、本
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明細書に提供された様々な実施態様の説明は、重複する範囲のものであってもよいことに
留意すべきである。本明細書で述べられる実施態様は単なる例示であり、本発明の範囲を
限定するものではない。
【００４７】
　また、本開示を通じて、様々な刊行物、特許および公開特許明細書は、識別引用(ident
ifying citation)によって参照される。これらの刊行物、特許および公開特許明細書の開
示は、その全体が参照により本開示に組み入れられる。
【００４８】
　本明細書で使用する用語「含む」(comprising)は、システム、デバイスおよび方法が列
挙された構成要素またはステップを含むが、その他を排除しないことを意味することが意
図される。システム、デバイスおよび方法を定義するために使用する場合の「から本質的
になる」とは、その組み合わせに対して本質的に意義のある他の構成要素またはステップ
を排除することを意味するものとする。「からなる」とは、他の構成要素またはステップ
を排除することを意味するものとする。これらの接続語(transition term)の各々によっ
て定義される実施態様は、本発明の範囲内にある。
【００４９】
　範囲を含めて、全ての数字表示、例えば距離、サイズ、温度、時間、電圧および濃度は
、0.1きざみで(＋)または(－)に変化する近似値である。必ずしも明記されるわけではな
いが、全ての数字表示の前に用語「約」が付されることは理解されるべきである。また、
必ずしも明記されるわけではないが、本明細書に記載された構成要素は単なる例示であり
、その均等物が当技術分野で公知であることも理解されるべきである。
【００５０】
　本明細書で使用する「内部空間を分けるナノ細孔を含むデバイス」は、内部空間を2つ
の容積またはチャンバに分ける構造体内の開口部を含む細孔を有するデバイスを指すもの
とする。該デバイスはまた、2つ以上のナノ細孔を有することができ、細孔の各対の間に1
つの共通チャンバを有する。
【００５１】
　本明細書で使用する用語「ポリヌクレオチド」は、リボヌクレオチドまたはデオキシリ
ボヌクレオチドのいずれかの、任意の長さのヌクレオチドのポリマー形態を指す。この用
語は該分子の一次構造のみを指す。したがって、この用語は二本鎖と一本鎖のDNAおよびR
NAを含む。
【００５２】
　本明細書で使用する用語「標的ポリヌクレオチド」は、関心対象の配列(すなわち、標
的ポリヌクレオチド配列または標的配列)を含むポリヌクレオチドを指す。標的ポリヌク
レオチドは、標的ポリヌクレオチド増幅用のプライマーにハイブリダイズするための領域
(例えば、十分に相補的な配列)を含むことができる。これらの領域は、関心対象の配列の
一部であるか、関心対象の配列に隣接するか、または増幅反応を介した関心対象の配列の
増幅を可能にするのに十分近接して関心対象の配列のさらに上流もしくは下流にあり得る
。いくつかの実施態様では、プライマーにハイブリダイズするためのこれらの領域は、増
幅反応によって生成されるアンプリコンの2つの末端に位置する。関心対象の配列を含む
標的ポリヌクレオチドを検出するための方法、デバイスおよび組成物が本明細書に記載さ
れる。
【００５３】
　本明細書で使用する用語「プライマー」は、コピーされるポリヌクレオチド鎖(例えば
、標的ポリヌクレオチド)の合成の開始点として作用することができるオリゴマーを指す
。したがって、ハイブリダイゼーションをもたらす条件下で、プライマーは、標的配列を
含むポリヌクレオチドの相補的な領域にアニールする。適切な反応物質(例えば、ポリメ
ラーゼ、ヌクレオチド三リン酸など)を添加すると、プライマーは重合剤によって伸長さ
れて、標的ポリヌクレオチドのコピーを形成する。プライマーは一本鎖であってもよいし
、あるいは部分的にまたは完全に二本鎖であってもよい。
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【００５４】
　本明細書で使用する用語「ハイブリダイズ可能な」は、ハイブリダイズすることができ
ること、すなわちRNA：RNA、RNA：DNAおよび/またはDNA：DNA分子のような二本鎖分子を
形成することができることを意味する。増幅の目的のために、プライマーが増幅反応のた
めのDNA合成の開始点として作用するのに十分相補的な塩基対合相互作用を介して標的ポ
リヌクレオチド鎖と二重鎖を形成することができる場合、そのプライマーは標的ポリヌク
レオチドにハイブリダイズ可能である。
【００５５】
　本明細書で使用する用語「結合」は、化学結合、例えば、共有結合、イオン結合、また
は金属結合の形成を指す。結合には、ファンデルワールス力、疎水性相互作用、カチオン
-π相互作用、および/または平面スタッキング相互作用を介した2つの分子間の安定な会
合が含まれる。結合には、クリックケミストリーを介した2つの分子のコンジュゲーショ
ンが含まれる。
【００５６】
　本明細書で使用する用語「コンジュゲーション部位」は、1つの生体分子を別の生体分
子にコンジュゲートするための分子上の部位を指す。いくつかの実施態様では、本明細書
に開示されるプライマーは、ナノ細孔でのペイロード結合アンプリコンの検出のために、
プライマー自体またはプライマーによって生成されたアンプリコンのいずれかをペイロー
ド分子にコンジュゲートさせるためのコンジュゲーション部位を含む。コンジュゲーショ
ン部位への結合のメカニズムには、安定した結合相互作用、例えばクリックケミストリー
が含まれる。
【００５７】
　本明細書で使用する用語「増幅」または「増幅反応」は、標的ポリヌクレオチド配列か
ら標的ポリヌクレオチド配列を含む複数のクローン性アンプリコンを生成する反応を指す
。本明細書で使用する増幅反応試薬には、標的ポリヌクレオチド配列の増幅を実施するた
めに必要なあらゆる分子が含まれる。増幅反応試薬としては、限定するものではないが、
遊離プライマー、dNTP(デオキシヌクレオチド三リン酸、dATP、dGTP、dCTP、dTTP)、ポリ
メラーゼ酵素(例えば、TaqまたはPfu)、塩類(塩化マグネシウム、硫酸マグネシウム、硫
酸アンモニウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム)、BSA(ウシ血清アルブミン)安定剤、お
よび界面活性剤(例えば、トリトンX-100)が挙げられる。増幅反応としては、限定するも
のではないが、PCR、リガーゼ連鎖反応(LCR)、転写媒介増幅(TMA)、逆転写酵素開始PCR、
DNAまたはRNAハイブリダイゼーション技術、シークエンシング、等温増幅、およびループ
介在等温増幅(LAMP)が挙げられる。標的ポリヌクレオチド配列からアンプリコンを生成す
るための増幅技術は、当業者に周知である。
【００５８】
　本明細書で使用する用語「足場」または「ポリマー足場」は、電圧印加時にナノ細孔を
通って移動する負または正に荷電したポリマーを指す。いくつかの実施態様では、ポリマ
ー足場は、切断可能なドメインまたは切断可能なリンカーを含む。いくつかの実施態様で
は、ポリマー足場は、切断可能なリンカーを含む融合分子に結合されるか、結合すること
ができ、電圧印加時にナノ細孔を通って移動することができる。いくつかの局面では、ポ
リマー足場は、デオキシリボ核酸(DNA)、リボ核酸(RNA)、ペプチド核酸(PNA)、DNA/RNAハ
イブリッド、またはポリペプチドを含む。足場はまた、天然に存在する分子または生物学
的な分子ではなく、化学的に合成されたポリマーであってもよい。好ましい実施態様では
、ポリマー足場はdsDNAであり、dsDNAはナノ細孔を通って移動する時に、より予測可能な
信号を可能にし、かつssDNAまたはRNAに存在する二次構造を低減させる。いくつかの実施
態様では、ポリマー足場は、足場の一端または足場の両端に存在し得る融合分子結合部位
を含む。足場と融合分子とは、共有結合、水素結合、イオン結合、ファンデルワールス力
、疎水性相互作用、カチオン-π相互作用、平面スタッキング相互作用、または金属結合
を介して連結され得る。あるいは、切断可能なリンカー成分の足場への直接共有結合テザ
リング(tethering)が、足場と融合分子とを連結してもよい。あるいは、融合物のコネク
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タ成分が、切断可能なリンカーを直接共有結合テザリングにより足場に連結してもよい。
好ましい実施態様では、融合分子は、足場結合ドメインを含み、DNA、RNA、PNA、ポリペ
プチド、コレステロール/DNAハイブリッド、またはDNA/RNAハイブリッドであり得る。
【００５９】
　本明細書で使用する用語「ペイロード」または「ペイロード分子」は、ナノ細孔におけ
る検出の選択性および/または感度を高めるためにポリヌクレオチド(例えば、プライマー
)に結合される分子または化合物を指す。いくつかの実施態様では、ペイロード分子は、
デンドリマー、二本鎖DNA、一本鎖DNA、DNAアプタマー、フルオロフォア、タンパク質、
ポリペプチド、ナノロッド、ナノチューブ、フラーレン、PEG分子、リポソーム、または
コレステロール-DNAハイブリッドであり得る。好ましい実施態様では、ポリヌクレオチド
とペイロードとは、共有結合、水素結合、イオン結合、ファンデルワールス力、疎水性相
互作用、カチオン-π相互作用、平面スタッキング相互作用、または金属結合によって直
接または間接的に連結される。ペイロードは、標的ポリヌクレオチドまたはアンプリコン
にサイズを追加し、ペイロードに結合したアンプリコンがナノ細孔を通過する時にバック
グラウンド分子とは著しく異なる電流シグネチャを有することから、検出を容易にする。
【００６０】
　本明細書で使用する用語「バックグラウンド」は、ナノ細孔によって検出可能であるが
、関心対象の標的ポリヌクレオチド配列を含まない、サンプル中の分子を指す。本発明の
重要な局面は、混合サンプル中のバックグラウンドからの標的ポリヌクレオチドの識別で
ある。
【００６１】
　本明細書で使用する用語「ナノ細孔」は、特定のサイズのポリマーの通過を可能にする
のに十分な大きさの開口部(孔またはチャンネル)を指す。増幅器により、電圧が印加され
ると、負に荷電したポリマーがナノ細孔を通って駆動され、該細孔を流れる電流によって
、分子が該細孔を通過しているかどうかが検出される。
【００６２】
　本明細書で使用する用語「センサ」は、ナノ細孔デバイスからの信号を収集する機器を
指す。多くの実施態様では、センサは、分子または他の物質、特にポリマー足場、が細孔
を通過する時に細孔を横切るイオン電流を測定するために、細孔の両側に配置された1対
の電極を含む。電極に加えて、追加のセンサ、例えば光学センサを用いて、ナノ細孔デバ
イスの中の光信号を検出することができる。電流遮断、電子トンネリング電流、電荷誘起
電界効果、ナノ細孔通過時間、光信号、光散乱、およびプラズモン共鳴のような特性を検
出するために、他のセンサを使用してもよい。
【００６３】
　本明細書で使用する用語「電流測定」は、ナノ細孔を流れる印加電圧での電流の経時的
な一連の測定を指す。電流は事象を定量化するための測定値として表され、電圧によって
正規化された電流(コンダクタンス)もまた事象を定量化するために使用される。
【００６４】
　本明細書で使用する用語「オープンチャンネル」(open channel)は、電流が解析ソフト
ウェアによって規定された閾値から外れない場合に、ノイズ範囲内でナノ細孔チャンネル
を流れる電流のベースラインレベルを指す。
【００６５】
　本明細書で使用する用語「事象」は、電流測定がオープンチャンネル値から規定された
閾値だけ外れる時に開始して、電流がオープンチャンネル値の閾値内に戻る時に終了する
、電流インピーダンス測定のセットを指す。
【００６６】
　本明細書で使用する用語「電流インピーダンスシグネチャ」は、検出された事象内で同
定される電流測定および/またはパターンの収集を指す。分子タイプ間の識別を高めるた
めに、1つの事象内に複数のシグネチャが存在することもできる。
【００６７】
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　本明細書で使用する用語「捕捉率」(capture rate)は、ナノ細孔デバイスで経時的に検
出される事象の数を指す。いくつかの実施態様では、捕捉率は、具体的には、特定の標的
分子に関連した事象の捕捉および/または移動の割合、例えばペイロード結合アンプリコ
ンの移動の割合、を指すことができる。本明細書に記載されるように、捕捉率は、類似の
ナノ細孔条件下で同様の質量/電荷比を有する対照と比較して濃度を推測するために使用
することができる。
【００６８】
概説
　本明細書には、ナノ細孔デバイスで検出可能な修飾アンプリコンの生成による標的ポリ
ヌクレオチドの検出方法が開示される。本明細書に開示された方法、組成物およびデバイ
スは、DNA分子がナノ細孔を通過するときに該DNA分子の純粋に電気的な計数を可能にする
。本明細書に提供される実施例は、単一のDNA分子がナノ細孔を通過するたびに、「ペイ
ロード結合DNA」が明確でロバストな信号を提供することを実証する。これは、混合サン
プルからの正確で精密なDNA定量の迅速かつ簡便な手段を可能にし、化学的または光学的
検出を必要としない電気的検出方法を使用して、数百～数千の標的分子を数分でカウント
してバックグラウンド非標的分子から識別することができる。さらに、該デバイスの安価
なハードウェア、低電力要件、小さなサイズ、および様々なナノ細孔形状の許容性を考慮
すると、製造コストとデバイスコストは極めて低い。本明細書に開示された本発明のいく
つかの実施態様によって提供される特徴は、持ち運びを可能にする小さなナノ細孔デバイ
スサイズと併せて、ポリヌクレオチド標的配列の新規かつ効率的な検出・診断方法を提供
する。
【００６９】
バックグラウンド識別性
　いくつかの局面では、サンプル中に存在する標的ポリヌクレオチドは、無数のバックグ
ラウンド分子の集団を含む、元の(さらにフィルタリングされた)天然の液体(血液、唾液
、尿など)由来であり得る。このようなバックグラウンド分子は、正の印加電圧で十分に
負に帯電したとき、ナノ細孔を通過する。場合によっては、そのようなナノ細孔事象は標
的ポリヌクレオチドのように見えるかもしれない。こうして、これらのバックグラウンド
分子は偽陽性を生じる可能性があり、検出のエラー率が高くなる。より大きな分子を除去
するのに十分なサンプル調製を加えることはこれを助けるが、偽陽性事象を生み出すバッ
クグラウンド分子は依然として存在し、ナノ細孔デバイスでの標的ポリヌクレオチドの検
出の感度および特異度を損なうであろう。
【００７０】
　バックグラウンド分子と標的ポリヌクレオチドとの識別を提供するために、プライマー
ラベリングスキームを使用することができる。
【００７１】
　具体的には、標識または標識の配列(例えば、ペイロード分子)を、標的ポリヌクレオチ
ドの配列にハイブリダイズ可能なプライマーまたはプローブに結合させる。あるいは、プ
ライマーまたはプローブが、所定の標識またはペイロード分子に特異的に結合する標識結
合部位を有する。標的ポリヌクレオチドの増幅中に、これらのプライマーまたはプローブ
はアンプリコンに組み込まれ、それ故に、標識もしくはペイロード分子または標識/ペイ
ロード分子結合部位が標的ポリヌクレオチドを含むアンプリコンに組み込まれる。ペイロ
ード分子に結合したアンプリコンは独特の電流シグネチャをもたらし、こうした電流シグ
ネチャを用いて、ナノ細孔を通って移動した標的配列を含む標的ポリヌクレオチド/アン
プリコン産物の存在および/または正体(identity)を同定することができる。
【００７２】
　別の実施態様では、アンプリコン単独(標識に結合していない)が、バックグラウンドと
は十分に異なる識別シグネチャを提供する。これらの実施態様は、バックグラウンドから
識別するのに十分な信号を発生させるために、より小さいナノ細孔および/またはより長
いアンプリコンを一般に必要とする。
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【００７３】
混合サンプル中の標的ポリヌクレオチドの検出
　固体(solid-state)のナノ細孔は、アンプリコンDNAを電気的に検出するために使用する
ことができ、ペイロードが標的DNAにのみ結合する場合には、ペイロードの結合により標
的DNAの検出が容易になる(図1)。
【００７４】
　特に、アンプリコンが、細孔を通過しながら、オープンチャンネルコンダクタンスおよ
び記録中に存在するノイズまたはバックグラウンド分子よりも十分に大きいインピーダン
ス信号を提供する場合には、固体ナノ細孔を用いて、該アンプリコンを電気的に検出する
ことができる(図2)。標的配列に「嵩高さ」(bulk)を加えることは、嵩高さがバックグラ
ウンドノイズおよび分子を上回って容易に測定される必要な信号を提供するので、より大
きな細孔(5～100nm)でのナノ細孔検出を可能にする。嵩高さなしでは、500bpより短いア
ンプリコンの場合、大半のアンプリコンが約5nm以上のナノ細孔では見逃され、PCR産物の
正確な定量化を妨げる。例えば、修飾されたプライマー(複数可)を用いて増幅反応を行う
ことにより、プライマーの修飾がアンプリコンに組み込まれ、この修飾は、アンプリコン
を必要な「嵩高い」ペイロードでタグ付けして、ナノ細孔内での検出を可能にするために
使用され得る。一実施態様では、図3に示されるように、プライマーをビオチンで修飾す
る。得られたPCRアンプリコンをストレプトアビジンペイロードに結合させ、それらの存
在をナノ細孔で検出する。
【００７５】
　提示される嵩高化(bulking)の例としては、ビオチン/ストレプトアビジンおよびエピト
ープ/抗体が挙げられ、2つの例示的な方法である。あるいは、プライマーを化学的反応基
、例えばアルキン、で修飾することができる。これは、アルキン含有アンプリコンを、嵩
高いアジド含有分子、例えばアジド-ポリエチレングリコール(PEG)で、クリックケミスト
リーを用いて、修飾することを可能にする。細孔を通る光検出を使用するのであれば、プ
ライマーをフルオロフォアで修飾することができ、その結果として、蛍光を用いてアンプ
リコンを検出することができる。要約すると、分子を組み込む方法であって、その分子の
組み込みが増幅反応に依存する方法はどれも、本明細書の開示に組み入れられる。
【００７６】
　結合反応は、最初にPCRアンプリコンを精製することなく、または増幅緩衝液および増
幅成分から抽出することなく、PCRアンプリコンをタグ付けできるような、高親和性の反
応である。タグ付け後、アンプリコンは適切なナノ細孔記録緩衝液(例えば、1M LiCl, 10
mM Tris, 1mM EDTA)中でナノ細孔を用いて検出される。PCR反応混合物に関連したまたは
サンプルからのバックグラウンドは、ペイロード結合標的DNA分子とは明確に異なるナノ
細孔電流インピーダンスシグネチャを与える(図2)。この方法では、バックグラウンドの
存在下で定量を行うことができ、サンプルまたはPCR反応混合物の精製が不要となり、ワ
ークフローが大幅に簡素化される。ひいては、サイクルPCR反応を実施し、かつサイクル
間にアンプリコン産物のナノ細孔測定を行うデバイスは、測定前に反応混合物の希釈のみ
を必要とすることにより、パッケージにまとめて、安価に作製することができる。一方、
複雑な精製ステップを必要とするデバイスは、よりインフラ集約的であり、したがってよ
り高価で複雑であろう。
【００７７】
　図4は、「mnoPCR」(Integer(m) nanopore(n) observable(o) PCR)と題するアンプリコ
ンのリアルタイム検出および定量方法を示す。mnoPCRが進行するにつれて、各サイクル後
に生成された産物はペイロードに結合され、その後ナノ細孔内で検出される。このリアル
タイム検出方法は、検出を容易にする嵩高いペイロードを結合させる前にPCRアンプリコ
ンを精製する必要がないので、実現される。この測定は、様々な希釈率(希釈なしを含む)
でのPCR反応混合物バックグラウンド、様々な希釈率(PCR反応を最適化するための要件に
よる)でのサンプルバックグラウンド、およびペイロードバックグラウンド(標的ポリヌク
レオチドに結合していない過剰のペイロード)に対して耐性がある。
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【００７８】
　反応の進行に従って産物を測定する能力は、鋳型/標的の数または濃度が異なっていて
よい2つ以上のサンプルを比較する非常に効率のよい方法を提供する。さらに、ナノ細孔
は単一分子を検出してカウントするので、実施例に示されるように、生じるアンプリコン
の正確な定量が達成可能である。
【００７９】
　本明細書に記載の方法を用いると、標的ヌクレオチド配列の量が異なる2つ以上のサン
プルを比較して、対比することができる。その2つの非限定的なシナリオは、(1)変異型転
写産物と野生型配列の混合物を含むサンプル、および(2)導入遺伝子の含有量が異なるサ
ンプルである。
【００８０】
　シナリオ1では、サンプルが突然変異を含むか否かにかかわらず、標的配列を増幅する
プライマーセットを用いてサンプルを増幅し、次に、生成された産物の量を、変異型配列
のみを増幅するプライマーセットを用いて生成された産物の量と比較することによって、
サンプル中の変異型転写産物の量を推測し、その値をサンプル間で比較することができる
。例えば、サンプルAは20％のKRAS突然変異を含み、一方サンプルBは30％のKRAS突然変異
を含むことが分かるであろう。
【００８１】
　シナリオ2では、あらゆる転写産物に存在するDNAの一部分(ハウスキーピング領域)を増
幅し、その存在量を、導入遺伝子のみを標的とする反応から生成された転写産物の量と比
較することができる。物質の全量は、ナノ細孔を用いてハウスキーピングアンプリコンを
定量することにより決定され、生成された導入遺伝子アンプリコンの量との比較を行うこ
とができる。ハウスキーピング遺伝子アンプリコンはサンプルの全濃度を決定するために
使用されるので、出発濃度が異なる2つの異なるサンプルを、導入遺伝子の存在量につい
て比較することが可能である。
【００８２】
　これらの同じ概念を用いて、例えば口腔スワブからの、サンプル中にある属の細菌が存
在するかどうかを判定し、次に、その属に含まれる細菌種をさらに詳しく記述することが
できる。具体的には、全ての細菌、例えばブドウ球菌属(Staphylococcus)の細菌、に存在
する遺伝子を最初に定量化し、続いてmecAのような抗生物質耐性ブドウ球菌のみに存在す
る遺伝子を特異的に増幅して、定量化する。
【００８３】
　図5は、開示された方法を用いて関心対象の核酸配列を検出するためのワークフローを
示す。
【００８４】
検出への統計的有意性の割り当て
　いくつかの実施態様では、経時的に記録されたセンサ測定値のセットを集計し、数学的
ツールを適用することは、前のセクションで詳述したように、サンプル中に存在すると予
想される標的ポリヌクレオチドの検出に数値的信頼度を割り当てるために行われる。
【００８５】
　最近、ナノ細孔事象集団の特性の差に基づいて、ある分子タイプをバックグラウンド(
すなわち、他の分子タイプ)から識別する定量的方法が開発された(Morin, T.J., et al.,
 "Nanopore-based target sequence detection," PloS Oneに提出, Dec. 31, 2015)。こ
の識別方法は、様々なタイプの他のバックグラウンド分子の存在の中から特定の分子タイ
プを検出することができ、かつ検出の統計的有意性(例えば、99％信頼度での試薬Xの検出
)を割り当てることができることを指す。この方法を下記の実施例に適用するために、最
初にこの方法をここで手短に説明することにする。
【００８６】
　一般的に言えば、細孔の上のチャンバには2種類の分子が存在する：タイプ1は全てのバ
ックグラウンド分子であり、タイプ2は関心対象の分子である。以下の実施例では、標的D



(25) JP 2018-505414 A 2018.2.22

10

20

30

40

50

NA-ペイロードはタイプ2の分子と一般的に見なされ、非標的DNA、遊離ペイロード、プラ
イマー、またはサンプルもしくはPCR反応混合物からの分子はバックグラウンド(タイプ1)
と見なされる。実験からのデータに基づいて、タイプ2事象のかなりの割合に存在し、か
つタイプ1事象の比較的小さな割合に存在する事象シグネチャ基準が同定される。シグネ
チャ基準は、δG、持続時間、各事象内のレベルの数および特徴、ならびに/または事象信
号から計算された任意の他の数値または値の組み合わせに依存しうる。
【００８７】
　事象シグネチャ基準は、手動で、またはテーブルルックアップ(table look-up)によっ
て、または自動化された方法で選択することができることに留意されたい。例えば、先行
実験は、ある範囲の細孔サイズおよび所与の試験に存在すると予測される他の条件につい
て、陽性対照と陰性対照の挙動を確立することができ、このような対照から同定された所
定の基準は、所与の試験について(すなわち、所与のアンプリコン長さについて、および
所与のペイロードタイプについて)同等の条件に出くわした場合に、(テーブルルックアッ
プ様式で)使用することができる。自動化基準は、例えば、サンプルの直前に実施される
対照に基づいて、リアルタイムでも同定することができる。本出願に開示されるように、
PCRアンプリコンをリアルタイムで定量化するには、自動基準選択が適切かつ好ましいア
プローチである。具体的には、対照が分子サイズ/電荷およびナノ細孔事象の特性/形状の
点でアンプリコンをまねる時、その対照事象は、開示されるように、捕捉率対濃度傾向を
構築するために使用することができる一方で、増幅サンプルを測定する場合に、バックグ
ラウンドの中から「アンプリコン」タイプ2事象にフラグを立てるための基準を確立する
「タイプ2事象境界」の計算を自動化する際の事象集団をも提供することができる。該境
界は、2Dプロットのポイント(例えば、該ポイントは平均シフト 対 持続時間プロット内
の事象である)に沿った曲線に対してフィッティングする任意の方法によって算定するこ
とができる。曲線フィッティング法は、最小2乗法、線型もしくは二次計画法、または数
値最適化の任意の形式を含み、区分的多項式(piece-wise polynomial)またはスプライン(
spline)の係数を介して該境界をパラメータ化することができる。凸包(convex hull)を計
算することで境界が得られる。より高次元の境界フィッティングルーチンもまた可能であ
り、例えば、事象を特徴付ける3つの特性(3D境界)が使用される。結果として生じる境界
は多角形状または平坦であり得る。特定のパーセンテージの事象を含む境界で事象のサブ
セットを取り囲む目的で(すなわち、自動基準同定のためのポイントを囲むときに外れ値
を切り取るメカニズムとして)、関連する技法は、全確率のz分率を含む最小領域の境界と
して定義される、z分位数(z-quantile)の境界を計算することである。例えば、95％分位
数の境界は、全確率の95％(データの95％)を含む最小領域の境界である。確率密度は不明
であるが、それは、標準的な技法を用いて、データから推定することができる。
【００８８】
　ひとたび基準が(手動で、テーブルルックアップによって、または自動化された方法で)
選択されると、そのシグネチャ基準が事象について満たされる場合、その事象はタイプ2
として「タグ付け」される。本発明者らは、pを捕捉事象がタイプ2である確率と定義する
。タイプ2分子を含まない対照実験ではp＝0であり、タイプ2分子を含む実験ではp＞0であ
るが、その値は不明である。我々は、偽陽性確率q1＝Pr(タグ付き|タイプ1事象)を定義す
る。(例えば、非標的DNAを用いる20サイクル後のPCR反応混合物を含み、ナノ細孔に隣接
する記録緩衝液中に希釈された)タイプ2分子を含まない対照実験または実験のセットでは
、q1は、妥当な数の捕捉事象から良好な精度で決定される。タイプ2分子がバルク溶液中
に存在するかどうかを判定する検出実験では、捕捉事象がタグ付けされる確率はpの関数
であり、次式として近似され得る：
　　　　　　Q(p)＝(タグ付け事象の数)/N
【００８９】
　上記式中、Nは事象の総数である。99％信頼区間Q(p)±Qsd(p)は、Qsd(p)＝2.57*sqrt{Q
(p)*(1-Q(p))/N}を用いて計算することができ、ここでsqrt{ }は平方根関数である。実験
の過程で、事象数Nが増加するにつれてQ(p)の値は収束し、かつ不確実性境界は減衰する
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。記録時間の関数としてのQ(p)±Qsd(p)のプロットは、それが各試薬タイプについてどの
ように展開するかを示している(図10、17、19および22)。タイプ2分子を含まない対照実
験では、Q(0)＝q1であることに気付く。ある確率p*＞0で存在することが知られているタ
イプ2分子を含む対照実験では、計算された値Q(p*)は、下記のように、タイプ2分子が存
在しないかどうかを判定する検出実験において使用され得る。
【００９０】
　検出実験では、下記の基準が当てはまる場合、タイプ2分子は99％の信頼度で存在する
：
　　　　　　Q(p)－Qsd(p)＞q1　　　　　(1)
【００９１】
　上記の基準が当てはまれば、p＞0と結論される；それが当てはまらなければ、p＞0とは
言えない。このフレームワークは、以下に示す実施例において利用される。
【００９２】
測定された捕捉率からの濃度の推定
　ここでは、標的分子の一連の既知濃度に対応して測定された捕捉率により表される直線
関係に基づいて濃度を推定する方法について述べる。これは対照を用いて確立される。C
を濃度とし、r(C)を濃度Cに対応する真の/正確な捕捉率とする。r(C)はCに比例すると予
想される。
　　　　　　r(C)＝aC
【００９３】
　一連の既知濃度{C1, C2, ..., CN}に対応して測定された捕捉率を収集する。測定され
た捕捉率のそれぞれは、以下の形式である：
　　　　　　Cjに対する測定された捕捉率：　　rj±dj
【００９４】
　Cjについて測定された捕捉率は次のように解釈される：rjは正規分布N(aCj, dj

2)から
のランダムサンプルであり、ここでaCjは正確な捕捉率であり、捕捉率定数aは未知である
。データセット{rj±dj, j=1,2,□, N}と仮定すると、aの事後分布は正規分布：a ～ N(u
, s2)を有し、ここでuおよびsは次式を有する：

【００９５】
　捕捉率対濃度プロットにおいて対照に対してフィッティングさせるための代表的な例を
、図23～25および図28に示す。
【００９６】
　次に、未知の濃度を推定する方法を説明すると、最初に対照を用いて(先に詳述したよ
うに)確立される捕捉率対濃度傾向を使用し、続いて未知濃度の標的分子の捕捉率を測定
する。表記法では、未知濃度Cxに対応する捕捉率が測定され、
　　　　　　Cxに対する測定された捕捉率：　　rx±dx
とする。
【００９７】
　Cxは、

と表される。ここで、e1およびe2は、独立した標準正規確率変数である。
　　　　　　ε1 ～ N(0,1)およびε2 ～ N(0,1)
【００９８】
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　傾きaは小さな相対不確実性(relative uncertainty)で他のデータ点から決定されると
仮定する：s/u＜＜1。この仮定の下で、Cxを近似することができる。具体的には、Cxの推
定値は、

として記録される。ここで、uおよびsは、

を用いてデータ点から計算される。
【００９９】
　測定された捕捉率を捕捉率対濃度傾向(対照を用いて確立された)に対してフィッティン
グさせることによって未知濃度を推定するための代表的な例を、図23～25および図28に示
す。
【０１００】
　提供される実施例では、「実施例9：アンプリコン濃度の定量」は、このセクションで
提示された方法がどのように実行に移されるかについて、例を挙げて教示している。
【０１０１】
組成物
　いくつかの実施態様では、ペイロード分子に結合したプライマーが本明細書で提供され
る。いくつかの実施態様では、ペイロード分子結合部位を含むプライマーが本明細書で提
供される。いずれの実施態様においても、プライマーは、ナノ細孔内での検出を高めるた
めに、ペイロード分子に結合されたまたはペイロード分子に結合することが可能な、アン
プリコンを生成することができる。
【０１０２】
　いくつかの実施態様では、ペイロード分子は、デンドリマー、二本鎖DNA、一本鎖DNA、
DNAアプタマー、フルオロフォア、タンパク質、ポリペプチド、ナノロッド、ナノチュー
ブ、フラーレン、PEG分子、リポソーム、またはコレステロール-DNAハイブリッドであり
得る。好ましい実施態様では、ポリヌクレオチドとペイロードは、共有結合、水素結合、
イオン結合、ファンデルワールス力、疎水性相互作用、カチオン-π相互作用、平面スタ
ッキング相互作用、または金属結合を介して直接または間接的に連結される。ペイロード
は、標的ポリヌクレオチドまたはアンプリコンにサイズを追加して、検出を容易にする。
ペイロードに結合したアンプリコンは、バックグラウンド分子よりもナノ細孔を通過する
際に著しく異なる電流シグネチャを有する。いくつかの実施態様では、ペイロード分子は
、プライマーへの結合のためのアジドケミカルハンドルを含む。いくつかの実施態様では
、プライマーはビオチン分子に結合される。いくつかの実施態様では、ペイロード分子は
、別の分子に結合して該分子の嵩高性に影響を及ぼし、それによってナノ細孔内でのアン
プリコン検出の感度を高める。いくつかの実施態様では、プライマーは、ビオチン分子に
結合されるか、またはビオチン分子に結合するための結合部位を含む。いくつかの実施態
様では、ビオチンは、バックグラウンド分子と比べてナノ細孔内での検出向上に向けてペ
イロード分子のサイズを増大させるために、ストレプトアビジンによってさらに結合され
る。追加された嵩高さは、標的配列を含むアンプリコンとバックグラウンド分子との間に
よりはっきりとしたシグネチャ差を生み出すことができる。
【０１０３】
　この実施態様において、プライマーまたはアンプリコンへのペイロードの結合は、様々
な方法で達成することができる。例えば、プライマーはジベンゾシクロオクチン(DBCO)修
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飾プライマーとすることができ、この修飾プライマーは全てのアンプリコンをDBCO化学基
で効果的に標識し、アジド標識されたアンプリコンまたはプライマーへの銅フリーの「ク
リック」ケミストリーを介したコンジュゲーション目的のために使用される。
【０１０４】
　いくつかの局面では、プライマーは、ペイロード分子の認識および結合を引き起こすま
たは容易にする化学修飾を含む。例えば、メチル化DNA配列は、転写因子、DNAメチルトラ
ンスフェラーゼまたはメチル化修復酵素によって認識され得る。他の実施態様では、ビオ
チンをアビジンファミリーメンバーに組み込んで、該メンバーにより認識させることがで
きる。そのような実施態様では、ビオチンは融合物結合ドメインを形成し、アビジンまた
はアビジンファミリーメンバーは該融合物上のポリマー足場結合ドメインである。それら
の結合相補性のため、プライマー/アンプリコン上のペイロード分子結合ドメインおよび
ペイロード分子上のプライマー結合ドメインは、該ペイロード結合ドメインが該プライマ
ー結合ドメインとなるように逆転させることができ、その逆も同じことが言える。
【０１０５】
　ヌクレオチド結合モチーフを特異的に認識することができる分子、特にタンパク質は、
当技術分野で公知である。例えば、ヘリックスターンヘリックス、ジンクフィンガー、ロ
イシンジッパー、ウィングドヘリックス(winged helix)、ウィングドヘリックスターンヘ
リックス、ヘリックスループヘリックスおよびHMGボックスのようなタンパク質ドメイン
は、ヌクレオチド配列に結合できることが知られている。これらの分子はどれも、アンプ
リコンまたはプライマーに結合するペイロード分子として作用し得る。
【０１０６】
　いくつかの局面では、ペイロード結合ドメインは、ロックド核酸(LNA)、架橋核酸(BNA)
、あらゆるタイプのタンパク質核酸(例えば、ビスPNA、ガンマ-PNA)、転写活性化因子様
エフェクターヌクレアーゼ(TALEN)、クラスター化され規則的に間隔の空いた短い回文型
反復配列 (clustered regularly interspaced short palindromic repeat: CRISPR)、ま
たはアプタマー(例えば、DNA、RNA、タンパク質、またはそれらの組み合わせ)であり得る
。
【０１０７】
　いくつかの局面では、ペイロード結合ドメインは、DNA結合タンパク質(例えば、ジンク
フィンガータンパク質)、抗体フラグメント(Fab)、化学合成結合剤(例えば、PNA、LNA、T
ALENS、またはCRISPR)、または合成ポリマー足場中の化学的修飾(すなわち、反応性部分
）（例えば、チオレート、ビオチン、アミン、カルボキシレート)の1つ以上である。
【０１０８】
ナノ細孔デバイス
　提供されるナノ細孔デバイスは、デバイスの内部空間を2つの容積に分ける構造体に開
口部を形成する少なくとも1つの細孔、および該細孔を通過する物体を(例えば、物体を示
すパラメータの変化を検出することによって)同定するように構成された少なくとも1つの
センサを含む。本明細書に記載の方法に使用されるナノ細孔デバイスは、PCT公開WO/2013
/012881にも開示されており、その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１０９】
　ナノ細孔デバイスの細孔(複数可)は、ナノスケールまたはミクロスケールのものである
。一局面では、各細孔は、小さいもしくは大きい分子または微生物が通過することができ
るサイズを有する。一局面では、各細孔は少なくとも約1nmの直径である。あるいは、各
細孔は、少なくとも約2nm、3nm、4nm、5nm、6nm、7nm、8nm、9nm、10nm、11nm、12nm、13
nm、14nm、15nm、16nm、17nm、18nm、19nm、20nm、25nm、30nm、35nm、40nm、45nm、50nm
、60nm、70nm、80nm、90nmまたは100nmの直径である。
【０１１０】
　一局面では、該細孔は約100nm以下の直径である。あるいは、該細孔は、約95nm、90nm
、85nm、80nm、75nm、70nm、65nm、60nm、55nm、50nm、45nm、40nm、35nm、30nm、25nm、
20nm、15nm、または10nm以下の直径である。
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【０１１１】
　一局面では、該細孔は、約1nm～約100nmの直径、あるいは約2nm～約80nm、または約3nm
～約70nm、または約4nm～約60nm、または約5nm～約50nm、または約10nm～約40nm、または
約15nm～約30nmの直径を有する。
【０１１２】
　いくつかの局面では、ナノ細孔デバイスは、該細孔を横切ってポリマー足場を動かす手
段および/または該細孔を通過する物体を同定する手段をさらに含む。さらなる詳細は以
下に提供され、2細孔デバイスとの関連において記載される。
【０１１３】
　単一細孔のナノ細孔デバイスと比較して、2細孔デバイスは、該細孔を横切るポリマー
足場の移動の速度および方向を良好に制御するように、より容易に設定することができる
。
【０１１４】
　一実施態様では、ナノ細孔デバイスは複数のチャンバを含み、各チャンバは少なくとも
1つの細孔を介して隣接チャンバと連通している。これらの細孔のうち、2つの細孔、すな
わち第1の細孔と第2の細孔は、標的ポリヌクレオチドの少なくとも一部が第1の細孔から
出て第2の細孔内へ移動することができるように、配置される。さらに、該デバイスは、
移動中に標的ポリヌクレオチドを同定することが可能なセンサを各細孔に含む。一局面で
は、同定は、標的ポリヌクレオチドの個々の構成成分を同定することを伴う。別の局面で
は、同定は、標的ポリヌクレオチドに結合されたペイロード分子を同定することを伴う。
単一のセンサが使用される場合、その単一センサは、細孔を横切るイオン電流を測定する
ための、細孔の両端に配置された2つの電極を含むことができる。別の実施態様では、単
一センサは電極以外の構成要素を含む。
【０１１５】
　一局面では、前記デバイスは、2つの細孔を介して接続された3つのチャンバを含む。3
つより多いチャンバを有するデバイスは、3チャンバデバイスのどちらの側にも、または3
つのチャンバのいずれか2つの間に、1つ以上の追加のチャンバを含めるように容易に設計
することができる。同様に、チャンバ同士を接続するために、2つより多い細孔を該デバ
イスに含めることができる。
【０１１６】
　一局面では、複数のポリマー足場が1つのチャンバから次のチャンバに同時に移動する
ことができるように、2つの隣接チャンバ間に2つ以上の細孔が存在し得る。このような多
重細孔設計は、該デバイスにおける標的ポリヌクレオチド分析のスループット(処理量)を
高めることができる。多重化の場合には、1つのチャンバが1つのタイプの標的ポリヌクレ
オチドを有することができ、別のチャンバは別の標的ポリヌクレオチドタイプを有するこ
とができる。
【０１１７】
　いくつかの局面では、前記デバイスは、標的ポリヌクレオチドを1つのチャンバから別
のチャンバに移動させる手段をさらに含む。一局面では、その移動により、標的ポリヌク
レオチド(例えば、標的配列を含む増幅産物またはアンプリコン)は、第1の細孔と第2の細
孔の両方に同時に投入される結果となる。別の局面では、前記手段はさらに、両方の細孔
を通って同じ方向に標的ポリヌクレオチドを移動させることを可能にする。
【０１１８】
　例えば、3チャンバ2細孔デバイス(「2細孔」デバイス)では、チャンバの各々は、チャ
ンバ間の細孔のそれぞれに別々の電圧を印加することができるように、電源に接続するた
めの電極を含むことができる。
【０１１９】
　本開示の一実施態様によれば、上部チャンバと、中間チャンバと、下部チャンバとを備
えたデバイスが提供され、ここで、上部チャンバは第1の細孔を介して中間チャンバと連
通しており、中間チャンバは第2の細孔を介して下部チャンバと連通している。このよう
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なデバイスは、デュアル細孔デバイス(Dual-Pore Device)と題する米国特許出願公開第20
13-0233709号に以前に開示された寸法または他の特性のいずれかを有していてよく、その
全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１２０】
　一局面では、各細孔は少なくとも約1nmの直径である。あるいは、各細孔は、少なくと
も約2nm、3nm、4nm、5nm、6nm、7nm、8nm、9nm、10nm、11nm、12nm、13nm、14nm、15nm、
16nm、17nm、18nm、19nm、20nm、25nm、30nm、35nm、40nm、45nm、50nm、60nm、70nm、80
nm、90nmまたは100nmの直径である。
【０１２１】
　一局面では、各細孔は約100nm以下の直径である。あるいは、該細孔は、約95nm、90nm
、85nm、80nm、75nm、70nm、65nm、60nm、55nm、50nm、45nm、40nm、35nm、30nm、25nm、
20nm、15nm、または10nm以下の直径である。
【０１２２】
　一局面では、該細孔は、約1nm～約100nmの直径、あるいは約2nm～約80nm、または約3nm
～約70nm、または約4nm～約60nm、または約5nm～約50nm、または約10nm～約40nm、または
約15nm～約30nmの直径を有する。
【０１２３】
　いくつかの局面では、該細孔は実質的に丸い形状を有する。本明細書で使用する「実質
的に丸い」とは、円筒の形が少なくとも約80または90％である形状を指す。いくつかの実
施態様では、該細孔は、正方形、長方形、三角形、楕円形、または六角形の形状である。
【０１２４】
　一局面では、該細孔は、約1nm～約10,000nmの深さ、あるいは約2nm～約9,000nm、また
は約3nm～約8,000nmなどの深さを有する。
【０１２５】
　いくつかの局面では、ナノ細孔は膜を貫通して延びている。例えば、該細孔は、脂質二
重層膜に挿入されたタンパク質チャンネルであってよく、あるいは、二酸化ケイ素、窒化
ケイ素、グラフェン、またはこれらの材料もしくは他の材料の組み合わせから形成された
層などの固体基板を通してドリリング、エッチングまたは他の方法で細孔を形成すること
によって作製されてもよい。ナノ細孔は、足場：融合物：ペイロードまたは酵素活性後の
この分子の産物が細孔を通過するのを可能にする大きさである。他の実施態様では、分子
タイプの識別のために、該細孔の一時的な遮断が望ましいことがある。
【０１２６】
　いくつかの局面では、ナノ細孔の長さまたは深さは、2つの、さもなければ分かれてい
る容積を接続するチャンネルを形成するように十分に大きくする。いくつかのこのような
局面では、各細孔の深さは、100nm、200nm、300nm、400nm、500nm、600nm、700nm、800nm
、または900nmより大きい。いくつかの局面では、各細孔の深さは、2000nmまたは1000nm
以下である。
【０１２７】
　一局面では、該細孔は、約10nm～約1000nmの距離をあけて配置される。いくつかの局面
では、細孔間の距離は、1000nm、2000nm、3000nm、4000nm、5000nm、6000nm、7000nm、80
00nm、または9000nmより大きい。いくつかの局面では、該細孔は、30000nm、20000nm、ま
たは10000nm以下の距離をあけて配置される。一局面では、その距離は、少なくとも約10n
m、あるいは少なくとも約20nm、30nm、40nm、50nm、60nm、70nm、80nm、90nm、100nm、15
0nm、200nm、250nm、または300nmである。別の局面では、その距離は、約1000nm、900nm
、800nm、700nm、600nm、500nm、400nm、300nm、250nm、200nm、150nm、または100nm以下
である。
【０１２８】
　さらに別の局面では、細孔間の距離は、約20nm～約800nm、約30nm～約700nm、約40nm～
約500nm、または約50nm～約300nmである。
【０１２９】
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　2つの細孔は、それらがチャンバ間の流体連通を可能にし、かつそれらの間に規定のサ
イズおよび距離を有する限り、任意の位置に配置することができる。一局面では、該細孔
は、それらの間に直接の遮断物がないように配置される。さらに、一局面では、これらの
細孔は実質的に同軸である。
【０１３０】
　一局面では、前記デバイスは、1つ以上の電源に接続された電極をチャンバ内に有する
。いくつかの局面では、電源は、各細孔に電圧を供給しかつ各細孔を流れる電流を独立し
て測定することができる、電圧クランプまたはパッチクランプを含む。これに関して、電
源および電極の配置は、両電源の共通接地に中間チャンバを設定することができる。一局
面では、電源(複数可)は、上部チャンバ(チャンバA)と中間チャンバ(チャンバB)との間に
第1電圧V1を、中間チャンバと下部チャンバ(チャンバC)との間に第2電圧V2を印加するよ
うに構成される。
【０１３１】
　いくつかの局面では、第1電圧V1および第2電圧V2は、独立して調整可能である。一局面
では、中間チャンバは、2つの電圧に対して接地(ground)となるように調整される。一局
面では、中間チャンバは、中間チャンバ内の細孔の各々と電極との間にコンダクタンス(
伝導性)を与えるための媒体を含む。一局面では、中間チャンバは、中間チャンバ内の細
孔の各々と電極との間に抵抗を与えるための媒体を含む。こうした抵抗をナノ細孔抵抗と
比べて十分に小さく保つことは、細孔を横切る2つの電圧および電流を切り離すのに有用
であり、電圧の独立した調整に役立つ。
【０１３２】
　電圧の調整は、チャンバ内の荷電粒子の移動を制御するために使用され得る。例えば、
両方の電圧が同じ極性に設定された場合には、適切に荷電された粒子を、上部チャンバか
ら中間チャンバに、そして下部チャンバに、またはその逆の方向に、順次移動させること
ができる。いくつかの局面において、2つの電圧が反対の極性に設定された場合には、荷
電粒子を上部または下部チャンバから中間チャンバに移動させて、そこに保持することが
できる。
【０１３３】
　前記デバイスにおける電圧の調整は、両方の細孔を同時に横切るのに十分な長さの、荷
電ポリマー足場のような、大きな分子の移動を制御するのに特に有用であり得る。このよ
うな局面では、該分子の移動の方向および速度は、以下に記載されるような電圧の相対的
な大きさ(magnitude)および極性によって制御することができる。
【０１３４】
　前記デバイスは、液体サンプル、特に生物学的サンプルを保持するのに適した材料、お
よび/またはナノ加工に適する材料を含むことができる。一局面では、このような材料に
は、限定するものではないが、シリコン、窒化ケイ素、二酸化ケイ素、グラフェン、カー
ボンナノチューブ、Ti02、Hf02、Al203、もしくは他の金属層、またはこれらの材料の任
意の組み合わせなどの、誘電材料が含まれる。いくつかの局面では、例えば、約0.3nmの
厚さのグラフェン膜の単一シートを細孔保持膜として使用することができる。
【０１３５】
　マイクロ流体用であるデバイス、および2細孔のマイクロ流体チップの実装を収容する
デバイスは、様々な手段および方法によって作製することができる。2つの平行な膜から
なるマイクロ流体チップの場合、両方の膜を単一のビームで同時に穿孔して2つの同心の
細孔を形成することができるが、膜の各側に異なるビームを使用することもまた、任意の
適切なアラインメント技術と併せて可能である。一般的に言えば、ハウジングはチャンバ
A～Cの密閉された区分けを保証する。
【０１３６】
　一局面では、前記デバイスは、スペーサーによって接続された2つの平行な膜から構成
されたマイクロ流体チップ(「デュアル細孔チップ」(Dual-pore chip)と表示)を含む。各
膜は、膜の中心を通る単一ビームによって開けられた細孔を含む。さらに、前記デバイス
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は、該チップ用のテフロン(登録商標)ハウジングまたはポリカーボネートハウジングを有
することが好ましい。このハウジングは、チャンバA～Cの密閉された区分けを保証し、か
つ電極に最小のアクセス抵抗を提供して、各電圧が主に各細孔を横切って印加されること
を確実にする。
【０１３７】
　より具体的には、細孔保持膜は、厚さ5～100nmのシリコン、窒化ケイ素、または二酸化
ケイ素の窓を有する透過型電子顕微鏡(TEM)グリッドを用いて作製することができる。ス
ペーサーは、膜を分離するために使用され、SU-8、フォトレジスト、PECVD酸化物、ALD酸
化物、ALDアルミナ、またはAg、AuもしくはPtなどの蒸着金属材料のような絶縁体を使用
して、膜間のチャンバBのさもなければ水性の部分の内部の小体積を占有する。ホルダー
は、チャンバBの最大容積割合からなる水性浴中に取り付けられる。チャンバAおよびCは
、膜シールに通じるより大きな直径のチャンネル(アクセス抵抗が低い)によってアクセス
可能である。
【０１３８】
　集束した電子ビームまたはイオンビームは、膜を貫通する細孔を、当然それらを整列さ
せて、開けるために使用することができる。細孔はまた、各層に正確なビーム集束を適用
することによって、より小さなサイズに造形する(縮小させる)こともできる。任意の単一
ナノ細孔ドリリング法を用いて、所与の方法に可能なドリル深さおよび膜の厚さに考慮し
つつ、2つの膜に細孔の対を開けることもできる。また、ミクロ細孔を所定の深さまで前
もって開けておき、その後膜の残部を貫通してナノ細孔を開けることも、膜の厚さをさら
に精密化することが可能である。
【０１３９】
　前記デバイスの細孔に存在する電圧によって、荷電分子はチャンバ間の細孔を通って移
動することができる。移動の速度および方向は、電圧の大きさおよび極性によって制御さ
れ得る。さらに、2つの電圧のそれぞれは独立して調整することができるので、荷電分子
の移動の方向および速度は、各チャンバ内での微調整が可能である。
【０１４０】
　1つの例は、両細孔の深さと2細孔間の距離を合わせた距離よりも長い鎖長を有する、標
的ポリヌクレオチドに関する。例えば、1000bpのdsDNAは、長さが約340nmであり、2つの
深さ10nmの細孔が20nm離れて存在する広がり40nmよりも実質的に長くなる。第1のステッ
プでは、該ポリヌクレオチドを上部チャンバまたは下部チャンバのいずれかに投入する。
約pH7.4の生理学的条件下でのその負電荷のために、該ポリヌクレオチドは、電圧が加え
られた細孔を横切って移動することができる。したがって、第2のステップでは、同じ極
性で、同じまたは同様の大きさの、2つの電圧を細孔に印加して、両方の細孔を横切って
該ポリヌクレオチドを連続して移動させる。
【０１４１】
　該ポリヌクレオチドが第2の細孔に達する時点あたりで、一方または両方の電圧を変化
させることができる。2つの細孔間の距離は該ポリヌクレオチドの長さよりも短くなるよ
うに選択されるので、該ポリヌクレオチドが第2の細孔に到達するとき、それは第1の細孔
内にもある。したがって、第1の細孔における電圧の極性の迅速な変化は、該ポリヌクレ
オチドを第2の細孔から引き離す力を発生させるだろう。
【０１４２】
　2つの細孔が同一の電圧印加の影響を有し、かつ|V1|＝|V2|＋δVであると仮定すると、
δV＞0(または＜0)の値を、|V1|(またはV2)方向での調節可能な動きに対して調整するこ
とができる。実際には、各細孔での電圧誘起力は、V1＝V2の場合に同一ではないが、キャ
リブレーション実験により、所与の2細孔チップに対して等しい引っ張り力をもたらす適
切なバイアス電圧を特定することができる；その後、そのバイアス電圧付近の変動を方向
制御のために使用することができる。
【０１４３】
　この時点で、第1細孔での電圧誘起力の大きさが第2細孔での電圧誘起力の大きさよりも
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小さい場合、該ポリヌクレオチドは、第2の細孔に向かって、しかしより遅い速度で、両
方の細孔を横断し続ける。この点において、該ポリヌクレオチドの移動の速度および方向
は、両方の電圧の極性および大きさによって制御され得ることが容易に理解される。以下
でさらに説明するように、このような移動の微調整は広い用途を有する。標的ポリヌクレ
オチドを定量する場合、2細孔デバイス実現の有用性は、制御された送達および検出の間
に、標的ポリヌクレオチドまたはペイロード結合標的ポリヌクレオチドを繰り返し測定し
て、検出結果に信頼性を加えることである。
【０１４４】
　したがって、一局面では、ナノ細孔デバイスを通る荷電ポリマー足場の移動を制御する
ための方法が提供される。この方法は、以下の段階を含む：(a)標的ポリヌクレオチド(例
えば、標的ポリヌクレオチドアンプリコン)を含むサンプルを、上記実施態様のいずれか
のデバイスの上部チャンバ、中間チャンバまたは下部チャンバのうちの1つに投入する段
階であって、上部チャンバと中間チャンバとの間に第1電圧を供給し、中間チャンバと下
部チャンバとの間に第2電圧を供給するための、1つ以上の電源に、該デバイスが接続され
ている、段階；(b)標的ポリヌクレオチドがチャンバ間を移動するように初期の第1電圧お
よび初期の第2電圧を設定し、それによって該ポリマー足場を第1および第2の両方の細孔
を横切って位置付ける段階；および(c)荷電標的ポリヌクレオチドを中間チャンバから引
き離す力を両方の電圧が生成するように、第1電圧と第2電圧を調整する段階(電圧競合モ
ード)であって、標的ポリヌクレオチド足場がいずれかの方向にかつ制御された方法で両
細孔を横切って移動するように、2つの電圧は制御された条件下で大きさが異なる、段階
。
【０１４５】
　一局面では、標的ポリヌクレオチドを含有するサンプルを上部チャンバに投入し、その
標的ポリヌクレオチドを上部チャンバから中間チャンバに引っ張るように初期の第1電圧
を設定し、そして該標的ポリヌクレオチドを中間チャンバから下部チャンバに引っ張るよ
うに初期の第2電圧を設定する。同様に、サンプルを最初に下部チャンバに投入して、標
的ポリヌクレオチドを中間チャンバおよび上部チャンバに引っ張ることができる。
【０１４６】
　別の局面では、標的ポリヌクレオチドを含有するサンプルを中間チャンバに投入し、そ
の荷電ポリマー足場を中間チャンバから上部チャンバに引っ張るように初期の第1電圧を
設定し、そして該標的ポリヌクレオチドを中間チャンバから下部チャンバに引っ張るよう
に初期の第2電圧を設定する。
【０１４７】
　一局面では、ステップ(c)における第1電圧と第2電圧に対するリアルタイムまたはオン
ライン調整は、数百メガヘルツまでのクロックレートで、専用のハードウェアおよびソフ
トウェアを使用するアクティブ制御またはフィードバック制御によって行われる。第1も
しくは第2のまたは両方の電圧の自動制御は、第1もしくは第2のまたは両方のイオン電流
測定値のフィードバックに基づく。
【０１４８】
センサ
　上述したように、様々な局面において、ナノ細孔デバイスは、標的ポリヌクレオチドの
検出を行うための1つ以上のセンサをさらに含む。
【０１４９】
　前記デバイスに使用されるセンサは、ペイロード分子に結合したまたは非結合の標的ポ
リヌクレオチドアンプリコンを同定するのに適したどのようなセンサであってもよい。例
えば、センサは、該ポリマーに関連する電流、電圧、pH値、光学的特性または滞留時間を
測定することによって、標的ポリヌクレオチドを同定するように構成され得る。他の局面
では、センサは、標的ポリヌクレオチドの1つ以上の個々の構成成分、または標的ポリヌ
クレオチドに結合もしくは付着した1つ以上の成分を同定するように構成され得る。セン
サは、測定可能なパラメータの変化を検出するように構成された任意の構成要素から形成
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することができ、この場合には、該変化は標的ポリヌクレオチド、標的ポリヌクレオチド
の構成成分、好ましくは、標的ポリヌクレオチドに結合または付着した成分を示している
。一局面では、センサは、分子または他の物質、特に標的ポリヌクレオチド、が細孔を通
って移動するときに、該細孔を流れるイオン電流を測定するための、該細孔の両側に配置
された一対の電極を含む。特定の局面において、細孔を通過する標的ポリヌクレオチドセ
グメントがペイロード分子に結合されていると、細孔を流れるイオン電流が測定可能に変
化する。このような電流の変化は、例えば、存在する標的ポリヌクレオチド分子の存在、
非存在、および/またはサイズに対応して、予測可能かつ測定可能な方法で変化し得る。
【０１５０】
　好ましい実施態様では、センサは、電圧を印加する電極を含み、ナノ細孔を流れる電流
を測定するために使用される。ナノ細孔を通る分子の移動は、オームの法則V＝IZ(ここで
、Vは印加される電圧であり、Iはナノ細孔を流れる電流であり、Zはインピーダンスであ
る)に従ってナノ細孔を流れる電流に影響を及ぼす電気インピーダンス(Z)を提供する。反
対に、コンダクタンスG＝1/Zは、ナノ細孔事象を信号化して定量するためにモニターされ
る。分子が電場の中で(例えば、印加電圧下で)ナノ細孔を通って移動するときの結果は、
電流シグネチャであり、この電流シグネチャは、電流信号のさらなる分析の際にナノ細孔
を通過する分子に相関させることができる。
【０１５１】
　電流シグネチャからの滞留時間測定が使用される場合、構成成分のサイズは、それが検
出装置を通過するのにかかる時間の長さに基づいて、特定の構成成分に相関させることが
できる。
【０１５２】
　一実施態様では、ポリマー、ポリマーの構成成分(もしくは単位)、またはポリマーに結
合もしくは付着した成分の光学的特性を測定するセンサがナノ細孔デバイスに設けられる
。このような測定の一例には、特定の単位に固有の吸収帯を赤外(または紫外)分光法で同
定することが含まれる。
【０１５３】
　いくつかの実施態様では、センサは電気センサである。いくつかの実施態様では、セン
サは蛍光シグネチャを検出する。細孔の出口の放射線源を使用して、そのシグネチャを検
出することができる。
【実施例】
【０１５４】
　本技術は、以下の実施例および実験を参照することによってさらに定義される。当業者
であれば、本発明の範囲から逸脱することなく、多くの変更が実施され得ることが明らか
であろう。
【０１５５】
実施例1：DNAのナノ細孔検出
　固体(solid-state)ナノ細孔は、2つの水性容積を分ける薄い固体膜に形成されたナノス
ケールの開口部である。電圧クランプ増幅器は、開いた細孔を流れるイオン電流を測定し
ながら、膜に電圧Vを印加する。他の単一分子センサとは異なり、ナノ細孔デバイスは、
非常に低コストで携帯用のフォームファクタ(form factor)にパッケージングすることが
できる。二本鎖DNA(dsDNA)などの単一荷電分子が捕捉されて、電気泳動により細孔を通し
て駆動されるとき、測定された電流シフト、ならびにコンダクタンスシフト深さ(δG＝δ
I/V)および持続時間がその事象を特徴付けるために使用される(図6a)。
【０１５６】
　いくつかの実施態様では、値δG(ΔGとも表記される)は、平均電流シフトを電圧で割っ
たものとして計算される。他の実施態様では、値δG(ΔGとも表記される)は、最大電流シ
フトを電圧で割ったものとして計算される。一般に、持続時間はシフト幅として計算され
る。
【０１５７】
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　実験中に多くの事象を記録した後で、対応する分子を特徴付けるために事象の分布を解
析する。図6bは、電圧V＝100mV (1M LiCl)で直径27nmのナノ細孔を通過する0.1nMの3.2kb
 dsDNAについての事象特性を示し、10分間で744の事象が記録された。2つの取り囲まれた
代表的な事象は、次のことを示している：折りたたまれていない状態で通過するDNAに対
応する、より幅広く浅い事象；折りたたまれた状態で通過するDNAに対応する、より速い
がより深い事象。約1kb以下の短いdsDNAの場合、該DNAは折りたたまれていない状態での
み細孔を通過する。
【０１５８】
　ナノ細孔実験では、電気的ノイズスパイクが誤った事象(電気的「バックグラウンドノ
イズ」)を生成することが一般的である。これらの誤った事象は、3.2kb事象よりも速くて
浅いので、識別するのが容易である。膜の過渡容量の変化のために、分あたりバックグラ
ウンド事象1～2が緩衝液のみで一般に観察され、速い(＜0.1ms)浅い(＜1.5nS)事象を生じ
る。以下の例で詳述するように、より短いDNAを使用する場合、バックグラウンド電気的
ノイズの誤った事象を真のDNA事象から区別することは困難であり、したがって、真の事
象を誤った事象から区別することを困難にする。5nmより小さいナノ細孔は、DNA真事象を
ノイズ誤事象から区別することを可能にし得るが(Briggs, Kyle, Harold Kwok, and Vinc
ent Tabard-Cossa. "Automated Fabrication of 2-Nm Solid-State Nanopores for Nucle
ic Acid Analysis." Small 10, no. 10 (May 28, 2014): 2077-86. doi: 10.1002/smll.2
01303602)、そのような細孔は、他のタイプのバックグラウンド分子(例えば、サンプルも
しくはPCR反応混合物に由来する分子、または非結合ペイロード分子)が少量でも存在する
場合には、詰まるおそれがある。それは、バックグラウンド分子の多くが5nm以上の大き
さであり(例えば、ペイロードとして作用するモノストレプトアビジンタンパク質は約5nm
である)、そのため細孔に捕捉され得るが、その細孔が5nm以下である場合にはそれを通過
することができないからである。様々なタイプのこうしたバックグラウンド分子に耐えら
れるように、直径が少なくとも5nmの細孔が好ましい。結果として、より短いアンプリコ
ン(例えば、500bp以下)は、定量が可能であるように(より大きい)ナノ細孔でそれらを十
分に観察可能にするために、ペイロードの結合を必要とする。他方、500bpより大きいア
ンプリコン(例えば、1kb)は、ペイロードの結合なしに、様々な希釈率のサンプル(口腔粘
膜スワブ、全血)およびPCR反応混合物由来を含めて、様々なタイプのバックグラウンドの
存在下で、より大きな細孔(少なくとも10nmで、50nmまでの直径)を用いて定量化すること
ができる。
【０１５９】
実施例2：アンプリコン生成およびペイロード結合方法
　ペイロード結合DNAを利用する以下の実施例は、次のアンプリコンの長さを使用する：5
00bpのDNA、470bpのDNA(SRY遺伝子を含む)、および362bpのDNA(SMCY遺伝子を含む)。
【０１６０】
　SRY(性決定領域Y)遺伝子は、Y染色体上にあり、したがって男性に特有の遺伝子である
。SRY遺伝子(または、より正確には、該遺伝子の領域)の欠如は、男性不妊(Abusheikha, 
N., A. Lass, and P. Brinsden. "XX males without SRY gene and with infertility: C
ase report." Human Reproduction 16.4 (2001): 717-718)または他の健康状態(例えば、
Swyer症候群)の一般的な理由である。したがって、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)アッセイ
は、不妊男性には欠如しているSRY遺伝子の部分を増幅するように設計することができ、
男性として特徴的である特性(maleness)および不妊候補についての検査を提供する。アン
プリコンが生成されるならば、そのサンプルは男性由来であり、かつSRY遺伝子の前記領
域を含む。
【０１６１】
　SRY遺伝子の470塩基対の部分の増幅は、生殖能力のある男性からの口腔粘膜スワブを50
μlのPCR反応混合物と混合することによって達成された。該PCR反応混合物は、1×Terra 
Direct Buffer (p/n 639287)、0.3μMのSRYフォワードプライマー
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、0.3μMのSRYリバースプライマー

および1μlのPCR Direct Polymerase Terra Mix (p/n 639287)を含んでいた。この反応混
合物を次のように6ステップのPCRプロトコルに供した：1) 98℃で2分、2) 98℃で10秒、3
) 60℃で15秒、4) 68℃で1分、5) 40サイクルについてステップ2～4を繰り返す、6) 4℃
で保持する。該分子の5'および/または3'末端にビオチンを組み込むために、5'末端がビ
オチン化されたプライマーを反応混合物中で使用した。また、この同じ反応を、出発サン
プル物質として血液滴の1：1000希釈物2μlを用いて実施した。陰性対照としての非特異
的増幅と比較して試験するために、水または女性の口腔粘膜スワブを、増幅産物がまった
く生成されないことを見込んで、サンプル入力として使用した。
【０１６２】
　SMCY遺伝子は、Y染色体上にあり、したがって男性に特有の遺伝子である。SMCYの欠損
は、前立腺癌で観察され、癌が進行するにつれて頻度が高くなる(PERINCHERY, GEETHA, e
t al. "Deletion of Y-chromosome specific genes in human prostate cancer." The Jo
urnal of urology 163.4 (2000): 1339-1342)。
【０１６３】
　SMCY遺伝子の増幅は、上記と全く同じプロトコルを使用したが、SMCY遺伝子特異的プラ
イマー（フォワードプライマー

、リバースプライマー

）を用いて達成された。これにより、362塩基対のアンプリコンが生成された。
【０１６４】
　サーモサイクリング後、(SRYおよびSMCYの)ビオチン化DNAは、利用可能なビオチン分子
に対して約10倍過剰のペイロードを添加することにより、モノストレプトアビジンペイロ
ードまたは抗ビオチン抗体ペイロードでタグ付けした。増幅反応の間に(SRYおよびSMCYの
)ビオチン化DNAがどれほど多く生成されるかを立証するために、PCR産物をPCR反応混合物
から精製して、分光光度法を用いて定量化する別個の実験を行った。
【０１６５】
　複数の反応からの増幅の一貫性は、5μlの個別のPCR反応産物を2％アガロースゲルで電
気泳動することによって実証した(図8、左の画像)。続いて、ペイロード(なし、1つまた
は2つ)を結合させるために、モノストレプトアビジンタンパク質(ビオチン部位に対して1
0倍)とのインキュベーションを行った。PCR産物が1つのモノストレプトアビジンタンパク
質(1つのビオチン修飾プライマーを使用した場合)または2つのモノストレプトアビジンタ
ンパク質(2つの修飾プライマーを使用した場合)によって効率的に嵩高化されることを確
認するために、血液滴供給物質について2％アガロースゲル電気泳動を行った(図8、右の
画像)。また、女性の口腔粘膜スワブを出発物質として用いる陰性対照もゲル電気泳動で
確認したところ、観察可能なバンドが生じなかった(図示せず)。
【０１６６】
　SRYアンプリコンを生成するために用いた口腔スワブ供給物質から、試薬類を5％ポリア
クリルアミドゲルで150V、80分間電気泳動した。次いで、Sybr Green DNA特異的蛍光色素
の1×溶液(7.5μlのサンプル＋1.5μlの色素)を用いてDNAを染色し、UV光を用いて画像化
した。全てのゲル中の「M」は、図示される場合、DNAを追跡するための100bpサイジング
マーカーを示す。図11は、以下の順序で電気泳動したSRYアンプリコンを示す：レーン1) 
SRYアンプリコン、レーン2) 1つの抗ビオチン抗体ペイロードが結合しているSRYアンプリ
コン、レーン3) 2つの抗ビオチンペイロードが結合しているSRYアンプリコン。レーン2お
よびレーン3のマイナーなより低いバンドは、それぞれ、ペイロードなしのSRYおよび1つ
のペイロードを有するSRYを示していた。別のゲル(図15)は、プライマー修飾なしのSRY(
レーン1)、1つのビオチン化プライマーを含むSRY(レーン2)、および2つのビオチン化プラ
イマーを含むSRY(レーン3)を、すべて20倍のモノストレプトアビジンの存在下で比較して
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おり、結合反応の特異性を示す(レーン4はSRYなしのモノストレプトアビジンである)。
【０１６７】
　SMCYアンプリコンを生成するために用いた口腔スワブ供給物質から、5μl(約100ngのDN
A)のPCR反応物を5％ポリアクリルアミドゲルで150V、80分間電気泳動した。図20は、以下
の順序で電気泳動されたSMCYアンプリコンを示す：レーン1) SMCYアンプリコン、レーン2
) 1つのモノストレプトアビジンペイロードが結合しているSMCYアンプリコン、レーン3) 
2つのモノストレプトアビジンペイロードが結合しているSMCY。
【０１６８】
　サーモサイクリングおよび(該当する場合は)ペイロード結合の後、サンプルを記録緩衝
液中に希釈して、1M LiCl、10mM Tris-HCl、1mM EDTA (pH7.5)中0.1nM～1nMの最終SRYま
たはSMCY濃度にする。
【０１６９】
実施例3：SRY遺伝子検出
　ペイロードが結合していないSRYアンプリコンの事象と電気ノイズバックグラウンドの
誤事象は識別することができず、アッセイは偽陽性を生じやすくなる。具体的には、図7
は、細孔(100mV)を通過する個々の分子の最大シフト 対 持続時間の事象プロットを示し
、ペイロードなしのSRYアンプリコン(黒色)と電気バックグラウンド事象(赤色)とが比較
される。SRYが1nM(高濃度)であるにもかかわらず、ほとんどの事象は見逃され、ここでは
1分間に検出された事象がたったの3.5であった(69事象、20分間)。これは事象率および事
象分布においてバックグラウンド事象集団(47事象、75分)と重複する。捕捉率からの濃度
の推定は、ほとんどのDNA事象を検出できず、しかもバックグラウンドから識別できない
ことから、不可能である。この実験では、15nm膜中の20nm細孔を使用した。
【０１７０】
　一方、1つおよび2つのモノストレプトアビジンタンパク質ペイロードが結合しているSR
Yアンプリコン(それぞれ、SRY-1MSおよびSRY-2MS)は、事象率の増加およびノイズ事象に
よっては生じないより明確な事象分布の増加により、電気ノイズバックグラウンドの誤事
象からはっきりと識別された。具体的には、ペイロード結合SRY分子をゲル検査した後(図
8)、試薬類を図7に示した同じナノ細孔で逐次試験して、図9aの最大シフト 対 持続時間
の事象分布プロットを作成した。最大シフト事象ヒストグラムを図9bに示す。SRY-1MS複
合体は45分間で1074の事象をもたらし、0.072msより長い事象の割合は41.5％(446)であっ
た。SRY-2MS複合体は80分間で937の事象をもたらし、0.072msより長い事象の割合は43.9
％(411)に相当した。比較すると、ノイズ誤事象は28％の0.072msより長い事象を記録した
。さらに、ペイロードのないSRY事象は、0.072msより長い事象をわずか4.4％しかもたら
さなかった。
【０１７１】
　セクション「検出への統計的有意性の割り当て」で確立されたフレームワークを適用す
ることにより、1および2ペイロード結合SRYアンプリコンの検出に統計的信頼度を割り当
てることができる。具体的には、バックグラウンド事象はタイプ1とみなされ、DNA-ペイ
ロード事象はタイプ2とみなされる。一例としての基準は、事象が0.072msより長い場合に
それをタイプ2としてタグ付けすることである。バックグラウンドノイズ偽陽性事象を用
いて、q1＝0.28 (28％)を算出することができる。
【０１７２】
　DNA-ペイロード結果は、モック(mock)検出実験として使用され、数学的フレームワーク
の式(1)を適用することによってタイプ2分子が存在するかどうかを判定するために使用す
ることができる。タイプ2分子としてのSRY-1MSの場合、その結果は、Q(p)－Qsd(p)＝0.41
5－0.037＝0.38＞0.28であり、これは、SRY-1MS分子が99％の信頼度で存在すると言える
ことを意味する。タイプ2分子としてのSRY-2MSの場合、その結果は、Q(p)－Qsd(p)＝0.43
9－0.04＝0.40＞0.28であり、これは、SRY-2MS分子が99％の信頼度で存在すると言えるこ
とを意味する。一方、SRY事象集団は式(1)の基準を満たさないので、99％の信頼度でSRY
分子がバックグラウンドを超えて存在するとは言えない。
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【０１７３】
　記録時間の関数としてのQ(p)±Qsd(p)のプロットは、各試薬タイプ(SRY、SRY-1MS、SRY
-2MS)について図10に示される。それらの傾向はまた、バックグラウンド偽陽性事象から
確立された偽陽性閾値と比較される。SRY-1MSとSRY-2MSは、記録の最初の5分以内に99％
の信頼度で検出されることにも注目されたい。
【０１７４】
　ある事象をタイプ2としてタグ付けする基準例は、その事象の持続時間が0.072msより長
い場合であり、それは、両方のペイロード結合SRY分子タイプについて陽性の検出結果を
もたらした。この結果は、持続時間閾値を変化させている間も維持され、その結果が一意
的なまたは狭い基準値範囲に依存しないことを示す。事象持続時間が0.02～0.1msの間の
任意の値である場合に、同じ検出結果が支持される。
【０１７５】
　さらに、異なる基準を使用することもでき、検出結果は依然として保存される。具体的
には、最大δG＞1nSである場合に、事象をタイプ2としてタグ付けする基準を検討する。
バックグラウンドノイズ偽陽性事象を用いて、q1＝0.23 (23％)を算出することができる
。この基準を用いると、タイプ2分子としてのSRY-1MSの場合、結果は、Q(p)－Qsd(p)＝0.
333－0.037＝0.29＞0.23であり、これは、SRY-1MS分子が99％の信頼度で存在すると言え
ることを意味する。タイプ2分子としてのSRY-2MSについては、2ペイロードを有するこれ
らの分子が比較的多数のより深い事象を生じさせるので、結果はより顕著である。具体的
には、Q(p)－Qsd(p)＝0.581－0.041＝0.54＞0.23であり、これは、SRY-2MS分子が99％の
信頼度で存在すると言えることを意味する。前述と同様に、SRY事象集団は、(Q(p)＝0.13
であるので)式(1)の基準を満たさず、そのため99％の信頼度でSRY分子がバックグラウン
ドを超えて存在するとは言えない。
【０１７６】
　最大δG＞1nSの基準を用いる結果は、この基準が、SRY-1MS分子を含むバックグラウン
ドを超えてSRY-2MS分子を検出するためにも使用され得ることを示唆する。すなわち、ア
ッセイが最初に単一MSペイロードを用いて1MS結合標的を検出し、続いて二重MSペイロー
ド産物について試験する場合、最大δG＞1nS基準は、2MS結合標的が存在するかどうかを
判定するために使用され得る。これは多重化(multiplexing)の形態を提供する。このデー
タセットでは、SRY-1MSがバックグラウンドの形態である場合、式(1)の適用においてq1＝
0.333である。Q(p)－Qsd(p)＝0.581－0.041＝0.54＞0.333であるので、SRY-2MS分子は、S
RY-1MS分子を含むバックグラウンドを超えて99％の信頼度で存在すると言える。
【０１７７】
実施例4：より大きなペイロードを用いたより大きなナノ細孔内でのSRY遺伝子の検出
　以下のデータは、化学修飾(ビオチン)を含むプライマーを用いてアンプリコンを「嵩高
化」(bulking)する方法および「嵩高化」ペイロードが抗体である方法を実証する。ゲル
画像は、1ペイロード結合SRY分子および2ペイロード結合SRY分子の信頼度を実証した(図1
1)。抗ビオチン抗体(bAb)は、モノストレプトアビジン(66kDa)よりも約3倍大きく(150kDa
)、より大きなペイロードを提供する。より大きなペイロードを用いると、Ab結合SRY事象
は、MS結合SRYについて観察されたよりも深いインピーダンスシフトを有することが予測
され、データはそのことを示した。一例として、1.5nSよりも深いSRY-2MS事象の割合は、
20nm細孔を用いて、16.0085％(150/937)である。比較すると、1.5nSよりも深いSRY-2bAb
事象の割合は60.023％(1042/1736)であり、これには2倍大きい細孔(直径45nmの細孔、30n
mの膜)を用いた。対照的に、ペイロードのないSRYは30分でわずか41事象しか生成せず、1
.5nSよりも深い事象は12.2％にすぎなかった。図12は、ペイロードのないSRY(黒色)およ
びSRY-2bAb(ピンク色)について、細孔を通過する個々の分子の最大δG 対 持続時間の事
象プロットを示す。したがって、より大きなペイロードは、より深い事象シグネチャを提
供し、より大きなナノ細孔を用いてさえも(99％の信頼度での)検出を可能にする。
【０１７８】
実施例5：PCRバックグラウンドからのアンプリコンの識別



(39) JP 2018-505414 A 2018.2.22

10

20

30

40

50

　以下の実施例は、PCRアンプリコンがPCR反応混合物に起因するバックグラウンド事象か
ら、2つの方法のうちの1つで識別され得ることを示す：少なくとも1000bpの長さのアンプ
リコンを使用することによる(図13)、またはペイロードを付加することによる(図14)。
【０１７９】
　図13は、PCRバックグラウンドの存在下での0.7nMの1074bpアンプリコン(青色)、および
PCRバックグラウンド単独(黒色)についての、22nm膜中の25nm細孔を用いた、事象分布プ
ロットを示す。PCRバックグラウンドの1：10希釈を両方の場合に使用した。希釈は、バッ
クグラウンド事象率が期待されるアンプリコン率と比較してあまり大きくならないように
、制御され得る。PCRからのバックグラウンドに起因する、かなりの分散した事象では、
バックグラウンドと比較される標的配列の検出可能な事象率が識別因子になる。ここでは
アンプリコンが十分に長いので、検出は実行可能である。
【０１８０】
　0.7nMの1074bp DNAは、15サイクルのPCR (5.6足場を使用する808pgの鋳型)後に達成さ
れ、精製することなく記録緩衝液に1：10で希釈し、10分間で1502事象(2.51/秒)を生じさ
せた。PCRバックグラウンドは、10分間に97事象(0.171/秒)をもたらした。測定されたPCR
反応混合物は、鋳型の代わりに水(鋳型を加えた場合に使用されたであろう等量の水)を含
む反応物を用いて生成され、同様に15回サイクリングし、その後記録緩衝液に1:10で希釈
した。
【０１８１】
　PCRバックグラウンドは、使用される増幅プロトコルに応じて存在し得る要素の中で特
に、ハイブリダイズしていないプライマー、dNTP(デオキシヌクレオチド三リン酸、dATP
、dGTP、dCTP、dTTP)、ポリメラーゼ酵素(例えばTaqまたはPfu)、塩類(塩化マグネシウム
、硫酸マグネシウム、硫酸アンモニウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム)、BSA(ウシ血
清アルブミン-安定剤)、界面活性剤(トリトンX-100)を含む。
【０１８２】
　図14は、より短いアンプリコンが、PCR反応混合物のバックグラウンドを上回って検出
可能であるために、どれだけペイロード結合を必要とするかを概念的に示す。具体的には
、1MSペイロードを含まない(緑色)および含む(赤色)0.2nMの500bpアンプリコン事象(単一
のプライマーが5'末端にビオチン修飾を有する)を、図13からのデータに重ね合わせる。
ペイロードがないと、ペイロードのないDNAの事象率は、PCRバックグラウンドと比較して
十分ではなく(30分間で29事象)、センサを通過するほとんどのDNAは検出されない。一方
、ペイロード(500bp-MS)があると、事象率は検出にとって十分に高く(18分間で238事象)
、DNA-ペイロード事象集団によって囲まれた事象のサブセット周辺の検出基準を同定する
ことによって、統計的信頼度をもってバックグラウンドから識別され得る。PCRバックグ
ラウンドを超えてアンプリコンを識別するための統計的信頼度を評価することは、以下の
実施例で重点的に取り組む。
【０１８３】
実施例6：PCRバックグラウンドの存在下でのSRY遺伝子の検出
　図16および17は、SRY-1MSおよびSRY-2MSが、PCRバックグラウンドの1：60希釈物の存在
下に99％の信頼度で検出され得るが、SRY単独はPCRバックグラウンドから識別することが
できないことを示す。これらの結果は、15nm膜中の20nm細孔(100mV)を使用して得られた
。図16は、PCRバックグラウンドのみ(赤色)、ペイロードのないSRY(青色)、SRY-1MS(黒色
)およびSRY-2MS(シアン色)について、細孔を通過する個々の分子の平均δG 対 持続時間
の事象プロットを示し、その際、全てのSRY試薬はPCRバックグラウンドの1：60希釈物の
存在下で試験した。PCRバックグラウンドのみでは40分で10の事象が生じ、20分で73事象
のSRY(ビオチンなし、ペイロードなし)と比較される。SRY事象率はバックグラウンドより
もやや高いが、これらの事象集団はあまりにも重複しすぎて、信頼度をもってSRYを検出
することができない。一例として、PCRバックグラウンドおよびSRYは、0.072msより長い
事象を、それぞれ10％および4％有していた。対照的に、0.5nMのペイロード結合SRY事象
は、これらの分子がペイロードのおかげでより観測可能にされるので、有意に高い捕捉率
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を有していた。SRY-1MSは34分で1769の事象を生じさせ、SRY-2MSはわずか6分で326の事象
を生じさせた。また、これら両方のペイロード結合アンプリコンについて検出の99％信頼
度を達成するために、提示された数学的フレームワークを、次に詳述するように、適用す
ることもできる。
【０１８４】
　視覚的には、図16の事象プロットは、ペイロード結合事象が、より深い事象を比較的高
い割合でもたらすことを示唆する。このことから、事象の深さに基づく基準が選択され得
る。具体的には、平均δG＞2.7nSの場合に、事象をタイプ2としてタグ付けする基準を検
討する。PCRバックグラウンド偽陽性事象を用いて、q1＝0.1 (10％)を算出することがで
きる。この基準を用いると、タイプ2分子としてのSRY-1MSの場合、結果は、Q(p)－Qsd(p)
＝0.22－0.025＝0.19＞0.1であり、これは、SRY-1MS分子が99％の信頼度で存在すると言
えることを意味する。タイプ2分子としてのSRY-2MSについては、2ペイロードを含むこれ
らの分子が比較的多数のより深い事象を生じさせるので、結果はより顕著である。具体的
には、Q(p)－Qsd(p)＝0.34－0.067＝0.27＞0.1であり、これは、SRY-2MS分子が99％の信
頼度で存在すると言えることを意味する。前述と同様に、SRY事象集団は、(Q(p)＝0.066
であるので)式(1)の基準を満たさず、そのため99％の信頼度でSRY分子がバックグラウン
ドを超えて存在するとは言えない。
【０１８５】
　記録時間の関数としてのQ(p)±Qsd(p)のプロットは、1：60希釈のPCRバックグラウンド
の存在下での各試薬タイプについて図17に示され、ここでは記録時間の大きな違いのため
横軸上の時間の正規化を行った。これらの傾向もまた、PCRバックグラウンド偽陽性事象
から確立された偽陽性閾値と比較される。SRY-1MSとSRY-2MSの両方は、記録の最初の60秒
以内に99％の信頼度で検出される。
【０１８６】
実施例7：PCRおよび全血バックグラウンドの存在下でのSRY遺伝子の検出
　図18および図19は、SRY-1MSおよびSRY-2MSが、同時に2つの形態のバックグラウンドの
存在下に99％の信頼度で検出され得ることを示す：第1の形態はモック「サンプル」(全血
の1：20000希釈物)であり、第2はアンプリコンを生成するために使用したPCR反応試薬の1
：100希釈物である。上記で検討された他の場合と同様に、SRY単独はこの形態のバックグ
ラウンドから識別することができない。これらの結果は、25nm膜中の25nm細孔(100mV)を
用いて得られた。
【０１８７】
　全血の1：1000希釈物を最初に試験したところ、14分後に細孔の目詰まりが生じた。細
孔を復活させるために、文献(Beamish, Eric, Harold Kwok, Vincent Tabard-Cossa, and
 Michel Godin. "Precise Control of the Size and Noise of Solid-State Nanopores U
sing High Electric Fields."Nanotechnology 23, no. 40 (September 14, 2012): 40530
1-8)において確立された技術に従って、該希釈物を灌流させ、制御された誘電コンディシ
ョニングを用いて細孔を広げた。短いアンプリコン(ペイロードなし)を検出するために小
さい細孔を必要とした場合には、細孔拡大を必要とするそのような目詰まり現象が試験を
終了させて、結果をもたらさないことに留意されたい。本発明者らのペイロード結合法は
大きな細孔においてもアンプリコンの検出をもたらすので、細孔拡大を必要とする目詰ま
り現象(特に「ごちゃ混ぜの」(messy)サンプルを用いたとき、頻繁に起こり得る)が試験
の失敗をもたらすことはない。代わりに、より大きな細孔はより一層多くのバックグラウ
ンドに耐えることができ(より大きな細孔は目詰まりしにくい）、試験結果を依然として
得ることができる。
【０１８８】
　図18は、細孔を通過する個々の分子の最大δG 対 持続時間の事象プロットを示す。記
録されたエポックは以下を含む：緩衝液のみ(12事象、30分)；全血(WB) 1：1000 (154事
象、14分) - プロットされない；WB 1：20000 (157事象、16分) - プロットされた(シア
ン色)；およびDNA (0.5nMのビオチンなしのSRY、1：20000血液希釈物中)(23分間で293事
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象)。ペイロードのないSRYは、WB単独の場合よりもタイトな持続時間および振幅分布を有
していた。例えば、WBセットは0.072msより長い事象を20％有するのに対して、SRY単独は
わずか8％を有する(より速い事象)。SRYに続いて、1：20000 WB中0.5nMのSRY-1MSを試験
したところ、事象数の有意な増加が生じた：26分間で1093事象。これに続いて1：20000 W
B中0.5nMのSRY-2MSを試験したところ、42分で1297の事象が生じた(全ての場合に、1：100
 PCR反応混合物も存在した）。先の例と同様に、両方のペイロード結合アンプリコンにつ
いて検出の99％信頼度を達成するために、提示された数学的フレームワークを、次に詳述
するように、適用することができる。
【０１８９】
　視覚的には、図18の事象プロットは、ペイロード結合事象が、特により長い事象につい
て、より深い事象を比較的高い割合でもたらすことを示唆する。このことから、事象の深
さに基づく基準が最小持続時間と共に選択され得る。具体的には、最大δG＞3nSおよび持
続時間＞24usの場合に、事象をタイプ2としてタグ付けする基準を検討する。1：20000 WB
＋1：100 PCRバックグラウンド偽陽性事象を用いて、q1＝0.096 (9.6％)を算出すること
ができる。この基準を用いると、タイプ2分子としてのSRY-1MSについて、結果は、Q(p)－
Qsd(p)＝0.184＞0.096であり、これは、SRY-1MS分子が99％の信頼度で存在すると言える
ことを意味する。タイプ2分子としてのSRY-2MSについては、2ペイロードを有するこれら
の分子が比較的多数のより深い事象を生じさせるので、結果はより顕著である。具体的に
は、Q(p)－Qsd(p)＝0.348＞0.096であり、これは、SRY-2MS分子が99％の信頼度で存在す
ると言えることを意味する。前述と同様に、ペイロードのないSRY事象集団は、(Q(p)＝0.
024であるので)バックグラウンドの存在下で式(1)の基準を満たさず、そのため99％の信
頼度でSRY分子がバックグラウンドを超えて存在するとは言えない。
【０１９０】
　記録時間の関数としてのQ(p)±Qsd(p)のプロットは、1：20000 WB＋1：100 PCRバック
グラウンドの存在下での各試薬タイプについて図19に示される。これらの傾向もまた、バ
ックグラウンド偽陽性事象から確立された偽陽性閾値と比較される。SRY-1MSとSRY-2MSは
両方とも、記録の最初の90秒以内に99％の信頼度で検出される。
【０１９１】
実施例8：非標的DNAバックグラウンドの存在下でのSMCY遺伝子の検出
　図21および22は、SMCY-1MSが、モック形態のバックグラウントとして豊富にある非標的
DNAの存在下に99％の信頼度で検出され得ることを示す。対照的に、SMCY単独では、この
形態のバックグラウントから識別することができない。これらの結果は、15nm膜中の21nm
細孔(100mV)を用いて得られた。
【０１９２】
　ペイロード結合SMCYアンプリコンをゲル検査した後(図20)、以下の試薬類を同じナノ細
孔で逐次試験した。モック形態のバックグラウンドとして、等しい濃度のSRY(470bp)の存
在下でのSMCY(362bp)を合計0.5nM(それぞれ0.25nM)で試験した。SMCY単独(図示せず)はSR
Y単独から識別することができなかった。具体的には、より短いSMCYアンプリコンは、電
気的バックグラウンドのみに匹敵する事象率を有するのに対して、SRYは電気ノイズバッ
クグラウンド事象の約5倍の事象率を有していた。したがって、SRY＋SMCYにおいて28分に
わたって記録された560事象の大部分は、SRYに起因する可能性が高いが、どの事象がいず
れのアンプリコンに起因するかを識別する方法はない。この形態のバックグラウンドの中
でSMCYの存在を検出するために、一端にビオチン化プライマーを用いて、MSを結合させた
。0.5nMのSMCY-1MSでは、1879の事象が20分にわたって記録された。
【０１９３】
　図21は、細孔を通過する個々の分子の平均δG 対 持続時間の事象プロットを示す。視
覚的には、該事象プロットは、ペイロード結合事象が、より深い事象を比較的高い割合で
もたらすことを示唆する。このことから、最大δG＞4nSの場合に事象をタイプ2としてタ
グ付けする基準が選択され得る。SRY＋SMCYバックグラウンド偽陽性事象を用いて、q1＝0
.116 (11.6％)を算出することができる。この基準を用いると、タイプ2分子としてのSRY-
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1MSについて、結果は、Q(p)－Qsd(p)＝0.287－0.026＝0.26＞0.116であり、これは、SRY-
1MS分子が99％の信頼度で存在すると言えることを意味する。前述と同様に、ペイロード
のないSRY事象集団は、バックグラウンドの存在下で式(1)の基準を満たさず(図示せず)、
そのため99％の信頼度でSMCY分子がバックグラウンドを超えて存在するとは言えない。
【０１９４】
　記録時間の関数としてのQ(p)±Qsd(p)のプロットは、非標的DNA(主にSRY)バックグラウ
ンドと比較して、SMCY-1MSについて図22に示される。SRY-1MSは、記録の最初の2分以内に
99％の信頼度で検出される。
【０１９５】
実施例9：アンプリコン濃度の定量化
　図23は、捕捉率が濃度と線形であること、および対照を用いて線形傾向を確立し、濃度
を推定するためにその線に測定された捕捉率をマッピングすることによって、未知の濃度
が推定され得ること、を示している。これは、未知サンプルの捕捉率動態に一致する対照
(すなわち、同じアンプリコン長さを使用し、ペイロードを用いる場合は同じペイロード(
複数可)を有する対照)を使用することを意味する。細孔サイズ間に捕捉率の違いがあるが
、同じ細孔に未知サンプルに先立って対照を通すことによって、この不確実性の原因は取
り除かれる。
【０１９６】
　図23のデータは、15nm膜中の24nm細孔を用いて、ペイロードのない1074bpアンプリコン
を用いて確立された。それぞれの既知および未知濃度についての捕捉率は、捕捉までの時
間分布(time-to-capture distribution)を指数分布としてフィッティングすることによっ
て決定される(これはナノポア科学の分野で周知であり、例えば、Wang, Hongyun, Nichol
as Hurt, and William B Dunbar. "Measuring and Modeling the Kinetics of Individua
l DNA-DNA Polymerase Complexes on a Nanopore." ACSNano 7, no. 5 (May 28, 2013): 
3876-86に記載される)。
【０１９７】
　1074bpのアンプリコンのストックを作るためにエンドポイントPCRを用いて、対照を生
成させた。それをシリカで精製し、分光光度法を用いて定量化した。各対照を生成するた
めに、ストック溶液を記録緩衝液中に希釈し、記録実験の前に再度測定した。使用した標
準濃度は、0.075nMから1.1nMまで(0.075nM、0.15nM、0.8nM、1.1nM)の範囲であった。未
知サンプルを生成するために、長さが5600bpである出発物質100pgから1074bpのアンプリ
コンを生成するプライマーを用いて、20回のPCRサイクルを行った。サイクリング後、そ
の反応物を記録緩衝液で1：50に希釈し、ナノ細孔実験を実施した。対照に対してフィッ
ティングして未知濃度を推定し、その推定値に不確実性を割り当てる方法は、セクション
「測定された捕捉率からの濃度の推定」に示される。この例での推定値の場合、50倍希釈
での0.7nMは35nMに相当し、これは希釈前のサンプルについて分光測定値から推定された
値51nMに近い。
【０１９８】
実施例10：mnoPCRの性能
　図24および25は、本発明者らの整数(m) ナノ細孔(n) 観測可能(o) PCR (Integer(m) na
nopore(n) observable(o) PCR：mnoPCR)法の有効性を示す。両方のデータセットについて
、3つの既知濃度の標準品の捕捉率を、ナノ細孔を用いて最初に測定し、未知サンプルを
マッピングすることができる曲線を確立した。図24では、未知濃度のサンプルをPCRサイ
クル12、13および14の後に通し、対応する濃度を推定した。図25では、その後、一般的な
出発物質量およびサイクル数を用いた3つの別個のPCR反応物の測定された捕捉率を比較す
ることによって、未知サンプルの測定の精度を評価した。
【０１９９】
　図24は、0.2、0.7および1.2nMの標準品からの標準曲線を示し、未知サンプルのサイク
ル12、13および14を、該測定における99％信頼度を示すエラーバー(+/-0.46nM)つきの該
曲線にマッピングした。1M LiCl, 10mM Tris, 1mM EDTA (pH7.5)中100mVで記録を取り、1
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0kHzで再フィルタリングした。細孔径は22～25nmであり、膜の厚さは30nmであった。得ら
れた未知サンプルの濃度は、12、13および14サイクルについて、それぞれ1.32nM、2.42nM
および4.56nMであった。先の例と一致して、バックグラウンド事象は記録された事象の総
数の1％未満であった。標準品および未知サンプルについての事象プロット(図示せず)は
、記録されたアンプリコンの全てが同じ長さであることから、予想通りに、タイトな重複
したグルーピングを示した。図24のプロットは、標準品(赤色の点)および青色の未知サン
プル(サイクル12、13および14)が標準曲線にほぼ一致することを示す。各標準品の測定に
おける該線および誤差の直線性に基づいて、記録された濃度は誤差5％以内で99％正確で
ある。
【０２００】
　反応の進行に従って各サイクル(またはサイクルの任意の組み合わせ)後に測定すること
により、アンプリコンがどのサイクルで検出可能であるかを決定できるようになる。さら
なる情報は、例えば反応が対数期にあるとき、反応の進行に従ってアンプリコンを測定す
る場合に得ることができ、PCR反応の実際の効率(すなわち、理論上の倍加は正確には達成
されないことが多いため）、エンドポイント検出、および異なる標的配列数の2つ以上の
サンプル間の正確な比較に関する情報が得られる。ここで、対数期はサイクル13で開始し
、反応あたりの効率は1.8倍である(理論上の2.0ではない）。サイクル10で検出を開始し
た。
【０２０１】
　これらのデータは推定された濃度の5％最大誤差を生じ、これは出発物質の1.1倍の差の
識別が可能なはずであることを示唆する。この例は、出発鋳型濃度が様々である2つ以上
のサンプル間で正確な比較を行うことができることを示し、これはqPCRによく似ているが
、分子の集合体からの蛍光とは対照的に、ナノ細孔が単一分子をカウントするので、より
正確である。
【０２０２】
　図25は、定量精度を評価した結果を示す。具体的には、同じ対数期サイクル数(20サイ
クル)および同じ出発物質量を使用して、3つの独立したPCR反応を行って産物を生成させ
た。濃度の推定値は非常に保存されていて、精度を実証する。結果は次の推定値を含む：
20サイクルA＝54.3nM；20サイクルB＝57.4nM；20サイクルC＝58.1nM。アッセイ精度＝4％
(散らばり/平均)。さらに、サイクル数が変化する場合、繰り返し実験を通して1～5％の
精度性能が観察された。
【０２０３】
実施例11：mnoPCRによる出発物質の推論
　この実施例の集計データは、増幅前のサンプル中の分子の開始数を計算するためのワー
クフローのコンポーネントを示す。対照を用いると、mnoPCR法の反応効率を特定し、かつ
反応がいつ対数期に入るかを特定することができる。図26は、サイクル10、12、13、14、
15、17、20、30、35、40後の反応を測定した後のシグモイド(S字状)曲線を示す。具体的
には、PCRを行って、サイクル10、12、13、14、15、17、20、30、35、40後にサンプルを
採取する。各サイクルをナノ細孔に独立して流し込む。対照として、これを用いて捕捉率
対濃度の線形傾向を確立することができる；未知のサンプルとして、その捕捉率を該線に
対してフィッティングして、示されたサイクルの後に生成された産物の量を濃度推定方法
によって決定する。一連のPCRサイクル産物を試験する前に捕捉率対濃度の傾向を確立す
るために、2つの対照(高濃度および低濃度)しか試験する必要がないことに留意されたい
。この対照データセットでは、該反応はサイクル15の後に対数期に入り、1.7倍の準最適
倍加を示し、サイクル35の後に終点に達した。実際には、これは、定量化された反応効率
性能および出発物質の量を推定するための未知の曲線と共に使用される、対照曲線として
役立ち得る。
【０２０４】
　アンプリコンが添加(または生成)される共通のチャンバを共有する細孔のアレイを用い
ると、より低いサイクル数を、許容される大きな希釈度でより早く検出することができ、
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該曲線のより低い濃度端において良好な分解能および散らばりが得られることに留意され
たい。これは、ひいては、未知サンプルの定量化およびより低い推論誤差を改善するであ
ろう。
【０２０５】
実施例12：PCR反応混合物の最小希釈度の検討
　図27および28は、mnoPCR法の忠実度を依然として維持しながら、希釈がどの程度必要で
あるかを検討する。図27は、細孔を通過する個々の分子の平均δG 対 持続時間の事象プ
ロットを示す。該プロットは、陰性対照(水)を用いた15サイクル後の1：1.17希釈のPCR反
応混合物(85.7％のPCR反応混合物)についての事象(赤色)、続いて、事象の大きな増加を
示す、同じ混合物であるが生成された1074bpアンプリコンを含む混合物(陽性対照、15サ
イクル)についての事象(黒色)を示す。25nm膜中の25nm細孔を用いて、0.5nMの1074bp DNA
では10分間で1856の事象が生じたが、85.7％のPCR産物では10分間で39の事象しか生じな
かった。検討された全ての陰性対照希釈物は、事象率および散らばりにおいて同等であっ
た：1：5希釈(20％)、1：2希釈(50％)、1：1.43希釈(70％)、1：1.17希釈(85.7％)。図28
は、陰性対照PCR産物が最小希釈(1：1.17)される場合、それは精度の低い濃度推定を引き
起こすのに十分多い事象を生じることを示す。この影響は、サンプルを＞30％に希釈する
とき、最小限に抑えられる。

【図１】 【図２】
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