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(54) Title: METHOD FOR DETECTION O F TARGET MOLECULE

(54) 発明の名称 ：標的分子の検 出法

(57) Abstract: Disclosed i s a methoa for detecting a tar
get molecule using the information on the sequences for a

[ 図2] group o f aptamers that can bind to the target molecule
specifically. The method i s characterized by comprising
the steps of: (a) bringing the target molecule into contact

120
with a collection o f oligonucleotides which comprise mul
tiple nucleic acid aptamers having different randomized100
sequences; (b) selecting the oligonucleotides that bind to

80 the target molecule; (c) sequencing each o f the selected
oligonucleotides ；(d) extracting the information on the se

60 quences characteristic to the oligonucleotides having an
affinity for the target molecule, among the sequences for

40 the selected oligonucleotides; and (e) identifying the tar
get molecule based on the information on the sequences.

20 (57) 要約： この発 明 は、標 的分子 と特異 的に
結合 し得 るア ブタマ一群 の配 列情報 を用 いて
標 的分子 を検 出す る方法 を提供 し、 この方法

10 100 1000 が、 （a)標 的分子 と、 ラ ンダマイズ され た異 な

ストレプトアビジンアブタマ一対 る配 列 を持 つ複 数の核 酸 ア ブタマ一か らな る
コントロールアブタマ一の比率 オ リゴヌ ク レオ チ ド集 団 と を接 触 させ るェ

程 、（b)前記標 的分子 と結合 す るオ リゴヌク レ
ォチ ド集 団 を選 別す る工程 、 （c)前記選 別 した

AA CONCENTRATION OF STREPTAVIDIN オ リゴヌク レオ チ ド集 団の それ ぞれの配列 を
BB RATIO OF STREPTAVIDIN APTAMER TO
CONTROL APTAMER

調べ る工程 、 （d)前記選 別 したオ リゴヌク レオ
チ ドの配 列の 中か ら、標 的分子 に親和 性 を有
す るオ リゴヌク レオチ ド集 団に特徴 的 な配 列
情報 を抽 出す る工程 、 お よび (e) 前記配 列情報

を基 に して、標 的分子 を特定す る工程、を含む ことを特徴 とする。
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明 細 書

発明の名称 ：標的分子の検出法

技術分野

[0001 ] 本発明は、標的分子と特異的に結合 し得るアブタマ一群の配列情報を用い

て標的分子を検出するための新規の方法に関する。

背景技術

[0002] 様々な疾患の診断や治療を行うためには、疾病マーカ一となりうるタンパ

ク質等の検出は極めて重要になっていきている。タンパク質等の生体分子を

検出する場合に、検出対象である標的分子と特異的に結合 し得る検出用分子

を用いて、当該検出用分子と標的分子との相互作用を利用して検出する方法

が一般的に行われている。例えば、標的分子としての抗原と相互作用する抗

体を用いて、免疫比濁法等の凝集法、沈降法、 E L I S A 、ィ厶ノクロマ ト

グラフィ一法等の様々な方法が使用されている。

[0003] 近年では、検出用分子として、抗体に換えて、標的分子と特異的に結合 し

得るアブタマ一を用いて検出する試みが数多く行われている。アブタマ一は

、機能性一本鎖核酸であるため、自動核酸合成機等を用いて簡便に合成する

ことが可能であり、かつ、主にタンパク質からなる抗体よりも安価であると

いう利点を有する。

[0004] アブタマ一を用いて標的分子を検出するには、第一に、標的分子に特異的

に結合するアブタマ一を特定する必要がある。当該アブタマ一を探索 して特

定するには、 S E L E X 法 （例えば、特許文献 1又は 2 参照。）が知られて

いるが、これは、標的分子に対 して、ランダムな配列を持つ多数のオリゴヌ

クレオチ ドの混合物である才リゴヌクレオチ ドライブラリ一を接触させ、標

的分子に対 して親和性の高いオリゴヌクレオチ ド群を選抜 し、増幅 して、標

的分子に特異的に結合するかどうかを確認する手法である。

[0005] しかし、標的分子に特異的に結合する、特定のアブタマ一を得るためには

、目的とするアブタマ一が見つからないことを避けるために膨大な数の才リ



ゴヌクレオチ ドからなるオ リゴヌクレオチ ドライブラリ一を準備 し、その中

から、親和性の高いアブタマ一をS E L E X 法により、何度も選抜、増幅を

繰 り返す必要がある。

[0006] 近年、改良S E L E X 方法として、カウンタ一S E L E X 方法 （例えば、

非特許文献 1 ) や、選抜された親和性の高い才 リゴヌクレオチ ド群を増幅生

産 して、再び標的分子に結合させる工程を、 5 ~ 1 0 回繰 り返すことによつ

て、標的分子に特異的に結合するアブタマ一を特定する方法が開発されてい

る （特許文献 3 ) が、まだ、多くの労力を必要とし、簡便に当該アブタマ一

を探索できる手法になり得ていない。

[0007] また、標的分子に特異的に結合するアブタマ一を見出すことができたとし

ても、標的分子の検出に用いるには、当該アブタマ一を蛍光物質や放射性同

位体等で標識 しておく必要がある。標識されたアブタマ一を標的分子に結合

させ、この標識物質から発するシグナルを測定することで検出を行うためで

ある。ところが、アブタマ一に標識物質をつけると、標識物質の影響により

、アブタマ一と結合分子の結合性が低下 し、正確な測定が困難となることが

多く、 リンカ一を用いて行う （例えば非特許文献 2 または3 ) 、アブタマ一

と複合体を形成する標識核酸を用いて行う （特許文献 4 ) などの改良方法が

開発されているが、アブタマ一を効果的に標識する方法は確立されていない

。また、 1種類のアブタマ一では、精度良く特異的に標的物質を特定するこ

とは、難 しい場合が多く、さらに精度の高い特異的な検出法の開発が必要と

されている。
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年 、 第 1 6 巻 、 第 2 号 、 第 9 4 1 ~ 9 4 9 頁

発 明の概 要

発 明が解決 しょ うとす る課題

[001 0 ] 上 記 で 述 べ た よ う に、 ア ブ タ マ 一 を用 い て標 的 分 子 を検 出 す る場 合 （1 )

標 的 分 子 に特 異 的 に結 合 す る ア ブ タ マ 一 を特 定 す る工 程 と （2 ) 当 該 ァ プ タ

マ 一 を標 識 して、 標 的 分 子 に結 合 させ る こ とで、 標 的 分 子 の検 出 を行 う工 程

との 2 つ の 工 程 が 必 要 とな る が、 い ず れ の 工 程 に つ い て も上 記 で 述 べ た よ う

に課 題 が 多 く、 精 度 や 感 度 に お い て 十 分 な も の で は な い。

課題 を解決 す るための手段

[001 1] 本 発 明者 らは、 上 記 課 題 を解 決 す る た め に鋭 意 研 究 した結 果 、 異 な る ラ ン

ダ ム 配 列領 域 を持 つ複 数 の核 酸 ア ブ タ マ 一 か らな る才 リゴ ヌ ク レオ チ ド集 団

を標 的 分 子 に接 触 させ 、 標 的 分 子 に結 合 した 才 リゴ ヌ ク レオ チ ド集 団 を選 抜

し、 該 才 リゴ ヌ ク レオ チ ド集 団 の 配 列 を調 べ る こ と に よ って標 的 分 子 に親 和

性 を有 す る才 リゴ ヌ ク レオ チ ド集 団 の特 徴 的 な 配 列 情 報 を取 得 し、 これ に よ

つて標 的 分 子 の検 出 を行 う こ とが で き る こ と を見 出 し、 本 発 明 を完 成 させ た

[001 2 ] す な わ ち、 本 発 明 は、

〔1 〕標 的 分 子 を検 出 す る方 法 で あ って、 該 方 法 が 下 記 の 工 程 (a) ~ (e) :

(a) 標 的 分 子 と、 ラ ン ダ マ イ ズ され た異 な る配 列 を持 つ複 数 の核 酸 ァ プ タ マ 一

か らな るオ リゴ ヌ ク レオ チ ド集 団 と を接 触 させ る工 程 、

(b) 上 記 標 的 分 子 と結 合 す る才 リゴ ヌ ク レオ チ ド集 団 を選 別 す る工 程 、

(c) 上 記 選 別 した 才 リゴ ヌ ク レオ チ ド集 団 の そ れ ぞ れ の 配 列 を調 べ る工 程 、



(d) 上記選別 した才 リゴヌク レオチ ドの配列の中か ら、標 的分子 に親和性 を有

する才 リゴヌク レオチ ド集団に特徴 的な配列情報 を抽 出する工程、 および

(e) 上記配列情報 を基 に して、標 的分子 を特定する工程、

を含む ことを特徴 とする、方法。

[001 3] 〔2 〕上記オ リゴヌク レオチ ド集団が、一般式 X ，N X N X n N n X

n ( ここで、各 X は特定の長 さの特定の塩基配列であ り、 かつ、 X ，とX n を除

く他 の少な くとも 1 つの X は欠失 されていてもよ く、各 N は長 さ 1 塩基であ

り、 かつ、 G ， A , C ， T も しくは U またはそれ らの修飾 ヌク レオチ ドのい

ずれかであ り、 n は 2 ~ 3 0 の整数 である。） によって表 され る塩基配列 を

有 することを特徴 とする、上記 〔1 〕 に記載 の方法。

[0014] 〔3 〕 X ，とX nが相補 的に結合することを特徴 とする、上記 〔2 〕 に記載 の

方法。

[001 5] 〔4 〕上記オ リゴヌク レオチ ド集団中の核酸 アブタマ一の個数 が 3 以上 1 0 9

以下であることを特徴 とする、上記 〔1 〕 ~ 〔3 〕のいずれかに記載 の方法

[001 6] 〔5 〕上記一般式の n が 2 ~ 3 0 の整数 であることを特徴 とする、上記 〔2

〕 ~ 〔4 〕のいずれかに記載 の方法。

[001 7] 〔6 〕標 的分子 と結合 しているオ リゴヌク レオチ ド集団を選別する工程 （b

) が、 固相化 した標 的分子、 あるいは担体 と結合 した標 的分子、 を使用 し、

標 的分子 と結合 していないオ リゴヌク レオチ ド集団を洗浄 によって除去 し、

標 的分子 と結合 しているオ リゴヌク レオチ ドを選択することを含む ことを特

徴 とする、上記 〔1 〕 ~ 〔5 〕のいずれかに記載 の方法。

[001 8] 〔7 〕標 的分子 と結合 しているオ リゴヌク レオチ ド集団を選別する工程 （b

) が、酵素 を用いて、結合 していないオ リゴヌク レオチ ドを消化 し、標 的分

子 と結合 しているオ リゴヌク レオチ ドを選択することを含む ことを特徴 とす

る、上記 〔1 〕 ~ 〔5 〕のいずれかに記載 の方法。

[001 9] 〔8 〕選別 したオ リゴヌク レオチ ド集団の配列 を調べ る工程 （c ) が、塩基

配列決定 を行 うことを特徴 とする、上記 〔1 〕 ~ 〔7 〕のいずれかに記載 の



方法。

[0020] 〔9 〕オリゴヌクレオチ ド集団の特徴的な配列情報を抽出する工程 （d ) が

、標的分子と結合するオリゴヌクレオチ ド集団の配列と、標的以外の分子ま

たは標的がない場合で得られた才リゴヌクレオチ ド集団の配列とを比較する

ことにより、標的分子に親和性を有するオリゴヌクレオチ ド集団に特徴的な

配列情報を抽出することを含むことを特徴とする、上記 〔1 〕~ 〔8 〕いず

れかに記載の方法。

[0021 ] 〔1 0 〕上記 〔8 〕で配列決定して得られた特徴的なオリゴヌクレオチ ドの

集団を使用することを特徴とする、上記 〔1 〕~ 〔9 〕のいずれかに記載の

方法。

[0022] 〔1 1 〕上記工程 （b ) と上記工程 （c ) の間に、 （f ) 上記選別 したオリ

ゴヌクレオチ ド集団を増幅する工程を含むことを特徴とする、上記 〔1 〕~

〔1 0 〕のいずれかに記載の方法。

[0023] 〔1 2 〕上記オリゴヌクレオチ ド集団の一部の配列に修飾ヌクレオチ ドを含

むことを特徴とする、上記 〔1 〕~ 〔1 1 〕のいずれかに記載の方法。

[0024] 〔1 3 〕上記修飾がメチル化であることを特徴とする、上記 〔1 2 〕に記載

の方法。

[0025] 〔1 4 〕上記オリゴヌクレオチ ド集団の核酸アブタマ一がペプチ ド、ァミノ

酸、糖、ポリアミンまたは脂質と結合 していることを特徴とする、上記 〔1

〕~ 〔1 3 〕のいずれかに記載の方法。

[0026] 〔1 5 〕上記オリゴヌクレオチ ド集団の核酸アブタマ一が、 0 〜八と ¾ 八

のキメラであることを特徴とする、上記 〔1 〕~ 〔1 4 〕のいずれかに記載

の方法。

[0027] 〔1 6 〕上記 〔1 〕~ 〔1 5 〕のいずれかに記載の方法を用いて、上記オリ

ゴヌクレオチ ド集団から、標的分子に特異的に結合するアブタマ一を探索す

る方法。

[0028] 〔1 7 〕標的分子に結合 しない核酸アブタマ一、および、標的分子に特異的

に結合する核酸アブタマ一に標的分子を含むサンプルを加えた後、両者の核



酸アブタマ一を一緒にヌクレア一ゼで処理 し、両者の核酸アブタマ一の量比

を調べることにより、標的分子の定量を行うことを含む、標的分子の定量方

法。

[0029] 〔1 8 〕上記 〔1 6 〕の方法によって得られた、標的分子に特異的に結合す

る、核酸アブタマ一を用いて標的分子の定量を行う、上記 〔1 7 〕に記載の

方法。

[0030] 本明細書は本願の優先権の基礎である日本国特許出願201 0-1 5 1242号の明細

書および または図面に記載される内容を包含する。

[0031 ] 本発明は、ランダマイズされた異なる配列を持つ複数の核酸アブタマ一か

らなる才リゴヌクレオチ ド集団を用いて標的分子を検出する新規な方法を提

供するものであり、従来法の標的分子に特異的に結合するアブタマ一を特定

する工程を必要とせず、あるいは結合、分別、溶出および増幅を含む工程を

繰り返 してアブタマ一を選別するS E L E X 法と異なり何度も工程を反復す

る必要がなく 1 回のみでよく、さらにまた標的分子に親和性を有する複数の

核酸アブタマ一を用いて、効率的に高い精度で、標的分子を検出することを

可能にするという利点がある。また、これまでS E L E X 法では使用できな

かった修飾塩基を用いた、または、物質の付加 した、または、 〜六とり〜

A のキメラを有する核酸アブタマ一からなるオリゴヌクレオチ ド集団を用い

ることができるという利点もある。

[0032] また、本発明は標的分子に特異的に結合するアブタマ一を探索する方法を

提供する。さらに、該ァプタマ一を標的分子に結合させ、ヌクレア一ゼ処理

をすることで、標的分子を定量する方法を提供する。

図面の簡単な説明

[0033] [ 図1] S ヌクレア一ゼとスプレブ卜アビジンアブタマ一を用いたス トレプ卜

アビジンのゲル電気泳動による定量化の結果を示す。

[図2] 図 1 の結果を数値グラフ化 した図である。横軸がス トレブ卜アビジンァ

プタマ一対コン トロールァプタマ一の比率を表 し、及び、縦軸がス トレプ卜

アビジン濃度 （ g m I ) を表す。



発明を実施するための形態
[0034] 以下、本発明の実施形態を示しつつ、本発明についてさらに詳説する。

[0035] . 定義

本明細書において用いられる用語は、基本的に、化学分野、生命科学分野

、遺伝子工学分野などにおける標準的な意味に従って用いられるが、以下、

本発明をより明確に説明するために、本発明を説明するための用語の一部に

ついて説明する。

[0036] 本明細書において、 「才リゴヌクレオチド」は、リン酸ジエステル結合に

よって結合されている少なくとも約2 0 、約5 0 または約 1 0 0 個のヌクレ

才チド、好適には2 0 0 個以下のヌクレオチド、を含む核酸分子を意味する

。ここで、ヌクレオチ ドは、グァニン （G) ，アデニン （A ) ，シ 卜シン （

C ) ，チミン （T ) もしくはゥラシル （U) またはそれらの修飾ヌクレオチ

ド（または、修飾塩基）を含む （各塩基は、リボヌクレオチド、デ才キシリボ

ヌクレオチドのいずれかでもよい。）。

[0037] また、オリゴヌクレオチド集団の核酸の種類、大きさ、配列などは、オリ

ゴヌクレオチドと結合する標的分子の種類、性質、性状等に応じて適宜設計

されうるものであり、例えば一本鎖部分や二本鎖部分の構造を有していても

よく、さらにステムループ構造、その他の安定構造、例えばバルジループ構

造、ヘアピン構造、シュ一ドノット構造、Gカルテット構造、三重螺旋構造

などを有していてもよい。

[0038] 本明細書においてオリゴヌクレオチド集団を表記する一般式 r x N X N

2 --- X n_ 1N n_ X n とは、ランダマイズされた配列部分 （N，，N 2， ，N

n- l ) を有する核酸アブタマ一の塩基配列を表す。式中、X ，，X 2 , X 3，
，X nは、固定された、特定の （「所定の」ともいう）長さの特定の （「所定

の」ともいう）塩基配列 （ただし、少なくとも1つのX が欠失されて、該X

を構成する塩基配列がない場合も含む。）であり、X の長さは例えば1 ~ 3

0 塩基が適当であり、特にX ，とX nの長さは、増幅用プライマ一のァ二一リ

ングが可能な程度の長さであり、例えば1 0 ~ 3 0 塩基である。Nは、オリ



ゴヌクレオチ ドをランダマイズするために可変的であ り、その長さは 1 塩基

である。 X および N を構成するヌクレオチ ドは、 グァニン （G ) 、 アデニン

( A ) 、 シ 卜シン （C ) 、チミン （T ) も しくはゥラシル （U ) またはそれ

らの修飾 ヌクレオチ ド （または、人工的ヌクレオチ ド）のいずれのヌクレオ

チ ド （リボヌクレオチ ド、デ才キシヌクレオチ ド、修飾 ヌクレオチ ドのいず

れも含み うる。）で構成 されていてもよい。 また、 X ，とX nは、相補的に結

合する塩基配列を有 してもよい。 ここで、 「特定の」 とは、配列を特定の （

も しくは、所定の）ものに固定することを意味 し、 ランダマイズされる配列

部分 と区別される。例えば、 5 ' —G U U G A G N N 2 N 3 A U U A C G N 4

N C U C A G - 3 ' (配列番号 2 0 ) と表記されるオ リゴヌクレオチ ドの集

団では、 5 ' 末端か らのG U U G A G が X ，に相当 し、 X 4 が A U U A C G に

相当 し、 X 6がC U C A G に相当する。 この例では、 X 2、 X 3、 X 5は対応す

る塩基配列がな く、それぞれ、 とN 2、 2 と〜3、 N 4 とN 5が直接連結す

ることを意味する。

[0039] 上記の塩基配列において、 「n 」は、例えば 2 以上 3 0 以下の整数、好適

には 3 以上 1 5 以下の整数、例えば 6 以上 1 2 以下の整数であるが、 この範

囲に限定されないものとする。

[0040] 本明細書で使用する 「相補的に結合する」 とは、 2 つの塩基配列 （ここで

は、 X ，とX n ) が互いに塩基対を形成 し相補的な二本鎖 を形成することを意

味する。塩基対は、水素結合によって、通常、 A と丁、 A とU、 C とG、 G

とU の間で形成 されるが、相補的な二本鎖の形成 を崩さない条件で、 ミスマ

ツチ塩基対、バルジ塩基が含 まれても構わない。そのような場合、 5 塩基あ

た り、 1 ~ 2 塩基のミスマ ッチ又はバルジを含むことができる。

[0041 ] 本明細書で使用する 「修飾 ヌクレオチ ド」 （又は 「修飾塩基」 と称する）

は、一般 に、 4 種の天然の d N T P ( ここで、 N は、 G ， A , C も しくは T

である。）または N T Ρ ( ここで、 Ν は、 G ， A , C も しくは U である。）

とは異なる人工的ヌクレオチ ドであって、糖部分、塩基部分 または リン酸ジ

エステル基が全体的にまたは部分的に化学修飾 されたヌクレオチ ドを意味す



る。化学修飾には、低級アルキル化（例えばメチル化、ェチル化、プロピル化

など)、ハロゲン化 （弗素化、塩素化、臭素化、沃素化）、チオール化 （_ S

H ) 、ホスホロ化 （_ S - ) 、アミノ化 （_ N H 2 ) 、アミ ド化 （_ C O N H 2

) 、ァセチル化 （_ C O C H 3 ) などが含まれるが、これらに限定されない。

そのような修飾ヌクレオチ ドしては、 2 ' _ 0 _ メチル修飾ヌクレオチ ド、

ホスホロチ才ェ一 卜結合を有するヌクレオチ ド、 6 _ メチル修飾ヌクレオチ

ド、 N， N —ジメチルアデニン、 2 _ プロピル修飾ヌクレオチ ド、 2 _ アミ

ノアデ二 ン、架橋型核酸 （B N A ( 2 ' ， 4 ' _ B r i d g e d N u c l e

i c A c i d ；L N A ( L o c k e d N u c l e i c A c i d ) とも

し、う。) ； S . 0 b i k a e t a I . , T e t r o h e d r o n

L e t t . , 3 9 : 5 4 0 1 - 5 4 0 4 , 9 9 8 ) などが挙げられ

る。

[0042] 本明細書において、 「核酸アブタマ一」とは、例えば約 2 0 以上約 2 0 0

以下のような短い配列を持つ核酸分子であって、所定の標的分子に対する親

和性が高く、該標的分子と特異的に結合 し得る核酸分子をいう。このような

性質を有する核酸分子を核酸アブタマ一といい、特に断らない限り、塩基配

列、分子の大きさ、分子の立体構造などによって限定されるものではない。

核酸アブタマ一には、 R N A アブタマ一、 D N A アブタマ一またはD N A —

R N A ハイプリッド型ァプタマ一 （D N A / R N A キメラ型ァプタマ一とも

いう。）が含まれる。

[0043] 本明細書において、 「ランダマイズされた異なる配列を持つ複数の核酸ァ

プタマ一からなるオ リゴヌクレオチ ド集団」とは、以下に制限されないが、

オ リゴヌクレオチ ド集団中の核酸アブタマ一の個数が、非限定的に3 以上 1

0 9以下、好適には 1 0 以上 1 0 7以下であり、その配列パターンが無作為に （

ランダムに）作製された異なる配列を持つ核酸アブタマ一才 リゴヌクレオチ

ドライブラリ一を指す。 しか し、 1 0 9以上、例えば 1 0 " のオーダ一であって

もよい。

[0044] 本明細書において、 「標的分子」とは、核酸アブタマ一を利用 した検出方



法 において、検 出の標 的 とな る分 子 の ことをい う。標 的分 子 の化学種 は特 に

制 限 され ず、低 分 子化合物、 高分 子化合物、 お よび生体 由来物 質 な ど様 々な

無機 化学種 また は有機 化学種 が含 まれ る。標 的分 子 と して よ り具 体 的 には、

例 えば、糖類、脂 質類、 オ リゴペ プチ ド、 タ ンパ ク質、 お よび核酸 な どが挙

げ られ る。 また標 的分 子 の対象 とな り得 る機 能種 と して は、例 えば、 抗原、

抗体、 リガ ン ド、 受容体、相 互作 用 タ ンパ ク質、 ウィル スな どが挙 げ られ る

。標 的分 子 の具 体例 は、 R . S t o l t e n b u r g e t a に ，

B i o m o l e c u l a r t n g i n e e r i n g 2 4 ： 8 1 — 4 0

3 ， 2 0 0 7 に記載 され て い る。

[0045] 本 明細書 において、標 的分 子 とオ リゴ ヌク レオ チ ドが結 合 す る とは、標 的

分 子 と特 定 の才 リゴ ヌク レオ チ ドが選択性 また は親 和性 をも って結 合 す る こ

とを意 味 す る。 また、 オ リゴ ヌク レオ チ ドと標 的分 子 との特異 的結 合 は、 そ

の結 合様 式 には限定 され ず、 共有結 合、 イオ ン結 合、 水素結 合、 電気 的な吸

着 な どの化学 的な結 合、 お よび形状依存 的な係 合 な どの物理 的な結 合 な どが

含 まれ る。

[0046] 本 明細書 において、 「オ リゴ ヌク レオ チ ドに特徴 的な配 列情報 」 とは、標

的分 子 に親 和性 を有 し、 かつ特異性 を有 す る才 リゴ ヌク レオ チ ドの配 列 に関

す る情報 を意 味 す る。

[0047] 本 明細書 において、 「増 幅 」 とは、核酸 ク ロー ンの増 幅 を指 し、増 幅方法

と して は、 以 下 の もの に限定 され な いが、例 えば P C R 法、 L A M P 法、 S

M A P 法 な どが挙 げ られ る。 L A M P 法 （Loop-Med i ated Isotherma l Amp Li f i

cat i on) は、標 的遺伝 子 の 6 つの領 域 に対 して 4 種 の プライマ一 を設 定 し、鎖

置換 反応 を利 用 して一定温度 （約 6 5 °C ) で反応 させ て増 幅 す る方法 であ り

、 この方法 で は鎖 置換 D N A 合成 酵素 が利 用 され る （T . N o t o m i

e t a I . , N u c l e i c A c i d s R e s . 8 ：E 6 3

( 2 0 0 0 ) ) 。 S M A P 法 （SMart Amp Li f i cat i on Process) は、 等温核酸

増 幅法 であ り、鎖 置換 反応 を利 用 した核酸 の増 幅法 において、標 的核酸 が増

幅 され た場合 にのみ ステ ム —ル ー プ形成 可能 な プライマ一 を特 定 の条件 を満



たすように設計 し、 このプライマ一と 5 ' 末端部分に折返 し配列を有するプ

ライマ一とを組み合わせて用いることにより、特異的かつ効率的に標的核酸

を増幅する方法である （特開 2 0 0 8 — 1 6 1 6 5 号公報）。

[0048] 2 . 標的分子の検出方法

次に、本発明の標的分子の検出方法の実施形態について説明する。 しか し

、本発明は以下の記述によって限定されるものではな く、本発明の要旨を逸

脱 しない範囲において適宜変更可能である。

[0049] 本発明における生物化学的なあるいは遺伝子工学的な手法を実施するにあ

たっては、例えば、 M o l e c u l a r C l o n i n g : A L A B O

R A T O R Y M A N U A L , 第 3 版、 C o l d S i n g H a r

b o r L a b o r a t o r y P r e s s 、 C o l d S i n g H

a b o , N e w Y o k ( 2 0 0 1 ) 、新遺伝子工学ハ ン ドプッ

ク改訂第 4 版、村松 ら編、羊土社、 日本 （2 0 0 3 年）、タンパク質実験の

進め方 （岡田雅人、宮崎香編、羊土社、 日本、第 1版、 1 9 9 8 年）、タン

パク質実験 ノー ト （岡田雅人、宮崎香編、羊土社、 日本、第 2 版、 1 9 9 9

年）などのような種々の実験マニュアルの記載が参照される。

[0050] 本発明は、複数種の候補核酸アブタマ一か らなる才 リゴヌクレオチ ド集団

の中か ら、特定の核酸ァプタマーと親和性の高い標的分子を検出する方法で

ある。 この方法はまた、該標的分子と親和性が高いかつ特異的結合性を有す

る核酸アブタマ一の探索法 としても使用 しうる。 この方法の各工程について

具体的に説明する。

[0051 ] 本発明の方法は、以下の （a ) か ら （e) の工程を含む。

[0052] (a) 標的分子と、ランダマイズされた異なる配列を持つ複数の核酸アブタマ一

か らなるオ リゴヌクレオチ ド集団とを接触させる工程

(b) 上記標的分子と結合する才 リゴヌクレオチ ド集団を選別する工程

(c) 上記選別 した才 リゴヌクレオチ ド集団のそれぞれの配列を調べる工程

(d) 上記選別 した才 リゴヌクレオチ ドの配列の中か ら、標的分子に親和性を有

する才 リゴヌクレオチ ド集団に特徴的な配列情報を抽出する工程



(e) 上記配列情報を基にして、標的分子を特定する工程

2 . 1 工程 （a )

この工程では、標的分子と、ランダマイズされた異なる配列を持つ複数の

核酸アブタマ一からなるオ リゴヌクレオチ ド集団とを接触させる。

[0053] 異なる配列を持つ複数の核酸アブタマ一からなるオ リゴヌクレオチ ド集団

は、上記一般式において 「N」をランダマイズした核酸配列のプールから得

られる。配列のランダム化のために、天然型ヌクレオチ ドのみをランダムに

配置 してもよいし、人工的ヌクレオチ ドのみをランダムに配置 してもよいし

、あるいは、天然型ヌクレオチ ドと人工的ヌクレオチ ドをランダムに配置 し

てもよくまたは交互に配置 してもよい。このときのプールの大きさは、ラン

ダマイズする塩基 （N ) の数で決まるが、例えば塩基配列決定のための次世

代シークェンサ一により、核酸アブタマ一のプールの多くを網羅するために

は、上記一般式の 「N」の数は、 1以上 2 9 以下、好適には 2 以上 1 4 未満

、例えば 6 以上 1 2 以下であるが、 2 9 を超えてもよく、例えば3 0 ~ 5 0

であってもよい。その理由は、 Nの数が多い場合であっても、 Nが例えばG

とA のように2 塩基の混合である場合もあり、その場合には、 Nが多くても

、全体のプールの数が限定されることによる。

[0054] オ リゴヌクレオチ ド集団中の核酸アブタマ一の個数は、非限定的に3 以上

1 0 9以下、好適には 1 0 以上 1 0 7以下であるが、 1 0 9以上、例えば 1 0 11の

才一ダ一であってもよい。

[0055] オ リゴヌクレオチ ド集団は、修飾ヌクレオチ ド含んでいてもよく、また、

ペプチ ド、アミノ酸、糖、ポリアミン （スペルミン、スペルミジン等）また

は脂質が付加されていてもよい。

[0056] ランダマイズされた才 リゴヌクレオチ ド集団の作製は、化学的核酸合成法

、自動核酸合成機を利用 した合成法、 P C R法などの増幅を利用 した合成法

、これらの方法の組合せなどによって行うことができる。 〜六から ¾ 八

の作製のために、二本鎖 D N A ライブラリ一を錶型にして例えばT 7 R N

A ポ リメラ一ゼなどのR N A ポリメラ一ゼによるインビトロ転写によってR



N A ライブラリ一を作製することもできる。ランダマイズされたオ リゴヌク

レオチ ド集団は、例えばR . S t o l t e n b u r g e t a に ，

B i o m o l e c u l a r t n g i n e e r i n g 2 4 ： 8 1 —4 0

3 ， 2 0 0 7 に記載された手法によって作製することも可能である。

[0057] オ リゴヌクレオチ ド集団と標的分子との結合は、オ リゴヌクレオチ ド集団

を標的分子に接触させることによって行うが、例えば、標的分子とオ リゴヌ

クレオチ ド集団の水溶液とを混合 し、ィンキュベ一 卜することにより行なう

ことができる。水溶液は、必要に応 じて緩衝化することができる。インキュ

ベ一シヨンの条件は特に限定されないが、室温あるいは、 3 7 °Cの条件下で

行なうことが簡便で好ましい。また、反応時間は、特に限定されないが、通

常、 1分間〜 3 0 分間程度である。標的分子を固相もしくは担体に固定化 し

てもよく、その場合、固定化標的分子をオ リゴヌクレオチ ド集団と同時にま

たは逐次的に接触させてもよい。

[0058] 標的分子は、上述のとおり、低分子化合物、高分子化合物、生体由来物質

、微生物由来物質、ウィルス由来物質、無機化学種、有機分子、無機イオン

と有機分子の錯体などのいずれでもよく、その種類は制限されないものとす

る。標的分子としてより具体的には、例えば、糖類、脂質類、オ リゴぺプチ

ド、タンパク質、アミノ酸、ポリアミン、核酸、ウィルスなどが挙げられる

。また標的分子の対象となり得る機能種としては、例えば、抗原、抗体、 リ

ガン ド、受容体、相互作用タンパク質、医薬物質、抗生物質、補因子などが

挙げられる。標的分子の具体例は、 R . S t o l t e n b u g e t

a I . , B i o m o l e c u l a r E n g i n e e i n g 2 4 : 3

8 1 - 4 0 3 , 2 0 0 7 に記載されている。

[0059] 2 . 2 . 工程 （b )

この工程では、上記標的分子と結合する才 リゴヌクレオチ ド集団を選別す

る。

[0060] 上記工程 （a ) で標的分子と結合 したオ リゴヌクレオチ ド集団は、上記の

通り、例えば固定化標的分子を使用 した場合、標的分子と結合されたオ リゴ



ヌクレオチ ド集団は、洗浄によって、標的分子 と結合 しなかったオ リゴヌク

レオチ ド集団か ら分離することができる。すなわち、標的分子 と結合 しなか

つた遊離のオ リゴヌクレオチ ド集団は洗浄により除去され、一方、固定化標

的分子 と結合 した才 リゴヌクレオチ ド集団は単純な固液分離手段 （例えばろ

過、遠心分離等）などによって選択的に回収 しうる。あるいは、洗浄に代わ

る手段 と して、 D N A または R N A を配列特異的に切断する酵素 （例えば、

R N a s e A 、 R N a s e T 1 、 H a e I I し 一本鎖核酸切断 ヌクレア一

ゼ （例えば、 M u n g B e a n N u c l e a s e 、 S 1 ヌクレア一ゼ、 P

1 ヌクレア一ゼなど）、 D N a s e し 一本鎖 RNAに対する制限酵素 [ M a z

F 等 ] 、 ゥラシル _ D N A グ リコシラーゼ等）を用いて、結合 していない才

リゴヌクレオチ ドを消化することによつても遊離の才 リゴヌクレオチ ドが効

率的に除去される。 このように して、標的分子 と結合 しなかったオ リゴヌク

レオチ ド集団を除去後、標的分子に結合 したオ リゴヌクレオチ ド集団 （核酸

アブタマ一群）を選別することができる。具体的には、後述の実施例 2 ~ 6

に記載 されている。

[0061 ] 上記の固定化では、任意の形状 または適切なサイズか らなる固相 または担

体 （も しくは支持体）に標的分子を結合する。固相 または担体 と しては、金

属 （例えば、磁性金属、セラミックス等）、ポ リマ一も しくは樹脂 （例えば

、 ラテ ックス、イオ ン交換樹脂、光架橋性ポ リマー等）、多糖類 （例えば、

ァガロース、 カラギ一ナン等）、鉱物 （例えばシ リカゲル、多孔性 ガラス等

) な どが非限定的に挙げられる。固定化方法には、例えば共有結合法、非共

有結合法、包括法のいずれかが含 まれる。

[0062] 共有結合法では、標的分子がもつ官能基 との結合を可能にする官能基を固

相 または担体の表面に存在 させる必要がある。官能基の例は、 アミノ基、ホ

ル ミル基、 カルボキシル基、 ヒ ドロキシ基、チ才一ル基、 N —ヒ ドロキシ琥

珀酸ィミジル基などを含むが、 これ らに限定されない。

[0063] 非共有結合には、例えばイオ ン結合、疎水結合、物理的結合などが含 まれ

る。イオ ン結合は、正電荷 と負電荷の電気的誘引を利用する。疎水結合や物



理的結合は、例えば多孔性の担体の場合、孔の内部表面に物質を吸着させる

ような結合である。

[0064] 包括法は、例えば微細空間をもつゲルの内部に物質を封じ込める方法であ

る。

[0065] 上記のようにして選別された固定化標的分子と結合した才リゴヌクレオチ

ド集団から才リゴヌクレオチド集団を溶出する手段として、例えば界面活性

剤を使用したりイオン強度を高めたり、あるいは、温度を高めるなどの手段

を利用することができる。

[0066] —方、標的分子を固定化しない場合の才リゴヌクレオチドの選別法として

は、種々の分子量カツ卜オフを有するメンプレン上での限外ろ過を行ったり

、標的分子が担体に結合している場合には、担体を遠心分離により沈降させ

て、結合していないオリゴヌクレオチドを含む上清を除去したり、あるいは

、磁気ビーズと標的分子が結合している場合には、磁性によって担体と標的

分子および結合しているオリゴヌクレオチドを選別 洗浄することなどが挙

げられる。

[0067] 本発明においては、標的分子と結合するオリゴヌクレオチド集団として、

修飾ヌクレオチド、ペプチド、アミノ酸、糖、ポリアミン （スペルミン、ス

ペルミジン等）または脂質が付加したオリゴヌクレオチド集団またはD N A

/ R N A キメラのオリゴヌクレオチド集団を選別することが可能である。該

才リゴヌクレオチド集団の選別は、本発明の特徴である、選別工程が一回で

あるということのみによって可能であり、S E L E X 法のような複数回繰り

返し選別が必要な従来法によっては得ることができない。なぜなら2 回目以

降の選別工程により、オリゴヌクレオチド集団のD N A / R N A キメラ、修

飾ヌクレオチド等、または、付加した物質の情報が失われてしまうからであ

る。

[0068] 上記のようにして選別され溶出されたオリゴヌクレオチドは、必要に応じ

て増幅することができる。本発明方法では増幅を必ずしも必要としないが、

その理由は、増幅しなくても、アブタマ一の配列情報を得ることができる場



合があるか らである。増幅するための方法 と して、 P C R法 をは じめ、 L A

M P 法、 S M A P 法等、種 々の遺伝子増幅法を用いることができる。特 に P

C R法 について説明する。

[0069] P C R は、一本鎖錶型を作 り出すための変性 （鎖融解）、 プライマ一ァニ

— リング、および T h e r m u s a q u a t i c u s ( T a q ) D N

A ポ リメラ一ゼのような耐熱性 D N A ポ リメラ一ゼによるプライマ一伸長の

—連のステ ップの反復か らなる。典型的な 3 段階 P C R プロ トコルは、 9 4

~ 9 8 °C で 5 秒間以上の変性、 5 0 ~ 6 5 °C で 1 0 ~ 6 0 秒間のプライマ一

ァニ一 リング、およびポ リメラ一ゼが高い活性 を示す温度 （T a q D N A

ポ リメラ一ゼの場合は 7 2 °C ) で 1 5 ~ 1 0 秒間またはそれ以上の時間で

のプライマ一伸長を含み うる。増幅するには、上記 3 つのステ ップを 1 サイ

クル と して約 2 0 ~ 4 0 サイクル実施する。 1 対のプライマ一および増幅対

象の核酸のほかに、反応混合物は、 d N T P ( N は A 、 丁、 C 、 G ) 、耐熱

性ポ リメラ一ゼ、 2 価 カチオ ン （M g 2 +) 、 および緩衝剤 を含有する。対象

が R N A の場合は逆転写酵素も加える。反応混合物の容量は一般 に 1 0 ~ 1

0 0 I である。サイクル条件、試薬濃度、 プライマ一設計、および典型的

なサイクル増幅反応のための適切な装置 （例えばサ一マルサイクラ一等）が

市販 されているので、そのような装置の利用が望 ま しい。 また、 P C R技術

については、ィ列えば、 A u s u b e l , F . C u e n t P r o t

o c o l s i n M o l e c u l a B i o l o g y ( 1 9 8 8 )

C h a p t e r 1 5 : " T h e P o l y m e r a s e C h a i n

R e a c t i o n , " J . W i l e y ( N e w Y o k , U S A )

に詳細に記載 されている。

[0070] 上記 P C R でのプライマ一は、上記一般式の X ，および X nの固定された特

定の配列に基づいて設計 しうる。すなわち、 P C R に際 しては、 これ らの特

定配列にァ二一 リング可能なプライマ一配列が使用され うる。

[0071 ] また、修飾 ヌクレオチ ドを含むオ リゴヌクレオチ ドを、 P C R で増幅する

場合には、 アブタマ一を錶形 と して複製することが可能な修飾 ヌクレオチ ド



(メチル化塩基等）を使用すればよい。

[0072] また、PCR反応等の遺伝子増幅法で増幅を行うことが望ましいが、増幅を行

わずに直接、配列解析を行うことも可能である。

[0073] 2 . 3 . 工程 （c )

この工程では、上記選別 したオ リゴヌクレオチ ド集団のそれぞれの配列を

調べる。この工程は、本発明を特徴付ける重要な工程の 1 つである。

[0074] 上記の工程 （b ) で選抜された標的分子に結合するオ リゴヌクレオチ ド集

団は、必要に応 じて増幅されたのち、核酸の塩基配列を調べ解析する。

[0075] 本明細書において、才 リゴヌクレオチ ド集団のそれぞれの配列を 「調べる

」とは、各々のオ リゴヌクレオチ ドの塩基配列を決定すること、あるいは、

酵素等で切断することにより、配列の一部の情報を得ることなどを含む。核

酸の塩基配列は、既知の方法または市販の配列分析装置等を用いて決定 し得

る。あるいは、核酸のマススぺク トルを測定する方法、核酸を制限酵素で切

断 し、電気泳動方法などによって、配列情報を調べてもよい。いずれにして

も、目的のオ リゴヌクレオチ ドの親和性スぺク トルを取ることが可能なすべ

ての方法をこの工程で使用することが好ましい。本明細書で使用する 「親和

性スペク トル」は、標的分子と結合するオ リゴヌクレオチ ドを特徴付けるス

ベク トルであり、これには、例えば、次世代シークェンシングによって得 ら

れる、それぞれのオ リゴヌクレオチ ドの塩基配列 （ランダマイズされている

部分のみでもよい）とその才 リグヌクレオチ ドの個数との関係を示すスぺク

トルなどが包含される。

[0076] 好ましい塩基配列決定法は、次世代シークェンサ一を使用する方法である

。このようなシークェンサ一は、市販されており、例えば4 5 4 F L X ( 口

ッシュ ダィァクノステイクス) 、G e n o m e A n a l y z e r (イリレミ

ナ）、 S o l i D (アプライ ドバイ才システムズ）などがあり、これらの装置

は例えば4 0 0 塩基、 3 6 塩基などの塩基数 （あるいは、これらを超える塩

基数、例えば 1，0 0 0 塩基以上でもよい。）を連続的に読むことができ、

かつ 1 回に読める総塩基数は 1億塩基、 1 0 ~ 2 0 億塩基などである。 D N



A を増幅 し、あるいはR N A の場合には逆転写/ P C R ( R T —P C R ) に

よって c D N A に変換 し、次世代シークェンサ一を使用 して膨大な数の配列

を決定する。概念的に、ィ列えばD e e p - 0 I i g o - c a p - s e q u e

n c i n g やW h o I e — t r a n s c r i p t o m e などが知られてし、る

(実験医学 2 7 巻、 1号、 2 0 0 9 年、羊土社、日本）。次世代シ一クェン

サ一を用いることは、標的分子に対する膨大な数の才 リゴヌクレオチ ドの親

和性スペク トルを得ることができるため、精密な検出、および特異的で、親

和性の高いアブタマ一の選別に、特に有利な方法であるといえる。

[0077] 2 . 4 . 工程 （d )

この工程では、上記工程で選別 し調べた才 リゴヌクレオチ ドの配列の中か

ら、標的分子に親和性の高い才 リゴヌクレオチ ドに特徴的な配列情報を抽出

する。

[0078] 具体的には、この工程では、標的分子と結合するオ リゴヌクレオチ ド集団

の配列と、標的以外の分子または標的がない場合で得 られた才 リゴヌクレオ

チ ド集団の配列とを比較することにより、標的分子に親和性の高いオ リゴヌ

クレオチ ドに特徴的な配列情報を抽出することを含む。

[0079] 特徴的なオ リゴヌクレオチ ドの情報を抽出するために、例えば、標的分子

に結合 した才 リゴヌクレオチ ドに共通な配列を見出すための統計的な処理や

、親和性スぺク トルなどに基づいたスぺク トル解析を行うなどの手法を用い

ることができる。

[0080] 後述の実施例では、工程 （b ) で得 られた約 1 0 0 0 万〜 2 0 0 0 万個の

オ リゴヌクレオチ ドの配列を次世代シークェンサ一で網羅的に解析 し、それ

ぞれのチュープに加えた核酸 R N A のランダマイズされた部分に相当する配

列を、どのチューブに相当するかを示すバーコー ド配列で整理することによ

り、解析を行った。具体的には、 I g G (標的分子）と、磁気ビーズに特異

的に結合する才 リゴヌクレオチ ド集団の親和性スぺク トル、および磁気ビ一

ズにのみ結合するオ リゴヌクレオチ ド集団の親和性スぺク トルを取り、これ

らの親和性スぺク トル情報から、 I g G に特異的に結合する核酸配列の集合



を抽出した。

[0081 ] . 5 . 工程 （e )

この工程では、上記工程 （d ) で親和性スペクトルから抽出された配列情

報を基にして、標的分子を特定する。

[0082] 標的分子と特異的に結合する核酸アブタマ一群に特徴的な配列に基づいて

、標的分子と、核酸アブタマ一の配列との情報をデータベース化することに

よって、親和性スぺクトルを取るだけで該データベースから標的分子を特定

することが可能であるし、あるいは、標的分子に特異的に結合する核酸アブ

タマ一をデータベースから特定することも可能である。

[0083] 標的分子は、上述のとおり、低分子化合物、高分子化合物、生体由来物質

、微生物由来物質、ウィルス由来物質、無機化学種、有機分子、無機イオン

と有機分子の錯体などのいずれでもよく、例えば、糖類、脂質類、オリゴぺ

プチ ド、タンパク質、アミノ酸、核酸など、例えば、抗原、抗体、 リガンド

、受容体、相互作用タンパク質、医薬物質、抗生物質、補因子などが挙げら

れる。

[0084] このような標的分子と結合する核酸アブタマ一には、ペプチ ド、アミノ酸

、糖、ポリアミンまたは脂質と特異的に結合する核酸アブタマ一が含まれる

。このような核酸アブタマ一は、標的分子の分離、細胞内への標的分子の導

入などのほかに、例えば、標的分子が抗体による認識が難 しい低分子の化合

物や、標的分子がウイルスであつて短時間でウイルスの型を識別するような

用途に関しても有効である。

[0085] 3 . 核酸アブタマ一の探索法

本発明はさらに、本発明の上記方法を用いて、オリゴヌクレオチ ド集団か

ら、標的分子に特異的に結合する核酸アブタマ一を探索する方法を提供する

[0086] 具体的には、この方法は、上記工程（a) ~ (e) :

(a) 標的分子と、ランダマイズされた異なる配列を持つ複数の核酸ァプタマ一

からなるオリゴヌクレオチ ド集団とを接触させる工程、



(b) 上記標的分子 と結合する才 リゴヌクレオチ ド集団を選別する工程、

(c) 上記選別 した才 リゴヌクレオチ ド集団のそれぞれの配列を調べる工程、

(d) 上記選別 した才 リゴヌクレオチ ドの配列の中か ら、標的分子に親和性 を有

する才 リゴヌクレオチ ド集団に特徴的な配列情報 を抽出する工程、および

(e) 上記配列情報 を基に して、標的分子を特定する工程、

を含む方法によって標的分子を同定または特定 し、上記オ リゴヌクレオチ ド

集団か ら、該標的分子に特異的に結合する核酸 アブタマ一を探索 し選抜する

ことを含む。

[0087] 上記選抜では、例えば、標的分子に蛍光物質、放射性同位体などのラベル

を標識 し、そのシグナルを検出することによって行 うことができる。そうよ

うなラベルは、公知のものを使用できる。

[0088] 4 . 標 的分子の定量法

本発明はさらに、標的分子に結合 しない核酸 アブタマ一、および、標的分

子に特異的に結合する核酸 アブタマ一に標的分子を含むサ ンプルを加えた後

、両者の核酸 アブタマ一を一緒 にヌクレア一ゼで処理 し、両者の核酸 ァプタ

マ一の量比を調べることにより、標的分子の定量を行 うことを含む、標的分

子の定量方法を提供する。

[0089] その実施形態において、本発明は、上記の核酸 アブタマ一の探索法によつ

て得 られた、標的分子に特異的に結合する、核酸 アブタマ一を用いて標的分

子の定量を行 うことを含む、標的分子の定量方法を提供する。

[0090] 具体的には後述の実施例 5 に示すように、標的分子に結合 しないアブタマ

—を比較 コン トロール と して、標的分子に特異的に結合する 1 または複数の

アブタマ一を標的分子 と結合させた後、両方のアブタマ一をヌクレア一ゼで

処理 し、処理後、両方のアブタマ一の量比を調べることにより、標的分子の

定量を行 うことができる。 ヌクレア一ゼは上に記載 したようなヌクレア一ゼ

である。

[0091 ] 本発明の方法で得 られた異なる特異性 を持つ複数のアブタマ一を用いるこ

とでより高い精度で特異的に定量することが可能 となる。 この定量法の工程



では、核酸 アブタマ一 と標 的分子を結合 させ、 ヌク レア一ゼで消化すること

によ り、標 的分子 と親和性 を有するアブタマ一は消化 されに くくな り、一方

、標 的分子に結合 しないコ ン トロール アブタマ一は消化 されるため、 その比

率 をみることで、標 的分子の量 を調べ ることがで きる。実施例では、消化 さ

れた核酸 ァプタマ 一 は P C R による増幅は行 つているが、必ず しも行わな く

てもよい。

[0092] 各 アブタマ一の量比は、実施例 にあるように制限酵素で切断後、ゲル電気

泳動 によって調べてもよい し、あるいは、 M A S S スペ ク トル解析、 シーク

ェ ンス解析等 によつて調べてもよい。

[0093] 本定量法では、複数の標 的分子に対 して、 それぞれのアブタマ一を入れる

ことによ り、同時に複数の標 的分子を調べ る等の応用が考 え られる。 また、

1 つの標 的分子に対 して、親和性 を有する複数の異なる核酸 アブタマ一を用

いることによ り、高い特異性 と精度 を持 って標 的分子の定量が可能 になる。

[0094] (実施例）

次 に実施例 を示 して本発明をさ らに詳細 に説明するが、本発明の範囲は以

下の実施例 に限定されるものではない。

実施例 1

[0095] I g G に特異的に結合するアブタマ一の選抜

核酸 ライブラ リ一は以下の R N A を用いた。

[0096] 5' - CGAUAGGUGUUGAGN 1N2N3N4N N N CUCAGCGCUUGUUG -3' (配列番号 1 )

5' - CGAUAGGUGUUGAGN 1N2N3N4N N CUCAGCGCUUGUUG -3' (配列番号 2 )

5' - CGAUAGGUGUUGAGN 1N2CGCUUCGGCGN3N4N N N CUCAGCGCUUGUUG -3' (配列番号 3

)

( この場合の N は G、 A 、 U、 C の混合 した リボ ヌク レオチ ド配列を表 して

いる。）

8 つのチューブを準備 し、 （チューブ 1 ~ 4 ：ネガテ ィブコン トロール用

、チュ一プ 5 ~ 8 ： I g G結合用）、 それぞれのチュ一プに 5 0 I の D y

n a B e a d s P o t e i n G ( イ ンビ 卜ロジェン社）を加え、 1 m



I の結 合 B u f f e r を加 え、 3 7 °C で、 1 時 間、 撹 拌 し、 ブ ロ ッキ ン グ処

理 を行 った。 そ の後 、 チ ュー ブ 5 ~ 8 に 5 µ , I の マ ウス I g G ( 5 m g / m

I ) を加 え、 さ らに 3 7 °C で、 1 時 間、 撹 拌 した。 1 m I の結 合 B u f f e

r で 2 回洗 浄 後 、 3 7 °C で プ レイ ンキ ュベ 一 シ ョン した 1 m I の結 合 B u f

f e r お よび、 5 分 間変 性 し、 2 分 間氷 冷 した 8 从 I の核 酸 ラ イ ブ ラ リ一 （

0 0 M ) (配 列 番 号 1 ) また は、 1 . 2 5 I の核 酸 ラ イ ブ ラ リ一 （1

0 0 M ) (配 列 番 号 2 ) 、 また は、 8 I の核 酸 ラ イ ブ ラ リ一 （1 0 0

M ) (配 列 番 号 3 ) を各 チ ュー ブ に加 え た。 3 0 分 、 3 7 °C で、 撹 拌 後 、 1

m I の洗 浄 B u f f e r を用 い、 3 7 °C 、 3 0 分 の洗 浄 条 件 で、 5 回洗 浄 処

理 を行 った。 1 回、 滅 菌 水 で、 洗 浄 を行 った後 、 5 0 I の滅 菌 水 を加 え、

9 0 °C で、 3 分 、 イ ンキ ュベ ー シ ョンす る こ とで、 結 合 して い る R N A を溶

出 した。

[0097] 各 チ ュー ブ （チ ュー ブ 1 ~ 8 ) で、 溶 出 した R N A をテ ン プ レー トと して

、 D N A プ ラ イ マ 一 （5 ，- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTCAACAAGCGCT

GAG -3' (配 列 番 号 4 ) ) を用 い て、 2 0 1 の反 応 容 量 で、 逆 転 写 反 応 を行

つた。 逆 転 写 酵 素 に は リバ 卜ラエ 一 ス （東 洋 紡 社 製 ） を用 い た。 さ らに コ ン

トロール と して、 選 択 す る前 の R N A を薄 め た もの （選 択 に用 い た R N A の

1 / 1 0 6の量 ） を同様 に 4 つ の独 立 した チ ュー ブで逆 転 写 を行 った。 （チ ュ

— プ 9 ~ 1 )

1 I の c D N A を用 い て、 D N A プ ラ イ マ 一 （配 列 番 号 4 ) 、 お よび、

D N A プ ラ イ マ 一 （配 列 番 号 5 ~ 1 6 の何 れ か ） を用 い て、 P C R 反 応 を行

つた。

[0098] 各 チ ュー ブで、 用 い た プ ラ イ マ 一 の組 み 合 わ せ は、 以 下 の通 りで あ る。

[0099] チ ュ一 プ 1 ：配 列 番 号 4 、 配 列 番 号 5 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG

ATCT aaa CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ一 プ 2 ：配 列 番 号 4 、 配 列 番 号 6 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG

ATCT aat CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ一 プ 3 ：配 列 番 号 4 、 配 列 番 号 7 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG



ATCT aag CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ一 プ 4 ：配列番号 4 、配列番号 8 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG

ATCT aac CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ一 プ 5 ：配列番号 4 、配列番号 9 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG

ATCT a t a CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ ー ブ 6 ：配列番号 4 、配列番号 1 0 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTC

CGATCT a t t CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ ー ブ 7 ：配列番号 4 、配列番号 1 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTC

CGATCT atg CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ一 プ 8 ：配列番号 4 、配列番号 1 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTC

CGATCT a t e CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ一 プ 9 ：配列番号 4 、配列番号 1 3 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTC

CGATCT aga CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ一 プ 1 0 ：配列番号 4 、配列番号 1 4 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCT

TCCGATCT a g t CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ一 プ 1 1 ：配列番号 4 、配列番号 1 5 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCT

TCCGATCT agg CGATAGGTGTTGAG -3' ]

チ ュ一 プ 1 2 ：配列番号 4 、配列番号 1 6 [5' - ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCT

TCCGATCT age CGATAGGTGTTGAG -3' ]

小文字 の配列 は、後 のシー クェ ンスで、各 P C R 産物 を区別 す るためのバ

— コ 一 ド配列 に相 当す る。

[01 00] P C R 反応 は、バ イオ メ トラ社 のサ一マルサ一キ ユラ一 を用 い、 9 5 °C 1

分保 温後、 9 5 °C 1 5 秒、 5 5 °C 3 0 秒、 7 2 °C 3 0 秒 を 3 5 サ イ クル行 つ

た。 P C R 用試薬 は、東洋紡社 の T H U N D E R B I R D q P C R M i

x を用 いた。

[01 0 1 ] 各 チ ュー ブの P C R 産物 をァガ ロースゲル電気泳動 で確認 し、 ほぼ P C R

産物 が同量 にな るよ うにそれ ぞれ を一つ にまとめた。 その P C R 産物 1 O n

g をテ ンプ レー トと し、 さ らに 1 0 サ イ クル P C R によ り増幅 した。 この時



用いた プライマ一セ ッ トは、 5 ' - AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTA

CACGACGCTCTTCCGATCT-3' (配 列番号 1 7 ) 、 5 ' -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTC

TTCCGATCT-3' (配 列番号 1 8 ) である。

[ 0 102] 増幅 した P C R 産物 を l l l u m i n a G e n o m e A n a l y z e

r ( イル ミナ社） によ り、 D N A プライマ一、 5 ' -ACACTCTTTCCCTACACGACGCTC

TTCCGATCT-3' (配 列番号 1 9 ) を用いて、配列解析 を行 った。

[ 0 103] 得 られた約 2 0 0 0 万 クラスタ一 （約 2 0 0 0 万個 のオ リゴヌク レオチ ド

) の配列 を解析 し、 チ ュー ブに加 えた核酸 R N A のランダマイズされた部分

に相 当する配列 と、 どのチ ュー ブに相 当するかを示すバー コ一 ド配列か ら、

角？析 を行 つた。 チ ュー ブ 1 ~ 4 ( D y n a B e a d s のみ）、 チ ュー ブ 5 ~

8 ( D y n a B e a d s + l g G ) 、 チ ュー ブ 9 ~ 1 2 (選択前 の配列）の

それぞれ について、 それぞれの配列 に対する平均 クラスタ一数 （検 出された

それぞれのオ リゴヌク レオチ ドの平均数） と、 p _ v a I u e を計算 し、 I

g G に特異 的に結合する核酸配列 （チ ュー ブ 5 ~ 8 特異 的核酸配列） を抽 出

した。 その結果 を表 1 に示す。



[ 表 1]

Beads の み gG + Beads 選択前

p-value p-value
ラン ダ マイズ した Tube -4) の T u be(5-8) の Tube(9-1 2 )の

( Beads (IgG+Beads
部 分 の 平 均 平 均 平 均

vs s
塩 基 配 列 クラス タ一 数 クラスター 数 クラス タ一 数

IgG+B eads) 選 択前）
G CCTGT 688 1 502 2 0 0 . 309 0 .00 1

TTGGAT 6 1 0 962 2 1 0 .589 0 .004

G CACC G 407 249 2 6 0 . 7 2 1 0 . 005

TGGGTT 227 8 1 7 1 8 0 . 063 0 . 009

GCT GTG 676 297 1 7 0 .608 0 .009

GTGGAT 2 4 563 1 5 0 .0 14 0 .0 1 3

TTCGAT 4 4 548 4 2 0 .0 1 9 0 .0 1 6

GTGGGT 1 3 6 730 4 8 0 . 024 0 . 0 2 1

GGTGAT 3 9 2 740 7 0.446 0 . 022

GGCGAT 1 5 5 6 9 1 3 6 0 . 037 0 . 022

GGGTAT 3 7 787 3 8 0 . 039 0 .038

GTTGG 丁 2 5 6 0 5 6 5 0 .035 0 . 0 4

CCTGTT 257 799 1 6 0 . 14 3 0 .045

TTGGTT 2 3 7 1 3 2 5 0 .048 0 .048

TGG CAT 375 563 8 2 0 .65 0 . 0 5

CCTGTC 1 1 0 5 303 7 0 . 5 1 7 0 . 0 6 1

GTTGGG 1 5 405 1 9 0 . 0 7 1 0 . 0 7 3

TGG G C T 7 8 605 2 0 1 0 . 0 1 4 0 . 1 2 3

GGTG C G 376 1 2 5 1 2 0 . 525 0 .2 4

TTGGGA 7 1 1 1 9 7 0 .406 0 .895

表 1 にお いて、 I g G + D y n a B e a d s の チ ュー ブ と、 D y n a

B e a d s の み の チ ュー ブの 間 で、 平 均 クラス タ一数 が （I g G + D y

n a B e a d s ) > ( D y n a B e a d s の み ) で、 か つ、 p — v a I u e

が 0 . 0 5 以 下 の もの が多数 見 られ る。 これ らの親 和性 スペ ク トル は、 B e

a d s の み の親 和性 スペ ク トル、 お よび、 選 択前 の スペ ク トル と、 統 計 的 に

有 意 で あ り、 I g G の存 在 を検 出 して い る こ とを意 味 して い る。 また、 この

方 法 を使 用 す る こ とに よ り、簡 便 に任 意 の標 的分 子 に対 す る特異 的 な ァ プタ

マ 一 を選 別 す る こ とが可 能 で あ る し、 あ るい は ア ブタマ 一 に高 い親 和性 を持

つ、 も しくは特 異 的 に結 合 す る、標 的分 子 を検 出す る こ とも可 能 で あ る こ と

が分 か る。



[01 05] 表 1 に お い て 、 ラ ン ダ マ イ ズ した 部 分 の 配 列 は 次 世 代 シ ー ク ェ ンサ 一 で 読

み 取 った 配 列 を示 して お り、 実 際 の ア ブ タ マ 一 の 配 列 に お い て は、 T は U で

あ る。

実 施 例 2

[01 06] 核 酸 ラ イ ブ ラ リ一 を 用 い た標 的 分 子 に対 す る セ レク シ ョ ン と結 合 した 核 酸 の

配 列 解 析

修 飾 核 酸 を有 す る核 酸 ラ イ プ リ一 と して 、 以 下 の 核 酸 を 用 い た 。

[01 07] 5 ' -cgcctctccgagagtgtNNNNNNNacaUtctUggagaggUg-3' ( 配 列 番 号 2 1 )

5 -cgcctctccgagagtgtnnnnnnacactctcggagaggcg-3 ( 酉己歹 番 号 2 2 )

5 -cgcctctccgagagtgtnnnnnnnacactctcggagaggcg-3 ( 酉己歹 番 号 2 3 )

( こ の 3 つ の 配 列 に お い て 、 大 文 字 は R Ν Α を 小 文 字 は D Ν Α を意 味 す る。

この 場 合 の N は G 、 A 、 U 、 C の 混 合 した リボ ヌ ク レオ チ ド配 列 、 n は g ，

a , t , c の 混 合 した ヌ ク レオ チ ド配 列 を示 す 。 ）

< 核 酸 ラ イ ブ ラ リ一 の 調 製 と物 質 へ の 結 合 >

そ れ ぞ れ の 核 酸 ラ イ プ ラ リ一 2 I ( 1 0 0 M ) を 2 0 0 I の B ί n

d i n g b u f f e ( 1 0 m M T r i s - H C I ( p H 7 . 5

) , 1 5 0 m M N a C I , 1 0 m M M g C I 2 ， 0 . 0 5 T w e

e n 2 ) に 加 え、 9 8 °C 、 2 分 で 変 性 さ せ た 後 、 4 °C で 、 1 分 静 置 し、 そ

の 後 、 1 O m g / m I の s s D N A ( プ ロ ッキ ン グ剤 ） を加 え た 。 そ の 後 、

既 に マ ウ ス I g G を結 合 さ せ た プ ロテ イ ン G B e a d s あ る い は、 プ

口テ ィ ン G B e a d s ス トレプ 卜ア ビジ ン B e a d s あ る い は、 末 端

を ビ才 チ ン化 した F I a g ペ プ チ ド （DYKDDDDKGG-B i o t i n ) ( こ こ で DYKDDDDK

GG ：配 列 番 号 39) を結 合 さ せ た ス トレブ 卜ア ビジ ン B e a d s 、 あ る い は

、 コ ン トロ ー ル b e a d s を 加 え、 室 温 で 3 0 分 、 振 と うす る こ と に よ り、

ァ プ タ マ 一 を結 合 さ せ た 。 そ の 後 、 4 回 、 B i n d i n g b u f f e r に

よ り、 洗 浄 を行 った 。

[01 08] Beads は 、 ィ ン ビ 卜ロ ジ ェ ン社 の D y n a B e a d s を 用 い た 。

[01 09] < 溶 出操 作 >



プ ロテ イ ン G B e a d s お よび コ ン トロール b e a d s に結 合 した核

酸 ラ イ ブ ラ リ一 の溶 出 は、 2 0 0 I の蒸 留 水 で 一 回洗 浄 後 、 1 5 I の蒸

留 水 で懸 濁 後 、 9 8 °C 、 2 分 間熱 す る こ とに よ り行 った。

[01 10 ] マ ウス I g G 、 あ る い は、 F I a g ペ プチ ド、 あ る い は、 ス トレブ 卜ア ビ

ジ ンに結 合 した核 酸 ラ イ プ ラ リー の溶 出 は、 5 0 从 1 の B i n d i n g b

u f f e r と、 マ ウス l g G ( 2 . 5 m g m l ) 、 あ る し、は、 F l a g

ペ プチ ド （シ グマ社 ） （1 O m M ) 、 あ る い は、 ス トレブ 卜ア ビジ ン （ロ ッ

シ ュ社 ） （2 . 5 m g / m I ) を 5 I 加 え、 3 0 分 間振 と うす る こ とに よ

り行 った。 溶 出後 、 フ エ ノール ク ロ 口ホル ム抽 出、 エ タ ノール 沈 殿 を行 い、

5 の蒸 留 水 に溶 解 した。

[01 1 1] < 逆 転 写 反 応 >

ラ ンダマ イ ズ した領 域 が R N A (配 列 番 号 2 1 ) の核 酸 ア ブ タマ 一 に関 し

て は、 以 下 の逆 転 写 反 応 を加 え た。

[01 12 ] 逆 転 写 プ ラ イ マ 一 と して 5 ' -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTCACCTCT

CCAAGAATGT-3' (配 列 番 号 2 4 ) (終 濃 度 1 从 M ) を使 用 し、 P r i m e S

c r I p t I I 1 s t s t a n d c D N A y n t h e s ι s

K i t ( タ カ ラバ イオ、 日本 ） を用 い て、 4 2 °C ， 6 0 分 、 5 2 °C ，

3 0 分 、 9 8 °C ， 5 分 の条 件 で逆 転 写 お よび、 酵 素 の不 活 性 化 を行 つ

た。 サ ン プル は そ の後 、 エ タ ノール 沈 殿 を行 い、 1 0 从 I の蒸 留 水 に溶 解 し

た。

[01 13 ] < P C R に よ る増 幅 操 作 >

溶 出 した核 酸 ア ブ タマ 一 は、 以 下 の プ ラ イ マ 一 セ ッ 卜を用 い て増 幅 した。

[01 14] 5 ' -AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT [Barco

d e配 列 ] CGCCTCTCCGAGAGTGT-3' (配 列 番 号 2 5 〜配 列 番 号 2 8 )

5 ' -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTCACCTCTCCAAGA ATGT-3' (配 列 番

号 2 4 )

( こ こで、 [ B a r c o d e 配 列 ] は、 次 世 代 シ ー クェ ンサ 一 で の解 析 の 際

にサ ン プル を見 分 け るた め の 4 ~ 7 塩 基 の任 意 の配 列 で あ る。 サ ン プル ご と



に 違 う B a r c o d e 配 列 を 有 した プ ラ イ マ 一 を 用 い た 。 ）

P C R 反 応 は 、 バ イ オ メ トラ 社 の サ 一 マ ル サ 一 キ ユ ラ 一 を 用 い 、 9 6 °C 1

分 保 温 後 、 9 5 °C 1 5 秒 、 4 6 °C 2 0 秒 、 7 2 °C 6 0 秒 を 1サ イ ク ル 、 9 5 °C

1 5 秒 、 7 2 °C 6 0 秒 を 3 5 サ イ ク ル 行 っ た 。 P C R 用 試 薬 は 、 東 洋 紡 社 （

日本 ） の K O D _ N e o _ p I u s を 使 用 した 。

[01 15 ] 増 幅 した P C R 産 物 を l l l u m i n a G e n o m e A n a l y z e

r ( イ ル ミ ナ 社 ） に よ り、 D N A プ ラ イ マ 一 、 5 ' -ACACTCTTTCCCTACACGACGCTC

TTCCGATCT-3' ( 配 列 番 号 2 9 ) を 用 い て 、 配 列 解 析 を 行 っ た 。

[01 16 ] 得 られ た 約 1 0 0 0 万 〜 2 0 0 0 万 ク ラ ス タ 一 （約 1 0 0 0 万 〜 2 0 0 0

万 個 の 才 リ ゴ ヌ ク レオ チ ド） の 配 列 を 解 析 し、 チ ュ ー ブ に 加 え た 核 酸 ラ イ プ

ラ リー の ラ ン ダ マ イ ズ さ れ た 部 分 に 相 当 す る 配 列 と、 ど の チ ュ ー プ に 相 当 す

る か を 示 す バ 一 コ ー ド配 列 か ら、 マ ウ ス I g G 、 あ る い は 、 F I a g ぺ プ

チ ド、 あ る い は 、 ス トレ ブ 卜ア ビ ジ ン に 結 合 した 核 酸 ラ イ ブ ラ リ一 配 列 の 解

析 を 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 核 酸 配 列 と、 そ れ ぞ れ の 配

列 に 対 す る 平 均 ク ラ ス タ 一 数 （検 出 さ れ た そ れ ぞ れ の 才 リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの

平 均 数 ） を 表 2 _ 1 お よ び 表 2 — 2 に 示 す 。



5，
-c
gc
ct
ct
cc
ga
ga
gt
qt
N
N
N
N
N
N
N
ac
aU

tc
tU
gf
ja
ga
gg
U
g-
3

，
（酉
己列

番
号
2

〕 2上



[
表

2
-
2

—

0
0

C
M

C
D

C
O

C
D

C
D

C
D

C
O

O
O

O

0
0

O
T6 寸

寸寸

¾のE1



ズ領域の配列 とその個数 をそれぞれの上位 3 0 配列について示 している。

[01 19] それぞれの標的に特徴的なパターンが得 られている。

実施例 3

[01 20] D N A 核酸 ライブラ リ一を用いたマウス I g G とラッ 卜 I g G の識別

修飾核酸 を有する核酸 ライプ リ一と して、以下の核酸 を用いた。

[01 2 1] 5' -cgcctctccgagagtgtNNNNNNNacaUtctUggagaggUg-3' (配列番号 2 1 )

( この 3 つの配列においては、大文字は R N A を小文字は D N A を意味する

。 この場合の N はG、 A 、 U、 C の混合 した リボヌクレオチ ド配列を示す。

)

< 核酸 ライブラ リ一の調製 と物質への結合>

それぞれの核酸 ライプラ リ一 2 I ( 1 0 0 M ) を 2 0 0 I の B ί n

d i n g b u f f e ( 1 0 m M T r i s - H C I ( p H 7 . 5

) , 5 0 m M N a C I , 0 m M M g C I 2， 0 . 0 5 % T w

e e n 2 ) に加え、 9 8 °C、 2 分で変性 させた後、 4 °C で、 1 分静置 し、

その後、 1 O m g / m I の s s D N A ( プロッキング剤）を加えた。その後

、既 にマウス I g G を結合させたプロテインG B e a d s あるいは、

既 にラッ 卜 I g G を結合させたプロテインG B e a d s あるいは、 プ

口ティンG B e a d s を加え、室温で 3 0 分、振 とうすることにより、 ァ

プタマ一を結合させた。その後、 4 回、 B i n d i n g b u f f e r によ

り、洗浄を行 った。

[01 22] < 溶 出操作>

プロテインG B e a d s に結合 した核酸 ライプラ リーの溶出は、 2 0 0

I の蒸留水で一回洗浄後、 1 5 1の蒸留水で懸濁後、 9 8 °C、 2 分間熱

することにより行 った。

[01 23] マ ウス I g G 、あるいは、 F I a g ペ プチ ド、あるいは、ス トレプ 卜ァ

ビジンに結合 した核酸 ライプラ リーの溶出は、 5 0 从 1の Β ί n d i n g

b u f f e r と、マウス I g G ( 2 . 5 m g / m l ) 、 あるいは、 ラッ 卜

I g G ( 2 . 5 m g / m l ) を 5 从 1加え、 3 0 分間振 とうすることによ



り行 った。溶 出後、 フエノール クロ口ホルム抽出、エタノール沈殿 を行い、

5 の蒸留水 に溶解 した。

[ 0 124] < 逆転写反応 >

逆転写 プライマ一 と して 5 ' -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTCACCTCT

CCAAGAATGT-3' (配列番号 2 4 ) (終濃度 1 Μ) を使用 し、 P r ί m e S c

r I p t I I 1 s t s t a n d c D N A y n t h e s i s

K i t を用いて、 4 2 °C ， 6 0 分、 5 2 °C ， 3 0 分 、 9 8 °C ， 5

分の条件で逆転写および、酵素の不活性化 を行 った。サ ンプルはその後、ェ

タノ一ル沈殿 を行い、 1 0 从 I の蒸留水 に溶解 した。

[ 0 125] < P C R による増幅操作 >

溶 出 した核酸 アブタマ一は、以下のプライマ一セ ッ 卜を用いて増幅 した。

[ 0 126] 5 ' -AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT [Ba r c o

d e配列 ] CGCCTCTCCGAGAGTGT-3' (配列番号 2 5 〜配列番号 2 8 )

5 ' -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTCACCTCTCCAAGAATGT-3' (配列番

号 2 4 )

( ここで、 [ B a r c o d e 配列 ] は、次世代 シークェ ンサ一での解析の際

にサ ンプル を見分 けるための 4 ~ 7 塩基の任意の配列である。サ ンプル ごと

に違 う B a r c o d e 配列を有 したプライマ一を用いた。）

P C R 反応は、バイオメ トラ社 （B ί o m e t r a ) のサ一マルサ一キュ

ラ一を用い、 9 6 °C 1 分保温後、 9 5 °C 1 5 秒、 4 6 °C 2 0 秒、 7 2 °C 6 0

秒 を 1サイクル、 9 5 °C 1 5 秒、 7 2 °C 6 0 秒 を 3 5 サイクル行 った。 P C R

用試薬は、東洋紡社 （日本）の KOD-Neo-p Lu s を使用 した。

[ 0 127] 増幅 した P C R 産物 を l l l u m i n a G e n o m e A n a l y z e

r ( イル ミナ社）によ り、 D N A プライマ一、 5 ' -ACACTCTTTCCCTACACGACGCTC

TTCCGATCT-3' (配列番号 2 9 ) を用いて、配列解析 を行 った。

[ 0 128] 得 られた約 1 0 0 0 万〜 2 0 0 0 万 クラスタ一 （約 1 0 0 0 万〜 2 0 0 0

万個の才 リゴヌク レオチ ド）の配列を解析 し、チューブに加えた核酸 ライプ

ラ リーのランダマイズされた部分 に相 当する配列 と、 どのチュープに相 当す



るかを示すバーコー ド配列か ら、マウス I g G 、 あるいは、 ラッ 卜 I g G 結

合 した核酸 ライブラ リ一配列の解析 を行 った。 それぞれに特異的に結合する

核酸配列 と、 それぞれの配列に対する平均 クラスタ一数 （検 出されたそれぞ

れのオ リゴヌク レオチ ドの平均数）を表 3 に示す。
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個 数 を それ ぞれ の上 位 3 0 配 列 につ い て示 して い る。

[01 30] ラ ッ 卜 I g G とマ ウス I g G の よ うな近 縁 な タ ンパ ク質 に お い て も それ ぞ

れ に特 徴 的 なパ ター ンを示 して い る。

実施 例 4

[01 3 1 ] 修 飾 核 酸 を有 す る核 酸 ラ イ ブ ラ リ一 を用 い た セ レクシ ョン と配 列解 析

修 飾 核 酸 を有 す る核 酸 ラ イ プ リ一 と して、 以 下 の D N A 核 酸 を用 い た。

[01 32] 5 ' -CGCCTCTCCGAGAGTGTCGCNNNEam i noC]NNNGCGACATTCTTGGAGAGGTG-3' (配 列

番 号 3 0 )

5 ' -CGCCTCTCCGAGAGTGTCGCNNN [meC] NNNGCGACATTCTTGGAGAGGTG-3' (配 列 番

号 3 )

( この場 合 の N は G 、 A 、 丁、 C の混 合 した ヌ ク レオ チ ド配 列 を表 して い る

。 [ a m i n o C ] は A m i n o m o d i τ ι e r C 6 d C ( 5 - D i e

thoxyt i t y L-N-d i met hy Lfo rmam i d i ne-5-[N-(t i f Luoroacety Lam i nohexy L)-3-

acry L i mi do]-2' -deoxyCyt i d i ne, 3，- [ (2-cyanoethy L)-(N, N-d i i sopropy L) ]-ph

osphoram i d i te) ( グ レン リサ ー チ社 、 米 国 ） を、 [ m e C ] は 5 _ m e t h

y I - d C (5-Methy L deoxyCyt i d i ne) を表 して い る。 )

< 核 酸 ラ イ プ ラ リー の調 製 、 I g G 、 プ ロテ イ ン G へ の結 合 >

それ ぞれ の核 酸 ラ イ プ ラ リ一 2 I ( 1 0 0 M ) を 2 0 0 I の B ί n

d i n g b u f f e ( 1 0 m M T r i s - H C I ( p H 7 . 5

) , 5 0 m M N a C I , 0 m M M g C I 2 ， 0 . 0 5 % T w

e e n 2 ) に加 え、 9 8 °C 、 2 分 で変 性 させ た後 、 4 °C で、 1 分 静 置 し、

そ の後 、 1 0 m g / m I の s s D N A ( プ ロ ッキ ン グ剤 ） を加 え た。 そ の後

、 既 にマ ウス I g G を結 合 させ た プ ロテ イ ン G 、 B e a d s あ る い は、

プ ロテ イ ン G B e a d s ( I g G 結 合 す る前 ） を加 え、 室 温 で 3 0 分 、 振

と うす る こ とに よ り、 ア ブ タマ 一 を結 合 させ た。 そ の後 、 4 回、 B ί n d ί

n g b u f f e r に よ り、 洗 浄 を行 った。

[01 33] < 溶 出操 作 >

プ ロテ イ ン G に結 合 した核 酸 ラ イ プ ラ リー の溶 出 は、 2 0 0 I の 蒸 留 水



で 一 回洗 浄 後 、 1 5 I の蒸 留 水 で懸 濁 後 、 9 8 °C 、 2 分 間熱 す る こ とに よ

り行 った。

[01 34] マ ウス I g G に結 合 した核 酸 ラ イ プ ラ リー の溶 出 は、 5 0 从 1 の B ί n d

i n g b u f f e r と、 マ ウス l g G ( 0 . 5 m l m l ) を 5 _ Ι カロえ

、 3 0 分 間振 と うす る こ とに よ り行 った。 さ らに、 フ エ ノール - ク ロ 口ホル ム

抽 出、 エ タ ノール 沈 殿 を行 い、 1 5 从 I の蒸 留 水 に溶 解 した。

[01 35] < P C R に よ る増 幅 操 作 >

溶 出 した核 酸 ア ブ タマ 一 は、 以 下 の プ ラ イ マ 一 セ ッ 卜を用 い て増 幅 した。

[01 36] 5 ' -AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT [Barco

d e配 列 ] CGCCTCTCCGAGA GTGT-3' ( 配 列 番 号 2 5 〜配 列 番 号 2 8 )

5 ' -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTCACCTCTCCAAGAATGT-3' ( 配 列 番

号 2 4 )

( こ こで、 [ B a r c o d e 配 列 ] は、 次 世 代 シ ー クェ ンサ 一 で の解 析 の 際

にサ ン プル を見 分 け るた め の 4 ~ 7 塩 基 の任 意 の配 列 で あ る。 サ ン プル ご と

に違 う B a r c o d e 配 列 を有 した プ ラ イ マ 一 を用 い た。 ）

P C R 反 応 は、 バ イオ メ トラ社 の サ 一 マル サ 一 キ ユ ラ一 を用 い、 9 6 °C 1

分 保 温 後 、 9 5 °C 1 5 秒 、 4 6 °C 2 0 秒 、 7 2 °C 6 0 秒 を 1 サ イ クル 、 9 5

°C 1 5 秒 、 7 2 °C 6 0 秒 を 3 5 サ イ クル 行 つた。 P C R 用 試 薬 は、 東 洋 紡 社

( 日本 ） の K O D — N e o — p I u s を使 用 した。

[01 37] 増 幅 した P C R 産 物 を l l l u m i n a G e n o m e A n a l y z e

r ( イ ル ミナ社 ） に よ り、 D N A プ ラ イ マ 一、 5 ' -ACACTCTTTCCCTACACGACGCTC

TTCCGATCT-3' ( 配 列 番 号 2 9 ) を用 い て、 配 列解 析 を行 った。

[01 38] 得 られ た約 1 0 0 0 万 〜 2 0 0 0 万 ク ラ ス タ一 （約 1 0 0 0 万 〜 2 0 0 0

万個 の 才 リゴ ヌ ク レオ チ ド） の配 列 を解 析 し、 チ ュー ブ に加 え た核 酸 ラ イ プ

ラ リー の ラ ンダマ イ ズ され た部 分 に相 当 す る配 列 と、 どの チ ュー プ に相 当 す

るか を示 すバ ー コ ー ド配 列 か ら、 I g G お よび プ ロテ イ ン G に結 合 した核 酸

ラ イ ブ ラ リ一配 列 の解 析 を行 った。 それ ぞれ の核 酸 ラ イ プ ラ リー の I g G お

よび プ ロテ イ ン G に特 異 的 に結 合 す る核 酸 配 列 と、 それ ぞれ の配 列 に対 す る



平 均 クラス タ一数 （検 出 され た それ ぞれ のオ リゴ ヌク レオ チ ドの平 均数 ） を

表 4 に示 す。

[ 表

表 4 で は、 マ ウス IgG Beads に結 合 した 2 つ の異 な る修 飾 を有 す る核 酸 ア ブ



タマ一のランダマイズ領域の配列 とその個数 をそれぞれの上位 3 0 配列につ

いて示 している。核酸の修飾 によって異なるパ ター ンが得 られている。

[0140] 核酸 に修飾 を加えることによ り、物質の検 出の感度 を高めることが可能であ

ることを示 している。

実施例 5

[0141 ] S N u c l e a s e とス トレプ 卜ア ビジンァプタマ一を用いたス トレプ

卜ア ビジンの定量

ス トレプ 卜ア ビジンに結合する、 ス トレプ 卜ア ビジンアブタマ一 と して、

以下の D N A 核酸 を用いた。

[0142] 5 ' -TCTGTGAGACGACGCACCGGTCGCAGGTTTTGTCTCACAG-3' (配列番号 3 2 )

ス トレプ 卜ア ビジンに結合 しないコン トロ一ル ァプタマ一 と して、以下の D

N A 核酸 を用いた。

[0143] 5 ' -TCTGTGAGACGACGCACCGACCGCAGGTTTTGTCTCACAG-3' (配列番号 3 3 )

以下の溶液 を調製 し、 3 0 分間、室温で静置 し、 アブタマ一 と各濃度のス

トレプ 卜ァ ビジンを結合 させた。

[0144] 1 1 : 0 . 5 % t w e e n - 2 0

1 : n M ス トレプ 卜ア ビジンァプタマ一

1 : n M コン トロール ア ビジンァプタマ一

2 , I ： 5 X S 1 n u c l e a s e b u f f e

2 µ , \ ス トレプ 卜ア ビジン （各 々のチューブに 0 . 5 m g Z m し 0 .

0 2 5 m g / m I 0 . 0 1 5 m g / m I 0 . 0 6 2 5 m g Z m し な

し）

1 : 蒸留水

計 9 I

( 5 X S 1 n u c l e a s e b u f f e : 2 5 0 m M N a C I ,

0 0 m M M g C I 2 , 2 5 % グ リセ ロール、 2 5 0 m M T r i s -

H C I p H 7 . 5 )

その後、 1 _ Ι の S 1 n u c l e a s e 2 2 . 5 u n i t , l (



タカラ、 日本） をそれぞれのチ ュー ブに加 え、 3 7 °C で、 2 0 分間反応 させ

、 9 8 °C で、 3 分熱することで反応 を終結 させた。

[ 0 145] なお、 S 1ヌク レア一ゼは一本鎖核酸 を切断する酵素であ り、 ス トレブ 卜ァ

ビジ ンが結合 したス トレプ 卜ア ビジ ンアブタマ一では切断が阻害 され るため

消化 され に くいが、 ス トレプ 卜ア ビジ ンが結合 していないコン トロ一ル ァプ

タマ一は消化 されやすい。

[ 0 146] 反応後 のサ ンプル を以下の プライマ一セ ッ トを用いて、 P C R で増幅 した

[ 0 147] 5 ' -AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAAAACGC

CTCTCCGAGAGTGT-3' (配 列番号 3 4 )

5 ' -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTCGCCTCTCCGAGACCGCTGTGT-3' (配

列番号 3 5 )

P C R 反応 は、バ イオ メ トラ社 のサ一マルサ一キユラ一を用い、 9 6 °C 1

分保温後、 9 5 °C 1 5 秒、 4 6 °C 2 0 秒、 7 2 °C 6 0 秒 を 1 サイクル、 9 5

°C 1 5 秒、 7 2 °C 6 0 秒 を 4 0 サイクル行 った。 P C R 用試薬 は、東洋紡社

( 日本）の K O D — N e o — p I u s を使用 した。

[ 0 148] P C R 後 の産物 を制 限酵素 M s p I を用いて消化 した。 ス トレブ 卜ァ ビジ

ンァプタマ一は M s p I サイ 卜を有 し、 コン トロ一ル ァプタマ一は M s p I

サイ 卜を持たないので、消化後 のサ ンプル をゲル電気泳動することによって

、 ス トレプ 卜ア ビジ ンアブタマ一 とコン トロ一ル ァプタマ一の量比 を知 るこ

とがで きる。電気泳動の結果 を図 1 に示す。 また、バ ン ドの濃度 を読み取 つ

て定量化 し、 グラフ化 したデータを図 2 に示す。 図に示す通 り、 ス トレブ 卜

ア ビジ ンの濃度依存 的にス トレプ 卜ア ビジ ンアブタマ一 ：コン トロ一ル ァプ

タマ一の量比が変化 してお り、本手法 を用いて、 ス トレブ 卜ア ビジ ンの量 を

定量することがで きることが判明 した。

実施例 6

[ 0 149] S N u c l e a s e と、 ランダマイズ した核酸 ァプタマ一を用いた、 F

l a g ペ プチ ド、 ビ才チ ンに対する配列スペ ク トルの取得



ラ ンダマイズ核酸 アブタマ一 と して、以下の D N A 核酸 を用 いた。

[ 0 150] 5 ' -CGCCTCTCCGAGAGTGTCGCNNNNNNNNNNNNNNNGCGACATTCTTGGAGAGGTG-3' (配

列番号 3 6 )

以下の溶液 を調製 し、 3 0 分 間、室温 で静置 し、 アブタマ一 と各濃度 のス

トレプ 卜ァ ビジ ンを結合 させた。

[ 0 15 1 ] 1 : 0 . 5 % t w e e n - 2 0

2 µ , I ： 1 0 n M ラ ンダマイズ核酸 ァプタマ一

2 , I ： 5 X S 1 n u c l e a s e b u f f e

2 µ , \ F I a g ぺ プチ ド （1 0 m M ) 、 あ るいは、 ビ才チ ン （1 0 m M

)

µ , \ 蒸留水

計 9 I

( 5 X S 1 n u c l e a s e b u f f e : 2 5 0 m M N a C I ,

0 0 m M M g C I 2 , 2 5 % グ リセ ロール、 2 5 0 m M T r i s -

H C I p H 7 . 5 )

その後、 1 _ Ι の S 1 n u c l e a s e 1 8 0 u n i t , I ( タ

カラ） をそれ ぞれのチ ュー ブに加 え、 3 7 °C で、 2 0 分 間反応 させ、 9 8 °C

で、 3 分熱 す る ことで反応 を終結 させた。

[ 0 152] S 1ヌク レア一ゼは一本鎖核酸 を切 断す る酵素 であ り、標 的が結合 した ァプタ

マ一は、切 断が阻害 され るため に、消化 され に くいが、標 的が結合 しないァ

プタマ一では消化 されやすい。

[ 0 153] 反応後 のサ ンプル を以下の プライマ一セ ッ トを用 いて、 P C R で増幅 した。

[ 0 154] 5 ' -AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT [Ba r c o

d e配列 ] CGCCTCTCCGAGA GTGT-3' (配 列番号 2 5 〜配列番号 2 8 )

5 ' -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTCACCTCTCCAAGAATGT-3' (配 列番

号 2 4 )

( ここで、 [ B a r c o d e 配列 ] は、次世代 シー クェ ンサ一での解析 の際

にサ ンプル を見分 けるための 4 _ 7 塩基 の任意 の配列であ る。 サ ンプル ごと



に 違 う B a r c o d e 配 列 を 有 した プ ラ イ マ 一 を 用 い た 。 ）

P C R 反 応 は 、 バ イ オ メ トラ 社 の サ 一 マ ル サ 一 キ ユ ラ 一 を 用 い 、 9 6 °C 1

分 保 温 後 、 9 5 °C 1 5 秒 、 4 6 °C 2 0 秒 、 7 2 °C 6 0 秒 を 1 サ イ ク ル 、 9 5

°C 1 5 秒 、 7 2 °C 6 0 秒 を 4 0 サ イ ク ル 行 っ た 。 P C R 用 試 薬 は 、 東 洋 紡 社

( 日 本 ） の K O D — N e o — p I u s を 使 用 した 。

[01 55] 増 幅 した P C R 産 物 を l l l u m i n a G e n o m e A n a l y z e

r ( イ ル ミ ナ 社 ） に よ り、 D N A プ ラ イ マ 一 、 5 ' -ACACTCTTTCCCTACACGACGCTC

TTCCGATCT-3' ( 配 列 番 号 2 9 ) を 用 い て 、 配 列 解 析 を 行 っ た 。

[01 56] 得 られ た 約 1 0 0 0 万 〜 2 0 0 0 万 ク ラ ス タ 一 （約 1 0 0 0 万 〜 2 0 0 0

万 個 の 才 リ ゴ ヌ ク レオ チ ド） の 配 列 を 解 析 し、 チ ュ ー ブ に 加 え た 核 酸 ラ イ プ

ラ リー の ラ ン ダ マ イ ズ さ れ た 部 分 に 相 当 す る 配 列 と、 ど の チ ュ ー プ に 相 当 す

る か を 示 す バ ー コ ー ド配 列 か ら、 F I a g ペ プ チ ド、 あ る い は 、 ビ才 チ ン存

在 下 で 消 化 した 後 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ一 配 列 の 解 析 を 行 っ た 。 表 5 に 示 す よ う

に F I a g ペ プ チ ド、 ビ才 チ ン、 そ れ ぞ れ の 物 質 に 特 徴 的 な 核 酸 配 列 の バ タ

ー ン が 見 られ た 。



[ 表 5]

表 5 では、 F I a g ぺ フチ ド、あるいは、 B ί o t ί n を加 えて、 S ヌ

ク レア一ゼで処理後の核酸のランダマイズ領域の配列 とその個数 をそれぞれ

の上位 3 0 配列について示 している。標 的分子を入れない場合、 F I a g ぺ

プチ ドを入れた場合、 B ί o t ί η 加えた場合、 それぞれの標 的分子に特徴

的なパ ター ンを示 している。本方法 を用いることで、標 的分子を B e a d s

等の担体 に結合せずに、標 的分子を検 出 定量することが可能である核酸 ァ



プタマ一を容易に見出すことが可能である。

実施例 7

[01 58] 核酸ライブラリ一を用いたス トレプ 卜アビジンに対するセレクションと結合

した核酸の配列解析： セレクション条件によるパター ンの違い

修飾核酸を有する核酸ライプリ一として、以下の核酸を用いた。

[01 59] 5 一 cgcctctccgagaccgctgtgtnnnnnnacactctcggagaggcg-3 (酉己歹番号 3 7

)

(ηは g ， a , t , c の混合 したヌクレオチ ド配列を示す。）

< 核酸ライブラリ一の調製と物質への結合>

それぞれの核酸ライプラリ一2 I ( 1 0 0 M ) を 2 0 0 I の B ί n

d i n g b u f f e ( 1 0 mM T r i s - H C I ( p H 7 . 5

) , 5 0 mM N a C I , 0 mM M g C I 2， 0 . 0 5 % T w

e e n 2 ) に加え、 9 8 °C、 2 分で変性させた後、 4 °Cで、 1分静置 し、

その後、 1 O m g / m I の s s D N A (プロッキング剤）を加えた。その後

、ス トレプ 卜アビジン B e a d s あるいは、コン トロール b e a d s をカロ

え、室温で3 0 分、振とうすることにより、アブタマ一を結合させた。その

後、 4 回、 B i n d i n g b u f f e r により、洗浄を行った。

[01 60] < 溶出操作>

ス トレプ 卜アビジンおよび、コン トロール b e a d s に結合 した核酸ライ

ブラリ一の溶出を、 2 0 0 I の蒸留水で一回洗浄後、 1 5 I の蒸留水に

懸濁後、 9 8 °C、 2 分間熱することにより行った。

[01 6 1 ] —方、溶出条件によるパター ンの違いをみるために以下の条件でも溶出を

行った。

[01 62] ス トレブ 卜アビジンに結合 した核酸ライプラリーの溶出を、 5 0 从 1の B

i n d i n g b u f f e r と、マウス I g G ( 2 . 5 m g Z m l ) 、ある

いは、 f I a g ぺプチ ド （1 0 mM ) 、あるいは、ス トレプ 卜アビジン （2

. 5 m g / m I ) を5 I 加え、 3 0 分間振とうすることにより行った。溶

出後、フエノール一クロ口ホルム抽出、次いでエタノール沈殿を行い、 1 5



I の蒸留水 に溶解 した。

[ 0 163] < P C R による増幅操作 >

溶 出 した核酸 アブタマ一は、以下の プライマ 一 セ ッ 卜を用いて増幅 した。

[ 0 164] 5 ' -AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT [Ba r c o

d e配列 ] CGCCTCTCCGAGA GTGT-3' (配列番号 2 5 〜配列番号 2 8 )

5 ' -CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTCGCCTCTCCGAGACCGCTGTGT-3' (配

列番号 3 8 )

( ここで、 [ B a r c o d e 配列 ] は、次世代 シー クェ ンサ一での解析 の際

にサ ンプル を見分 けるための 4 ~ 7 塩基の任意の配列である。サ ンプル ごと

に違 う B a r c o d e 配列 を有 した プライマ 一 を用いた。）

P C R 反応 は、バ イオ メ トラ社 のサ一マルサ一キユラ一を用い、 9 6 °C 1

分保温後、 9 5 °C 1 5 秒、 4 6 °C 2 0 秒、 7 2 °C 6 0 秒 を 1サイクル、 9 5 °C

1 5 秒、 7 2 °C 6 0 秒 を 3 5 サイクル行 った。 P C R 用試薬 は、東洋紡社 の K

OD-Neo-p Lu s を使用 した。

[ 0 165] 増幅 した P C R 産物 を l l l u m i n a G e n o m e A n a l y z e

r ( イル ミナ社） によ り、 D N A プライマ 一、 5 ' -ACACTCTTTCCCTACACGACGCTC

TTCCGATCT-3' (配列番号 4 ) を用いて、配列解析 を行 った。

[ 0 166] 得 られた約 1 0 0 0 万〜 2 0 0 0 万 クラスタ一 （約 1 0 0 0 万〜 2 0 0 0

万個 の才 リゴヌク レオチ ド）の配列 を解析 し、 チ ュー ブに加 えた核酸 ライプ

ラ リーのランダマイズされた部分 に相 当する配列 と、 どのチ ュー プに相 当す

るかを示すバー コー ド配列か ら、 ス トレブ 卜ア ビジ ンに結合 し、 それぞれの

条件で溶 出 した核酸 ライブラ リ一配列の解析 を行 った。 それぞれの物質 に特

異 的に結合する核酸配列 と、 それぞれの配列 に対する平均 クラスタ一数 （検

出されたそれぞれのオ リゴヌク レオチ ドの平均数） を表 6 に示す。



[ 表 6 ]

(註）値は、3つのサンプルの平均を取った値である。

[01 67] 表 6 では、 ス トレブ 卜ア ビジンビーズに結合 したアブタマ一を、 ス トレブ

卜ア ビジンを加えて溶 出 した場合 と、 9 8 °C で溶 出 した場合の得 られる核酸

配列のパ ター ンの違いを示 している。

[01 68] この違いは、 K o n 、 K o f f のようなアブタマ一 と標 的の間の物理的結

合状態が異なることが起因 していると考 え られ、 この情報 を用いることによ

り、 よ り厳密 に物質の特定を行 うことがで きる。

産業上の利用可能性

[01 69] 次世代 シークェ ンサ一 と、数塩基がランダマイズされた限 られた核酸 プ一



ル を用いることによ り、網羅的に、 ターゲ ッ ト分子に対する全ての核酸 アブ

タマ一の親和性 スぺ ク トル を取得 し、 タ一ゲ ッ 卜分子を検 出 定量するとい

う、 まった く新 しい発想の検 出システムが提供 される。 この手法が確立 され

た ことによ り、あ らゆる化合物、 タンパ ク質、 ウィルス型等 を検 出 定量す

るシ ステ ム を短時間で構築で きることにな り、検 出の分野 において、革新的

な技術 とな り得 る。

[01 70] 本 明細書で引用 した全ての刊行物、特許および特許出願 をそのまま参考 と

して本明細書 にとり入れるもの とする。

配列表 フ リーテキス ト

[01 7 1 ] 配列番号 1 ~ 3 、 2 0 2 3 3 0 ~ 3 1 、 3 6 ：ランダマイズ した核酸 ァ

プタマー

配列番号 1 ~ 1 9 、 2 4 2 9 3 2 3 5 3 7 、 3 8 : プライマ一

配列番号 3 9 ：F I a g ぺ プチ ド



請求の範囲

[ 請求項 1] 標 的分子を検 出する方法であ って、該方法が下記の工程 (a) ~ (e) :

(a) 標 的分子 と、 ランダマイズされた異なる配列を持つ複数の核酸 ァ

プタマ一か らなるオ リゴヌク レオチ ド集団 とを接触 させる工程、

(b) 前記標 的分子 と結合する才 リゴヌク レオチ ド集団を選別する工程

(c) 前記選別 した才 リゴヌク レオチ ド集団のそれぞれの配列を調べ る

工程、

(d) 前記選別 したオ リゴヌク レオチ ドの配列の中か ら、標 的分子に親

和性 を有する才 リゴヌク レオチ ド集団に特徴的な配列情報 を抽出する

工程、 および

(e) 前記配列情報 を基 に して、標 的分子を特定する工程、

を含む ことを特徴 とする、方法。

前記オ リゴヌク レオチ ド集団が、一般式 X ，N X N X n N n

_ X n ( ここで、各 X は特定の長 さの特定の塩基配列であ り、かつ、

とX n を除 く他の少な くとも 1 つの X は欠失されていてもよ く、

各 N は長 さ 1 塩基であ り、かつ、 G ， A , C ， T も しくは U またはそ

れ らの修飾 ヌク レオチ ドのいずれかであ り、 n は 2 ~ 3 0 の整数であ

る。）によって表 される塩基配列を有することを特徴 とする、請求項

1 に記載の方法。

X とX nが相補的に結合することを特徴 とする、請求項 2 に記載

の方法。

前記才 リゴヌク レオチ ド集団中の核酸 アブタマ一の個数が 3 以上 1

0 9以下であることを特徴 とする、請求項 1 ~ 3 のいずれか 1 項 に記

載の方法。

前記一般式の n が 5 ~ 1 0 の整数であることを特徴 とする、請求項

2 ~ 4 のいずれか 1 項 に記載の方法。

標 的分子 と結合 している才 リゴヌク レオチ ド集団を選別する工程 （



b ) が、 固相化 した標 的分子、あるいは担体 と結合 した標 的分子、 を

使用 し、標 的分子 と結合 していない才 リゴヌク レオチ ド集団を洗浄 に

よって除去 し、標 的分子 と結合 しているオ リゴヌク レオチ ドを選択す

ることを含む ことを特徴 とする、請求項 1 ~ 5 のいずれか 1 項 に記載

の方法。

標 的分子 と結合 している才 リゴヌク レオチ ド集団を選別する工程 （

b ) が、酵素 を用いて、結合 していないオ リゴヌク レオチ ドを消化 し

、標 的分子 と結合 しているオ リゴヌク レオチ ドを選択することを含む

ことを特徴 とする、請求項 1~ 5 のいずれか 1 項 に記載の方法。

選別 したオ リゴヌク レオチ ド集団の配列を調べ る工程 （c ) が、塩

基配列決定を行 うことを特徴 とする、請求項 1 ~ 7 のいずれか 1 項 に

記載の方法。

才 リゴヌク レオチ ド集団の特徴的な配列情報 を抽出する工程 （d )

が、標 的分子 と結合するオ リゴヌク レオチ ド集団の配列 と、標 的以外

の分子 または標 的がない場合で得 られた才 リゴヌク レオチ ド集団の配

列 とを比較することによ り、標 的分子に親和性有するオ リゴヌク レオ

チ ド集団に特徴的な配列情報 を抽出することを含む ことを特徴 とする

、請求項 1 ~ 8 のいずれか 1 項 に記載の方法。

請求項 8 で配列決定 して得 られた特徴的な才 リゴヌク レオチ ドの集

団を使用することを特徴 とする、請求項 1 ~ 9 のいずれか 1 項 に記載

の方法。

前記工程 （b ) と前記工程 （c ) の間に、 （f ) 前記選別 したオ リ

ゴヌク レオチ ド集団を増幅する工程 を含む ことを特徴 とする、請求項

1 ~ 0 のいずれか 1 項 に記載の方法。

前記才 リゴヌク レオチ ド集団の一部の配列に修飾 ヌク レオチ ドを含

む ことを特徴 とする、請求項 1 ~ 1 1 のいずれか 1項 に記載の方法。

前記修飾がメチル化であることを特徴 とする、請求項 1 2 に記載の

方法。



[ 請求項 14 ] 前記才 リゴヌク レオチ ド集団の核酸 アブタマ一がぺ プチ ド、 ァミノ

酸、糖、ポ リアミンまたは脂質 と結合 していることを特徴 とする、請

求項 1 ~ 1 3 のいずれかに記載の方法。

[ 請求項 15 ] 上記オ リゴヌク レオチ ド集団の核酸 アブタマ一が、 〜八と ¾ 八

のキメラであることを特徴 とする、請求項 1 ~ 1 4 のいずれか 1 項 に

記載の方法。

[ 請求項 16 ] 請求項 1 ~ 1 5 のいずれか 1 項 に記載の方法 を用いて、上記才 リゴ

ヌク レオチ ド集団か ら、標 的分子に特異的に結合する、核酸 アブタマ

一を探索する方法。

[ 請求項 17 ] 標 的分子に結合 しない核酸 アブタマ一、 および、標 的分子に特異的

に結合する核酸 アブタマ一に標 的分子を含むサ ンプル を加えた後、両

者の核酸 アブタマ一を一緒 にヌク レア一ゼで処理 し、両者の核酸 アブ

タマ一の量比 を調べ ることによ り、標 的分子の定量 を行 うことを含む

、標 的分子の定量方法。

[ 請求項 18 ] 請求項 1 6 に記載の方法 によって得 られた、標 的分子に特異的に結

合する、核酸 アブタマ一を用いて標 的分子の定量 を行 う、請求項 1 7

に記載の方法。





INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

A . CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
C 1 2N1 5/09 ( 2 6 1 ) f C1 2Q1 / 6 8 ( 2 0 0 . 0 1 )

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B . FIELDS SEARCHED
Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
C 1 2N1 5 / 0 9 , C 1 2 Q 1 / 6 8

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)
CA/ B I 〇S I S /MEDLINE /WPI DS ( S T N ) , JST Plus ( JDreaml l )

C . DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

A J P 2 0 0 9 - 1 8 9 3 1 0 A (Ol ympu s Corp . ) . - 1 6
2 7 Augu s t 2 0 0 9 ( 2 7 . 0 8 . 2 0 0 9 ) ,
( a mi l y ： none )

A WO 2 0 0 9 / 0 5 3 6 9 1 l ( PRONOTA N . V . ) , 1 6
3 0 Apri l 2 0 0 9 ( 3 0 . 0 4 . 2 0 0 9 ) ,
& J P 2 0 1 1 - 5 0 0 0 7 6 A & U S 2 0 1 0 / 0 3 0 4 9 9 1
& E P 2 2 0 9 9 1 4 A l

A J P 2 0 0 8 - 1 0 2 6 7 5 A (NEC So f t , Ltd . ) , 1 6
0 1 a y 2 0 0 8 ( 0 1 . 0 5 . 2 0 0 8 ) ,
& U S 2 0 1 0 / 0 1 8 5 3 9 7 A l & E P 2 0 7 7 5 1 3
& 〇 2 0 0 8 / 0 4 7 8 7 6 A l

Further documents are listed in the continuation of Box C . See patent family annex.

* Special categories of cited documents: "T" later document published after the international filing date or priority
"A document defining the general state of the art which i s not considered date and not in conflict with the application but cited to understand

to be of particular relevance the principle or theory underlying the invention

"E earlier application or patent but published on or after the international "X document of particular relevance; the claimed invention cannot be
filing date considered novel or cannot b e considered to involve an inventive

L document which may throw doubts on priority claim(s) or which i s step when the document i s taken alone
cited to establish the publication date of another citation or other " document of particular relevance; the claimed invention cannot be
special reason (as specified) considered t o involve an inventive step when the document i s

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibnion or other means combined with one or more other such documents, such combination

"P" to the international filing date but later than being obvious to a person skilled in the art
& document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
2 8 Septembe r , 2 0 1 1 ( 2 8 . 0 9 . 1 1 ) 1 1 Octobe r , 2 0 1 1 ( 1 1 . 1 0 . 1 1 )

Name and mailing address of the ISA/ Authorized officer
Japane s e Patent O f f i c e

Facsimile No. Telephone No.
Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 2009)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

A L I U Q e t a l . , RNA Compre s s ：Grammar-ba sed
compre s s i on and i nformational complexi t y
mea surement o f RNA se condary s tructure , BMC
Bio i n f o rmat i c s , 2 008 , Vol . 9 , doi : 1 0 . 1186 / 1 471-
2 105 - 9- 17 6

A JOL A A e t a l . , u l tipl exed ma s s ivel y paral l e l
SELEX for characteri z a t on o f human
t rans cripti on facto r b i ndi ng spe c i f i c i t i e s ,
Genome Re s . , 2 0 10 . 0 6 , Vol . 2 0 , No . 6 , pp . 8 61 - 8 73

A THODIMA V e t a l . , Riboapt DB ：a comprehens ive
databas e o f ribo z yme s and aptame r s , BMC
Bio i n f o rmat i c s , 2 00 6 , Vol . 7 , Suppl . 2 , do : 10 .
1 18 6/ 1471 - 2 105 - 7- S2 - S6

A JEONG S e t a l . , Se l ecti on o f RNA aptamer s
spe c i f i c t o act ive pro s tate- speci f i c ant igen ,
Biote chno l . Lett . , 2 0 10 . 03 , Vo l . 32 , No . 3 ,
p p . 3 7 9- 3 85

A DJORDJEVI C M, SELEX experiment s ： new pro spect s ,
appl i cati on s and data anal y s i s i n i n f e rring
regul atory pathways , Bi omo l . Eng . , 2 007 , Vol . 2 4 ,
No . 2 , p p . 17 9- 18 9

A L I N J S e t a l . , Aptame r - bas ed regional l y
prote cted PCR for prote i n dete c t ion , Cl i n .
Chem . , 2 0 09 . 0 9 , Vol . 5 5 , No . 9 , pp . 1 68 6- 1 693

A WO 2009 / 1 07803 A l (Sony Co r p . ) ,
03 Septembe r 2 009 ( 03 . 0 9 . 2 00 9 ) ,
& US 2010 / 0317128 A l & EP 224 6446 A l

A WO 1997 / 3 8134 A l (NEXSTAR PHARMACEUT I CALS
INC . ) ,
1 6 Octobe r 1 997 ( 1 6 . 1 0 . 1 997 ) ,
& J P 2000 - 5 08169 A & US 5 8742 18 A
& EP 1015 62 7 A l

P , A J P 2011 - 2 4473 A (NEC So f t , Ltd . ) ,
1 0 February 2 011 (1 0 . 02 . 2 011 ) ,
( ami l y ： none )

Form PCT/ISA/2 10 (continuation of second sheet) (July 2009)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT / JP2 0 1 1 / 0 6 5 2 0 5

Box No. I I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2 . □ Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Ill Observations where unity of invention i s lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:
The i nventi o n d e s cribed i n c l aim 1 and the inventi o n s d e s cribed i n c l aims

1 7 and 1 8 d o not have the same o r c o rre spondi n g special techni cal feature .
The claims include the f o l l owing two i nventi o n s -

( I nvent ion 1 ) h e i nventi o n s d e s cribed i n c l aims 1 - 1 6 .
A method f o r i dent i fyi n g a target mol ecul e , compri s ing bri nging a c o l l ection

o f o l i gonucl eoti d e s compo sed o f mult iple nucle i c a c d a p tame r s having d i fferent
randomai z e d s equence s i nto contact with the target mol ecul e , ext ract ing
s equence i nformati o n characte r i s t c t o a col l e c t ion o f o l i gonucl eoti d e s having
a n a f f n i t y for the target mo l e cule from the

( conti nued t o extra sheet )

A s all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

A s all searchable claims could be searched without effort justifying adaitional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

A s only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4 I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report i s
restricted to the invention first mentioned in the claims; it i s covered by claims Nos.:

1 - 1 6

Remark on Protest [_ ] The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified m the invitation.

N o protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (July 2009)
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and i dent i fyi ng the target mol ecul e based on the sequence i nformati on ;
or a method for searching for an aptame r employing the above-ment ioned
method .

(I nventi on 2) The invent ions described i n claims 17 and 18.
Amethod for quant i fyi ng a target mol ecul e, compri si ng addi ng a sample

contai ni ng the target mo l ecule t o a nucl ei c acid aptamer that cannot
bi nd t o the target mol ecul e and a nucle i c acid aptamer that can bind
speci f cal l y t o the target mol ecul e, t reat ing both the nucle i c acid
aptame r swi t h a nucleas e simul taneous l y , and dete rmining the rati o between
the amount s of the nucle i c aci d aptame r s , thereby achi eving the
quanti f cati on of the target mole cule .

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 2009)
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A . 発明の属す る分野の分類 （国際特許分類 （I P C ) )

Int .C l . C12N15/09 (2006. 01) i , C12Q1/68 (2006. 01) i

B . 調査 を行った分野
調査 を行った最小限資料 （国際特許分類 （I P C ) )

Int .C l . C12N15/09, C12Q1/68

最小限資料以外の資料で調査 を行 った分野に含まれ るもの

国際調査で使用 した電子データベー ス （データベー ス の名称 、調査 に使用 した用語）

CA/BIOSIS/MEDLINE/WPIDS (STN) ，JSTPlus (JDreaml l )

C . 関連す ると認 め られ る文献
引用文献の 関連す る
カテ ゴ リ一 水 引用文献名 及び一部の箇所が関連す るときは、そ の 関連す る箇所の表示 請求項 の番号

A JP 2009-189310 A (ォ リ ン パ ス 株式会社）2009. 08. 27, 1-16
( フ ア ミ リーな し）

A 0 2009/053691 Al (PR0N0TA NV) 2009. 04. 30， 1-16
& JP 2011-500076 A & US 2010/0304991 Al & EP 2209914 Al

A JP 2008-102675 A (N E C ソ フ ト株式会社）2008. 05. 01, 1-16
& US 2010/0185397 Al & EP 2077513 Al & WO 2008/047876 Al

c 欄の続 きにも文献が列挙 されてい る。 パテン トファミリーに関す る別紙 を参照。

* 引用文献のカテ ゴリー の 日の後に公表 された文献
ΓΑ 」特 に関連のある文献ではなく、一般的技術水準 を示す 「τ 」国際出願 日又は優先 日後 に公表 された文献であって

もの 出願 と矛盾す るもの で はな く、発明の原理又は理論
ΓΕ 」国際出願 日前の出願 または特許 であるが、国際出願 日 の理解 のために引用す るもの

以後 に公表 されたもの rx 」特に関連のある文献であって、当該文献のみで発明
「L 」優先権主張に疑義 を提起す る文献又は他 の文献の発行 の新規性又は進歩性がない と考 え られ るもの

日若 しくは他 の特別 な理 由を確 立す るために引用す ΓΥ 」特に関連のある文献であって、当該文献 と他の 1 以
る文献 （理 由を付す） 上の文献 との、当業者 に とって 自明である組合せ に

Γθ 」 口頭 による開示、使用、展示等に言及す る文献 よって進歩性 がない と考 え られ るもの
「Ρ 」国際出願 日前で、かつ優先権の主張の基礎 となる出願 Γ& 」同一パ テ ン トファミリー文献

国際調査 を完了 した 日 国際調査報告の発送 日
2 8 . 0 9 . 2 0 1 1 1 1 . 1 0 . 2 0 1

国際調査機 関の名称及びあて先 特許庁審査官 （権限のある職員） 4 Ν 3 4 3 5

日本 国特許庁 （I S A J Ρ ) 西村 亜希子
郵便番号 1 0 0 — 8 9 1 5

東京都千代 田区霞が関三丁 目 4 番 3 号 電話番号 0 3 — 3 5 8 1 — 1 1 0 1 内線 3 4 8 8
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c (続 き） . 関連すると認められる文献
引用文献の 関連する
カ テ ゴ リ一 水 引用文献名 及び一部の箇所が関連するときは、そ の 関連する箇所の表示 請求項の番号

A LIU et al. , RNACorapress ：brararaar-basea compression and 1-16
informational complexity measurement of RNA secondary
structure, BMC Bioinforraatics, 2008, Vol. 9，

doi : 10. 1186/1471-2105-9-176

A J0LMA A et al. ， Multiplexed massively para 丄丄e l SELEX for 1-16
characterization of human transcription factor binding
specificities, Genome Res. ， 2010. 06， Vol. 20， No. 6， pp. 861—873

A TH0DIMA V et al. , RiboaptDB ： a comprehensive database of 1-16
ribozyraes and aptaraers, BMC Bioinforraatics, 2006, Vol. 7，
Suppl. 2， doi ：10. 1186/1471-2105-7-S2-S6

A JE0NG S et al. ， Selection o RNA aptaraers specific t o active 1-16
prostate-specific antigen, Biotechnol. Lett. ， 2010. 03， Vol. 32,
No. 3， pp. 379-385

A DJORDJEVIC M, SELEX experiments ：new prospects, applications and 1-16
data analysis i n inferring regulatory pathways, Biomo 丄. Eng. ，

2007 ， Vol. 24， No. 2， pp. 179-189

A LIN JS et al. ，Aptamer-based regionally protected PCR for protein 1-16
detection, Clin. Chera. , 2009. 09， Vol. 55, No. 9, pp. 1686— 1693

A 0 2009/107803 A l ( ソ ニ ー 株式会社） 2009. 09. 03, 1-16
& US 2010/0317128 A l & EP 2246446 A l

A 0 1997/38134 A l (NEXSTAR PHARMACEUTICALS INC. ) 1997. 10. 16， 1-16
& JP 2000-508169 A & US 5874218 A & EP 1015627 A l

P，A JP 2011-24473 A ( N E C ソ フ ト株式会社） 2011. 02. 10, 1-16

( フ ア ミ リーな し）
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国際調査報告 国際出願番号 P C T / J P 2 0 1 1 / 0 6 5 2 0 5

第 Π欄 請求の範囲の一部の調査ができない ときの意見 （第 1 ページの 2 の続き）

法第 8条第3項 （P C T 17条 （2) (a) ) の規定によ り、 こ の 国際調査報告 は次の理 由に よ り請求の範 囲の一部 について作
成 しなかった。

1 . Γ" 請求項 は、この国際調査機 関が調査 をす るこ とを要 しない対象 に係 るものである。
つま り、

請求項 は、有意義な国際調査 をす ることができる程度まで所定の要件 を満
ない国際出願 の部分に係 るものである。つま り、

3 . 請求項 は、従属請求の範囲であって P C T 規則 6. 4 (a) の第 2 文及び第3文の規定に
従って記載 されていない。

第 欄 —発明の単一性が欠如 しているときの意見 （第 1 ページの 3 の続 き）

次に述べ るよ うにこの国際出願 に二以上の発明があるとこの国際調査機 関は認 めた。
請求項 1 に係る発明と、請求項 1 7，1 8 に係る発明は、同一の又は対応する特別な技術的特徴を有 しない。そ して、請

求の範囲には以下に示す 2 つの発明が含まれる。
(発明 1 ) 請求項 1 1 6 に係る発明
ランダマイズされた異なる配列を持つ複数の核酸アブタマ一からなるオリゴヌクレオチ ド集団と標的分子を接触 させ、標

的分子 と結合するォ リゴヌ クレオチ ドの配列から標的分子と親和性を有するォ リゴヌクレオチ ド集団に特徴的な配列情報を
抽出し、前記配列情報を基にして標的分子を特定する方法もしくは前記方法を用いてアブタマ一を探索する方法。
(発明 2 ) 請求項 1 7，1 8 に係る発明
標的分子に結合 しない核酸アブ タマ一、および、標的分子に特異的に結合する核酸アブ タマ一に標的分子を含むサ ンプル

を加えた後、両者の核酸ァプ タマ一を一緒にヌクレアーゼで処理 し、両者の核酸ァプタマ一の量比を調べることにより、標
的分子の定量を行 うことを含む、標的分子の定量方法。

1 . 出願人が必要な追加調査手数料 をすベて期間内に納付 したの で 、 この 国際調査報告は、すべての調査可能な請求
項について作成 した。

2 . 追加調査手数料 を要求す るまでもなく、すべての調査可能な請求項について調査す ることができたので、追加調
查手数料の納付 を求めなかった。

3 . 出願人が必要な追加調査手数料 を一部のみ しか期間内に納付 しなかったの で 、 この国際調査報告は、手数料の納
付のあった次の請求項のみについて作成 した。

4 . お 出願人が必要な追加調査手数料 を期間内に納付 しなかったの で 、 この 国際調査報告は、請求の範囲の最初に記載
されてい る発明に係 る次の請求項について作成 した。

請求項 1 1 6

追加調査手数料の異議の申立てに関す る注意
□ 追加調査手数料及び、該当す る場合には、異議 申立手数料の納付 と共に、出願人か ら異議 申立てがあった。

追加調査手数料の納付 と共に出願人か ら異議 申立てがあつたが、異議 申立手数料が納付命令書に示 した期間
内に支払われなかった。

追加調査手数料の納付はあったが、異議 申立てはなかった。

様式 P C T I S A 2 1 0 (第 1 ページの続葉 （2 ) ) ( 2 0 0 9 年 7 月）
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