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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
第１のテザー部分長を有する第１のテザー部分と繋がる第１の生体分子、及び第２のテザ
ー部分長を有する第２のテザー部分と繋がる第２の生体分子の親和性を測定する方法であ
って、互いに近接した第１の生体分子及び第２の生体分子の結合を決定し、該第１のテザ
ー部分長及び該第２のテザー部分長の少なくとも一方を変え、該第１の生体分子及び該第
２の生体分子の結合を決定することを含み、該第１の生体分子及び該第２の生体分子が担
体と繋がるか、かつ／又は該第１の生体分子及び該第２の生体分子が一緒に繋がる、方法
。
【請求項２】
前記テザーがＹ字型である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記第１のテザー部分及び前記第２のテザー部分の各々の長さを独立して変える、請求項
２に記載の方法。
【請求項４】
前記第１の生体分子及び前記第２の生体分子は直鎖分子配列で一緒に繋がる、請求項１に
記載の方法。
【請求項５】
前記第１の生体分子及び／又は前記第２の生体分子が担体と繋がる、請求項１に記載の方
法。
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【請求項６】
前記第１の生体分子及び前記第２の生体分子の両方が担体と繋がる、請求項５に記載の方
法。
【請求項７】
前記第１の生体分子及び前記第２の生体分子が一緒に繋がり、前記担体と繋がる、請求項
６に記載の方法。
【請求項８】
前記担体が固形担体である、請求項５～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
前記第１のテザー部分及び前記第２のテザー部分が単一のテザーで与えられる、前記いず
れか１項に記載の方法。
【請求項１０】
それぞれの生体分子の動きによって規定される実質的に半球形の行程体積が重複し、第１
の生体分子及び第２の生体分子が互いに結合することができるように、該第１の生体分子
及び該第２の生体分子が互いに密接している、前記いずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
前記第１のテザー部分長及び前記第２のテザー部分長を変えることによって、前記第１の
生体分子及び／又は前記第２の生体分子の有効濃度を変えることができる、前記いずれか
１項に記載の方法。
【請求項１２】
第３の生体分子が影響を及ぼす結合反応の範囲が、前記第１の生体分子と前記第２の生体
分子との結合を決定することによって決定される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
少なくとも１つのテザー部分がヌクレオチドを含む、前記いずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
前記テザー部分又はそれぞれのテザー部分が二本鎖ＤＮＡを含む、請求項１３に記載の方
法。
【請求項１５】
前記テザー又はそれぞれのテザーが、カーボンナノチューブ、アミロイドフィブリル又は
ポリマーを含む、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
前記ポリマーが、ＤＸハイブリッド等のＤＮＡ交差複合体である、請求項１５に記載の方
法。
【請求項１７】
少なくとも１つのテザー部分がオリゴヌクレオチドアンカーによって前記固形担体と繋が
る、請求項８～１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
前記第１のテザー及び前記第２のテザーに対するアンカーオリゴヌクレオチドが連続して
合成される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
互いに分子的に近接である前記第１の生体分子と前記第２の生体分子との割合が、相互作
用する第１の生体分子と第２の生体分子との割合を示す、前記いずれか１項に記載の方法
。
【請求項２０】
結合する第１の生体分子と第２の生体分子との割合が、該第１の生体分子及び該第２の生
体分子それぞれに付着するか、又は一体化した第１のフルオロフォアと 第２のフルオロ
フォアとの間のフォスター共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）の強度によって決定される、
前記いずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
前記固形担体がスライドガラスであり、オリゴヌクレオチドアンカー又はテザーが、該ス



(3) JP 5133895 B2 2013.1.30

10

20

30

40

50

ライドガラスの表面上にアレイ状にプリントされる、請求項８～１７のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項２２】
前記担体が、特異的に繋がった第１の生体分子と第２の生体分子との組合せと結合するマ
イクロビーズによって与えられる、請求項１０～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
前記第１の生体分子及び前記第２の生体分子の少なくとも一方が、ｍＲＮＡ－ＤＮＡ接合
体の３'末端近く、又は３'末端においてそのＣ末端で新生ペプチドを共有結合させるｉｎ
ｖｉｔｒｏ翻訳反応によって第１の核酸テザーと連結されたタンパク質又はポリペプチド
生体分子である、請求項１３～２２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
第１の生体分子と第２の生体分子との間の相互作用のＫdが、或る濃度範囲の該第１の生
体分子及び該第２の生体分子に対して結合した第１の生体分子と第２の生体分子との割合
を決定すること、次いで、該第１の生体分子及び該第２の生体分子の最大半量結合に必要
な該第１の生体分子又は該第２の生体分子の濃度（Ｋd）を決定することによって決定さ
れる、前記いずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
前記第１の生体分子と前記第２の生体分子との間の相互作用に対するＫoff値が、該第１
の生体分子及び該第２の生体分子の初期飽和濃度を提供すること、第２のテザー部分又は
アンカーを切断すること、並びに結合した第１の生体分子及び第２の生体分子のレベルの
任意の変化をモニタリングすることによって決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
前記第１の生体分子と前記第２の生体分子との間の相互作用の調節因子の効果を決定する
ときの該第１の生体分子と該第２の生体分子との間の相互作用のＫd付近に該第１の生体
分子及び該第２の生体分子の濃度を設定することを含む、請求項１～１８のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項２７】
前記いずれか１項に記載の方法によって第１の生体分子及び第２の生体分子の親和性を決
定する装置であって、第１のテザー部分長を有する第１のテザー部分と繋がる第１の生体
分子と、第２のテザー部分長を有する第２のテザー部分と繋がる第２の生体分子と、隣接
した第１の生体分子及び第２の生体分子の互いの結合を決定する手段と、第１のテザー部
分長及び第２のテザー部分長の少なくとも一方を変える手段とを備える装置。
【請求項２８】
前記第１の生体分子及び前記第２の生体分子が溶液中にある、請求項２７に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、排他的ではないが特に、生化学的経路の分析の分野、並びにタンパク質及び
ポリペプチド等の生体分子間の相互作用の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ハイスループット実験技法の使用によってここ数年で生物学的情報が急増している。こ
れらの技法は、ゲノムシーケンシング、マイクロアレイ解析、酵母２－ハイブリッドタン
パク質－タンパク質相互作用測定からＲＮＡｉスクリーニング及び細胞生物学的プロセス
を研究するための自動画像解析の使用にまで及ぶ。
【０００３】
　それぞれ「オミクス（-omic）」技法を首尾よく実施した後、一組の技法と次の技法と
の接点において機会及び障害が生じる。１つの重要な障害は生化学的なものである。
【０００４】
　タンパク質複合体から形成される分子機械は、最も多くの細胞プロセスの基礎をなす構
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築ブロックである。酵母２－ハイブリッド技法等の技法が、ゲノム規模でタンパク質対間
の二成分相互作用を同定するのに用いられている一方で、複合体の精製及び質量分析を用
いた相補的な解析によって、それぞれの分子機械を含む成分の組合せの同定が始まってい
る。しかし、生化学的相互作用の詳細な研究には、これらの特性がどのように生理学的に
調節されるかを研究するための技法と共に、親和性結合及び速度定数を明らかにすること
が必要である。
【０００５】
　熱量測定及び蛍光偏光測定を含む標準的な「試験管」生化学技法では、μｇ～ｍｇ量の
可溶性タンパク質を産生及び精製するのに多大な時間を必要とし、したがってハイスルー
プット適用のためにスケールアップすることは考えられない。潜在的により有望な技法で
ある表面プラズモン共鳴（Ｂｉａｃｏｒｅ（登録商標））では必要とされるタンパク質は
幾らか少なく、（幾つかのフォーマットで）不純物の存在に耐えることができるが、タン
パク質の測定を注意深く進め（the careful timed flow of assay protein）、その後固
定化した結合パートナー上で洗浄溶液で洗浄させる必要があり、したがってハイスループ
ット解析に安易に適応するとは考えられない。表面プラズモン共鳴及び熱量測定に関する
典型的なタンパク質の必要量が以下に記載される。
【０００６】
等温滴定熱量測定
基準（Measures）：Ｋd、化学量論（ｎ）、ΔＧ、ΔＮ
必要量：１０μＭの溶液１ｍｌ、２０ｎモル、５０ＫＤａのタンパク質１ｍｇ。
【０００７】
表面プラズモン共鳴（Ｂｉａｃｏｒｅ（登録商標））
基準　：Ｋon、Ｋoff、Ｋd

必要量：１００ｎＭの溶液２ｍｌ、２００ｐモル、５０ＫＤａのタンパク質１０μｇ*。
＊典型的な一連の実験に基づく計算は、約１０ｎＭ範囲の結合親和性を確立するのに必要
であった。これらの測定に高レベルのタンパク質が必要なのは、「飽和」結合リガンドの
濃度に対する必要量が解離定数より４～１０倍高いためである。このことによって、表１
に示される典型的な要件が課せられる。
【０００８】
【表１】

【０００９】
　これらのレベルのタンパク質では多大な時間、及び比較的高価な従来のタンパク質合成
及び精製システムを必要とする。
【００１０】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳「プルダウン（pull-down）」実験は、翻訳抽出物中に生成され
た少量の放射標識タンパク質（１００～１５０ｎｇ生成）間の結合相互作用を明らかにす
るのに用いることができる。しかし、酵母２－ハイブリッド技法と同様に、この実験は非
定量的であり、ピコモル～低ナノモル範囲の親和性に対してはスクリーニングを行うが、
より小さい親和性相互作用に関してはスクリーニングすることができないという欠点があ
る。
【００１１】
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　定量的で感受性が高く、用いられる分析物（analyte）が少量でよく、必要とされる被
分析物のモル数が少なくてよく、高（最大で中程度のマイクロモル、典型的には約１～５
ｐＭから約１０～２０μＭ）濃度を達成することができ、超並列解析（massively parall
el analyses）に適合可能であり得る新規のハイスループット生化学的技法が要求されて
いる。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明の一態様によれば、第１のテザー部分長を有する第１のテザー部分と繋がる第１
の生体分子、及び第２のテザー部分長を有する第２のテザー部分と繋がる第２の生体分子
の親和性を測定する方法であって、隣接した第１の生体分子及び第２の生体分子の互いの
結合を決定し、第１のテザー部分長及び第２のテザー部分長の少なくとも一方を変え、第
１の生体分子及び第２の生体分子の結合を決定する方法が提供される。
【００１３】
　本発明の方法は、生体分子量の濃度を非常に正確に制御することができ、またごくわず
かな量しか生体分子を必要としない、すなわちピコリットル～アトリットル量で平衡結合
研究を行うことができるという点で利点がある。容量が少ないことで、一連の濃度依存的
な生化学的測定が、非常に少ないインプット量のそれぞれの生体分子で行うことができる
。例えば、本発明による方法を従来の技法と比較する理論的判定において、従来の熱量測
定には、２０ナノモルのタンパク質又は５０ＫＤａのタンパク質１ｍｇが必要であり、表
面プラズモン共鳴では、５０ＫＤａのタンパク質１０μｇに対応する２００ピコモルのタ
ンパク質が必要である。これに対し、本発明による類似の方法では、わずか１０アトモル
及び５０ＫＤａのタンパク質に対して５０ｐｇが必要なだけである。典型的には、ナノリ
ットル～ゼプトリットル、好ましくはピコリットル～アトリットル量の第１の生体分子及
び／又は第２の生体分子が用いられる。
【００１４】
　これに関連して、「生体分子」という用語には天然分子及び合成分子の両方が含まれる
。
【００１５】
　第１の生体分子及び第２の生体分子は、スライドガラス又はマイクロビーズ等の固形担
体と繋がり得る。このような形態において、第１の生体分子及び第２の生体分子は同じ固
形担体と別々に繋がっている。代替的には、第１の生体分子及び第２の生体分子は、「Ｙ
字型」配列で共に繋がり得る。別の実施の形態では、第１の生体分子及び第２の生体分子
は、「直鎖分子」配列ではテザーで連結されるが、固形担体と繋がることができない。例
えば、第１の生体分子及び第２の生体分子は共に繋がり、溶液中に存在し得る。
【００１６】
　生体分子が固形担体と繋がる場合、生体分子は固形担体上で無作為に配置され得る。代
替的に、第１の生体分子及び第２の生体分子が、別々の部分間でギャップを埋めるように
「広がる」場合にのみ相互作用するように、生体分子は、固形担体の別々の部分、又は固
形担体上の決められた領域と繋がり得る。別々の部分間の距離及び／又はテザー長を制御
することによって、結合生体分子と自由生体分子との割合を変えることができ、上記の親
和性の決定を可能にする。結合のために部分を連続的に脱保護するのに、フォトリソグラ
フィ、電子リソグラフィ又はイオンビームリソグラフィを含む一連の技法を用いて、表面
の別々の部分を第１の生体分子及び第２の生体分子と結合させることができる。代替的に
、選択的な局所表面修飾を導入するのに、原子間力顕微鏡チップを用いた直接エッチング
／修飾を用いることができる。この種のアプローチの利点は、平均距離に依存するよりも
むしろ、分子間距離を直接的に制御することができることである。原則として、これによ
って生体分子の濃度がより正確に制御することができる。
【００１７】
　第１の生体分子及び第２の生体分子が固形担体と繋がる好ましい実施の形態では、この
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方法は、ナノスケールの反応帯で動作するように配置することができる。第１の生体分子
及び第２の生体分子の少なくとも幾つかが互いに隣接するように互いの近くにテザーを固
定することによって、反応帯の形成を達成することができ、それにより、各生体分子の自
由端で定められた実質的に半球形の行程体積が重複することで、第１の生体分子及び第２
の生体分子を互いに結合させることが可能になる。それぞれの半球形ボリュームの容積は
、約２×１０3～１×１０12ｎｍ3であり得る。テザー部分の長さを変えることによって、
生体分子の有効濃度を制御することができ、定量分析を可能にする。
【００１８】
　テザーの剛性は、可撓性ロッドの単一曲げ（single bending）パラメータとして剛性を
特徴付ける実験的に測定されたパラメータである持続長（Ｐ）に関して考慮される（Bust
amante, C, J. F.他1994. Science. 265:1599 -1600、及びMarko, J. F., and E. D. Sig
gia. 1995. Stretching DNA. Macromolecules. 28:8759-8770）。溶液中でＤＮＡ等のポ
リマーから構成されるテザーが比較的長い（Ｐ＞テザーの輪郭長の約５倍以下）場合、テ
ザーは持続長（Ｐ）で特徴付けられる蠕虫状鎖モデルで表すことができる。持続長よりも
かなり長い分子（ＰがｄｓＤＮＡに関して約５０～９０ｎｍに等しい）は、セグメント長
２Ｐ及びセグメント密度のガウス分布で自由に連結した鎖のランダムコイルのように動く
。
【００１９】
　テザーの長さを変えることに加えて、アンカー間の距離を変更して、行程体積の重複を
変えることができる。繋留分子の化学量論を変更し、長い可撓性テザーを用いるという特
別な場面を十分に活用するのに、この方法を用いることができる。
【００２０】
　自由ＤＮＡ末端分布の確率を算出するのに、コンピュータシミュレーション（Monte Ca
rlo）を用いている（例えばJian and Vologodskii (1997).著「A combined wormlike- ch
ain and bead model for dynamic simulations of long linear DNA」 J. Comp. Physics
 136 ppl68-179.を参照されたい）。
【００２１】
　ナノテザーに関してテザーの自由端の確率分析は、テザーの剛性、温度及びイオン条件
を含む多くの因子によって決定される。持続長に比例して長いテザーを用いることによっ
て（例えばＰが５倍を超える）、アンカー間の距離が変わり、実質的に半球形の行程体積
内の有効濃度勾配を調べることができる。
【００２２】
　この濃度勾配において、最も低い濃度は、完全輪郭長（直線に伸ばす）のテザーによっ
て掃引された表面に最も近くなる。したがって、この濃度は、エントロピーを考慮して平
均質量中心に近い最大値まで増大する。このように、２つの繋がった生体分子が特定のア
ンカー間の距離で相互作用する確率は算出された確率分布に依存し、アンカー間の距離が
低減するにしたがって増大する。行程体積内の可撓性テザーの確率分布を変更させるアプ
ローチ（例えば、バルク液体流を誘導すること又は振動担体の使用）を用いて、これらの
持続長を大幅に超えて、テザーの有用性を高めることができる（例えば２０～４０倍のＰ
）。
【００２３】
　一連の「テストケース」の生体分子相互作用（例えばＧＳＫ－３及びアキシンペプチド
、ストレプトアビジン－ビオチン、抗体－抗原）の相互作用分布を測定することによって
、確率分布をアンカー間の距離と関連付けること、及びこれを親和性結合定数と直接的に
一致させることができる。この過程の代替的な数学モデルは、Jianの研究に基づき作製す
ることもできる（上記）。
【００２４】
　テザー長及びアンカー間の距離の両方を変えることが、繋留生体分子の濃度を変える方
法として提唱される。Ｐ値が高い持続長では、確率分布が親和性を算出する最も効果的な
方法であり得る。直鎖分子又はＹ字型分子の実施の形態では、第１のテザー部分長及び第
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２のテザー部分長を変えて生体分子濃度を変えることができる。
【００２５】
　互いに分子的に近接である第１の生体分子と第２の生体分子との割合を測定する技法を
、相互作用する第１の生体分子と第２の生体分子との割合を定量するのに用いることがで
きる。例えば、互いに分子的に近接した第１の生体分子と第２の生体分子との割合は、フ
ォスター共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）で決定することができる。
【００２６】
　好ましい方法において、アッセイの読み出しは、第１の生体分子及び第２の生体分子に
付着するヘッドオリゴヌクレオチドと結合したフルオロフォア間のＦＲＥＴの強度である
。第１の生体分子に付着したフルオロフォアに対する励起極大に適切なレーザーを用いて
、このフルオロフォアを励起する。第２の生体分子に付着したフルオロフォアからの波長
極大での発光を記録し、ＦＲＥＴレベルを評価する。実際にＦＲＥＴが起こるには、第１
のフルオロフォアの励起分子が、エネルギーを移動させるために第２のフルオロフォアと
分子的に近づく必要があり（１０ｎｍ未満）、第２のフルオロフォアが特徴的な波長で発
光する。第１の生体分子及び第２の生体分子が、第１の生体分子／第２の生体分子の複合
体が形成されるために分子的にも近接である場合に、このようなことが起こる。ＦＲＥＴ
技法の好ましい変形形態では、この技法の感度が改善されているので、蛍光寿命測定（Ｆ
ＲＥＴ／ＦＬＩＭ）が、ＦＲＥＴの時間依存性を測定するのに用いられる（「Fluorescen
ce Lifetime Imaging: An emerging technique in Fluorescence Microscopy」 C.G. Mor
gan, Chromosome Research, 4(4), 261-263, 1996.）。適切な制御（例えば、第１の生体
分子及び第２の生体分子単独のスポット）がシグナルレベルを正規化するのに用いられる
。
【００２７】
　好ましい実施の形態において、ＦＲＥＴは、繋留生体分子のアレイを含有するスライド
ガラス上でレーザーを当てるのにレンズを用いて測定することができる。他の実施の形態
では、他の目的に対する設計のために共焦点顕微鏡が有する制限を克服するのに、専用設
備を準備する。特に、光電子増倍管及び冷却した電荷結合素子（ＣＣＤ）の使用により、
低レベルのＦＲＥＴシグナルの検出感度を高め、潜在的に単一の第１の生体分子と第２の
生体分子との繋留対の間でＦＲＥＴを検出することができる（例えば、Walter他, Biopol
ymers (Nucleic Acid Sciences), Vol. 61, 224-241 (2002)を参照されたい）。代替的に
は、全内部反射蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦ）を用いてもよい（「Surface fluorescence micro
scopy with evanescent illumination.」 Axelrod, D., Light Microscopy in Biology, 
Lacey, A. (ed), Oxford University Press, New York, 399-423 (1999)）。
【００２８】
　代替溶液において、光を吸収するが、異なる色で光を迅速に再放出するナノ結晶である
ナノスケールの球又は「量子ドット」は、単一フルオロフォアに代わって繋がり得る。蛍
光分子の数が増加するために、これらの接合体でＦＲＥＴ効率が高くなり得る。代替的に
、ナノスケールの球によって、蛍光相関分光法を高解析度の光共焦点顕微鏡を用いて行う
ことが可能になる。２Ｋｂ（０．６μＭ）より長いテザーに関して、第１の生体分子／第
２の生体分子の複合体の形成は、蛍光ドット対の割合がいくつかの分離を示すものに比例
するために直接記録することができる。
【００２９】
　直鎖分子の場合の第１のテザー及び／又は第２のテザー、又は単一テザーがヌクレオチ
ドから形成され得る。好ましくは、テザーは二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）から生成される
。代替的に、テザーは、カーボンナノチューブ（D. H. Jung他著「Covalent attachment 
and hybridization of DNA oligonucleotides on patterned single-walled carbon nano
tube films」 Langmuir. 2004 Sep 28;20(20):8886-91.）、アミロイド線維、又は偶数（
典型的に４本、６本又は８本）鎖のＤＮＡを含み、ｄｓＤＮＡよりも幾らか剛性であるＤ
ＮＡ交差複合体、例えばＤＸハイブリッド（J. Am. Chem. Soc. (2000), 122, 1848-1860
, 「Construction, Analysis, Ligation, and Self-Assembly of DNA Triple Crossover 



(8) JP 5133895 B2 2013.1.30

10

20

30

40

50

Complexes」等の他のポリマーから生成され得る。さらに、ｄｓＤＮＡ等のテザーの「剛
性」又は持続長（Ｐ）及び静電荷が、化学的修飾、臭化エチジウム、又は典型的にはｄｓ
ＤＮＡ塩基間に挿入されるのが可能な有機化合物であるか、若しくは正に帯電し重合性が
あり、ＤＮＡの負に帯電したリン酸骨格に対する親和性に基づきＤＮＡとの複合体化する
、他の好適な相互キレート剤等の分子との相互キレート化によって調節され得る。ＤＮＡ
の剛性は、テザー長に沿ってＤＮＡ結合タンパク質と複合体形成することによっても変わ
り得る。他のテザーの剛性は他の手段によって調節され得る。例えば、ＤＸハイブリッド
を含むテザーの剛性は、それぞれのナノチューブを形成する同心円管の数を増やすことで
カーボンナノチューブを含むテザーに関して鎖の数を変えることで調節され得る。
【００３０】
　好ましい実施の形態において、可変長のｄｓＤＮＡのテザー部分が共にライゲーション
され、テザーを形成する。例えば、テザー体部分がヘッドテザー部分及びテイルテザー部
分と結合し、テザーを形成し得る。テザー体部分のヌクレオチドは、溶液中でテザーヘッ
ド部分及びテザーテイル部分とライゲーションし得る。
【００３１】
　非ヌクレオチドテザーに関して、化学的な架橋方法を用いて、ヘッドオリゴヌクレオチ
ドのリンカー及びテイルオリゴヌクレオチドのリンカーをテザーの体部分のそれぞれの末
端に付着することができる。
【００３２】
　テザーがヌクレオチドを含む場合、上記又はそれぞれのテザー部分の長さは典型的には
、約５０塩基対（ｂｐ）～５０Ｋｂ、好ましくは２００塩基対～２０ｋ塩基対、又は他の
テザーに対して３０～１２０００ｎｍ、好ましくは６０～６０００ｎｍであり得る。
【００３３】
　テザーは、アンカーによって表面と繋がり得る。アンカーは一本鎖アミノ修飾オリゴヌ
クレオチドであり得る。それから、テザー（ヘッド、体及びテイル）はアンカーオリゴヌ
クレオチドが固定されている固形担体にハイブリダイズすることができる。固形担体は修
飾ガラス基板であり得る。標準的な技法を用い、アンカーオリゴヌクレオチドを共有結合
させることができる（例えば、Chrisey, L.A., Lee, G.U., and O'Ferrall, E. (1996)著
「Covalent attachment of synthetic DNA to self-assembled monolayer films」 Nucle
ic Acids Res. 24:3031-3039を参照されたい）。好ましい方法は、アミノ修飾アンカーオ
リゴヌクレオチドを、アミノシラン及びｐ－フェニレン１，４ジイソチオシアネート（Ｐ
ＤＣ）等の作用物質で処理したガラス担体に結合させることを伴う。アガロース及びセフ
ァロースを含む、テザーを表面に結合させるように修飾することができる他の基板も考慮
される。
【００３４】
　一実施の形態において、担体のフォーマットは、オリゴヌクレオチドアンカー又はテザ
ーが、Genetixから入手可能なもの等の市販のスプリットピンアレイ装置を用いて、スポ
ットでアレイ上にプリントされるスライドガラスである。マイクロエレクトロニクスに由
来する縮小化技法に基づく、より専門的な固形担体が、分析をさらに縮小化し、読み出し
システムとより良好に統合させるように設計されたより洗練された実施態様に用いられ得
る。
【００３５】
　代替的なフォーマットにおいて、単一ビーズとテザーとの組合せの間に特有の関連性が
生じるフォーマットで結合するマイクロビーズによって担体が提供され得る。このフォー
マットが、この技術をマイクロ流体システムに適応させることを可能にし、特にテザーが
比較的長い、すなわち約５０μｍである場合、プローブ密度を高めることを可能にし、高
アンカー間の距離で高い親和性相互作用に対して試験するのに用いられる。好適なマイク
ロビーズには、ポリスチレン、被覆第一鉄／第二鉄粒子、金粒子、セファロース、アガロ
ース、ガラス又はカーボンが含まれ得る。
【００３６】
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　配列スポットの実施態様では、第１の生体分子及び第２の生体分子に対するアミノ末端
のオリゴヌクレオチドアンカーが修飾ガラス基板と共有結合し得る。一連の他のアプロー
チをテザー間の距離を変えるのに用いることができる。一実施態様において、オリゴヌク
レオチドアンカー間の距離は、特定のオリゴヌクレオチド混合物に滴定される非特異的な
アミノ末端のオリゴヌクレオチド（他のテザー成分と結合しないように設計される）の使
用によって増大する。非特異的なオリゴヌクレオチドの割合が大きければ、結果的に特異
的なオリゴヌクレオチドアンカー間に生じた距離も大きくなる。代替的には、オリゴヌク
レオチド結合の前に修飾シラン分子の割合が低減し得る。アンカー間の平均距離は最大の
オリゴヌクレオチドテザー能に対するテザー長より大きい距離と異なり得る。公開された
プロトコル（例えば、上記のChrisey他（1996））を用いることで可能になる最大結合密
度は、１．６ｎｍの平均アンカー間距離（spacing）に等しい１ｃｍ2当たり２０ピコモル
の結合ＤＮＡである（上記のChrisey, L. A.他(1996)）。このアンカー間密度は、通常約
５ｎｍ～約１μｍに及ぶアンカー密度の最確範囲に必要なものを大きく上回る。
【００３７】
　上記の実施態様において、非特異的なアミノ特異的オリゴヌクレオチドは、反応基をキ
ャップするように機能し、また担体表面を静電的に負にし、それにより負に荷電したＤＮ
Ａテザーの表面との連結を最小限にする。代替的に、疎水性脂質基はガラス表面と結合し
、疎水性－親水性の連結が不一致であるためにＤＮＡ表面連結が妨げられる。例えば、好
適な脂質基にはホスファチジルエタノールアミンが含まれ得る。
【００３８】
　代替的な実施態様において、隣接したアンカーオリゴヌクレオチドに存在する配列が連
続して（すなわち単一オリゴヌクレオチドとして）合成される。このことにより、第１の
テザー及び第２のテザーの両方に共通したアンカーが効率的に生成され、行程体積が完全
に重複することが確認される。ごく少数の（一対という少ない）生体分子の結合が研究さ
れたということが、このアプローチの利点であり得る。この実施態様の変形形態では、第
１の生体分子及び第２の生体分子が別々の固体表面と繋がらない場合、第１の生体分子及
び第２の生体分子が単一テザーの各端と繋がり、溶液中で測定が為され得る。
【００３９】
　タンパク質生体分子を核酸テザーと連結させる好ましい方法において、タンパク質核酸
接合体が、Jung, G. Y., and Stephanopoulos, G. (2004)著「A functional protein chi
p for pathway optimization and in vitro metabolic engineering」Science 304, 428-
431に記載の方法に従って産生される。次にこの記載は、Roberts, R. W., and Szostak, 
J. W. (1997)著「RNA-peptide fusions for the in vitro selection of peptides and p
roteins」 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 94, 12297-12302に記載される元の方法に基づ
いている。要するに、この方法は、ｍＲＮＡ－ＤＮＡ接合体の３’末端に近接なそのＣ末
端で新生ペプチドを共有結合させるｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳反応の使用を伴う。タンパク質
生体分子を核酸テザーと連結させるさらなる種類の方法が、上記の方法と同じく優先して
用いられ得る（that can be）。これらの方法は一般的に、修飾酵素に付着する対象の生
体分子を含む融合タンパク質の合成を伴う（添付の図２３に図示され、Ａ種はＸ種と融合
した）。この種のシステムは、Ｈａｌｏ－Ｔａｇ、ＡＧＴタグ及びクチナーゼの３つの異
なる酵素に関して記載されている（Hodneland他(2002)著「Selective immobilization of
 proteins to self-assembled monolayers presenting active site-directed capture l
igands」 Proc Natl Acad Sci USA 99, 5048-5052、Keppler他(2004a)著「Labeling of f
usion proteins of O6-alkylguanine-DNA alkyltransferase with small molecules in v
ivo and in vitro」 Methods 32, 437-444、Keppler他(2004b)著「Labeling of fusion p
roteins with synthetic fluorophores in live cells」 Proc Natl Acad Sci USA 101, 
9955-9959、Temple他(2006)著「From genome to proteome: developing expression clon
e resources for the human genome」 Hum Mol Genet 15 Spec No 1, R31-43）。合成後
に、融合酵素（Ｘ）は化学合成基質と不可逆的に共有結合する。記載のシステムでは、広
範な修飾基質が生成されている。提案された実施態様では、基質種（図２３、Ｙ）を組み



(10) JP 5133895 B2 2013.1.30

10

20

30

40

50

込むヘッドセットオリゴヌクレオチドが化学合成される。共有結合したオリゴヌクレオチ
ドのこの合成は、一工程での結合及び標識化プロトコルを可能にするドナー又はアクセプ
タフルオロフォアを組み込むこともできる。
【００４０】
　本発明に関して上記のJung and Stephanopoulos (2004)に記載されたアプローチの使用
には、３つの主な利点がある。１つ目は、タンパク質－核酸複合体をｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻
訳抽出タンパク質から精製し、その後固定化テザーにアニーリングして洗浄できることで
ある。２つ目は、複数のメッセンジャーＲＮＡを同時に翻訳し、それらの特有のコード核
酸に接合することができることであり、これによりハイスループットアプローチをタンパ
ク質産生に採ることが可能になる。３つ目は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳抽出物で産生される
タンパク質（約１５０ｎｇ／翻訳）は、典型的には直径１００μｍのテザーのマイクロア
レイスポットを染み込ませるのに必要な量を超えて過剰に存在することである（１×１０
7個の分子を伴う３０ｎｍのアンカー間距離を含有するスポットにおいて５０ＫＤａのタ
ンパク質は約８ｐｇである）。Jung and Stephanoupoulos (2004)によって、これらのア
プローチにおける「オリゴヌクレオチドアンカー」の密度は、固定化した核酸－タンパク
質複合体のレベルの主な決定因子であることが示された。全体的に類似した様式では、本
発明に従った方法で用いたテザーの割合によって、繋留した第１の核酸－タンパク質複合
体と繋留した第２の核酸－タンパク質複合体との割合が決定される。
【００４１】
　タンパク質－核酸複合体を作製する代替的な方法を用いてもよく、修飾オリゴヌクレオ
オチドとの精製タンパク質生体分子の直接的な化学架橋が含まれる。代替方法として、テ
ザーと結合させながら、初めにｍＲＮＡ－ＤＮＡ接合体を固定化したテザーにアニーリン
グし、メッセンジャーＲＮＡを翻訳すること、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳抽出物を繋留メッセ
ンジャーＲＮＡに加えることによって、タンパク質－核酸複合体をｉｎ　ｓｉｔｕで生成
することができる。
【００４２】
　代替的には、メッセンジャーＲＮＡは、対象のタンパク質生体分子と、第２のタンパク
質ドメインＸとの間でタンパク質融合を生じさせるように設計することができる。第２の
ドメインＸは、テザーのヘッドオリゴヌクレオチド又はテザーのヘッド端の設計成分に対
して非常に高い親和性を有するように設計することができる。例えば、Ｘドメインが高親
和性の特異的ＤＮＡ結合タンパク質（例えばλリプレッサー）である場合、新生タンパク
質がＤＮＡ結合部を介してテザーと連結することができるように、その同族ＤＮＡ部位を
、ヘッドオリゴヌクレオチド複合体に導入してもよい。代替的に、Ｘはストレプトアビジ
ン等の分子である可能性があり、対応する結合パートナー（この場合ビオチン）はヘッド
オリゴヌクレオチドと化学結合する。
【００４３】
　典型的なタンパク質生体分子としては、酵素、抗体及び受容体が挙げられる。さらに代
替的な方法では、第１の生体分子及び／又は第２の生体分子は、タンパク質以外の生体活
性分子であり得る。テザーと結合される間は、代替的な生体分子がその機能的な活性を維
持することができることが唯一の必要条件である。代替的な分子としては、ペプチド、ペ
プチド類似体、例えば合成アミノ酸、コンビナトリアルポリマーライブラリー、低分子（
すなわち、例えば１０００ダルトン未満の化学合成薬剤）、多糖及び触媒活性ＲＮＡ種が
挙げられる。
【００４４】
　好ましい方法において、核酸タンパク質接合体が、第１の生体分子及び第２の生体分子
のいずれかで提供され、ヘッドオリゴヌクレオチドテザー部分の相補配列に対する核酸成
分の３’末端に近接している相補配列によってアニーリングされる。このことによって、
核酸接合体が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳で典型的なモル濃度（例えば１０ｎＭ）から実験濃
度に濃縮される。
【００４５】
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　単純で十分に特徴付けられた平衡結合方程式（ミカエリスメンテン）を用いて、第１の
生体分子及び第２の生体分子の濃度、並びに結合した第１の生体分子／第２の生体分子の
割合に基づき、分子間相互作用パラメータを導くことができる。
【００４６】
　例えば、担体と繋がる第１の生体分子と第２の生体分子との間の相互作用のＫdを正確
に決定するのに典型的な実験において、一連のテザー長及びアンカー間距離を有する第１
の生体分子及び第２の生体分子は、アンカーと第１の生体分子及び第２の生体分子に対す
るテザーとの適切な組合せを用いて、スポットのアレイとして配置される。このことは標
準範囲の濃度を生じさせる。これらの濃度は初めに、結合した第１／第２の生体分子複合
体の割合に対してプロットされ、最大半量結合に必要な第１の生体分子（又は第２の生体
分子）の濃度が決定される（この濃度はＫdである）。
【００４７】
　したがって、本発明のさらなる態様によれば、第１の生体分子及び第２の生体分子の濃
度範囲に対する結合した第１の生体分子及び第２の生体分子の割合を決定すること、及び
第１の生体分子及び第２の生体分子の最大半量結合に必要な第１の生体分子又は第２の生
体分子の濃度、いわゆるＫdを決定することによって、第１の生体分子と第２の生体分子
との間の相互作用のＫdを決定する方法が提供される。第２の生体分子のライブラリーに
対する第１の生体分子の親和性を決定することができる。生体分子のライブラリーには、
トランスクリプトーム又はプロテオームの少なくともかなりの部分が含まれ得る。
【００４８】
　本発明による方法によって、単一生体分子Ａと、分子Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３～Ｂnのライブ
ラリーとの間の相互作用をスクリーニングする可能性が与えられる。１つのフォーマット
では、それぞれのスポットは生体分子Ａ及びＢ１、又はＡ及びＢ２～Ａ及びＢnのみで占
められている。タンパク質分子に好ましい実施態様では、メッセンジャーＲＮＡ（messag
es）のＢ１、Ｂ２、Ｂ３～Ｂnの３’末端由来の特有の（例えばコード）領域を認識する
ヘッドテザー部分が生じ、上記のようにコアテザーと結合する。Ｂnは、潜在的にトラン
スクリプトーム／プロテオームを表すタンパク質のライブラリーであり得る。代替的に、
Ｂnは相互作用部位の規定に用いるペプチドのライブラリーであり得る。代替的に、Ｂnは
、低分子化合物から合成ポリマーのライブラリーに及ぶ化合物の繋留ライブラリーであり
得る。
【００４９】
　初期飽和濃度の第１の生体分子及び第２の生体分子で共に切断することができる第２の
生体分子にアンカー／テザーを用いることによって、Ｋoffを決定することが可能になる
。このスキームでは、第１の生体分子／第２の生体分子の複合体のレベルの減衰速度がリ
アルタイムでモニタリングされ、その後第２の生体分子に対するテザーの切断が起こる。
この種の分析は、Ｋoffを決定するために表面プラズモン共鳴で用いられたものに類似し
ている。
【００５０】
　繋がった第１の生体分子と第２の生体分子との間の相互作用に対する第３の繋がった又
は繋がっていない生体分子の効果も研究することができる。
【００５１】
　本発明のさらなる態様によれば、第１の生体分子と第２の生体分子との間の相互作用に
対するＫoff値が、第１の生体分子及び第２の生体分子の初期飽和濃度を提供すること、
第２の生体分子のテザー部分又はアンカーを切断すること、並びに結合した第１の生体分
子及び第２の生体分子のレベルの任意の変化をモニタリングすることによって決定される
方法が提供される。
【００５２】
　本発明のさらなる態様によれば、第１の生体分子と第２の生体分子との間の相互作用に
対する自由エネルギー（ΔＧ°）値の変化を決定する方法が提供され、この方法は、第１
の温度で結合した生体分子の割合を決定すること、第２の温度で結合した生体分子の割合
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を決定すること、及び第１の温度と第２の温度とでそれぞれ結合した生体分子の割合を比
較することを含む。典型的には、生体分子の温度は、この方法を行うのに用いられる実験
装置の温度を変更することによって変わり得る。
【００５３】
　本発明の別の態様によれば、第１の生体分子及び第２の生体分子の親和性を決定する装
置が提供され、この装置は、第１のテザー長を有する第１のテザーと繋がった第１の生体
分子と、第２のテザー長を有する第２のテザーと繋がった第２の生体分子と、隣接した第
１の生体分子及び第２の生体分子の互いの結合を決定する手段と、第１のテザー長及び第
２のテザー長の少なくとも一方を変える手段とを備える。
【００５４】
　第１の生体分子及び第２の生体分子の少なくとも一方が装置の表面と繋がり得る。好ま
しくは、第１の生体分子及び第２の生体分子の両方が表面と繋がる。生体分子は、例えば
Ｙ字型配列又は直線配列で別々に又は共に表面と繋がり得る。代替的には、生体分子は共
に繋がり、溶液形態で装置と結び付き得る。
【００５５】
　表面は固形担体によって提供され得る。好ましくは、固形担体はスライドガラスである
。代替的には、固形担体はマイクロビーズであり得る。
【００５６】
　装置の他の態様は、上記の好ましい方法の特徴によって提供され得る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５７】
１　本発明による方法の概説
　図１は、アンカー１４を介して第１のテザー１２によって表面１６と繋がった単一の第
１の生体分子１０を示す。第１の生体分子１０は、実質的に半球形のボリューム１８中の
アンカー１４の周りをテザー１２上で自由に動く。ボリューム１８の容積は、第１のテザ
ー長１９で決定される。
【００５８】
　図２は、固定した第１の生体分子１０及び第２の生体分子２０を示す。第２の生体分子
２０は、アンカー２４を介して第２のテザー２２によって繋がり、また実質的に半球形の
ボリューム２６中を自由に動く。ボリューム２６の容積は第２のテザー長２７で決定され
る。半球形のボリューム１８及び２６は重複し、反応域２８を規定する。
【００５９】
　図３Ａは、反応域２８で結合した第１の生体分子１０及び第２の生体分子２０を示す。
図３Ｂで示されるように、テザーは可撓性であるので、生体分子は表面というよりボリュ
ームを占有する。図４は繋留生体分子間でテザー間距離が変わることを示す。図４Ａでは
、例えば生体分子３０と生体分子３２とは比較的離れている。図４Ｂでは、例えば生体分
子３４と生体分子３６とは共に比較的近接している。図４Ａ及び図４Ｂで示されるように
、第１の生体分子テザー及び第２の生体分子テザーのランダム分布の代替方法は、第１の
生体分子及び第２の生体分子が、表面パッチ間のギャップを埋めるように広がる場合にの
み相互作用することができるように、基板表面上の別々の部分に対して第１の生体分子及
び第２の生体分子を標的化することである。離れた部分間の距離及び／又はテザー長を制
御することによって、結合生体分子と自由生体分子との割合が変わり、本明細書に記載さ
れるような親和性の決定が可能になる。
【００６０】
２　繋留生体分子のアレイの調製
　本発明による方法に用いる或る形態の繋留生体分子の調製が図５～図９で示される。こ
れは、可変長の体テザーを３つの「アダプター」オリゴヌクレオチドに連結させることを
伴う。ヘッド、体、テイル及びアンカーオリゴヌクレオチドを下記のように組合せて、固
定化テザーを生成する。固定化テザーを含有し、第１のテザー長のテザーと第２のテザー
長のテザーとの割合が異なるスポットのアレイが生成される。下記のように、それから核
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酸－タンパク質共有複合体を固定化テザーにハイブリダイズさせる。
【００６１】
　ａ）テザーヘッド部分の生成
　テザー体部分は、特に図６で示されるように二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）から生成され
る。テザー体部分５０は、制限酵素ハーフサイト（half-site）Ｘ（テザーヘッド部分３
８又は４０のハーフサイトＸ’に相補的である）を含む一本鎖の上部を有する。テザー体
部分の下部領域には、図６で一般的にＹと称される一本鎖部分が含まれる。
【００６２】
　ｂ）テザー体部分の生成
　テザー体部分は、特に図６で示されるように二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）から生成され
る。テザー体部分５０は、制限酵素ハーフサイトＸ（テザーヘッド部分３８又は４０のハ
ーフサイトＸ’に相補的である）を含む一本鎖の上部を有する。テザー体部分の下部領域
には、図６で一般的にＹと称される一本鎖部分が含まれる。
【００６３】
　ｃ）テザーテイル部分の生成
　テザーテイル部分は、ｄｓＤＮＡテザー体部分にアニーリング及びライゲーションする
ように、及びまた以下に記載される特異的なアンカーオリゴヌクレオチドにアニーリング
するように設計される。図６で示されるテザーテイル部分５２及び５４それぞれが、上部
（upper respective）及び下部を含む。一般的にＹ’と称される上部は、テザー体部分５
０の一本鎖部分Ｙに相補的である。一般的に１及び２と称される下部も一本鎖であり、下
記のアンカーにアニーリングするように設計される。
【００６４】
　ｄ）テザーの集合化
　個々のテザー生成反応は、第１のフルオロフォア又は第２のフルオロフォアのプールを
生じるように、又はテザーが異なるテザーを標識した量子ドットに対して調整される。テ
ザーヘッド部分３８、４０、テザー体部分５０、及びテザーテイル部分５２、５４は、図
６で示されるような溶液中の好適な条件下の従来の条件により集合化され、テザー５５及
びテザー５７を形成する。典型的な条件は、５０ｍＭのＮａＣｌ、ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐ
Ｈ７．５）（１０ｍＭ）、及び室温であり得る。
【００６５】
　ｅ）アンカー－オリゴヌクレオチド
　集合化テザー５５、５７は、アンカーによって表面に固定することができる。アンカー
は典型的には、一本鎖のアミノ修飾オリゴヌクレオチドである。好ましい実施形態では、
固形担体はアンカーオリゴヌクレオチドと共有結合させるのに標準的技法を用いて調製し
た修飾ガラス基板である。例えば、Chrisey, L. A., Lee, G. U., and O'Ferrall, E. (1
996)著「Covalent attachment of synthetic DNA to self-assembled monolayer films」
 Nucleic Acids Res. 24:3031-3039を参照されたい。アミノ修飾アンカーオリゴヌクレオ
チドは、アミノシラン及びｐ－フェニレン１，４ジイソチオシアネート（ＰＤＣ）で処理
したガラスと結合する（図７）。
【００６６】
　以下に記載の特定の実施形態において（図１３～図１５）、蛍光寿命測定（ＦＬＩＭ）
と共にフォスター共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を用いて、ＡＢ複合体で分子的に近接
していたＡとＢとの割合を決定した。ＦＬＩＭは、ＦＲＥＴの時間依存性を利用し、ＡＢ
複合体で見出されるＡとＢとの割合のより高感度の測定を可能にする。ＦＲＥＴ及びＦＬ
ＩＭの両方が示されたアッセイで用いられた。
【００６７】
　図８で示されるように、テザー５５及び５７は、それぞれ一本鎖部分を有し、一般的に
それぞれ１及び２と称され、テザーテイル部分５２、５４の対応部１及び２に相補的であ
るアンカーオリゴヌクレオチド５６、５８がこれまでに固定化されている固形担体６０に
ハイブリダイズされる。
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【００６８】
３　テザー／生体分子接合体の生成
　ａ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳の利用
　テザーにハイブリダイズすることができるタンパク質生体分子／核酸接合体は、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ翻訳反応によって、上記のJung, G. Y., and Stephanopoulos, G. (2004)に記
載された方法に従って生成され、ｍＲＮＡ－ＤＮＡ接合体の３’末端に近接するそのＣ末
端によって新生ペプチドと共有結合する。それから、テザータンパク質複合体を、これら
の固定化アンカーオリゴクレオチドに付着したアニーリングしたテザーのアレイにハイブ
リダイズさせる。
【００６９】
　これは、図９で図示され、一般的にプロテインＡで示される第１の生体分子をテザー５
５のヘッド部分にハイブリダイズさせ、プロテインＢで一般的に示される第２の生体分子
をテザー５７のヘッド部分にハイブリダイズさせる。タンパク質生体分子－核酸接合体を
作製する代替的な方法を用いることができ、これには修飾オリゴヌクレオチドへの精製し
た第１の生体分子又は第２の生体分子の直接的な化学架橋が含まれる。
【００７０】
　ｂ）ｉｎ　ｓｉｔｕでのタンパク質－核酸複合体の生成
　代替的には、タンパク質核酸複合体は、初めにｍＲＮＡ－ＤＮＡ接合体を固定化された
テザーにアニーリングすること、及びｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳抽出物を繋留メッセンジャー
ＲＮＡに加えることで、テザーと結合しながらメッセンジャーＲＮＡを翻訳することによ
ってｉｎ　ｓｉｔｕで生成され得る。
【００７１】
　ｃ）タンパク質－タンパク質融合の利用
　別のアプローチにおいて、メッセンジャーＲＮＡを遺伝子操作し、対象のタンパク質生
体分子と、第２のタンパク質ドメインＸとの間でタンパク質融合を生じさせる。ドメイン
Ｘは、テザーヘッド部分のオリゴヌクレオチドの操作成分又はテザーのヘッド端に対する
親和性が非常に高くなるように設計される。例えば、Ｘドメインが親和性の高い特異的Ｄ
ＮＡ結合タンパク質（例えばλリプレッサー）である場合、その同種ＤＮＡ部位は、ヘッ
ドオリゴヌクレオチド複合体に導入され、新生タンパク質がＤＮＡ結合部を介してテザー
と結び付くのを可能にする。代替的には、Ｘはストレプトアビジン等の分子であり、その
結合パートナー（この場合はビオチン）が合成中にテザーヘッド部分のオリゴヌクレオチ
ドと化学結合する。
【００７２】
４　テザーへの核酸－タンパク質接合体のアニーリング
　好ましい方法において、核酸生体分子タンパク質接合体は、図９で示されるように核酸
成分の３’末端に近接する相補（complimentary）配列（Ａ又はＢ）によって、ヘッドテ
ザー部分において相補配列にアニーリングされる。これによって、核酸接合体が、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ翻訳に典型的なモル濃度（例えば１０ｎＭ）から、ＤＮＡ長と、個別に離れて
繋がった分子に関する他のパラメータとの間で関連性を示す実験濃度（例えばテザーの重
複が全くない２００ｂｐのテザーに基づく３．７μＭ、表２を参照されたい）まで濃縮さ
れる。
【００７３】
【表２】

【００７４】
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　上記のように、テザーはｄｓＤＮＡから構成される必要はなく、ＤＮＡ　ＤＸハイブリ
ッド等の他の分子から構成されていてもよい。
【００７５】
５　溶液中の親和性の測定
　第１の生体分子Ａと第２の生体分子Ｂとの間の親和性の測定は溶液中で行うこともでき
、図１２Ａで示される単純なスキームを用いて、繋留原理の根底となる基本原理の研究が
可能になる。この方法では、Ａ及びＢは単一の可撓性テザーの反対端で付着し、両方の分
子がテザー長の三次関数として変わる共有の半球形のボリュームを掃引する。単一テザー
の長さが低減されると、Ａ及びＢで掃引されるボリュームが低減され、ボリューム内のＡ
及びＢの有効濃度がテザー長の三次関数として上昇する。このスキームは、Ａ及びＢが、
Ａ及びＢで掃引されるボリュームが正確に重複するように、連結テザーの長さのちょうど
半分の表面に固定されると考えることができるという点で、上記のテザー生体分子の表面
固定と形態的に類似している。
【００７６】
　以下に記載される特定の実施例において、蛍光寿命測定（ＦＬＩＭ）と共にフォスター
共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を用いて、ＡＢ複合体で分子的に近接したＡとＢとの割
合を決定した。ＦＬＩＭは、ＦＲＥＴの時間依存性を利用し、ＡＢ複合体で見出されるＡ
とＢとの割合のより高感度の測定を可能にする。ＦＲＥＴ及びＦＬＩＭの両方を示された
測定に用いた（Backsai他(2003) J Biomed Opt. 2003 Jul;8(3):368-75、Forster T (196
5)著「Delocalized excitation and excitation transfer」 In Modern Quantum Chemist
ry, part III. O. Sinanoslu, editor. Academic Press, New York. 93-137. Stryer L a
nd Haugland RP, (1967) Proceedings of the National Academy of Science USA. 58: 7
19-730.）。
【実施例】
【００７７】
［実施例１］
　ａ）オリゴヌクレオチド標識化及び「ヘッドセット」の調製
　試験システムの詳細が図１３で示される。親和性が測定された生体分子は、２つの１１
塩基対の重複が可逆反応で互いを認識するＤＮＡハイブリッドの相補鎖であった。１１塩
基対の相互作用領域は、太字で示された塩基に組み込まれたフルオロフォアＡ（アクセプ
タ）及びフルオロフォアＤ（ドナー）を含有する長い二本鎖ＤＮＡ分子の一本鎖ＤＮＡ伸
長部である（図１３Ａ）。示されたデータでは、ドナーとして用いられたフルオロフォア
はＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ４８８であり、アクセプタとして用いられたフルオロフォアは
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５５５であり、両方ともMolecular Probes製である。両方のフル
オロフォアがオリゴヌクレオチド合成中に組み込まれ、続いて標識化オリゴヌクレオチド
をアニーリングして、図６Ａで示された構造を形成した。フルオロフォア標識した二本鎖
オリゴヌクレオチドは、ドナー又はアクセプタ「ヘッドセット」と称され、アニーリング
した１１ｂｐの親和性領域及び蛍光染料の存在の両方を示す。
【００７８】
　ｂ）直鎖ＤＮＡテザーの調製
　図１３Ｂで示され、図１２Ａ及び図１２Ｂで図示されたより長く繋がった分子を作製す
るために、標準的な手順によって、ドナー及びアクセプタヘッドセットのオリゴヌクレオ
チドを可変長の二本鎖標準ＤＮＡ領域にライゲーションした。要するに、「ヘッドセット
」オリゴヌクレオチドをＢｓｔＸ１制限酵素で切断し、それぞれが自由ＢｓｔＸ１及びＸ
ｂａ１部位を含有した可変長の「テザー体」ＤＮＡにライゲーションした。ＢｓｔＸ１－
ＢｓｔＸ１及びＸｂａ－Ｘｂａのライゲーションを用いて、図５Ｂで示されるような分子
を生成した。これらは、分析の前にゲル精製した。ドナー及びアクセプタヘッド群の両方
を組み込む直鎖分子の全長は５１５ｂｐ及び７１０ｂｐであった。
【００７９】
　ｃ）サンプル調製、ＦＲＥＴ及びＦＬＩＭの検出
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　ヘッドセット又は二重標識した直鎖ＤＮＡ分子を、７０ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのト
リス（ｐＨ８．０）の最終濃度で示された濃度に希釈した。それぞれの溶液６μｌを、２
２×５０ｍｍのカバースリップ（Menzel-Glaser, Germany）と共に、多室（multi-chambe
red）カバースリップ（Stratech Scientific, UK）を用いて作られた５０ウェルスライド
のウェルの１つに入れた。
【００８０】
　ドナーフルオロフォアの吸収バンドにおける波長（約４７０ｎｍ）によって、７６Ｍｈ
ｚの繰り返し率で短光パルス（１００ｆｓ幅）を与える周波数が倍増したＴｉ：Ｓａレー
ザーを用いてサンプルを分析した。励起光をサンプルに弱く当てて、均一な照射及び１ｍ
ｍのウェル深度での回収を可能にし、カバースリップの蛍光バックグラウンドにわたるシ
グナル寄与を最大にした。非線形性及び光損傷を避けるために、励起強度を低く維持した
（直径０．４ｍｍのスポットで０．０５～１０ｍＷ）。顕微鏡の対物レンズから集めた蛍
光を、分光計を用いてスペクトル的に分析し、時間積分ＦＲＥＴスペクトルに関しては冷
却ＣＣＤカメラで検出した。時間分解型ＦＬＩＭに関して、ドナーフルオロフォアの発光
極大の周辺（５２０±５ｎｍ）の蛍光を分光計で除去し（filtered）、時間相関単一光子
計数モジュールと接続した単一チャンネルの高速（fast）光電子増倍管（２００ｐｓ時間
分解型）で検出した。バックグラウンド寄与は、同じ励起条件及び検出条件でフルオロフ
ォアが存在しない緩衝溶液から測定され、適切に差し引いてデータとした。
【００８１】
　ｄ）Ｙ字型分子の調製
　Ｙ字型分子におけるそれぞれの生体分子に対する第１のテザー部分及び第２のテザー部
分は、テザーが図１２Ｂで示される直鎖分子について拡散して遊離するように、一本鎖Ｄ
ＮＡに固定される。単一分子のものに比べて、この形態の繋留の主な利点は、第１のテザ
ー部分及び第２のテザー部分が、介在テザーの長さに関係なく自由に相互作用することで
ある。これに対して、直鎖分子は、約９０～１２０ｂｐの持続長（Ｐ）より短い長さでは
、分子自体の上に折り畳むことはできない。
【００８２】
　ｅ）データ解析
　最大結合％を決定するために、初めに本発明者等は、以下の手順を用いて、異なるドナ
ー及びアクセプタ濃度で結合したドナーと結合していないドナーとの割合（Ｒ）を決定し
た。異なるアクセプタ濃度で結合した減衰スペクトルと結合していない減衰スペクトルと
の間の比を経時的に決定し、自由に標識したヘッドセットオリゴヌクレオチドを用いて図
１４で示されるようにプロットした（示された３つの曲線は、１．　５０ｎＭのアクセプ
タ：５０ｎＭのドナー、２.  ２００ｎＭのアクセプタ：５０ｎＭのドナー、３．　６０
０ｎＭ：５０ｎＭのドナーを表す）。
【００８３】
　それぞれの曲線に関して、減衰曲線（Ｒ（ｔ）＝Ｕ（１＋Ｒ　ｅｘｐ（－ｔ／τ））（
式中、Ｒは結合したドナーと結合していないドナーとの間の比であり、ｔは時間であり、
ＵはＮ（非結合）／Ｎ（ここで、Ｎはアクセプタ非存在下でのドナーの濃度である）であ
り、τは減衰定数であり、Ｒ、Ｕ及びτは実験データの数値適合から直接決定された）に
対する数値適合（点線）を行った。
【００８４】
　結合したドナーの割合（Ｒ／（１＋Ｒ））を、図１５で示されるように、アクセプタ濃
度に対してプロットした（％は、４０００ｎＭを超えるアクセプタ濃度で見られた最大効
果に対して正規化された）。図１５では、自由ドナー及びアクセプタヘッドセットの実験
曲線を、一連のアクセプタヘッドセット及び単一（５０ｎＭ）のドナーヘッドセットの濃
度に対して決定した。これによって、１１ｂｐの重複ヘッドセットの結合親和性が１３６
ｎＭと決定された。これは、同じ配列に対する１７６ｎＭの理論値（theoretical determ
ination）に密接に適合する。図１６では、２つの１１ｂｐの重複直鎖分子由来の予備デ
ータ（一端ではドナー、もう一端ではアクセプタ、白丸）は同じ縮尺で示される。
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　ｆ）ＤＮＡ結合親和性の理論値決定
　結合分子ＡＤを形成するための分子Ａと分子Ｄとの間で化学反応が、
　　Ａ＋Ｄ⇔ＡＤ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（１）
であり、且つ可逆反応であり、この系が平衡状態であると仮定した場合、本発明者等は解
離定数を
　　ｋd＝［Ａ］［Ｄ］／［ＡＤ］　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（２）
と定義することができる。
【００８６】
　基本的なテキスト（例えばJohn SantaLucia, Jr. and Donald Hicks. (2004) Annu. Re
v. Biophys. Biomol. Struct. 33, 415-40を参照されたい）に従って、本発明者等（peop
le）は、平衡定数ｋeq＝１／ｋd（ｋd＝１／ｋeq＝ｅｘｐ（ΔＧ／ＲＴ）（３）（式中、
ｋd［ｍｏｌ／ｌ］は解離定数であり、ΔＧ［ｃａｌ／ｍｏｌ］は反応による自由エネル
ギーの変化であり、Ｒは、１．９８７［ｃａｌ／（Ｋｍｏｌ）］であり、Ｔ［Ｋ］は絶対
温度である）も用いることに留意されたい。ｋdを算出するために、本発明者等はΔＧを
算出する必要がある。本明細書では、本発明者等は塩基対の重複が異なるＤＮＡヘッドセ
ットを有する。
【００８７】
　上記のProf. SantaLucia及び共同研究者（John SantaLucia, Jr. and Donald Hicks. (
2004), Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 33, 415-40）によって開発された方法及
びソフトウェアでこれを行うことができる。
【００８８】
　ＤＮＡ分子に対するΔＧを適切に推測するために、本発明者等はフォールディング及び
ハイブリダイゼーションの予測を考慮する必要がある（M. Zuker. Nucleic Acids Res. 3
1 (13), 3406-15, (2003)）。
【００８９】
　最終的な結果は以下の表で与えられる。以下の参考文献に記載された方法を用いて、理
論的な親和性が算出された：上記のJohn SantaLucia, Jr. and Donald Hicks. (2004)、
上記のM. Zuker, (2003)、及びA V Fotin他, Nucleic Acids Res. 26 (1998) p.l515。
【００９０】
【表３】

【００９１】
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【表４】

【００９２】
　フォールディングのために補正された１１塩基対に対して表３及び表４で与えられた結
果は、サンタルチア又はフォチンのいずれかで用いられた計算のための方法によって変わ
る。その差は１桁である。９塩基対に関しては、２つの方法の間の一致はより良好である
。
【００９３】
結果
　ａ）自由オリゴヌクレオチドを用いた１１ｂｐの重複の結合親和性の決定
　これらの研究の最も重要な最初の目標は、後で本発明のナノテザー方法論を用いた結果
と比較することができるように、１１ｂｐの親和性の正確な値を決定することであった。
図１３Ａで示されたオリゴヌクレオチドに対する解離定数（Ｋd）を同定するのに、標準
的な滴定反応を行った。本質的に、これは固定濃度の蛍光標識したドナーヘッドセットオ
リゴヌクレオチド（Ｄ　５０ｎＭ）で、及び可変濃度の蛍光標識したアクセプタヘッドセ
ットオリゴヌクレオチド（Ａ　０ｎＭ～５０００ｎＭ）で複数のサンプルを作製すること
を伴う。
【００９４】
　Ｄ：Ａハイブリッドの量を決定するために、上記のように時間依存性のＦＲＥＴ－ＦＬ
ＩＭに関して分析した。この分析由来の代表的なプロットが図１４に示される。蛍光シグ
ナルの減衰速度は、増大レベルの蛍光標識したアクセプタヘッドセットの存在下で増大し
、これはＦＲＥＴの時間依存性の特徴であるアクセプタフルオロフォアの存在下でドナー
フルオロフォアの減衰速度の増大を示す。重要なことは、一本鎖オーバーハングを含有し
ない標識ヘッドセットは、ＦＲＥＴ／ＦＬＩＭがないことを示し（データ図示せず）、観
察された減衰は２つのヘッドセットの分子間ハイブリダイゼーションによるものであった
と主張した。
【００９５】
　図１４で示された種のＦＲＥＴ－ＦＬＩＭ分析由来の特徴的な減衰曲線は、上記の方法
に従って相対的なＦＬＩＭ値に変換され、アクセプタヘッドセットオリゴヌクレオチドの
濃度に対してプロットされた（図１５）。特にこの図では、１１ｂｐの重複ドナーヘッド
セットのＦＬＩＭの最大％（ｙ軸）がアクセプタヘッドセット濃度に対してプロットされ
た。この曲線は、アクセプタヘッドセットの最大半量結合（Ｋd）の濃度が１３６ｎＭと
算出（ＦＩＴ）された古典的な飽和応答を示した。線形回帰分析を用いて、７０ｍＭのＮ
ａＣｌ中で１１ｂｐの重複の解離定数に対して１３６ｎＭの値が推測された。この値は、
最近隣法の熱力学的予測による配列に対して算出された１７０ｎＭという理論値に非常に
近かった（上記を参照されたい）。このことは、ＦＲＥＴ－ＦＬＩＭ法によって結合フル
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オロフォアの割合を正確に決定することができたということを示している。
【００９６】
　ｂ）直鎖分子におけるＦＬＩＭのテザー長依存性
　予測に従ってテザーの長さが低減した場合、結合形態で見出された直鎖テザー分子の割
合が増大した（図１２Ａ、図１２Ｂ）。これを試験するために、一端に１１ｂｐの重複の
ドナーヘッドセット及び他端にアクセプタヘッドセットを有する直鎖分子を上記のように
作製した。得られたデータは以下の表で表される。直鎖分子におけるＦＲＥＴ／ＦＬＩＭ
の予備データは、図１６における白丸及び表５で表される（より多くのＤＮＡ長に対する
より完全なデータセットが図２２に示される）。予備データ点は、それぞれ１１ｂｐの重
複を有する５１５ｂｐ及び７１０ｂｐの直鎖ＤＮＡに対するものである。各分子の末端は
一端をＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ４８８で、及び他端をＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５５５で標
識した。各分子は、球面半径がテザー長になるボリュームを有すると仮定することによっ
て決定されるとき、各分子の正確な濃度は５ｎＭであり、各分子の公称繋留濃度は７７８
ｎＭ及び２０００ｎＭであった。グラフから分かるように、ＦＲＥＴ測定値は、絶対分子
濃度（５ｎＭ）に基づき予測された値より非常に高く、長分子（７１０ｂｐ）よりも短分
子（５１５ｂｐ）でより高かった。このデータは、テザーの長さに反比例して、自由端の
濃度を高めるテザーと一致している。加えてこのデータは、テザーの長さが変わることに
よって濃度を変えることができるという特許請求の範囲と一致している。
【００９７】
【表５】

【００９８】
　最大ＦＬＩＭの％が図１６で公称繋留濃度に対してプロットされ、ＦＲＥＴ／ＦＬＩＭ
及びしたがってその結合がより短いテザー長で増大したことを示した。図１６では、１１
ｂｐの重複のドナーヘッドセットに対する最大ＦＬＩＭの％は、（図１５で参照のための
増加が示されるように）アクセプターヘッドセット濃度に対してプロットされた。このデ
ータによって、それぞれのテザーの長さに対して測定されたＦＬＩＭの％が、図１５で示
されたものと同じリガンドを遊離濃度で用いることで得られた％に匹敵することが示され
、テザーが可撓性直鎖分子によって作られたものと同様のボリューム内にその末端を維持
することが指示される。
【００９９】
［実施例２］
実験の詳細：
　示されたデータの生成は、フルオロフォア標識直鎖ＤＮＡ分子の調製及び時間分解型Ｆ
ＲＥＴの測定を伴った。
【０１００】
１．試薬の調製
　ａ）ヘッドセットの設定
　親和性が測定された生体分子が図１９に示される。要点は、時間分解型ＦＲＥＴを用い
た自由分子及び結合分子の測定に必要な共有結合フルオロフォアと共に、測定される生物
学的親和性を構成する２対のオリゴヌクレオチド間の１１ｂｐの重複である。これらの分
子は、一本鎖ＤＮＡ重複で重なる同じ１１ｂｐを含有する上記の実施例１（図１３Ａ）で
示されるものと本質的に同じである。これらの配列と本実施例の配列との間の主な違いは
、テザー体ＤＮＡへのライゲーションを可能にするＢｓｔＸ１ハーフサイトの存在である
（図１９Ｃ、図１９Ｄ）。
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【０１０１】
　重複するオリゴヌクレオチド対は「ヘッドセット」と呼ばれ、付着するフルオロフォア
とは区別される。ドナーフルオロフォア（Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ４８８）及びアクセプタ
（ＡＴＴＯ５５０）フルオロフォアは、商業的供給業者（Eurogentec）によって、合成中
にオリゴヌクレオチドに付着し、示された塩基に付着する。
【０１０２】
　対照として、一本鎖重複を有しない（０ｂｐの重複、図１９Ｂ）類似のフルオロフォア
で標識したヘッドセットの平滑末端のオリゴヌクレオチドを合成した。
【０１０３】
ｂ）テザー体へのアニーリング及びライゲーション
　ドナーヘッドセット又はアクセプタヘッドセットに対する２つの構成オリゴヌクレオチ
ド（最終濃度２５μＭ）は、アニーリング緩衝液（７０ｍＭの　ＮａＣｌ、１０ｍＭのト
リス（ｐＨ７．４））中でサーマルサイクラー中で１時間かけて９０℃から室温まで冷却
することによってアニーリングした。
【０１０４】
　アニーリングの後に、ドナー及びアクセプタのヘッド（Heat）セットそれぞれの２５μ
Ｍ溶液１．５μｌ（約５倍のモル過剰）が様々な長さの「テザー体」ＤＮＡにライゲーシ
ョンされ、標準的な手順（（Sambrook他, 1989）、図１９Ｃ、図１９Ｄ）に従って末端に
ドナー及びアクセプタのヘッドセットを有する直鎖分子を生成した。ライゲーションの反
応物質及び生成物のゲル分析例は図２０に示される（標準的な手順（Sambrook他, 1989）
に従って、臭化エチジウムで染色した１％アガロースゲル）。これは、ドナーヘッドセッ
ト及びアクセプタヘッドセットのライゲーションの後に、直鎖テザー体の大きさが増大し
たことを示している。
【０１０５】
　ＦＲＥＴ（図２０）によって分析されたＤＮＡの長さは、ヘッドセット添加後で４９８
ｂｐ、６９２ｂｐ、１０５２ｂｐ及び１７５２ｂｐであった。それぞれのテザー体が１つ
のドナーヘッドセット及び１つのアクセプタヘッドセットに付着したことを確認するため
に、配列が異なるように、及びパリンドロームとならないように、ライゲーション重複配
列を設計した（アクセプタヘッドセット　５’ＴＣＡＣ、ドナーヘッドセット　５’ＣＡ
ＣＡ）。ＤＮＡのテザー体領域に隣接した２つのＢｓｔＸ１部位を含有していたプラスミ
ド由来のテザー体ＤＮＡのＢｓｔＸ１消化によって、これが達成された。
【０１０６】
　ライゲーション後に、直鎖分子をゲル精製し、既知のＤＮＡ標準と比較することによっ
て定量化した。ＦＲＥＴ分析のために、サンプルを指示濃度まで希釈し、５μｌを複数の
ウェルの多室カバースリップ（Grace Bio-labs、ＣＷＣＳ５０Ｒ－１．０）のウェルに加
えた。ウェルを標準的なガラス製のカバースリップで封をした。
【０１０７】
２．時間分解型ＦＲＥＴ分析
　ａ）データ獲得
　ドナーフルオロフォアの吸収バンドにおける波長（約４７０ｎｍ）によって、７６Ｍｈ
ｚの繰り返し率で、短光パルス（１００ｆｓ幅）を与える周波数が倍増したＴｉ：Ｓａレ
ーザーを用いてサンプルを分析した。励起光をサンプルに弱く当てて、均一な照射及び１
ｍｍのウェル深度での回収を可能にし、カバースリップの蛍光バックグラウンドにわたる
シグナル寄与を最小限にした。非線形性及び光損傷を避けるために、励起強度を低く維持
した（直径０．４ｍｍのスポットで０．０５～１０ｍＷ）。顕微鏡の対物レンズから集め
た蛍光を、分光計を用いてスペクトル的に分析し、時間積分ＦＲＥＴスペクトルに関して
は冷却ＣＣＤカメラで検出した。時間分解型ＦＲＥＴに関して、ドナーフルオロフォアの
発光極大の周辺（５２０±５ｎｍ）の蛍光を分光計で選別し、時間相関単一光子計数モジ
ュールと接続した単一チャンネルの高速（fast）光電子増倍管（２００ｐｓ時間分解型）
で検出した。バックグラウンド寄与は、同じ励起条件及び検出条件でフルオロフォアが存
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在しない緩衝溶液から測定され、適切に差し引いてデータとした。
【０１０８】
　ｂ）データ解析
　ＦＲＥＴの時間依存性は、図２１で示されるドナー及びアクセプタの動態（dynamics：
ダイナミクス）で見ることができる。それぞれのトレースの最大蛍光強度は１に正規化さ
れる。予想通り、ドナーフルオロフォアがアクセプタフルオロフォアに近接している（１
１ｂｐの重複配列の結合のため）ことによって、ライゲーションしていないドナーヘッド
セットオリゴヌクレオチドに比べて、ドナー蛍光が迅速に低減された（図２１Ａ、実線の
曲線）。アクセプタフルオロフォアの動態の対応する増強が、ライゲーションしていない
アクセプタヘッドセットとの比較によって観察された。重要なことは、重複が０ｂｐの直
鎖分子を伴う類似の実験ではエネルギー移動が観察されなかったことであり（図２１Ｂ）
、１１ｂｐの重複が蛍光動態の変化に必要であったことを示していた。
【０１０９】
　結合した（環状構造の）分子と全分子数との割合［Ｄｂｏｕｎｄ／Ｄｔｏｔ］は、分子
が環状構造である確率に比例し、上記のように算出された。
【０１１０】
　ＤＮＡの長さに伴う結合分子の割合の変化が図２２に示される。結合分子の割合は、Ri
ppe他（Rippe, 2001）に従って算出されるようにＤＮＡ最終濃度のモデル（ＪM因子）か
ら予測された理論値に厳密に適合していた（記号ｘを参照されたい）。理論曲線が、持続
長のＤＮＡに近い最大の局所最終濃度（ＪM因子）を示すことに留意することが重要であ
る。同様のピークは、実験データで観察される。最大の実用的基礎は、或る特定の長さ（
持続長）未満では、ＤＮＡ末端は、そのＤＮＡの剛性のために折り畳んで互いに結合させ
ることができない。これに対して、一度ＤＮＡが自身での折畳みに必要な長さを超えた場
合、最大レベルの結合が観察される。長さのさらなる増大によって、自由端が互いに遭遇
する確率が低くなる。結合におけるこれらの特徴変化は、本発明の方法が未知の結合パー
トナーの結合親和力を決定するのに用いられるという特性である。
【０１１１】
　留意するべき２番目の主な点は、結合分子の割合が１０倍希釈（１０ｎＭから１ｎＭ、
図２２）では顕著な影響を受けなかったことである。これは、図１５で示されるように、
濃度依存性が強い自由分子と対照的である。この事実は、ナノテザーの親和性測定が高感
度であるはずであるという本発明者等の主張に一致している。理論的には、本発明による
方法を用いた測定感度は、単一対の分子の複数回の測定のみを必要とする。しかし、方法
の幾つかの実施態様に際して、多くの分子対（１０００００超）が同時に精査され、シグ
ナル出力を最大にする。
【０１１２】
　考察
　この結果によって、直鎖ＤＮＡテザーのそれぞれの末端と繋がった生体分子が有効容積
を占め、これらの輪郭長、ｄ（４／３．ｐｉ．（ｄ／２）3）の行程体積に基づいて予測
されたものに近いことが示される。このデータは、テザーの長さを変えることによって末
端の有効濃度が変わることを示している。
【０１１３】
　これらの結果によって、テザーの自由端で生体分子の濃度を制御する直接的な方法とし
てテザー長を利用することができること、及び高「濃度」の繋留生体分子は、テザーの末
端で生体分子対間の分子内相互作用を介して得ることができることが示される。
【０１１４】
　これらの結果によって、ＦＲＥＴ／ＦＬＩＭ分析がテザーの末端で付着した結合生体分
子の割合を評価する実践的な方法であることが示される。相互作用する分子の％はテザー
の長さに依存し、テザーの濃度に依存しないので、単一の繋留分子で複数のＦＲＥＴ／Ｆ
ＬＩＭを読み出すことによって繋留分子対の親和性を測定することが原則として可能にな
る。しかし、現行の蛍光技法の感度では、本発明者等は、読み出しが、１０００個の結合
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した分子対の少なくとも１０％でなされる必要があるので、ＦＲＥＴ／ＦＬＩＭ分析には
、平衡結合定数を推測するのに必要な少なくとも１００００個の繋留分子対が要求される
と考えている。それにもかかわらず、この分子の数はアトモル範囲であり、技法が上記の
ように高感度である必要があると主張する。
【０１１５】
　生体分子を繋げる好ましい方法は分子を固体表面に付着させることであるが、繋留生体
分子濃度の一次制御はテザー長を変えることによって達成されるので、単一の可撓性テザ
ーを介する２つの生体分子の結合は、記載の直鎖テザーシステムの本質的に小さい実践的
修飾である。しかし、表面と繋げる方法は、アンカー間距離を変えることによって、行程
体積間の重複を詳細に制御することができる（図１～図４を参照されたい）。
【０１１６】
　それにもかかわらず、本発明者等は、直鎖分子、及びＹ字型分子等のナノテザー生化学
アプローチ（図１７）の他の実施態様には、検出分子を２つの生体分子の親和性を変える
ことができる因子を備える容器に入れるセッティングとは異なる利点があり得ることに留
意している。例えば、直鎖又はＹ字型の分子を含有する小胞調製物を用いて、第２の生体
分子に対する第１の分子の親和性を変え、小胞に自由に拡散する代謝産物の濃度をモニタ
リングすることができる。潜在的な容器としては、試験管、マイクロウェルプレート、代
謝産物を拡散させるが、直鎖状の分子、細胞（例えば分子のマイクロインジェクション）
及び生物体（例えばゼブラフィッシュ胚）を保持する膜結合容器が挙げられる。
【０１１７】
６　本発明の方法／装置のためのフォーマット
　ａ）スライドガラスのフォーマット
　一実施形態において、担体のフォーマットは、オリゴヌクレオチドがスプリットピン配
列機を用いてスポットでアレイ上にプリントしているスライドガラスである。
【０１１８】
　ｂ）マイクロビーズのフォーマット
　代替的なフォーマットにおいて、担体は、単一ビーズとテザーの組合せとの間に特有の
関連性を生じるフォーマットで結合するマイクロビーズによって与えられる。このフォー
マットによって、マイクロ流体システムにこの技法を適用させることができる。
【０１１９】
　ｃ）アンカー間距離の制御
　上記の６のａ）項で言及した好ましいアレイスポットの実施態様を利用して、第１の生
体分子及び第２の生体分子に対するアミノ末端のオリゴヌクレオチドアンカーが修飾ガラ
ス基板と共有結合する。非特異的なアミノ末端のオリゴヌクレオチド（テザー成分を結合
しないように設計した）をアンカーオリゴヌクレオチド結合混合物に滴定し、必要に応じ
てアンカー間の結合距離を変える。アンカー間の平均距離は、テザー長よりも大きい長さ
から最大のオリゴヌクレオチドテザーの能力（最大の能力は、１．６ｎｍの平均アンカー
間距離に等しい１ｃｍ2当たり２０ピコモルの結合ＤＮＡである、Chrisey, L. A.他(1996
)）まで変わる。このアンカー間密度は、（例えば互いの平均３０ｎｍ内に２００ｂｐ（
６０ｎｍ）のテザーを運ぶのに３０ｎｍの平均距離を必要とする（requires））典型的な
範囲のアンカー密度で要求されたものを大きく上回る。
【０１２０】
　非特異的なオリゴヌクレオチドは、反応基をキャップし、また表面を負に帯電させ、そ
れにより負に帯電したＤＮＡテザーの表面との関連性を最小限にする機能がある。代替的
には、疎水性脂質基はガラス表面と結合し、疎水性－親水性結合の不和合性のためにＤＮ
Ａ－表面の結合が妨げられ得る。
【０１２１】
　代替的な実施態様において、アンカーオリゴヌクレオチドに存在する配列（図８のアン
カー５６及びアンカー５８の配列１及び配列２）は連続して合成される（すなわち単一オ
リゴヌクレオチドとしての５’－配列１　－　配列２－３’）。これによって、テザーＡ
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及びテザーＢの両方に共通のアンカーが効率的に生じ、行程体積全体が重複していること
が確認される。この技法のさらなる開発の一部として、非常にわずかな数の（わずか１対
の）生体分子を研究した場合、このアプローチには利点があり得る。
【０１２２】
７　アッセイの読み出し
　ａ）スライドマウントシステム
　本発明の一実施形態において、アッセイの読み出しは、テザーヘッド部分３８及び４０
、又は図１０に示されるようなテザーの核酸部分の他の場所に結合した異なるフルオロフ
ォア４２、４３間のフォスター共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）の強度である。フルオロ
フォアに対する励起極大（λ１）に適切なレーザーを用いて、このフルオロフォアを励起
させる。フルオロフォア４３からの波長極大（λ２）での発光を記録し、ＦＲＥＴのレベ
ルを評価する（図１０）。代替的には、フルオロフォア４３は、フルオロフォア４２から
ＦＲＥＴを通って蛍光を消失させるように選択され得る。実際にＦＲＥＴが起こるには、
エネルギーを移動させるために、１つのフルオロフォアの励起分子が、他のフルオロフォ
アと分子的に近接である必要があり（１０ｎｍ未満）、他のフルオロフォアが特有の波長
で発光する。第１の生体分子及び第２の生体分子も、第１の生体分子と第２の生体分子と
の間で複合体を形成するために分子的に近接である場合、本発明の方法ではこれが起こる
。したがって、繋留生体分子のスポット内に存在する第１の生体分子と第２の生体分子と
の割合は、ＦＲＥＴの強度で定量化される。適切な制御（例えばフルオロフォア４２及び
フルオロフォア４３単独のスポット）がシグナルレベルを正規化するのに用いられる。
【０１２３】
　ＦＲＥＴは、繋留生体分子のアレイを含有するスライドガラスで共焦点顕微鏡を用いて
測定される。
【０１２４】
　ｂ）ナノスケールの球又は量子ドットの使用
　代替的な溶液において、球又は「量子ドット」（Doty, R. C.他Cell Mol. Life Sci. 6
1 (15) 1843-9）等のナノスケール固体は、単一のフルオロフォアの代わりに繋がれる。
これらの接合体は、蛍光分子の数が増えるために、ＦＲＥＴ効率が高くなり得る。代替的
に、ナノスケール固体によって、蛍光相関分光法が高解像度の光共焦点顕微鏡を用いて行
われる。２Ｋｂ（０．６μｍ）より長いテザーに関して、第１の生体分子と第２の生体分
子との複合体の形成は、蛍光ドット対の割合が幾つかの分離を示すものに比例するため、
直接的に記録することができる。
【０１２５】
８　データ解析
　十分に特徴付けられた簡単な平衡結合方程式（ミカエリスメンテン）を用いて、第１の
生体分子及び第２の生体分子の濃度、並びに結合しているこれらの生体分子の割合に基づ
き、分子相互作用のパラメータを導く。
【０１２６】
９　用途
　本発明の方法のさらなる用途、全てのフォーマット（直鎖、Ｙ字型及び付着）における
ナノテザー生化学的技法としては以下のものが挙げられる。
【０１２７】
　ａ）Ｋdの決定
　例えば、相互作用のＫdを正確に決定する典型的な実験では、一連のテザー長及びアン
カー間距離は、第１の生体分子及び第２の生体分子に関するアンカー及びテザーの適切な
組合せを用いて、アレイのスポットとして配置される。これによって、標準的な範囲の濃
度が生成される。これらの濃度が、結合した第１の生体分子と第２の生体分子との複合体
の割合に対してプロットされ、最大半量結合で必要な第１の生体分子（又は第２の生体分
子）の濃度が決定される（この濃度はＫdである）。
【０１２８】
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　ｂ）ライブラリースクリーニング
　本発明の方法によって、単一分子Ａと、分子Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３～Ｂnのライブラリーと
の間の相互作用がスクリーニングされる。このフォーマットでは、それぞれのスポットが
Ａ及びＢ１だけ、又はＡ及びＢ２～Ａ及びＢnで占められている。タンパク質分子に好ま
しい実施態様では、メッセンジャーＲＮＡ（messages）のＢ１、Ｂ２、Ｂ３～Ｂnの３’
末端から特有の（例えばコード）領域を認識するヘッドテザーが生成され、上記に記載の
ようにコアテザーと結合する。Ｂnはトランスクリプトーム／プロテオームを潜在的に表
すタンパク質のライブラリーであり得る。代替的に、Ｂnは、相互作用部位、又は低分子
化合物から合成ポリマーのライブラリーまでに及ぶ化合物の繋留ライブラリーを規定する
のに用いられるペプチドのライブラリーであり得る。
【０１２９】
　ｃ）Ｋoff測定
　図１１で図示されるように、第１の生体分子及び第２の生体分子の初期飽和濃度で共に
切断することができる第２の生体分子にアンカー／テザーを用いることによって、Ｋoff

を決定することが可能になる。この配置では、第１の生体分子及び第２の生体分子の複合
体のレベルの減衰速度は、第２の生体分子に対するテザーの切断後にリアルタイムでモニ
タリングされる。この種の分析は、Ｋoffを決定するのに表面プラズモン共鳴で用いられ
るものに類似している。
【０１３０】
　これは、２つの方法で達成することができる。緩やかなＫoff速度を伴う状況のために
、アンカー／テザーの制限酵素消化によって、第２の生体分子が放出され、第１の生体分
子から拡散される。Ｋoff速度がより速いと、光切断部を含有する修飾オリゴヌクレオチ
ドが、アンカーの一本鎖領域に組み込まれる。ＦＲＥＴ分析に用いられたものとは異なる
波長の光を用いて、光切断が開始される。Ｋoff及びＫdが分かると、式Ｋd＝Ｋoff／Ｋon

に基づき、Ｋonを算出することができる。
【０１３１】
　ｄ）生物システムの調節因子に対するスクリーニング
　Ｋdに近似である第１の生体分子と第２の生体分子との間の結合定数を確立することに
よって、Ｋdに近似である第１の生体分子及び第２の生体分子の濃度で結合反応を設定す
ることが可能になり、このようにしてこれらの相互作用の可溶性調節因子に対するスクリ
ーニングに特に高感度になる。これらの調節分子は、集合的に「Ｃ」と呼ばれる。Ｃの例
としては、精製した相互作用タンパク質、Ａ及びＢを修飾するタンパク質（例えばキナー
ゼ）、薬剤分子又はその候補物、ＡＢ複合体形成を変える１つ又は複数の成分を含有する
タンパク質の複合体混合物（例えば細胞抽出物、血清、他の生体液）が挙げられる。Ｃは
、単一分子の溶液又は化合物の複合混合物（例えば生体抽出物又は生体液）であり得る。
Ｃ自体は、第３のテザーと繋がり得るか、又は代替的に例えば用途に応じた溶液中で繋が
り得ない。Ｃの存在は、図１８に関して以下で示されるような多くのフォーマットで試験
することができる。
【０１３２】
フォーマット１．　異なる第１の繋留生体分子と第２の繋留生体分子との対のアレイがＣ
で処理され、Ｃが影響を及ぼす結合反応の範囲を決定する。Ａ及びＢの有効濃度がＡＢ複
合体のＫdと近似になるように、Ａ及びＢのテザー長を調節することができる。この濃度
では、ＡＢの５０％が複合体に存在し、相互作用が、ＡＢ相互作用の強度を変える因子に
対して最も高感度になる。因子「Ｃ」は、Ａ及びＢのいずれか又は両方と相互作用するか
、又はそれらを修飾することによってＡのＢに対する親和性を増大又は低減し得る。
【０１３３】
フォーマット２．　第１の生体分子及び第２の生体分子の同じ繋留対は、異なる反応ウェ
ル（例えばマイクロウェルプレート）で第１の生体分子及び第２の生体分子を繋げること
によって、異なるＣ化合物で処理される。
【０１３４】
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フォーマット３．　連続流。カラムフォーマット又はマイクロビーズのアレイに、又はマ
イクロ流体システムに配置された第１の生体分子及び第２の生体分子の同じ繋留対がＣの
流れで処理される。この場合Ｃは、その後の一連の試験溶液又は分離からの分画（例えば
コンビナトリアル化学システムにおけるクロマトグラフィカラム溶出液又は細胞抽出物か
らのタンパク質分画）であり得る。
【０１３５】
フォーマット４．　既知の「Ｃ」の濃度測定。Ａ、Ｂ又はＡＢ複合体に対する因子「Ｃ」
の親和性が知られている場合、因子Ｃの濃度を測定することができる。例えば、血清等の
臨床サンプルにおける生体分子の割合を決定するのに、これを用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【０１３６】
　本発明による方法及び装置が、例として、さらに添付の図１～図２３を参照して記載さ
れる。
【図１】本発明の方法に用いる繋留生体分子を示す図である。
【図２】本発明の方法に用いる２つの繋留生体分子を示す図である。
【図３Ａ】結合した図２の生体分子を示す図である。
【図３Ｂ】結合した図３Ａの生体分子及び可撓性テザーを示す図である。
【図４Ａ】異なるテザー間距離で、本発明の方法に用いる繋留生体分子のアレイを示す図
である。
【図４Ｂ】異なるテザー間距離で、本発明の方法に用いる繋留生体分子のアレイを示す図
である。
【図５】本発明に従ってテザーに用いるヘッドテザー部分を示す図である。
【図６】本発明に従ってテザーに用いる修飾オリゴヌクレオチドを示す図である。
【図７】本発明によるテザーの形成を示す図である。
【図８】本発明によるテザーの形成におけるさらなる工程を示す図である。
【図９】生体分子とテザーとの接合体の生成を示す図である。
【図１０】本発明による方法を示す図である。
【図１１】Ｋoffを測定するための本発明による方法の使用を示す図である。
【図１２】図１２Ａは、本発明による生体分子の直鎖分子配列の操作を示すスキームであ
る。短い可撓性テザー及び長い可撓性テザーの自由端で掃引される球の図である。図１２
Ｂは、本発明による生体分子の直鎖分子配列の操作を示すスキームである。生体分子Ａと
生体分子Ｂとの間の分子間相互作用を表す直鎖分子の自由変異型及び結合変異型の可能性
のある構造の図である。図１２Ｃは、本発明による生体分子の直鎖分子配列の操作を示す
スキームである。ＡとＢとの間の分子間相互作用を受ける自由変異型及び結合変異型の図
である。
【図１３】図１３は、テザーを形成するのに用いられる「ヘッドセット」オリゴヌクレオ
チドを示す図である。Ａは、図１２Ｃで示した形態の個々の分子を示す。Ｂは、アクセプ
タ及びドナーヘッドセットが付着した直鎖分子を示す。この分子は図１２Ｂで示した形態
をとる。
【図１４】ＦＲＥＴによるドナー蛍光の時間依存性の消失を示す図である。
【図１５】アクセプタヘッドセット滴定を示すグラフである。
【図１６】ａ．一連の長さ、及びｂ．一連の濃度に対する直鎖分子の親和性の実験測定を
示す図である。
【図１７】本発明によるＹ字型分子を示す図である。
【図１８】下記の本発明による方法を用いる因子「Ｃ」の決定を示す図である。
【図１９Ａ】オリゴヌクレオチドによって形成される生体分子の設計を示す図である。
【図１９Ｂ】オリゴヌクレオチドによって形成される生体分子の設計を示す図である。
【図１９Ｃ】オリゴヌクレオチドによって形成される生体分子の設計を示す図である。
【図１９Ｄ】オリゴヌクレオチドによって形成される生体分子の設計を示す図である。
【図２０】様々な長さのテザー部分を有する生体分子のゲル分析の写真である。
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【図２１Ａ】図１９のオリゴヌクレオチドを用いたＦＲＥＴ実験の結果を示す図である。
【図２１Ｂ】図１９のオリゴヌクレオチドを用いたＦＲＥＴ実験の結果を示す図である。
【図２２】ＤＮＡテザーの長さによる、結合分子の割合の変化を示すグラフである。
【図２３】生体分子Ａと共有結合パートナーＸとの間の融合を示す図である。

【図１】

【図２】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図４Ａ】

【図４Ｂ】
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【図１３】
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【図１９Ａ】 【図１９Ｂ】

【図１９Ｃ】 【図１９Ｄ】
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【図２０】 【図２１Ａ】

【図２１Ｂ】 【図２２】
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