
(57)【要約】
【課題】　標的核酸中の特定塩基（例えば、メチル化シトシン）の数を、簡便、短時間且
つ容易に測定する方法を提供すること。
【解決手段】　次の手順を含むことを特徴とする核酸中の特定塩基の測定方法である。
　核酸重合系Ｉで核酸重合反応を一回若しくは複数回行い、核酸重合系の核酸重合反応前
後の蛍光キャラクター変化又は変化量を測定し、測定値に基づいて、核酸中の特定塩基を
測定する。
　核酸重合系Ｉ：以下の成分を含む：（Ａ）鋳型としての標的核酸、（Ｂ）（ａ）蛍光色
素、（ｂ）クエンチャー物質、及び（ｃ）蛍光色素若しくはクエンチャー物質を含有する
免疫関連物質、からなる群から選ばれた少なくとも一種の物質で標識された、少なくとも
一種の標識ヌクレオチドモノマー、（Ｃ）一種若しくは一対のプライマー、及び（Ｄ）少
なくとも一種の核酸合成酵素。
【選択図】なし

10

JP 2006-320267 A 2006.11.30



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 次 の 手 順 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 。
　 １ ） 下 記 の 核 酸 重 合 系 Ｉ で 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 行 い 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸
重 合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 し （ 以 下 、 測 定 系 Ｉ と い う 。 ） 、
得 ら れ た 測 定 値 に 基 づ い て 、 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 。
　 核 酸 重 合 系 Ｉ ： 以 下 の 成 分 を 含 む ： （ Ａ ） 鋳 型 と し て の 標 的 核 酸 、 （ Ｂ ） （ ａ ） 蛍 光 色
素 、 （ ｂ ） ク エ ン チ ャ ー 物 質 、 及 び （ ｃ ） 蛍 光 色 素 若 し く は ク エ ン チ ャ ー 物 質 を 含 有 す る
免 疫 関 連 物 質 、 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 種 の 物 質 で 標 識 さ れ た 、 少 な く と も
一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 （ Ｃ ） 一 種 若 し く は 一 対 の プ ラ イ マ ー 、 及 び （ Ｄ ） 少
な く と も 一 種 の 核 酸 合 成 酵 素 。
【 請 求 項 ２ 】
　 核 酸 中 の 特 定 塩 基 が メ チ ル 化 シ ト シ ン で あ り 、 請 求 項 １ に 記 載 の １ ） の 代 わ り に 、 以 下
の 手 順 １ ） 及 び ２ ） に 代 え た も の で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 。
　 １ ） 鋳 型 と し て の 標 的 核 酸 中 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル 化 処 理 す る 。
　 ２ ） 以 下 の 核 酸 重 合 系 IIで 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 行 い 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸
重 合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 し （ 以 下 、 測 定 系 IIと い う 。 ） 、
得 ら れ た 測 定 値 に 基 づ い て 、 核 酸 中 の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測 定 す る 。
　 核 酸 重 合 系 II： 以 下 の 成 分 を 含 む ： （ Ａ ） 鋳 型 と し て の ウ ラ シ ル 化 核 酸 、 （ Ｂ ） 少 な く
と も 一 種 の 標 識 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 若 し く は 標 識 シ ト シ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ
ー 、 又 は そ れ ら の 双 方 、 （ Ｃ ） フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ forward primer） 及 び リ バ ー ス
プ ラ イ マ ー （ reverse primer） の ど ち ら か 一 方 若 し く は 双 方 、 及 び （ Ｄ ） 少 な く と も 一 種
の 核 酸 合 成 酵 素 。
【 請 求 項 ３ 】
　 下 記 の 核 酸 重 合 系 IIaで 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 行 い 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸 重
合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 し （ 以 下 、 測 定 系 IIaと い う 。 ） 、
測 定 系 IIと 測 定 系 IIaの 測 定 値 の 差 若 し く は そ の 比 、 又 は 双 方 に 基 づ い て 、 メ チ ル 化 シ ト
シ ン 及 び 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測 定 す る か 、 又 は メ チ ル 化 シ ト シ ン と 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン
の 比 を 求 め る か 、 又 は そ れ ら の 双 方 を 求 め る も の で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩
基 の 測 定 方 法 。
　 核 酸 重 合 系 IIa： 核 酸 重 合 系 IIに お い て 、 （ Ａ ） 鋳 型 核 酸 と し て ウ ラ シ ル 化 核 酸 の 代 わ
り に ウ ラ シ ル 化 処 理 さ れ て い な い 標 的 核 酸 若 し く は 塩 基 配 列 は 同 じ で あ る が 、 メ チ ル 化 さ
れ て い な い シ ト シ ン 若 し く は 全 シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ た も の を 有 す る 標 的 核 酸 、 又 は そ
れ ら の 双 方 を 使 用 す る 以 外 は 核 酸 重 合 系 IIと 同 じ 成 分 を 含 む 。
【 請 求 項 ４ 】
　 次 の 手 順 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 。
　 １ ） 次 の 核 酸 重 合 系 IIIで 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 行 う 。
　 核 酸 重 合 系 III： 以 下 の 成 分 を 含 む ： （ Ａ ） 鋳 型 と し て 標 的 核 酸 、 （ Ｂ ） 少 な く と も 一
種 の 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 （ Ｃ ） フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ forward primer） 及
び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ reverse primer） う ち の ど ち ら か 一 方 、 及 び （ Ｄ ） 少 な く と も 一
種 の 核 酸 合 成 酵 素 。
　 ２ ） 鋳 型 核 酸 と し て の 標 的 核 酸 、 又 は 、 プ ラ イ マ ー と 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 核
酸 重 合 系 外 へ の 除 去 。
　 ３ ） 次 の 核 酸 重 合 系 IVで 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 行 い 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸 重
合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 し （ 以 下 、 測 定 系 IVと い う 。 ） 、 得
ら れ た 測 定 値 に 基 づ い て 、 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 。
　 核 酸 重 合 系 IV： 前 記 の ３ ） の 操 作 を 受 け た 核 酸 重 合 系 に 以 下 の 成 分 を 加 え る ： （ Ｂ ） 一
種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 （ Ｃ ） フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ forward primer） 及 び
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ reverse primer） う ち の 核 酸 重 合 系 IIIで 使 用 し な い 方 。
【 請 求 項 ５ 】
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　 プ ラ イ マ ー と し て ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 鋳 型 核 酸 と し て の 標 的 核 酸 の 核 酸 重
合 を 行 う も の で あ る 請 求 項 １ 又 は ４ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の 核 酸 重 合 反 応 が 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 手 順 １ ） の も の で あ る 請 求 項 ５ に
記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 鋳 型 核 酸 と し て の 標 的 核 酸 の 核 酸 重 合 系 外 へ の 除 去 が 、 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 を ア ビ ジ ン
コ ー ト ビ ー ズ に 結 合 さ せ た 後 、 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 と 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 及 び 鋳
型 核 酸 と し て の 標 的 核 酸 を 分 別 す る 手 順 を 含 む も の で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定
塩 基 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 プ ラ イ マ ー 並 び に 標 識 及 び 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 核 酸 重 合 系 外 の 除 去 が 、 分 子
篩 フ ィ ル タ ー で 処 理 す る も の で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 特 定 塩 基 が メ チ ル 化 シ ト シ ン 若 し く は シ ト シ ン 、 又 は そ れ ら の 双 方 で あ り 、 核 酸 重 合 反
応 を 行 う 手 順 の 前 に 、 鋳 型 と し て の 核 酸 に 含 ま れ る 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル 化 処 理
す る 手 順 を 付 け 加 え る 請 求 項 ４ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の 核 酸 重 合 系 III及 び IVを 、 各 々 下 記 の 核 酸 重 合 系 IIIa及 び IVaに 代 え る
こ と 以 外 は 請 求 項 ４ と 同 様 に し て 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸 重 合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変
化 又 は 変 化 量 を 測 定 し て 得 た 測 定 値 の 双 方 若 し く は 各 々 の 単 独 の も の と 請 求 項 ４ に 記 載 の
測 定 値 の 差 若 し く は そ の 比 、 又 は そ れ ら の 双 方 に 基 づ い て 、 特 定 塩 基 を 測 定 す る 請 求 項 ６
に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 。
　 核 酸 重 合 系 IIIa： 核 酸 重 合 系 IIIに お い て 、 （ Ａ ） 鋳 型 核 酸 と し て ウ ラ シ ル 化 核 酸 の 代
わ り に ウ ラ シ ル 化 処 理 さ れ て い な い 標 的 核 酸 、 又 は 塩 基 配 列 は 同 じ で あ る が 、 メ チ ル 化 さ
れ て い な い シ ト シ ン 若 し く は 全 シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ た も の を 有 す る 標 的 核 酸 を 使 用 す
る 以 外 は 核 酸 重 合 系 IIIと 同 じ 成 分 を 含 む 。
　 核 酸 重 合 系 IVa： 核 酸 重 合 系 IVに お い て 、 （ Ａ ） 鋳 型 核 酸 と し て ウ ラ シ ル 化 核 酸 の 代 わ
り に ウ ラ シ ル 化 処 理 さ れ て い な い 標 的 核 酸 、 又 は 塩 基 配 列 は 同 じ で あ る が 、 メ チ ル 化 さ れ
て い な い シ ト シ ン 若 し く は 全 シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ た も の を 有 す る 標 的 核 酸 を 使 用 す る
以 外 は 核 酸 重 合 系 IVと 同 じ 成 分 を 含 む 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 核 酸 重 合 系 が 、 更 に （ Ｂ '） 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 含 む 請 求 項 １ 又 は ４ に 記 載
の 標 的 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 核 酸 重 合 系 が 、 更 に （ Ｅ ） 核 酸 に 結 合 す る こ と で 、 蛍 光 を 発 す る 物 質 （ 以 下 、 核 酸 特 異
的 蛍 光 色 素 と い う 。 ） を 含 む 請 求 項 １ 又 は ４ に 記 載 の 標 的 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 蛍 光 色 素 若 し く は ク エ ン チ ャ ー 物 質 を 含 有 す る 免 疫 関 連 物 質 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少
な く と も 一 種 の 物 質 で 標 識 さ れ た 、 少 な く と も 一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が ハ プ テ
ン 類 の 一 種 で 標 識 さ れ た も の で あ り 、 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 は 、 蛍 光 色 素 を 有 し 、 且 つ
当 該 ハ プ テ ン に 親 和 性 結 合 を す る 基 を 有 す る 物 質 が 当 該 ハ プ テ ン が 親 和 性 結 合 す る こ と に
基 づ く も の で あ る 請 求 項 １ 又 は ４ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 固 体 表 面 上 に 固 定 化 さ れ た １ 種 以 上 の 核 酸 プ ラ イ マ ー に 鋳 型 核 酸 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
て 、 核 酸 重 合 反 応 を 行 う 請 求 項 １ 又 は ４ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ 又 は ４ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 に お い て 、 一 種 の 塩 基 か ら な る 標
識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 使 用 し て 得 た デ ー タ （ 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 の 測 定 値 ） （
Ｔ 1 ） と 、 別 種 の 塩 基 か ら な る 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 使 用 し て 得 た デ ー タ （ 蛍 光 キ
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ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 の 測 定 値 ） （ Ｔ 2 ） と の 比 （ Ｔ 1 ／ Ｔ 2 ） を 求 め る こ と を 特 徴 と す る 特
定 塩 基 の 測 定 方 法 に お け る デ ー タ 処 理 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 用 い て 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 方 法 、 特 に
、 特 定 塩 基 が 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン 、 シ ト シ ン 、 又 は メ チ ル 化 シ ト シ ン と 非 メ チ ル 化 シ ト シ
ン の 比 で あ る 新 概 念 の 測 定 方 法 で あ る 。 又 、 メ チ ル 化 核 酸 を 測 定 す る 方 法 で も あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 現 在 、 核 酸 中 の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測 定 す る 方 法 は 、 遺 伝 子 発 現 の 研 究 に 多 用 さ れ て い
る が 、 数 百 塩 基 対 の 核 酸 中 の 任 意 の 特 定 塩 基 を 簡 便 且 つ 短 時 間 に 測 定 す る 一 般 的 方 法 は 知
ら れ て い な い 。 又 、 核 酸 中 の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測 定 す る 方 法 は 、 未 だ 、 簡 便 化 さ れ た も
の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 即 ち 、 現 在 、 あ る 長 さ 、 例 え ば ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ 塩 基 対 程 度 の 核 酸 中 の 領 域 に 存 在 す る 特
定 塩 基 の 数 を 調 べ る に は 、 そ の 領 域 の シ ー ク エ ン ス （ sequence） を す る こ と が 必 要 で あ る
。
　 同 様 に 、 あ る 領 域 に 存 在 す る Ｃ ｐ Ｇ ア イ ラ ン ド の 、 メ チ ル 化 さ れ た シ ト シ ン の 数 を 調 べ
る 場 合 も 、 核 酸 を ウ ラ シ ル 化 処 理 後 、 配 列 を 決 定 す る 必 要 が あ る 。 し か し 、 シ ー ク エ ン ス
に は 、 精 製 及 び 分 離 等 の 操 作 が 必 須 で あ る 。 こ れ ら の 操 作 は 煩 雑 で あ り 、 結 果 を 出 す ま で
に は 、 長 時 間 （ 例 え ば 、 少 な く と も ３ 日 以 上 の 日 数 ） を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測 定 す る 代 表 的 方 法 と し て 以 下 の 三 つ を 挙 げ る こ と が 出 来 る
。
　 （ １ ） メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を 用 い て 標 的 核 酸 を 切 断 す る 方 法 （ 非 特 許 文 献 １ ）
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 で 消 化 し た 後 、 核 酸 増 幅 反 応 を 行 う 。 消 化 さ れ
た 核 酸 、 す な わ ち メ チ ル 化 さ れ て い な い 核 酸 は 増 幅 し な い が 、 消 化 さ れ な か っ た 核 酸 は 増
幅 す る た め 、 電 気 泳 動 に て バ ン ド の 有 無 で 判 別 す る 。 し か し な が ら 、 こ の 方 法 は 、 メ チ ル
化 感 受 性 制 限 酵 素 を 用 い る た め に 解 析 で き る 塩 基 配 列 に 制 限 が あ る 。 制 限 酵 素 処 理 で 切 断
残 り が あ る と 擬 陽 性 と な る 。 単 に 、 増 幅 の 有 無 を 検 出 す る も の で あ る 。 操 作 は 電 気 泳 動 分
離 が 必 要 で あ る 。 そ れ で 定 量 性 及 び 操 作 性 に 問 題 が あ っ た 。
　 当 該 方 法 に お い て 、 測 定 可 能 な 核 酸 は 、 ３ 乃 至 ３ ０ 塩 基 対 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 （ ２ ） メ チ ル 化 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｍ Ｓ Ｐ ： methylation specific PCR） （ 非 特 許 文 献 ２ ）
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 重 亜 硫 酸 で 処 理 す る 。 当 該 処 理 で 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン は シ ト シ ン の ま ま
、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン は す べ て ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー 配 列 中 に 数 個 の メ チ ル
化 部 位 が 入 る よ う に 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 電 気 泳 動 に
か け 、 バ ン ド の 有 無 で メ チ ル 化 シ ト シ ン を 検 出 す る 。 当 該 方 法 は 、 塩 基 配 列 の 制 限 は な い
が 、 メ チ ル 化 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 設 計 が 難 し い 。 又 、 当 該 方 法 は 電 気 泳 動 に よ る 分 離 を 必
要 と す る 。
　 当 該 方 法 に お い て も 、 測 定 可 能 な 核 酸 は 、 ３ 乃 至 ３ ０ 塩 基 対 の も の に 限 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 （ ３ ） Bisulfite genomic sequencing方 法 （ 非 特 許 文 献 ３ ）
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 重 亜 硫 酸 処 理 し た 後 、 シ ー ク エ ン ス す る 。 当 該 方 法 で は 、 数 百 塩 基 の 長
さ の 核 酸 を 測 定 で き る が 、 操 作 が 複 雑 に な る 。 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 及 び 電 気 泳 動 分 離 等 の 操
作 が 必 要 で 、 簡 便 で な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Singer-Sam, J. (1990) Mol. Cell. Biol. 10, 4987-4989
【 非 特 許 文 献 ２ 】 JAMESG. Herman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 9821-9826

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-320267 A 2006.11.30



, 1996
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Grunau, C. et al., Nucleic Acids Res., 29, 65, 2001
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 前 記 の 状 況 に 鑑 み 、 数 百 塩 基 対 を 有 す る 核 酸 中 の 特 定 塩 基 、
特 に 核 酸 中 の メ チ ル 化 シ ト シ ン 若 し く は 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 、 又 は そ れ ら の 双 方 を 同 一 操
作 に て 、 短 時 間 、 簡 便 、 且 つ 優 れ た 感 度 で 、 特 異 的 に 正 確 に 測 定 で き る （ 定 量 性 の あ る ）
新 規 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 前 記 課 題 を 鋭 意 実 験 し た 結 果 、 標 的 核 酸 を 鋳 型 と し て 、 標 識 ヌ ク レ オ チ
ド モ ノ マ ー を 含 む 核 酸 重 合 系 で 、 核 酸 重 合 反 応 を 行 い 、 当 該 反 応 の 前 後 で 核 酸 重 合 系 の 核
酸 重 合 系 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 若 し く は 変 化 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 特 定 塩 基 を 簡
便 且 つ 短 時 間 に 測 定 で き る こ と を 知 見 し た 。 本 発 明 は か か る 知 見 に 基 づ い て 完 成 さ れ た も
の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 主 に 、 発 明 １ 、 発 明 ２ 、 発 明 ３ 、 及 び 発 明 ４ を 提 供 す る 。 又 、 そ れ ら
の 関 連 発 明 を 提 供 す る 。
　 発 明 １ は 、 次 の 手 順 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 で あ る 。
　 １ ） 下 記 の 核 酸 重 合 系 Ｉ で 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 行 い 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸
重 合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 （ 以 下 、 測 定 系 Ｉ と い う 。 ） し 、
得 ら れ た 測 定 値 に 基 づ い て 、 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 。
　 核 酸 重 合 系 Ｉ ： 以 下 の 成 分 を 含 む ： （ Ａ ） 鋳 型 と し て の 標 的 核 酸 、 （ Ｂ ） （ ａ ） 蛍 光 色
素 、 （ ｂ ） ク エ ン チ ャ ー 物 質 、 及 び （ ｃ ） 蛍 光 色 素 若 し く は ク エ ン チ ャ ー 物 質 を 含 有 す る
免 疫 関 連 物 質 、 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 種 の 物 質 で 標 識 さ れ た 、 少 な く と も
一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 （ Ｃ ） 一 種 若 し く は 一 対 の プ ラ イ マ ー 、 及 び （ Ｄ ） 少
な く と も 一 種 の 核 酸 合 成 酵 素 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 発 明 ２ ～ ４ は 、 発 明 １ を 改 良 若 し く は 発 展 さ せ た も の で あ り 、 後 記 文 中 又 は 発 明 ５ ～ １
０ と し て 後 記 し た 関 連 発 明 は 、 発 明 １ ～ ４ を 好 適 に 実 施 す る た め の も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 電 気 泳 動 、 制 限 酵 素 分 解 、 及 び 塩 基 配 列 決 定 （ sequencing） 等 の 少 な く も い
ず れ か 一 つ の 操 作 （ 従 来 の 技 術 で は 必 要 と し た ） を 必 要 と し な い 方 法 で 、 数 百 塩 基 対 か ら
な る 核 酸 中 の 特 定 塩 基 、 例 え ば 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン 及 び シ ト シ ン 等 を 測 定 す る こ と が 可 能
に な っ た 。 そ れ で 、 数 百 塩 基 対 か ら な る 核 酸 中 の 特 定 塩 基 、 特 に メ チ ル 化 シ ト シ ン 及 び シ
ト シ ン 等 を 、 短 時 間 、 簡 便 、 且 つ 優 れ た 感 度 で 、 特 異 的 に 正 確 に 測 定 す る こ と が 可 能 に な
り 、 そ の 結 果 と し て 、 発 ガ ン 機 作 の 解 明 、 制 癌 剤 の 開 発 を 促 進 す る も の で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
　 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 前 に 、 特 許 請 求 の 範 囲 を 含 む 本 明 細 書 全 体 に わ た っ て 使 用 す る
用 語 の 定 義 を す る 。 本 発 明 に 用 い て い る 用 語 は 、 特 別 な 定 義 が な い 場 合 、 生 物 学 、 分 子 生
物 学 、 遺 伝 学 若 し く は 遺 伝 子 工 学 、 微 生 物 学 若 し く は 微 生 物 工 学 等 で 一 般 的 に 出 願 時 に 使
用 さ れ て い る 用 語 と 同 じ 意 味 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 標 識 若 し く は 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と は 、 少 な く と も １ 種 の 核 酸 合 成 酵 素 に よ り
核 酸 重 合 体 に 取 り 込 ま れ 得 る ヌ ク レ オ チ ド の こ と を い う 。 好 適 に は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
核 酸 の 構 成 成 分 の モ ノ ヌ ク レ オ チ ド で あ る が 、 本 発 明 に お い て は 、 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド の 他
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に 、 ２ ～ ３ ０ 量 体 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 好 適 な 例 と し て は 、 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ リ
ン 酸 体 （ Ｎ Ｍ Ｐ ） 、 ２ リ ン 酸 体 （ Ｎ Ｄ Ｐ ） 及 び ３ リ ン 酸 体 （ Ｎ Ｔ Ｐ ） を 挙 げ る こ と が で き
る 。 よ り 好 適 な 例 と し て は 、 ３ リ ン 酸 体 で あ る 。 塩 基 と し て 、 核 酸 構 成 成 分 の も の 、 即 ち
、 ア デ ニ ン （ Ａ ） 、 グ ア ニ ン （ Ｇ ） 、 ウ ラ シ ル （ Ｕ ） 、 シ ト シ ン （ Ｃ ） 、 チ ミ ン （ Ｔ ） 、
そ れ ら の 誘 導 体 、 Ｒ Ｎ Ａ に 含 ま れ る 微 量 成 分 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 糖 は リ ボ ー ス 、 デ
オ シ キ シ リ ボ ー ス 、 ジ デ オ シ キ シ リ ボ ー ス な ど で あ る 。 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 鋳
型 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の で あ る な ら ば 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 さ な い 核 酸
合 成 酵 素 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ） と リ ガ ー ゼ を 用 い る こ と に よ り 、 核 酸 重 合 系 で
核 酸 重 合 体 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と は 、 後 記 す る 蛍 光 色 素 、 ク エ ン チ ャ ー 物 質 、 免 疫 関 連 物 質
等 の も の か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 種 の も の で 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ
ー の こ と を い う 。 そ し て 、 蛍 光 色 素 、 ク エ ン チ ャ ー 物 質 、 又 は 免 疫 関 連 物 質 （ 以 下 、 こ れ
ら の 物 質 を 単 に 本 発 明 の 標 識 物 質 又 は 単 に 標 識 物 質 と い う 場 合 が あ る 。 ） で 標 識 さ れ た ヌ
ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 各 々 蛍 光 色 素 標 識 ヌ ク レ オ チ ド （ こ の 場 合 、 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド
と い う 場 合 も あ る 。 ） 、 ク エ ン チ ャ ー 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 免 疫 関 連 物 質 標 識 ヌ ク レ オ チ ド
と い う 。 更 に 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 ド ナ ー 蛍 光 色 素 、 ア ク セ プ タ ー 蛍 光 色 素 で 標
識 さ れ た も の を 、 各 々 、 ド ナ ー 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ク セ プ タ ー 標 識 ヌ ク レ オ チ ド と い う
。 こ れ ら を 総 称 し て 標 識 ヌ ク レ オ チ ド と い う 。 標 識 ヌ ク レ オ チ ド に つ い て は 、 更 に 、 詳 し
く 後 記 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド と は 、 前 記 の よ う な 標 識 物 質 で 標 識 さ れ な い ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー
の こ と を い う 。
　 プ ラ イ マ ー と は 、 鋳 型 核 酸 に 特 異 的 に 結 合 し 、 核 酸 重 合 体 の 前 駆 体 に な る １ 種 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の こ と を い う 。 核 酸 プ ラ イ マ ー が 、 蛍 光 色 素 、 ク エ ン チ ャ ー 物 質 、 免 疫 関 連
物 質 で 標 識 さ れ た も の を 、 順 に 、 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー 、 ク エ ン チ ャ ー 標 識 プ ラ イ マ ー 、 免
疫 関 連 物 質 標 識 プ ラ イ マ ー と い う 。 又 、 総 称 し て 、 標 識 プ ラ イ マ ー と い う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 鋳 型 核 酸 と は 、 核 酸 重 合 体 の 鋳 型 に な り 得 る も の で 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 等
で 増 幅 さ れ た 核 酸 、 核 酸 若 し く は 増 幅 核 酸 中 の シ ト シ ン 若 し く は メ チ ル 化 シ ト シ ン 以 外 の
シ ト シ ン を 脱 ア ミ ノ 化 し て ウ ラ シ ル に 変 換 し て 得 ら れ る ウ ラ シ ル 化 核 酸 、 重 亜 硫 酸 で 処 理
さ れ た ウ ラ シ ル 化 核 酸 、 methylaseで メ チ ル 化 し た メ チ ル 化 核 酸 、 又 、 そ れ ら を Ｐ Ｃ Ｒ 方
法 で 増 幅 し た 核 酸 を も 意 味 す る 。 メ チ ル 化 核 酸 を Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 で 増 幅 し て 得 た 核 酸 を 、 核 酸
特 異 的 メ チ ル 化 酵 素 （ Sss I (CpG) Methylase, Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b） で 再 び メ チ ル 化
し た メ チ ル 化 核 酸 も 意 味 す る 。 核 酸 は Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 勿 論 、 遺 伝 子 等 を 含 む 。
又 、 濃 度 又 は 大 き さ の 大 小 も 問 わ な い 。
　 尚 、 本 発 明 に お い て は 、 特 定 塩 基 の 一 つ で あ る メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 有 す る 核 酸 を メ チ
ル 化 核 酸 と い う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 核 酸 合 成 酵 素 と は 、 前 記 の 鋳 型 核 酸 を 鋳 型 と し て 前 記 の 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 及 び 標 識 ヌ
ク レ オ チ ド 、 又 は 、 そ れ ら の 単 独 を 重 合 し て 、 核 酸 重 合 体 を 合 成 す る 能 力 を 有 す る も の で
あ れ ば ど の よ う な も の で も よ い 。 代 表 的 な 例 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 類 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ 類 、 逆 転 写 酵 素 類 （ reverse transcriptase） 、 リ ガ ー ゼ 類 、 各 種 の キ ナ ー ゼ 類
、 ヌ ク レ オ チ ド ３ リ ン 体 生 成 系 、 及 び そ れ ら の 遺 伝 子 工 学 的 に 改 変 さ れ た 改 変 蛋 白 質 を 有
す る 酵 素 類 を 挙 げ る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 類 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 類 及 び 逆
転 写 酵 素 類 は 、 リ ガ ー ゼ 類 、 各 種 の キ ナ ー ゼ 類 、 ヌ ク レ オ チ ド ３ リ ン 体 生 成 系 を 含 ん で い
る 酵 素 類 は 、 本 発 明 に お い て は 、 好 適 に 利 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 に お い て は 、 こ れ ら の も の
が 、 単 独 若 し く は 併 用 で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 勿 論 、 当 該 酵 素 は 、 こ れ ら 酵 素 の 活 性 を 十 分 に 発 揮 さ せ る 各 種 因 子 を 含 ん で い て も 、 い
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な く と も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 場 合 は 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 し て い て も 、
有 さ な く て も よ い 。 精 製 さ れ た 酵 素 若 し く は 粗 酵 素 の 状 態 の ど ち ら で も よ い 。 又 、 酵 素 の
起 源 （ 微 生 物 、 動 物 、 植 物 ） に つ い て は 特 に 限 定 さ れ な い 。 好 適 に は 耐 熱 性 を 有 す る も の
が よ い 。 好 適 な 具 体 例 と し て 、 ３ '→ ５ 'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 欠 損 さ せ た Vent(exo-)
DNA Polymerase（ サ ー モ コ ッ カ ス ・ リ ト ラ リ ス 由 来 ） 、 9° N DNA polymerase、 Therminat
or DNA Polymerase（ New England Biolabs、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 Tgo(exo-)DNA Polymerase、 Therm
o Sequenase DNA Polymerase（ Armersham社 製 ） 、 T7 Sequenase DNA Polymerase、 ThemoS
equenase II（ Armersham Biosciences、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 AmpliTaq DNA Polymerase， FS（ Appli
ed Biosystems、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 Deep Vent(exo-)DNA Polymerase（ New England Bioabs、 Ｕ Ｓ
Ａ ） 、 Klenow Fragment等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 「 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 」 、 或 い は 「 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 濃 度 を
測 定 す る 」 な る 用 語 は 、 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 濃 度 を 定 量 す る こ と は 勿 論 の こ と 、 定 量 的 検
出 を す る こ と 、 定 性 的 検 出 を す る こ と 、 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 量 比 若 し く は 存 在 比 を 決 め る
こ と 、 特 定 塩 基 を 含 有 す る 核 酸 の 定 量 （ コ ピ ー 数 の 定 量 等 ） 、 検 出 、 判 定 （ 確 認 ） 若 し く
は 存 在 比 を 決 め る こ と 、 本 発 明 の 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 強 度 を 単 に 測 定 す る こ と 等 を 意 味 す る
も の と す る 。 又 、 公 知 の 方 法 （ 基 礎 生 化 学 実 験 法 、 第 ４ 巻 （ 核 酸 ・ 遺 伝 子 実 験 ） 、 日 本 生
化 学 会 編 、 東 京 化 学 同 人 社 ） 等 に よ り 塩 基 配 列 を 決 め る 操 作 等 も 含 め る も の と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 又 、 核 酸 の 重 合 反 応 と は 、 単 な る 重 合 （ 合 成 、 又 は 伸 長 反 応 ） 反 応 だ け で な く 、 核 酸 の
増 幅 反 応 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｎ 方 法 、 Ｌ Ａ Ｍ Ｐ
方 法 、 Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ 方 法 、 Ｔ Ａ Ｍ Ａ 方 法 、 Ｌ Ｃ Ｒ 方 法 、 GenomiPhi法 、 そ れ ら の 方 法 に 伴 う
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 、 伸 長 、 変 性 等 を 含 め る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 光 学 的 キ ャ ラ ク タ ー 」 な る 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 蛍 光 色 素 、 ク エ ン チ ャ ー
物 質 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 等 の 各 種 の 吸 収 ス ペ ク ト ル 、 若 し く は 蛍 光 発 光 ス ペ ク ト ル 、 及
び そ れ ら の 吸 収 強 度 、 偏 光 、 蛍 光 発 光 、 蛍 光 強 度 、 蛍 光 寿 命 、 蛍 光 偏 光 、 蛍 光 異 方 性 等 の
光 学 的 特 性 等 の こ と い う （ 「 蛍 光 強 度 」 で 総 称 す る 。 ） 。 又 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 等 に 標 識
さ れ て い る 少 な く と も １ つ の 蛍 光 色 素 等 に つ い て 少 な く と も １ 種 以 上 の 測 定 波 長 で 測 定 さ
れ た 測 定 値 を 総 合 的 に 評 価 し て 得 た 性 質 の こ と も い う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 蛍 光 強 度 の 変 化 若 し く は 変 化 量 か ら 」 な る 用 語 は 、 本 発 明 の 核 酸 重
合 体 に 基 づ く 蛍 光 強 度 の 変 化 だ け で な く 、 新 た に 合 成 さ れ た 核 酸 重 合 体 同 士 が ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し た と き の 、 又 は 鋳 型 核 酸 と 新 た に 合 成 さ れ た 核 酸 重 合 体 と が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た と
き の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 若 し く は 変 化 量 を も 意 味 す る
も の と す る 。 こ れ ら の 変 化 量 は 、 例 え ば 、 ド ナ ー 蛍 光 色 素 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 色 素 の 関 係
、 蛍 光 色 素 と 核 酸 を 構 成 す る 塩 基 と の 関 係 、 又 は 蛍 光 色 素 と ク エ ン チ ャ ー 物 質 と の 関 係 に
基 づ い て 発 生 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 更 に 、 鋳 型 核 酸 若 し く は 新 た に 合 成 さ れ た 核 酸 重 合 体 に 入 り 込 ん だ 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素
と 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 標 識 し て い る 蛍 光 色 素 若 し く は 免 疫 関 連 物 質 を 介 す る 蛍 光
色 素 等 の 標 識 物 質 の 関 係 で 発 生 す る 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 の 発 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 、
又 は 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 蛍 光 色 素 の 発 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 を も 含 め る も の と
す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 又 、 核 酸 重 合 系 は 、 標 識 又 は 非 標 識 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 、 標 識 又 は 非 標
識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と 共 に 含 む こ と も で き る 。 こ の 場 合 の 核 酸 の 重 合 は 、 当 該 ジ デ オ
キ シ ヌ ク レ オ チ ド が 反 応 に 利 用 さ れ た 場 合 は 、 利 用 さ れ た 時 点 で ス ト ッ プ す る 。 １ 種 の 標
的 核 酸 が 鋳 型 と な っ て い る 場 合 は 、 そ れ を 鋳 型 と す る 鎖 長 の 異 な る 核 酸 重 合 体 が 多 数 得 ら
れ る 。 こ れ ら の 核 酸 重 合 体 を 電 気 泳 動 方 法 、 液 体 ク ロ マ ト 方 法 等 で 分 析 ・ 解 析 す る こ と に
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よ り 、 標 的 核 酸 に つ い て 重 要 な 情 報 が 得 ら れ る 。 こ の よ う な 分 析 ・ 解 析 に お い て も 前 記 標
識 物 質 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 が 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 標 識 物 質 （ 蛍 光 色 素 、 ク エ ン チ ャ ー 物 質 、 免 疫 関 連 物 質 ） 、 当 該 物 質 で 標 識 さ
れ た 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 及 び 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 に つ い て 詳 し く 記 載 す る 。
　 本 発 明 で い う 蛍 光 色 素 （ 「 蛍 光 物 質 」 と い う 場 合 も あ る 。 ） と は 、 一 般 に 核 酸 プ ロ ー ブ
を 標 識 し て 、 核 酸 の 測 定 ・ 検 出 に 用 い ら れ て い る 蛍 光 色 素 の 類 で あ る 。 例 え ば 、 フ ル オ レ
セ イ ン （ fluorescein） 又 は そ の 誘 導 体 類 ｛ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
（ fluorescein isothiocyanate） （ FITC） 若 し く は そ の 誘 導 体 等 ｝ 、 Alexa 488、 Alexa 5
32、 cy3、 cy5、 6-joe、 EDANS、 ロ ー ダ ミ ン （ rhodamine） 6G（ R6G） 又 は そ の 誘 導 体 ｛ 例 え
ば 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン （ teramethylrhodamine） （ TMR） 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ tetramethylrhodamine isothiocyanate） （ TMRITC） 、 ｘ － ロ ー ダ
ミ ン （ x-rhodamine） ｝ 、 テ キ サ ス レ ッ ド （ Texas red） 、 ボ デ ピ ー （ BODIPY） FL｛ ボ デ ピ
ー （ BODIPY） は 商 標 名 、 FLは 商 品 名 ； モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ （ Molecular Probes） 社 製
、 米 国 ； 以 下 同 様 ｝ 、 ボ デ ピ ー （ BODIPY） FL/C3、 ボ デ ピ ー （ BODIPY） FL/C6、 ボ デ ピ ー （
BODIPY） 5-FAM、 ボ デ ピ ー （ BODIPY） TMR、 又 は そ の 誘 導 体 ｛ 例 え ば 、 ボ デ ピ ー （ BODIPY）
TR｝ 、 ボ デ ピ ー （ BODIPY） R6G、 ボ デ ピ ー （ BODIPY） 564、 ボ デ ピ ー （ BODIPY） 581、 ボ デ
ピ ー （ BODIPY） 493/503、 Lissamine（ 商 標 名 、 Perkin Elmer社 、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 等 を 挙 げ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 の 中 で も 、 Lissamine、 FITC、 EDANS、 6-joe、 TMR、 Alexa 488、 Alexa 532、 BODIPY
 FL/C3、 BODIPY R6G、 BODIPY FL、 Alexa 532、 BODIPY FL/C6、 BODIPY TMR、 5-FAM、 BODIP
Y 493/503、 BODIPY 564、 BODIPY 581、 Cy3、 Cy5、 Texas red、 x-Rhodamine等 を 好 適 な も
の と し て 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ク エ ン チ ャ ー 物 質 と は 、 前 記 蛍 光 色 素 に 作 用 し て 、 そ の 発 光 を 抑 制 若 し く は 消 光 す る 物
質 で あ る 。 例 え ば 、 Dabcyl、 QSY7（ モ ル キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ 社 製 ） 、 QSY33（ モ ル キ ュ ラ
ー ・ プ ロ ー ブ 社 製 ） 、 Ferrocene又 は そ の 誘 導 体 、 methyl viologen、 N,N'-dimethyl-2,9-
diazopyrenium等 、 好 適 に は Dabcyl等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 免 疫 関 連 物 質 と は 、 免 疫 関 連 物 質 、 即 ち 、 抗 原 、 抗 体 及 び 抗 抗 体 、 ハ プ テ ン 関
連 物 質 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 も の で あ り 、 お 互 い に 対 応 関 係 を 有 す る セ
ッ ト か ら な る も の で あ る 。 そ し て 当 該 セ ッ ト の ど ち ら か 一 方 が ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 標
識 す る の に 用 い ら れ る 。 他 の 一 方 は 蛍 光 色 素 又 は ク エ ン チ ャ ー 物 質 で 標 識 さ れ る 。 こ の よ
う な セ ッ ト の こ と を 本 発 明 の 免 疫 関 連 物 質 と い う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 例 示 し て 説 明 す る と 、 抗 体 に は 、 蛍 光 色 素 又 は ク エ ン チ ャ ー 物 質 が 標 識 若 し く は 結 合 し
て い る 前 記 の 抗 原 、 抗 抗 体 が 結 合 す る 。 当 該 抗 体 で 標 識 し た 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を
重 合 核 酸 に 取 り 込 ま せ る 。 当 該 取 り 込 ま れ た 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 抗 体 に 前 記 の 蛍
光 色 素 等 で 標 識 若 し く は 結 合 さ せ た （ 前 記 抗 体 に 対 応 す る ） 抗 原 又 は 抗 抗 体 を 反 応 さ せ る
。 こ の 場 合 の 反 応 は 親 和 性 結 合 に 基 づ い て い る 。 そ の 結 果 、 （ 後 記 の 記 載 か ら 理 解 さ れ る
よ う に 、 ） 蛍 光 色 素 間 、 蛍 光 色 素 と ク エ ン チ ャ ー 物 質 間 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 と 蛍 光 色 素
間 な ど に 相 互 作 用 が 発 生 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の 場 合 、 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 最 初 に 標 識 す る も の は 、 抗 原 、 抗 体 、 抗 抗 体 の い ず
れ で も よ い 。 そ し て 、 取 り 込 ま れ た 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー に 反 応 す る 免 疫 関 連 物 質 を
含 有 す る 物 質 を 反 応 さ せ れ ば よ い 。 そ し て 当 該 物 質 に 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 を も た ら
す 物 質 を 標 識 し て お け ば よ い 。 後 記 し た 実 施 例 の ビ オ チ ン 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と 蛍
光 色 素 等 で 標 識 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 等 の ハ プ テ ン 類 の 関 係 で も よ い 。 本 発 明 は 、 免 疫
関 連 物 質 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー は ハ プ テ ン 類 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー も 含 む も の で
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あ る 。
　 免 疫 関 連 物 質 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー は 、 委 託 合 成 （ パ ー キ ン エ ル マ ー 社 、 米 国 （ ht
tp://www.perkinelmer.com） を 行 っ て 入 手 し た 方 が 便 利 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と は 、 上 記 の 物 質 の 少 な く と も １ 種 で 標 識 さ れ た ヌ
ク レ オ チ ド モ ノ マ ー で あ る 。 そ の 標 識 部 位 は ５ '側 の 糖 部 位 若 し く は そ の リ ン 酸 部 位 、 ３ '
側 の 糖 部 位 及 び ／ 若 し く は リ ン 酸 部 位 、 並 び に ／ 又 は 塩 基 部 位 で あ る 。 ど ち ら の 部 位 で も
よ い 。 そ し て 、 蛍 光 色 素 と は 前 記 に 例 示 さ れ る よ う な 色 素 で 、 ド ナ ー 色 素 と な り 得 る 色 素
、 ア ク セ プ タ ー 色 素 と な り 得 る 色 素 の 双 方 を 意 味 す る も の と す る 。 又 、 同 様 に 、 ク エ ン チ
ャ ー 標 識 ヌ ク レ オ チ ド と は 前 記 に 例 示 さ れ る よ う な ク エ ン チ ャ ー 物 質 で 標 識 さ れ た ヌ ク レ
オ チ ド モ ノ マ ー で あ る 。 尚 、 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と ク エ ン チ ャ ー 標 識 ヌ ク レ オ
チ ド モ ノ マ ー の 双 方 を 総 称 し て 、 「 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 場 合 が あ る 。 蛍 光 標 識 ジ デ
オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ク エ ン チ ャ ー 標 識 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て も 前 記 と 同 様
で あ る 。 こ の 場 合 は 、 糖 の ３ '位 に Ｏ Ｈ 基 が な い の で 、 核 酸 重 合 に 当 該 ヌ ク レ オ チ ド が 反
応 に 利 用 さ れ た 場 合 は 、 利 用 さ れ た 時 点 で 、 核 酸 重 合 反 応 が ス ト ッ プ す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 標 識 ヌ ク レ オ チ ド に お い て 糖 の ３ 'Ｏ Ｈ 基 に 標 識 さ れ て い る 場 合 は 、 当 該 ヌ ク レ オ チ ド
が 重 合 反 応 に 利 用 さ れ た 時 点 で 、 核 酸 重 合 反 応 が ス ト ッ プ す る 。 １ 種 の 標 的 核 酸 が 鋳 型 と
な っ て い る 場 合 は 、 そ れ を 鋳 型 と す る 鎖 長 の 異 な る 核 酸 重 合 体 が 多 数 得 ら れ る 。 こ れ ら の
核 酸 重 合 体 を 電 気 泳 動 方 法 、 液 体 ク ロ マ ト 方 法 等 で 分 析 ・ 解 析 す る こ と に よ り 標 的 核 酸 に
つ い て 重 要 な 情 報 が 得 ら れ る 。 こ の よ う な 分 析 ・ 解 析 に お い て も 標 識 物 質 の 蛍 光 強 度 の 変
化 が 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー に 蛍 光 色 素 、 ク エ ン チ ャ ー 物 質 を 標 識 す る に は 、 従 来 公 知 の 標 識
法 の う ち の 所 望 の も の を 利 用 す る こ と が で き る 。 標 識 部 位 は 、 ５ 'リ ン 酸 部 の Ｏ Ｈ 基 、 糖
部 の ５ '、 ３ '、 若 し く は ２ '位 の Ｏ Ｈ 基 、 塩 基 の Ｏ Ｈ 基 、 ア ミ ノ 基 で あ る 。 ア ミ ノ 基 に 標
識 す る 場 合 、 キ ッ ト 試 薬 、 例 え ば 、 Uni-link aminomodifier（ CLONTECH社 製 、 米 国 ） 、 フ
ル オ ・ リ ポ タ ー キ ッ ト （ FluoReporter Kit） F-6082、 F-6083、 F-6084、 F-10220（ い ず れ
も モ ル キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ （ Molecular Probes） 社 製 、 米 国 ） を 用 い る の が 便 利 で あ る 。
そ し て 、 常 法 に 従 っ て 当 該 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー に 前 記 標 識 物 質 分 子 を 結 合 さ せ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 Ｏ Ｈ 基 に 標 識 す る 場 合 、 5'Amino-Modifier C6キ ッ ト （ Glen Research社 、 米 国 ） 等 を 用
い る 。 例 え ば 、 Ｏ Ｈ 基 に 前 記 標 識 物 質 分 子 を 結 合 さ せ る 場 合 は 、 先 ず 、 常 法 に 従 っ て Ｏ Ｈ
基 に ス ペ ー サ ー と し て 、 例 え ば 、 － （ Ｃ Ｈ 2 ） n － Ｓ Ｈ を 導 入 す る 。 こ の 場 合 、 ｎ は ３ ～ １
２ で あ る 。 こ の ス ペ ー サ ー に Ｓ Ｈ 基 反 応 性 を 有 す る 前 記 標 識 物 質 又 は そ れ ら の 誘 導 体 を 結
合 さ せ る こ と に よ り 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 合 成 で き る 。 ア ミ ノ 基 に 標 識 す る 場 合 も
同 様 で あ る 。 合 成 さ れ た 各 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー は 、 逆 相 等 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 等 で 精 製 し て 、 本 発 明 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と す れ ば よ い 。
　 尚 、 現 在 、 上 記 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー は パ ー キ ン エ ル マ ー 社 （ 米 国 ） 、 ア マ シ ャ
ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 （ 英 国 ） 等 か ら 市 販 さ れ て い る 。 又 、 委 託 合 成 を 行 っ て 入 手 す る の
が 実 験 時 間 の 節 約 に な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 で 用 い る 核 酸 プ ラ イ マ ー と は 、 核 酸 重 合 体 の 前 駆 体 、 即 ち 、 プ レ カ ー サ ー （ prec
ursor） と 成 り 得 る も の で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る も の で あ る 。 デ オ キ シ リ ボ
ー ス 体 、 リ ボ ー ス 体 の ど ち ら で も よ い 。 そ し て 鎖 長 は 公 知 の 核 酸 合 成 に 利 用 で き る も の で
よ く 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 示 す る な ら ば 、 ２ ～ ５ ０ 塩 基 、 好 適 に は 、 ５ ～ ４ ０ 塩 基 、
よ り 好 適 に は １ ０ ～ ３ ０ 塩 基 で あ る 。 鋳 型 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 を
有 す る も の で あ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 本 発 明 の 前 記 プ ラ イ マ ー は 、 前 記 の 蛍 光 色 素 、 ク エ ン チ ャ ー 物 質 、 免 疫 関 連 物 質 の 少 な
く と も 一 種 で 標 識 さ れ て い て も 、 い な く と も 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い 標 識 部 位 は ５
'末 端 の リ ン 酸 部 、 そ の リ ン 酸 を 脱 リ ン し て 得 ら れ る 糖 の ５ '位 の Ｏ Ｈ 基 若 し く は 塩 基 部 又
は そ れ ら の 双 方 、 鎖 中 の 塩 基 部 、 又 は ３ '末 端 の 塩 基 部 若 し く は 糖 部 の ２ '位 の Ｏ Ｈ 基 、 又
は そ れ ら の 双 方 で あ る 。 糖 部 の ３ '位 の Ｏ Ｈ 基 が 標 識 さ れ て い な い も の が 好 ま し い 。 勿 論
、 ３ '末 端 の 糖 の ３ 'Ｏ Ｈ 基 が 標 識 さ れ た も の も 用 い る こ と が で き る 。 し か し 、 こ の 場 合 は
単 に 核 酸 プ ロ ー ブ と し て 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 核 酸 プ ラ イ マ ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 通 常 の 一 般 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
製 造 方 法 で 製 造 で き る 。 例 え ば 、 化 学 合 成 法 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 等
を 使 用 す る 微 生 物 法 等 で 製 造 で き る 。 尚 、 現 在 、 市 販 さ れ て い る 核 酸 合 成 機 を 使 用 す る の
が 好 適 で あ る 。
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 蛍 光 色 素 、 ク エ ン チ ャ ー 物 質 を 標 識 す る に は 、 前 記 の 標 識 ヌ ク レ
オ チ ド モ ノ マ ー の 場 合 と 同 様 に す れ ば よ い 。 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 、 当 該 標 識 核
酸 プ ラ イ マ ー の 合 成 は 、 委 託 合 成 を 行 う の が 最 も 簡 便 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 と は 、 核 酸 に 結 合 す る こ と で 蛍 光 を 発 す る 物 質 の
こ と で あ る 。 結 合 す る 核 酸 種 は 、 二 本 鎖 核 酸 、 一 本 鎖 核 酸 な ど を 挙 げ る こ と が で き 、 特 に
限 定 さ れ な い 。 核 酸 に 結 合 す る こ と で 蛍 光 を 発 す る 物 質 で あ れ ば よ い 。 例 を 挙 げ れ ば 、 Ol
igreen（ 登 録 商 標 、 Molecular probes、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 エ チ ジ ュ ウ ム ブ ロ ミ ド 、 SYBR Green（
登 録 商 標 、 以 下 同 じ ） １ （ 商 品 名 ） 、 Molecular probes、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 SYBR Green 1 Nucle
ic Acid Gel Stain（ 商 品 名 、 Molecular probes、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 SYBR Green 2（ 商 品 名 、 Mol
ecular probes、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 YOYO-1（ 商 品 名 、 Molecular probes、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 YOYO（ Molec
ular probes、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 TOTO（ 登 録 商 標 、 以 下 同 じ ） （ Molecular probes、 Ｕ Ｓ Ａ ） 、 Y
O-PRO-1（ 商 品 名 、 Molecular probes、 Ｕ Ｓ Ａ ） 等 で あ る 。 こ れ ら の 物 質 は 市 販 の も の が
よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 、 次 の ４ つ の 主 発 明 、 及 び こ れ に 関 連 す る 発 明 か ら 構 成 さ れ る 。 具 体 的 に は 図
面 を も っ て 後 記 に 説 明 し た 。 関 連 発 明 も 図 面 説 明 に 続 い て 記 し た 。
＜ 発 明 １ ＞
　 次 の 手 順 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 標 的 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 で あ る 。
　 １ ） 下 記 の 核 酸 重 合 系 Ｉ で 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 （ 例 え ば 、 ２ ～ ２ ０ ０ ０
回 、 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ ０ 回 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ １ ０ ０ 回 ） 行 い 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸 重
合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 し （ 測 定 系 Ｉ ） 、 得 ら れ た 測 定 値 に
基 づ い て 、 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 。
　 核 酸 重 合 系 Ｉ ： 以 下 の 成 分 を 含 む ： （ Ａ ） 鋳 型 と し て の 標 的 核 酸 、 （ Ｂ ） （ ａ ） 蛍 光 色
素 、 （ ｂ ） ク エ ン チ ャ ー 物 質 、 及 び （ ｃ ） 蛍 光 色 素 若 し く は ク エ ン チ ャ ー 物 質 を 含 有 す る
免 疫 関 連 物 質 、 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 種 の 物 質 で 標 識 さ れ た 、 少 な く と も
一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 （ Ｃ ） プ ラ イ マ ー 、 及 び （ Ｄ ） 少 な く と も 一 種 の 核 酸
合 成 酵 素 。
【 ０ ０ ４ １ 】
＜ 発 明 ２ ＞
　 核 酸 中 の 特 定 塩 基 が メ チ ル 化 シ ト シ ン で あ り 、 発 明 １ に 記 載 の 手 順 １ ） の 代 わ り に 、 以
下 の 手 順 １ 及 び ２ に 代 え た も の で あ る 発 明 １ に 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 で あ る
。
　 １ ） 鋳 型 と し て の 核 酸 に 含 ま れ る 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル 化 処 理 す る 。
　 ２ ） 以 下 の 核 酸 重 合 系 IIで 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 （ 例 え ば 、 ２ ～ ２ ０ ０ ０
回 、 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ ０ 回 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ １ ０ ０ 回 ） 行 い 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸 重
合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 し （ 測 定 系 II） 、 得 ら れ た 測 定 値 に
基 づ い て 核 酸 中 の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測 定 す る 。
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　 核 酸 重 合 系 II： 以 下 の 成 分 を 含 む ： （ Ａ ） 鋳 型 と し て の ウ ラ シ ル 化 核 酸 、 （ Ｂ ） 少 な く
と も 一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と し て 標 識 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 （ Ｃ ）
フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ forward primer） 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ reverse primer）
の ど ち ら か 一 方 、 及 び （ Ｄ ） 少 な く と も 一 種 の 核 酸 合 成 酵 素 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
＜ 発 明 ３ ＞
　 発 明 ２ に お い て 、 プ ラ イ マ ー と し て フ ォ ー ワ ー ド 及 び リ バ ー ス の 一 対 の プ ラ イ マ ー 、 及
び 少 な く と も 一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と し て 標 識 シ ト シ ン 又 は グ ア ニ ン ヌ ク レ オ
チ ド モ ノ マ ー を 使 用 し 、 核 酸 重 合 反 応 を Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 で 行 う 方 法 で あ る 。 核 酸 中 の メ チ ル 化
シ ト シ ン を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 標 識 シ ト シ ン 又 は グ ア ニ ン ヌ ク レ オ
チ ド モ ノ マ ー が 特 異 的 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 尚 、 発 明 １ 、 ２ 及 び ３ に お い て 、 以 下 の 手 順 を 含 む 発 明 が 好 適 に 実 施 さ れ 得 る 。
　 下 記 の 核 酸 重 合 系 IIaで 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 （ 例 え ば 、 ２ ～ ２ ０ ０ ０ 回
、 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ ０ 回 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ５ ０ 回 ） 行 い 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸 重 合 反
応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 し （ 測 定 系 IIa） 、 測 定 系 IIと 測 定 系 IIa
の 測 定 値 の 差 及 び そ の 比 又 は そ れ ら の 単 独 も の に 基 づ い て 、 特 定 塩 基 を 測 定 す る 。 特 定 塩
基 が メ チ ル 化 シ ト シ ン 及 び シ ト シ ン 又 は そ れ ら の 単 独 の も の の 場 合 は 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン
及 び 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測 定 す る か 、 若 し く は メ チ ル 化 シ ト シ ン と 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン
の 比 を 求 め る か 、 又 は そ れ ら の 双 方 を 求 め る 。
　 核 酸 重 合 系 IIa： 核 酸 重 合 系 IIに お い て 、 （ Ａ ） 鋳 型 核 酸 と し て ウ ラ シ ル 化 核 酸 の 代 わ
り に ウ ラ シ ル 化 処 理 さ れ て い な い 標 的 核 酸 、 又 は 塩 基 配 列 は 同 じ で あ る が 、 メ チ ル 化 さ れ
て い な い シ ト シ ン 若 し く は 全 シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ た も の を 有 す る 標 的 核 酸 を 使 用 す る
以 外 は 核 酸 重 合 系 IIと 同 じ 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
＜ 発 明 ４ ＞
　 次 の 手 順 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 。
　 １ ） 次 の 核 酸 重 合 系 IIIで 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 （ 例 え ば 、 ２ ～ ２ ０ ０ ０
回 、 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ ０ 回 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ １ ０ ０ 回 ） 行 う 。
　 核 酸 重 合 系 III： 以 下 の 成 分 を 含 む ： （ Ａ ） 鋳 型 と し て 標 的 核 酸 、 （ Ｂ ） 少 な く と も 一
種 の 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 （ Ｃ ） フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ forward primer） 及
び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ reverse primer） う ち の ど ち ら か 一 方 、 及 び （ Ｄ ） 少 な く と も 一
種 の 核 酸 合 成 酵 素 。
　 ２ ） 未 反 応 の プ ラ イ マ ー 、 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 核 酸 重 合 系 外 へ の 除 去 。
　 ３ ） 次 の 核 酸 重 合 系 IVで 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 （ 例 え ば 、 ２ ～ ２ ０ ０ ０ 回 、
好 ま し く は ２ ～ ２ ０ ０ 回 、 ２ ～ １ ０ ０ 回 ） 回 行 い 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸 重 合 反 応 前 後 の 蛍 光
キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 し （ 測 定 系 IV） 、 得 ら れ た 測 定 値 に 基 づ い て 核 酸 中 の
特 定 塩 基 を 測 定 す る 。
　 核 酸 重 合 系 IV： 前 記 の ３ ） の 操 作 を 受 け た 核 酸 重 合 系 に 以 下 の 成 分 を 加 え る ： （ Ｂ ） 一
種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 （ Ｃ ） フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ forward primer） 及 び
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ reverse primer） う ち の 核 酸 重 合 系 IIIで 使 用 し な い 方 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の 発 明 に お い て 、 特 定 塩 基 が メ チ ル 化 シ ト シ ン 及 び シ ト シ ン 、 又 は そ れ ら の ど ち ら か
一 方 で あ る 場 合 は 、 上 記 １ ） の 手 順 の 前 に 、 前 記 発 明 ２ の 手 順 １ ） （ 鋳 型 と し て の 核 酸 に
含 ま れ る 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル 化 処 理 す る 。 ） を 付 け 加 え る 。 そ れ で 、 核 酸 重 合
系 IIIの 鋳 型 と し て の 核 酸 は ウ ラ シ ル 化 核 酸 に な る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 発 明 ４ に お い て は 、 得 ら れ る 測 定 値 に つ い て 、 次 の 操 作 を 加 え る と よ り 正 確 な 測 定 値 （
デ ー タ ） と な る 。
　 前 記 の 核 酸 重 合 系 III及 び IVを 、 各 々 下 記 の 核 酸 重 合 系 IIIa及 び IVaに 代 え る こ と 以 外 は
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前 記 と 同 様 に し て 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸 重 合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を
測 定 し て 得 た 測 定 値 の 双 方 若 し く は 各 々 の 単 独 の も の と 前 記 発 明 ４ に 記 載 の 測 定 値 の 差 及
び そ れ ら の 比 、 又 は そ れ ら の ど ち ら か 一 方 に 基 づ い て 、 特 定 塩 基 の 量 比 を 求 め る 。 特 定 塩
基 が メ チ ル 化 シ ト シ ン 及 び シ ト シ ン 又 は そ れ ら の ど ち ら か 一 方 で あ る 場 合 、 メ チ ル 化 シ ト
シ ン 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 及 び
メ チ ル 化 シ ト シ ン と 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 比 、 又 は そ れ ら の ど ち ら か 一 方 を 求 め る こ と が
出 来 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 核 酸 重 合 系 IIIa： 核 酸 重 合 系 IIIに お い て 、 （ Ａ ） 鋳 型 核 酸 と し て ウ ラ シ ル 化 核 酸 に 替
え て ウ ラ シ ル 化 処 理 さ れ て い な い 標 的 核 酸 、 又 は 塩 基 配 列 は 同 じ で あ る が 、 メ チ ル 化 さ れ
て い な い シ ト シ ン 若 し く は 全 シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ て い る も の を 有 す る 標 的 核 酸 を 使 用
す る 以 外 は 核 酸 重 合 系 IIIと 同 じ 成 分 を 含 む 。
　 核 酸 重 合 系 IVa： 核 酸 重 合 系 IVに お い て 、 （ Ａ ） 鋳 型 核 酸 と し て ウ ラ シ ル 化 核 酸 に 替 え
て ウ ラ シ ル 化 処 理 さ れ て い な い 標 的 核 酸 、 又 は 塩 基 配 列 は 同 じ で あ る が 、 メ チ ル 化 さ れ て
い な い シ ト シ ン 若 し く は 全 シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ て い る も の を 有 す る 標 的 核 酸 を 使 用 す
る 以 外 は 核 酸 重 合 系 IVと 同 じ 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 発 明 ４ に お い て 、 プ ラ イ マ ー 及 び 標 識 及 び 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 核 酸 重 合
系 外 へ の 除 去 は 、 分 子 篩 フ ィ ル タ ー 処 理 で 達 成 さ れ る 。 す な わ ち 、 プ ラ イ マ ー 程 度 の 分 子
量 以 下 の 分 子 を ろ 過 で き る フ ィ ル タ ー （ 例 え ば 、 Microcon YM-10 10,000MW（ ミ リ ポ ア 社
、 米 国 ） ） で 核 酸 重 合 系 を 濾 過 す る 。 当 該 フ ィ ル タ ー は 遠 心 分 離 機 に 掛 け る こ と が 出 来 る
も の が 好 適 で あ る 。 鋳 型 核 酸 と し て の 標 的 核 酸 に お い て 、 プ ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 部 位 の 塩 基 配 列 に Ｃ 若 し く は Ｇ 、 又 は Ｃ 及 び Ｇ が 存 在 す る 場 合 に 好 適 に 利 用 さ れ る 。 存
在 し な い 場 合 は 、 後 記 す る ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー を 利 用 す る 方 法 が 、 又 は 標 的 核 酸 の ５ '
末 端 に 特 定 の 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー を 用 い る 方 法 が 好 適 に 利 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 上 記 の 核 酸 重 合 系 に お い て 、 更 に 、 少 な く と も 一 種 の 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 含
ん で い て も よ い 。 又 、 更 に （ Ｅ ） 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 を 含 ん で い て も よ い 。 プ ラ イ マ ー は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な り 、 本 発 明 の 標 識 物 質 で 標 識 さ れ て い て も よ く 、 さ れ て い な
く と も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 標 的 核 酸 に つ い て は 前 記 し た 通 り で あ る 。
　 本 発 明 の "少 な く と も 一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー "と は 、 前 記 し た 本 発 明 の 標 識 物
質 の 少 な く と も 一 種 で 標 識 さ れ た 一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー で あ る 。 本 発 明 に お い
て は 、 少 な く と も 一 種 を 用 い る 。 一 種 で も 構 わ な い が 、 各 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー
を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が 出 来 る 。 更 に 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 と 組 み 合 わ せ て 用 い る と
よ り 効 果 的 で あ る 。 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 使 用 の 仕 方 は 、 公 知 の 方 法 が 好 適 に 採 用
で き る （ 国 際 公 開 第 ０ ３ ／ １ ０ ２ １ ７ ９ 号 パ ン フ レ ッ ト ） が 、 具 体 的 に は 後 記 に 例 示 し た
。 尚 、 標 識 又 は 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が 、 標 識 及 び 非 標 識 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
モ ノ マ ー 、 又 は 、 ど ち ら か 一 方 で あ っ て も よ い 。 標 識 及 び 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が
、 ３ リ ン 酸 体 で あ る の が 好 適 で あ る こ と は 前 記 し た 通 り で あ る 。
　 核 酸 合 成 酵 素 に つ い て は 、 前 記 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ウ ラ シ ル 化 核 酸 の 作 成 方 法 は 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン 以 外 の シ ト シ ン を 脱 ア ミ ノ 化 し て 、 ウ
ラ シ ル に 変 換 で き る 方 法 で あ れ ば 、 ど の よ う な も の で も よ い 。 従 来 公 知 の 方 法 を 採 用 す る
こ と が 出 来 る 。 好 適 に は 、 重 亜 硫 酸 を 用 い る 方 法 が よ い 。 当 該 方 法 の 具 体 的 な 条 件 は 公 知
の 方 法 （ 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） で 行 え ば よ い 。 例 え ば 、 ５ ５ ℃ で ４ ～ １ ８ 時 間 、 又 は ９ ５ ℃
で １ 時 間 等 の 条 件 で あ る 。
　 メ チ ル 化 核 酸 （ 全 シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ た も の を 含 む 。 ） 、 非 メ チ ル 化 核 酸 と も に 、
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市 販 さ れ て い る （ CHEMICON INTERNATIONAL、 Ｕ Ｓ Ａ ） の で 、 メ チ ル 化 核 酸 の 対 照 と し て ウ
ラ シ ル 化 核 酸 の 使 用 は 容 易 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 プ ラ イ マ ー は 、 従 来 公 知 の も の （ 国 際 公 開 第 ０ ３ ／ １ ０ ２ １ ７ ９ 号 パ ン フ レ ッ ト 、 国 際
公 開 第 ０ ２ ／ ０ ８ ４ １ ４ 号 パ ン フ レ ッ ト 参 照 ） を 便 利 に 用 い る こ と が で き る 。
　 ５ '末 端 部 の 一 つ の 部 位 か ら メ チ ル 化 シ ト シ ン 部 位 の 一 塩 基 手 前 ま で 、 鋳 型 核 酸 に 相 補
的 で あ っ て も よ い 。 又 、 プ ラ イ マ ー の ３ '末 端 、 又 は ３ '末 端 か ら ２ 番 目 の 塩 基 が メ チ ル 化
部 位 の 塩 基 （ シ ト シ ン （ Ｃ ） 又 は ウ ラ シ ル （ Ｕ ） ） に 相 補 的 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 又 、 本 発 明 に お い て は 、 プ ラ イ マ ー の ５ '末 端 に ビ オ チ ン を 結 合 さ せ た ビ オ チ ン 化 プ ラ
イ マ ー を 好 適 に 用 い る こ と が 出 来 る 。 当 該 プ ラ イ マ ー を 用 い て 核 酸 重 合 を 行 っ て 得 た 重 合
核 酸 は 、 全 て ５ '末 端 に ビ オ チ ン が 結 合 し て い る 。 そ れ で 、 核 酸 重 合 系 に ア ビ ジ ン コ ー ト
ビ ー ズ を 存 在 さ せ て お く と 、 当 該 ビ ー ズ に 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 は 当 該 ビ ー ズ に 結 合 す る 。
こ の こ と に よ り 、 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 と 、 元 の 鋳 型 核 酸 と し て の 標 的 核 酸 、 未 反 応 の 標 識
若 し く は 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 又 は そ れ ら 双 方 の ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と は 分 離
（ 除 去 ） 可 能 な 状 態 に な る 。 そ れ で 、 適 等 な 条 件 、 例 え ば 、 鋳 型 核 酸 と 重 合 合 成 さ れ た 核
酸 と が 解 離 す る よ う な 条 件 、 又 は 適 等 な 方 法 、 例 え ば 当 該 ビ ー ズ を 適 当 な 緩 衝 液 （ 例 え ば
、 実 施 例 に 示 し た ） 等 で 洗 浄 す る こ と に よ り 分 離 す る こ と が 出 来 る 。 か く し て 、 目 的 の 重
合 合 成 さ れ た 核 酸 を 得 る 。
　 尚 、 本 発 明 に お い て は 、 当 該 ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー を 用 い る 方 法 と フ ィ ル タ ー 処 理 方 法
と を 適 当 に 組 み 合 わ せ る 方 法 も 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 次 の よ う な 組 み 合 わ
せ で あ る 。
（ １ ） 先 ず 、 フ ィ ル タ ー 処 理 に よ り 未 反 応 の ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー と 未 反 応 の 標 識 若 し く
は 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 核 酸 重 合 系 外 へ 除 く 。
（ ２ ） 次 に 、 核 酸 重 合 系 の 上 記 ビ ー ズ を 添 加 し 、 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 を 当 該 ビ ー ズ に 結 合
さ せ る 。 そ し て 、 元 の 鋳 型 核 酸 と し て の 標 的 核 酸 と 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 と を 分 離 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 発 明 １ ～ ３ に お い て は 、 か く し て 得 た 当 該 核 酸 （ 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 含 む 。 ）
を 含 む 系 で 、 本 発 明 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 を 起 こ さ せ る 反 応 （ 後 記 し た ） を 行 う こ と
に よ り 、 目 的 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 で き る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 測 定 系 の バ ッ ク グ
ラ ン ド を 小 さ く す る 効 果 を 有 す る 。
　 発 明 ４ に お い て は 、 前 記 し た よ う に 、 当 該 核 酸 に つ い て 、 発 明 ４ の 手 順 ３ ） を 行 う こ と
が 出 来 る 。
　 尚 、 発 明 ４ に お い て 、 こ の よ う な 操 作 を 行 う の が 好 適 な 場 合 は 、 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列
に シ ト シ ン （ Ｃ ） 及 び グ ア ニ ン （ Ｇ ） 、 又 は Ｃ 若 し く は Ｇ を 含 ま な い 場 合 で あ る 。 含 む 場
合 は 、 こ の よ う な 操 作 を 行 わ な く と も 、 発 明 ４ を 好 適 に 実 施 出 来 る 場 合 が あ る 。 た だ 、 前
記 し た フ ィ ル タ ー ろ 過 処 理 だ け で 、 未 反 応 の 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 及 び プ ラ イ マ ー
を 除 去 出 来 る 。
　 よ っ て 、 ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー と ア ビ ジ ン コ ー ト ビ ー ズ を 含 有 す る 、 核 酸 中 の 特 定 塩 基
を 測 定 す る た め の キ ッ ト も 本 発 明 の 一 つ で あ る 。
　 ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー は 、 委 託 合 成 に よ り 入 手 す る （ 例 え ば 、 つ く ば オ リ ゴ サ ー ス 等 ）
の が 便 利 で あ る 。 ア ビ ジ ン コ ー ト ビ ー ズ は 市 販 の も の を 入 手 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 又 、 特 定 の 塩 基 配 列 の プ ラ イ マ ー に 設 計 す る こ と も 出 来 る （ 以 下 、 特 定 配 列 の プ ラ イ マ
ー と い う 。 ） 本 発 明 に お い て は 、 例 え ば 、 二 本 鎖 の 鋳 型 核 酸 を 標 的 核 酸 と す る 場 合 、 一 方
側 に 注 目 す る 。 ５ '末 端 を 有 す る 鋳 型 核 酸 の ５ '末 端 側 に 当 該 特 定 配 列 の プ ラ イ マ ー と 同 じ
塩 基 配 列 か 、 又 は 当 該 同 じ 塩 基 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ る 。 し か し 、 当
該 塩 基 配 列 は 、 ３ '末 端 を 有 す る 鋳 型 核 酸 又 は ウ ラ シ ル 化 核 酸 の ３ '末 端 側 の 塩 基 配 列 に は
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い も の と す る 。 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 し た 鋳 型 核 酸 が 本 発 明
の 核 酸 合 成 系 で 複 製 さ れ た 場 合 、 そ の ３ '末 端 側 に 当 該 特 定 配 列 の プ ラ イ マ ー が 結 合 で き
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る よ う に な る 。 本 発 明 の 場 合 、 例 え ば 、 Ｃ や Ｇ を 含 ま な い 配 列 （ 例 え ば 、 ｔ ｔ ｔ ｔ ｔ ・ ・
・ ・ ・ ｔ ｔ 、 又 、 ａ ａ ａ ａ ・ ・ ・ ・ ・ ａ 、 又 、 こ れ ら 塩 基 の 任 意 の 配 合 の な る 塩 基 配 列 等
） を 設 計 す る の が よ り 好 適 で あ る 。 結 合 方 法 は 、 特 別 に 限 定 さ れ な い が 、 リ ガ ー ゼ を 用 い
る 公 知 の 方 法 等 が 利 用 で き る 。 こ の よ う に す る こ と に よ り 、 元 の 標 的 核 酸 に 関 係 し な い （
相 応 し な い ） プ ラ イ マ ー を 設 計 出 来 る 。
　 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に お い て 、 塩 基 数 が 、 プ ラ イ マ ー と 同 じ か 、 又 は そ れ よ り １ ～
５ ０ 塩 基 、 好 適 に は １ ～ ３ ０ 塩 基 、 よ り 好 適 に は １ ～ １ ０ 塩 基 多 い も の が 好 適 に 使 用 さ れ
得 る 。 ま た 、 プ ラ イ マ ー よ り １ ～ １ ０ 塩 基 、 好 適 に は １ ～ ５ 塩 基 少 な い も の も 好 適 に 使 用
さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 発 明 ４ を 以 下 の よ う に 実 施 す る 。
　 （ １ ） 標 的 核 酸 の ５ '末 端 側 に プ ラ イ マ ー 同 一 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ て お く
。
　 （ ２ ） 標 的 核 酸 に 相 応 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 発 明 ４ の 手 順 １ ） の 核 酸 重 合 反 応 を 行
う 。
　 （ ３ ） 未 反 応 プ ラ イ マ ー 及 び 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を フ ィ ル タ ー ろ 過 処 理 に よ り
核 酸 重 合 系 外 へ 除 去 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 （ ４ ） 上 記 （ ２ ） に お い て 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 は 、 ３ '末 端 側 は 特 定 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド に 相 応 す る 塩 基 配 列 に な っ て い る 。 当 該 塩 基 配 列 に 相 応 す る 特 定 配 列 の プ ラ イ マ
ー を 用 い て 、 手 順 ３ ） の 核 酸 重 合 反 応 を 行 う 。
　 こ の よ う に す る こ と に よ り 、 上 記 （ ２ ） に お い て 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 を 、 特 異 的 に 鋳 型
と し て 核 酸 重 合 反 応 を 行 う こ と が 出 来 る 。
　 上 記 の よ う な 適 用 は 、 発 明 ４ に 限 定 さ れ ず に 、 発 明 １ ～ ３ に も 好 適 に 適 用 で き る 。
　 上 記 の 特 定 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は プ ラ イ マ ー 同 一 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成
、 及 び そ れ を 標 的 核 酸 に 結 合 さ せ る 合 成 、 又 、 特 定 配 列 の プ ラ イ マ ー の 合 成 は 、 前 記 し た
よ う に 委 託 合 成 を 行 う の が 便 利 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 一 対 （ forward primer及 び reverse primer） で 、 核 酸 重 合 反 応 を 行 っ
て も よ く 、 当 該 一 対 の 片 方 の ど ち ら か だ け で 行 っ て も よ い 。
　 片 方 だ け で 行 っ た 場 合 、 一 本 鎖 の 鋳 型 核 酸 か ら 、 一 サ イ ク ル の 重 合 反 応 で 新 た な 重 合 核
酸 一 本 鎖 の 一 本 が 生 じ る 。 ｎ サ イ ク ル の 重 合 反 応 か ら 一 本 鎖 の 新 た な 重 合 核 酸 ｎ 本 が 生 じ
る 。 そ し て 、 各 々 の 核 酸 鎖 に 目 的 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が 取 り 込 ま れ る 。 こ の 方 は
好 適 で あ る 。
　 一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い た 場 合 も 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 核 酸 重 合 方 法 は 、 標 的 核 酸 を 鋳 型 と し て 、 新 た な 核 酸 を 重 合 で き る も の で あ れ ば よ く 、
特 に 限 定 さ れ な い 。 好 適 に は 、 プ ラ イ マ ー を 用 い る 方 法 で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 も 好 適 に 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 核 酸 重 合 系 は 上 記 に 記 載 し た 成 分 の 他 に 、 適 当 な 緩 衝 液 、 微 量 成 分 を 含 ん で い て も よ い
。 緩 衝 液 と し て は 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 グ ッ ト （ good） な ど を 例 示 で き る が 、 こ れ に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。 微 量 成 分 は 、 Ｍ ｇ イ オ ン 、 Ｋ イ オ ン 等 を 例 示 出 来 る 。 そ の 他 に 、 Ｄ Ｔ Ｔ
、 竈 － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 Ｂ Ｓ Ａ 、 な ど を 含 ん で い て も よ い 。 こ れ ら の 成
分 は 、 従 来 公 知 の 濃 度 で 使 用 出 来 る 。 核 酸 合 成 酵 素 等 の 試 薬 キ ッ ト に 添 付 さ れ て い る も の
を そ の ま ま 使 用 す る の が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 反 応 条 件 は 公 知 の 核 酸 重 合 反 応 条 件 で 行 っ て よ い 。 具 体 的 に は 実 施 例 に 示 し た 。
　 本 発 明 に お け る 核 酸 重 合 系 の 主 な 成 分 の 濃 度 に つ い て は 、 従 来 公 知 の 核 酸 重 合 反 応 の も
の （ 例 え ば 、 国 際 公 開 第 ０ ３ ／ １ ０ ２ １ ７ ９ 号 パ ン フ レ ッ ト 、 国 際 公 開 第 ０ ２ ／ ０ ８ ４ １
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４ 号 パ ン フ レ ッ ト 、 非 特 許 文 献 １ ～ ３ 参 照 ） 、 又 は 、 試 薬 キ ッ ト に 添 付 さ れ て い る も の を
使 用 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 核 酸 重 合 反 応 の 条 件 を 例 示 す る な ら ば 、 温 度 １ ０ ℃ ～ 核 酸 変 性 温 度 未 満 、 具 体 的 に は 、
核 酸 合 成 酵 素 の 種 類 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る 場 合 は 、 温 度 １
０ ℃ ～ 核 酸 変 性 温 度 未 満 、 好 適 に は 、 ３ ０ ～ ９ ５ ℃ 、 よ り 好 適 に は ３ ０ ～ ８ ０ ℃ で あ る 。
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る 場 合 は 、 ３ ０ ～ ６ ０ ℃ 、 逆 転 写 酵 素 を 使 う 場 合 は 、 ３ ０ ～
７ ０ ℃ で あ る 。 反 応 時 間 は 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 強 度 を 時 間 の 関 数 と し て 、 モ ニ タ リ ン グ し た
場 合 、 反 応 が 定 常 期 に 達 す る 任 意 の 時 期 （ 定 常 期 を 含 む 。 ） ま で で あ る 。 例 え ば 、 １ 秒 ～
１ ０ 時 間 、 好 適 に は １ ０ 秒 ～ ２ 時 間 、 よ り 好 適 に は １ ０ 秒 ～ １ 時 間 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 核 酸 重 合 系 の 主 な 成 分 の 濃 度 を 例 示 す る と 、
　 鋳 型 核 酸 ： １ ～ １ ０ 2 0 コ ピ ー 、 好 ま し く は １ ０ ～ １ ０ 1 5 コ ピ ー ； 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ
マ ー ： （ ３ リ ン 酸 体 と し て ） １ ｐ Ｍ ～ １ ｍ Ｍ 、 好 適 に は １ ｎ Ｍ ～ ２ ０ ０ μ Ｍ ； 非 標 識 ヌ ク
レ オ チ ド モ ノ マ ー ： ｄ Ｎ Ｔ Ｐ と し て １ ｐ Ｍ ～ １ ｍ Ｍ 、 好 適 に は １ ｎ Ｍ ～ ２ ０ ０ μ Ｍ ； プ ラ
イ マ ー ： １ ｎ Ｍ ～ １ ０ ０ μ Ｍ 、 好 適 に は １ ０ ｎ Ｍ ～ １ μ Ｍ ； 核 酸 合 成 酵 素 ： ０ ． ０ ０ １ ～
５ ０ 単 位 、 好 適 に は ０ ． ０ １ ～ １ ０ 単 位 ； 塩 濃 度 ： ０ ～ ２ モ ル 濃 度 、 好 ま し く は ０ ． １ ～
１ ． ０ モ ル 濃 度 ； 緩 衝 液 ： ０ ． １ ～ ２ ０ ０ ｍ Ｍ 、 好 適 に は ５ ～ ５ ０ ｍ Ｍ ； ｐ Ｈ ： ６ ～ １ ０
、 好 ま し く は ６ ． ５ ～ ９ ． ５ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 尚 、 前 記 記 載 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 に お い て 、 一 種 の 塩 基 か ら な る 標 識 ヌ ク レ
オ チ ド モ ノ マ ー を 使 用 し て 得 た デ ー タ （ 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 の 測 定 値 ） （ Ｔ 1 ） と
、 別 種 の 塩 基 か ら な る 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 使 用 し て 得 た デ ー タ （ 蛍 光 キ ャ ラ ク タ
ー の 変 化 量 の 測 定 値 ） （ Ｔ 2 ） と の 比 （ Ｔ 1 ／ Ｔ 2 ） （ 補 正 値 ） を 求 め る こ と に よ り 正 確 な
デ ー タ が 得 ら れ る 。
　 こ の 場 合 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 塩 基 は 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 シ ト シ ン 、 チ ミ
ン の ど ち ら で も よ く 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 適 に は シ ト シ ン か チ ミ ン で あ る 。 よ り 好 適 に
は チ ミ ン で あ る 。 標 識 物 質 は 、 前 記 の 方 法 と 同 じ で も よ く 、 異 な っ て も よ い 。
　 こ の 補 正 値 と 標 的 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 数 と を グ ラ フ に プ ロ ッ ト す る と 、 補 正 値 と 標 的 核
酸 中 の 特 定 塩 基 の 数 と は よ り 相 対 的 な 関 係 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の 補 正 方 法 は 、 測 定 値 を 得 る た め の 重 合 反 応 と 補 正 値 を 得 る た め の 重 合 反 応 と は パ ラ
レ ル に 行 っ て も よ く 、 又 、 測 定 値 を 得 る た め の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と 補 正 値 を 得 る
た め の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と を 同 一 の 重 合 反 応 系 で 重 合 反 応 さ せ て も よ い 。 た だ し
、 後 者 の 場 合 は 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 標 識 物 質 は 互 い に 異 な る も の に し 、 互 い に
ド ナ ー 蛍 光 色 素 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 色 素 と の 関 係 、 蛍 光 発 光 色 素 と ク エ ン チ ャ ー と の 関 係
に あ る も の で も 使 用 出 来 る が 、 そ の 関 係 に な い も の を 使 用 す る の が 好 適 で あ る 。 前 者 の 場
合 、 標 識 物 質 は 同 じ で も 異 な っ て い て も よ い 。 た だ 、 塩 基 が 異 な っ て お れ ば よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 上 記 の 核 酸 重 合 系 に お い て 、 更 に 、 少 な く と も 一 種 の 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 含
ん で い て も よ い 。 又 、 更 に （ Ｅ ） 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 を 含 ん で い て も よ い 。 プ ラ イ マ ー は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な り 、 本 発 明 の 標 識 物 質 で 標 識 さ れ て い て も よ く 、 さ れ て い な
く と も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 標 的 核 酸 に つ い て は 前 記 し た 通 り で あ る 。
　 本 発 明 の "少 な く と も 一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー "と は 、 前 記 し た 本 発 明 の 標 識 物
質 の 少 な く と も 一 種 で 標 識 さ れ た 一 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー で あ る 。 本 発 明 に お い
て は 、 少 な く と も 一 種 を 用 い る 。 一 種 で も 構 わ な い が 、 各 種 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー
を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が 出 来 る 。 更 に 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 と 組 み 合 わ せ て 用 い る と
よ り 効 果 的 で あ る 。 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 使 用 の 仕 方 は 、 公 知 の 方 法 が 好 適 に 採 用
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で き る （ 国 際 公 開 第 ０ ２ ／ ０ ８ ４ １ ４ 号 パ ン フ レ ッ ト 及 び 国 際 公 開 第 ０ ３ ／ １ ０ ２ １ ７ ９
号 パ ン フ レ ッ ト を 参 照 ） が 、 具 体 的 に は 後 記 に 例 示 し た 。 尚 、 標 識 又 は 非 標 識 ヌ ク レ オ チ
ド モ ノ マ ー が 、 標 識 又 は 非 標 識 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー で あ っ て も よ い 。 標 識 及
び 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が 、 ３ 燐 酸 体 で あ る の が 好 適 で あ る こ と は 前 記 し た 通 り で
あ る 。
　 核 酸 合 成 酵 素 に つ い て は 、 前 記 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 プ ラ イ マ ー は 、 従 来 公 知 の も の （ 国 際 公 開 第 ０ ２ ／ ０ ８ ４ １ ４ 号 パ ン フ レ ッ ト 及 び 国 際
公 開 第 ０ ３ ／ １ ０ ２ １ ７ ９ 号 パ ン フ レ ッ ト を 参 照 ） を も 便 利 に 用 い る こ と が で き る 。
５ '末 端 部 の 一 つ の 部 位 か ら メ チ ル 化 シ ト シ ン 部 位 の 一 塩 基 手 前 ま で 、 鋳 型 核 酸 に 相 補 的
で あ っ て も よ い 。 又 、 プ ラ イ マ ー の ３ '末 端 、 又 は ３ '末 端 か ら ２ 番 目 の 塩 基 が メ チ ル 化 部
位 の 塩 基 （ Ｃ 又 は Ｕ ） に 相 補 的 で あ っ て も よ い 。
　 本 発 明 に お い て 、 一 対 （ forward primer及 び reverse primer） で 行 っ て も よ く 、 当 該 一
対 の 片 方 の ど ち ら か だ け で 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 重 合 反 応 過 程 で 、 反 応 産 物 で あ る 核 酸 重 合 体 に 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー
が 取 り 込 ま れ た り 若 し く は 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 が 結 合 し た り 、 又 は そ れ ら が 同 時 に 起 こ っ
た り す る の で 、 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー が 変 化 す る 。 本 発 明 に お い て は そ の 変 化 若
し く は 変 化 量 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 は 、 次 の 現 象 か ら な る 群 の 少 な く と も １ 種 の 現 象 に よ っ
て 引 き 起 こ さ れ る も の と 推 定 さ れ て い る 。 そ し て 複 雑 に か み 合 っ て い る も の で あ る 。
（ １ ） 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 と 蛍 光 色 素 間 の 相 互 作 用 （ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ （ fluorescence resonance
 energy transfer） 現 象 ） 。
（ ２ ） 蛍 光 色 素 間 の 相 互 作 用 （ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 現 象 ） 。
（ ３ ） ク エ ン チ ャ ー 物 質 と 蛍 光 色 素 間 の 相 互 作 用 （ 蛍 光 消 光 現 象 ） 。
（ ４ ） グ ア ニ ン 塩 基 と 蛍 光 色 素 間 の 相 互 作 用 （ 蛍 光 消 光 現 象 ） 。
　 尚 、 本 発 明 で い う 相 互 作 用 と は 、 一 方 の 励 起 エ ネ ル ギ ー が 他 方 へ 移 動 す る 反 応 で あ る 。
又 、 "蛍 光 消 光 現 象 "を 単 に "蛍 光 消 光 "と 略 称 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 以 下 、 蛍 光 強 度 の 変 化 若 し く は 変 化 量 を 測 定 す る 好 ま し い 実 際 的 方 法 は 、 リ ア ル タ イ ム
で 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 強 度 を 測 定 し 、 測 定 値 を 求 め る 方 法 で あ る 。 こ の 場 合 、 少 な く と も １
種 の 入 射 光 若 し く は 励 起 光 を 出 し 、 且 つ 少 な く と も １ 種 の ホ ト マ ル 等 の 受 光 面 を も つ 、 即
ち 、 マ ル チ チ ャ ン ネ ル を 有 す る 市 販 装 置 を 使 用 す る の が 望 ま し い 。 例 え ば 、 ス マ ー ト サ イ
ク ラ ー （ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ） 、 ABI PRISM T M  7700Sequence Detection System（ SDS 7
700） （ PE Applied Biosystems） 、 LightCycler T M  System（ Roche Diagnostics, Mannhei
m Germany） 等 を 使 用 す れ ば よ い 。 又 、 反 応 前 、 反 応 終 了 後 の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 場 合 は
、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー が 好 適 に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 Spectra Max Genimi XS（ Mol
ecular devices、 米 国 ） 等 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 実 際 の 測 定 値 を 求 め る 場 合 は 、 以 下 の 少 な く と も 何 れ か １ つ を 実 施 す る 。
（ １ ） 核 酸 重 合 反 応 の 前 後 の 核 酸 重 合 系 の 測 定 。
（ ２ ） 核 酸 合 成 を 行 な わ せ な い 系 （ 例 え ば 、 鋳 型 核 酸 又 は 核 酸 合 成 酵 素 を 添 加 し な い 系 ）
を 対 照 と し て の 核 酸 重 合 系 の 測 定 。
（ ３ ） 核 酸 重 合 反 応 を 中 止 し た い 時 期 （ 例 え ば 、 反 応 が 平 衡 に 達 し た 時 期 ） の 核 酸 重 合 系
の 蛍 光 強 度 を 先 ず 測 定 し 、 次 い で 、 核 酸 重 合 系 の 核 酸 変 性 処 理 （ 例 え ば 、 ９ ０ ～ ９ ９ ℃ で
の 処 理 ） 後 、 測 定 す る 。
　 必 要 に 応 じ て 、 前 記 反 応 物 を 電 気 泳 動 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 析 す る の が 好 適 で あ る 。
　 又 、 必 要 に 応 じ て 、 ブ ラ ン ク 反 応 を 行 う の が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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　 以 下 、 図 面 を 以 っ て 、 本 発 明 １ ～ ４ を 一 つ の 例 示 に 基 づ い て 説 明 し た 。 又 、 併 せ て 、 関
連 発 明 ５ ～ １ ０ を も 説 明 し た 。
１ ． 発 明 １
　 本 発 明 １ は 請 求 項 １ に 該 当 す る 発 明 で 、 図 １ 及 び ２ に 具 体 的 に 図 示 さ れ て い る 。
　 図 １ は 、 forward primer、 標 識 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ を 用 い て 、 鋳 型 と し て の 標 的 核 酸 中 の 特 定 塩 基
（ シ ト シ ン ） を 測 定 し た 例 を 示 し て い る 。
　 図 ２ は 、 発 明 １ に お け る 特 定 塩 基 （ シ ト シ ン ） の 数 と 測 定 さ れ た 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化
量 （ 以 下 、 蛍 光 変 化 量 と い う 。 ） の 相 関 を 説 明 す る 図 で あ る 。
　 核 酸 重 合 系 は 、 鋳 型 核 酸 Ａ 、 鋳 型 核 酸 Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 種 の プ ラ イ マ ー 、 標 識
グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 非 標 識 ア デ ニ ン 、 シ ト シ ン 、 及 び チ ミ ン ヌ ク レ オ チ ド モ
ノ マ ー 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 、 並 び に 核 酸 合 成 酵 素 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 １ ） 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー を 先 ず 測 定 す る 。
　 ２ ） ハ イ ブ リ ダ ゼ ー シ ョ ン 温 度 を 与 え る と 、 プ ラ イ マ ー と 鋳 型 核 酸 は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 。 次 に 核 酸 合 成 温 度 を 与 え る と 核 酸 重 合 反 応 が プ ラ イ マ ー の ３ '末 端 か ら 鋳 型 核 酸 の ５ '
末 端 側 に 進 む 。 反 応 が 当 該 ５ '末 端 に 到 達 す る と 反 応 は 終 了 す る 。 そ し て 標 識 グ ア ニ ン ヌ
ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が 、 鋳 型 核 酸 中 の シ ト シ ン 塩 基 数 に 応 じ て 取 り 込 ま れ る 。 す な わ ち 、
取 り 込 ま れ る 標 識 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 数 は 、 鋳 型 核 酸 中 の シ ト シ ン 塩 基 数 に
等 し い 。 こ こ で 、 核 酸 重 合 系 を 核 酸 変 性 温 度 に す る と 、 二 重 鎖 を 形 成 し て い た 鋳 型 核 酸 と
合 成 さ れ た 一 本 鎖 の 核 酸 は 、 お 互 い に 離 れ る 。 こ れ が 一 サ イ ク ル で あ る 。
　 こ の 重 合 反 応 を ｎ サ イ ク ル 繰 り 返 す と 、 ｎ 本 の 一 本 鎖 の 核 酸 （ 同 じ 核 酸 ） が 合 成 さ れ る
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ３ ） こ の 時 点 で 、 再 び 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー を 測 定 す る 。
　 ４ ） １ ） と ３ ） の 測 定 値 の 差 （ 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 ） は 、 鋳 型 核 酸 Ａ 中 の シ ト シ
ン の 数 に 比 例 す る 。 当 該 変 化 量 は 、 合 成 さ れ た 一 本 鎖 の 核 酸 に 結 合 し た 核 酸 特 異 的 蛍 光 色
素 と 取 り 込 ま れ た 標 識 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 標 識 物 質 と の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 作 用 に 基 づ
く も の で あ る 。
　 ５ ） そ こ で 、 核 酸 中 に 含 ま れ る メ チ ル 化 シ ト シ ン の 数 が 異 な る 鋳 型 核 酸 （ 一 例 と し て 鋳
型 核 酸 Ｂ を 示 す 。 ） に つ い て 、 上 記 １ ） ～ ４ ） ま で の 操 作 を 行 い 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン 数 と
測 定 値 を 、 一 つ の グ ラ フ に プ ロ ッ ト す る と 図 ２ の よ う に な る 。
　 上 記 の 知 見 か ら 、 上 記 の 操 作 を 行 う こ と に よ り 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 数 を 測 定 で き る 。
　 即 ち 、 標 識 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 代 わ り に 、 標 識 シ ト シ ン 、 ア デ ニ ン 、 チ ミ
ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 使 用 す る と 、 各 々 の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー か ら グ ア ニ ン 、
チ ミ ン 、 及 び ア デ ニ ン を 測 定 で き る こ と に な る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
２ ． 発 明 ２
　 図 ３ は 、 発 明 ２ を 具 体 例 を 以 っ て 説 明 す る 図 で 、 二 本 鎖 の メ チ ル 化 核 酸 を bisulfate処
理 し た 後 、 標 識 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 及 び forward primer又 は reverse primerを 用 い て 、 当 該 処 理 核 酸
を 鋳 型 と し て 核 酸 重 合 反 応 を 行 っ た 一 つ の 例 の 手 順 を 示 し て い る 。
　 図 ４ は 、 図 ３ の 実 験 の 対 照 と し て 、 非 メ チ ル 化 核 酸 を 鋳 型 と し て 核 酸 重 合 反 応 を 行 っ た
一 つ の 例 の 手 順 を 示 し て い る 。
　 図 ５ は 、 発 明 ２ に お け る メ チ ル 化 シ ト シ ン の 数 と 測 定 さ れ た 蛍 光 変 化 量 の 相 関 を 説 明 す
る 図 で あ る 。 こ の 場 合 の 蛍 光 変 化 量 は 、 メ チ ル 化 核 酸 の 測 定 値 か ら 非 メ チ ル 化 核 酸 の 測 定
値 を 差 し 引 い た も の と し て 表 現 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 図 １ の 例 で は 、 鋳 型 核 酸 と し て メ チ ル 化 核 酸 又 は ウ ラ シ ル 化 核 酸 を 使 用 す る と 、 各 々 の
核 酸 中 の 全 シ ト シ ン 数 、 又 は メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測 定 で き る 。 そ れ で 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン
と 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 比 も 測 定 す る こ と が 出 来 る 。 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 ま な い 核 酸 か
ら 得 ら れ る ウ ラ シ ル 化 核 酸 に は シ ト シ ン を 含 ま な い の で 、 メ チ ル 化 核 酸 の 測 定 （ 判 定 ） も
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出 来 る 。
　 こ の 発 明 は 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 一 形 態 の 発 明 で 、 プ ラ イ マ ー と し て 、 フ ォ ー ワ ー ド 及 び
リ バ ー ス の プ ラ イ マ ー の ど ち ら か 一 方 を 使 用 す る 発 明 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 発 明 ２ に お い て は 、 対 照 と し て 、 鋳 型 核 酸 と し て ウ ラ シ ル 化 核 酸 の 代 わ り に ウ ラ シ ル 化
処 理 さ れ て い な い 標 的 核 酸 、 又 は 塩 基 配 列 は 同 じ で あ る が 、 メ チ ル 化 さ れ て い な い シ ト シ
ン 若 し く は 全 て の シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ た も の を 有 す る 標 的 核 酸 を 使 用 す る 以 外 は 前 記
の 核 酸 重 合 系 と 同 じ 成 分 を 含 む 、 核 酸 重 合 系 で 核 酸 重 合 反 応 を 一 回 若 し く は 複 数 回 行 い 、
核 酸 重 合 系 の 核 酸 重 合 反 応 前 後 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 又 は 変 化 量 を 測 定 し 、 実 験 系 の 測
定 値 と 対 照 系 の 測 定 値 の 差 及 び そ れ ら の 比 、 又 は そ れ ら の ど ち ら か 一 方 に 基 づ い て 、 メ チ
ル 化 シ ト シ ン 及 び 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測 定 す る か 、 及 び メ チ ル 化 シ ト シ ン と 非 メ チ ル 化
シ ト シ ン の 比 、 又 は そ れ ら の ど ち ら か 一 方 を 求 め る こ と が 、 正 確 な 測 定 値 が え ら れ る の で
、 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 発 明 １ 及 び ２ に お い て は 、 好 適 に 使 用 さ れ 得 る 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 は 一 本 鎖 の 核 酸 に 結
合 し て 、 よ り 蛍 光 強 度 の 強 い 発 光 す る も の が よ い 。 例 え ば 、 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る も の
を 例 示 で き る 。
　 発 明 １ 及 び ２ に お い て は 、 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 は 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 と 標 識 ヌ
ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 標 識 物 質 と の 相 互 作 用 に 基 づ い て い る が 、 本 発 明 に お い て は 、 こ の
例 示 に 限 定 さ な い 。 後 記 の 例 示 を 使 用 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
３ ． 発 明 ３
　 図 ６ 、 ７ 及 び ８ は 発 明 ３ を 説 明 す る 図 で あ る 。
　 図 ６ は 、 二 本 鎖 の メ チ ル 化 核 酸 を bisulfate処 理 し た 後 、 標 識 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 若 し く は 標 識 ｄ
Ｇ Ｔ Ｐ 並 び に forward primer及 び reverse primerを 用 い て 、 当 該 処 理 核 酸 を 鋳 型 と し て 核
酸 重 合 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 行 っ た 例 の 手 順 を 示 し て い る 。 但 し 、 記 号 ： （ 子 ） は ウ ラ シ ル 化
核 酸 を 鋳 型 と し て 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 で あ り 、 記 号 ： （ 孫 ） は （ 子 ） を 鋳 型 と し て 重 合 合
成 さ れ た 核 酸 で あ る 。
　 図 ７ は 、 図 ６ の 実 験 の 対 照 と し て 、 非 メ チ ル 化 核 酸 を 鋳 型 核 酸 と し て 核 酸 重 合 反 応 を 行
っ た 例 の 手 順 を 示 し て い る 。 記 号 ： （ 子 ） 及 び （ 孫 ） は 図 ６ の も の と 同 様 な 意 味 を 有 す る
。
　 図 ８ は 、 発 明 ３ に お け る メ チ ル 化 シ ト シ ン の 数 と 測 定 さ れ た 蛍 光 変 化 量 の 相 関 を 説 明 す
る 図 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 発 明 ３ は 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 一 形 態 の 発 明 で あ り 、 発 明 ２ に お い て 、 プ ラ イ マ ー と し て
フ ォ ー ワ ー ド 及 び リ バ ー ス の 一 対 の プ ラ イ マ ー 及 び 標 識 シ ト シ ン 又 は グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ
ド モ ノ マ ー を 使 用 し 、 核 酸 重 合 反 応 を Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 で 行 い 、 核 酸 中 の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 測
定 す る 方 法 で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 標 識 シ ト シ ン 又 は グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー
が 特 異 的 に 取 り 込 ま れ る 。
　 対 照 実 験 は 発 明 ２ と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
４ ． 発 明 ４
　 図 ９ 、 １ ０ 及 び １ １ は 発 明 ４ を 説 明 し て い る 。
　 図 ９ は 、 二 本 鎖 の メ チ ル 化 核 酸 を bisulfate処 理 し た 後 、 先 ず 、 非 標 識 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ （ ア
デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 シ ト シ ン 及 び チ ミ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の ３ リ ン 酸 体 の 混 合 物 を 表
し て い る 。 ） 並 び に reverse primerを 用 い て 、 当 該 処 理 核 酸 を 鋳 型 と し て 核 酸 重 合 反 応 を
行 い 鋳 型 核 酸 を 増 幅 し 、 次 に 核 酸 重 合 系 に 残 存 す る 未 反 応 の プ ラ イ マ ー 及 び ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ （
場 合 に よ り 元 の 鋳 型 核 酸 を 含 む 。 こ れ ら の 分 離 に つ い て は 前 記 に 詳 し く 説 明 し た 。 ） を 分
離 （ 除 去 ） 操 作 を 施 し た 後 、 標 識 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 並 び に forward primerを 用 い て 、 増 幅 鋳 型 核 酸
を 鋳 型 と し て 更 に 増 幅 し た 例 の 手 順 を 示 し て い る 。 尚 、 図 に お い て 、 記 号 ： NNN3'は プ ラ
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イ マ ー １ を 鋳 型 と し て 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 を 示 し て い る 。
　 図 １ ０ は 、 図 ９ の 実 験 の 対 照 と し て 、 非 メ チ ル 化 核 酸 を 用 い て 図 ９ と 同 様 な 核 酸 重 合 反
応 を 行 っ た 例 の 手 順 を 示 し て い る 。 尚 、 図 に お い て 、 記 号 ： NNN3'は 図 ９ の も の と 同 様 な
意 味 を 有 す る 。
　 図 １ １ は 、 発 明 ４ に お け る メ チ ル 化 シ ト シ ン の 数 と 測 定 さ れ た 蛍 光 変 化 量 の 相 関 を 説 明
す る 図 で あ る 。 こ の 場 合 の 蛍 光 変 化 量 は 、 メ チ ル 化 核 酸 の 測 定 値 か ら 非 メ チ ル 化 核 酸 の 測
定 値 を 差 し 引 い た も の と し て 表 現 し て い る 。
　 尚 、 上 記 で 説 明 し た 図 ９ 及 び １ ０ 中 の 記 号 ： NNN3'の Nは 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 シ ト シ
ン 、 チ ミ ン 、 及 び ウ ラ シ ル の 任 意 の 一 つ で あ り 、 同 じ も の で も 互 い に 異 な っ て い て も よ い
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 方 法 は 、 上 記 の 例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 種 々
の 変 法 が 可 能 で あ る 。 そ の 変 法 が 発 明 ４ で あ り 、 請 求 項 ４ に 対 応 す る 。 一 つ の 例 示 と し て
図 ９ 、 １ ０ 及 び １ １ に 示 す 。 図 は 、 特 定 塩 基 と し て の メ チ ル 化 シ ト シ ン の 測 定 す る 方 法 を
示 し て い る が 、 本 発 明 は メ チ ル 化 シ ト シ ン に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 図 面 で は 、 次 の 手 順 か ら な っ て い る 。
　 １ ） 先 ず 、 発 明 １ の 手 順 操 作 を 行 う 。 但 し 、 こ の 場 合 、 標 識 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ
マ ー の 代 わ り に 、 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 用 い る 。 又 、 プ ラ イ マ ー は フ ォ ー ワ ー ド
プ ラ イ マ ー を 用 い た 図 に な っ て い る （ し か し 、 本 発 明 は こ の 例 に 限 定 さ れ な い 。 ） 。 重 合
反 応 は ｎ サ イ ク ル と す る 。 鋳 型 核 酸 の 二 重 鎖 の ３ '→ ５ '鎖 が 鋳 型 と な り 、 ｎ 本 の 重 合 核 酸
が 生 ま れ る 。
　 ２ ） 重 合 反 応 液 に つ い て 、 未 反 応 の プ ラ イ マ ー 、 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 類 の 除 去
を 行 う 。 除 去 の 仕 方 は 、 前 記 し た と お り で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ３ ） 前 記 ２ ） の 処 理 液 に 、 発 明 １ の 標 識 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 代 わ り に （ 図
に 従 う と ） 標 識 シ ト シ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 添 加 す る 。
　 ４ ） 核 酸 重 合 反 応 前 に 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー を 測 定 す る 。
　 ５ ） 前 記 １ ） と 同 様 に し て 核 酸 重 合 反 応 を ｎ 回 行 う 。 こ の 場 合 、 鋳 型 核 酸 は ｎ 本 の 重 合
核 酸 と 一 本 の 元 の 二 重 鎖 の ５ '→ ３ '鎖 で あ る 。 そ れ で 、 新 し く 合 成 さ れ 、 標 識 シ ト シ ン ヌ
ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が 取 り 込 ま れ た 核 酸 は ｎ × ｎ 本 に な る 。
　 ６ ） 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー を 測 定 す る 。
　 ７ ） ４ ） と ６ ） の 測 定 値 の 差 （ 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 ） を 測 定 す る 。
　 ８ ） 発 明 １ と 同 様 に メ チ ル 化 シ ト シ ン 数 と 測 定 値 を 、 一 つ の グ ラ フ に プ ロ ッ ト す る と 図
１ １ の よ う に な る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 尚 、 発 明 ４ は 、 ２ ） 及 び ３ ） の 手 順 を 挟 ん で 、 １ ） の 手 順 と ４ ） ～ ６ ） の 手 順 を 逆 に し
て も よ い 。 但 し 、 ７ ） 及 び ８ ） は 最 後 に 行 う 。
　 発 明 ４ に お い て は 、 図 か ら 分 か る よ う に 、 元 の 核 酸 中 の シ ト シ ン の 数 と 一 本 鎖 の 核 酸 に
取 り 込 ま れ た 標 識 シ ト シ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 数 と 一 致 す る 。 そ れ で 、 測 定 感 度 は 発
明 １ に 比 較 し て ｎ 倍 に な っ て い る 。 鋳 型 核 酸 の 初 期 の コ ピ ー 数 が 少 な い 場 合 に 好 適 な 方 法
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 又 、 １ ） で 合 成 さ れ た 重 合 核 酸 と ５ ） で 合 成 さ れ た 重 合 核 酸 は 二 本 鎖 を 形 成 す る こ と が
出 来 る 。 そ の こ と が 、 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 を 求 め る 場 合 の 標 識 物 質 、 標 識 ヌ ク レ オ
チ ド モ ノ マ ー 、 及 び 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 に つ い て の 組 み 合 わ せ の 範 囲 を 広 げ る 作 用 を す る
。 後 記 を 参 照 。
　 こ の 方 法 は 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 測 定 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 発 明 １ と 同 様 に す る こ と
に よ り 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る 一 般 的 方 法 で あ る 。
　 こ の 方 法 で 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン 等 を 測 定 す る 場 合 は 、 発 明 ２ 及 び ３ と 同 様 な 対 照 実 験 を
行 う こ と が 好 適 で あ る 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
５ ． 発 明 ５
　 蛍 光 色 素 標 識 核 酸 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 当 該 プ ラ イ マ ー の ３ '末 端 に 続 い て 新 た に 核 酸
を 重 合 合 成 さ せ る 発 明 で あ る 。 そ の 際 、 合 成 さ れ た 重 合 核 酸 の 、 当 該 プ ラ イ マ ー の ３ '末
端 近 傍 が 、 次 の よ う な 構 造 に な る よ う に 、 当 該 プ ラ イ マ ー が 設 計 さ れ て い る 方 法 で あ る 。
　 １ ） 非 標 識 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 又 は 非 標 識 シ ト シ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が
く る 。 プ ラ イ マ ー の 標 識 物 質 が シ ト シ ン 又 は グ ア ニ ン と 相 互 作 用 し て 、 標 識 物 質 の 蛍 光 キ
ャ ラ ク タ ー の 変 化 量 を も た ら す 構 造 に な っ て い る 。
　 ２ ） 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が く る 。 こ の 場 合 、 プ ラ イ マ ー の 標 識 物 質 と 標 識 ヌ ク レ
オ チ ド モ ノ マ ー の 標 識 物 質 と 組 み 合 わ せ が 、 相 互 作 用 し て 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 を も た
ら す 構 造 に な っ て い る 。
　 本 発 明 は 、 標 的 核 酸 の 特 定 部 位 の 塩 基 、 特 に 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 、 短 時 間 且 つ 簡 便 に
測 定 （ 判 断 、 認 識 、 検 出 ） す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
６ ． 発 明 ６
　 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー と し て 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 標 識 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド モ ノ
マ ー を 用 い る 前 記 発 明 １ ～ ４ の 発 明 で あ る 。 こ の 発 明 は 、 短 時 間 且 つ 簡 単 に メ チ ル 化 核 酸
を 測 定 で き る 。 核 酸 重 合 を 行 っ て い る 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 を モ ニ タ リ ン
グ し て 、 変 化 が 飽 和 し た 時 点 で 、 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 強 度 を 測 定 す る 方 法 で
あ る 。 反 応 開 始 前 若 し く は 開 始 時 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 強 度 の 測 定 値 、 又 は 対 応 す る 非 メ
チ ル 化 核 酸 若 し く は 非 ウ ラ シ ル 化 核 酸 の も の と 比 較 す る こ と に よ り 、 メ チ ル 化 核 酸 を 短 時
間 に 測 定 出 来 る 。 即 ち 、 核 酸 重 合 反 応 時 間 が 短 い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
７ ． 発 明 ７
　 固 体 表 面 上 に 固 定 化 さ れ た １ 種 以 上 の 核 酸 プ ラ イ マ ー か ら 鋳 型 核 酸 の 重 合 を 行 う こ と を
特 徴 と す る 前 述 の 本 発 明 １ ～ ６ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
８ ． 発 明 ８
　 前 記 核 酸 重 合 系 Ｉ 、 Ia、 II、 IIa、 III、 IIIa、 IV、 及 び IVaの う ち の 、 少 な く と も 一 つ
の 核 酸 重 合 系 の 成 分 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 核 酸 中 の 特 定 塩 基 の 測 定 キ ッ ト で あ る
。
９ ． 発 明 ９
　 前 記 １ ～ ７ の 発 明 の 測 定 方 法 に お い て 、 calibration curveを 使 用 す る 手 順 を 含 む 測 定
方 法 で あ る 。
１ ０ ． 発 明 １ ０
　 ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー と ア ビ ジ ン コ ー ト ビ ー ズ を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 核 酸 中 の
特 定 塩 基 の 測 定 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 核 酸 重 合 系 の 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー の 変 化 を も た ら す 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 標 識 物
質 等 の 組 み 合 わ せ 、 及 び そ れ ら の 物 質 と 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 の 組 み 合 わ せ は 従 来 公 知 で あ
る （ 国 際 公 開 第 ０ ３ ／ １ ０ ２ １ ７ ９ 号 パ ン フ レ ッ ト ） 。 本 発 明 に お い て は 公 知 の 組 み 合 わ
せ を 好 適 に 採 用 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 以 下 、 簡 単 に 記 す 。
　 １ ） 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 と 蛍 光 色 素 間 の 相 互 作 用
　 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 は 、 核 酸 重 合 体 、 ２ 重 鎖 の 核 酸 重 合 体 、 核 酸 重 合 体 ・ 鋳 型 核 酸 複 合
体 、 核 酸 プ ラ イ マ ー ・ 鋳 型 核 酸 複 合 体 に 結 合 す る 。
　 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 の 存 在 下 で 、 蛍 光 色 素 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 核 酸 重 合 体 に 取
り 込 ま せ る 反 応 を 行 う 過 程 で 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 が 合 成 さ れ た 核 酸 重 合 体 に 結 合 し 、 取
り 込 ま れ た 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド の 蛍 光 色 素 と の 距 離 が 著 し く 接 近 す る 。 そ し て 核 酸 重 合
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体 に 取 り 込 ま れ た 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 し て い る 蛍 光 色 素 と 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 間
の 相 互 作 用 が 発 生 す る 。 そ し て 、 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 強 度 （ 以 下 、 簡 便 化 の た め に 蛍 光 強 度
と い う 。 ） の 変 化 を も た ら す 。 本 発 明 に お い て は こ の 変 化 量 を 測 定 す る か 、 又 は モ ニ タ リ
ン グ す る こ と で 本 発 明 の 特 定 塩 基 の 測 定 が 出 来 る 。 具 体 的 に は 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 の 蛍
光 強 度 の 減 少 、 又 は 蛍 光 色 素 の 蛍 光 強 度 の 増 加 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ の 場 合 の 前 記 の 蛍 光 色 素 と し て は 、 前 記 の 蛍 光 色 素 が す べ て 利 用 で き る が 、 好 ま し い
も の は Lissamine、 FITC、 EDANS、 6-joe、 TMR、 Alexa 488、 Alexa 532、 BODIPY FL/C3、 BO
DIPY R6G、 BODIPY FL、 Alexa 532、 BODIPY FL/C6、 BODIPY TMR、 5-FAM、 BODIPY 493/503
、 BODIPY 564、 BODIPY 581、 Cy3、 Cy5、 Texas red、 x-Rhodamine等 を 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 又 、 核 酸 特 異 的 蛍 光 色 素 の 前 記 し た も の が す べ て 利 用 で き る が 、 好 ま し い も の は 、 Sybr
 green 1、 Sybr green 1 Nucleic Acid Gel Staining、 及 び YO-PRO-1で あ る 。 蛍 光 色 素 と
の 好 ま し い 組 み 合 わ せ は 、 Syber green I又 は YO-PRO-1と Texas red、 Lissamine、 6-joe、
TMR、 Alexa 532、 BODIPY R6G、 Alexa 532、 BODIPY TMR、 BODIPY 564、 BODIPY 581、 Cy3、
Cy5、 x-Rhodamine等 を 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
２ ） 蛍 光 色 素 間 の 相 互 作 用
　 少 な く と も ２ 種 の 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 核 酸 重 合 体 に 取 り 込 ま せ た 場 合 、 取 り 込 ま れ
た 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド に 標 識 さ れ た 蛍 光 色 素 （ Ａ 、 Ｂ ） 間 の 距 離 が 著 し く 接 近 し 、 溶 液
中 に 分 散 し た 状 態 で は 発 生 し な か っ た 蛍 光 色 素 間 の 相 互 作 用 が 発 生 す る 。 そ し て 、 核 酸 重
合 系 の 蛍 光 強 度 の 変 化 を も た ら す 。 こ の 蛍 光 強 度 の 変 化 を 測 定 す る か 、 又 は そ の 変 化 を 時
間 の 関 数 と し て モ ニ タ リ ン グ す る こ と で 本 発 明 の 特 定 塩 基 の 測 定 が 出 来 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ の 場 合 、 相 互 作 用 し 合 う 蛍 光 色 素 の う ち 、 一 方 は 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 現 象 の 励 起 エ ネ ル ギ ー を
与 え る 色 素 で ド ナ ー 色 素 と い う 。 そ し て 他 方 は エ ネ ル ギ ー を 受 け て 蛍 光 発 光 す る 色 素 で ア
ク セ プ タ ー 色 素 と い う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 例 え ば 、 好 適 な ド ナ ー 色 素 と し て 、 FITC、 BODIPY FL、 BODIPY FL系 の 前 記 色 素 、 BODIPY
 493/503、 5-FAM、 BODIPY 5-FAM、 Tetramethylrhodamine、 6-TAMRA等 を 、 よ り 好 適 な も の
と し て 、 FITC、 BODIPY FL、 BODIPY 493/503、 BODIPY 5-FAM、 Tetramethylrhodamine、 6-T
AMRA等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 好 適 な ア ク セ プ タ ー 色 素 は 、 対 を 形 成 す る ド ナ ー 色 素 の 種 類 に 依 存 す る 。 例 示 す る な ら
ば 、 Lissamine、 BODIPY FL、 BODIPY FL系 の 前 記 色 素 、 BODIPY 493/503、 5-FAM、 BODIPY 5
-FAM、 Tetramethylrhodamine、 6-TAMRA等 を ド ナ ー 色 素 と す る な ら ば 、 Texas Red、 Cy5、 C
y5.5、 ｒ hodamine X、 BODIPY 581/591等 を ア ク セ プ タ ー 色 素 と す る こ と が で き る 。 本 方 法
は 、 ド ナ ー 色 素 の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 場 合 は 蛍 光 強 度 の 減 少 、 ア ク セ プ タ ー 色 素 の 蛍 光 強
度 を 測 定 す る 場 合 は 蛍 光 強 度 の 増 加 を 測 定 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
３ ） 蛍 光 色 素 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 蛍 光 色 素 と グ ア ニ ン 塩 基 と の 相 互 作 用
　 蛍 光 色 素 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が 、 重 合 核 酸 に 取 り 込 ま れ た 場 合 、 当 該 標 識 ヌ ク レ
オ チ ド モ ノ マ ー の 蛍 光 色 素 が 、 近 傍 に 存 在 す る 、 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の グ ア ニ ン
塩 基 と の 相 互 作 用 が 発 生 す る 。 こ の 場 合 、 標 識 シ ト シ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 使 用 す る
の が 好 適 で あ る 。 当 該 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が 取 り 込 ま れ た 重 合 体 核 酸 自 身 、 又 は 自
身 の 鎖 と 二 重 鎖 を 形 成 す る 核 酸 （ 鋳 型 核 酸 若 し く は 新 し く 重 合 合 成 さ れ た 核 酸 ） の 鎖 中 に
、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 か ら １ 乃 至 ３ 塩 基 離 れ て （ 当 該 対 応 塩 基 を １ と 数 え る 。 ） 、 非
標 識 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー が 存 在 す れ ば よ い 。
　 こ の 場 合 、 蛍 光 色 素 の 蛍 光 強 度 の 減 少 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 特 定 塩 基 を 測
定 す る こ と に な る 。

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-320267 A 2006.11.30



【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ の 場 合 の 標 識 さ れ る 蛍 光 色 素 と し て は 、 前 記 の 蛍 光 色 素 が す べ て 利 用 で き る の で あ る
が 、 好 ま し い も の は 、 FITC、 EDANS、 6-joe、 TMR、 Alexa 488、 Alexa 532、 BODIPY FL/C3
、 BODIPY R6G、 BODIPY FL、 Alexa532、 BODIPY FL/C6、 BODIPY TMR、 5-FAM、 BODIPY 493/5
03、 BODIPY 564、 BODIPY 581、 R6G、 TAMRA、 x-Rhodamine等 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
４ ） 蛍 光 色 素 と ク エ ン チ ャ ー 物 質 間 の 相 互 作 用
　 上 記 ２ ） の 組 み 合 わ せ に お い て 、 一 方 が ク エ ン チ ャ ー 物 質 の 場 合 で あ る 。 そ し て ク エ ン
チ ャ ー 物 質 は ド ナ ー 色 素 の 役 割 を 、 蛍 光 色 素 は ア ク セ プ タ ー の 役 割 を 演 じ る こ と に な る 。
蛍 光 色 素 の 蛍 光 強 度 の 変 化 量 （ 増 加 量 ） を 測 定 し て 、 本 発 明 の 特 定 核 酸 を 測 定 す る こ と に
な る 。
　 本 方 法 で 利 用 で き る ク エ ン チ ャ ー 物 質 （ 別 名 と し て "蛍 光 消 光 物 質 "と も い う 。 ） は 、 例
え ば 、 Dabcyl、 QSY7（ モ ル キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ 社 製 ） 、 QSY33（ モ ル キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ
社 製 ） 又 は そ の 誘 導 体 、 methyl viologen、 N,N'-dimethyl-2,9-diazopyrenium等 、 好 適 に
は Dabcyl等 を 例 示 で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
５ ） 標 識 核 酸 プ ラ イ マ ー の 標 識 物 質 と 取 り 込 ま れ た 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の 標 識 物 質
と の 相 互 作 用
　 こ の 場 合 は 、 核 酸 中 の 特 定 塩 基 を 測 定 す る と い う よ り 、 標 的 核 酸 の 特 定 部 位 の 塩 基 の 測
定 （ 判 断 、 認 識 、 検 出 ） す る 方 法 で あ る 。 例 示 す る と 、 核 酸 の 特 定 部 位 の シ ト シ ン が メ チ
ル 化 さ れ て い る か ど う か な ど を 簡 便 に 検 出 す る の に 利 用 出 来 る 。 こ の 場 合 の 標 識 核 酸 プ ラ
イ マ ー の 標 識 部 位 は 、 ３ '末 端 若 し く は そ の 近 傍 が 好 適 で あ る 。
　 標 識 物 質 間 の 相 互 関 係 は 、 上 記 １ ） 、 ２ ） 又 は ４ ） の 何 れ か で よ い 。 核 酸 重 合 系 に 蛍 光
強 度 の 変 化 が あ れ ば 、 プ ラ イ マ ー の ３ '末 端 近 傍 に 取 り 込 ま れ た 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ
ー の 塩 基 と 水 素 結 合 で き る 塩 基 が 鋳 型 核 酸 に 存 在 す る こ と に な る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
６ ） 蛍 光 色 素 標 識 核 酸 プ ラ イ マ ー の 蛍 光 色 素 と プ ラ イ マ ー の ３ '末 端 に 新 た に 合 成 さ れ た
重 合 核 酸 の 、 ３ '末 端 近 傍 に 存 在 す る 非 標 識 グ ア ニ ン 又 は ／ 及 び シ ト シ ン の 相 互 作 用
　 本 発 明 も 上 記 ５ ） と 同 じ よ う に 、 標 的 核 酸 の 特 定 部 位 の 塩 基 の 判 断 、 認 識 、 検 出 す る 方
法 で あ る 。
　 蛍 光 色 素 と 特 定 部 位 の グ ア ニ ン 又 は シ ト シ ン 間 の 相 互 関 係 は 、 上 記 ３ ） と 同 じ で あ る 。
核 酸 重 合 系 に 蛍 光 強 度 の 変 化 が あ れ ば 、 プ ラ イ マ ー の ３ '末 端 に 新 た に 合 成 さ れ た 重 合 核
酸 で あ っ て 、 ３ '末 端 近 傍 に グ ア ニ ン 又 は ／ 及 び シ ト シ ン が 存 在 す る こ と に な る 。 即 ち 、
標 的 核 酸 に シ ト シ ン 又 は ／ 及 び シ ト シ ン が 存 在 す る こ と に な る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ ４ 】
　 次 に 、 実 施 例 及 び 比 較 例 を 挙 げ て 、 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 は こ れ ら
の 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 本 実 施 例 に お い て 使 用 し た 、 鋳 型 、 プ ラ イ マ ー 、 標 識 プ ラ イ マ ー 、 は 委 託 合 成 （ つ く ば
オ リ ゴ サ ー ビ ス （ http://www.tos-bio.com） に よ り 入 手 し た 。
　 本 実 施 例 に お い て は 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー 、 及 び 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー の
こ と を 各 々 蛍 光 標 識 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 非 標 識 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド と い う 。
　 又 、 本 実 施 例 で は 、 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 の こ と を 、 単 に 蛍 光 強 度 変 化 と い う 。
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 １
　 配 列 番 号 １ ～ ５ に 記 載 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 鋳 型 と し 、 配 列 番 号 ６ を プ ラ イ マ ー
に し て 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 そ の 際 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ を Texas Red（ 最 大 吸 収 波 長 ／
最 大 蛍 光 波 長 ＝ ５ ９ ３ ｎ ｍ ／ ６ １ ２ ｎ ｍ 、 Perkin Elmer、 米 国 ） で 標 識 し た 、 蛍 光 標 識 モ
ノ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 蛍 光 エ ネ ル ギ ー の ド ナ ー と し て 、 核 酸 結 合 色 素 で あ
る YOYO-1（ Molecular probes、 米 国 ） を 用 い た 。 又 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 修 飾 モ ノ ヌ
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ク レ オ チ ド の 取 り 込 み 効 率 が 高 い 、 Vent (exo-) DNA Polymerase（ New England Biolabs
、 米 国 ） を 用 い た 。 以 下 の 反 応 溶 液 を 最 終 容 量 ２ ５ μ ｌ に な る よ う 調 製 し 、 ９ ４ ℃ で １ ５
秒 、 ６ ０ ℃ で １ ５ 秒 を １ サ イ ク ル と し 、 １ ５ サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
（ 反 応 溶 液 ）
・ １ × Vent (exo-) DNA Polymerase付 属 バ ッ フ ァ ー
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ
・ １ μ Ｍ 　 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ
・ １ μ Ｍ 　 Texas Red-5-dGTP
・ １ × Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ － １
・ ２ ０ ０ ｎ Ｍ 　 プ ラ イ マ ー ６
・ ４ ０ ｎ Ｍ 　 合 成 一 本 鎖 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 　 １ － ５
・ ０ ． ２ ５ Ｕ （ 単 位 ） 　 Vent (exo-) DNA Polymerase
【 ０ １ ０ ７ 】
　 蛍 光 の 検 出 に は ス マ ー ト サ イ ク ラ ー （ タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 、 日 本 ） を 用 い た 。 そ の 際
、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ を 検 出 す る フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 用 い た 。 す な わ ち 、 ４ ５ ０ － ４ ９ ５ ｎ ｍ で 励 起
し 、 該 シ ス テ ム に あ る Ｃ ｈ １ （ ５ ０ ５ － ５ ３ ７ ｎ ｍ ） を YOYO-1の 検 出 に 、 Ｃ ｈ ４ （ ６ ０ ５
－ ８ ０ ０ ｎ ｍ ） を Texas Redの 検 出 に 用 い た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 そ れ ぞ れ の 鋳 型 に お け る 、 Ｃ ｈ １ 蛍 光 強 度 変 化 を 図 １ ２ に 、 Ｃ ｈ ４ 蛍 光 強 度 変 化 を 図 １
３ に 示 す 。 鋳 型 １ 及 び 鋳 型 非 添 加 の ブ ラ ン ク で は 蛍 光 強 度 は 変 化 せ ず 、 鋳 型 中 の シ ト シ ン
の 数 が 増 え る に 従 い 、 Ｃ ｈ ４ の Texas Redに 対 応 す る 蛍 光 強 度 が 増 大 し た 。
　 反 応 終 了 後 に 、 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 数 と 蛍 光 強 度 変 化 量 を そ れ ぞ れ Ｘ 、 Ｙ 軸 に と り プ ロ
ッ ト し た （ 図 １ ４ ） 。 鋳 型 １ ～ ５ の 配 列 中 に 含 ま れ る シ ト シ ン の 数 は 、 そ れ ぞ れ ０ 、 １ 、
３ 、 ６ 、 １ １ で あ る 。 Texas Redの 蛍 光 強 度 増 加 量 は 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 数 と 相 対 的 な 関
係 が あ っ た 。 こ の よ う に 、 核 酸 結 合 色 素 と 蛍 光 標 識 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 間 の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ を 利 用
し 、 そ の 蛍 光 強 度 変 化 量 か ら 、 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 数 を 定 量 可 能 な こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 ２
　 実 施 例 １ で 使 用 し た 反 応 溶 液 中 の Texas Red標 識 － ｄ Ｇ Ｔ Ｐ を 、 ビ オ チ ン 標 識 － ｄ Ｇ Ｔ
Ｐ に 置 き 換 え た 実 験 系 に て プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 反 応 終 了 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン － Texas Red（ Perkin Elmer米 国 ） を 添 加 し 、 室 温 で ２ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の
後 、 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー （ SpectraMax Genemi XS、 モ レ キ ュ ラ ー デ バ イ ス 、 米 国 ） で 、
励 起 波 長 ４ ９ ５ ｎ ｍ に お け る 、 Texas Redの 最 大 蛍 光 波 長 で あ る ６ １ ２ ｎ ｍ の 蛍 光 強 度 値
を 測 定 し た 。 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 数 と 得 ら れ た 蛍 光 強 度 値 を そ れ ぞ れ Ｘ 、 Ｙ 軸 に と り プ ロ
ッ ト し た （ 図 １ ５ ） 。 そ の 結 果 、 実 施 例 １ の 結 果 と 同 様 に 、 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 数 が 増 え
る に 従 い Texas Redに 相 当 す る ６ １ ２ ｎ ｍ の 蛍 光 強 度 値 が 高 い 値 を 示 し た 。 こ の よ う に 、
反 応 終 了 後 の 蛍 光 強 度 値 か ら 、 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 数 を 定 量 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が
明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
実 施 例 ３
　 配 列 番 号 １ ～ ５ に 記 載 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 鋳 型 と し 、 配 列 番 号 ６ を プ ラ イ マ ー
に 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 そ の 際 、 チ ミ ン を Texas Redで 標 識 し た 、 蛍 光 標 識 ヌ
ク レ オ チ ド を 用 い た 。 以 下 の 反 応 溶 液 を 最 終 容 量 ２ ５ μ ｌ に な る よ う 調 製 し 、 ９ ４ ℃ で １
５ 秒 、 ６ ５ ℃ で １ ５ 秒 を １ サ イ ク ル と し 、 １ ５ サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ １ １ 】
（ 反 応 溶 液 ）
・ １ × Vent (exo-) DNA Polymerase付 属 バ ッ フ ァ ー
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・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ
・ １ μ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ
・ １ μ Ｍ 　 Texas Red-5-dTTP
・ １ × Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ － １
・ ２ ０ ０ ｎ Ｍ 　 プ ラ イ マ ー ６
・ ４ ０ ｎ Ｍ 　 合 成 一 本 鎖 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 　 １ － ５
・ ０ ． ２ ５ Ｕ （ 単 位 ） 　 Vent (exo-) DNA Polymerase
【 ０ １ １ ２ 】
　 蛍 光 の 検 出 に は ス マ ー ト サ イ ク ラ ー を 用 い た 。
　 そ れ ぞ れ の 鋳 型 に お け る 、 Ｃ ｈ ４ 蛍 光 強 度 変 化 を 図 １ ６ に 示 す 。 す べ て の 鋳 型 添 加 系 で
Texas Red-dTTP由 来 と 考 え ら れ る 蛍 光 強 度 が 増 加 し た 。 こ こ で 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た 蛍 光
強 度 変 化 量 を 補 正 す る た め 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た Ｃ ｈ ４ の 蛍 光 強 度 変 化 量 を 、 Texas Red-
dTTPで 得 ら れ た 値 で 割 っ た 。 得 ら れ た 蛍 光 強 度 比 と 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 数 を プ ロ ッ ト し た
（ 図 １ ７ ） 。 そ の 結 果 、 計 算 値 と 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 数 は 相 対 的 な 関 係 を 示 し た 。 鋳 型 間
で 同 数 含 ま れ て い る 塩 基 （ ヌ ク レ オ チ ド ） を 利 用 し て 補 正 す る こ と で 、 よ り 正 確 な シ ト シ
ン の 含 量 が 測 定 で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
実 施 例 ４
　 配 列 番 号 ７ ～ １ ０ に 記 載 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 鋳 型 と し 、 配 列 番 号 ６ を プ ラ イ マ
ー に 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 そ の 際 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を Fluorescein Chlorotriazinyl
（ 最 大 吸 収 波 長 ／ 最 大 蛍 光 波 長 ＝ ４ ９ ２ ｎ ｍ ／ ５ １ ４ ｎ ｍ 、 Perkin Elmer米 国 ） で 標 識 し
た 、 蛍 光 標 識 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 。 以 下 の 反 応 溶 液 を 最 終 容 量 ２ ０ μ ｌ に な る よ う
調 製 し 、 ９ ４ ℃ で １ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ で １ ５ 秒 を １ サ イ ク ル と し 、 １ ５ サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
（ 反 応 溶 液 ）
・ １ × Vent (exo-) DNA Polymerase付 属 バ ッ フ ァ ー
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ
・ ２ μ Ｍ 　 Fluorescein Chlorotriazinyl-4-dCTP
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ
・ ２ ０ ０ ｎ Ｍ 　 プ ラ イ マ ー 　 ６
・ ４ ０ ｎ Ｍ 　 合 成 一 本 鎖 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 　 ７ － １ ０
・ ０ ． ２ ５ Ｕ （ 単 位 ） 　 Vent (exo-) DNA Polymerase
【 ０ １ １ ５ 】
　 蛍 光 の 検 出 に は ラ イ ト サ イ ク ラ ー シ ス テ ム を 用 い た 。 そ の 際 、 該 シ ス テ ム に あ る Ｆ １ を
蛍 光 検 出 に 用 い た 。 又 、 励 起 強 度 は ７ ５ ％ に 固 定 し た 。
　 反 応 終 了 後 に 、 鋳 型 中 の グ ア ニ ン の 数 と 蛍 光 強 度 変 化 量 を そ れ ぞ れ Ｘ 、 Ｙ 軸 に と り 、 プ
ロ ッ ト し た （ 図 １ ８ ） 。 Ｆ １ の 蛍 光 強 度 変 化 量 は 鋳 型 中 の グ ア ニ ン の 数 と 相 応 的 な 関 係 に
あ っ た 。 こ の よ う に 、 蛍 光 強 度 変 化 量 か ら 、 鋳 型 中 の グ ア ニ ン の 数 を 定 量 可 能 な こ と が 示
さ れ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例 ５
　 配 列 番 号 １ １ ～ １ ４ に 記 載 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 鋳 型 と し 、 配 列 番 号 ６ に 示 し た
プ ラ イ マ ー を 用 い て 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 以 下 の 反 応 溶 液 を 最 終 容 量 ２ ０ μ ｌ に な る よ う 調
製 し 、 ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 熱 変 性 さ せ た 後 、 ９ ４ ℃ で ２ ０ 秒 、 ６ ０ ℃ で ２ ０ 秒 を １ サ イ ク ル と
し て ５ ０ サ イ ク ル サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
（ 反 応 溶 液 ）
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・ １ × Vent (exo-) DNA Polymerase付 属 バ ッ フ ァ ー
・ ５ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ
・ ２ ０ ０ ｎ Ｍ 　 プ ラ イ マ ー ６
・ ０ ． ２ ｎ Ｍ 　 合 成 一 本 鎖 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 　 １ １ － １ ４
・ ０ ． ２ ５ Ｕ （ 単 位 ） 　 Vent (exo-) DNA Polymerase
【 ０ １ １ ８ 】
　 反 応 終 了 後 、 反 応 溶 液 中 の 未 反 応 の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ と プ ラ イ マ ー を 除 去 す る た め 、 Microcon
 YM-10 10,000MW（ ミ リ ポ ア 社 、 米 国 ） で 遠 心 し た 。 上 清 に 、 下 記 の 最 終 濃 度 と な る よ う
試 薬 を 添 加 し 全 量 ２ ５ μ Ｌ に 調 製 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
（ 反 応 溶 液 ）
・ １ × Vent (exo-) DNA Polymerase付 属 バ ッ フ ァ ー
・ ２ ０ ０ ｎ Ｍ 　 プ ラ イ マ ー １ ５
・ ５ μ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ
・ ２ μ Ｍ 　 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ
・ ２ μ Ｍ 　 Ｔ ｅ ｘ ａ ｓ 　 Ｒ ｅ ｄ 標 識 － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ
・ １ × Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ － １
・ ０ ． ２ ５ Ｕ （ 単 位 ） 　 Vent (exo-) DNA Polymerase
【 ０ １ ２ ０ 】
　 調 製 し た 反 応 液 を ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 熱 変 性 さ せ た 後 、 ９ ４ ℃ で ２ ０ 秒 、 ６ ０ ℃ で ２ ０ 秒 を
１ サ イ ク ル と し て ５ ０ サ イ ク ル サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ を 行 っ た 。 最 終 サ イ ク ル に お け る 蛍
光 強 度 値 と 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 数 を 、 各 々 、 Ｙ 、 Ｘ 軸 に と り プ ロ ッ ト し た （ 図 １ ９ ） 。 そ
の 結 果 、 蛍 光 強 度 値 か ら 鋳 型 中 の シ ト シ ン の 量 を 予 測 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 ６
　 ユ ニ バ ー サ ル メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 、 ユ ニ バ ー サ ル 非 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ （ Chemicon Internation
al、 米 国 ） を 、 コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ と し て 、 用 い て 本 手 法 を 検 証 し た 。
　 購 入 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を １ ０ μ ｇ 宛 、 CpGenomeTM kit（ Chemicon International社 、 米
国 ） を 用 い て ウ ラ シ ル 化 （ 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 変 換 ） し た 。 続 い て 付 属 の 使 用 説 明 書 に
準 じ 精 製 し た 。 こ の よ う に 処 理 し た 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ に 、 下 記 の 最 終 濃 度 と な る よ う 試 薬 を 添 加
し 全 量 １ ０ ０ μ Ｌ に 調 製 し た 。 ９ ５ ℃ で ３ ０ 秒 熱 変 性 後 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ６ ５ ℃ で ６ ０ 秒
を １ サ イ ク ル と し 、 ８ ０ サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
・ １ × Vent (exo-) DNA Polymerase付 属 バ ッ フ ァ ー
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ
・ １ ． ０ μ Ｍ 　 プ ラ イ マ ー 　 １ ６ （ ５ 'ビ オ チ ン 化 ）
・ １ ． ０ Ｕ （ 単 位 ） 　 Vent (exo-) DNA Polymerase
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー ト の 磁 気 ビ ー ズ （ Dynabeads M-270 Streptavidin、 Dynal） を
洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Tris-HCl、 pH7.5、 1mM EDTA、 2M NaCl） で 洗 浄 し 平 衡 化 し た 。 反
応 終 了 後 の 溶 液 に ビ ー ズ を 添 加 、 混 合 し 、 室 温 で 一 時 間 反 応 さ せ た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 バ ッ フ
ァ ー で ４ 回 洗 浄 し 、 次 に １ × Vent (exo-) DNA Polymerase付 属 バ ッ フ ァ ー で ４ 回 平 衡 化 後
、 こ の 溶 液 に 下 記 の 最 終 濃 度 と な る よ う 試 薬 を 添 加 し 全 量 １ ０ ０ μ Ｌ に 調 製 し た 。 ９ ５ ℃
で １ ５ 秒 熱 変 性 後 、 ９ ４ ℃ で ２ ０ 秒 、 ６ ０ ℃ で ６ ０ 秒 を １ サ イ ク ル と し て ８ ０ サ イ ク ル 反
応 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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（ 反 応 溶 液 ）
・ １ × Vent (exo-) DNA Polymerase付 属 バ ッ フ ァ ー
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ
・ ２ ０ μ Ｍ 　 Ｆ luorescein Chlorotriazinyl-4-dCTP
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ
・ １ ． ０ μ Ｍ 　 プ ラ イ マ ー 　 １ ７
・ １ ． ０ Ｕ （ 単 位 ） 　 Vent (exo-) DNA Polymerase
【 ０ １ ２ ５ 】
　 蛍 光 の 検 出 に は ス マ ー ト サ イ ク ラ ー を 用 い た 。 ユ ニ バ ー サ ル メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 添 加 系 で Ｃ
ｈ １ の 蛍 光 強 度 が 初 期 強 度 よ り ３ ０ Ｒ Ｆ Ｕ 減 少 し た 。 一 方 、 ユ ニ バ ー サ ル 非 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ
Ａ 添 加 系 で は 蛍 光 強 度 は ほ と ん ど 変 化 し な か っ た （ ３ Ｒ Ｆ Ｕ ） 。 こ の よ う に 、 メ チ ル 化 、
非 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ を 、 蛍 光 強 度 の 変 化 量 に よ り 判 別 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 当 該 変 化 量
は 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 数 に 対 応 す る の で 、 calibration curveか ら メ チ ル 化 シ ト シ ン の
数 を 測 定 出 来 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ７
　 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ Ｐ １ ） の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の メ チ ル 化
レ ベ ル は 、 前 立 腺 が ん の 指 標 と な る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ こ で 、 前 立 腺 癌 組 織 試 料 か ら
抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ と メ チ ル 化 コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 、 癌 組 織 試 料 の メ チ ル 化 度 に つ い
て 測 定 し た 。
　 癌 組 織 試 料 か ら 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル （ プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 、 フ ェ ノ ー ル 、 ク ロ ロ ホ ル ム
） で Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ 、 市 販 の ユ ニ バ ー サ ル メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 、 ユ ニ バ ー
サ ル 非 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 各 々 １ ０ μ ｇ を 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 変 換 し た 。 精 製 後 、 修 飾 Ｄ Ｎ
Ａ に 下 記 の 最 終 濃 度 と な る よ う 試 薬 を 添 加 し 全 量 １ ０ ０ μ Ｌ に 調 製 し た 。 ９ ５ ℃ で １ ５ 秒
熱 変 性 、 ９ ４ ℃ で ２ ０ 秒 、 ６ ５ ℃ で ６ ０ 秒 を １ サ イ ク ル と し て ８ ０ サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
（ 反 応 溶 液 ）
・ １ × Vent (exo-) DNA Polymerasｅ 付 属 バ ッ フ ァ ー
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ
・ ２ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ
・ １ ． ０ μ Ｍ 　 プ ラ イ マ ー 　 １ ６
・ １ ． ０ Ｕ （ 単 位 ） 　 Vent (exo-) DNA Polymerasｅ
【 ０ １ ２ ８ 】
　 反 応 終 了 後 、 反 応 溶 液 中 の 未 反 応 の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ と プ ラ イ マ ー を 除 去 す る た め 、 Microcon
 YM-10 10,000MWで 遠 心 し た 。 上 清 に 、 下 記 の 最 終 濃 度 と な る よ う 試 薬 を 添 加 し 全 量 １ ０
０ μ Ｌ に 調 製 し た 。 ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 熱 変 性 後 、 ９ ４ ℃ で ２ ０ 秒 、 ６ ０ ℃ で ６ ０ 秒 を １ サ イ
ク ル と し て ８ ０ サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
（ 反 応 溶 液 ）
・ １ × Vent (exo-) DNA Polymerase付 属 バ ッ フ ァ ー
・ １ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ
・ ５ μ Ｍ 　 Texas Red-dGTP
・ ５ μ Ｍ 　 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ
・ １ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ
・ １ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ
・ １ ． ０ μ Ｍ 　 プ ラ イ マ ー 　 １ ７
・ １ ． ０ Ｕ （ 単 位 ） 　 Vent (exo-) DNA Polymerase
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・ １ × YOYO-1
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ２ 度 目 の プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 で 使 用 し た プ ラ イ マ ー １ ７ は 、 そ の ３ '側 に Ｃ ｐ Ｇ 配 列 以
外 の Ｃ で 、 Ｕ （ Ｔ ） に 変 換 さ れ る 領 域 が 入 る よ う に 設 計 し て あ る （ 実 際 に は ３ '側 か ら １
、 ２ 、 ３ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ９ 、 ２ ３ 番 目 ） 。 従 っ て 、 １ 回 目 の プ ラ イ マ ー 伸 長 反
応 で 増 幅 し た プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の み が 鋳 型 と な り 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 鋳 型 と な ら な い よ う
に 設 計 し て あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 蛍 光 の 検 出 に は ス マ ー ト サ イ ク ラ ー を 用 い た 。 ユ ニ バ ー サ ル メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 添 加 系 で Te
xas Red-dGTP由 来 と 考 え ら れ る Ｃ ｈ ４ の 蛍 光 強 度 が 初 期 強 度 か ら ２ ４ Ｒ Ｆ Ｕ 増 加 し た 。 一
方 、 ユ ニ バ ー サ ル 非 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 添 加 系 は 蛍 光 強 度 が ほ と ん ど 変 化 し な か っ た 。 前 立 腺
癌 組 織 試 料 添 加 系 で は 、 初 期 強 度 と 比 較 し ２ ０ Ｒ Ｆ Ｕ 増 加 し た 。 こ の よ う に 、 核 酸 中 の メ
チ ル 化 シ ト シ ン の 存 在 を 、 蛍 光 強 度 の 変 化 量 に よ り 判 別 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 す べ て
の サ ン プ ル に つ い て 、 既 存 の メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 測 定 法 で あ る ビ ス ル フ ァ イ ト シ ー ケ ン シ ン グ
法 で メ チ ル 化 の 割 合 を 解 析 し た と こ ろ 、 上 記 の 結 果 を 支 持 す る デ ー タ を 得 た 。 す な わ ち 、
ユ ニ バ ー サ ル メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 及 び 前 立 腺 癌 組 織 由 来 Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ ｐ Ｇ の シ ト シ ン は そ れ ぞ れ
約 ８ ５ ％ 、 ８ ０ ％ が シ ト シ ン の ま ま で あ り 、 ユ ニ バ ー サ ル 非 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ の シ ト シ ン は
す べ て チ ミ ン に 変 換 さ れ て い た 。 こ の よ う に 、 鋳 型 核 酸 中 の メ チ ル 化 シ ト シ ン の 数 を 定 量
す る た め に は 、 メ チ ル 化 、 非 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ を コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い 、 比 較 す る こ と が
有 効 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
配 列 番 号 １
5'-atgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtacggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 ２
5'-atgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgagtgcgtgtgtgtgtgtgtgtacggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 ３
5'-atgtgtgtgtgtgcgtgtgtgtgtgagtgcgtgtgtgtgtgtgtgcacggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 ４
5'-atgtgcgtgtgtgcgtgtgtgcgtgagtgcgtgtgtgcgtgtgtgcacggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 ５
5'-atgcgtgcgtgcgtgcgtgcgtgcgagcgtgcgtgcgtgcgtgcgtacggtctacactgtcgag-3'
【 ０ １ ３ ３ 】
配 列 番 号 ６
5'-ctcgacagtgtagaccg-3'
配 列 番 号 ７
5'-gtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatgtatg
tatgtatgtatgtatgtatcccggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 ８
5'-cacctccgcctccacctccgcctccacctccgcctccacctccgcctccacctccgcctccacctccgcctccacct
ccgcctccacctccgcctccccggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 ９
5'-ccctcccccgccccctcccccaccccctcccccgccccctcccccaccccctcccccgccccctcccccaccccctc
ccccgccccctcccccacccccggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 １ ０
5'-ccctcccccaccccctcccccaccccctcccccaccccctcccccaccccctcccccaccccctcccccaccccctc
ccccaccccctcccccacccccggtctacactgtcgag-3'
【 ０ １ ３ ４ 】
配 列 番 号 １ １
5'-tcagctgagtccatgtaaggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggggg
gggggggggggggcggtctacactgtcgag-3'
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配 列 番 号 １ ２
5'-tcagctgagtccatgtaaggggggggggggcggggggggggggggcggggggggggggggcggggggggggggggcg
gggggggggggggcggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 １ ３
5'-tcagctgagtccatgtaaggggcggggggggcggggggggcggggggggcggggggggcggggggggcggggggggc
ggggggggcggggcggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 １ ４
5'-tcagctgagtccatgtaacggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcggcg
gcggcggcggcggcggtctacactgtcgag-3'
配 列 番 号 １ ５
5'-tcagctgagtccatgtaa-3'
【 ０ １ ３ ５ 】
配 列 番 号 １ ６
5'-tccctaccaaacacatactcctacct-3'
配 列 番 号 １ ７
5'-tgttgtttgtttattttttaggttt-3'
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 に よ り 、 数 百 塩 基 対 か ら な る 核 酸 中 の 特 定 塩 基 、 特 に メ チ ル 化 シ ト シ ン 及 び シ ト
シ ン 等 を 、 短 時 間 、 簡 便 、 且 つ 優 れ た 感 度 で 、 特 異 的 に 正 確 に 測 定 す る こ と が 可 能 に な り
、 発 ガ ン 機 作 の 解 明 、 制 癌 剤 の 開 発 を 促 進 す る も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ７ 】
【 図 １ 】 発 明 １ の 手 順 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 発 明 １ に お け る 特 定 塩 基 （ シ ト シ ン ） の 数 と 測 定 さ れ た 蛍 光 キ ャ ラ ク タ ー 変 化 量
の 相 関 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 発 明 ２ の 手 順 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 発 明 ２ の 対 照 実 験 の 手 順 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 発 明 ２ に お け る チ ル 化 シ ト シ ン の 数 と 測 定 さ れ た 蛍 光 変 化 量 の 相 関 を 説 明 す る 図
で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
【 図 ６ 】 発 明 ３ の 手 順 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 発 明 ３ の 対 照 実 験 の 手 順 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 発 明 ３ に お け る メ チ ル 化 シ ト シ ン の 数 と 測 定 さ れ た 蛍 光 変 化 量 の 相 関 を 説 明 す る
図 で あ る 。
【 図 ９ 】 発 明 ４ の 手 順 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 発 明 ４ の 対 照 実 験 の 手 順 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
【 図 １ １ 】 発 明 ４ に お け る メ チ ル 化 シ ト シ ン の 数 と 測 定 さ れ た 蛍 光 変 化 量 の 相 関 を 説 明 す
る 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 種 々 の 数 の シ ト シ ン を 含 む 核 酸 を 鋳 型 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 重 合 反 応 を 行 っ た
場 合 に お け る 反 応 過 程 の 蛍 光 強 度 を モ ニ タ リ ン グ し た 例 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 種 々 の 数 の シ ト シ ン を 含 む 核 酸 を 鋳 型 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 重 合 反 応 を 行 っ た
場 合 に お け る 反 応 過 程 の 蛍 光 強 度 を モ ニ タ リ ン グ し た 例 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 鋳 型 核 酸 中 の シ ト シ ン 数 と 蛍 光 強 度 変 化 量 の 相 関 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 鋳 型 核 酸 中 の シ ト シ ン 数 と 蛍 光 強 度 変 化 量 の 相 関 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
【 図 １ ６ 】 種 々 の 数 の シ ト シ ン を 含 む 核 酸 を 鋳 型 と し て 、 本 発 明 の 核 酸 重 合 反 応 を 行 っ た
場 合 に お け る 反 応 過 程 の 蛍 光 強 度 を モ ニ タ リ ン グ し た 例 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 鋳 型 核 酸 中 の シ ト シ ン 数 と 蛍 光 強 度 変 化 量 の 相 関 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ ８ 】 鋳 型 核 酸 中 の グ ア ニ ン 数 と 蛍 光 強 度 変 化 量 の 相 関 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 鋳 型 核 酸 中 の シ ト シ ン 数 と 蛍 光 強 度 変 化 量 の 相 関 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】

【 配 列 表 】
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