
(57)【要約】

【課題】　遺伝子の特定部位を識別するアレル特異的プ

ライマーに組み込んだ特異配列と蛍光標識プローブとを

反応させ、発した蛍光の種類にとって遺伝子の塩基置換

をリアルタイムに検査する方法。

【解決手段】　遺伝子の各塩基置換に対応したアレル特

異的プライマーの５’側に特定の塩基配列をしたオリゴ

ヌクレオチドを結合させ、同じ塩基配列を持つ蛍光標識

プローブを混合してポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ反応

）を行い、蛍光標識プローブのＦＲＥＴ効果によって発

した蛍光を検出することで、遺伝子の塩基置換をリアル

タイムに検査する方法。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 遺 伝 子 の 各 塩 基 置 換 に 対 応 し た ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー の ５ ’ 側 に 特 異 な 塩 基 配 列 を 持
つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ 、 同 じ 塩 基 配 列 を 持 つ 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を 混 合 し て ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 ） を 行 い 、 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 効 果 に よ っ て 発 し
た 蛍 光 を 検 出 す る こ と で 、 遺 伝 子 の 塩 基 置 換 を リ ア ル タ イ ム に 検 査 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 産 業 上 の 利 用 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 特 定 の プ ロ ー ブ 配 列 を 組 み 込 ん だ ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー と 、 同 じ 塩 基 配
列 を 持 つ 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ と を 混 合 物 し 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 ） す る こ と
で 、 Ｆ Ｒ Ｔ Ｅ （ Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 Ｒ ｅ ｓ ｏ ｎ ａ ｎ ｃ ｅ 　 Ｅ ｎ ｅ ｒ ｇ ｙ 　 Ｔ ｒ ａ
ｎ ｓ ｆ ｅ ｒ ） 効 果 で 発 す る 蛍 光 を 検 出 し 、 遺 伝 子 の 塩 基 置 換 を リ ア ル タ イ ム に 検 査 す る 方
法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 、 ２ 種 類 の 蛍 光 物 質 の 間 に 生 じ る Ｆ Ｒ Ｔ Ｅ 効 果 を 用 い て 、 遺 伝 子 の 塩 基 置 換 を リ ア
ル タ イ ム に 検 出 す る 方 法 は 広 範 囲 に 実 施 さ れ て い る 。 し か し 、 そ れ ら は い ず れ も 、 特 殊 な
蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ （ Ｔ ａ ｑ 　 Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ 、 Ｈ ｙ ｂ プ ロ ー ブ 、 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｂ
ｅ ａ ｃ ｏ ｎ ） が 塩 基 置 換 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と で 発 生 す る 蛍 光 を 検 出 す る も の で
あ り 、 特 定 の プ ロ ー ブ 配 列 を 組 み 込 ん だ ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行
う も の で は な か っ た 。
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 来 法 に は 次 の よ う な 欠 点 が あ っ た 。
（ イ ） 　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い て 一 塩 基 の 違 い を 厳 密 に 識 別 す る こ と は
困 難 で あ り 、 置 換 し て い る 塩 基 の 組 み 合 わ せ に よ っ て は 、 非 特 異 反 応 の た め 測 定 結 果 が 不
正 確 に な る 。
（ ロ ） 　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 基 本 と し た 方 法 で は 、 反 応 強 度 が サ イ ク ル 数 に 一 次 比
例 し て 増 加 す る た め 、 サ イ ク ル 回 数 を 多 く す る か 、 事 前 に Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 試 料 を 用 い な い
と 明 瞭 な 結 果 が 得 ら れ 難 い 。
（ ハ ） 　 多 数 の 一 塩 基 置 換 を 検 出 す る に は 、 検 査 す る 部 位 ご と に 、 各 ア レ ル に 対 応 し た 配
列 を 持 っ た ２ つ の 特 殊 な 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ （ Ｔ ａ ｑ 　 Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ 、 Ｈ ｙ ｂ プ ロ ー ブ 、
Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｂ ｅ ａ ｃ ｏ ｎ ） が 必 要 で あ り 、 検 査 個 所 の ２ 倍 の 数 の 蛍 光 標 識 プ ロ
ー ブ を 用 意 し な く て は な ら な い 。
（ ニ ） 　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 良 好 に 行 う に は 、 反 応 温 度 と 時 間 を 適 正 に 設 定 す
る 必 要 が あ り 、 検 査 個 所 が 増 加 す る と 、 そ の 都 度 反 応 条 件 を 検 討 し な け れ ば な ら な い た め
煩 雑 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 こ れ ら の 欠 点 を 除 く た め に 次 の よ う な 手 段 で 検 査 を 行 う 。
　 遺 伝 子 の 塩 基 置 換 に 対 応 し た ２ 種 類 の ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 、 ５ ’ 末 端 に 本 来 の 塩
基 配 列 と は 異 な る ２ 種 類 の 特 殊 な 塩 基 配 列 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 別 々 に 結 合 さ せ る
。
　 そ れ ぞ れ が 、 こ の 特 殊 な 塩 基 配 列 の 何 れ か 一 方 と 同 じ 配 列 を 持 ち 、 蛍 光 色 素 の 異 な る ２
種 類 の 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ （ Ｔ ａ ｑ 　 Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ 、 Ｈ ｙ ｂ プ ロ ー ブ 、 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ
ｒ 　 Ｂ ｅ ａ ｃ ｏ ｎ ） を 合 成 し 、 ２ 種 類 の ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー と 一 緒 に 混 合 し て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 う 。
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　 ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー か ら 増 幅 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に は 特 殊 な 塩
基 配 列 が 導 入 さ れ 、 こ の 特 異 配 列 部 位 に 、 対 応 す る 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る こ と で 蛍 光 を 発 す る 。
　 こ の 蛍 光 を 測 定 す る こ と で 塩 基 置 換 を 検 出 す る 。
【 作 用 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 検 査 法 で は 、 対 応 す る ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー に よ っ て 、 塩 基 置 換 を 厳 密 に 識 別 す る
こ と が で き る 。 ア レ ル 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に よ っ て 得 ら れ る 増 幅 産 物 に は 、 塩 基 置 換 の 種 類
に よ っ て 特 定 の 配 列 が 組 み 込 ま れ る の で 、 組 み 込 む 塩 基 配 列 を 大 き く 変 え る こ と で 、 対 応
す る 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ の み が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 定 で き る 。
　 そ の 際 、 組 み 込 ま れ る 塩 基 配 列 が 大 き く 異 な れ ば 、 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ
に 厳 密 な 反 応 条 件 （ 温 度 や 時 間 ） を 必 要 と し な い 。
　 さ ら に 、 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ の 塩 基 配 列 を 、 予 め 標 識 蛍 光 物 質 ご と に 特 徴 的 な も の に 決 め
て お け ば 、 検 査 に 必 要 と な る の は 、 こ れ ら の 特 徴 的 な 塩 基 配 列 を 組 み 込 ん だ ア レ ル 特 異 的
プ ラ イ マ ー だ け な の で 、 多 数 の 塩 基 置 換 部 位 を 検 査 す る 場 合 で も 、 新 た に 蛍 光 標 識 プ ロ ー
ブ を 用 意 す る 必 要 は な い 。
　 本 検 査 法 で は 、 利 用 す る 蛍 光 物 質 の 数 は 、 必 要 に 応 じ て 増 減 で き る た め 、 多 数 の 蛍 光 物
質 を 用 い る こ と で 、 複 数 の 多 型 部 位 を 同 時 に 安 価 で 検 査 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヒ ト の グ ラ イ コ フ ォ リ ン Ａ 遺 伝 子 座 に あ る 点 変 異 部 位 （ エ ク ソ ン ２ の 塩 基 番 号 ３ ４ 番 の
グ ア ニ ン と ア デ ニ ン の 塩 基 置 換 と 、 塩 基 番 号 ３ ５ 番 の チ ミ ン と グ ア ニ ン の 置 換 部 位 ） に 対
応 し た ２ つ の ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ １ 、 ２ ） と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ ３ ） を 合 成 し た
。
　 各 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 は 、 プ ラ イ マ ー １ ； ５ ’ － ａ ｇ ａ ａ ｇ ｃ ａ ｃ ｔ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ｃ ａ
ｃ ａ ａ ｃ ａ ｔ ｇ ｔ Ｇ ａ ｃ ｔ Ｔ ｇ ａ ｃ ｃ ｔ Ｇ ａ Ａ ｃ ｔ ｇ ａ ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ
Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ － ３ ’ 、 プ ラ イ マ ー ２ ； ５ ’ － ａ ｇ ａ ａ ｇ ｃ ａ ｃ ｔ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ｃ ａ ｃ ａ ａ ｔ ｇ ｃ
ａ ｃ ｔ ｇ ｃ ｔ ｇ ａ ｔ ｇ ａ ｃ Ｇ ａ ｃ Ｔ ｃ ａ ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ － ３
’ 、 プ ラ イ マ ー ３ ； ５ ’ － Ｔ ｃ Ａ Ａ ａ ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｇ － ３ ’
で あ る （ 小 文 字 は 非 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 表 し て い る ） 。
　 さ ら に 、 ２ つ の ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー の ５ ’ 末 端 に 付 け た 特 異 配 列 と 同 じ 配 列 を 持 ち
、 別 々 の 蛍 光 物 質 （ Ｔ Ｅ Ｔ と Ｆ Ａ Ｍ ） で 標 識 し た ２ 種 類 の Ｔ ａ ｑ 　 Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ （ Ａ 、
Ｂ ） お よ び 共 通 す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ４ を 合 成 し た 。
　 各 塩 基 配 列 は 、 Ｔ ａ ｑ 　 Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ Ａ ； ５ ’ Ｔ Ｅ Ｔ － Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ａ
Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ ３ ’ 、 Ｔ ａ ｑ 　 Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ Ｂ ； ５ ’ Ｆ Ａ Ｍ － Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ
Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ ３ ’ 、 プ ラ イ マ ー ４ ； ５ ’ － Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ
Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ － ３ ’ で あ る 。
　 プ ラ イ マ ー １ ～ ４ と Ｔ ａ ｑ 　 Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ Ａ 、 Ｂ を 各 ２ ０ ピ コ モ ル ず つ 混 合 し た Ｐ Ｃ
Ｒ 反 応 液 を 作 り 、 血 液 型 が Ｍ 型 、 Ｎ 型 、 Ｍ Ｎ 型 の ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ
反 応 を 行 っ た 。
　 遺 伝 子 型 が 、 Ｍ 型 で は で Ｔ Ｅ Ｔ の 蛍 光 が 検 出 さ れ 、 Ｎ 型 で は Ｆ Ａ Ｍ の 蛍 光 が 検 出 さ れ 、
Ｍ Ｎ 型 で は Ｔ Ｅ Ｔ と Ｆ Ａ Ｍ の 蛍 光 が 検 出 さ れ た 。
　 同 様 に し て 、 Ａ Ｂ Ｏ 式 血 液 型 遺 伝 子 、 ア メ ロ ゲ ニ ン 遺 伝 子 に お け る 塩 基 置 換 部 位 の 検 出
を 行 っ た 。
　 こ の 方 法 で 、 ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー に よ っ て 識 別 で き る 遺 伝 子 上 の す べ て の 塩 基 置 換
を リ ア ル タ イ ム に 検 査 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 複 数 の 蛍 光 物 質 を 用 い る こ と で 、 多 数 の 塩 基 置 換 部 位 を 同 時 に 検 査 す る こ と が で
き る 。
　 さ ら に 、 蛍 光 物 質 ご と に 対 応 す る 特 異 配 列 を 決 め て 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を 合 成 し て お け ば
、 検 査 部 位 を 変 え る こ と で 必 要 と な る の は 蛍 光 標 識 し て い な い ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー だ
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け で あ り 、 新 た に 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を 合 成 す る 必 要 は な い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の 発 明 に よ れ ば 、 様 々 な 生 物 の Ｄ Ｎ Ａ か ら 複 数 の 塩 基 置 換 部 位 を 正 確 に 、 し か も 安 価
で 迅 速 に 検 査 で き る の で 、 各 個 体 の 遺 伝 子 の 違 い に よ る 薬 剤 効 果 の 違 い や 副 作 用 の 有 無 を
知 る こ と が で き る し 、 高 い 精 度 で 個 体 識 別 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 　 本 考 案 の 説 明 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
１ 　 特 異 配 列
２ 　 ア レ ル 特 異 的 プ ラ イ マ ー
３ 　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
４ 　 Ｑ は ク エ ン チ ャ ー 物 質 の 略
５ 　 Ｐ は リ ポ ー タ ー 蛍 光 物 質 の 略
６ 　 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ
７ 　 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ
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