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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　互いに異なる温度に設定可能な少なくとも３つの温度設定領域と、該温度設定領域のい
ずれか１つを中継領域として、該中継領域を経由して残りの２つの温度設定領域を繰り返
し往復するように複数の往路および複数の復路を有して構成された流路と、
　を有し、液体が前記流路内を一方に向かって流れることによって核酸増幅の温度サイク
ルが該液体に与えられ、該液体中の核酸増幅反応を実現する装置であって、
　前記中継領域において前記流路の往路と復路の断面積が異なることを特徴とする核酸増
幅装置。
【請求項２】
　前記中継領域が、核酸増幅反応における伸張反応を行う領域であり、前記残りの２つの
領域が、変性反応を行う領域と、結合反応を行う領域のいずれかであり、
　前記中継領域における、前記変性反応を行う領域から結合反応を行う領域に液体が移動
するための前記流路の断面積が、前記結合反応を行う領域から変性反応を行う領域に液体
が移動するための流路の断面積より小さい請求項１記載の核酸増幅装置。
【請求項３】
　前記中継領域が、結合反応を行う領域であり、前記残りの２つの領域が、変性反応を行
う領域と、伸長反応を行う領域のいずれかであり、
　前記中継領域における、前記変性反応を行う領域から結合反応を行う領域に液体が移動
するための前記流路の断面積が、前記結合反応を行う領域から変性反応を行う領域に流体



(2) JP 5224801 B2 2013.7.3

10

20

30

40

50

が移動するための前記流路の断面積より小さい請求項１記載の核酸増幅装置。
【請求項４】
　前記中継領域が、変性反応を行う領域であり、前記残りの２つの領域が、結合反応を行
う領域と、伸長反応を行う領域のいずれかであり、
　前記中継領域における、前記結合反応を行う領域から伸長反応を行う領域に液体が移動
するための前記流路の断面積が、前記伸長反応を行う領域から結合反応を行う領域に流体
が移動するための前記流路の断面積より小さい請求項１記載の核酸増幅装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸増幅装置に関する。更に詳しくは、異なる複数の温度設定領域を有する
流路に核酸の増幅反応を行うための液体を流して、該液体に核酸の増幅のための温度サイ
クルを供する核酸増幅装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　微量のテンプレートＤＮＡの効率的な複製・増幅には、ＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）法が広く用いられている。ＰＣＲ法は、以下に示す（
１）～（３）の工程を１サイクルとして、この温度サイクルを複数回繰り返すことによっ
て目的のＤＮＡを増幅する方法である。（１）テンプレートとなる２本鎖ＤＮＡを熱変性
して１本鎖ＤＮＡにする工程（変性工程またはディネーチャ工程と呼ばれる）。（２）得
られた１本鎖テンプレートＤＮＡに各々相補的なプライマを結合する工程（結合工程また
はアニーリング工程と呼ばれる）。（３）耐熱性を有するＤＮＡポリメラーゼを作用させ
て、プライマから相補鎖合成を行うことにより２本鎖ＤＮＡを合成する工程（伸張工程ま
たはエクステンション工程と呼ばれる）。
【０００３】
　上記各工程は、反応液（増幅反応を行うための液体）の温度及び反応時間を管理するこ
とにより行われており、通常、テンプレートとなる２本鎖ＤＮＡの１本鎖ＤＮＡへの熱変
性は約９４℃である。また、１本鎖ＤＮＡへのプライマの結合は約６５℃、ＤＮＡポリメ
ラーゼによる相補鎖の合成は約７２℃で行われる。
【０００４】
　従来、ＰＣＲ法を自動的に行う装置として、反応液をエッペンドルフ型チューブに入れ
、このチューブの温度をヒータと冷却器を用いて変化させることにより反応を行う装置が
知られている。反応液には、テンプレートＤＮＡ、プライマ、デオキシリボヌクレオシド
三リン酸（ｄＮＴＰ）、ＤＮＡポリメラーゼ等が含まれる。装置には、アルミ製のブロッ
クに設けられたウェルを有し、これに上記のチューブに挿入してブロックの温度を調整し
ている。
【０００５】
　しかしながら、上記ＰＣＲ法は熱サイクルを高い精度の温度コントロール下で行う必要
があり、上記のようなバッチ式での反応ではスケールの増大とともに反応系の熱揺らぎが
著しくなるためスケールアップに限界があった。
【０００６】
　そのため、熱サイクルの温度コントロールを高い精度で行い、かつスケールアップも可
能なＰＣＲ法として、下記特許文献１、特許文献２及び下記非特許文献１には、フロー式
ＰＣＲ法が開示されている。このフロー式ＰＣＲ法は、加熱部と冷却部を設けた流路に、
ＤＮＡポリメラーゼ、鋳型ＤＮＡ、プライマＤＮＡ、ｄＮＴＰ等を含む反応液を送液する
ことによって熱サイクルを行い、ＰＣＲを行う方法である。
【０００７】
　特許文献３の図２に記載されたＰＣＲ法は、流路液体に電流を通電することによりジュ
ール熱を発生させ、流路からの熱の放散により温度が決定される。流路内で液体に与えら
れる温度は、その位置の断面積により決定される。また、流体の所定温度における通過時
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間は流路長により決定される。ただし、該方法は流路の形状及び周辺への熱の放散により
流路内における所定位置の液体の温度が決定されるので、高精度な温度精度を求めること
は不可能である。
【０００８】
　非特許文献１に記載されたＰＣＲ法は、平面に３温度領域（９４℃、７３℃、５５℃）
が９４℃、７３℃、５５℃の順番で配置されている。真中に配置された７３℃の領域の流
路は、９４℃の領域から５５℃の領域へ液体が移動する際の中継領域として存在し、この
移動は急速に通過するように構成されている。これに対して、５５℃の領域から９４℃の
領域へ液体が移動する際の７５℃の中継領域は、ＤＮＡを伸張させるためにそれよりも長
い時間をかけて通過するように構成されている。この７５℃の中継領域において、できる
かぎり高速通過と伸張時間の確保という相矛盾する要求に対して、流路の長さを変更する
ことで通過時間を変更している。そのために、流路長が長くなり、流路長の長さによる流
抵抗の増大が発生する。圧力により液移動を行う場合、高い負圧によるＰＣＲ液体の沸点
の低下による沸騰、高い加圧の場合のリーク対応のためのカートリッジの大型化、コスト
アップなどの問題が生じる。また、流路長が長くなるに従ってテンプレートＤＮＡが流路
に付着する割合が増大し、付着による増幅率の低減の問題点がある。更に流路長が長くな
ることにより流路が配置される平面の面積が増大するため、装置のコンパクト化の要求に
は対応できない。
【特許文献１】特開平６－３０７７６号公報
【特許文献２】特開平７－０７５５４４号公報
【特許文献３】特表２００１－５２１６２２号公報
【非特許文献１】Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９９８年）２８０号５３６６巻、１０４６－１０４
８頁（Ｋｏｐｐ　ＭＵ、Ｍｅｌｌｏ　ＡＪ、Ｍａｎｚ　Ａ．著）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、本発明の目的は、装置のコンパクト化および反応の効率化を達成する核酸
増幅装置を提供することにある。更にカートリッジ化した場合に増幅した核酸の分離・精
製が容易で、スケールアップも可能な核酸増幅装置を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは鋭意検討の結果、反応の効率化を達成しつつ、よりコンパクトな増幅装置
を実現するためには、流路内を流れる反応液の滞在時間を効率化し、それによって１サイ
クルの往復路の面積、ひいては複数サイクルの往復路の集積面積を増加させることが重要
であることを見出した。
【００１１】
　特に、３温度ＰＣＲを行う系においては、変性工程（９４℃）→結合工程（５５℃）へ
の温度推移はできる限り高速に行うことにより所望のテンプレートの位置に所望のプライ
マの結合が行える。さらに、数十回行う増幅において不要な温度推移時間を短縮すること
が増幅のトータル時間を短縮することにおいて重要となる。この知見により、本発明は為
された。
【００１２】
　すなわち、上記課題を解決するために、本発明に係る核酸増幅装置は、
　互いに異なる温度に設定可能な少なくとも３つの温度設定領域と、該温度設定領域のい
ずれか１つを中継領域として、該中継領域を経由して残りの２つの温度設定領域を繰り返
し往復するように複数の往路および複数の復路を有して構成された流路と、を有し、液体
が前記流路内を一方に向かって流れることによって核酸増幅の温度サイクルが該液体に与
えられ、該液体中の核酸増幅反応を実現する装置であって、前記中継領域において前記流
路の往路と復路の断面積が異なることを特徴とする。
【発明の効果】
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【００１３】
　本発明によれば、３つの温度設定領域を往復して温度サイクルのサイクル時間の調整を
、液体の滞在時間に相当する流路の断面積の大きさに基づいて調整することで、流路配置
の平面方向の面積を著しく軽減することが可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明に使用される液体としては、核酸増幅反応用の反応液が用いられる。反応液は、
少なくともテンプレートとなる核酸（以下、単にテンプレートという）と、プライマとな
る核酸（以下、単にプライマという）と、ＤＮＡポリメラーゼ及びＤＮＡ合成の素材（基
質）であるデオキシヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰ）を含む。
【００１５】
　この溶液を本発明の増幅装置の流路に流し、該溶液に温度サイクルを供する。温度サイ
クルにより、テンプレートの変性（ディネーチャ）、変性させたテンプレートとプライマ
との結合（アニーリング）、核酸合成酵素による核酸の伸張（エクステンション）が繰り
返し行われる。
【００１６】
　この温度サイクルを、互いに異なる温度に設定可能な少なくとも３つの温度設定領域と
、該温度設定領域のいずれか１つを中継領域として、該中継領域を経由して残りの２つの
温度設定領域を繰り返し往復するように複数の往路および複数の復路を有して構成された
流路と、を有する核酸増幅装置内で実現する。液体がこの流路内を一方に向かって流れる
ことによって核酸増幅の温度サイクルが流れる液体に与えられ、液体中の核酸増幅反応が
実現される。
【００１７】
　３つの温度設定領域には、変性反応を行う変性領域（ディネーチャ領域）と、アニーリ
ング反応を行う結合領域（アニーリング領域）と、伸長反応を行う伸張領域（エクステン
ション領域）を選ぶことが好ましい。
【００１８】
　本発明においては、温度設定領域の１つを中継領域と定義する。この中継領域を経由し
て、残りの２つの温度設定領域を流路が往復する構成になっている。
【００１９】
　すなわち、２つの温度設定領域を往復する複数の往路および復路を有しており、往路お
よび復路のそれぞれが中継領域を経てから他方の温度設定領域に到達する流路の構成とな
っている。
【００２０】
　３つの温度設定領域の配置はどのような配置構成でも構わないが、３つの領域を並列し
て配置する構成が好ましい。特に、中継領域が、残りの２領域の間、すなわち２つの温度
設定領域を結ぶ直線上に配置される構成が好ましい。中継領域と残りの温度設定領域との
関係については、以下のものが挙げられる。
（１）前記中継領域が、核酸増幅反応における伸張反応を行う領域であり、前記残りの２
つの領域が、変性反応を行う領域と、結合反応を行う領域のいずれかである。
（２）前記中継領域が、結合反応を行う領域であり、前記残りの２つの領域が、変性反応
を行う領域と、伸長反応を行う領域のいずれかである。
（３）前記中継領域が、変性反応を行う領域であり、前記残りの２つの領域が、結合反応
を行う領域と、伸長反応を行う領域のいずれかである。
【００２１】
　本発明においては、この中継領域において前記流路の往路と復路の断面積が異なること
が特徴である。
【００２２】
　すなわち、例えば（１）の場合、伸張領域（エクステンション設定領域）の流路の断面
積が流体の導入方向（変性反応を行う領域から結合反応を行う領域に液体を移動させるた
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めの流路であるか、その逆方向に移動させるものであるか）により異なっている。なお、
テンプレートの変性とは、二重鎖を形成した核酸を融解させて、一本鎖状にすることを意
味する。
【００２３】
　流路の断面積が異ならせることによって、例えば小断面積から大断面積に流体が移動す
る場合、大面積部で流体の混合が起こり易くなる。従って、細流路により所定距離以上は
なれた物質の出会い確立が低下し、効率的な増幅が行われない弊害を解決することが可能
となる。
【００２４】
　また、本発明において、変性領域は、流路内を移動する反応液を核酸の融解温度以上に
加熱できるように、流路の外部に変性用温度制御手段を設けることによって形成すること
が好ましい。アニ－リング温度設定領域は、流路内を移動する反応液を核酸の融解温度以
下に調節できるように、流路の外部にアニ－リング用温度制御手段を設けることによって
形成することが好ましい。温度制御手段は、所定の領域の温度を制御できる手段であれば
よく、抵抗ヒーターや、ペルチェ素子等公知のものが利用できる。
【００２５】
　本発明の方法で使用される核酸合成酵素は、核酸増幅に使用できる酵素であって、一般
に入手可能な酵素を用いることができる。具体的には、ＤＮＡポリメラーゼ、リガーゼ、
逆転写酵素、ＲＮＡポリメラーゼ等が例示できる。また、これらの核酸合成酵素を組み合
わせて用いることもできる。
【００２６】
　また、流路は、熱伝導性が比較的高く、ＰＣＲに必要な温度範囲において安定で、電解
質溶液や有機溶媒に浸食されにくく、核酸やタンパク質を吸着しにくい材質で形成されて
いることが好ましい。耐熱性や耐食性を有する材質としては、ガラス、石英、シリコンの
他、各種プラスチックが例示できる。さらにそれらの表面（反応液と接触する内壁面）を
、ポリエチレン、ポリプロピレン等の一般的に核酸やタンパク質を吸着しにくいと言われ
る材質で被覆してもよい。また、上記の表面をポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等の親
水性の官能基を多く含む分子を共有結合等で導入し、核酸やタンパク質の吸着を抑制する
ことも好ましい。
【００２７】
　本発明を適用できる装置においては、流路内でテンプレートの変性、変性させたテンプ
レートとプライマとのアニーリング、及び核酸合成を効率よく行うことができるように、
上記反応液の送液速度や流路の断面積及び長さ等の条件を適宜調整することが好ましい。
これらの条件は、テンプレートの長さや合成する核酸の長さ、用いる核酸合成酵素の反応
速度等によって適宜設定される。
【実施例】
【００２８】
　以下、実施例を挙げて本発明を具体的に説明するが、これらの実施例は本発明の範囲を
限定するものではない。
【００２９】
　（実施例１）
　以下、本発明の核酸増幅装置を図面に基づいて説明するが、基本的に同一の部分には同
じ符号を付してその説明を省略する。
【００３０】
　図２は、本発明に係るＰＣＲ増幅の温度サイクルを説明するための図である。横軸は時
間を表し、縦軸は温度を表している。記号１６は常温状態を表している。記号１１はディ
ネーチャ工程で、記号１２はアニーリング工程で、記号１３はエクステンション工程であ
る。ディネーチャ工程、アニーリング工程、エクステンション工程の繰り返しにより増幅
が行なわれている。最後のエクステンション工程から反応液温度を常温１６ｂに戻して終
了している。最初のディネーチャ工程１１は、あとのディネーチャ時間より一般的には長
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くしている（Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　ＰＣＲなど）。記号２１，２２，２３，２４，は、常
温（１０）とディネーチャ温度（１１）、アニーリング温度（１２）、エクステンション
温度（１３）、ディネーチャ温度（１４）の温度変化の状態を表している。記号２５は、
エクステンション温度（１５）、常温（１６）の温度変化の状態を表している。
【００３１】
　図１には、本発明の核酸増幅装置の一実施形態が示されている。記号４は流路を表し、
記号１，２，３は、所定の温度に温度制御された温度設定領域である。温度設定領域１は
、２本鎖の核酸を１本鎖に変性するためのディネーチャ温度を与えるための温度設定領域
である。
【００３２】
　中継領域となる温度設定領域２は、結合した二重鎖が伸張するエクステンション温度を
与えるための温度設定領域である。温度設定領域３は、テンプレートとプライマとの結合
を行わせるアニーリング温度を与えるための温度設定領域である。流路４ａの流体は記号
５で表されるＡ方向に流れる。
【００３３】
　流路４ａの流体は、ディネーチャ温度設定領域１の流路６を通過し、エクステンション
温度設定領域２の流路７を通過し、アニ－リング温度設定領域３の流路９を通過し、エク
ステンション温度設定領域２の流路８を通過する。
【００３４】
　図１の中継領域であるエクステンション温度設定領域２で示す流路７の流体は出来る限
り早くアニーリング温度設定領域３に到達すること望ましい。アニーリング工程とはテン
プレートの所定位置に所望のプライマが的確に結合することが正しい増幅を行うための必
須条件である。そのために正確な温度に高速に全液体が達することが望まれている。その
ために流路７の断面積を小さくすることにより達成する。流路８に関しては、流体の通過
時間を確保する必要があり、そのためには流路断面積を大きくすることにより達成するこ
とができる。
【００３５】
　図１のＡＡ´断面図、及びＢＢ´断面図で示すカートリッジ１０１は、部材１０１ａ，
１０１ｂ，１０１ｃの３層で構成されている。断面積大の流路は部材１０１ｂの厚さ方向
に突き抜ける状態で構成され、断面積小の流路は部材１０１ｃの一部を除去することで構
成されている。部材１０１ｂの流路は部材１０１ａで密閉される構成となっている。断面
積の増減を厚さ方向で調整することで、カートリッジの平面方向にはより密に複数の流路
を配置することができ、コンパクト化により好ましい構成となっている。
【００３６】
　図３は、第一サイクルのディネーチャ温度の時間を長く確保するために、ディネーチャ
温度設定領域の流路３１の断面積を他のサイクルの断面積に対して大きく確保し、保持時
間を確保するようにしている。他の部分に関しては、図１と同一符号は同一の作用効果で
ある。
【００３７】
　また、エクステンション温度設定領域２を通過する流路７と流路８は、その断面積を異
ならせることが本発明の特徴であるが、流路の長さは同じである必要はなく、流路８の長
さを長くしてよりエクステンション温度設定領域２の滞在時間を増加させる構成でもよい
。
【００３８】
　（実施例２）
　図４には、本発明の核酸増幅装置の他の実施形態が示されている。図４が図１と異なる
点は、図１は、ディネーチャ温度設定領域１、エクステンション温度設定領域２、アニー
リング温度設定領域３で、図４は、ディネーチャ温度設定領域５１、アニーリング温度設
定領域５２でエクステンション温度設定領域５３である。エクステンション温度設定領域
５３とアニ－リング温度設定領域５２が入れ変わっている。図４においては、ディネーチ
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ャ温度設定領域５１、アニーリング温度設定領域５２が隣接しているためにディネーチャ
工程からアニーリング工程に流路のＰＣＲ溶液が高速に移動し、温度変化が高速に行われ
る。更にアニーリング温度設定領域５２とエクステンション温度設定領域５３も隣接して
いるので円滑に温度変化を行わせることが可能となる。しかしながら、エクステンション
温度設定領域５３からディネーチャ温度設定領域５１に推移する過程においてアニーリン
グ温度設定領域５２を高速に通過させる必要がある。そのための手段として流路断面積を
小さくすることにより達成することができる。図４の配置の場合は、エクステンション工
程からディネーチャ工程の間にアニーリング温度設定領域５２を通過するが、エクステン
ション工程で十分に伸張されているので再度アニーリング温度設定領域５２を通過しても
大きな弊害は発生しない。アニーリング工程とエクステンション工程を比較した場合、一
般的にはエクステンション工程の時間が長い。更に、端に位置する温度設定領域は流路が
戻る関係上流路が必然的に長くなる。図４のメリットとしては、比較的長くなるエクステ
ンション工程の流路長を長くすることが可能となる。
【００３９】
　（実施例３）
　図５には、本発明の核酸増幅装置の他の実施形態が示されている。図５が図１と異なる
点は、図１は、ディネーチャ温度設定領域１、エクステンション温度設定領域２、アニー
リング温度設定領域３で、図５は、エクステンション温度設定領域６１、ディネーチャ温
度設定領域６２、アニーリング温度設定領域６３の順番に配置している。エクステンショ
ン温度設定領域６１、ディネーチャ温度設定領域６２を入れ替えて配置していることであ
る。図５において、ディネーチャ工程からアニーリング工程は、ディネーチャ温度設定領
域６２とアニーリング温度設定領域６３の温度設定領域が隣接して配置され、ディネーチ
ャ工程からアニーリング工程に流路のＰＣＲ溶液が高速に移動し、温度変化が高速に行わ
れる。アニーリング工程からエクステンション工程にＰＣＲ溶液が移行する場合、図５に
おいては、ディネーチャ温度設定領域６２を通過する必要がある。アニーリング工程でテ
ンプレートとプライマを結合させたものをディネーチャ温度設定領域で再度分離させるこ
とになる。従って、ディネーチャ温度設定領域６２の流路６５の溶液は高速にディネーチ
ャ温度設定領域６２を通過させることが重要である。そのための手段として、流路断面積
を小さくし、流速を増大させて、通過時間を短くすることが有効となる。通常の温度サイ
クルの各工程の必要時間は、エクステンション時間＞アニーリング時間＞＞ディネーチャ
時間である。従って、端に位置する温度設定領域は流路が戻る関係上流路が必然的に長く
なる。図５のメリットとしては、比較的長くなるエクステンション工程、アニーリング工
程のための温度設定領域を端に位置させることが可能となる。
【００４０】
　図６は、同一カートリッジに複数の流路を設けて、複数のＰＣＲ増幅を平行して同時に
行う場合の実施例である。図１の実施例に対して流路が３流路の場合を示している。一例
として各流路はオーバラップしないように構成している。複数の流路に対して略同一温度
設定領域の場所で流路の加熱を行っているので、各流路の各部に対する温度のバラツキは
最小とすることが可能である。図６において、各流路のトータルの長さを同一にするよう
に設計することは容易であり、好ましい。また、各流路の各工程の時間を略同一とするた
めに温度設定領域の温度設定領域を記号６１の部分拡大図で示している記号６２で示す形
状により達成することが可能となる。
【００４１】
　複数流路の他の実施例として図１の流路を単純に水平方向に配置しても本発明目的を達
成することも可能である。
【００４２】
　複数流路の構成として、厚み方向を多層のカートリッジとして構成することにより複雑
な流路構成が可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
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【図１】本発明の核酸増幅装置の流路の一部の模式図である。
【図２】本発明の核酸増幅装置の流路内溶液の時間に対する温度を表す図である。
【図３】本発明の核酸増幅装置の別の実施形態を示す図である。
【図４】本発明の核酸増幅装置の別の実施形態を示す図である。
【図５】本発明の核酸増幅装置の別の実施形態を示す図である。
【図６】本発明を複数流路で構成した核酸増幅装置の実施形態を示す図である。
【符号の説明】
【００４４】
　１、２，３　温度制御設定領域
　４ａ　導入流路
　４ｂ　取り出し流路
　６，７，８，９，１０　流路
　１１，１２，１３，１４，１５，１６　流体温度
　２１，２２，２３，２４，２５　流体温度
　５１，５２，５３　温度制御設定領域
　５４，５５，５６　流路
　６１，６２，６３　温度制御設定領域
　６４，６５　流路

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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