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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
Ａ）標的核酸プローブとＢ）内部標準核酸とを含む標的核酸を測定するための標的核酸測
定用混合物又は反応液であって、
上記標的核酸プローブは、標的核酸とハイブリダイズすることができる一本鎖のオリゴヌ
クレオチドからなり、グアニンと相互作用することにより蛍光消光する蛍光色素で５’末
端又は３’末端が標識され、両末端塩基がシトシンであり、
上記内部標準核酸は、その塩基配列中、上記標的核酸プローブとハイブリダイズしたとき
に配列上対向する領域の塩基配列が、両末端の塩基を除き、標的核酸の塩基配列中の、標
的核酸と標的核酸プローブとがハイブリダイズしたときに配列上対向する領域の塩基配列
と同一となるように設計され、
上記標的核酸プローブと内部標準核酸とが、以下の（ｉ）～（ｉｖ）のいずれか一つの関
係を満たすように設計されていることを特徴とする標的核酸測定用混合物又は反応液。
（ｉ）上記標的核酸プローブの５’末端が上記蛍光色素で標識され、該プローブとハイブ
リダイズしたときに、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外
の塩基であり、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
であり、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであ
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り、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
以外の塩基である。
（ｉｉ）上記標的核酸プローブの５’末端が上記蛍光色素で標識され、該プローブとハイ
ブリダイズしたときに、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであ
り、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
以外の塩基であり、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外
の塩基であり、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
である。
（ｉｉｉ）上記標的核酸プローブの３’末端が上記蛍光色素で標識され、該プローブとハ
イブリダイズしたときに、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであ
り、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
以外の塩基であり、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外
の塩基であり、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
である。
（ｉｖ）上記標的核酸プローブの３’末端が上記蛍光色素で標識され、該プローブとハイ
ブリダイズしたときに、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外
の塩基であり、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
であり、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであ
り、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
以外の塩基である。
【請求項２】
Ａ）二重標識標的核酸プローブとＢ）内部標準核酸とを含む標的核酸を測定するための標
的核酸測定用混合物又は反応液であって、
上記二重標識標的核酸プローブは、標的核酸とハイブリダイズすることができる一本鎖の
オリゴヌクレオチドからなり、グアニンと相互作用することにより蛍光消光する異なる蛍
光色素で５’末端及び３’末端がそれぞれ標識され、両末端塩基がシトシンであり、
上記内部標準核酸は、上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに配列上
対向する領域の塩基配列が、両末端の塩基を除き、標的核酸の塩基配列中の、標的核酸と
二重標識標的核酸プローブとがハイブリダイズしたときに配列上対向する領域の塩基配列
と同一となるように設計され、
上記二重標識標的核酸プローブと内部標準核酸とが、以下の（ｉ）又は（ｉｉ）の関係を
満たすように設計されていることを特徴とする標的核酸測定用混合物又は反応液。
（ｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、
上記プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基で
あり、
上記プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニンであり、
上記プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであり、
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上記プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩
基である。
（ｉｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、
上記プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであり、
上記プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩
基であり、
上記プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基で
あり、
上記プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
【請求項３】
Ａ）二重標識標的核酸プローブとＢ）内部標準核酸とを含む標的核酸を測定するための標
的核酸測定用混合物又は反応液であって、
上記二重標識標的核酸プローブは、標的核酸とハイブリダイズすることができる一本鎖の
オリゴヌクレオチドからなり、グアニンと相互作用することにより蛍光消光する異なる蛍
光色素で５’末端及び３’末端がそれぞれ標識され、
上記内部標準核酸は、上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに配列上
対向する領域の塩基配列が、標的核酸と上記二重標識標的核酸プローブとがハイブリダイ
ズしたときに配列上対向する領域の塩基配列と同一であり、
上記二重標識標的核酸プローブと内部標準核酸とが、以下の（ｉ）～（ｉｖ）のいずれか
一つの関係を満たすように設計されていることを特徴とする標的核酸測定用混合物又は反
応液。
（ｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末
端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニ
ン以外の塩基の３’末端側に隣接する２塩基の少なくとも１つがグアニンであり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末端塩基
と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニン
以外の塩基の３’末端側に隣接する２塩基のいずれもグアニン以外の塩基であり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’末端塩基
と配列上対向する標的核酸中の塩基および内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
（ｉｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’
末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グア
ニン以外の塩基の３’末端側に隣接する２塩基のいずれもグアニン以外の塩基であり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末端塩基
と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニン
以外の塩基の３’末端側に隣接する２塩基の少なくとも１つがグアニンであり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’末端塩基
と配列上対向する標的核酸中の塩基および内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
（ｉｉｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３
’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グ
アニン以外の塩基の５’末端側に隣接する２塩基の少なくとも１つがグアニンであり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’末端塩基
と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニン
以外の塩基の５’末端側に隣接する２塩基のいずれもグアニン以外の塩基であり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末端塩基
と配列上対向する標的核酸中の塩基および内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
（ｉｖ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’
末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グア
ニン以外の塩基の５’末端側に隣接する２塩基のいずれもグアニン以外の塩基であり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’末端塩基
と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニン



(4) JP 4851188 B2 2012.1.11

10

20

30

40

50

以外の塩基の５’末端側に隣接する２塩基の少なくとも１つがグアニンであり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末端塩基
と配列上対向する標的核酸中の塩基および内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか１項に記載の混合物を用いて、標的核酸を測定することを特徴
とする核酸の測定方法。
【請求項５】
　既知濃度の内部標準核酸を含む請求項２に記載の反応液に標的核酸を加えてハイブリダ
イゼーション反応を行い、２種以上の測定波長で該反応系の前記２種の蛍光色素の蛍光消
光率をそれぞれ測定し、該２種の蛍光消光率の比率を求め、この比率から上記標的核酸を
定量することを特徴とする核酸の測定方法。
【請求項６】
　既知濃度の内部標準核酸を含む請求項３に記載の反応液に標的核酸を加えてハイブリダ
イゼーション反応を行い、２種以上の測定波長で該反応系の前記２種の蛍光色素の蛍光消
光率をそれぞれ測定し、該２種の蛍光消光率の比率を求め、この比率から上記標的核酸の
濃度を求めることを特徴とする核酸の測定方法。
【請求項７】
　標的核酸プローブを標識する蛍光消光色素が、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ、ＴＡＭＲＡ、Ｐａ
ｃｉｆｉｃＢｌｕｅ、Ｒ６Ｇ及びＴＢＳＦからなる群より選ばれるいずれかである請求項
１～３のいずれか１項に記載の標的核酸測定用混合物又は反応液。
【請求項８】
Ａ）標的核酸プローブとＢ）内部標準核酸とを含む標的核酸を測定するための標的核酸測
定用混合物の設計方法であって、
　上記標的核酸プローブは、標的核酸とハイブリダイズすることができ、両末端塩基をシ
トシンとし、５’末端塩基及び３’末端塩基の一方を標的核酸とハイブリダイズしたとき
に相補的でない塩基とした一本鎖のオリゴヌクレオチドからなり、かつ、グアニンと相互
作用することにより蛍光消光する蛍光色素で５’末端又は３’末端を標識したものであり
、
　上記内部標準核酸は、上記標的核酸プローブとハイブリダイズすることができ、上記標
的核酸プローブとハイブリダイズしたときに配列上対向する領域の塩基配列を、両末端の
塩基を除き、標的核酸の配列中の、標的核酸と標的核酸プローブとがハイブリダイズした
ときに配列上対向する領域の塩基配列と同一の配列としたものであり、
　かつ、上記標的核酸プローブと内部標準核酸とを、以下の（ｉ）～（ｉｖ）のいずれか
一つの関係を満たすように設計することを特徴とする標的核酸測定用混合物の設計方法。
（ｉ）上記標的核酸プローブの５’末端が上記蛍光色素で標識され、該プローブとハイブ
リダイズしたときに、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外
の塩基であり、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
であり、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであ
り、かつ、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
以外の塩基である。
（ｉｉ）上記標的核酸プローブの５’末端が上記蛍光色素で標識され、該プローブとハイ
ブリダイズしたときに、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであ
り、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
以外の塩基であり、
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上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外
であり、かつ、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
である。
（ｉｉｉ）上記標的核酸プローブの３’末端が上記蛍光色素で標識され、該プローブとハ
イブリダイズしたときに、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであ
り、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
以外の塩基であり、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外
の塩基であり、かつ、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
である。
（ｉｖ）上記標的核酸プローブの３’末端が上記蛍光色素で標識され、該プローブとハイ
ブリダイズしたときに、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外
の塩基であり、
上記標的核酸プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
であり、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであ
り、かつ、
上記標的核酸プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン
以外の塩基である。
【請求項９】
Ａ）二重標識標的核酸プローブとＢ）内部標準核酸とを含む標的核酸を測定するための標
的核酸測定用混合物の設計方法であって、
　上記二重標識標的核酸プローブは、標的核酸とハイブリダイズすることができ、両末端
塩基をシトシンとし、５’末端塩基及び３’末端塩基の一方を標的核酸とハイブリダイズ
したときに相補的でない塩基とした一本鎖のオリゴヌクレオチドからなり、かつ、グアニ
ンと相互作用することにより蛍光消光する異なる蛍光色素で５’末端及び３’末端をそれ
ぞれ標識したものであり、
　上記内部標準核酸は、上記二重標識核酸プローブとハイブリダイズすることができ、上
記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに配列上対向する領域の塩基配列
を、両末端の塩基を除き、標的核酸の塩基配列中の、標的核酸と二重標識標的核酸プロー
ブとがハイブリダイズしたときに配列上対向する領域の塩基配列と同一の配列としたもの
であり、
　かつ、上記二重標識標的核酸プローブと内部標準核酸とを、以下の（ｉ）又は（ｉｉ）
の関係を満たすように設計することを特徴とする標的核酸測定用混合物の設計方法。
（ｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、
上記プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基で
あり、
上記プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニンであり、
上記プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであり、かつ
、
上記プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩
基である。
（ｉｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、
上記プローブの５’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニンであり、
上記プローブの５’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩
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基であり、
上記プローブの３’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基で
あり、かつ、
上記プローブの３’末端塩基と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
【請求項１０】
Ａ）二重標識標的核酸プローブとＢ）内部標準核酸とを含む標的核酸を測定するための標
的核酸測定用混合物の設計方法であって、
上記二重標識標的核酸プローブは、標的核酸とハイブリダイズすることができる一本鎖の
オリゴヌクレオチドからなり、かつ、グアニンと相互作用することにより蛍光消光する異
なる蛍光色素で５’末端及び３’末端をそれぞれ標識したものであり、
　上記内部標準核酸は、上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズすることができ
、上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに配列上対向する領域の塩基
配列を、標的核酸と上記二重標識標的核酸プローブとがハイブリダイズしたときに配列上
対向する領域の塩基配列と同一の配列としたものであり、
　かつ、上記二重標識標的核酸プローブと内部標準核酸とを、以下の（ｉ）～（ｉｖ）の
いずれか一つの関係を満たすように設計することを特徴とする標的核酸測定用混合物の設
計方法。
（ｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末
端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニ
ン以外の塩基の３’末端側に隣接する２塩基の少なくとも１つがグアニンであり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末端塩基
と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニン
以外の塩基の３’末端側に隣接する２塩基のいずれもグアニン以外の塩基であり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’末端塩基
と配列上対向する標的核酸中の塩基および内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
（ｉｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’
末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グア
ニン以外の塩基の３’末端側に隣接する２塩基のいずれもグアニン以外の塩基であり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末端塩基
と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニン
以外の塩基の３’末端側に隣接する２塩基の少なくとも１つがグアニンであり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’末端塩基
と配列上対向する標的核酸中の塩基および内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
（ｉｉｉ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３
’末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グ
アニン以外の塩基の５’末端側に隣接する２塩基の少なくとも１つがグアニンであり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’末端塩基
と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニン
以外の塩基の５’末端側に隣接する２塩基のいずれもグアニン以外の塩基であり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末端塩基
と配列上対向する標的核酸中の塩基および内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
（ｉｖ）上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’
末端塩基と配列上対向する標的核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グア
ニン以外の塩基の５’末端側に隣接する２塩基のいずれもグアニン以外の塩基であり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの３’末端塩基
と配列上対向する内部標準核酸中の塩基がグアニン以外の塩基であり、かつ、該グアニン
以外の塩基の５’末端側に隣接する２塩基の少なくとも１つがグアニンであり、
上記二重標識標的核酸プローブとハイブリダイズしたときに、該プローブの５’末端塩基
と配列上対向する標的核酸中の塩基および内部標準核酸中の塩基がグアニンである。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸の新規測定方法用の新規混合物に関する。詳しくは、１種若しくは複数
種の標的核酸を、正確、簡便に且つ安価に測定するための新規混合物、及びそれを用いた
標的核酸の測定方法、並びにそれらに用いられる核酸プローブ及び測定キット類に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　標的核酸測定方法の多くの例は、標的核酸とハイブリダイズすることで蛍光が変化する
性質を有する蛍光色素標識核酸プローブ（均一溶液系プローブ、又は標的核酸プローブと
いう場合もある。同じ意味を有する。）を用いて、均一溶液系で測定が行われる方法であ
る。当該方法は、本特徴により、一般的にハイブリダイゼーション方法において不可欠な
工程であった１）標的核酸の固定化工程（或いはプローブの洗浄工程）、２）未反応プロ
ーブの洗浄工程（或いは未反応遺伝子の固定化工程）が不要となるため、簡便、迅速且つ
正確な方法である。このため、当該標的核酸定量法は、様々な遺伝子解析手法に汎用され
ている（非特許文献１参照。）。
【０００３】
　均一溶液系プローブを用いて直接標的核酸を測定する場合、次の手順から目的を達成す
ることが出来る。
　（１）予め用意した既知濃度の標的核酸と、均一溶液系プローブとをハイブリダイゼー
ションさせ、その際の光学的キャラクターの変化若しくは変化量をモニタリングしておく
。
　（２）当該変化若しくは変化量は、標的核酸量と正比例の関係にあるため、この関係式
を作製すると、標的核酸の検量線となる。
　（３）未知試料についても上記と同様の操作を実施し、得られた光学的キャラクターの
変化若しくは変化量に基づいて、当該検量線から標的核酸量を定量する。
【０００４】
　しかしながら、当該方法では、検量線作成の際に添加したプローブ濃度以上に標的核酸
が存在した場合、光学的キャラクターの変化若しくは変化量は常に一定となる。このため
、既存の測定法では、１）標的核酸を希釈する、２）プローブ濃度を変化させた系を複数
系列用意する、という手段の内、どちらかを講じる必要性がある。１）の対策を講じた場
合、希釈工程が必要となるため、操作が煩雑となり、（１）分析に時間がかかる、（２）
希釈による誤差が生じる、（３）分析を自動化する際は、希釈のための装置が必要、とい
った問題が生じる。また、２）の対策を講じた場合は、ハイブリダイゼーションに最適な
反応時間、反応温度が添加したプローブ濃度によって異なるため（標的核酸とプローブの
高濃度で存在すれば、ハイブリダイゼーションが完了する時間は短なり、その逆の場合は
、反応時間は長くなる。また、Ｔｍ値は、標的核酸とプローブが高濃度で存在すれば、高
くなり、その逆の場合は、低くなる。）、（１）プローブ濃度毎に、実験系を最適化する
必要性がある、（２）添加したプローブ濃度毎に検量線を用意する必要性がある、といっ
た問題点が存在する。
【０００５】
【非特許文献１】蛋白質・核酸・酵素；３５巻、１７号、１９９０年、共立出版株式会社
；実験医学、１５巻、７号、１９９７年、羊土社
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の課題は、前記の状況に鑑み、均一系核酸プローブを用いる方法において、１）
標的核酸の希釈工程が不要、２）プローブの濃度を変化させることが不要、といった特徴
を有する核酸測定方法を可能とする標的核酸測定用の新規混合物、それを用いた新規核酸
測定方法、及びそれらに用いる新規核酸プローブを提供することである。
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【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、前記課題を解決するにあたり、以下のような種々の検討を行い、次の知
見を得て本発明を完成した。即ち、既知濃度の特定の内部標準核酸、均一系の蛍光色素で
標識された特定の標的核酸プローブ及び／又は前記の内部標準核酸にハイブリダイズし、
蛍光色素で標識された特定の内部標準核酸プローブを含む反応液（ハイブリダイゼーショ
ン反応系）に標的核酸を添加し、ハイブリダイゼーション反応を行わせ、発生する光学的
キャラクターの変化を測定する。そして、内部標準核酸と標的核酸との測定値の比を求め
ることにより、本発明の課題は達成できる。
【０００８】
　すなわち、本発明は、
１）下記のタイプの一種若しくは二種以上の均一溶液系核酸プローブと下記のタイプの一
種若しくは二種以上の内部標準核酸を、又は更に内部標準核酸プローブを含むことを特徴
とする一種若しくは二種以上の標的核酸を測定するための核酸測定用新規混合物又は新規
反応液（以下単に、両者を一緒に新規混合物と総称する。）、
　Ａ）均一溶液系核酸プローブ（以下、標的核酸プローブと略称する。）：以下の特性を
有する：
ａ）一本鎖のオリゴヌクレオチドからなる。
ｂ）一種若しくは二種以上の蛍光色素で、且つ１若しくは２分子以上の蛍光色素で、オリ
ゴヌクレオチドの末端部位及び／又は鎖中部位の塩基部位、糖部位及び／又はリン酸部位
で標識されている。
ｃ）標的核酸及び／又は内部標準核酸とハイブリダイズしたとき蛍光キャラクターが変化
し得る核酸プローブである。
ｄ）標的核酸と内部標準核酸とを区別せずにハイブリダイズすることが出来る。
ｅ）内部標準核酸とハイブリダイズしたときの量と、標的核酸とハイブリダイズしたとき
の蛍光キャラクター変化量との間に差が生じることが出来る。
【０００９】
Ｂ）内部標準核酸（内部遺伝子、又は内部標準遺伝子という場合もある。）：前記標的核
酸プローブがハイブリダイズし得る領域の標的核酸の構造とは、少なくとも一部位に相違
がある構造を有し、且つ前記均一系プローブが当該核酸とハイブリダイズした際に生じる
蛍光キャラクター変化量と、標的核酸と前記標的核酸プローブがハイブリダイズした際に
生じる蛍光キャラクター変化量との間に差が生じ得る内部標準核酸。
【００１０】
　Ｃ）内部標準核酸プローブ：以下の特性を有する：
　前記標的核酸プローブの特質ａ）～ｅ）を有し、更に、蛍光標識部位及び標識蛍光色素
の蛍光キャラクターは、前記標的核酸プローブのものとは各々異なったものにする。
【００１１】
２）標的核酸プローブが一部領域で標的核酸と相補しない塩基配列を有するものである標
的核酸プローブを含む前記１）に記載の新規混合物、
３）前記核酸プローブ類が二種以上の蛍光色素で標識されている場合、それらの蛍光キャ
ラクターが異なる蛍光色素で標識されているものである前記１）に記載の新規混合物、
４）蛍光キャラクター変化量が、蛍光強度の増加（例えば、ＦＲＥＴ現象を有する色素で
標識されたプローブ）又は減少（例えば、Ｑプローブ）である前記１）に記載の新規混合
物、
５）標的核酸プローブ及び／又は内部標準核酸プローブが、標的核酸及び／又は内部標準
核酸とハイブリダイズした際、少なくとも２つの部位（末端部、鎖中部の塩基部、糖部、
リン酸部）が、蛍光キャラクターが異なる蛍光色素で標識されている（以下、二重標識核
酸プローブと略称する。）ものである前記１）又は３）に記載の新規混合物、
【００１２】
６）少なくとも２つの部位が少なくとも２つの塩基である前記５）に記載の新規混合物、
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７）塩基がシトシン（以下、Ｃと略称する。）である前記６）に記載の新規混合物、
８）Ｃが両末端の塩基である前記７）に記載の新規混合物、
９）標的核酸プローブの塩基配列が、両末端塩基部（末端塩基から少なくとも１乃至３塩
基分；末端塩基を１と計数する。）を除いて、標的核酸および内部標準核酸に相補的であ
る前記１）又は５）に記載の新規混合物、
１０）二重標識核酸プローブが、一方の部位においては、標準核酸にハイブリダイズした
際の蛍光キャラクター変化量と内部標準核酸にハイブリダイズした際の蛍光キャラクター
変化量との間に差が発生するが、他方の部位においては、蛍光キャラクター変化量に差が
発生しない二重標識核酸プローブである前記５）に記載の新規混合物、
【００１３】
１１）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの塩基配列が、両末端塩基部（末端塩
基から少なくとも１乃至３塩基分；末端塩基を１と計数する。）若しくは両末端のどちら
か一方を除いて、標的核酸および内部標準核酸に少なくとも相補的である前記１）又は５
）に記載の新規混合物、
１２）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの塩基配列において、蛍光色素で標識
された末端部の反対側が、標的核酸及び／又は内部標準核酸に相補的でない前記１）又は
５）に記載の新規混合物、
１３）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブが、標的核酸および内部標準核酸に対
して、少なくとも相補的塩基配列を有するものである前記１）又は５）に記載の新規混合
物。
１４）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの一方の末端塩基に対応する塩基を１
とした場合、１～３塩基の範囲内における、対応する標的核酸および内部標準核酸のＧの
数が、標的核酸＞内部標準核酸あるいは標的核酸＜内部標準核酸である前記１）又は５）
に記載の新規混合物、
１５）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの両末端塩基に対応する塩基を１とし
た場合、１～３塩基の範囲内における標的核酸および内部標準核酸のＧの数が、一方の末
端領域において標的核酸＞内部標準核酸の場合、他方の末端領域において標的核酸＜又は
＝内部標準核酸であり、一方の末端領域において標的核酸＜内部標準核酸の場合、他方の
末端領域において標的核酸＞又は＝内部標準核酸である前記１）又は５）に記載の新規混
合物、
【００１４】
１６）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブにおける一方の末端塩基に対応する塩
基がグアニン（Ｇ）以外であり、他方の末端塩基に対応する塩基がＧである前記１）又は
５）に記載の新規混合物、
１７）標的核酸プローブの末端塩基に対応する２つの塩基のうち、標的核酸がＧの場合は
、内部標準核酸はＧ以外であり、標的核酸がＧ以外の場合は、内部標準核酸はＧであるこ
とを特徴とする前記１）又は５）に記載の新規混合物、
１８）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの両末端塩基に対応する塩基を１とし
た場合、１～３塩基の範囲内における、対応する標的核酸および内部標準核酸の塩基配列
が、一方の末端領域において異なるが、他方の末端領域においては同じである前記１）又
は５）に記載の新規混合物、
１９）前記１又は５の新規混合物が、標的核酸および内部標準核酸にハイブリダイズしな
かった標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの蛍光をＤ）減少させ得る蛍光消光物
質、又はＥ）当該物質で標識されたオリゴヌクレオチド（以下単に消光物質標識プローブ
と呼ぶ）を、更に１種若しくは二種以上含むものである前記１）又は５）に記載の新規混
合物、
【００１５】
２０）消光物質標識プローブが、下記の特性１及び／又は特性２を有するものである前記
１９）に記載の新規混合物、
特性：
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　（１）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブと標的核酸あるいは内部標準核酸と
の複合体の解離温度よりも、標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブと消光物質標識
プローブとの複合体の解離温度が低い。
　（２）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブと標的核酸との間のハイブリダイゼ
ーション及び標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブと内部標準核酸との間のハイブ
リダイゼーションが完了した後に、前記１）の特性故に消光物質標識プローブが均一溶液
系プローブ又は二重標識核酸プローブとのハイブリダイズすることが出来る。
【００１６】
２１）新規混合物が、前記１）に記載のａ）内部標準核酸、ｂ）標的核酸プローブ及び／
又はｃ）内部標準核酸プローブ、及びｄ）エキソヌクレアーゼ（ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ
）を、下記の条件で含むもの、又はエキソヌクレアーゼがセットして付帯したものである
前記１）に記載の新規混合物、
　条件：標識核酸プローブ及び／又は内部標準核酸プローブが、標的核酸及び内部標準核
酸の少なくとも一方に対して、蛍光標識部位領域（領域：１乃至３塩基分、好適には１塩
基分）において、相補的でない。
２２）ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅが、３’→５’ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ、５’→３’ｅｘ
ｏｎｕｃｌｅａｓｅ、Ｓ１　Ｎｕｃｌｅａｓｅ、Ｍｕｎｇ　Ｂｅａｎ　Ｎｕｃｌｅａｓｅ
である前記２１）に記載の新規混合物、
２３）新規混合物が、前記１）に記載の内部標準核酸と標的核酸プローブを対とする、一
対若しくは二対以上を含むのである前記１）に記載の新規混合物、
２４）前記１）又は５）に記載の新規混合物を用いて、一種若しくは二種以上の標的核酸
を測定することを特徴とする核酸の新規測定方法、
２５）標的核酸測定する方法が、一種若しくは二種以上の標的核酸及び／又は内部標準核
酸の存在下でハイブリダイゼーション反応を行い、反応系の標的核酸プローブ及び／又は
内部標準核酸プローブの蛍光色素に由来する蛍光キャラクター変化を測定し、得られた測
定値の比から一種若しくは複数種の標的核酸を測定するものである前記２４）に記載の核
酸の新規測定方法、
２６）測定対象の核酸が遺伝子増幅方法で増幅されたもの（定常期に到る任意の時期（初
期、中期及び定常期のいずれか一つ。）まで増幅されたものである前記２４）に記載の核
酸の新規測定方法、
２７）測定対象の核酸が、遺伝子増幅方法により増幅された標的核酸および内部標準核酸
ものの少なくとも一方である前記２４）に記載の核酸の新規測定方法、
【００１７】
２８）測定対象の核酸が、遺伝子増幅方法により、同一のプライマー用いて増幅された、
標的核酸と内部標準核酸のものの少なくとも一方である前記２４）に記載の核酸の新規測
定方法、
２９）前記１）～２３）の何れか一つに記載の新規混合物が、下記タイプの標的核酸プロ
ーブ若しくは二重標識核酸プローブ及び既知濃度の前記１）～２０）の何れか一つに記載
の内部標準核酸を含むものである前記に記載の核酸の新規測定方法。
　標的核酸プローブ（以下このタイプのものを認識可能核酸プローブという。）
　前記１）～２３）の何れか一つに記載の標的核酸プローブが、蛍光色素標識部位の少な
くとも一部位若しくは二部位以上において、標的核酸及び内部標準核酸のどちらかに相補
しないものである。
二重標識核酸プローブ（以下このタイプのものを認識可能二重標識核酸プローブという。
）。
　前記５）～２３）の何れか一つに記載の二重標識核酸プローブが、二種類の蛍光色素の
どちらか一方のものの標識部位において、標的核酸及び内部標準核酸のどちらかに相補し
ないものである。
【００１８】
３０）核酸の前記新規測定方法において、標的核酸プローブと内部標準核酸プローブに由
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来する、測定された蛍光キャラクター変化量の比に基づいて、標的核酸と内部標準核酸と
の構成比を求め、本構成比から標的核酸を測定するものである前記２９）に記載の核酸の
新規測定方法、
３１）前記２４）又は２９）に記載の核酸測定方法において、内部標準核酸と標的核酸の
どちらにもハイブリダイズしなかった標的プローブ若しくは内部標準核酸プローブの蛍光
を消光させることを特徴とする標的核酸の新規定量方法、
３２）蛍光を消光させる方法が、標的核酸プローブの蛍光を減少させる効果を有する物質
及び／又は消光物質標識プローブを用いる方法である前記３１）に記載の核酸の新規定量
方法、
【００１９】
３３）前記２４）又は２９）に記載の核酸の新規測定方法において、光学的キャラクター
変化の測定値から、正確に標的核酸を計算する計算式：
　ｘ＝（－ａ’－Ｂ＋Ｂａ’＋ｂ’＋Ａ－Ａｂ’）／（ｂ’－ｂ－Ａｂ’＋Ａｂ－ａ’＋
ａ＋Ｂａ’－Ｂａ）
但し、上記式は下記の条件である場合で、上記の記号は以下の通りである。
条件：
測定方法が二重標識核酸プローブを使用する場合で、且つ、色素Ａ及びＢで標識されてい
る場合である。
記号：
ｙ：ハイブリしたプローブの割合
１－ｙ：ハイブリしていないプローブの割合
ｘ：標的遺伝子の割合
１－ｘ：内部標準遺伝子の割合
Ａ：非結合プローブにおける色素Ａの蛍光強度に対する、実サンプルにおける色素Ａの蛍
光強度の割合
ａ：非結合プローブにおける色素Ａの蛍光強度に対する、１００％標的遺伝子に結合した
場合の蛍光強度の割合
ａ’：非結合プローブにおける色素Ａの蛍光強度に対する、１００％内部標準遺伝子に結
合した場合の蛍光強度の割合
Ｂ：非結合プローブにおける色素Ｂの蛍光強度に対する、実サンプルにおける色素Ｂの蛍
光強度の割合
ｂ：非結合プローブにおける色素Ｂの蛍光強度に対する、１００％標的遺伝子に結合した
場合の蛍光強度の割合
ｂ’：非結合プローブにおける色素Ｂの蛍光強度に対する、１００％内部標準遺伝子に結
合した場合の蛍光強度の割合
３４）前記２４）又は２９）に記載の核酸の新規測定方法において、光学的キャラクター
変化の測定値から、正確に標的核酸を計算する計算式：
　　ｘ＝（ｂ－Ｂ－Ａｂ＋Ａ＋ａ’Ｂ－ａ’）／（ａ’Ｂ－ａ’－ａＢ＋ａ）
但し、上記式は下記の条件である場合で、上記の記号は以下の通りである。
条件：
測定方法が二重標識核酸プローブを使用する場合で、且つ、色素Ａ及びＢで標識されてい
る場合である。
記号：
ｙ：ハイブリしたプローブの割合
１－ｙ：ハイブリしていないプローブの割合
ｘ：標的遺伝子の割合
１－ｘ：内部標準遺伝子の割合
Ａ：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色素
Ａの蛍光強度に対する、実サンプルにおける色素Ａの蛍光強度の割合
ａ：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色素



(12) JP 4851188 B2 2012.1.11

10

20

30

40

50

Ａの蛍光強度に対する、二重標識核酸プローブが標的遺伝子に１００％結合した場合の蛍
光強度の割合
ａ’：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色
素Ａの蛍光強度に対する、二重標識核酸プローブが内部標準遺伝子に１００％結合した場
合の蛍光強度の割合
Ｂ：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色素
Ｂの蛍光強度に対する、実サンプルにおける色素Ｂの蛍光強度の割合
ｂ：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色素
Ｂの蛍光強度に対する、二重標識核酸プローブが標的遺伝子および内部標準遺伝子に１０
０％結合した場合の蛍光強度の割合
３５）前記１）又は５）に記載の新規混合物からなることを特徴する核酸測定用キット類
、
３６）前記１）又は５）に記載の一種若しくは複数種の内部標準核酸を含む反応系におい
て、遺伝子増幅方法により一種若しくは複数種の標的核酸、および内部標準核酸を定常期
に到る任意の時期まで増幅し、得られた反応液若しくは増幅産物を試料とし、一種若しく
は複数種の増幅前の標的核酸を測定することを特徴とする核酸の新規測定方法、
３７）核酸増幅方法が標的核酸と内部標準核酸とを共通のプライマーで増幅するものであ
る前記３２）に記載の一種若しくは複数種の増幅前の核酸を測定する方法、
【００２０】
３８）プライマーがＱプローブである前記３６）に記載の一種若しくは複数種の増幅前の
核酸を測定する方法、
３９）下記のタイプの核酸プローブと下記のタイプの内部標準核酸との対を一種若しくは
複数対を含むことを特徴とする、Ｔｍ値測定に基づく一種若しくは複数種の標的核酸を測
定するための新規混合物、
　核酸プローブ：一種若しくは二種以上の蛍光色素で標識された一本鎖のオリゴヌクレオ
チドであり、且つ標的核酸及び内部標準核酸にハイブリダイズできる核酸プローブで、標
的核酸及び内部標準核酸にハイブリダイズしたときに、標識された蛍光色素の蛍光キャラ
クターが変化する核酸プローブ。複数種の核酸プローブの場合、各プローブの蛍光色素が
異なる。
　内部標準核酸：上記核酸プローブが標的核酸とハイブリダイズする部位の塩基配列と、
内部標準核酸とハイブリダイズする部位との塩基配列が一部異なることを特徴とする内部
標準核酸、
【００２１】
４０）核酸プローブが、シトシン部位において一種の蛍光色素で標識された一本鎖のオリ
ゴヌクレオチドである前記３９）に記載のＴｍ値測定に基づく一種若しくは複数種の標的
核酸を測定するための新規混合物、
４１）蛍光色素の蛍光キャラクターの変化が蛍光強度の減少である（核酸プローブがＱプ
ローブである）前記３９）に記載のＴｍ値測定に基づく一種若しくは複数種の標的核酸を
測定するための新規混合物、
４２）蛍光色素の蛍光キャラクターの変化が蛍光強度の増加である前記３５）に記載のＴ
ｍ値測定に基づく一種若しくは複数種の標的核酸を測定するための新規混合物、
【００２２】
４３）前記３９）に記載の新規混合物を用いて、複数種の標的核酸存在下で、温度を変化
させながら、反応液の蛍光強度を測定した後、下記の手順により、標的核酸を測定するこ
とを特徴とする核酸の新規測定方法、
　手順：
１）測定された蛍光強度変化のカーブを描く。
２）当該カーブを微分する。
３）各ピークを積分してピークの面積を求める。
４）内部標準核酸のピーク面積と標的核酸のピーク面積比を求める。
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５）当該比と内部標準核酸の濃度を乗ずる。
４４）標的核酸が、前記３５）に記載の内部標準核酸を含む反応液系で遺伝子増幅方法に
より増幅されたものである前記３７）に核酸新規測定方法、
【００２３】
４５）プライマーがＱプローブである前記４３）に記載の核酸の新規測定方法、
４６）前記１）又は３９）に記載の新規混合物からなることを特徴とする核酸測定キット
類、
【００２４】
４７）前記に記載の標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブで、少なくとも下記の何
れかの一つの構造を有するもの、
１．標的核酸プローブ
　（１）一末端若しくは両末端部位で、標的核酸及び／又は内部標準核酸に相補しない部
位を有する。
　（２）前記（１）で標的核酸及び／又は内部標準核酸に相補しない一方の部位に蛍光色
素が標識され、蛍光色素標識部位の塩基から１乃至３塩基の範囲内（標識塩基部位を１と
する。）にＣ又はＧがある。
　（３）前記（１）で標的核酸及び／又は内部標準核酸に相補しない一方の部位は、蛍光
色素標識部位の反対側にある。
　（４）前記（１）で標的核酸及び／又は内部標準核酸に相補しない一方の部位は、塩基
数にして１乃至４塩基範囲である。
　（５）前記（１）で標的核酸プローブの末端塩基に対応する２つの塩基のうち、標的核
酸がＧの場合は、内部標準核酸はＧ以外であり、標的核酸がＧ以外の場合は、内部標準核
酸はＧである。
【００２５】
２．二重標識核酸プローブ
（６）蛍光色素で標識された部位が少なくとも２つの塩基である。
（７）前記（６）の塩基がシトシン（以下、Ｃと略称する。）である。
（８）前記（７）のＣが両末端の塩基である。
（９）前記（６）の塩基配列が、両末端塩基部（末端塩基から少なくとも１乃至３塩基分
；末端塩基を１と計数する。）を除いて、標的核酸および内部標準核酸に相補的である。
（１０）前記（６）又は（９）の二重標識核酸プローブは、一方の部位においては、標準
核酸にハイブリダイズした際の蛍光キャラクター変化量と内部標準核酸にハイブリダイズ
した際の蛍光キャラクター変化量との間に差が発生するが、他方の部位においては、蛍光
キャラクター変化量に差が発生しない二重標識核酸プローブである。
【００２６】
３．標的核酸プローブ及び二重標識核酸プローブに共通の構造
（１１）前記（１）～（１０）に記載の何れか一項において、標的核酸プローブ又は二重
標識核酸プローブの塩基配列が、両末端塩基部（末端塩基から少なくとも１乃至３塩基分
；末端塩基を１と計数する。）を除いて、標的核酸および内部標準核酸に少なくとも相補
的である。
（１２）前記（１）～（１１）に前記記載の何れか一項において、標的核酸プローブ又は
二重標識核酸プローブが、標的核酸および内部標準核酸に対して、完全に相補的塩基配列
を有するものである。
（１３）前記（１）～（１２）に前記記載の何れか一項において、標的核酸プローブ又は
二重標識核酸プローブの一方の末端塩基に対応する塩基を１とした場合、１～３塩基の範
囲内における、対応する標的核酸および内部標準核酸のＧの数が、標的核酸＞内部標準核
酸あるいは標的核酸＜内部標準核酸である。
【００２７】
（１４）前記（１）～（１３）に前記記載の何れか一項において、標的核酸プローブ又は
二重標識核酸プローブの両末端塩基に対応する塩基を１とした場合、１～３塩基の範囲内
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における標的核酸および内部標準核酸のＧの数が、一方の末端領域において標的核酸＞内
部標準核酸の場合、他方の末端領域において標的核酸＜又は＝内部標準核酸であり、一方
の末端領域において標的核酸＜内部標準核酸の場合、他方の末端領域において標的核酸＞
又は＝内部標準核酸である。
【００２８】
（１５）前記前記（１）～（１４）に記載の何れか一項において、標的核酸プローブ又は
二重標識核酸プローブにおける一方の末端塩基に対応する塩基がグアニン（Ｇ）以外であ
り、他方の末端塩基に対応する塩基がＧである前記１）又は５）に記載の新規混合物。
（１６）前記前記（１）～（１５）に記載の何れか一項において、標的核酸プローブの末
端塩基に対応する２つの塩基のうち、標的核酸がＧの場合は、内部標準核酸はＧ以外であ
り、標的核酸がＧ以外の場合は、内部標準核酸はＧである。
（１７）前記記載の何れか一項において、標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの
両末端塩基に対応する塩基を１とした場合、１～３塩基の範囲内における、対応する標的
核酸および内部標準核酸の塩基配列が、一方の末端領域において異なるが、他方の末端領
域においては同じである。
を提供する。
【発明の効果】
【００２９】
　上記のような本発明の新規混合物を用いることにより、以下のような特徴を有する新規
核酸測定方法が出来るようになった。即ち当該方法による標的核酸の測定において、１）
標的核酸の希釈工程が不要、２）使用するプローブの濃度を、標的核酸濃度に応じて変え
ることが不要、３）同一測定系で複数の標的核酸を測定できる、４）測定感度が向上した
、５）核酸増幅方法と本発明の核酸測定方法を合体することにより、
【００３０】
（１）遺伝子増幅反応終了後（エンドポイントで）、反応チューブを開放することなく、
迅速且つ簡便に測定することができるので、ポストＰＣＲ工程が必要なく簡便・迅速に標
的核酸の測定ができる、（２）反応チューブを解放する必要性が無く、増幅産物によるコ
ンタミの心配がない、（３）競合法であるため阻害物質の影響を受けにくい、（４）遺伝
子増幅と増幅産物の検出とを完全に分離できるため、大量サンプルの処理が可能となり、
サンプル処理能力を、簡便且つ安価に向上させる事が可能（例えば、蛍光測定機能を持た
ない安価なＰＣＲ装置を、複数台用いて遺伝子増幅した後、蛍光測定装置にて順次解析す
ることで、例え蛍光測定装置が一台であっても大量サンプルの処理が可能となる）、（５
）増幅の過程をリアルタイムモニタリングする必要性が無く、ＰＣＲ反応に不可欠なサー
マルサイクラーとしての機能が不要となるため、非常に簡便かつ安価な測定装置で核酸測
定が可能となった。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】ＱＰｒｏｂｅを用いた標的遺伝子と内部標準遺伝子の検出の模式図である。
【図２】ＱＰｒｏｂｅ用いた解離曲線（Ｔｍ）解析による遺伝子定量方法の模式図である
。
【図３】二重標識ＱＰｒｏｂｅ（Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅ）用いた遺伝子定量方
法の模式図である。
【図４】競合的ＰＣＲ方法の原理の模式図である。
【図５】消光率の比と遺伝子構成比との関係（２種のＱＰｒｏｂｅを使用した場合）を示
す図である。○トータル遺伝子量＝２００ｎＭ、■トータル遺伝子量＝８００ｎＭ
【図６】消光率の比と遺伝子構成比との関係（Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅを使用し
た場合）を示す図である。
【図７】消光率の比と核酸増幅反応（ＰＣＲ）前の遺伝子構成比との関係（Ｓｗｉｔｃｈ
ｉｎｇ　ｐｒｏｂｅを使用し、遺伝子増幅方法を介したエンドポイント遺伝子定量法を使
用した場合）を示す図である。
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【図８】実施例２の実験手順を示す図である。
【図９】標的核酸プローブを用いた遺伝子構成比定量法の模式図である。
【図１０】１つの均一溶液系プローブ（ＱＰｒｏｂｅ）を用いた遺伝子構成比と蛍光消光
率との関係を示す図である。□トータル遺伝子量：２００ｎＭ、○トータル遺伝子量：４
００ｎＭ、◆トータル遺伝子量：８００ｎＭ
【図１１】２重標識核酸プローブによる遺伝子検出の模式図（その２）である。
【図１２】ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬの蛍光消光率とＴＡＭＲＡの蛍光消光率との比と、標的遺
伝子／内部標準遺伝子の構成比との関係を示す図である。○トータル遺伝子量：２００ｎ
Ｍ、◆トータル遺伝子量：４００ｎＭ△トータル遺伝子量：８００ｎＭ
【図１３】２重標識核酸プローブによる遺伝子検出の模式図（その３）である。
【図１４】ＴＡＭＲＡ補正の有無による検量線の違いを示す図である。●トータル遺伝子
量：２００ｎＭ、▲トータル遺伝子量：８００ｎＭ
【図１５】プローブ状態と蛍光変化に関する模式図である。
【図１６】標的遺伝子存在比と消光率比の関係式を示す図である。
【図１７】消光物質核酸プローブ非存在下、および存在下における標的遺伝子および内部
標準遺伝子の検出を示す図である。
【図１８】３’→５’エキソヌクレアーゼ活性を有する酵素を用いた手法を示す図である
。
【図１９】蛍光値比と遺伝子構成比との関係を示す図である。■１００ｎＭ、◇８００ｎ
Ｍ
【図２０】二重標識核酸プローブと消光物質標識プローブを併用した遺伝子定量手法に関
する模式図である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３２】
　以下、本発明を詳細に説明する。
　本発明を更に詳細に説明する前に本発明で使用する用語を説明又は定義する。
　本発明において用いる用語は、特別な定義がない場合は、現在、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使用されている用語と同じ
意味である。
【００３３】
　「１種若しくは二種以上」、「１種又は二種以上」、「一種若しくは複数種」とは、少
なくとも１種の意味である。
　「標的核酸」とは、検出・測定を目的とした核酸の意味である。
　「核酸」、「標的核酸」、「内部標準核酸」には遺伝子も含まれるものとする。そして
、本明細書においては一般的な場合は「標的核酸」、「内部標準核酸」又は単に「核酸」
なる用語を使用し、具体的な場合は「標的遺伝子」、「内部標準遺伝子」又は単に「遺伝
子」なる用語を使用した。
　「試料中に含まれる核酸」のことを単に標的核酸又は目的核酸という場合がある。
【００３４】
　本発明において「核酸を測定する」、或いは「核酸濃度を測定する」なる用語は、標的
核酸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
、核酸増幅系の蛍光強度を単に測定するか若しくは単にモニタリングすること、又、測定
反応系を複数の波長で光学的キャラクター変化若しくは変化量を測定して、その測定値の
比を計算することによって標的核酸を求める操作等をも意味するものとする。又、このよ
うにして得られたデーターを公知の蔵田らの方法（ＥＰ特許公開公報、ＥＰ１　０４６　
７１７　Ａ９号）で解析して、１つの系内に存在している濃度（コピー数等）を求める操
作等も含めるものとする。
【００３５】
　上記の理由で、本発明の”試料に含まれる核酸”とは、検出・測定を目的とした特定の
核酸とは限らず、意図せずとも本発明の方法により検出され得る不特定の核酸をも含むも
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のとする。勿論遺伝子等を含む。それらの核酸が混在していてもよい。濃度の大小も問わ
ない。核酸はＤＮＡ、ＲＮＡ及びそれらの修飾物を含むものである。
【００３６】
　「光学的キャラクター」なる用語は、核酸プローブを標識する蛍光物質、クエンチャー
物質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を
いう（「蛍光強度」、単に「蛍光」で総称する場合がある。）。又、核酸プローブ等に標
識されている少なくとも１つの蛍光物質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。例えば、核酸の変性反応の蛍光
強度曲線等もその１つである。
　又、一般的な場合は、「光学的キャラクター」なる用語を使用し、具体的な場合は、「
蛍光強度」、単に「蛍光」なる用語を使用した。
【００３７】
　本発明において、「光学的キャラクターの変化量」、「蛍光強度変化量」、「蛍光変化
量」なる用語は、本発明の増幅核酸に基づく蛍光強度の変化だけでなく、当該増幅核酸に
、蛍光物質及び／又はクエンチャーで標識された均一溶液系核酸プローブをハイブリダイ
ズさせたときの、そのハイブリダイゼーション前後の蛍光強度の変化若しくは変化量をも
含めるものとする。
【００３８】
　本発明においては、プライマープローブと対応核酸とのハイブリダイゼーションによる
プライマープローブと核酸の複合体のことをハイブリッド、またはハイブリッド複合体、
または単に、核酸・プライマー複合体またはプライマー・核酸複合体という。
　本発明において、例えば、核酸プローブの一部領域で標的核酸に「相補する」及び「相
補的である」、又、「相補しない」及び「相補的でない」などの用語を使用しているが、
この場合の「相補」とは、二種のオリゴヌクレオチドが存在した場合、各オリゴヌクレオ
チドの対応する核酸塩基同士が水素結合できるという意味である。また、ハイブリダイズ
できるという意味である。また、核酸プローブの一部領域が標的核酸の一部領域で「対応
する」なる用語を使用しているが、この「対応」とは、核酸塩基同士の水素結合等の概念
はなく、ただ単に１対１の関係にあるという意味である。従って、「対応」には「相補す
る」及び「相補的である」、又、「相補しない」及び「相補的でない」の双方の場合を含
む。
【００３９】
　本発明において「光学的キャラクター変化率」とは、本発明の核酸プローブ（標的核酸
プローブ、内部標準核酸プローブ）及び標的核酸及び／又は内部標準核酸とがハイブリダ
イズしていない状態の反応系若しくは測定系の蛍光色素等の光学的測定値に対する、それ
らがハイブリダイズしている状態のものの比である。一例として｛［ハイブリダイズして
いる状態の測定値］／［ハイブリダイズしていない状態の測定値］｝×１００なる計算式
を挙げることが出来る。この場合、当該変化が蛍光で消光の場合は「蛍光消光率」と、発
光の場合「蛍光発光率」等と言う。ハイブリダイズしている状態は、反応若しくは測定温
度が好適には１０℃～９０℃で出現し、ハイブリダイズしていない状態は、前記以上で出
願する。しかし、中間状態が存在するので、各実験例毎に正確に測定しておくのが好適で
ある。
　なお、本発明の核酸プローブが本発明の蛍光色素で標識される部位のことを「蛍光色素
標識部位」又は「蛍光標識部位」という。しかし、同じ意味である。
【００４０】
　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に標
識して、核酸の測定・検出に用いられている蛍光物質の類である。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　５３２、ｃｙ３、ｃｙ５、６－ｊｏ
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ｅ、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（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅ）（ＴＭＲ
）、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍ
ｉｎｅ　ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）（ＴＭＲＩＴＣ）、ｘ－ローダミン（ｘ－ｒｈ
ｏｄａｍｉｎｅ）、テキサスレッド（Ｔｅｘａｓ　ｒｅｄ）、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）
（商標名）ＦＬ（商品名；モレキュラー・プローブ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ
）社製、米国；ＢＯＤＩＰＹについては以下同様である。）、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）
ＦＬ／Ｃ３、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）ＦＬ／Ｃ６、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）５－ＦＡ
Ｍ、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）４９３／５０３、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、タムラー（ＴＡＭ
ＲＡ）、パッシフィクブルー（Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕｅ）（商品名；モレキュラー・プ
ローブ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）社製、米国）等を挙げることができる。
【００４１】
　上記の中でも、ＴＡＭＲＡ、ＦＩＴＣ、ＥＤＡＮＳ、テキサスレッド、６－ｊｏｅ、Ｔ
ＭＲ、Ａｌｅｘａ　４８８、Ａｌｅｘａ　５３２、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）ＦＬ／Ｃ３
、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）Ｒ６Ｇ、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）ＦＬ、Ａｌｅｘａ　５３
２、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）ＦＬ／Ｃ６、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）ＴＭＲ、５－ＦＡ
Ｍ、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）４９３／５０３、ボデピー（ＢＯＤＩＰＹ）５６４、ボデ
ピー（ＢＯＤＩＰＹ）５８１、Ｃｙ３、Ｃｙ５、ｘ－Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ、パッシフィク
ブルー等を好適なものとして挙げることができる。
　クエンチャー物質とは、前記蛍光物質に作用して、その発光を抑制もしくは消光する物
質である。例えば、Ｄａｂｃｙｌ、ＱＳＹ７（モルキュラー・プローブ）、ＱＳＹ３３（
モルキュラー・プローブ）、Ｆｅｒｒｏｃｅｎｅまたはその誘導体、ｍｅｔｈｙｌ　ｖｉ
ｏｌｏｇｅｎ、Ｎ，Ｎ’－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－２，９－ｄｉａｚｏｐｙｒｅｎｉｕｍ、Ｂ
ＨＱ、Ｅｃｌｉｐｓｅなど、好適にはＤａｂｃｙｌなどを挙げることができる。
　前記のような、蛍光物質およびクエンチャー物質を、オリゴヌクレオチドの特定の位置
に標識することにより、蛍光物質の発光は、クエンチャー物質によりクエンチング効果を
受ける。
【００４２】
　核酸増幅方法は、本発明の目的を達成出来ればどのような方法でもよい。
　本発明でいう核酸増幅方法とは、インビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で核酸を増幅する方
法のことをいう。公知、未公知を問わない。例えば、ＰＣＲ方法、ＬＣＲ方法（ｌｉｇａ
ｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、ＴＡＳ方法、ＩＣＡＮ（Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
　ａｎｄ　Ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｐｒｉｍｅｒ－ｉｎｉｔｉａｔｅｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ）方法、ＬＡＭＰ方法、ＮＡＳＲＡ方法、
ＲＣＡ方法、ＴＡＭＡ方法、ＵＣＡＮ方法等を全て含めるものとする。好適にはプライマ
ープローブ又は単なるプローブを用いるＰＣＲ方法で行うのが好適である。
【００４３】
　前記ＰＣＲ方法はどのような形式のものでも好適に採用できる。
　例えば、定量的ＰＣＲ方法、リアルタイムモニタリング定量的ＰＣＲ方法、ＲＴ－ＰＣ
Ｒ、ＲＮＡ－ｐｒｉｍｅｄ　ＰＣＲ、Ｓｔｒｅｔｃｈ　ＰＣＲ、逆ＰＣＲ、Ａｌｕ配列を
利用したＰＣＲ、多重ＰＣＲ、混合プライマープローブを用いたＰＣＲ、ＰＮＡを用いた
ＰＣＲ、ＰＣＲにより増幅した核酸について、融解曲線の解析若しくは分析する方法等を
も含むものとする。
【００４４】
　”Ｑプローブ”又は”ＱＰｒｏｂｅ”とは、ＫＵＲＡＴＡらにより開発されたプローブ
（ＫＵＲＡＴＡ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０
０１，ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．６　ｅ３４）である。このプローブは、１本鎖のオリゴヌク
レオチドを蛍光色素で標識した均一溶液系核酸プローブであるが、蛍光色素で標識した部
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位の塩基がＧ又はＣであるか、又は対応核酸の標識塩基に対応する塩基から１乃至３塩基
離れて（標識塩基に対応する塩基を１と数える。）Ｇ又はＣが存在する均一溶液系核酸プ
ローブである。
【００４５】
　蛍光色素のオリゴヌクレオチドの標識部位は、末端部、鎖中でも良い。標識位置は糖部
位、リン酸部位、塩基部位どちらでもよい。糖部位においては、３’末端の３’又は２’
位ＣのＯＨ基、又は５’末端を脱リンして得られる５’位ＣのＯＨ基である。リン酸部に
おいては、リン酸に替えて、スルホン酸基、スルホニル基でもよい。好ましくは、５’又
は３’末端部位、より好ましくは５’又は３’末端部、最良は５’又は３’末端である。
好適には、Ｃ又はＧを含む部位か、それら自身の部位である。最適には、Ｃを含む部位か
、Ｃ自身の部位である。
【００４６】
　本発明は４つの発明からなる。各発明は更に副発明を含む。
　本発明に記載の新規混合物は、液体状のもの、粉末状のもの、錠剤状のもの、カプセル
状のものどちらでも好適に採用でき、特に限定されない。それで、以下の記載においては
、新規混合物の形態を特別に記載していない。
【００４７】
　又、以下に記載の標的核酸、内部標準遺伝子は核酸増幅方法で、任意の増幅時期（定常
期を含む。）まで増幅された増幅物も含まれるものとする。
　又、標的核酸は、それに対応する内部標準核酸と一緒に一つの系で同時に増幅されたも
の、その増幅反応液、又、その増幅反応液から標的核酸が内部標準核酸と一緒且つ同時に
分離されたものも含まれるものとする。この場合、同じプライマーを使用してもよいし、
しなくともよい。核酸増幅方法は下記に示した通常のものでる。
【００４８】
　本発明で使用する核酸プローブ（標的核酸プローブ及び／又は内部標準核酸プローブ）
は対応する核酸（標的核酸、内部標準核酸）にハイブリダイズしたとき、光学的キャラク
ターが変化するものであるが、蛍光強度が減少するもの及び増加するものを例示できる。
例えば、蛍光強度が減少するものとして前記したＱプローブ（ＱＰｒｏｂｅ）、蛍光強度
が増加するものとしてＦＲＥＴ現象に関係する２つの色素で標識された核酸プローブ（Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，Ｖｏｌ．ｐｐ８７９０－８７９４，１９
８８；ＵＳＡ特許Ｎｏ．４，９９６，１４３；日本特許公表公報（Ａ）平５－５０１５２
号；日本特許公開公報（Ａ）平８－３１３５２９号；日本特許公開公報（Ａ）平１０－２
１５８９７号；特願平１１－２９２８６１号）等を一例として示される。
【００４９】
Ａ）第１発明
　本発明は、下記のタイプの一種若しくは二種以上の均一溶液系核酸プローブと下記のタ
イプの一種若しくは二種以上の内部標準核酸を、又は更に内部標準核酸プローブを含むこ
とを特徴とする一種若しくは二種以上の標的核酸を測定するための核酸測定用新規混合物
又は新規反応液（以下単に、両者を一緒に新規混合物と総称する。）である。なお、均一
溶液系核酸プローブと内部標準核酸の組み合わせ自体だけ、又は更に、内部標準核酸プロ
ーブを加えた組み合わせ自体だけの一対若しくは二対以上を含むものも、本発明の新規混
合物の範囲内のものである。
【００５０】
　Ａ）均一溶液系核酸プローブ（以下、標的核酸プローブと略称する。）：以下の特性を
有する：
ａ）一本鎖のオリゴヌクレオチドからなる。その長さは１０～１００塩基、好適には１５
～６０塩基、より好適には２０～４０塩基である。デオキ（ｏｌｙｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃ
ｌｅｏｔｉｄｅ）体でもリボキシ（ｏｌｙｇｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）体でもよ
い。それらのキメラ体（ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｏｌｙｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）でもよい
。
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ｂ）一種若しくは二種以上の蛍光色素で、且つ１若しくは２分子以上の蛍光色素で、オリ
ゴヌクレオチドの末端部位及び／又は鎖中部位の塩基部位、糖部位及び／又はリン酸部位
で標識されている。
ｃ）標的核酸及び内部標準核酸の少なくとも何れか一方とハイブリダイズしたとき蛍光キ
ャラクターが変化し得る。
ｄ）標的核酸及び内部標準核酸の双方にハイブリダイズすることが出来る。
ｅ）内部標準核酸とハイブリダイズしたときの量と、標的核酸とハイブリダイズしたとき
の蛍光キャラクター変化量との間に差が生じ得る。
ｆ）二種以上の蛍光色素で標識した場合には、ハイブリダイズしたときの蛍光キャラクタ
ー変化に基づいて、標的核酸及び内部標準核酸を各々識別し得る。
ｇ）鎖長は、好適には、内部標準核酸と同じか、近似しているものである。
ｈ）鎖長は、好適には、内部標準核酸プローブと同じか、近似しているものである。
【００５１】
Ｂ）内部標準核酸：
ａ）一本鎖のオリゴヌクレオチドからなる。その長さは４０～２０００塩基、好適には６
０～５００塩基、より好適には８０～１５０塩基である。デオキ（ｏｌｙｇｏｄｅｏｘｙ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）体でもリボキシ（ｏｌｙｇｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）体
でもよい。それらのキメラ体（ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｏｌｙｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）で
もよい。
ｂ）前記標的核酸プローブと対応する領域の標的核酸の構造とは、少なくとも一部位に相
違がある構造を有し、且つ前記均一系プローブが当該核酸とハイブリダイズした際に生じ
る蛍光キャラクター変化量と、標的核酸と前記標的核酸プローブがハイブリダイズした際
に生じる蛍光キャラクター変化量との間に差が生じ得る。
【００５２】
　Ｃ）内部標準核酸プローブ：以下の特性を有する：
　前記標的核酸プローブの特質ａ）～ｅ）を有し、更に、蛍光標識部位及び標識蛍光色素
の蛍光キャラクターは、前記標的核酸プローブのものとは各々異なったものである。
【００５３】
　本発明において、好ましくは、上記の標的核酸プローブ、内部標準核酸、又は更に内部
標準核酸プローブは、次の少なくとも何れかの一つの構造をとり得るもので、以下の関係
を有するものを含む新規混合物である。
１）標的核酸プローブ：
（１）少なくとも標的核酸と相補的である。
（２）少なくとも一部若しくは二部領域を除いて、内部標準核酸と相補的である。
（３）一部若しくは二部以上の領域が標的核酸と相補的でない領域を有する。
（４）二種以上の蛍光色素で標識した場合には、標識部位の構造は少なくとも相違する。
（５）前期の構造は、塩基配列である。
【００５４】
（６）前記の塩基配列は、塩基数にして、少なくとも２乃至３塩基分以上である。
（７）前記記載の相補している構造を有する部位において蛍光色素で標識されている。
（８）前記記載の相補していない構造を有する部位において蛍光色素で標識されている。
（９）前記記載の標的核酸プローブの蛍光色素標識部位は、グアニン（Ｇ）塩基部及び／
又はシトシン（Ｃ）塩基部か、又は標識部位の塩基近傍（標識塩基から、３’末端又は５
’末端方向に１乃至３塩基（標識部位の塩基を１と数える。）の範囲）にＧ及び／又はＣ
が存在する。
【００５５】
（１０）前記記載の蛍光色素標識部位が３’又は５’末端部位である。
（１１）前記記載の末端部位が末端塩基部、糖部（３’末端の２’又は３’位ＣのＯＨ基
又は５末端の５’位ＣのＯＨ基（脱リンして形成させることが出来る）の少なくとも何れ
か一つ。）、及びリン酸部（又はリン酸に替えて、スルホン基又はスルホニル基を含む。



(20) JP 4851188 B2 2012.1.11

10

20

30

40

50

）の少なくとも何れか一つ。
【００５６】
（１２）前記記載の複数種の核酸プローブの場合、各プローブの蛍光色素が異なる。
（１３）前記記載の標的核酸プローブが、少なくとも２つの部位（末端部、鎖中部の塩基
部、糖部、リン酸部）が、蛍光キャラクターが異なる蛍光色素で標識されている（以下、
二重標識核酸プローブと略称する。）。
（１３－２）前記記載の蛍光キャラクターが異なる蛍光色素が二つの部位においてＦＲＥ
Ｔ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ
）を発生しない色素である。
（１３－３）前記記載の蛍光キャラクターが異なる蛍光色素が二つの部位においてＦＲＥ
Ｔを発生する色素である。
【００５７】
（１４）前記（１２）の少なくとも２つの部位が少なくとも２つの塩基である。二つの塩
基間距離は１～１００塩基、好適には１０～６０塩基、より好適は２０～４０塩基である
。
（１４－２）前記記載の蛍光キャラクターが異なる蛍光色素が二つの部位においてＦＲＥ
Ｔを発生しない距離で標識されている。
（１４－３）前記記載の蛍光キャラクターが異なる蛍光色素が二つの部位においてＦＲＥ
Ｔを発生する距離で標識されている。
【００５８】
（１５）前記（１２）の塩基がシトシン（以下、Ｃと略称する。）である。
（１６）前記（１２）のＣが両末端の塩基である。
（１７）前記記載の標的核酸プローブの塩基配列が、両末端塩基部（末端塩基から少なく
とも１乃至３塩基分；末端塩基を１と計数する。）を除いて、標的核酸および内部標準核
酸に相補的である。
（１８）前記記載の二重標識核酸プローブが、一方の部位においては、標準核酸にハイブ
リダイズした際の蛍光キャラクター変化量と内部標準核酸にハイブリダイズした際の蛍光
キャラクター変化量との間に差が発生するが、他方の部位においては、蛍光キャラクター
変化量に差が発生しない二重標識核酸プローブである。
（１９）前記記載の標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの塩基配列が、両末端塩
基部（末端塩基から少なくとも１乃至３塩基分；末端塩基を１と計数する。）を除いて、
標的核酸および内部標準核酸に少なくとも相補的である。
【００５９】
（２０）前記記載の標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブが、標的核酸および内部
標準核酸に対して、相補的塩基配列を有するものである。
（２１）前記記載の標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの一方の末端塩基に対応
する塩基を１とした場合、３’又は５’末端方向に向かって１～３塩基の範囲内における
、対応する標的核酸および内部標準核酸のＧの数が、標的核酸＞内部標準核酸あるいは標
的核酸＜内部標準核酸である。
（２２）前記記載の標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの両末端塩基に対応する
塩基を１とした場合、３’又は５’末端方向に向かって１～３塩基の範囲内における標的
核酸および内部標準核酸のＧの数が、一方の末端領域において標的核酸＞内部標準核酸の
場合、他方の末端領域において標的核酸＜又は＝内部標準核酸であり、一方の末端領域に
おいて標的核酸＜内部標準核酸の場合、他方の末端領域において標的核酸＞又は＝内部標
準核酸である。
【００６０】
（２３）前記記載の標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブにおける一方の末端塩基
に対応する塩基がグアニン（Ｇ）以外であり、他方の末端塩基に対応する塩基がＧである
。
（２４）前記記載の標的核酸プローブの末端塩基に対応する２つの塩基のうち、標的核酸
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がＧの場合は、内部標準核酸はＧ以外であり、標的核酸がＧ以外の場合は、内部標準核酸
はＧである。
（２５）前記記載の標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの両末端塩基に対応する
塩基を１とした場合、１～３塩基の範囲内における、対応する標的核酸および内部標準核
酸の塩基配列が、一方の末端領域において異なるが、他方の末端領域においては同じであ
る。
【００６１】
（２６）前記記載の核酸プローブ及び二重標識核酸プローブが蛍光消光プローブ（例えば
、Ｑプローブ）である。
（２７）前記記載の核酸プローブ及び二重標識核酸プローブが蛍光発光プローブである。
（２７）前記記載の二重標識核酸プローブが消光性色素及び蛍光発光性色素で標識されて
いる。
（２８）前記記載の標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブが標的核酸若しくは内部
標準核酸にハイブリダイズしたとき、標的核酸プローブの蛍光色素標識塩基部から３’又
は５’末端方向に向かって、１乃至３塩基（標識塩基を１とする。）以内のＧが少なくと
も１つ以上するように設計された塩基配列構造を有する。
【００６２】
（２９）前記記載の蛍光色素標識部位とは反対側の末端部位が標的核酸及び／又は内部標
準核酸に相補しない（１乃至５塩基分の任意の塩基分、好適には１乃至３塩基分。但しこ
の計数には末端塩基を含む。）ものである。
（３０）前記記載の両末端側の少なくとも一方がデオキシ体又はリボキシ体のオリゴヌク
レオチド体でもトリ～モノヌクレオチド体のいずれでもよい。
（３１）前記記載の蛍光色素の標識位置は、末端部の糖部の場合は、５’末端の糖の５’
ＣのＯＨ基（脱リンにより形成される。）、３’末端の糖の３’Ｃ又は２’Ｃ（この場合
はリボキシ体である。）のＯＨ基のいずれか一つ以上である。
（３２）標的核酸の二部位にＧ又はＣが少なくとも一塩基が存在した場合に、その領域に
対応するように塩基配列が設計された前記記載の標的核酸プローブ又は二重標識核酸プロ
ーブにおいて、Ｇ又はＣが存在する（それらの領域に対応する）領域に蛍光標識されたプ
ローブである。
【００６３】
　本発明の新規混合物は、前記の新規混合物が、更に、標的核酸および内部標準核酸にハ
イブリダイズしなかった標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブの蛍光を減少させ得
る蛍光消光物質、又は当該物質で標識されたオリゴヌクレオチド（以下単に消光物質標識
プローブと呼ぶ）を、更に１種若しくは二種以上含むものである。
【００６４】
　前記の消光物質標識プローブが、下記の特性１及び／又は特性２を有するものである新
規混合物、
特性：
　（１）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブと標的核酸あるいは内部標準核酸と
の複合体の解離温度よりも、標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブと消光物質標識
プローブとの複合体の解離温度が低い。
　（２）標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブと標的核酸との間のハイブリダイゼ
ーション及び標的核酸プローブ又は二重標識核酸プローブと内部標準核酸との間のハイブ
リダイゼーションが完了した後に、前記１）の特性故に消光物質標識プローブが均一溶液
系プローブ又は二重標識核酸プローブとのハイブリダイズすることが出来る。
【００６５】
２）内部標準核酸
　次の特性の少なくとも一つを有するものである：
（１）内部標準核酸は、一部若しくは二部位以上の領域において、標的核酸プローブと相
補的ない。
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（２）内部標準核酸は、一部若しくは二部位の領域において、標的核酸プローブと相補的
ない。
（３）内部標準核酸は、少なくとも全ての領域において、標的核酸プローブと相補的であ
る。
（４）内部標準核酸は、標的核酸プローブの蛍光標識部位に対応する、内部標準核酸の部
位領域にＧ又はＣが存在するものである。
（５）内部標準核酸は、標的核酸プローブの一若しくは二以上のの蛍光標識部位に対応す
る、内部標準核酸の部位領域にＧ又はＣが存在しないものである。
（６）内部標準核酸は、標的核酸プローブの一若しくは二以上の蛍光標識部位に対応する
、内部標準核酸の部位領域にＧ又はＣが存在しないものである。
（７）内部標準核酸は、標的核酸プローブの二以上の蛍光標識部位に対応する、内部標準
核酸の部位領域において、一の蛍光標識部位にはＧ又はＣが存在するが、他の蛍光標識部
位には存在しないものである。
（８）二重標識核酸プローブに対応する内部標準核酸において、二重標識核酸プローブの
蛍光標識部位の少なくともどちらかの一方に対応する、内部標準核酸の部位領域にＧ又は
Ｃが存在するものである。
【００６６】
３）標的核酸プローブと内部標準核酸の関係
（１）標的核酸プローブが、蛍光色素標識領域において、標的核酸と相補的である場合、
標的核酸プローブは内部標準核酸において相補的でない。
（２）標的核酸プローブが、蛍光色素標識領域において、内部標準核酸と相補的である場
合、標的核酸と相補的でない。
【００６７】
４）内部標準核酸プローブ
　前記標的核酸プローブと少なくとも同じ特質を有し、且つ同じ構造をとるが、蛍光色素
標識部位は、前記標的プローブの部位とは異なった構造部位である。例えば、前記標的核
酸プローブの当該部位が３’末端部位である場合、５’末端部位であり、反対側の場合、
対応して更に反対側である。
【００６８】
Ｂ．第二発明
　前記の第一発明の新規混合物を用いて、一種若しくは二種以上の標的核酸を測定するこ
とを特徴とする核酸の新規測定方法である。本発明は何ら限定さるものではない。前記の
第一発明の新規混合物を用いて核酸を測定する方法は、全て、本発明の範囲内のものであ
る。
　測定対象の核酸は、任意のもので、特に限定されない。例えば、
　当該方法は、前記の均一系プローブと内部標準核酸の組み合わせ、更に内部標準核酸プ
ローブとの組み合わせにより種々の形態をとり得る。例えば、
　１）遺伝子増幅方法で増幅されたもの（定常期に到る任意の時期（初期、中期及び定常
期のいずれか一つ。）まで増幅されたもの。
　２）遺伝子増幅方法により増幅された標的核酸および内部標準核酸ものの少なくとも一
方のものである。
　３）遺伝子増幅方法により、同一のプライマー用いて増幅された、標的核酸と内部標準
核酸のものの少なくとも一方のものである
【００６９】
　当該方法を、前記の均一系プローブと内部標準核酸の組み合わせ、更に内部標準核酸プ
ローブとの組み合わせにより種々の形態をとり得る。例えば、大きく区分すると次のよう
になる。
　なお、本発明の具体的測定方法は、どの場合においても、標的核酸及び／又は内部標準
核酸の存在下でハイブリダイゼーション反応を行い、反応系の標的核酸プローブ及び／又
は内部標準核酸プローブの蛍光色素に由来する光学的キャラクター変化を測定するか、又
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は測定して得られた測定値の比、又は光学的キャラクター変化率の比を計算して、標的核
酸の測定値を決めるものである。
【００７０】
　測定方法Ａ：
　　一種若しくは二種以上の標的核酸及び／又は内部標準核酸の存在下でハイブリダイゼ
ーション反応を行い、一種若しくは複数種の標的核酸を測定するもの。
　測定方法Ｂ：
　本発明の標的核酸の一つである、標的核酸と本発明の内部標準核酸とを識別できる核酸
プローブ（以下、認識可能核酸プローブという。）を用いて、標的核酸を測定するもの。
　測定方法Ｃ：
　前記記載の核酸測定方法において、内部標準核酸と標的核酸のどちらにもハイブリダイ
ズしなかった標的プローブ若しくは内部標準核酸プローブの蛍光を消光させて標的核酸を
測定するもの。
　測定方法Ｄ：前記記載の核酸測定方法において、測定反応系に、特にハイブリダイゼー
ション反応終了後にエキソヌクレアーゼ（ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ）を添加して、測定反
応系の光学的キャラクター変化を測定するもの。
【００７１】
　以下、測定方法Ａから説明する。
　測定方法Ａ：
　更に、前記の均一系プローブと内部標準核酸の組み合わせ、更に内部標準核酸プローブ
との組み合わせにより、次のように分けることが出来る。
　（１）前記の均一系プローブと内部標準核酸を含む混合物を用いる方法。
測定系の測定方法により二つに分けることが出来る。
　（２）前記（１）における均一系プローブが二重標識核酸プローブである方法。
　（３）前記（１）に更に内部標準核酸プローブを含む混合物を用いる方法。
【００７２】
　以下、具体的に上記順序に従って順に、本発明の具体的、標的核酸プローブ、内部標準
核酸又は更に内部標準核酸プローブの例を挙げながら説明する。より具体的には実施例に
示されている。しかしながら、これらの具体的例により本発明は限定されるものではない
。
【００７３】
測定方法１－１（実施例５及び図９参照）
　好適な例を以下に示す。
　本発明方法の最も簡単な標識核酸プローブ及び内部標準核酸を含む反応液を用いて、標
的核酸を測定した場合の核酸測定方法を図９に示した。
　当該方法においては、標的核酸プローブとして、Ｑプローブ（以下、「ＱＰｒｏｂｅ」
という。）使用する。使用する標的核酸プローブは、前記記載の如何なるものでも、好適
に使用できるが、最も好適には、蛍光色素標識部位とは反対側の末端部位が標的核酸及び
／又は内部標準核酸に相補しない（１乃至５塩基分の任意の塩基分、好適には１乃至３塩
基分。但しこの計数には末端塩基を含む。）ものである。
【００７４】
　最も簡単な標的核酸プローブ及び内部標準核酸を、図１を参考に以下に説明する。図に
おいて、単一標識核酸プローブをＱＰｒｏｂｅとしてある。
【００７５】
　標的核酸プローブ：
　また、単一標識核酸プローブは、標的核酸とハイブリダイズした場合、標識蛍光色素の
光学的キャラクター（蛍光発光）が変化｛減少（消光）｝するように設計する。即ち、当
該プローブがハイブリダイズする標的核酸の領域の塩基配列として、単一標識核酸プロー
ブの蛍光標識末端塩基に対応する塩基をＧ又はＣとし、非蛍光標識末端塩基をＧ以外の塩
基となるようなものを用意する。一方、当該プローブがハイブリダイズする内部標準核酸
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の領域の塩基配列としては、単一標識核酸プローブの蛍光標識末端塩基に対応する塩基を
Ｇ以外の塩基とし、非蛍光標識末端塩基をＧ又はＣとなる配列を選択する。この際、単一
標識核酸プローブの塩基配列は両末端塩基を除き、標的核酸および内部標準核酸に相補的
なものとするが、単一標識核酸プローブの蛍光修飾末端塩基は、標的核酸とは相補するが
、内部標準核酸には相補せず、非蛍光修飾末端塩基は、その逆となる。このことは、図９
Ａによく示されている。
【００７６】
　また、単一標識核酸プローブは、内部標準核酸とハイブリダイズした場合、標識蛍光色
素の光学的キャラクター（蛍光発光）が変化｛減少（消光）｝するように設計することも
可能である。即ち、当該プローブがハイブリダイズする内部標準核酸の領域の塩基配列と
して、単一標識核酸プローブの蛍光標識末端塩基に対応する塩基をＧ又はＣとし、非蛍光
標識末端塩基をＧ以外の塩基となるようなものを用意する。一方、当該プローブがハイブ
リダイズする標的核酸の領域の塩基配列としては、単一標識核酸プローブの蛍光標識末端
塩基に対応する塩基をＧ以外の塩基とし、非蛍光標識末端塩基をＧ又はＣとなる配列を選
択する。この際、単一標識核酸プローブの塩基配列は両末端塩基を除き、標的核酸および
内部標準核酸に相補的なものとするが、単一標識核酸プローブの蛍光修飾末端塩基は、内
部標準核酸とは相補するが、標的核酸に相補せず、非蛍光修飾末端塩基は、その逆となる
。このことは、図９Ｂによく示されている。
【００７７】
　内部標準核酸
　内部標準核酸の塩基配列は、両末端塩基を除き標的核酸と同一にしておくのが好適であ
る。以下に、内部標準核酸の好適な例を示す。
　プローブの蛍光色素標識部位塩基に対応する内部標準核酸内の塩基は、色素標識部位の
塩基と相補的となるように設計する。即ち、プローブの蛍光色素標識部位の塩基がＣの場
合、それに対応する内部標準核酸の塩基はＧであり、又、プローブの蛍光色素標識部位の
塩基がＧの場合、それに対応する内部標準核酸の塩基はＣである。また、蛍光色素非標識
部位の塩基に対応する内部標準核酸の塩基は、プローブの塩基と相補しない塩基に設計す
る。好適にはアデニン（Ａ）又はチミン（Ｔ）にする。
一方、標的核酸は、プローブの蛍光色素非標識部位の塩基がＣの場合、対応する塩基はＧ
であり、又、プローブの色素非標識部位の塩基がＧの場合、対応する塩基はＣとなり、蛍
光色素標識部位の塩基に対応する塩基は、プローブの塩基と相補しない塩基となるような
塩基配列領域を選択する。このことは、図９Ｂによく示されている。
【００７８】
　これにより、プローブと標的核酸の間の塩基対の数およびＧＣ含量と、プローブと内部
標準核酸の間の塩基対の数およびＧＣ含量とは等しくなり、その結果、標的核酸プローブ
との複合体に対する熱安定性と、内部標準核酸プローブとの複合体に対する熱安定性とは
、ほとんど差がないため、両プローブは、標的核酸と内部標準核酸とを、区別することな
く、無差別にハイブリダイズすると考えられる。
【００７９】
　上記は、単一標識核酸プローブが内部標準核酸にハイブリダイズした際に、蛍光が減少
するパターンであるが、その逆（即ち、単一標識核酸プローブが標的核酸にハイブリダイ
ズした際に、蛍光が減少するパターン）でも本法を実施可能である。即ち、プローブの蛍
光色素非標識部位の塩基がＣの場合、それに対応する内部標準核酸の塩基はＧであり、又
、プローブの蛍光色素非標識部位の塩基がＧの場合、それに対応する内部標準核酸の塩基
はＣである。また、蛍光色素標識部位の塩基に対応する内部標準核酸の塩基は、プローブ
の塩基と相補しない塩基に設計する。好適にはアデニン（Ａ）又はチミン（Ｔ）にする。
一方、標的核酸は、プローブの蛍光色素標識部位の塩基がＣの場合、対応する塩基はＧで
あり、又、プローブの蛍光色素標識部位の塩基がＧの場合、対応する塩基はＣとなり、蛍
光色素非標識部位の塩基に相応する塩基は、プローブの塩基と相補しない塩基となるよう
な塩基配列領域を選択する。このことは、図８Ａによく示されている。
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【００８０】
　更に、図９を用いてより具体的に解説する。図９Ａにおいては、ＱＰｒｏｂｅは標的核
酸とハイブリダイズした際に、蛍光ラベル（蛍光色素で標識）したＣと相補的な位置にＧ
が来るため著しく蛍光消光（蛍光強度が減少）（以下同じ意味である。）する。内部標準
遺伝子の配列は、ＱＰｒｏｂｅの５’末端のＣと相補的な位置にアデニン（Ａ）が、ＱＰ
ｒｏｂｅの３’末端のＣと相補的な位置にＧが来るようにしておく。このため、ＱＰｒｏ
ｂｅは、内部標準遺伝子とハイブリダイズしても、蛍光標識した５’末端と相補的な位置
にＧが存在しないため、著しく蛍光消光することはない。しかし、標的核酸とハイブリダ
イズした場合は、Ｇがくるので、著しく蛍光消光する。このため、ＱＰｒｏｂｅは、その
消光率の違いから標的遺伝子を特異的に検出することが可能である。
【００８１】
　図９Ｂにおける蛍光変化は、図９Ａのそれの逆となる。即ち、ＱＰｒｏｂｅは、内部標
準遺伝子とハイブリダイズした際には、５’末端に蛍光ラベルしたＣと相補的な位置にＧ
が来るため著しく蛍光消光するが、標的遺伝子では、５’末端に蛍光ラベルしたＣと相補
的な位置にＡが来るため著しく蛍光消光は見られない。よって、ＱＰｒｏｂｅは、内部標
準遺伝子由来の増幅産物を特異的に検出することが可能となる。
【００８２】
測定方法１－２（図２参照）
　前記の記載の内部標準核酸と標的核酸プローブを含む新規混合物の内、下記のタイプの
新規混合物を用いた、Ｔｍ値測定に基づく核酸測定方法である。具体的には図２に示して
ある。
ａ）新規混合物
１）下記のタイプの一種若しくは二種以上の標的核酸プローブと下記のタイプの一種若し
くは二種以上の内部標準核酸との対を１種若しくは二種以上の対を含むものである。
【００８３】
　標的核酸プローブ：標的核酸及び内部標準核酸とハイブリダイズして、蛍光キャラクタ
ーが変化するものであれば、前記記載の如何なる標的核酸プローブでもよい。特に、蛍光
標識部位以外の一部位若しくは二部位以上において内部標準核酸と相補しない部位（一塩
基部分を含む。）。
　内部標準核酸：特に蛍光標識部位以外の一部位若しくは二部位以上において、標的核酸
と相補しない部位（一塩基部分を含む。）を有するものが好適である。若しくは標的核酸
プローブが標的核酸とハイブリダイズする領域に対応する領域において、蛍光標識部位以
外の一部位若しくは二部位以上が、塩基配列構造（一塩基部分を含む。）に相違するもの
がよい。
【００８４】
　本発明において、下記の場合好適である。
１）当該核酸プローブの蛍光色素標識部位が塩基Ｃ又はＧ若しくはそれらを含む（標識部
位から１乃至３塩基分内にて）部位である。
２）当該核酸プローブがＱプローブである。
３）前記１）の標識部位が３又は５末端である。
【００８５】
ｂ）核酸の新規測定方法
１）当該新規混合物を用いて、Ｔｍ値測定に基づく標的核酸を測定する方法であれば、ど
のような方法でもよいのであるが、好適には下記２）の方法である。
２）前記に記載の新規混合物に、１種若しくは複数種の標的核酸を加え、ハイブリダイゼ
ーション反応を行った後、反応液の温度を徐々に上げながら、反応液の蛍光強度を測定し
た後、下記の手順により、標的核酸を測定する。
【００８６】
　手順：
（１）測定された光学的キャラクターの変化のカーブを描く。
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（２）当該カーブを微分する。
（３）得られた各ピークの高さを測定する。又は各ピークを積分してピークの面積を求め
る。
（４）内部標準核酸のピークの高さ又はピーク面積に対する標的核酸のピークの高さ又は
ピーク面積の比（標的核酸の高さ／内部標準核酸の高さ、又は標的核酸の面積／内部標準
核酸の面積）を求める。
（５）当該比と内部標準核酸の濃度を乗ずる。
【００８７】
　なお、本発明は前記に記載の核酸プローブ及び内部標準核酸を含む核酸測定キット類で
もある。
　図２を参照しながら説明する。
　ＱＰｒｏｂｅは、標的遺伝子と解離した際には、蛍光色素とグアニン間の相互作用は解
消され、再び蛍光を発するようになる。よって、温度変化させながら、蛍光を連続的にモ
ニタリングすることで、解離曲線を迅速・簡便に得ることが出来る。解離曲線を微分する
ことで解離ピークを得ることが出来るが、解離ピークの面積比（又は、解離ピークの高さ
比）は、遺伝子（標的核酸）構成（存在）比に依存する。本法では、この解離ピークから
遺伝子構成比を求める。
【００８８】
　本法も、内部標準遺伝子を添加する手法であり、用いる内部標準遺伝子は、ＱＰｒｏｂ
ｅがハイブリダイズする部位に変異を入れたものを使用する。よって、標的遺伝子との間
にミスマッチが存在しないＱＰｒｏｂｅを使用した場合は、内部標準遺伝子にはミスマッ
チが存在する事となる。この場合、内部標準遺伝子とＱＰｒｏｂｅとの解離は、標的遺伝
子とＱＰｒｏｂｅとの解離よりも、低い温度で起こる。このため、標的遺伝子、内部標準
遺伝子が混在した場合、その解離曲線は、２つの解離曲線が混合された状態のものが得ら
れ、内部標準遺伝子とＱＰｒｏｂｅとのＴｍ値と、標的遺伝子とＱＰｒｏｂｅとのＴｍ値
とに十分な差があれば、その解離ピークを完全に２つに分離することが出来る（図２参照
）。この解離ピークの高さの比は、遺伝子の構成比に高い相関があるため、解離ピークの
高さの比から、遺伝子の構成比を求めることが出来る。よって、標的遺伝子の定量が可能
となる。
【００８９】
　本法において、内部標準遺伝子に好適とされる要件としては、標的遺伝子の解離ピーク
と、内部標準遺伝子の解離ピークとが、遺伝子の比を求めることができるよう、十分に分
離する、という点を挙げることができる。よって、これを満たす内部標準遺伝子であれば
、どのようなものを使用しても本法の適用性は損なわれない。
【００９０】
　本法も、下記の２つのＱＰｒｏｂｅ（標的核酸プローブ及び内部標準核酸プローブ）を
用いた遺伝子定量法と同様、遺伝子構成比を求め標的遺伝子量を定量する手法であるため
、プローブ濃度が標的遺伝子と内部標準遺伝子を合わせた濃度より低い場合であっても、
内部標準遺伝子の濃度が構成比を求めるのに適正な濃度であれば、標的遺伝子濃度を正確
に定量することが出来る。このため、本法も、１）標的遺伝子の希釈工程が不要、２）プ
ローブの濃度を変化させることが不要、といった特徴を有しており、既存法の問題点を解
決することが可能である。
【００９１】
測定方法２
　前記記載の二重標識核酸プローブを用いる方法である。図３、１１、１２、１３、１４
、及び１５を参照して説明する。
【００９２】
　前述の内部標準遺伝子を用いた新規遺伝子定量手法に関する問題点
　ｉ）これまで、グアニンと相互作用して著しく蛍光消光し、励起波長、蛍光波長などの
蛍光特性の異なる蛍光色素は、２種類確認されているのみあり、ＱＰｒｏｂｅを用いて、
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同一溶液系内に存在する２種類以上の遺伝子を、同時に検出することは不可能であった。
このため、２種以上の遺伝子を検出したい場合は、サンプル数を増加させるしか手段がな
く、結果的にＱＰｒｏｂｅを用いた遺伝子定量手法の高コスト化につながっている。
【００９３】
　ｉｉ）前述した新規遺伝子定量手法である２つのＱＰｒｏｂｅを用いた遺伝子定量法で
は、均一溶液系プローブを２種使用する。各ＱＰｒｏｂｅは、標的遺伝子と内部標準遺伝
子のうち、どちらか一方とハイブリダイズした際に、蛍光の消光が発生する。また、本定
量法で用いるＱＰｒｏｂｅは、標的遺伝子と内部標準遺伝子を区別しないでハイブリダイ
ズし、例えば、標的遺伝子あるいは内部標準遺伝子にハイブリダイズしたプローブの半量
は、蛍光消光しないこととなる。その結果、得られる蛍光消光率があまり大きくないため
、特に遺伝子量が少ない場合は、分析誤差が大きくなるという問題点があった。
【００９４】
　前述の課題は、前記の本発明により達成される。即ち、ＱＰｒｏｂｅの各末端に、各１
種類の蛍光色素を標識することで解決可能であると考えられる（図３参照）。このような
異なる色素で２重標識したＱＰｒｏｂｅ（Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅと呼ぶ）を用
いることで、標的遺伝子、内部標準遺伝子のどちらにハイブリダイズした場合も、蛍光消
光が発生することとなる。つまり、ハイブリダイズしたプローブで、蛍光消光しないプロ
ーブは存在しないこととなる。このため、２種のＱＰｒｏｂｅを用いた場合と比較して、
理論上２倍蛍光消光率が増加し、その結果、検出感度を２倍向上させることが可能となる
（図３、１１、１３参照）
【００９５】
　当該方法においても、前記に記載の二重標識核酸プローブ及び内部標準核酸を含む新規
混合物を使用する方法であればよく、特に制限されない。又は前記に記載の二重標識核酸
プローブ及び内部標準核酸を用いる方法であればよい。
　しかしながら、下記のタイプの二重標識核酸プローブと内部標準核酸を含む新規混合物
、又は二重標識核酸プローブと内部標準核酸を使用するのが好適である。
【００９６】
　二重標識核酸プローブ：前記記載の二重標識核酸プローブは特に制限なく好適に何れも
使用出来る。標識された二種の蛍光色素の光学的キャラクター変化が、一例として次の場
合に該当するのが好適である。
　１）当該核酸プローブが標的核酸にハイブリダイズしたとき、どちらか一方が消光し、
他方が発光する。この場合において、内部標準核酸とハイブリダイズしたとき、標的核酸
の場合において消光した方が発光し、標的核酸の場合において発光した方が消光するタイ
プ。図３の右端図及び図１３参照。このような場合の当該プローブの塩基配列のタイプは
、両色素の標識部位の塩基を双方とも任意のものでよいが、標的核酸側は、当該プローブ
の一方の色素の標識部位に対応する領域部位にＧが含まれるように、他方の色素について
はＧが含まれないように、即ち、Ａ及び／又はＴだけが含まれるように、塩基配列を設計
するのが好適である。内部標準核酸側は、標的核酸側とは逆の塩基設計にする。
【００９７】
　２）当該核酸プローブが標的核酸にハイブリダイズしたとき、双方の色素が発光若しく
は消光する。この場合において、内部標準核酸とハイブリダイズしたとき、どちらか一方
が発光し、他方が消光するタイプ。又、反対に当該核酸プローブが内部標準核酸にハイブ
リダイズしたとき、双方の色素が発光若しくは消光する。この場合において、標的核酸と
ハイブリダイズしたとき、どちらか一方が発光し、他方が消光するタイプ。図１３参照。
【００９８】
　このような場合の当該プローブの塩基配列のタイプは、一つのタイプとして、当該プロ
ーブの標識色素の標識部位の塩基が任意でよいが、標的核酸側は、当該プローブの双方の
色素の標識部位に対応する領域部位にＧが含まれるか、又はＧが含まれないようにする。
内部標準核酸側はどちらか一方の色素側にＧが含まれるようにする。
　もう一つのタイプとして、当該プローブの標識色素の標識部位の塩基が任意でよいが、
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標的核酸側は、当該プローブの双方の色素の標識部位に対応する領域部位のどちらか一方
の色素側にＧが含まれるようにし、内部標準核酸側は、当該プローブの双方の色素側にＧ
が含まれるか、又はＧが含まれないようにする。図１３参照。
　本発明において、このようなプローブを用いるのがより好適である。
【００９９】
　内部標準核酸：上記の二重標識核酸プローブの記載箇所参照。
　なお、当該発明においても、二重標識核酸プローブがＱプローブである場合が好適であ
る。又、上記の核酸プローブの具体的形態は、上記に特徴づけた点を除いて、好適には第
１発明の場合と同様である。
【０１００】
　具体的測定方法は以下の通りである。
　この例は好適な方法であって、この例によって本発明は限定されない。
　前記に記載の新規混合物に１種若しくは複数種の標的核酸を加えてハイブリダイゼーシ
ョン反応を行い、反応系の双方の色素に由来する光学的キャラクター変化を測定し、得ら
れた測定値の比、又は測定値から光学的キャラクター変化率（例：蛍光消光率）を計算し
て、標的核酸の量を決めることが出来る。それらの具体的方法は、実施例６及び７に示し
た。
【０１０１】
測定方法３
　前記（１）に更に内部標準核酸プローブを含む混合物を用いる方法である。図１参照。
　当該新規測定方法は、前記に記載の新規混合物が内部標準核酸プローブを含むものを用
いて標的核酸を測定する方法であれば、どのような方法でもよいのであるが、好適には以
下の方法である。
【０１０２】
　当該新規混合物に１種若しくは複数種の標的核酸を加えてハイブリダイゼーション反応
を行い、反応系の標的核酸プローブ及び内部核酸プローブの蛍光色素に由来する光学的キ
ャラクター変化を各々測定し、各蛍光色素についての得られた測定値の比又は光学的キャ
ラクター変化率（減少率若しくは発光率）の比から１種若しくは複数種の標的核酸を測定
することを特徴とする核酸の新規測定方法である。
【０１０３】
　本発明方法の最も簡単な標的核酸プローブ、内部標準核酸プローブ及び内部標準核酸を
含む反応液を用いて、標的核酸を測定した場合の核酸測定方法を図１に示した。しかしな
がら、本発明は、図１の例示に限定されない。
　図１においては、簡単化のために、標的核酸プローブ、内部標準核酸プローブとして、
ＱＰｒｏｂｅを使用している。
　最も簡単な標的核酸プローブ、内部標準核酸プローブ及び内部標準核酸を用いて、図１
を参考にしながら以下に説明する。図において、標的核酸プローブをＱＰｒｏｂｅ　Ａ、
内部標準核酸プローブをＱＰｒｏｂｅ　Ｂとしてある。
【０１０４】
　標的核酸プローブ：
　標的遺伝子（以下、標的核酸という。）と内部標準遺伝子（以下、内部標準核酸という
。）とを区別しないでハイブリダイズするが、標識核酸とハイブリダイズした場合だけ標
識蛍光色素の光学的キャラクター（蛍光発光）が変化｛例えば、図の場合は減少（消光）
｝するように設計する。この場合、標識部位とは反対側の末端部領域は、標的核酸に相補
的でないように設計するのが好適である。相補しない塩基数は、内部標準核酸プローブの
蛍光標識部位が標的核酸に相補しない部位の塩基数と同じにするのが、標的核酸プローブ
と標的核酸との複合体に対する熱安定性と、内部標準核酸プローブと内部標準核酸との複
合体に対する熱安定性を同じにするので好適である。
　即ち、蛍光色素標識末端部位は、標的核酸の対応する領域に相補的にし、内部標準核酸
の領域には相補的でなくする。一方、蛍光標識部位とは反対側の末端部位は、標的核酸と
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は相補的でなくし、内部標準核酸とは相補的にする。
【０１０５】
　具体的には、当該プローブの蛍光標識部位は、Ｇ又はＣを含むかＧ又はＣ自身の部位に
する。標的核酸の領域の塩基配列が、対応する領域にＣ又はＧとを含むかＣ又はＧ自身の
部位になるように設計する。この設計は、標識塩基に対応する塩基が必ずしもＣ又はＧで
なくともよく、対応する塩基を含む領域（５’末端若しくは３’末端方向に１乃至３塩基
分の範囲内。但し当該対応する塩基を１と計数する。）内にＣ又はＧが少なくとも一塩基
以上含まれておればよい。
　一方、他端部領域の塩基配列は、標的核酸には相補しないが内部標準核酸には相補する
ように設計する。内部標準核酸のこの領域は、内部標準核酸プローブの蛍光標識部位が対
応するように設計されるので、少なくとも一個以上のＧ又はＣを含む。従って、標的核酸
プローブの他末端部の領域は少なくとも一個以上のＣ又はＧを含むかそれら自身の部位で
ある。その対応は、内部標準核酸がＧを含むかＧ自身の部位のとき、標的核酸のものはＣ
を含むか又はＣ自身の部位である。反対に内部標準核酸がＣを含むかＣ自身の部位のとき
、標的核酸のものはＧを含むか又はＧ自身の部位である。このことは、図１によく示され
ている。
【０１０６】
　内部標準核酸プローブ：
　塩基配列は標的核酸プローブと同じにする。但し、図１に示されているように、蛍光色
素標識位置は標的核酸プローブとは反対側である。又、蛍光色素を異なったものにする。
標的核酸と内部標準核酸とを区別しないでハイブリダイズするが、内部標準核酸とハイブ
リダイズした場合だけ標識蛍光色素の光学的キャラクター（蛍光発光）が変化｛例えば、
図の場合は減少（消光）｝するように設計する。この場合、標識部位とは反対側の末端部
領域は、内部標準核酸に相補的でないように設計するのが好適である。相補しない塩基数
は、上記の標的核酸プローブの場合と同じようにする。
【０１０７】
　内部標準核酸
　標的核酸プローブと内部標準核酸プローブとを区別しないでハイブリダイズするが、内
部標準核酸プローブとハイブリダイズした場合だけ標識蛍光色素の光学的キャラクターが
変化するように設計する。これを満たす内部標準核酸であれば、どのような構造のもので
もよく、好適に使用できる。例えば、内部標準核酸の塩基配列は、両末端塩基を除き標的
核酸と同一にしておくのが好適である。
【０１０８】
　内部標準核酸プローブの蛍光色素標識部位の塩基に対応する塩基は、内部標準核酸プロ
ーブの塩基と相補する塩基に設計する。即ち、内部標準核酸プローブの領域がＣを含むか
Ｃ自身の部位の場合、内部標準核酸の塩基はＧを含むかＧ自身の部位であり、又、当該プ
ローブの領域がＧを含むかＧ自身の部位の場合、内部標準核酸のものはＣを含むかＣ自身
の部位である。
　蛍光色素非標識部位の塩基に相応する領域は、プローブの塩基と相補しない塩基に設計
する。即ち、内部標準核酸プローブの領域がＧを含むかＧ自身の部位の場合、内部標準核
酸の当該領域はＣを含まず、Ｇ、Ａ、Ｔだけを含むかそれら自身の部位にする。好適には
アデニン（Ａ）及び／又はチミン（Ｔ）だけを含むかそれら自身の部位にする。反対に内
部標準核酸プローブの領域がＣを含むかＣ自身の部位の場合、内部標準核酸の当該領域は
Ｇを含まず、Ｃ、Ａ、Ｔだけを含むかそれら自身の部位にする。好適にはアデニン（Ａ）
及び／又はチミン（Ｔ）だけを含むかそれら自身の部位にする。
【０１０９】
　このようにすることにより、標的核酸プローブと標的核酸の複合体に対する熱安定性と
、内部標準核酸プローブと内部標準核酸の複合体に対する熱安定性とは、ほとんど差がな
いため、両プローブは、標的核酸と内部標準核酸とを、区別することなく、無差別にハイ
ブリダイズすると考えられる。
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【０１１０】
　以下、図１を用いてより具体的に解説する。ＱＰｒｏｂｅ　Ａは標的核酸とハイブリダ
イズした際に、蛍光ラベル（蛍光色素で標識）したＣと相補的な位置にＧが来るため著し
く蛍光消光（蛍光強度が減少）（以下同じ意味である。）する。内部標準核酸の配列は、
ＱＰｒｏｂｅ　Ａの５’末端のＣと相補的な位置にアデニン（Ａ）が、ＱＰｒｏｂｅ　Ａ
の３’末端のＣと相補的な位置にＧが来るようにしておく。このため、ＱＰｒｏｂｅ　Ａ
は、内部標準核酸とハイブリダイズしても、蛍光標識した５’末端と相補的な位置にＧが
存在しないため、著しく蛍光消光することはない。しかし、標的核酸とハイブリダイズし
た場合は、Ｇがくるので、著しく蛍光消光する。このため、ＱＰｒｏｂｅ　Ａは、その消
光率の違いから標的核酸を特異的に検出することが可能である。
【０１１１】
　また、ＱＰｒｏｂｅ　Ｂについては、内部標準核酸とハイブリダイズした際には、３’
末端に蛍光ラベルしたＣと相補的な位置にＧが来るため著しく蛍光消光するが、標的遺伝
子では、３’末端に蛍光ラベルしたＣと相補的な位置にＡが来るため著しく蛍光消光は見
られない。よって、ＱＰｒｏｂｅ　Ｂは、ＱＰｒｏｂｅ　Ａとは逆に、内部標準核酸由来
のＰＣＲ増幅産物を特異的に検出することが可能となる。
【０１１２】
標的核酸の測定方法
　本発明の新規混合物は前記のような構成物を含むので、当該反応液に標的核酸を加え、
ハイブリダイゼーション反応を行い、標的核酸プローブに由来する光学的キャラクター変
化及び内部標準核酸プローブに由来する光学的キャラクター変化を測定して、得られた測
定値の比を計算し、当該計算値に内部標準核酸の濃度を乗ずることにより、標的核酸の濃
度を決めることが出来る。
【０１１３】
　即ち、前記の各ＱＰｒｏｂｅのハイブリダイゼーションは、標的遺伝子と内部標準遺伝
子とを区別することなく、無差別に起こる。よって、各プローブがどちらの遺伝子にハイ
ブリダイズするかは、各遺伝子の存在比に完全に依存している。このため、ＱＰｒｏｂｅ
　Ａに由来する光学的キャラクター変化を測定して得られた測定値とＱＰｒｏｂｅ　Ｂに
由来する光学的キャラクター変化を測定して得られた測定値の比は、標的核酸と内部標準
核酸の構成比でもある。
【０１１４】
　本発明の核酸の新規測定方法は、前述したように核酸の存在比（構成比）を求める手法
であるため、標的核酸と内部標準核酸を合わせた濃度が、標的核酸プローブ濃度と内部標
準核酸プローブ濃度を合わせた濃度より高い場合（核酸濃度がプローブ濃度より高い場合
）であっても、内部標準核酸の濃度が当該構成比を求めるのに適正な濃度であれば（内部
標準核酸の濃度が、標的核酸の濃度に十分近ければ）、標的核酸と内部標準核酸の構成比
を求めることが可能であり、その結果として、標的核酸の濃度を正確に定量することが出
来る。このため本発明方法は、１）標的遺伝子を含む溶液を希釈する必要性がない、２）
プローブ添加濃度は、蛍光検出に使用する装置が、検出可能な範囲内において、最も低い
濃度に設定すれば良く、その濃度を変化させる必要性がない。つまり、本法は、１）標的
遺伝子の希釈工程が不要、２）プローブの濃度を変化させることが不要、といった特徴を
有しており、前述の既存法の問題点を解決することが可能である。
【０１１５】
　本発明においては、以下のプローブ及びキット類も本発明の中に入る。
１）前記記載の標的プローブ及び内部標準プローブからなる一対若しくは複数対の核酸プ
ローブ。
２）前記記載の標的プローブ及び内部標準核酸プローブからなる一対若しくは複数対の核
酸プローブと前記１）に記載の、当該核酸プローブ対と対応する１種若しくは複数種の内
部標準核酸とを含む核酸測定用キット類。
【０１１６】
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測定方法Ｂ：
　測定方法に以下の二つある。
　当該方法は、ハイブリダイゼーションは、標的遺伝子と内部標準遺伝子とを区別するこ
となく、無差別に起こるに基づく。よって、各プローブがどちらの遺伝子にハイブリダイ
ズするかは、各遺伝子の存在比に完全に依存している。このため、例えば、前記のＱＰｒ
ｏｂｅ　ＡとＱＰｒｏｂｅ　Ｂの結合比から、遺伝子構成比を求めることが可能となると
考えられる。蛍光消光は、ＱＰｒｏｂｅ　Ａでは標的遺伝子に結合した際に、ＱＰｒｏｂ
ｅ　Ｂでは内部標準遺伝子に結合した際に、著しく発生するが、ＱＰｒｏｂｅ　ＡとＱＰ
ｒｏｂｅ　Ｂの蛍光消光の比は、標的遺伝子と内部標準遺伝子との構成比と正比例の関係
にあるため、この蛍光消光率の比から、遺伝子構成比を定量的に求めることが可能となる
。
【０１１７】
　以下説明する。
　測定方法１
　本発明の新規混合物が、標的核酸と内部標準核酸とを認識可能な、下記タイプの標的核
酸プローブ、二重標識核酸プローブ、及び多重標識核酸プローブの少なくとも何れか一つ
及び既知濃度の本発明の内部標準核酸を含むものである場合の本発明の核酸の新規測定方
法。以下、当該プローブを認識可能核酸プローブという。この方法における新規混合物は
、下記タイプの核酸プローブを一種若しくは二種以上を含むものである。そして、二種以
上の核酸プローブの場合、前記したように、各プローブに標識された蛍光色素の種類は異
なるもの、特に光学的キャラクターの種類が異なる蛍光色素である。
【０１１８】
新規混合物
　下記タイプの核酸プローブを一種若しくは二種以上及び一種若しくは二種以上の内部標
準核酸を含む。
標的核酸プローブ
　本発明の標的核酸プローブが、蛍光色素標識部位の少なくとも一部位若しくは二部位以
上において、標的核酸及び内部標準核酸のどちらかに相補しないものである。
【０１１９】
二重標識核酸プローブ
　本発明の二重標識核酸プローブが、二種類の蛍光色素のどちらか一方のものの標識部位
において、標的核酸及び内部標準核酸のどちらかに相補しないものである。
　本発明の方法においては、標的核酸と内部標準核酸の存在比を測定して、求められた当
該比率から、標的核酸の濃度若しくは量を正確に決めることが出来るものである。
【０１２０】
多重標識核酸プローブ
　上記二重標識核酸プローブを応用したものである。１本鎖のオリゴヌクレオチドの部位
１～部位ｎ（末端部、鎖中部の塩基部、糖部、リン酸部を含む。ｎは１０、好適には５、
より好適には３）のＣ若しくはＧ部位（好適にはＣ部位）を、標的核酸とハイブリダイズ
したときに光学的キャラクターが変化する蛍光色素１～蛍光色素ｎ（ｎは１０、好適には
５、より好適には３）で標識したものである。蛍光色素１～蛍光色素ｎは各々異なった種
類の蛍光色素である。更に部位１～部位ｎは相互に異なった位置にある。標識部位の構造
及び対応する標的核酸の構造は前記と同様である。
　なお、前記の核酸プローブの好適な例は、Ｑプローブである。また、蛍光標識部位は、
Ｃ自身の部位かそれを含む領域である。
【０１２１】
内部標準核酸
　二重標識核酸プローブを使用した測定方法に用いた方法と同様である。そして、前記し
たように、多重標識核酸プローブの各蛍光色素標識部位に対応する領域部位の構造は標的
核酸部位の構造とは異なったものにする。異なった構造とは、相補する構造か、しない構
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造かの相違である。これらの構造は、前記各方法の場合に準ずる。標的核酸が二種以上の
場合は、それに対応した内部標準核酸となるので、上記の本発明の新規混合物は、二種以
上の内部標準核酸を含むことになる。
【０１２２】
測定方法
　当該方法の新規混合物に、一種若しくは二種以上の標的核酸を加えて、ハイブリダイゼ
ーション反応を行い、一種若しくは二種以上の測定波長で反応系の各標的核酸プローブの
各蛍光色素の、標的核酸及び内部標準核酸に由来する蛍光キャラクター変化若しくは変化
率（例：蛍光消光率）を測定する。標的核酸からの各測定値と内部標準核酸からの測定値
の比を求める。内部標準核酸の濃度が既知であるので、一種若しくは二種以上の標的核酸
濃度若しくは量を測定することができる。
【０１２３】
測定方法２
　前記に記載のＴｍ値測定に基づく方法である。
　新規混合物は前記と同様でよい。
【０１２４】
　測定方法：
　新規混合物に、一種若しくは二種以上の標的核酸を加え、ハイブリダイゼーション反応
を行った後、反応液の温度を徐々に上げながら、反応液の蛍光強度を測定した後、下記の
手順により、標的核酸の存在比を測定する。
【０１２５】
手順：（各プローブ毎にこの操作を行う。）
（１）測定された光学的キャラクターの変化のカーブを描く。
（２）当該カーブを微分する。
（３）得られた各ピークの高さを測定する。又は各ピークを積分してピークの面積を求め
る。
（４）各ピークの中から一つの基準ピーク（基準標的核酸のピーク）を選び、基準ピーク
の高さ又はピーク面積に対する他の標的核酸のピークの高さ又はピーク面積の比（他の標
的核酸のピーク高さ／基準核酸ピークの高さ、又は他の標的核酸のピーク面積／基準核酸
ピークの面積）を求める。
（５）基準核酸と比較の存在比を求める。
（６）内部標準核酸の濃度は既知であるので、存在比から標的核酸の濃度若しくは量が決
めることが出来る。
【０１２６】
　上記の方法を、例えばＱＰｒｏｂｅで説明する。ＱＰｒｏｂｅは、標的遺伝子と解離し
た際には、蛍光色素とグアニン間の相互作用は解消され、再び蛍光を発するようになる。
よって、温度変化させながら、蛍光を連続的にモニタリングすることで、解離曲線を迅速
・簡便に得ることが出来る。解離曲線を微分することで解離ピークを得ることが出来るが
、解離ピークの面積比（又は、解離ピークの高さ比）は、遺伝子構成比に依存する。本法
では、この解離ピークから遺伝子構成比を求める。
【０１２７】
　本法は、前述したように遺伝子存在比を求める手法であるため、標的遺伝子と内部標準
遺伝子を合わせた濃度が、ＱＰｒｏｂｅ　ＡとＱＰｒｏｂｅ　Ｂを合わせた濃度より高い
場合（遺伝子よりプローブ濃度が高い場合）であっても、内部標準遺伝子の濃度が構成比
を求めるのに適正な濃度であれば（内部標準遺伝子の濃度が、標的遺伝子濃度に十分近け
れば）、標的遺伝子と内部標準遺伝子の構成比を求めることが可能であり、その結果、標
的遺伝子濃度を正確に定量することが出来る。
【０１２８】
　このため本法は、１）標的遺伝子を含む溶液を希釈する必要性がない、２）プローブ添
加濃度は、蛍光検出に使用する装置が、検出可能な範囲内において、最も低い濃度に設定
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すれば良く、その濃度を変化させる必要性がない。つまり、本法は、１）標的遺伝子の希
釈工程が不要、２）プローブの濃度を変化させることが不要、といった特徴を有しており
、前述の既存法の問題点を解決することが可能である。
【０１２９】
測定方法Ｃ：
　前記記載の核酸測定方法において、内部標準核酸と標的核酸のどちらにもハイブリダイ
ズしなかった標的プローブ若しくは内部標準核酸プローブの蛍光を消光させて標的核酸を
測定するもの。この際の下記例示の消光物質又は消光プローブを用いて目的を達成するも
のである。下記のものは単なる例示であり、これらの例示により本発明は限定されない。
実施例９参照。
　消光物質：前記のクエンチャー物質を例示できる。例示物質の少なくとも何れか一つを
使用すればよい。好適には、Ｄａｂｃｙｌ、ＢＨ、Ｅｃｌｉｐｓｅ、Ｅｌｌｅ　Ｑｕｅｎ
ｃｈｅｒなど例示できる。
　消光プローブ：オリゴヌクレオチド（デオキシ体、リボ体のどちらでもよい。）の一部
領域に上記の消光物質のいずれか一つを標識したものが好適に使用できる。具体的には、
実施例９参照。標識部位又は位置は、標的核酸及び／又は内部標準核酸にハイブリダイズ
していない標的核酸プローブ及び／又は内部標準核酸プローブの光学的キャラクター（例
、発光若しくは消光）を変化させるものであればよく、特に制限されない。
【０１３０】
測定方法Ｄ：
　本発明の測定反応系に、特にハイブダイゼーション反応が平衡状態に達したときにｅｘ
ｏｎｕｃｌｅａｓｅを添加して、測定反応系の光学的キャラクター変化を、当該酵素の添
加前後で測定する方法である。実施例１０を参照。測定反応系においては、本発明の核酸
プローブ及び／又は内部標準核酸プローブが、標的核酸及び／又は」内部標準核酸とハイ
ブリダイズして、標識されている蛍光色素の光学的キャラクターが変化（例、発光、消光
など）している。この状態の核酸プローブに、当該酵素が作用して、蛍光色素標識された
ものモノヌクレオチドを、核酸プローブから遊離させることが出来る。遊離した蛍光色素
標識モノヌクレオチドは、核酸プローブがハイブリダイズした状態の光学的キャラクター
的特徴を最早示さない。その変化を測定するものである。具体的測定方法は実施例に記載
されている。
　但し、好適には次の条件においてである。
　条件：標識核酸プローブ及び／又は内部標準核酸プローブが、標的核酸及び内部標準核
酸の少なくとも一方に対して、蛍光標識部位領域（領域：１乃至３塩基分、好適には１塩
基分）において、相補的でない。
【０１３１】
　本発明の新規混合物としては、当該酵素を含むものであるが、その形態は、標的核酸プ
ローブ及び／又は内部標準核酸プローブと内部標準核酸が混合した状態ではなく、当該酵
素がセットとして、新規混合物に付帯する形態が好適な形態である。
　使用できるＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅの例：（但し、本発明は、当該例示により特に限定
されるものではない。）
　１）３’→５’ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ
　Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ　Ｉ（アマシャムバイオサインス）、Ｖｅｎｔ　ＤＮＡ　ｐｏ
ｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）、Ｔ７　ＤＮＡ　ｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）、Ｋｌｅｎｏｗ　Ｆｒａｇ
ｍｅｎｔ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）
、Ｐｈｉ２９　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂ
ｓ）、Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ　ＩＩＩ（Ｆｅｒｍｅｎｄａｓ）。
　２）５’→３’ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ
　　Ｔａｑ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ　ＶＩＩ（アマシ
ャムバイオサインス）
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　３）その他の使用可能な酵素
　Ｓ１　Ｎｕｃｌｅａｓｅ（アマシャムバイオサインス）、Ｍｕｎｇ　Ｂｅａｎ　Ｎｕｃ
ｌｅａｓｅ（アマシャムバイオサインス）。
【０１３２】
第３発明
　前記発明と核酸増幅方法を合わせた発明である。核酸増幅方法で得られた増幅産物を前
記核酸測定方法で測定する方法である。遺伝子増幅方法で得られたどのような産物にも適
用できる。特に、前記発明の１種若しくは複数種の内部標準核酸を含む反応系で遺伝子増
幅方法により１種若しくは複数種の標的核酸を増幅し、得た反応液若しくは増幅産物を試
料として、核酸の前記測定方法で測定する方法である。以下の発明Ａ、発明Ｂ、発明Ｃ及
び発明Ｄからなる。
【０１３３】
１．発明Ａ
　１）本発明の１種若しくは二種以上の内部標準核酸を含む反応系で遺伝子増幅方法によ
り１種若しくは二種以上の標的核酸を定常期に到るまで（初期、中期、定常期を含む。）
増幅し、得た反応液若しくは増幅産物を試料として、従来公知の標的核酸を測定する方法
である。
【０１３４】
　２）前記１）に記載の増幅産物を試料として、本発明の新規核酸測定方法で測定する方
法である。
【０１３５】
　３）本発明の内部標準核酸を含む反応系で、標的核酸を遺伝子増幅方法により増幅し、
遺伝子増幅方法により１種若しくは二種以上の増幅前の標的核酸を測定する方法である。
【０１３６】
　４）標的核酸のプライマーと内部標準核酸のプライマーとして同じもの用いた核酸増幅
方法である前記１）～３）の何れか一項に記載の１種若しくは二種以上の増幅前の核酸を
測定する方法である。
　５）プライマーがＱプローブである前記３）又は４）に記載の１種若しくは二種以上の
増幅前の標的核酸を測定する方法である。
　６）プライマーが標的核酸及び／又は内部標準核酸にハイブリダイズしたとき、光学的
変化が増加するものであるである前記３）～５）何れか一項に記載の１種若しくは二種以
上の増幅前の標的核酸を測定する方法である。
【０１３７】
　本発明においては、遺伝子増幅方法で得られたどのような産物にも適用できるのである
が、特に従来不可能とされていた遺伝子増幅産物、即ち定常期まで（定常期を含む。）増
幅された遺伝子増幅産物について好適に適用される。
【０１３８】
発明Ｂ
　１）前記に記載のＴｍ値測定に基づく１種若しくは二種以上の標的核酸を測定するため
の１種若しくは二種以上の内部標準核酸を含む反応系で遺伝子増幅方法により１種若しく
は複数種の標的核酸を増幅し、得た反応液若しくは増幅産物を試料として、従来公知の標
的核酸測定方法で標的核酸を測定する方法である。
【０１３９】
　２）前記記載の試料を用いて、１種若しくは複数種の増幅前の標的核酸を、本発明のＴ
ｍ値測定に基づく、１種若しくは二種以上の標的核酸を測定する方法で
　３）標的核酸測定方法が、１種若しくは二種以上の増幅前の核酸遺伝子増幅方法である
前記２）に記載の標的核酸を測定する測定方法である。
　４）標的核酸測定方法が、標的核酸のプライマーと内部標準核酸のプライマーとして同
じもの用いた核酸増幅方法である前記３）に記載の核酸を測定する方法である。
　５）プライマーがＱプローブである前記４）に記載の標的核酸を測定する方法である。
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　６）プライマーが標的核酸及び／又は内部標準核酸にハイブリダイズしたとき、光学的
変化が増加するものである前記４）に記載の標的核酸を測定する方法である。
【０１４０】
　本発明においては、遺伝子増幅方法で得られたどのような産物にも適用できるのである
が、特に従来不可能とされていた遺伝子増幅産物、即ち定常期まで（定常期を含む。）増
幅された遺伝子増幅産物について好適に適用される。
【０１４１】
発明Ｃ
１）第２発明の発明２に記載の１種若しくは複数種の内部標準核酸を含む反応系で遺伝子
増幅方法により１種若しくは複数種の標的核酸を増幅し、得た反応液若しくは増幅産物を
試料として、１種若しくは複数種の増幅前の標的核酸を測定することを特徴とする標的核
酸の新規測定方法である、又、
【０１４２】
２）第２発明の発明２に記載の１種若しくは複数種の内部標準核酸を含む反応系で遺伝子
増幅方法により１種若しくは複数種の標的核酸を増幅し、得た反応液若しくは増幅産物を
試料として、第２発明の発明２の前記１）～３）の何れか一項に記載の新規混合物を用い
て、１種若しくは複数種の増幅前の標的核酸を測定することを特徴とする標的核酸の新規
測定方法である、又、
【０１４３】
３）第２発明の発明２に記載の内部標準核酸を含む反応系で遺伝子増幅方法により標的核
酸を定常期に到るまで（定常期を含む。）増幅し、得た反応液若しくは増幅産物を試料と
して、第２発明の発明２の１）～３）の何れか一項に記載の新規混合物を用いて、１種若
しくは複数種の増幅前の標的核酸を測定することを特徴とする核酸の新規測定方法である
、又、
【０１４４】
４）標的核酸のプライマーと内部標準核酸のプライマーとして同じもの用いた核酸増幅方
法である前記１）～３）の何れか一項に記載の１種若しくは複数種の増幅前の核酸を測定
する方法である、又、
５）プライマーがＱプローブである前記４）に記載の１種若しくは複数種の増幅前の標的
核酸を測定する方法である、又、
６）プライマーが標的核酸及び／又は内部標準核酸にハイブリダイズしたとき、光学的変
化が増加するものである前記５）に記載の１種若しくは複数種の増幅前の標的核酸を測定
する方法である。
【０１４５】
　本発明においては、遺伝子増幅方法で得られたどのような産物にも適用できるのである
が、特に従来不可能とされていた遺伝子増幅産物について適用される。
【０１４６】
測定方法Ｄ　ＥＮＤ　ＰＯＩＮＴ　測定方法
　遺伝子増幅法を介した遺伝子定量法の問題点
　遺伝子増幅法を介した遺伝子定量法は、標的遺伝子を増幅し、定量を行う手法であるた
め、非常に感度が高く、僅かにしか存在しない標的遺伝子であっても定量する事も可能で
あるため、現在最も汎用されている遺伝子定量手法の１つとなっている。遺伝子増幅法を
介した遺伝子定量法は、各種知られているが、以下に示すような問題点が存在している。
以下、その内容を詳細に示す。
【０１４７】
（１）既存法の問題点
ｉ）既存法の問題点１：リアルタイム定量的ＰＣＲ法
　現在最も汎用されている遺伝子増幅法であるＰＣＲ法では、増幅産物がある程度蓄積す
るまで、指数関数的に反応が進行することが知られている。しかしながら、増幅産物が増
加するにつれて、増幅効率は低下し、最終的には増幅産物量は一定の値をとる（プラトー
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に達する）。このことは、増幅反応を十分に実施した場合、初期の遺伝子の量に関わらず
、得られる増幅産物量は変わらないということを示している。以上より、増幅反応完了後
の（エンドポイントでの）増幅産物量から、初期の遺伝子量を定量する事はできない。本
特徴は、ＰＣＲ法に限らず、現在報告されている遺伝子増幅法に共通の特徴である。
【０１４８】
　しかしながら、一般的な遺伝子増幅法における初期反応段階の増幅効率は、初期遺伝子
量に関わらず一定である。このため、増幅産物がある一定量（閾値）に達するのに必要な
サイクル数は、指数関数的に増幅が発生する領域であれば、初期遺伝子の量に依存する。
例えば、数段階の希釈系列を設けた既知濃度の標的遺伝子をＰＣＲ増幅した場合、増幅産
物量が閾値に達するサイクル数（ＣＴ値）は、初期の遺伝子量と、逆相関の関係にある。
【０１４９】
　これは前述したように、初期反応段階の増幅効率が初期遺伝子量に関わらず一定である
ためである。この関係式は、未知試料中の標的遺伝子を定量するための検量線として使用
することができる。通常の場合、未知試料についても標的遺伝子の増幅効率は、一定であ
ると考えられるため、同様にＣＴ値を求め、上記の検量線にあてはめることで、初期の遺
伝子量を定量する事が可能となる。これらのことから、増幅産物をリアルタイムにモニタ
リングする事ができれば、初期遺伝子量の定量が可能となるといえる。
【０１５０】
　本原理に基づく遺伝子定量手法が、リアルタイム定量的ＰＣＲ法である。本法は、（１
）ポストＰＣＲ工程が必要なく簡便・迅速、（２）反応チューブを解放する必要性が無く
、増幅産物によるコンタミの心配がないといった、といった優れた特長を有する。しかし
ながら、その一方で（１）産物をリアルタイムにニタリングする必要性があるため、装置
が大がかり且つ高価となる、（２）検量線を作成した際の増幅効率と、未知試料中の標的
遺伝子の増幅効率が全く同じであるという仮定に基づく手法であるが、未知試料中に遺伝
子増幅の阻害物質が存在する場合、この仮定が成り立たなくなる。即ち、常に正しい定量
値が得られているとは言い難い、（３）本手法では、増幅産物をリアルタイムモニタリン
グする必要性があるため、遺伝子増幅の間、１台の測定装置が占有されることとなる。こ
のため、サンプル処理能力には自ずと限界がある、といった問題点がある。
【０１５１】
ｉｉ）既存法の問題点２：競合的ＰＣＲ法
　目的の遺伝子を高感度に定量するための手法として、競合的ＰＣＲ法（図４参照）も一
般的に知られている。本法は、以下の工程より実施される。まず、標的遺伝子を増幅する
ためのプライマーと同じプライマーで増幅される既知濃度の遺伝子（内部標準遺伝子と呼
ぶ）を反応液に添加しておき、これを標的遺伝子と同時に増幅させる。次に、標的遺伝子
由来の増幅産物と内部標準遺伝子由来の増幅産物とを、増幅終了後に、電気泳動などの分
離手法を用いて分離・定量し、増幅産物の比（内部標準遺伝子由来の増幅産物／標的遺伝
子由来の増幅産物）を求める。標的遺伝子と内部標準遺伝子とは、共通のプライマーにて
増幅するため、それぞれの増幅効率は同じと考えられる。よって、初期添加した内部標準
遺伝子量に、増幅産物の比を乗じることで標的遺伝子量を求める事が可能となる。
【０１５２】
　本法は、内部標準遺伝子を標的遺伝子と共存させて、遺伝子増幅を実施するため、増幅
阻害物質の影響を受けにくい手法であり、得られた定量値の信頼性は高い手法であるとい
える（理由：例え増幅阻害物質が存在したとしても、内部標準遺伝子の増幅効率と、標的
遺伝子の増幅効率は、全く同じように低下する。このことより、増幅阻害物質の存在は、
産物比に影響を与えないため、競合的ＰＣＲ法では正しい定量値が得られる）。また、装
置が比較的簡易且つ安価といった特長も挙げることが出来る。
【０１５３】
　しかしながら、本法は、（ａ）遺伝子増幅後に、増幅産物を定量する必要性があるため
、操作が煩雑かつ時間がかかる、（ｂ）産物を定量する際、反応チューブを解放するため
、増幅産物によるコンタミの原因となる、（ｃ）本手法は、工程が煩雑且つその自動化は
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困難であるため、サンプル処理能力が低い、といった問題点が指摘されている。
【０１５４】
ｉｉｉ）既存法の問題点３：リアルタイム競合的ＰＣＲ法
　リアルタイム競合的ＰＣＲ法は、競合的ＰＣＲ法の改良法であり、ＴａｑＭａｎプロー
ブ、ＱＰｒｏｂｅなど蛍光標識核酸プローブにて、内部標準遺伝子由来の増幅産物と標的
遺伝子由来の増幅産物を、同時にリアルタイムにモニタリングし、それぞれの増幅産物由
来の蛍光シグナルから、初期の標的遺伝子量を定量する手法である。
【０１５５】
　本法は、（１）ポストＰＣＲ工程が必要なく簡便・迅速、（２）反応チューブを解放す
る必要性が無い、（３）競合法であるため阻害物質の影響を受けにくい、といった優れた
特長を有する手法である。しかしながら、内部標準遺伝子由来の増幅産物と標的遺伝子由
来の増幅産物を、同時にリアルタイムにモニタリングする必要性があるため、リアルタイ
ム定量的ＰＣＲ法と同様、（ｉ）装置が大がかり且つ高価となる、（ｉｉ）サンプル処理
能力が低い、という問題点が存在する。以上、既存法の問題点を以下の表にまとめた。こ
の表から、現在提案されている遺伝子定量法には、何らかの問題点が存在することが分か
る。
【０１５６】
【表１】

【０１５７】
　なお前述の遺伝子定量法は、ＮＡＳＢＡ法、ＬＡＭＰ法、ＲＣＡ法、ＩＣＡＮ法など、
ＰＣＲ法以外の遺伝子増幅手法にも適用可能であるため、現在、様々な遺伝子増幅法を介
した遺伝子定量手法も実施されている。しかしながら、ＰＣＲ法を介した遺伝子増幅手法
と全く共通の問題点を抱えており、どの遺伝子増幅法を介した場合でも、前述の問題点を
解決することが要望されている。
【０１５８】
（２）本課題を解決するための方策
　前述のように、標的遺伝子由来の増幅産物と内部標準遺伝子由来の増幅産物との比から
、初期の標的遺伝子量を定量することが可能である。もし、この増幅産物比を、遺伝子増
幅反応終了後（エンドポイントで）、反応チューブを開放することなく、迅速且つ簡便に
測定することができれば、（１）ポストＰＣＲ工程が必要なく簡便・迅速、（２）反応チ
ューブを解放する必要性が無く、増幅産物によるコンタミの心配がない、（３）競合法で
あるため阻害物質の影響を受けにくい（４）遺伝子増幅と増幅産物の検出とを完全に分離
できるため、大量サンプルの処理が可能となり、既存法の共通の問題点であったサンプル
処理能力を、簡便且つ安価に向上させる事が可能（例えば、蛍光測定機能を持たない安価
なＰＣＲ装置を、複数台用いて遺伝子増幅した後、蛍光測定装置にて順次解析することで
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、例え蛍光測定装置が一台であっても大量サンプルの処理が可能となる）、（５）増幅の
過程をリアルタイムモニタリングする必要性が無く、ＰＣＲ反応に不可欠なサーマルサイ
クラーとしての機能が不要となるため、非常に簡便かつ安価な測定装置で遺伝子定量が可
能、といった特長を有する極めて優れた遺伝子定量法となりうると考えられる。
【０１５９】
　既存法である競合的ＰＣＲ法は、エンドポイントで増幅産物比を求めることが可能であ
るが、反応チューブを開放する必要性があり、迅速に増幅産物比を求めることは出来ない
。同じく既存法であるリアルタイム競合的ＰＣＲ法は、蛍光修飾プローブを用いて検出す
るため、反応チューブを開放する必要性はなく、増幅産物検出は非常に迅速に行える。し
かしながら、既存の蛍光修飾プローブにより得られる蛍光シグナルの比は、常に増幅産物
比を定量的に示している訳ではなく、その領域は限られている。従って、増幅産物の比を
求めるためには、蛍光シグナル比と増幅産物比とが定量的な関係を示す領域で、各増幅産
物を検出する必要性がある。このため、リアルタイム競合的ＰＣＲ法では、増幅産物を常
にモニタリングする必要性がある。以上より、前述したような、増幅産物との比を、反応
チューブを開放することなく、エンドポイントで迅速且つ簡便に測定可能な手法は、これ
まで存在しなかった。
【０１６０】
　上記を鑑み、検討を進めた結果、我々は、増幅産物の比を、エンドポイントにて測定可
能な新規手法を発見した。本発明は、本発見に基づく新規遺伝子定量法および新規核酸プ
ローブに関するものでる。以下、その内容を詳細に説明する。
【０１６１】
ｉ）ＱＰｒｏｂｅを用いたエンドポイント遺伝子定量法
＜ＱＰｒｏｂｅによる標的遺伝子および内部標準遺伝子の特異的検出＞
　本法では、前述した２重蛍光標識ＱＰｒｏｂｅ（Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅ）あ
るいは、２種のＱＰｒｏｂｅを用いて、増幅産物の検出を実施する。本説明では、Ｓｗｉ
ｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅを用いた測定方法について解説した。Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐ
ｒｏｂｅは、（１）プローブの両末端塩基はＣである、（２）両末端が異なる色素で蛍光
標識されている、という特長を有している。内部標準遺伝子の配列は、標的遺伝子におい
てはＳｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの５’末端のＣと相補的な位置に存在するＧをアデ
ニン（Ａ）に、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの３’末端のＣと相補的な位置に存在す
るＡを、Ｇに、それぞれ置換してある。このため、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅは、
内部標準遺伝子由来の増幅産物とハイブリダイズした場合、５’末端と相補的な位置にＧ
が存在しないため、５’末端に標識した色素が著しく蛍光消光しないが、３’末端には相
補的な位置にＧが存在するため、３’末端に標識した色素が著しく蛍光消光する。
【０１６２】
　一方、標的遺伝子由来の増幅産物とハイブリダイズした場合は、５’末端と相補的な位
置にＧが存在するため、５’末端に標識した色素が著しく蛍光消光するが、３’末端には
相補的な位置にＧが存在しないため、３’末端に標識した色素が著しく蛍光消光しない。
つまり、どちらの末端に標識した色素が蛍光消光したかを観察することにより、各増幅産
物を特異的に検出することが可能となる。
【０１６３】
＜内部標準遺伝子の特長＞
　内部標準遺伝子の配列は、（１）標的遺伝子と共通のプライマーで増幅可能、（２）標
的遺伝子と内部標準遺伝子のＧＣ含量は、全く同一、（３）標的遺伝子由来の増幅産物と
ハイブリダイズした際の、完全相補的な部分の塩基長と、内部標準遺伝子由来の増幅産物
とハイブリダイズした際の完全相補的な部分の塩基長は全く同一、（４）標的遺伝子と、
内部標準遺伝子の塩基配列は、ＱＰｒｏｂｅの両末端と相補的な塩基を除き同一、といっ
た特徴を有する。
【０１６４】
　以上より、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの標的遺伝子由来の増幅産物に対する親和
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性と、内部標準遺伝子由来の増幅産物に対する親和性とは、ほとんど差がないと考えられ
る。つまり、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅは、標的遺伝子由来の増幅産物と内部標準
遺伝子由来の増幅産物とを区別することなく、完全にランダムにハイブリダイゼーション
するため、標的遺伝子由来の増幅産物に結合したＳｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅと内部
標準遺伝子由来の増幅産物に結合したＳｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅとの比は、標的遺
伝子由来の増幅産物と内部標準遺伝子由来の増幅産物との比と、完全に一致する。よって
、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの両末端に標識した２種の色素から得られる蛍光消光
率より、増幅産物の比を求めることが出来る。
【０１６５】
　また、（１）プライマーは標的遺伝子と内部標準遺伝子共通であり、（２）標的遺伝子
と内部標準遺伝子のＧＣ含量は、全く同一、（３）塩基配列が２箇所異なる以外は、標的
遺伝子と内部標準遺伝子は同じ塩基配列を有するため、標的遺伝子と内部標準遺伝子の増
幅効率は、同じであると考えられる。また、前記（２）及び（３）より、増幅産物が再結
合する事によって発生するバイアスは、発生しないと考えられる。よって、増幅産物構成
比は、初期遺伝子構成比を保持することが可能となる。しかしながら、原理的に内部標準
遺伝子が存在する要件は、（１）どの増幅段階においても、初期遺伝子の比が崩れない（
増幅効率が標的遺伝子と同じ）、（２）プローブが、標的遺伝子由来の増幅産物と内部標
準遺伝子由来の増幅産物とに区別しないでハイブリダイズする、という２点を挙げること
ができ、これら２点を満たす内部標準遺伝子であれば、必ずしも上記の特長を有する内部
標準遺伝子である必要性はない。
【０１６６】
　前述のように、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの両末端に標識した２種の色素から得
られる蛍光消光率より、増幅産物を定量的に求めることが可能となる。
【０１６７】
　以上より、前述した性質を有する内部標準遺伝子およびＳｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂ
ｅを使用することで、増幅産物の比を、反応管を開放することなくエンドポイントで、迅
速、且つ簡便に求めることが可能となる。また、エンドポイントでの測定が可能となるた
め、前述のように、多サンプル処理を安価に実施可能となる。
【０１６８】
　本発明の遺伝子定量法は、遺伝子増幅の後、標的遺伝子と内部標準遺伝子の増幅産物の
比を求め、標的遺伝子の定量する手法である。このため、標的遺伝子と内部標準遺伝子と
を、その初期構成比を保持したまま、増幅できる遺伝子増幅法であれば、その種類に依ら
ず、本法を適用することが可能である。よって、ＮＡＳＢＡ法、ＬＡＭＰ法、ＲＣＡ法、
ＩＣＡＮ法など、ＰＣＲ法以外の遺伝子増幅手法にも適用可能である。
【０１６９】
ｉｉ）ＱＰｒｏｂｅを用いた解離曲線解析によるエンドポイント遺伝子定量法
　前述したようにＱＰｒｏｂｅにより得られる解離曲線解析から、遺伝子構成比を求める
ことが可能である。本手法を、遺伝子増幅法を介した競合的遺伝子定量法に応用すること
が可能であると考えられる。
【０１７０】
　本法で用いる内部標準遺伝子は、ＱＰｒｏｂｅがハイブリダイズする部位に変異を入れ
たものを使用する。遺伝子増幅完了後、この解離ピークの高さの比は、遺伝子の構成比に
高い相関があるため、解離ピークの高さの比から、遺伝子の構成比を求めることが出来る
。よって、標的遺伝子と増幅効率の同じ、既知濃度の内部標準遺伝子を、標的遺伝子とと
もに各種遺伝子増幅法によって増幅し、標的遺伝子由来の増幅産物と内部標準遺伝子由来
の増幅産物との比を求めることで、標的遺伝子の定量が可能となる。
【０１７１】
　本法において、内部標準遺伝子の要件としては、（１）どの増幅段階においても、初期
遺伝子の比が崩れない（増幅効率が標的遺伝子と同じ）、（２）標的遺伝子の解離ピーク
と、内部標準遺伝子の解離ピークとが、遺伝子の比を求めることができるよう、十分に分
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離する、という２点を挙げることができる。よって、これら２点を満たす内部標準遺伝子
であれば、必ずしも上記の特徴を有する内部標準遺伝子である必要性はない。
【０１７２】
　本発明の遺伝子定量法は、標的遺伝子と内部標準遺伝子とを、その初期構成比を保持し
たまま、増幅できる遺伝子増幅法であれば、その種類に依らず、本法を適用することが可
能である。よって、ＮＡＳＢＡ法、ＬＡＭＰ法、ＲＣＡ法、ＩＣＡＮ法など、ＰＣＲ法以
外の遺伝子増幅手法にも適用可能である。
【０１７３】
Ｄ．第４発明
　本発明方法で得られる測定値を用いて、正確に標的核酸を測定（決める）方法である。
実施例８及び１１に記載されている。
【実施例】
【０１７４】
　本実施例において、各種核酸プローブ、内部標準核酸、及び標的核酸は特別に断りがな
い場合は、オリゴデオキシヌクレオチド体を使用した。
　又、各種核酸プローブにおいて、蛍光標識部位若しくは位置は、末端部位の場合は、５
’末端については、５’末端の糖の５’位ＣのＯＨ基（脱リンして得られる。）である。
一方、３’末端については、３’末端の糖の３’位ＣのＯＨ基である。
＜実施例１＞
　２つのＱＰｒｏｂｅを含む新規混合物及びそれを用いた遺伝子の新規測定方法
　新規混合物
　下記の組成からなる新規混合物を作製した。
　・下記のＱＰｒｏｂｅ　Ａ（標的遺伝子検出用ＱＰｒｏｂｅ）：２００ｎＭ
　・下記のＱＰｒｏｂｅ　Ｂ（内部標準遺伝子検出用）：２００ｎＭ
　・下記の内部標準核酸：下記の濃度のものを各々作製した。
　ａ）２００ｎＭの１／１０、１／５、１／２、４／５、９／１０のもの。
　ｂ）８００ｎＭの１／１０、１／５、１／２、４／５、９／１０のもの。
　・バッファー：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ：８．３）、ＫＣｌ：５
０ｍＭ、ＭｇＣｌ２：１．５ｍＭ
【０１７５】
　新規測定方法
（１）実験方法
　標的遺伝子を前記の新規混合物に添加し、２つのＱＰｒｏｂｅを用いて、その存在比を
求めことが可能であるか検討した。実験では、標的遺伝子と内部標準遺伝子との存在比を
変化させたＤＮＡ溶液を作成し、そこに標的遺伝子検出用ＱＰｒｏｂｅと、内部標準遺伝
子検出用ＱＰｒｏｂｅを添加後、蛍光測定を実施した。蛍光測定は、６０℃と９５℃で実
施した（６０℃における測定値はプローブとそのターゲット遺伝子が結合した際の蛍光値
であり、９５℃における測定値はプローブとそのターゲット遺伝子が完全に解離した際の
蛍光値であると考えられる。）。なお９５℃の蛍光値は、蛍光消光率を求める際のリファ
レンスとした。そして各プローブの蛍光消光率の比と、標的遺伝子と内部標準遺伝子の構
成比との関係を調べ、この関係式から、遺伝子構成比が定量可能であるか検討した。
以下に、詳細な実験条件を示す。
【０１７６】
（２）実験条件
・標的遺伝子および内部標準遺伝子
　標的遺伝子および内部標準遺伝子：オリゴＤＮＡを用いた。
　オリゴ合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造。
　標的遺伝子の配列：５’－ＡＧＴＴＣＣＧＧＡＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＧＡＧ－３’
　内部標準遺伝子の配列：５’－ＧＧＴＴＣＣＧＧＡＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＧＡＡ－３’
　内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度：２００ｎＭ、８００ｎＭ（
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標的：内部標準＝９：１、４：１、１：１、１：４、１：９）
【０１７７】
・ＱＰｒｏｂｅ
　合成：エスペックオリゴサービス（株）による委託製造。
　配列：５’－ＣＴＣＣＴＣＴＧＧＣＣＴＴＴＣＣＧＧＡＡＣＣ－３’
　色素：ＱＰｒｏｂｅ　Ａ（標的遺伝子検出用ＱＰｒｏｂｅ）はＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅｓ社製、Ｄ－６１４０）で、ＱＰｒｏｂｅ　Ｂ（内部標準
遺伝子検出用）はＴＡＭＲＡ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅｓ社製、Ｃ－６１２３）
にて蛍光標識。
　各ＱＰｒｏｂｅの終濃度：２００ｎＭ（トータルで４００ｎＭ）
・バッファー：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ：８．３）、ＫＣｌ：５０
ｍＭ、ＭｇＣｌ２：１．５ｍＭ
・使用装置：蛍光測定は、温度調節装置（社製）の付属したＬＳ５０Ｂ（パーキンエルマ
ー社製）にて行った。ＱＰｒｏｂｅ　Ａの測定波長は、励起波長：４８０ｎｍ、蛍光波長
：５２０ｎｍにて実施し、ＱＰｒｏｂｅ　Ｂの測定波長は、励起波長：５５０ｎｍ、蛍光
波長：５８０ｎｍにて実施した。
【０１７８】
　蛍光測定は、ハイブリダイズした際の蛍光測定は、６０℃で実施した。また、リファレ
ンスとして完全にプローブからデバイブリする温度（９５℃）の蛍光強度を測定し、下式
より蛍光消光率を求めた。
　蛍光消光率（％）＝（１－（Ｆ６０／Ｆ９５）／（Ｆ６０プローブのみ／Ｆ９５プロー
ブのみ））×１００
　　Ｆ６０：ターゲット遺伝子存在下での６０℃の蛍光強度値
　　Ｆ９５：ターゲット遺伝子存在下での９５℃の蛍光強度値
　　Ｆ６０プローブのみ：ターゲット遺伝子非存在下での６０℃の蛍光強度値
　　Ｆ９５プローブのみ：ターゲット遺伝子非存在下での９５℃の蛍光強度値
【０１７９】
（３）実験結果および考察
　実験結果を図５として示す。本グラフから、標的遺伝子／内部標準遺伝子の構成比と、
ＱＰｒｏｂｅ　Ａ消光率／ＱＰｒｏｂｅ　Ｂ消光率との間には高い相関があることが明ら
かとなった。よって、本関係式を検量線として用いることにより、本手法によって標的遺
伝子の定量が可能であることが示唆された。
【０１８０】
　また、標的遺伝子および内部標準遺伝子のトータル量が、プローブ添加量より多い場合
（８００ｎＭ）においても、少ない場合（２００ｎＭ）と同様の相関が観察されたことか
ら、本測定法では、ターゲットとなる遺伝子量が、プローブより多い場合であっても、正
確に定量可能であることが示唆された。以上より、本手法は１）標的遺伝子の希釈工程が
不要、２）プローブの濃度を変化させることが不要、といった特徴を有する遺伝子定量手
法であることが示された。
【０１８１】
＜実施例２＞
２－２グアニンとの相互作用により消光する新規色素のスクリーニング
（１）実験方法
　プローブ配列の３’末端をＣとし、そのＣに各種の蛍光色素にてラベルしたプローブを
作成した。作成したプローブとその相補鎖を、溶液中でハイブリダイズさせ、蛍光消光率
を求めた。
【０１８２】
実験の手順は、
（２）実験条件
・標的遺伝子
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　標的遺伝子：オリゴＤＮＡを用いた。
　オリゴ合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造。
　標的遺伝子の配列：３’ｇｇｇｇｇｇｇｇｇｇｇｇＡＡＡＡＡＡ５’
　終濃度：３２０ｎＭ
・プローブ
　合成：エスペックオリゴサービス（株）による委託製造。
　配列：５’ＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＴＴＴＴＴＴ３’
　色素：ＰａｃｉｆｉｃＢｌｕｅ（Ｐ－１０１６３）、ＴＥＴ（Ｃ－６１６６）、ＴＢＳ
Ｆ（Ｃ－６１６６）、ＨＥＸ（Ｔ－２００９１）、Ｒ６Ｇ（Ｃ－６１２７）を使用した。
　プローブの終濃度：４０ｎＭ
・バッファー：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ：８．３）、ＫＣｌ：５０
ｍＭ、ＭｇＣｌ２：１．５ｍＭ
【０１８３】
・使用装置
　蛍光測定は、温度調節装置（社製）の付属したＬＳ５０Ｂ（パーキンエルマー社製）に
て行った。
　蛍光測定の条件は、各色素の最大励起波長と最大蛍光波長を、ＬＳ５０Ｂを用いて求め
、蛍光消光率を求める際には、得られた最大励起波長と最大蛍光波長にて蛍光測定を実施
した。各色素の最大励起波長と最大蛍光波長は、結果で示す。スリット幅は、励起波長と
蛍光波長ともに５ｎｍとした。
【０１８４】
　実験の手順を図８に示す。蛍光測定は、３５℃で実施した。
【０１８５】
　蛍光消光率は下式より求めた。
　　蛍光消光率（％）＝（測定値（ｉ）－測定値（ｉｉ））÷測定値（ｉ）×１００
【０１８６】
（３）実験結果および考察
　下表から分かるように、全ての色素で蛍光消光が確認された。特にＰａｃｉｆｉｃＢｌ
ｕｅとＲ６Ｇでは蛍光消光が著しく、これまで知られている色素よりも高い消光率が得ら
れた。また、ＰａｃｉｆｉｃＢｌｕｅ（新規実施分）、Ｒ６Ｇ（新規実施分）、ＢＯＤＩ
ＰＹ　ＦＬ（既知色素）、ＴＡＭＲＡ（既知色素）の蛍光キャラクターとはそれぞれ異な
るため、上記の色素で標識した４種のプローブを用いることで、同じ試料中に存在する４
種遺伝子の同時検出が可能であると考えられる。
【０１８７】
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【表２】

【０１８８】
＜実施例３＞
２－３　Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅを用いた遺伝子定量法
　新規混合物
　下記の組成からなる新規混合物を作製した。
　・下記のＳｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅ：４００ｎＭ
　・下記の内部標準核酸：下記の濃度のものを各々作製した。
　ａ）６００ｎＭの１／１０、１／５、１／２、４／５、９／１０のもの。
　・バッファー：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ：８．３）、ＫＣｌ：５
０ｍＭ、ＭｇＣｌ２：１．５ｍＭ
【０１８９】
　又、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの実験データを検証するために、上記の反応液に
おいて、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅに代えてＱＰｒｏｂｅ　ＡとＱＰｒｏｂｅ　Ｂ
を含有させた新規混合物を作製した。
　・下記のＱＰｒｏｂｅ　Ａ（標的遺伝子検出用）：２００ｎＭ
　・下記のＱＰｒｏｂｅ　Ｂ（内部標準遺伝子検出用）：２００ｎＭ
【０１９０】
新規測定方法
　標的遺伝子を前記の新規混合物に添加し、標的遺伝子を測定した。また、Ｓｗｉｔｃｈ
ｉｎｇ　ｐｒｏｂｅを用いた際に得られる蛍光消光率と、２つのＱＰｒｏｂｅを用いた際
に得られる蛍光消光率とを比較した。
【０１９１】
（１）実験方法
　Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅを用いることでも、前述の２種のＱＰｒｏｂｅを用い
た場合と同様、その存在比を求めことが可能であるか検討した。また、Ｓｗｉｔｃｈｉｎ
ｇ　ｐｒｏｂｅを用いた際に得られる蛍光消光率と、２つのＱＰｒｏｂｅを用いた際に得
られる蛍光消光率とを比較した。
【０１９２】
以下に、詳細な実験条件を示す。
（２）実験条件
・標的遺伝子および内部標準遺伝子
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　標的遺伝子および内部標準遺伝子：オリゴＤＮＡを用いた。
　オリゴ合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造。
　標的遺伝子の配列（下線がプローブとハイブリダイズする配列）
　　５’－ＴＴＴＧＧＡＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＧＡＴＴＴ－３
’
　内部標準遺伝子の配列（下線がプローブとハイブリダイズする配列）
　　５’－ＴＴＴＡＧＡＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＧＧＴＴＴ－３
’
　内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度：６００ｎＭ（標的：内部標
準＝９：１、４：１、１：１、１：４、１：９）
・ＱＰｒｏｂｅ
　合成：エスペックオリゴサービス（株）による委託製造。
【０１９３】
　Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの配列と構造
　　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ－５’ＣＣＴＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣ
Ｃ３’－ＴＡＭＲＡ
　ＱＰｒｏｂｅの配列と構造
　　＜ＱＰｒｏｂｅ　Ａ（標的遺伝子検出用）＞
　　　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ－５’ＣＣＴＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＣＴ
ＣＣ３’
　　＜ＱＰｒｏｂｅ　Ｂ（内部標準遺伝子）＞
　　　５’ＣＣＴＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣＣ３’－ＴＡＭＲＡ
　　なお、使用した蛍光色素は、実施例１と同様である。
【０１９４】
　終濃度：４００ｎＭ（２種のＱＰｒｏｂｅを使用する場合はトータルで４００ｎＭ）
・バッファー：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ：８．３）、ＫＣｌ：５０
ｍＭ、ＭｇＣｌ２：１．５ｍＭ
・使用装置、使用機器、測定条件、蛍光消光率の求め方は、実施例２－１と同様である。
【０１９５】
（３）実験結果および考察
　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬは５’末端のＣに標識されているため、標的遺伝子とハイブリダイ
ズした際に著しき蛍光消光する。一方、ＴＡＭＲＡは３’末端のＣに標識されているため
、内部標準遺伝子とハイブリダイズした際に著しき蛍光消光する。よって、ＢＯＤＩＰＹ
　ＦＬの蛍光消光率とＴＡＭＲＡの蛍光消光率との比は、標的遺伝子と内部標準遺伝子と
の比と高い相関があると考えられる。実験結果を図６として示す。本グラフから、ＢＯＤ
ＩＰＹ　ＦＬの蛍光消光率とＴＡＭＲＡの蛍光消光率との比と、標的遺伝子／内部標準遺
伝子の構成比との間には高い相関があることが確認された。本結果より、Ｓｗｉｔｃｈｉ
ｎｇ　ｐｒｏｂｅを用いても、標的遺伝子の定量が可能であることが示された。
【０１９６】
　Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの際に得られた蛍光消光率と、２種のＱＰｒｏｂｅを
用いた場合に得られたＳｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの際に得られた蛍光消光率を比較
した。その結果を表３に示す。本表からも、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅで得られた
蛍光消光率は、２種のＱＰｒｏｂｅを用いた際に得られた蛍光消光率よりも約２倍高い数
値を示した。このことから、２種のＱＰｒｏｂｅを用いる手法より、Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ
　ｐｒｏｂｅを用いる手法のほうが、より精度良く標的遺伝子の定量を実施できることが
示された。
【０１９７】
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【表３】

【０１９８】
＜実施例４＞
２－４　遺伝子増幅法を介したエンドポイント遺伝子定量法
（１）実験方法
　遺伝子増幅を介したエンドポイント遺伝子定量法について、正確に標的遺伝子量を定量
出来るか確認した。遺伝子増幅法は、ＰＣＲ法を採用し、プローブはＳｗｉｔｃｈｉｎｇ
　Ｐｒｏｂｅを採用した。
【０１９９】
（２）実験条件
・標的遺伝子および内部標準遺伝子
　標的遺伝子：遺伝子組換え大豆（ラウンドアップ大豆）ＲＲＳ遺伝子のＰＣＲ産物　標
的遺伝子の配列：５’－ＡＧＴＴＣＣＧＧＡＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＧＡＧ－３’
　（下線が内部標準遺伝子と異なる部分。表記した配列にプローブが結合する。これ以外
の配列は、標的遺伝子、内部標準遺伝子共に共通であるため表示しなかった。）
　内部標準遺伝子：遺伝子組換え大豆（ラウンドアップ大豆）のＲＲＳ遺伝子に変異を人
為的に挿入したＰＣＲ産物
　内部標準遺伝子の配列：５’－ＧＧＴＴＣＣＧＧＡＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＧＡＡ－３’
　（下線が標的遺伝子と異なる部分。表記した配列にプローブが結合する。
　これ以外の配列は、標的遺伝子、内部標準遺伝子共に共通であるため表示しなかった。
）
【０２００】
　内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度：１０００ｃｏｐｙ
　内部標準遺伝子と標的遺伝子との初期構成比：標的：内部標準＝９：１、４：１、１：
１、１：４、１：９
・Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　Ｐｒｏｂｅの製造
　合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造。
　Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ　ｐｒｏｂｅの配列と構造
　　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ－５’ＣＴＣＣＴＣＴＧＧＣＣＴＴＴＣＣＧＧＡＡＣＣ３’－Ｔ
ＡＭＲＡ
　　（色素はこれまでと同様）
　プローブ終濃度：４００ｎＭ
【０２０１】
・ＰＣＲ条件
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　Ｄｅｎａｔｕｒｅ：９５℃（６０秒）
　Ａｎｎｅａｌｉｎｇ：５６℃（６０秒）
　Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ：７２℃（６０秒）
・遺伝子増幅用酵素：ＴａｑポリメラーゼはＧｅｎｅＴａｑ（日本ジーン社製）を用いた
。
【０２０２】
・プライマー
　合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造。
　フォワードプライマー配列：
　５’ＣＣＴＴＴＡＧＧＡＴＴＴＣＡＧＣＡＴＣＡＧＴＧＧ３’
　リバースプライマー配列：５’ＧＡＣＴＴＧＴＣＧＣＣＧＧＧＡＡＴＧ３’
　プライマー終濃度：各１０００ｎＭ
【０２０３】
・内部標準遺伝子の製造
　目的とする内部標準遺伝子配列を有するオリゴＤＮＡを、エスペックオリゴサービス株
式会社（つくば）に製造委託した。得られたオリゴＤＮＡを鋳型として上記の検出用プラ
イマーを用いてＰＣＲ増幅し、得られた産物を、Ｍｉｃｒｏｃｏｎ　ＰＣＲ（ミリポア社
製）にて精製した。精製の後に、ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅ
ｓ社製）を用いて定量し、これを内部標準遺伝子として用いた。
【０２０４】
・標的遺伝子ＰＣＲ産物の製造
　内部標準遺伝子の作成と同様の方法で実施した。
・使用装置と測定条件
　蛍光消光率を求める際の使用機器、測定条件、蛍光消光率の求め方は、実施例２－１と
同様である。
　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎを用いた定量での測定波長は、励起波長：４８０ｎｍ、蛍光波長：
５２０ｎｍにて実施した。スリット幅は、何れの場合も５ｎｍとした。ＰＣＲ反応は、サ
ーマルサイクラー（ｉＣｙｃｌｅｒ、バイオラッド社製）を用いて実施した。
【０２０５】
（３）実験結果
　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬの蛍光消光率とＴＡＭＲＡの蛍光消光率との比は、標的遺伝子と内
部標準遺伝子との比との関係式を求めた結果、両者の間には高い相関が見られた（図７参
照）。この結果から、標的遺伝子と内部標準遺伝子とは、初期の遺伝子構成比を保ったま
ま増幅された事が示唆された。また、本結果から、遺伝子増幅法を介した場合も、本手法
により、標的遺伝子の定量が可能であることが示された。
【０２０６】
＜実施例５＞
　１つの均一溶液系核酸プローブ及び内部標準核酸からなる新規混合物及びそれを用いた
遺伝子の新規測定方法について、その好適な使用例を以下に示す。
【０２０７】
（１）実験方法
　１つの均一溶液系核酸プローブ（ここではＱＰｒｏｂｅを使用）を用いて、その標的遺
伝子と内部標準遺伝子との存在比を求めことが可能であるか検討した。実験では、標的遺
伝子と内部標準遺伝子との存在比を変化させたＤＮＡ溶液を作成し、そこにＱＰｒｏｂｅ
を添加後、蛍光測定を実施した。蛍光測定は、６０℃と９５℃で実施した（６０℃におけ
る測定値はプローブとそのターゲット遺伝子が結合した際の蛍光値であり、９５℃におけ
る測定値はプローブとそのターゲット遺伝子が完全に解離した際の蛍光値であると考えら
れる。）。なお９５℃の蛍光値は、蛍光消光率を求める際のリファレンスとした。そして
各プローブの蛍光消光率の比と、標的遺伝子と内部標準遺伝子の構成比との関係を調べ、
この関係式から、遺伝子構成比が定量可能であるか検討した。
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　以下に、詳細な実験条件を示す。
【０２０８】
（２）実験条件
・標的遺伝子および内部標準遺伝子
　標的遺伝子および内部標準遺伝子：オリゴＤＮＡを用いた。
　オリゴ合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造。
　標的遺伝子の配列：５’－ＡＧＴＴＣＣＧＧＡＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＧＡＧ－３’
　内部標準遺伝子の配列：５’－ＧＧＴＴＣＣＧＧＡＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＧＡＡ－３’
　内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度：２００ｎＭ、４００ｎＭ、
８００ｎＭ（標的：内部標準＝９：１、３：１、１：１、１：３、１：９）
【０２０９】
・ＱＰｒｏｂｅ
　合成：エスペックオリゴサービス（株）による委託製造。
　配列：５’－ＣＴＣＣＴＣＴＧＧＣＣＴＴＴＣＣＧＧＡＡＣＣ－３’
　色素：ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅｓ社製、Ｄ－６１４０）
。
　ＱＰｒｏｂｅの終濃度：４００ｎＭ
・バッファー：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ：８．３）、ＫＣｌ：５０
ｍＭ、ＭｇＣｌ２：１．５ｍＭ
・使用装置：蛍光測定は、温度調節装置（社製）の付属したＬＳ５０Ｂ（パーキンエルマ
ー社製）にて行った。測定波長は、励起波長：４８０ｎｍ、蛍光波長：５２０ｎｍにて実
施した。
【０２１０】
　蛍光測定は、ハイブリダイズした際の蛍光測定は、６０℃で実施した。また、リファレ
ンスとして完全にプローブからデバイブリする温度（９５℃）の蛍光強度を測定し、下式
より蛍光消光率を求めた。
　蛍光消光率（％）＝（１－（Ｆ６０／Ｆ９５）／（Ｆ６０プローブのみ／Ｆ９５プロー
ブのみ））×１００
　　Ｆ６０：ターゲット遺伝子存在下での６０℃の蛍光強度値
　　Ｆ９５：ターゲット遺伝子存在下での９５℃の蛍光強度値
　　Ｆ６０プローブのみ：ターゲット遺伝子非存在下での６０℃の蛍光強度値
　　Ｆ９５プローブのみ：ターゲット遺伝子非存在下での９５℃の蛍光強度値
【０２１１】
（３）実験結果および考察
　実験結果を図１０として示す。標的遺伝子および内部標準遺伝子のトータル量が、プロ
ーブ添加量と等量の場合（４００ｎＭ）とプローブ添加量より多い場合（８００ｎＭ）は
、それぞれの検量線が一致した。これは、プローブ量が、トータル遺伝子量以下である場
合、あるＢＯＤＩＰＹ消光率が得られた際に、導かれる遺伝子構成比は、トータル遺伝子
量に関わらず同じであることを示している。よって、プローブ量がトータル遺伝子量以下
である場合、ＢＯＤＩＰＹ消光率から、遺伝子構成比が正確に定量可能であることが示さ
れた。しかしながら、プローブ量がトータル遺伝子量より多い場合（２００ｎＭ）の検量
線と、プローブ量がトータル遺伝子量以下の場合の検量線とは、一致しなかった。これは
、トータル遺伝子量が２００ｎＭの場合、プローブ添加量は４００ｎＭであることから、
ハイブリダイズしていないプローブが２００ｎＭ存在するため、トータル遺伝子量が４０
０ｎＭ、８００ｎＭの場合と比較して、蛍光消光が約半分になるためである。
　なお、トータル遺伝子量（標的核酸の濃度）がプローブ量より少ない場合は、検量線の
不一致を解決するには、プローブの濃度を種々変えて測定するのが好適である。
【０２１２】
＜実施例６＞
　二重標識核酸プローブ及び内部標準核酸からなる新規混合物を用いた遺伝子定量法（そ
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の２）
　実施例５に記載した方法においても、プローブの量を種々変化させることにより、標的
核酸を正確に測定できるが、本方法を用いるとプローブの量を種々変化させなくとも、よ
り好適に測定できるようになる。
（１）実験方法
　標的核酸および内部標準核酸と完全相補的であり、蛍光標識部位に対応する塩基（蛍光
標識塩基に対応する塩基を１とする）から１塩基乃至３塩基の範囲内のＧの数を、標的核
酸と内部標準核酸の間で変化させることによって、蛍光強度が変化するタイプの二重標識
核酸プローブ（図１１）を用い、前述の二重標識核酸プローブ（Ｃ又はＧ自身の部位に標
識されたプローブ）を用いた場合と同様、標的核酸の存在比を求めことが可能であるか検
討した。
【０２１３】
　以下に、詳細な実験条件を示す。
（２）実験条件
・標的遺伝子および内部標準遺伝子
　標的遺伝子および内部標準遺伝子：オリゴＤＮＡを用いた。
　オリゴ合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造。
　標的遺伝子の配列（下線がプローブとハイブリダイズする配列）
　　５’－ＴＡＡＴＧＡＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＴＧＧＴ－３’
　内部標準遺伝子の配列（下線がプローブとハイブリダイズする配列）
　　５’－ＴＧＧＴＡＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＧＴＡＡＴ－３’
　内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度：２００ｎＭ、４００ｎＭ、
８００ｎＭ（標的：内部標準＝９：１、３：１、１：１、１：３、１：９）
【０２１４】
・二重標識核酸プローブ
　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ－５’ＡＣＴＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣＡ
３’－ＴＡＭＲＡ
　終濃度：４００ｎＭ
　なお、使用した蛍光色素および委託製造先等は、実施例５と同様である。
【０２１５】
・使用装置、使用機器、測定条件、蛍光消光率の求め方、バッファー等は、実施例５と同
様である。
【０２１６】
　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬは、標的遺伝子とハイブリダイズした際に、蛍光標識末端塩基の近
傍にＧが存在するため、著しく蛍光消光する。しかし、内部標準遺伝子とハイブリダイズ
した場合は、近傍にＧが存在しないため蛍光消光は発生しない。
　一方、ＴＡＭＲＡは、内部標準遺伝子とハイブリダイズした際に、蛍光標識末端塩基の
近傍にＧが存在するため、内部標準遺伝子とハイブリダイズした際に著しく蛍光消光する
。よって、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬの蛍光消光率とＴＡＭＲＡの蛍光消光率との比は、標的遺
伝子と内部標準遺伝子との比と高い相関があると考えられる。
【０２１７】
（３）実験結果および考察
実験結果を図１２として示す。本グラフから、トータル遺伝子量の違いに関わらず、ＢＯ
ＤＩＰＹ　ＦＬの蛍光消光率とＴＡＭＲＡの蛍光消光率との比と、標的遺伝子／内部標準
遺伝子の構成比との間には高い相関があることが確認された。本結果より、本タイプの二
重標識核酸プローブを用いた手法は、プローブに対してトータル遺伝子量が大きい場合も
、小さい場合も、正確に標的遺伝子を定量可能であることが示唆された。
【０２１８】
＜実施例７＞
　二重標識核酸プローブ及び内部標準核酸からなる新規混合物を用いた遺伝子定量法（そ
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の３）
（１）実験方法
　蛍光標識した２部位のうち、一方の部位に標識した蛍光色素においては、標的核酸及び
内部標準核酸のどちらがハイブリダイズしても同程度の蛍光キャラクター変化量が得られ
るが、他方に標識した蛍光色素においては、標的核酸とハイブリダイズした際の蛍光キャ
ラクター変化量と、内部標準核酸とハイブリダイズした際の蛍光キャラクター変化量とに
差が生じるタイプの二重標識核酸プローブ（図１３）を用いることでも、前述の二重標識
核酸プローブを用いた場合と同様、標的核酸の存在比を求めことが可能であるか検討した
。
【０２１９】
　以下に、詳細な実験条件を示す。
（２）実験条件
・標的遺伝子および内部標準遺伝子
　標的遺伝子および内部標準遺伝子：オリゴＤＮＡを用いた。
　オリゴ合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造。
　標的遺伝子の配列（下線がプローブとハイブリダイズする配列）
　　５’－ＴＡＡＧＧＡＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＴＧＧＴ－３’
　内部標準遺伝子の配列（下線がプローブとハイブリダイズする配列）
　　５’－ＴＡＡＧＡＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＧＴＡＡＴ－３’
内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度：２００ｎＭ、４００ｎＭ、８
００ｎＭ（標的：内部標準＝９：１、３：１、１：１、１：３、１：９）
【０２２０】
　二重標識核酸プローブの配列と構造
　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ－５’ＡＣＴＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣＣ
３’－ＴＡＭＲＡ
　終濃度：４００ｎＭ
　なお、使用した蛍光色素は、実施例５と同様である。
【０２２１】
・使用装置、使用機器、測定条件、蛍光消光率の求め方、バッファー等は、実施例５と同
様である。
【０２２２】
　上記の二重標識プローブの５’末端に標識したＢＯＤＩＰＹ　ＦＬは、標的遺伝子とハ
イブリダイズした際に、蛍光標識末端塩基の近傍にＧが存在するため、著しく蛍光消光す
る。しかし、内部標準遺伝子とハイブリダイズした場合は、近傍にＧが存在しないため蛍
光消光は発生しない。よって、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬの蛍光消光率は、標的遺伝子の存在比
と高い相関があると考えられる。そして、ハイブリダイズしたプローブの割合が既知であ
れば、ハイブリダイズした全プローブのうち、標的遺伝子（あるいは内部標準遺伝子）に
ハイブリダイズしたプローブの割合を求めることが可能となる。以下、例を挙げて説明す
る。実サンプルにおける標的核酸と内部標準核酸とで消光の差がある蛍光色素の消光率が
４０％であり、差のない色素のものに基づいて、添加した全プローブの半分がハイブリダ
イズしたと計算されたとき、ハイブリダイズしたプローブだけに注目した場合、ハイブリ
ダイズしたプローブの８０％が消光したこととなる。ここで用いたプローブは、標的遺伝
子にハイブリダイズしたときに、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬの蛍光が完全に消えるプローブであ
るとすると、実サンプルにおける消光率（４０％）から、ハイブリダイズしたプローブの
うち、８０％が標的遺伝子にハイブリダイズしたと計算できる。このように、ハイブリダ
イズしたプローブの割合と、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬの消光率が明らかとなれば、標的遺伝子
・内部標準遺伝子間の構成比を定量可能である。
【０２２３】
　二重標識プローブの３’末端に標識したＴＡＭＲＡは、標識遺伝子、内部標準遺伝子と
もに、蛍光標識末端塩基の相補的な位置にＧが存在するため、標識遺伝子にハイブリダイ
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ズした場合も、内部標準遺伝子にハイブリダイズした場合も同じように消光する。このた
め、ＴＡＭＲＡの消光率は、ハイブリダイズしたプローブの割合を示すこととなる。
　前述したように、ハイブリダイズしたプローブの割合が既知であれば、遺伝子の構成比
を定量可能になると考えられる。よって、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬの消光率をＴＡＭＲＡの消
光率で補正することにより、トータル遺伝子量の大小にかかわらず、標的遺伝子の定量が
可能になるものと考えられる。
【０２２４】
（３）実験結果および考察
　実験結果を図１４として示す。図１４Ａは、ＢＯＤＩＰＹの蛍光消光率と、標的遺伝子
存在比との相関を示した。この図から、トータル遺伝子量の違いによって検量線が異なる
ことが分かる。この結果は、標的遺伝子の存在比が同じであっても、トータル遺伝子量が
変化すれば、ＢＯＤＩＰＹの蛍光消光率も変化することを示している。このことから、Ｂ
ＯＤＩＰＹ蛍光消光率では、標的遺伝子の存在比を定量不可能であることが明らかとなっ
た。一方、ＢＯＤＩＰＹの蛍光消光率を、ハイブリダイズしたプローブの割合を示すＴＡ
ＭＲＡの蛍光消光率で割った値（ＢＯＤＩＰＹ蛍光消光率／ＴＡＭＲＡ蛍光消光率）は、
トータル遺伝子量の違いに関わらず、それらの関係式がほぼ一致していることがわかる（
図１４Ｂ）。つまり、ＢＯＤＩＰＹ蛍光消光率／ＴＡＭＲＡ蛍光消光率は、トータル遺伝
子量に依存せず、標的遺伝子の存在比にのみに依存し変化することが確認された。以上の
結果より、本タイプの二重標識核酸プローブを用いた手法は、トータル遺伝子量が大小に
関わらず、標的遺伝子の存在比を正確に定量可能であることが示唆された。
【０２２５】
　本法において使用するプローブは、（１）一方に標識した色素の蛍光量が、標的遺伝子
にハイブリダイズしたときと内部標準遺伝子にハイブリダイズしたときとで異なる、（２
）他方に標識した色素においては、標的核酸及び内部標準核酸のどちらがハイブリダイズ
しても同程度の蛍光変化量（消光でもよく、発蛍光でもよい）が得られる、という特徴を
有するプローブであれば良く、この性質を有するプローブであれば、上記と同様の原理で
標的遺伝子を定量可能である。また、使用する蛍光色素は、ハイブリダイゼーションによ
り、蛍光キャラクターが変化する色素であれば良く、そのような性質を有する色素であれ
ば特に限定されない。
【０２２６】
＜実施例８＞
　蛍光測定値から標的核酸濃度を正確に計算する方法（その１）。
　これまでに示した実施例において使用したプローブは、標的遺伝子と内部標準遺伝子に
うち、一方の遺伝子に結合したときに色素の発する蛍光量が変化した（主に蛍光消光）と
すると、他方の遺伝子に結合したときの蛍光は、結合していないプローブの蛍光と同じに
なるものを用いた（実施例７を除く）。つまり、プローブが存在する状態としては、標的
遺伝子と結合した状態、内部標準遺伝子と結合した状態、結合していない状態の三通り存
在するが、色素１分子毎の蛍光量に着目すると、蛍光量が異なるプローブは２通りしか存
在しなかった（図１５参照）。しかしながら、標的遺伝子と結合した状態、内部標準遺伝
子と結合した状態、結合していない状態で、それぞれ蛍光量が異なるプローブが存在する
ことが分かってきた（図１５参照）。このタイプのプローブを用いた反応系の場合、蛍光
量が異なるプローブが三通り存在することになるため、これまでの実施例ように、単純な
計算式で標的遺伝子を定量することは困難であると考えられる。そこで、標的遺伝子と結
合した状態、内部標準遺伝子と結合した状態、結合していない状態でそれぞれ蛍光量が異
なるプローブを使用することを前提とした計算方法を考案したので、以下説明する。
【０２２７】
＜計算式（その１）＞
　一方の蛍光部位に標識した色素の蛍光強度が、標的遺伝子と結合した際に著しく減少し
、他方の蛍光部位に標識した色素の蛍光強度が、内部標識遺伝子と結合した際に減少する
タイプの二重標識プローブを用いた場合の計算式を以下に示した。その内容を詳細に説明
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する。
本計算式で使用する定数を以下に定義する。
ｙ：ハイブリしたプローブの割合
１－ｙ：ハイブリしていないプローブの割合
ｘ：標的遺伝子の割合
１－ｘ：内部標準遺伝子の割合
【０２２８】
Ａ：非結合プローブにおける色素Ａの蛍光強度に対する、実サンプルにおける色素Ａの蛍
光強度の割合
ａ：非結合プローブにおける色素Ａの蛍光強度に対する、１００％標的遺伝子に結合した
場合の蛍光強度の割合
ａ’：非結合プローブにおける色素Ａの蛍光強度に対する、１００％内部標準遺伝子に結
合した場合の蛍光強度の割合
Ｂ：非結合プローブにおける色素Ｂの蛍光強度に対する、実サンプルにおける色素Ｂの蛍
光強度の割合
ｂ：非結合プローブにおける色素Ｂの蛍光強度に対する、１００％標的遺伝子に結合した
場合の蛍光強度の割合
ｂ’：非結合プローブにおける色素Ｂの蛍光強度に対する、１００％内部標準遺伝子に結
合した場合の蛍光強度の割合
【０２２９】
　実サンプルにおける色素Ａの蛍光強度割合（Ａ）は、以下のように表される。
　Ａ＝（１－ｙ）＋ａｘｙ＋（１－ｘ）ａ’ｙ＝１－ｙ＋ａｘｙ＋ａ’ｙ－ａ’ｘｙ　　
（１）
（１）を変形させると、ハイブリダイズしたプローブの割合（ｙ）は、以下のように表す
ことが出来る。
　ｙ＝（１－Ａ）／（ａ’ｘ－ａｘ＋１－ａ’）　　（２）
　一方、実サンプルにおける色素Ｂの蛍光強度（Ｂ）は、以下のように表される。
　Ｂ＝（１－ｙ）＋（１－ｘ）ｂｙ＋ｂ’ｘｙ＝１－ｙ－ｂｘｙ＋ｂｙ＋ｂ’ｘｙ　　（
３）
（３）を変形させると、ハイブリダイズしたプローブの割合（ｙ）は、以下のように表す
ことが出来る。
　ｙ＝（１－Ｂ）／（ｂ’ｘ－ｂｘ＋１－ｂ’）　　（４）
（２）式に、（４）式を代入すると、以下のようになり、
　（１－Ａ）／（ａ’ｘ－ａｘ＋１－ａ’）＝（１－Ｂ）／（ｂ’ｘ－ｂｘ＋１－ｂ’）
　　（５）
（５）式を変形すると、（６）式に変形することが出来る。
　ｘ＝（－ａ’－Ｂ＋Ｂａ’＋ｂ’＋Ａ－Ａｂ’）／（ｂ’－ｂ－Ａｂ’＋Ａｂ－ａ’＋
ａ＋Ｂａ’－Ｂａ）　　（６）
ｘ以外は全て実験的に求めることが可能であるので、（６）により標的遺伝子の割合を算
出することが可能であると考えられる。
【０２３０】
　以下に、詳細な実験条件を示す。
　実験は、（１）検量線を作成し、本検量線から標的遺伝子構成比を定量する方法、（２
）前述の計算式で、標的遺伝子構成比を定量する方法、以上、２通りの定量法により、模
擬的に作成した試料（以下、単に模擬試料と呼ぶ）における標的遺伝子構成比を定量し、
本結果より、２つの定量方法を比較、評価した。
【０２３１】
（２）実験条件
＜標的遺伝子および内部標準遺伝子＞
・標的遺伝子および内部標準遺伝子：オリゴＤＮＡを用いた。
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・オリゴ合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造
・標的遺伝子の配列（下線がプローブとハイブリダイズする配列）
　　５’－ＡＡＴＴＣＧＴＡＣＣＡＡＣＴＡＴＣＣＴＣＧＴＣＧＴＣＡＧＣＴＡＴＧ－３
’
・内部標準遺伝子の配列（下線がプローブとハイブリダイズする配列）
　　５’－ＧＡＴＴＣＧＴＡＣＣＡＡＣＴＡＴＣＣＴＣＧＴＣＧＴＣＡＧＣＴＡＴＡ－３
’
・消光率測定時の標的遺伝子および内部標準遺伝子の添加量
　標的遺伝子：８００ｎＭ
　内部標準遺伝子：８００ｎＭ
・内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度（検量線）
８００ｎＭ（標的：内部標準＝９：１、３：１、１：１、１：３、１：９）
・内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度（模擬試料）
２００ｎＭ、８００ｎＭ（標的：内部標準遺伝子＝４：１）
【０２３２】
・二重標識核酸プローブの配列と構造
　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ－５’ＣＡＴＡＧＣＴＧＡＣＧＡＣＧＡＧＧＡＴＡＧＴＴＧＧＴＡ
ＣＧＡＡＴＣ３’－ＴＡＭＲＡ
　なお、使用した蛍光色素は、実施例６と同様である。プローブ終濃度は４００ｎＭであ
る。
　その他の条件（バッファー、使用装置、使用機器、測定条件等）は、これまでの実施例
７と同様である。
【０２３３】
（３）結果と考察
＜プローブ消光率の測定＞
　まず、本実施例で使用したプローブについて、標的遺伝子と結合した状態、内部標準遺
伝子と結合した状態、結合していない状態の消光率を測定した。なお、ＢＯＤＩＰＹ　Ｆ
Ｌの蛍光消光率については、内部標準遺伝子を添加した実験系を基準（消光率＝０％）と
して、その他の消光率を算出し、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬの蛍光消光率については、標的遺伝
子を添加した実験系を基準（消光率＝０％）として、その他の消光率を算出した。その結
果を下の表に示す。この表から分かるように、遺伝子を添加していない系（遺伝子非添加
）の蛍光消光率は、両色素ともに、０％ではないことが分かる。これは、本プローブが、
蛍光標識した塩基と相補的位置にＧの存在しない遺伝子（ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬの場合は内
部標準遺伝子で、ＴＡＭＲＡの場合は標的遺伝子）と結合した場合も、プローブに標識し
た色素の発する蛍光量が変化したことを示している。以上より、本実施例で使用するプロ
ーブは、標的遺伝子と結合した状態、内部標準遺伝子と結合した状態、結合していない状
態で、その蛍光量が変化することが明らかとなった。
【０２３４】
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【表４】

【０２３５】
＜標的遺伝子存在比の定量＞
　検量線を下図に示す。この検量線から分かるように、標的遺伝子存在比と消光率比の間
に、高い相関が認められた。本検量線で得られた関係式から、模擬試料における標的遺伝
子の存在比を定量した。
【０２３６】
　その定量結果を下表に示す。この結果より、模擬試料におけるトータル遺伝子量が８０
０ｎＭの場合、標的遺伝子存在比の定量値は、理論値（模擬試料における標的遺伝子：内
部標準遺伝子は４：１であるので、理論値は４．０となる。）近く、正確な定量値が得ら
れた事が分かる。しかしながら、トータル遺伝子量が２００ｎＭの場合、得られた標的遺
伝子存在比は、理論値の約半分であった。以上の結果より、プローブ量がトータル遺伝子
量より少ない場合、非結合プローブの蛍光量、標的遺伝子と結合した時のプローブの蛍光
量、内部標準遺伝子と結合した時のプローブの蛍光量がそれぞれ異なるプローブでは、正
確に遺伝子構成比を定量出来ないことが示された。
【０２３７】
【表５】

【０２３８】
　本実施例におけるプローブの添加量は４００ｎＭであるため、トータル遺伝子量が２０
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０ｎＭの場合、添加プローブの半分は結合しない。本実施例で使用したプローブの場合、
非結合プローブの蛍光量、標的遺伝子と結合した時のプローブの蛍光量、内部標準遺伝子
と結合した時のプローブの蛍光量は、それぞれ異なる。このため、トータル遺伝子量がプ
ローブ量より少ない場合、各色素の蛍光変化量は、内部標準遺伝子に結合した際の蛍光変
化量と、標的遺伝子に結合した際の蛍光変化量の両方に由来することとなる（非結合プロ
ーブの蛍光を基準とした場合）。つまり、各色素の蛍光変化は、標的遺伝子と内部標準遺
伝子の両方に影響を受けることとなる。このため、蛍光変化量の比は、遺伝子構成比を反
映せず、その結果、正確な定量値が得られなかったと考えられる。一方、トータル遺伝子
量が８００ｎＭの場合、プローブは、標的遺伝子と内部標準遺伝子のどちらかに結合し、
非結合プローブは存在しない。このため、蛍光変化量は、一方の遺伝子のみに由来する。
よって、蛍光変化量の比は遺伝子構成比を正確に反映することとなり、正確な定量値が得
られたと考えられる。
【０２３９】
　前述した計算式を用いて、遺伝子構成比を定量した結果を、下の表に示す。蛍光測定値
は、検量線による定量で用いた測定値であるが、非結合プローブの蛍光量を１としたとき
の蛍光量に変換し、計算式に代入した。この表から、トータル遺伝子量が、プローブ添加
量よりも少ない場合も多い場合と同様、正確に遺伝子構成比（標的遺伝子／内部標準遺伝
子）を定量可能であった事が分かる。以上より、前述した関係式により、トータル遺伝子
量によらず遺伝子構成比を定量可能であることが明らかとなった。
【０２４０】
【表６】

【０２４１】
＜実施例９＞
　消光物質若しくは消光物質標識プローブを含有する本発明の新規混合物を用いて標的核
酸を測定した例。
　トータル遺伝子量が、プローブ添加量よりも大幅に少ない場合、標的遺伝子および内部
標準遺伝子に結合した際のプローブの蛍光変化量が少なくなり、標的遺伝子量を正確に定
量出来ないことが予想された（図１７Ａ参照）。しかしながら、非結合プローブが発する
蛍光を消光させることができれば、ハイブリダイズしたプローブに由来する蛍光変化量を
正確に測定でき、その結果、プローブ添加量よりもトータル遺伝子量が大幅に少ない場合
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においても、標的遺伝子の定量が可能となることが予想された（図１７Ｂ参照）。この目
的を達成するため、蛍光消光物質で標識したプローブ（消光物質標識プローブと呼ぶ）を
、用いることが有効であると考えられた。消光物質標識プローブの好適な使用条件として
、（１）消光物質標識プローブは、標的核酸プローブにハイブリダイズする、（２）消光
物質標識プローブと標的核酸プローブがハイブリダイズした際に、標的核酸プローブに標
識した色素の近傍に消光物質標識プローブの消光物質が位置する、（３）標的核酸プロー
ブ・消光物質標識プローブ間の解離温度が、標的核酸プローブ・標的遺伝子間および、標
的核酸プローブ・内部標準遺伝子間の解離温度よりも低い、以上３つの条件を挙げること
ができる。更に、好適な適用例を図１７Ｂとして示す。消光物質標識プローブは、（１）
二重標識プローブと相補的な配列を有している、（２）二重標識プローブとハイブリダイ
ズした際、蛍光標識した塩基と相補的な塩基が消光物質で標識されている。（３）消光物
質標識プローブは、標的核酸プローブよりも短いものを２本使用し、それぞれは標的核酸
プローブの異なる領域に重ならないようにハイブリダイズする、という特性を有している
。
　（１）、（２）、（３）の特性によって、二重標識核酸プローブの内部標準遺伝子およ
び標的遺伝子へのハイブリダイゼーションを阻害することなく、二重標識核酸プローブの
蛍光を効果的に消光させることができる。
【０２４２】
（１）実験方法
　実験は、消光物質標識核酸プローブを添加した系と、添加しない系の２通りの実験を行
い、その模擬試料における標的遺伝子存在比の定量値を比較することで、消光物質標識核
酸プローブの効果を評価した。標的遺伝子存在比の定量は、実施例８の計算式で行った。
　前述の実験の前に、二重標識核酸プローブが、標的遺伝子および内部標準遺伝子のみに
十分にハイブリダイズするが、消光物質標識核酸プローブとはハイブリダイズしない温度
域と、二重標識核酸プローブが、標的遺伝子、内部標準遺伝子および消光物質標識核酸プ
ローブに十分にハイブリダイズする温度域を予め特定した。その温度域は、前記が５５～
６０℃付近で、後記が４０℃以下であった。この結果を基に、確認実験では、温度を、９
５℃、５７℃、３５℃の順で変更し、それぞれの温度で１分間保持した。５７℃に保持す
る目的は、二重標識核酸プローブを標的遺伝子および内部標準遺伝子のみにハイブリダイ
ズさせるためである。その後に、３５℃に保持することにより、結合しなかった二重標識
核酸プローブを、消光物質標識核酸プローブとハイブリダイズさせ、二重標識核酸プロー
ブの蛍光を消光させた。
【０２４３】
　その他の条件（バッファー、使用装置、使用機器等）は、実施例８と同様である。
（２）実験条件
＜標的遺伝子および内部標準遺伝子＞
・標的遺伝子、内部標準遺伝子および二重標識核酸プローブ
実施例８と同じものを使用した。
・消光物質標識核酸プローブ
消光物質としてはＤＡＢＣＹＬ（グレンリサーチ、米国）を使用した。配列を以下に示す
。
消光物質標識核酸プローブＡ：５’ＣＴＣＧＴＣＧＴＣＡＧＣＴＡＴＧＧ３’－ＤＡＢＣ
ＹＬ
消光物質標識核酸プローブＢ：ＤＡＢＣＹＬ－５’ＧＧＡＴＴＣＧＴＡＣＣＡＡＣＴＡＴ
Ｃ
（下線は、二重標識核酸プローブと結合する領域を示す。）
上記の合成：エスペックオリゴサービス株式会社による委託製造
・模擬試料における内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度
　２０ｎＭ、４０ｎＭ、８０ｎＭ（標的：内部標準＝４：１）
・二重標識核酸プローブの終濃度：４００ｎＭ
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・消光物質標識核酸プローブの終濃度：８００ｎＭ
【０２４４】
（３）結果と考察
下表に消光物質標識核酸プローブを添加していない系における遺伝子構成比の定量結果を
示す。この結果から明らかなように、トータル遺伝子量が低下するにしたがい、模擬試料
における蛍光強度割合（ＡおよびＢ）が、非結合プローブの蛍光強度割合に近づいており
、蛍光の変化量が減少することが分かる。その結果、トータル遺伝子量が低下するにした
がい、模擬試料における遺伝子構成比の定量値は、理論値からずれる結果となった。
【０２４５】
【表７】

【０２４６】
　下表に消光物質標識核酸プローブを添加した系における遺伝子構成比の定量結果を示す
。この系においても、トータル遺伝子量が低下するにしたがい模擬試料における蛍光強度
割合（ＡおよびＢ）が低下した。しかしながら、トータル遺伝子量が最も低い２０ｎＭの
系においても、非結合プローブの蛍光に対して、約１．５～２．０倍の蛍光変化が見られ
た。その結果、トータル遺伝子量が低下しても、模擬試料における遺伝子構成比の定量値
は、理論値にほぼ近い値が得られた。以上の結果より、消光物質標識核酸プローブを添加
し、非結合プローブの蛍光を減少させることによって、トータル遺伝子量が少ない場合も
、遺伝子構成比を正確に定量でき、その結果、標的遺伝子量を正確に定量できることが明
らかとなった。
【０２４７】
　消光物質標識核酸プローブは、非結合プローブの蛍光を消光させることによって、標的
遺伝子および内部標準遺伝子にハイブリダイズしたプローブに由来する蛍光を正確に測定
することが可能となる。このため、消光物質標識核酸プローブは、本出願において示した
全ての標的核酸プローブ（内部標準核酸プローブおよび二重標識核酸プローブを含む）及
び、これらプローブを用いた測定法に有効である。
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　また、遺伝子増幅法により増幅された産物を対象とした場合も、消光物質標識核酸プロ
ーブは前述と同様の理由で有効である。その場合、消光物質標識核酸プローブが、プライ
マーとして機能することを防止するため、３’末端が標識されていない消光物質標識核酸
プローブの場合は、３’末端をリン酸化する等の処理を行っておく必要性がある（但し、
遺伝子増幅後、標的核酸プローブ（内部標準核酸プローブおよび二重標識核酸プローブを
含む）及び消光物質標識核酸プローブを添加し、標的遺伝子構成比を定量する場合は、そ
の限りではない。）。
【０２４８】
【表８】

【０２４９】
＜実施例１０＞
　エキソヌクレアーゼを含有してなる本発明の新規混合物を用いて標的核酸を測定した方
法
　標的核酸プローブと内部標準核酸プローブを用いる新たな手法に関する実施例を以下に
示す。本手法においては、標的核酸プローブと内部標準核酸プローブとともに、エキソヌ
クレアーゼ活性を有する酵素（以下、単にエキソヌクレアーゼと呼ぶ）を併用する。その
好適な例を、図１８に示す。ここでは、３’→５’エキソヌクレアーゼの使用を前提とし
ている。
【０２５０】
　本手法においては、蛍光色素と消光物質で２重標識された標的核酸プローブおよび内部
標準プローブを使用する。標的核酸プローブおよび内部標準プローに標識する蛍光色素は
、それぞれ異なる蛍光色素を使用するのが、より好適である。また、３’→５’エキソヌ
クレアーゼを使用する場合、蛍光標識する部位は、３’末端部位が好適であり、消光物質
標識する部位は、蛍光標識した部位と異なることが好適である。核酸プローブは、一方の
遺伝子にハイブリダイズした際、蛍光標識した当該プローブの３’末端塩基が、少なくと
も非相補的であり、他方の遺伝子にハイブリダイズした際、蛍光標識した当該プローブの
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３’末端塩基が、少なくとも相補的となるように設計する。（図１８）においては、標的
核酸プローブは、標的遺伝子にハイブリダイズした際、蛍光標識した当該プローブの３’
末端塩基が、少なくとも非相補的であり、内部標準遺伝子にハイブリダイズした際、蛍光
標識した当該プローブの３’末端塩基が、少なくとも相補的となるように設計してある。
一方、内部標準核酸プローブは、内部標準核酸にハイブリダイズした際、蛍光標識した当
該プローブの３’末端塩基が、少なくとも非相補的であり、標的核酸にハイブリダイズし
た際、蛍光標識した当該プローブの３’末端塩基が、少なくとも相補的となるように設計
してある。）。上記の特徴を有する標的核酸プローブおよび内部標準核酸プローブは、こ
れらプローブが完全な状態であれば、プローブ分子内に標識された消光物質の影響により
、標識蛍光色素の蛍光は消光されている。しかしながら、３’末端にミスマッチが存在す
ると、その３’末端塩基を切断するという特徴を有する３’→５’エキソヌクレアーゼの
存在下で、標的核酸および内部標準核酸にハイブリダイズさせると、３’末端にミスマッ
チが存在する場合のみ、３’→５’エキソヌクレアーゼがこのミスマッチを認識して、プ
ローブを切断する。従って、各プローブは、標的核酸か内部標準遺伝子のうち、どちらか
一方にハイブリダイズした際に、特異的に蛍光を発することとなる（図１８）においては
、標的核酸プローブは、標的遺伝子にハイブリダイズした時にのみ、切断され蛍光を発し
、内部標準核酸プローブは、内部標準遺伝子にハイブリダイズした時にのみ、切断され蛍
光を発する。）。また、標的核酸プローブと標的遺伝子の塩基対の数と、標的核酸プロー
ブと内部標準遺伝子の塩基対の数の違いは、１塩基のみであり、その１塩基も標的核酸プ
ローブの末端塩基であるので、標的核酸プローブは、標的遺伝子と内部標準核酸プローブ
をほぼ区別せず、ハイブリダイズするものと考えられる（これは、内部標準核酸プローブ
についても同様である。）。このため、各プローブ由来の蛍光値（あるいは発蛍光量）の
比は、標的遺伝子・内部標準遺伝子間の遺伝子構成比をほぼ正確に反映する。したがって
、本法によっても標的遺伝子の定量が可能となるものと考えられる。
【０２５１】
（１）実験方法
　前述の標的核酸プローブ、内部標準核酸プローブおよび３’→５’エキソヌクレアーゼ
を用いて、その標的遺伝子と内部標準遺伝子との存在比を求めことが可能であるか検討し
た。実験では、標的遺伝子と内部標準遺伝子との存在比を変化させたＤＮＡ溶液を作成し
、そこに標的核酸プローブ、内部標準核酸プローブおよび３’→５’エキソヌクレアーゼ
を添加後、一定時間反応させた後、蛍光測定を実施した。蛍光測定は、９５℃で実施した
。そして各プローブ由来の発蛍光量の比と、標的遺伝子と内部標準遺伝子の構成比との関
係を調べ、この関係式から、遺伝子構成比が定量可能であるか検討した。
　以下に、詳細な実験条件を示す。
【０２５２】
（２）実験条件
・標的遺伝子および内部標準遺伝子
　標的遺伝子および内部標準遺伝子：オリゴＤＮＡを用いた。
　オリゴ合成：エスペックオリゴサービス株式会社（つくば）による委託製造。
　標的遺伝子の配列：５’ＴＴＧＴＣＣＧＧＡＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＧＡＧ３’
　内部標準遺伝子の配列：５’ＡＴＧＴＣＣＧＧＡＡＡＧＧＣＣＡＧＡＧＧＡＧ３’
　内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度：１００ｎＭ、８００ｎＭ（
標的：内部標準＝９：１、３：１、１：１、１：３、１：９）
【０２５３】
・標的核酸プローブ
　合成：エスペックオリゴサービス（株）による委託製造。
　配列：ＤＡＢＣＹＬ－５’ＣＴＣＣＴＣＴＧＧＣＣＴＴＴＣＣＧＧＡＣＡＴ３’－ＢＯ
ＤＩＰＹ　ＦＬ
　色素：ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ（これまで使用したものと同様）、標識部位：３’末端
　消光物質色素：ＤＡＢＣＹＬ（これまで使用したものと同様、標識部位：５’末端



(59) JP 4851188 B2 2012.1.11

10

20

30

40

50

　終濃度：２００ｎＭ
【０２５４】
・内部標準核酸プローブ
　合成：エスペックオリゴサービス（株）による委託製造。
　配列：ＤＡＢＣＹＬ－５’ＣＴＣＣＴＣＴＧＧＣＣＴＴＴＣＣＧＧＡＣＡＡ３’－ＴＡ
ＭＲＡ
　色素：ＴＡＭＲＡ（これまで使用したものと同様）、標識部位：３’末端
　昇汞物質色素：ＤＡＢＣＹＬ（これまで使用したものと同様、標識部位：５’末端
　終濃度：２００ｎＭ
・３’→５’エキソヌクレアーゼ：ＴａＫａＲａ　ＬＡ　Ｔａｑ（タカラバイオ）
・バッファー：ＴａＫａＲａ　ＬＡ　Ｔａｑに付属のバッファーを使用した。
・反応時間：１時間
【０２５５】
（３）結果と考察
　蛍光測定値の比と遺伝子構成比との関係を図１９に示した。この図より、トータル遺伝
子量に関わらず蛍光変化量の比と遺伝子構成比との間に高い相関のあることが確認された
。このことより、本手法は遺伝子構成比を正確に測定可能であり、標的遺伝子の定量に利
用可能であることが明らかとなった。ＰＣＲ用耐熱性酵素は、３’→５’エキソヌクレア
ーゼ活性を有するものが数多く存在する。このため、ＰＣＲに本手法を適用すれば、新た
に３’→５’エキソヌクレアーゼ活性を有する酵素を添加する必要性がないため、より好
適に本法を実施可能である。
【０２５６】
　本実施例においては、３’→５’エキソヌクレアーゼ活性を使用した例について述べた
が、５’末端にミスマッチが存在すると、その５’末端塩基を切断するという特徴を有す
る５’→３’エキソヌクレアーゼを用いても、同様に標的遺伝子を定量可能である。その
場合、標的核酸プローブおよび内部標準核酸プローブの蛍光標識部位は５’末端塩基部位
とし、消光物質標識部位は３’末端塩基部位とするのが好適である。
【０２５７】
＜実施例１１＞
　蛍光測定値から正確に標的核酸を測定できる計算式（その２）
一方の部位に標識した色素については、標的遺伝子にハイブリダイズした際の蛍光強度と
、内部標準遺伝子にハイブリダイズした際の蛍光強度に差が生じるが、他方の部位に標識
した色素については、標的遺伝子と内部標準遺伝子のどちらに結合しても、蛍光強度がほ
ぼ同じという特徴を有する二重標識核酸プローブと、消光物質標識プローブを併用した際
の実施例を以下に示す。図２０に、本法の好適な適用例の模式図を示した。二重標識核酸
プローブの一方の末端は、Ｇとの相互作用により消光するタイプの蛍光色素（色素Ａ）が
標識されている。これにより、プローブが標的核酸とハイブリダイズした際には、色素Ａ
の近傍にＧが存在するため消光するが、内部標準核酸とハイブリダイズした際には、色素
Ａの近傍にはＧは存在しないため消光しない。他方の末端は、基本的にどのような蛍光色
素でも良いが、標的核酸にハイブリダイズしたときの蛍光強度と、内部標準核酸にハイブ
リダイズしたときの蛍光強度が同じになるような色素で標識しておく。これにより、ハイ
ブリダイズしたプローブに標識した色素Ｂは、遺伝子の違いに影響を受けず、蛍光強度が
同じとなるため、非結合プローブの蛍光を消光物質標識プローブで消光させることにより
、色素Ｂの蛍光量から、ハイブリダイズしたプローブの割合を定量することが可能となる
。標識する色素としては、蛍光強度が塩基配列等の影響を受けにくい蛍光色素（色素Ｂ）
で標識することが好適である。更には、蛍光強度がＧの影響を受けにくい蛍光色素で標識
するのがより好適である。Ｇの影響を受ける色素を用いた場合、色素Ｂの発する蛍光強度
をできるだけ強くさせるため、プローブがハイブリダイズする領域は、色素Ｂの近傍にＧ
が少ない領域を選択するのが好適である。このため、標的核酸と内部標準核酸の塩基配列
により、ある程度プローブ設計が制限される場合がある。一方、Ｇに影響を受けない色素
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を使用すれば、色素Ｂの近傍にＧが存在したとしても、蛍光が影響を受けないため、プロ
ーブ設計の自由度が高くなり、より好適である。
【０２５８】
　蛍光強度が塩基配列等の影響を受けにくい蛍光色素として、Ｃｙ系色素、Ａｌｅｘａ系
色素、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ等を挙げることができる。
【０２５９】
（１）実験方法
　実験は、模擬試料における標的遺伝子存在比の定量値を比較することで、消光物質標識
核酸プローブの効果を評価した。標的遺伝子存在比の定量は、下記に示す計算式を用いて
実施した。
　前述の実験の前に、二重標識核酸プローブが、標的遺伝子および内部標準遺伝子のみに
十分にハイブリダイズするが、消光物質標識核酸プローブとはハイブリダイズしない温度
域と、二重標識核酸プローブが、標的遺伝子、内部標準遺伝子および消光物質標識核酸プ
ローブに十分にハイブリダイズする温度域を予め特定した。その温度域は、前記が５２～
５７℃付近で、後記が３５℃以下であった。この結果を基に、確認実験では、温度を、９
５℃、５２℃、３０℃の順で変更し、それぞれの温度で１分間保持した。５２℃に保持す
る目的は、二重標識核酸プローブを標的遺伝子および内部標準遺伝子のみにハイブリダイ
ズさせるためである。その後に、３０℃に保持することにより、結合しなかった二重標識
核酸プローブを、消光物質標識核酸プローブとハイブリダイズさせ、二重標識核酸プロー
ブの蛍光を消光させた。
【０２６０】
＜計算式＞
　本実施例において遺伝子構成比を定量するための計算法を説明する。
　本計算式で使用する定数を以下に定義した。標的遺伝子に結合した際の蛍光強度と内部
標準遺伝子に結合した際の蛍光強度に差が生じるほうの色素を色素Ａとし、蛍光強度に差
が生じないほうの色素を色素Ｂとした。
ｙ：ハイブリしたプローブの割合
１－ｙ：ハイブリしていないプローブの割合
ｘ：標的遺伝子の割合
１－ｘ：内部標準遺伝子の割合
【０２６１】
Ａ：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色素
Ａの蛍光強度に対する、実サンプルにおける色素Ａの蛍光強度の割合
ａ：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色素
Ａの蛍光強度に対する、二重標識核酸プローブが標的遺伝子に１００％結合した場合の蛍
光強度の割合
ａ’：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色
素Ａの蛍光強度に対する、二重標識核酸プローブが内部標準遺伝子に１００％結合した場
合の蛍光強度の割合
Ｂ：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色素
Ｂの蛍光強度に対する、実サンプルにおける色素Ｂの蛍光強度の割合
ｂ：二重標識核酸プローブが、消光物質標識核酸プローブと１００％結合した場合の色素
Ｂの蛍光強度に対する、二重標識核酸プローブが標的遺伝子および内部標準遺伝子に１０
０％結合した場合の蛍光強度の割合
【０２６２】
　実施例９で示したように、実サンプルにおける色素Ａの蛍光強度割合（Ａ）は、以下の
ように表される。
　Ａ＝（１－ｙ）＋ａｘｙ＋（１－ｘ）ａ’ｙ＝１－ｙ＋ａｘｙ＋ａ’ｙ－ａ’ｘｙ　　
（１）
（１）を変形させると、標的遺伝子の割合（ｘ）は、以下のように表すことが出来る。
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　ｘ＝（１－ｙ－Ａ＋ａ’ｙ）／（ａ’ｙ－ａｙ）　　（２）
　一方、実サンプルにおける色素Ｂの蛍光強度（Ｂ）は、以下のように表される。
　Ｂ＝ｂｙ＋１－ｙ　　（３）
（３）を変形させると、ハイブリダイズしたプローブの割合（ｙ）は、以下のように表す
ことが出来る。
　ｙ＝（Ｂ－１）／（ｂ－１）　　（４）
（２）式に、（４）式を代入すると、以下のようになり、
　ｘ＝（１－（Ｂ－１）／（ｂ－１）－Ａ＋ａ’（Ｂ－１）／（ｂ－１））／（ａ’（Ｂ
－１）／（ｂ－１）－ａ（Ｂ－１）／（ｂ－１））＝（ｂ－Ｂ－Ａｂ＋Ａ＋ａ’Ｂ－ａ’
）／（ａ’Ｂ－ａ’－ａＢ＋ａ）　　（５）
（５）式は、ｘ以外は全て実験的に求めることが可能であるので、（５）により標的遺伝
子の割合を算出することが可能であると考えられる。
【０２６３】
（２）実験条件
・標的遺伝子および内部標準遺伝子
　実施例９と同様ものを用いた。
模擬試料における内部標準遺伝子と標的遺伝子を合わせたトータルの終濃度：２０ｎＭ、
４０ｎＭ、８０ｎＭ（標的：内部標準＝４：１）
・二重標識核酸プローブの配列と構造
　ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ－５’ＡＣＴＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣＣ
３’－Ｃｙ５
　終濃度：４００ｎＭ
　３’末端をＣｙ５標識した以外は、実施例６と同様である。
・消光物質標識核酸プローブ
　消光物質としてはＤＡＢＣＹＬ（グレンリサーチ、米国）を使用した。配列を以下に示
す。
消光物質標識核酸プローブＡ：５’ＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＡＧＴＧ３’－ＤＡＢＣＹＬ、
３’末端をＤＡＢＣＹＬ標識
消光物質標識核酸プローブＢ：ＤＡＢＣＹＬ－５’ＧＧＧＡＧＣＡＧＴＣＡＧＴＣＡ、５
’末端をＤＡＢＣＹＬ標識
（下線は、二重標識核酸プローブと結合する領域を示す。）
上記の合成：エスペックオリゴサービス株式会社による委託製造
消光物質標識核酸プローブの終濃度：８００ｎＭ
Ｃｙ５は、励起波長：６００ｎｍ、測定波長：６７０ｎｍで測定した。その他の条件（バ
ッファー、使用装置、使用機器等）は、実施例９と同様である。
【０２６４】
（３）結果と考察
　下表に遺伝子構成比の定量結果を示す。この系においても、トータル遺伝子量が低下す
るにしたがい模擬試料におけるＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ蛍光強度割合（ＡおよびＢ）が低下し
た。しかしながら、トータル遺伝子量が最も低い２０ｎＭの系においても、模擬試料にお
ける遺伝子構成比の定量値は、理論値にほぼ近い値が得られた。以上の結果より、消光物
質標識核酸プローブを添加し、非結合プローブの蛍光を減少させることによって、遺伝子
構成比を正確に定量でき、その結果、標的遺伝子量を正確に定量できることが明らかとな
った。また、本実施例で示した計算方法も、遺伝子構成比の定量に有効であることが明ら
かとなった。
【０２６５】
　実施例９と同様、消光物質標識核酸プローブは、非結合プローブの蛍光を消光させるこ
とによって、標的遺伝子および内部標準遺伝子にハイブリダイズしたプローブに由来する
蛍光を正確に測定することが可能となる。このため、消光物質標識核酸プローブは、本出
願において示した全ての標的核酸プローブ（内部標準核酸プローブおよび二重標識核酸プ
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ローブを含む）及び、これらプローブを用いた測定法に有効である。
　また、遺伝子増幅法により増幅された産物を対象とした場合も、消光物質標識核酸プロ
ーブは前述と同様の理由で有効である。
【０２６６】
【表９】

【産業上の利用可能性】
【０２６７】
　本願の新規混合物を前記のような効果を生ずる核酸測定方法になる。それで本願発明は
、遺伝子工学、医薬、医療技術、農業技術、各種のバイオ技術の開発、廃棄物処理プラン
トにおける複合微生物の開発等に大いに貢献するものである。
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