
(57)【要約】
本発明は、特異的結合パートナーを用いての少なくとも３種の分析物の決定方法に向けら
れる。検出可能ラベルの組合せが、個々の結合パートナー分子がわずか１種の検出可能ラ
ベルにより結合されることを確証する結合パートナーに結合される。これは、有用なラベ
ルの範囲を制限しないことによって、使用される異なったラベルよりも多くの異なった分
析物の決定を可能にする。本発明はまた、キット、組成物及びそれらの使用にも関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 を 含 む か 、 又 は １ 又 は 複 数 の 前 記 分 析 物 を 含 む の で は な
い か と 推 測 さ れ る サ ン プ ル 、 及 び 少 な く と も ３ 種 の 異 な っ た 結 合 パ ー ト ナ ー の 混 合 物 を 、
前 記 分 析 物 へ の 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー の 特 異 的 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 供 給 し 、 こ こ で
－ 前 記 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 １ の パ ー ト ナ ー が 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析
物 の 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、
－ 前 記 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 ２ の パ ー ト ナ ー が 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析
物 の 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 ２ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 前 記 ラ ベ ル は
前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き 、 そ し て
－ 前 記 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 ３ の パ ー ト ナ ー が 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析
物 の 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ
ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ し て 第 ２ 量 の 前
記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合
さ れ 、 そ し て
前 記 第 １ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ
ベ ル に 結 合 さ れ ず 、 そ し て 前 記 第 ２ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ
ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず 、
ｂ ） 前 記 第 １ 及 び 第 ２ の ラ ベ ル を 示 す シ グ ナ ル 強 度 を 検 出 し 、
ｃ ） 段 階 ｂ ） に お い て 検 出 さ れ る 前 記 シ グ ナ ル 強 度 を 用 い て 、 前 記 サ ン プ ル に 存 在 す る 分
析 物 を 測 定 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 、 前 記 分 析 物 が 増 幅 さ れ た 核 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 異 な っ た 結 合 パ ー ト ナ ー が 、 核 酸 配 列 特 異 的 プ ロ ー ブ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 核 酸 が 、 PCRを 用 い て 増 幅 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ラ ベ ル が 相 同 的 に 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 ラ ベ ル が 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー を 用 い て 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 第 １ 、 第 ２ 及 び 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 １ の パ ー ト ナ ー が HIVに 対 し て 特 異 的 で あ
り 、 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HCVに 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が H
BVに 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HIV－ １ － Mに 対 し て 特 異 的 で あ り 、 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HIV
－ １ － Oに 対 し て 特 異 的 で あ り 、 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HIV－ ２ に 対 し て 特 異 的 で あ り 、
第 ４ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HCVに 対 し て 特 異 的 で あ り 、 第 ５ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HBVに 対 し て
特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 ６ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HAVに 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
－ 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、
－ 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き る 第 ２ の ラ ベ ル に 結
合 さ れ る 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び
－ 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ こ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３
の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ
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し て 第 ２ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同
じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ し て 前 記 第 １ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 第 ２ の 結 合 パ ー ト
ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず 、 そ し て 前 記 第 ２ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ
ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ な い ） を 含 ん で 成
る 、 前 記 分 析 物 が 増 幅 さ れ た 核 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
－ 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、
－ 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き る 第 ２ の ラ ベ ル に 結
合 さ れ る 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び
－ 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ こ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３
の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ
し て 第 ２ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同
じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ る ） を 、 １ 又 は 複 数 の 容 器 に 含 む 、 増 幅 さ れ た 核 酸 で あ る こ と を 特 徴
と す る 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 の た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 １ つ の 容 器 又 は １ 又 は 複 数 の 追 加 の 容 器 に 、 前 記 分 析 物 に 対 す る 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー
の 特 異 的 結 合 の た め の 手 段 を さ ら に 含 む 請 求 項 ９ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 １ つ の 容 器 又 は １ も し く は 複 数 の 追 加 の 容 器 に 、 核 酸 増 幅 の た め の 試 薬 を さ ら に 含 む
請 求 項 ９ 又 は 10記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
サ ン プ ル に お け る 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 の た め へ の 次 の 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ
ー ト ナ ー の 使 用 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー は 、
－ 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、
－ 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き る 第 ２ の ラ ベ ル に 結
合 さ れ る 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び
－ 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ こ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３
の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ
し て 第 ２ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同
じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ し て 前 記 第 １ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 第 ２ の 結 合 パ ー ト
ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず 、 そ し て 前 記 第 ２ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ
ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず ） を 含 ん で 成 る
、 前 記 分 析 物 が 増 幅 さ れ た 核 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 分 析 物 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 用 い て の 複 数 分 析 物 の 測 定 方 法 に 向 け ら れ 、 こ
こ で 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー は 使 用 さ れ る 異 な っ た 結 合 パ ー ト ナ ー よ り も 少 な い 異 な っ た ラ ベ
ル に よ り ラ ベ ル さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 そ れ ら の 異 な っ た ラ ベ ル さ れ た 結 合 パ ー ト ナ
ー を 含 む 組 成 物 、 及 び 複 数 の 分 析 物 の 測 定 及 び 適 切 な キ ッ ト へ の そ の よ う な 組 成 物 の 使 用
に 向 け ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
サ ン プ ル に お け る 分 析 物 の 測 定 は 、 特 に ヘ ル ス ケ ア ー 、 栄 養 学 及 び 生 態 学 の 分 野 に お い て
特 定 の 重 要 性 を 獲 得 し て 来 た 。 分 析 物 に 依 存 し て 、 決 定 の た め の 異 な っ た 方 法 が 使 用 さ れ
得 る 。 小 分 子 、 例 え ば 金 属 イ オ ン 、 糖 モ ノ マ ー 、 ア ミ ノ 酸 は し ば し ば 、 そ れ ら の 化 学 的 又
は 物 理 的 性 質 に よ り 、 決 定 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 及 び 核 酸 ポ リ マ ー の よ う な 高 分 子 量 を 有 す
る 分 析 物 は ま た 、 そ れ ら へ の 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 用 い て 決 定 さ れ 得 る
。 有 用 な 結 合 パ ー ト ナ ー 対 は 、 抗 体 － 抗 原 、 基 質 － 酵 素 、 核 酸 － 相 補 的 核 酸 、 糖 － レ ク チ
ン で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
抗 原 性 質 を 示 す 特 定 タ ン パ ク 質 を 決 定 す る こ と が 意 図 さ れ る 場 合 、 特 異 的 抗 体 が そ の 決 定
の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 特 定 核 酸 配 列 の 測 定 に 関 し て は 、 相 補 的 配 列 を 有 す る 核 酸 プ ロ ー
ブ が 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 結 合 ア ッ セ イ 及 び 適 切 な プ ロ ト コ ー ル は 、 当 業 者 に お い て
良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 文 献 に お い て 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Sambrook な ど .
, 1985, Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Coldspring Harbor Laboratory, C
old Spring Harbor, New York; Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames and S.J. Hig
gins, eds. 1984) 及 び  a series Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.)を 参
照 の こ と 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
特 定 の 結 合 パ ー ト ナ ー － 分 析 物 複 合 体 の 検 出 を 可 能 に す る た め に は 、 結 合 パ ー ト ナ ー を ラ
ベ ル す る こ と が 通 常 で あ り 、 そ れ に よ り 、 そ れ ら の ラ ベ ル は 、 そ れ ら の ラ ベ ル に 結 合 す る
追 加 の 試 薬 を 用 い て （ 例 え ば 、 ア ビ ジ ン － ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 接 合 体 及 び
検 出 の た め の 適 切 な 酵 素 － 基 質 反 応 を 用 い て 検 出 さ れ る ラ ベ ル と し て ビ オ チ ン を 用 い て ）
、 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 検 出 さ れ 得 る 。 適 切 な ラ ベ ル は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
多 く の 場 合 、 特 に 診 断 分 野 に お い て は 、 明 確 な 情 報 に つ い て 完 全 に 理 解 す る た め に 複 数 の
分 析 物 を 決 定 す る こ と が 必 要 で あ る 。 例 え ば 、 ト ラ コ ー マ ク ラ ミ ジ ア （ Chlamydia tracho
matia） 感 染 を 有 す る 患 者 に 関 し て は 、 医 者 は 通 常 、 ト ラ コ ー マ ク ラ ミ ジ ア に つ い て の み
な ら ず 、 ま た ネ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ル ホ エ ア （ Neisseria gonorrhoeae） 感 染 に つ い て 調 べ る
で あ ろ う 。 ま た 、 患 者 の HLAパ タ ー ン を 確 立 す る 場 合 、 い く つ か の 異 な っ た HLA遺 伝 子 座 の
対 立 遺 伝 子 を 決 定 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
複 数 の 分 析 物 結 合 ア ッ セ イ を 行 う 場 合 、 使 用 さ れ る ラ ベ ル に 注 意 を 払 う べ き で あ る 。 第 １
の 場 合 、 同 じ ラ ベ ル が す べ て の 異 な っ た 結 合 パ ー ト ナ ー の た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 場 合 、
２ 種 の 他 の 形 式 が 分 化 さ れ る べ き で あ る 。 す べ て の 結 合 反 応 が １ つ の 反 応 に お い て 一 緒 に
行 わ れ る 場 合 、 正 の 結 果 は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の 分 析 物 が 存 在 す る こ と
を 単 に 示 す 。 も う 1つ の 手 段 と し て 、 連 続 的 反 応 を 行 う か 、 又 は 同 時 の 反 応 形 式 を 用 い る
こ と に よ っ て 、 個 々 の 結 合 反 応 を 分 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 適 切 な 形 式 は 、 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 又 は ド ッ ト － ブ ロ ッ ト － ア ッ セ イ で あ る 。 そ の よ う な 形 式 を 用 い る 方
法 は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な 形 式 は 、 時 間 が か か り 、 そ し て 高 め ら れ た
費 用 及 び 汚 染 の 危 険 性 を も た ら す 多 く の 取 扱 段 階 を 必 要 と す る 。 バ イ オ チ ッ プ を 用 い て の
よ り 高 性 能 の 方 法 は 非 常 に 高 価 で あ り 、 そ し て 特 に 核 酸 増 幅 の 分 野 に お い て は 、 汚 染 に 関
し て 取 り 扱 う こ と は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
わ ず か １ つ の 結 果 及 び /又 は 検 出 反 応 内 の い く つ か の 分 析 物 の 別 々 の 検 出 を 可 能 に す る た
め に は 、 異 な っ た 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー が 、 別 々 に 検 出 さ れ 得 る 異 な っ た ラ ベ ル を 用 い て
ラ ベ ル さ れ 得 る 。 そ の よ う な ラ ベ ル 及 び 使 用 で き る 検 出 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら
れ て い る 。 例 え ば 、 そ の 光 学 的 発 光 ス ペ ク ト ル に よ り 検 出 さ れ 得 る ラ ベ ル を 使 用 す る こ と
が で き 、 そ れ に よ り 個 々 の ラ ベ ル は 異 な っ た 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
し か し な が ら 、 高 い 感 受 性 で 且 つ 十 分 に 安 定 し て 、 別 々 に 検 出 で き る 無 限 の 数 の 適 切 な ラ
ベ ル が 存 在 し な い の で 、 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 少 数 の 分 析 物 の み の 決 定 に 実 際 的 に は 制
限 さ れ る こ と が 示 さ れ る べ き で あ る 。 適 切 な 稀 土 類 ラ ベ ル の 場 合 、 時 間 － 解 決 さ れ た 蛍 光
測 実 法 の た め の 高 価 且 つ 高 い 糖 度 の 検 出 器 が 必 要 で あ る 。 そ れ ら の 制 限 は 、 相 同 検 出 方 法
に 関 し て 、 特 に 重 要 な も の で あ る 。 そ の よ う な 形 成 は 、 通 常 、 複 数 の 検 出 シ グ ナ ル を 正 し
く 解 釈 す る こ と を 困 難 に す る 、 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 さ れ な い 結 合 パ ー ト ナ ー を 排 除 す る
洗 浄 段 階 の 欠 乏 の た め に 高 い シ グ ナ ル バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
多 く の 光 学 的 チ ャ ネ ル を 特 徴 と す る 検 出 器 に 関 し て の 複 数 ラ ベ リ ン グ が 、 多 く の 研 究 者 に
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よ り 使 用 さ れ て 来 た 。 例 え ば 、 Vetな ど . (PNAS 96, 6394-6399 (1999)) は 、 ４ 種 の 異 な
っ た 標 的 物 に 対 し て 相 補 的 な ４ 種 の 特 定 の プ ロ ー ブ （ Molecular Beacons） が ４ 種 の 異 な
っ た レ ポ ー タ ー 色 素 （ そ れ ぞ れ １ つ の 色 素 ） に よ り ラ ベ ル さ れ る 方 法 論 を 使 用 す る 。 個 々
の 色 素 の 全 蛍 光 ス ペ ク ト ル が コ ン ピ ュ ー タ ー に 記 憶 さ れ 、 そ し て 複 雑 な 複 合 結 果 を 解 釈 す
る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ は 、 ス ペ ク ト ル 寄 与 分 析 を 通 し て 同 時 感 染 を 解 決 で き る よ う な
要 求 に 対 処 す る た め に 、 非 常 に 精 巧 な ソ フ ト ウ ェ ア を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
こ れ は 、 最 大 の 獲 得 に 基 づ い て 個 々 の 特 定 の 色 素 （ 光 学 的 チ ャ ネ ル ） の た め に そ れ ぞ れ 異
な っ た 色 素 か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル の 標 準 化 、 す な わ ち 通 常 の ベ ー ス で シ グ ナ ル 分 布 で き る よ
う 、 参 照 色 素 に 基 づ い て 異 な っ た 光 学 的 チ ャ ネ ル を 通 さ な い で 、 そ の 対 応 す る プ ラ ト ー に
関 連 す る チ ャ ネ ル － 特 異 的 成 長 曲 線 の 標 準 化 を 包 含 す る 。 他 の 例 は 、 Josephssonな ど . (J
. Clin. Microbiol. 37/3, 490-496 (1999); ア ッ セ イ 当 た り ３ 個 ま で の 標 的 物 に 関 し て
３ 個 ま で の 異 な っ て ラ ベ ル さ れ た Molecular Meacons), 及 び Mercierな ど . (J. Virol. Me
thods 77, 1-9 (1999); ア ッ セ イ 当 た り ２ 個 の 標 的 物 に 関 し て ２ 個 の 異 な っ て ラ ベ ル さ れ
た プ ロ ー ブ )を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
明 確 な 数 の ラ ベ ル に よ り 検 出 で き る 分 析 物 の 数 を 高 め る た め に 、 ま た 結 合 パ ー ト ナ ー の ラ
ベ リ ン グ の 組 合 わ せ が 使 用 さ れ 得 る 。 １ つ の 明 確 な ラ ベ ル が 結 合 さ れ る 結 合 パ ー ト ナ ー の
他 に 、 ま た 単 一 の ラ ベ ル さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー に ま た 結 合 さ れ る 同 じ 種 類 の ラ ベ ル を 用 い
て 複 数 の ラ ベ ル に よ り 結 合 さ れ る パ ー ト ナ ー が 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 ３ 種 の 異 な っ た ラ ベ
ル を 用 い て 、 ラ ベ ル の ７ 種 の 組 み 合 わ せ が 可 能 で あ り 、 そ れ に よ り ま た 、 ７ 種 の 異 な っ た
分 析 物 が 検 出 さ れ 得 る 。 類 似 す る 原 理 を 用 い て の 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 は 、 T.
 Riedな ど ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 89, pp. 1388-1392 (1992) に よ り 記 載
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
PCR及 び 続 く プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 用 い て の サ ン プ ル に お け る ７ 種
の 異 な っ た ヒ ト 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 型 の 決 定 の た め の 類 似 す る 方 法 が 、 Samiotakiな ど ., Anal
ytical Biochemistry Vol. 253, p. 156-161 (1997) に よ り 記 載 さ れ る 。 こ の た め に は 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 多 く の キ レ ー タ ー 分 子 に よ り 5’ － 末 端 で 修 飾 さ れ る 。 続 い て 、
個 々 の キ レ ー ト 単 位 は １ つ の 及 び 同 じ 種 類 の 稀 土 類 金 属 、 又 は ３ 種 ま で の 稀 土 類 イ オ ン の
調 節 さ れ た 混 合 物 の い ず れ か に よ り 満 た さ れ る 。 従 っ て 、 複 合 体 化 に よ り 固 定 さ れ る １ 以
上 の 種 類 の イ オ ン の 場 合 、 複 数 の 蛍 光 稀 土 類 キ レ ー ト （ “ 色 素 混 合 物 ” ） が 、 １ つ の 及 び
同 じ プ ロ ー ブ 分 子 に 結 合 さ れ る 。 そ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 合 成 す る の に は 容 易 で は な く 、
そ し て 均 質 増 幅 /検 出 形 式 に お い て は 、 良 好 に は 適 用 で き な い （ あ っ た と し て も ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
組 合 わ せ ラ ベ リ ン グ へ の 他 の 多 く の 技 術 的 ア プ ロ ー チ が 存 在 す る 。 Ballardな ど ． （ ア メ
リ カ 特 許 第 5,759,781号 ） 、 Speicherな ど ． （ Nat. Genetics 12, 368-375 (1996)） 及 び R
iedな ど . (PNAS 89, 1388-1392 (1992)) は 、 ア ッ セ イ 形 式 を 開 発 し て お り 、 こ こ で 個 々
の 特 異 的 プ ロ ー ブ は 、 所 定 の プ ロ ー ブ の す べ て の コ ピ ー が 組 合 わ せ 態 様 で １ 又 は 複 数 の 明
確 な 蛍 光 団 を 担 持 す る の で 、 そ の ラ ベ リ ン グ 特 徴 に よ り 知 ら れ て い る 。 ラ ベ リ ン グ は 、 化
学 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 よ り も 、 プ ロ ー ブ 分 子 当 た り に 組 み 込 ま れ る ラ ベ ル の 数 に 関
し て 、 低 い 精 度 で あ る ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン に よ り 行 わ れ 、 す な わ ち 前 記 方 法 は 、 別
々 の 分 布 の 正 確 な 分 析 に 役 に 立 た な い 。 従 っ て 、 専 門 家 は 、 核 酸 増 幅 に お い て そ の よ う な
プ ロ ー ブ を 使 用 せ ず 、 特 に 均 質 増 幅 方 法 に お い て は 使 用 し な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
Tongな ど . (Nat. Biotechnology 19, 756-759 (2001)) に よ り 記 載 さ れ る 、 い わ ゆ る CFET
プ ロ ー ブ は 、 適 用 の 主 に 異 な っ た 企 画 及 び 態 様 を 有 す る 。 １ ～ ３ 個 の 色 素 が 、 散 在 さ れ る
正 確 に 調 節 さ れ た 数 で ス ペ ー サ ー 単 位 を 伴 っ て 、 プ ロ ー ブ 分 子 に よ り 5’ 末 端 に 結 合 さ れ
る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 成 分 は 、 3’ 末 端 側 の 最 後 の 色 素 又 は ス ペ ー サ ー の 後 に 続 く 。 Bal
lardな ど に よ れ ば 、 異 な っ た プ ロ ー ブ 型 の 混 合 物 が 存 在 す る 。 ス ペ ー サ ー は 、 電 気 泳 動 移
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動 性 及 び 共 鳴 強 度 の た め の チ ュ ー ナ ー と し て 機 能 す る 。 後 者 は 特 定 の プ ロ ー ブ の 蛍 光 特 徴
に 影 響 を 与 え る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
プ ロ ー ブ は 通 常 の 波 長 で 励 起 し 、 そ し て 記 録 さ れ る シ グ ナ ル は 、 細 管 電 気 泳 動 図 に お け る
位 置 に よ り 、 及 び 特 定 位 置 で の 完 全 な 発 光 ス ペ ク ト ル の オ ー バ ー レ イ 及 び デ ジ タ ル 比 と し
て 直 接 的 に 設 定 さ れ る ラ ベ ル の 成 分 か ら の 相 対 的 寄 与 の 計 算 に よ り 解 明 さ れ る 。 再 び 、 反
応 座 標 に そ っ て 運 動 学 的 に 補 正 さ れ 、 そ し て 標 準 化 さ れ た シ グ ナ ル 自 体 の シ グ ナ ル 分 布 分
析 が 存 在 せ ず 、 “ 同 じ /異 な っ た ラ ベ ル ” の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 企 画 が 存 在 せ ず 、 そ し て
プ ロ ー ブ 形 状 又 は 構 成 を 変 え る 生 化 学 的 反 応 の 結 果 と し て の シ グ ナ ル 生 成 が 存 在 し な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
結 合 パ ー ト ナ ー 分 子 当 た り １ つ よ り も 多 く の ラ ベ ル に よ る 結 合 パ ー ト ナ ー の ラ ベ リ ン グ は
、 い く つ か の 欠 点 を 生 む 。 そ の よ う な 複 数 の ラ ベ ル さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 合 成 に お い
て か な り 労 力 を 要 し （ そ し て 費 用 が か か る ） 、 そ し て ラ ベ ル の 立 体 的 妨 害 が 生 じ 、 こ れ が
そ の 分 析 物 へ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 結 合 の 効 力 、 又 は 結 合 さ れ る ラ ベ ル の 検 出 を 低 め る こ と
が で き る 。 ま た 、 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル 間 で 、 誤 っ た 結 果 を 導 く 相 互 作 用 が
生 じ る 。 こ れ は 、 光 学 的 ラ ベ ル を 用 い る 場 合 、 適 切 で あ る 。 例 え ば TaqManア ッ セ イ （ ア メ
リ カ 特 許 第 5,210,015号 、 EP0543942号 ） に 使 用 さ れ る よ う に 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ
ァ ー ラ ベ ル を 用 い て 均 質 検 出 方 法 を 行 う 場 合 、 確 か に 特 に 重 要 な も の で あ る 。
従 っ て 、 既 知 方 法 の 欠 点 の す べ て 又 は 一 部 を 回 避 す る 複 数 分 析 物 の 決 定 の た め の 方 法 を 改
良 す る こ と が 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の 主 要 観 点 は 、 測 定 さ れ る 分 析 物 よ り も 少 な い ラ ベ ル を 用 い て の 複 数 分 析 物 の 測 定
方 法 に 関 す る 。 こ れ は 、 い く つ か の 標 的 物 の た め の 特 定 プ ロ ー ブ 分 析 の 全 体 的 集 団 を 特 定
の 色 素 に よ り そ れ ぞ れ ラ ベ リ ン グ す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 、 こ こ で 他 の 標 的 物 に 関 し て
は 、 前 記 特 定 プ ロ ー ブ の 集 団 の １ の 部 分 が 所 定 の 色 素 に よ り ラ ベ ル さ れ 、 そ し て 前 記 集 団
の 他 の 部 分 が 異 な っ た 色 素 （ 混 合 し て の 同 じ 配 列 /異 な っ た ラ ベ ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ）
に よ り ラ ベ ル さ れ る 。 好 ま し く は 、 均 質 （ 溶 液 － 相 ） 同 時 増 幅 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 PCR又
は TMAに よ る ） を 行 い 、 す べ て の 種 類 の 適 切 な ノ イ ズ に つ い て 得 ら れ る シ グ ナ ル を 補 正 し
、 そ し て 対 照 色 素 に 基 づ い て 異 な っ た ラ ベ ル か ら の シ グ ナ ル を 標 準 化 す る こ と に よ っ て 、
標 的 物 は 多 チ ャ ネ ル 検 出 器 に お い て 集 め ら れ た 、 処 理 さ れ た シ グ ナ ル の 分 布 か ら 推 定 さ れ
得 る 。 こ の た め に は 、 ラ ベ ル の 組 み 合 わ せ が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
例 え ば 、 ３ 種 の 分 析 物 を 決 定 す る 場 合 、 わ ず か ２ 種 の 異 な っ た 検 出 で き る ラ ベ ル が 必 要 で
あ る 。 第 １ の ラ ベ ル は 、 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ
る 。 第 ２ の ラ ベ ル は 、 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る
。 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー の ラ ベ リ ン グ ン 関 し て は 、 第 １ 及
び 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ た の と 同 じ 種 類 の ラ ベ ル が 使 用 さ れ る 。 １ つ の 量 の 第
３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 第 １ の ラ ベ ル に よ り 結 合 さ れ る 。 ３ 種 の 分 析 物 の 場 合 、 好 ま し く は
、 半 分 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が こ の 手 段 で ラ ベ ル さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
も う １ つ の 部 分 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー は 第 ２ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 ３ 種 の 分 析 物 の 場 合
、 こ れ は 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 残 る 半 分 で あ ろ う 。 従 っ て 、 こ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的
な 個 々 の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 第 １ 又 は 第 ２ の ラ ベ ル を 含 む 。 こ れ は 、 わ ず か １ つ の ラ ベ ル
よ り そ れ ぞ れ ラ ベ ル さ れ る 結 合 パ ー ト ナ ー 分 子 を も た ら し 、 好 ま し く は 生 化 学 反 応 に 起 因
す る シ グ ナ ル 生 成 に 基 づ い て 複 数 結 果 を 解 決 す る た め の 多 － 色 分 析 を 可 能 に し 、 そ し て 従
っ て 、 検 出 の た め の 単 純 な プ ロ ー ブ 企 画 及 び 計 測 技 術 の 現 状 を 維 持 す る と 共 に 、 動 的 応 答
記 録 の た め の 手 段 を 提 供 す る 。 対 照 的 に 、 １ つ の プ ロ ー ブ 分 子 に 複 数 ラ ベ ル を 結 合 し て い
る プ ロ ー ブ が 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ Samiokaki, M. な ど ., Analytical Biochemistry 2
53, 156-161 (1997)） 。 そ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の 結 合 パ ー ト ナ ー に 比 較 し て 、 合
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成 す る の が よ り 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る 異 な っ た ラ ベ ル に 関 し て 存 在 す る 異 な っ た 検 出 効 率 は
、 ２ 種 の 手 段 で 補 足 さ れ 得 る 。 第 １ の ラ ベ ル が 第 ２ の ラ ベ ル に 比 較 し て 、 よ り 高 い シ グ ナ
ル 出 力 を 有 す る 場 合 、 定 義 さ れ る 非 － １ ： １ 比 で 、 第 ２ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 ３ の 結 合
パ ー ト ナ ー と 共 に 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 混 合 す る こ と に よ っ
て 化 学 的 に 、 又 は 標 準 と し て 選 択 さ れ た 所 定 の ラ ベ ル に 対 し て の シ グ ナ ル 出 力 の 標 準 化 を
通 し て 機 械 的 に こ の 差 異 を 調 節 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 異 な っ た 検 出 効 率 は 、 ラ ベ
ル の 固 有 の 性 質 、 例 え ば 吸 収 性 又 は 量 的 収 量 の た め で あ り 得 る が 、 し か し ま た 、 異 な っ た
結 合 効 率 又 は 溶 媒 効 果 に 対 す る 敏 感 性 に 起 因 す る こ と が で き る 。 後 者 の 場 合 、 結 合 反 応 に
続 い て 、 異 な っ た 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 混 合 が 、 そ の よ う な 矛 盾 を 適 合 す る た め の
良 好 な 可 能 性 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
さ ら に 、 複 数 の 検 出 で き る ラ ベ ル が １ つ の 結 合 パ ー ト ナ ー 分 子 に 結 合 さ れ る 場 合 に 存 在 す
る 可 能 性 あ る 妨 害 が 回 避 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 蛍 光 団 、 及 び 低 濃
縮 核 酸 分 析 物 の 決 定 の た め の TaqMan方 法 の よ う な 均 質 検 出 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ 得 る 従 来 の
Forster型 ラ ベ ル （ Styer and Haugland, Proc. Natl. Acad, Sci. USA 98, 719 (1967)）
 の よ う な 蛍 光 団 の 組 合 わ せ を ま た 包 含 す る 広 範 囲 の ラ ベ ル と 適 合 で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
高 め ら れ た 数 の 分 析 物 が 、 ２ 種 の ラ ベ ル に つ い て 示 さ れ る の と 同 じ 手 段 で 組 合 さ れ 得 る 、
３ 種 又 は そ れ 以 上 の ラ ベ ル を 用 い て 測 定 さ れ 得 る こ と が ま た 、 注 目 さ れ る べ き で あ る 。 ３
種 の ラ ベ ル を 用 い る 場 合 、 ７ 種 ま で の 分 析 物 が 測 定 さ れ 得 る 。 15種 の 分 析 物 が 単 一 及 び 二
重 、 三 重 及 び 四 重 組 合 せ で 適 用 さ れ る 場 合 、 ４ 種 の 異 な っ た ラ ベ ル を 用 い て 検 出 さ れ 得 る
。 単 一 又 は 二 重 組 合 せ で 適 用 さ れ る 場 合 （ 実 際 的 な 観 点 か ら 好 都 合 で あ る ） 、 10種 ま で の
異 な っ た 分 析 物 が ４ 種 の ラ ベ ル 組 に よ り 識 別 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、
ａ ） 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 を 含 む か 、 又 は １ 又 は 複 数 の 前 記 分 析 物 を 含 む の で は な
い か と 推 測 さ れ る サ ン プ ル 、 及 び 少 な く と も ３ 種 の 異 な っ た 結 合 パ ー ト ナ ー の 混 合 物 を 、
前 記 分 析 物 へ の 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー の 特 異 的 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 供 給 し 、 こ こ で
－ 前 記 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 １ の パ ー ト ナ ー が 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析
物 の 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、
－ 前 記 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 ２ の パ ー ト ナ ー が 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析
物 の 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 ２ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 前 記 ラ ベ ル は
前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き 、 そ し て
－ 前 記 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 ３ の パ ー ト ナ ー が 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析
物 の 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ
ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ し て 第 ２ 量 の 前
記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合
さ れ 、 そ し て
前 記 第 １ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ
ベ ル に 結 合 さ れ ず 、 そ し て 前 記 第 ２ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ
ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず 、
ｂ ） 前 記 第 １ 及 び 第 ２ の ラ ベ ル を 示 す シ グ ナ ル 強 度 を 検 出 し 、
ｃ ） 段 階 ｂ ） に お い て 検 出 さ れ る 前 記 シ グ ナ ル 強 度 を 用 い て 、 前 記 サ ン プ ル に 存 在 す る 分
析 物 を 測 定 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 、 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
好 ま し い 分 析 物 は 、 配 列 特 異 的 プ ロ ー ブ を 用 い て 測 定 さ れ 得 る 核 酸 分 析 物 で あ る 。 そ の よ
う な 核 酸 分 析 物 は ま た 、 当 業 者 に お い て 知 ら れ て い る い く つ か の 核 酸 増 幅 方 法 、 例 え ば LC
R（ ア メ リ カ 特 許 第 5,185,243号 , 第 5,679,524号  及 び 第  5,573,907号 ; EP 0 320 308 Bl;
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 WO 90/01069; WO 89/12696; 及 び  WO 89/09835） 、 循 環 プ ロ ー ブ 技 法 （ ア メ リ カ 特 許 第 5
,011,769号 ,第  5,403,711号 , 第 5,660,988号 , 及 び 第 4,876,187号 , 及 び PCT 公 開 出 願 WO 
95/05480号 , WO 95/1416号 , 及 び  WO 95/00667号 ） 、 Invader TM技 法 （ ア メ リ カ 特 許 第 5,
846,717号 ; 第 5,614, 402号 ; 第 5,719,028号 ; 第 5,541,311号 ; 及 び 第  5,843,669号 ） 、 Q
－ β レ プ リ カ ー ゼ 技 法 （ ア メ リ カ 特 許 第 4,786,600号 ） 、 NASBA（ ア メ リ カ 特 許 第 5,409,81
8号 ； EP－ 0329822号 ） 、 TMA（ ア メ リ カ 特 許 第 5,399,491号 , 第 5,888,779号 , 第 5,705,365
号 , 第 5,710,029号 ） 、 SDA（ ア メ リ カ 特 許 第 5,455,166号 及 び 第 5,130,238号 ） 及 び PCR（
ア メ リ カ 特 許 出 願 第 4,683,202号 ） の １ つ の 方 法 を 用 い て の 増 幅 さ れ た 核 酸 で あ り 得 、 こ
こ で 前 記 PCR方 法 が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 は ま た 、
－ 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、
－ 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き る 第 ２ の ラ ベ ル に 結
合 さ れ る 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び
－ 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ こ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３
の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ
し て 第 ２ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同
じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ し て 前 記 第 １ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 第 ２ の 結 合 パ ー ト
ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず 、 そ し て 前 記 第 ２ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ
ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず ） を 含 ん で 成 る
組 成 物 、 及 び サ ン プ ル に お け る 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 の た め へ の そ の 使 用 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 の た め の キ ッ ト に 関 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 の 分 析 物 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 結 合 ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ 得 る 分 析 物 で あ る
。 そ れ ら は 好 ま し く は 、 医 学 的 診 断 又 は 他 の 生 物 学 的 分 析 の た め の サ ン プ ル 中 の 成 分 、 す
な わ ち 、 特 に 身 体 成 分 中 の 構 成 成 分 、 例 え ば 抗 体 、 細 胞 又 は 核 酸 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ
セ イ は 、 感 染 剤 、 例 え ば 細 菌 、 例 え ば ク ラ ミ ジ ア 、 ネ イ セ リ ア 及 び マ イ コ バ ク テ リ ア 、 及
び ウ ィ ル ス 、 例 え ば HBV、 HCV及 び HIVの 決 定 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 ア ッ セ イ の 目 的 に 依
存 し て 、 サ ン プ ル に 存 在 す る 分 析 物 の 量 を 決 定 す る こ と が で き 、 そ し て 分 析 物 、 例 え ば 核
酸 分 析 物 の 形 状 が 、 そ の 対 立 遺 伝 子 形 に つ い て 、 又 は 患 者 が 突 然 変 異 誘 発 さ れ た 形 を 担 持
す る か ど う か に つ い て 分 析 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の サ ン プ ル は 、 測 定 さ れ る べ き 分 析 物 を 含 む 。 医 学 的 診 断 に 関 し て は 、 ヒ ト 又 は 動
物 に 由 来 す る サ ン プ ル が 好 ま し く 、 例 え ば 完 全 な 血 液 、 組 織 断 片 、 尿 、 唾 液 、 血 清 、 血 漿
、 軟 膜 及 び ス ミ ア が 使 用 さ れ 得 る 。 分 析 物 及 び サ ン プ ル に 依 存 し て 、 分 析 物 の 決 定 を 可 能
に す る た め に サ ン プ ル を 予 備 処 理 す る 必 要 が あ り 、 例 え ば ほ と ん ど の サ ン プ ル に 関 し て は
、 核 酸 は 第 １ 段 階 に お い て 抽 出 さ れ る 必 要 が あ る 。 そ の よ う な 予 備 処 理 さ れ た サ ン プ ル は
ま た 、 本 発 明 の サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 が 測 定 さ れ る 。 こ れ は 、 例 え ば 患 者 に お け る 感
染 剤 、 例 え ば 血 液 銀 行 に お け る 個 々 の 血 液 サ ン プ ル に つ い て 試 験 さ れ る べ き ウ ィ ル ス HIV
、 HBV及 び HCVの パ タ ー ン で あ る 。 も う １ つ の 例 は 、 い く つ か の 遺 伝 子 座 及 び 明 確 な 対 立 遺
伝 子 形 成 か ら 成 る 組 織 適 合 性 遺 伝 子 座 抗 原 パ タ ー ン の 測 定 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
分 析 物 は 、 特 定 の 結 合 パ タ ー ン に よ り 結 合 さ れ る 。 分 析 物 に 依 存 し て 、 特 異 的 結 合 パ タ ー
ン を 選 択 す べ き で あ る 。 抗 原 性 質 を 有 す る 分 析 物 は 、 特 定 の 抗 原 を 用 い る こ と に よ っ て 結
合 さ れ 得 る 。 サ ン プ ル に お け る 抗 体 は 、 結 合 パ ー ト ナ ー と し て そ の 特 定 の 抗 原 を 用 い る こ
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と に よ っ て 決 定 さ れ 得 る 。 核 酸 分 析 物 が 決 定 さ れ る べ き で あ る 場 合 、 特 定 プ ロ ー ブ と し て
、 分 析 物 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 配 列 を 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら な る 特 定 の 結 合 対
、 例 え ば 記 載 さ れ る 方 法 に お い て も ま た 有 用 で あ る 基 質 － 核 酸 又 は 糖 － レ ク チ ン は 、 当 業
界 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
核 酸 分 析 物 は 通 常 、 種 々 の 方 法 の １ つ に よ り オ リ ジ ナ ル サ ン プ ル を 処 理 す る こ と に よ っ て
利 用 で き る 形 に さ れ る 。 こ れ は 、 例 え ば pHの 変 化 （ ア ル カ リ 性 ） 、 加 熱 、 温 度 の 循 環 性 変
化 （ 凍 結 /融 解 ） 、 生 理 学 的 増 殖 条 件 の 変 化 、 界 面 活 性 剤 の 使 用 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 又 は
酵 素 （ 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ 又 は リ パ ー ゼ ） を 、 単 独 で 又 は 組 合 し て 含 ん で 成 る 。 例 え ば
、 特 定 の 条 件 下 で 核 酸 を 結 合 す る こ と が で き る 磁 気 ガ ラ ス 粒 子 を 使 用 す る こ と が で き る 。
適 切 な 粒 子 及 び プ ロ ト コ ー ル は 、 WO96/41811号 及 び WO01/37291号 に 記 載 さ れ る 。
特 定 の 結 合 複 合 体 が 生 じ る が 、 し か し 未 関 係 の 反 応 及 び 高 め ら れ た バ ッ グ グ ラ ウ ン ド シ グ
ナ ル に 導 く サ ン プ ル 成 分 へ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 結 合 を 最 少 に す る こ と を 可 能 に す る 、 分 析
物 へ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 特 異 的 結 合 を 促 進 す る 反 応 条 件 を 選 択 す る こ と が 重 要 で あ る 。 そ
の よ う な 反 応 条 件 及 び 適 切 な プ ロ ト コ ー ル は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
核 酸 分 析 物 又 は 増 幅 さ れ た 核 酸 分 析 物 の 測 定 の た め の 、 プ ロ ー ブ と も 呼 ば れ る 特 定 の 核 酸
結 合 パ ー ト ナ ー は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る が 、 し か し 例 え ば 天 然 の リ ン 酸 － 糖 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド の 代 わ り に ペ プ チ ド － 主 鎖 を 有 す る 類 似 体 （ PNA, WO92/20702号 ） が 使 用 さ れ
得 る 。 分 析 物 へ の プ ロ ー ブ の 特 異 的 結 合 を 可 能 に す る た め に は 、 プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 10
個 よ り も 長 い ヌ ク レ オ チ ド 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 10～ 40個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す
る 。 前 記 プ ロ ー ブ は 分 析 物 配 列 に 対 し て 十 分 に 相 補 的 で あ る こ と が さ ら に 必 要 と さ れ る 。
従 っ て 、 プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 、 少 な く と も 80％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 相 補 的
で あ る 。 最 も 好 ま し い 場 合 、 プ ロ ー ブ は 分 析 物 に 対 し て 完 全 に 相 補 的 で あ る 。 相 補 性 及 び
相 同 性 の 正 確 な 決 定 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば Fast A (Pearson and Lipman
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 85, pp. 2444-2448 (88)) を 用 い る こ と に よ っ て
決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
核 酸 分 析 物 の 初 期 濃 度 に 依 存 し て 、 分 析 物 の 測 定 を 可 能 に す る た め に そ の 分 析 物 を 増 幅 す
る こ と が 必 要 で あ る 。 こ の た め に は 、 い く つ か の 増 幅 方 法 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る
（ 上 記 に 引 用 さ れ る よ う に ） 。 特 に 、 プ ラ イ マ ー に 基 づ か れ る 増 幅 方 法 を 用 い る 場 合 、 核
酸 分 析 物 の 特 異 的 増 幅 が 可 能 で あ る 。 プ ロ ー ブ 結 合 ア ッ セ イ と 組 合 し て 、 ア ッ セ イ の 高 め
ら れ た 特 異 性 が 達 成 さ れ 得 る 。 ま た 、 分 析 物 の 検 出 を 可 能 に す る た め の ラ ベ ル さ れ た プ ラ
イ マ ー を 使 用 す る 方 法 、 例 え ば LCRは 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。 ま た 、 そ の よ う な
方 法 は 、 本 発 明 に 従 っ て 改 良 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の プ ラ イ マ ー は 、 核 酸 鋳 型 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 場 合 、 好 ま し く は 酵 素 、 よ り 好
ま し く は 原 核 細 胞 起 源 の ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 拡 張 さ れ る か 又 は 修 飾 さ れ 得 る 分 子 で あ る 。
PCR方 法 を 用 い る 場 合 、 熱 安 定 性 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば T. ア ク ア チ カ ス （ T. aquaticus）
 又 は T.サ ー モ フ ィ ラ ス （ T, Thermophilus） DNA－ ポ リ メ ラ ー ゼ が 好 ま し い 。 そ れ は 、 前
記 プ ラ イ マ ー の 3’ － OH－ 末 端 へ の モ ノ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 か ら の モ ノ ヌ
ク レ オ チ ド 単 位 を 付 加 す る こ と に よ っ て プ ラ イ マ ー を 延 長 す る 。 プ ラ イ マ ー の 全 体 の 長 さ
及 び 塩 基 配 列 は 、 増 幅 反 応 の 必 要 と さ れ る 特 異 性 に よ り 指 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
PCRを 行 う た め の 好 ま し い プ ラ イ マ ー の 長 さ は 、 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 及 び /又 は 核 酸 類 似 体 モ
ノ マ ー か ら 選 択 さ れ た 、 10～ 40、 最 も 好 ま し く は 15～ 30個 の 塩 基 を 含 む サ ブ ユ ニ ッ ト で あ
る 。 一 般 的 に 、 そ の 長 さ の プ ラ イ マ ー は ま た 、 他 の 増 幅 方 法 の た め に も 有 用 で あ る 。 １ つ
よ り も 多 く の プ ラ イ マ ー が 増 幅 の た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 例 え ば PCRを 用 い る か 、 又 は １
つ の 反 応 に お い て 複 数 の 標 的 核 酸 を 増 幅 す る 場 合 、 好 ま し く は プ ラ イ マ ー は 、 ５ 個 の よ り
も 多 く の 連 続 的 な 相 補 的 塩 基 の い ず の 拡 張 も 含 ま な い の で 、 お 互 い に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ
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ズ で き な い プ ラ イ マ ー が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ラ ベ ル は 一 般 的 に 、 検 出 で き る か 又 は 分 析 物 の 存 在 を 決 定 す る た め に 検 出 可 能 に す る こ と
が で き る グ ル ー プ で あ る の で 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 良 く 知 ら れ て い る ラ ベ ル は 、 蛍 光
ラ ベ ル 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン 及 び ラ ン タ ニ ド キ レ ー ト 、 電 気 － 化 学 発 光 ラ ベ ル 、 例 え ば
ル テ ニ ウ ム 複 合 体 、 又 は も う １ つ の 分 子 実 在 物 、 例 え ば ハ プ テ ン に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た
抗 体 に よ り 認 識 さ れ 得 る ハ プ テ ン 又 は 固 定 さ れ 得 る 成 分 、 例 え ば ス ト レ プ タ ビ ジ ン 被 覆 さ
れ た 固 相 、 例 え ば ビ ー ズ 又 は 管 に 結 合 さ れ 得 る ビ オ チ ン で あ る 。 特 に 相 同 形 式 に 関 す る 最
も 好 ま し い ラ ベ ル は 、 発 色 団 で あ る 。 そ の よ う な 発 色 団 は 、 単 独 で 又 は も う １ つ の 発 色 団
、 又 は 例 え ば 非 蛍 光 消 光 剤 と 組 合 し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
相 同 検 出 形 成 が 特 に 核 酸 分 析 物 の 決 定 の た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 い く つ か の 形 式 が 当 業 界
に お い て 知 ら れ て い る 。 TaqManア ッ セ イ （ ア メ リ カ 特 許 第 5,210,015号 及 び 第 5,487,972号
） 及 び キ ッ シ ン グ プ ロ ー ブ － ア ッ セ イ の よ う な 方 法 は 、 蛍 光 色 素 の 蛍 光 エ ネ ル ギ ー ト ラ ン
ス フ ァ ー （ FET, Styer and Haughland Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 98, pp. 719 (
67)） に 基 づ か れ る 。 お 互 い き わ め て 接 近 す る 場 合 、 第 １ の 蛍 光 団 は 、 第 ２ の 蛍 光 団 又 は
非 蛍 光 消 光 剤 と し て 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 第 １ の 蛍 光 色 素 の 電 磁 発 光 又 は
振 盪 励 起 が 、 第 ２ の 蛍 光 色 素 に お い て 共 鳴 を 誘 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
使 用 さ れ る 形 式 に 依 存 し て 、 例 え ば 第 １ の 蛍 光 色 素 の 低 下 す る 光 発 光 又 は 第 ２ の 蛍 光 色 素
の 上 昇 す る 光 発 光 を 、 分 析 物 の 存 在 に つ い て の 手 段 と し て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 目
的 の た め に 使 用 さ れ 得 る 蛍 光 色 素 の 組 合 せ は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。 例 と し て は
、 ６ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ ６ － FAM） と 組 み 合 わ さ れ る ペ ン タ メ チ ン － イ ン ド ジ
カ ル ボ シ ア ニ ン （ Cy5） の よ う な Forester型 共 鳴 エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー の た め に 適 切
な 従 来 の 色 素 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
こ の 情 況 に お け る ラ ベ ル は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 実 際 的 に 検 出 さ れ る シ グ ナ ル 生 成 実 在
物 を 意 味 す る 。 記 載 さ れ る 相 同 形 式 に 関 し て は 、 お 互 い 共 鳴 し 、 そ し て 単 一 の 検 出 シ グ ナ
ル と し て そ れ ら の 方 法 に お い て 検 出 さ れ る 蛍 光 色 素 対 が 使 用 さ れ る 。 ２ 種 の 明 確 な 分 子 、
例 え ば ２ 種 の 蛍 光 色 素 が 包 含 さ れ る が 、 そ れ ら は １ つ の シ グ ナ ル ラ ベ ル と し て 機 能 す る 。
さ ら に 、 用 語 ラ ベ ル と は 、 明 確 な ラ ベ ル 中 の １ つ よ り も 多 く の ラ ベ ル 分 子 が 結 合 パ ー ト ナ
ー 分 子 に 結 合 さ れ る こ と を 意 味 す る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
使 用 さ れ る ラ ベ ル に 依 存 し て 、 異 な っ た 検 出 器 が ラ ベ ル の シ グ ナ ル の 測 定 の た め に 使 用 さ
れ る べ き で あ る 。 他 の も の と 共 に 、 他 の も の と 共 に 、 特 に 蛍 光 計 が こ の た め に 広 く 使 用 さ
れ る 。 蛍 光 ラ ベ リ ン グ は 、 酵 素 的 又 は 化 学 発 光 ラ ベ リ ン グ 技 法 に 比 較 し て 、 化 学 的 促 進 試
薬 は シ グ ナ ル 生 成 の た め に 添 加 さ れ る べ き で は な い の で 、 相 同 PCRと 共 に 最 も 好 都 合 で あ
る 。 こ れ は 、 増 幅 さ れ た 材 料 に よ る 交 差 － 汚 染 を 回 避 す る た め の 最 も 効 果 的 な 手 段 で あ る
密 閉 さ れ た 管 方 法 を 可 能 に す る 。 複 数 ラ ベ ル シ グ ナ ル を 決 定 す る 場 合 、 シ グ ナ ル は お 互 い
か ら 区 別 さ れ る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
そ の よ う な 漏 話 を 回 避 す る た め に は 、 光 学 的 ラ ベ ル を 用 い る 場 合 、 個 々 の ラ ベ ル が 異 な っ
た 発 光 及 び /又 は 吸 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 複 数 分 析 物 検 出 ア ッ セ イ に 市
販 の ラ ベ ル の ほ と ん ど を 使 用 し た と し て も 、 少 な く と も い く ら か の 漏 話 は 回 避 さ れ 得 な い
。 少 数 の 分 析 物 の み を 決 定 す る 場 合 、 こ の 漏 話 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ り 測 定
さ れ た シ グ ナ ル を 処 理 す る こ と に よ っ て 、 又 は フ ィ ル タ ー に 基 づ く 蛍 光 計 の 代 わ り に よ り
高 価 な ス ペ ク ト ル 蛍 光 計 を 用 い る こ と に よ っ て 補 正 さ れ 得 る 。 相 同 形 式 に 関 し て は 、 特 に
蛍 光 エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー に 基 づ く 方 法 を 用 い る 場 合 、 追 加 の 発 色 団 の 必 要 性 が 妨 害
の 可 能 性 を 高 め る 。 従 っ て 、 実 際 に は 、 複 数 ア ッ セ イ に お い て 一 緒 に 使 用 さ れ 得 る 適 切 な
ラ ベ ル の 数 は 、 制 限 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 使 用 さ れ る 少 な く と も １ つ の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 検 出 可 能 ラ ベ ル の 組 合
せ に よ り 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 、 そ れ ら の 結 合 パ ー ト ナ ー 分 子 の 個 々 が わ ず か １ つ の 検 出
可 能 ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 。 対 照 的 に 、 Samiotakiな ど （ 上 記 に 引 用 さ え る よ う な ） に よ り
記 載 さ れ る よ う な プ ロ ー ブ は 、 複 数 の ラ ベ ル （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 当 た り 10～ 20
個 の 結 合 さ れ た 5’ － 末 端 ） に よ り ラ ベ ル さ れ る 。 同 じ プ ロ ー ブ 分 子 に 結 合 さ れ る 検 出 可
能 ラ ベ ル の 接 近 性 の た め に 、 ラ ベ ル 間 の 干 渉 の 危 険 性 が 非 常 に 高 く 、 そ し て す べ て の タ イ
プ の ラ ベ ル 、 特 に 蛍 光 色 素 が 使 用 さ れ 得 る と は 限 ら な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 多 数 の 分 析 物 ア ッ セ イ に お い て 高 め ら れ た 数 の 分 析 物 の 決 定 の た め に 使
用 さ れ 得 、 そ し て 広 範 囲 の ラ ベ ル と 適 合 で き る 。
多 重 ア ッ セ イ に お い て 必 要 な ラ ベ ル の 数 を 低 め る こ と に よ っ て 、 外 来 性 ラ ベ ル に つ い て の
必 要 性 が 回 避 さ れ 、 そ し て ま た 、 フ ィ ル タ ー に 基 づ く 蛍 光 計 の よ う な よ り 安 価 な 検 出 器 が
、 よ り 高 価 で あ る ス ペ ク ト ル 蛍 光 計 の 代 わ り に 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ は さ ら に 、 制 限 さ れ た
汚 染 危 険 性 及 び よ り 少 な い 取 扱 段 階 の た め に 、 市 販 の 診 断 ア ッ セ イ に 関 し て 著 し く 重 要 な
も の で あ る 相 同 形 式 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
上 記 に 示 さ れ る よ う に 、 異 な っ た 組 合 せ で 組 み 合 わ さ れ る ３ 種 の ラ ベ ル が 、 ６ 種 の 異 な っ
た 分 析 物 の 明 確 な 測 定 を 可 能 に す る 、 7種 ま で の 異 な っ た 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー に よ り 結
合 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 下 記 表 に お い て 可 視 化 さ れ る 。 Pは パ ラ メ ー タ ー ＝ 分 析 物 を 表 し 、
チ ャ ネ ル は 特 定 の 検 出 で き る ラ ベ ル の シ グ ナ ル を 獲 得 す る よ う 最 適 化 さ れ た 検 出 器 の 一 部
と し て 光 学 路 に 対 応 す る 。 表 は 、 化 学 的 に 又 は 機 械 的 に 標 準 化 さ れ る 、 す べ て の ３ 種 の チ
ャ ネ ル に わ た っ て の シ グ ナ ル の 予 測 さ れ る ％ 分 布 率 を 示 す 。 分 析 物 P1～ P7の う ち 、 わ ず か
１ つ が 同 時 に サ ン プ ル に 存 在 す る 場 合 が 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
異 な っ た 結 合 パ ー ト ナ ー の ラ ベ リ ン グ は 次 の 通 り で あ る ： タ イ プ P1－ ラ ベ ル １ （ チ ャ ネ ル
１ に お け る シ グ ナ ル 、 P2－ ラ ベ ル ２ （ チ ャ ネ ル ２ に お け る シ グ ナ ル ） 、 P3－ ラ ベ ル ３ （ チ
ャ ネ ル ３ に お け る シ グ ナ ル ） 、 P4－ 半 分 の 量 の ラ ベ ル １ 、 半 分 の 量 の ラ ベ ル ２ 、 P5－ 半 分
の 量 の ラ ベ ル １ 、 半 分 の 量 の ラ ベ ル ３ 、 P6－ 半 分 量 の ラ ベ ル ２ 、 半 分 の 量 の ラ ベ ル ３ 及 び
P7－ 1/3の 量 の ラ ベ ル １ 、 1/3の 量 の ラ ベ ル ２ 、 1/3の 量 の ラ ベ ル ３ 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ４ ７ 】
シ グ ナ ル が １ つ の チ ャ ネ ル に お い て 測 定 さ れ 得 る 場 合 、 パ ラ メ ー タ ー １ ， ２ 又 は ３ の 分 析
物 の １ つ の ％ に つ い て の 明 白 な 徴 候 が 与 え ら れ る （ 表 を 参 照 の こ と ） 。 シ グ ナ ル ５ ： 50の
比 で ２ つ の チ ャ ネ ル に お い て 生 じ る 場 合 、 表 に 示 さ れ る よ う に 、 パ ラ メ ー タ ー ４ ， ５ 又 は
６ の 分 析 物 に つ い て の 強 い 徴 候 が 存 在 す る 。 33： 33： 33の シ グ ナ ル 比 は 、 P7分 析 物 が サ ン
プ ル に 存 在 す る こ と を 示 す 。 し か し な が ら 、 こ れ は 、 理 想 的 な 状 況 に 影 響 を 及 ぼ す 。 実 際
の シ グ ナ ル は 、 偏 向 し 、 そ し て し ば し ば 、 ラ ベ ル 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド － 及 び 漏 話 － シ グ ナ
ル の 異 な っ た 検 出 効 率 を 補 足 す る た め に 標 準 化 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る 異 な っ た ラ ベ ル は 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 結 合 効 率 を 変 え る べ き
で は な く 、 こ れ は ま た 、 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る パ ー ト ナ ー ： 第 ２ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ
る 結 合 パ ー ト ナ ー の 比 を 変 え る こ と に よ っ て 調 節 で き る 。 ま た 異 な っ た 検 出 効 率 は 、 こ の
手 段 に よ り 調 節 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
50： 50の シ グ ナ ル 比 は ま た 、 ２ 種 の 分 析 物 の 存 在 の 場 合 に 生 じ る 。 し か し な が ら 、 そ れ ら
の 発 生 は 、 ２ つ の チ ャ ン ネ ル へ の 50： 50の シ グ ナ ル 分 布 を 生 成 す る 、 出 発 分 子 の 数 及 び 同
一 の 抽 出 /増 幅 /検 出 高 価 に 関 し て １ ： １ の 同 時 感 染 、 又 は 力 価 に お け る 差 異 を 正 確 に 平 衡
化 し 、 そ し て 再 び 、 50： 50の 分 布 を 生 成 す る 抽 出 /増 幅 /検 出 効 率 と 共 に 異 な っ た 数 の 出 発
分 子 の い ず れ か に 存 在 す る の で 、 こ れ は た ぶ ん 非 常 に ま れ で あ る 。 従 っ て 、 単 一 の ラ ベ ル
さ れ た プ ロ ー ブ に よ り 示 さ れ る ２ 種 の パ ラ メ ー タ ー 、 例 え ば P1及 び P2の 同 時 感 染 は 、 >>50
:<<50:0又 は <<50:>>50:0の 不 均 等 な 分 布 を も た ら し 、 そ し て 例 え ば 、 50： 50： 0の 均 等 な
分 布 に よ り 示 さ れ る P4と は 区 別 で き る 。 し か し な が ら 、 そ の よ う な 結 果 は ま た 、 ２ 種 の 剤
、 例 え ば P4及 び P1に よ り 同 時 感 染 さ れ た サ ン プ ル に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
測 定 さ れ た シ グ ナ ル の 解 決 に お い て 不 明 瞭 な 結 果 及 び 可 能 性 あ る 誤 り の 危 険 性 を さ ら に 低
め る た め に 、 複 数 の チ ャ ン ネ ル に 存 在 す る シ グ ナ ル が 例 １ に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、 サ
ン プ ル に お け る １ つ の 可 能 性 あ る 分 布 を 評 価 さ れ 得 る よ う な 手 段 で パ ラ メ ー タ ー を 配 置 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 サ ン プ ル に 存 在 す る こ と が で き る 残 る 可 能 性 あ る 分 析 物 分
布 に つ い て 特 に 試 験 す る 追 加 の ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 連 続 的 方 法 は 第
１ 回 の 実 施 に お い て ほ と ん ど の サ ン プ ル に お け る 明 確 な 分 析 物 分 布 の 決 定 を 可 能 に す る の
で 、 非 常 に 経 済 的 で あ り 、 そ し て 不 明 瞭 サ ン プ ル は 、 低 め ら れ た 数 の 分 析 物 を 伴 っ て 複 数
の 分 析 物 ア ッ セ イ を 用 い て 、 第 ２ 回 目 の 実 施 に お い て 再 評 価 さ れ 得 る （ 明 確 な １ つ の ラ ベ
ル － １ つ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 組 合 せ が 可 能 で あ る べ き で あ る ） 。 さ ら に 、 核 酸 分 析 物 及 び
増 幅 さ れ た 核 酸 分 析 物 に 関 し て は 、 例 え ば 異 な っ た 分 析 物 の 区 別 及 び 確 か な 結 果 の 獲 得 を
可 能 に す る 、 分 析 物 － プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 又 は 増 幅 さ れ た 核 酸 の 溶 融
曲 線 を 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 の た め の キ ッ ト が 本 発 明 の 目 的 で あ る 。 そ の よ う な キ ッ ト
は 、
－ 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、
－ 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き る 第 ２ の ラ ベ ル に 結
合 さ れ る 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び
－ 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ こ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３
の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ
し て 第 ２ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同
じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ る ） を 、 １ 又 は 複 数 の 容 器 に 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
さ ら に 、 そ の よ う な キ ッ ト は ま た 、 緩 衝 液 、 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 、 及 び 当 業 界 に お い て 知 ら
れ て い る 他 の 反 応 成 分 を 含 む こ と が で き る 、 結 合 パ ー ト ナ ー の そ れ ら の 分 析 物 へ の 特 異 的
結 合 の た め の 手 段 を 含 む こ と が で き る 。 核 酸 分 析 物 の 決 定 の た め の キ ッ ト は ま た 、 上 記 に
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記 載 さ れ る よ う に 核 酸 増 幅 方 法 の た め の 反 応 成 分 も 含 む こ と が で き る 。 PCR反 応 キ ッ ト は
ま た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 緩 衝 液 、 ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 及 び /又 は プ ラ イ マ ー を 含 む こ と が
で き る 。
本 発 明 は 、 次 の 例 に よ り 例 示 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ３ 】

．
本 発 明 の 多 － 分 析 を 、 “ 従 来 の ” 蛍 光 色 素 化 合 物 及 び “ 従 来 の ” 共 鳴 エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス
フ ァ ー 原 理 に 基 づ い て 構 築 す る 、 Roche Cobas Taqman増 幅 /検 出 技 法 及 び 5’ － ヌ ク レ ア ー
ゼ ア ッ セ イ 技 法 （ ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 0543942号 及 び ア メ リ カ 特 許 第 5,210,015号 ） を 用 い て
行 う こ と が で き る 。 Roche Cobas Taquman装 置 は 、 ４ 個 の フ ィ ル タ ー 対 に よ り 装 備 さ れ る
（ ま た 、 ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 0953379号 、 ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 0953837号 、 ア メ リ カ 特 許 第 6,13
4,000号 及 び ア メ リ カ 特 許 第 6,084,699号 を 参 照 の こ と ） 。 推 定 上 の イ ン デ ィ ケ ー タ ー 組 は
、 ４ 個 の レ ポ ー タ ー 及 び 好 ま し く は １ 又 は ２ 個 の 任 意 に は 非 蛍 光 性 消 光 剤 か ら 成 る 。 Coba
s Taqman検 出 器 に よ り 設 定 さ れ る ス ペ ク ト ル 範 囲 、 す な わ ち 約 420nm～ 約 710nmに 及 ぶ 候 補
体 化 合 物 は 、 次 の も の を 包 含 す る こ と が で き る ：
【 ０ ０ ５ ４ 】
－ 赤 色 に お い て 広 い バ ン ド の 吸 収 範 囲 を 有 す る 消 光 剤 （ Q） 色 素 に 関 し て は 、 例 え ば ポ リ
メ チ ン － シ ア ニ ン 色 素 （ 例 え ば 、 n=5, す な わ ち メ ソ メ リ － 構 造 を 構 築 す る ４ 個 の 接 合 さ
れ た オ レ フ ィ ン 実 在 物 ） 、 又 は 接 合 さ れ た メ ソ メ リ － π － e(-)－ シ ス テ ム に 関 係 す る 不 飽
和 N－ 複 素 環 式 成 分 に 対 称 的 に 融 合 さ れ る 側 面 で の ロ ー ダ ミ ン 誘 導 体 （ 両 者 と も 、 好 ま し
く は 、 非 蛍 光 ニ ト ロ フ ェ ニ ル － 誘 導 体 と し て ） 、
－ レ ポ ー タ ー （ R） 色 素 蛍 光 分 子 に 関 し て は 、 例 え ば ク マ リ ン 色 素 、 フ ル オ レ セ イ ン 型 色
素 、 例 え ば FAM又 は 塩 素 化 さ れ た 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン 型 色 素 、 オ キ サ ジ ン 又 は bodipy－ 型
化 合 物 。 そ れ ら の ３ 種 は 、 パ ラ メ ー タ ー を 標 的 化 す る た め に 評 価 さ れ 、 １ つ は ICを モ ニ タ
ー す る た め で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
候 補 体 色 素 に 関 す る 一 般 的 な 必 要 条 件 は 、 次 の も の を 包 含 す る ： 原 液 に お け る 、 及 び マ ス
タ ー ミ ッ ク ス 試 薬 に お け る 成 分 と し て の 使 用 レ ベ ル で の 良 好 な 化 学 的 安 定 性 ； 合 成 、 精 製
及 び キ ッ ト 製 造 の 間 、 周 囲 光 に 暴 露 さ れ る 場 合 の 安 定 性 ； PCRに お け る 複 数 の 加 熱 /冷 却 サ
イ ク ル （ 例 え ば 、 n＝ 60） に 暴 露 さ れ る 場 合 の 安 定 性 ； 対 応 す る PQ共 鳴 対 間 で の 十 分 な ス
ペ ク ト ル オ ー バ ー ラ ッ プ 及 び 効 果 的 な エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー ； 高 い 吸 光 係 数 （ す な わ
ち 、 吸 光 度 ） ； 及 び 特 に レ ポ ー タ ー に 関 し て 、 水 溶 液 に お い て 、 及 び Taqman－ PCRの た め
に 使 用 さ れ る pH範 囲 （ 例 え ば 、 pH７ － 8.5） に お け る 高 い 定 量 的 収 率 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
新 規 概 念 は 、 特 定 の ア ッ セ イ パ ラ メ ー タ ー 及 び 対 応 す る チ ャ ネ ル を 表 す 、 特 定 の 色 素 の 固
定 さ れ た 評 価 を 有 す る 代 わ り に 、 Cobas Taqmanの そ の 対 応 す る ３ 個 の 光 学 チ ャ ン ネ ル を 通
し て の ３ 個 の レ ポ ー タ ー 色 素 及 び そ の 二 重 組 合 せ の 漏 話 － 及 び バ ッ ク グ ラ ウ ン ド － 補 正 さ
れ た 、 標 準 化 さ れ た シ グ ナ ル の 分 布 の 測 定 を 可 能 に す る 。 こ の 原 理 は 、 最 大 の 複 雑 性 が 考
慮 さ れ る 場 合 、 ６ － パ ラ メ ー タ ー － 複 合 ア ッ セ イ に よ り 得 ら れ る 陽 性 結 果 の 完 全 な 解 決 （
レ ポ ー タ ー R1, R2, R3, R1+2, R1+3, R2+3を 通 し て ） を 適 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
理 論 的 に は 、 シ グ ナ ル － 使 用 の 場 合 、 そ れ ぞ れ 処 理 さ れ た シ グ ナ ル の 100％ が 、 所 定 の チ
ャ ネ ル に 見 出 さ れ ； 二 重 ラ ベ ル 使 用 の 場 合 、 処 理 さ れ た シ グ ナ ル は 、 ２ 個 の 対 応 す る チ ャ
ネ ル を 通 し て 均 等 に 分 析 さ れ る (50％ ＋ 50％ )。
正 /負 の プ ー ル （ ド ネ ー シ ョ ン ） の 識 別 は 、 シ グ ナ ル － 対 － 時 間 の 曲 線 の 傾 斜 プ ロ フ ァ イ
ル を 検 知 す る 、 限 界 サ イ ク ル （ ct値 、 す な わ ち 蛍 光 シ グ ナ ル 強 度 が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ
ル 以 上 に 有 意 に 上 昇 す る 反 応 座 標 上 の 点 ） の 決 定 の た め の 最 適 化 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム に 基
づ い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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感 染 の 種 類 （ ア ッ セ イ パ ラ メ ー タ ー 、 す な わ ち 検 出 で き る 生 成 物 を も た ら す 病 原 体 の 種 類
） の 解 決 は 、 シ グ ナ ル /時 間 曲 線 （ AUC） 下 で の 合 計 領 域 、 又 は 全 体 の 標 準 化 さ れ た プ ラ ト
ー シ グ ナ ル 強 度 へ の チ ャ ネ ル － 特 異 的 寄 与 の 分 析 を 通 し て 行 わ れ る 。 し か し な が ら 、 血 液
ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 必 要 と さ れ る よ う な 定 性 的 ア ッ セ イ の た め に 必 須 で な い そ れ ら の
基 準 に 関 し て は 、 安 定 し た 用 量 － 応 答 相 互 関 係 は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
適 切 な ６ － パ ラ メ ー タ ー （ P1－ P6） 多 重 ア ッ セ イ は 、 次 の プ ロ ー ブ を 含 ん で 成 る （ Q＝ 消
光 剤 、 R＝ レ ポ ー タ ー 及 び N:＝ ４ 種 の ヌ ク レ オ チ ド の １ つ ） ：
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
換 言 す れ ば 、
２ ～ ４ の 場 合 、 均 等 に ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ （ 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド /同 じ レ ポ ー タ ー
） の 約 １ ★ 6 1 2 の 分 子 が パ ラ メ ー タ ー 当 た り PCR中 に 導 入 さ れ ；
１ ， ５ 及 び ６ の 場 合 、 再 び 、 ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ の 約 1★ 6 1 2 の 分 子 が パ ラ メ ー タ ー 当 た
り PCR中 の 導 入 さ れ 、 １ つ の 種 類 の 標 識 と 共 に 約 1/2★ 6 1 2 の 分 子 、 及 び 消 耗 さ れ 、 統 計 学
的 に 平 衡 化 さ れ る 、 他 の 種 類 の 標 識 （ 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド /異 な っ た レ ポ ー タ ー ） と
共 に 1/2★ 6 1 2 の 分 子 が 導 入 さ れ ；
す べ て の 場 合 、 10pモ ル の パ ラ メ ー タ ー － 特 異 的 プ ロ ー ブ が 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
不 明 瞭 な 結 果 の 危 険 性 に 関 し て は 、 及 び 単 一 の ラ ベ ル 及 び 二 重 組 合 せ の 使 用 に 集 中 し て 、
不 明 瞭 な 結 果 は 、 そ れ ぞ れ 単 一 の ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ に よ り 示 さ れ る ２ つ の パ ラ メ ー タ
ー 、 例 え ば P2⇔ R1＋ P4⇔ R3の 同 時 感 染 の 場 合 、 た ぶ ん 非 常 に ま れ で あ る こ と を 示 す こ と が
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で き る 。 出 発 分 子 の 数 に 関 し て １ ： １ の 同 時 感 染 、 及 び ２ つ の チ ャ ン ネ ル へ の 50： 50の シ
グ ナ ル 分 析 を 生 成 す る 同 一 の 抽 出 /増 幅 /検 出 効 率 の 確 立 、 又 は 異 な っ た 数 の 出 発 分 子 、 及
び 力 価 に お け る 差 異 を 正 確 に 平 衡 化 し 、 そ し て 再 び 50： 50の 分 布 を 生 成 す る 抽 出 /増 幅 /検
出 効 率 の 確 立 は 、 無 視 し て 良 い ほ ど 低 い と 思 わ れ る 。 従 っ て 、 >(>)50:<(<)50:0又 は <(<)5
0:>(>)50:0の 不 均 等 な 分 布 が も た ら さ れ （ ケ ー ス I） 、 そ し て そ の 結 果 、 50： 0： 50の 均 等
な 分 布 に よ り 示 さ れ る P5⇔ R1R3か ら 区 別 で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
２ 種 の 二 重 ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ （ ケ ー ス II） の １ ： １ 混 合 物 に よ り 示 さ れ る ２ 種 の パ ラ
メ ー タ ー 、 例 え ば P1⇔ R1R2及 び P2⇔ R1R3に よ る 同 時 感 染 は 、 ３ 個 の チ ャ ネ ル へ の シ グ ナ ル
分 布 （ 例 え ば 、 推 定 さ れ る 約 50： 25： 25の 比 較 で き る 抽 出 /増 幅 /検 出 効 率 ） の た め に 、 常
に 明 白 で あ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
２ 種 の パ ラ メ ー タ ー （ １ つ は 、 １ つ の レ ポ ー タ ー に よ り 表 さ れ 、 そ し て 他 の １ つ は ２ 個 の
レ ポ ー タ ー に よ り 表 さ れ る ） に よ る 同 時 感 染 は 、 ３ 個 の チ ャ ネ ル の シ グ ナ ル 分 布 （ 約 33：
33： 33（ ケ ー ス III 、 例 え ば R1R2＋ R3） ） の た め に 認 識 さ れ る べ き で あ り 、 又 は 比 較 で き
る 抽 出 /増 幅 /検 出 効 率 を 仮 定 し て 、 約 75： 約 25： 0パ タ ー ン （ ケ ー ス IV、 例 え ば R1R2＋ R1
） を 生 成 す る 。 ケ ー ス II及 び ケ ー ス III に 関 し て は 、 共 通 ス ル 特 徴 は 、 特 に “ ゼ ロ シ グ ナ
ル ” を 有 す る 標 的 物 に 関 連 す る 光 学 チ ャ ネ ル が 存 在 し な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
換 言 す れ ば 、 “ 真 の ゼ ロ ” に 対 し て 区 別 す る た め の “ ゼ ロ ＋ x” 限 界 が 重 要 で あ ろ う 。 ケ
ー ス IV、 た ぶ ん 最 も 決 定 的 な 場 合 、 解 決 は 、 得 ら れ る 分 布 が 50： 50の 情 況 と は 実 質 的 に 異
な る か 、 又 は 否 か を 決 定 す る ア ッ セ イ の 全 体 的 な 効 率 に 依 存 す る 。 た ぶ ん 、 追 加 の 数 学 的
基 準 が 、 特 に 後 者 の 種 類 の 不 明 瞭 性 を 解 決 す る た め に 考 慮 さ れ る べ き で あ る 。 好 都 合 に は
、 同 時 Taqman－ PCRは 、 そ の よ う な “ ヘ ル パ ー 算 術 ” を 提 供 す る 。 こ の ト ッ ピ ン グ は 、 い
く ら か よ り 詳 細 に 下 記 で 対 処 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
不 明 瞭 性 の ま れ な 発 生 、 す な わ ち 同 時 感 染 か ら 生 じ る 50： 50の シ グ ナ ル － 分 布 の 現 象 は さ
ら に 、 地 理 的 分 布 を 考 慮 す る こ と に よ っ て 完 結 さ れ 得 る 単 一 の ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ に 、
非 常 に ま れ に 見 出 さ れ 、 そ し て 低 い 効 率 で 増 幅 さ れ た パ ラ メ ー タ ー を 評 価 す る こ と に よ っ
て 最 少 に さ れ る 。
HIV－ １ － M、 HIV－ １ － O、 HIV－ ２ 、 HCV、 HBV及 び HAVの 決 定 の た め の レ ポ ー タ ー （ R＝ ラ
ベ ル ） 及 び ア ッ セ イ の 推 定 上 の 評 価 は 次 の 通 り で あ る ：
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ ０ ６ ８ 】
安 全 性 の 理 由 の た め に 及 び 特 に 市 販 の ア ッ セ イ に 関 し て は 、 第 ４ の ラ ベ ル （ R4） に 結 合 さ
れ る プ ロ ー ブ に よ り 検 出 さ れ 得 る 内 部 対 照 を ま た 付 加 す る こ と が で き る 。
HIV－ １ － O及 び HIV－ 2の 同 時 感 染 は ほ と ん ど で あ り そ う も な く 、 両 者 は 非 常 に ま れ で あ り
、 そ し て 地 理 的 に 十 分 に 分 離 さ れ て お り （ し か し な が ら 、 数 年 間 に わ た っ て 変 化 す る こ と
が で き る ） 、 そ し て 全 体 的 な 結 果 は 、 そ の よ う な 予 測 で き な い 現 象 の 場 合 に お い て さ え 、
“ HIV陽 性 ” で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
他 方 で は 、 HIV－ １ － O及 び HCV又 は HIV－ 2及 び HCVの 同 時 感 染 は 、 50： 0： 50又 は 0： 50： 50
の 均 等 な 分 布 を も た ら す べ き で は な く 、 そ れ ぞ れ 、 現 在 の 増 幅 効 率 （ HIV－ １ － O及 び HIV
－ 2に 関 し て は 低 い ） を 付 与 し 、 そ し て HBV又 は HAVの 単 一 感 染 に 関 し て は 誤 解 さ れ な い 。
従 っ て 、 例 え ば Roche Cobas TaqMan装 置 に 使 用 さ れ る 、 別 々 に 検 出 さ れ る 内 部 対 照 を 包 含
す る ６ － パ ラ メ ー タ ー ア ッ セ イ を 行 う た め の 標 準 の ４ チ ャ ネ ル 蛍 光 計 を 使 用 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
従 っ て 、 ア ッ セ イ パ ラ メ ー タ ー に 関 し て の ６ パ ラ メ ー タ ー 多 重 ア ッ セ イ の 完 全 な 解 決 の た
め の こ の 概 念 は 、 現 在 の 化 学 シ ス テ ム 及 び 測 定 器 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に 比 較 し て 適 度 な 追 加
の 努 力 を 必 要 と す る 。 同 時 に 、 よ り 精 巧 な 分 析 用 ソ フ ト ウ ェ ア に 関 す る 必 要 条 件 は 、 下 記
に 示 さ れ る 考 慮 に よ り 示 さ れ る よ う に 必 要 な 労 力 を 要 さ な い 。 い く ら か の 詳 細 に お い て は
、 こ れ は 、 次 の も の を 包 含 す る ：
【 ０ ０ ７ １ 】
－ ３ 種 の プ ロ ー ブ （ 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 異 な っ た 蛍 光 標 識 ） の た め の 二 重 計 算 法 追
跡 、
－ 単 一 の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ か ら の 個 々 の レ ポ ー タ ー に つ い て の シ グ ナ ル 出 力 、 及 び 標 準
化 因 子 の 合 成 を 確 立 す る た め の 標 準 化 方 法 （ そ れ ぞ れ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 配 列
環 境 か ら の 衝 撃 、 Em（ R/Q） 比 に よ り 示 さ れ る よ う な 精 製 の 程 度 、 波 長 依 存 性 エ ネ ル ギ ー
含 有 率 、 及 び CTM ASICSの ス ペ ク ト ル 感 受 性 を 考 慮 す る ） 、
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－ 100％ 計 数 と し て 作 用 す る よ う 最 も 信 頼 で き る 出 力 基 準 又 は 基 準 組 の 生 成 、 及 び 予 測 さ
れ る 値 に つ い て の 許 容 範 囲 境 界 の 設 定 、
－ 上 記 に 言 及 さ れ る す べ て の パ ラ メ ー タ ー を 組 み 込 む ３ 個 の 標 的 チ ャ ネ ル へ の 補 正 さ れ 、
標 準 化 さ れ た シ グ ナ ル の 分 布 の 分 析 の た め の ソ フ ト ウ ェ ア ア ル ゴ リ ズ ム の 開 発 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

．
Roche Cobas TaqMan T M  装 置 の よ う な 自 動 化 さ れ た 試 験 装 置 の た め の ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー
ル に 関 し て は 、 適 切 な 工 程 ス キ ー ム は 下 記 に 与 え ら れ る （ ま た 、 図 １ を 参 照 の こ と ） 。
与 え ら れ る 新 規 試 薬 の 利 用 性 、 自 動 化 さ れ た ア ッ セ イ の 主 要 デ ー タ 収 集 及 び デ ー タ 処 理 ス
キ ー ム は 次 の 通 り で あ る ：
【 ０ ０ ７ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
好 ま し く は 、 す べ て の 段 階 は 、 Cobas Taqman－ 計 測 器 上 の 光 学 チ ャ ネ ル １ ， ２ ， ３ 及 び ４
の た め に 別 々 に 行 わ れ る 。
－ デ ー タ 処 理 ：
１ ） 個 々 の チ ャ ネ ル に 関 し て 、 及 び シ グ ナ ル － 対 － 時 間 の グ ラ フ と し て 、
｛ TFI f ( t )  - ｛ (DM * DD f ( t ) ) + BG｝  ｝  * XT * NF R i  = NFI
が 計 算 さ れ 、 す な わ ち チ ャ ネ ル － 特 異 的 標 準 化 さ れ た 、 補 正 さ れ た 蛍 光 強 度 、
２ ） チ ャ ネ ル １ ， ２ ， ３ が レ ポ ー ト 色 素 に 対 応 し 、 そ し て チ ャ ネ ル ４ が IC色 素 に 対 応 す る
場 合 、 NFI 4 ＝ 100 IC応 答 強 度 、
３ ） そ れ ら の チ ャ ネ ル を 通 し て の 分 布 に よ り 分 析 さ れ る NFI 1 + 2 + 3 ＝ 100％ 標 的 物 応 答 強 度
、 す な わ ち チ ャ ネ ル １ に お け る x％ 、 チ ャ ネ ル ２ に お け る y％ 及 び チ ャ ネ ル ３ に お け る z％
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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次 に 、 得 ら れ る シ グ ナ ル 分 布 数 を 、 上 記 に 与 え ら れ た 予 備 計 算 さ れ た 値 に 比 較 し 、 そ し て
検 出 さ れ る 病 原 体 の 強 度 を 、 光 学 的 チ ャ ネ ル － 特 異 的 増 加 及 び 対 応 す る レ ポ ー タ ー 色 素 、
並 び に 補 助 因 子 の 相 互 関 係 か ら 推 定 す る 。
従 っ て 、 換 言 す れ ば 、 ア ッ セ イ は 、 標 的 物 力 価 （ す な わ ち 、 そ れ は 血 液 銀 行 の お け る 適 用
を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 適 切 な 陽 性 /陰 性 結 果 を 生 成 す る 定 性 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ で あ る ） に 関 し て 検 量 さ れ な い が 、 し か し 所 定 の 濃 度 で パ ラ メ ー タ ー － 特 異 的 プ ロ ー
ブ の シ グ ナ ル 出 力 （ 多 重 増 幅 の 陽 性 結 合 に つ い て の 原 因 を 同 定 す る た め の ） に 関 し て 検 量
さ れ る 。
個 々 の サ ン プ ル 分 析 は 、 図 １ に 示 さ れ る よ う に し て 行 わ れ る 。
こ の 処 理 ア ル ゴ リ ズ ム の ロ ジ ッ ク を 理 解 す る た め に 、 根 本 的 な ア ッ セ イ 原 理 を 考 慮 す べ き
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
5’ － ヌ ク レ ア ー ゼ 技 法 （ Taqman－ PCR、 本 明 細 書 に 示 さ れ る 本 発 明 の た め の 好 ま し い 態 様
） に お い て は 、 そ れ ぞ れ 増 幅 及 び 検 出 反 応 は 密 接 に 編 成 さ れ る 。 こ の た め に は 、 ２ 種 の 特
定 の 化 学 的 修 飾 を 有 す る 検 出 プ ロ ー ブ を 、 PCRマ ス タ ー ミ ッ ク ス に 添 加 す る 。 そ れ ら の 修
飾 の １ つ は 、 プ ロ ー ブ の 主 鎖 に 共 有 結 合 さ れ る 蛍 光 助 剤 レ ポ ー タ ー 基 （ R、 例 え ば 、 ６ －
カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ イ ン の 誘 導 体 ） で あ り 、 他 の １ つ は レ ポ ー タ ー の 蛍 光 を 吸 収 で き
、 そ し て そ れ を 消 光 す る （ 消 光 剤 、 Q） こ と が で き る 色 素 （ 例 え ば 、 ポ リ メ チ ン － シ ア ニ
ン 誘 導 体 ） で あ る 。 消 光 剤 は 典 型 的 に は 、 そ の 5’ 末 端 で プ ロ ー ブ 主 鎖 に 結 合 さ れ 、 そ し
て レ ポ ー タ ー は 、 多 く の ヌ ク レ オ チ ド 構 築 ブ ロ ッ ク に よ り 消 光 剤 か ら 距 離 を お い て 存 在 す
る オ リ ゴ 配 列 内 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
プ ロ ー ブ は 、 プ ラ イ マ ー （ 逆 方 向 又 は 前 方 ） の 3’ 末 端 に 隣 接 す る 標 的 核 酸 （ セ ン ス 又 は
ア ン チ セ ン ス 鎖 ） に 結 合 す る 。 プ ラ イ マ ー が 標 的 物 に ア リ ー リ ン グ し 、 そ し て DNAポ リ メ
ラ ー ゼ が プ ラ イ マ ー ： 標 的 物 ハ イ ブ リ ッ ド に 結 合 す る と す ぐ に 、 延 長 が 開 始 す る 。 コ ピ ー
鎖 合 成 と 共 に 、 酵 素 の 5’ － ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の た め に 、 プ ロ ー ブ は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ
ー ブ 結 合 部 位 に 達 す る と す ぐ に 分 解 さ れ 、 レ ポ ー タ ー 及 び 消 光 剤 が 分 離 さ れ 、 そ し て 蛍 光
シ グ ナ ル が 測 定 で き る よ う に な る 。 こ の 工 程 は 、 サ イ ク ル ご と に 反 復 さ れ 、 そ し て 蛍 光 レ
ポ ー タ ー は 、 反 応 の 最 後 で の 試 薬 の 消 耗 ま で 、 溶 液 に お い て 蓄 積 す る 。 そ の 結 果 、 シ グ ナ
ル － 対 － 時 間 の プ ロ ッ ト に お い て は 、 S字 形 成 長 曲 線 が 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
任 意 の 蛍 光 強 度 （ AFI、 相 対 光 単 位 （ RLU） と も 呼 ば れ る ） が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル か
ら 有 意 に 区 別 さ れ る 、 時 間 軸 上 の 点 が 限 界 サ イ ク ル （ ct） と 呼 ば れ る 。 ctは 、 分 析 物 力 価
の 尺 度 で あ り ； ct値 が 小 さ い ほ ど 、 出 発 分 子 の 数 は 多 く 、 そ し て /又 は 出 力 又 は 増 幅 /検 出
効 率 は よ り 良 好 で あ る 。 ct値 は 、 異 な っ た 数 学 的 操 作 に よ り 計 算 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 カ ッ
ト － オ フ ア プ ロ ー チ （ 定 数 因 子 に よ り 掛 け 算 さ れ る 平 均 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 強 度 が
陽 性 と 陰 性 と を 識 別 す る た め に カ ッ ト － オ フ シ グ ナ ル 強 度 を 生 成 す る ） が 使 用 さ れ 得 る か
、 又 は シ グ ナ ル － 対 － 時 間 の 曲 線 の 第 １ 又 は 第 ２ 誘 導 体 の 最 大 点 の 位 置 （ す な わ ち 、 急 勾
配 又 は 傾 斜 プ ロ フ ィ ー ル ） が 曲 線 適 合 の 後 、 分 別 さ れ る ア プ ロ ー チ が 使 用 さ れ 得 る 。 こ の
傾 斜 プ ロ フ ィ ー ル ア プ ロ ー チ は 、 シ グ ナ ル 限 界 ア プ ロ ー チ に 比 較 し て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
強 度 レ ベ ル に 実 質 的 に 無 関 係 で あ り 、 従 っ て 反 応 混 合 物 に 存 在 す る す べ て の プ ロ ー ブ か ら
の 累 積 さ れ た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 す る 多 重 ア ッ セ イ の た め に 非 常 に 魅 力 的 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
そ れ ら の 原 理 に 基 づ い て 、 及 び 上 記 に 示 さ れ る 処 理 ス キ ー ム に 従 っ て 、 一 次 結 果 （ す な わ
ち 、 陽 性 か 又 は 陰 性 か ？ ） 及 び 二 次 結 果 （ す な わ ち 、 感 染 の 種 類 が サ ン プ ル を 陽 性 に す る
か ？ ） を 生 成 す る た め に 異 な っ た 手 段 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
１ つ の 通 常 の ラ ベ ル を 用 い て 多 重 ア ッ セ イ を 行 う の に 比 較 し て 、 い く つ か の 光 学 チ ャ ネ ル
へ の シ グ ナ ル の 希 釈 の た め に 感 受 性 に お け る 可 能 性 あ る 損 失 が 存 在 し 、 そ し て 従 っ て 、 特
定 の チ ャ ネ ル に 低 め ら れ た 特 異 的 シ グ ナ ル 成 長 曲 線 が 存 在 す る 。 従 っ て 、 一 次 結 果 を 生 成
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す る た め に は 、 任 意 に は 、 複 合 シ グ ナ ル － 対 － 時 間 曲 線 を 取 り 扱 う で あ ろ う 。 こ の 手 段 に
よ り 、 完 全 な 特 異 的 シ グ ナ ル 収 率 が 、 １ つ の シ グ ナ ル － 対 － 時 間 曲 線 に 収 集 さ れ 、 次 に こ
れ は 、 限 界 サ イ ク ル （ ct） 及 び サ ン プ ル の 主 要 状 態 （ 陽 性 /陰 性 ） を 決 定 す る た め に 使 用
さ れ る 。 傾 斜 プ ロ フ ィ ー ル ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 強 度 の 付 加 は 、 有 害 で
は な く 、 そ し て 特 異 的 シ グ ナ ル の よ り 明 白 な 成 長 特 徴 を 区 別 す る 可 能 性 あ る 利 点 を 開 発 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
他 方 で は 、 二 次 結 果 の 生 成 に 関 し て は 、 標 準 化 さ れ た シ グ ナ ル （ NFI強 度 ） の チ ャ ネ ル －
特 異 的 分 布 を 言 及 し 、 そ し て 上 記 に 与 え ら れ る パ タ ー ン の 予 備 計 算 さ れ た マ ト リ ッ ク ス に
そ の 得 ら れ る 分 布 パ タ ー ン を 比 較 す る こ と に よ っ て 感 染 の 種 類 を 推 定 す る 。 さ ら に 、 及 び
識 別 力 を 増 強 す る た め に 、 ま た 標 準 化 さ れ て い な い 特 異 的 シ グ ナ ル 強 度 が 、 標 準 化 さ れ た
シ グ ナ ル の 約 50： 約 50又 は 約 75： 約 25の 分 布 、 す な わ ち 真 の 決 定 的 な 分 布 の 分 析 の た め に
考 慮 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
－ プ ロ ー ブ の １ ： １ 混 合 物 に よ り 表 さ れ る 単 一 感 染 の 場 合 、 標 準 化 さ れ て い な い 、 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド － 補 正 さ れ た シ グ ナ ル R1/R2の 得 ら れ る 比 は 、 全 体 の 増 幅 /検 出 工 程 を 通 し て 一
定 、 例 え ば 40/50で あ ろ う 。 こ れ は 、 等 量 の 精 製 さ れ た 色 素 に よ り 得 ら れ る 標 準 化 因 子 の
値 （ 0， 80） に 正 確 に 等 し く す る べ き で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 両 種 類 の ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー
ブ （ 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ！ ） は 同 一 の 割 合 で 分 解 さ れ る か ら で あ る 。 本 明 細 書 に
示 さ れ る 概 念 に 従 っ て の 分 解 性 ６ － パ ラ メ ー タ ー － 多 重 ア ッ セ イ に よ り 、 個 々 の チ ャ ネ ル
特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 、 同 じ ラ ベ ル に よ り 標 識 さ れ た ３ 種 の 異 な っ た プ ロ ー ブ の シ グ
ナ ル 出 力 か ら 製 造 さ れ る の で 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （ BG） － 補 正 は 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
従 っ て 、 BC強 度 は 、 ラ ベ ル の 光 学 的 特 徴 の 機 能 で あ る の み な ら ず 、 ま た プ ロ ー ブ の 構 造 特
徴 、 す な わ ち 線 上 又 は ヘ ア ー ピ ン 、 又 は 自 己 － 相 補 性 の 程 度 （ よ り 一 般 的 に は ） の 機 能 で
あ り 、 そ し て 二 次 構 造 の 形 状 平 衡 に 影 響 を 及 ぼ す 測 定 の 間 の 温 度 の 機 能 で あ る 。 そ の 結 果
、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ て い な い プ ロ ー ブ の 二 次 構 造 は 、 BG強 度 に 関 し て 考 慮 さ れ る べ き で
あ り 、 そ し て 補 助 計 算 が 、
SFI = TFI f ( t )  - [(DM * DD f ( t ) ) + BG] * XT i  = AFI - BG
に よ り 、 特 異 的 蛍 光 強 度 SFIに 基 づ か れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
対 照 的 に 、 特 異 的 シ グ ナ ル は 、 標 的 物 へ の プ ロ ー ブ の 実 質 的 に 完 全 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 、 す な わ ち プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 線 状 化 に 依 存 し て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ の 5’ －
ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ り 生 成 さ れ 、 そ し て 従 っ て 、 プ ロ ー ブ 構 造 に は 実 質 的 に 無 関 係 で あ
る 。 こ れ は ま た 、 Tm（ 溶 融 温 度 ） に お け る 同 時 低 下 の た め に 、 標 的 鎖 か ら 分 解 さ れ 、 そ し
て 解 離 さ れ た 後 、 切 断 さ れ た プ ロ ー ブ に 適 す る 。 残 留 プ ロ ー ブ オ リ ゴ マ ー に お け る 短 い 内
部 ハ イ ブ リ ッ ド は 、 PCRに お け る ア ニ ー リ ン グ /延 長 の た め に 使 用 さ れ る 高 温 で 安 定 性 で あ
る べ き で な い 。 定 量 的 収 量 又 は 溶 媒 効 果 に 対 す る 感 受 性 に お け る 差 異 を 補 足 す る 標 準 化 の
後 、 チ ャ ネ ル １ 及 び ２ に お け る シ グ ナ ル 分 布 は 、 50： 50で あ る 。 予 測 さ れ る よ う な NFI及
び SFI比 の 発 見 は 、 単 一 感 染 の た め の 二 重 証 明 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
－ そ れ ぞ れ R1及 び R2に よ り ラ ベ ル さ れ た ２ 種 の 特 異 的 プ ロ ー ブ を 通 し て 示 さ れ る 二 重 感 染
の 場 合 （ ケ ー ス I） 、 シ グ ナ ル 動 力 学 （ す な わ ち 、 時 間 の 関 数 と し て ） は 、 初 期 分 析 物 力
価 、 又 は 全 体 の ア ッ セ イ 効 率 の い ず れ か 、 又 は 両 者 は た ぶ ん 異 な る の で 、 ２ 種 の 異 な っ た
ア ッ セ イ に 関 し て は 、 た ぶ ん 異 な っ て い る と は 思 わ れ な い 。 従 っ て 、 NFIレ ベ ル に 基 づ い
て の >50： <50情 況 の 確 立 に 加 え て 、 ま た 、 R1/R2の SFI比 は 、 反 応 の か な り の 初 期 、 中 央 及
び 後 期 相 に 関 し て 異 な る べ き で あ り 、 す な わ ち SFI比 は 変 化 し や す い 。 前 記 比 は 一 定 の 傾
向 を 有 し 、 そ し て 好 ま し く は 、 モ デ ル プ ロ ー ブ （ 不 可 逆 的 微 小 環 境 因 子 、 例 え ば リ ン カ ー
、 局 部 電 荷 を 考 慮 し て ） 、 例 え ば そ の 構 造 形 状 に よ り シ グ ナ ル 出 力 を 調 節 し な い T 3 － R－ T

1 6 － オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ れ る 精 製 さ れ た 色 素 の 均 等 混 合 物 に よ り 得 ら れ る 、 そ れ
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ぞ れ の 標 準 化 因 子 と は 異 な る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
－ R1＋ R1R2（ ケ ー ス IV） 及 び ２ 種 の ア ッ セ イ に つ い て 実 質 的 に 異 な っ た 全 体 の 回 収 性 に よ
り 表 さ れ る 二 重 感 染 の 場 合 、 50： 50と は 非 常 に 異 な ら な い 標 準 化 さ れ た シ グ ナ ル 分 布 、 例
え ば 55： 45が チ ャ ネ ル １ 及 び ２ に お い て 観 察 さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 標 準 化 さ れ て い な
い シ グ ナ ル 強 度 に 関 し て は 、 比 R1/R2は 例 え ば 45/50（ 0， 88） で あ り 、 す な わ ち 標 準 化 因
子 よ り も 大 き い で あ ろ う 。 従 っ て 、 標 準 化 さ れ た 及 び 標 準 化 さ れ て い な い レ ベ ル の 両 者 に
基 づ い て “ 予 測 さ れ る よ り も 大 き い ” 二 重 バ イ ア ス は 、 二 重 感 染 を 示 す で あ ろ う 。 さ ら に
、 例 え ば AUCを 通 し て 追 跡 さ れ る 比 R1/R2は 、 た ぶ ん 、 識 別 を 増 強 す る で あ ろ う 異 な っ た 増
幅 効 率 に 起 因 す る 異 な っ た シ グ ナ ル 運 動 学 の た め に 、 全 ア ッ セ イ を 通 し て 一 定 で は な い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
－ 二 重 感 染 の 場 合 、 両 ア ッ セ イ が ほ ぼ 等 し い 効 率 を 有 し 、 そ し て 実 質 的 に 異 な っ た 又 は ほ
ぼ 等 し い 分 析 物 力 価 の い ず れ か か ら 出 発 す る 場 合 、 75： 25： 0の NFIパ タ ー ン が 、 R1＋ R2又
は R1＋ R1R2ラ ベ リ ン グ （ ケ ー ス I又 は ケ ー ス IV？ ） の い ず れ か に よ り 近 づ け ら れ る か 、 又
は 越 え ら れ さ え す る 。 ケ ー ス IVの 同 時 感 染 と 強 く 片 寄 せ ら れ た ケ ー ス I型 の 同 時 感 染 と の
間 の 識 別 は 、 絶 対 的 な 特 異 的 シ グ ナ ル 強 度 （ R1強 度 は ケ ー ス I情 況 下 で よ り 低 く あ る べ き
で あ る ） 、 又 は チ ャ ネ ル 特 異 的 な 、 任 意 に 修 正 さ れ た SFI値 の 絶 対 的 差 異 に よ り 達 成 さ れ
得 る 。 結 果 は 、 い く つ か の 場 合 、 ま た 完 全 に は 明 確 で な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
こ の 他 に 、 複 合 AFI/t曲 線 が 曲 線 形 状 特 徴 に 関 し て 分 析 さ れ 得 る 。 単 一 感 染 の 場 合 、 １ 点
の 感 染 を 伴 っ て の 単 一 Ｓ 字 形 曲 線 を 予 測 す る 。 し か し な が ら 、 二 重 感 染 の 場 合 、 ２ 種 の 感
染 剤 か ら 抽 出 さ れ た ２ 種 の 核 酸 標 的 物 の 個 々 か ら 生 成 さ れ た ２ 種 の 成 長 曲 線 は 、 ct（ す な
わ ち 、 曲 線 が 上 方 に 曲 が り 、 そ し て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 及 び ド リ フ ト レ ベ ル 以 上 に 上 昇 す る
、 時 間 軸 上 の 点 ） に 関 し て 、 形 状 に 関 し て 、 及 び 特 定 の シ グ ナ ル 強 度 に 関 し て 、 た ぶ ん 同
一 で は な い 。 従 っ て 、 二 － Ｓ 字 形 曲 線 形 状 が 、 ２ 点 の 感 染 を 伴 っ て 、 生 成 さ れ 得 る 。 そ の
結 果 、 一 又 は 二 － Ｓ 字 形 曲 線 形 状 は 、 調 査 下 で の サ ン プ ル に 存 在 す る 単 一 又 は 二 － 感 染 を
示 す 。 し か し な が ら 、 好 ま し く な い 場 合 、 複 数 の 曲 線 の 並 置 は 、 不 明 瞭 な 最 大 傾 斜 を 有 す
る 不 規 則 な 形 状 を 誘 導 し 、 そ し て ノ イ ズ （ す な わ ち 、 曲 線 の 荒 さ ） が 高 め ら れ る 。 さ ら に
も う １ つ の 可 能 性 は 、 ２ 種 の ほ ぼ 同 一 の 曲 線 が 並 置 さ れ る 場 合 、 １ 点 の 感 染 を 伴 っ て の 複
合 曲 線 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
要 約 す る と 、 感 染 に お け る タ イ プ に 関 し て の 陽 性 多 重 ア ッ セ イ 結 果 を 解 決 す る た め に 利 用
で き る 多 く の 数 学 的 手 段 が 存 在 す る 。 そ れ ら は 、 次 の も の を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け
に は 限 定 さ れ な い ：
基 本 的 手 段 － 標 的 物 に 関 連 す る ２ 又 は ３ 個 の 光 学 チ ャ ネ ル に お け る 有 意 な シ グ ナ ル 強 度 を
有 す る 情 況 に お け る 、 参 照 NFI分 布 パ タ ー ン 及 び 偏 差 の 型 。 参 照 パ タ ー ン か ら の 許 容 で き
る 範 囲 の 偏 差 は 、 絶 対 数 、 正 確 な デ ー タ に 基 づ い て の そ れ ぞ れ の NFI値 に 対 す る ％ バ ン ド
、 又 は そ れ ら の 組 合 せ に よ り 設 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
補 助 手 段 － 通 常 の バ イ ア ス に つ い て の 特 定 の 光 学 チ ャ ネ ル に 関 連 す る NFI及 び SFI比 の 分 析
； 反 応 座 標 （ 定 数 又 は 変 数 ） に 力 学 的 に 沿 っ て の サ イ ク ル 数 の 関 数 と し て の NFI又 は SFI比
の 分 析 ； 調 査 下 の 異 な っ た 感 染 剤 に つ い て の 既 知 の ア ッ セ イ 特 異 的 な 全 体 の 効 率 （ 抽 出 /
増 幅 /検 出 ） を 考 慮 し て 、 い ず れ か の ２ 種 の 光 学 チ ャ ネ ル （ 任 意 に は 、 標 準 の 用 量 差 異 に
関 連 ず け る こ と に よ っ て 修 正 さ れ る ） 間 で の NFI比 及 び 対 応 す る 絶 対 SFI値 又 は 絶 対 SFI差
異 の 関 連 性 ； 複 合 AFI－ 対 － 時 間 の 曲 線 形 状 （ 適 用 で き る な ら ） の 分 析 。
こ の 組 の 基 準 の た め の 推 定 上 の 適 用 モ ー ド は 、 図 １ 及 び ２ に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
さ ら に 、 完 全 な 工 程 を モ ニ タ ー す る た め に 、 好 ま し く は 天 然 の 標 的 物 に よ り 同 時 抽 出 さ れ
、 そ し て 同 時 増 幅 さ れ る 、 修 飾 さ れ た ウ ィ ル ス 粒 子 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る （ 保 護 さ れ る
） 、 人 工 核 酸 構 造 体 を す べ て の サ ン プ ル に 添 加 す る 。 こ の 内 部 対 照 （ IC） は 、 区 別 で き る
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発 光 特 徴 を 有 す る 異 な っ た レ ポ ー タ ー グ ル ー プ に よ り 標 的 物 特 異 的 プ ロ ー ブ と は 異 な る 、
IC検 出 プ ロ ー ブ の た め の ユ ニ ー ク プ ロ ー ブ 結 合 領 域 を 特 徴 と す る 。 従 っ て 、 ICシ グ ナ ル は
標 的 物 シ グ ナ ル か ら 識 別 さ れ 得 、 そ し て ICは サ ン プ ル に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る の で
、 そ れ は モ ニ タ ー 剤 と し て 機 能 す る 。 IC応 答 が 存 在 し な い 場 合 、 そ れ ぞ れ の 反 応 は 有 効 で
な い も の と し て 見 出 さ れ 、 そ し て 反 復 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
処 理 さ れ （ す な わ ち 、 未 知 の も の 及 び 外 部 対 照 又 は 検 量 計 の 両 者 ） 、 そ し て R4に よ り 示 さ
れ る 個 々 の 及 び あ ら ゆ る 検 体 に 添 加 さ れ る 、 同 時 抽 出 さ れ /同 時 増 幅 さ れ /同 時 検 出 さ れ た
内 部 対 照 （ IC） の 他 に 、 外 部 陽 性 対 照 は 、 ア ッ セ イ の 一 部 で あ ろ う 。 “ 未 知 の も の ” に 対
抗 す る も の と し て 、 陽 性 で あ る こ と が 見 出 さ れ る べ き で あ る “ 既 知 の も の ” が 存 在 し 、 す
べ て の 標 的 物 に 関 連 す る 光 学 チ ャ ネ ル に お い て シ グ ナ ル を 生 ぜ し め る 混 合 さ れ た 対 照 サ ン
プ ル と し て 企 画 さ れ 得 る 。 ICと 組 み 合 わ さ れ る 場 合 、 完 全 な 光 学 シ ス テ ム の 利 用 能 力 が 、
完 全 な 抽 出 /増 幅 /検 出 工 程 の 機 能 性 の 他 に モ ニ タ ー さ れ る 。 血 液 銀 行 に お け る 核 酸 に 基 づ
く ス ク リ ー ニ ン グ 適 用 に 関 し て は 、 例 え ば 高 い 感 受 性 の 定 性 的 ア ッ セ イ が 、 技 術 的 に 実 行
可 能 で あ る 限 り 、 個 々 の 及 び あ ら ゆ る 正 の ド ネ ー シ ョ ン を 同 定 す る た め に 必 要 と さ れ る 。
従 っ て 、 外 部 陽 性 対 照 の 力 価 は 、 低 濃 度 範 囲 で 設 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

．
例 １ に 与 え ら れ る パ ラ メ ー タ ー 列 挙 に 基 づ い て 、 下 記 に 示 さ れ る シ グ ナ ル 分 布 を 分 析 す る
。 調 査 下 の ６ 種 の パ ラ メ ー タ ー の 個 々 に 関 し て 、 標 的 物 検 出 に 評 価 さ れ る ３ 種 の 光 学 チ ャ
ネ ル を 通 し て の シ グ ナ ル 分 布 の 参 照 パ タ ー ン が 存 在 す る 。 次 の よ う に 個 々 の 参 照 パ タ ー ン
は 、 付 随 す る 許 容 さ れ る 範 囲 に よ り 補 足 さ れ る ：
【 ０ ０ ９ ４ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
NFI参 照 パ タ ー ン ：
【 表 ６ 】
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【 ０ ０ ９ ６ 】
100％ 及 び 50％ の 平 均 値 に 関 連 す る 推 定 上 の 10％ /20％ オ フ セ ッ ト バ ン ド 、 及 び 5Xほ ぼ ゼ ロ
の 値 は 、 参 照 パ タ ー ン に つ い て の 次 の 許 容 さ れ る 範 囲 を 解 釈 す る ：
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】
許 容 さ れ る 偏 差 範 囲 は 例 え ば 、 ％ 値 （ ％ ） 、 絶 対 数 、 単 純 な 標 準 偏 差 の 倍 数 、 又 は そ れ ら
の 組 合 せ と し て 計 算 さ れ 得 る 。
個 々 の サ ン プ ル （ パ ラ メ ー タ ー ） に 関 し て は 、 チ ャ ネ ル １ （ レ ポ ー タ ー R1） 、 チ ャ ネ ル ２
（ レ ポ ー タ ー R2） 及 び チ ャ ネ ル ３ （ レ ポ ー タ ー R3） に お け る シ グ ナ ル 分 布 が 、 表 （ 下 記 ）
上 に 示 さ れ る よ う に 、 そ れ ぞ れ ６ － 倍 決 定 値 に 基 づ い て 、 ６ 種 の 同 時 模 倣 さ れ た デ ー タ 組
に よ り 与 え ら れ る ：
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【 ０ ０ ９ ９ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ０ ０ 】
シ グ ナ ル デ ー タ を 評 価 す る た め の 続 く 段 階 が 下 記 に 示 さ れ る ：
【 表 ９ 】
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【 ０ １ ０ １ 】
P5に 関 し て は 、 約 50： 0： 50の Ch1： Ch2： Ch3の 分 布 が 見 出 さ れ 、 そ し て 平 均 値 及 び ば ら つ
き の 両 者 は 、 許 容 さ れ る 範 囲 内 に あ る 。 こ れ は 、 HBVに よ る 単 一 感 染 を 意 味 す る 結 果 “ P5
－ 陽 性 ” を 導 く 。
【 ０ １ ０ ２ 】
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．
例 １ 及 び ２ に 与 え ら れ る 主 要 考 慮 の 間 、 上 記 に 概 略 さ れ る よ う に 、 50： 50の 分 布 は 、 単 一
感 染 の 有 効 な イ ン ジ ケ ー タ ー で あ る と は 限 ら な い 。 そ の よ う な 不 明 瞭 な 結 果 が 生 じ な い い
く つ か の 適 用 が 存 在 す る こ と が 言 及 さ れ る べ き で あ る が 、 多 く の 他 の 場 合 、 特 に 診 断 適 用
に 関 し て は 、 さ ら な る 分 布 が し ば し ば 所 望 さ れ る 。 さ ら な る 分 布 を 可 能 に す る た め に は 、
均 質 増 幅 方 法 に お い て 得 ら れ る 追 加 の 曲 線 特 徴 が 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 図 ５ に 示 さ れ る
ス キ ー ム に お い て 表 さ れ 、 こ こ で 追 加 の 曲 線 特 徴 、 例 え ば Ry色 素 及 び NFI追 加 特 徴 （ NFI比
、 定 数 /変 数 ； 最 終 分 布 の 初 期 /後 期 近 似 値 ； バ イ ア ス <1/>1； 等 ） の 絶 対 SFIレ ベ ル が 、 感
染 パ ラ メ ー タ ー を 解 明 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
解 釈 は 、 エ ン ド － ポ イ ン ト 状 態 の み の 考 慮 の 代 わ り に 、 反 応 座 標 に 沿 っ て 同 時 ア ッ セ イ デ
ー タ ー を 力 学 的 に 分 析 す る こ と に よ っ て 有 意 に 増 強 さ れ る べ き で あ る こ と が 、 そ れ ら の 例
か ら 明 ら か で あ る 。 特 に 、 サ ン プ ル S4－ S6に 関 し て は 、 純 粋 な エ ン ド － ポ イ ン ト 分 析 は 、
単 一 感 染 の 診 断 の 危 険 性 を 単 に 生 ぜ し め 、 そ し て 包 括 的 な 分 析 用 具 組 は よ り 正 確 な 評 価 を
可 能 に す る 。 S5の 場 合 、 エ ン ド － ポ イ ン ト NFI分 布 は 例 ３ に お け る よ う に HBV単 一 感 染 を 模
倣 し 、 そ し て 反 応 座 標 に 沿 っ て の NFI分 布 の 力 学 的 分 析 に よ れ ば 、 誤 っ た 評 価 “ HBV単 一 感
染 ” が 容 易 に 拒 絶 さ れ 得 、 そ し て 効 果 的 に 増 幅 さ れ 、 そ し て R3に よ り 表 さ れ る HCVが 、 低
い 効 果 で 増 幅 さ れ 、 そ し て R1に よ り 表 さ れ る HIV－ １ － Oよ り も 早 く 特 定 の 蛍 光 強 度 （ SFI
） を 生 ぜ し め る よ う に 、 正 し い 評 価 “ 同 時 感 染 、 HIV－ １ － O＋ HCV” に よ り 置 換 さ れ 得 る
。 従 っ て 、 R1/R3グ ラ フ は 50： 50の 基 線 以 下 に す ば や く 下 降 し 、 R1が い く ら か 遅 延 を 伴 っ
て 生 成 さ れ 、 最 終 分 布 に 近 づ く に つ れ て 、 正 の バ イ ヤ ス を 継 続 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

．
25～ 5000コ ピ ー /mlの 用 量 で 変 化 す る ゲ ノ ム 標 的 物 （ HBVサ ブ タ イ プ A） 及 び 内 部 対 照 構 造
体 を 、 PCT/EP00/11459号 に 記 載 の よ う に し て 、 磁 気 ガ ラ ス 粒 子 技 法 を 用 い て 、 血 漿 サ ン プ
ル か ら 抽 出 し た 。 溶 出 さ れ た 核 酸 を 、 AmpliLink（ 商 標 ） バ ー ジ ョ ン ２ ・ １ （ Roche Molec
ular Systems） 下 で 作 動 す る COBAS TaqMan T M  装 置 に 基 づ い て 相 同 同 時 Taqman－ PCRに お い
て 特 異 的 に 増 殖 し 、 そ し て 検 出 し た 。 本 明 細 書 に 報 告 さ れ る 基 本 的 研 究 の た め に 、 HBV特
異 的 プ ロ ー ブ （ コ ー ド JW144） を 、 FAM（ λ E X ＝ 約 580nm; λ E M ＝ 約 518nm） に よ り ラ ベ ル さ
れ た プ ロ ー ブ 100μ l当 た り 7.5pモ ル で 、 及 び JA274（ λ E X ＝ 約 580nm; λ E M ＝ 609nm） に よ
り ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ 100ml当 た り 7.5pモ ル で 適 用 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
結 果 を 、 本 発 明 に 従 っ て の さ ら な る デ ー タ 分 析 の た め に MS Excel（ 商 標 ） Version 7.0に
移 し た （ 反 応 座 標 に 沿 っ て の 特 定 シ グ ナ ル 獲 得 、 標 準 化 さ れ シ グ ナ ル 強 度 、 NFI比 及 び NFI
及 び NFI追 跡 の 有 効 な サ イ ク ル 範 囲 の 計 算 ［ SFI>>AFI－ BGノ イ ズ ］ 、 定 数 /オ フ セ ッ ト /正
の 傾 斜 を 有 す る 変 数 /負 の 傾 斜 を 有 す る 変 数 へ の NFI追 跡 グ ラ フ の 分 類 、 及 び 結 果 の グ ラ フ
表 示 ） 。
均 質 多 重 PCR反 応 を 、 プ ラ イ マ ー 対 、 及 び HIV－ １ M、 HIV－ 10、 HIV2、 HCV及 び HBVに 対 し て
特 異 的 な プ ロ ー ブ を 用 い て 、 標 準 の PCR条 件 下 で 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
図 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 １ つ の 及 び 同 じ 生 化 学 反 応 （ す な わ ち 、 HBV－ DNAの 抽 出 及 び 増 幅
か ら 生 成 さ れ る a-d, FAM及 び JA274シ グ ナ ル は 、 本 発 明 の 概 念 に 従 っ て 、 結 合 さ れ た 態 様
で 挙 動 し 、 す な わ ち SFIレ ベ ル が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 以 上 に 上 昇 す る と す ぐ に 、 50： 50の 分
布 ラ イ ン に 揺 れ る 。 HBV用 量 が 高 い ほ ど 、 こ れ は よ り 早 く 達 成 さ れ 、 そ し て 反 応 の エ ン ド
－ ポ イ ン ト ま で 一 定 に 維 持 さ れ る 。 COBAS TaqMan T M  は 、 FAM及 び JA274に 関 し て 非 常 に 異
な り 、 約 11.5： １ の 標 準 化 因 子 NF（ JA274/FAM） を も た ら す の で 、 こ れ は 最 も 注 目 す べ き
で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
こ れ は 、 FAMに よ り 示 さ れ る 類 似 す る 反 応 に 比 較 し て 、 JA274に よ り 示 さ れ る 反 応 の 増 強 さ
れ た 分 析 感 受 性 を 解 釈 し 、 す な わ ち 50： 50を 達 成 す る 、 検 出 で き る HBV用 量 の 低 い 端 で 、 N
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例 ４

例 ５ HBV単 一 感 染 に よ る 実 験 デ ー タ



FI分 布 は 、 色 素 対 を 用 い て 臨 界 で あ る （ “ 悪 い 場 合 の モ デ ル ” ） 。 さ ら に 、 実 験 的 に 確 立
さ れ た NF（ JA274/FAM） を 用 い て の SFIの NFIへ の 翻 訳 に 基 づ い て 、 通 常 の 生 化 学 反 応 か ら
生 成 さ れ る 手 段 に よ り 結 合 さ れ る そ れ ら の 色 素 は 、 著 し い 精 度 を 伴 っ て 50： 50の 分 布 を 生
成 す る （ ま た 、 図 4bを 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ０ ８ 】

．
方 法 及 び 試 薬 組 は 例 ５ に 記 載 さ れ る と お り で あ る が 、 但 し 同 時 感 染 さ れ た サ ン プ ル か ら 抽
出 さ れ た 標 的 物 に 依 存 し て 、 HBV、 HCV又 は HIV－ １ － Oに 対 し て 特 異 的 な プ ロ ー ブ は 、 増 幅
/検 出 反 応 に お い て 消 費 さ れ た 。 HBVプ ロ ー ブ を 、 等 量 の FAM－ 又 は JA274ラ ベ ル さ れ た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 と し て 使 用 し 、 HCVプ ロ ー ブ は 、 全 体 的 に FAMラ ベ ル さ れ た オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 そ し て HIV－ １ － Oプ ロ ー ブ は 全 体 的 に JA274ラ ベ ル さ れ た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で あ っ た 。 HBV＋ HCV陽 性 血 漿 サ ン プ ル 及 び HBV＋ HIV－ １ － O陽 性 血 漿 サ ン プ ル
は 、 タ イ プ IVの 同 時 感 染 物 で あ り 、 HCV＋ HIV－ １ － O陽 性 サ ン プ ル は 、 タ イ プ Iの 同 時 感 染
物 で あ る 。 注 意 ： HIV－ １ － Oに 関 し て は 、 力 価 は 培 養 上 清 液 の X倍 希 釈 溶 液 で 与 え ら れ ；
す べ て の 他 の パ ラ メ ー タ ー に 関 し て は 、 正 確 に 定 量 化 さ れ [cp/ml], そ し て 標 準 化 さ れ た
材 料 が 利 用 で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
図 ４ に お け る プ ロ ッ ト か ら 見 ら れ る よ う に 、 反 応 座 標 に 沿 っ て の NFI分 布 自 体 及 び NFI追 跡
は 、 単 一 感 染 に 起 因 す る そ れ ら と は 非 常 に 異 な る 。 例 え ば 、 図 4aに お い て は 、 反 応 番 号 １
－ 12は 、 低 く 、 そ し て お よ そ 等 し い 力 価 の HBV（ 非 常 に 良 く 増 幅 す る ； 逆 転 写 段 階 は 包 含
さ れ な い ） 及 び HCV（ 逆 転 写 － PCRを 通 し て 、 HBVよ り も い く 分 遅 く 十 分 に 増 幅 す る ； HCV標
的 物 は 明 白 な 二 次 構 造 の た め に 容 易 に は 接 近 し な い ） を 特 徴 と す る 。 結 果 的 に 、 特 定 の 反
応 の 開 始 の 後 す ぐ に 、 SFI ( F A M ) 及 び SFI ( A 2 7 4 ) が 相 当 の 量 で HBV反 応 を 通 し て 生 成 さ れ 、 そ
し て NFI ( J A 2 7 4 / P A M ) 比 が 50： 50の 分 布 線 （ ＝ １ ） に 近 づ く 傾 向 が あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
し か し な が ら 、 サ イ ク リ ン グ が 進 行 す る に つ れ て 、 HCVが 、 ほ と ん ど 遅 延 し な い で 反 応 し
、 そ し て 追 加 の SFI ( F A M ) が 生 成 さ れ 、 NFI ( J A 2 7 4 / F A M ) 比 を 、 負 の 傾 斜 を 有 す る グ ラ フ を 伴
っ て 、 平 衡 線 以 下 に 押 進 め る 。 図 ４ に お け る 反 応 番 号 13－ 24は 、 有 効 な サ イ ク ル 範 囲 の よ
り 早 い 開 始 の 方 へ の シ フ ト を も た ら す 、 低 用 量 HBV感 染 及 び 100倍 過 剰 の HCV用 量 、 及 び NFI

( J A 2 7 4 / F A M ) の 比 を 徐 々 に 高 め る 低 用 量 HBV反 応 か ら の SFI ( F A M ) 及 び SFI ( J A 2 7 4 ) の “ 結 合 さ
れ た ” 生 成 に 先 立 っ て 、 SFI ( F A M )  が 高 い 用 量 の HCV反 応 か ら 生 成 さ れ る に つ れ て 、 平 衡 線
以 下 に 急 激 に 下 降 し 、 そ し て 次 に 、 正 の 傾 斜 を 伴 っ て ゆ っ く り と 上 昇 す る NFI ( J F 2 7 4 / F A M )
 比 の グ ラ フ を 特 徴 と す る 。
【 ０ １ １ １ 】
従 っ て 、 図 １ ＋ ２ に 示 さ れ る よ う な 規 則 的 連 続 態 様 で 例 ２ （ p.25-26） に 示 さ れ る 基 準 へ
の 適 用 に よ れ ば 、 分 析 は 、 “ 同 時 感 染 HBV＋ HCV” を 生 成 す る 。 こ れ は 、 高 い 用 量 HBV及 び
低 い 用 量 HCVの 組 合 せ （ 高 レ ベ ル の SFI ( F A M )  及 び SFI ( J A 2 7 4 ) ＋ 少 々 の 追 加 の SFI ( F A M ) ； 図
4dを 参 照 の こ と ） 、 又 は 高 い 用 量 の HBV及 び 低 い 用 量 の HIV－ １ － O（ 高 レ ベ ル の SFI ( F A M )
及 び SFI ( J A 2 7 4 ) ＋ 非 常 に 少 な い 追 加 の SFI ( J A 2 7 4 ) ； 図 4c、 反 応 番 号 ７ － 24を 参 照 の こ と ）
か ら の ほ と ん ど の 反 応 に 関 し て さ え 真 実 を 維 持 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
少 数 の 場 合 、 特 に 後 者 の 設 定 に 関 し て は 、 視 覚 的 に 調 べ ら れ た NFI曲 線 の 形 状 及 び 予 備 数
学 的 記 述 子 （ NFIエ ン ド － ポ イ ン ト 比 、 NFI追 跡 特 徴 、 絶 対 SFIレ ベ ル 、 等 ） の 両 者 は 、 単
一 感 染 を 示 す そ れ ら に 非 常 に 接 近 す る 。 し か し な が ら 、 こ れ は 、 化 学 的 手 段 （ ほ ぼ 類 似 す
る 発 光 強 度 、 す な わ ち 標 的 物 用 量 及 び 付 随 す る レ ベ ル の 絶 対 シ グ ナ ル 生 成 に 関 係 な く よ り
安 定 す る NFI比 を 有 す る 色 素 の 使 用 ） 、 数 学 的 手 段 （ そ れ ぞ れ 、 一 次 成 長 及 び NFI曲 線 の 分
析 に 適 用 さ れ る よ り 精 巧 な 統 計 学 的 手 段 ） 、 及 び 機 械 的 手 段 （ 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る TCプ
ロ フ ィ ー ル に 関 し て 急 速 な サ イ ク リ ン グ の た め に 特 に 企 画 さ れ た TCブ ロ ッ ク 及 び 操 作 ソ フ
ト ウ ェ ア 構 成 ； こ れ は 、 NFI比 追 跡 グ ラ フ を 安 定 化 す る 一 次 成 長 曲 線 を 平 滑 に す る こ と を
助 け る ） に よ り 改 良 さ れ 得 る 。
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例 ６ 異 な っ た 同 時 感 染 （ タ イ プ I及 び タ イ プ IV） に 関 す る 実 験 デ ー タ



【 ０ １ １ ３ 】
さ ら に 、 図 4b（ 反 応 番 号 13－ 24） 及 び 図 4c（ 反 応 番 号 １ － ６ ） は 、 SFI ( F A M ) 及 び SFI ( J A 2 7
4 ) の “ 結 合 さ れ て い な い ” 生 成 を も た ら す タ イ プ I同 時 感 染 、 す な わ ち こ の 場 合 、 HCV＋ HI
V－ １ － Oの 例 を 示 す 。 従 っ て 、 NFI比 追 跡 グ ラ フ は 、 HCVが HIV－ １ － Oよ り も 良 好 に 増 幅 さ
れ る の で （ 中 で も 、 プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ 結 合 部 位 に 影 響 を 及 ぼ す 多 型 現 象 の 結 果 ） 、 平
衡 線 以 下 に か な り 移 動 し 、 そ し て と ど ま る 。 さ ら に 、 HIV－ １ － Oの み か ら 生 成 さ れ る JA27
4特 異 的 シ グ ナ ル 強 度 は 、 再 び 理 論 に 従 っ て 、 HBV単 一 感 染 か ら 生 成 さ れ た そ れ ら よ り も 相
当 に 低 い 。 こ れ は 、 単 一 感 染 と 同 時 感 染 と の さ ら な る 識 別 を 助 け る 。
【 ０ １ １ ４ 】
一 般 的 に 言 及 す れ ば 、 タ イ プ IV同 時 感 染 は 、 特 に 高 い 用 量 の パ ラ メ ー タ ー ５ （ R1[Ry]及 び
R3[Rx]の 両 者 の た め に 高 い SFIレ ベ ル を 生 成 す る ） が 非 常 に 低 い 用 量 の パ ラ メ ー タ ー ２ （
わ ず か の 追 加 の R1を 生 成 す る ） と 組 合 さ れ る 場 合 、 単 一 感 染 に 対 し て 識 別 す る に は よ り 困
難 で あ る が 、 し か し ほ ど ん ど の 場 合 、 こ れ は 、 こ の 予 備 試 験 シ ス テ ム 及 び “ 最 悪 の 場 合 の
モ デ ル ” の 色 素 対 に お け る よ う に か な り 単 純 な 数 学 的 基 準 を 用 い て さ え 可 能 で あ る 。 タ イ
プ IVの 同 時 感 染 に お け る ２ 種 の 十 分 に 増 幅 す る 標 的 物 、 例 え ば パ ラ メ ー タ ー ５ [R1+R3に よ
り 示 さ れ る ]及 び パ ラ メ ー タ ー ４ [R3に よ り 示 さ れ る ]の 組 合 せ は 、 実 質 的 な 量 の R3強 度 が
非 同 時 的 に 及 び 非 対 照 的 に 添 加 さ れ る 場 合 、 よ り 低 い 不 明 瞭 性 を 有 す る 。 さ ら に 、 比 較 的
多 く の パ ラ メ ー タ ー ４ － 対 － パ ラ メ ー タ ー ５ が 無 視 で き る ほ ど に な る 場 合 、 類 似 す る 解 決
限 界 が 観 察 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
パ ラ メ ー タ ー ２ を 包 含 す る タ イ プ IV同 時 感 染 に 比 較 し て （ 及 び 予 測 さ れ る よ う に ） 、 タ イ
プ I同 時 感 染 は 、 同 じ 、 生 化 学 的 に 結 合 さ れ た 色 素 対 に よ り 示 さ れ る 単 一 感 染 に 対 し て 非
常 に 容 易 に 識 別 さ れ る 。 こ れ は 、 エ ン ド － ポ イ ン ト NFI比 の レ ベ ル 及 び 反 応 座 標 に そ っ て
の NFI追 跡 、 並 び に ま た R1[Ry]色 素 の 有 意 に 低 い シ グ ナ ル 強 度 に 基 づ い て 明 ら か に な る 。
こ れ は 、 実 質 的 な R3強 度 が 低 い 用 量 で さ え 、 パ ラ メ ー タ ー ４ に よ り 生 成 さ れ 、 そ し て パ ラ
メ ー タ ー ２ － 特 異 的 プ ロ ー ブ の 分 解 か ら 生 成 さ れ る R1強 度 が 、 主 に 低 く 、 そ し て 60サ イ ク
ル の 間 、 か な り 後 期 で 生 成 さ れ る 事 実 の た め で あ る 。 そ の 結 果 、 初 期 力 価 、 又 は 抽 出 /溶
出 /増 幅 効 率 の い ず れ か に お け る ほ と ん ど 必 然 的 な 差 異 の た め に 、 反 応 を 通 し て シ グ ナ ル
の 50： 50分 布 を 生 成 す る こ と は 、 ほ と ん ど 見 込 み な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 記 載 さ れ る 決 定 方 法 を 用 い て の 自 動 化 さ れ た 多 重 分 析 物 決 定 ア ッ セ イ に
つ い て の 可 能 な デ ー タ 処 理 ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 記 載 さ れ る 決 定 方 法 を 用 い て の 自 動 化 さ れ た 多 重 分 析 物 決 定 ア ッ セ イ に
つ い て の 可 能 な デ ー タ 処 理 ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ３ ａ 】 図 ３ ａ は 、 時 間 の 関 数 と し て の NFI比 (Ry/Rx)を 示 す 。
【 図 ３ ｂ 】 図 ３ ｂ は 、 時 間 の 関 数 と し て の NFI比 (Ry/Rx)を 示 す 。
【 図 ３ ｃ 】 図 ３ ｃ は 、 時 間 の 関 数 と し て の NFI比 (Ry/Rx)を 示 す 。
【 図 ３ ｄ 】 図 ３ ｄ は 、 時 間 の 関 数 と し て の NFI比 (Ry/Rx)を 示 す 。
【 図 ４ ａ 】 図 ４ ａ は 、 時 間 の 関 数 と し て の NFI比 (Ry/Rx)を 示 す 。
【 図 ４ ｂ 】 図 ４ ｂ は 、 時 間 の 関 数 と し て の NFI比 (Ry/Rx)を 示 す 。
【 図 ４ ｃ 】 図 ４ ｃ は 、 時 間 の 関 数 と し て の NFI比 (Ry/Rx)を 示 す 。
【 図 ４ ｄ 】 図 ４ ｄ は 、 時 間 の 関 数 と し て の NFI比 (Ry/Rx)を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 潜 在 的 に 不 明 瞭 な サ ン プ ル の 処 理 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ ａ 】 【 図 ３ ｂ 】
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【 図 ３ ｃ 】 【 図 ３ ｄ 】

【 図 ４ ａ 】 【 図 ４ ｂ 】
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【 図 ４ ｃ 】 【 図 ４ ｄ 】

【 図 ５ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 9月 23日 (2003.9.23)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 を 含 む か 、 又 は １ 又 は 複 数 の 前 記 分 析 物 を 含 む の で は な
い か と 推 測 さ れ る サ ン プ ル 、 及 び 少 な く と も ３ 種 の 異 な っ た 結 合 パ ー ト ナ ー の 混 合 物 を 、
前 記 分 析 物 へ の 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー の 特 異 的 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 供 給 し 、 こ こ で
－ 前 記 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 １ の パ ー ト ナ ー が 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析
物 の 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、
－ 前 記 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 ２ の パ ー ト ナ ー が 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析
物 の 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 ２ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 前 記 ラ ベ ル は
前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き 、 そ し て
－ 前 記 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 ３ の パ ー ト ナ ー が 前 記 少 な く と も ３ 種 の 分 析
物 の 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ
ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ し て 第 ２ 量 の 前
記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合
さ れ 、 そ し て
前 記 第 １ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ
ベ ル に 結 合 さ れ ず 、 そ し て 前 記 第 ２ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ
ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず 、
ｂ ） 前 記 第 １ 及 び 第 ２ の ラ ベ ル を 示 す シ グ ナ ル 強 度 を 検 出 し 、
ｃ ） 段 階 ｂ ） に お い て 検 出 さ れ る 前 記 シ グ ナ ル 強 度 、 及 び 前 記 シ グ ナ ル 強 度 の 比 を 用 い て
、 前 記 サ ン プ ル に 存 在 す る 分 析 物 を 測 定 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 、 前 記 分 析 物 が 増 幅 さ れ た
核 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 異 な っ た 結 合 パ ー ト ナ ー が 、 核 酸 配 列 特 異 的 プ ロ ー ブ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 核 酸 が 、 PCRを 用 い て 増 幅 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ラ ベ ル が 相 同 的 に 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 ラ ベ ル が 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー を 用 い て 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 第 １ 、 第 ２ 及 び 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 第 １ の パ ー ト ナ ー が HIVに 対 し て 特 異 的 で あ
り 、 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HCVに 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が H
BVに 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HIV－ １ － Mに 対 し て 特 異 的 で あ り 、 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HIV
－ １ － Oに 対 し て 特 異 的 で あ り 、 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HIV－ ２ に 対 し て 特 異 的 で あ り 、
第 ４ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HCVに 対 し て 特 異 的 で あ り 、 第 ５ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HBVに 対 し て
特 異 的 で あ り 、 そ し て 第 ６ の 結 合 パ ー ト ナ ー が HAVに 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 特 徴 と す
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る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
－ 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、
－ 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き る 第 ２ の ラ ベ ル に 結
合 さ れ る 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び
－ 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ こ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３
の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ
し て 第 ２ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同
じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ し て 前 記 第 １ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 第 ２ の 結 合 パ ー ト
ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず 、 そ し て 前 記 第 ２ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ
ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ な い ） を 含 ん で 成
る 、 前 記 分 析 物 が 増 幅 さ れ た 核 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
－ 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、
－ 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き る 第 ２ の ラ ベ ル に 結
合 さ れ る 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び
－ 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ こ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３
の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ
し て 第 ２ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同
じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ る ） を 、 １ 又 は 複 数 の 容 器 に 含 む 、 増 幅 さ れ た 核 酸 で あ る こ と を 特 徴
と す る 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 の た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 １ つ の 容 器 又 は １ も し く は 複 数 の 追 加 の 容 器 に 、 核 酸 増 幅 の た め の 試 薬 を さ ら に 含 む
請 求 項 ９ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
サ ン プ ル に お け る 少 な く と も ３ 種 の 分 析 物 の 測 定 の た め へ の 次 の 少 な く と も ３ 種 の 結 合 パ
ー ト ナ ー の 使 用 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー は 、
－ 第 １ の ラ ベ ル に 結 合 さ れ る 第 １ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、
－ 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る ラ ベ ル か ら 別 々 に 検 出 で き る 第 ２ の ラ ベ ル に 結
合 さ れ る 第 ２ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び
－ 第 ３ の 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ こ れ に よ り 、 第 １ 量 の 前 記 第 ３
の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ
し て 第 ２ 量 の 前 記 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 前 記 第 ２ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同
じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ 、 そ し て 前 記 第 １ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 第 ２ の 結 合 パ ー ト
ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず 、 そ し て 前 記 第 ２ 量 の 第 ３ の 結 合 パ ー ト ナ
ー が 前 記 第 １ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ れ る の と 同 じ ラ ベ ル に 結 合 さ れ ず ） を 含 ん で 成 る
、 前 記 分 析 物 が 増 幅 さ れ た 核 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る 使 用 。
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