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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検出しようとする少なくとも１種類の標的核酸の種類ごとに、添加する標的核酸増幅用
のプライマーに対して、検出用の異なる蛍光物質を標識する蛍光物質標識工程と、
標的核酸の種類ごとに、標的核酸を増幅させる方法に応じた前記標的核酸増幅用の、前記
蛍光標識されたプライマーを添加して、少なくとも１種類の標的核酸を同時に増幅させる
増幅工程と、を備える標的核酸の検出方法において、
前記増幅させた標的核酸増幅液に、前記蛍光物質を標識したプライマーと相補配列を有す
るクエンチャーを標識したオリゴヌクレオチドを添加させて反応させる反応工程と、前記
反応後の標的核酸増幅液にあらかじめ定められた波長域の光を照射し、前記照射により蛍
光物質から発せられた蛍光から増幅した標的核酸を検出し、前記蛍光の色から標的核酸を
識別する検出・識別工程と、を含む工程からなることを特徴とする標的核酸の検出方法。
【請求項２】
　前記プライマーに標識する蛍光物質が、前記プライマー配列の５’末端又は鎖内に標識
されることを特徴とする請求項１に記載の標的核酸の検出方法。
【請求項３】
　前記オリゴヌクレオチドに標識されたクエンチャーが、前記オリゴヌクレオチドの配列
の５’末端、３’末端又は鎖内に標識された、前記蛍光物質から発せられる蛍光を消光す
る消光物質であることを特徴とする請求項１又は２に記載の標的核酸の検出方法。
【請求項４】



(2) JP 5863162 B2 2016.2.16

10

20

30

40

50

　前記照射光の波長域が３００～８００ｎｍであることを特徴とする請求項１乃至３のい
ずれかに記載の標的核酸の検出方法。
【請求項５】
　少なくとも１種類の標的核酸を同時に増幅させる工程が、プライマーを用いて標的核酸
を増幅させる方法であればいずれの増幅方法でもよいことを特徴とする請求項１乃至４の
いずれかに記載の標的核酸の検出方法。
【請求項６】
　標的核酸の種類ごとに対応させる上流側及び／又は下流側プライマーそれぞれの５’末
端に、標的核酸の種類ごとに異なる蛍光物質を標識させた、同じ配列からなるオリゴヌク
レオチドを連結させることを特徴とする請求項１乃至５のいずれかに記載の標的核酸の検
出方法。
【請求項７】
　複数の蛍光物質から発せられた蛍光によって目視で確認できる色が混色となっている場
合に、カチオン性ポリマーであるポリエチレンイミンを添加することによって、混色を構
成している複数の蛍光物質の中で一部の意図した蛍光物質からの緑色の蛍光色を消光させ
ることを特徴とする請求項１乃至６のいずれかに記載の標的核酸の検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願発明は、すべての生物の細胞に含まれている核酸を迅速に、簡易に、しかも複数の
核酸を同時に検出・識別する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、患者などの生体などから採取した試料中の核酸を同定するための標的核酸の検出
・識別方法に関する技術が開示されている。
【０００３】
　例えば、標的核酸に対して、一方の末端が蛍光標識された第一プローブと、他方の末端
がクエンチャーで標識された第二プローブとを同時にハイブリダイズさせ蛍光体とクエン
チャーの相互作用による消光の様子を観察することにより、試料中に存在する特定の標的
核酸量を調べる技術が開示され、蛍光プレートリーダーや蛍光光度計などの機器を使用し
て蛍光シグナルを測定している技術が開示されている（特許文献１参照。）。
【０００４】
　また、ＰＣＲ容器内に、検出すべき標的核酸の配列に対して相補的塩基配列を有した標
識プローブを含まない反応液とともにある標的核酸を注入する工程と、該標的核酸反応液
の上部に、検出すべき該標的核酸の配列に対して相補的塩基配列を有した標識プローブ混
合液を注入する工程と、これに蓋をして核酸増幅させる工程と、核酸増幅後に遠心して反
応液と標識プローブ混合液とを混合させる工程と、混合後に標識ブローブの分析をする工
程とからなる技術が開示され、標的プローブのＴｍ値の分析が融解曲線分析で行われる技
術が開示されている（特許文献２参照。）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００９－１５９９４５号公報
【特許文献２】特開２００５－００００２５号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　特許文献１に開示された技術においては、プライマーとは別に新たに第一及び第二プロ
ーブ（オリゴヌクレオチド）を設計する必要があり、また、［００２０］に記載されてい
るように、第二プローブ（オリゴヌクレオチド）を伸長させないようにリン酸化やアミノ
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化、あるいはダイデオキシ化などの修飾が必要になり、手間がかかるという問題があった
。
【０００７】
　また、標的核酸が存在すると蛍光は消光し、標的核酸が存在しないと蛍光は発光したま
まであるので、直接目視で存在する複数の標的核酸の種類を識別することができず、蛍光
プレートリーダーや蛍光光度計などの測定機器が必要となってコスト高になるという問題
があった。
【０００８】
　特許文献２の技術は、［００３３］に記載のプライマーとは別に［００３４］に記載の
プローブを別々に混入しなければならないという手間がかかり、核酸増幅後に遠心させる
ために遠心機が必要となってコスト高になり、かつ［００３５］及び［００３６］の記載
にあるようにカローセルをリアルタイムＰＣＲ装置であるライトサイクラー（商品名）に
セットし増幅させた後、遠心機に移し遠心操作をし、その後再びライトサイクラーに再セ
ットするという手間がかかるという問題があった。
【０００９】
　また、［００４２］に、少なくとも５種類以上の異なる核酸配列の増幅結果を同時に確
認できるとの記載はあるが、この記載は５種類以上の核酸にハイブリダイズするプローブ
のＴｍ値が離れている場合を意味しているのであって、Ｔｍ値が近似した場合には、［０
０３９］に記載されている対応をしなければならないことからわかるように、Ｔｍ値によ
る標的核酸の判別が難しいことが示されている。
【００１０】
　しかし、そのための対応として、［００３９］にＴｍ値が近似した場合には、蛍光色素
「LCRed640(F2/F1),LCRed705(F3/F1)の２色」を変えて異なる波長で検出するようにする
との記載があるが、この方法では、Ｔｍ値が近似した２種類までの判別は可能であるが、
近似した３種類以上の判別は極めて困難であるという問題があった。また、融解曲線分析
を行うためのソフトウエアを組み込んだ検出機器が必要となってコスト高になるという問
題もあった。
【００１１】
　したがって、本願発明の目的は、少なくとも１種類の標的核酸を同時に増幅させた場合
であっても、どの核酸が増幅したのかを、新たに機器を必要とせず、容易に簡易に短時間
で直接に、目視で識別することができる標的核酸の検出方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明における「末端」とは、標的核酸、プライマー又はオリゴヌクレオチドの塩基配
列５’側の最も端に存在する塩基、もしくは標的核酸、プライマー又はオリゴヌクレオチ
ドの塩基配列３’側の最も端に存在する塩基を意味し、「鎖内」とは、５’末端と３’末
端との間に存在する塩基を意味する。また、「上流側」とは塩基配列の領域内で５’末端
側を、「下流側」とは塩基配列の領域内で３’末端側を意味する。
【００１３】
　本発明における「核酸」とは、ＤＮＡ（デオキシリボ核酸）とＲＮＡ（リボ核酸）を意
味する。
【００１４】
　「発明が解決しようとする課題」に記載した課題を解決するために、請求項１に記載の
標的核酸の検出方法の発明は、検出しようとする少なくとも１種類の標的核酸の種類ごと
に、添加する標的核酸増幅用のプライマーに対して、検出用の異なる蛍光物質を標識する
蛍光物質標識工程２０と、標的核酸の種類ごとに、標的核酸を増幅させる方法に応じた前
記標的核酸増幅用の、前記蛍光標識されたプライマーを添加して、少なくとも１種類の標
的核酸を同時に増幅させる増幅工程２１と、を備える標的核酸の検出方法において、前記
増幅させた標的核酸増幅液に、前記蛍光物質を標識したプライマーと相補配列を有するク
エンチャーを標識したオリゴヌクレオチドを添加させて反応させる反応工程２２と、前記
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反応後の標的核酸増幅液にあらかじめ定められた波長域の光を照射し、前記照射により蛍
光物質から発せられた蛍光から増幅した標的核酸を検出し、前記蛍光の色から標的核酸を
識別する検出・識別工程２３と、を含む工程からなることを特徴とする。
【００１５】
　請求項２に記載の標的核酸の検出方法の発明は、請求項１において、前記プライマーに
標識する蛍光物質が、前記プライマー配列の５’末端又は鎖内に標識されることを特徴と
する。
【００１６】
　請求項３に記載の標的核酸の検出方法の発明は、請求項１又は２において、前記オリゴ
ヌクレオチドに標識されたクエンチャーが、前記オリゴヌクレオチドの配列の５’末端、
３’末端又は鎖内に標識された、前記蛍光物質から発せられる蛍光を消光する消光物質で
あることを特徴とする。
【００１７】
　請求項４に記載の標的核酸の検出方法の発明は、請求項１乃至３のいずれかにおいて、
前記照射光の波長域が３００～８００ｎｍであることを特徴とする。
【００１８】
　請求項５に記載の標的核酸の検出方法の発明は、請求項１乃至４のいずれかにおいて、
少なくとも１種類の標的核酸を同時に増幅させる工程が、プライマーを用いて標的核酸を
増幅させる方法であればいずれの増幅方法でもよいことを特徴とする。
【００１９】
　請求項６に記載の標的核酸の検出方法の発明は、請求項１乃至５のいずれかにおいて、
標的核酸の種類ごとに対応させる上流側及び／又は下流側プライマーそれぞれの５’末端
に、標的核酸の種類ごとに異なる蛍光物質を標識させた、同じ配列からなるオリゴヌクレ
オチドを連結させることを特徴とする。
【００２０】
　請求項７に記載の標的核酸の検出方法の発明は、請求項１乃至６のいずれかにおいて、
複数の蛍光物質から発せられた蛍光によって目視で確認できる色が混色となっている場合
に、カチオン性ポリマーであるポリエチレンイミンを添加することによって、混色を構成
している複数の蛍光物質の中で一部の意図した蛍光物質からの緑色の蛍光色を消光させる
ことを特徴とする。
【発明の効果】
【００２１】
　請求項１に記載の発明は、標的核酸増幅後に、蛍光プレートリーダーや蛍光光度計など
の測定機器、遠心機、電気泳動装置や融解曲線分析を行う機器などの分析機器を必要とし
ないので、それらの機器が備わっていなくてもどこでも標的核酸を検出でき、それらの機
器に関する作業がなくてよいので、検出作業が簡易で短時間でできるという効果を奏する
。
【００２２】
　標的核酸増幅及び／又は検出・識別のために、プライマーを添加させるのみでよく、プ
ライマーの他にプローブを混入させる必要がなく、またプローブが伸長しないようにリン
酸化やアミノ化、あるいはダイデオキシ化などの修飾をする必要がないため、作業が容易
で手間がかからないという効果を奏する。
【００２３】
　複数の標的核酸の包括的検出を目的とした結果、例えばＴｍ値が近似し融解曲線分析で
は判別が困難な標的核酸が増幅した場合であっても、標識する蛍光物質（蛍光色）を変え
ることにより容易に目視で識別できるという効果を奏する。
【００２４】
　プライマーに標識する蛍光物質は、可視できる蛍光色を発するものであれば、すべての
蛍光物質が使用可能であるという効果を奏する。
【００２５】
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　標的核酸増幅後、蛍光標識プライマーと相補配列を持つ、クエンチャー標識オリゴヌク
レオチドを加えるのみで、作業が極めて簡易である。
【００２６】
　請求項２に記載の発明は、請求項１の発明と同じ効果を奏する。さらに、標的核酸の５
’末端でなくても、鎖内であっても標的核酸が増幅できるという効果を奏する。
【００２７】
　請求項３に記載の発明は、請求項１又は２の発明と同じ効果を奏する。さらに、クエン
チャーがオリゴヌクレオチドの５’末端、３’末端又は鎖内であっても蛍光物質を標識し
たプライマーとクエンチャーを標識したオリゴヌクレオチドとがハイブリダイズし、蛍光
物質とクエンチャーとが接近するため蛍光共鳴エネルギートランスファーにより蛍光物質
からの蛍光が消光されるという効果を奏する。
【００２８】
　請求項４に記載の発明は、請求項１乃至３のいずれかの発明と同じ効果を奏する。さら
に、蛍光波長が可視領域であり、標的核酸別に赤、青、緑、黄あるいは橙などの蛍光色を
発光するので、目視で標的核酸を識別できるという効果を奏する。
【００２９】
　請求項５に記載の発明は、請求項１乃至４のいずれかの発明と同じ効果を奏する。さら
に、プライマーを用いて標的核酸を増幅させる方法であればいずれの増幅方法でもよいの
で、本発明の実施にあたり新規に装置を購入する必要がなく、既存の装置で利用できると
いう効果を奏する。また、実施している核酸の増幅プロトコルをそのまま使用できる効果
がある。
【００３０】
　請求項６に記載の発明は、請求項１乃至５のいずれかの発明と同じ効果を奏する。さら
に、プライマーの５’末端に、共通の配列からなる標的核酸の種類ごとに異なる蛍光物質
を標識したオリゴヌクレオチドを連結させることにより、複数種類のプライマーと相補配
列を有する、クエンチャーを標識したオリゴヌクレオチドを複数種類添加させなくてもよ
く、プライマーに連結させた共通の配列と相補配列を有するクエンチャーを標識したオリ
ゴヌクレオチドを添加させればよく、クエンチャー標識オリゴヌクレオチドの種類を減じ
ることができるという効果を奏する。
【００３１】
　請求項７に記載の発明は、請求項１乃至６のいずれかの発明と同じ効果を奏する。さら
に、複数の蛍光物質から発光した蛍光色によって混色が見られる場合に、混色を構成して
いる複数の蛍光物質の中で一部の意図した蛍光物質からの蛍光色を消光させることによっ
て混色になった複数の蛍光色を把握することができ、これにより複数の標的核酸を把握で
きるという効果を奏する。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】本願発明の標的核酸の検出・識別方法のフロー図である。
【図２】増幅工程において標的核酸と標的核酸増幅用のプライマーを混合させたときの原
理説明図である。
【図３】増幅工程においてプライマーが標的核酸にハイブリダイズする原理説明図である
。
【図４】増幅工程において標的核酸の増幅反応が進行する原理説明図である。
【図５】反応工程においてクエンチャー標識オリゴヌクレオチドが反応に使用されなかっ
た蛍光標識プライマーとハイブリダイズする原理説明図である
【図６】検出・識別工程における原理説明図である。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　図１で本願発明の標的核酸の検出・識別方法を説明する。本願発明の標的核酸の検出・
識別方法は、検出・識別しようする少なくとも１種類の標的核酸の種類ごとに添加する標
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的核酸増幅用及び／又は検出・識別用の上流側及び／又は下流側プライマーに対して検出
用の異なる蛍光物質を標識する蛍光物質標識工程２０と、標的核酸の種類ごとに、標的核
酸を増幅させる方法に応じた前記標的核酸増幅用の、少なくとも一対の前記蛍光標識され
た上流側及び下流側プライマー、少なくとも一対の前記蛍光標識された上流側プライマー
及び蛍光標識されていない下流側プライマー、少なくとも一対の蛍光標識されていない上
流側プライマー及び前記蛍光標識された下流側プライマー、少なくとも1本の前記蛍光標
識された上流側又は下流側プライマー、又は、標的核酸を増幅させる蛍光標識されていな
いプライマー並びに標的核酸を検出・識別しようとする少なくとも１本の前記蛍光標識さ
れた上流側及び／又は下流側プライマーを添加して、少なくとも１種類の標的核酸を同時
に増幅させる増幅工程２１と、前記増幅させた標的核酸増幅液に、前記蛍光物質を標識し
たプライマーと相補配列を有するクエンチャーを標識したオリゴヌクレオチドを添加させ
て反応させる反応工程２２と、前記反応後の標的核酸増幅液にあらかじめ定められた波長
域の光を照射し、前記照射により蛍光物質から発せられた蛍光から増幅した標的核酸を検
出し、前記蛍光の色から標的核酸を識別する検出・識別工程２３と、を含む工程からなる
。
【００３４】
　本発明に用いる核酸増幅方法は、プライマーを用いてＤＮＡ又はＲＮＡの標的核酸を増
幅させる方法であればよく、ＰＣＲ（Polymerase Chain Reaction） 、ＲＴ－ＰＣＲ（Re
verse Transcription-PCR） 、ＬＣＲ（Ligase Chain Reaction）、ＳＤＡ（Strand Disp
lacement Amplification）、ＮＡＳＢＡ（Nucleic Acid Sequence-based Amplification
）、ＴＲＣ(Transcription Reverse-transcription Concerted Reaction)、ＬＡＭＰ（Lo
op-mediated Isothermal Amplification）、ＲＴ－ＬＡＭＰ（Reverse Transcription-LA
MP）、ＩＣＡＮ(Isothermal and Chimeric Primer-initiated Amplification of Nucleic
Acids)、ＲＣＡ（Rolling Cycle Amplification）、 Smart Amp(Smart Amplification Pr
ocess)、 ＴＭＡ（Transcription-mediated Amplification）、ＴＡＳTranscriptionAmpl
ification System）、３ＳＲ（Self-sustained Sequence Replication System）などが挙
げられる。本願発明の標的核酸の検出・識別方法は、いかなる標的核酸増幅法にも適用で
きる。
【００３５】
　まず、検出・識別しようとする少なくとも１種類の標的核酸の種類ごとの上流側及び／
又は下流側プライマーそれぞれに対して検出用の異なる蛍光物質を標識する蛍光物質標識
工程２０である。検出しようとする少なくとも１種類の標的核酸の種類ごとの上流側及び
／又は下流側プライマーを設計する。
【００３６】
　本発明に利用可能なプライマーは、ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＬＣＲ、ＳＤＡ、ＮＡＳＢ
Ａ、ＴＲＣ、ＬＡＭＰ、ＲＴ－ＬＡＭＰ、ＩＣＡＮ、ＴＭＡ、ＲＣＡ、Smart Amp、ＴＡ
Ｓ、３ＳＲなどの既知の核酸増幅方法により、少なくとも１種類の検出・識別したい標的
核酸であるＤＮＡ又はＲＮＡから増幅産物が得られるように設計する。プライマー鎖長は
、９～３５塩基であればよく、好ましくは１５～３０塩基である。
【００３７】
　また、増幅させる標的核酸の種類ごとに対応した、前記標的核酸の上流側及び／又は下
流側プライマーの５’末端に、標的核酸の種類ごとに異なる蛍光物質を標識しかつ同じ配
列からなるオリゴヌクレオチドを連結させたプライマーを設計することもできる。この場
合にはクエンチャー標識オリゴヌクレオチドを最小限１種類まで減じることができる。ま
た、オリゴヌクレオチド鎖長は、９～５０塩基であればよい。
【００３８】
　標的核酸の上流側及び／又は下流側プライマーに、検出・識別しようとする標的核酸の
種類ごとに異なる任意の蛍光色の蛍光物質を標識する。標的核酸を目視で検出・識別する
ために、緑色、赤色、黄色、青色などの目視で識別しやすい色を種々の蛍光物質から選択
する。なお、蛍光プレートリーダーや蛍光光度計などの機器による測定の場合には特に可
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視領域や目視による判別性を考慮せずに蛍光物質を選択すればよい。
【００３９】
　プライマーに標識する蛍光物質は、プライマー配列の５’末端又は鎖内に標識する。
【００４０】
　ここで、本発明に利用可能な蛍光物質は、登録商標又は商品名として、Alexa Fluorシ
リーズ、BODIPYシリーズ、DYシリーズ、 ATTOシリーズ、Dy Lightシリーズ、Oysterシリ
ーズ、HiLyte Fluorシリーズ、 Pacific Blue、Marina Blue、Acridine、Edans、Coumari
n、DANSYL、FAN、Oregon Green、Rhodamine Green-X、NBD-X、TET、JOE、Yakima Yellow
、VIC、HEX、R6G、Cy3、TAMRA、Rhodamine Red-X、Redmond Red、ROX、Cal Red、Texas R
ed、LC Red 640、Cy5、Cy5.5、LC Red 705などが挙げられる。
【００４１】
　次に、標的核酸の種類ごとに、標的核酸を増幅させる方法に応じた前記標的核酸増幅用
及び／又は検出・識別用の、少なくとも一対の前記蛍光標識された上流側及び下流側プラ
イマー、少なくとも一対の前記蛍光標識された上流側プライマー及び蛍光標識されていな
い下流側プライマー、少なくとも一対の蛍光標識されていない上流側プライマー及び前記
蛍光標識された下流側プライマー、少なくとも1本の前記蛍光標識された上流側又は下流
側プライマー、又は標的核酸を増幅させる蛍光標識されていないプライマー並びに標的核
酸を検出・識別しようとする少なくとも１本の前記蛍光標識された上流側及び／又は下流
側プライマーを添加して、少なくとも１種類の標的核酸を同時に増幅させる増幅工程２１
である。標的核酸を増幅する方法は、ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＬＣＲ、ＳＤＡ、ＮＡＳＢ
Ａ、ＴＲＣ、ＬＡＭＰ、ＲＴ－ＬＡＭＰ、ＩＣＡＮ、ＴＭＡ、ＲＣＡ、Smart Amp、ＴＡ
Ｓ、３ＳＲなどの核酸増幅方法であればよい。
【００４２】
　前記標的核酸増幅方法の中から選択した標的核酸増幅方法によって、前記標的核酸を増
幅させる方法に応じた前記標的核酸増幅用及び／又は検出・識別用のプライマーを添加し
て、少なくとも１種類の標的核酸を同時に増幅させる。
【００４３】
　図２は増幅工程における標的核酸と標的核酸増幅用のプライマーを混合させたときの原
理の説明図である。ＤＮＡ、又はＲＮＡから逆転写反応により生成したｃＤＮＡ（標的核
酸Ａ又はＢ）９と、標的核酸Ａに対するプライマーａ３１と、蛍光物質ａ５を標識した標
的核酸Ａに対するプライマーａ１と、標的核酸Ｂに対するプライマーｂ３２と、蛍光物質
ｂ６を標識した標的核酸Ｂに対するプライマーｂ２とを混合させた直後の状況を原理的に
示している。
【００４４】
　図３は標的核酸Ａであった場合、増幅工程においてプライマーが標的核酸にハイブリダ
イズする原理説明図である。加熱させて熱変性させ１本鎖化したＤＮＡ、又は逆転写反応
により生成した１本鎖のｃＤＮＡ１０に、蛍光物質ａ５を標識した標的核酸Ａに対するプ
ライマーａ１及び／又は標的核酸Ａに対するプライマーａ３１がハイブリダイズする。ま
た、蛍光物質ｂ６を標識した標的核酸Ｂに対するプライマーｂ２及び標的核酸Ｂに対する
プライマーｂ３２は１本鎖化したＤＮＡ、又は逆転写反応により生成した１本鎖のｃＤＮ
Ａ１０とハイブリダイズしていない。
【００４５】
　そして、標的核酸Ａにハイブリダイズしたプライマーａ１及び／又はプライマーａ３１
を起点にＤＮＡが伸長する原理を図４に示している。図４において、例えば、１本鎖化し
たＤＮＡ、又は逆転写反応により生成した１本鎖のｃＤＮＡ１０にハイブリダイズした、
蛍光物質ａ５を標識した標的核酸Ａに対するプライマーａ１及び／又は蛍光物質を標識し
ていない標的核酸Ａに対するプライマーａ３１を起点にＤＮＡが伸長し、増幅した２本鎖
ＤＮＡ１１が生成される。一方、標的核酸の増幅に使用されなかった蛍光物質ｂ６を標識
したプライマーｂ２、及びプライマーｂ３２はそのままの状態で残存する。
【００４６】
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　このことは、標的核酸が増幅した場合は、増幅した標的核酸に対応したプライマーは核
酸の伸長に使用されるのに対して、標的核酸が存在しなかった場合は、存在しなかった標
的核酸に対応したプライマーは未反応のまま残存することを示している。
【００４７】
　次に、前記増幅させた標的核酸増幅液に、前記蛍光物質を標識したプライマーと相補配
列を有するクエンチャーを標識したオリゴヌクレオチドを添加させて、増幅工程で増幅に
使用されなかった蛍光標識プライマーと反応させる反応工程２２である。
【００４８】
　本発明に利用可能な消光物質であるクエンチャーは、前記蛍光物質から発せられる蛍光
を消光する消光物質であればよく、登録商標又は商品名として、BHQ-0、BHQ-1、BHQ-2、B
HQ-3などのBHQシリーズ、DDQシリーズ、TAMRA、Dabcylなどが挙げられる。
【００４９】
　前記蛍光物質の中から選択した蛍光物質を標識した、上流側及び／又は下流側プライマ
ーと相補配列を有するオリゴヌクレオチドを準備し、前記オリゴヌクレオチドに、前記蛍
光物質を消光させるのに適した、前記消光物質の中から選択したクエンチャーを標識し添
加する。
【００５０】
　前記クエンチャーは、前記オリゴヌクレオチドの配列の５’末端、３’末端又は鎖内に
標識される。
【００５１】
　増幅工程で標的核酸からプライマーの伸長によって生じた増幅産物である２本鎖ＤＮＡ
には前記クエンチャー標識オリゴヌクレオチドがハイブリダイズしないため、蛍光物質は
発光したままとなる。
【００５２】
　一方、増幅工程で増幅に使用されなかった蛍光物質標識プライマーは、前記クエンチャ
ー標識オリゴヌクレオチドとハイブリダイズし、蛍光物質と消光物質とが近接するので、
蛍光物質から発せられた蛍光は消光する。
【００５３】
　図５で反応工程２２を説明する。標的核酸増幅液に蛍光標識プライマーと相補配列を有
するクエンチャー標識オリゴヌクレオチドを添加すると、未反応の蛍光標識プライマーは
クエンチャー標識オリゴヌクレオチドとハイブリダイズする。一部標的核酸の増幅に使用
されず残存した蛍光物質ａ５を標識したプライマーａ１にはクエンチャーａ７を標識した
オリゴヌクレオチドａ３がハイブリダイズし、標的核酸が存在せず全く増幅に使用されな
かった蛍光物質ｂ６を標識したプライマーｂ２にはクエンチャーｂ８を標識したオリゴヌ
クレオチドｂ４がハイブリダイズしている。
【００５４】
　一方、標的核酸の伸長反応に使用され、増幅核酸に取り込まれた蛍光標識プライマーに
はクエンチャーを標識したオリゴヌクレオチドがハイブリダイズしない。図５において、
増幅した２本鎖ＤＮＡ１１の伸長に使用された蛍光物質ａ５を標識した標的核酸Ａに対す
るプライマーａ１には、クエンチャーａ７を標識したオリゴヌクレオチドａ３がハイブリ
ダイズされていないことが示されている。
【００５５】
　次に、前記反応後の標的核酸増幅液にあらかじめ定められた波長域の光を照射し、照射
により蛍光物質から発せられた蛍光から増幅した標的核酸を検出し、前記蛍光の色から標
的核酸を識別する検出・識別工程２３である。
【００５６】
　まず、目視で識別できるように、照射光の波長域が３００～８００ｎｍの中から任意に
選択した波長の光を照射する。図６において照射機器１５から波長を設定して照射光は発
せられる。
【００５７】
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　次に、標的核酸からプライマーの伸長により増幅した産物である２本鎖ＤＮＡが生成さ
れており、前記蛍光標識プライマーにより伸長した２本鎖ＤＮＡはクエンチャー標識オリ
ゴヌクレオチドとハイブリダイズしないので、照射により、あらかじめ標的核酸の種類ご
とに定めた蛍光色を発光する。このため、前記蛍光色を検出することにより標的核酸を識
別できる。
【００５８】
　図６において、目視すると、クエンチャー標識オリゴヌクレオチドとハイブリダイズし
なかったプライマーに標識された蛍光物質ａ５が発光し、その蛍光色から増幅した標的核
酸を識別することができる。
【００５９】
　一方、存在しなかった標的核酸に対応した蛍光標識プライマーはクエンチャー標識オリ
ゴヌクレオチドとハイブリダイズする。これにより、照射時にあらかじめ標的核酸の種類
ごとに定めた蛍光色が検出されない。これによって、増幅しようとした標的核酸が存在し
ないことを確認することができる。
【００６０】
　このとき、目視で確認できる蛍光色が混色の場合には、カチオン性ポリマーを添加する
ことによって、混色を構成している複数の蛍光物質の中で一部の意図した蛍光物質からの
蛍光色を消光させることができる。カチオン性ポリマーとしては、ポリエチレンイミン、
ポリアリルアミン、ポリビニルアミンなどがある。
【００６１】
　例えば、蛍光色が黄色の場合には、黄色単色の場合と、緑色と赤色との混色である場合
があるので、このときはカチオン性ポリマーであるポリエチレンイミンを添加させること
によって、混色の場合には緑色を退色させて赤色のみに変えることができる。
【００６２】
　これによって、蛍光色が黄色の場合に、単色の黄色を呈する標的核酸の増幅か、混色で
あっても緑色を呈する標的核酸と、赤色を呈する標的核酸との同時増幅かを検出し識別す
ることができる。
【００６３】
　以下、実施例で本願発明を詳細に説明するが、本願発明はこれらの実施例によって制限
されるものではない。
【実施例１】
【００６４】
　プログラムコントロールシステムＰＣ－８１８Ａ（株式会社アステック社製）を用いて
、ＲＴ－マルチプレックスＰＣＲ法により、胃腸炎関連で人に感染する下痢症ウイルスで
あるノロウイルス遺伝子グループI、ノロウイルス遺伝子グループII、サポウイルス及び
アストロウイルスの遺伝子を標的核酸として増幅させ検出する。
【００６５】
　標的核酸の種類ごとに、蛍光物質を標識させたプライマー及び標的核酸を増幅させるプ
ライマー、並びに、前記蛍光標識プライマーと相補配列を有し、蛍光標識プライマーの蛍
光色を消光させるクエンチャーを標識したオリゴヌクレオチドを準備する。
【００６６】
　その蛍光標識プライマーにおいて、標的核酸を目視で識別するために、ノロウイルス遺
伝子グループIの蛍光色を緑色、ノロウイルス遺伝子グループIIの蛍光色を赤色、サポウ
イルスの蛍光色を黄色、アストロウイルスの蛍光色を青色の蛍光物質を、それぞれのプラ
イマー配列の５’末端に標識した。
【００６７】
　前記蛍光物質を標識したプライマーと相補配列を有するオリゴヌクレオチドの配列の３
’末端に消光物質であるクエンチャーを標識した。各蛍光物質に対するクエンチャーとし
ては、ノロウイルス遺伝子グループIの蛍光物質Alexa Fluor 488に対して消光物質BHQ-1
を、ノロウイルス遺伝子グループIIの蛍光物質Alexa Fluor 594に対しては消光物質BHQ-2
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を、サポウイルスの蛍光物質Alexa Fluor 532に対しては消光物質BHQ-1を、アストロウイ
ルスの蛍光物質Alexa Fluor 350に対しては消光物質BHQ-0を組み合わせた。
【００６８】
　上流側及び下流側プライマー、及び前記蛍光標識プライマーと相補配列を有するクエン
チャー標識オリゴヌクレオチドの塩基配列を以下に示す。
【００６９】
　ノロウイルス遺伝子グループIの遺伝子増幅に対して使用するプライマーは、文献Kojim
a S，Kageyama T，Fukushi S，Hoshino FB，Shinohara M，Uchida K，Natori K，TakedaN
，and Katayama K：Genogroup-specific PCR primers for detection of Norwalk-likevi
ruses．Journal of Virological Methods 100，107-114，2002．に記載されているプライ
マーであるG1SKF及びG1SKRを使用した。蛍光標識プライマーと相補配列を有するクエンチ
ャー標識オリゴヌクレオチドはG1SKF_Rを使用した。
G1SKF;5’CTGCCCGAATTYGTAAATGA 3’ 5’Alexa Fluor488標識(緑) 配列番号1
G1SKR;5’CCAACCCARCCATTRTACA　3’ 配列番号2
G1SKF_R;5’TCATTTACRAATTCGGGCAG　3’ 3’BHQ-1標識 配列番号3
【００７０】
　前記プライマー及びオリゴヌクレオチドの記載例を説明すると、「G1SKF ； 5’CTGCCC
GAATTYGTAAATGA　 3’　5’ Alexa Fluor 488標識 （緑）」の「G1SKF」はプライマー名
を示し、「5’ Alexa Fluor 488標識 （緑）」は、塩基配列の５’末端に緑色の蛍光色を
発光するAlexa Fluor 488を標識することを示している。また、「G1SKF_R;5’　TCATTTAC
RAATTCGGGCAG　3’ 　3’BHQ-1標識」の「G1SKF_R」はオリゴヌクレオチド名を示し、「
３’ＢＨＱ－１標識」は３’末端に標識した消光物質を示している。
【００７１】
　ノロウイルス遺伝子グループIIの遺伝子増幅に対して使用するプライマーも、ノロウイ
ルス遺伝子グループIの遺伝子増幅に使用するプライマーが記載されている文献と同じJou
rnal of Virological Methods 100，107-114，2002．に記載されているプライマーである
G2SKF及びG2SKRを使用した。蛍光標識プライマーと相補配列を有するクエンチャー標識オ
リゴヌクレオチドはG2SKF_Rを使用した。
G2SKF;5’CNTGGGAGGGCGATCGCAA 3’ 5’Alexa Fluor594標識(赤) 配列番号4
G2SKR;5’CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT 3’ 配列番号5
G2SKF_R;5’TTGCGATCGCCCTCCCANG 3’ 3’BHQ-2標識 配列番号6
【００７２】
　サポウイルスの遺伝子増幅に対して使用するプライマーは、文献Okada M，Shinozaki K
，Ogawa T，and Kaiho I：Molecular epidemiology and phylogenetic Analysis of Sapp
oro-like viruses．Archives of Virology 147，1445-1451，2002．に記載されているプ
ライマーであるSV-F21及びSV-R2を使用した。蛍光標識プライマーと相補配列を有するク
エンチャー標識オリゴヌクレオチドはSV-F21_Rを使用した。
SV-F21:5’ANTAGTGTTTGARATGGAGGG 3’ 5’Alexa Fluor532標識(黄） 配列番号7
SV-R2;5’GWGGGRTCAACMCCWGGTGG 3’ 配列番号8
SV-F21_R;5’CCCTCCATYTCAAACACTANT 3’ 3’BHQ-1標識 配列番号9
【００７３】
　アストロウイルスの遺伝子増幅に対して使用するプライマーは、文献Sakon N，Yamazak
i K，Utagawa E， Okuno Y，and Oishi I：Genomic characterization of human astrovi
rus type 6 Katano virus and the establishment of a rapid and effective reverse t
ranscription-polymerase chain reaction to detect all serotypes of human astrovir
us.Journal of Medical Virology 61，125-131，2000．に記載されているプライマーであ
るAC1’及びAC230を使用した。蛍光標識プライマーと相補配列を有するクエンチャー標識
オリゴヌクレオチドはAC1’_Rを使用した。
　AC1’;5’ATGGCTAGCAAGTCTGACAAG 3’ 5’Alexa Fluor350標識(青) 配列番号10
　AC230;5’GGTTTTGGTCCTGTGACACC 3’ 配列番号11
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【００７４】
　水（Ｈ２Ｏ）で糞便１０％乳剤を作製し、前記糞便１０％乳剤よりＱＩＡａｍｐ　Ｖｉ
ｒａｌ　ＲＮＡ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（キアゲン社製）を用いてＲＮＡを抽出した。
【００７５】
　ＰＣＲ法によって標的核酸を増幅させるために、抽出したＲＮＡを鋳型に逆転写反応を
行ってｃＤＮＡ（Complementary DNA）を生成した。
【００７６】
　逆転写反応においては、逆転写反応試薬であるＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＲＴ　ｒｅａ
ｇｅｎｔ　Ｋｉｔ（タカラバイオ社製）に前記抽出ＲＮＡを用いて、以下の表１に示す組
成反応液で行った。
【００７７】
【表１】

【００７８】
　逆転写反応手順は、表１に示す反応液を、３０℃で１０分間保持し、その後４２℃で６
０分間保持し、９９℃で５分間保持し、その後冷却して４℃に保持した。
【００７９】
　次に、生成されたｃＤＮＡから標的核酸の増幅は、マルチプレックスＰＣＲ試薬である
Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ（タカラバイオ社製）を用いて、以下
の表２に示す組成反応液（全量５０μｌ）でＰＣＲ反応を行った。
【００８０】
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【表２】

【００８１】
　マルチプレックスＰＣＲ反応は、表２に示す反応液を、９４℃で６０秒間の熱変性を行
った後、次いで、９４℃で３０秒間の熱変性工程、５７℃で９０秒間のアニーリング工程
、７２℃で９０秒間の伸長工程を４０サイクル繰り返し、その後７２℃で１０分間保持し
、標的核酸を増幅させた標的核酸増幅液を生成した。
【００８２】
　次に、標的核酸増幅液に、表３に示すクエンチャー標識オリゴヌクレオチドを添加し、
増幅反応に使用されなかった蛍光標識プライマーとハイブリダイズさせた。
【００８３】
【表３】

【００８４】
　次に、ハイブリダイズさせた液にトランスイルミネータ（ＶＩＬＢＥＲ　ＬＯＵＲＭＡ
Ｔ社製）を用いて波長３１２ｎｍの光を照射し、蛍光色を目視で確認した。増幅した標的
核酸が１種類の場合には、例えばノロウイルス遺伝子グループIの遺伝子が増幅していた
場合は緑色の蛍光色となり、ノロウイルス遺伝子グループIIの遺伝子が増幅していた場合
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は赤色の蛍光色となり、サポウイルスの遺伝子が増幅していた場合は黄色の蛍光色となり
、アストロウイルスの遺伝子が増幅していた場合は青色の蛍光色となる。これらの蛍光色
が目視で判別できるので簡易に増幅した標的核酸を識別することができる。
【００８５】
　ここで、目視で確認した蛍光色が１種類の標的核酸が増幅したときと同じ蛍光色であっ
ても各標的核酸別の単色でなく複数の標的核酸による混色の場合があるので、その場合に
は一部の意図した標的核酸に対応した蛍光物質からの蛍光色を消光させることにより、蛍
光色が変わるので複数の標的核酸が増幅したことを確認でき、一方蛍光色が変わらなかっ
た場合は混色ではなく単色の１種類の標的核酸が増幅したことが確認できる。
【００８６】
　例えば、緑色と赤色の混色は黄色であるので、蛍光色が黄色を示した場合には、カチオ
ン性ポリマーである１％ポリエチレンイミンを１μｌ添加して緑色が消光して赤色に変わ
るかを確認する。蛍光色が黄色のままの場合にはサポウイルスの遺伝子が増幅したことが
わかり、蛍光色が赤色に変わった場合には、ノロウイルス遺伝子グループIの遺伝子及び
ノロウイルス遺伝子グループIIの遺伝子が増幅したことがわかる。
【実施例２】
【００８７】
　ＲＴ－ＬＡＭＰ法を使用して、ノロウイルス遺伝子グループIの遺伝子及びノロウイル
ス遺伝子グループIIの遺伝子を標的核酸として増幅させ検出する。
【００８８】
　ＲＴ－ＬＡＭＰ法に使用するプライマー及び増幅方法は、文献Fukuda S，Takao S，Kuw
ayama M，Shimazu Y，and Miyazaki K：Rapid detection of norovirus from fecal spec
imens by real-time reverse transcription-loop-mediated isothermal amplificationa
ssay. Journal of Clinical Microbiology 44，1376-1381，2006．　及び文献Fukuda S，
Sasaki Y，Kuwayama M，and Miyazaki K：Simultaneous detection and genogroup-scree
ning test for norovirus genogroups I and II from fecal specimens in single tube 
by reverse transcription-loop-mediated isothermal amplification assay. Microbiol
ogy and Immunology 51，547-550，2007．に記載されているプライマーを使用し、記載さ
れている増幅方法で実施した。
【００８９】
　標的核酸の種類ごとに、蛍光物質を標識させないで標的核酸を増幅させるプライマー及
び蛍光物質を標識させて標的核酸を検出・識別させるプライマー、及び、前記蛍光標識プ
ライマーと相補配列を有し、蛍光標識プライマーの蛍光色を消光させるクエンチャーを標
識したオリゴヌクレオチドを準備する。
【００９０】
　その蛍光標識プライマーにおいて、標的核酸を目視で識別するために、ノロウイルス遺
伝子グループIは緑色を発光し、ノロウイルス遺伝子グループIIは赤色を発光する蛍光物
質を、それぞれのプライマー配列の５’末端に標識した。
【００９１】
　前記蛍光物質を標識したプライマーと相補配列を有するオリゴヌクレオチドの配列の３
’末端に消光物質であるクエンチャーを標識した。各蛍光物質に対するクエンチャーとし
ては、ノロウイルス遺伝子グループIの蛍光物質Alexa Fluor 488に対して消光物質BHQ-1
を、ノロウイルス遺伝子グループIIの蛍光物質Alexa Fluor 594に対しては消光物質BHQ-2
を組み合わせた。
【００９２】
　前記プライマー、及び前記蛍光標識プライマーと相補配列を有するオリゴヌクレオチド
の塩基配列を以下に示す。
【００９３】
　ノロウイルス遺伝子グループIの遺伝子増幅用及び検出・識別用に使用したプライマー
と、前記蛍光標識プライマーと相補配列を有するクエンチャー標識オリゴヌクレオチドを
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　G1F3;5’CCRGGNTGGCARGCNATGTT 3’ 配列番号13
　G1B3(GISKR);5’CCAACCCARCCATTRTACA 3’ 配列番号14
　G1FIP1;5’CATTTACGAATTCGGGCAGGTTTTCGCTGGATGCGNTTCCATGA 3’ 配列番号15
　G1FIP2;5’CATTTACAAAATTCGGGCAGGTTTTCGCTGGATGCGNTTCCATGA 3’ 配列番号16
　G1BIP1;5’GATGGCGTCTAAGGACGCTTTTAGCTGTRTTTGCCTCTGGWAC 3’ 配列番号17
　G1BIP2;5’GATGGCGTCTAAGGACGCTTTTAGCWGTATTAACCTCCGGYAC 3’ 配列番号18
　G1BIP3;5’GATGGCGTCTAAGGACGCTTTTAGCTGYAYTAACCTCTGGAAC 3’ 配列番号19
　G1LF1;5’AGATYGCGATCYCCTGTCCA 3’ 5’Alexa Fluor 488標識（緑） 配列番号20
　G1LF2;5’AGATTGCGATCTCCTGCCCA 3’ 5’ Alexa Fluor 488標識（緑） 配列番号21
　G1LF3;5’AGCTCGCGGTCTCCTGTCCA 3’ 5’ Alexa Fluor 488標識（緑） 配列番号22
　G1LF_R;5’TGGRCAGGRGAYCGCRAKCT 3’　3’BHQ-1標識 配列番号23
【００９４】
　ノロウイルス遺伝子グループIIの遺伝子増幅用及び検出・識別用に使用したプライマー
と、前記蛍光標識プライマーと相補配列を有するクエンチャー標識オリゴヌクレオチドを
示す。
　G2F3;5’GGNMTGGANTTTTAYGTGCCMAG 3’ 配列番号24
　G2B3(G2SKR);5’CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT 3’ 配列番号25
　G2FIP1;5’GGGAGCMAGATTGCGATCGCTTTTGAGBCNATGTTYAGRTGGAT 3’ 配列番号26
　G2FIP2;5’GGGAGCMAGATTGCGATCGCTTTTGAGCCCATGTTCAGRTGGAT 3’ 配列番号27
　G2FIP3;5’GGGAGCGAGATTGCGATCGCTTTTGAGTCAATGTTYAGGTGGAT 3’ 配列番号28
　G2FIP4;5’GGGAGCGAGATTGCGATCGCTTTTGAGCCYATGTTYAGGTGGAT 3’ 配列番号29
　G2FIP5;5’GGGAGCMAGATTGCGATCGCTTTTGAACCWATGTTYAGGTGGAT 3’ 配列番号30
　G2BIP1;5’TGTGAATGAAGATGGCGTCGTTTTCTCATTRTTRVTCTCTGGBACGAG 3’配列番号31
　G2BIP2;5’TGTGAATGAAGATGGCGTCGTTTTCTCATTRTTGCYCTCTGGYACGAG 3’配列番号32
　G2BIP3;5’TGTGAATGAAGATGGCGTCGTTTTCTCATTGTTGAYCTCTGGKACGAG 3’配列番号33
　G2BIP4;5’TGTGAATGAAGATGGCGTCGTTTTCTCATTRTTACTTTCTGGCACGAG 3’配列番号34
　G2LF1;5’GTGCTCARATCWGARAACCTC 3’ 5’Alexa Fluor 594標識(赤) 配列番号35
　G2LF2;5’GTGCTGAGGTCWGARAATCTC 3’ 5’Alexa Fluor 594標識(赤) 配列番号36
　G2LF3;5’GTGCTCAAATCTGAGAATCTC 3’ 5’Alexa Fluor 594標識(赤) 配列番号37
　G2LF4;5’GTGCTCAAGTCTGAGAAYCTC 3’ 5’Alexa Fluor 594標識(赤) 配列番号38
　G2LF_R;5’GAGRTTYTCWGAYYTSAGCAC 3’ 3’BHQ-2標識 配列番号39
【００９５】
　水（Ｈ２Ｏ）で糞便１０％乳剤を作製し、前記糞便１０％乳剤よりＱＩＡａｍｐ　Ｖｉ
ｒａｌ　ＲＮＡ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（キアゲン社製）を用いてＲＮＡを抽出した。
【００９６】
　次に、抽出されたＲＮＡの増幅をＲＴ－ＬＡＭＰ法によりリアルタイム濁度測定装置（
テラメックス株式会社製）を用いて行った。ＲＴ－ＬＡＭＰ増幅試薬キット（栄研化学社
製）を用いて、以下の表４に示す組成反応液に表５に示すプライマーを添加してＲＴ－Ｌ
ＡＭＰ反応を行った（全量２５μｌ）。試薬及び標的核酸を表４に、プライマーの添加量
を表５に記す。
【００９７】



(15) JP 5863162 B2 2016.2.16

10

20

30

40

50

【表４】

【００９８】
【表５】

【００９９】
　ＲＴ－ＬＡＭＰ手順は、６２℃で９０分間保持して、標的核酸を増幅させた標的核酸増
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【０１００】
　次に、標的核酸増幅液に、表６に示すクエンチャー標識オリゴヌクレオチドを添加し、
増幅反応に使用されなかった蛍光標識プライマーとハイブリダイズさせた。
【０１０１】
【表６】

【０１０２】
　次に、ハイブリダイズさせた液にトランスイルミネータ（ＶＩＬＢＥＲ　ＬＯＵＲＭＡ
Ｔ社製）を用いて波長３１２ｎｍの光を照射し、蛍光色を目視で確認した。蛍光色が緑色
の場合は増幅した標的核酸はノロウイルス遺伝子グループIの遺伝子であり、蛍光色が赤
色の場合は増幅した標的核酸はノロウイルス遺伝子グループIIの遺伝子であり、蛍光色が
黄色の場合は増幅した標的核酸はノロウイルス遺伝子グループIの遺伝子及びノロウイル
ス遺伝子グループIIの遺伝子である。
【符号の説明】
【０１０３】
　１　　（標的核酸Ａに対する）プライマーａ
　２　　（標的核酸Ｂに対する）プライマーｂ
　３　　オリゴヌクレオチドａ
　４　　オリゴヌクレオチドｂ
　５　　蛍光物質ａ
　６　　蛍光物質ｂ
　７　　クエンチャーａ
　８　　クエンチャーｂ
　９　　ＤＮＡ又はＲＮＡから逆転写反応により生成したｃＤＮＡ（標的核酸Ａ又はＢ）
　１０　１本鎖化したＤＮＡ、又は逆転写反応により生成した１本鎖のｃＤＮＡ
　１１　増幅した２本鎖ＤＮＡ
　１５　照射機器
　２０　蛍光物質標識工程
　２１　増幅工程
　２２　反応工程
　２３　検出・識別工程
　３１　（標的核酸Ａに対する）プライマーａ
　３２　（標的核酸Ｂに対する）プライマーｂ
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