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(57)【要約】
　反応容器のための複数個の温度調節可能な収容部を備
えた反応領域を有するサーモサイクラ装置と；複数個の
発光ダイオードを有する照射装置であり、且つ、該照射
装置は前記反応領域に割り当てられるものであり、且つ
、該照射装置により励起光は前記収容部内へ放射可能で
ある、照射装置と；測定される光の強度に応じて測定値
を発生する検知器装置と；前記照射装置から前記収容部
へ、さらに其処から前記検知器装置へと通じる光路を定
める光学装置と；発光ダイオードの光の強度を測定する
ことによって対照測定値を発生する１個の対照装置と；
前記対照測定値を測定値と比較する1 １の評価装置と；
を備えた、リアルタイムＰＣＲ反応を行うための装置に
おいて、前記対照装置が対照発光ダイオードを有し、該
対照発光ダイオードからの光が反応領域の後方で光路に
結合される。



(2) JP 2009-507501 A 2009.2.26

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　反応容器のための複数個の温度調節可能な収容部を備えた反応領域を有するサーモサイ
クラ装置と、
　複数個の発光ダイオードを有する照射装置であり、且つ、該照射装置は前記反応領域に
割り当てられるものであり、且つ、該照射装置により励起光は前記収容部内へ放射可能で
ある、照射装置と、
　測定される光の強度に応じて測定値を発生する検知器装置と、
　前記照射装置から前記収容部へ、さらに其処から前記検知器装置へと通じる光路を定め
る光学装置と、
　発光ダイオードの光の強度を測定することによって対照測定値を発生する１個の対照装
置と、
　前記対照測定値を測定値と比較する1 １の評価装置と、
を備えた、リアルタイムＰＣＲ反応を行うための装置において、
　前記対照装置が対照発光ダイオード（１４０）を有し、該対照発光ダイオードからの光
が反応領域の後方で光路（１５、１５’) に結合されることを特徴とする装置。
【請求項２】
　請求項１に記載の装置において、対照発光ダイオード（１４０）として、照射装置の発
光ダイオード（１４）よりも放射光のスペクトル幅が広い発光ダイオードが備えられてい
ることを特徴とする装置。
【請求項３】
　請求項２に記載の装置において、対照発光ダイオード（１４０）として白色光を発生す
る発光ダイオードが備えられていることを特徴とする装置。
【請求項４】
　前記請求項のいずれか１項に記載の装置において、対照発光ダイオード（１４０）の下
流側に配置されたフィルタ装置（２３０）、特に減光ガラスフィルタが備えられているこ
とを特徴とする装置。
【請求項５】
　前記請求項のいずれか１項に記載の装置において、対照発光ダイオード（１４０）から
出る光が、該発光ダイオードに割り当てられた光ファイバ（２００）によって光路に結合
されることを特徴とする装置。
【請求項６】
　前記請求項のいずれか１項に記載の装置において、対照発光ダイオード（１４０）と、
照射装置の発光ダイオード（１４）とが、同一の電源に接続されていることを特徴とする
装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、請求項１の前提部分に規定の装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　この種の装置は核酸増幅プロセス（以下、ＰＣＲ反応と称する）に用いられ、これらの
装置において、増幅生成物（ＰＣＲ生成物）の生成量がＰＣＲ反応の進行中に光学的に測
定される。この特殊な形態のＰＣＲは、リアルタイムＰＣＲ反応と呼ばれる。
【０００３】
　リアルタイムＰＣＲ反応においては、蛍光標識を含む試験サンプルについて測定を行う
ことが普通である。その蛍光標識は励起後に蛍光信号を放ち、該蛍光信号の強度は形成さ
れたＰＣＲ生成物の量に依存する。通常、リアルタイムＰＣＲ反応の場合、反応時間の進
行に伴うＰＣＲ生成物の増加は、測定される蛍光信号強度の増大を通して追跡されること
ができる。
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【０００４】
　適切な蛍光標識の周知の１例は、例えば、色素Ｓｙｂｒｇｒｅｅｎであって、この色素
は二重鎖ＤＮＡ内に非特異的に沈積し、沈積した状態で蛍光信号を放射する。その他にも
適切な蛍光標識は多数存在するが、それらは当業者には周知であり、ここで詳細に述べる
ことはしない。補足としてノイサーが『トランスクリプト・ラボールヴェルト』２０００
年第２号に発表している「ＰＣＲ生成物を定量するためのリアルタイムＰＣＲプロセス」
（Neusser;Transkript Laborwelt Nr. 2/2000;“Echtzeit-PCR-Verfahren zur Quantifiz
ierung von PCR-Produkten”）を参考文献として挙げておく。それらには、リアルタイム
ＰＣＲ反応の種々の可能性が詳細に記述されている。
【０００５】
　リアルタイムＰＣＲ反応の実行に使用できる装置は、反応容器のための温度調節可能な
幾つかの収容部を有する反応領域を備えたサーモサイクラ装置を通常含む。さらにそこに
は前記反応領域に割り当てられた照射装置が備えられる。該照射装置は複数個の発光ダイ
オードを有し、通常、前記収容部１個あたりそれぞれ１個の発光ダイオードを有する。さ
らにそこには検知器が備えられており、該検知器は測定される光強度に応じた測定値を発
生する。もっと詳しく言えば、検知器は、例えば、ＣＣＤチップ或いは光電子増倍管（Fo
tomultiplier）を含むものであっても良い。
【０００６】
　該装置はさらに、照射装置から反応スペースに、さらにそこから検知器に通じる光の経
路を定める適切な光学装置を包含する。該光学装置には、例えば、照射装置と収容部の間
に配置されたダイクロイック・ミラーが含まれており、該ダイクロイック・ミラーは照射
装置から放射される励起光を収容部に向けて透過させ、反応領域から発せられる長波長の
蛍光信号を、例えば、前記光の経路の横に配置された検知器に向けて反射する。例えば、
該検知器の上流に多数のフィルタ及びレンズ等が備えられているのが普通である。
【０００７】
　既知のリアルタイムＰＣＲ反応装置が持つ一つの問題は、温度の変動、或いは電流の変
動が測定に影響を及ぼし得ることである。例えば、ほんの数例を挙げるだけでも、発光ダ
イオードが発生する励起光が、運転時間が長くなると共に弱まったり、あるいは装置を種
々異なった温度で運転する場合、光学装置はドリフトを被ることが考えられる。
【０００８】
　例えば、ＷＯ０１／３５０７９により、発光ダイオードを標準化するためにフォトダイ
オードの形態の別個の検出器を持つ対照装置 (Referenzeinrichtung)を備え、該対照装置
によって発光ダイオードを測光し、得られる対照測定値を試料測定値から差し引き計算す
ることが知られている。
【０００９】
　前記の公知の装置においては、検知器の検査が行われていないという点において不利で
ある。
【００１０】
　ＤＥ２０１２２２６６．３により、起り得る温度による影響を補償するために、装置内
に対照光路を備えることが知られている。この対照光路の経路は測定光路と類似であるが
、該対照光路に配属されている発光ダイオードは収容部内のＰＣＲ沈積物を照らすのでは
なく、例えば、1 個の収容部に載置できる対照面を照らす。この対照面で反射された光が
検知器によって評価され、而してＰＣＲの間の変化が測定値の補正のために用いられる。
該装置は比較的高価である。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明が解決すべき課題は、従来技術を出発点として、時に起こり得る測定値のドリフ
トを簡単な方式で認識し、補償することができる装置を提供することである。
【課題を解決するための手段】
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【００１２】
　前記の課題は、請求項１に記載の特徴を有する装置によって解決される。
【００１３】
　それ故に本発明では、装置内に対照装置を備えており、該対照装置は対照発光ダイオー
ドを包含し、該対照装置は照射装置から隔離されており、該対照装置の光が反応領域の後
方で光路に結合される。
【００１４】
　本発明の有利な発展形態は、従属請求項に示されている。
【００１５】
　公知の装置では、実質的にＰＣＲ試料の測定に使用される発光ダイオードのテストだけ
が行われるのに対し、本発明では時に起こり得る温度の変動もしくは電流供給の変動に起
因する測定値のドリフトを定量し、及び、補償するために、別の発光ダイオードが使用さ
れる。
【００１６】
　好ましくは、対照発光ダイオードとして、発光スペクトルの幅が照射装置の発光ダイオ
ード（１４）のスペクトル幅よりも広い発光ダイオードが使用される。
【００１７】
　照射装置には、通常、例えば、波長が検知波長よりも下方にある狭い帯域の青色の光を
発生する発光ダイオードが組み込まれ、それを用いて検知装置に備えられている光電子増
倍管が照射される。特に好ましくは、対照発光ダイオードとして、帯域の広い白色光を発
生する発光ダイオードが備えられている。その種の対照発光ダイオードを使用すれば、検
知装置のあらゆるフィルタ設定において、すべての電子増倍管（Multiplier）を直接照射
することができる。
【００１８】
　青色発光ダイオードと白色発光ダイオードの間の温度によるドリフトの差は、温度測定
を付け加えることによって良好な信頼性で補償することができる。例えば、青色発光ダイ
オードも、また白色発光ダイオードも、それらの種類内では、温度によるドリフトはごく
僅かしか示さないことが明らかにされている。
【００１９】
　また、特性に関して照射装置の発光ダイオードと同一の特性の対照発光ダイオードを使
用することも、当然考えられる。例えば、照射装置の発光ダイオードと仕様及び作動条件
が一致する対照発光ダイオードを使用するならば、照射装置の発光ダイオードにおいて測
定値のドリフトを惹き起こす諸々の影響は、対照発光ダイオードにおいても同様に働くで
あろうということを出発点とすることができ、測定結果の直接補償が可能である。
【００２０】
　好ましい別の一発展形態では、対照発光ダイオードに後置して光学フィルタ装置、特に
減光ガラスフィルタが設置される。この光学フィルタ装置を使用して、対照発光ダイオー
ドから放射される光の強度を、光路に結合される以前に所望の強度に調節することができ
る。通常は、例えば、検知器の感度が中程度である場合に最適な対照信号が電子増倍管に
到達するような減光ガラスフィルタが選択される。該対照信号は、Ｓ／Ｎ（信号／ノイズ
）比が有利になるのに十分な強度であり、同時に飽和領域内ではないものである。
【００２１】
　本発明では、対照発光ダイオードが発する光の光路内への結合は、反応スペースの後方
で行われるように意図されている。
【００２２】
　本発明の枠組み内では、前記対照発光ダイオードの光を反応領域と検知器の間にある光
路の任意の位置に結合させることが可能である。
【００２３】
　実質的に検知器の性能、または場合により設置される電子増倍管の性能を、起こり得る
ドリフトに関して補償したければ、前記対照発光ダイオードの光を検知器の直前に結合さ
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せるだけで十分である。
【００２４】
　これに対し、場合によって検知器に前置される光学装置に起因する測定値のドリフトを
も考慮に入れたい場合には、それに応じて対照発光ダイオードから出る光を、光路のより
前方にある位置に結合させれば良い。
【００２５】
　対照発光ダイオードから出る光を、1 個の鏡、または他の適切な光学装置、例えば、該
対照発光ダイオードに配属されている光導体のよう光学装置、を使用して、光路に結合さ
せることも考えられる。
【００２６】
　後者の光導体の使用は、特に光学装置が光導体を有し、それによって反応スペースから
放射される蛍光を受け入れるような装置の場合に好都合である。その場合、光導体の光入
射面は、例えば、収容部の１個ずつそれぞれ割り当てられ、一方、光射出面は互いに集束
して配置される。このタイプの装置の場合には、少ない費用でもう１個の光導体を設置し
、その光入射口を対照発光ダイオードに割り当て、その光射出口を特に他の光導体に囲ま
れるように設置することができる。
【００２７】
　公知の装置では、収容部は各々独立して次々と励起され、測定されるのが普通である。
その場合、各ＰＣＲ反応のための一連の測定作業過程が実行され、その測定において、収
容部、つまり収容部内に存在する沈積物が測定される。その場合、本発明による対照発光
ダイオードは測定用の複数の発光ダイオードと同一の周波数（Frequenz）及び発光時間で
点灯されるので、同程度の負荷と損耗が現れる。このように作動させる場合、それぞれの
測定作業過程を、起こり得るドリフトに関して補償しても良い。しかしながら、2 回だけ
の、すなわちＰＣＲ反応前とＰＣＲ反応後に１回ずつの参照測定で十分であることが明ら
かにされている。
【００２８】
　電力供給の変動が測定結果の狂いを引き起こすことがしばしばである。それ故、好まし
い一発展形態では、すべての発光ダイオードが受ける電力供給が一致するように、対照発
光ダイオード、ならびに照射装置を構成する複数個の発光ダイオードが同一の電源に接続
されている。それによって、この発展形態においては、対照発光ダイオードが照射装置の
発光ダイオードと同一の影響を受けるので、電力の変動は相殺される。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
　以下、本発明による実施例としての装置１０を示す添付図面を基にして、本発明を詳細
に説明する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３０】
　装置１０は、複数個の収容部１２を備えた通常のサーモサイクラ装置１１を模式的に示
したものである。収容部１２には図示されていない反応容器がはめ込まれ、運転中、該反
応容器中にはそれぞれ前記の蛍光標識、または標識を含むＰＣＲ沈積物が入れられている
。
【００３１】
　サーモサイクラ装置１１上には、複数個の発光ダイオード１４を有する照射装置を備え
たカバーハウジング (Deckelgehause)１３が載置される。発光ダイオード１４のそれぞれ
に、1 個ずつの収容部１２が割り当てられている。好ましくは、発光ダイオード１４はア
レイ状に配置されている。測定の際には、発光ダイオード１４は、それぞれに割り当てら
れた収容部１２に常にその都度毎だけ照射されるように、スイッチを入に切換えられるこ
とが好ましい。
【００３２】
　典型的な光の進路が１５, １５’で示してある。光１５は発光ダイオード１４から放射
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ットされる。それから光１５はビームスプリッタ１７を通過する。該ビームスプリッタは
前記短波長の光をこの方向では完全に透過させる。
【００３３】
　前記に繰り返し述べているように、発光ダイオード１４から放射された光１５が収容部
１２内のＰＣＲ沈積物中に存在する蛍光標識を励起すると、それに基づいて該標識は蛍光
信号１５’を放射する。前記ビームスプリッタ１７は、該蛍光信号１５’を横方向に反射
するような性状を持っている。
【００３４】
　ビームスプリッタ１７としては、励起光を透過させるが、ＰＣＲ沈積物から放射される
長波長の蛍光信号を反射するようなダイクロイックミラーを使用することが好ましい。
【００３５】
　次いで、反射された蛍光信号１５’は検知器２７に記録される。検知器２７の上流には
複数個の光学装置が配置されており、それらによって蛍光信号１５’は検知器２７上に写
され得る。検知された信号は、通常複数個の、それぞれ波長特異性を有する、図示されて
いない電子増倍管によって増幅される。
【００３６】
　詳しくは、前記光学装置には光入射面２１を備えた多数の光ファイバ２０が含まれてお
り、光ファイバのそれぞれは、１個ずつの収容部１２に割り当てられている。つまり光フ
ァイバのそれぞれは、収容部１２のそれぞれから放射され、ビームスプリッタ１７で反射
されるそれぞれの蛍光信号１５’に割り当てられる。
【００３７】
　好ましくは、入射面２１も発光ダイオード１４と同様にアレイ状に配置される。
【００３８】
　本発明によれば、カバーハウジング内において、測定用発光ダイオード１４と空間的に
近接して、もう１個の発光ダイオードが対照発光ダイオード１４０として備えられている
。対照発光ダイオード１４０から生ずる光は、ミラー２２０によって横方向に曲げられ、
減光ガラスフィルタ２３０を通って対照光ファイバ２００として利用される光ファイバの
光入射面２１０に達する。ミラー２２０は、例えば、セラミックミラーであって良い。減
光ガラスフィルタは、対照信号の強度を検出し易い値に調節するために用いられる。
【００３９】
　測定用光ファイバ２０と対照光ファイバ２００は、それらの光出口端で１個の束にまと
められ、その際に好ましくは横方向への放射による影響を最小化するために、対照光ファ
イバ２００の光出口端は束２３の真中に置かれる。
【００４０】
　光ファイバの集束により、すべての収容部１２からの信号は、相互に比較的密集して出
射する効果がある。先に述べたように、出射する複数本の光ビームを、その伝播方向の差
異をごく僅な程度に、束状に平行調整するためには、狭く限られた出射面が必要である。
このことは、後置されているフィルタが干渉フィルタであり、その分光透過特性 (spektr
ale Durchlascharakteristik) がフィルタへの入射角に依存する場合に、特に有利である
。
【００４１】
　蛍光信号１５’及び対照発光ダイオード１４０の光は、次に光ファイバの束２３から、
別の光学装置、例えばレンズ２４、長波長透過フィルタ２５及び別のレンズ２６を通って
、検知器２７上に写される。
【００４２】
　ここに示されている実施形態の場合、対照発光ダイオードは構造的に比較的少ない費用
で備えられ、且つ、光路に結合されることができる。
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