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(57)【要約】
【課題】前の段階の反応混合物の一部が次の段階の反応の試料となる、閉鎖系の多段階核
酸増幅反応の系、方法及び装置の提供。
【解決手段】本発明は、特に流体的に閉じた条件下で多段階増幅反応を実施する系、方法
及び装置に関する。一態様では、第一（又は前の）反応混合物の一部を単離して、それを
第二（又は後の）反応混合物において試料又は検体として使用し、それによって両方の反
応混合物が簡単に混合される場合に、第一反応成分が第二反応中にて及ぼす可能性がある
妨害作用を実質的に回避することを可能にする、流体的に閉じた反応系において、本発明
の方法が実施される。前記態様では、本発明の系、方法及び装置が、ネステッドプライマ
ーの使用に基づく多段階の増幅を可能にする任意の増幅反応によって使用される場合があ
る。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの有無を検出する方法であって、
　反応チャンバーを提供する工程であって、該反応チャンバーは、廃棄物レザバ、試料を
含む試料レザバ、第一段階増幅試薬を含む第一反応物レザバ、及び第二段階増幅試薬を含
む第二反応物レザバと選択的に流体連絡し、該レザバのそれぞれは流体的に閉じている、
工程；
　試料レザバ由来の試料、及び第一反応物レザバ由来の第一段階増幅試薬を反応チャンバ
ーに流体的に移動させる工程であって、その結果、該試料中に標的ポリヌクレオチドが存
在するときにはいつでも、該第一段階増幅試薬が増幅反応において該試料と反応し、第一
増幅産物を含む反応生成物が生成される、工程；
　該反応チャンバー内に残存する有効部分を除き、該反応生成物を該廃棄物レザバに流体
的に移動させる工程；
　第二反応物レザバ由来の第二段階増幅試薬を該反応チャンバーに流体的に移動させる工
程であって、その結果、該反応生成物中に該第一増幅産物が存在するときにはいつでも、
該第二段階増幅試薬が増幅反応において該反応生成物の有効部分と反応し、第二増幅産物
が生成される、工程；ならびに
　該第二増幅産物を検出して、該試料中に該標的ポリヌクレオチドが存在するかどうかを
決定する工程
を包含する、方法。
【請求項２】
　試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの相対量を決定する方法であって、
　一つ以上の標的ポリヌクレオチド、及び第一増幅反応中の少なくとも一つの参照配列を
該試料において増幅して、標的ポリヌクレオチド及び参照配列それぞれの第一増幅産物を
含む第一反応生成物を形成する工程であって、該第一増幅反応は、標的ポリヌクレオチド
及び参照配列それぞれの開始プライマーを含む、工程；
　該第一反応生成物の有効部分由来の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの第一増幅産物を
第二増幅反応において増幅して、各第一増幅産物の第二増幅産物を形成する工程であって
、該第二増幅反応は、各標的ポリヌクレオチドの第二プライマーを含み、その結果、各第
一増幅産物の各第二プライマーが、それらの開始プライマーに対してそのような第一増幅
産物においてネスト化される、工程；ならびに
　該第二増幅反応の第二増幅産物と該第一増幅反応中の少なくとも一つの参照配列の増幅
産物とを比較し、試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの相対量を決定する工程
を包含する、方法。
【請求項３】
　ネステッド増幅反応を実施するための流体的に閉じた反応系であって、
　反応チャンバーであって、試料レザバ、廃棄物レザバ、第一段階増幅試薬を含む第一反
応物レザバ、及び第二段階増幅試薬を含む第二反応物レザバと選択的に流体連絡し、該レ
ザバのそれぞれが流体的に閉じている、反応チャンバー；ならびに
　ポンプであって、該ポンプは、該試料レザバ中の試料、及び該第一段階増幅試薬を該反
応チャンバーに流体的に移動させるため；反応混合物の有効部分を単離するため；及び該
第二段階増幅試薬及び該有効部分を該反応チャンバーに流体的に移動させるために回転バ
ルブと作動的に関連し、ここで第一増幅反応は該反応混合物中に一つ以上の第一増幅産物
を形成するために実施され、第二増幅反応は、一つ以上の第二増幅産物を形成するために
実施される、ポンプ
を含む、反応系。
【請求項４】
　反応容器であって、
　液体を含むための反応チャンバー；
　入口チャネルによって該反応チャンバーに接続される入口；
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　出口チャネルによって該反応チャンバーに接続される出口；及び、
　該反応チャンバー内の保持部材であって、該保持部材は該反応チャンバー内の該液体の
規定の容積を維持するように配置されており、該液体の残り部分は該出口チャネルを通じ
て該反応チャンバーから排出される、保持部材
を含む、反応容器。
【請求項５】
　多段階反応を実施するための装置であって、
　少なくとも第一チャネル及び第二チャネルがその中に形成されている本体；ならびに
　該本体から延びる反応容器を含み、該反応容器は、
　　液体を含むための反応チャンバー；
　　入口チャネルによって該反応チャンバーに接続される入口；
　　出口チャネルによって該反応チャンバーに接続される出口；及び
　　該反応チャンバー内の保持部材であって、該保持部材は反応チャンバー内の液体の規
定の容積を維持するように配置されており、該液体の残りの部分は出口チャネルを通じて
反応チャンバーから排出される、保持部材
を含み、
　該容器の入口は、該本体内の第一チャネルと接続されており、該容器の出口は、該本体
内の該第二チャネルと接続されている、装置。
【請求項６】
　試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドを増幅する方法であって、
　第一反応混合物中の第一段階増幅試薬を使用して、該試料由来の一つ以上の標的ポリヌ
クレオチドを流体的に閉じた反応系において増幅して、一つ以上の第一増幅産物を形成す
る工程であって、該第一段階増幅試薬は、各標的ポリヌクレオチドに対する第一プライマ
ーを含む、工程；
　該流体的に閉じた反応系において該第一反応混合物の有効部分を単離する工程；及び、
　第二反応混合物中で第二段階増幅試薬を使用して、該有効部分中の一つ以上の増幅産物
を該流体的に閉じた反応系において増幅して、一つ以上の第二増幅産物を形成する工程で
あって、該第二段階増幅試薬は、該一つ以上の第一増幅産物のそれぞれの少なくとも一つ
の第二プライマーを含み、その結果、各第二プライマーがそのような第一増幅産物の第一
プライマーに対してそのような第一増幅産物中でネスト化される、工程
を包含する、方法。
【請求項７】
　一つ以上のＲＮＡ配列を増幅する方法であって、
　第一反応混合物中の逆転写酵素を使用して、一つ以上のＲＮＡ配列を流体的に閉じた反
応系において転写して、一つ以上の相補的な一本鎖ＤＮＡ配列を形成する工程；
　該流体的に閉じた反応系において該第一反応混合物の第一有効部分を単離する工程；及
び、
　第二反応混合物中の第一段階増幅試薬を使用して、該第一有効部分中の該一つ以上の相
補的な一本鎖ＤＮＡ配列を該流体的に閉じた反応系において増幅して、一つ以上の第一増
幅産物を形成する工程であって、該第一段階増幅試薬は、該相補的な一本鎖ＤＮＡ配列の
それぞれの開始プライマーを含む、工程
を包含する、方法。
【請求項８】
　ネステッド増幅反応の性能を制御するためのコンピュータによる実行用のプログラムを
具現化するコンピュータ読み取り可能な製品であって、該プログラムは、
（ａ）第一段階増幅反応からの光信号の値を読み取る工程であって、該光信号は第一段階
増幅反応の増幅産物の量又は濃度と関連する、工程；
（ｂ）閾値交差が発生したかどうかを該光信号の値から決定する工程；及び
（ｃ）該閾値交差が発生した場合、第二増幅反応を開始する工程
のための命令を含む、コンピュータ読み取り可能な製品。



(4) JP 2014-64591 A 2014.4.17

10

20

30

40

50

【請求項９】
　試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの有無を検出する方法であって、
　第一段階増幅試薬を含む反応チャンバーを提供する工程であって、該反応チャンバーが
、廃棄物レザバ、試料を含む試料レザバ、及び第二段階増幅試薬を含む第二反応物レザバ
と選択的に流体連絡されており、該レザバのそれぞれが流体的に閉じている、工程；
　該試料レザバ由来の試料を該反応チャンバーに流体的に移動させる工程であって、その
結果、該試料中に標的ポリヌクレオチドが存在する場合に、該第一段階増幅試薬が増幅反
応において該試料と反応し、第一増幅産物を含む第一反応生成物が生成される、工程；
　該反応チャンバー内に残存する該第一反応生成物の有効部分を除き、該第一反応生成物
を該廃棄物レザバに流体的に移動させる工程；
　該第二反応物レザバ由来の該第二段階増幅試薬を反応チャンバーに流体的に移動させる
工程であって、その結果、該第一反応生成物中に該第一増幅産物が存在するときにはいつ
でも、該第二段階増幅試薬が増幅反応において該第一反応生成物の有効部分と反応し、第
二増幅産物が生成される、工程；及び、
　該試料中に標的ポリヌクレオチドが存在するかどうかを決定するために該第二増幅産物
を検出する工程
を包含する、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、一つ以上の核酸の存在について試料を解析する系及び方法に関し、より具体
的には、多段階核酸増幅反応、特にポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を閉鎖条件下で実施
する系及び方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　背景
　核酸増幅反応は、多くの研究用途、医学用途及び工業用途にとって極めて重要である。
当該反応は、臨床的及び生物学的研究、感染症の検出及びモニタリング、突然変異の検出
、癌マーカーの検出、環境モニタリング、遺伝子による識別、生物兵器防衛用途における
病原体の検出等に使用されている（例えば、非特許文献１；非特許文献２）。特に、ポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、これら全ての領域において用途が見出されており、その
用途には、ウイルス及び細菌の検出、ウイルス量のモニタリング、稀な及び／又は培養が
困難な病原体の検出、生物兵器のおそれの迅速な検出、癌患者における最小の余病の検出
、食品病原体試験、輸血用血液のスクリーニング等の用途が含まれる（例えば、非特許文
献３；非特許文献４）。ＰＣＲに関して、このように広範に利用されている主要な理由は
、その速度と使いやすさ（通常は、規格化されたキット、比較的簡単で低コストの機器を
使用して数時間以内に実施される）、その感度（多くの場合、試料中の数十の標的配列を
検出可能）、及びその頑健性（法医学試料等の低品質の又は保存された試料、又は固定組
織試料が容易に解析される）である（非特許文献５）。
【０００３】
　このように広範な用途に反映されている核酸増幅技術における進歩にもかかわらず、特
に感染症検出、最小の余病の検出、生物兵器用途等の領域において、速度及び感度の更な
る向上が必要である。
【０００４】
　ＰＣＲの感度の大幅な向上は、二段階増幅反応におけるネステッドプライマーのセット
を使用することによって得られる（例えば、非特許文献６）。この手法では、第一増幅反
応の増幅産物が、新しいプライマーセットを使用する第二増幅反応の試料となり、少なく
ともいずれか一つのプライマーが、第一増幅産物の内部に結合する。この手法は、感度が
上昇するものの、試薬の取り扱い、及び混入配列の取り込みの危険性が増大し、擬陽性を
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もたらす可能性があるということに悩まされる。いわゆる密閉管のネステッドＰＣＲを使
用して前記障害を克服する試みが行われてきたが、当該手法は同じ反応容器の異なる部分
に試薬を隔離する方式に主に頼っているため、遠心分離のようなある種の物理的プロセス
により試薬を強制的に一緒にすることによって、第二段階の反応が開始される（例えば、
非特許文献７；非特許文献８；非特許文献９）。従って、第一段階の反応成分の相当量が
第二段階の反応物中に存在する。
【０００５】
　又、感度の大幅な向上、及び擬陽性の減少は、反応を閉鎖環境で実施することによって
も得られる。高感度の増幅技法の欠点は、標的でない配列の不適切な増幅によって擬陽性
試験結果が発生することである（例えば、非特許文献１０）。標的でない配列の存在は、
反応の特異性の欠如、前の反応物からの混入（即ち、「キャリーオーバー」混入）、又は
水、ディスポ、試薬等の周辺の環境からの混入による場合が考えられる。当該問題は閉鎖
容器にて増幅を実施することによって改善することができ、一旦試料及び試薬を加えて、
容器を密封すると、試薬又は生成物をそれ以上取り扱うことはない。当該操作は、反応混
合物中の生成物の量を連続して報告する標識を使用する「リアルタイム」増幅の出現によ
って、大部分が可能となっている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｓｃｈｗｅｉｔｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏ
ｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１２：２１－２７（２００１）
【非特許文献２】Ｋｏｃｈ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅ
ｒｙ，３：７４９－７６１（２００４）
【非特許文献３】Ｍａｃｋａｙ，Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｎｆｅｃｔ．，１０
：１９０－２１２（２００４）
【非特許文献４】Ｂｅｒｎａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ，４８：１１７８－１１８５（２００２）
【非特許文献５】Ｓｔｒａｃｈａｎ　ａｎｄ　Ｒｅａｄ，Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　２（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，
１９９９
【非特許文献６】Ａｌｂｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，
２８；１５６０－１５６４（１９９０）
【非特許文献７】Ｙｏｕｒｎｏ，ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ，２：６０－６５（１９９２）
【非特許文献８】Ｗｏｌｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐ
ｌｉｃａｔｉｏｎｓ，４：３７６－３７９（１９９５）
【非特許文献９】Ｏｌｍｏｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ，２７：１５６４－１５６５（１９９９）
【非特許文献１０】Ｂｏｒｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．，２３：２８９－２９９（２００４）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　閉鎖容器中の多段階増幅による試みにもかかわらず、現在の技術には、前の反応物の好
ましくない成分、例えばプライマー又はその他の成分からの妨害作用を生じる可能性なく
、多段階反応を行なうことができる方法又は系が欠けている。従って、一段階技法の利便
性を有するものの、ネステッドプライマーを使用する多段階増幅により更に高い感度が得
られる、閉鎖系の多段階増幅反応を実施する新しい手法の必要性が依然として存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
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　本発明は、前の段階の反応混合物の一部が次の段階の反応の試料となる、閉鎖系の多段
階核酸増幅反応の系、方法及び装置を提供する。
【０００９】
　一態様では、本発明が、試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの有無を検出する、
以下の工程を包含する方法を提供する：（ａ）第一反応混合物中で第一段階増幅試薬（前
記第一段階増幅試薬には、各標的ポリヌクレオチドの開始プライマーが含まれる）を使用
して、試料由来の一つ以上の標的ポリヌクレオチドを流体的に閉じた反応系（ｆｌｕｉｄ
ｌｙ　ｃｌｏｓｅｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ）において増幅して、一つ以上の
第一増幅産物を形成する工程；（ｂ）流体的に閉じた反応系において第一反応混合物の試
料を単離する工程；及び（ｃ）第二反応混合物中で第二段階増幅試薬（前記第二段階増幅
試薬には、一つ以上の第一増幅産物それぞれの少なくとも一つの第二プライマーが含まれ
る）を使用して、試料中の一つ以上の第一増幅産物を流体的に閉じた反応系において増幅
して、一つ以上の第二増幅産物を形成し、各第二プライマーが前記第一増幅産物の開始プ
ライマーに比例して第一増幅産物中でネスト化されるようにする工程。
【００１０】
　別の態様では、本発明が、ネステッド増幅反応を制御する、以下の工程を包含する方法
を提供する：（ｉ）第一段階増幅反応において、反応混合物中の蛍光指示薬の存在下で標
的ポリヌクレオチドを増幅する工程（前記蛍光指示薬は、第一段階増幅反応における増幅
産物の量に関連する光信号を生成することができる）；（ｉｉ）第一段階増幅反応におい
て蛍光指示薬の光信号をモニタリングする工程；及び（ｉｉｉ）第一段階増幅反応の反応
混合物の有効部分を自動的に分離し、光信号が所定のレベルに達した又は超えたときには
いつでも、第二段階増幅反応を開始する工程。
【００１１】
　別の態様では、本発明が、試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの有無を検出する
、以下の工程を包含する方法を提供する：（ｉ）廃棄物レザバ、試料を含む試料レザバ、
第一段階増幅試薬を含む第一反応物レザバ、及び第二段階増幅試薬を含む第二反応物レザ
バと選択的に流体連絡されており、各レザバが流体的に閉じている反応チャンバーを提供
する工程；（ｉｉ）試料レザバ由来の試料、及び第一反応物レザバ由来の第一段階増幅試
薬を反応チャンバーに流体的に移動させることで、試料中に標的ポリヌクレオチドが存在
するときにはいつでも、第一段階増幅試薬が増幅反応において試料と反応し、第一増幅産
物を含む反応生成物を生成するようにする工程；（ｉｉｉ）反応チャンバー内に残存する
有効部分を除き、反応生成物を廃棄物レザバに流体的に移動させる工程；（ｉｖ）第二反
応物レザバ由来の第二段階増幅試薬を反応チャンバーに流体的に移動させることで、反応
生成物中に第一増幅産物が存在するときにはいつでも、第二段階増幅試薬が増幅反応にお
いて試料の有効部分と反応し、第二増幅産物を生成するようにする工程；及び（ｖ）試料
中に標的ポリヌクレオチドが存在するかどうかを決定するために第二増幅産物を検出工程
。
【００１２】
　別の態様では、本発明が、試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの相対量を決定す
る、以下の工程を包含する方法を提供する：（ｉ）一つ以上の標的ポリヌクレオチド、及
び第一増幅反応物（第一増幅反応物には、標的ポリヌクレオチド及び参照配列それぞれの
開始プライマーが含まれる）中の少なくとも一つの参照配列を試料において増幅して、標
的ポリヌクレオチド及び参照配列それぞれの第一増幅産物を含む第一反応生成物を形成す
る工程；（ｉｉ）第一反応生成物の有効部分由来の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの第
一増幅産物を第二増幅反応物（前記第二増幅反応物には、各標的ポリヌクレオチドの第二
プライマーが含まれる）において増幅して、各第一増幅産物の第二増幅産物を形成し、各
第一増幅産物の各第二プライマーが、それらの開始プライマーに関連する当該第一増幅産
物においてネスト化されるようにする工程；及び（ｉｉｉ）第二増幅反応物の第二増幅産
物と第一増幅反応中の少なくとも一つの参照配列の増幅産物とを比較し、試料中の一つ以
上の標的ポリヌクレオチドの相対量を決定する工程。
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【００１３】
　本発明の別の態様では、ネステッド増幅反応を実施する、以下を含む流体的に閉じた反
応系が提供される：（ｉ）試料レザバ、廃棄物レザバ、第一段階増幅試薬を含む第一反応
物レザバ、及び第二段階増幅試薬を含む第二反応物レザバと選択的に流体連絡されており
、各レザバが流体的に閉じている反応チャンバー；及び（ｉｉ）前記試料レザバ中の試料
、及び第一段階増幅試薬を反応チャンバーに流体的に移動し（ここで第一増幅反応は、反
応混合物中に一つ以上の第一増幅産物を形成するために実施される）；反応混合物の有効
部分を単離し；前記第二段階増幅試薬及び有効部分を反応チャンバーに流体的に移動させ
る（ここで第二増幅反応は、一つ以上の第二増幅産物を形成するために実施される）、回
転バルブと作動的に関連したポンプ。
【００１４】
　別の態様では、本発明が、本発明の方法を実施するための、以下を含む容器を提供する
：（ｉ）液体を含むための反応チャンバー；（ｉｉ）入口チャネルによって反応チャンバ
ーに接続される入口；（ｉｉｉ）出口チャネルによって反応チャンバーに接続される出口
；及び（ｉｖ）反応チャンバー内の保持部材（前記保持部材は反応チャンバー内の規定の
容積を維持するように配置されており、液体の残りの部分は出口チャネルを通じて反応チ
ャンバーから排出される）。
【００１５】
　別の態様では、本発明が、多段階反応を実施するための装置を提供し、前記装置が、（
ａ）少なくとも第一チャネル及び第二チャネルがその中に形成されている本体；及び（ｂ
）（ｉ）液体を含むための反応チャンバー；（ｉｉ）入口チャネルによって反応チャンバ
ーに接続される入口；（ｉｉｉ）出口チャネルによって反応チャンバーに接続される出口
；及び（ｉｖ）反応チャンバー内の保持部材（前記保持部材は、反応チャンバー内の規定
の容積を維持するように配置されており、液体の残りの部分は出口チャネルを通じて反応
チャンバーから排出される）を含む、前記本体から延長された反応容器からなり、容器の
入口が、本体内の第一チャネルと接続しており、容器の出口が、本体内の第二チャネルと
接続している装置を提供する。
【００１６】
　更に別の態様では、本発明が、ネステッド増幅反応の性能を制御するコンピュータによ
る実行用のプログラムを具現化するコンピュータ読み取り可能な製品であって、以下の命
令を含むコンピュータ読み取り可能な製品を提供する：（ａ）第一段階増幅反応からの光
信号（前記光信号は第一段階増幅反応の増幅産物の濃度と単調に関連し、前記光信号が直
近の値を有する）の値を読み取る命令；（ｂ）前記光信号の値からベースライン信号を決
定する命令；（ｃ）前記光信号の値から所定のレベルを計算する命令；（ｄ）所定のレベ
ルを光信号の直近の値と比較する命令；（ｅ）前記光信号の直近の値が所定のレベル以上
であるときにはいつでも、第二段階増幅反応を開始する命令；（ｆ）第二段階の反応が開
始するまで、工程（ｄ）及び（ｅ）を繰り返す命令。
【００１７】
　別の態様では、本発明が、一つ以上のＲＮＡ配列を増幅する方法であって、以下の工程
を包含する方法を提供する：（ｉ）第一反応混合物中で逆転写酵素を使用して、一つ以上
のＲＮＡ配列を流体的に閉じた反応系において転写して、一つ以上の相補的な一本鎖ＤＮ
Ａ配列を形成する工程；（ｉｉ）流体的に閉じた反応系において第一反応混合物の第一有
効部分を単離する工程；及び（ｉｉｉ）第二反応混合物中の第一段階増幅試薬（第一段階
増幅試薬には、相補的な一本鎖ＤＮＡ配列のそれぞれに対する開始プライマーが含まれる
）を使用して、第一有効部分中の一つ以上の相補的な一本鎖ＤＮＡを流体的に閉じた反応
系において増幅して、一つ以上の第一増幅産物を形成する工程。
【００１８】
　本発明は、（１）「キャリーオーバー」反応物の回避による閉鎖系内での二段階増幅反
応における高い感度；（２）反応開始のクローズループ制御を使用した、リアルタイム多
段階増幅反応の性能、特にリアルタイムネステッドＰＣＲの性能；（３）参照配列の一段
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階増幅及び標的配列の多段階増幅による、多段階増幅中の更に正確な少量の標的ポリヌク
レオチド；及び（４）本発明の方法を実施する好都合且つ使い捨ての反応容器を含むがこ
れらに限定されない、最新の技法を上回る様々な利点を種々の態様で有する、検体又は試
料中の一つ以上のポリヌクレオチドを検出又は測定する系及び方法を提供する。
【００１９】
　定義
　本明細書で使用される、核酸化学、生化学、遺伝学、及び分子生物学の用語及び記号は
、例えば、Ｋｏｒｎｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｂａｋｅｒ，ＤＮＡ　Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，
Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９２
）；Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（
Ｗｏｒｔｈ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７５）；Ｓｔｒａｃｈａｎ
　ａｎｄ　Ｒｅａｄ，Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｓｅｃｏｎ
ｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９９）；Ｅｃｋｓ
ｔｅｉｎ；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｓ：Ａ　Ｐｒａｃ
ｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９１）；Ｇａｉｔ，Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈ
ｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏ
ｒｄ，１９８４）；Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉ
ｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８９）等の、これらの分野に
おける標準的論文及びテキストに従う。
【００２０】
　「増幅産物（ａｍｐｌｉｃｏｎ）」とは、ポリヌクレオチド増幅反応の生成物を意味す
る。即ち、一つ以上の開始配列から複製される、ポリヌクレオチドの集団であり、通常は
二本鎖である。一つ以上の開始配列は、同じ配列の一つ以上のコピーとなる場合もあれば
、異なる配列の混合物となる場合もある。増幅産物は、その生成物が一つ以上の標的核酸
の複数の複製である、種々の増幅反応によって生成することができる。一般的に、増幅産
物を生成する増幅反応生成物は、反応生成物の生成に必要な鋳型ポリヌクレオチド中で相
補体を有する、ヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドのいずれかである、反応生成物の塩
基対を形成するという点において、「鋳型由来」である。一態様では、鋳型由来の反応が
、核酸ポリメラーゼを使用したプライマー伸長法、又は核酸リガーゼを使用したオリゴヌ
クレオチドライゲーション反応となる。当該反応には、本明細書に参考文献として組み入
れられる、米国特許第４，６８３，１９５号、米国特許第４，９６５，１８８号、米国特
許第４，６８３，２０２号、米国特許第４，８００，１５９号（Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａ
ｌ．）（ＰＣＲ）；米国特許第５，２１０，０１５号（Ｇｅｌｆａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．）
（「タックマン」プローブ付きリアルタイムＰＣＲ）；米国特許第６，１７４，６７０号
（Ｗｉｔｔｗｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第４，９８８，６１７号（Ｌａｎｄｅｇｒ
ｅｎ　ｅｔ　ａｌ．）（ＬＣＲ）；米国特許第５，４２７，９３０号（Ｂｉｒｋｅｎｍｅ
ｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）（「ギャップ－ＬＣＲ」）；米国特許第５，３９９，４９１号（
Ｋａｃｉａｎ　ｅｔ　ａｌ．）（ＮＡＳＢＡ）；米国特許第５，６４８，２１１号、米国
特許第５，７１２，１２４号（Ｗａｌｋｅｒ）（ＳＤＡ）；米国特許第５，８５４，０３
３号（Ｌｉｚａｒｄｉ）；日本国特許出願公開平４－２６２７９９（Ａｏｎｏ　ｅｔ　ａ
ｌ．）（ローリングサークル増幅反応）等の文献に開示されるような、ポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）、線状ポリメラーゼ反応、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、鎖変位増幅（Ｓ
ＤＡ）、核酸配列増幅（ＮＡＳＢＡ）、ローリングサークル増幅等が含まれるが、これら
に限定されない。一態様では、本発明の増幅産物がＰＣＲによって生成される。増幅反応
は、増幅反応の進行として反応生成物を測定することを可能にする検出化学が利用できる
場合に、例えば、後述する「リアルタイムＰＣＲ」又はＬｅｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２６：２１５０－２１５５（１９９８）等
の文献に記載されるような「リアルタイムＮＡＳＢＡ」等の「リアルタイム」増幅となる
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場合もある。本明細書で使用される「増幅する」とは、増幅反応を実施することを意味す
る。「反応混合物」とは、反応を実施する上で必要な全ての反応物（反応の際の選択され
たレベルにおいてｐＨを維持するための緩衝剤、塩、補因子、捕捉剤等が含まれるが、こ
れらに限定されない）を含む溶液を意味する。
【００２１】
　増幅反応に関する「閉鎖（閉じた）」とは、液体、特に、核酸、タンパク質、ウイルス
、細菌等が含まれるが、これらに限定されない、非試料材料生体分子又は生物等の非試料
材料を含む液体が通過できるような開口を有さない、容器又はコンテナ又はチャンバー内
で当該反応が行われることを意味する。一態様では、閉鎖増幅反応物を入れる容器、チャ
ンバー又はコンテナに、気体を透過するが液体を透過しない出入口又は排出口、例えば、
フィルター膜を通じて空気を排出するが、従来の反応条件下では液体を排出しない排出口
が含まれる場合がある。当該排出口に適した膜には、ＴｙｒｅｋOフィルム（Ｄｕｐｏｎ
ｔ）等の織られたポリオレフィンフィルムが含まれる。
【００２２】
　「相補的又は実質的に相補的」とは、例えば、二本鎖ＤＮＡ分子の２本鎖の間、又はオ
リゴヌクレオチドプライマーと一本鎖核酸のプライマー結合部位との間等の、ヌクレオチ
ド又は核酸の間のハイブリダイゼーション、又は塩基対形成又は二重鎖の形成を意味する
。一般的に、相補的ヌクレオチドは、Ａ及びＴ（又はＡ及びＵ）、又はＣ及びＧである。
適切なヌクレオチド挿入又は欠失を認め、一本鎖のヌクレオチドを適切に並べ、比較し、
他方の鎖と少なくとも約８０％、通常は少なくとも約９０％～９５％、更に好ましくは約
９８～１００％が対を形成する場合に、一本鎖ＲＮＡ又はＤＮＡ分子は実質的に相補的と
言える。又、その相補体に対する選択的なハイブリダイゼーション条件下でＲＮＡ又はＤ
ＮＡ鎖がハイブリダイズする場合、実質的な相補性が存在する。通常は、選択的ハイブリ
ダイゼーションは、少なくとも１４～２５ヌクレオチドの伸びを超えて少なくとも約６５
％、好ましくは少なくとも約７５％、更に好ましくは少なくとも約９０％の相補性がある
場合に生じる（本明細書に参考文献として組み入れられる、Ｍ．Ｋａｎｅｈｉｓａ　Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：２０３（１９８４）を参照）。
【００２３】
　「コンピュータ読み取り可能な製品」とは、コンピュータによって読み取ることができ
るか、伝達される情報を保存するための任意の有形の媒体を意味する。コンピュータ読み
取り可能な製品には、磁気ディスク、磁気テープ、光ディスク、ＣＤ－ＲＯＭ、穿孔テー
プ又はカード、読み込み専用記憶装置、直接アクセス記憶装置、ゲートアレイ、静電記憶
装置、及びその他の同様の媒体が含まれるが、これらに限定されない。
【００２４】
　「二重鎖」とは、安定した複合体が形成されるように、完全に又は部分的に相補し合う
少なくとも二本のオリゴヌクレオチド及び／又はポリヌクレオチドが、全て又は殆どのヌ
クレオチドの間でワトソン－クリック型塩基対を形成することを意味する。「アニーリン
グ」及び「ハイブリダイゼーション」という用語は、安定した二重鎖の形成を意味するた
めに同じ意味で使用される。二重鎖に関する「完全に一致」とは、各鎖中の全てのヌクレ
オチドが他の鎖中のヌクレオチドとワトソン－クリック型塩基対を形成するように、二重
鎖を構成するポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチド鎖が互いに二重鎖構造を形成する
ことを意味する。「二重鎖」という用語は、いずれも利用されることがある、デオキシイ
ノシン、２－アミノプリン塩基を有するヌクレオシド、ＰＮＡ等のヌクレオシド類似体の
対を含む。二本のオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドの間の二重鎖における「不一
致」とは、二重鎖中のヌクレオチドの対がワトソン－クリック型結合を形成しないことを
意味する。
【００２５】
　「流体的に閉じた（閉じている)」とは、従来の操作条件において、一つ以上の容器、
チャンバー、バルブ及び／又は通路を含む系内の液体が相互に通じており、この系の外部
とは通じることができず、同様に、この系の外部の液体が、系の内部に含まれる液体とは
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通じることができないことを意味する。一態様では、流体的に閉じた系の容器、チャンバ
ー、バルブ及び通路が１００ｐｓｉ未満の範囲、別の態様では、５０ｐｓｉ未満の範囲又
は３０ｐｓｉ未満の範囲に加圧されていることを、従来の作動条件が意味する。
【００２６】
　「蛍光指示薬」とは、反応混合物中の生成物が、少なくとも所定の濃度範囲を超えて蓄
積すると、蛍光指示薬のシグナルが増加するように、増幅反応の生成物（即ち、「増幅生
成物」）の存在下で蛍光シグナルを生成することのできるプローブを意味する。蛍光指示
薬は、二本鎖ＤＮＡ生成物と結合する、ＹＯ－ＰＲＯ－１、ＳＹＢＲグリーン１等のイン
ターカレーティング色素（ｉｎｔｅｒｃａｌａｔｉｎｇ　ｄｙｅ）（Ｉｓｈｉｇｕｒｏ　
ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２２９：２０７－２１３（１９９５）；Ｔ
ｓｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２４５：２０７－２１２（１９
９７）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２４：９５４
－９６２（１９９８））、又はプライマーの伸長によって離れるまで、蛍光クエンチャー
に近接することを防止する、蛍光分子を有するヘアピン構造を有するプライマー等（Ａｍ
ｐｌｉｆｌｕｏｒＴＭプライマー）（例えば、Ｗｈｉｔｅｃｏｍｂｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１７：８０４－８０７（１９９９））のよう
に非特異的になる場合もある。又、蛍光指示薬は、通常、オリゴヌクレオチド部分が増幅
生成物に特異的に結合するまで、蛍光クエンチャーに近接している蛍光分子を含む、標的
配列に特異的になる場合もある（例えば、Ｇｅｌｆａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５
，２１０，０１５号（「タックマン」）；Ｎａｚａｒｅｎｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２５：２５１６－２５２１（１９９７）（「ス
コーピオンプローブ」）；Ｔｙａｇｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ，１６：４９－５３（１９９８）（「モレキュラービーコン」））。蛍光指示
薬は、リアルタイムＰＣＲと共に使用される場合もあれば、反応完了ときに反応生成物の
全量を測定するために使用される場合がある。
【００２７】
　「内標準」とは、試料中の標的ポリヌクレオチドの絶対的又は相対的定量を可能にする
ために、標的ポリヌクレオチドとして、同一の増幅反応中で増幅される核酸配列を意味す
る。内標準は、内生的である場合もあれば、外生的である場合もある。即ち、内標準は試
料中で自然に発生することもでき、又は、増幅前に試料に加えることもできる。一態様で
は、試料中の対応する標的ポリヌクレオチドの量を決定するために標的増幅産物を対比す
ることができるような検定を規定するために、一連の所定の濃度で反応混合物に複数の外
生的内標準配列が加えられる場合がある。外生的内標準の数、配列、長さ及びその他の特
徴の選択は、当業者にとって通常の設計上の選択である。好ましくは、外生的内標準（又
、本明細書では「参照配列」とも称する）は、一定の又は細胞サイクルに依存する転写レ
ベルを示す、最小限に制御された遺伝子に対応する試料に対して自然な配列である（例え
ば、Ｓｅｌｖｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｂｅｓ，１５：３０７－３
１１（２００１））。具体的な参照配列には、以下の遺伝子、即ち、ＧＡＰＤＨ、β２－
ミクログロブリン、１８ＳリボゾームＲＮＡ、及びβ－アクチンの遺伝子（上記に引用し
たＳｅｌｖｅｙ　ｅｔ　ａｌ．を参照）からの配列が含まれるが、これらに限定されない
。
【００２８】
　「キット」とは、本発明の方法を実施するための材料又は試薬を送達するための任意の
送達系を意味する。反応アッセイとの関連で、当該送達系には、任意の位置から別の位置
への反応試薬（例えば、適切なコンテナ中のプローブ、酵素等）及び／又は支持材（例え
ば、アッセイを実施するための緩衝剤、説明書等）の保存、輸送又は送達を可能にする系
が含まれる。例えば、キットには、関連する反応試薬及び／又は支持材を含む一つ以上の
筐体（例えば、箱）が含まれる。当該内容物は、一緒に又は別々に、所期の受容者に送達
される。例えば、第一コンテナにはアッセイに使用される酵素が含まれ、第二コンテナに
はプローブが含まれる。
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【００２９】
　「ライゲーション」とは、鋳型由来反応において、複数の核酸、例えば、オリゴヌクレ
オチド及び／又はポリヌクレオチドの末端の間に共有結合又は連鎖を形成することを意味
する。結合又は連鎖の性質は広く変化することができ、ライゲーションは酵素的又は化学
的に実施することができる。本明細書で使用されるように、ライゲーションは、通常、１
本のオリゴヌクレオチドの末端ヌクレオチドの５’炭素と別のオリゴヌクレオチドの３’
炭素との間にリン酸ジエステル結合を酵素的に形成して実施される。鋳型由来ライゲーシ
ョン反応は、本明細書に参考文献として組み入れられる、以下の文献、即ち、米国特許第
４，８８３，７５０号（Ｗｈｉｔｅｌｙ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第５，４７６，９３
０号（Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第５，５９３，８２６号（Ｆｕｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第５，４２６，１８０号（Ｋｏｏｌ）；米国特許第５，８
７１，９２１号（Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．）；Ｘｕ　ａｎｄ　Ｋｏｏｌ，Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２７：８７５－８８１（１９９９）；Ｈｉ
ｇｇｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，６８：５０
－７１（１９７９）；Ｅｎｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｅ　Ｅｎｚｙｍｅｓ，１５：３
－２９（１９８２）；及び米国特許出願公開第２００４／０１１０２１３号（Ｎａｍｓａ
ｒａｅｖ）に記載されている。
【００３０】
　「微小流体デバイス」とは、相互接続され、流体連絡されており、単独で、又は試料の
投入、流体及び／又は試薬駆動手段、温度制御、及び検出系等の支援機能を提供する装置
又は計器と連携して、分析反応又はプロセスを実施するために設計されている、一つ以上
のチャンバー、排出口、及びチャネルの統合された系を意味する。微小流体には更に、バ
ルブ、ポンプ、内壁に特定の機能性コーティング、例えば、試料成分又は試薬が吸着する
のを防止するか、又は電気浸透等による試薬の移動を促進するコーティングが含まれる場
合がある。通常、当該装置は、ガラス、プラスチック、又はその他の固体ポリマー材料で
ある場合がある固体基板において、又は固体基板として製造され、一般的には、特に光学
的又は電気化学的方法による、検出、及び試料のモニタリング、及び試薬の移動を容易に
するための平面型を有している。微小流体デバイスの特徴は、通常、数１００平方マイク
ロメートル以下の断面積を有し、通路は、通常、毛細血管の寸法、例えば、約１０００μ
ｍ～約０．１μｍの最大断面寸法を有する。微小流体デバイスは、通常、１００μＬ～数
ｎＬの範囲、例えば、１０～１００ｎＬの容積を有する。微小流体デバイスは、本明細書
に組み入れられる、以下の文献、即ち、米国特許第６，００１，２２９号、米国特許第５
，８５８，１９５号、米国特許第６，０１０，６０７号及び米国特許第６，０３３，５４
６号（Ｒａｍｓｅｙ）；米国特許第５，１２６，０２２号及び米国特許第６，０５４，０
３４号（Ｓｏａｎｅ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第６，６１３，５２５号（Ｎｅｌｓｏｎ
　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第６，３９９，９５２号（Ｍａｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）；国
際特許出願公開ＷＯ　０２／２４３２２号（Ｒｉｃｃｏ　ｅｔ　ａｌ．）；国際特許出願
公開ＷＯ　９９／１９７１７号（Ｂｊｏｒｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第５，５
８７，１２８号及び米国特許第５，４９８，３９２号（Ｗｉｌｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．）
によって例示されているように、当業界において周知である。
【００３１】
　本明細書で使用される、「ヌクレオシド」には、例えば、Ｋｏｒｎｂｅｒｇ　ａｎｄ　
Ｂａｋｅｒ，ＤＮＡ　Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｆｒｅｅｍａ
ｎ，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，１９９２）に開示されているように、２’－デオキシ
及び２’－ヒドロキシ型を含む天然ヌクレオシドが含まれる。ヌクレオシドに関する「類
似体」には、特定のハイブリダイーションを行なう能力があるという条件で、例えば、Ｓ
ｃｈｅｉｔ，Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ａｎａｌｏｇｓ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ，１９８０）；Ｕｈｌｍａｎ　ａｎｄ　Ｐｅｙｍａｎ，Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｒｅ
ｖｉｅｗｓ，９０：５４３－５８４（１９９０）等に記載されているような、修飾塩基部
分及び／又は修飾糖部分を含む合成ヌクレオシドが含まれる。当該類似体には、結合特性
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を向上し、複雑さを減少し、特異性を向上させる等のために設計された合成ヌクレオシド
が含まれる。ハイブリダイゼーション、又はヌクレアーゼ耐性を向上させた類似体を含む
ポリヌクレオチドは、Ｕｈｌｍａｎ　ａｎｄ　Ｐｅｙｍａｎ（上記で引用）；Ｃｒｏｏｋ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｘｐ．Ｏｐｉｎ．Ｔｈｅｒ．Ｐａｔｅｎｔｓ，６：８５５－８７０
（１９９６）；Ｍｅｓｍａｅｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　
ｉｎ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，５：３４３－３５５（１９９５）等に開
示されている。二重鎖の安定性を向上することのできる、模範的なタイプのポリヌクレオ
チドには、オリゴヌクレオチドＮ３’→Ｐ５’ホスホロアミデート（本明細書では「アミ
デート」と称する）、ペプチド核酸（本明細書では「ＰＮＡｓ」と称する）、オリゴ－２
’－Ｏ－アルキルリボヌクレオチド、Ｃ－５プロピニルピリミジンを含むポリヌクレオチ
ド、ロックド核酸（ＬＮＡｓ）及び同様の化合物が含まれる。当該オリゴヌクレオチドは
、市販されているか、又は文献に開示される方法を使用して合成することができる。
【００３２】
　「ポリメラーゼ連鎖反応」又は「ＰＣＲ」とは、ＤＮＡの相補鎖の同ときに起こるプラ
イマー伸長による、特定のＤＮＡ配列のインビトロ増幅のための反応を意味する。即ち、
ＰＣＲは、プライマー結合部位に隣接する標的核酸の複数のコピー又は複製物を製造する
ための反応であって、当該反応は以下の工程を１回以上繰り返すことを包含する：（ｉ）
標的核酸を変性させる工程、（ｉｉ）プライマーをプライマー結合部位にアニーリングす
る工程、及び（ｉｉｉ）ヌクレオシド三リン酸の存在下で、核酸ポリメラーゼによってプ
ライマーを伸長させる工程。通常、反応は、サーマルサイクラー手段中で各工程に適した
種々の温度を通して循環する。特定の温度、各工程における持続時間、工程間の変化速度
は、当業者に周知の多くの要因に依存し、例えば、ＭｃＰｈｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
ＰＣＲ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒ
ｄ，１９９１）及びＭｃＰｈｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＣＲ２：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃ
ａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，１９９５）等の文献に例
示されている。例えば、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを使用する従来のＰＣＲにおいては
、二重鎖標的核酸は９０℃を超える温度で変性され、プライマーは５０～７５℃の範囲の
温度でアニーリングされ、プライマーは、７２～７８℃の範囲の温度で伸長される。「Ｐ
ＣＲ」という用語には、ＲＴ－ＰＣＲ、リアルタイムＰＣＲ、ネステッドＰＣＲ、定量的
ＰＣＲ、マルチプレックスＰＣＲ等の派生した型形の反応が含まれるが、これらに限定さ
れない。反応容積は、数１００ｎＬ、例えば２００ｎＬ～数１００μＬ、例えば２００μ
Ｌの範囲である。「逆転写ＰＣＲ」又は「ＲＴ－ＰＣＲ」とは、標的ＲＮＡを、次に増幅
される相補的一本鎖ＤＮＡに変換する逆転写反応によって先行するＰＣＲを意味する（例
えば、本明細書に参考文献として組み入れられる、米国特許第５，１６８，０３８号（Ｔ
ｅｃｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ．））。「リアルタイムＰＣＲ」とは、反応が進行するにつれて
、反応生成物、即ち増幅産物の量をモニタリングするＰＣＲを意味する。主に反応生成物
をモニタリングするために使用する検出化学がことなる、多くの形態のリアルタイムＰＣ
Ｒがある（例えば、本明細書に参考文献として組み入れられる、米国特許第５，２１０，
０１５号（Ｇｅｌｆａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．）（「タックマン」）；米国特許第６，１７４
，６７０号及び第６，５６９，６２７号（Ｗｉｔｔｗｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）（インターカ
レーティング色素）；米国特許第５，９２５，５１７号（Ｔｙａｇｉ　ｅｔ　ａｌ．）（
モレキュラービーコン））。リアルタイムＰＣＲのための検出化学は、本明細書に参考文
献として組み入れられる、Ｍａｃｋａｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，３０：１２９２－１３０５（２００２）に論評されている。「ネステ
ッドＰＣＲ」とは、第一ＰＣＲの増幅産物が、いずれかが第一増幅産物の内部に結合する
、プライマーの新しいセットを使用した第二ＰＣＲの試料となる二段階ＰＣＲを意味する
。本明細書で使用されるように、ネステッド増幅反応に関する「開始プライマー」は第一
増幅産物を生成するために使用されるプライマーを意味し、「第二プライマー」は第二、
又はネステッド増幅産物を生成するために使用される一つ以上のプライマーを意味する。
「マルチプレックスＰＣＲ」とは、同じ反応混合物中で同ときに複数の標的配列（又は単
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一の標的配列及び一つ以上の参照配列）が実施されるＰＣＲを意味する（例えば、Ｂｅｒ
ｎａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２７３：２２１－２２８（１９
９９）（二色リアルタイムＰＣＲ））。通常、各配列の増幅のために、プライマーの別個
のセットが使用される。通常、マルチプレックスＰＣＲにおける標的配列の数は、２～１
０、又は２～６、更に一般的には２～４の範囲である。
【００３３】
　「定量的ＰＣＲ」とは、試料又は検体中の一つ以上の特定の標的配列の存在量を測定す
るために設計されたＰＣＲを意味する。定量的ＰＣＲには、当該標的配列の絶対的定量及
び相対的定量の両方が含まれる。定量的測定は、標的配列と別個に、又は一緒にアッセイ
され得る、一つ以上の参照配列を使用して行われる。参照配列は、試料又は検体に対して
内生的である場合もあれば、外生的である場合もあり、後者の場合は、一つ以上の競合鋳
型を含む場合もある。一般的な内生的参照配列には、β－アクチン、ＧＡＰＤＨ、β２－
ミクログロブリン、リボゾームＲＮＡ等の遺伝子の断片又は転写物が含まれる。定量的Ｐ
ＣＲの技法は、本明細書に参考文献として組み入れられる、Ｆｒｅｅｍａｎ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２６：１１２－１２６（１９９９）；Ｂｅｃｋｅｒ－
Ａｎｄｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１７：９
４３７－９４４７（１９８９）；Ｚｉｍｍｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｉｑｕｅｓ，２１：２６８－２７９（１９９６）：Ｄｉｖｉａｃｃｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇ
ｅｎｅ，１２２：３０１３－３０２０（１９９２）：Ｂｅｃｋｅｒ－Ａｎｄｒｅ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１７：９４３７－９４４６（
１９８９）等に例示されているように、当業者に周知である。
【００３４】
　「ポリヌクレオチド」及び「オリゴヌクレオチド」とは、同じ意味で使用され、それぞ
れヌクレオチドモノマーの直鎖状ポリマーを意味する。ポリヌクレオチド及びオリゴヌク
レオチドを生成するモノマーは、ワトソン－クリック型塩基対形成、塩基対の積み重ね、
フッグスティーン又は逆フッグスティーン型塩基対形成等の、モノマー－モノマー相互作
用の規則的なパターンによって天然ポリヌクレオチドと特異的に結合することができる。
当該モノマー及びそれらのヌクレオシド内結合は、自然に発生するか、又はそれらの、自
然に発生するか、又は自然に発生しない類似体等の類似体となる場合がある。自然に発生
しない類似体には、ＰＮＡ、ホスホロチオエートヌクレオシド内結合、蛍光色素分子又は
ハプテン等の、標識の結合を可能にする結合基を含む塩基が含まれる。オリゴヌクレオチ
ド又はポリヌクレオチドが、ポリメラーゼによる伸長、リガーゼによるライゲーション等
の酵素処理を必要とするときにはいつでも、事例におけるオリゴヌクレオチド又はポリヌ
クレオチドは、幾つかの位置で、ヌクレオシド内結合の特定の類似体、糖成分、又は塩基
を含まないことを当業者は理解するであろう。通常に「オリゴヌクレオチド」として言及
される時は、ポリヌクレオチドは、通常、数個のモノマー単位、例えば５～４０から数千
のモノマー単位のサイズに及ぶ。ポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドは、「ＡＴＧ
ＣＣＴＧ」のように文字の配列（大文字又は小文字）によって表わされ、指摘されるか、
事情から明らかでない限りは、左から右への順序で５’→３’であり、「Ａ」はデオキシ
アデノシンを示し、「Ｃ」はデオキシシチジンを示し、「Ｇ」はデオキシグアノシンを示
し、及び「Ｔ」はチミジンを示し、「Ｉ」はデオキシイノシンを示し、「Ｕ」はウリジン
を示すことが理解される。特に断らない限り、専門用語及び原子の番号付けの慣習は、Ｓ
ｔｒａｃｈａｎ　ａｎｄ　Ｒｅａｄ，Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓ　２（Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９９）に開示されたものに従う
。通常、ポリヌクレオチドは、リン酸ジエステル結合によって結合された４種の天然ヌク
レオシド（例えば、ＤＮＡ用のデオキシアデノシン、デオキシシチジン、デオキシグアノ
シン、デオキシチミジン、又はＲＮＡ用のこれらのリボソーム相当品）を含むが、修飾塩
基、糖、又はヌクレオシド内結合等の、非天然ヌクレオチド類似体を含む場合もある。酵
素が、活性のために、一本鎖ＤＮＡ、ＲＮＡ／ＤＮＡ二重鎖等の、特異的なオリゴヌクレ
オチド又はポリヌクレオチド基質要求性を有することは当業者に明らかであり、オリゴヌ
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クレオチド又はポリヌクレオチド基質についての適切な組成物の選択は、当業者の知識内
、特に、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，第二
版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
，１９８９）及び同様の文献等の論文からのガイダンス内で十分である。
【００３５】
　「プライマー」とは、伸長された二重鎖が形成されるように、核酸合成の開始点として
作用し、３’末端から鋳型に沿って伸長するためのポリヌクレオチド鋳型と二重鎖を形成
することのできる、天然又は合成のいずれかのオリゴヌクレオチドを意味する。プライマ
ーの伸長は、通常、ＤＮＡ又はＲＮＡポリメラーゼ等の核酸ポリメラーゼを使用して実施
される。伸長プロセスで加えられるヌクレオチドの配列は、鋳型ポリヌクレオチドの配列
によって決定される。通常、プライマーはＤＮＡポリメラーゼによって伸長される。プラ
イマーは、通常、１４～４０ヌクレオチドの範囲、又は１８～３６ヌクレオチドの範囲の
長さを有する。プライマーは、単一のプライマーを使用した直線増幅反応、又は複数のプ
ライマーを使用するポリメラーゼ連鎖反応等の、種々の核酸増幅反応で使用される。特定
の用途のためのプライマーの長さ及び配列の選択のためのガイダンスは、本明細書に参考
文献として組み入れられる、Ｄｉｅｆｆｅｎｂａｃｈ，ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２００３）等によって証明されるように
、当業者に周知である。
【００３６】
　「読み出した情報（ｒｅａｄｏｕｔ）」とは、測定及び／又は検出し、数字又は値に変
換することができるパラメータを意味する。ある事情においては、読み出した情報は、こ
のように集めた又は記録したデータの実際の数値的な表現を意味する。例えば、マイクロ
アレイからの蛍光強度信号の読み出した情報は、マイクロアレイの各ハイブリダイゼーシ
ョン部位において生成された信号のアドレス及び蛍光強度である。従って、かかる読み出
した情報は、種々の方法、例えば、マイクロアレイの画像として、数字の表として、記録
又は保存することができる。
【００３７】
　一分子の別の分子への結合、例えば、プローブについての標識された標的配列への結合
に関する「特異的に」又は「特異性」とは、認識し、接触し、２個の分子間で安定した複
合体を形成し、その他の分子とは、実質的に認識せず、接触せず、又は複合体を形成しな
いことを意味する。一態様では、第一分子の第二分子への結合に関する「特異的」が、第
一分子が反応物又は試料中で、別の分子を認識して複合体を形成する範囲で、第二分子と
多くの複合体を形成することを意味する。好ましくは、この多くの複合体は、少なくとも
５０％である。一般的に、特異的結合現象に関与する分子は、相互に結合する分子の間の
特異的認識を起こす表面又は空洞における領域を有する。特異的結合の具体例には、抗体
－抗原相互作用、酵素－基質相互作用、ポリヌクレオチド及び／又はオリゴヌクレオチド
の間の二重鎖又は三重鎖の形成、受容体－リガンド相互作用等が含まれる。本明細書で使
用されるように、特異性又は特異的結合に関する「接触」とは、２個の分子が、ファンデ
ルワールス力、水素結合、塩基の積み重ね相互作用、イオン及び疎水性相互作用等の弱い
非共有化学的相互作用に十分に接近することを意味する。
【００３８】
　「Ｔｍ」又は「融解温度」とは、二重鎖核酸分子の集団が、半分が一本鎖に解離する温
度を意味する。核酸のＴｍを計算するための幾つかの式は当業界で周知である。例えば、
Ｔｍ値の簡単な概算は、以下の式によって計算することができる。１Ｍ　ＮａＣｌにおけ
る水溶液中に核酸がある場合、Ｔｍ＝８１．５＋０．４１（Ｇ＋Ｃ％）。二重鎖形成及び
解離の更に完全なモデルに基づくＴｍの計算方法は、Ｂｒｅｓｌａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８３：３７４６－３７５０（１９８６）；
及びＷｅｔｍｕｒ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２６：２
２７－２５９（１９９１）に開示されている。
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【００３９】
　「試料」とは、標的核酸の検出又は測定が求められている、生物学的、環境的、医学的
又は患者からの材料の分量を意味する。一方で、検体又は培養物（例えば、微生物の培養
物）を含むことを意味する。他方では、生物学的及び環境的試料の両方を含むことを意味
する。試料には合成起源の検体が含まれる場合もある。生物学的試料には、ヒトを含む動
物、液体、固体（例えば、便）又は組織、液体及び固体の食品及び加工食品、酪農製品、
野菜、肉及び肉の副産物及び廃棄物等の成分が含まれるが、これらに限定されない。生物
学的試料には、培養物、血液、唾液、脳、髄液、胸水、乳、リンパ液、痰、精液、針吸引
した試料等が含まれる。生物学的試料は、全ての種々の系統の家畜、及び野生動物、例え
ば、有蹄動物、熊、魚、げっし類等から得られるが、これらに限定されない。環境的試料
には、表面材料、土、水及び工業的試料、及び食品及び酪農加工手段、装置、設備、道具
、使い捨て及び使い捨てでない部品から得られる試料等の、環境的材料が含まれる。これ
らの具体例は、本発明に適用できる試料のタイプを限定するとして解釈されない。「試料
」及び「検体」という用語は、同じ意味で使用される。
【００４０】
　多数の蛍光標識に関する「スペクトル分解可能」とは、標識の蛍光放射が十分に識別さ
れ、即ち、十分に重複しておらず、結合したそれぞれの標識が結合した分子タグが、標準
的光検出系によるそれぞれの標識によって生成される蛍光信号に基づいて、例えば、米国
特許第４，２３０，５５８号、米国特許第４，８１１，２１８号等、又はＷｈｅｅｌｅｓ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ　
ａｎｄ　Ｄａｔａ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：２１－７６（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８５）に例示されるような、バンドパスフィルター及び光電子増倍
管を使用して区別することができることを意味する。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
　ネステッド増幅反応を制御する方法であって、
　第一段階増幅反応において、反応混合物中の蛍光指示薬の存在下で標的ポリヌクレオチ
ドを増幅する工程であって、該蛍光指示薬は、該第一段階増幅反応における増幅産物の量
に関連する光信号を生成することができる、工程；
　該第一段階増幅反応において該蛍光指示薬の光信号をモニタリングする工程；及び、
　該第一段階増幅反応の反応混合物の有効部分を自動的に分離し、該光信号が閾値に達す
るか、又は閾値を超えるときに第二段階増幅反応を開始する工程
を包含する、方法。
（項目２）
　前記第一段階増幅反応の前記反応混合物が、流体的に閉じた反応系の第一反応チャンバ
ー内にあり、前記自動的に分離する工程が、該第一段階の反応混合物の前記有効部分を第
二反応チャンバーに流体的に移動させることを含む、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記第一段階増幅反応の前記反応混合物が、流体的に閉じた反応系の第一反応チャンバ
ー内にあり、前記自動的に分離する工程が、第一反応チャンバー内に残存する有効部分を
除き、該第一段階の反応混合物を廃棄物レザバに流体的に移動させることを含む、項目１
に記載の方法。
（項目４）
　前記第一反応チャンバーが、底部及び出口を有し、該出口は、前記第一段階の反応混合
物が該出口を通じて前記廃棄物レザバに流体的に移動されるときにはいつでも、該第一段
階の反応混合物の一定の容積が該第一反応チャンバーにおいて該出口よりも下に維持され
ているように、該底部よりも上に配置される、項目３に記載の方法。
（項目５）
　前記第一反応チャンバーにおいて維持されている前記容積は、前記有効部分を含む、項
目４に記載の方法。
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（項目６）
　前記有効部分が、少なくとも１分子の前記増幅産物を含むのに十分な前記反応混合物の
容積である、項目３に記載の方法。
（項目７）
　前記有効部分が、少なくとも１００分子の前記増幅産物を含むのに十分な前記反応混合
物の容積である、項目６に記載の方法。
（項目８）
　前記反応混合物が一定の容積を有し、前記有効部分が該反応混合物の容積の一定の割合
であり、該割合が、０．５～１０％の範囲から選択される、項目３に記載の方法。
（項目９）
　前記閾値が、多様なベースライン信号レベルであり、該多様性が、１．５～２５の範囲
から選択される、項目８に記載の方法。
（項目１０）
　前記閾値が、前記光信号によって規定される成長曲線の最大値、最小値、又はゼロ値に
対応する、項目１に記載の方法。
（項目１１）
　前記蛍光指示薬が、二本鎖ＤＮＡに特異的に結合するか、又は増幅生成物に特異的に結
合するオリゴヌクレオチド部分を含むインターカレーティング色素から選択される、項目
１０に記載の方法。
（項目１２）
　前記増幅産物が、前記第一段階増幅反応における参照配列の増幅によって生成される、
項目１０に記載の方法。
（項目１３）
　前記増幅産物が、前記第一段階増幅反応における標的ポリヌクレオチドの増幅によって
生成される、項目１０に記載の方法。
（項目１４）
　試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの有無を検出する方法であって、
　第一反応混合物中の第一段階増幅試薬を使用して、該試料由来の一つ以上の標的ポリヌ
クレオチドを流体的に閉じた反応系において増幅して、一つ以上の第一増幅産物を形成す
る工程であって、該第一段階増幅試薬は、各標的ポリヌクレオチドに対する開始プライマ
ーを含む、工程；
　該流体的に閉じた反応系において第一反応混合物の有効部分を単離する工程；
　第二反応混合物中の第二段階増幅試薬を使用して、該有効部分中の該一つ以上の第一増
幅産物を該流体的に閉じた反応系において増幅して、一つ以上の第二増幅産物を形成する
工程であって、該第二段階増幅試薬は、該一つ以上の第一増幅産物のそれぞれに対する少
なくとも一つの第二プライマーを含み、その結果、各第二プライマーはそのような第一増
幅産物の開始プライマーに比例してそのような第一増幅産物中でネスト化される、工程；
及び、
　該一つ以上の第二増幅産物を検出して、該試料中の該一つ以上の標的ポリヌクレオチド
の有無を決定する工程
を包含する、方法。
（項目１５）
　前記第一反応混合物が、流体的に閉じた反応系の第一反応チャンバー内にあり、前記単
離工程が、該第一反応混合物の前記有効部分を第二反応チャンバーに流体的に移動させる
ことを含む、項目１４に記載の方法。
（項目１６）
　前記第一反応混合物が、流体的に閉じた反応系の第一反応チャンバー内にあり、前記単
離工程が、該第一反応チャンバー内に残存する有効部分を除き、該第一反応混合物を廃棄
物レザバに流体的に移動させることを含む、項目１４に記載の方法。
（項目１７）
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　前記第一反応チャンバーが、底部及び出口を有し、該出口は、前記第一段階の反応混合
物が該出口を通じて前記廃棄物レザバに流体的に移動されるときにはいつでも、該第一段
階の反応混合物の一定の容積が該第一反応チャンバーにおいて該出口よりも下に維持され
ているように、該底部よりも上に配置される、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
　第一反応チャンバーにおいて維持されている前記容積が、前記有効部分を含む、項目１
７に記載の方法。
（項目１９）
　前記有効部分が、少なくとも１分子の前記増幅産物を含むのに十分な前記第一反応混合
物の容積である、項目１６に記載の方法。
（項目２０）
　前記有効部分が、少なくとも１００分子の前記増幅産物を含むのに十分な前記第一反応
混合物の容積である、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
　前記反応の第一混合物が一定の容積を有し、前記有効部分が該第一反応混合物の容積の
一定の割合であり、該割合が、０．５～１０％の範囲から選択される、項目２０に記載の
方法。
（項目２２）
　前記単離工程が、前記第一反応混合物中の一つ以上の増幅産物の一つと関連する蛍光指
示薬からの光信号をモニタリングする工程であって、該光信号は、該増幅産物の量と単調
に関連する、工程；及び該光信号が所定のレベル以上であるときにはいつでも、該第一反
応混合物の前記有効部分を自動的に分離する工程を包含する、項目２１に記載の方法。
（項目２３）
　前記所定のレベルが、多様なベースライン信号レベルであり、該多様性が１．５～２５
の範囲から選択される、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
　前記第一段階増幅試薬及び前記第二段階増幅試薬が、ポリメラーゼ連鎖反応又はＮＡＳ
ＢＡ反応を実施するための試薬を含む、項目１６～２３のいずれかに記載の方法。
（項目２５）
　前記蛍光指示薬が、二本鎖ＤＮＡに特異的に結合するか、又は前記第一反応混合物中の
増幅生成物に特異的に結合するオリゴヌクレオチド部分を含むインターカレーティング色
素から選択される、項目２４に記載の方法。
（項目２６）
　前記一つ以上の増幅産物のうちの一つが、前記第一反応混合物における参照配列の増幅
によって生成される、項目２５に記載の方法。
（項目２７）
　前記流体的に閉じた反応系が微小流体デバイスである、項目２４に記載の方法。
（項目２８）
　前記流体的に閉じた反応系が、
　反応チャンバーであって、前記試料を含む試料レザバ、第一段階増幅試薬を含む第一反
応物レザバ、及び第二段階増幅試薬を含む第二反応物レザバと選択的に流体連絡し、該レ
ザバのそれぞれは流体的に閉じている、反応チャンバー；ならびに
　ポンプであって、該試料及び該第一段階増幅試薬を該反応チャンバーに流体的に移動さ
せるため；前記光信号が所定のレベル以上であるときにはいつでも、前記第一反応混合物
の前記有効部分を自動的に分離するため；そして該有効部分中の前記一つ以上の第一増幅
産物を増幅するために該反応チャンバーに該第二段階増幅試薬を流体的に移動させるため
に、回転バルブと作動的に関連した、ポンプ
を含む、項目２４に記載の方法。
（項目２９）
　試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの有無を検出する方法であって、
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　反応チャンバーを提供する工程であって、該反応チャンバーは、廃棄物レザバ、試料を
含む試料レザバ、第一段階増幅試薬を含む第一反応物レザバ、及び第二段階増幅試薬を含
む第二反応物レザバと選択的に流体連絡し、該レザバのそれぞれは流体的に閉じている、
工程；
　試料レザバ由来の試料、及び第一反応物レザバ由来の第一段階増幅試薬を反応チャンバ
ーに流体的に移動させる工程であって、その結果、該試料中に標的ポリヌクレオチドが存
在するときにはいつでも、該第一段階増幅試薬が増幅反応において該試料と反応し、第一
増幅産物を含む反応生成物が生成される、工程；
　該反応チャンバー内に残存する有効部分を除き、該反応生成物を該廃棄物レザバに流体
的に移動させる工程；
　第二反応物レザバ由来の第二段階増幅試薬を該反応チャンバーに流体的に移動させる工
程であって、その結果、該反応生成物中に該第一増幅産物が存在するときにはいつでも、
該第二段階増幅試薬が増幅反応において該反応生成物の有効部分と反応し、第二増幅産物
が生成される、工程；ならびに
　該第二増幅産物を検出して、該試料中に該標的ポリヌクレオチドが存在するかどうかを
決定する工程
を包含する、方法。
（項目３０）
　前記第一段階増幅試薬との前記増幅反応が、所定のサイクル数の間実施されるポリメラ
ーゼ連鎖であり、前記反応生成物を流体的に移動させる工程が、該増幅反応の所定のサイ
クル数の後に実施される、項目２９に記載の方法。
（項目３１）
　前記増幅反応における前記所定のサイクル数が２０～５０の範囲である、項目３０に記
載の方法。
（項目３２）
　前記反応生成物を流体的に移動させる工程が、前記第一増幅産物に関連する蛍光指示薬
からの光信号をモニタリングする工程であって、該光信号は、該第一増幅産物の量と単調
に関連する工程；及び該光信号が所定のレベル以上であるときにはいつでも、該反応生成
物の前記有効部分を自動的に分離する工程、を包含する、項目２９に記載の方法。
（項目３３）
　前記反応生成物が一定の容積を有し、前記有効部分が前記反応生成物の容積の一定の割
合であり、該割合が０．５～１０％の範囲から選択される、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
　前記所定のレベルが多様なベースライン信号レベルであり、該多様性が１．５～２５の
範囲から選択される、項目３３に記載の方法。
（項目３５）
　前記増幅反応がそれぞれポリメラーゼ連鎖反応又はＮＡＳＢＡ反応である、項目３３に
記載の方法。
（項目３６）
　前記蛍光指示薬が、二本鎖ＤＮＡに特異的に結合するか、又は増幅生成物に特異的に結
合するオリゴヌクレオチド部分を含むインターカレーティング色素から選択される、項目
３５に記載の方法。
（項目３７）
　試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの相対量を決定する方法であって、
　一つ以上の標的ポリヌクレオチド、及び第一増幅反応中の少なくとも一つの参照配列を
該試料において増幅して、標的ポリヌクレオチド及び参照配列それぞれの第一増幅産物を
含む第一反応生成物を形成する工程であって、該第一増幅反応は、標的ポリヌクレオチド
及び参照配列それぞれの開始プライマーを含む、工程；
　該第一反応生成物の有効部分由来の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの第一増幅産物を
第二増幅反応において増幅して、各第一増幅産物の第二増幅産物を形成する工程であって
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、該第二増幅反応は、各標的ポリヌクレオチドの第二プライマーを含み、その結果、各第
一増幅産物の各第二プライマーが、それらの開始プライマーに比例してそのような第一増
幅産物においてネスト化される、工程；ならびに
　該第二増幅反応の第二増幅産物と該第一増幅反応中の少なくとも一つの参照配列の増幅
産物とを比較し、試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの相対量を決定する工程
を包含する、方法。
（項目３８）
　前記第一増幅反応及び前記第二増幅反応が流体的に閉じた反応系において実施される、
項目３７に記載の方法。
（項目３９）
　前記第一増幅反応及び前記第二増幅反応がそれぞれリアルタイム増幅反応である、項目
３８に記載の方法。
（項目４０）
　前記第二増幅反応における前記増幅工程が、少なくとも一つの前記第一増幅産物と関連
する蛍光指示薬からの光信号をモニタリングする工程であって、該光信号は、そのような
第一増幅産物の量と単調に関連する、工程；及び前記光信号が所定のレベル以上であると
きにはいつでも、前記反応生成物の前記有効部分を自動的に分離する工程、を包含する、
項目３９に記載の方法。
（項目４１）
　前記反応生成物が一定の容積を有し、前記有効部分が該反応生成物の容積の一定の割合
であり、該割合が、０．５～１０％の範囲から選択される、項目４０に記載の方法。
（項目４２）
　前記所定のレベルが多様なベースライン信号レベルであり、前記多様性が１．５～２５
の範囲から選択される、項目４１に記載の方法。
（項目４３）
　前記増幅反応がそれぞれポリメラーゼ連鎖反応又はＮＡＳＢＡ反応である、項目４２に
記載の方法。
（項目４４）
　ネステッド増幅反応を実施するための流体的に閉じた反応系であって、
　反応チャンバーであって、試料レザバ、廃棄物レザバ、第一段階増幅試薬を含む第一反
応物レザバ、及び第二段階増幅試薬を含む第二反応物レザバと選択的に流体連絡し、該レ
ザバのそれぞれが流体的に閉じている、反応チャンバー；ならびに
　ポンプであって、該ポンプは、該試料レザバ中の試料、及び該第一段階増幅試薬を該反
応チャンバーに流体的に移動させるため；反応混合物の有効部分を単離するため；及び該
第二段階増幅試薬及び該有効部分を該反応チャンバーに流体的に移動させるために回転バ
ルブと作動的に関連し、ここで第一増幅反応は該反応混合物中に一つ以上の第一増幅産物
を形成するために実施され、第二増幅反応は、一つ以上の第二増幅産物を形成するために
実施される、ポンプ
を含む、反応系。
（項目４５）
　前記ポンプが前記反応混合物の前記有効部分を単離するときにはいつでも、前記反応チ
ャンバー内に残存する前記有効部分を除き、該反応混合物が廃棄物レザバに流体的に移動
される、項目４４に記載の流体的に閉じた反応系。
（項目４６）
　前記反応チャンバーが、底部及び出口を有し、該出口は、前記反応混合物が該出口を通
じて前記廃棄物レザバに流体的に移動されるときにはいつでも、該反応混合物の一定の容
積が前記第一反応チャンバーにおいて該出口よりも下に維持されているように、該底部よ
りも上に配置され、該容積は前記有効部分を含む、項目４５に記載の流体的に閉じた反応
系。
（項目４７）
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　少なくとも一つの前記第一増幅産物と関連する一つ以上の蛍光指示薬からの一つ以上の
光信号を収集するために前記反応チャンバーと作動的に関連した一つ以上の検出器をさら
に含み、該一つ以上の光信号はそれぞれ、該第一増幅産物のうちの一つの量と単調に関連
する、項目４６に記載の流体的に閉じた反応系。
（項目４８）
　マイクロプロセッサをさらに含み、該マイクロプロセッサは、前記一つ以上の光信号の
値をモニタリングするため；及び該光信号の少なくとも一つの値が所定のレベル以上ある
ときにはいつでも、前記反応混合物の有効部分を単離するように前記ポンプ及び前記回転
バルブを作動させるために、該ポンプ、該回転バルブ、及び前記一つ以上の検出器と作動
的に関連する、項目４７に記載の流体的に閉じた反応系。
（項目４９）
　反応容器であって、
　液体を含むための反応チャンバー；
　入口チャネルによって該反応チャンバーに接続される入口；
　出口チャネルによって該反応チャンバーに接続される出口；及び、
　該反応チャンバー内の保持部材であって、該保持部材は該反応チャンバー内の該液体の
規定の容積を維持するように配置されており、該液体の残り部分は該出口チャネルを通じ
て該反応チャンバーから排出される、保持部材
を含む、反応容器。
（項目５０）
　前記反応容器が、
　前記反応チャンバーの側壁を規定する硬質なフレーム；及び、
　該反応チャンバーの反対側の主壁を形成するために該硬質なフレームの反対側に取り付
けられた第一及び第二のポリマーフィルム
をさらに含む、項目４９に記載の反応容器。
（項目５１）
　前記主壁のそれぞれが各熱表面に適合するのに十分に可撓性である、項目５０に記載の
反応容器。
（項目５２）
　前記側壁のうちの少なくとも二つが光透過性を備えており、互いに角度オフセットして
いる、項目５０に記載の反応容器。
（項目５３）
　前記反応チャンバーが、該前記反応チャンバーの深さ及び幅が少なくとも４：１の比率
を有するような幅及び深さを有し、該反応チャンバーの深さが２ｍｍ未満である、項目４
９に記載の反応容器。
（項目５４）
　多段階反応を実施するための装置であって、
　少なくとも第一チャネル及び第二チャネルがその中に形成されている本体；ならびに
　該本体から延びる反応容器を含み、該反応容器は、
　　液体を含むための反応チャンバー；
　　入口チャネルによって該反応チャンバーに接続される入口；
　　出口チャネルによって該反応チャンバーに接続される出口；及び
　　該反応チャンバー内の保持部材であって、該保持部材は反応チャンバー内の液体の規
定の容積を維持するように配置されており、該液体の残りの部分は出口チャネルを通じて
反応チャンバーから排出される、保持部材
を含み、
　該容器の入口は、該本体内の第一チャネルと接続されており、該容器の出口は、該本体
内の該第二チャネルと接続されている、装置。
（項目５５）
　前記本体が更に排出口を含み、該排出口は、前記液体が前記入口及び前記第一チャネル
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を通じて前記反応チャンバーに流入するときにはいつでも、前記第二チャネルからガスを
放出するために、該第二チャネルと流体連絡している、項目５４に記載の装置。
（項目５６）
　前記本体内の前記第一チャネル中の液体を、前記反応容器の入口を通じて前記反応チャ
ンバーに流れさせるための差圧源を更に含む、項目５４に記載の装置。
（項目５７）
　ネステッド増幅反応の性能を制御するためのコンピュータによる実行用のプログラムを
具現化するコンピュータ読み取り可能な製品であって、該プログラムが、
（ａ）第一段階増幅反応からの光信号の値を読み取る工程であって、該光信号は該第一段
階増幅反応の増幅産物の濃度と単調に関連し、該光信号の値は直近の値を有する、工程；
（ｂ）該光信号の値からベースライン信号レベルを決定する工程；
（ｃ）該光信号の値から所定のレベルを計算する工程；
（ｄ）該所定の値を該光信号の直近の値と比較する工程；
（ｅ）該光信号の直近の値が該所定のレベル以上であるときにはいつでも、第二段階増幅
反応を開始する工程；及び、
（ｆ）該第二段階の反応が開始するまで、工程（ｄ）及び（ｅ）を繰り返す工程
のための命令を含む、コンピュータ読み取り可能な製品。
（項目５８）
　前記所定のレベルを計算する工程が、１．５～２５の範囲から選択される係数を前記ベ
ースライン信号レベルに乗じて、該所定のレベルを得ること、又は前記光信号の値から増
幅産物の成長曲線の指標値を計算して、該所定の値を得ることを含む、項目５７に記載の
コンピュータ読み取り可能な製品。
（項目５９）
　前記第一段階増幅反応及び前記第二段階増幅反応が、それぞれポリメラーゼ連鎖反応又
はＮＡＳＢＡ反応である、項目５８に記載のコンピュータ読み取り可能な製品。
（項目６０）
　前記ネステッド増幅反応が流体的に閉じた反応系において実施され、前記第二段階増幅
反応を開始する工程が、流体的に閉じた反応系において前記第一段階増幅反応の反応混合
物の有効部分を単離すること、及び流体的に閉じた反応系において該有効部分と該第二段
階増幅反応の反応物とを混合すること、のための命令を生成する工程を包含する、項目５
９に記載のコンピュータ読み取り可能な製品。
（項目６１）
　試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドを増幅する方法であって、
　第一反応混合物中の第一段階増幅試薬を使用して、該試料由来の一つ以上の標的ポリヌ
クレオチドを流体的に閉じた反応系において増幅して、一つ以上の第一増幅産物を形成す
る工程であって、該第一段階増幅試薬は、各標的ポリヌクレオチドに対する第一プライマ
ーを含む、工程；
　該流体的に閉じた反応系において該第一反応混合物の有効部分を単離する工程；及び、
　第二反応混合物中で第二段階増幅試薬を使用して、該有効部分中の一つ以上の増幅産物
を該流体的に閉じた反応系において増幅して、一つ以上の第二増幅産物を形成する工程で
あって、該第二段階増幅試薬は、該一つ以上の第一増幅産物のそれぞれの少なくとも一つ
の第二プライマーを含み、その結果、各第二プライマーがそのような第一増幅産物の第一
プライマーに比例してそのような第一増幅産物中でネスト化される、工程
を包含する、方法。
（項目６２）
　前記第一反応混合物が、流体的に閉じた反応系の第一反応チャンバー内にあり、前記単
離工程が、該第一反応チャンバー内に残存する有効部分を除き、該第一反応混合物を廃棄
物レザバに流体的に移動させることを含む、項目６１に記載の方法。
（項目６３）
　前記第一反応チャンバーが、底部及び出口を有し、該出口は、前記第一段階の反応混合
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物が該出口を通じて前記廃棄物レザバに流体的に移動されるときにはいつでも、該第一段
階の反応混合物の一定の容積が該第一反応チャンバーにおいて該出口よりも下に維持され
ているように、該底部よりも上に配置される、項目６２に記載の方法。
（項目６４）
　前記第一反応チャンバー内に維持される前記容積が、前記有効部分を含む、項目６３に
記載の方法。
（項目６５）
　前記有効部分が、少なくとも１分子の前記増幅産物を含むのに十分な前記第一反応混合
物の容積である、項目６３に記載の方法。
（項目６６）
　前記有効部分が、少なくとも１００分子の前記増幅産物を含むのに十分な前記第一反応
混合物の容積である、項目６５に記載の方法。
（項目６７）
　前記反応の第一混合物が一定の容積を有し、前記有効部分が、該第一反応混合物の該容
積の一定の割合であり、該割合が、０．５～１０％の範囲から選択される、項目６３に記
載の方法。
（項目６８）
　前記単離工程が、前記第一反応混合物中の前記一つ以上の増幅産物の一つと関連する蛍
光指示薬からの光信号をモニタリングする工程であって、該光信号は、該増幅産物の量と
単調に関連する、工程；及び該光信号が所定のレベル以上であるときにはいつでも、該第
一反応混合物の前記有効部分を自動的に分離する工程、を包含する、項目６７に記載の方
法。
（項目６９）
　前記所定のレベルが多様なベースライン信号レベルであり、前記多様性が１．５～２５
の範囲から選択される、項目６８に記載の方法。
（項目７０）
　前記第一段階増幅試薬及び前記第二段階増幅試薬が、ポリメラーゼ連鎖反応又はＮＡＳ
ＢＡ反応を実施するための試薬を含む、項目６９に記載の方法。
（項目７１）
　一つ以上のＲＮＡ配列を増幅する方法であって、
　第一反応混合物中の逆転写酵素を使用して、一つ以上のＲＮＡ配列を流体的に閉じた反
応系において転写して、一つ以上の相補的な一本鎖ＤＮＡ配列を形成する工程；
　該流体的に閉じた反応系において該第一反応混合物の第一有効部分を単離する工程；及
び、
　第二反応混合物中の第一段階増幅試薬を使用して、該第一有効部分中の該一つ以上の相
補的な一本鎖ＤＮＡ配列を該流体的に閉じた反応系において増幅して、一つ以上の第一増
幅産物を形成する工程であって、該第一段階増幅試薬は、該相補的な一本鎖ＤＮＡ配列の
それぞれの開始プライマーを含む、工程
を包含する、方法。
（項目７２）
　前記第一反応混合物が、前記の流体的に閉じた反応系の反応チャンバー内にあり、前記
第一有効部分を単離する工程が、該反応チャンバー内に残存する該第一有効部分を除き、
該第一反応混合物を廃棄物レザバに流体的に移動させることを含む、項目７１に記載の方
法。
（項目７３）
　前記第一反応チャンバーが、底部及び出口を有し、該出口は、前記第一段階の反応混合
物が該出口を通じて前記廃棄物レザバに流体的に移動されるときにはいつでも、該第一段
階の反応混合物の残留容積が前記第一反応チャンバーにおいて該出口よりも下に維持され
ているように、該底部よりも上に配置され、該残留容積が前記第一有効部分を含む、項目
７２に記載の方法。
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（項目７４）
　前記第一反応混合物が一定の容積を有し、前記有効部分が、該第一反応混合物の該容積
の一定の割合であり、該割合が、０．５～２０％の範囲から選択される、項目７２に記載
の方法。
（項目７５）
　前記流体的に閉じた反応系において前記第二反応混合物の第二有効部分を単離する工程
；及び、
　第三反応混合物中の第二段階増幅試薬を使用して、該第二有効部分中の一つ以上の第一
増幅産物を該流体的に閉じた反応系において増幅して、一つ以上の第二増幅産物を形成す
る工程であって、該第二段階増幅試薬は、該一つ以上の第一増幅産物のそれぞれに対する
少なくとも一つの第二プライマーを含み、その結果、各第二プライマーがそのような第一
増幅産物の前記開始プライマーに比例してそのような第一増幅産物中でネスト化される、
工程
をさらに包含する、項目７４に記載の方法。
（項目７６）
　前記第二反応混合物が、前記流体的に閉じた反応系の反応チャンバー内にあり、前記第
二有効部分を単離する工程が、該反応チャンバー内に残存する該第二有効部分を除き、該
第二反応混合物を廃棄物レザバに流体的に移動させることを含む、項目７５に記載の方法
。
（項目７７）
　前記第二反応混合物が、前記出口を通じて前記廃棄物レザバに流体的に移動され、該第
二反応混合物の残留容積が、該出口より下で前記反応チャンバー中に維持されており、該
残留容積が前記第二有効部分を含む、項目７６に記載の方法。
（項目７８）
　前記第二反応混合物が一定の容積を有し、前記第二有効部分が該第二反応混合物の容積
の一定の割合であり、該割合が、０．５～２０％の範囲から選択される、項目７７に記載
の方法。
（項目７９）
　ネステッド増幅反応の性能を制御するためのコンピュータによる実行用のプログラムを
具現化するコンピュータ読み取り可能な製品であって、該プログラムは、
（ａ）第一段階増幅反応からの光信号の値を読み取る工程であって、該光信号は第一段階
増幅反応の増幅産物の量又は濃度と関連する、工程；
（ｂ）閾値交差が発生したかどうかを該光信号の値から決定する工程；及び
（ｃ）該閾値交差が発生した場合、第二増幅反応を開始する工程
のための命令を含む、コンピュータ読み取り可能な製品。
（項目８０）
　前記閾値交差が発生したかどうかを決定する工程が、一つ以上の前記光信号の値が、ノ
イズをベースとする閾値、ユーザーが定義する閾値、又は初期設定の閾値を超えたかどう
かを決定することを含む、項目７９に記載の方法。
（項目８１）
　前記閾値交差が発生したかどうかを決定する工程が、前記光信号の値によって規定され
る成長曲線の導関数が、最大、最小、又はゼロであるかどうかを決定することを含む、項
目７９に記載の方法。
（項目８２）
　前記ネステッド増幅反応が流体的に閉じた反応系において実施され、前記第二段階増幅
反応を開始する工程が、該流体的に閉じた反応系において前記第一段階増幅反応の反応混
合物の有効部分を単離する工程、及び該流体的に閉じた反応系において該有効部分と前記
第二段階増幅反応の反応物とを混合する工程、のための命令を生成する工程を包含する、
項目７９に記載のコンピュータ読み取り可能な製品。
（項目８３）
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　試料中の一つ以上の標的ポリヌクレオチドの有無を検出する方法であって、
　第一段階増幅試薬を含む反応チャンバーを提供する工程であって、該反応チャンバーが
、廃棄物レザバ、試料を含む試料レザバ、及び第二段階増幅試薬を含む第二反応物レザバ
と選択的に流体連絡されており、該レザバのそれぞれが流体的に閉じている、工程；
　該試料レザバ由来の試料を該反応チャンバーに流体的に移動させる工程であって、その
結果、該試料中に標的ポリヌクレオチドが存在する場合に、該第一段階増幅試薬が増幅反
応において該試料と反応し、第一増幅産物を含む第一反応生成物が生成される、工程；
　該反応チャンバー内に残存する該第一反応生成物の有効部分を除き、該第一反応生成物
を該廃棄物レザバに流体的に移動させる工程；
　該第二反応物レザバ由来の該第二段階増幅試薬を反応チャンバーに流体的に移動させる
工程であって、その結果、該第一反応生成物中に該第一増幅産物が存在するときにはいつ
でも、該第二段階増幅試薬が増幅反応において該第一反応生成物の有効部分と反応し、第
二増幅産物が生成される、工程；及び、
　該試料中に標的ポリヌクレオチドが存在するかどうかを決定するために該第二増幅産物
を検出する工程
を包含する、方法。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１Ａ】図１Ａ～１Ｂは、リアルタイムＰＣＲ等の増幅反応のサイクル数（又は反応時
間）とシグナルをグラフ化する。
【図１Ｂ】図１Ａ～１Ｂは、リアルタイムＰＣＲ等の増幅反応のサイクル数（又は反応時
間）とシグナルをグラフ化する。
【図１Ｃ】図１Ｃは、本発明の方法を実施する装置の略図である。
【図２Ａ】図２Ａ～２Ｈは、回転バルブ及びピストンタイプの流体ポンプを使用した流体
的に閉じた反応系におけるネステッド増幅反応の実施を図示する。
【図２Ｂ】図２Ａ～２Ｈは、回転バルブ及びピストンタイプの流体ポンプを使用した流体
的に閉じた反応系におけるネステッド増幅反応の実施を図示する。
【図２Ｃ】図２Ａ～２Ｈは、回転バルブ及びピストンタイプの流体ポンプを使用した流体
的に閉じた反応系におけるネステッド増幅反応の実施を図示する。
【図２Ｄ】図２Ａ～２Ｈは、回転バルブ及びピストンタイプの流体ポンプを使用した流体
的に閉じた反応系におけるネステッド増幅反応の実施を図示する。
【図２Ｅ】図２Ａ～２Ｈは、回転バルブ及びピストンタイプの流体ポンプを使用した流体
的に閉じた反応系におけるネステッド増幅反応の実施を図示する。
【図２Ｆ】図２Ａ～２Ｈは、回転バルブ及びピストンタイプの流体ポンプを使用した流体
的に閉じた反応系におけるネステッド増幅反応の実施を図示する。
【図２Ｇ】図２Ａ～２Ｈは、回転バルブ及びピストンタイプの流体ポンプを使用した流体
的に閉じた反応系におけるネステッド増幅反応の実施を図示する。
【図２Ｈ】図２Ａ～２Ｈは、回転バルブ及びピストンタイプの流体ポンプを使用した流体
的に閉じた反応系におけるネステッド増幅反応の実施を図示する。
【図３Ａ】図３Ａ～３Ｃは、本発明の特定の実施形態を実施する代替の反応チャンバーを
図示する。
【図３Ｂ】図３Ａ～３Ｃは、本発明の特定の実施形態を実施する代替の反応チャンバーを
図示する。
【図３Ｃ】図３Ａ～３Ｃは、本発明の特定の実施形態を実施する代替の反応チャンバーを
図示する。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　発明の詳細な説明
　本発明は、多段階増幅反応を、特に流体的に閉じた条件で実施する系、方法及び装置に
関する。一態様では、第一（又は前の）反応混合物の一部を単離して、それを第二（又は
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後の）反応混合物において試料又は検体として使用し、それによって第一反応成分が第二
反応中にて及ぼす可能性がある妨害作用を実質的に回避することを可能にする、流体的に
閉じた系において、本発明の方法が実施される。前記態様では、本発明の系、方法及び装
置が、ネステッドプライマーの使用に基づく多段階の増幅を可能にする任意の増幅反応に
よって使用される場合がある。
【００４３】
　特に、それらは、二段階又はネステッドＰＣＲ、及びＮＡＳＢＡ反応を実施するのに好
都合である。具体例の目的で、ネステッドＰＣＲ及びＮＡＳＢＡ反応の基本的な反応条件
を以下に記述する。しかし、更に優れた感度を得るためにＰＣＲ又はＮＡＳＢＡ反応にお
いて使用されるネステッドプライマーは、一つ以上のプライマーを使用してその他の増幅
反応において同様に適用され得ることを当業者は理解するだろう。別の態様では、本発明
が、流体的に閉じた反応系において二段階ＲＴ－ＰＣＲ反応を提供し、第二段階ＰＣＲが
後のＰＣＲに影響を与えるＲＴ反応の成分なしで実施される場合がある（例えば、Ｓｅｌ
ｌｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０：１４
８７（１９９２））。更なる態様では、本発明が三段階反応を提供し、一つ以上の標的Ｒ
ＮＡを一つ以上の相補的な一本鎖ＤＮＡに変換して、次に逆転写－ネステッドＰＣＲ又は
「ＲＴ－ｎＰＣＲ」等の二段階増幅反応において前記ＤＮＡが増幅されるように、逆転写
反応が実施される。
【００４４】
　前述の通り、本発明の一態様では、二段階反応を実施する装置が提供されており、当該
装置は：（ａ）少なくとも第一チャネル及び第二チャネルがその中に形成されている本体
；及び（ｂ）（ｉ）液体を含むための反応チャンバー；（ｉｉ）入口チャネルによって反
応チャンバーに接続される入口；（ｉｉｉ）出口チャネルによって反応チャンバーに接続
される出口；及び（ｉｖ）反応チャンバー内の保持部材（前記保持部材は反応チャンバー
内の液体の規定の部分を維持するように配置されており、液体の残りの部分は出口チャネ
ルを通じて排出される）を有する、前記本体から延長された反応容器からなり、前記容器
の入口は本体内の第一チャネルと接続されており、前記容器の出口は本体内の第二チャネ
ルと接続されている。本発明の装置は更に、第二チャネルからガスを排出する、第二チャ
ネルと流体連絡されている排出口を含む。本発明の装置は更に、前記本体内の前記第一チ
ャネル中に液体を封入し、前記反応容器の入口を通じて前記反応チャンバーに液体を流す
ための差圧源を含む。本発明の容器には更に、ｉ）前記反応チャンバーの側壁を規定する
硬質なフレーム；及びｉｉ）前記反応チャンバーの反対側の主壁を形成するための、前記
硬質なフレームの反対側に取り付けられた第一及び第二ポリマーフィルムが含まれる。前
記装置本体には更に、液体試料と増幅試薬とを混合する混合チャンバーが含まれ、前記混
合チャンバーは、第一チャネルを通じて容器の入口と接続されている。前記装置本体には
更に、出口チャネルを通じて除去される液体の残留物を入れる廃棄物チャンバーが含まれ
、前記廃棄物チャンバーは、第二チャネルを通じて容器の出口と接続されている。装置本
体は更にその中に、ｉ）試料流路；及びｉｉ）液体試料由来の所望の検体を単離するため
の試料流路中の単離領域（前記単離領域は、第一チャネルを通じて容器の入口と接続され
ている）を形成している。一態様では、本体中の前記単離領域に、ａ）流路中に、試料中
の細胞又はウイルスを溶解してその中から物質を遊離するための溶解チャンバー；及びｂ
）溶解された細胞又はウイルスを捕獲するために、前記溶解チャンバー中に位置する少な
くとも一つの担体が更に含まれる。装置の容器には、反応チャンバーを定義する多数の壁
が含まれ、少なくとも一つの壁が軟質シート又はフィルムからなり、前記装置が更に、ａ
）前記シート又はフィルムに接触するための少なくとも一つの熱表面；ｂ）反応チャンバ
ー内の圧力を上昇させるための手段（前記チャンバー内の圧力上昇は、前記シート又はフ
ィルムを熱表面に適合させるだけの十分なものである）；及びｃ）表面を加熱又は冷却し
てチャンバー内の熱変化を引き起こすための少なくとも一つの熱素子を含む。
【００４５】
　装置の容器には、反応チャンバーを形成するための、２個の反対側の主壁、及び互いに
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主壁に接続した側壁が更に含まれ、少なくとも２個の側壁が光透過性を備えており、互い
に角度オフセット（ａｎｇｕｌａｒｌｙ　ｏｆｆｓｅｔ）されており、前記装置が更に、
第一光透過性の側壁を通じて反応チャンバーに光を伝達する少なくとも一つの光源を有し
、第二光透過性の側壁を通じてチャンバーから放射された光を検出する少なくとも一つの
検出器を有する光学系を含む。
【００４６】
　ネステッド増幅反応
　ＰＣＲに関して前述の通り、ネステッド増幅反応は、前の段階の増幅産物が、前に生成
された増幅産物中の少なくとも一つの内部位置に結合する新しいプライマー又はプライマ
ー対を使用した次の段階の試料となる多段階反応である。ネステッド増幅反応の各段階に
おいては、増幅反応は従来の方法で処理される。ネステッド増幅反応における個々の増幅
反応を連続するための設計上の選択には、（ｉ）各段階のサイクル数又は時間、（ｉｉ）
第二段階の反応の試料として供給するための第一段階の反応混合物の有効部分のサイズ、
（ｉｉｉ）第二段階のプライマーについての内部結合部位の選択、（ｉｖ）参照配列が各
段階で増幅されるかどうか、（ｖ）各段階で同じ種類の増幅反応が実行できるかどうか、
例えば、ＰＣＲ－ＰＣＲ、ＮＡＳＢＡ－ＮＡＳＢＡ、ＰＣＲ－ＮＡＳＢＡ等の二段階ネス
テッド増幅反応が含まれる。通常、ネステッド増幅反応は、連続的なＰＣＲ又は連続的な
ＮＡＳＢＡ反応であり、従来の反応条件下で実施される。
【００４７】
　本発明の一態様では、ＰＣＲがネステッド増幅反応の一つの段階である場合、ＰＣＲに
おけるサイクル数は２０～４０の範囲、又は２４～３６の範囲となる。別の態様では、サ
イクル数が、所定の量の増幅産物を生成するのに十分な数、言い換えると、リアルタイム
信号生成化学における所定の信号を生成するのに十分な数となる。ネステッド増幅反応が
、２個の連続的なＰＣＲを含む場合、連続的ＰＣＲにおけるサイクル数及びその他の反応
条件は、同じである場合もあれば、異なる場合もある。
【００４８】
　一態様では、第一又は前の段階の反応について、有効部分が、第二段階の反応の開始を
可能にするのに十分な量となる。一態様では、第二段階の反応に提供するのに十分な量の
有効部分が、１μＬ当たり少なくとも一つの標的ポリヌクレオチドの濃度となり、別の態
様では、１μＬ当たり少なくとも１０個の標的ポリヌクレオチドの濃度となり、別の態様
では、１μＬ当たり少なくとも５０個の標的ポリヌクレオチドの濃度となり、別の態様で
は、１μＬ当たり少なくとも１００個の標的ポリヌクレオチドの濃度となり、別の態様で
は、少なくとも５００個の標的ポリヌクレオチドの濃度となり、別の態様では、１μＬ当
たり少なくとも１０００個の標的ポリヌクレオチドの濃度となる。更に別の態様では、有
効部分が、第一段階の反応混合物の容積の０．５～１０％の量となり、又は第一段階の反
応混合物の容積の１～５％の量となる。後述の通り、幾つかの実施形態では、優れた正確
さを有する有効部分を回収し、サンプリングの間違いを最小化するために、一部を除去又
は単離する前に第一段階の反応混合物が希釈される。例えば、１μＬの容積を有する第一
段階の反応混合物の１０％部分を得るために、希釈していない混合物から直接０．１ｍＬ
を除去する代わりに、１０μＬまで希釈した後に希釈した混合物の１μＬを除去する場合
もある。一般的に、第二段階の反応における反応物は、少なくとも一つの以下の例外を有
し、第一段階の反応におけるものと同じである場合もある。即ち、一つ以上のプライマー
は第二段階の反応において異なるが、第二段階増幅反応におけるプライマー濃度は通常で
ある。第一段階及び第二段階増幅反応における信号生成スキームは同じである場合もあれ
ば、異なる場合もある。
【００４９】
　一態様では、本発明が、開ループ制御又は閉ループ制御のいずれかの下で、第二段階（
又は次の段階）の増幅反応を自動的に開始する方法を提供する。開ループ制御による実施
形態では、第一段階増幅反応が、所定のサイクル数又は所定の反応時間の間実施され、そ
の後に反応混合物の有効部分が単離され、第二段階の反応物と混合され、第二段階増幅反
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応が開始する。当該実施形態では、第一段階の増幅産物のリアルタイムモニタリングが任
意となっている。一方、閉ループ制御による実施形態では、第一段階増幅反応の反応パラ
メータがモニタリングされ、所定の値になるか、所定の閾値を過ぎた場合に第一反応を停
止し、反応混合物の有効部分が単離され、第二段階の反応物と混合され、第二段階増幅反
応が開始する。第二段階増幅を開始する時を決定するために使用される反応パラメータは
、反応生成物の蓄積、言い換えると、第一段階の反応の完了の度合いとはっきりした関係
を有する任意のパラメータとなる場合もある。好ましくは、パラメータの上昇した値が、
通常は、一つ以上の増幅産物である、当該生成物の量とポジティブ又はネガティブのいず
れかに関連するように、反応パラメータは、第一段階の反応における一つ以上の蓄積と単
調な関係を有する。反応パラメータには、反応混合物の吸光度；温度；ｐＨ；第二反応生
成物の濃度；増幅産物の濃度が含まれるが、これらに限定されず、後者は、一つ以上の蛍
光シグナル、比色シグナル、化学発光シグナル、電気化学発光シグナル又は電気化学シグ
ナルに基づく。一態様では、反応パラメータが、第一段階の反応における少なくとも一つ
の増幅産物の濃度と単調に関連する。当該増幅産物は、標的ポリヌクレオチド、又は参照
配列又はその他の内標準から製造することができる。従って、閉ループ制御によるネステ
ッドＰＣＲにおいては、第一段階増幅反応はリアルタイムＰＣＲである。本発明の一態様
では、反応パラメータが、そのシグナルが反応混合物中の増幅産物の濃度と単調に関連す
る、蛍光指示薬によって検出される増幅産物となる。試料又は検体中の標的核酸の量又は
質に可変性がある場合、第二段階の反応の閉ループ制御は、更に一貫し、変化の少ない読
み出した情報を生成することができる。
【００５０】
　幾つかの用途では、試料が標的ポリヌクレオチドを含む場合もあれば、含まない場合も
ある。従って、一態様では、一つ以上の参照配列、又はその他の内標準の増幅産物が、第
二段階の反応を開始するための時を決定するためにモニタリングされる。即ち、当該内標
準は、第二段階の反応を開始するためのポジティブコントロール及び反応パラメータとな
る。別の態様では、内標準及び標的ポリヌクレオチドの両増幅産物が所定のレベルに達す
るか、又はこれを超えなければならず、それらは、第二段階の反応を開始するために、同
じである場合もあれば、異なる場合もある。
【００５１】
　本発明の別の態様では、第一段階増幅反応が開ループ制御下のＰＣＲである場合、第二
段階の反応の開始前に実施されるサイクル数は２０～４０の範囲であり、別の態様では、
２０～３０の範囲である。別の態様では、所定の時間の後に第一段階増幅反応が停止され
、第二段階増幅反応が開始される場合に、前記の所定の時間が、解析中の試料の特定のタ
イプによって経験的に選択される場合がある。例えば、参照配列を有する試料においては
、所定の時間が、平均的試料におけるプラトー値の４分の１、３分の１、半分のような任
意の画分に選択された参照配列を増幅する際に要する平均時間として選択される場合もあ
る。
【００５２】
　第一段階増幅反応が閉ループ制御の下である場合、第二段階の反応が開始される、第一
段階の反応パラメータ値は種々の方法で選択される。一態様では、図１Ａ及び図１Ｂに示
したように、値が、ベースラインシグナルレベル、バックグラウンドノイズの関数として
、又は反応混合物における一つ以上の増幅産物の蓄積を表わす関数の特性として決定され
る。図１Ａにおいて、増幅産物特異的プローブによって生成された、識別可能な波長にお
いて蛍光を発する蛍光色素を有するモレキュラービーコン等の、二つの異なる蛍光シグナ
ルによって測定されたように、曲線（１０００）及び（１００２）は、例えば、それぞれ
参照配列及び標的ポリヌクレオチドの蓄積された増幅産物を表す。通常、当該曲線は図示
したようにシグモイドであり、それぞれは、ノイズレベル又はベースラインシグナル（１
００４）より低い、弱い正の勾配の領域、強い正の勾配の対数直線領域（１０１０）、及
び反応物が消費され、及び／又は蓄積した副生成物を妨害する反応の段階に対応する、弱
い正の勾配のプラトー領域（１０１２）を有する。本発明の一態様では、標的増幅産物の
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曲線（１００２）が、ベースラインシグナル（１００４）の関数である所定のレベル（１
００６）に達するか、又はこれを超えるときに、第二段階の反応が開始される。別の態様
では、標的増幅産物の曲線（１００２）及び参照配列の曲線（１０００）の両方が所定の
レベル（１００６）に達するか、又はこれを超えるときに、第二段階の反応が開始される
。所定のレベル（１００６）の選択は、当業者にとって通常の設計上の選択であり、第一
段階の反応において増幅される標的と密接に関連する配列の可能性（即ち、アッセイにお
ける特異性の欠如）、試料の質、ベースラインシグナル値に寄与する範囲、反応に使用さ
れる増幅のタイプ、使用したシグナル検出系等の、種々の因子により決まる。一態様では
、所定のレベル（１００６）がベースラインシグナル値（１００４）の倍数となる。具体
例として、所定のレベル（１００６）は、ベースラインシグナル値の１．５～２５倍の範
囲で選択される。別の態様では、所定のレベル（１００６）が、ベースラインシグナル値
の１．５倍、又はベースラインシグナル値の２倍、又はベースラインシグナル値の３倍、
又はベースラインシグナル値の５倍、又はベースラインシグナル値の１０倍となる。ベー
スラインシグナル値は、例えば、増幅反応の開始近くにおける、所定のサイクル数又は所
定の時間間隔の蛍光測定値の平均のような関数となる場合もある。蛍光測定値は、モニタ
リング中の増幅産物によって生成される蛍光シグナルと同じチャネルからのシグナルの測
定値となる場合もあれば、これらの測定値を含む場合もある。一態様では、ベースライン
シグナル値が、少なくとも一つの増幅産物の成長曲線について測定した、初期の、１０、
又は２５、又は５０又は１００光学シグナル値の関数となる。一態様では、当該関数が、
初期光学シグナル値の算術的平均となる。好ましくは、所定のレベル（１００６）が、そ
れぞれの対数直線領域（１０１０）中の曲線（１００２）及び／又は曲線（１０００）を
横切る。増幅産物は、光学シグナルを生成する種々の標識（蛍光指示薬、比色標識、化学
発光標識、電気化学発光標識等を含むが、これらに限定されない）を使用して同定及び／
又は測定することができる。
【００５３】
　別の態様では、第二段階の反応が開始される際の反応パラメータの値が、図１Ｂに図示
するような、増幅反応における蓄積された増幅産物とサイクル数又は時間の関係を描く曲
線（本明細書では「増幅産物成長曲線」と称する）の特性によって決定される場合がある
。図１Ａに示す通り、曲線（１０１３）及び曲線（１０１５）は、それぞれ参照配列及び
標的ポリヌクレオチドに対応する増幅産物の蓄積を描く。各ポイントにおける何れの曲線
も正の勾配を有するが、勾配の大きさは反応の初期から末期にかけて変化し、初期には勾
配が平らで、対数直線領域では急勾配になり、プラトー領域では再び平らになる。当該曲
線について導関数をとる場合、時間又はサイクル値（１０１９）において最大を有する、
凡その対称的な関数（１０１８）が生成される。値（１０１９）は、曲線（１０１５）の
第一導関数の基礎である。曲線（１０１５）の勾配の上昇が停止し、減少が開始する際の
ポイント（１０１４）に対応する値（１０１９）、即ち、それが、第二段階の反応を開始
するためのシグナル値（１０２２）を決定するための曲線（１０１５）の魅力的な特性と
する、対数直線領域のほぼ真ん中に位置する変曲点である。別の態様では、曲線（１０２
１）によって表わされる別のほぼ対照的な関数を生成するように、曲線（１０１５）の第
二導関数が決定される場合もある。曲線（１０２１）の基礎は、第二段階の反応を開始す
るためのシグナル値、例えば、（１０２３）を決定するための別の候補特性を提供する。
増幅産物の蓄積を表わす、曲線（１０１５）の当該特性に対応するシグナル値の決定は、
本明細書に参考文献として組み入れられる、米国特許第６，７８３，９３４号（ＭｃＭｉ
ｌｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．）に開示されている。前述の通り、「増幅産物成長曲線」という
用語は、反応混合物における増幅産物の蓄積を表わす、サイクル数又は時間の関数として
、又は、関連するパラメータ、例えば、非温度制御増幅反応等における温度の関数として
、曲線（１０００）、（１００２）、（１０１３）又は（１０１５）等の曲線を意味する
。増幅産物成長曲線の第一又は第二関数等の特性は、曲線が集められて作成されたデータ
等のアッセイの間に繰り返して計算されることが理解される。又、上記アッセイのリアル
タイムな性質のために、増幅産物の成長曲線の特定の特性を遡及的にのみ決定することが
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できることが理解される。従って、如何なる場合でも、第二段階増幅反応をいつ開始すべ
きかを決定する上で、当該特性は適切ではない。第二段階増幅反応を開始する時を決定す
るための増幅産物の成長曲線の適切な特性の選択は、当業者にとって通常の設計上の選択
である。
【００５４】
　本発明の一態様では、所定の値に達するか、又はこれを超える反応パラメータに相当す
る光信号を検出することによって、第二段階の反応の開始の閉ループ制御が実施される。
好ましくは、反応パラメータは増幅産物の濃度であり、通常、増幅産物は標的ポリヌクレ
オチドに相当する。種々の蛍光シグナル生成スキームは、増幅反応物中に、増幅産物濃度
に単調に関連する蛍光シグナルを生成することができる。当該蛍光シグナル生成スキーム
には、前記で引用された引用文献に開示されている、モレキュラービーコン、ＳＹＢＲグ
リーン、タックマンプローブ、ＡｍｐｌｉｆｌｕｏｒＴＭプライマー、「スコーピオン」
プライマー等のインターカレーティング色素が含まれるが、これらに限定されない。増幅
産物の濃度等の反応パラメータによって生成される光信号をベースとした、当該閉ループ
制御を実施するために、種々の計装系を使用することができる。以下に更に詳細に開示さ
れている通り、一態様では、米国特許第６，３６９，８９３号（Ｃｈｒｉｓｔｅｌ　ｅｔ
　ａｌ．）に開示されている、マルチチャネル光検出系が、当該測定に適している。本発
明に適用可能な当該系の概略を図１Ｃに示す。Ｃｈｒｉｓｔｅｌ等は、反応チャンバー（
１０７０）内で反応混合物を照射するための発光ダイオードＬＥＤ（１０５０）～（１０
５６）を提供する。ＬＥＤ（１０５０）～（１０５６）によって励起された蛍光は、検出
される光の波長を限定する帯域通過フィルターとそれぞれ一般的に作動的に関連する検出
器（１０６０）～（１０６６）によって収集される。ＬＥＤ（１０５０）～（１０５６）
の励起ビームは同じである場合もあれば、異なる場合もある。一態様では、各検出器（１
０６０）～（１０６６）が複数の蛍光色素の一つのみからの蛍光を主に収集するように、
帯域通過フィルターが複数のスペクトル分解可能な蛍光色素によって放射される蛍光を選
択的に通すために選択される。本発明において使用するために、１対のＬＥＤ検出器、例
えば（１０５２）及び（１０６２）は標的ポリヌクレオチドに対応する増幅産物からの蛍
光シグナルを検出するために割り当てられ、１対のＬＥＤ検出器、例えば（１０５６）及
び（１０６６）は参照配列に対応する増幅産物からの蛍光シグナルを検出するために割り
当てられる。
【００５５】
　検出系の全ての構成部品及び流体的に閉じた反応系（１０８６）の制御は、マイクロプ
ロセッサ（１０８０）によって制御される。検出器（１０６０）～（１０６６）によって
集められた光信号は、従来の光学によって処理され、電気信号に変換され、従来の前置増
幅及び条件付け（１０８２）の後に、保存及び／又はマイクロプロセッサ（１０８０）に
よる更なる処理のためにデジタル化される。本発明の一態様では、マイクロプロセッサ（
１０８０）が、検出器（１０６２）等の１個の検出器によって集められるシグナル値を連
続してモニタリングするようにプログラムされている。値が所定のレベルに達するか、又
はこれを超えると、マイクロプロセッサ（１０８０）は、第二段階増幅反応を開始するた
めに、流体的に閉じた反応系（１０８６）の構成部品を作動させる一連のコマンドを有す
る制御装置（１０８４）を供給するためのサブルーチンを開始する。マイクロプロセッサ
（１０８０）は又、制御装置を介して反応チャンバーの温度を変更及び／又は調整する。
温度制御は、好ましくは、その開示が本明細書に参考文献として組み入れられる、米国特
許第６，５６５，８１５号及び米国特許第６，３９１，５４１号（Ｃｈａｎｇ　ｅｔ　ａ
ｌ．）に教示されるように、抵抗性加熱エレメント及び冷却ファンを有する一つ以上の加
熱板を使用して達成される。閉ループ制御を使用する実施形態では、マイクロプロセッサ
（１０８０）は、所定のレベルと比較することができるように、所定の間隔で、図１Ｂの
（１０１３）又は（１０１５）等の曲線の特性値を計算することができる。計算された値
が所定のレベルに達するか、又はこれを超えると、マイクロプロセッサ（１０８０）は、
前述の通り、第二段階増幅反応を開始するためのサブルーチンを開始する。



(30) JP 2014-64591 A 2014.4.17

10

20

30

40

50

【００５６】
　前述の通り、コンピュータは、好ましくは、第二段階の反応を開始する方法の工程を実
施する。一態様では、コンピュータが、処理装置、記憶装置、入出力装置、及びそれらの
間の情報を伝達するための、関連するアドレス／データバス構造を含む。処理装置は、方
法の特定の作業を処理するための、ＲＩＳＣ及びＣＩＳＣプロセッサ、組み込まれたファ
ームウェアを使用した専用のマイクロプロセッサ、又はカスタマイズされたデジタル信号
処理回路（ＤＳＰ）を含む、適切なオペレーティング系によって駆動する、従来のマイク
ロプロセッサとなる場合もある。記憶装置はマイクロプロセッサ内にあり、即ち、レベル
１キャッシュ、高速Ｓ－ＲＡＭ、レベル２キャッシュ、Ｄ－ＲＡＭ、又は光学又は磁気デ
ィスクである。入出力装置は、コンピュータとユーザーとの間に情報を伝達することので
きる任意の装置、例えば、キーボード、マウス、ネットワークカード等となる場合もある
。アドレス／データバスは、ＰＣＩバス、ＮＵバス、ＩＳＡ、又はその他の任意のバス構
造となる場合もある。コンピュータが本発明の方法を実施する場合、前述の方法の工程は
、コンピュータ読み取り可能な製品に保存されたプログラムにおいて、又はコンピュータ
読み取り可能な製品にて具体化することができる。又、当該コンピュータ読み取り可能な
製品には、グラフィカルユーザーインターフェース用のプログラム、及び電気泳動系又は
データ収集装置にて設定を変更するプログラムが含まれる場合もある。一態様では、本発
明が、選択された流体的に閉じた反応系において、図１Ｃに開示される作業を制御するア
ルゴリズム及びコンピュータ読み取り可能な製品を提供する。
【００５７】
　本発明の一態様では、コンピュータ読み取り可能な製品が、流体的に閉じた反応系にお
けるネステッド増幅反応の性能を制御するコンピュータによる実行用のプログラムを含む
。一態様では、当該プログラムが、以下の命令を含む場合がある：（ａ）第一段階増幅反
応からの光信号（前記光信号は第一段階の増幅産物の濃度と単調に関連し、前記光信号が
直近の値を有する）の値を読み取る命令；（ｂ）前記光信号の値からベースライン信号を
決定する命令；（ｃ）前記光信号の値から所定のレベルを計算する命令；（ｄ）所定の値
を光信号の直近の値と比較する命令；（ｅ）前記光信号の直近の値が所定のレベル以上で
あるときにはいつでも、第二段階増幅反応を開始する命令；及び（ｆ）第二段階の反応が
開始するまで、命令（ｄ）及び（ｅ）を繰り返す命令。本明細書で使用されるように、光
信号に関する「直近の値」とは、増幅反応をモニタリングする検出系による光信号の直近
の測定に対応する値を意味する。言い換えると、前記値は、増幅反応の間に生成されるよ
うな増幅産物成長曲線の直近の値である。
【００５８】
　本発明の別の態様では、コンピュータ読み取り可能な製品が、流体的に閉じた反応系に
おけるネステッド増幅反応の性能を制御するコンピュータによる実行用のプログラムを含
む。一態様では、当該プログラムが、以下の命令を含む場合がある：（ａ）第一段階増幅
反応からの光信号（前記光信号は第一段階の増幅産物の濃度と関連する）の値を読み取る
命令；（ｂ）閾値交差が発生したかどうかを光信号の値から決定する命令；及び（ｃ）閾
値交差が発生したときに、第二段階増幅反応を開始する命令。
【００５９】
　ネステッドＰＣＲは、例えば、第一段階及び第二段階の両方の反応がリアルタイムＰＣ
Ｒである場合に、前記装置で使用するのに適している。具体例として、第一段階増幅反応
は、その強度が増幅産物と単調に関連する蛍光シグナルを精製するためにＡｍｐｌｉｆｌ
ｕｏｒＴＭヘアピンプライマーが使用されるリアルタイムＰＣＲであり得る（例えば、Ｗ
ｈｉｔｃｏｍｂｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１７：
８０４－８０８（１９９９））。第二段階増幅反応は、同一の、又は異なった標識スキー
ムを使用することができる。即ち、ＡｍｐｌｉｆｌｕｏｒＴＭヘアピンプライマーは、蛍
光色素分子－消光剤対が極めて接近するように維持し、その結果、蛍光色素分子からの如
何なる蛍光シグナルも消光される従来のプライマー、及び標的結合部分の５’末端におけ
るヘアピン部分と同様に選択される、標的結合部分を有する。ＰＣＲの逆伸長工程の間、
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逆の鎖がそれを通じて標的ポリヌクレオチドの末端に伸長し、それによって、蛍光シグナ
ルが生成されるように消光剤が蛍光色素分子の近くから離れ、ヘアピンの二重鎖領域は移
動する。二重鎖ＤＮＡ生成物が蓄積するにつれて、反応混合物からの蛍光シグナルは増加
する。蛍光シグナルの強度が、例えばベースラインの３倍等の所定のレベルに達した又は
超えたときに、ＰＣＲは停止し、反応混合物の有効部分が単離され、その後、それは第二
段階の反応物と混合される。第一反応混合物（及び第一増幅産物の部分）の有効部分を除
去し、それを、別の第二反応における増幅のための試料又は検体として処理することによ
って、伸長されたＡｍｐｌｉｆｌｕｏｒＴＭプライマーからの蛍光等の第一反応成分から
の障害が実質的に取り除かれる。
【００６０】
　又、反応パラメータに関連して生成された信号が所定のレベルに達した又はこれを超え
た後に第二段階のＮＡＳＢＡが開始するように、ネステッドＮＡＳＢＡ反応を実施するこ
とができる。ＮＡＳＢＡ反応は、９０～１２０分間に１０９～１０１２の範囲の因数によ
る所望の標的配列の増幅を生成し得る従来の条件下における、二つのオリゴヌクレオチド
プライマーを使用した、同時の逆転写酵素（通常、鳥骨髄芽球症ウイルス（ＡＭＶ）逆転
写酵素）、ＲＮアーゼＨ、及びＲＮＡポリメラーゼ（通常、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ）
の活性に基づく。ＮＡＳＢＡ反応では、核酸が一本鎖で、プライマー結合部位を有する場
合にのみ、増幅反応の鋳型となる。ＮＡＳＢＡは等温性（通常、前記酵素を使用して４１
℃で実施される）であり、試料調製工程において二重鎖ＤＮＡの変性が防止される場合、
一本鎖ＲＮＡの特異的増幅が達成される。即ち、ＲＴ－ＰＣＲ等のその他の技法と比較し
て、複合体ゲノムＤＮＡによって引き起こされる擬陽性の結果を得ることなく、二重鎖Ｄ
ＮＡバックグラウンド中での一本鎖ＲＮＡ標的の検出が可能である。モレキュラービーコ
ン等の反応と適合性のある蛍光指示薬を使用することにより、ＮＡＳＢＡを、増幅産物の
リアルタイム検出によって実施することができる。モレキュラービーコンは、一方の末端
に蛍光標識を有し、他方の末端に消光剤を有する、例えば、Ｔｙａｇｉ　ａｎｄ　Ｋｒａ
ｍｅｒ（前記で引用）に開示されるような、５’－フルオレセイン及び３’－（４－（ジ
メチルアミノ）フェニル）アゾ）安息香酸（即ち、３’－ＤＡＢＣＹＬ）を有する、ステ
ムアンドループ構造のオリゴヌクレオチドである。モレキュラービーコンが反応温度、例
えば４１℃で標的配列と安定したハイブリッドを形成することができるように、６個のヌ
クレオチド、例えば、４個のＧ又はＣ及び２個のＡ又はＴ、及び約２０個のヌクレオチド
の標的特異的ループの相補的なステム構造を有する場合もある。一般的なＮＡＳＢＡ反応
混合物は、３０％ＤＭＳＯ中の、８０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ［ｐＨ　８．５］、２４ｍ
Ｍ　ＭｇＣｌ２、１４０ｍＭ　ＫＣｌ、１．０ｍＭ　ＤＴＴ、２．０ｍＭの各ｄＮＴＰ、
４．０ｍＭの各ＡＴＰ、ＵＴＰ及びＣＴＰ、３．０ｍＭのＧＴＰ及び１．０ｍＭ　ＩＴＰ
である。プライマーの濃度は０．１μＭであり、モレキュラービーコンの濃度は４０ｎＭ
である。酵素混合物は、３７５ソルビトール、２．１μｇのＢＳＡ、０．０８ＵのＲＮア
ーゼＨ、３２ＵのＴ７　ＲＮＡポリメラーゼ、及び６．４ＵのＡＭＶ逆転写酵素である。
反応混合物は、５μＬの試料、１０μＬのＮＡＳＢＡ反応混合物、及び５μＬの酵素混合
物であり、合計反応容積は２０μＬである。リアルタイムＮＡＳＢＡ反応を実施するため
の更なるガイダンスが、本明細書に参考文献として組み入れられる、以下の参考文献、即
ち、Ｐｏｌｓｔｒａ　ｅｔ　ａｌ．，ＢＭＣ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ
，２：１８（２００２）；Ｌｅｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ，２６：２１５０－２１５５（１９９８）；Ｇｕｌｌｉｋｓｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，７６：９－１４（２００４）；Ｗｅｕｓｔｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，３０（６）ｅ２６（２００２
）；Ｄｅｉｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，２０：１６３－１
７９（２００２）に開示されている。ネステッドＮＡＳＢＡ反応はネステッドＰＣＲと同
様に実施される。即ち、第一ＮＡＳＢＡ反応の増幅産物が、その少なくとも一つが第一増
幅産物の内部に結合する、プライマーの新規なセットを使用して第二ＮＡＳＢＡ反応の試
料になる。
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【００６１】
　前述の通り、一態様では、本発明が、流体的に閉じた反応系において、一つ以上の増幅
反応により連続して逆転写酵素反応を実施する方法を提供する。一実施形態では、細胞又
は組織試料から抽出された、選択されたｍＲＮＡ等の一つ以上のＲＮＡが、以下のように
して増幅される場合がある：（ｉ）第一反応混合物中で逆転写酵素を使用して、一つ以上
のＲＮＡ配列を流体的に閉じた反応系において転写して、一つ以上の相補的な一本鎖ＤＮ
Ａ配列を形成し；（ｉｉ）流体的に閉じた反応系において第一反応混合物の第一有効部分
を単離し；及び（ｉｉｉ）第二反応混合物中の第一段階増幅試薬（第一段階増幅試薬には
、相補的な一本鎖ＤＮＡ配列のそれぞれに対する開始プライマーが含まれる）を使用して
、第一有効部分中の一つ以上の相補的な一本鎖ＤＮＡを流体的に閉じた反応系において増
幅して、一つ以上の第一増幅産物を形成する。転写工程は、従来の逆転写反応を使用して
実施され、その成分、即ち逆転写酵素試薬は、例えば、Ａｍｂｉｏｎから容易に購入する
ことができる。大まかに言えば、前記実施形態では、逆転写反応が、前述のようなネステ
ッドＰＣＲにおける第一段階増幅反応とほぼ同様に処理される。即ち、逆転写酵素反応混
合物の有効部分（「第一有効部分」）を、好ましくは、当該部分を反応チャンバー内に残
し、混合物の残部を捨てることによって単離する。前記実施形態では、次の増幅反応によ
って検出され得る相補的な一本鎖ＤＮＡの十分な量を前記部分が含むことを、当該第一有
効部分が意味する。従って、上記の有効部分についての定義は、前記実施形態の第一有効
部分にも適用できる。前述の通り、上記の第二段階の反応の後に第三段階のネステッド増
幅が続く場合もある。前記方法の前記態様は、以下の追加の工程によって実施される：（
ｉ）流体的に閉じた反応系において前記第二反応混合物の第二有効部分を単離し；及び（
ｉｉ）第三反応混合物中で第二段階増幅試薬（前記第二段階増幅試薬には、一つ以上の第
一各増幅産物それぞれの少なくとも一つの第二プライマーが含まれる）を使用して、前記
第二有効部分中の一つ以上の第一増幅産物を前記流体的に閉じた反応系において増幅して
、一つ以上の第二増幅産物を形成し、各第二プライマーが当該第一増幅産物の前記開始プ
ライマーに比例して当該第一増幅産物中でネスト化されるようにする。好ましくは、本発
明の上記態様は、流体的に閉じた反応系においてＲＴ－ｎＰＣＲとして実施される。
【００６２】
　本発明の方法を実施するための系
　本発明の方法は、試薬を隔離し、試薬を移動し、及び反応生成物を反応系へ出入りさせ
、温度を制御し及び反応生成物を検出するための種々の工学的方法に基づく、種々の系及
び装置によって実施することができる。系の選択は、試料又は検体の有効性、試料又は検
体の形態、試料又は検体により引き起こされる危険又は感染力、可搬性の要求性、使用さ
れる増幅反応の性質等を含むが、これらに限定されない多くの要因によって決まる。本発
明の方法を実施するために使用することのできる具体的な系には、米国特許第６，３６９
，８９３号（Ｃｈｒｉｓｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．）及び米国特許第６，３７４，６８４号（
Ｄｏｒｉｔｙ）に開示されるような、マイクロプロセッサ制御の下で、回転バルブ及びピ
ストン方の流体ポンプを使用する、流体的に閉じた反応系；米国特許第５，２２９，２９
７号（Ｓｃｈｎｉｐｅｌｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．）；及びＦｉｎｄｌａｙ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，３９：１９２７－１９３３（１９９３）に開示されるような、試
料、反応物及び生成物を、反応チャンバー及び検出装置を通じて機械的に駆動するための
柔軟な試薬レザバを有する、閉鎖された使い捨てのキュベット；以下の参考文献、即ちＳ
ｈｏｊｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，４１：
２１－３４（１９９３）及びＪ．Ｍｉｃｒｏｍｅｃｈ．Ｍｉｃｒｏｅｎｇ．，４：１５７
－１７１（１９９４）；ＭｃＣｏｒｍｉｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，６
９：２６２６－２６３０（１９９７）；Ｃｈｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｏｐｉｃｓ　Ｃｕ
ｒｒ．Ｃｈｅｍ．，１９４：２１５－２３１（１９９８）；米国特許第６，６６３，８３
３号（Ｓｔａｖｅ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第５，７１４，３８０号（Ｎｅｒｉ　ｅｔ
　ａｌ．）；米国特許第５，５８９，１３６号（Ｎｏｒｔｈｒｕｐ　ｅｔ　ａｌ．）等に
定義され、更に開示されるような、微小流体デバイスが含まれる。当該系は、制御された
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様式で、容器と反応チャンバーとの間で、反応物、試料及び反応生成物を流体移動するこ
とができる。即ち、当該系は、直接的に液体－原動力の下、容器中で試薬、試料、反応生
成物等を移動する。液体－原動力には、多くの種類のポンプ又は圧縮ガス容器、電気運動
ポンプ等によって生成される圧力差が含まれる。
【００６３】
　一態様では、本発明の方法が、回転バルブ、反応物及び廃棄物レザバの操作の詳細設計
及び方法、及びＤｏｒｉｔｙ（前記で引用）に一般的に開示される反応チャンバーによっ
て都合よく実施される場合がある。別の態様では、増幅生成物のリアルタイムモニタリン
グが望まれる場合に、Ｃｈｒｉｓｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（前記で引用）に開示される温度
制御装置及び蛍光光度計を有する装置が都合よく使用される。下記に更に詳細に開示され
るように、Ｃｈｒｉｓｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．の装置は、更に、Ｄｏｒｉｔｙの流体的に閉
じた反応系において第二段階の反応の開始の閉ループ制御をもたらすために使用すること
ができる。
【００６４】
　図２Ａ～２Ｉには、第二増幅反応の試料として使用する第一反応混合物の有効部分を反
応チャンバーに残すために反応チャンバーの部分排出を可能にする、Ｄｏｒｉｔｙ（前記
で引用）に開示される一般的な設計手法に従った装置の動作を図示する。部分排出は、ピ
ストンタイプのポンプによって置換される容積を電子的に制御することによって達成され
る。又、後述するように、反応チャンバーの部分排出は、チャンバー内の「デッドボリュ
ーム」が有効部分を限定し、使用されるピストンタイプのポンプの完全なストロークを可
能にする、反応チャンバーの代替え的な設計により受動的に実施することもできる。
【００６５】
　図２Ａは、ピストンタイプのポンプ（２００６）と作動上関係がある、内部チャンバー
（２００４）を有する回転バルブ（２００２）を含む筐体（２０００）を示す。ポンプ（
２００６）のピストン（２０５６）の上り行程はチャンバー（２００４）を加圧し、容器
と接続し得る、引き込み口を通じて液体内容物を封入する。同様に、ポンプ（２００６）
のピストン（２０５６）の下り行程はチャンバー（２００４）を加圧し、開放し、容器と
接続し得る引き込み口を通じて液体をくみ上げる。当該ポンプ－回転バルブ装置の操作、
試料調製のためのチャンバー（２００４）の使用及び構成の更なる記述は、この目的のた
めに本明細書に参考文献として組み入れられる、Ｄｏｒｉｔｙ（前記で引用）によっても
たらされる。回転バルブ（２００２）は種々の引き込み口、例えば、（２０５０）及び（
２０５２）、及び、当該引き込み口が当該容器又は反応チャンバー（２０４２）に通過す
るための対応する引き込み口に配列するときにはいつでも、チャンバー（２００４）を種
々の容器（下記で更に詳細に記述する）又は反応チャンバー（２０４２）と流体連絡する
ことを可能にする、関連する流路（２００８）及び（２０１２）を有する。前記の例示的
実施形態では、チャンバー（２００４）が筐体（２０００）中に配置され、容器等への流
路の引き込み口と流体連絡されて配置されるように、当該関連流路の縦軸が、回転バルブ
（２００２）の軸に対して垂直をなす一つ又は二つの平面（点線（２０４８）及び（２０
４９）で示す）内の回転バルブ（２００２）中に放射状に配置されている。回転バルブ（
２００２）には更に、バルブの一つの面における引き込み口が、筐体（２０００）の引き
込み口と流体連絡するように配置されることを可能にし、回転バルブ（２００２）の他方
の面と並んだ接続流路（２０１０）が含まれる。当該接続流路（２０１０）は内部チャン
バー（２００４）とは流体連絡されていない。図２Ａに示す通り、当該接続流路（２０２
０）が流路（２０４４）及び（２０１６）の引き込み口と一体になった（２０４６）と並
ぶときには、流路（２０４４）及び（２０１６）は流体連絡される。同様に、当該接続流
路（２０２０）が流路（２０４０）及び（２０３６）の引き込み口と一体になった（２０
３８）と並ぶときには、流路（２０４０）及び（２０３６）は流体連絡される。図２Ａ～
２Ｉ及び３Ａ～３Ｉの両方において、筐体（２０００）内のクロスハッチングされた流路
及び容器回転バルブ（２００２）のポンプに近い面にあるが、ハッチングされていない流
路及び容器はポンプから遠い面にある。前述の通り、回転バルブ（２００２）は、内部チ
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ャンバー（２００４）を、種々の容器及び流路によって接続された反応チャンバー（２０
４２）と流体連絡して配置し、回転バルブ（２００２）がその中で回転する筐体（２００
０）のシート中に引き込み口を有する。この実施例においては、当該容器に、（ｉ）流路
（２０１６）によって回転バルブ（２００２）と流体連絡することができる第一段階増幅
試薬を含む容器（２０１４）；（ｉｉ）流路（２０２０）によって回転バルブ（２００２
）と流体連絡することができる、例えば、細胞性試料の表面膜を破壊するための溶解試薬
を含む容器（２０１８）；（ｉｉｉ）流路（２０２４）によって回転バルブ（２００２）
と流体連絡することができる、試料又は検体材料を含む容器（２０２２）；（ｉｖ）流路
（２０２８）によって回転バルブ（２００２）と流体連絡することができる、洗浄試薬を
含む容器（２０２６）；（ｖ）流路（２０３２）によって回転バルブ（２００２）と流体
連絡することができる、廃棄物レザバ（２０３０）；及び（ｖｉ）流路（２０３６）によ
って回転バルブと流体連絡することができる、第二段階増幅試薬を含む容器（２０３４）
が含まれる。
【００６６】
　図２Ｂ～２Ｈは、流体的に閉じた条件下で二段階増幅反応を実施するための図２Ａの装
置の動作を示す。又、回転バルブ（２００２）の特定の実施形態がどのように作動するか
を教示するため、図２Ｂ～２Ｈのそれぞれにおいて、番号を振った３２の領域に分けて、
回転バルブ（２００２）が図示されている。回転バルブ（２００２）の番号の振られた各
領域に隣接して、番号の振られた筐体（２０００）のシートに対応する位置がある。番号
３２は、とりわけ容器及びチャンバーの複合系における相互接続を供給するための回転バ
ルブ（２００２）の能力を反映する、単に設計上の選択である。図２Ｂに示すように、回
転バルブ（２００２）の開始位置で、２組のセットについての各領域における互いに隣接
する番号は同じである。回転バルブ（２００２）上の特定の番号（内側の番号）に丸をつ
け（１、５、１４、２８）、回転バルブ（２００２）の外側に隣接する特定の番号（外側
の番号）に丸を付けた（１、６、８、２１、３０、３１）。丸は、種々の容器及びチャン
バーへの引き込み口が位置する領域を示す。内部に影を付けた丸、例えば、５、６及び８
は、引き込み口が回転バルブ（２００２）の「ポンプに近い」面（２０４９）に位置する
ことを示し、内部に影のない丸、例えば、１、２１、３０、３１は、引き込み口が回転バ
ルブ（２００２）の「ポンプから遠い」面（２０４８）に位置することを示す。それぞれ
、小さな斑点で覆われた内部を有する領域１４及び２８における円（２１２６）及び（２
１２４）は、接続流路（２０１０）を示す。図２Ｂにおいては、試料調製工程を実施する
ことのできる試料レザバ（２０２２）が内部チャンバー（２００４）と流体連絡するよう
に、回転バルブ（２００２）は、バルブの引き込み口１（２１０８）が筐体（２０００）
の引き込み口１と並ぶ開始位置にあるように見える。ポンプ（２００６）の下り行程によ
って、試料は、流路（２０２４）、引き込み口（２１０６）及び（２１０８）、及び内部
チャンバー（２１０４）を満たすための流路（２０１２）によって規定される経路を通じ
て引き込まれる。洗浄工程は、図２Ｃ及び２Ｄに示す通りに実施される場合もある。要約
すると、図２Ｃにおいて、ピストン（２０５６）の下り行程によって、容器（２０２６）
内の洗浄溶液が内部チャンバー（２００４）に引き込まれるように（２２００（及び２２
０４））、筐体（２０００）の引き込み口６（２１１０）が領域５における引き込み口（
２１２８）と並ぶように、回転バルブ（２００２）が回転する。引き込み口５（２１２８
）が、内部チャンバー（２００４）と廃棄物レザバ（２０３０）との間が流体連絡するの
を可能とする筐体（２０００）の引き込み口８と並ぶように回転バルブ（２００２）を回
転させることによって、ピストン（２０５６）の上り行程で内部チャンバー（２００４）
内の洗浄溶液が廃棄物レザバ（２０３０）に排出される場合がある（２２０２）。前記プ
ロセスは、必要に応じて繰り返される場合もある。
【００６７】
　無傷細胞を含む試料については、細胞表面膜を溶解するための試薬が内部チャンバー（
２００４）に加えられ、必要に応じて洗浄される溶解物が生成する。図２Ｄにおいては、
回転バルブ（２００２）が回転して、バルブの引き込み口１（２１０８）が筐体（２００
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０）の引き込み口３１（２１１４）と並び、これによって、内部チャンバー（２００４）
が容器（２０１８）と流体連絡される。ピストン（２０５６）の下り行程は、溶解試薬を
容器（２０１８）から内部チャンバー（２３０２）に引き込む（２３００）。溶解試薬中
でのインキュベーション後、試料は、場合よって、前述の通り追加洗浄される場合もある
。インキュベーション後、又はインキュベーション及び追加洗浄後、内部チャンバー（２
００４）中の溶解物が、ピストン（２０５６）の上り行程により、引き込み口１及び３０
、及び流路２０１６を通じて、第一段階増幅試薬と混合される、容器（２０１４）に封入
されるように、引き込み口１（２１０８）が、筐体（２０００）の流路（２０１６）と並
ぶように（領域３０において）、回転バルブ（２００２）を回転させる。一つが回転バル
ブ（２００２）のポンプに近い面（図２Ａにおける２０４９）にあり、他方がポンプから
遠い面（図２Ａにおける２０４８）にあるように、引き込み口１及び流路（２０４４）の
引き込み口の間は流体連絡されていないため、流路（２０４４）中には流れがない。試料
材料と第一段階増幅試薬とを混合した後、混合物を反応チャンバー（２０４２）に移す。
図２Ｆに示す通り、引き込み口５が、反応チャンバー（２０４２）と流体連絡されている
流路（２０４０）の引き込み口と並び、接続流路１４（２１２６）が領域３０（２１１２
）の流路（２０１６）及び（２０４４）の引き込み口と並ぶように、回転バルブ（２００
２）を回すことによってこれが達成される場合もある。ピストン（２０５６）の下り行程
によって、反応混合物が容器（２０１４）から流路（２０１６）、接続流路１４、及び流
路（２０４４）を通じて、Ｃｈｒｉｓｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（前記で引用）によって教示
されるような、光学モニタリングを使用したリアルタイムＰＣＲ等の、第一段階増幅反応
が実施される反応チャンバー（２０４２）内に引き込まれる（２５００）。別の実施形態
によれば、第一反応物レザバ（２０１４）が必要でなく、試料材料が反応チャンバーに流
体的に移動され、それが第一段階増幅試薬と混合され、第一反応混合物を形成するように
、第一段階増幅試薬が反応チャンバー（２０４２）内に簡単に配置されている。
【００６８】
　第一段階増幅反応は反応チャンバー内で実施され、第一増幅産物を生成する。第一段階
増幅反応が停止し、（任意に）ピストン（２０５６）を廃棄物レザバ（２０３０）に排出
することによって回転バルブ（２００２）の近くにもたらした後、ピストン（２０５６）
の部分的な下り行程によってチャンバー（２０４２）から反応混合物のバルクを除去する
。ここで、反応チャンバー（２０４２）中に残された反応混合物の量（２６００）は、コ
ンピュータ制御によるピストン（２０５６）の上り行程を実施することによって予め決め
られる。残される量は、多段階反応の次の段階を実施するために効率的に選択される；従
って、特定の実施形態における実際の容積は、決定するために通常の実験が必要になる場
合がある。当該部分除去の後、図２Ｈに示すように、引き込み口５（２１２８）が流路（
２０４４）の引き込み口と並び、領域２１（２５０４）において接続流路が流路（２０４
０）及び（２０３６）の引き込み口と並ぶように、回転バルブ（２００２）を回転させる
。この配列によって、流路（２０３６）、接続流路２８（２１２４）、流路（２０４０）
、反応チャンバー（２０４２）、及び流路（２０４４）に沿って、第二段階増幅試薬を含
む容器（２０３４）と内部チャンバー（２００４）とが流体連絡される。ピストン（２０
５６）の下り行程により、第二段階増幅試薬が容器（２０３４）から反応チャンバー（２
０４２）に引き込まれ（２７００）、試料として供給された有効部分（２６００）におけ
る増幅産物を使用して、第二段階増幅反応が実施される。
【００６９】
　図３Ａに示すように、第二段階増幅反応（及びその結果、有効部分）のために反応チャ
ンバー（２０４２）内に保持された反応混合物の容積を決定するための部分的なポンプの
行程を使用する代わりの方法として、容積は、所定のサイズの「デッドボリューム」を含
む反応チャンバー（２０４２）を使用することによって、受動的に制御することができる
。これは、流路（２０４０）を通じて排出されるときにはいつでも、反応混合物の一部（
２８０４）が、反応チャンバー（２０４２）の底（２８０５）におけるチャンバー（２０
４２）内に残留するように、流路（２０４０）の反応チャンバー引き込み口を、反応チャ
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ンバー（２０４２）の壁に沿って「より高く」移動することによって達成することができ
る。かかる受動的な制御は、信頼性が必要であり、電気部品又はソフトウェア障害による
破壊のために低耐性である用途において特に好ましい。一態様では、本発明が、第二段階
増幅反応の試料として供給する反応混合物の有効部分を収集するデッドボリュームを有す
る反応チャンバー（２０４２）を提供する。又、流路（２０４０）の設計を変更する代わ
りに、図３Ｂに示すように、擁壁（２８５２）等の保持部材が反応チャンバーに追加され
る場合もある。前記実施形態では、流路（２０４０）を通じた反応混合物の排水により液
体レベル（２８５０）が低下するように、容積（２８５８）が反応チャンバー内に保持さ
れる（本明細書では「保持容積」と称する）。保持部材（２８５２）により保持されない
流体は、保持部材（２８５２）により保持されたものを除き、チャンバー内に実質的に流
体が残らなくなるまで、流路（２０４０）を通じて反応チャンバーから廃棄物チャンバー
に流体的に移動される。
【００７０】
　本発明の一態様では、本発明の装置及び方法に使用される反応容器が提供される。図３
Ｃには、当該反応容器の一実施形態を図示する。最も一般的には、反応容器（２８７４）
が以下を含む：即ち、出口（２８８０）及び出口流路（２８８４）を通じて反応チャンバ
ーが液体を排出するときにはいつでも、液体（例えば、図３Ｂの（２８５８））の容積が
保持されるように配置される、反応混合物等の液体を含むための反応チャンバー（２８７
６）、入口チャネル（２８８２）によって反応チャンバー（２８７６）に接続される入口
（２８７８）、出口チャネル（２８８４）によって反応チャンバー（２８７６）に接続さ
れる出口（２８８０）、及び反応チャンバー（２８７６）内の保持部材（２８５２）を含
む。一実施形態では、反応容器（２８７４）が、それぞれが光透過性を備えており、互い
に角度オフセットしており、それによって、反応チャンバー（２８７６）内の蛍光指示薬
の照射、及びそれによって生成された蛍光シグナルの収集を可能にする、側壁（２８８６
）及び（２８８８）を含む、反応チャンバー（２８７６）の側壁を定義する硬質なフレー
ム（２９００）を含む。先により詳細に開示した好ましい実施形態では、反応チャンバー
（２８７６）内の蛍光指示薬が側壁（２８８６）又は（２８８８）を通じて照射され、蛍
光指示薬が、側壁（２８８６）又は（２８８８）を通じて収集される。流体密封反応チャ
ンバー（２８７６）は、硬質なフレーム（２９００）から、当該フレームの向かい合った
側に、第一及び第二プラスチックフィルム（２８７０）及び（２８７２）をそれぞれ密封
して付着することによって形成される。このように付着した場合、第一及び第二プラスチ
ックフィルム（２８７０）及び（２８７２）は、それぞれ反応チャンバー（２８７６）の
第一及び第二の主壁を形成する。好ましくは、プラスチックフィルム（２８７０）及び（
２８７２）は、チャンバー（２８７６）内の温度の正確な制御のための効果的な熱伝導を
可能にする熱表面に適合する上で十分に柔軟である。反応チャンバー（２８７６）は深さ
（図３Ｃにおける図面の平面に入る寸法）及び幅（２９０２）を有し、説明した実施形態
では、幅（２９０２）が、反応チャンバー（２８７６）の主壁の表面の寸法となる。反応
容器の一態様では、幅（２９０２）及び反応チャンバー（２８７６）の深さが、反応チャ
ンバー（２８７６）の部品の急速な加熱及び冷却のため、容積に対して大きい表面を有す
るように選択される。一態様では、幅（２９０２）及び反応チャンバー（２８７６）の深
さが、約４：１の比を有し、反応チャンバー（２９０２）の深さが２ｍｍ未満となる。
【００７１】
　内標準
　しばしば、患者における標的遺伝子の測定した発現レベルが正常範囲内であるかどうか
を決定することを試みる場合等、異なるアッセイからの読み出した情報を比較することが
好ましい。特に、医学用途においては、基準試料の結果と、患者試料からのアッセイ結果
とを比較することが好ましい。当該比較は、同じ試料からの参照配列に関連するシグナル
に対する標的ポリヌクレオチドに関連するシグナルの比を決定することによって容易に実
施される。これは、その他の試料又は検体からの値に対する、標的ポリヌクレオチドにつ
いての値を比較することを可能にする。内標準、特に、参照配列の使用及び選択は、本明
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．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．，３１３：８５６－８６２（
２００４）；Ｂｕｓｔｉｎ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｅｎｄｏｃｃｒｉｎｏｌ．，２９：２３－３９
（２００２）；Ｈｏｏｒｆａｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，
４２：１８６３－１８６８（２００４）等に反映されたように、当業者にとって周知であ
る。参照配列に関連するシグナル又は値は、例えば、複数の参照配列から測定されたシグ
ナル又は値の平均となる場合もあることが理解される。
【００７２】
　本発明の一態様では、標的ポリヌクレオチドの当該相対値が、第一段階増幅反応におい
て参照配列及び標的ポリヌクレオチドの両方を増幅し、第二段階増幅反応において標的ポ
リヌクレオチドの増幅産物のみを増幅し、第一増幅反応における参照配列の増幅産物から
のシグナルに対する、第二増幅反応における標的ポリヌクレオチドの増幅産物からのシグ
ナルをそれぞれ含む比を求めることによって提供される。本発明の前記態様は、異なる試
料からの微量、又は非常に低レベルの標的ポリヌクレオチドのレベルを比較する上で特に
適している。当該環境においては、参照配列は、通常標的ポリヌクレオチドに対して、非
常に過剰に存在し、その結果、両方の配列が二段階増幅を受ける場合、有機蛍光色素の発
光バンドの場合のように、それぞれのシグナルがわずかに重複する場合であっても、参照
配列のシグナルは標的ポリヌクレオチドのシグナルを容易に圧倒する。従って、前記態様
の一実施形態では、（ｉ）参照配列が第一段階ＰＣＲにおいて増幅されるが、第二段階Ｐ
ＣＲにおいては増幅されず、（ｉｉ）以下の二つの測定、即ち、標的ポリヌクレオチドか
らの第二段階ＰＣＲにおいて生成される増幅産物からの蛍光シグナル、及び参照配列から
の第一段階ＰＣＲにおいて生成される増幅産物からの蛍光シグナルの比から、標的ポリヌ
クレオチドの相対量を決定する、ネステッドＰＣＲを実施することによって、複数の試料
中の標的ポリヌクレオチドの相対量を測定する方法が提供される。好ましい実施形態では
、第一段階及び第二段階の両方の反応がリアルタイムＰＣＲとなる。前記態様の別の実施
形態では、（ｉ）参照配列が第一段階のＮＡＳＢＡ反応において増幅されるが、第二段階
のＮＡＳＢＡ反応においては増幅されず、（ｉｉ）以下の二つの測定、即ち、標的ポリヌ
クレオチドからの第二段階のＮＡＳＢＡ反応において生成される増幅産物からの蛍光シグ
ナル、及び参照配列からの第一段階のＮＡＳＢＡ反応において生成される増幅産物からの
蛍光シグナルの比から、標的ポリヌクレオチドの相対量を決定する、ネステッドＮＡＳＢ
Ａ反応を実施することによって、複数の試料中の標的ポリヌクレオチドの相対量を測定す
る方法が提供される。好ましい実施形態では、第一段階及び第二段階の両方の反応がリア
ルタイムＮＡＳＢＡ反応である。前述の両方の手法では、第一段階ＰＣＲ又はＮＡＳＢＡ
における光信号をモニタリングすることによって、第二段階の反応を開始することができ
る。一態様では、当該光信号が、参照配列又は標的ポリヌクレオチドのいずれか、又は両
方の増幅産物の量の測定をもたらす。一態様では、光信号が、ベースライン信号レベルの
１．５～１０倍の範囲である所定のレベルに達した時又はこれを超えたときに、第二段階
の反応が開始される場合もある。一態様では、光信号が、参照配列に対応する増幅産物の
成長曲線の第二導関数の累乗根に対応する所定の値に達した時又はこれを超えたときに、
第二段階の反応が開始される場合もある。
【００７３】
　選択される参照配列の内標準のタイプは、解析される試料の性質によって決まる。ほ乳
類細胞又は組織を含む試料についての具体的な参照配列を表１に示す。
【００７４】
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【表１】

【００７５】
　試料又は検体の調製
　本発明で使用される、標的ポリヌクレオチドを含む試料又は検体は、細胞培養物、動物
又は植物組織、患者の生検、環境の試料等を含む、種々の源から由来する。本発明のアッ
セイのための試料は、通常、試料又は検体を取得した源によって決まる、従来の技術を使
用して調製される。
【００７６】
　外部の要素による試料又は検体の汚染の機会を最小化するように、又は試料又は検体が
危険な成分を含む場合、それによる環境汚染を最小化するように、試料又は検体は集めら
れる。一般的に、これは、組織、血液、唾液等の解析のための試料を、流体的に閉じた系
内の試料収集チャンバー内に直接投入することによって実施される。通常、試料の相互汚
染の防止は、注入バルブ又は隔壁等の密封可能な開口を通じて、試料を直接試料収集チャ
ンバーに注入することによって達成することができる。一般的に、試料注入の際又は後の
潜在的な漏れの危険を減少するためには、密封可能なバルブが好ましい。前記に加えて、
装置の試料収集部分には、感染因子の中和、検体又は試料の安定化、ｐＨ調整のための試
薬及び／又は処置が含まれる場合もある。安定化及びｐＨ調整手段には、例えば、血液試
料の凝固を防止するためのヘパリンの投入、緩衝剤の添加、プロテアーゼ又はヌクレアー
ゼ阻害剤、防腐剤の添加が含まれる。当該試薬は、一般的に、装置の試料収集チャンバー
に貯蔵される場合もあれば、接触可能なチャンバー内に別々に貯蔵される場合もあり、前
記試薬は、試料を装置に投入する際に加えられる場合もあれば、試料と混合される場合も
ある。これらの試薬は、使用される特定の試薬の性質及び安定性に応じて、液体又は凍結
乾燥のいずれかの形態で装置に投入することができる。
【００７７】
　試料についての増幅反応を実施する前に、試料に対して一つ以上の試料調製操作を実施
することがしばしば好ましい。通常、これらの試料調製操作には、細胞全体の試料、ウイ
ルス等から核酸等の細胞内物質を抽出するような操作等が含まれる。一つ以上のこれらの
種々の操作は、本発明によって意図される、流体的に閉じた系内に容易に取り込むことが
できる。
【００７８】
　細胞全体、ウイルス又はその他の組織試料が解析されている実施形態については、通常
、種々の試料調製操作を継続する前に、細胞又はウイルスから核酸を抽出することが必要
となる。従って、試料の収集に次いで、収集された細胞、ウイルスの外被等から粗製の抽
出物に核酸が遊離され、例えば、混入する（ＤＮＡ結合）タンパク質の変性、精製、濾過
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、脱塩等の次の操作のための試料を調製するための追加の処理に続く。試料細胞又はウイ
ルスからの核酸の遊離、及びＤＮＡ結合タンパク質の変性は、一般的に、化学的、物理的
、電解溶解法によって実施される。例えば、化学的方法は、一般的に溶解試薬を使用して
細胞を破壊し、細胞から核酸を抽出し、グアニジンイソチオシアネート又は尿素等のカオ
トロピック塩を使用して抽出処理を行い、混入し潜在的に妨害するタンパク質を変性させ
る。一般的に、化学的抽出及び／又は変性法を使用する場合、試薬を、試料チャンバー内
、又は別の接触可能なチャンバーに取り込むことができ、又は外部投入することができる
。
【００７９】
　物理的方法は、核酸を抽出し、ＤＮＡ結合タンパク質を変性するために使用される。全
ての目的のため、完全に本明細書に参考文献として組み入れられる、米国特許第５，３０
４，４８７号（Ｗｉｌｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．）は、細胞膜に穴を開け、それらの成分を
抽出するための、マイクロチャネル内における物理的突起部、又は、チャンバー又はチャ
ネル内における鋭角な粒子の使用を議論している。これらの構造と、撹拌のための圧電素
子との組み合わせは、溶解のための適切な剪断力をもたらす。当該素子は、核酸断片化に
関して以下に更に詳細に記述する。又、より伝統的な細胞抽出方法、例えば、試料が十分
な流れ圧力を有するチャネルを通過するときに、細胞の溶解を引き起こす、限定された断
面直径を有するチャネルを使用する方法を使用することができる。又、細胞抽出及び混入
タンパク質の変性は、試料に交流の電流を加えることにより実施することができる。更に
具体的には、流体の流れを横切って交流電流が加えられる間、細胞試料が微小管配列を通
過する。細胞の溶解／抽出を実施するために、本発明の装置内でその他の種々の方法、例
えば、細胞を超音波撹拌にかけ、又は細胞を小さいすき間に通し、それによって細胞に高
い剪断応力をかけ、破裂させる方法を使用することができる。
【００８０】
　抽出に続き、粗製の抽出物のその他の成分、例えば、変性したタンパク質、細胞膜粒子
、塩等から核酸を単離することが、しばしば好ましい。粒子状物質の除去は、一般的に、
濾過、凝集等によって達成される。装置には、種々のタイプのフィルターを容易に組み込
むことができる。更に、化学的変性方法を使用する場合、次の工程に進む前に試料を脱塩
することが好ましい。試料の脱塩、及び核酸の単離は、一般的に一つの工程で、例えば、
核酸を固相に結合し、混入した塩を洗い流すか、試料についてゲル濾過クロマトグラフィ
ーを実施し、塩を透析膜に通過させること等によって、実施される場合がある。核酸を結
合させるための適切な固相担体には、けいそう土、シリカ（即ち、ガラスウール）等が含
まれる。当業界においても周知である適切なゲル排除媒体は、本発明の装置に容易に組み
込むこともでき、例えば、Ｐｈａｒｍａｃｉａ及びＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌから市
販されている。
【００８１】
　単離及び／又はゲル濾過／脱塩は、追加のチャンバー内で実施することができ、又、次
の反応チャンバーに通じるチャネル又は流路内に、特定のクロマトグラフ媒体を組み入れ
ることができる。又、一つ以上の流路又はチャンバーは、所望の精製に適した、荷電した
官能基、親和結合官能基、即ち、ｍＲＮＡ精製のためのポリ－Ｔオリゴヌクレオチド等の
官能基を与えるために、それ自体が誘導体化される場合がある。又、脱塩法は、一般的に
、その他の成分と比較した場合の、ＤＮＡの高い電気泳動度及び負電荷を上手く利用する
ことができる。又、電気泳動法は、その他の細胞混入物及び残骸からの核酸の精製に利用
することができる。一実施例では、装置の単離チャネル又はチャンバーが、その中に配置
された白金電極等の電極を有する、２個の単離された「場」のチャネル又はチャンバーと
流体連絡している。２個の場のチャネルは、核酸又はその他の大きい分子を通過させず、
電流を通過させることのできる、適切なバリア又は「捕獲膜」を使用して単離チャネルか
ら単離されている。前記バリアは、一般的に二つの基本的機能をもたらす。即ち、第一に
、バリアは、単離チャンバー内で陽極に向かって移動する核酸を保持するよう作用し、第
二に、バリアは、電極における電気分解と関連する逆効果が、反応チャンバー内に入らな
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いようにする（例えば、塩接合（ｓａｌｔ　ｊｕｎｃｔｉｏｎ）としての機能）。当該バ
リアには、例えば、透析膜、濃厚ゲル、ＰＥＩフィルター又はその他の適切な材料が含ま
れる。適切の電場の適用により、試料中に存在する核酸は陽極に向かって移動し、捕獲膜
に捕捉されるだろう。次いで、膜を含まない残存する試料の不純物を、適切な流体の流れ
を適用してチャンバーから洗浄する。電圧の逆転により、核酸は、実質的により純粋な形
態で膜から遊離する。電場チャネルは、単離チャンバー又はチャネルの同じ又は反対側の
場に配置される場合もあれば、作動効率を最大にするため、本明細書に開示される混合要
素と共に使用される場合もある。更に、タンパク質又は核酸の粒子状物質によるバリアの
汚染を防止し、それにより繰り返しの使用を可能にするため、バリアを粗フィルターで覆
うことも可能である。同様の態様では、核酸をより速く通過させながら、その他の混入物
の流れは遅延又は抑制する、短いカラムのゲル又はその他の適切なマトリックス又はゲル
を使用することによって、混入物から核酸を単離するために、負の電荷を有する核酸の高
い電気泳動度が利用される場合もある。
【００８２】
　多くの用途について、細胞、細胞の残骸及びその他の混入物からメッセンジャーＲＮＡ
を抽出、単離することが好ましい。そのため、本発明の系には、ｍＲＮＡ精製チャンバー
又はチャネルが場合により含まれる。一般的に、当該精製は、ｍＲＮＡ上のポリ－Ａテイ
ルを上手く利用する。特に、前述の通り、ｍＲＮＡに対する親和性リガンドを供給するた
めに、ポリ－Ｔオリゴヌクレオチドが、装置のチャンバー又はチャネル内に固定化される
。ポリ－Ｔオリゴヌクレオチドは、チャンバー又はチャネル内に取り込まれた固体担体に
固定化することもでき、又はチャンバー又はチャネル自体の表面に固定化することもでき
る。
【００８３】
　患者の血液由来の稀な転移性細胞中の標的ポリヌクレオチドを測定する等の幾つかの用
途においては、アッセイを実施する前に、免疫磁気単離等によって濃縮工程が実施される
場合がある。当該単離及び濃縮は、本明細書に参考文献として組み入れられる、以下の文
献、即ち、米国特許第６，３６５，３６２号（Ｔｅｒｓｔａｐｐｅｎ　ｅｔ　ａｌ．）；
米国特許第５，６４６，００１号（Ｔｅｒｓｔａｐｐｅｎ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第
５，９９８，２２４号（Ｒｏｈｒ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第５，６６５，５８２号（
Ｋａｕｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第６，０４８，５１５号（Ｋｒｅｓｓｅ　ｅｔ
　ａｌ．）；米国特許第５，５０８，１６４号（Ｋａｕｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特
許第５，６９１，２０８号（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　ｅｔ　ａｌ．）；米国特許第４，４５２
，７７３号（Ｍｏｌｄａｙ）；米国特許第４，３７５，４０７号（Ｋｒｏｎｉｃｋ）；Ｒ
ａｄｂｒｕｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖ
ｏｌ，４２：ｃｈ　２３（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９４
）；Ｕｈｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｓ
ｅｐａｒａｔｉｏｎ（Ｅａｔｏｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，Ｎａｔｉｃｋ，１９９４）；
Ｓａｆａｒｉｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ｂ，７２２：３３
－５３（１９９９）；Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，１１：２
３１－２３８（１９９０）；Ｎａｋａｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．
Ｐｒｏｇ．，１７：１１４５－１１５５（２００１）；Ｍｏｒｅｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｕ
ｒｏｌｏｇｙ，５８：３８６－３９２（２００１）；Ｒａｃｉｌａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，９５：４５８９－４５９４（１９９８）；Ｚｉｇ
ｅｕｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｕｒｏｌｏｇｙ，１６９：７０１－７０５（２００３）
；Ｇｈｏｓｓｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｍｉｎａｒｓ　ｉｎ　Ｓｕｒｇｉｃａｌ　Ｏｎ
ｃｏｌｏｇｙ，２０：３０４－３１１（２００１）に開示されるような、当業者に公知の
種々の技術及び材料を使用して実施することができる。
【００８４】
　本発明を実施するために使用するのに好ましい磁気粒子は、コロイドとして振る舞う粒
子である。当該粒子は、一般的に約２００ナノメートル（ｎｍ）（０．２μｍ）未満であ
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るサブミクロン粒子サイズ、及び長期間の溶液からの重力単離に対する安定性によって特
徴付けられる。その他の多くの利点に加えて、このサイズの範囲は、細胞解析に通常に適
用される分析技法に対し、目に見えなくする。９０～１５０ｎｍの範囲及び７０～９０％
の磁気質量を有する粒子は、本発明において使用されることが意図される。結合する分子
によって囲まれた、超常磁性の材料の結晶性コアを含む。コーティング物質は、好ましく
は、試料及び磁気コア中に検出される生体高分子との間の非特異的相互作用を防止するた
めに効果的な量で加えられるべきである。当該生体高分子には、非標的細胞表面上のシア
ル酸残基、レクチン、糖タンパク質（ｇｌｙｐｒｏｔｅｉｎｓ）及びその他の膜成分が含
まれる。更に、前記物質は、できる限り多くの磁気質量／ナノ粒子を含むべきである。コ
アに含まれる磁気結晶のサイズは、完全な磁区を含まないように、十分小さなサイズとな
っている。又、ナノ粒子のサイズは、ブラウン運動のエネルギーが磁気モーメントを超え
るように、十分小さなサイズとなっている。結果として、これらのコロイド性磁気粒子の
磁北極、磁南極及び相互の引力／反発力は、それらの溶液安定性に寄与し、適度に強い磁
場にさえ生ずるとは思えない。最終的に、磁気粒子は、高い磁場勾配の外部場セパレータ
内で単離可能であるべきである。その特性は試料の取り扱いを容易にし、強磁性のビーズ
又はスチールウールを装填した、更に複雑な内部勾配カラムを超えた経済的利点をもたら
す。前述の特性を有する磁気粒子は、本明細書に参考文献として組み入れられる、米国特
許第４，７９５，６９８号及び米国特許第５，６９８，２７１号に開示される基礎原料の
修飾によって製造することができる。
【００８５】
　前述の通り、試料又は検体は、本発明を使用した、標的ポリヌクレオチドの検出又は定
量のための多種多様の供給源から得ることができる。具体的な標的ポリヌクレオチドには
、ウイルス、細菌、真菌、原生動物及びほ乳類由来の核酸が含まれるが、これらに限定さ
れない。特に、ほ乳類核酸には、ｐ５３、ＡＴＰ、Ｈｅｒ１（ＥＧＦＲ）、ＢＣＲ－ＡＢ
Ｌ、ＰＴＥＮ、ＢＲＡＦ、ＢＲＣＡ１、Ｇｒｂ７、トポイソメラーゼＩＩα等の癌遺伝子
が含まれる。検出及び／又は定量のために受け入れられる核酸を含む例示的なウイルス及
び細菌を表２に示す。表２の生物由来の標的ポリヌクレオチドを選択することは、当業者
の通常の設計上の選択である。
【００８６】
【表２】
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