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(57)【要約】
【課題】より実用的な標的核酸の検出方法を提供する。
【解決手段】前記標的核酸に予め関連付けられた検出用プローブとハイブリダイズするタ
グ配列を備え、前記標的核酸に由来する増幅産物と、目視で視認可能な標識物質と前記増
幅産物の一部とハイブリダイズする標識用配列とを備える標識用プローブと、前記検出用
プローブを固相担体上に備えるアレイと、を用い、前記アレイにおける前記増幅産物と前
記検出用プローブとをハイブリダイズ可能に接触させる第１のハイブリダイゼーションと
、前記標識用プローブと前記増幅産物とをハイブリダイズ可能に接触させる第２のハイブ
リダイゼーションとを実施するハイブリダイゼーション工程と、前記第１のハイブリダイ
ゼーションと前記第２のハイブリダイゼーションとによるハイブリダイズ産物を前記標識
物質で検出する工程と、を備えるようにする。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的核酸の検出方法であって、
　前記標的核酸に予め関連付けられた検出用プローブとハイブリダイズするタグ配列を備
え、前記標的核酸に由来する増幅産物と、
　目視で視認可能な標識物質と前記増幅産物の一部とハイブリダイズする標識用配列とを
備える標識用プローブと、
　前記検出用プローブを固相担体上に備えるアレイと、
を用い、
　前記アレイにおける前記増幅産物と前記検出用プローブとをハイブリダイズ可能に接触
させる第１のハイブリダイゼーションと、前記標識用プローブと前記増幅産物とをハイブ
リダイズ可能に接触させる第２のハイブリダイゼーションとを実施するハイブリダイゼー
ション工程と、
　前記第１のハイブリダイゼーションと前記第２のハイブリダイゼーションとによるハイ
ブリダイズ産物を前記標識物質で検出する工程と、
を備える、検出方法。
【請求項２】
　前記標識物質は、着色物質を備える粒子である、請求項１に記載の検出方法。
【請求項３】
　前記増幅産物は、前記タグ配列と前記標識用配列にハイブリダイズする標識用タグ配列
とを対合するそれぞれの鎖の５’突出末端に備える、請求項１又は２に記載の検出方法。
【請求項４】
　前記ハイブリダイゼーション工程は、前記第１のハイブリダイゼーションと前記第２の
ハイブリダイゼーションとを同一の前記アレイ上で同時に実施する工程である、請求項３
に記載の検出方法。
【請求項５】
　前記ハイブリダイゼーション工程は、前記アレイを用いて、前記アレイ毎に１ｍｌ以下
の液中で前記第１及び第２のハイブリダイゼーションを実施する工程である、請求項１～
４のいずれかに記載の検出方法。
【請求項６】
　前記ハイブリダイゼーション工程は、前記検出用プローブの固定化領域の大きさは、０
．２ｍｍ2以上１５０ｍｍ2以下であり、前記固相担体が、平面積が１５０ｍｍ2以下、ア
スペクト比が１．５以上のシート状体である前記アレイを用いて、ハイブリダイゼーショ
ンを実施する工程とする、請求項５に記載の検出方法。
【請求項７】
　前記ハイブリダイゼーション工程は、前記固相担体が、平面積が５０ｍｍ2以下のシー
ト状体である前記アレイを用いて、前記アレイ毎に０．３ｍｌ以下の液中でハイブリダイ
ゼーションを実施する工程とする、請求項５又は６に記載の検出方法。
【請求項８】
　前記アスペクト比が２０以下である、請求項５又は６に記載の検出方法。
【請求項９】
　前記アレイは、前記固相担体上に前記標識物質による発色見本領域を別途備える、請求
項１～８のいずれかに記載の検出方法。
【請求項１０】
　前記発色見本領域は、顔料系インクにより形成されている、請求項９に記載の検出方法
。
【請求項１１】
　前記固相担体は、液体の浸透性又は透過性を有する、請求項１～１０のいずれかに記載
の検出方法。
【請求項１２】
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　前記固相担体は、ポリエーテルスルホン、ニトロセルロース、ナイロン、ポリフッ化ビ
ニリデン及びセルロースから選択される、請求項１１に記載の検出方法。
【請求項１３】
　前記固相担体の厚みは、０．０１ｍｍ以上０．３ｍｍ以下である、請求項１～１２のい
ずれかに記載の検出方法。
【請求項１４】
　前記アレイは、前記複数個の固定化領域の外縁の所定の一部にハンドリング部位を備え
る、請求項１～１３のいずれかに記載の検出方法。
【請求項１５】
　前記ハイブリダイゼーション工程を、前記アレイを所定の方向性で同一のチューブ状容
器に投入した状態を維持して実施する、請求項１～１４のいずれかに記載の検出方法。
【請求項１６】
　前記ハイブリダイゼーション工程に先立って、前記容器内で遺伝子増幅反応により被験
試料を調製する工程を備える、請求項１５に記載の検出方法。
【請求項１７】
　前記固定化領域は、２個以上２００個以下である、請求項１～１６のいずれかに記載の
検出方法。
【請求項１８】
　前記検出用プローブは、正規直交配列である塩基配列を有するプローブである、請求項
１～１７のいずれかに記載の検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書は、標的核酸の検出方法及びそれに用いるキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　各種の生体由来の標的核酸を検出するための方法として、予め標的核酸を増幅して得た
増幅産物と固相担体上に予め固定した検出用プローブとをハイブリダイゼーションさせ、
そのハイブリダイズ産物に対してシグナル付与する方法が汎用されている。
【０００３】
　例えば、臨床現場で汎用性の高い結核菌の薬剤感受性の検査方法が開示されている（非
特許文献１）。この方法では、菌から抽出したＤＮＡをアレイを用いて目視で検出する。
通常、この種の方法では、ハイブリダイズ産物を目視で簡易に検出するために、５段階程
度の工程が必要であった。例えば、ビオチン標識した増幅産物を得て、この増幅産物と検
出用プローブとのハイブリダイゼーションを行い、次いでハイブリダイズした増幅産物を
ペルオキシダーゼで標識し、さらに発色反応を行っていた。
【０００４】
　さらに、この種の方法では、発色工程のみならず、発色工程に至る標的核酸からの増幅
産物の調製工程、ハイブリダイゼーション工程なども複数のサブステップを含んでいる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】臨床微生物迅速診断研究会誌、１４:４５－５０
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、従来の方法では、ハイブリダイゼーション産物を目視で判定するために
、多段階にわたるシグナル付与工程を実施している。このため、操作の煩雑性や作業時間
が増大していることはもとより、操作ミスの可能性や人為的誤差も増大するため、検出精
度が低下するおそれもあった。
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【０００７】
　また、従来の方法では、工程の煩雑さゆえに、検査を単一検体ないし少数の検体を個別
かつ迅速に行うこと困難であった。一方、多数検体を一括して処理するのでは、専用の装
置が必要であるほか一定以上の検体数がないと高コストになるという問題があった。
【０００８】
　さらに、通常、ハイブリダイゼーション工程や洗浄工程では、その工程温度を特定の一
定温度に保たねばならないが、一般的に使用される気相で加温するインキュベーターでは
、厳密な温度制御が難しく、非特異的結合による誤判定に繋がりやすいという問題があっ
た。
【０００９】
　本明細書は、より実用的な標的核酸の検出方法及びそれに用いるキットを提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、より実用的な標的核酸の検出方法、すなわち、簡易性、迅速性及び低コ
スト性等を実現できる、検出方法及びそれに用いるキットの提供につき、検討した。その
結果、反応系サイズのコンパクト化とともに、ハイブリダイズ産物の検出の簡便化を同時
に実現できることを見出した。本明細書は、これらの知見に基づき以下の手段を提供する
。
【００１１】
　本明細書は、標的核酸の検出方法を提供する。この検出方法は、前記標的核酸に予め関
連付けられた検出用プローブとハイブリダイズするタグ配列を備え、前記標的核酸に由来
する増幅産物と、目視で視認可能な標識物質と前記増幅産物の一部とハイブリダイズする
標識用配列とを備える標識用プローブと、前記検出用プローブを固相担体上に備えるアレ
イと、を用いることができる。また、この検出方法は、前記アレイにおける前記増幅産物
と前記検出用プローブとをハイブリダイズ可能に接触させる第１のハイブリダイゼーショ
ンと、前記標識用プローブと前記増幅産物とをハイブリダイズ可能に接触させる第２のハ
イブリダイゼーションとを実施するハイブリダイゼーション工程を備えることができる。
さらに、前記第１のハイブリダイゼーションと前記第２のハイブリダイゼーションとによ
るハイブリダイズ産物を前記標識物質で検出する工程を備えることができる。この検出方
法において、前記標識物質は、着色物質を備える粒子とすることができる。前記固定化領
域は、２個以上２００個以下であってもよい。また、前記検出用プローブは、正規直交配
列である塩基配列を有するプローブであってもよい。
【００１２】
　また、前記増幅産物は、前記タグ配列と前記標識用配列とハイブリダイズする標識用タ
グ配列とを対合するそれぞれの鎖の５’突出末端に備えることができる。この態様におい
て、前記ハイブリダイゼーション工程は、前記第１のハイブリダイゼーションと前記第２
のハイブリダイゼーションとを同一の前記アレイ上で同時に実施する工程とすることがで
きる。
【００１３】
　本検出方法の前記ハイブリダイゼーション工程は、前記アレイを用いて、前記アレイ毎
に１ｍｌ以下の液中で前記第１及び第２のハイブリダイゼーションを実施する工程として
もよい。この態様において、前記ハイブリダイゼーション工程は、前記検出用プローブの
固定化領域の大きさは、０．２ｍｍ2以上１５０ｍｍ2以下であり、前記固相担体が、平面
積が１５０ｍｍ2以下、アスペクト比が１．５以上のシート状体である前記アレイを用い
て、ハイブリダイゼーションを実施する工程とすることができる。この態様においては、
また、前記ハイブリダイゼーション工程は、前記固相担体が、平面積が５０ｍｍ2以下の
シート状体である前記アレイを用いて、前記アレイ毎に０．３ｍｌ以下の液中でハイブリ
ダイゼーションを実施する工程とすることができる。さらに、この態様において、前記ア
スペクト比が２０以下であってもよい。
【００１４】
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　本検出方法において、前記アレイは、前記固相担体上に前記標識物質による発色見本領
域を別途備えることもできる。前記発色見本領域は、顔料系インクにより形成されていて
もよい。さらに、前記固相担体が液体の浸透性又は透過性を有することもでき、この場合
、前記固相担体の材料は、ポリエーテルスルホン、ニトロセルロース、ナイロン、ポリフ
ッ化ビニリデン及びセルロースから選択されてもよい。また、前記固相担体の厚みは、０
．０１ｍｍ以上０．３ｍｍ以下としてもよい。
【００１５】
　本検出方法において、前記アレイは、前記複数個の固定化領域の外縁の所定の一部にハ
ンドリング部位を備えることができる。また、前記ハイブリダイゼーション工程を、前記
アレイを所定の方向性で同一のチューブ状容器に投入した状態を維持して実施することも
できる。さらに、前記ハイブリダイゼーション工程に先立って、前記容器内で核酸増幅反
応により被験試料を調製する工程を備えることもできる。
【００１６】
　本明細書は、標的核酸の検出用キットを提供する。このキットは、標的核酸に予め関連
付けられた検出用プローブとハイブリダイズするタグ配列を備え、前記標的核酸に由来す
る増幅産物を遺伝子増幅法により増幅する１又は２以上のプライマーセットと、目視で視
認可能な標識物質と前記増幅産物の一部とハイブリダイズする標識用配列とを備える１又
は２以上の標識用プローブと、前記検出用プローブを固相担体上に備えるアレイと、を備
えることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】標的核酸を検出するまでのフローの一例を示す図である。
【図２】検出用プローブにハイブリダイズするタグ配列と標識プローブにハイブリダイズ
する標識用タグ配列とをそれぞれ５’突出末端に備える増幅産物の取得の一例を示す図で
ある。
【図３】本検出方法における最終的なハイブリダイズ産物の一例を示す図である。
【図４】実施例におけるゲノムＤＮＡの増幅結果を示す図である。
【図５】本発明の実施例で得られた検出結果を示す図である。
【図６】本発明の実施例で得られた検出結果を示す図である。
【図７】実施例における標的核酸の検出方法（上段）と従来の標的核酸の検出方法（下段
）とを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本明細書は、標的核酸の検出方法及びそのためのキット等を開示する。本明細書に開示
される検出方法は、第１のハイブリダイゼーションと第２のハイブリダイゼーションとを
実施することで、迅速かつ簡易に標的核酸を検出することができる。さらに、本検出方法
は、前記タグ配列と標識用配列とハイブリダイズ可能な標識用タグ配列とを対合する各鎖
の５’末端側に突出して備える増幅産物を用いることで、増幅産物を変性して一本鎖化す
る工程を経なくても第１及び第２のハイブリダイゼーションを実施できる。さらに、第１
及び第２のハイブリダイゼーションを同時に同一アレイ上で実施できる。
【００１９】
　この態様の増幅産物は、例えば、図２に示すように、第１のプライマー及び第２のプラ
イマーのセットにより標的核酸を増幅することにより得られる。第１のプライマーは、標
的核酸に予め関連付けられた検出用プローブに相補的なタグ配列などの第１の任意の塩基
配列と標的核酸中の第１の塩基配列を識別する第１の識別配列とを含み、第１の任意の塩
基配列と第１の認識配列との間に、ＤＮＡポリメラーゼ反応を抑制又は停止可能な連結部
位を有しており、第２のプライマーは、標識用タグ配列と、標的核酸中の第２の塩基配列
を識別する第２の識別配列を含み、標識用タグ配列と第２の識別配列との間に、ＤＮＡポ
リメラーゼ反応を抑制又は停止可能な連結部位を有している。
【００２０】
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　連結部位は、ＤＮＡポリメラーゼの反応を抑制又は停止させる。すなわち、当該連結部
位は、天然塩基等を含まないなどの理由により、ＤＮＡポリメラーゼによるＤＮＡ伸長反
応の鋳型とはなりえない。このため、図２に示すように、第１のプライマーによって増幅
されたＤＮＡ一本鎖が鋳型鎖となって、さらに第２のプライマーによって増幅されるとき
、第２のプライマーからのＤＮＡ伸長反応は、当該連結部位に対合する部位より３’側に
おいて抑制又は停止される。
【００２１】
　また、第２のプライマーは、第１のプライマーと同様、第２のプライマーによって増幅
されたＤＮＡ一本鎖が鋳型鎖となって、さらに第１のプライマーによって増幅されるとき
、第１のプライマーからのＤＮＡ伸長反応は、当該連結部位に対合する部位より３’側に
おいて抑制又は停止される。このため、増幅工程により得られる増幅断片（ＤＮＡ二重鎖
断片）は、結果として、一方の端部にタグ配列を突出した一本鎖として備え、他方の端部
に任意の塩基配列を突出した一本鎖として備えるとともに、塩基の対合による二重鎖部分
を備えたものとなると推論される。
【００２２】
　以上のことは、第１の任意の塩基配列を、標的核酸に予め関連付けられた検出用プロー
ブに相補的なタグ配列としたプライマーセットを用いて、標的核酸を含む試料に対してＤ
ＮＡポリメラーゼによる増幅工程を実施することで得られる増幅断片を、そのまま変性す
ることなく、検出用プローブとハイブリダイゼーションさせるとき、極めて高感度にかつ
迅速に標的核酸を検出できることでも支持されている。図１に示すように、得られたＤＮ
Ａ二重鎖断片が、標的核酸中の第１の塩基配列及び第２の塩基配列において二重鎖部分を
形成し、端部にタグ配列を一本鎖として有するＤＮＡ二重鎖断片となっているため、この
一本鎖で効率的にプローブとハイブリダイゼーションしていると考えられる。ハイブリダ
イゼーション効率が上昇することにより感度は向上する。
【００２３】
　こうした増幅産物を用いることで本発明の検出方法は、以下の少なくとも一つの効果を
実現できる。
（１）ハイブリダイゼーションの効率化（迅速化）
（２）ラベリング（標識用プローブとのハイブリダイズ）の効率化
（３）検出感度の高度化
（４）工程の簡略化（迅速化）－特に二重鎖を一本鎖とする変性工程の省略による
【００２４】
　こうした連結部位を含んで塩基配列を有するオリゴヌクレオチド誘導体は、それ自体プ
ライマー等の核酸増幅剤として有用である。また、こうしたプライマーを用いる核酸増幅
方法、得られたＤＮＡ二重鎖断片及び当該断片を含むハイブリダイゼーション用組成物も
、それぞれその形態に応じた少なくとも一つの効果を発揮することができる。
【００２５】
　さらにまた、本検出方法は、固相アレイの小スケール化と組み合わせることにより、試
薬量の低減による低コスト化のほか、精度がよく迅速な温度制御が可能となる。さらに、
可視光による検出は、装置コストを低減できるほか、リアルタイムに発色を観察できる点
が検査の迅速性に適している。
【００２６】
　本明細書において、標的核酸は、ヌクレオチドの重合体を意味しており、その数は特に
限定しない。したがって、標的核酸には、数十程度のヌクレオチドが連結したオリゴヌク
レオチドが包含される。標的核酸は、例えば、体質、遺伝病、癌などの特定疾患について
の発症、疾患診断、治療予後、薬剤や治療の選択などのヒト、非ヒト動物などの生物にお
ける遺伝子上の指標となる塩基あるいは塩基配列を含んでいる。典型的には、ＳＮＰなど
の多型や先天的又は後天的変異が挙げられる。また、病原菌やウイルスなどの微生物由来
の塩基配列も標的核酸が有する塩基配列として挙げられる。
【００２７】
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　本明細書において、標的核酸が含まれ得る試料は、各種の生体由来の試料（血液、尿、
痰、組織、細胞（各種の動物由来の培養動物細胞、培養植物細胞、培養微生物細胞を含む
））あるいは、こうした生体試料からＤＮＡを抽出したＤＮＡ抽出試料等が挙げられる。
【００２８】
　以下では、本明細書の開示の代表的かつ非限定的な具体例について、図面を参照して詳
細に説明する。この詳細な説明は、本明細書の開示の好ましい例を実施するための詳細を
当業者に示すことを単純に意図しており、本明細書の開示の範囲を限定することを意図し
たものではない。また、以下に開示される追加的な特徴ならびに開示は、さらに改善され
た標的核酸の検出方法等を提供するために、他の特徴や発明とは別に、又は共に用いるこ
とができる。
【００２９】
　また、以下の詳細な説明で開示される特徴や工程の組み合わせは、最も広い意味におい
て本明細書の開示を実施する際に必須のものではなく、特に本明細書の開示の代表的な具
体例を説明するためにのみ記載されるものである。さらに、上記及び下記の代表的な具体
例の様々な特徴、ならびに、独立及び従属クレームに記載されるものの様々な特徴は、本
明細書の開示の追加的かつ有用な実施形態を提供するにあたって、ここに記載される具体
例のとおりに、あるいは列挙された順番のとおりに組合せなければならないものではない
。
【００３０】
　本明細書及び／又はクレームに記載された全ての特徴は、実施例及び／又はクレームに
記載された特徴の構成とは別に、出願当初の開示ならびにクレームされた特定事項に対す
る限定として、個別に、かつ互いに独立して開示されることを意図するものである。さら
に、全ての数値範囲及びグループ又は集団に関する記載は、出願当初の開示ならびにクレ
ームされた特定事項に対する限定として、それらの中間の構成を開示する意図を持ってな
されている。
【００３１】
　以下、本発明の実施形態について説明する。
【００３２】
（標的核酸の検出方法）
　本明細書に開示される標的核酸の検出方法は、標的核酸に予め関連付けられた検出用プ
ローブとハイブリダイズするタグ配列を備え、標的核酸に由来する増幅産物と、目視で視
認可能な標識物質と前記増幅産物の一部とハイブリダイズする標識用配列とを備える標識
用プローブと、前記検出用プローブを固相担体上に備えるアレイと、を準備し、用いるこ
とができる。なお、本検出方法は、公知の種々のハイブリダイゼーション手法に適用され
る。例えば、平板状の固相担体にドット状の固定化領域がマトリックス状等に配置された
アレイを標識プローブや増幅産物を含むハイブリダイズ媒体に全体を浸漬して行うハイブ
リダイゼーション（以下、液中型ハイブリダイゼーションともいう。）に適用される。ま
た、平板状の固相担体にストリーム状（帯状）等各種形態の固定化領域が配置されたアレ
イの一部に移動相でもあるハイブリダイズ媒体を供給して、アレイに対して所定の方向性
で移動相を展開させて行うアフィニティークロマトグラフィーにおけるハイブリダイゼー
ション（以下、展開型ハイブリダイゼーションともいう。）にも適用される。以下、アレ
イ、増幅産物及び標識用プローブの順に説明する。
【００３３】
（アレイ）
　アレイは、標的核酸と予め関連付けられた検出用プローブの複数個の固定化領域を固相
担体上に備えている。本アレイの形状やサイズは特に限定されないで、公知の各種形状や
サイズとすることができる。アレイは、公知の種々のハイブリダイゼーションに応じた形
態とされる。アレイを、液中型ハイブリダイゼーションに適用する場合、アレイは、アレ
イ一つにつき１ｍｌ以下の液中型ハイブリダイゼーション可能な程度の固有の形態を有し
ている。すなわち、本アレイは、こうした固有の形態（サイズ及び形状）の固相担体を備
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えていることが好ましい。また、展開型ハイブリダイゼーションに適用する場合には、少
なくとも、検査や研究用に汎用されているエッペンドルフチューブ（商標）のようなマイ
クロチューブに供給されるハイブリダイゼーション溶液に対してアレイの端部が浸漬可能
なサイズ（幅方向）及び形状を備えていることが好ましい。好ましくは、この種のチュー
ブの底部近傍から上端までに収容可能な部位を備える長尺体である。アレイは、どのよう
に準備されてもよく、商業的に入手してもよいが、本検出方法は、アレイを準備するため
のアレイ作製工程を備えていてもよい。
【００３４】
　アレイに１ｍｌ以下の液中型ハイブリダイゼーションないし１ｍｌ以下の移動相を用い
た展開型ハイブリダイゼーションを可能とする形態は、ハイブリダイゼーション容器の大
きさによっても異なるが、本発明では、当該容器として、例えば、先細りのあるいは寸胴
状のチューブ状容器が意図されることが好ましい。すなわち、こうした容器を用いて本検
出方法を実施することが好ましい。先細り状の容器の例としては、典型的には、エッペン
ドルフチューブ（商品名）が挙げられ、寸胴状の容器の例としては、典型的には一般的な
試験管等が挙げられる。チューブ状容器は、例えば、１ｍｌ以下、０．５ｍｌ以下、０．
３ｍｌ以下のハイブリダイゼーション液を充填できる容積を有することが好ましい。こう
したチューブ状容器としては、それぞれ、内径７～９ｍｍ、典型的には８ｍｍ、深さ３７
～３９ｍｍ、典型的には３８ｍｍ、内径５～７ｍｍ、典型的には６ｍｍ、深さ２９～３１
ｍｍ、典型的には３０ｍｍ及び内径４～６ｍｍ、典型的には５ｍｍ、深さ１９～２１ｍｍ
、典型的には２０ｍｍのサイズを有するものが挙げられる。
【００３５】
　容器は、また、透明性であることが好ましい。内部のアレイの状態、ひいては標識物質
を肉眼で視認するのに都合がよいからである。また、容器は、その開口部（通常は上部）
を開閉するために脱着可能な蓋を備えていてもよい。こうした蓋を備えることで、少ない
液量の蒸発等を防ぐとともに、温度制御を迅速かつ容易化できる。
【００３６】
　より具体的には、アレイの形態は、平面積が１５０ｍｍ2以下であることが好ましい。
この平面積以下であると、十分に１ｍｌ以下の液中においても固定化領域においてハイブ
リダイゼーションが可能である。より好ましくは、１００ｍｍ2以下であり、さらに好ま
しくは５０ｍｍ2以下である。５０ｍｍ2以下であると、０．３ｍｌ以下の液中でのハイブ
リダイゼーションにも有効である。
【００３７】
　また、好ましくは、アスペクト比が１．５以上の方形状である。こうした方形状である
と、チューブ状容器に収まりやすく、ハンドリングも容易である。また、チューブ状容器
内で反転したりせずに、容器内において投入時の形態が保持され、予め定めた一定の方向
性が確保される。さらに、方形状であると、アレイの方向性を目視で簡易に判別すること
ができ、ハイブリダイゼーション工程ほか、シグナル付与工程及び検出工程に都合がよい
。より好ましくはアスペクト比は２０以下である。アスペクト比が２０を超えると固定化
領域の検出パターンを把握しにくくなるからであり、２０以下であると複数個の固定化領
域におけるシグナルを目視でパターンとして把握しやすいため、検出精度を維持ないし向
上させることができる。アスペクト比は好ましくは１５以下であり、より好ましくは１０
以下であり、さらに好ましくは５以下であり、一層好ましくは３以下である。
【００３８】
　アレイは、シート状であることが好ましい。シート状であると、ハンドリング性が良く
、検査データとしての保存にも有利である。さらに、シート状であると、一定の可撓性も
付与しやすく、小スケールの容器への充填性、収納性及び反応性に有利に寄与することが
できる。アレイの厚みは、固相担体の厚みとして、０．０１ｍｍ以上０．３ｍｍ以下であ
ることが好ましい。
【００３９】
（検出用プローブの固定化領域）
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　アレイは、固相担体上に標的核酸と予め関連付けられた検出用プローブを保持している
。検出用プローブは、検出を容易にするため、通常、所定の形状の固定化領域を形成する
ように保持されている。検出用プローブは、検出する対象や検出手法、あるいは標的核酸
の検出システムに応じて適宜選択される。例えば、感染症等の感染原因菌の菌種（型）判
定には、複数の検出用プローブに対するハイブリダイゼーションによって検出する。変異
の検出にあたっては、一つの変異に対して１又は複数の検出用プローブの固定化領域を対
応させてもよい。
【００４０】
　検出用プローブは、それぞれプロービングのための固有の塩基配列である検出用配列を
有している。このような検出用配列は、標的核酸に特徴的な配列、すなわち標的配列と、
無関係に設定することができる。標的配列と無関係に設定することで、検出用プローブの
検出用配列を、複数の検出用プローブ間での非特異的結合を抑制又は回避できるように、
かつ、ハイブリダイゼーションに好適な温度及び時間等のハイブリダイゼーション条件を
考慮して設定することができる。また、標的核酸の種類にかかわらず、いつも同じ検出用
プローブを用いることができるようになる。
【００４１】
　検出用配列の長さは、特に限定しないが、２０塩基以上５０塩基以下であることが好ま
しい。この範囲であると、各検出用配列の特異性を確保しつつハイブリダイゼーション効
率も確保できるからである。例えば、こうした塩基長の検出用配列は、後述する配列番号
１～１００及びその相補配列から選択される各２３塩基長の塩基配列を２つ組み合わせた
４６塩基長の配列や、当該組み合わせた塩基配列に対して適宜塩基を付加、欠失などする
ことにより得ることができる。より好ましくは、２０塩基以上２５塩基以下である。例え
ば、こうした塩基長の検出用配列は、配列番号１～１００の各２３塩基長の塩基配列及び
その相補配列又はこれらの塩基配列に対して適宜塩基を付加、欠失などすることにより得
ることができる。なお、第１のプライマーにおけるタグ配列は、検出用配列と対合する塩
基配列であるため、タグ配列の塩基長は、検出用配列と同様、２０塩基以上５０塩基以下
であることが好ましく、より好ましくは、２０塩基以上２５塩基以下である。
【００４２】
　こうした検出用プローブの検出用配列としては、例えば、配列番号１～配列番号１００
に記載の塩基配列又はこの塩基配列に相補的な塩基配列を用いることができる。これらの
塩基配列は全て同一塩基長（２３塩基長）であり、融解温度（Ｔｍ）が４０℃以上８０℃
以下、好ましくは５０℃以上７０℃以下であって、同一条件でのハイブリダイズにおいて
均質なハイブリダイズ結果が得ることができるようになっている。なお、上述したように
、これらの塩基配列群から選択される２種を組み合わせることもできる。さらに、こうし
た配列に対して、特異性を失わない範囲で塩基を付加、欠失、置換等することができる。
同時に用いる検出用プローブのための検出用配列は、配列番号１～１００で表される塩基
配列（群）か、あるいはこれらに相補的な塩基配列（群）のいずれかの群から選択される
ことが好ましい。
【００４３】
　検出用プローブの検出用配列は、このような候補となる塩基配列又はその相補配列から
適宜選択して用いることができるが、なかでも、以下の表に示す塩基配列又はその相補配
列から選択される１種又は２種以上の塩基配列をそれぞれ検出用配列として有する１種又
は２種以上のプローブのみからなるプローブセット、あるいは以下の全ての塩基配列又は
その相補配列をそれぞれ検出用配列として有するプローブのみからなるプローブセットを
用いることが好ましい。こうした塩基配列を検出用配列として選択することで、短時間の
ハイブリダイゼーションが可能であり、ハイブリダイゼーションの一層の迅速性を実現で
きる。
【００４４】
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【表１】

【００４５】
　このような検出用プローブにおける検出用配列は、正規直交化配列ともいい、たとえば
乱数から得られた所定塩基長のＤＮＡ配列に対して連続一致長、Nearest-Neighbor法によ
る融解温度予測、ハミング距離、二次構造予測の計算を行うことにより設計される。正規
直交化配列は、核酸の塩基配列であって、その融解温度が均一であるもの、即ち融解温度
が一定範囲内に揃うように設計された配列であって、核酸自身が分子内（intramolecular
）で構造化して、相補的な配列とのハイブリッド形成を阻害することのない配列であり、
尚且つこれに相補的な塩基配列以外とは安定したハイブリッドを形成しない塩基配列を意
味する。１つの正規直交化配列群に含まれる配列は、所望の組み合わせ以外の配列間およ
び自己配列内において反応が生じ難いか、または反応が生じない。また、正規直交化配列
は、ＰＣＲにおいて増幅させると、たとえば上述のクロスハイブリダイズのような問題に
影響されずに、当該正規直交化配列を有する核酸の初期量に応じた量の核酸が定量的に増
幅される性質を有している。上記のような正規直交化配列は、H.Yoshida and A.Suyama,
“Solution to 3-SAT by breadth first search”,DIMACS Vl.54, 9-20(2000)および特願
２００３－１０８１２６に詳細が記載されている。これらの文献に記載の方法を使用して
正規直交化配列を設計することができる。
【００４６】
　一つの固定化領域は、好ましくは一種類のオリゴヌクレオチドプローブが固定化されて
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いる。検出用プローブは、その３’末端が担体に結合されていてもよいし、５’末端が結
合されていてもよい。共有結合性であってもよいし非共有結合性であってもよい。オリゴ
ヌクレオチドプローブの固相担体への固定化手法については、当業者であれば、公知の各
種手法に必要に応じて適宜採用することができる。検出用プローブは、その３’末端が担
体に結合されていてもよいし、５’末端が結合されていてもよい。共有結合性であっても
よいし非共有結合性であってもよい。検出用プローブは、従来公知の各種の方法で担体の
表面に固定化することができる。例えば、検出用プローブを含む溶液の微小液滴を吐出す
る方法で、担体に所定の平面形態を描くように供給する。そして、必要に応じて加熱等す
ることで乾燥することで検出用プローブを固定化する。さらに、例えば、検出用プローブ
の固相担体への固定化のために、検出用プローブにアミノ基等を付加してもよいし、アル
ブミンなどのタンパク質を連結して担体への固着性を高めることもできる。また、加熱処
理やＵＶ照射などの各種放射線照射により固着性を高めることもできる。
【００４７】
　個々の固定化領域の大きさは、０．２ｍｍ2以上１５０ｍｍ2以下である。０．２ｍｍ2

未満であると目視による視認性が低下しすぎ、１５０ｍｍ2を超えてはアレイのサイズ上
問題がある。
【００４８】
　固定化領域の形状は特に限定しないで、円形状、方形状等、アレイにおいて適用される
公知の各種の形態とすることができる。固定化領域の充填密度や視認性を考慮すると方形
状であることが好ましく、より好ましくは正方形状である。
【００４９】
　固定化領域の個数は、固定化領域の個数は、検出意図や検出方法の用途に応じて適宜設
定される。アレイのサイズ等を考慮すると、特に限定しないが、２個以上２００個以下で
あることが好ましい。２００個を超えると、アレイのサイズ上の観点及び目視による検出
判定が困難になる可能性があるからである。１又は複数の固定化領域における目視による
シグナル検出を考慮すると、好ましくは１５０個以下であり、より好ましくは１００個以
下である。また、固定化領域の個数は、好ましくは２０個以上であり、より好ましくは４
０個以上である。２０個以上であると、例えば、各種診断等において汎用性が高い。
【００５０】
　複数個の固定化領域は、固相担体上に一つの区画を形成していることが好ましい。区画
は、アレイの形状に応じた、たて列及びよこ列の組み合わせによる整列形態を備えている
ことが好ましい。典型的には、こうした区画は、方形状となっている。
【００５１】
　検出用プローブは、後述するハイブリダイゼーションの形態に応じて所定のパターンで
固相担体に固定化される。液中型ハイブリダイゼーションでは、典型的には個々の検出用
プローブに対応するドットが配列されたパターンとなる。また、展開型ハイブリダイゼー
ションでは、典型的には個々の検出用プローブに対応するストリーム（帯状体）が展開方
向に添う１又は２以上の展開位置に配列されたパターンとなる。
【００５２】
（発色見本領域）
　アレイは、固相担体上に、複数の固定化領域の他に検出シグナルによる発色見本領域を
別途備えることができる。こうした発色見本領域を備えることで、アレイが小スケール化
されていても、また、目視によるシグナル判別によっても、検出精度及び正確性を確保す
ることができる。発色見本領域は、後述するシグナル付与工程で付与するシグナルの発色
見本であり、シグナルに応じた色調、明度や彩度をもって、予め付与されている。すなわ
ち、検出方法を通じて維持できるように付与されている。発色見本領域は、インクによっ
て、付与されており、好ましくは、固相担体への定着性や反応性を考慮して顔料インクが
用いられる。こうしたインク類は、典型的には、オリゴヌクレオチドプローブを固相担体
に付与して固定化領域を形成するときと同様の手法（例えば、ピエゾ素子によるインクジ
ェット手法）で、固相担体に付与されている。そして、発色見本領域は、対比観察上の要
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請から、固定化領域と同様のサイズと形状で、固相担体上に付与されていることが好まし
い。さらに、発色見本領域は、固定化領域におけるシグナルと対比観察がしやすいように
、固定化領域に隣接して形成されていることが好ましい。
【００５３】
　発色見本領域は、検出シグナルの色調又は濃淡につき程度の異なる２種以上の領域から
構成されていることが好ましい。こうした構成とすることで、目視によるシグナル検出を
より容易にかつ確実に行うことができる。好ましくは、検出シグナルの色調又は濃淡の上
限及び下限に相当する少なくとも２つの発色見本領域を備える。こうした発色見本領域を
備えることで、上記上限及び下限を指標としてシグナルの検出を判断できるようになり、
試験者の熟練程度や反応誤差に関わらず一層容易かつ確実な検出が可能となる。
【００５４】
（ハンドリング部位）
　アレイは、複数個の固定化領域からなる区画の外部にハンドリング部位を備えることが
できる。ハンドリング部位を有することで、小さいアレイであってもハンドリングを確実
にするとともに、一定の方向性でアレイを取り扱うことが可能となり、実験精度ないし検
出精度を高め、シグナル検出も容易化することができる。ハンドリング部位としては、典
型的には、固相担体上の固定化領域や発色見本領域が形成されていないマージン領域を適
用することができる。また、ハンドリング部位をアレイの一部、例えば、方形状シートの
一端部（特に一方の短縁部）に設けることで、アレイの取り扱いに便利であるほか、アレ
イを容易に一定の方向性を維持して各種操作を実施できる。ハンドリング部位には、アレ
イを個別に識別するための検体識別情報を付与することが可能であり、予めこうした検体
識別情報を、インク等に付与されていてもよい。検体識別情報は、数字、記号、文字又は
図形、これらの組み合わせであってよい。
【００５５】
　そのほか、アレイは、操作及び識別に有用な情報を備えることができる。例えば、操作
や検出時におけるアレイの方向性を定める方向識別情報を付与することができる。なお、
上記したマージン領域（ハンドリング部位）や発色見本領域、検体識別情報を、方向識別
情報として用いることもできる。
【００５６】
　アレイを構成する固相担体は、特に限定しないが、ダウンサイジング性、小スケールで
の取り扱い性、反応性、検出シグナルの視認性等を考慮すると、液体の浸透性又は透過性
を有することが好ましい。こうした材料としては、例えば、ポリエーテルスルホン、ニト
ロセルロース、ナイロン、ポリフッ化ビニリデンなどのポリマーを主体としたいわゆる多
孔性のメンブランフィルターのほか、ろ紙などのセルロースを好ましく用いることができ
る。この種の多孔質体は、展開型ハイブリダイゼーションにも好適である。
【００５７】
（増幅産物）
　増幅産物は、試料中の標的核酸に由来して、核酸増幅反応により取得される産物である
。核酸増幅反応としては、公知の各種の反応が利用できる。例えば、各種手法によるＰＣ
Ｒのほか、ＬＣＲ、ＳＤＡ、ＩＣＡＮ等が挙げられる。増幅産物は、どのように準備され
てもよいが、本検出方法は、増幅産物を準備するための増幅工程を備えていてもよい。
【００５８】
　増幅産物には、検出用プローブとハイブリダイズするタグ配列を備えるようにする。増
幅産物は、通常、完全二重鎖形態を有している。この種の増幅産物の場合、いずれか一方
の鎖の５’末端又は３’末端に増幅産物を得るためのプライマーに由来して備えられる。
例えば、増幅産物を得るためのプライマーセットの一方のプライマーの５’末端側に予め
タグ配列又はそれと相補的な配列となるオリゴヌクレオチド鎖を備えるようにすれば、増
幅産物の一方の鎖の５’末端又は３’末端にはタグ配列が備えられるようになる。
【００５９】
　増幅産物は、後述する標識プローブの標識用配列とハイブリダイズ可能な標識用タグ配
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列を備えている。標識用タグ配列も、タグ配列と同様、いずれか一方の鎖の５’末端又は
３’末端に、増幅産物を得るためのプライマーに由来して備えられる。ただし、完全二重
鎖の増幅産物の場合には、一本鎖化した一方の鎖の各端部にタグ配列と標識用タグ配列と
をそれぞれを備えるようにすることが好ましい。標識用タグ配列は、例えば、増幅産物を
得るためのプライマーセットの一方のプライマーの５’末端側に予め標識用タグ配列又は
その相補的な配列となるオリゴヌクレオチド鎖を備えるようにすれば、増幅産物の一方の
鎖の５’末端又は３’末端には標識用タグ配列が備えられるようになる。こうした完全二
重鎖形態の増幅産物にあっては、後述するように、これを一本鎖化した上で第１及び第２
のハイブリダイゼーションを行うこととなる。
【００６０】
　本検出方法では、別の態様の増幅産物も用いることができる。すなわち、タグ配列を、
５’末端であって、二重鎖部位から突出される一本鎖部分（５’突出末端）に備える増幅
産物を用いることもできる。タグ配列を、５’突出末端に備えることで、対合した状態の
二重鎖部位を含んだ増幅反応後の増幅産物でも、タグ配列は検出用プローブとハイブリダ
イズが可能である。このため、この増幅産物は、後述するように熱変性を経なくても第１
のハイブリダイゼーションが可能となる。
【００６１】
　また、この態様の増幅産物は、標識用タグ配列を、５’末端であって、二重鎖部位から
突出される一本鎖部分（５’突出末端）に備える増幅産物を用いることもできる。標識用
タグ配列を、５’突出末端に備えることで、対合した状態の二重鎖部位を含んだ増幅反応
後の増幅産物でも、標識用タグ配列は標識用プローブとハイブリダイズが可能である。こ
のため、この増幅産物は、後述するように熱変性を経なくても第２のハイブリダイゼーシ
ョンが可能となる。
【００６２】
　好ましくは、この態様の増幅産物は、タグ配列を一方の鎖の５’突出末端に有し、標識
用ダグ配列を他方の鎖の５’突出末端に有する。こうした態様の増幅産物は、熱変性する
ことなく、第１及び第２のハイブリダイゼーションが可能となる。
【００６３】
　この態様の増幅産物は、例えば、以下に示す第１のプライマーと第２のプライマーとを
用いて核酸増幅を実施すればよい。ここでは、タグ配列を一方の鎖の５’突出末端に有し
、標識用ダグ配列を他方の鎖の５’突出末端に有する増幅産物の取得について説明するが
、一方の鎖の５’突出末端にのみタグ配列又は標識用タグ配列を有する増幅産物には、対
のプライマーの一方を以下に示すプライマーとし他方を通常のプライマーとすればよい。
【００６４】
（第１のプライマー）
　第１のプライマーは、標的核酸に予め関連付けられた検出用プローブに相補的なタグ配
列と標的核酸中の第１の塩基配列を識別する第１の識別配列とを含んでいる。これらの塩
基配列の長さ等は特に限定されず、標的核酸の標的配列の内容に応じて適宜決定される。
【００６５】
（第１の識別配列）
　第１の識別配列は、核酸増幅により、標的核酸を増幅するための配列であり、標的核酸
中の標的配列の一部を構成する第１の塩基配列と特異的にハイブリダイズできる。第１の
識別配列は、第１の塩基配列と高い選択性でハイブリダイズ可能な程度に相補的に設定さ
れる。好ましくは完全に相補的（特異的）に設定される。
【００６６】
（タグ配列）
　タグ配列は、タグ配列は、増幅断片が検出用プローブとハイブリダイゼーションを可能
とするための配列であり、標的核酸を検出するものであるため、標的核酸毎に検出用プロ
ーブの検出用配列にハイブリダイズ可能に設定される。典型的には、検出用配列に相補的
な塩基配列となっている。したがって、一つの標的核酸は、一つの検出用プローブに対応
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付けられることになる。タグ配列の塩基長は、既に説明したように、好ましくは検出用プ
ローブの検出用配列の塩基長に一致し、好ましくは、２０塩基以上５０塩基以下であり、
より好ましくは、２０塩基以上２５塩基以下である。
【００６７】
　標的核酸中の第１の塩基配列と第２の塩基配列とは、標的核酸に対してどのような構成
となっていてもよい。例えば、ＤＮＡ上の変異を検出する場合、いずれか一方の塩基配列
にのみ１又は２以上の塩基の変異部位が含まれるようにしてもよいし、双方に変異部位が
含まれるようにしてもよい。なお、第１のプライマーは、こうしたタグ配列及び第１の識
別配列を有しており、こうした塩基配列を構成する天然塩基あるいはこれに相同な人工塩
基を有するとともに、天然核酸との間で塩基対合を可能とする骨格を有している。典型的
にはオリゴヌクレオチド又はその誘導体である。
【００６８】
（連結部位）
　タグ配列を有するプライマーの一部と第１の識別配列を有するプライマーの他の一部と
は直接連結されることはなく、これらの間には連結部位を有している。連結部位は、鋳型
鎖に含まれたとき、ＤＮＡポリメラーゼ反応を抑制又は停止可能な部位である。ＤＮＡポ
リメラーゼ反応は、鋳型となる核酸（ないし塩基）がないとそれ以上ＤＮＡ鎖を伸長しな
いとされている。このため、本発明の連結部位は、ＤＮＡポリメラーゼによるＤＮＡ伸長
時の鋳型となりえない構造を有している。すなわち、本連結部位は、天然塩基又は天然塩
基と対合する天然塩基の誘導体（天然塩基等）を含まない。
【００６９】
　連結部位は、天然塩基等を含まないなどの理由により、ＤＮＡポリメラーゼによるＤＮ
Ａ伸長反応の鋳型とはなりえない。このため、図１に示すように、第１のプライマーによ
って増幅されたＤＮＡ一本鎖が鋳型鎖となって、さらに第２のプライマーによって増幅さ
れるとき、第２のプライマーからのＤＮＡ伸長反応は、当該連結部位に対合する部位より
３’側において抑制又は停止される。このため、増幅工程により得られる増幅断片（ＤＮ
Ａ二重鎖断片）は、結果として、一方の端部に第１の任意の塩基配列を突出する一本鎖と
して備えるとともに塩基の対合による二重鎖部分を備えたものとなる。
【００７０】
　本連結部位は、リン酸ジエステル結合を介してヌクレオチドに隣接される、元素数が２
以上４０以下である一重鎖構造を含む鎖状の連結基であってもよい。元素数が１以下では
、ＤＮＡポリメラーゼ反応を抑制又は停止が不完全になりやすく、元素数が４０を超える
と、ヌクレオチドの溶解性が低下するおそれがあるからである。ＤＮＡポリメラーゼ反応
の抑制又は停止の効果を考慮すると、鎖状の連結基の元素は、２以上３６以下であること
が好ましく、より好ましくは３以上１６以下である。
【００７１】
　本連結部位が、一重結合を含むのは、連結部位における回転を容易にするためであり、
一重結合は、炭素－炭素一重結合、炭素－酸素一重結合、炭素－窒素一重結合、Ｓ－Ｓ一
重結合などが挙げられる。本連結部位は、こうした一重結合を主体とすることが好ましい
。また、本連結部位は、一重結合を含む限り一部に芳香環あるいはシクロアルカンを含ん
でいてもよい。
【００７２】
　本連結部位としては、元素数が２以上４０以下であって置換されていてもよいアルキレ
ン鎖又はポリオキシアルキレン鎖を含むことが好ましい。こうした鎖状の連結構造は、構
造的に簡易であるほか、連結部位としての導入も容易である。
【００７３】
　こうした連結部位としては、例えば、以下の式（１）で表される連結部位が挙げられる
。
５’－Ｏ－ＣmＨ2m－Ｏ－３’             式（１）
（式中、５’は、５’側のリン酸ジエステル結合の酸素原子を表し、３’は、３’側のリ
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【００７４】
　式（１）においてｍは、好ましくは２以上３６以下であり、より好ましくは３以上１６
以下である。式（１）中のＨの置換基は、典型的には、アルキル基、アルコキシ基、水酸
基等が挙げられる。アルキル基及びアルコキシ基の炭素数は１～８であることが好ましく
、より好ましくは１～４である。また、２以上の置換基を有する場合には、置換基は同一
であっても異なっていてもよい。さらに、置換基を有していないことも好ましい。
【００７５】
　また、他の連結部位としては、以下の式（２）で表される連結部位が挙げられる。
５’－（ＯＣnＨ2n）l－ｖ３’                   式（２）
（式中、５’は、５’側のリン酸ジエステル結合の酸素原子を表し、３’は、３’側のリ
ン酸ジエステル結合のリン酸原子を表し、ｎは２以上４以下の整数を表し、ｌは、２以上
の整数であって、（ｎ＋１）×ｌは４０以下となる整数を表す。）
【００７６】
　式（２）において（ｎ＋１）×ｌは、好ましくは２以上３６以下であり、より好ましく
は３以上１６以下である。式（２）中のＨの置換基は、式（１）中の置換基と同様の態様
が適用される。
【００７７】
　本連結部位としては、例えば、以下の鎖状部位が挙げられる。
【００７８】
【化１】

【００７９】
　さらに、本連結部位としては、例えば、以下の鎖状部位が挙げられる。
【００８０】
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【化２】

【００８１】
　第１のプライマーは、第１の識別配列及びタグ配列を有しており、こうした塩基配列を
構成する天然塩基あるいはこれに相同な人工塩基を有するとともに、天然核酸との間で塩
基対合を可能とする骨格を主体として有している。典型的にはオリゴヌクレオチド又はそ
の誘導体である。
【００８２】
　第１のプライマーにおいては、その５’側からタグ配列、連結部位及び第１の識別配列
の順でこれらを有していることが好ましい。こうした構成とすることで、こうしたプライ
マーによって増幅されたＤＮＡ鎖が鋳型鎖となって増幅されるとき、鋳型鎖中の第１のプ
ライマー由来の連結部位よりも５’側、すなわち、ＤＮＡポリメラーゼによって伸長され
るＤＮＡ鎖においてより先の３’側では伸長反応が停止されるか抑制される。この結果、
鋳型鎖中の第１のプライマー由来の連結部位の３’側に隣接するヌクレオチドの塩基又は
その近傍の塩基に対合する塩基を５’末端とし、第１のプライマー中のタグ配列の相補鎖
を有しない増幅断片が得られることとなる。
【００８３】
　なお、連結部位近傍、すなわち、連結部位の３’側及び５’側には、タグ配列や第１の
識別配列とは無関係の配列を含めることもできる。第１のプライマーが鋳型鎖となったと
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き、連結部位の存在のために、伸長鎖におけるタグ配列や第１の識別配列に対して意図し
ないＤＮＡ伸長反応の進行や停止の影響を低減又は回避できるからである。
【００８４】
（第２のプライマー）
　図２に示すように、第２のプライマーは、標的核酸中の第２の塩基配列を識別する第２
の識別配列を含んでいる。これらの塩基配列の長さ等は特に限定されず、標的核酸の標的
配列の内容に応じて適宜決定される。
【００８５】
（第２の識別配列）
　第２の識別配列は、核酸増幅により、第１のプライマーとともに標的核酸を増幅するた
めの配列であり、標的核酸中の標的配列の他の一部を構成する第２の塩基配列と特異的に
ハイブリダイズできる。第２の識別配列は、第２の塩基配列と高い選択性でハイブリダイ
ズ可能な程度に相補的に設定される。好ましくは完全に相補的（特異的）に設定される。
【００８６】
（標識用タグ配列）
　図２に示すように、標識用タグ配列が、標識物質を結合可能に構成されていてもよい。
すなわち、所定の塩基配列を有しており、標識物質を有するとともに標識用配列を識別す
る塩基配列を有する標識プローブが結合可能であってもよい。こうした標識プローブは後
述するハイブリダイゼーション工程や検出工程において固相体上の増幅産物に供給されて
、これを標識することができる。
【００８７】
　第２のプライマーは、第２の識別配列の塩基配列を構成する天然塩基あるいはこれに相
同な人工塩基を有するとともに、天然核酸との間で塩基対合を可能とする骨格を有してい
る。典型的にはオリゴヌクレオチド又はその誘導体である。
【００８８】
（連結部位）
　標識用タグ配列を備えるとき、標識用タグ配列と第２の識別配列とは、直接連結されて
いてもよいが、これらの間には連結部位を有していることが好ましい。特に、図２に示す
ように、標識物質結合領域が標識プローブと相互作用してこれを結合する塩基配列を有し
ているときにおいて好ましい。連結部位は、既に第１のプライマーにおいて説明したとお
りである。
【００８９】
　第２のプライマーにおいては、その５’側から、標識用タグ配列、連結部位及び第２の
識別配列の順でこれらを有していることが好ましい。こうした構成とすることで、第２の
プライマーによって増幅されたＤＮＡ鎖が鋳型鎖となって、第１のプライマーによって増
幅されるとき、鋳型鎖中の第２のプライマーに由来する連結部位よりも５’側、すなわち
、ＤＮＡポリメラーゼによって伸長される新たなＤＮＡ鎖においてはより先の３’側では
伸長反応が停止されるか抑制される。この結果、鋳型鎖中の第２のプライマー由来の連結
部位の３’側に隣接するヌクレオチドの塩基又はその近傍の塩基に対合する塩基を５’末
端とし、第２のプライマー中の標識用タグ配列（の塩基配列）の相補鎖を有しないＤＮＡ
増幅断片が得られることとなる。
【００９０】
　なお、連結部位近傍、すなわち、連結部位の３’側及び５’側には、標識用タグ配列や
第２の識別配列とは無関係の配列を含めることもできる。第２のプライマーが鋳型鎖とな
ったとき、連結部位の存在のために、伸長鎖における標識用タグ配列や第２の識別配列に
対して意図しないＤＮＡ伸長反応の進行や停止の影響を低減又は回避できるからである。
【００９１】
　こうしたプライマーは、通常のオリゴヌクレオチド合成法にしたがって合成することが
できる。例えば、連結部位については、アルキレン鎖を有するホフォスホアミダイト試薬
を用いて合成することができる。こうした試薬自体は、公知であり、例えば、GlenResear
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ch社等から入手することができる。例えば、以下の試薬が挙げられる。なお、以下の式に
おいてＤＭＴは、水酸基保護基として典型的なジメトキシトリチル基を表すが、他の公知
の水酸基保護基であってもよい。また、以下の式においてＰＡは、ホスホアミダイト基を
表す。
【００９２】
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【化３】

【００９３】
　核酸増幅は、これらのプライマーを用いて実施する。核酸増幅法は既に説明したように
各種公知の方法を適用できるが、典型的にはＰＣＲ、マルチプレックスＰＣＲ等の各種Ｐ
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ＣＲである。核酸増幅工程を実施するにあたっての、溶液組成、温度制御等については、
当業者であれば適宜設定することができる。
【００９４】
　以下に、こうした第１のプライマーと第２のプライマーとをプライマーセットとして用
いる核酸増幅について図２に基づいて説明する。
　すでに説明したように、たとえば、５’側からタグ配列、連結部位及び第１の識別配列
の順でこれらを有する第１のプライマーと、５’側から、標識用タグ配列、連結部位及び
第２の識別配列の順でこれらを有する第２のプライマーと、を用いて標的核酸を含む可能
性のある試料に対してＰＣＲを実施すると、図２の（ａ）～（ｃ）に示すように、ＤＮＡ
ポリメラーゼのＤＮＡ伸長反応により、第１のプライマー及び第２のプライマーに由来し
て当該プライマーを含む鋳型鎖が形成される。
【００９５】
　そして、これらの鋳型鎖がそれぞれ由来するプライマーとは異なる第２のプライマー及
び第１のプライマーによって再びＤＮＡポリメラーゼによるＤＮＡ伸長反応が実施される
。このとき、図２の（ｄ）に示すように、第２のプライマーから始まり第１のプライマー
を含む鋳型鎖に対するＤＮＡポリメラーゼのＤＮＡ伸長反応は、鋳型鎖中の第１のプライ
マー由来の連結部位より５’側、すなわち、伸長鎖では連結部位よりも３’側ではＤＮＡ
の伸長が抑制又は停止される。
【００９６】
　また、図２の（ｄ）に示すように、第１のプライマーから始まり第２のプライマーを含
む鋳型鎖に対するＤＮＡポリメラーゼのＤＮＡ伸長反応は、鋳型鎖中の第２のプライマー
由来の連結部位より５’側、すなわち、伸長鎖では連結部位よりも３’側ではＤＮＡの伸
長が抑制又は停止される。
【００９７】
　こうした結果、得られる増幅断片は、図２（ｅ）に示すように、５’末端にそれぞれ突
出する一本鎖のタグ配列と標識用タグ配列とを備え、第１の識別配列と第２の識別配列に
おいては二重鎖を備えるＤＮＡ二重鎖断片となる。すなわち、このＤＮＡに重鎖断片にあ
っては、一方のＤＮＡ鎖の５’側では、タグ配列が突出して一本鎖となり、他方のＤＮＡ
鎖の５’側では、標識用タグ配列が突出している。
【００９８】
（標識用プローブ）
　標識用プローブは、増幅産物の一部（標識用タグ配列）とハイブリダイズする標識用配
列と、標識物質と、を備えることができる。標識用配列は、標識用タグ配列と特異的にハ
イブリダイズ可能な程度の相補性を有しており、好ましくは完全に相補的である。標識用
配列の塩基配列の長さ等は特に限定されず、標的核酸の標的配列の内容やハイブリダイゼ
ーションに関わるそのＴｍ等に応じて適宜決定される。
【００９９】
　標識物質は、目視で視認可能である。すなわち、直接それ自体が、他の成分を必要とし
ないで目視で視認可能なシグナルを生成することができる物質である。こうした物質とし
ては、典型的には、各種の顔料や染料などの各種の着色剤が挙げられる。また、これに準
ずる、金、銀などの貴金属ほか、銅などの各種金属又は合金、あるいは当該金属を含む有
機化合物（錯体化合物であってもよい）が挙げられる。また、着色剤に準ずる、マイカ等
の無機化合物が挙げられる。
【０１００】
　標識物質としては、典型的には、各種染料、ルミノール、イソルミノール、アクリジニ
ウム化合物、オレフィン、エノールエーテル、エナミン、アリールビニルエーテル、ジオ
キセン、アリールイミダゾール、ルシゲニン、ルシフェリン及びエクリオンを包含する化
学発光物質が挙げられる。また、こうした標識物質でラベルされているラテックス粒子な
どの粒子が挙げられる。さらに、金コロイド若しくはゾル又は銀コロイド若しくはゾルを
包含するコロイド若しくはゾル等が挙げられる。
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【０１０１】
　標識物質の一部を構成する粒子の平均粒子径は、通常、２０ｎｍ以上２０μｍ以下であ
り、典型的には、４０ｎｍ～１０μｍ、好ましくは０．１～１０μｍ、特に好ましくは０
．１～５μｍ、さらに好ましくは０．１５～２μｍの平均粒子径を有している。また、固
相担体１１０の孔径によっては、５００ｎｍ以下であることが好ましく、０．１ｎｍ以上
１００ｎｍ以下であることがより好ましく、１ｎｍ以上５０ｎｍ以下であることがさらに
好ましい。好ましい粒子は、水溶液に懸濁でき、そして水不溶性ポリマー材料、好ましく
は置換されたポリエチレンからなる粒子である。特に好ましいものは、ラテックス粒子、
例えばポリエチレン、アクリル酸ポリマー、メタクリル酸ポリマー、アクリロニトリルポ
リマー、アクリロニトリル－ブタジエン－スチレン、ポリビニルアセテート－アクリレー
ト、ポリビニルピロリドン又は塩化ビニル－アクリレートが挙げられる。それらの表面上
に活性基、例えばカルボキシル、アミノ又はアルデヒド基を有するラテックス粒子である
。
【０１０２】
　こうした標識物質及び標識物質でラベルした粒子は、商業的に入手できるほか、標識物
質の製造及び標識を粒子にラベルする方法も公知であり、当業者であれば適宜公知技術を
利用して取得することができる。さらに、こうした標識物質又は標識物質でラベル化され
た粒子とＤＮＡ等のオリゴヌクレオチドとの結合もアミノ基等の官能基を介して適宜可能
であり、それ自体は当該分野において周知である。
【０１０３】
（ハイブリダイゼーション工程）
　本件出方法は、アレイにおいて、増幅産物と検出用プローブとをハイブリダイズ可能に
接触させる第１のハイブリダイゼーションと、標識用プローブと増幅産物とをハイブリダ
イズ可能に接触させる第２のハイブリダイゼーションとを実施するハイブリダイゼーショ
ン工程を備えることができる。第１のハイブリダイゼーションを実施することで、タグ配
列と検出用プローブとのハイブリダイズにより、検出用プローブと増幅産物とのハイブリ
ダイズ産物が得られる。また、第２のハイブリダイゼーションを実施することで、標識用
配列と標識タグ配列とのハイブリダイズにより増幅産物と標識用プローブとのハイブリダ
イズ産物が得られる。これら第１及び第２のハイブリダイゼーションの結果、図３に示す
ように、固相上に増幅産物と検出用プローブと標識用プローブとのハイブリダイズ産物が
得られる。そして、標的核酸が予め関連付けられた検出用プローブの固定化領域に、標識
物質が保持されることになるため、このハイブリダイズ産物の存在が目視で視認可能に可
視化される。検出用プローブの固定化領域には、検出用プローブが固定化されていない領
域に比べて標識物質が集積しあるいは濃縮されるため、目視による視認が容易になってい
る。
【０１０４】
　第１及び第２のハイブリダイゼーションの順序等は特に問わない。第１のハイブリダイ
ゼーションを先に実施し、その後第２のハイブリダイゼーションを実施してもよいし、そ
の逆であってもよい。また、第１のハイブリダイゼーションと第２のハイブリダイゼーシ
ョンとを同時に実施してもよい。いずれであっても、標的核酸が予め関連付けられた検出
用プローブの固定化領域に、最終的なハイブリダイズ産物が保持される。
【０１０５】
　増幅産物が、完全二重鎖の場合には、第１のハイブリダイゼーション及び／又は第２の
ハイブリダイゼーションに先立って、二重鎖を一本鎖化する変性工程を実施することが好
ましい。一本鎖化しないと、検出プローブや標識用プローブとはハイブリダイズが困難で
あるからである。変性工程は、増幅産物の配列等に応じたＴｍに基づき適宜温度等が設定
される。通常は、９０℃～９５℃程度に加熱した上に急冷する。こうして増幅産物の由来
の一本鎖（タグ配列と標識タグ配列を有する）がアレイ上の検出用プローブ又は標識用プ
ローブとハイブリダイズ可能となる。したがって、この種の増幅産物には、まず変性工程
を行い、その後、第１のハイブリダイゼーション及び第２のハイブリダイゼーションを順
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序を問わないで又は同時に実施できる。
【０１０６】
　増幅産物が、二重鎖の一方の５’突出末端にタグ配列を備える、他方の５’突出末端に
標識用タグ配列を備える場合には、このまま変性工程を実施することなく、第１のハイブ
リダイゼーション及び第２のハイブリダイゼーションを順序を問わないで又は同時に実施
できる。
【０１０７】
　以下、アレイ上で第１のハイブリダイゼーションと第２のハイブリダイゼーションとを
１ｍｌ以下の液中で実施するハイブリダイゼーション工程の一例について適宜図１を参照
しつつ説明する。
【０１０８】
　以下のハイブリダイゼーション工程は、一つのアレイにつき１ｍｌ以下、好ましくは、
０．５ｍｌ以下、より好ましくは０．３ｍｌ以下の液中で第１及び第２のハイブリダイゼ
ーションを逐次あるいは同時にチューブ状容器で実施する例である。
【０１０９】
　まず、第１のハイブリダイゼーションを実施する場合、容器に、検出用プローブが固定
されたアレイと、増幅産物とが、適当なハイブリダイゼーション媒体中に存在する状体を
形成し、予め設定された温度及び時間でハイブリダイゼーションを実施する。アレイは、
所定の方向で容器に投入する。ハイブリダイゼーションは、チューブ状容器の内部形態に
応じ、アレイの長辺が容器の深さ方向に沿う状態を維持して実施することが好ましい。上
記したアスペクト比の方形状シートのアレイを用いることで、市販で入手できる１～０．
３ｍｌ程度の各種形態のチューブ状容器内に安定して保持される。
【０１１０】
　ハイブリダイゼーションでチューブ状容器を用いる場合、既存のＰＣＲのための温度制
御装置に適用することができる。こうした温度制御を実施することで、精度よくかつ迅速
に温度制御が可能となる。ハイブリダイゼーション工程の条件は特に限定しない。通常の
ハイブリダイズ媒体を用いることができる。また、適度な温度に設定することができる。
【０１１１】
　第１のハイブリダイゼーションに引き続き第２のハイブリダイゼーションを実施する場
合には、第２のハイブリダイゼーションに用いる標識用プローブを第１のハイブリダイゼ
ーション実施後の容器に追加して、予め設定された温度及び時間でハイブリダイゼーショ
ンを実施する。上記したように、第１のハイブリダイゼーションと第２のハイブリダイゼ
ーションとは逆の順序でも、同時にでも実施することもできる。すなわち、ハイブリダイ
ゼーション工程を、増幅産物、アレイ（検出用プローブ）及び標識用プローブの存在下で
一挙に実施することもできる。
【０１１２】
　このように、第１のハイブリダイゼーションと第２のハイブリダイゼーションは、その
順序等にかかわらず、同一容器内で実施することが好ましい。こうすることで、操作を簡
略化して迅速性を向上させることができる。また、アレイを、同一容器に残しておくこと
で、アレイの容器への投入時（ハイブリダイゼーション工程時）の一定の方向性を容易に
維持でき、第１のハイブリダイゼーション及び第２のハイブリダイゼーションをより安定
した良好な条件で実施できる。
【０１１３】
　図１（ａ）は、第１のハイブリダイゼーションの後、第２のハイブリダイゼーションを
行う工程、図１（ｂ）は、第２のハイブリダイゼーションの後、第１のハイブリダイゼー
ションを行う工程、図１（ｃ）は、第１と第２のハイブリダイゼーションを同時に行う工
程を、それぞれ示す。
【０１１４】
　また、図１（ｄ）に示すように、増幅産物を得るための核酸増幅反応もハイブリダイゼ
ーション工程を実施する同一容器でハイブリダイゼーション工程に先立って行うことが好
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ましい。増幅反応実施後、その容器内の増幅反応液に標識用プローブ及び／又はアレイを
供給することができ、また、ハイブリダイゼーションに適した媒体を適用することもでき
る。
【０１１５】
　また、ハイブリダイゼーション工程に先立って増幅産物の変性工程が必要な場合には、
変性工程を同一容器内で実施し、その後、引き続き同一容器内でハイブリダイゼーション
工程を実施してもよい。こうすることで、操作を簡略化し、さらに操作の迅速化、温度制
御の迅速化及び高精度化も実現できる。
【０１１６】
　なお、ハイブリダイゼーション工程後に、過剰の被験試料を洗浄除去する洗浄工程を実
施してもよい。例えば、洗浄工程は、ハイブリダイゼーション工程を実施した容器からハ
イブリダイゼーション液を除去してアレイのみを残留させた状態で、所定の温度条件で洗
浄に適した液を供給して適当な時間接触させることを適数回繰り返すことによって実施で
きる。こうした洗浄工程を同一容器で実施することで、操作を簡略化し容器数を減らして
しかも、温度制御を迅速かつ精度よく行うことができる。
【０１１７】
　図２に例示されるハイブリダイゼーション工程は、液中型ハイブリダイゼーションであ
るが、当該形態に限定されないで、展開型ハイブリダイゼーションにも適用される。
【０１１８】
（検出工程）
　検出工程は、最終的なハイブリダイズ産物を、前記標識物質に基づいて検出する工程で
ある。より具体的には、検出用プローブが固定化された固定化領域の着色及び位置を確認
する工程である。本検出方法では、それ自体目視で確認可能な標識物質を用いているため
に、簡易にかつ迅速に標的核酸の有無を確認できる。
【０１１９】
　検出にあたっては、アレイが充填されたままの容器内で行ってもよいし、アレイを容器
から取り出して容器外で行ってもよい。また、ハイブリダイゼーション媒体が収容された
ままの状態で行っても良い。本検出方法では、ハイブリダイゼーション工程後、特別なシ
グナル付与工程なく検出工程を実施でき、ハイブリダイゼーション工程に用いたのと同一
のアレイの方向性が維持された状態で着色を検出できる。このため方向性の錯誤等に基づ
く誤判断がなく、確度も高いものとなる。
【０１２０】
　アレイが、発色見本領域を備えるとき、検出用プローブ固定化領域の着色を見本領域の
色調や濃淡と対比観察することで、迅速かつ確度の高い検出が可能となる。また、アレイ
が、想定される着色の色調又は濃淡の上限及び下限に相当する２つの発色見本領域を少な
くとも備える場合には、上限及び下限を指標として、標的核酸を検出する工程とすること
ができる。こうすることで、熟練程度や反応誤差によらないで確度の高い検出が可能とな
る。
【０１２１】
　検出工程は、検出対象や用途に応じて、試料中の複数の標的核酸の組み合わせを検出す
る工程であってもよい。例えば、肺炎の原因菌の型判別のように、複数の遺伝子の複数の
配列を検出する場合には、複数の標的核酸に対応する複数の固定化領域の組み合わせが検
出される。この場合、こうした組み合わせを、アレイ上において得られた記固定化領域の
発色パターンと、その組み合わせに対応するオリゴヌクレオチドプローブの発色パターン
見本と対比して検出するとしてもよい。こうした発色パターン見本は予め準備しておく。
例えば、検出しようとするパターン毎に準備しておくことで、迅速かつ容易に確度の高い
判別が可能となる。
【０１２２】
（アレイ及びアレイシート）
　本発明によれば、また、本発明方法に用いるアレイが提供される。上記した各種態様の
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て複数個備えるアレイシートも提供される。すなわち、標的核酸を検出するためのアレイ
のシートであって、標的核酸と予め関連付けられた検出用プローブの複数個の固定化領域
を含むアレイ領域を、このアレイ領域毎に分離可能に複数個備えたアレイシートが提供さ
れる。このシートによれば、本発明方法に用いられるアレイを簡単に製造、供給できる。
アレイ領域毎に分離可能とするには、例えば、上記した好ましい固相担体を用いれば、一
般的に使用されるカッターやはさみ等で切断が可能である。あるいは、切断可能に脆弱な
部位をアレイ領域間に設けることで、容易に手操作によって、アレイ領域を分離可能であ
る。
【０１２３】
　本明細書に開示される標的核酸の検出用キットは、標的核酸に予め関連付けられた検出
用プローブとハイブリダイズするタグ配列を備え、前記標的核酸に由来する増幅産物を遺
伝子増幅法により増幅する１又は２以上のプライマーセットと、目視で視認可能な標識物
質と前記増幅産物の一部とハイブリダイズする標識用配列とを備える１又は２以上の標識
用プローブと、前記検出用プローブを固相担体上に備えるアレイと、を備えることができ
る。このキットによれば、簡易かつ迅速に標的核酸を判定できる。
【実施例】
【０１２４】
　以下、本発明を実施例を挙げて具体的に説明するが、以下の実施例は本発明を説明する
ものであって、本発明の範囲を限定するものではない。
【実施例１】
【０１２５】
以下の実施例では、本発明の検出方法による標的核酸の検出を次の手順で行った。以下、
これらの順序に従って説明する。
（１）ＤＮＡマイクロアレイの作製
（２）標的核酸とプライマーの調製と増幅
（３）ハイブリダイズ
（４）スキャナーを用いた検出
【０１２６】
（１）ＤＮＡマイクロアレイの作製
　プラスチック板に、３’末端をアミノ基で修飾した合成オリゴＤＮＡ（株式会社日本遺
伝子研究所製）を溶かした水溶液を検出用プローブとして、日本ガイシ株式会社にてＧＥ
ＮＥＳＨＯＴ（登録商標である）スポッターを用いてスポットした。使用した合成オリゴ
ＤＮＡ配列は、配列番号１～１００から高速ハイブリダイゼーションが可能な以下の３３
種を選択した。
【０１２７】
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【０１２８】
　スポットの後、８０℃、１時間のベークを行った。さらに、以下に記載した手順で、合
成オリゴＤＮＡの固定化を行った。すなわち、２×ＳＳＣ／０．２％ＳＤＳで１５分洗浄
後、９５℃の２×ＳＳＣ／０．２％ＳＤＳで５分洗浄し、その後、滅菌水で洗浄（１０回
上下振とう）を３回繰り返した。その後、遠心（１０００ｒｐｍ×３分）により脱水した
。
【０１２９】
（２）標的核酸の増幅
　増幅に使用したゲノムＤＮＡは、ヒト由来とし、ヒトゲノム中の６つの標的核酸（（１
）～（６））に特異的な以下の表に示すプライマーＰ１－１～Ｐ１－６（日本遺伝子研究
所製）、Ｐ２－１～Ｐ２－６（日本遺伝子研究所製）及びＰ３－１～Ｐ３－６（日本遺伝
子研究所製）を準備した。なお、各系列は以下の構成（５’から３’として表示）とした
。なお、Ｐ３系のプライマーのプロピレン基部分は、以下の式に示すGlenResearch社のホ
スホアミダイト試薬であるSpacer PhophoamiditeＣ３を用いて通常のオリゴヌクレオチド
合成方法に準じて合成された。
【０１３０】
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【０１３１】
Ｐ１系のプライマー：Ｆ，Ｒ：ヒトＤＮＡ中の特定の標的核酸（１）～（６）に対する塩
基配列を含む
Ｐ２系のプライマー：
             Ｆ：標識プローブの結合配列（タグ配列）＋Ｐ１系の各標的核酸に対する
塩基配列
             Ｒ：合成オリゴヌクレオチドプローブの塩基配列と同一の塩基配列からな
るタグ配列＋Ｐ１系の各標的核酸に対する塩基配列
（なお、Ｐ２系プライマーを用い場合には、このタグ配列と相補的な塩基配列の相補鎖も
増幅されるため、当該相補鎖がプローブとハイブリダイズし、増幅断片を検出できる。）
Ｐ３系プライマー：
             Ｆ：標識プローブの結合配列＋連結部位Ｘ（プロピレン鎖）＋Ｐ１系の各
標的核酸に対する塩基配列      
             Ｒ：合成オリゴヌクレオチドプローブの塩基配列と相補的な塩基配列から
なるタグ配列＋連結部位Ｘ（プロピレン鎖）＋Ｐ１系の各標的核酸に対する塩基配列
【０１３２】
【表３】

【０１３３】
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【表４】

【０１３４】
【表５】

【０１３５】
　次に、ゲノムＤＮＡをこれらのプライマーを用いて以下のように増幅した。なお、サン
プル増幅用試薬として、ＱＩＡＧＥＮ社のmultiplex PCR master mix を使用した。サー
マルサイクラーとして、Applied Biosystems社のGeneAmp PCR System9700を使用した。
【０１３６】
　まず、以下に示す試薬を個々のサンプルごとに調製した。
（試薬調製）
ｄＨ２Ｏ                                    ４．０μｌ
２×multiplex PCR master mix　　　　　　　 ５．０μｌ
プライマー混合物（各５００ｎＭ）           ０．５μｌ
ゲノムＤＮＡ（５０ｎｇ／μｌ）          　 ０．５μｌ
合計                                     １０．０μｌ
【０１３７】
　次に、増幅用試薬をサーマルサイクルプレートに移し、サーマルサイクル反応（９５℃
で１５分後；９５℃で３０秒、８０℃で１秒、６４℃で６分を４０サイクル、その後１０
℃に下げる）を行った。そして、増幅したサンプルはＱＩＡＧＥＮ社のMinElute PCR Pur
ification Kitにて精製を行った後、アガロース電気泳動により意図した長さで増幅して
いることを確認した。結果を図４に示す。図４の上段には、電気泳動結果を示し、その下
段には、蛍光強度から算出した増幅量を示す。
【０１３８】
（３）ハイブリダイズ
　（２）で得た増幅サンプルをマイクロアレイ上に固定した検出用プローブとハイブリダ
イズするために、以下のHybri controlとHybri solutionを調製し、これからハイブリダ
イズ用の試薬を調製した。PrimerMixには、標識用プローブ（蛍光修飾したオリゴヌクレ
オチドでありＰ２系及びＰ３系プライマーのＦの５’側に結合する。）（２５μＭ）を含
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んでいる。なお、Hybri controlに使用したAlexa555－ｒＤ１＿１００は、Ｄ１＿１００
の対応する配列に相補な配列の５´末端をAlexa555で標識したものを用いた。
【０１３９】
（Hybri control）
Alexa555－ｒＤ１＿１００（１００ｎＭ）      　１０μｌ
ＴＥ（ｐＨ８．０）                          ３９０μｌ
合計                                        ４００μｌ
【０１４０】
（Hybri solution）
２０×ＳＳＣ                            　　２．０ｍｌ
１０％ＳＤＳ                            　　０．８ｍｌ
１００％　Ｆｏｒｍａｍｉｄｅ            　１２．０ｍｌ
１００ｍＭ　ＥＤＴＡ　                  　　０．８ｍｌ
ｍｉｌｌｉＱ                            　２４．４ｍｌ
合計　                                  　４０．０ｍｌ
【０１４１】
（ハイブリダイズ用の試薬）
Hybri control       　１．５μｌ
Primer Mix          　１．０μｌ
Hybri solution      　９．０μｌ
小計                １０．５μｌ
増幅サンプル        　３．０μｌ
合計　              １８．０μｌ
【０１４２】
　調製したハイブリダイズ用試薬（標識サンプル溶液）を、変性等のために加熱すること
なく、各９μｌずつ、マイクロアレイのスポットエリアにかけて、乾燥防止のためコンフ
ォート／プラス用サーモブロックスライド（エッペンドルフ社）を使用し、３７℃で３０
分間静置することによってハイブリダイズ反応を行った。
【０１４３】
（洗浄）
ハイブリダイズ後、以下の組成の洗浄液を満たしたガラス染色バットに、ハイブリダイズ
反応終了後のマイクロアレイ基板を浸漬し、５分間上下振とうし、滅菌水を入れたガラス
染色バットにマイクロアレイ基板を移し、１分間上下振とうし、２０００ｒｐｍで１分間
遠心乾燥し、マイクロアレイ基板表面に残った水分を除去した。
（洗浄液の組成）
ｍｉｌｌｉＱ　             １８８．０ｍｌ
２０×ＳＳＣ　             　１０．０ｍｌ
１０％ＳＤＳ　             　　２．０ｍｌ
合計　                     ２００．０ｍｌ
【０１４４】
（４）スキャナーを用いた検出
　Appleied Precision社ArrayWoRxを使用して適宜、露光時間を調節し、蛍光画像を取得
した。プラスチック基板についての結果を、図５及び図６に示す。
【０１４５】
　まず、図４の上段に示すように、タグ配列の有無にかかわらず、ゲノムＤＮＡ中の意図
した標的核酸を増幅できることがわかった。また、図４の下段の表に示すように、タグ配
列を識別配列に直接連結しても、プロピレン基を含む連結部位を介して連結してもその増
幅量に大きな変化がないことがわかった。
【０１４６】
　また、図５及び図６に示すように、Ｐ２系プライマー（タグ配列＋識別配列）とＰ３系
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ライマーを用いて増幅して得られたＤＮＡ断片とのハイブリダイゼーション結果において
、個々のタグ配列にかかわらず、おおよそ一定の強い蛍光を観察できた。これに対して、
Ｐ２系プライマーを用いたときのハイブリダイゼーション結果においては、タグ配列にか
かわらずいずれもほとんど蛍光を観察できなかった。
【０１４７】
　さらに、サンプル濃度を１０倍希釈して得られたハイブリダイゼーション結果において
は、Ｐ３系プライマーを用いた場合は、依然として蛍光を観察することができた。以上説
明したプラスチック基板におけるのと同様の結果を、ガラス基板についても確認できた。
【０１４８】
　以上のことから、Ｐ３系プライマーを用いることで、少なくとも検出感度が１０倍以上
向上することがわかった。以上の実施例では、増幅したサンプルの変性工程を行わずにア
レイに適用したこと、及び図４に示すように、増幅サンプルの合成量がＰ２系プライマー
によるものとほぼ同量である。以上のことからすると、Ｐ３系プライマーを用いることで
高効率にハイブリダイゼーションし、かつラベル効率の良好な二重鎖断片が得られたこと
がわかる。
【実施例２】
【０１４９】
　本実施例では、実施例１の（１）ＤＮＡマイクロアレイの作製において、基板として、
プラスチック基板に替えてガラス基板（東洋鋼板社製geneslide）を用い、検出用プロー
ブの塩基配列として以下の表に示す３３種を選択し、（３）ハイブリダイズにおいて、ハ
イブリダイズ試薬として以下の組成の試薬を用いた以外は、実施例１の（１）ＤＮＡマイ
クロアレイの作製、（２）標的核酸とプライマーの調製と増幅、（３）ハイブリダイズ及
び（４）スキャナーを用いた検出と同様に操作して、標的核酸を検出した。結果は、実施
例１と同様に、変性工程を実施しなくても、Ｐ２系プライマー（タグ配列＋識別配列）に
比べてＰ３系プライマー（タグ配列＋連結部位＋識別配列）を用いた場合に、明らかに１
０倍以上の強い強度のハイブリダイゼーションシグナルを得ることができた。
【０１５０】
（ハイブリダイズ試薬の組成）
Hybri control       　１．５μｌ
Primer Mix          　３．５μｌ
Hybri solution      　９．０μｌ
小計                １４．０μｌ
増幅サンプル        　４．０μｌ
合計　              １８．０μｌ
【０１５１】
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【表６】

【実施例３】
【０１５２】
　以下、本明細書の開示を具現化した実施例について説明する。
（１）メンブレンタイプDNAマイクロアレイの作製
　メルクミリポア製Hi-Flow Plus メンブレンシート（６０mm x ６００mm）に以下の表に
示す塩基配列からなる検出用プローブ溶液を、特開２００３－７５３０５号公報に記載さ
れている吐出ユニット（インクジェット法）を用いた日本ガイシ株式会社ＧＥＮＥＳＨＯ
Ｔ（登録商標）スポッターを用いて、マトリックス状にスポットした。なお、全てのスポ
ットが、前記シートを０．２ｍｌチューブに収まるように３．５ｍｍ幅に切断したときに
十分当該幅の範囲内にあるようにした。使用した検出用プローブの検出用配列は、文献（
Analytical Biochemistry 364(2007)78-85）のSupplementary Table1記載のD1_1からD1_1
00の100種（配列番号１～配列番号１００）のうち任意の１６種を選択し配列の３’末端
側をアミノ基で修飾した配列を使用した。
【０１５３】
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【表７】

【０１５４】
　スポットの後、８０℃、１時間のベークまたはＵＶ照射を行うことで合成オリゴＤＮＡ
の固定化を行うことが考えられるが今回、スポット後の処置としてＳｐｅｃｔｒｏｌｉｎ
ｅ社のＵＶ照射装置(ＸＬ－１５００ＵＶ Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｒ)を用いて、２００～
５００ｍＪ／ｃｍ２程度の紫外線光の照射を行って固定化を実施した。
【０１５５】
（２）標的核酸の増幅
　増幅に使用したゲノムＤＮＡは、ヒト由来とし、ヒトゲノム中の４つの標的核酸（（１
）～（４））に特異的な以下の表に示すプライマーセットＰ３－１～Ｐ３－４（日本遺伝
子研究所製）を準備した。なお、各プライマーセットは以下の構成（５’から３’として
表示）とした。なお、Ｐ３系のプライマーのプロピレン基部分は、以下の式に示すGlenRe
search社のホスホアミダイト試薬であるSpacer PhophoamiditeＣ３を用いて通常のオリゴ
ヌクレオチド合成方法に準じて合成された。
【０１５６】

【表８】

【０１５７】
【化５】



(32) JP 2013-59321 A 2013.4.4

10

20

30

40

50

【０１５８】
Ｐ３系プライマー：
             Ｆ：標識用タグ配列＋連結部位Ｘ（プロピレン鎖）＋各標的核酸に対する
塩基配列 
             Ｒ：タグ配列＋連結部位Ｘ（プロピレン鎖）＋各標的核酸に対する塩基配
列
【０１５９】
　次に、ゲノムＤＮＡをこれらのプライマーを用いて以下のように増幅した。なお、サン
プル増幅用試薬として、ＱＩＡＧＥＮ社のmultiplex PCR master mix を使用した。サー
マルサイクラーとして、Applied Biosystems社のGeneAmp PCR System9700を使用した。
【０１６０】
（試薬調製）
ｄＨ２Ｏ                                　４．０μｌ
２×multiplex PCR master mix            　５．０μｌ
プライマー混合物（各５００ｎＭ）        　０．５μｌ
ゲノムＤＮＡ（５０ｎｇ／μｌ）          　０．５μｌ
合計                                    １０．０μｌ
【０１６１】
　次に、増幅用試薬をサーマルサイクルプレートに移し、サーマルサイクル反応（９５℃
で１５分後；９５℃で３０秒、８０℃で１秒、６４℃で６分を４０サイクル、その後１０
℃に下げる）を行った。そして、増幅したサンプルはＱＩＡＧＥＮ社のMinElute PCR Pur
ification Kitにて精製を行った後、アガロース電気泳動により意図した長さで増幅して
いることを確認した。
【０１６２】
（３）メンブレンタイプＤＮＡマイクロアレイ及びカラーラテックスを用いた検出
　（２）にて増幅したサンプルを用いてメンブレンタイプＤＮＡマイクロアレイへの反応
（液中型ハイブリダイゼーション）及びその検出手順は以下の通りとした（図７の上段参
照）。アレイに適用するハイブリダイゼーション液は、以下の組成とした。ラテックス液
についてはエーエムアール株式会社製を使用した。なお、ラテックス液には青色系の着色
剤を含有するポリスチレン系のラテックスビーズにED-1配列に相補な配列のDNAを固定し
たもの（５’アミノ基修飾のED-1に相補な配列の合成ＤＮＡとラテックス表面の官能基が
カルボキシル基を有するものとで共有結合を形成させたもの）を任意の濃度となるように
ＰＢＳで調製した。
【０１６３】
アレイに適用するハイブリダイゼーション液は、以下の組成とした。
（ハイブリダイゼーション液組成）
Ｈｙｂｒｉ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ＊   １４０．０μｌ
（０．５％Ｔｗｅｅｎ２０－１％ＢＳＡ－ＰＢＳ）
ラテックス液＊      　           ５０．０μｌ
サンプル     　                  １０．０μｌ
ｔｏｔａｌ                     ２００．０μｌ
【０１６４】
　（１）で作製したＤＮＡマイクロアレイを０．２ｍｌチューブに入る大きさに切断し、
チューブ内にセットし、上記調製ハイブリダイズサンプル各２００μｌを変性等のために
加熱することなく加えて、ヒートブロック温度３７℃で１時間反応（振とう）させて、液
中型ハイブリダイゼーションを実施した。反応終了後、ハイブリダイゼーション液を排出
し、ＤＮＡマイクロアレイを風乾させた。
【０１６５】
（４）メンブレンタイプＤＮＡマイクロアレイ及び発色反応を用いた検出
　（２）にて増幅したサンプルを用いてメンブレンタイプＤＮＡマイクロアレイへの反応
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照）。アレイに適用するハイブリダイゼーション液は、以下の組成とした。
【０１６６】
（ハイブリダイズサンプル組成）
Hybri Solution*   ２００．０μｌ
（0.5%Tween20-1%BSA-PBS）
Ｆ側プライマーの標識用タグ配列に相補なビオチン標識オリゴＤＮＡ（２５μＭ）
                      ４．０μｌ
サンプル              ４．０μｌ
合計              ２０８．０μｌ
【０１６７】
　（１）で作製したＤＮＡマイクロアレイを０．２ｍｌチューブに入る大きさに切断し、
チューブ内にセットし、上記調製ハイブリダイズサンプル２０８μｌを変性等のために加
熱することなく加えて、ヒートブロック温度３７℃で１時間反応させて、液中型ハイブリ
ダイゼーションを実施した。
【０１６８】
　ハイブリダイゼーション反応終了後、メンブレンタイプＤＮＡマイクロアレイを洗浄液
（０．１％Ｔｗｅｅｎ２０－１ｍＭ ＥＤＴＡ－ＴＢＳ）入り０．２ｍｌチューブに移し
、３７℃のヒートブロック内で洗浄作業（３７℃×１ｍｉｎ、３７℃×１０ｍｉｎ、３７
℃×１ｍｉｎ）を行った。
【０１６９】
　洗浄済みのメンブレンタイプＤＮＡマイクロアレイをビオチン－ＨＲＰとストレプトア
ビジンとの混合液が入った０．２ｍｌチューブに移して室温下で２０分間の反応を行った
。
【０１７０】
　反応終了後、メンブレンタイプＤＮＡマイクロアレイを洗浄液（０．１％Ｔｗｅｅｎ２
０－１ｍＭ ＥＤＴＡ－ＴＢＳ）入り０．２ｍｌチューブに移し、洗浄作業（室温×１ｍ
ｉｎ、室温×１０ｍｉｎ、室温×１ｍｉｎ）を行った。
【０１７１】
　洗浄済みメンブレンタイプＤＮＡマイクロアレイをＶｅｃｔｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓ社製ＴＭＢ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ Ｋｉｔ，３，３’，５，
５’－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅを用いて室温下で５分程度の発色反応
を行った。その後、発色液を排出し、洗浄を行った後、ＤＮＡマイクロアレイを風乾させ
た。
洗浄を行った。
【０１７２】
（５）検出
　（３）及び（４）の反応後のアレイの乾燥後の発色の有無を目視で確認した。いずれも
、Ｐ３プライマーを用いることで、いずれも標的核酸を検出できた。また、図７の上段に
示すように、（３）のカラーラテックスを用いた場合では、増幅反応後には、ハイブリダ
イゼーション工程のみで標的核酸を検出できた。これに対して、図７の下段に示すように
、（４）の発色反応による場合では、増幅反応後に、多段階の発色工程が必要であり、作
業も繁雑であり結果を迅速に得られないことがわかった。以上の結果から（３）のように
直接にそれ自体が目視できるシグナルを呈する標識物質を用いることで、結果を得るまで
の工程数を少なくし、かつ作業時間を短くしても、十分な検出が可能であることがわかっ
た。
【配列表フリーテキスト】
【０１７３】
配列番号１～１３６：プローブ
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