
(57)【要約】

　本発明の１つの態様は、スペクトル的に同一または類

似の複数の色素、および所望により１つまたはそれより

多くのクエンチャー色素でオリゴヌクレオチドを標識す

ることにより、標識核酸のプローブおよびプライマーを

デザインするための新規方法を開示する。本発明の一部

の態様に従って標識したオリゴヌクレオチドは、シグナ

ル、例えばラベリング色素から互いに引き離される時の

蛍光シグナルにおける、検出可能な増加を呈する。色素

を引き離すための方法は、５’－エキソヌクレアーゼ活

性を有する酵素を使用することを含む標識オリゴヌクレ

オチドを開裂することを含む。１つの態様において本発

明の核酸プライマーは、標的配列へのハイブリダイゼー

ション、および増幅産物中への組み込みで蛍光を発して

よい。本発明の核酸のプローブおよびプライマーは、標

的核酸配列の一般的検出から臨床診断までの範囲に及ぶ

広い適用を有する。本発明の多くの態様の核酸のプロー

ブおよびプライマーを含むオリゴヌクレオチドの主要な

利点は、それらの合成の平易であること、スペクトルの

用途の広さ、および優れた蛍光シグナルである。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 ：
　 [標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ た 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子
；
　 こ こ で 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 は 、 互 い の １ ５ ｎ ｍ 以 内
に あ る 励 起 波 長 を 有 す る ]
を 包 含 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な 分 子 の 少 な く と も ２ つ が 互 い か ら 引 き 離 さ れ る
時 に 、 前 記 の 光 度 測 定 可 能 な 分 子 の 少 な く と も ２ つ が シ グ ナ ル の 検 出 可 能 な 変 化 を 発 生 す
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な 分 子 の 間 の 位
置 で 開 裂 さ れ る 時 に 、 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な 分 子 が 互 い か ら 引 き 離 さ れ
る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 時 に 、 前 記 の 少 な く と も
２ つ の 光 度 測 定 可 能 な 分 子 が 互 い か ら 引 き 離 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 組 み 込 ま れ る 時 に 、 前 記 の 少 な く
と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な 分 子 が 互 い か ら 引 き 離 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 の ２ つ の 分 子 が 前 記 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 開 裂 さ れ る 時 に 、 前 記 の ２ つ の 光
度 測 定 可 能 な 分 子 が 互 い か ら 引 き 離 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 が 蛍 光 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 の 、 前 記 の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の あ ら ゆ る ペ ア が
、 約 ３ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 互 い か ら 離 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 の 、 前 記 の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の あ ら ゆ る ペ ア が
、 約 １ ２ か ら 約 ３ ５ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 互 い か ら 離 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 の 、 前 記 の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の あ ら ゆ る ペ ア が
、 約 １ ５ か ら 約 ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 互 い か ら 離 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 さ ら に 以 下 ：
　 [前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ た 少 な く と も １ つ の 消 光 分 子 、
こ こ で
　 前 記 消 光 分 子 は 、 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 が 前 記 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ る 時 に 、 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子
に よ り 発 生 さ れ る シ グ ナ ル を 消 光 す る ]
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を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 非 局 在 化
し た 正 の 電 荷 を 有 す る 色 素 、 非 局 在 化 し た 負 の 電 荷 を 有 す る 色 素 、 お よ び 等 し い 数 の 正 の
電 荷 お よ び 負 の 電 荷 を 有 す る 色 素 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 蛍 光 色 素 で あ る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ
Ｐ Ｙ 、 非 局 在 化 し た 正 の 電 荷 を 伴 う シ ア ニ ン 系 色 素 、 お よ び 双 性 イ オ ン の シ ア ニ ン 系 色 素
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 色 素 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 キ サ ン テ ン 系 色 素 分 子 で
あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 非 ス ル ホ
ン 化 シ ア ニ ン 系 色 素 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 Ｃ Ｒ １ １
０ 、 Ｃ Ｒ ６ Ｇ 、 Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ お よ び Ｒ Ｏ Ｘ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 色 素 で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 少 な く と も １ つ の 副 溝 結 合 物 質 （ Ｍ Ｇ Ｂ ） を さ ら に 含 む 、
請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
以 下 ：
　 [前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 少 な く と も １ つ の グ ア ニ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド 、 こ こ で
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 前 記 標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ て い な い
時 に 、 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 前 記
の 少 な く と も １ つ の ラ ベ リ ン グ 分 子 に よ り 発 生 さ れ る シ グ ナ ル が 消 光 さ れ る よ う な 、 前 記
の グ ア ニ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド に 十 分 に 近 い 位 置 に あ る ]
を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 有 し ； こ こ で 前 記 の 少 な く と も ２
つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の １ つ が 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 前 記 ５ ’ 末 端 に
連 結 さ れ ； こ こ で 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の も う １ つ が 、
前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 前 記 ３ ’ 末 端 に 連 結 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 前 記 ５ ’ 末 端 お よ び 前 記 ３ ’ 末 端 に 連 結 さ れ た 前 記 の 光
度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 が 、 フ レ キ シ ブ ル な 脂 肪 族 リ ン カ ー に よ り 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド に 連 結 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 分 子 内 部 に 二 次 構 造 を 実 質 的 に 持 た な い 、 請 求 項 １ に 記
載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が プ ロ ー ブ と し て の 使 用 に 適 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 反 応 に お け る プ ラ イ マ ー と し て の 使 用
に 適 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 反 応 が 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 、 定 量 Ｐ
Ｃ Ｒ 、 お よ び リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 以 下 ：
　 [標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る
こ と ； お よ び
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 を 連 結 す る
こ と 、 こ こ で 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 は 、 互 い の １ ５ ｎ ｍ
以 内 に あ る 励 起 波 長 を 有 す る ]
を 包 含 す る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 が 蛍 光 分 子 で あ る 、 請 求 項 ２ ５
に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 の 、 前 記 の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の あ ら ゆ る ペ ア が
、 約 ３ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 互 い か ら 離 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 の 、 前 記 の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の あ ら ゆ る ペ ア が
、 約 １ ２ か ら 約 ３ ５ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 互 い か ら 離 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 の 、 前 記 の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の あ ら ゆ る ペ ア が
、 約 １ ５ か ら 約 ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 互 い か ら 離 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 さ ら に 以 下 ：
　 [前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 少 な く と も １ つ の 消 光 分 子 を 連 結 す る こ と 、
　 こ こ で
　 前 記 消 光 分 子 が 、 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 が 前 記 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ る 時 に 、 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子
に よ り 発 生 さ れ る シ グ ナ ル を 消 光 す る ]
を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 非 局 在 化
し た 正 の 電 荷 を 有 す る 色 素 、 非 局 在 化 し た 負 の 電 荷 を 有 す る 色 素 、 お よ び 等 し い 数 の 正 の
電 荷 お よ び 負 の 電 荷 を 有 す る 色 素 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 蛍 光 色 素 で あ る 、 請 求 項 ２ ５
に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ
Ｐ Ｙ 、 非 局 在 化 し た 正 の 電 荷 を 伴 う シ ア ニ ン 系 色 素 、 お よ び 双 性 イ オ ン の シ ア ニ ン 系 色 素
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 色 素 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 キ サ ン テ ン 系 色 素 分 子 で
あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 非 ス ル ホ
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ン 化 シ ア ニ ン 系 色 素 分 子 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 Ｃ Ｒ １ １
０ 、 Ｃ Ｒ ６ Ｇ 、 Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ お よ び Ｒ Ｏ Ｘ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 色 素 で あ る 、 請 求 項 ２
５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 方 法 が 、 少 な く と も １ つ の 副 溝 結 合 物 質 （ Ｍ Ｇ Ｂ ） を 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連
結 す る こ と さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 少 な く と も １ つ の グ ア ニ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る こ と
を 含 み 、 こ こ で 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 前 記 標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ れ て い な い 時 に 、 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も
１ つ が 、 前 記 の 少 な く と も １ つ の ラ ベ リ ン グ 分 子 に よ り 発 生 さ れ る シ グ ナ ル が 消 光 さ れ る
よ う な 、 前 記 の グ ア ニ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド に 十 分 に 近 い 位 置 に あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 を 有 し 、 さ ら に 以 下 ：
　 [前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の １ つ を 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 前 記 ５ ’ 末 端 に 連 結 す る こ と ； そ し て 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ
ベ リ ン グ 分 子 の も う １ つ を 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 に 連 結 す る こ と ]
を 包 含 す る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 前 記 ５ ’ 末 端 お よ び 前 記 ３ ’ 末 端 に 連 結 さ れ る 前 記 の 光
度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 が 、 フ レ キ シ ブ ル な 脂 肪 族 リ ン カ ー に よ り 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド に 連 結 さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 分 子 内 部 に 二 次 構 造 を 実 質 的 に 持 た な い 、 請 求 項 ２ ５ に
記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と を さ ら に 包 含 す る 、
請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 反 応 に お け る プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す
る こ と を さ ら に 包 含 す る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 以 下 ：
　 [標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め に 適 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ； お よ び
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の 連 結 に 適 す る 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ
分 子 ； こ こ で 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 は 、 互 い の １ ５ ｎ ｍ
以 内 に あ る 励 起 波 長 を 有 す る ]
を 包 含 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 非 局 在 化
し た 正 の 電 荷 を 有 す る 色 素 、 非 局 在 化 し た 負 の 電 荷 を 有 す る 色 素 、 お よ び 等 し い 数 の 正 の
電 荷 お よ び 負 の 電 荷 を 有 す る 色 素 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ
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Ｐ Ｙ 、 非 局 在 化 し た 正 の 電 荷 を 伴 う シ ア ニ ン 系 色 素 、 お よ び 双 性 イ オ ン の シ ア ニ ン 系 色 素
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る た め の キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 キ サ ン テ
ン 系 色 素 分 子 で あ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 非 ス ル ホ
ン 化 シ ア ニ ン 系 色 素 分 子 で あ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る た め
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も １ つ が 、 Ｃ Ｒ １ １
０ 、 Ｃ Ｒ ６ Ｇ 、 Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ お よ び Ｒ Ｏ Ｘ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 色 素 で あ る 、 請 求 項 ４
３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 キ ッ ト が 副 溝 結 合 物 質 （ Ｍ Ｇ Ｂ ） を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 標 識 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 [標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る こ と 、 こ こ で 前 記 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標
的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め に 適 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む ； 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 、 こ こ で 前 記 の 少 な く と も ２ つ の 光
度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 は 互 い の １ ５ ｎ ｍ 以 内 に あ る 励 起 波 長 を 有 す る 、 そ し て こ こ
で 前 記 の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 は 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ る ；
　 前 記 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル と 接 触 さ せ る こ と ]
を 包 含 す る 、 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 、 組 織 抽 出 物 、 細 胞 抽 出 物 、 体 液 、 in vitroの 核 酸 合 成 反 応 、 お よ び Ｐ
Ｃ Ｒ 反 応 混 合 物 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 核 酸 増 幅 反 応 に お い て 使 用 し 、 こ こ で 前 記 反 応 が 、 Ｐ Ｃ
Ｒ 、 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ 、 お よ び リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ か ら
成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 サ ン プ ル 中 の 核 酸 ポ リ マ ー の 標 的 配 列 の 存 在 を 同 定 す る た
め の プ ロ ー ブ で あ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 核 酸 チ ッ プ に 適 用 さ れ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 使 用 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 （ 主 張 の 優 先 権 ）
　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ３ 年 １ １ 月 １ ９ 日 に 提 出 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 ６ ０ /５ ２ ３ ， ２ ６
３ 号 の 利 益 を 主 張 し 、 同 文 献 を そ の 全 内 容 に お い て 本 明 細 書 に て 援 用 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 （ 背 景 ）
　 本 発 明 は 全 体 と し て 、 ス ペ ク ト ル 的 に 同 一 ま た は 類 似 の 複 数 の 色 素 、 お よ び 所 望 に よ り
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１ つ ま た は そ れ よ り 多 く の ク エ ン チ ャ ー 色 素 で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に 標
識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 成 す る 方 法 、 お よ び リ ア ル タ イ ム ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ
Ｒ ） を 含 む 、 非 常 に 感 度 の 高 い 核 酸 の 検 出 の た め の プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ と し て の 標
識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 様 々 な 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 核 酸 ポ リ マ ー は 、 １ つ の 世 代 か ら 次 の 世 代 へ の 遺 伝 子 情 報
の 伝 達 に 、 そ し て す べ て の 生 命 体 の 日 常 の 機 能 に お い て 必 須 で あ る 。 し た が っ て こ れ ら の
分 子 は 熱 心 な 研 究 の 対 象 で あ り 、 い く つ か の 技 術 が こ れ ら の 分 子 の 研 究 に 開 発 さ れ て き た
。 こ れ ら の 方 法 は 、 所 定 の サ ン プ ル 中 の 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 存 在 を 同 定 す る た
め の 方 法 、 お よ び 所 定 の サ ン プ ル 中 に も と も と 存 在 す る 特 定 の 核 酸 分 子 の 数 を 測 定 す る た
め に デ ザ イ ン さ れ た 方 法 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 技 術 に 関 す る 実 際 的 な 使 用 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 特 定 の 種 、 お
よ び そ の 類 似 性 に 基 づ い た 様 々 な 種 の 間 の 関 係 を 同 定 す る こ と を 含 む 。 そ の 他 の 使 用 は 、
所 定 の 病 理 を 表 示 す る も の と し て 、 所 定 の サ ン プ ル 中 の 特 異 的 な 配 列 を 同 定 す る こ と に よ
り 疾 患 を 診 断 す る こ と を 含 む 。 な お そ の 他 の 使 用 は 、 記 述 す る に は あ ま り に も 多 す ぎ る が
、 特 定 の 病 理 の 発 症 に 関 す る 疾 病 素 因 を 有 す る 固 体 を 同 定 す る こ と 、 な ら び に 所 定 の 患 者
の ゲ ノ ム に お け る 特 異 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 に 基 づ い て の 、 提 案 さ れ た 治 療 方 針 の
有 効 性 を 評 価 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 研 究 お よ び 操 作 に 関 し て 最 も 広 く 使 用 さ れ て い る そ し て 強 力 な 技
術 の １ つ は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 特 定 の 核 酸 を in vitro
で 増 幅 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 、 プ ラ イ マ ー の 伸 長 反 応 で あ る 。 こ の 技 術 は １ ９ ８ ７ 年
に 最 初 に 記 載 さ れ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 １ 回 の 酵 素 反 応 混 合 物 中 で 数 時 間 内 に １ つ の Ｄ Ｎ Ａ の 鋳
型 の １ ０ ０ 万 倍 の コ ピ ー を 産 生 す る こ と が で き 、 研 究 者 が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の サ イ ズ お よ び 配 列
を 決 定 す る こ と を 可 能 に し た 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 技 術 は 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び そ の 他 の 分 子
生 物 学 的 操 作 に 広 く 使 用 さ れ て き た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の さ ら な る 考 察 は 、 Mullis et al.,Methods 
Enzymol. (1987)； お よ び Saiki et al.,Science (1985)に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 、 増 幅 さ れ る べ き Ｄ Ｎ Ａ の 特 定 の 範 囲 (stretch)を “ 標 的 配 列 ” と い う
。 こ の 標 的 配 列 は 、 ま ず 相 補 的 な “ プ ラ イ マ ー ” を 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の １ 本 鎖 部 分 に
結 合 す る こ と に よ り 複 製 さ れ る 。 特 に 有 用 な Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ い た １ つ の 技 術 は 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ
（ ｑ Ｐ Ｃ Ｒ ） で あ る 。 手 短 に は ｑ Ｐ Ｃ Ｒ の メ カ ニ ズ ム は 、 Ｐ Ｃ Ｒ が 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 指 数 関 数
的 様 式 で 増 幅 す る と い う 事 実 に 基 づ く 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 進 行 さ せ 、 増 幅 反 応 の 過 程 中 の 所 定
の 時 点 で Ｄ Ｎ Ａ の コ ピ ー の 総 数 を 測 定 す る こ と に よ り 、 開 始 時 の Ｄ Ｎ Ａ の 材 料 の 量 を さ か
の ぼ っ て 算 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ の 進 行 を 停 止 し な け れ ば な ら な い と か 、 ま た は 所 定 の Ｐ Ｃ Ｒ の 走 行 中 に そ の 反 応
か ら サ ン プ ル 抽 出 し な け れ ば な ら な い こ と す ら せ ず に 、 作 製 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 量 を 決 定
す る た め に 、 様 々 な 方 法 が 開 発 さ れ て き た 。 １ つ の そ の よ う な 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 各 サ
イ ク ル で 産 生 物 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 リ ア ル タ イ ム で Ｐ Ｃ Ｒ の 走 行 の コ ー ス を 追 跡
す る 。 こ の 方 法 を 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） と い う 。 そ の 高 い 感 度 ゆ え 、 そ
し て ま だ Ｐ Ｃ Ｒ サ ー モ サ イ ク ラ ー 中 に あ る サ ン プ ル で 測 定 を 行 う こ と が で き る た め に 、 Ｐ
Ｃ Ｒ 産 物 の 形 成 を モ ニ タ ー す る 様 々 な 蛍 光 発 光 に 基 づ い た ア ッ セ イ が 開 発 さ れ て き た 。 い
く つ か の 装 置 お よ び 方 法 が 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 用 に 開 発 さ れ た 。 リ ア
ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 は 典 型 的 に は 、 サ ー モ サ イ ク ラ ー に 取 り 付 け た 蛍 光 計 で あ る 。 市 販 に
て 入 手 可 能 な リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 は 、 ABIに よ る Prism7700、 Rocheに よ る LightCycler
、 MJ Research に よ る Opticon、 BioRadに よ る iCycler IQ、 お よ び Stratageneに よ る MX400
0を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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　 そ れ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 核 酸 の 所 定 の 配 列 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る
、 し か し 配 列 の 増 幅 に 供 給 さ れ る こ と は な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 “ プ ロ ー ブ ” と い う
。 プ ロ ー ブ は ま た 、 そ れ ら が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 を シ グ ナ ル 表 示 す る た め に 使 用 さ れ
る Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に お い て も 有 用 性 が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 重 要 性 、 そ し て こ れ ら の 分 子 が ヒ ト 、 動 物 、 お よ び 植 物 の 生 命 に
衝 撃 を 与 え る こ と の で き る 無 数 の 方 法 を 得 る に は 、 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 効 率 的 に 生
成 す る た め の 新 規 技 術 を 含 む 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 研 究 お よ び 操 作 の た め の よ り 一 層 の
効 率 的 な 方 法 が 必 要 で あ る 。 本 発 明 の １ つ の 目 的 は 、 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 前
記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 、 お よ び 使 用 す る た め の 効 率 的 な 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る
。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 （ 概 要 ）
　 本 発 明 は 、 ア ッ セ イ に お い て 有 用 性 を 見 出 せ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る た め の 方
法 、 例 え ば サ ン プ ル 中 の 所 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 同 定 す る た め 、 ま た は 所 定 の サ
ン プ ル 中 の 所 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 を 増 幅 す る た め に デ ザ
イ ン さ れ た 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の タ イ プ の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用
す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 １ つ の 態 様 は 、 互 い の １ ５ ｎ ｍ 以 内 で あ る 励 起 波 長 を 有 す る 、 少 な く と も ２ つ の 光 度 測
定 可 能 な (photometric)分 子 で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て
、 少 な く と も ２ つ の 光 学 測 定 可 能 な 分 子 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 開 裂 の 結 果 と し て 互 い か
ら 永 久 に 引 き 離 さ れ る ま で 、 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 相 対 的 に ほ ん の わ ず か の ス ペ ク ト
ル の シ グ ナ ル し か 出 さ な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 １ つ の 態 様 は 、 蛍 光 性 で あ る ス ペ ク ト ル 的 に 類 似 ま た は 同 一 の ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な 分
子 で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 蛍 光 分 子 か ら の 検 出 可 能 な 発 光 は 、 少 な く と も
２ つ の 分 子 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 開 裂 の 結 果 と し て 互 い か ら 永 久 に 引 き 離 さ れ る 時 に
増 加 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 も う １ つ の 態 様 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ た 少 な く と も ２ つ の 蛍 光 分 子
に よ り 発 生 さ れ る 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 時 に 増 加 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 １ つ の 態 様 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ２ 次 構 造 、 例 え ば ヘ ア ピ ン ル ー プ お よ び ス テ
ム － ル ー プ 構 造 を 実 質 的 に 持 た な い 場 合 に お け る 、 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な 分 子
で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 １ つ の 態 様 は 、 同 一 ま た は 類 似 の ス ペ ク ト ル プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る 、 そ し て オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 に 各 々 連 結 さ れ る 光 度 測 定 可 能 な 分 子 で 標 識 し た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 態 様 の １ つ の バ リ エ ー シ ョ ン に お い て 、 １ つ の 色 素 は ５ ’ 末 端
の 骨 格 の リ ン 酸 に 連 結 さ れ 、 他 方 の 色 素 は ３ ’ 末 端 の 骨 格 の リ ン 酸 に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ス ペ ク ト ル 的 に 同 一 ま た は 類 似 の 少 な
く と も ２ つ の 蛍 光 色 素 、 お よ び 所 望 に よ り １ つ ま た は そ れ よ り 多 く の 蛍 光 ク エ ン チ ャ ー 色
素 を 包 含 す る プ ラ イ マ ー と し て の 使 用 に 適 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 標 識 プ ラ イ マ ー と し て の 使 用 に 適 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て 蛍 光 分 子 は 、 ヌ
ク レ オ シ ド の 塩 基 に 連 結 さ れ て も 、 ま た は ５ ’ 末 端 の 骨 格 リ ン 酸 お よ び 塩 基 の 組 み 合 わ せ
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に 連 結 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス ペ ク ト ル 的 に 同 一 ま た は 類 似 の 少 な く と
も ２ つ の 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば ５ ’ 末 端 の リ ン 酸 骨
格 お よ び ヌ ク レ オ シ ド の 塩 基 、 例 え ば チ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ た 、 ス ペ ク ト ル 的
に 類 似 ま た は 同 一 の 蛍 光 色 素 を 含 む 、 核 酸 増 幅 反 応 に お い て 使 用 す る た め の プ ラ イ マ ー で
あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 １ つ の 態 様 は 、 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な 分 子 で 標 識 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 生 成 す る た め の 方 法 を 含 み 、 そ の 場 合 こ の 光 度 測 定 可 能 な 分 子 は ス ペ ク ト ル 的 に
類 似 ま た は 同 一 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 の い く つ か を 用 い て 生 成 さ れ た 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な 分 子 が 互 い か ら 永 久 に 引 き 離 さ れ る 時 に 、 よ り
検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま だ も う １ つ の 態 様 は 、 互 い の １ ５ ｎ ｍ 以 内 に あ る 励 起 波 長 を 有 す る 少 な く と も ２ つ の
光 度 測 定 可 能 な 分 子 で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 す る た め の 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 な お そ の 他 の 態 様 は 、 本 発 明 の 態 様 に 従 っ て 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 使 用
を 含 む 。 こ れ ら の 使 用 は 、 様 々 な 内 容 物 中 に 核 酸 配 列 を 包 含 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル を 分 析
す る た め の ア ッ セ イ を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 一 例 と し て の 適 用 は 、 蛍 光 in situ 
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） を 含 み 、 そ の 場 合 本 発 明 に 従 っ て 標 識 し た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 、 例 え ば 生 き て い る 細 胞 、 固 定 し た 組 織 、 ま た は 染 色 体 サ ン プ ル に お い て 生
物 学 的 重 要 性 を 持 つ 標 的 核 酸 配 列 を 局 在 化 し 、 そ の 相 対 的 量 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 そ の 他 の 態 様 は 、 疾 患 の 基 礎 研 究 お よ び 診 断 に お け る 、 溶 液 ベ ー ス の ま た は チ ッ プ ベ ー
ス の ア レ イ の 検 出 シ ス テ ム 、 お よ び 疾 患 に リ ン ク す る 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 の 定 量 に お い て
、 複 数 の 色 素 で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 な お そ の 他 の 態 様 は 、 本 発 明 の 態 様 に 従 っ て 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る た
め に 適 す る 方 法 お よ び キ ッ ト を 含 む 。 こ れ ら の キ ッ ト は 、 異 な る 温 度 で の 増 幅 (iso-therm
o amplification)、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 等 を 含 む 、 増 幅 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 検
出 に お い て 使 用 し て よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 抗 体 が 検 出 す べ き 生 体 分 子 に 特 異 的 で あ る 場 合 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 抗 体 の 複 合 体
を 用 い る こ と に よ り 核 酸 以 外 の 生 体 分 子 を 検 出 す る た め の Ｐ Ｃ Ｒ で の 使 用 に 、 様 々 な 態 様
は 適 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に 由 来 す る さ ら な る 形 、 態 様 、 目 的 、 機 能 、 お よ び 側 面 は 、 本 明 細 書 に 含 有 さ れ
る 記 述 か ら 明 ら か に な る だ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 （ 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 の 原 理 の 理 解 を 促 進 す る 目 的 の た め 、 こ こ で 本 明 細 書 に 記 載 し た 態 様 に 言 及 す る
こ と と し 、 特 定 の 専 門 用 語 を 使 用 し て 、 前 記 態 様 を 記 載 す る こ と に す る 。 　 そ れ で も な お
、 そ れ に よ り 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し て い る の で は な い こ と を 理 解 さ れ た い
。 記 載 す る デ バ イ ス 、 シ ス テ ム 、 お よ び 処 置 法 に お け る あ ら ゆ る 変 更 お よ び さ ら な る 修 飾
、 な ら び に 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う な 本 発 明 の 原 理 の あ ら ゆ る さ ら な る 適 用 は 、 本 発 明 の
関 連 す る 当 業 者 に 通 常 派 生 す る も の と し て 考 慮 さ れ る 。 本 発 明 の 側 面 は 、 具 体 的 ま た は 一
般 的 な 理 論 ま た は 原 理 の 用 語 で 考 察 し て よ い が 、 本 発 明 は こ れ ら の 理 論 ま た は 原 理 に 決 し
て 拘 束 さ れ る こ と は な い 。 そ の よ う な 考 察 は 、 純 粋 に 説 明 の た め で あ り 決 し て 限 定 す る も
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の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 核 酸 ポ リ マ ー は 近 代 医 学 お よ び ラ イ フ サ イ エ ン ス に お い て 必 須 の 役 割 を 担 っ て い る た め
、 蛍 光 色 素 を 含 む 広 範 な 多 様 な 試 薬 が 、 核 酸 ポ リ マ ー の 検 出 、 シ ー ケ ン シ ン グ お よ び 測 定
の た め の プ ロ セ ス に お い て 使 用 す る た め に 開 発 さ れ て き た 。 同 様 に 広 範 で 多 様 な 方 法 が 、
こ れ ら の 色 素 を 使 用 し て よ り 一 層 感 度 の 高 い 核 酸 ア ッ セ イ を 作 成 す る た め に 開 発 さ れ て き
た 。 熱 心 な 研 究 を 生 ん だ １ つ の 領 域 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 産 生 さ れ る 核 酸 ポ リ マ ー の 蓄 積 を 測
定 す る た め の 、 非 常 に 感 度 の 高 い ア ッ セ イ の 開 発 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ を 介 し て の Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 は 、 そ の プ ロ セ ス が 多 く の 因 子 に よ り 影 響 を 受 け る た め
極 め て 複 雑 で あ る と 思 わ れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ に 影 響 を 及 ぼ す １ つ の 因 子 は 、 反 応 の 進 行 に 伴 っ て
起 こ る 、 開 始 時 の 成 分 、 例 え ば ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 プ ラ イ マ ー 、 有 効 濃 度 の Ｍ ｇ ２ ＋ の 漸 減 で あ る
。 も う １ つ の 因 子 は 、 蓄 積 す る 最 終 産 物 の 阻 害 効 果 で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ セ ス の 間 、 こ れ ら
の 多 様 な 成 分 は １ つ の 相 互 に 関 係 す る 動 的 な 形 で 互 い に 相 互 作 用 す る 。 典 型 的 に は Ｄ Ｎ Ａ
の 増 幅 は ３ つ の 連 続 的 な 段 階 ： 指 数 関 数 的 段 階 、 直 線 的 段 階 お よ び プ ラ ト ー 段 階 、 を 包 含
す る 。 各 段 階 は 異 な っ て お り 、 他 の ２ つ と は 異 な る 増 幅 効 率 を 呈 す る と 思 わ れ る 。 実 際 問
題 と し て 、 指 数 関 数 的 段 階 中 に 収 集 さ れ た デ ー タ の み し か 、 標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 開
始 時 濃 度 の 信 頼 で き る 算 出 に 使 用 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 し ば し ば 蛍 光 分 子 を 使 用 す る 、 リ ア ル タ イ ム で Ｐ Ｃ Ｒ を モ ニ タ ー す る た め の １ つ の 方 法
が 、 TaqManア ッ セ イ と し て 商 業 的 に 知 ら れ て い る 。 TaqManア ッ セ イ は 、 リ ア ル タ イ ム で Ｄ
Ｎ Ａ 増 幅 を モ ニ タ ー す る た め の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ の ５ ’ － エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 活
用 す る 。 こ の 周 知 の ア ッ セ イ の さ ら な る 考 察 は 、 Hollandet al., Proc. Natl. Acad. Sci
. USA (1991); Lee et al., Nucleic Acids Res. (1993);お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ２ １ ０ ，
０ １ ５ 号 ； ５ ， ５ ３ ８ ， ８ ４ ８ 号 ； ６ ， ２ ５ ８ ， ５ ６ ９ 号 お よ び ５ ， ６ ９ １ ， １ ４ ６ 号 に
よ り 提 供 さ れ て い る 。 TaqManア ッ セ イ は 、 増 幅 反 応 中 の 蛍 光 発 生 性 (fluorogenic)プ ロ ー
ブ （ “ TaqMan” プ ロ ー ブ ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び そ の 後 の 開 裂 を 介 し て 、 蓄 積
さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 検 出 す る 。 プ ロ ー ブ は 、 そ の 配 列 が 検 出 さ れ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 相 補 的 で
あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 プ ロ ー ブ は 、 １ つ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー 色 素 お よ び １ つ の 蛍
光 ク エ ン チ ャ ー で 標 識 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー 色 素 お よ び ク エ ン チ ャ ー 色 素 は 、 至 適 な 蛍 光 消
光 お よ び ５ ’ － エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 の た め 、 典 型 的 に は 約 １ ５ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ
ド 離 れ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ る 。 色 素 は ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 骨 格 の い ず れ か に ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に 連 結 さ れ る こ と が で き る 。 典 型 的
に は レ ポ ー タ ー /供 与 体 標 識 の １ つ は ３ ’ 末 端 の 骨 格 リ ン 酸 に 連 結 さ れ 、 他 方 は ５ ’ 末 端
の 骨 格 リ ン 酸 に 連 結 さ れ る 。 ク エ ン チ ャ ー は 無 蛍 光 色 素 ま た は 適 当 な 波 長 の 蛍 光 色 素 の い
ず れ か で あ る こ と が で き る 。 双 方 の 場 合 と も プ ロ ー ブ に 結 合 し た フ ル オ ロ フ ォ ア の 消 光 は
、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 （ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ ） を 介 し て 起 こ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 至 適 性 能 を 呈 す る フ ル オ ロ フ ォ ア /ク エ ン チ ャ ー の ペ ア を 選 択 し 、 TaqManプ ロ ー ブ を デ
ザ イ ン す る 方 法 を 手 短 に 考 察 す る た め に 、 幾 分 の 基 本 的 な 光 物 性 学 を 総 括 す る こ と は 有 用
で あ る 。 最 初 に 色 素 が 外 部 の エ ネ ル ギ ー 源 か ら 十 分 な エ ネ ル ギ ー の 光 子 を 受 け 取 る と 、 色
素 は 一 重 項 励 起 状 態 に 電 子 的 に 励 起 さ れ る 。 励 起 状 態 は 限 定 さ れ た 時 間 の 間 存 在 し 、 こ の
間 に 電 子 エ ネ ル ギ ー は 、 分 子 の 振 動 運 動 お よ び 回 転 運 動 に 部 分 的 に 消 費 さ れ る 。 そ の 結 果
色 素 が 光 子 を 発 光 す る 時 、 光 子 の エ ネ ル ギ ー は よ り 低 く 、 し た が っ て 分 子 に よ り 発 光 さ れ
る 光 子 の 波 長 は 、 分 子 に よ り 吸 収 さ れ た 光 子 の 波 長 よ り 長 い 。 励 起 ま た は 吸 収 、 お よ び 発
光 の 間 の こ の エ ネ ル ギ ー ま た は 波 長 の 差 は 、 ス ト ー ク ス シ フ ト と 呼 ば れ 、 蛍 光 色 素 に 共 通
す る 。 第 二 に Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ に 基 づ く 消 光 は 、 Forsterの 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 の 理 論 に よ り 決 定
さ れ 、 こ の 理 論 は 、 光 子 エ ネ ル ギ ー の 移 動 の 効 率 は 、 供 与 体 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 受 容 体 の
吸 収 ス ペ ク ト ル と の 重 な り に 正 に 関 連 す る と 述 べ て い る 。 こ の 理 論 の さ ら な る 考 察 は 、 Fo
ster, Ann. Phys. (1948);お よ び Stryer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1967)に 提 供
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さ れ て い る 。 ス ト ー ク ス シ フ ト お よ び ス ペ ク ト ル の 重 な り の 必 要 性 と の 組 み 合 わ せ が 、 蛍
光 の 供 与 体 と 受 容 体 が 異 な る 色 素 で あ る こ と を 必 要 と す る 。 た と え 供 与 体 分 子 お よ び ク エ
ン チ ャ ー 分 子 の 双 方 が 蛍 光 色 素 で あ っ て も 、 こ の こ と は 該 当 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 事 実 、 こ れ も ま た 蛍 光 色 素 で あ る ク エ ン チ ャ ー 分 子 は 、 供 与 体 （ レ ポ ー タ ー ） 色 素 の 発
光 波 長 よ り 有 意 に 長 い 発 光 の 波 長 を 有 す る よ う に 、 理 想 的 に は 選 択 さ れ な け れ ば な ら な い
。 　 こ の 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と で 、 暗 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 確 実 な も の と す る 。 感 度 の
付 加 的 な 増 大 は 、 ク エ ン チ ャ ー 分 子 に よ り 発 光 さ れ る シ グ ナ ル の す べ て ま た は ほ と ん ど を
選 択 的 に 遮 断 す る フ ィ ル タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 達 成 す る こ と が で き る 。 し た が っ て
至 適 性 能 の た め 、 さ ら に ま た ク エ ン チ ャ ー は 好 ま し く は そ れ 自 身 が 完 全 に 無 蛍 光 性 で あ る
分 子 か ら 選 択 さ れ る 。 実 際 に TaqManア ッ セ イ の た め の 低 い ま た は ゼ ロ レ ベ ル の バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド を 達 成 す る こ と が 、 か な り の 研 究 努 力 の 焦 点 と な っ て き た 。 こ の 結 果 に 向 け て 、 多
く の 無 蛍 光 ク エ ン チ ャ ー 分 子 が 開 発 さ れ て き た 。 周 知 の 市 販 に よ り 入 手 可 能 な 無 蛍 光 ク エ
ン チ ャ ー は 、 例 え ば 無 蛍 光 ア ゾ 色 素 で あ る Biosearchか ら の Black Hole Quencher (BHQ)お
よ び Epochか ら の Eclipse Dark Quencher (DQ)（ Eurogentec カ タ ロ グ 番 号 　 Ｏ Ｌ － ０ ２ ７
３ － Ｄ Ｑ ０ ２ ） 、 お よ び Integrated DNA Technologiesか ら の IOWA Black (IWB)を 含 む 。
こ れ ら の 分 子 の さ ら な る 考 察 は 、 Johansson, M. K. et al., J. Am. Chem., Soc., (2002
)に よ り 提 供 さ れ て い る 。 こ れ ら お よ び 類 似 の 無 蛍 光 ク エ ン チ ャ ー は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
の 蛍 光 を 抑 え る こ と に よ り TaqManプ ロ ー ブ の 感 度 を 改 善 し 、 そ れ に よ り プ ロ ー ブ の 酵 素 に
よ る 開 裂 後 の シ グ ナ ル の 増 加 を 高 め る 。 TaqManプ ロ ー ブ の デ ザ イ ン に お い て 使 用 さ れ る 一
般 的 な 供 与 体 /受 容 体 （ フ ル オ ロ フ ォ ア /ク エ ン チ ャ ー ） の ペ ア 例 は 、 Ｆ Ａ Ｍ /Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ
、 Ｖ Ｉ Ｃ /Ｂ Ｈ Ｑ １ 、 Ｈ Ｅ Ｘ /Ｂ Ｈ Ｑ ２ 、 お よ び Ｔ Ｅ Ｔ /Ｄ Ｈ Ｑ 等 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 に 述 べ た ス ペ ク ト ル の 重 な り の 必 要 性 に 加 え て 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ に 基 づ い て の 蛍 光 消 光 に 決
定 的 な 第 ２ の パ ラ メ ー タ は 、 供 与 体 お よ び 受 容 体 間 の 距 離 で あ る 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ は 、 分 子 間 の
分 離 距 離 の マ イ ナ ス ６ 乗 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 標 的 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 、 典 型 的 な TaqManプ ロ ー ブ は ラ ン ダ ム な 立 体 配
置 を と り 、 そ の 場 合 供 与 体 お よ び ク エ ン チ ャ ー は ま た 、 効 率 的 な Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ が 起 こ る た め の
互 い に 十 分 な 近 さ に 動 く こ と が で き る 。 そ れ ら が 互 い に 近 位 に あ る こ と 、 お よ び そ れ ら の
ス ペ ク ト ル の 特 徴 の た め 、 レ ポ ー タ ー 分 子 は 消 光 さ れ 、 そ し て そ の た め に プ ロ ー ブ は 無 蛍
光 性 で あ る 。 増 幅 さ れ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 切 片 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 、 プ ロ ー ブ は 伸
張 さ れ 、 供 与 体 お よ び ク エ ン チ ャ ー 間 の 増 加 し た 距 離 が Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ エ ネ ル ギ ー 移 動 を 不 可 能
に す る た め 、 結 果 的 に 蛍 光 性 に な る 。 あ る い は そ し て し ば し ば 好 ま し く は 、 例 え ば 、 ５ ’
－ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ を 有 す る ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い る こ と に よ り 、 プ ロ ー ブ は 増 幅 中 に 消
化 さ れ る 。 消 化 は 、 供 与 体 色 素 を ク エ ン チ ャ ー に 対 し て 近 位 に あ る こ と か ら 完 全 に フ リ ー
に し 、 そ れ に よ り 消 光 を さ ら に 低 減 し 、 供 与 体 色 素 か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル を さ ら に 高 め る 。
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 中 に よ り 多 く の Ｄ Ｎ Ａ の コ ピ ー が 作 製 さ れ る に つ れ て 、 よ り 多 く の プ ロ ー ブ が
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ 、 そ の 後 開 裂 さ れ 、 そ の こ と が 今 度 は 蛍 光 シ グ ナ ル を 増 加 さ せ る 。 こ
の ス キ ー ム の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 ２ つ の 酵 素 シ ス テ ム の 使 用 で あ る 。 こ の シ ス テ ム に お い
て １ つ の 酵 素 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ マ ー 化 に 関 与 し 、 第 ２ の 酵 素 は Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 か ら
の レ ポ ー タ ー 色 素 の 開 裂 に 関 与 す る 。 こ の 戦 略 を 活 用 す る そ の よ う な 市 販 に て 入 手 可 能 な
１ つ の 製 品 は 、 Stratageneよ り 入 手 可 能 な Full Velocity キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ を 活 用 し て 、 良 好 な シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 有 す る プ ロ ー ブ を 作 成 す る プ ロ ー ブ
デ ザ イ ン の も う １ つ の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ４ ９ ２ ， ３ ４ ６ 号 に 記 載 さ れ て
い る 。 こ の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 内 の ３ ’ 末 端 、 ５ ’ 末 端 、 ま
た は あ ら ゆ る 他 の 位 置 に 共 有 結 合 に よ り 連 結 さ れ る 副 溝 結 合 分 子 （ Ｍ Ｇ Ｂ ） を 使 用 す る 。
Ｍ Ｇ Ｂ を 含 有 す る プ ロ ー ブ は 、 Ｍ Ｇ Ｂ を 使 用 し な い プ ロ ー ブ よ り 短 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
有 し て よ く 、 そ し て な お 非 常 に 効 率 的 な 蛍 光 消 光 を 示 す 。 加 え て Ｍ Ｇ Ｂ で 標 識 し た プ ロ ー
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ブ は 、 副 溝 に 選 択 的 に 結 合 し な い あ る 種 の 他 の 標 識 分 子 に よ り 標 識 し た プ ロ ー ブ に 比 し て
、 改 善 さ れ た 特 異 性 、 効 率 性 、 お よ び ミ ス マ ッ チ に 対 す る 高 め ら れ た 識 別 力 を 有 す る 傾 向
が あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 増 幅 産 物 を 検 出 す る な お も う １ つ の 方 法 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ２ ５ ， ５ １ ７ 号 ； お よ び
５ ， １ １ ８ ， ８ ０ １ 号 、 お よ び ５ ， ３ １ ２ ， ７ ２ ８ 号 の 主 題 で あ る 、 い わ ゆ る “ 分 子 ビ ー
コ ン (molecular beacon)プ ロ ー ブ ” を 使 用 す る 。 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は 、 互 い に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し て ス テ ム 構 造 を 形 成 す る 、 １ 対 の 相 補 的 な ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 の 配 列 が 隣
接 す る 、 中 央 の 標 的 認 識 配 列 （ ル ー プ 領 域 ） を 含 む ス テ ム ル ー プ 構 造 を 有 す る 。 蛍 光 供 与
体 色 素 お よ び ク エ ン チ ャ ー 分 子 は 、 各 々 ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 に 連 結 さ れ る 。 相 補 的 な
標 的 配 列 不 在 下 で 、 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は そ の 閉 じ た 立 体 配 置 に と ど ま り 、 供 与 体 色 素 の 蛍
光 は Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ を 介 し て ク エ ン チ ャ ー 色 素 に よ り 消 光 さ れ る 。 標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン で  ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は 開 い た 立 体 配 置 に 伸 展 し 、 そ れ に よ り 供 与 体 色 素 と ク エ
ン チ ャ ー は 引 き 離 さ れ 、 供 与 体 色 素 の 蛍 光 シ グ ナ ル が 増 加 す る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の さ ら な る コ
ピ ー が Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の コ ー ス 中 に 産 生 さ れ る に つ れ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と に よ り 、 よ り 多 く の ビ ー コ ン プ ロ ー ブ が 開 い た 立 体 配 置 を と る よ う に な り 、 蛍 光 シ グ ナ
ル は そ れ に よ り 上 昇 す る 。 こ の 技 術 の さ ら な る 考 察 は 、 Tyagi et al., Nature Biotechno
l. (1996)に よ り 提 供 さ れ て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 中 に 酵 素 に よ る プ ロ ー ブ の 開 裂 を 介 し て “ 消 費
” さ れ る TaqManプ ロ ー ブ と は 異 な り 、 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 プ ロ セ ス を 通
し て 化 学 的 に は 変 化 し な い ま ま で あ る ；  ビ ー コ ン プ ロ ー ブ の 立 体 配 置 の み が 閉 じ た 形 （
ス テ ム － ル ー プ ） か ら 開 い た 形 に 変 化 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　  ビ ー コ ン プ ロ ー ブ の ２ つ の 立 体 配 置 で あ る 開 い た 形 と 閉 じ た 形 は 、 互 い に 動 的 平 衡 に
あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 中 こ の 平 衡 は 、 相 補 鎖 の 各 ペ ア の 間 の ３ つ の 競 合 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 反 応 に 依 存 す る 。 こ の ３ つ の 平 衡 は 以 下 の 間 ： １ ） 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の ２ つ の 相 補 鎖 ； ２ ） プ
ロ ー ブ の 相 補 的 ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 （ ス テ ム ） ； な ら び に ３ ） プ ロ ー ブ の 標 的 認 識 配
列 （ ル ー プ ） お よ び 標 的 配 列 、 に 存 在 す る 。 第 ３ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の み が 、
開 い た ビ ー コ ン 立 体 配 置 を 好 み 、 し た が っ て こ の １ つ の み が 検 出 可 能 な 蛍 光 シ グ ナ ル を 発
生 す る 。 第 １ お よ び 第 ２ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 双 方 と も 、 閉 じ た  ビ ー コ ン 立
体 配 置 を 好 み 、 こ の 場 合 は 蛍 光 シ グ ナ ル を 低 減 さ せ る 。 競 合 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の 相 互 作 用 （ １ お よ び ２ ） の た め 、 双 方 が 同 じ ま た は 類 似 の 供 与 体 /ク エ ン チ ャ ー 色 素 の
ペ ア で 標 識 さ れ て い る 場 合 で さ え も 、 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は TaqManプ ロ ー ブ に 比 し て 、
核 酸 の 検 出 の 感 度 が 本 質 的 に よ り 低 い 。 し か し ５ ’ － エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵
素 を そ の 反 応 に 使 用 す れ ば 、 標 的 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ビ ー コ ン プ ロ ー ブ も ま た 、 Ta
qManプ ロ ー ブ が そ う で あ る よ う に オ リ ゴ か ら 開 裂 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に は ビ ー コ
ン プ ロ ー ブ は 、 事 実 上 TaqManプ ロ ー ブ に な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 な お も う １ つ の 方 法 が 米 国 特 許 第 ６ ， １ ７ ４ ， ６ ７ ０ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ の 方 法 は
エ ネ ル ギ ー の 移 動 が ２ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 間 で 起 こ る 、 エ ネ ル ギ ー 移 動
シ ス テ ム を 使 用 す る 。 例 え ば 第 １ の プ ロ ー ブ は ３ ’ 末 端 が 蛍 光 供 与 体 色 素 で 標 識 さ れ 、 一
方 第 ２ の プ ロ ー ブ は ５ ’ 末 端 が 受 容 体 色 素 で 標 識 さ れ る 。 第 ２ の プ ラ イ マ ー 上 の 受 容 体 分
子 は 、 第 １ の プ ラ イ マ ー 上 の 供 与 体 色 素 よ り 長 い 波 長 で エ ネ ル ギ ー を 発 光 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ に
使 用 す る 場 合 、 ２ つ の プ ロ ー ブ は 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の ２ 本 の 相 補 鎖 の う ち の １ 本 に 頭 か ら 足 先 の
方 向 に 並 ん で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ２ つ の 供 与 体 色 素 お よ び 受 容 体 色 素 が ど の よ う な 位 置
を と る か に よ っ て 、 こ れ ら ２ つ の 分 子 間 に Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ が 起 こ る 。 し た が っ て 受 容 体 色 素 の 蛍
光 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 蛍 光 の 強 度 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ の 進 行 に 伴 っ て 産 生 さ れ る 標 的 Ｄ Ｎ
Ａ の 量 に 関 連 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 増 幅 産 物 を 検 出 す る ま だ も う １ つ の 方 法 が 、 米 国 特 許 第 ６ ， ６ ３ ５ ， ４ ２ ７ 号 に 開 示 さ
れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に 連 結 さ れ た １ つ の レ ポ ー タ ー 色 素
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に 対 し て 分 子 内 部 の グ ア ノ シ ン （ Ｇ ） ヌ ク レ オ チ ド を ク エ ン チ ャ ー （ 受 容 体 ） と し て 使 用
す る 。 標 的 配 列 不 在 下 で 、 通 常 戦 略 的 に レ ポ ー タ ー 色 素 の 位 置 の 近 く に 位 置 す る グ ア ノ シ
ン ヌ ク レ オ チ ド は 、 レ ポ ー タ ー 色 素 の 蛍 光 を 消 光 す る 。 標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン で 、 グ ア ノ シ ン に よ る 消 光 は 低 減 さ れ 、 蛍 光 シ グ ナ ル の 増 加 を も た ら す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ は ま た 、 増 幅 産 物 中 に 組 み 込 ま れ る こ と で 蛍 光 性 と な る 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー を
使 用 す る こ と に よ り モ ニ タ ー す る こ と も で き る 。 供 与 体 /ク エ ン チ ャ ー の 色 素 の ペ ア で 標
識 し た  ビ ー コ ン 様 の ヘ ア ピ ン プ ラ イ マ ー を 使 用 す る １ つ の そ の よ う な 方 法 が 、 Ampliphor
eと し て 市 販 に て 公 知 で あ り 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ６ ６ ， ３ ３ ６ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 プ ラ
イ マ ー は 、 そ の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に は 閉 じ た ヘ ア ピ ン の 立 体
配 置 で 存 在 し 、 こ の 形 は 供 与 体 色 素 の 蛍 光 を Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ を 介 し て 消 光 す る 。 一 度 標 的 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 増 幅 産 物 中 に 組 み 込 ま れ る と 、 プ ラ イ マ ー は 伸 展 し た 開 い た 立
体 配 置 を と り 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ が 減 少 す る た め プ ラ イ マ ー は 蛍 光 性 と な る 。 要 求 さ れ る プ ラ イ マ
ー の 特 異 性 を 達 成 し 、 同 様 に 必 要 な ヘ ア ピ ン 構 造 を 維 持 す る た め に 、  ビ ー コ ン 様 プ ラ イ
マ ー は 通 常 極 め て 長 い 。 こ の プ ロ ー ブ の こ の 長 さ が プ ラ イ マ ー の デ ザ イ ン に 制 限 を 課 し 、
プ ラ イ マ ー を 合 成 す る コ ス ト を 加 算 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ を モ ニ タ ー す る も う １ つ の 方 法 は 、 Ｌ Ｕ Ｘ プ ラ イ マ ー と し て 市 販 に て 公 知 の プ ラ
イ マ ー を 使 用 す る 。 こ の 技 術 の さ ら な る 考 察 は 、 Nazarenko et al., Nucleic Acid Resea
rch (2002)に 公 開 ； お よ び Marras et al., Nucleic Acie Research (2002)に よ り 提 供 さ
れ て い る 。 Ｌ Ｕ Ｘ プ ラ イ マ ー は 、 色 素 の 蛍 光 を 消 光 す る よ う に 作 用 す る 分 子 内 部 の グ ア ノ
シ ン （ Ｇ ） ヌ ク レ オ チ ド の 近 く に 戦 略 的 に 位 置 す る １ つ の 蛍 光 色 素 （ 供 与 体 分 子 ） で 標 識
す る 。 そ の フ リ ー の 形 の 標 識 プ ラ イ マ ー は 、 色 素 、 お よ び 色 素 の 近 く に あ る Ｇ ヌ ク レ オ チ
ド と の 間 の 相 互 作 用 に よ り 、 無 蛍 光 ま た は 弱 い 蛍 光 性 で あ る 。 プ ラ イ マ ー が 伸 長 さ れ 、 Ｇ
ヌ ク レ オ チ ド が 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 中 に 採 り 入 れ ら れ る と 、 蛍 光 消 光 は 低 減 ま た は 解 消 さ れ 、 供
与 体 分 子 か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル が 増 加 す る 。 Ｌ Ｕ Ｘ プ ラ イ マ ー は 、 デ ザ イ ン が 比 較 的 シ ン プ
ル で あ る と い う 利 点 を 有 す る 。 Ｌ Ｕ Ｘ シ ス テ ム に 伴 う １ つ の 問 題 は 、 色 素 の 結 合 部 位 （ 通
常 チ ミ ジ ン ） の 近 く に Ｇ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 必 要 と す る こ と で あ り 、 こ の こ と が プ ラ イ
マ ー の デ ザ イ ン の 選 択 を 制 限 す る 。 さ ら に Ｇ の み に よ る 蛍 光 消 光 は 、 選 択 さ れ た 波 長 の 、
非 常 に わ ず か な 色 素 で し か 十 分 に 作 用 し な い 。 プ ラ イ マ ー 配 列 、 そ し て 特 に よ り 長 い 波 長
の 色 素 と の 不 和 合 性 に お け る 制 限 が 、 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 使 用 す る た め の Ｌ Ｕ Ｘ プ ラ イ マ
ー の セ ッ ト を 開 発 す る こ と を 困 難 に し て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 よ り 最 近 BD Biosciences が 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ で 使 用 す る た め の DNAzymeと し て 市 販 に て 公
知 の 、 蛍 光 を 基 本 と し た プ ラ イ マ ー キ ッ ト を 開 発 し た 。 こ の 方 法 は 、 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド お よ び プ ラ イ マ ー を 組 み 合 わ せ た も の を 使 用 し 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 ２ ０ ０ １
/０ ０ ０ １ ０ ６ ３ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 伸 長 反 応 の た め の 通 常 の 開 始 配 列 に 加 え て 、 プ ラ
イ マ ー 配 列 の １ つ が 、 プ ラ イ マ ー の 伸 長 中 に 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 開 裂 す る 酵
素 を コ ー ド す る 。 そ の 結 果 は TaqManア ッ セ イ を 用 い る 場 合 の よ う に 、 蛍 光 シ グ ナ ル の 増 加
を も た ら す 。 プ ラ イ マ ー キ ッ ト に 使 用 さ れ る 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 的 配 列
に 相 補 的 な 配 列 を 有 し て い な い こ と を 除 い て 、 典 型 的 な TaqMan（ 登 録 商 標 ） プ ロ ー ブ と デ
ザ イ ン に お い て 類 似 す る が 、 結 果 と し て こ の 技 術 は 、 TaqManを 基 本 と す る ア ッ セ イ の 特 異
性 を 欠 く 。 さ ら に 必 要 な 酵 素 を コ ー ド す る 必 要 性 の た め 、 DNAzymeプ ラ イ マ ー は 容 易 に ５
０ ヌ ク レ オ チ ド 長 を 超 え 得 る 。 よ り 長 い ヌ ク レ オ チ ド の 必 要 性 が 、 プ ラ イ マ ー を 製 造 す る
コ ス ト を 上 昇 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー を 上 回 る 蛍 光 発 生 性 プ ロ ー ブ の １ つ の 主 要 な 利 点 は 、 プ ロ ー ブ か
ら 検 出 さ れ る 蛍 光 シ グ ナ ル が 、 プ ロ ー ブ お よ び 標 的 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て
の み 誘 導 さ れ る こ と で あ る 。 時 に プ ラ イ マ ー を 用 い て 起 こ り 、 有 用 な シ グ ナ ル を 発 し な い
よ う な 、 ミ ス プ ラ イ ミ ン グ ま た は プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー の 人 工 産 物 に よ る シ グ ナ ル の 非 特 異
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的 な 増 幅 は 、 プ ロ ー ブ を 用 い て は 一 般 に 起 こ ら な い 。 蛍 光 発 生 性 プ ロ ー ブ は 、 異 な る 識 別
可 能 な レ ポ ー タ ー 色 素 を 用 い て 標 識 す る こ と が で き る 。 独 特 の レ ポ ー タ ー 色 素 で 各 々 標 識
し た い く つ か の プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ り 、 識 別 さ れ る 配 列 を 持 つ 多 数 の 標 的 の 増 幅
を 、 １ 度 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を 通 例 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ と い う 。 蛍 光
発 生 性 プ ロ ー ブ の 開 発 は ま た 、 Ｐ Ｃ Ｒ 後 の プ ロ セ シ ン グ を 排 除 し 、 そ れ に よ り 臨 床 診 断 お
よ び 法 廷 で の 適 用 の た め の 決 定 的 な 因 子 で あ る 、 交 差 汚 染 (cross-contamination)の 可 能
性 を 排 除 す る こ と を 可 能 に し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 蛍 光 発 生 性 プ ロ ー ブ の １ つ の 欠 点 は そ れ ら の コ ス ト で あ る 。 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 対 応 す る 未 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １ ０ 倍 以 上 高 価 で あ る 。 さ ら に
プ ロ ー ブ の デ ザ イ ン は 相 対 的 に 複 雑 で あ り 、 適 切 な プ ロ ー ブ を 構 成 す る 際 に 、 多 く の 因 子
、 例 え ば プ ロ ー ブ の 長 さ 、 ア ニ ー リ ン グ の 温 度 、 お よ び ク エ ン チ ャ ー 対 フ ル オ ロ フ ォ ア の
適 当 な ス ペ ク ト ル の マ ッ チ ン グ を 、 考 慮 す る こ と を し ば し ば 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 特 に TaqManプ ロ ー ブ に 比 し て 、 蛍 光 発 生 性 プ
ラ イ マ ー は 、 レ ポ ー タ ー 色 素 の ク エ ン チ ャ ー か ら の 永 久 的 な 分 離 を 可 能 と す る た め に Ｐ Ｃ
Ｒ 中 に 開 裂 さ れ る こ と が な い た め 、 よ り 弱 い シ グ ナ ル を 発 す る 傾 向 が あ る 。 加 え て ミ ス プ
ラ イ ミ ン グ お よ び プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー の 形 成 に 起 因 す る 非 特 異 的 な Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 も ま た 、 ア
ッ セ イ の ノ イ ズ の 増 加 に 寄 与 す る 。 こ れ ら の 理 由 の た め リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ に お け る
使 用 に 関 し て は 、 蛍 光 発 生 性 プ ロ ー ブ の 方 が 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー よ り 一 般 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る た め に 多 数 の 方 法 が 開 発 さ れ て き た 。 典 型 的 に は 蛍 光 供
与 体 色 素 お よ び ク エ ン チ ャ ー は 、 段 階 を 追 っ た （ stepwise） 様 式 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に
連 結 さ れ る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス は し ば し ば 高 価 な 試 薬 、 お よ び 複 雑 な 保 護 /脱 保 護 の ス テ
ッ プ を 伴 い 、 し か も 収 率 は し ば し ば 極 め て 低 い 。 さ ら に 部 分 的 に は 、 す べ て の 色 素 が オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 過 酷 な 化 学 的 条 件 に 耐 え ら れ な い た め に 、 色 素 お よ び ク エ ン チ ャ ー
の 選 択 、 な ら び に そ れ ら を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ せ る 順 序 が 限 定 さ れ 、 弾 力 的 で は
な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 典 型 的 に は 色 素 は 、 以 下 の ２ つ の 方 法 ； １ ） 自 動 合 成 中 に 、 色 素 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ シ
ド ま た は デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド の ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト を 使 用 す る こ と に よ る ； ま た は ２ ）
合 成 後 の ラ ベ リ ン グ に お い て 、 ア ミ ン 修 飾 ま た は チ オ ー ル 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド ま た は
デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ア ミ ン ま た は チ オ ー ル 反 応 性 の 色 素 と 反 応 さ せ る こ と に よ る 方
法 の １ つ を 介 し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 組 み 込 む 。 例 え ば ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 を
Ｆ Ａ Ｍ /Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ の 色 素 ペ ア で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は Ｃ Ｐ Ｇ 固 相
支 持 体 に 連 結 し た Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ 標 識 し た 修 飾 物 質 (modifier)を 用 い て 開 始 し 、 続 い て 残 り の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 順 次 組 み 立 て て い く こ と に よ り 合 成 す る 。 供 与 体 色 素 Ｆ Ａ Ｍ は 、 標
準 的 な ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 を 介 し て 最 後 の カ ッ プ リ ン グ ス テ ッ プ で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド に 連 結 さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は ２ つ の 欠 点 を 有 す る ： 第 １ に 色 素 標 識 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ
イ ト は 高 価 で あ る ； 第 ２ に 、 一 般 に ロ ー ダ ミ ン 系 色 素 、 そ し て Ｔ Ａ Ｒ Ｍ Ａ は 、 特 に 標 準 的
な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 条 件 下 で 不 安 定 で あ る た め 、 こ の 方 法 は Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ の 消 光 能 力
を 低 下 さ せ て し ま う 。 こ の 問 題 に 対 処 す る た め 、 Ｃ Ｐ Ｇ 支 持 体 に 連 結 し た Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ で の
開 始 を 回 避 す る こ と が 、 一 般 に 行 わ れ る 。 １ つ の ア プ ロ ー チ は 、 Ｃ Ｐ Ｇ に 連 結 し た 保 護 さ
れ た ３ ’ － ア ミ ノ － 修 飾 物 質 を 用 い て 合 成 を 開 始 す る こ と で あ り 、 供 与 体 色 素 Ｆ Ａ Ｍ は 、
標 準 的 な ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 を 介 し て の 自 動 合 成 の 最 後 の ス テ ッ プ で 通 常 通 り ５ ’ 末
端 に 連 結 さ せ る 。 続 い て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 固 相 支 持 体 か ら の 開 裂 お よ び ３ ’ － ア ミ
ン の 脱 保 護 ス テ ッ プ の 後 、 ア ミ ン 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ ス ク シ ン イ ミ ジ
ル エ ス テ ル と 反 応 さ せ る 。 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の 性 能 を 確 実 に す る た め 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ
ま た は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 の い ず れ か を 用 い る 精 製 ス テ ッ プ が 、 第 ２ の 色 素
の 連 結 反 応 の 前 後 双 方 に 必 要 で あ る 。 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー の デ ザ イ ン に よ り 課 せ ら
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れ る 限 定 お よ び 非 弾 力 性 、 な ら び に 標 識 化 学 の 本 質 が 、 こ れ ら の 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 製 造 す る こ と を 非 常 に 高 価 に す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 す る Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ の 重 要 性 の 増 加 し て い る タ イ プ は 、
リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ で あ る 。 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を モ ニ タ ー す る こ と に 関 す る １ つ の 重 要
な パ ラ メ ー タ は 、 い わ ゆ る 閾 値 の サ イ ク ル ポ イ ン ト 、 ま た は Ｃ ｔ 値 で あ る 。 Ｃ ｔ 値 は 、 ベ
ー ス ラ イ ン よ り 高 い 予 め 設 定 し た 値 に 達 す る ま で に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 蛍 光 シ グ ナ ル に 必 要 な
反 応 サ イ ク ル 数 の 理 論 値 で あ る 。 サ ン プ ル 中 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 濃 度 が 高 い ほ ど 、 Ｃ ｔ 値 は 低
く な る 。 図 １ は 、 代 表 的 な 増 幅 プ ロ ッ ト を 示 し 、 定 量 分 析 に 使 用 す る 用 語 を 定 義 す る 。 増
幅 プ ロ ッ ト は 、 蛍 光 シ グ ナ ル 　 対 　 サ イ ク ル 数 の プ ロ ッ ト で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 初 期 の サ イ ク
ル に お い て 、 蛍 光 シ グ ナ ル に ほ と ん ど 変 化 は な い 。 こ の 比 較 的 “ フ ラ ッ ト な 領 域 ” を 増 幅
プ ロ ッ ト の ベ ー ス ラ イ ン と 定 義 す る 。 ベ ー ス ラ イ ン よ り 高 い 蛍 光 の 増 加 は 、 蓄 積 さ れ た Ｐ
Ｃ Ｒ 産 物 の 検 出 を 示 す 。 開 始 時 の 標 的 コ ピ ー 数 の 対 数 が Ｃ ｔ 値 に 負 に (reversibly)直 線 的
に 相 関 し 、 こ の 関 係 が リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ の 数 学 的 基 礎 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　
　 “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” お よ び “ オ リ ゴ ” と い う 用 語 は 互 換 性 を 持 　 っ て 使 用 さ れ 、 核
酸 、 ２ ’ － デ オ キ シ 核 酸 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） 、 ロ ッ ク ト （ locked） 核 酸 （ Ｌ Ｎ Ａ ）
、 お よ び ピ ア ゾ ロ ピ リ ミ ジ ン を 含 む そ の 他 の 非 天 然 核 酸 の 配 列 を 言 う 。 一 般 に オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 適 す る 長 さ の も の で あ る 。
ほ と ん ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 に 、 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 よ り 短 い ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ り 、 多 く は ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 よ り 短 く 、 そ し て い く つ か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
２ ５ ま た は そ れ よ り 少 な い ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 。 こ の 用 語 の よ り 総 論 的 な 考 察 に 関 し て
は 、 読 者 は 以 下 の 参 考 文 献 、 Kutyavin, I. et al.,  N. A. R. 30, 2002: 4952-4959;お
よ び He J. & Seela F., N. A. R. 30, 2002: 5485-5496　 お よ び 同 文 献 の 参 考 文 献 を 検 討
さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 “ プ ラ イ マ ー ” は 、 相 補 鎖 に 沿 っ て 伸 長 す る た め の 開 始 点 と し て 作 用 す る こ と の で き る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 言 う 。 プ ラ イ マ ー は 通 常 Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 1組 、 す な わ ち １ つ の フ ォ
ワ ー ド お よ び １ つ の リ バ ー ス が 使 用 さ れ る 。 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 標 的 核 酸 の 1本 鎖 の
あ る 領 域 に 相 補 的 な 配 列 を 含 有 し 、 こ の 鎖 に 沿 っ て の 合 成 を 導 く 。 同 様 に リ バ ー ス プ ラ イ
マ ー は 標 的 核 酸 の 向 か い 合 う 鎖 に 相 補 的 な 配 列 を 含 有 し 、 標 的 核 酸 の 向 か い 合 う 鎖 に 沿 っ
て 合 成 を 導 く 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 “ プ ロ ー ブ ” は 標 的 核 酸 の あ る 領 域 に 相 補 的 な 配 列 を 含 有 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 言 い 、 そ の 場 合 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 標 的 配 列 と ア ニ ー ル し 、 標 的 の そ の 領 域 の 存
在 を 示 す シ グ ナ ル を 発 す る 。 プ ロ ー ブ は 一 般 に ３ ’ 末 端 が ブ ロ ッ ク さ れ 、 産 物 中 に 伸 長 さ
れ な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 “ 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 ” と い う 用 語 は 、 そ の 分 子 の 物 理 的 ま た は 化 学 的 環 境
の 変 化 に よ り 検 出 可 能 な 変 化 の シ グ ナ ル を 発 し 、 そ の た め 別 の 分 子 を 標 識 す る た め に 使 用
さ れ る 分 子 を 言 う 。 こ の 変 化 は 、 吸 収 さ れ る 光 の 量 の 変 化 で も 、 ま た は 吸 収 さ れ る 光 の 波
長 の 変 化 で も よ い 。 光 度 測 定 可 能 な 分 子 は 、 例 え ば あ る 波 長 で 光 を 吸 収 し 、 別 の 波 長 で 光
を 発 光 す る 蛍 光 色 素 分 子 含 む 。 蛍 光 色 素 で あ る 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 場 合 、 そ
の 分 子 は ま た 発 光 さ れ る 光 の 量 の 変 化 、 ま た は 発 光 さ れ る 光 の 波 長 の 変 化 を 示 し て も よ い
。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 “ 反 応 基 ” と い う 用 語 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び 消 光 分 子 を 含 む 多 様 な ラ ベ リ ン グ 基 を
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 す る 上 で 有 用 で あ る と 思 わ れ る 化 学 的 部 分 を 言 う 。 色 素 を オ
リ ゴ に 連 結 す る た め に 使 用 す る 反 応 基 の 選 択 は 、 典 型 的 に は 標 識 す る オ リ ゴ 上 の 官 能 基 に
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本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 の い く つ か の 定 義



依 存 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 例 え ば 色 素 分 子 の 反 応 基 、 お よ び オ リ ゴ の 官 能 基 と の 間 の 結 合 形 成 反 応 は 、 典 型 的 に は
求 核 物 質 お よ び 求 電 子 物 質 と の 間 の 反 応 で あ る 。 し た が っ て 反 応 基 は 求 核 物 質 ま た は 求 電
子 物 質 の い ず れ か と す る こ と が で き 、 こ れ に 対 応 し て 官 能 基 は 求 電 子 物 質 ま た は 求 核 物 質
の い ず れ か と す る こ と が で き る 。 求 電 子 物 質 /求 核 物 質 の ペ ア の 非 網 羅 的 リ ス ト を 、 表 ２
に 見 出 す こ と が で き る 。 反 応 性 の ペ ア の さ ら な る 考 察 に 関 し て は 、 読 者 は 米 国 特 許 第 ６ ，
１ ３ ０ ， １ ０ １ 号 を 検 討 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 オ リ ゴ 上 に 存 在 す る 典 型 的 な 官 能 基 は 、 ア ミ ン 、 チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、
ア ル デ ヒ ド 、 ケ ト ン 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 、 二 置 換 ア ミ ン 、 ハ ロ ゲ ン 化 物 、
ま た は カ ル ボ ン 酸 を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 オ リ ゴ 上 の よ り 典 型 的 な 官 能 基 は ア ミ ン
、 チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ル デ ヒ ド 、 ま た は ケ ト ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 色 素 分 子 に 連 結 さ れ る 一 般 的 な 反 応 基 は 以 下 ： ア ク リ ル ア ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 の 活 性 化 エ
ス テ ル 、 ア ジ 化 ア シ ル 、 ア シ ル ニ ト リ ル 、 ア ル デ ヒ ド 、 ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 、 ア ミ ン 、 無
水 物 、 ア ニ リ ン 、 ハ ロ ゲ ン 化 ア リ ー ル 、 ア ジ 化 物 、 ア ジ リ ジ ン 、 カ ル ボ ン 酸 、 ハ ロ ア セ ト
ア ミ ド 、 ハ ロ ト リ ア ジ ン 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 ヒ ド ラ ジ ド 、 イ ミ ド エ ス テ ル 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 マ レ イ ミ ド 、 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 、 ハ ロ ゲ ン 化 ス ル ホ ニ ル 、 ま た は
チ オ ー ル 、 を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 そ の 他 の 反 応 基 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル
、 ア ミ ン 、 ハ ロ ア セ ト ア ミ ド 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 マ レ イ ミ ド 、 ま た は ホ
ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 に 存 在 す る 官 能 基 が ア ミ ン で あ る 場 合 、
色 素 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 す る た め に 使 用 さ れ る 色 素 上 の 一 般 に 使 用 さ れ る 反 応 基
は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 色 素 を 含 む 多 様 な 試 薬 に 対 し て 使 用 す る 省 略 形 の い く つ か は 以 下 の 通 り で あ る ： ５ － Ｃ
Ｒ １ １ ０ は ５ － カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン １ １ ０ を 言 う ； ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ は ６ － カ ル ボ キ シ ロ
ー ダ ミ ン １ １ ０ を 言 う ； ５ － Ｆ Ａ Ｍ は ５ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン を 言 う ； ６ － Ｆ Ａ Ｍ
は ６ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン を 言 う ； ５ － Ｒ ６ Ｇ は ５ － ロ ー ダ ミ ン ６ Ｇ を 言 う ； ５ －
Ｒ Ｏ Ｘ は ５ － カ ル ボ キ シ － Ｘ － ロ ー ダ ミ ン を 言 う ； ６ － Ｒ Ｏ Ｘ は ６ － カ ル ボ キ シ － Ｘ － ロ
ー ダ ミ ン を 言 う ； ５ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ は ５ － カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン を 言 う ； ６ －
Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ は ６ － カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル － ロ ー ダ ミ ン を 言 う ； Ｊ Ｏ Ｅ は ２ ’ ， ７ ’ － ジ
メ ト キ シ － ４ ’ ， ５ ’ － ジ ク ロ ロ － ６ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 “ ス ペ ク ト ル 的 に 類 似 す る 色 素 ” と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 目 的 に 関 し て は 、 類 似 の 化 学
構 造 を 有 し て い て も い な く て も よ い が 、 類 似 の 励 起 お よ び ／ ま た は 励 起 ス ペ ク ト ル 特 性 を
所 有 す る 蛍 光 色 素 を 言 う 。 し か し こ れ ら 色 素 の 発 光 ス ペ ク ト ル は 類 似 し て い て も し て い な
く て も よ い 。 1つ の そ の よ う な ペ ア の 例 は 、 ５ － Ｆ Ａ Ｍ お よ び ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で あ る 。 ５
－ Ｆ Ａ Ｍ は 吸 収 ／ 発 光 の 波 長 を ４ ９ ５ /５ １ ９ ｎ ｍ に 有 し 、 一 方 ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ は 吸 収 ／
発 光 の 波 長 を ５ ０ ２ /５ ２ ４ ｎ ｍ に 有 す る 。 本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 １ ５ ｎ ｍ 以 内 の 差 を
有 す る 吸 収 ま た は 励 起 波 長 は 類 似 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 “ ス ペ ク ト ル 的 に 同 一 の 色 素 ” と い う 用 語 は 、 同 じ 化 学 構 造 を 有 し て い て も い な く て も
よ い が 、 ス ペ ク ト ル 的 に 識 別 で き な い 発 光 プ ロ フ ィ ー ル も し く は 励 起 プ ロ フ ィ ー ル の い ず
れ か 、 ま た は 発 光 プ ロ フ ィ ー ル お よ び 励 起 プ ロ フ ィ ー ル の 双 方 を 有 す る 蛍 光 色 素 を 言 う 。
　 “ 同 じ 色 素 ” と い う 用 語 は 、 化 学 的 お よ び ス ペ ク ト ル 的 の 双 方 と も 同 一 で あ る 蛍 光 色 素
を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 “ レ ポ ー タ ー 色 素 ” ま た は “ 蛍 光 レ ポ ー タ ー 色 素 ” と い う 用 語 は 、 そ の 蛍 光 が ア ッ セ イ
中 に モ ニ タ ー さ れ る 蛍 光 色 素 を 言 う 。 ク エ ン チ ャ ー 色 素 が ま た 同 じ 生 体 分 子 を 標 識 す る た
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め に 使 用 さ れ る 場 合 、 レ ポ ー タ ー 色 素 は 供 与 体 色 素 と し て 言 っ て よ く 、 そ し て ク エ ン チ ャ
ー 色 素 は 時 に は 受 容 体 、 受 容 体 色 素 、 ま た は 受 容 体 分 子 と し て 言 っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 “ 消 光 す る （ quench） ” ま た は “ 消 光 す る （ quenches） ” ま
た は “ 消 光 し て い る ” ま た は “ 消 光 さ れ る ” と い う 用 語 は 、 あ る 分 子 に よ り 発 生 さ れ る シ
グ ナ ル を 低 減 す る こ と を 言 い 、 発 生 さ れ る シ グ ナ ル を ゼ ロ に 、 ま た は 検 出 可 能 な 限 度 以 下
に 低 減 す る こ と を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 こ の た め 所 定 の 分 子 は 例 え ば 別 の 分 子 に
よ り “ 消 光 さ れ る ” こ と が で き 、 そ し て 分 子 が 消 光 さ れ な い 場 合 よ り 分 子 が 消 光 さ れ る 場
合 の 方 が 、 消 光 さ れ る 分 子 に よ り 発 生 さ れ る シ グ ナ ル の サ イ ズ は よ り 小 さ く な る が 、 な お
検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 “ ク エ ン チ ャ ー ” ま た は “ ク エ ン チ ャ ー 色 素 ” ま た は “ ク エ ン チ ャ ー 分 子 ” と い う 用 語
は 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー 色 素 ま た は 蛍 光 供 与 体 色 素 の 蛍 光 を 低 減 す る こ と の で き る 色 素 、 ま た
は 均 等 な 分 子 、 例 え ば ヌ ク レ オ シ ド グ ア ノ シ ン （ Ｇ ） ま た は ２ ’ － デ オ キ シ グ ア ノ シ ン （
ｄ Ｇ ） を 言 う 。 ク エ ン チ ャ ー 色 素 は 蛍 光 色 素 で あ っ て も 無 蛍 光 色 素 で あ っ て も よ い 。 ク エ
ン チ ャ ー が 蛍 光 色 素 で あ る 場 合 、 そ の 蛍 光 の 波 長 は 典 型 的 に は 実 質 的 に レ ポ ー タ ー 色 素 の
波 長 と は 異 な り 、 ク エ ン チ ャ ー の 蛍 光 は 通 常 ア ッ セ イ 中 に は モ ニ タ ー さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 一 部 の 態 様 は 、 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 す る た め の 方 法 、 そ し て
核 酸 の 検 出 、 特 に リ ア ル タ イ ム ｑ Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 核 酸 の 検 出 を 目 的 と す る プ ラ イ マ ー お よ
び プ ロ ー ブ と し て の そ れ ら の 使 用 を 開 示 す る 。 現 在 の 技 術 と 比 較 し て 、 一 部 の 態 様 の 蛍 光
発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 多 く の 市 販 に て 入 手 可 能 な 技 術 よ り 製 造 が 有 意 に 容 易 で あ
り 、 実 質 的 に よ り 感 度 が 高 い 。 さ ら に 従 来 の 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば TaqM
anプ ロ ー ブ （ こ の プ ロ ー ブ の レ ポ ー タ ー 色 素 の 選 択 は 、 合 わ せ て 使 用 す る ク エ ン チ ャ ー 色
素 の 利 用 可 能 性 に よ り 限 定 さ れ る ） と は 異 な り 、 本 発 明 の 様 々 な 態 様 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 事 実 上 あ ら ゆ る 波 長 の 蛍 光 色 素 を 適 応 さ せ る こ と が で き る 。 色 素 の 選 択 に お け る こ
の 弾 力 性 が 、 異 な る 蛍 光 波 長 の 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ の 合 成 を 促 進 し 、 1
度 の 試 験 管 フ ォ ー マ ッ ト に お け る 多 重 検 出 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 一 部 の 態 様 は 、 ス ペ ク ト ル 的 に 同 一 ま た は 類 似 の 複 数 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 1本 鎖 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る プ ロ ー ブ で あ る 。 当 該 プ ロ ー ブ は 1つ ま た は そ れ よ り 多 く の ク エ ン
チ ャ ー で さ ら に 標 識 さ れ て よ い 。 標 的 配 列 の 不 在 下 で 、 当 該 プ ロ ー ブ は ラ ン ダ ム コ イ ル の
立 体 配 置 を と り 、 無 蛍 光 ま た は 弱 い 蛍 光 性 の み の い ず れ か で あ る 。 一 般 に ラ ン ダ ム コ イ ル
の 立 体 配 置 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ２ つ の 末 端 を 互 い に 近
位 に 持 っ て く る の に 役 立 つ 二 次 構 造 を 実 質 的 に と ら な い 。 反 対 に 二 次 構 造 を 有 す る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 例 は 、 い わ ゆ る 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 標 的 配 列 の 存 在 下 に お い て 、 様 々 な 態 様 の プ ロ ー ブ は 標 的 配 列 と 容 易 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 。 特 異 的 な 試 薬 、 ま た は ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 の 存 在 下 で 、 色 素
分 子 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 実 質 的 に 開 裂 さ れ る 。 開 裂 は 、 蛍 光 の 大 き な 増 加 に 帰 着 す
る 色 素 分 子 の 永 久 的 な 分 離 を も た ら す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 最 大 の 蛍 光 の 増 加 は 、 隣 り 合 う 色 素 の 各 ペ ア を 連 結 す る リ ン 酸 骨 格 の 、 ５ ’ エ キ ソ ヌ ク
レ ア ー ゼ ま た は 均 等 な ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 開 裂 の 可 能 性 に 依 存 す る 。 色 素 の 連 結 部 位 が 互
い に あ ま り に 近 す ぎ る と 、 標 的 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び
５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 が 阻 害 さ れ る と 思 わ れ る 。 他 方 で 色 素 の 連 結 部 位 が 互 い か ら
あ ま り に も 離 れ て い る と 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 は 高 く な る と 思 わ れ る 。 し た が っ て 標
的 配 列 不 在 下 で の 最 小 の 蛍 光 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 、 お よ び プ ロ ー ブ ／ 標 的 の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 後 の 至 適 ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 達 成 す る た め に 、 各 々 の 隣 り 合 う 色 素
の ペ ア の 連 結 部 位 は 、 ３ か ら ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は １ ２ か ら ３ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、

10

20

30

40

50

(17) JP 2007-534308 A 2007.11.29



そ し て 最 も 好 ま し く は １ ５ か ら ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 離 さ れ て い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ れ ら の 態 様 に て 使 用 す る た め の 有 用 な 酵 素 は 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ も し く は 独 立 型 の エ
キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ま た は ２ つ の ラ ベ リ ン グ 分 子 間 を 切 断 す る こ と の で き る あ ら ゆ る 他 の
酵 素 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 ラ ベ リ ン グ 分 子 を 永 久 に 引 き 離 す こ と で 蛍 光 発 光 を 実
質 的 に 増 加 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 標 識 し た オ リ ゴ 中 に 組 み 込 ま れ る 多 数 の ラ ベ リ ン グ 分 子 と は 反 対 に 、 米
国 特 許 第 ５ ， ５ ３ ８ ， ８ ４ ８ 号 に 開 示 さ れ た TaqManプ ロ ー ブ 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ２ ５ ， ５
１ ７ 号 に 開 示 さ れ た 分 子 ビ ー コ ン 、 お よ び 米 国 特 許 第 ６ ， １ ７ ４ ， ６ ７ ０ 号 に 開 示 さ れ た
Hybプ ロ ー ブ の よ う な 蛍 光 発 生 性 プ ロ ー ブ は 、 １ つ の み の 蛍 光 レ ポ ー タ ー し か 含 ま な い 。
そ の 結 果 、 今 日 入 手 可 能 な プ ロ ー ブ が 発 す る こ と の で き る 最 大 の 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 １ つ の
フ ル オ ロ フ ォ ア に よ り 発 生 さ れ る シ グ ナ ル で あ る 。 他 方 、 本 発 明 の 様 々 な 態 様 の プ ロ ー ブ
は 少 な く と も ２ つ の 色 素 を 含 む 。 し た が っ て 本 発 明 の プ ロ ー ブ の 標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 開 裂 は 、 結 果 的 に 多 数 の 蛍 光 色 素 か ら の シ グ ナ ル を 発 生 さ せ る こ と に
な る 。 し た が っ て 本 発 明 の 様 々 な 態 様 の プ ロ ー ブ は 、 今 日 利 用 可 能 な 方 法 に 従 っ て 作 製 さ
れ た プ ロ ー ブ に よ り 発 せ ら れ る シ グ ナ ル よ り 、 何 倍 も 強 い 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 ３ Ａ は 、 TaqManプ ロ ー ブ （ フ ル オ ロ フ ォ ア と し て Ｊ Ｏ Ｅ 、 お よ び ク エ ン チ ャ ー と し て
Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ ） を 用 い て 検 出 さ れ た 典 型 的 な Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 増 幅 反 応 、 お よ び 本 発 明 の １ つ の
態 様 に 従 っ て 作 製 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 さ れ た 同 じ 反 応 の 動 的 蛍 光 測 定 を 比 較 す る
結 果 を 示 す 。 本 発 明 の １ つ の 態 様 に 従 っ て 作 製 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 ２ つ の 末 端 を ２ つ の Ｒ
６ Ｇ 色 素 で 標 識 し た （ 実 施 例 ４ 参 照 ） 。 双 方 の ア ッ セ イ と も 同 じ 配 列 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 ３ Ａ の デ ー タ が 示 す よ う に 、 二 重 標 識 (doubly labeled)プ ロ ー ブ か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル
は 、 TaqManプ ロ ー ブ を 用 い て 測 定 さ れ た シ グ ナ ル の 値 の ２ 倍 で あ る 。 ２ つ ま た は そ れ よ り
多 く の 同 一 の ま た は ス ペ ク ト ル 的 に 類 似 す る フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が 、 （ 色 素 集 合 体 を 形 成 せ ず に ） 十 分 に 消 光 さ れ る こ と 、 そ し て プ ロ ー ブ の 開 裂 に よ る
フ ル オ ロ フ ォ ア の 互 い か ら の 分 離 で 、 Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 追 跡 す る 上 で 有 用 で あ る バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド よ り 十 分 に 高 い シ グ ナ ル を 発 す る こ と は 、 驚 く べ き 観 察 結 果 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 用 い て の こ の 観 察 結 果 が 非 常 に 予 想 外 で あ っ た た め 、 出 願 者 ら は 、 も う １ つ の 生
体 高 分 子 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 測 定 す る た め に 蛍 光 色 素 を 使 用 す る 技 術 に 、 解 釈
を 求 め た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 は 、 時 に 蛍 光 色 素 で タ グ し た 抗 体 で 標 識 さ れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ に お い て
１ つ の ポ リ ペ プ チ ド に ２ つ ま た は そ れ よ り 多 く の 同 一 の フ ル オ ロ フ ォ ア を 連 結 す る こ と は
一 般 的 で あ る 。 色 素 の 数 に 対 す る 蛍 光 の 増 加 は 、 色 素 の 物 理 的 な 接 触 に 関 連 す る 蛍 光 消 光
の た め に 直 線 的 で は な い か も し れ な い が 、 各 色 素 分 子 の 付 加 が 標 識 タ ン パ ク 質 の 全 体 の 蛍
光 を 増 加 す る 。 タ ン パ ク 質 を 標 識 す る 実 験 に お い て 、 過 剰 な 数 の 色 素 分 子 が タ ン パ ク 質 に
連 結 さ れ る 場 合 に し か 、 有 意 な 蛍 光 消 光 は 起 こ ら な い 。 そ の よ う な 場 合 、 消 光 は し ば し ば
色 素 分 子 間 の 物 理 的 相 互 作 用 、 す な わ ち 色 素 集 合 体 の 結 果 で あ る 。 こ の 技 術 の さ ら な る 考
察 は Haugland, RP Hnadbook of Fluorescent Probes and Research Products第 9版 、 pp. 
20-74お よ び 同 文 献 に お け る 参 考 文 献 に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 相 対 的 に 高 次 構 造 を と る ポ リ ペ プ チ ド と は 反 対 に 、 相 補 的 な 分 子 内 部 の 配 列 を 持 た な い
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 非 定 形 構 造 の 、 パ ッ ク さ れ て い な い 、 伸 展 し た 構 造 と る こ と が 予
想 さ れ る 。 こ の 立 体 配 置 は 一 般 に ラ ン ダ ム コ イ ル と よ ば れ 、 容 易 に 定 義 で き る 分 子 内 部 の
二 次 構 造 を 持 た な い こ と を 特 徴 と す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 か な り 負 に 荷 電 し た 分 子
の リ ン 酸 骨 格 の た め 分 子 間 の 静 電 的 反 発 を 最 小 に す る た め に 、 ラ ン ダ ム コ イ ル の 立 体 配 置
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を と る と 考 え ら れ て い る 。 そ の 結 果 、 例 え ば 実 質 的 に ラ ン ダ ム コ イ ル の 形 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 両 末 端 を 標 識 す る た め に 使 用 さ れ る 色 素 は 、 互 い に 相 互 作 用 し な い こ と が 予 想 さ
れ 、 蛍 光 シ グ ナ ル の 消 光 を 示 さ な い と 予 想 さ れ る は ず で あ る 。 し た が っ て タ ン パ ク 質 の ラ
ベ リ ン グ お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 構 造 に つ い て 広 く 知 ら れ て い る 知 見 に 基 づ け ば 、 本
発 明 の 様 々 な 態 様 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 非 常 に わ ず か な 蛍 光 消 光 し か 示 さ な い た め 、 所
定 の サ ン プ ル 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 ま た は レ ベ ル の 検 出 に お い て は 有 用 で な い だ
ろ う と 予 想 さ れ こ と に な る だ ろ う 。 当 業 界 で 教 え ら れ て い る 知 見 に 基 づ い て 、 こ れ ら 分 子
の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 は 非 常 に 高 い た め 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を モ ニ タ ー す る た め に
使 用 す る こ と は で き な い だ ろ う と 予 想 さ れ て い た 。 実 際 に 研 究 者 ら は 、 蛍 光 を 消 光 す る た
め に フ ル オ ロ フ ォ ア の 集 合 体 を 促 進 す る よ う に ラ ベ リ ン グ フ ル オ ロ フ ォ ア の 位 置 を 決 定 す
る 、 入 念 な オ リ ゴ の 構 造 を デ ザ イ ン す る こ と に 長 期 間 を 費 や し て き た 。 例 え ば 米 国 特 許 第
６ ， １ ５ ０ ， ０ ９ ７ 号 お よ び ６ ， ０ ３ ７ ， １ ３ ７ 号 の 双 方 と も 、 ２ つ の レ ポ ー タ ー フ ル オ
ロ フ ォ ア を 互 い に 物 理 的 に 接 触 さ せ る よ う に 持 っ て 来 る 分 子 ビ ー コ ン 構 造 に 基 づ い た 、 リ
ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ー ブ を デ ザ イ ン す る こ と の 可 能 性 に つ い て 述 べ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 を 使 用 す る こ と か ら 得 ら れ た も う １ つ の 予 想 外 の 観 察 結 果 は 、 色 素
の 集 合 体 を 促 進 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 二 次 構 造 が 不 要 で あ り 、 し か も 望 ま し く な い こ
と で あ る 。 我 々 は 、 同 一 の レ ポ ー タ ー 色 素 の 集 合 体 は 不 要 な だ け で な く 、 多 く の 場 合 に リ
ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ー ブ の 性 能 に 有 害 で あ る こ と を 観 察 し た 。 最 も シ ン プ ル な 構 造 を 有
す る 本 発 明 の １ つ の 態 様 の プ ロ ー ブ は 、 先 行 技 術 の 多 く に 開 示 さ れ た 方 法 に 従 っ て 作 製 さ
れ た プ ロ ー ブ よ り 、 し ば し ば は る か に 感 度 が 高 い 。 加 え て 複 雑 な 分 子 内 部 の 二 次 構 造 を 有
す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る プ ロ ー ブ は 一 般 に 、 分 子 内 部 の 二 次 構 造 を 実 質 的 に 持 た な
い プ ロ ー ブ に 比 し て 、 デ ザ イ ン お よ び 製 造 が よ り 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 あ る 種 の 蛍 光 色 素 ま た は 無 蛍 光 色 素 は 基 底 状 態 の 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 、 広 く 報 告 さ
れ て い る 。 こ れ ら の 複 合 体 は 高 濃 度 の 水 性 溶 媒 中 で 、 ま た は 分 子 が 互 い に 近 接 し た 近 位 内
に あ る 場 合 に 形 成 さ れ る よ う で あ る 。 こ の こ と に 関 す る さ ら な る 考 察 は 、 West et al., J
 Phys Chem (1965); Rohatgi et al., J Phys Chem (1966); Rohatgi et al., Chem Pys 
Lett (1971);お よ び Khairutdinov et al., J Phys Chem. (1977)に よ り 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ２ つ の 同 一 の 色 素 間 の ホ モ ダ イ マ ー 、 ま た は ２ つ の 異 な る 色 素 間 の ヘ テ ロ ダ イ マ ー の い
ず れ か の 形 成 は 、 色 素 の 吸 収 ス ペ ク ト ル に 明 確 な 変 化 を も た ら す 。 こ れ は 、 色 素 の 励 起 状
態 の エ ネ ル ギ ー の カ ッ プ リ ン グ の 結 果 で あ る と 考 え ら れ る 。 ２ つ の 蛍 光 色 素 間 、 ま た は 蛍
光 色 素 お よ び 無 蛍 光 色 素 間 に 形 成 さ れ る Ｈ － ダ イ マ ー と 言 わ れ る ダ イ マ ー の 特 定 の タ イ プ
は 、 色 素 の 吸 収 の 最 大 値 に お け る ブ ル ー シ フ ト お よ び 蛍 光 消 光 を 特 徴 と す る 。 Ｈ － ダ イ マ
ー の 形 成 に よ る 蛍 光 消 光 は 、 蛍 光 発 生 性 ペ プ チ ダ ー ゼ 基 質 を 構 成 す る た め に 活 用 さ れ て き
た 。 こ の 主 題 に 関 す る さ ら な る 考 察 は 、 Packard et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1996
); Geoghegan et al., Bioconjugate Chem (2000); Tyagi et al., Nat.Biotechno. (199
8); Bernacchi et al., Nucleic Acids Res. (2001); Marras et al., Nucleic Acids Re
s. (2002); Johansson et al., J. Am. Chem. Soc. (2002); 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ３ ７ ， １
３ ７ ６ 号 お よ び １ ５ ０ ， ０ ９ ７ 号 に よ り 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 前 述 の 参 考 文 献 す べ て に お い て 、 標 識 ペ プ チ ド ま た は 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 分 子
が 互 い に 物 理 的 に 十 分 に 近 く に あ り 、 そ の た め 酵 素 に よ る 開 裂 前 に は 供 与 体 色 素 か ら の シ
グ ナ ル が 消 光 さ れ る こ と を 確 実 に す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 様 式 で 構 築 さ れ る 。 こ れ は 、
ペ プ チ ダ ー ゼ の 基 質 を 用 い る 場 合 、 お よ び 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ を 用 い る 場 合 （ そ れ ら が
そ れ ら の 標 的 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 前 ） に 明 ら か で あ る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ３
７ ， １ ３ ７ 号 に 開 示 さ れ た 蛍 光 発 生 性 ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 内 に 湾 曲 部 分 を 導 入 し 、 そ の
結 果 色 素 ペ ア が 効 率 的 な “ 接 触 に よ る 蛍 光 消 光 ” の た め の 近 接 し た 近 位 に 保 持 さ れ る 、 い
わ ゆ る “ 立 体 配 置 決 定 領 域 ” を 必 要 と す る 。 同 様 に 米 国 特 許 第 ６ ， １ ５ ０ ， ０ ９ ７ 号 お よ
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び ６ ， ０ ３ ７ ， １ ３ ７ 号 は 、 一 方 の 末 端 に 連 結 し た 蛍 光 レ ポ ー タ ー 色 素 お よ び 他 方 の 末 端
に 連 結 し た ク エ ン チ ャ ー 色 素 を 有 す る 分 子 ビ ー コ ン を 開 示 し て い る 。 あ る い は こ れ ら の プ
ロ ー ブ は 、 一 方 の 末 端 に 連 結 し た １ つ の レ ポ ー タ ー 色 素 お よ び 他 方 の 末 端 に 連 結 し た 同 一
の レ ポ ー タ ー 色 素 を 有 し 、 こ の 場 合 色 素 の ペ ア が 蛍 光 消 光 に 有 効 で あ る 物 理 的 な 接 触 状 態
に あ る 。 こ の 方 法 の バ リ エ ー シ ョ ン に お い て あ る 研 究 グ ル ー プ は 報 告 に よ れ ば 、 フ ル オ ロ
フ ォ ア 、 お よ び 当 該 フ ル オ ロ フ ォ ア と の ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 形 成 を 好 む 非 常 に 疎 水 性 の ク エ
ン チ ャ ー を 用 い て 、 直 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る こ と に よ り 、 接 触 に よ る 消 光 を 達
成 し た 。 Johansson et al., J. Am. Chem. Soc. (2002)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ れ ら の ア プ ロ ー チ と は 反 対 に 、 本 発 明 の 一 部 の 態 様 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ
は 、 結 果 的 に プ ロ ー ブ が 特 定 の 固 定 さ れ た 立 体 配 置 を と る こ と に な る 、 明 確 に 定 義 で き る
二 次 構 造 ま た は そ の 他 の 立 体 配 置 を 決 定 す る 構 造 を 実 質 的 に 持 た な い 。 さ ら に 、 ２ つ ま た
は そ れ よ り 多 く の 蛍 光 レ ポ ー タ ー 色 素 を 包 含 す る 本 発 明 の 多 く の 態 様 の プ ロ ー ブ に お い て
、 色 素 間 の 物 理 的 “ 接 触 ” を 促 進 す る ダ イ マ ー ま た は そ の 他 の 構 造 を 形 成 す る こ と は 必 要
で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 様 々 な 態 様 の 色 素 ペ ア 間 に 近 位 に よ る 消 光 が 存 在 し な い こ と は 、 酵 素 に よ る 消 化 の 前 後
に 二 重 標 識 プ ロ ー ブ の 吸 収 プ ロ フ ィ ー ル に 有 意 な 変 化 が な い こ と に よ り 実 証 さ れ た 。 例 え
ば 図 ４ Ａ の 曲 線 ２ ９ 　 対 　 曲 線 ２ ８ 、 お よ び 実 施 例 ５ に お け る さ ら な る 考 察 を 参 照 の こ と
。 曲 線 ２ ８ か ら 曲 線 ２ ９ へ の 小 さ な 波 長 全 体 の シ フ ト は 、 ス ペ ク ト ル の 形 ま た は プ ロ フ ィ
ー ル に お け る 変 化 と は 異 な り 、 色 素 の 経 験 す る 微 小 環 境 の 差 異 に 起 因 す る 。 こ れ は “ 溶 媒
効 果 ” と し て 言 わ れ る 。 溶 媒 効 果 は Ｃ Ｒ １ １ ０ で 二 重 に 標 識 し た プ ロ ー ブ （ 曲 線 ２ ９ ） 、
お よ び ５ ’ （ 図 ４ Ｂ の 曲 線 ３ １ ） ま た は ３ ’ （ 図 ４ Ｃ の 曲 線 ３ ３ ） の い ず れ か を 、 １ つ の
Ｃ Ｒ １ １ ０ で 標 識 し た 同 じ 配 列 の 別 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ ク ト ル が ほ ぼ 重 な る こ と
に よ り 確 認 さ れ る 。 こ の 場 合 色 素 は 、 類 似 す る 溶 媒 効 果 を 経 験 す る 。 も う 一 度 繰 り 返 す が
、 二 重 標 識 プ ロ ー ブ と 、 ２ つ の 単 標 識 (singly labeled)オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 吸 収
ス ペ ク ト ル の 類 似 性 は 、 二 重 標 識 プ ロ ー ブ に お い て 色 素 集 合 体 が 実 質 的 に 存 在 し な い こ と
を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ダ イ マ ー の 形 成 で の ス ペ ク ト ル の 変 化 を 説 明 す る た め 、 我 々 は 直 鎖 プ ロ ー ブ の 配 列 と 同
一 で あ る ル ー プ 配 列 を 持 つ ３ つ の 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ を 合 成 し た 。 １ つ の ビ ー コ ン プ ロ
ー ブ は ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 を ２ つ の ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ 色 素 で 標 識 し （ 配 列 番 号 １ ２ ） 、
も う １ つ の ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 を ２ つ の ５ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ 色 素 で 標
識 し た （ 配 列 番 号 １ ３ ） 。 な お も う １ つ の ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 を
２ つ の ５ － Ｒ Ｏ Ｘ 色 素 で 標 識 し た （ 配 列 番 号 １ ４ ） 。 図 ５ Ａ 、 ５ Ｂ お よ び ５ Ｃ 、 な ら び に
さ ら に 詳 細 に 実 施 例 ７ に 示 す 。 す べ て の ビ ー コ ン プ ロ ー ブ の 吸 収 ス ペ ク ト ル （ 曲 線 ３ ８ 、
４ ０ お よ び ４ ２ ） は 、 Ｈ － ダ イ マ ー 形 成 の 特 徴 で あ る 新 た な よ り 短 い 波 長 の ピ ー ク の 形 成
を 各 々 伴 い 、 直 鎖 プ ロ ー ブ の ス ペ ク ト ル （ 曲 線 ３ ７ 、 ３ ９ お よ び ４ １ ） か ら 有 意 に 変 化 し
た 。 こ の ダ イ マ ー の よ り 総 括 的 な 考 察 に 関 し て は Blackman et al.,Biochemistry (2002);
 Packard et al., Proc.Natl. Acad. Sci. (1996)を 参 照 さ れ た い 。 Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ の
消 化 で 、 ス ペ ク ト ル は フ リ ー の 色 素 の 形 に 戻 っ た 。 ２ つ の レ ポ ー タ ー 色 素 で 標 識 し た ビ ー
コ ン プ ロ ー ブ の 蛍 光 は 、 色 素 ダ イ マ ー の 形 成 の 結 果 と し て 十 分 に 消 光 さ れ る が 、 プ ロ ー ブ
は 核 酸 の 検 出 に 関 し て は 相 対 的 に 低 い 感 度 を 有 す る 。 図 ６ Ａ 、 ６ Ｂ お よ び ６ Ｃ は 、 各 々 本
発 明 の 様 々 な 態 様 に 従 っ て 各 々 、 ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ 、 ５ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ 、 ５ － Ｒ Ｏ Ｘ の ２ つ の
同 一 の 色 素 で 標 識 し た 各 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ お よ び 各 直 鎖 プ ロ ー ブ 間 の 、 動 的 蛍 光 測 定
を 比 較 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 デ ー タ が 示 す よ う に 、 本 発 明 の 様 々 な 態 様 に 従 っ て 作 製 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 対 応 す る ビ
ー コ ン プ ロ ー ブ よ り し ば し ば ２ － １ ０ 倍 感 度 が 高 い 。 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ の 有 意 に よ り 弱 い
感 度 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 検 出 プ ロ セ ス 中 に 存 在 す る 競 合 す る 平 衡 状 態 の 点 か ら 説 明 し て よ い 。 図 ７
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（ 実 施 例 ８ に 詳 細 ） に 示 す よ う に 、 ３ つ の 競 合 す る 平 衡 状 態 が あ り 、 こ れ ら は 以 下 の ： １
） １ 本 鎖 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ２ 本 鎖 標 的 Ｄ Ｎ Ａ （ Ｋ Ａ ） ； ２ ） 開 い た 立 体 配 置 の ビ ー コ ン お
よ び 閉 じ た 立 体 配 置 の ビ ー コ ン （ Ｋ Ｂ ） ； な ら び に ３ ） プ ロ ー ブ － 標 的 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 産 生 物 、 お よ び 、 ２ つ の 反 応 物 質 で あ る １ 本 鎖 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ラ ン ダ ム な 立 体
配 置 の ビ ー コ ン （ Ｋ Ｃ ） 、 の 間 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 プ ロ ー ブ － 標 的 の ハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 が ２ つ の 色 素 を 引 き 離 し 、 結 果 と し て 蛍 光 シ グ ナ
ル が 発 せ ら れ る 。 明 ら か に １ 本 鎖 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 濃 度 が 高 い ほ ど 、 そ し て ラ ン ダ ム コ イ ル の
立 体 配 置 の プ ロ ー ブ の 量 が 多 い ほ ど 、 平 衡 状 態 Ｋ Ｃ は プ ロ ー ブ － 標 的 の ハ イ ブ リ ッ ド 産 生
物 の 形 成 へ と よ り シ フ ト し 、 そ れ に よ り 蛍 光 シ グ ナ ル が 増 加 す る こ と に な る 。 し か し 所 定
の Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル 数 で 、 そ し て そ れ 故 に １ 本 鎖 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 所 定 の 濃 度 で ハ イ ブ リ ッ ド の
形 成 さ れ る 量 は 、 閉 じ た 立 体 配 置 の ビ ー コ ン と 平 衡 状 態 に あ る ラ ン ダ ム な 立 体 配 置 の プ ロ
ー ブ の 濃 度 に 比 例 す る 。 し た が っ て 閉 じ た ビ ー コ ン の 立 体 配 置 の 存 在 そ の も の が 、 ハ イ ブ
リ ッ ド 産 物 を 形 成 で き る ラ ン ダ ム な 立 体 配 置 の プ ロ ー ブ の 濃 度 を 低 減 さ せ 、 こ の こ と が 蛍
光 シ グ ナ ル の 強 度 を 低 減 さ せ る 。 加 え て ダ イ マ ー を 形 成 す る た め の プ ロ ー ブ 末 端 の 並 列 す
る １ 対 の 色 素 が 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 の 融 解 温 度 を 上 昇 さ せ 、 閉 じ た 立 体 配 置 を さ ら に 安 定
化 し 、 蛍 光 プ ロ ー ブ － 標 的 の ハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 を な お 一 層 不 利 に す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ５ ’ － エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 持 つ 酵 素 を 反 応 に 使 用 す れ ば ； す な わ ち プ ロ ー ブ － 標
的 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 後 、 ５ ’ － エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ で プ ロ ー ブ を 開 裂 し 、 不 可 逆 的 に 安
定 な 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 生 さ せ れ ば 、 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ の 蛍 光 シ グ ナ ル は 改 善 す る こ と が で
き る 。 こ の 場 合 も や は り ビ ー コ ン の 閉 じ た 立 体 配 置 と ラ ン ダ ム な 立 体 配 置 と の 間 の 平 衡 が
、 蛍 光 産 物 の 形 成 さ れ る 速 度 を 遅 く す る 。 各 Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル の 時 間 枠 、 典 型 的 に は １ ０ －
３ ０ 秒 の 範 囲 内 で は 、 開 裂 し た 産 生 物 の 熱 力 学 的 に 可 能 な 量 の 分 画 の み し か 形 成 さ れ ず 、
そ の 結 果 図 ６ Ａ 、 ６ Ｂ お よ び ６ Ｃ （ 実 施 例 ８ に 詳 細 ） に 示 す よ う に 相 対 的 に 弱 い シ グ ナ ル
を 得 る こ と に な る 。 他 方 、 本 発 明 の 様 々 な 態 様 に 従 っ て の ホ モ 二 重 標 識 (homo-doubly lab
eled)プ ロ ー ブ は 、 開 い た ラ ン ダ ム な 立 体 配 置 を 維 持 す る た め 、 蛍 光 性 の プ ロ ー ブ － 標 的
の ハ イ ブ リ ッ ド を 容 易 に 形 成 す る こ と が で き る 。 ５ ’ － エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ の 開 裂 は 、 そ れ が 不 可 逆 的 に 非 消 光 性 の 安 定 な 蛍 光 産 生 物 を 生 成 す
る た め 、 さ ら に シ グ ナ ル を 高 め る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 態 様 の 一 部 の プ ロ ー ブ と TaqManプ ロ ー ブ の よ う な プ ロ ー ブ の と 間 の 主 な 相 違 は
、 本 発 明 の 多 く の 態 様 の プ ロ ー ブ が ２ つ ま た は そ れ よ り 多 く の レ ポ ー タ ー 色 素 を 有 す る の
に 対 し て 、 TaqManプ ロ ー ブ は た だ １ つ の レ ポ ー タ ー 色 素 お よ び た だ １ つ の ク エ ン チ ャ ー し
か 有 し て い な い こ と で あ る 。 Ｆ Ａ Ｍ /Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ の 供 与 体 /ク エ ン チ ャ ー の ペ ア に お け る Ｔ
Ａ Ｍ Ｒ Ａ の よ う に 、 ク エ ン チ ャ ー そ の も の も ま た 蛍 光 色 素 で あ る こ と が で き る が 、 供 与 体
色 素 で あ る Ｆ Ａ Ｍ の 発 光 の み し か 検 出 さ れ ず 、 そ の 蛍 光 シ グ ナ ル の み が 産 生 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ
の 量 に 相 関 す る に 過 ぎ な い 。 TaqManア ッ セ イ に お い て 、 ク エ ン チ ャ ー の 蛍 光 は 無 視 さ れ る
か ま た は 検 出 さ え さ れ な い か の い ず れ か で あ る 。 TaqManプ ロ ー ブ を 用 い て の リ ア ル タ イ ム
Ｐ Ｃ Ｒ の 検 出 は 、 ア ッ セ イ に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の シ グ ナ ル を 低 下 さ せ る た め 、 供 与
体 の フ ル オ ロ フ ォ ア の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ に 基 づ い た 蛍 光 消 光 を 頼 り と す る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び /ま た は ５ ’ － エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ る プ ロ ー ブ の 加 水 分
解 に よ る 開 裂 の 前 、 供 与 体 の 蛍 光 は 消 光 さ れ 、 し た が っ て シ グ ナ ル は な い か ま た は 非 常 に
弱 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ る 。 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び /ま た は 酵 素 に よ
る プ ロ ー ブ の 開 裂 後 、 供 与 体 の 蛍 光 が 放 出 さ れ 、 従 っ て 産 生 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の 量 に 対 応 す る
正 の シ グ ナ ル が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 TaqManを 用 い て 発 せ ら れ 得 る 最 大 の シ グ ナ ル は 、 １ つ の 供 与 体 分 子 に よ り 発 生 さ れ る た
め 、 TaqManプ ロ ー ブ の 正 味 の シ グ ナ ル 増 加 （ 最 終 的 な 性 能 ） は 、 プ ロ ー ブ 開 裂 前 の 蛍 光 消
光 の 効 率 、 お よ び プ ロ ー ブ 開 裂 後 の フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 の 生 成 量 に よ り 主 に 決 定 さ れ る
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。 し た が っ て TaqManア ッ セ イ に お い て 理 想 的 に は 、 レ ポ ー タ ー が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら
開 裂 さ れ る ま で 、 ク エ ン チ ャ ー は 供 与 体 の 蛍 光 を 完 全 に 消 光 し な け れ ば な ら な い 。 完 全 な
消 光 は 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ が 暗 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で 開 始 す る こ と を 確 実 に す
る こ と が 通 常 求 め ら れ る 。 先 に 考 察 し た よ う に Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 周 知 の 原 理 に 従 っ て 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ
に 基 づ く 消 光 の 効 率 は 、 供 与 体 分 子 の 発 光 ス ペ ク ト ル と 受 容 体 （ ク エ ン チ ャ ー ） 分 子 の 吸
収 ス ペ ク ト ル の 重 な り に 正 に 関 連 す る 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の よ り 総 括 的 な 考 察 に 関 し て は 、 読 者 は
参 考 文 献 、 例 え ば Foster, Ann. Phys. (1948); Stryer et al.、 お よ び  Proc. Natl. Aca
d. Sci. (1967)を 検 討 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 色 素 の 蛍 光 発 光 波 長 は （ そ の ス ト ー ク ス シ フ ト に よ り 定 義 さ れ る よ う に ） そ の 吸 収 波 長
よ り 常 に 長 い こ と を さ ら に 考 え れ ば 、 所 定 の 色 素 分 子 に 対 す る 最 善 の ク エ ン チ ャ ー 分 子 は
、 必 然 的 に 異 な る 色 素 に な る だ ろ う 。 こ れ は 、 ク エ ン チ ャ ー の 吸 収 ス ペ ク ト ル が 供 与 体 の
発 光 ス ペ ク ト ル に 一 致 し な け れ ば な ら な い か ら で あ る 。 事 実 、 供 与 体 色 素 の ス ト ー ク ス シ
フ ト が 大 き い ほ ど 、 供 与 体 色 素 は よ り 適 す る 、 と 言 う の は 供 与 体 は そ の 時 そ の 発 光 で 干 渉
さ れ る こ と な く そ の 吸 収 の 最 大 値 で 励 起 さ れ る こ と が で き る か ら で あ る 。 こ れ が シ グ ナ ル
の 出 力 を 増 加 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 第 ２ の 方 法 の 理 論 的 解 釈 で あ る 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ に 基 づ い
た 消 光 の 原 理 、 大 き な ス ト ー ク ス シ フ ト を 伴 う 供 与 体 色 素 を 有 す る こ と の 利 点 、 お よ び Ｆ
Ｒ Ｅ Ｔ に 基 づ い た 最 大 の 消 光 を 有 す る こ と の 必 要 性 を 説 か れ れ ば 、 供 与 体 色 素 の 発 光 波 長
と は 実 質 的 に 異 な る 発 光 波 長 を 有 す る ク エ ン チ ャ ー を 、 必 然 的 に 選 択 す る こ と に な る だ ろ
う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 要 す る に 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 基 本 原 理 、 な ら び に プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 含 む オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 構 成 す る 上 で の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 広 範 な 使 用 に 基 く と 、 今 日 の 技 術 は 、 本 発 明 の 様 々
な 態 様 に 至 る 動 機 づ け を 与 え る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 そ れ ゆ え 、 Ｆ Ａ Ｍ ま た は ス ル ホ ン 化 Ｃ ｙ ５ の い ず れ か で ホ モ 二 重 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用
い て 得 ら れ た 結 果 に よ り 説 明 さ れ る 本 発 明 の 態 様 は 、 引 用 し た 技 術 の 観 点 に お い て は 明 白
で は な い 。 Ｆ Ａ Ｍ お よ び Ｃ ｙ ５ は 、 最 も 広 く 使 用 さ れ る レ ポ ー タ ー 色 素 の ２ つ で あ る 。 し
か し こ れ ら の 色 素 は い ず れ も 、 有 意 な シ グ ナ ル の 変 化 お よ び 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光
を 示 す ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ を 生 成 し な か っ た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。 実 際 に TaqManプ ロ
ー ブ の 感 度 を 増 加 す る た め に 、 最 大 の 市 場 努 力 は よ り 効 率 的 な ク エ ン チ ャ ー 、 特 に 無 蛍 光
色 素 に 基 づ い た ク エ ン チ ャ ー の 開 発 に 焦 点 を 当 て て き た 。 非 常 に 効 率 的 な 市 販 に て 入 手 可
能 な 無 蛍 光 ク エ ン チ ャ ー の 例 は 、 BioSearch, Inc.か ら の ア ゾ 色 素 を 基 本 と す る Ｂ Ｈ Ｑ ク
エ ン チ ャ ー 、 Amershamか ら の ポ リ ニ ト ロ シ ア ニ ン 色 素 、 お よ び Molecular Probesか ら の ロ
ー ダ ミ ン を 基 本 と す る Ｙ Ｓ Ｑ 色 素 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 様 々 な 態 様 に 従 っ て ２ つ の レ ポ ー タ ー 色 素 を 用 い て 標 識 し た プ ロ ー ブ は 、 色 素 分 子 を 互
い に 近 接 す る 物 理 的 近 位 に 置 く よ う に デ ザ イ ン さ れ な け れ ば な ら な い こ と は な い 。 し か し
多 数 の 色 素 分 子 お よ び 所 望 に よ る ク エ ン チ ャ ー 分 子 で 標 識 し た プ ロ ー ブ 中 の 方 が 、 １ つ の
レ ポ ー タ ー 分 子 お よ び ク エ ン チ ャ ー 分 子 で 標 識 し た 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 よ り 、
集 合 体 が よ り 生 じ や す い よ う で あ る 。 し た が っ て 本 発 明 の 様 々 な 態 様 に 従 っ て 少 な く と も
２ つ の シ グ ナ リ ン グ 色 素 （ お よ び 所 望 に よ り １ つ ま た は そ れ よ り 多 く の ク エ ン チ ャ ー 分 子
） で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も い く つ か は 、 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光
、 お よ び プ ロ ー ブ 開 裂 の 結 果 と し て の 色 素 の 永 久 的 な 分 離 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
当 た り の シ グ ナ リ ン グ 分 子 の 数 が 多 い こ と に よ り 、 高 い シ グ ナ ル の 出 力 を 示 す と 思 わ れ る
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 好 ま し く は 一 部 の 態 様 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ス ペ ク ト ル 的 に 同 一 ま た は 類 似
の 複 数 の 蛍 光 色 素 で 標 識 す る 。 色 素 が 類 似 の 吸 収 ま た は 励 起 ス ペ ク ト ル を 有 し て い て 、 そ
の た め に そ れ ら す べ て を 単 一 の 励 起 光 で 効 率 的 に 励 起 す る こ と が で き る 限 り 、 蛍 光 レ ポ ー

10

20

30

40

50

(22) JP 2007-534308 A 2007.11.29



タ ー 色 素 の 混 合 物 を 特 定 の プ ロ ー ブ を 標 識 す る た め に 使 用 し て よ い 。 例 え ば 本 発 明 の プ ロ
ー ブ は 、 Ｃ ｙ ３ (Glen Research, Sterling, VA)お よ び Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ (Biotium, Inc. Haywar
d, CA)の 双 方 を 包 含 し て よ く 、 こ れ ら 双 方 と も 類 似 す る ス ペ ク ト ル 有 し 、 ５ ４ ０ ｎ ｍ で 効
率 的 に 励 起 す る こ と が で き る 。 も う １ つ の 例 と し て 、 特 定 の プ ロ ー ブ は Ｃ Ｒ １ １ ０ お よ び
Ｆ Ａ Ｍ の 双 方 を 包 含 し て よ く 、 こ れ ら 双 方 も ま た 類 似 す る ス ペ ク ト ル 有 し 、 ４ ８ ８ ｎ ｍ ア
ル ゴ ン レ ー ザ ー 光 に よ り 十 分 に 励 起 す る こ と が で き る 。 混 合 し た 色 素 で 標 識 し た プ ロ ー ブ
は 、 相 対 的 に 合 成 が よ り 難 し い が 、 あ る 種 の 場 合 、 そ の よ う な 混 合 し た 色 素 が 標 的 配 列 と
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に 蛍 光 消 光 を 促 進 す る の で あ れ ば 、 そ れ は 有 利 と な り 得 る 。
例 え ば 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 正 味 の 負 の 電 荷 を 有 す る １ つ の 色 素 と 、 類 似 の ス ペ ク ト ル で
あ る が 正 味 の 正 の 電 荷 を 有 す る 別 の 色 素 と の 混 合 物 で 標 識 す る こ と が で き る 。 反 対 の 電 荷
を 有 す る 色 素 の 混 合 物 は 蛍 光 消 光 を 促 進 す る と 思 わ れ る 。 色 素 に 電 荷 を 付 加 す る 方 法 は 、
当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 負 の 電 荷 は ス ル ホ ン 化 に よ り 色 素 に 付 加 す る こ と が で き 、 一
方 正 の 電 化 は 、 第 二 級 、 第 三 級 、 ま た は 第 四 級 の ア ミ ン を 色 素 に 付 加 す る こ と に よ り 色 素
上 に 作 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 分 子 の よ り 総 括 的 な 考 察 に 関 し て は 、 読 者 は Mujumd
ar et al., 1993, Bioconjugate Chemを 参 照 の 上 、 検 討 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 よ り 好 ま し く は 本 発 明 の 一 部 の 態 様 の プ ロ ー ブ は 、 同 一 の 複 数 の 蛍 光 色 素 分 子 で 標 識 し
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 １ 回 の ス テ ッ プ で 色
素 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 複 合 さ せ る こ と が で き る た め 、 容 易 に そ し て 経 済 的 に 製 造 で き
る と い う 利 点 を 有 す る 。 核 酸 を 標 識 す る た め の 効 率 的 な 技 術 を 開 発 す る た め 、 膨 大 な 研 究
努 力 が ８ ０ 年 代 に な さ れ て き た 。 こ れ ら の 技 術 は 十 分 に 立 証 さ れ て い る 。 こ の 主 題 の よ り
総 括 的 な 考 察 に 関 し て は 、 読 者 は 以 下 の 参 考 文 献 ： Connolly et al., Nucleic Acids Res
. (1985); Dreyer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1985); Nelson et al., Nucleic A
cids Res. (1989); Sproat et al., Nucleic Acids Res.(1987)お よ び Zeckerman et al.,
 Nucleic Acids Res.(1987)を 検 討 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 レ ポ ー タ ー ／ ク エ ン チ ャ ー の 色 素 ペ ア を 有 す る 現 在 の 技 術 の プ ロ ー ブ は 、 別 々 の ラ ベ リ
ン グ ス テ ッ プ お よ び 高 価 な 試 薬 を 必 要 と す る 。 例 え ば 第 １ の 標 識 の 色 素 ま た は ク エ ン チ ャ
ー は 、 典 型 的 に は Ｃ Ｐ Ｇ 固 相 支 持 体 に 連 結 し た 保 護 さ れ た 色 素 を 用 い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 合 成 を 開 始 す る こ と に よ り 、 ま た は 色 素 標 識 ヌ ク レ オ シ ド （ ま た は ２ ’ － デ オ キ シ ヌ
ク レ オ シ ド ） の ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト を 用 い る こ と に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 中 に 色
素 を 組 み 込 む こ と に よ り の い ず れ か で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ る 。 第 ２ の ク エ ン
チ ャ ー 分 子 ま た は 色 素 分 子 は 、 標 準 的 な オ リ ゴ の 合 成 中 に 色 素 ま た は ク エ ン チ ャ ー で 標 識
し た ヌ ク レ オ シ ド の ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト を 用 い る こ と に よ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結
さ れ る 。 あ る い は そ し て よ り 典 型 的 に は 、 第 ２ の 色 素 分 子 ま た は ク エ ン チ ャ ー 分 子 は 、 オ
リ ゴ の 合 成 中 に ま ず ア ミ ノ 基 を オ リ ゴ 内 に 最 初 に 組 み 込 み 、 次 に ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ
ル 色 素 ま た は ク エ ン チ ャ ー を ア ミ ン 修 飾 さ れ た オ リ ゴ と 共 に 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 オ リ
ゴ に 連 結 さ れ る 。 こ の 多 く の ス テ ッ プ の ラ ベ リ ン グ 法 と は 対 照 的 に 、 本 発 明 の １ つ の 態 様
の プ ロ ー ブ は 多 数 の 同 一 の 色 素 を 包 含 す る 。 単 一 の 色 素 で の ラ ベ リ ン グ は 、 典 型 的 に は 反
応 型 の 色 素 を 、 色 素 と 反 応 す る こ と の で き る 所 望 の 数 の 反 応 基 を 含 有 す る オ リ ゴ と 共 に 、
バ ッ フ ァ ー 中 で １ ～ ２ 時 間 混 合 す る こ と に よ る 、 １ 回 の 色 素 ラ ベ リ ン グ ス テ ッ プ し か 必 要
と し な い 。 典 型 的 に は 反 応 基 は 、 市 販 に て 入 手 可 能 な 試 薬 を 用 い る 標 準 的 な ホ ス ホ ロ ア ミ
ダ イ ト 化 学 を 介 し て 、 最 初 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 最 も 好 ま し く は 本 発 明 の 一 部 の 態 様 の プ ロ ー ブ は 、 色 素 の 集 合 体 を 形 成 す る こ と な く そ
の 蛍 光 が 消 光 さ れ る 、 ２ つ の 同 一 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 そ し
て 好 ま し く は 当 該 色 素 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 に 連 結 さ れ
る 。 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 １ つ の 色 素 は ３ ’ 末 端 の 骨 格 リ ン 酸 に フ レ キ シ ブ ル な
脂 肪 族 リ ン カ ー を 介 し て 連 結 さ れ 、 も う １ つ の 同 一 の 色 素 は 、 も う １ つ の フ レ キ シ ブ ル な
脂 肪 族 リ ン カ ー を 介 し て ５ ’ 末 端 の 骨 格 リ ン 酸 に 連 結 さ れ る 。 フ レ キ シ ブ ル な リ ン カ ー は
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、 所 望 に よ り ヘ テ ロ 原 子 、 ア リ ー ル 、 低 級 ア ル キ ル 、 低 級 ヒ ド ロ キ シ ル キ ル お よ び 低 級 ア
ル コ キ シ で 置 換 さ れ た 、 Ｃ ２ か ら Ｃ ３ ０ の 直 鎖 ま た は 分 枝 鎖 の 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 の 炭 化
水 素 鎖 で あ る 。 好 ま し く は リ ン カ ー は 、 所 望 に よ り ヘ テ ロ 原 子 、 低 級 ア ル キ ル お よ び 低 級
ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で 置 換 さ れ た 、 Ｃ ４ か ら Ｃ １ ２ の 直 鎖 ま た は 分 枝 鎖 の 飽 和 炭 化 水 素 鎖
で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 に お い て 、 複 数 の レ ポ ー タ ー 色 素 お よ び ク エ ン チ ャ ー で 標 識 し
た プ ロ ー ブ は 、 さ ら に 核 酸 結 合 基 (nucleic acid binding groups)を 包 含 す る 。 核 酸 結 合
基 の 例 は 、 副 溝 結 合 物 質 （ Ｍ Ｇ Ｂ ） 、 核 酸 イ ン タ ー カ レ ー タ ー （ interculator） 、 お よ び
ポ リ ア ミ ン を 含 む 。 核 酸 結 合 基 が 本 発 明 の 様 々 な 態 様 の プ ロ ー ブ 中 に 組 み 込 ま れ て い る 場
合 、 プ ロ ー ブ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を よ り 短 く し て 、 な お 有 用 な シ グ ナ ル を 発 生 さ せ
る こ と が で き る 。 よ り 短 い プ ロ ー ブ は 製 造 コ ス ト の 低 下 に 転 化 さ れ る 。 核 酸 結 合 基 を オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー 中 に 組 み 込 む 方 法 は 十 分 に 立 証 さ れ て お り 、 例
え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ０ １ ， １ ５ ５ 号 ； ６ ， ４ ７ ２ ， １ ５ ３ 号 ； ６ ， ４ ８ ６ ， ３ ０ ８ 号
； ６ ， ４ ９ ２ ， ３ ４ ６ 号 、 お よ び 多 数 の 公 開 文 献 　 例 え ば Afonina, et al., N.A.R. (199
7); Kumar, et al., N.A.R. (1998)、 お よ び Kutyavin, et al., N.A.R. (2000)を 参 照 の
こ と 。 好 ま し く は 核 酸 結 合 基 は 、 副 溝 結 合 物 質 （ Ｍ Ｇ Ｂ ） で あ る 。 そ し て 好 ま し く は 核 酸
結 合 基 を 包 含 す る プ ロ ー ブ は 、 ２ つ ま た は そ れ よ り 多 く の 同 一 の レ ポ ー タ ー 色 素 で 標 識 す
る 。 よ り 好 ま し く は 、 核 酸 結 合 基 を 包 含 す る プ ロ ー ブ は 、 互 い に 物 理 的 に 接 触 し て も し な
く て も よ い ２ つ の 同 一 の 色 素 で 標 識 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の な お も う １ つ の 態 様 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 複 数 の 蛍 光 レ ポ
ー タ ー 色 素 を 包 含 し 、 そ の 場 合 レ ポ ー タ ー 色 素 の 少 な く と も い く つ か は 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 内 に 位 置 す る Ｇ ヌ ク レ オ チ ド に 、 ま た は Ｇ ヌ ク レ オ チ ド の 近 く に 連 結 さ れ る 。 こ の
配 置 に お い て 、 Ｇ ヌ ク レ オ チ ド に 最 も 近 い 色 素 ま た は 色 素 分 子 の 蛍 光 は 、 そ の 相 補 的 配 列
に オ リ ゴ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 前 は 消 光 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て プ ラ イ マ ー は 、 複 数 の ス ペ ク ト ル 的 に 同 一 ま た は 類 似 の 蛍
光 レ ポ ー タ ー 色 素 を 包 含 す る 、 １ 本 鎖 の 直 鎖 状 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 標 的 配 列 不 在
下 で 、 前 記 プ ラ イ マ ー は ラ ン ダ ム コ イ ル 立 体 配 置 を と り 、 無 蛍 光 ま た は 弱 い 蛍 光 性 で あ る
。 ラ ン ダ ム コ イ ル の 立 体 配 置 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 分 子 内 部 に 二 次 構 造 を
実 質 的 に 持 た な い 。 分 子 内 部 に 二 次 構 造 を 実 質 的 に 持 た な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 二 次
構 造 　 例 え ば ス テ ム ル ー プ 、 ヘ ア ピ ン 等 を た や す く 形 成 す る こ と は な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 蛍 光 発 生 性 分 子 、 例 え ば 蛍 光 分 子 で 標 識 し た プ ラ イ マ ー が 一 度 増 幅 産 物 中 に 組 み こ ま れ
る と 、 フ ル オ ロ フ ォ ア は 増 幅 産 物 の よ り 伸 展 し た 立 体 配 置 に よ り 互 い か ら さ ら に 引 き 離 さ
れ 、 そ の た め 光 度 測 定 可 能 な 分 子 か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル は 増 加 す る 。 本 発 明 の 態 様 に 従 っ て
プ ラ イ マ ー を 作 製 す る 場 合 、 プ ラ イ マ ー は １ つ の プ ラ イ マ ー 当 た り 少 な く と も ２ つ の フ ル
オ ロ フ ォ ア を 含 む 。 し た が っ て 本 発 明 に 従 っ て 作 製 さ れ た プ ラ イ マ ー は 、 １ つ の シ グ ナ リ
ン グ 分 子 の み で 標 識 し た プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ア ッ セ イ よ り も 高 い 感 度 で 、 相 補 的 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に つ い て ア ッ セ イ す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 そ し て そ の 後 増 幅 産 物 中 へ の 組 み 込 み で 、 本 発
明 の 態 様 に 従 っ て 作 製 さ れ た プ ラ イ マ ー の い く つ か の 蛍 光 は 増 加 す る 。 し た が っ て 本 発 明
の 一 部 の 態 様 の プ ラ イ マ ー の １ つ の 利 点 は 、 オ リ ゴ 上 に 存 在 す る 多 数 の 色 素 分 子 が 、 そ れ
ら の 標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 時 に シ グ ナ ル を 発 生 す る こ と で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
当 た り 少 な く と も ２ つ の シ グ ナ リ ン グ 分 子 が 存 在 す る た め 、 そ れ ら の 発 生 す る シ グ ナ ル は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ た １ つ の 色 素 分 子 し か 有 し て い な い プ ラ イ マ ー に よ り 発
生 さ れ る シ グ ナ ル よ り 大 き い 。 こ の こ と は 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 作 製 さ れ た プ ラ イ マ ー
の い く つ か を 、 た だ １ つ の シ グ ナ リ グ 分 子 し か 含 ま な い 現 在 の 技 術 の プ ラ イ マ ー よ り 感 度
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の 高 い 核 酸 検 出 物 質 と す る 手 助 け と な る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 色 素 分 子 は 典 型 的 に は ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 に 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 の
骨 格 リ ン 酸 お よ び 塩 基 の 組 み 合 わ せ に 、 脂 肪 族 リ ン カ ー を 介 し て 連 結 さ れ る 。 色 素 の 連 結
部 位 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に は 最 大 の 蛍 光 消 光 を 、 そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン お よ び 増 幅 産 物 中 へ の 組 み 込 み 後 に は 最 大 の 蛍 光 を 達 成 す る 様 式 で 間 隔 を お く 。 典 型 的
に は 、 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド の あ ら ゆ る ２ つ の 隣 接 す る ペ ア の 間 、 ま た は ５ ’ 末 端 お よ び
隣 接 す る 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 至 適 間 隔 は 、 １ ０ か ら ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ； 好
ま し く は 間 隔 は 約 １ ５ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ； 最 も 好 ま し く は 間 隔 は 約 １ ５ か ら ２
５ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 １ つ の 態 様 は 、 ２ つ の ス ペ ク ト ル 的 に 同 一 ま た は 類 似 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た プ ラ イ マ ー
で あ る 。 典 型 的 に は １ つ の 色 素 は ５ ’ 末 端 に ま た は そ の 近 く に リ ン カ ー を 介 し て 連 結 さ れ
、 も う １ つ の 色 素 は ３ ’ 末 端 に ま た は そ の 近 く に も う １ つ の リ ン カ ー を 介 し て 連 結 さ れ る
。 好 ま し く は １ つ の 色 素 は ５ ’ 末 端 の 骨 格 リ ン 酸 に リ ン カ ー を 介 し て 連 結 さ れ 、 適 当 な 間
隔 を お い て 、 も う １ つ の 色 素 が ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 、 例 え ば Ｔ に も う １ つ の リ ン カ ー を 介
し て 連 結 さ れ る 。 典 型 的 に は リ ン カ ー 分 子 は 、 所 望 に よ り ヘ テ ロ 原 子 、 ア リ ー ル 、 低 級 ア
ル キ ル 、 お よ び 低 級 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で 置 換 さ れ た 、 Ｃ ２ か ら Ｃ １ ２ の 直 鎖 ま た は 分 枝
鎖 の 飽 和 炭 化 水 素 鎖 で あ る 。 ２ つ の 色 素 分 子 は 約 １ ５ か ら 約 ２ ５ 塩 基 に よ り 離 さ れ て い て
よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て プ ラ イ マ ー は 、 ５ ’ 末 端 の 骨 格 リ ン 酸 に リ ン カ ー を 介 し て 連 結 さ れ
た １ つ の 色 素 、 お よ び ３ ’ 末 端 ま た は そ の 近 く の ヌ ク レ オ チ ド Ｔ の 塩 基 に も う １ つ の リ ン
カ ー を 介 し て 連 結 さ れ た も う １ つ の 色 素 に よ る ２ つ の 同 一 の 色 素 で 標 識 し た 直 鎖 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。 前 記 リ ン カ ー は 、 所 望 に よ り ヘ テ ロ 原 子 、 低 級 ア ル キ ル 、 お よ び 低 級
ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で 置 換 さ れ た 、 Ｃ ４ か ら Ｃ １ ２ の 直 鎖 ま た は 分 枝 鎖 の 飽 和 炭 化 水 素 鎖
で あ る 。 本 発 明 に 従 っ て ２ つ の 同 一 の 色 素 で 標 識 し た 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー は 、 現 在 の 技
術 の プ ラ イ マ ー よ り 有 意 に 容 易 に 製 造 で き る 。 こ の こ と は 、 供 与 体 色 素 お よ び ク エ ン チ ャ
ー 分 子 を 高 価 な 試 薬 を 用 い て 別 々 の ス テ ッ プ で 連 結 さ せ る 必 要 が あ る 場 合 、 ま た は 長 鎖 の
低 収 率 の ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し て 必 要 な ヘ ア ピ ン 構 造 を 形 成 す る 必 要 が あ る 場 合 に 、 特 に
該 当 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 の 様 々 な 態 様 に 従 っ て 作 製 さ れ る プ ラ イ マ ー は 、 今 日 使 用 さ れ て い る 方
法 の 多 く に よ り 製 造 さ れ る プ ラ イ マ ー よ り 廉 価 に 製 造 で き る 。 異 な る 化 学 で 分 子 を 標 識 す
る こ と を 含 む 、 プ ラ イ マ ー を 合 成 す る た め に 必 要 な 多 段 階 ス テ ッ プ の ラ ベ リ ン グ 方 法 と は
対 照 的 に 、 ２ つ の 同 一 の 色 素 を 包 含 す る プ ラ イ マ ー は 、 １ 回 の 色 素 ラ ベ リ ン グ ス テ ッ プ し
か 必 要 と し な い 。 典 型 的 に は 本 発 明 の 様 々 な 態 様 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 反 応 型 の
色 素 を 、 色 素 と 反 応 す る こ と の で き る ２ つ の 反 応 基 を 含 有 す る プ ラ イ マ ー と 共 に 、 適 切 な
バ ッ フ ァ ー 中 で １ ～ ２ 時 間 混 合 す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 反 応 基 は 最 初 に 、
市 販 に て 入 手 可 能 な 試 薬 を 用 い て 標 準 的 な ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 を 介 し て 、 オ リ ゴ 中 に
組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 態 様 に 従 っ て の 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 主 要 な 利 点 は 、 レ ポ ー
タ ー 色 素 を 特 定 の ク エ ン チ ャ ー と マ ッ チ さ せ な け れ ば な ら な い こ と な く 、 事 実 上 あ ら ゆ る
ク ラ ス お よ び あ ら ゆ る 波 長 の 蛍 光 色 素 を 使 用 で き る 自 由 さ で あ る 。 こ れ は 、 一 部 の 態 様 は
、 使 用 可 能 な シ グ ナ ル を 用 い て ア ッ セ イ を 行 う た め の 、 古 典 的 な Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ に 基 づ い た 蛍 光
消 光 に 頼 ら な い よ う で あ る と い う 理 由 に よ る と 思 わ れ る 。 本 発 明 に 有 用 な 蛍 光 色 素 の 適 切
な ク ラ ス の 例 は 、 ク マ リ ン 、 キ サ ン テ ン 系 色 素 、 シ ア ニ ン 、 ピ レ ン 、 ス チ リ ル 系 色 素 、 Ｂ
Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ 色 素 、 ス チ ル ベ ン 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 ； 広 く 使 用 さ れ て い る キ サ ン テ ン 系
色 素 の ク ラ ス に 属 す る ロ ー ダ ミ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 お よ び モ ド ー ル を 含 む が 、 こ れ に 限
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定 さ れ な い 。 好 ま し い 色 素 は 中 性 の 色 素 分 子 、 お よ び 非 局 在 化 し た 正 ま た は 負 の 電 荷 を 有
す る 色 素 分 子 を 含 む 。 中 性 の 色 素 は 、 い か な る 電 荷 も 持 た な い 色 素 、 ま た は 等 し い 数 の 正
の 電 荷 お よ び 負 の 電 荷 を 持 つ 色 素 で あ り 、 後 者 の タ イ プ の 中 性 色 素 は ま た 双 性 イ オ ン 色 素
と も い う 。 中 性 の 色 素 の 例 は 、 以 下 の 代 表 的 な 構 造 に 示 す よ う な 、 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ 色 素 、 ロ
ー ダ ミ ン 、 双 性 イ オ ン の シ ア ニ ン 系 色 素 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ
れ な い ：
【 ０ １ ０ １ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ３ 】
式 中 Ｒ は 反 応 基 で あ る 。
　 非 局 在 化 し た 正 の 電 荷 を 有 す る 色 素 の 例 は 、 以 下 の 代 表 的 な 構 造 に 示 す よ う な ロ サ ミ ン
(rosamine)、 シ ア ニ ン 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い ：
【 ０ １ ０ ４ 】
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
式 中 Ｒ は 反 応 基 で あ る 。
　 非 局 在 化 し た 負 の 電 荷 を 有 す る 色 素 の 例 は 、 以 下 の 代 表 的 な 構 造 に お け る よ う な フ ル オ
レ セ イ ン お よ び レ ゾ ル フ ィ ン の 誘 導 体 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い ：
【 ０ １ ０ ６ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
式 中 Ｒ は 反 応 基 で あ る 。
　 あ る い は 一 部 の 態 様 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 負 に 荷 電 し た 色 素 お よ び 正 に 荷 電 し た 色
素 を 組 み 合 わ せ で 標 識 さ れ 、 そ の 場 合 負 に 荷 電 し た 色 素 お よ び 正 に 荷 電 し た 色 素 の 数 は 、
ほ ぼ １ ： １ の 比 率 で あ る 。 負 に 荷 電 し た 色 素 の 例 は 、 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 お よ び ス ル ホ
ン 化 し た 色 素 、 た と え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ９ ６ ， １ ５ ７ 号 ； ６ ， １ ３ ０ ， １ ０ １ 号 ； ５ ，
２ ６ ８ ， ４ ８ ６ 号 ； お よ び ６ ， １ ３ ３ ， ４ ４ ５ 号 、 な ら び に 米 国 特 許 出 願 Ｕ Ａ ２ ０ ０ ２ ０
０ ６ ４ ７ ９ Ａ １ お よ び Ｕ Ａ ２ ０ ０ ２ ０ ０ ７ ７ ４ ８ ７ Ａ １ に 記 載 さ れ て い る も の を 含 む 。 正
に 荷 電 し た 色 素 の 例 は 、 上 述 の ロ サ ミ ン 系 色 素 お よ び シ ア ニ ン 系 色 素 、 な ら び に 標 準 的 な
化 学 を 用 い て 第 三 級 ア ミ ン ま た は 第 四 級 ア ミ ン で 修 飾 さ れ た 色 素 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 に お い て 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る た め の 適 切 な 色
素 は 、 エ ネ ル ギ ー 移 動 に よ る 色 素 、 た と え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ０ ０ ， ９ ９ ６ 号 ； ６ ， ４ ７
９ ， ３ ０ ３ Ｂ １ 号 ； お よ び ６ ， ５ ４ ５ ， １ ６ ４ Ｂ １ 号 、 な ら び に 国 際 特 許 出 願 Ｗ Ｏ 　 ０ ０
/１ ３ ０ ２ ６ に 記 載 さ れ て い る も の を 含 む 。 異 な る エ ネ ル ギ ー 移 動 の 色 素 お よ び エ ネ ル ギ
ー 移 動 に よ ら な い 色 素 を 用 い て 標 識 し た プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ た も の を
、 １ つ の 閉 じ た 試 験 管 内 で の 多 重 検 出 用 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 様 々 な 態 様 に お け る 使 用 の た め 含 む 適 切 な 色 素 は 、 以 下 の 構 造 を 有 す る ロ ー ダ ミ ン キ サ
ン テ ン 色 素 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い ：
【 ０ １ １ ０ 】
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　 式 中 、 Ｒ １ 、 Ｒ ２ 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ４ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｆ 、 Ｃ ｌ 、 Ｃ １ － Ｃ １ ８ ア ル キ ル 基
、 ま た は Ｃ ２ － Ｃ １ ８ ア ル ケ ニ ル 基 で あ る ； Ｒ ５ は Ｈ で あ る ； Ｒ １ ０ 、 Ｒ １ １ 、 Ｒ １ ２ お
よ び Ｒ １ ３ は 独 立 し て 、 所 望 に よ り 反 応 基 で 置 換 さ れ た Ｈ 、 Ｃ １ － Ｃ １ ８ ア ル キ ル 基 、 ま
た は Ｃ ２ － Ｃ １ ８ ア ル ケ ニ ル 基 で あ る ； 前 記 構 造 は さ ら に 以 下 ； Ｒ １ を Ｒ １ １ と 組 み 合 わ
せ て 、 Ｒ ２ を Ｒ １ ３ と 組 み 合 わ せ て 、 Ｒ ３ を Ｒ １ ０ と 組 み 合 わ せ て 、 お よ び Ｒ ４ を 含 む 環
か ら 成 る 環 の 群 よ り 選 択 さ れ る 、 ０ お よ び ４ つ の 間 の 付 加 的 な 飽 和 ま た は 不 飽 和 の ５ ま た
は ６ 員 環 を 含 む ； 前 記 の 付 加 的 な 各 環 は １ つ ま た は そ れ よ り 多 く の 低 級 ア ル キ ル 基 で 置 換
さ れ て も よ い ； Ｑ は Ｃ Ｏ ２

－ 、 ま た は Ｓ Ｏ ３
－ 、 ま た は 反 応 基 で あ る ； Ｒ ７ お よ び Ｒ ８ は

独 立 し て Ｈ 、 Ｆ 、 Ｃ ｌ 、 ま た は 反 応 基 で あ る ； そ し て Ｒ ６ お よ び Ｒ ９ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｆ 、
ま た は Ｃ ｌ で あ る 。 こ れ ら お よ び そ の 他 の 色 素 お よ び ク エ ン チ ャ ー を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
に 連 結 す る た め の 適 切 な 反 応 基 は 、 表 ２ に 列 記 し た よ う な 求 電 子 物 質 お よ び 求 核 物 質 、 な
ら び に 定 義 の 章 に 列 記 し た そ の 他 の 基 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 光 度 測 定 可 能 な 分
子 お よ び ク エ ン チ ャ ー を 連 結 す る た め の そ の 他 の 手 段 は 、 脂 肪 族 リ ン カ ー 基 を 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 様 々 な 態 様 に 使 用 す る た め の な お そ の 他 の 色 素 は 、 以 下 の 構 造 を 有 す る シ ア ニ ン 系 色 素
を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い ：
【 ０ １ １ ３ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】
　 式 中 、 Ｒ １ お よ び Ｒ ２ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｆ 、 Ｃ ｌ 、 Ｂ ｒ 、 Ｃ Ｎ 、 カ ル ボ ン 酸 基 、 カ ル ボ キ
サ ミ ド 、 ス ル ホ ネ ー ト 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 低 級 ア ル キ ル 基 、 ま た は 少 な く と も １ つ の 付 加
的 な 縮 合 芳 香 環 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 前 記 の 付 加 的 な 縮 合 環 は 独 立 し て 、 以 下 ； Ｃ 、
Ｎ 、 Ｏ お よ び Ｓ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 原 子 、 反 応 基 、 な ら び に Ｈ も し く は 反 応 基 で 置
換 さ れ た 低 級 ア ル コ キ シ 基 を 含 む ； Ｒ ３ お よ び Ｒ ４ は 独 立 し て 、 Ｈ ま た は 反 応 基 の い ず れ
か で 置 換 さ れ た 低 級 ア ル キ ル 基 で あ る 。 ； Ｘ お よ び Ｙ は 独 立 し て 以 下 ： Ｏ 、 Ｓ 、 Ｎ Ｒ ５ お
よ び Ｃ Ｒ ６ Ｒ ７ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 こ こ で Ｒ ５ 、 Ｒ ６ お よ び Ｒ ７ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｃ
１ か ら Ｃ １ ８ の ア ル キ ル 基 で あ る ； そ し て “ 架 橋 ” は メ タ ン 基 ま た は ポ リ メ チ ン 基 の い ず
れ か で あ る 。 当 該 分 子 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 す る た め に 適 す る 反 応 基 は 、 表 ２ に 列
記 し た よ う な 求 核 物 質 お よ び 求 電 子 物 質 の 基 、 な ら び に 定 義 の 章 に 列 記 し た そ の 他 の 基 を
含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 様 々 な 反 応 基 に 加 え て 適 切 な 色 素 お よ び 消 光 分 子 は ま た 、
例 え ば 脂 肪 族 リ ン カ ー に よ り オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 あ る い は 適 切 な 色 素 は エ ネ ル ギ ー 移 動 に よ る 色 素 で あ り 、 こ こ で こ の 色 素 ペ ア の １ つ は
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ロ ー ダ ミ ン 系 色 素 ま た は シ ア ニ ン 系 色 素 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ６ 】
　 （ 実 施 例 ）
　 （ 実 施 例 １ ）
　 （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 お よ び ラ ベ リ ン グ ）
　
　 無 水 溶 媒 、 お よ び ヌ ク レ オ シ ド の ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト を 含 む ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 試 薬 、
お よ び 保 護 さ れ た リ ン カ ー は す べ て 、 Proligo、  Boulder、  CO or Glen Research、  Ster
ling、  VAよ り 購 入 し た 。 未 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ン 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は す べ て 、 Applied Biosciences (Foster City, CA)に よ る Expedite 8909 オ リ ゴ 合 成
機 で 合 成 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　
　 す べ て の 未 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ プ ラ イ マ ー ） は 、 ガ ラ ス ビ ー ズ の ポ ア サ イ ズ 　 ５
０ ０ Å の Ｃ Ｐ Ｇ 支 持 体 上 の 保 護 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド を 用 い て 開 始 す る こ と に よ り 合 成 し た
。 脱 保 護 、 カ ッ プ リ ン グ お よ び 酸 化 の ス テ ッ プ は す べ て 、 製 造 業 者 よ り 提 供 さ れ た 標 準 的
な プ ロ ト コ ー ル に 従 う こ と に よ り 行 っ た 。 Ｃ Ｐ Ｇ 支 持 体 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 開 裂
お よ び 脱 保 護 は 、 Ｃ Ｐ Ｇ ビ ー ズ を 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 中 で ５ ５ ℃ で １ ６ － １ ８ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 行 っ た 。 一 度 固 相 支 持 体 か ら は ず し た 後 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を SpeedVacに よ り 濃 縮 し 、 過 剰 の ア ン モ ニ ア を 除 去 し た 後 、 粗 成 生 物 を SephadexＧ － ２
５ カ ラ ム ま た は Ｃ １ ８ 逆 相 カ ー ト リ ッ ジ に 通 す こ と に よ り 精 製 し た 。 必 要 で あ れ ば 、 最 終
的 な 精 製 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に て 行 っ た （ 以 下 の 精 製 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ １ ８ 】
　
　 ア ミ ン 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な 自 動 オ リ ゴ 合 成 中 に 、 Ｃ Ｐ Ｇ 支 持 体 に 固 定
さ れ た ア ミ ノ 修 飾 物 質 、 お よ び 保 護 さ れ た ア ミ ン を 含 有 す る 適 当 な ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 試
薬 を 使 用 す る こ と に よ り 合 成 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 異 な る ス ペ ー サ ー ア ー ム を 持 つ 、 市 販 に て 入 手 可 能 な 多 様 な Ｃ Ｐ Ｇ 支 持 体 に 固 定 さ れ た
ア ミ ノ 修 飾 物 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 製 品 に よ り ３ ’ 末 端 に ア ミ ノ 基 を 導 入
す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｐ Ｇ 支 持 体 に 固 定 さ れ た ア ミ ノ 修 飾 物 質 で あ る 、 ３ ’ － ア ミ ノ 修 飾
物 質 Ｃ ７ 　 Ｃ Ｐ Ｇ を 、 表 １ に 列 記 し た 例 の い く つ か に 使 用 し た 。 こ の 物 質 は 以 下 の 構 造 を
有 す る ：
【 ０ １ ２ ０ 】
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
式 中 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ お よ び Ｄ Ｍ Ｔ は 各 々 ア ミ ン 基 お よ び ヒ ド ロ キ シ 基 の た め の 保 護 基 で あ り 、
そ し て “ ス ク シ ニ ル － ｌ ｃ ａ ａ ” は 固 相 支 持 体 お よ び 修 飾 物 質 間 の ス ペ ー サ ー で あ る 。 塩
基 に 不 安 定 な Ｆ ｍ ｏ ｃ 基 は 、 オ リ ゴ を Ｃ Ｐ Ｇ 支 持 体 か ら は ず す ア ン モ ニ ウ ム 処 理 中 に は ず
れ る 。 こ の 試 薬 は ア ミ ン 基 と ３ ’ 末 端 の リ ン 酸 と の 間 に 、 ７ － 炭 素 分 枝 鎖 ス ペ ー サ ー を 導
入 す る 。 表 示 の 目 的 で 、 こ の ス ペ ー サ ー を Ｌ １ と 表 記 す る 。 異 な る ス ペ ー サ ー と と も に ア
ミ ン を 導 入 す る た め に 、 ま た は ア ミ ン 以 外 の 異 な る 反 応 基 を 導 入 す る た め に 使 用 す る こ と
の で き る 固 相 支 持 体 上 の 修 飾 試 薬 の 多 く の 他 の 形 が あ る こ と は 、 当 業 者 は 認 識 す る こ と が
で き る だ ろ う 。
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未 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成

ア ミ ン 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成



【 ０ １ ２ ２ 】
　 ア ミ ン を 含 有 す る ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 試 薬 は 、 保 護 さ れ た ア ミ ノ － デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ
ド の ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト お よ び 保 護 さ れ た ア ミ ノ 修 飾 物 質 を 含 む 。 保 護 さ れ た ア ミ ノ － デ
オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド の 最 も 広 く 使 用 さ れ て い る そ し て ま た 最 も 廉 価 な ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト
は 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル ア ミ ノ － ２ ’ － デ オ キ シ チ ミ ジ ン 、 ま た は ア ミ ノ 修 飾 物 質 で あ
る Ｃ ６ 　 ｄ Ｔ の ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト で あ り 、 こ れ を 、 表 １ に 示 し た 例 の い く つ か に お い て
Ｔ 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る た め に 使 用 し た 。 ア ミ ノ 修 飾 物 質 　 Ｃ ６ 　 ｄ Ｔ の 構
造 を 以 下 に 示 す ：
【 ０ １ ２ ３ 】
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ の 試 薬 は ｄ Ｔ お よ び ア ミ ン 基 の 間 に 、 ま た は ｄ Ｔ お よ び 色 素 の 間 に １ ０ － 原 子 の 直 鎖
脂 肪 族 ス ペ ー サ ー を 導 入 す る 。 表 示 の 目 的 で 、 我 々 は こ の １ ０ － 原 子 ス ペ ー サ ー を Ｌ ２ と
表 記 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 あ る い は 自 動 合 成 の 最 後 の ス テ ッ プ で 、 保 護 さ れ た ア ミ ン の ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト を 使 用
す る こ と に よ り 、 ア ミ ン を ５ ’ 末 端 に 導 入 す る こ と が で き る 。 ２ つ の ア ミ ノ 修 飾 物 質 の 試
薬 で あ る ５ ’ － ア ミ ノ － 修 飾 物 質 Ｃ ６ － Ｔ Ｆ Ａ お よ び ５ ’ － ア ミ ノ 修 飾 物 質 Ｃ １ ２ を 、 本
開 示 に 示 し た ５ ’ 末 端 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る た め に 使 用 し た 。 こ の 構 造 を 以
下 に 示 す ：
【 ０ １ ２ ６ 】
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ７ 】
　 表 示 の 目 的 で 、 ５ ’ － ア ミ ノ 修 飾 物 質 Ｃ ６ － Ｔ Ｆ Ａ の 直 鎖 ６ － 炭 素 ス ペ ー サ ー を Ｌ ３ と
表 記 し 、 同 様 に ５ ’ － ア ミ ノ 修 飾 物 質 Ｃ １ ２ の 直 鎖 １ ２ － 炭 素 ス ペ ー サ ー を Ｌ ４ と 表 記 す
る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 異 な る ス ペ ー サ ー と と も に ア ミ ン を 導 入 す る た め 、 ま た は ア ミ ン 以 外 の 異 な る 反 応 基 を
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導 入 す る た め に 使 用 す る こ と の で き る 、 修 飾 試 薬 の 多 く の 他 の 形 が あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　
　 ラ ベ リ ン グ 反 応 は 、 ～ ４ ０ ｍ ｇ /ｍ Ｌ の Ｄ Ｍ Ｆ 中 の ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル 色 素 (Biot
ium, Inc., Hayward, CA)の 溶 液 を 、 ～ １ ｍ ｇ /ｍ Ｌ の ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ （ ｐ Ｈ ８ ．
５ ） 中 に 溶 か し た ア ミ ノ オ リ ゴ に 加 え 、 こ の 溶 液 を 室 温 で ～ ２ 時 間 ボ ル テ ッ ク ス で 攪 拌 す
る こ と に よ り 行 っ た 。 色 素 の Ｎ Ｈ Ｓ エ ス テ ル 　 対 　 オ リ ゴ 中 の 各 ア ミ ノ 基 の モ ル 比 は 、 約
２ ０ － ４ ０ か ら １ と し た 。 未 反 応 の 色 素 を 、 Sephadex Ｇ － ２ ５ ス ピ ン カ ラ ム に よ り 効 率
的 に 除 去 し た 。 こ う し て 得 ら れ た 粗 生 成 物 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り さ ら な る 精 製 を 行 っ た （ 以 下
参 照 ） 。 　 　 　 　 　 　 　 　
【 ０ １ ３ ０ 】
　
　 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 Hitachi D7000 HPLC シ ス テ ム の 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 精 製
し た 。
　 典 型 的 な Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 条 件 ：
　 カ ラ ム ： Ｃ １ ８  Ｙ Ｍ Ｃ  Ｏ Ｄ Ｓ － Ａ  ５ ｕ ｍ 　 １ ２ ｎ ｍ 　 １ ５ ０ × ４ ． ６ ｍ ｍ 、 ま た は
Ｃ １ ８ 　 Microsorb ５ ｕ ｍ 　 ３ ０ ｎ ｍ 　 ２ ０ ０ × ４ ． ６ 。
　 カ ラ ム 温 度 ： ４ ５ ℃
　 濃 度 勾 配 ： ２ ０ 分 － ３ ０ 分 で １ ０ ％ Ｂ か ら ５ ０ ％ Ｂ に 　 １ ｍ ｌ /分 に て 。 Ａ ： １ ０ ０ ｍ
Ｍ 　 Ｔ Ｅ Ａ Ａ 　 ｐ Ｈ ７ ． ０ ； 　 Ｂ ： １ ０ ０ ％ 　 Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ 。
【 ０ １ ３ １ 】
　
　 精 製 し た 色 素 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ２ ３ ０ ｎ ｍ か ら ７ ０ ０ ｎ ｍ の 吸 収 を 分 光 光 度 計
で 測 定 し ， 色 素 の λ ｍ ａ ｘ （ Ａ ｍ ａ ｘ ） お よ び Ａ ２ ６ ０ を 決 定 し た 。 色 素 の 濃 度 は Ａ ｍ ａ

ｘ 値 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 し 、 一 方 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 は ２ ６ ０ ｎ ｍ で の 色 素
の 吸 収 を 計 算 に 入 れ た 後 、 Ａ ２ ６ ０ 値 に 基 づ い て 算 出 し た 。 色 素 　 対 　 オ リ ゴ の 濃 度 の 比
率 か ら ラ ベ リ ン グ の 程 度 （ Ｄ Ｏ Ｌ ） を 定 義 し た 。 出 願 者 ら の 実 験 に お い て 、 単 標 識 に 関 す
る Ｄ Ｏ Ｌ は １ に 近 く （ 例 え ば 図 ４ Ｂ ＆ ４ Ｃ ） 、 そ し て 二 重 標 識 に 関 す る 値 は ２ に 近 い （ 例
え ば 図 ４ Ａ ） 。 こ の 計 算 値 に 基 づ き 、 今 回 の 発 明 に 詳 述 す る 二 重 標 識 ま た は 単 標 識 の プ ロ
ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー は 、 全 体 と し て ９ ０ か ら ９ ５ ％ 以 上 純 粋 で あ る と 結 論 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 （ 実 施 例 ２ ）
　 （ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て の Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 の 増 幅 の モ ニ タ ー ）
　 本 実 施 例 に お け る 実 験 の 第 一 の セ ッ ト は 、 Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 検 出 に お け る 、
二 重 ６ － Ｒ Ｏ Ｘ 標 識 プ ロ ー ブ の 使 用 に つ い て 実 証 す る 。 増 幅 は 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ （ ｐ
Ｈ ８ ． ０ ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ３ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ２ ｍ Ｍ 　 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 お よ び
１ ユ ニ ッ ト の AmpliTaq Gold (ABI, Foster City, CA)を 含 有 す る ２ ０ μ ｌ の 反 応 溶 液 中 で
行 っ た 。 ｐ Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ プ ラ ス ミ ド 中 の Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 ２ ５ ） を 、 ０ ．
５ μ Ｍ の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー で あ る ５ ’ － Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ
－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 ０ ． ５ μ Ｍ の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー で あ る ５ ’ － Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ
Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ５ ） を 用 い て 増 幅 し た 。 二
重 ６ － Ｒ Ｏ Ｘ 標 識 Ｍ Ｃ Ｇ プ ロ ー ブ で あ る ５ ’ － (６ － Ｒ Ｏ Ｘ － Ｌ ３ － Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ
Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ (－ Ｌ １ － ６ － Ｒ Ｏ Ｘ )－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ６ 、 表 １ を 参 照
の こ と ） を 、 続 い て の 反 応 に 使 用 し た 。 温 度 管 理 は 、 ７ 分 間 ９ ５ ℃ に 、 続 い て ９ ５ ℃ で １
５ 秒 間 お よ び ６ ０ ℃ で ２ ０ 秒 間 を ５ ０ サ イ ク ル に 設 定 し た 。 蛍 光 は ６ ０ ℃ の ス テ ッ プ で 測
定 し た 。 鋳 型 の １ ０ 倍 段 階 希 釈 を 行 っ て 、 増 幅 プ ロ ッ ト の 滴 定 曲 線 を 作 成 し た 。 図 ２ Ａ は
、 鋳 型 の １ ０ ７ コ ピ ー （ 曲 線 １ ） か ら 鋳 型 の １ ０ １ コ ピ ー （ 曲 線 ７ ） を 用 い て 開 始 す る 前
述 の 反 応 の 増 幅 プ ロ ッ ト を 示 す 。 ２ つ の Ｎ Ｔ Ｃ （ 鋳 型 な し の コ ン ト ロ ー ル (no template c
ontrol)、 曲 線 ８ お よ び ９ ） も ま た 図 中 に 示 す 。 挿 入 図 は 、 Ｃ ｔ 値 が 開 始 時 の コ ピ ー 数 の
対 数 に 負 に （ reversibly） 相 関 す る こ と を 示 す （ 曲 線 １ ０ ） 。
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色 素 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成

標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 精 製

ラ ベ リ ン グ の 程 度 の 決 定



【 ０ １ ３ ３ 】
　 実 験 の 第 二 の セ ッ ト に お い て 、 プ ロ ー ブ （ 配 列 番 号 ３ ６ ） を 非 ス ル ホ ン 化 シ ア ニ ン 色 素
で 二 重 に 標 識 し 、 ２ つ の 鋳 型 濃 度 、 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ コ ピ ー （ 曲 線 １ ５ １ ） お よ び ０ コ ピ ー
（ 曲 線 １ ５ ２ ） で 実 験 を 行 っ た 。 す べ て の 他 の 試 薬 お よ び 条 件 は 、 実 験 の 第 一 の セ ッ ト と
同 じ と し た 。 こ の セ ッ ト は 、 Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 検 出 に お け る 二 重 シ ア ニ ン 標 識
プ ロ ー ブ の 使 用 を 実 証 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 （ 実 施 例 ３ ）
　 （ 複 雑 な 鋳 型 か ら ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で 二 重 に 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い て の 、 Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子
お よ び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 増 幅 の モ ニ タ リ ン グ ）
　 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 由 来 の Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の 増 幅 を 、 （ １ ） ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ プ
ロ ー ブ で あ る ５ ’ － (６ Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － )Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ
Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｃ (－ Ｌ １ － ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ )－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ７ 、 表 １ を 参 照 の こ と ） 、 お よ び
（ ２ ） ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ の １ ０ 倍 段 階 希 釈 を 使 用 し た こ と を 除 い て 、 実 施 例 ２ に お け る よ う に 行
っ た 。 図 ２ Ｂ は 、 ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ の １ ０ ５ コ ピ ー （ 曲 線 １ １ ） か ら ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ の １ ０ １ コ ピ ー
（ 曲 線 １ ５ ） ま で を 用 い て 開 始 す る 反 応 の 増 幅 プ ロ ッ ト を 示 す 。 Ｎ Ｔ Ｃ （ 曲 線 １ ６ ） も ま
た 図 中 に 示 す 。 挿 入 図 は 、 Ｃ ｔ 値 が 開 始 時 の コ ピ ー 数 の 対 数 に 負 に （ reversibly） 相 関 す
る こ と を 示 す （ 曲 線 １ ７ ） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 鋳 型 と し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る も う １ つ の 滴 定 （ 図 ２ Ｃ ） を 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ラ イ マ ー で あ
る ５ ’ － Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 １ ） お よ び ５ ’ － Ｇ
Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ２ ） 、 な ら び に Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ
プ ロ ー ブ で あ る ５ ’ － (６ Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － )Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ
 (－ Ｌ １ － ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ )－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ２ １ ） を 使 用 し た こ と を 除 い て 上 の よ う に
行 っ た 。 ０ ． ２ μ ｌ の ヒ ト 脳 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ (Invitrogen, Carlsbad, CA)を 用 い て 開 始 し 、 ２
倍 段 階 希 釈 で 行 っ た 。 す べ て の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は １ ０ μ ｌ の 容 量 で 行 っ た 。 温 度 管 理 は 、 ９ ５
℃ （ ７ 分 間 ） 、 そ の 後 ９ ５ ℃ （ １ ５ 秒 間 ） お よ び ５ ６ ℃ （ ２ ０ 秒 間 ） を ４ ５ サ イ ク ル と し
た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 （ 実 施 例 ４ ）
　 （ TaqManプ ロ ー ブ の 、 本 発 明 の 二 重 標 識 プ ロ ー ブ と の 比 較 ）
　 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト を 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー で あ る ５ ’ － Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ
Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 １ 、 表 １ ） お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー で あ る
５ ’ － Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ２ 、 表 １ ） を 用 い
て 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 ２ ４ 、 表 １ ） を 含 有 す る ｐ Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ プ ラ ス
ミ ド か ら 増 幅 し た 。 レ ポ ー タ ー 色 素 と し て Ｊ Ｏ Ｅ 、 お よ び ク エ ン チ ャ ー と し て Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ
を 伴 う TaqManプ ロ ー ブ （ ５ ’ － (６ － Ｊ Ｏ Ｅ － Ｌ ３ － )Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ
Ａ Ｇ Ｃ  (－ Ｌ １ － ６ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ )－ ３ ’ ； 配 列 番 号 ８ 、 表 １ を 参 照 の こ と ） 、 ま た は 本
発 明 に 従 っ て ５ － Ｒ ６ Ｇ で 二 重 標 識 し た プ ロ ー ブ （ ５ ’ － (５ － Ｒ ６ Ｇ － Ｌ ３ － )Ｃ Ａ Ａ Ｇ
Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ  (－ Ｌ １ － ５ － Ｒ ６ Ｇ )－ ３ ’ ； 配 列 番 号 ９ 、 表 １ を 参
照 の こ と ） を 、 ア ニ ー リ ン グ /伸 展 の 温 度 を ５ ６ ℃ に 下 げ た こ と を 除 い て 、 実 施 例 ２ に お
い て 使 用 し た も の と 同 一 の 反 応 条 件 下 で こ の 反 応 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 す べ て の 増 幅 反 応 は 鋳 型 の １ ０ ０ 万 コ ピ ー を 用 い て 行 い 、 各 プ ロ ー ブ に つ い て 各 々 １ ２
５ ｎ Ｍ 、 ２ ５ ０ ｎ Ｍ 、 お よ び ５ ０ ０ ｎ Ｍ の 濃 度 を 使 用 し た 。 図 ３ Ａ に 示 す よ う に 、 本 発 明
に 従 っ て 作 製 し た プ ロ ー ブ の シ グ ナ ル 強 度 は 、 対 応 す る TaqManプ ロ ー ブ の 値 の ２ 倍 の 強 度
で あ る （ 曲 線 １ ８ 対 ２ １ 、 曲 線 １ ９ 対 ２ ２ 、 曲 線 ２ ０ 対 ２ ３ ） 。 Ｒ ６ Ｇ お よ び Ｊ Ｏ Ｅ は 、
同 等 の ス ペ ク ト ル 、 な ら び に 類 似 の 蛍 光 量 収 率 お よ び 吸 光 係 数 を 有 す る 。 し た が っ て ２ つ
の プ ロ ー ブ 間 で 観 察 さ れ る 性 能 の 差 異 は 、 色 素 そ の も の に よ る の で は な く 、 本 発 明 に 従 っ
て の プ ロ ー ブ の よ り 優 れ た デ ザ イ ン を 反 映 す る も の で あ る 。
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【 ０ １ ３ ８ 】
　 ５ ’ 末 端 に Ｆ Ａ Ｍ お よ び ３ ’ 末 端 に Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ を 伴 う 、 Ｆ Ａ Ｍ 標 識 Ｍ Ｃ Ｇ 　 TaqManプ ロ
ー ブ を 作 製 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 、 同 一 の 配 列 を 有 す る 二 重 標 識 Ｃ Ｒ １ １ ０ プ ロ ー ブ （ ５ ’
－ (６ Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － )Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｃ (－ Ｌ

１ － ６ Ｃ Ｒ １ １ ０ )－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ７ ） ） と 比 較 し た 。 図 ３ Ｂ は 、 前 記 の ホ モ 二 重 標 識
Ｃ Ｒ １ １ ０ プ ロ ー ブ お よ び TaqManプ ロ ー ブ の 、 各 々 １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ （ 曲 線 １ １ ５ 　 対 　 曲 線
１ １ ９ ） 、 ５ ０ ０ ｎ Ｍ （ 曲 線 １ １ ６ 　 対 　 曲 線 １ ２ ０ ） 、 ２ ５ ０ ｎ Ｍ （ 曲 線 １ １ ７ 　 対 　
曲 線 １ ２ １ ） 、 お よ び １ ２ ５ ｎ Ｍ （ 曲 線 １ １ ８ 　 対 　 曲 線 １ ２ ２ ） の 増 幅 プ ロ ッ ト を 示 す
。 す べ て の 増 幅 は 、 Ｍ Ｃ Ｇ フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド の １ ０ ０ 万 コ ピ ー を 用 い て
開 始 す る 。 飽 和 濃 度 （ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ ） に お い て 、 ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ は 、 シ グ ナ ル 強 度
に つ い て ６ ０ ％ 、 前 記 TaqManプ ロ ー ブ を 上 回 っ て い た 。 二 重 標 識 Ｃ Ｒ １ １ ０ プ ロ ー ブ で は
、 同 じ シ グ ナ ル 強 度 を 得 る た め に TaqManプ ロ ー ブ の 濃 度 の １ /２ を 使 用 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 Ｆ Ａ Ｍ 標 識 ｃ Ｍ ｙ ｃ 　 TaqManプ ロ ー ブ は 今 回 、 Ａ Ｂ Ｉ に よ り プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ
の ２ ０ ｘ 混 合 物 に て 提 供 を 受 け た 。 プ ロ ー ブ は 配 列 を 開 示 さ れ て お ら ず 、 そ の ３ ’ 末 端 に
は Ｍ Ｇ Ｂ が 含 ま れ た 。 前 記 TaqManプ ロ ー ブ と 、 二 重 標 識 Ｃ Ｒ １ １ ０ プ ロ ー ブ （ ５ ’ － (６
Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － )Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｃ (－ Ｌ １ － ６
Ｃ Ｒ １ １ ０ )－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ７ ） ） と の 間 で 比 較 を 行 っ た 。 図 ３ Ｃ は 、 前 記 TaqManプ ロ
ー ブ （ 曲 線 １ １ ０ ） お よ び ホ モ 二 重 標 識 Ｃ Ｒ １ １ ０ プ ロ ー ブ の １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ （ 曲 線 １ １ １
） 、 ５ ０ ０ ｎ Ｍ （ 曲 線 １ １ ２ ） 、 ２ ５ ０ ｎ Ｍ （ 曲 線 １ １ ３ ） 、 １ ２ ５ ｎ Ｍ （ 曲 線 １ １ ４ ）
の 増 幅 プ ロ ッ ト を 示 す 。 す べ て の 増 幅 は 、 Invitrogenか ら の ヒ ト 脳 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 同 一 濃 度
を 使 用 し た 。 飽 和 濃 度 （ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ ） で ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ は 、 シ グ ナ ル 強 度 に お い
て 前 記 TaqManプ ロ ー ブ を 上 回 っ て い た 。 Ｍ Ｇ Ｂ を 組 み 込 む こ と で 、 今 回 の 発 明 に お け る プ
ロ ー ブ の 性 能 を さ ら に 改 善 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 （ 実 施 例 ５ ）
　 （ 二 重 に 色 素 で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び た だ １ つ の 色 素 で 標 識 し た オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し た そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 、 Ｕ
Ｖ /可 視 光 吸 収 ス ペ ク ト ル ）
　 こ の 実 験 の 目 的 は 、 本 発 明 に 従 っ て ２ つ の レ ポ ー タ ー 色 素 で 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 中 の 色 素 間 に 物 理 的 な 接 触 が な い こ と を 実 証 す る こ と で あ る 。 色 素 が 互 い に 接 触 す る 必
要 が な い こ と を 実 証 す る た め 、 出 願 者 ら は 同 じ 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｒ １ １ ０ 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ： １ ） ３ ’ お よ び ５ ’ を 二 重 に 標 識 し た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ （ 配 列 番 号 ３ 、 表 １ ）
； ２ ） ５ ’ を 単 標 識 し た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ 配 列 （ 配 列 番 号 ７ 、 表 １ ） ； お よ び ３ ） ３ ’
を 単 標 識 し た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ 配 列 （ 配 列 番 号 ８ 、 表 １ ） 、 を 合 成 し た 。 ２ つ の 単 標 識
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ ン ト ロ ー ル と す る た め に 作 製 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｓ １ バ ッ フ ァ ー 中 の ３ つ の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ ク ト ル を 、 各 々 図 ４ Ａ （ 曲 線
２ ９ ） 、 図 ４ Ｂ （ 曲 線 ３ １ ） お よ び 図 ４ Ｃ （ 曲 線 ３ ３ ） に 示 す 。 色 素 を 取 り 囲 む 微 小 環 境
に よ り 、 色 素 の ス ペ ク ト ル も ま た ど の よ う に 影 響 を 受 け る か を 評 価 す る た め 、 標 識 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を Ｓ １ で 消 化 し た 後 、 ス ペ ク ト ル を と っ た （ 図 ４ Ａ （ 曲 線 ２ ８ ） 、 図 ４ Ｂ （
曲 線 ３ ０ ） お よ び 図 ４ Ｃ （ 曲 線 ３ ２ ） ） 。 Ｓ １ バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （
ｐ Ｈ ４ ． ５ ） 、 ２ ８ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 お よ び ４ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｓ Ｏ ４ ） 中 に ２ ５ ０ か ら
５ ０ ０ ｎ Ｍ の プ ロ ー ブ を 含 有 す る １ ０ ０ μ ｌ の 反 応 溶 液 　 に 、 ２ ０ ユ ニ ッ ト の Ｓ １ ヌ ク レ
ア ー ゼ (Promega, Madison, WI)を 加 え る こ と に よ り 、 消 化 を 行 っ た 。 Ｓ １ の 消 化 は 、 続 い
て の Ｕ Ｖ /可 視 光 吸 収 ス ペ ク ト ル の 変 化 に よ り 確 認 さ れ た よ う に 、 Ｓ １ 添 加 後 ほ と ん ど 瞬
間 的 に 完 了 し た 。 し か し 完 全 な 消 化 を 確 実 に す る た め 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 後 に ス ペ ク ト ル を 取 っ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 図 が 示 す よ う に 、 ３ つ す べ て の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 可 視 光 の 波 長 領 域 で ほ ぼ 同 一
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の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 し 、 二 重 標 識 プ ロ ー ブ が 、 吸 収 ス ペ ク ト ル の 形 ま た は プ ロ フ ィ ー ル
に お け る 有 意 な 変 化 に よ り 典 型 的 に は 特 徴 付 け ら れ る 色 素 集 合 体 を 有 し て い な い こ と を 示
す （ 実 施 例 ７ を 参 照 の こ と ） 。 二 重 標 識 プ ロ ー ブ の 形 （ 図 ４ Ａ 、 曲 線 ２ ９ ） お よ び 消 化 さ
れ た プ ロ ー ブ の 形 （ 図 ４ Ａ 、 曲 線 ２ ８ ） が 類 似 す る と い う 事 実 は 、 色 素 ダ イ マ ー が 形 成 さ
れ て い な い と い う さ ら な る 証 拠 で あ る 。 吸 収 ピ ー ク の 形 の 変 化 と は 対 照 的 に 、 曲 線 ２ ９ か
ら 曲 線 ２ ８ へ の わ ず か な 全 体 的 な 波 長 の シ フ ト は 、 溶 媒 効 果 に 類 似 す る 色 素 を 取 り 囲 む 微
小 環 境 の 差 異 に よ る 。 予 想 さ れ る よ う に 、 こ の “ 溶 媒 効 果 ” は ３ つ す べ て の 標 識 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド に つ い て 類 似 す る （ 図 ４ Ａ に お け る 曲 線 ２ ８ 　 対 　 曲 線 ２ ９ ； 図 ４ Ｂ に お け る
曲 線 ３ ０ 　 対 　 曲 線 ３ １ ； 図 ４ Ｃ に お け る 曲 線 ３ ２ 　 対 　 曲 線 ３ ３ ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 （ 実 施 例 ６ ）
　 （ ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ お よ び ２ つ の 単 標 識 コ ン ト ロ ー ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て
モ ニ タ ー し た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の 増 幅 ）
　 こ の 実 験 の 目 的 は 、 本 発 明 に 従 っ て の プ ロ ー ブ の よ り 優 れ た 性 能 が 、 使 用 し た 色 素 の 何
ら か の 独 自 性 に よ る の で は な く 、 当 該 プ ロ ー ブ の 新 規 デ ザ イ ン に よ る も の で あ る こ と を 実
証 す る こ と で あ る 。 出 願 者 ら は 、 す べ て が 同 じ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ 配 列 を 有 す る ３ つ の 標
識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ： １ ） ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 を ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で 二 重 標 識 し た Ｇ
Ａ Ｐ Ｄ Ｈ オ リ ゴ （ 配 列 番 号 ３ 、 表 １ ） ； ２ ） ５ ’ 末 端 を ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で 単 標 識 し た Ｇ Ａ
Ｐ Ｄ Ｈ オ リ ゴ （ 配 列 番 号 １ ０ 、 表 １ ） ； お よ び ３ ） ３ ’ 末 端 を ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で 単 標 識 し
た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ オ リ ゴ （ 配 列 番 号 １ １ 、 表 １ ） 、 を 合 成 し た 。 次 に 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 、 実 施 例 ３ の も の と 同 一 の 条 件 を 使 用 し て 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の 増 幅 の た
め の 可 能 性 あ る プ ロ ー ブ と し て の そ れ ら の 有 用 性 に つ い て 検 討 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 図 ４ Ｄ は 、 可 能 性 あ る プ ロ ー ブ と し て ３ つ の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て の 、 Ｇ Ａ
Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 増 幅 の 動 力 学 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 二 重 標 識 プ ロ ー ブ が 典 型 的 な 動 力 学 プ
ロ フ ィ ー ル を 示 し た （ 曲 線 ３ ４ 　 図 ４ Ｄ ） の に 対 し て 、 同 じ 増 幅 条 件 下 で ２ つ の 単 標 識 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 増 幅 の 動 力 学 に 応 答 す る こ と は で き な か っ た （ 曲 線 ３ ５ お よ び ３ ６ 　
図 ４ Ｄ ） 。 す べ て の ３ つ の 反 応 で 遺 伝 子 の 増 幅 が 成 功 し た こ と は 、 着 色 剤 と し て 臭 化 エ チ
ジ ウ ム を 用 い て の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 確 認 さ れ た 。 し た が っ て 単 標 識 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド か ら の 応 答 が な か っ た こ と は 、 増 幅 産 生 物 が な い こ と に 起 因 す る の で は な い 。
こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の 様 々 な 態 様 に 従 っ て 作 製 さ れ た プ ロ ー ブ の よ り 優 れ た 性 能 が プ
ロ ー ブ の 新 規 デ ザ イ ン の 結 果 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 こ の 改 善 は 、 色 素 独 自 の 本 質 、 ま た
は 個 々 の 色 素 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ る 様 式 、 ま た は 色 素 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 間 の 相 互 作 用 に 起 因 す る の で は な い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 （ 実 施 例 ７ ）
　 （ 本 発 明 に 従 っ て の ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ の 、 類 似 す る 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ と の ス ペ
ク ト ル の 比 較 ）
　 こ こ で 出 願 者 ら は 、 本 発 明 に 従 っ て レ ポ ー タ ー 色 素 で 二 重 に 標 識 し た プ ロ ー ブ の 吸 収 ス
ペ ク ト ル を 、 先 行 技 術 分 野 に 従 っ て の 物 理 的 に 接 触 す る 色 素 の ペ ア を 有 す る プ ロ ー ブ と 比
較 す る 。 こ の 目 的 は 、 先 行 技 術 分 野 の プ ロ ー ブ と は 違 っ て 、 本 発 明 の 二 重 標 識 プ ロ ー ブ が
色 素 集 合 体 を 形 成 し な い こ と を さ ら に 実 証 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ３ ’ 末 端 お よ び ５ ’ 末 端 に 各 々 ア ミ ン 基 を 有 す る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ス テ ム ル ー プ 配 列 で あ る ５
’ － (Ａ ｍ － Ｌ ３ － ) Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ

(Ｌ １ － Ａ ｍ )－ ３ ’ を 合 成 し た 。 こ こ で 下 線 の ヌ ク レ オ チ ド は ス テ ム を 形 成 す る 配 列
を 示 す 。 次 に こ の ア ミ ン 修 飾 配 列 を 使 用 し て 、 ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ （ 配 列 番 号 １ ２ 、 表 １ ） 、
６ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ （ 配 列 番 号 １ ３ 、 表 １ ） お よ び ６ － Ｒ Ｏ Ｘ （ 配 列 番 号 １ ４ 、 表 １ ） の ス ク
シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル と 各 々 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 ３ つ の ホ モ 二 重 標 識 分 子 ビ ー コ ン プ
ロ ー ブ を 合 成 し た 。 同 様 に 対 応 す る 本 発 明 に 従 っ て の ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ は 、 二 重 ア ミ
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ン 修 飾 配 列 で あ る (Ａ ｍ － Ｌ ３ － ) Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ 　 Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ  (Ｌ １ －
Ａ ｍ )を 、 ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ （ 配 列 番 号 ２ １ 、 表 １ ） 、 ６ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ （ 配 列 番 号 ２ ２ 、 表
１ ） お よ び ６ － Ｒ Ｏ Ｘ （ 配 列 番 号 ２ ３ 、 表 １ ） の ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル と 各 々 反 応 さ
せ る こ と に よ り 作 製 し た 。 前 述 の ス テ ム ル ー プ プ ロ ー ブ 、 お よ び 本 発 明 に 従 っ て の そ れ ら
の 対 照 物 の プ ロ ー ブ の ス ペ ク ト ル を 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 中 の
～ ０ ． ５ μ Ｍ で 、 ２ ５ ℃ に て Shimadzu 1201 Ｕ Ｖ /可 視 光  分 光 光 度 計 で 測 定 し た 。 比 較 し
易 い よ う に ビ ー コ ン プ ロ ー ブ お よ び 本 発 明 の 対 応 す る プ ロ ー ブ の 各 ペ ア の ス ペ ク ト ル を 、
各 々 図 ５ Ａ 、 ５ Ｂ 、 ５ Ｃ に 示 し た 。 す べ て の ホ モ 二 重 標 識 の ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は よ り 短 い
波 長 の 肩 の ピ ー ク を 示 し た が 、 こ れ は 色 素 ダ イ マ ー の 形 成 を 示 す (Blackman et al., 2002
, Biochemistry; Packard et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci.)。 こ れ に 反 し て 本 発
明 の プ ロ ー ブ は 、 単 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 消 化 さ れ た 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
も の と 類 似 す る ス ペ ク ト ル を 有 し て い た （ 実 施 例 ５ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 （ 実 施 例 ８ ）
　 （ 本 発 明 に 従 っ て の 二 重 標 識 プ ロ ー ブ の 、 対 応 す る ホ モ 二 重 標 識 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ と の
シ グ ナ ル 強 度 の 比 較 ）
　 こ の 実 験 は 、 本 発 明 に 従 っ て の ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ が 、 対 応 す る 二 重 標 識 ビ ー コ ン プ
ロ ー ブ よ り 数 倍 感 度 が 高 い こ と を 実 証 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 ２ ４ ） を
含 有 す る ｐ Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ プ ラ ス ミ ド か ら 、 実 施 例 ４ の も の と 同 一 の プ ラ イ マ ー お よ び 条 件 を 用
い て 増 幅 し た 。 実 施 例 ７ の ６ つ の 各 プ ロ ー ブ （ ３ つ の 本 発 明 の ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ お よ
び ３ つ の 対 応 す る ビ ー コ ン プ ロ ー ブ ） を 使 用 し て 、 ４ つ の 異 な る プ ロ ー ブ 濃 度 、 す な わ ち
１ ２ ５ ｎ Ｍ 、 ２ ５ ０ ｎ Ｍ 、 ５ ０ ０ ｎ Ｍ 、 お よ び １ ｍ Ｍ で 各 々 増 幅 反 応 を 追 跡 し た 。 増 幅 は
、 す べ て の 反 応 が 完 了 し て い る こ と を 確 実 に す る た め 、 過 剰 な サ イ ク ル 数 で 行 っ た 。 加 え
て ゲ ル 電 気 泳 動 は 、 等 量 の 増 幅 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が ３ つ の す べ て の 反 応 に つ い て 形 成 さ れ た こ と
を 明 ら か に し た 。 本 発 明 の ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ お よ び 関 連 す る ビ ー コ ン プ ロ ー ブ の 各 ペ
ア に 関 す る 動 力 学 プ ロ フ ィ ー ル を 、 各 々 図 ６ Ａ 、 ６ Ｂ 、 ６ Ｃ に 示 す 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 図 ６ Ａ 、 ６ Ｂ 、 ６ Ｃ の デ ー タ は 、 同 じ 濃 度 で 使 用 し た 場 合 に 本 発 明 に 従 っ て の プ ロ ー ブ
が 、 対 応 す る ビ ー コ ン プ ロ ー ブ よ り 数 倍 感 度 が 高 い こ と を 明 確 に 示 す 。 こ の 図 に お い て 、
ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は １ ｍ Ｍ の 濃 度 で さ え も 完 全 に 飽 和 に な ら な か っ た の に 対 し て 、 本 発 明
の 関 連 す る プ ロ ー ブ は ２ ５ ０ ｎ Ｍ ま た は ２ ５ ０ ｎ Ｍ 程 度 で 飽 和 を 表 示 し た こ と も ま た 示 さ
れ た 。 こ の 遅 れ た 飽 和 は 、 所 定 の 時 間 に お け る 標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に プ
ロ ー ブ 全 量 の 一 部 の み を 利 用 可 能 と す る 、 開 い た 及 び 閉 じ た ビ ー コ ン の 立 体 配 置 の 間 の 平
衡 に よ る （ 図 ７ ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 （ 実 施 例 ９ ）
　 （ Ｆ Ａ Ｍ お よ び Ｃ Ｒ １ １ ０ の 混 合 物 で 標 識 し た プ ロ ー ブ ）
　 こ の 実 験 は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 レ ポ ー タ ー 色 素 の 混 合 物 で 標 識 す る こ と
が で き る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 １ つ の ６ － Ｆ Ａ Ｍ お よ び １ つ の ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で 標 識 し た プ ロ ー ブ を 合 成 す る た め 、 二
重 ア ミ ン 修 飾 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ 配 列 で あ る ５ ’ － (Ａ ｍ － Ｌ ３ － ) Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ
Ｃ 　 Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ  (－ Ｌ １ － Ａ ｍ )－ ３ ’ を 、 ６ － Ｆ Ａ Ｍ 　 Ｓ Ｅ お よ び ６ － Ｃ Ｒ １
１ ０ 　 Ｓ Ｅ の １ ： １ 混 合 物 と 反 応 さ せ た 。 こ の ラ ベ リ ン グ 反 応 は 、 ４ つ の 二 重 標 識 生 成 物
： １ ） ５ ’ － (６ － Ｆ Ａ Ｍ － Ｌ ３ － ) Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ 　 Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ  (Ｌ １

－ ６ － Ｆ Ａ Ｍ )－ ３ ’ ； ２ ） ５ ’ － (６ － Ｆ Ａ Ｍ － Ｌ ３ － ) Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ 　 Ｇ Ｔ Ｔ
Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ  (Ｌ １ － ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ )－ ３ ’ ； ３ ） ５ ’ － (６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － ) Ｃ
Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ 　 Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ  (Ｌ １ － ６ － Ｆ Ａ Ｍ )－ ３ ’ ； ４ ） ５ ’ － (６ －
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Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － ) Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ 　 Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ  (Ｌ １ － ６ － Ｃ Ｒ １ １
０ )－ ３ ’ を 生 成 し た 。 生 成 物 を Ｃ １ ８ 　 Ｒ Ｐ 　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 精 製 し 、 生 成 物 １ ） お よ
び ４ ） に 対 応 す る ピ ー ク を 、 個 別 に 調 製 し た 生 成 物 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 保 持 時 間 と 比 較 す る こ と に
よ り 同 定 し た 。 生 成 物 １ ） お よ び 生 成 物 ４ ） の 曲 線 の 間 に 保 持 時 間 を 有 す る ピ ー ク は 、 ２
つ の ヘ テ ロ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ の 曲 線 と し 、 Ｕ Ｖ /可 視 光 分 光 学 に よ り 分 画 を 集 め 、 分 析 し
た 。 図 ８ Ａ は 、 生 成 物 １ ） （ 曲 線 ８ ０ ） 、 生 成 物 ２ ） お よ び ３ ） （ 曲 線 ８ １ ） 、 な ら び に
生 成 物 ４ ） （ 曲 線 ８ ２ ） の Ｕ Ｖ /可 視 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 。 ヘ テ ロ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ （ 生
成 物 ２ ） お よ び ３ ） ） の ス ペ ク ト ル は 、 予 想 さ れ る よ う に ２ つ の ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ の
曲 線 の 間 に 落 ち 着 い た 。 次 に 単 離 し た プ ロ ー ブ を 、 実 施 例 ４ に 使 用 し た の と 同 一 の 条 件 下
で 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 増 幅 の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。 図 ８ Ｂ は 、 こ の 単 離 し た
プ ロ ー ブ を 使 用 し て の Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 増 幅 の 動 力 学 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 あ る い は ヘ テ ロ 二 重 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 別 々 の ス テ ッ プ で 色 素 を 連 結 す る こ と
に よ り 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ に 基 づ い た プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 合 成 す る た め の 従 来 の 方 法 で 作
製 す る こ と が で き る 。 し か し こ の 実 施 例 に 記 載 し た 合 成 法 を 、 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
最 善 の 性 能 を 得 ら れ る と 思 わ れ る 、 至 適 色 素 ペ ア に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の 迅 速 な 方 法 と
な っ て よ い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 （ 実 施 例 １ ０ ）
　 （ ホ モ 二 重 標 識 プ ラ イ マ ー ）
　 こ れ ら の 実 験 は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を モ ニ タ ー す る た め の 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー と し て の 、
本 発 明 に 従 っ て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に つ い て 実 証 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 第 １ の 実 験 に お い て 、 ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ 　 Ｓ Ｅ を 、 ジ ア ミ ン 修 飾 プ ラ イ マ ー で あ る ５ ’ －
(Ａ ｍ － Ｌ ３ － ) Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ (－ Ｌ ２ － Ａ ｍ )Ｃ － ３ ’ と 反 応
さ せ る こ と に よ り 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 増 幅 の た め の 蛍 光 発 生 性 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー で あ
る （ ５ ’ － (５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － ) Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ (－ Ｌ ２ －
５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ )Ｃ － ３ ’ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 表 １ ） を 合 成 し た 。 こ の ジ ア ミ ン 修 飾 プ ラ イ
マ ー に お い て 、 １ つ の ア ミ ン は Ｃ ６ 脂 肪 族 リ ン カ ー を 介 し て ５ ’ リ ン 酸 に 連 結 さ れ 、 も う
１ つ の ア ミ ン は １ ０ 原 子 脂 肪 族 リ ン カ ー を 介 し て Ｎ ｏ ． １ ８ の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ｄ Ｔ
の 塩 基 に 連 結 さ れ て い る （ 合 成 の 詳 細 に つ い て は 実 施 例 １ を 参 照 の こ と ） 。 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺
伝 子 の 増 幅 は 、 以 下 ： １ ） プ ロ ー ブ を 使 用 し な か っ た ； ２ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 上 の
ホ モ 二 重 標 識 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー に 置 き 換 え た ； そ し て ３ ） ３ 種 類 の 鋳 型 の コ ピ ー 数 ：
１ ０ ０ 万 、 １ ０ ０ ０ 、 お よ び ゼ ロ （ コ ン ト ロ ー ル ） を 使 用 し た こ と を 除 い て 実 施 例 ４ に 使
用 し た も の と 同 一 の 条 件 を 使 用 し て 行 っ た 。 図 ９ Ａ は 増 幅 の プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 こ こ で
曲 線 ８ ７ 、 ８ ８ 、 お よ び ８ ９ は 各 々 、 １ ０ ０ 万 、 １ ０ ０ ０ の 鋳 型 の コ ピ ー 、 お よ び Ｎ Ｔ Ｃ
を 表 す 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 第 ２ の 実 験 に お い て 、 出 願 者 ら は ５ ’ 最 末 端 の Ｇ を 除 去 す る 以 外 は 、 上 の フ ォ ワ ー ド 蛍
光 発 生 性 プ ラ イ マ ー と 同 一 の も う １ つ の 二 重 標 識 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － (５ － Ｃ
Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － ) Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ (－ Ｌ ２ － ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ )Ｃ －
３ ’ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 表 １ ） を 合 成 し た 。 同 様 に 、 第 １ の 実 験 に お け る の と 同 じ ３ 種 類 の
鋳 型 の コ ピ ー 数 を 使 用 し て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 っ た 。 図 ９ Ｂ は 増 幅 の プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。
図 中 曲 線 ９ ０ ， ９ １ 、 お よ び ９ ２ は 各 々 、 鋳 型 の コ ピ ー 数 　 １ ０ ０ 万 、 １ ０ ０ ０ お よ び ゼ
ロ を 各 々 表 す 。 こ の 結 果 は 、 本 発 明 に 従 っ て の ホ モ 二 重 標 識 プ ラ イ マ ー の 成 功 し た 増 幅 は
、 Ｇ ヌ ク レ オ チ ド に 付 随 す る 蛍 光 消 光 /非 消 光 、 す な わ ち Ｌ Ｕ Ｘ プ ラ イ マ ー の 作 用 メ カ ニ
ズ ム (Nazarenko et al., 2002,Nucleic Acid Research)に よ る の で は な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 第 ３ の 実 験 に お い て 、 出 願 者 ら は ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ 　 Ｓ Ｅ を 、 ジ ア ミ ン 修 飾 リ バ ー ス プ ラ
イ マ ー で あ る ５ ’ － (Ａ ｍ － Ｌ ２ － ) Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ  (－ Ｌ ２ Ａ
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ｍ )Ｔ Ｃ － ３ ’ と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 ホ モ 二 重 標 識 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー で あ る ５ ’ － (
５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － ) Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ (－ Ｌ ３ － ５ Ｃ Ｒ １ １
０ )Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 １ ７ 、 表 １ ） を 合 成 し た 。 こ の ジ ア ミ ン 修 飾 リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー に お い て 、 １ つ の ア ミ ン は Ｃ ６ 脂 肪 族 リ ン カ ー を 介 し て ５ ’ リ ン 酸 に 連 結 さ れ 、 も う １
つ の ア ミ ン は １ ０ 原 子 脂 肪 族 リ ン カ ー を 介 し て Ｎ ｏ ． １ ８ の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ｄ Ｔ の
塩 基 に 連 結 さ れ て い る 。 同 様 に Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 を 、 以 下 ： １ ） 通 常 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ
マ ー を 使 用 し た ； ２ ） 上 の ホ モ 二 重 標 識 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 、 こ と を 除 い て 第
１ の 実 験 に 使 用 し た も の と 同 一 の 条 件 を 使 用 し て 増 幅 し た 。 図 ９ Ｃ は 増 幅 の プ ロ フ ィ ー ル
を 示 す 。 図 中 曲 線 ９ ３ 、 ９ ４ 、 お よ び ９ ５ は 各 々 、 １ ０ ０ 万 、 １ ０ ０ ０ 、 お よ び ゼ ロ の 鋳
型 の コ ピ ー 数 を 表 す 。 第 １ お よ び 第 ２ の 実 験 か ら の デ ー タ は 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ま た
は リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の い ず れ か を 、 核 酸 の 検 出 の た め に 本 発 明 に 従 っ て 蛍 光 発 生 性 の 標
識 を す る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ホ モ 二 重 標 識 プ ラ イ マ ー の 蛍 光 消 光 /非 消 光 が 、 標 的 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 後
の 色 素 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 相 互 作 用 の 差 異 に 起 因 す る と い う 可 能 性 を 除 く た め
、 出 願 者 ら は ２ つ の コ ン ト ロ ー ル プ ラ イ マ ー 、 す な わ ち ５ ’ 末 端 単 標 識 を 伴 う １ つ の プ ラ
イ マ ー （ ５ ’ － (５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － ) Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ － ３
’ 配 列 番 号 １ ８ 、 表 １ ） 、 お よ び １ ０ 原 子 リ ン カ ー を 介 し て Ｎ ｏ ． １ ７ ｄ Ｔ の 塩 基 に 連 結
さ れ た １ つ の ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ を 伴 う も う １ つ の プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － （ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ
Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ (－ Ｌ ２ － ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ )Ｃ ） － ３ ’ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 表 １ ） を 合 成 し
た 。 図 ９ Ｄ お よ び ９ Ｅ が 示 す よ う に 、 最 終 産 物 の ゲ ル 電 気 泳 動 は 、 双 方 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 が 通
常 ど お り 進 行 し た こ と を 明 ら か に し た が 、 ５ ’ 末 端 標 識 プ ラ イ マ ー （ 曲 線 ９ ７ 、 図 ９ Ｄ ）
お よ び ｄ Ｔ 標 識 プ ラ イ マ ー （ 曲 線 ９ ９ 、 　 図 ９ Ｅ ） の い ず れ も Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に は 応 答 し な か
っ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 な お も う １ つ の コ ン ト ロ ー ル 実 験 に お い て 、 出 願 者 ら は １ ０ 原 子 の フ レ キ シ ブ ル な リ ン
カ ー を 介 し て Ｎ ｏ ． １ ８ 　 ｄ Ｔ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ た 色 素 ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ を 伴 う 単 標
識 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ  (－ Ｌ ２ － ５ －
Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｃ － ３ ’ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 表 １ ） を 合 成 し た 。 こ の プ ラ イ マ ー は 、 実 験 １ )
お よ び ３ ） の ホ モ 二 重 標 識 プ ラ イ マ ー と 同 様 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に 組 み 込 ま れ た 時 に 増 幅 反 応
に 対 し て ま さ に 正 の 応 答 を し た 。 こ の 観 察 の 可 能 性 あ る 説 明 と し て 、 ５ ’ 最 末 端 の ｄ Ｇ ヌ
ク レ オ チ ド が ３ ’ 末 端 へ と ル ー プ を 形 成 し 、 Ｌ Ｕ Ｘ プ ラ イ マ ー の 場 合 に お け る よ う に フ ル
オ ロ フ ォ ア を 消 光 す る と 思 わ れ る と 考 え ら れ る （ 図 ９ Ｆ ） 。 こ の 仮 説 を 検 討 す る た め 、 出
願 者 ら は ５ ’ 末 端 の ｄ Ｇ を 除 去 し た 単 標 識 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ
Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ  (－ Ｌ ２ － ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ )Ｃ － ３ ’ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 表 １ ） を 合
成 し た 。 図 ９ Ｅ に 示 す よ う に 、 こ の プ ラ イ マ ー は 増 幅 反 応 に 応 答 す る こ と は で き な か っ た
。 こ の 結 果 は 、 本 実 施 例 の 第 ２ の 実 験 結 果 に 沿 っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド Ｇ に 伴 う 蛍 光 消 光 ／ 非
消 光 の 不 在 下 に お い て 、 本 発 明 の 蛍 光 発 生 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も ２ つ の レ
ポ ー タ ー 色 素 を 必 要 と す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 （ 実 施 例 １ １ ）
　 （ １ 対 の ホ モ 二 重 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て の Ｓ Ｎ Ｐ タ イ ピ ン グ ）
　 Tappら は 、 コ ド ン １ ０ の エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 遺 伝 子 の Ｃ か ら Ｔ へ の 転 移 に 対 し て 各 々 、
Ｆ Ａ Ｍ お よ び Ｔ Ｅ Ｔ で 各 々 標 識 し た １ 対 の TaqManプ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ り 、 Ｓ Ｎ Ｐ
タ イ ピ ン グ を 示 し た 。 こ の 実 験 は 、 各 々 Ｆ Ａ Ｍ お よ び Ｔ Ｅ Ｔ の 代 わ り に 、 Ｃ Ｒ １ １ ０ ま た
は Ｒ ６ Ｇ で 標 識 し た １ 対 の Ａ ｌ ｌ Ｇ ｌ ｏ プ ロ ー ブ が 、 こ の 目 的 の た め に 均 等 に 十 分 に 作 用
す る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｓ Ｎ Ｐ タ イ ピ ン グ 反 応 は 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ３
． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ２ ｍ Ｍ 　 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ ユ ニ ッ ト の Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ Ｔ ａ ｑ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ
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(ABI, Foster City, CA)、 ０ ． ５ μ Ｍ 　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー で あ る ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ
Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ａ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ２ ６ ） 、 ０ ． ５ μ Ｍ 　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
で あ る ５ ’ － Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ２ ７ ） 、 ０ ． ２ μ
Ｍ 　 Ｅ Ｒ コ ド ン １ ０ Ｃ プ ロ ー ブ で あ る ５ ’ － （ ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ － Ｌ ３ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ
Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ (－ Ｌ １ － ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ )－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ２ ８ ） 、 ２ μ Ｍ 　
Ｅ Ｒ コ ド ン １ ０ Ｔ プ ロ ー ブ で あ る ５ ’ － （ ５ － Ｒ ６ Ｇ － Ｌ ３ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ
Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ (－ Ｌ １ － ５ － Ｒ ６ Ｇ )－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ２ ９ ） 、 お よ び タ イ ピ ン グ す る
モ デ ル の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る ２ ０ μ ｌ 反 応 液 中 で 行 っ た 。 こ の 反 応 の プ ロ フ ィ ー
ル は 、 ７ 分 間 ９ ５ ℃ の 後 、 ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 間 お よ び ６ ０ ℃ で ２ ０ 秒 間 を ５ ０ サ イ ク ル に 設
定 し た 。 蛍 光 は 、 Ｆ Ａ Ｍ お よ び Ｔ Ｅ Ｔ の チ ャ ネ ル 双 方 か ら ６ ０ ℃ の ス テ ッ プ で 同 時 に 測 定
し た 。 ホ モ 接 合 体 Ｃ Ｃ モ デ ル 遺 伝 子 型 は 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ （ Ｃ ） 、 す な わ ち Ｓ Ｎ Ｐ が Ｃ
で あ る エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 遺 伝 子 の コ ド ン １ ０ の 側 面 に 位 置 す る １ ０ ６ ｂ ｐ の 挿 入 部 分 （
配 列 番 号 ３ ０ ） を 含 有 す る ｐ Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ プ ラ ス ミ ド の 、 １ ０ ６ コ ピ ー か ら 成 る ； ホ モ 接 合 体
Ｔ Ｔ モ デ ル 遺 伝 子 型 は 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｒ （ Ｔ ） 、 す な わ ち Ｓ Ｎ Ｐ が Ｔ で あ る エ ス ト ロ ゲ
ン 受 容 体 遺 伝 子 の コ ド ン １ ０ の 側 面 に 位 置 す る １ ０ ６ ｂ ｐ の 挿 入 部 分 （ 配 列 番 号 ３ １ ） を
含 有 す る ｐ Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ プ ラ ス ミ ド の 、 １ ０ ６ コ ピ ー よ り 成 る ； ヘ テ ロ 接 合 体 Ｃ Ｔ 遺 伝 子 型 は
、 ｐ Ｅ Ｒ （ Ｃ ） の ０ ． ５ × １ ０ ５ コ ピ ー お よ び ｐ Ｅ Ｒ （ Ｃ ） の ０ ． ５ × １ ０ ５ コ ピ ー よ り
成 る 。 こ の ３ つ の 遺 伝 子 型 は ３ つ の 識 別 さ れ る 増 幅 プ ロ フ ィ ー ル の パ タ ー ン を 示 し 、 こ れ
ら の パ タ ー ン は 以 下 の と お り で あ る ： ホ モ 接 合 体 Ｃ Ｃ は 高 い Ｃ Ｒ １ １ ０ シ グ ナ ル （ 曲 線 １
３ １ 、 図 １ ０ Ａ ） お よ び 非 常 に 低 い Ｒ ６ Ｇ シ グ ナ ル （ 曲 線 １ ３ ２ 、 図 １ ０ Ａ ） を 有 し た ；
ホ モ 接 合 体 Ｔ Ｔ は 低 い Ｃ Ｒ １ １ ０ シ グ ナ ル （ 曲 線 １ ３ ５ 、 図 １ ０ Ｃ ） お よ び 高 い Ｒ ６ Ｇ シ
グ ナ ル （ 曲 線 １ ３ ６ 、 図 １ ０ Ｃ ） を 有 す る ； ヘ テ ロ 接 合 体 Ｃ Ｔ は 中 程 度 の レ ベ ル の Ｃ Ｒ １
１ ０ シ グ ナ ル （ 曲 線 １ ３ ３ 、 図 １ ０ Ｂ ） お よ び 中 程 度 の レ ベ ル の Ｒ ６ Ｇ シ グ ナ ル （ 曲 線 １
３ ４ 、 図 １ ０ Ｂ ） を 有 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 （ 実 施 例 １ ２ ）
　 （ ｅ ｘ ｏ － Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る 増 幅 ）
　 こ の 実 験 は 、 プ ロ ー ブ の 開 裂 の 代 わ り に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 蛍 光 シ グ ナ ル を
モ ニ タ ー す る リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 、 ｅ ｘ ｏ － Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 使 用 に つ い て
実 証 す る 。 増 幅 は 、 あ ら か じ め 混 合 し て お い た バ ッ フ ァ ー お よ び Titanium Taq (BD Biosc
iences, Mountain View, CA)を 含 有 す る ２ ０ μ ｌ 反 応 溶 液 中 で 行 っ た 。 ｐ Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ プ ラ ス
ミ ド 中 の Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 ３ ２ ） を 、 ２ μ Ｍ 　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
で あ る ５ ’ － Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ａ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ３ ３ ） 、
０ ． ２ μ Ｍ 　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー で あ る ５ ’ － Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ
Ｃ Ａ Ａ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ３ ４ ） で 増 幅 し た 。 最 終 濃 度 ０ ． ５ μ Ｍ の 二 重 ６ － Ｒ Ｏ Ｘ 標 識 Ｈ
Ｃ Ｖ プ ロ ー ブ で あ る ５ ’ － （ ６ － Ｒ Ｏ Ｘ － Ｌ ３ － Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ
Ａ Ａ Ｃ －  (－ Ｌ １ － ６ － Ｒ Ｏ Ｘ )－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ３ ５ ） を 各 反 応 に 使 用 し た 。 温 度 管 理
は ２ 分 間 ９ ５ ℃ の 後 、 ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 間 、 ６ ０ ℃ で ２ ０ 秒 間 、 お よ び ７ ２ ℃ で ５ 秒 間 を ５
０ サ イ ク ル に 設 定 し た 。 蛍 光 は ６ ０ ℃ の ス テ ッ プ で 測 定 し た 。 鋳 型 の １ ０ 倍 段 階 希 釈 を 行
い 、 増 幅 プ ロ ッ ト の 滴 定 曲 線 を 作 成 し た 。 図 １ ２ は 鋳 型 の １ ０ ６ コ ピ ー （ 曲 線 １ ４ ０ ） か
ら 鋳 型 の １ コ ピ ー （ 曲 線 １ ４ ６ ） ま で を 用 い て 開 始 す る 前 述 の 反 応 の 増 幅 プ ロ ッ ト を 示 す
。 Ｎ Ｔ Ｃ （ 鋳 型 な し の コ ン ト ロ ー ル 、 曲 線 １ ４ ８ ） も ま た こ の 図 に 示 す 。 挿 入 図 は 、 Ｃ ｔ
値 が 開 始 時 の コ ピ ー 数 の 対 数 に 負 に （ reversibly） 相 関 す る こ と を 示 す （ 曲 線 １ ４ ８ ） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 個 々 の 各 出 願 、 特 許 、 ま た は 特 許 出 願 を そ の 全 内 容 に お い て 本 明 細 書 に て 参 照 と し て 援
用 し 、 説 明 す る こ と を 、 具 体 的 に そ し て 個 別 に 示 し た か の よ う に 、 本 明 細 書 に 引 用 し た す
べ て の 公 開 、 特 許 、 特 許 出 願 を 、 本 明 細 書 に て 参 照 と し て 援 用 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 具 体 的 に そ う で は な い と 同 定 し て い な け れ ば 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る す べ て の 用 語
は 、 そ れ ら の 規 定 の お よ び 習 慣 的 な 専 門 用 語 を 含 む た め に 使 用 す る 。 さ ら に 、 具 体 的 な 成
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分 お よ び ス テ ッ プ を 有 す る 診 断 用 の 検 査 お よ び 医 学 的 治 療 デ バ イ ス の 様 々 な 態 様 を 本 明 細
書 に 記 載 し 説 明 す る が 、 い か な る 選 択 さ れ た 態 様 も 可 能 な 場 合 に は 、 別 の 態 様 に 記 載 し た
１ つ ま た は そ れ よ り 多 く の 具 体 的 な 成 分 お よ び /ま た は ス テ ッ プ を 含 む こ と が で き る こ と
と 、 理 解 さ れ る も の と す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 さ ら に 本 明 細 書 に 述 べ た 操 作 、 証 拠 、 ま た は 発 見 の い か な る 理 論 も 、 本 発 明 の 理 解 を さ
ら に 高 め る こ と を 意 味 し て お り 、 本 発 明 の 範 囲 を そ の よ う な 理 論 、 証 拠 、 ま た は 発 見 に 依
存 さ せ る 意 図 は な い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 を 、 図 面 お よ び 前 述 の 記 載 に お い て 詳 細 に 説 明 お よ び 記 載 し て き た が 、 前 記 の 図
面 お よ び 記 載 は 特 徴 を 説 明 す る も の と し て 考 え ら れ る べ き で あ り 、 制 限 す る も の と し て 考
え ら れ る べ き で は な く 、 ま た 好 ま し い 態 様 の み を 示 し 記 載 し て い る に 過 ぎ ず 、 本 発 明 の 精
神 の 範 疇 に あ る す べ て の 変 更 お よ び 修 飾 は 保 護 さ れ る こ と を 所 望 す る こ と と 理 解 さ れ る も
の と す る 。 そ し て 本 発 明 は 具 体 的 な 実 施 例 、 お よ び 理 論 的 議 論 、 タ ン パ ク 質 お よ び Ｄ Ｎ Ａ
配 列 、 金 銭 面 、 お よ び 図 解 を 用 い て 説 明 し た が 、 こ れ ら の 実 施 例 、 議 論 、 図 解 、 配 列 、 金
銭 面 、 お よ び 付 随 す る 考 察 は 、 本 発 明 を 限 定 す る も の と し て 決 し て 解 釈 さ れ る べ き で は な
い 。 本 開 示 の 要 約 は 、 文 書 を 検 索 す る 人 に 便 宜 を 図 る た め に 含 む ； 要 約 は 本 発 明 の 概 要 で
は な く 、 請 求 の 範 囲 ま た は 明 細 書 を 解 釈 ま た は 限 定 す る た め に 使 用 す べ き で は な い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 表 １ は 、 本 文 を 通 し て 言 及 し た い く つ か の 配 列 、 な ら び に 一 部 の 態 様 を 実 践 す る た め に
適 す る い く つ か の 連 結 分 子 の 構 造 の 簡 潔 な リ ス ト で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ８ 】
　 表 ２ は 、 ラ ベ リ ン グ 分 子 お よ び 消 光 分 子 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 す る た め に 一 部 の
態 様 で 使 用 す る こ と の で き る 、 い く つ か の 求 電 子 基 お よ び 求 核 基 を 含 む 反 応 基 の 部 分 的 な
リ ス ト で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ０ 】
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配 列 リ ス ト 。 添 付 す る ペ ー ジ の セ ッ ト は 、 使 用 す る 配 列 の い く つ か を よ り 詳 細 に 列 記 す る
。
【 ０ １ ７ １ 】
【 表 ３ － １ 】
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【 ０ １ ７ ２ 】
【 表 ３ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ３ 】
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【 表 ３ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ４ 】
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【 表 ３ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ５ 】
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【 表 ３ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ６ 】
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【 表 ３ － ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ７ 】
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【 表 ３ － ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ８ 】
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【 表 ３ － ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ９ 】
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【 表 ３ － ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に 伴 う い く つ か の パ ラ メ ー タ を 説 明 す る 、 典 型 的 な
リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ の 進 行 に つ い て の 概 略 増 幅 プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ２ Ａ 】 図 ２ Ａ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 を 増 幅 し た 時 に 得 ら れ た デ ー タ の プ ロ
ッ ト を 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ６ － Ｒ Ｏ Ｘ 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の
様 々 な 開 始 時 濃 度 で 得 た 。 （ 実 施 例 ２ ）
【 図 ２ Ｂ 】 図 ２ Ｂ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 を 増 幅 し た 時 に 得 ら れ た デ ー タ の プ ロ
ッ ト を 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 様 々 な 濃 度 で ６ Ｃ Ｒ １ １ ０ 標 識 プ ロ
ー ブ を 用 い て 得 た 。 （ 実 施 例 ３ ）
【 図 ２ Ｃ 】 図 ２ Ｃ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 増 幅 し た Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 で 得 ら れ た デ ー タ の プ ロ ッ ト
を 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 様 々 な 開 始 時 濃 度 か ら ６ Ｃ Ｒ １ １ ０ 標 識 プ ロ
ー ブ を 用 い て 得 た 。 （ 実 施 例 ３ ）
【 図 ２ Ｄ 】 図 ２ Ｄ は 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の １ ０ ０ ， ０ ０ ０ コ ピ ー か ら 、 非 ス ル ホ ン 化 シ ア
ニ ン 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 増 幅 し た Ｍ Ｃ Ｇ 遺 伝 子 の 増 幅 プ ロ ッ ト を 示 す 。 （ 実 施 例 ２ ）
【 図 ３ Ａ 】 図 ３ Ａ は 、 TaqManプ ロ ー ブ を 、 本 発 明 の １ つ の 態 様 に 準 拠 し て 作 製 し た プ ロ ー
ブ と 比 較 す る こ と に よ り 得 た デ ー タ を 示 す 。 TaqManプ ロ ー ブ は ５ ’ 末 端 を Ｊ Ｏ Ｅ で 、 ３ ’
末 端 を Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ で 標 識 し た ； 本 発 明 の プ ロ ー ブ は TaqManプ ロ ー ブ と 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る が 、 ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 の 双 方 を Ｒ ６ Ｇ で 標 識 し た 。 （ 実 施 例 ４ ）
【 図 ３ Ｂ 】 図 ３ Ｂ は 、 TaqManプ ロ ー ブ の 、 本 発 明 の １ つ の 態 様 に 準 拠 し て 作 製 し た プ ロ ー
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ブ と の 比 較 の 結 果 を 示 す 。 TaqManプ ロ ー ブ は ５ ’ 末 端 を Ｆ Ａ Ｍ で 、 ３ ’ 末 端 を Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ
で 標 識 し た ； 本 発 明 の プ ロ ー ブ は TaqManプ ロ ー ブ と 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る
が 、 ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 の 双 方 を ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で 標 識 し た 。 （ 実 施 例 ４ ）
【 図 ３ Ｃ 】 図 ３ Ｃ は 、 TaqManプ ロ ー ブ の 、 本 発 明 の １ つ の 態 様 に 準 拠 し て 作 製 し た プ ロ ー
ブ と の 比 較 の 結 果 を 示 す 。 ABIか ら の 配 列 の 開 示 さ れ て い な い TaqManプ ロ ー ブ は 、 ５ ’ 末
端 に Ｆ Ａ Ｍ を 、 ３ ’ 末 端 に Ｍ Ｇ Ｂ お よ び ク エ ン チ ャ ー を 有 し た ； 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 ５
’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 の 双 方 を ６ Ｃ Ｒ １ １ ０ で 標 識 し た 。 （ 実 施 例 ４ ）
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Ａ は 、 双 方 の 末 端 を ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ の ２ つ の 分 子 で 標 識 し た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ
ロ ー ブ の 、 Ｓ １ 消 化 の 前 後 双 方 の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す （ 配 列 番 号 ３ 、 実 施 例 ５ ） 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Ｂ は 、 ５ ’ 末 端 を １ つ の ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で 標 識 し た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ （
配 列 番 号 １ ０ ） の Ｓ １ 消 化 の 前 後 双 方 の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す （ 実 施 例 ５ ） 。
【 図 ４ Ｃ 】 図 ４ Ｃ は 、 ３ ’ 末 端 を １ つ の ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で 標 識 し た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ （
配 列 番 号 １ １ ） の Ｓ １ 消 化 の 前 後 双 方 の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す （ 実 施 例 ５ ） 。
【 図 ４ Ｄ 】 図 ４ Ｄ は 、 ４ Ａ 、 ４ Ｂ お よ び ４ Ｃ で 使 用 し た ３ つ の プ ロ ー ブ を 用 い て 得 ら れ た
増 幅 プ ロ ッ ト を 示 す 。 （ 実 施 例 ６ ）
【 図 ５ Ａ 】 図 ５ Ａ は 、 ２ つ の ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ で 標 識 し た 直 鎖 状 お よ び ス テ ム ル ー プ の Ｇ Ａ
Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す 。 こ の 図 は ス テ ム ル ー プ 構 造 が ６ － Ｃ Ｒ １ １ ０ ダ
イ マ ー の 形 成 を 促 進 す る こ と を 示 す 。 （ 実 施 例 ７ ）
【 図 ５ Ｂ 】 図 ５ Ｂ は 、 ２ 分 子 の ６ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ で 標 識 し た 直 鎖 状 お よ び ス テ ム ル ー プ の Ｇ
Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は ス テ ム ル ー プ 構 造 が ６ － Ｔ
Ａ Ｍ Ｒ Ａ ダ イ マ ー の 形 成 を 強 く 促 進 す る こ と を 示 す 。 （ 実 施 例 ７ ）
【 図 ５ Ｃ 】 図 ５ Ｃ は 、 ２ 分 子 の ６ － Ｒ Ｏ Ｘ で 標 識 し た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ ー ブ に 関 す る 、 直 鎖
状 プ ロ ー ブ お よ び ス テ ム ル ー プ プ ロ ー ブ の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す 。 こ の 図 に 示 し た デ ー タ
は 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 が ６ － Ｒ Ｏ Ｘ ダ イ マ ー の 形 成 を 強 く 促 進 す る こ と を 示 す 。 （ 実 施 例
７ ）
【 図 ６ Ａ 】 図 ６ Ａ は 、 様 々 な プ ロ ー ブ 濃 度 で の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 、 二 重 に ６ －
Ｃ Ｒ １ １ ０ 標 識 し た 直 鎖 状 プ ロ ー ブ お よ び ス テ ム ル ー プ プ ロ ー ブ の 性 能 の 比 較 の 結 果 を 示
す 。 こ の 図 は 直 鎖 状 プ ロ ー ブ が 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る プ ロ ー ブ よ り 有 意 に 強 い シ
グ ナ ル を 発 す る こ と を 示 す 。 （ 実 施 例 ８ ）
【 図 ６ Ｂ 】 図 ６ Ｂ は 、 様 々 な プ ロ ー ブ 濃 度 で 測 定 し た リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 、 二 重
に ６ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ 標 識 し た 直 鎖 状 プ ロ ー ブ お よ び ス テ ム ル ー プ プ ロ ー ブ と の 性 能 の 比 較 を
示 す 。 こ の 図 は 直 鎖 状 プ ロ ー ブ が 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る プ ロ ー ブ よ り 有 意 に 強 い
シ グ ナ ル を 発 す る こ と を 示 す 。 （ 実 施 例 ８ ）
【 図 ６ Ｃ 】 図 ６ Ｃ は 、 様 々 な プ ロ ー ブ 濃 度 を 用 い た リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に お け る 、 二 重 に
６ － Ｒ Ｏ Ｘ 標 識 し た 直 鎖 状 プ ロ ー ブ お よ び ス テ ム ル ー プ プ ロ ー ブ の 性 能 の 比 較 を 示 す 。 こ
の 図 は 直 鎖 状 プ ロ ー ブ が 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 を 形 成 す る プ ロ ー ブ よ り 有 意 に 強 い シ グ ナ ル
を 発 す る こ と を 示 す 。 （ 実 施 例 ８ ）
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ を 用 い て の 核 酸 の 検 出 に 伴 う 化 学 平 衡 を 示 す 。 （ 実 施
例 ８ ）
【 図 ８ Ａ 】 図 ８ Ａ は 、 各 々 Ｆ Ａ Ｍ /Ｆ Ａ Ｍ 、 Ｆ Ａ Ｍ /Ｃ Ｒ １ １ ０ 、 お よ び Ｃ Ｒ １ １ ０ /Ｃ Ｒ
１ １ ０ の 色 素 の ペ ア の 組 み 合 わ せ で 標 識 し た ３ つ の プ ロ ー ブ の ス ペ ク ト ル を 示 す （ 実 施 例
９ ） 。
【 図 ８ Ｂ 】 図 ８ Ｂ は 、 図 ８ Ａ に 示 し た プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 さ れ た Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 増
幅 プ ロ ッ ト を 示 す 。 （ 実 施 例 ９ ）
【 図 ９ Ａ 】 図 ９ Ａ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 増 幅 か ら 、 そ し て Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の 二
重 ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ 標 識 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ５ ） を 用 い て 産 生 物 を 検 出 し て
得 た デ ー タ を 示 す 。 （ 実 施 例 １ ０ ）
【 図 ９ Ｂ 】 図 ９ Ｂ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 増 幅 か ら 、 そ し て Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の 二
重 ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ 標 識 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ６ ） を 用 い て 産 生 物 を 検 出 し て
得 た デ ー タ を 示 す 。 （ 実 施 例 １ ０ ）
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【 図 ９ Ｃ 】 図 ９ Ｃ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 増 幅 か ら 、 そ し て ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０
標 識 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ７ ） を 用 い て 産 生 物 を 検 出 し て 得 た デ ー タ を 示 す 。
（ 実 施 例 １ ０ ）
【 図 ９ Ｄ 】 図 ９ Ｄ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 増 幅 か ら 、 そ し て 二 重 ５ － Ｃ Ｒ １
１ ０ 標 識 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ５ ） 、 お よ び ５ ’ 末 端 を ５ － Ｃ Ｒ １ １ ０ 単 標
識 し た 同 じ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ８ ） を 用 い て 産 生 物 を 検 出 し て 得 た デ ー タ
を 示 す 。 こ の グ ラ フ は 、 二 重 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の み が 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー と し て
機 能 す る こ と を 実 証 す る 。 （ 実 施 例 １ ０ ）
【 図 ９ Ｅ 】 図 ９ Ｅ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 を 増 幅 し 、 そ し て 二 重 ５ － Ｃ Ｒ １ １
０ 標 識 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ６ ） 、 お よ び ３ ’ 末 端 を 単 標 識 し た 同 じ フ ォ ワ
ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ９ ） を 用 い て 産 生 物 を 検 出 す る こ と に よ り 得 た デ ー タ の 比 較
で あ る 。 こ の グ ラ フ は 、 二 重 標 識 プ ラ イ マ ー の み が Ｐ Ｃ Ｒ 検 出 の た め の 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ
マ ー と し て 機 能 す る こ と を 実 証 す る 。 （ 実 施 例 １ ０ ）
【 図 ９ Ｆ 】 図 ９ Ｆ は 、 ５ ’ Ｇ が Ｌ Ｕ Ｘ プ ラ イ マ ー に お い て そ う で あ る よ う に ク エ ン チ ャ ー
と し て 作 用 す る こ と を 可 能 に す る と 思 わ れ る 、 可 能 性 の あ る 二 次 構 造 を 示 す 。 こ の 図 は ま
た 、 本 発 明 の 一 部 の 態 様 の 蛍 光 発 生 性 プ ラ イ マ ー が 、 Ｌ Ｕ Ｘ プ ラ イ マ ー の 機 能 の 原 因 と な
る も の と は 異 な る メ カ ニ ズ ム に 従 っ て 作 用 す る と 思 わ れ る こ と を 示 す 。 （ 実 施 例 １ ０ ）
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 モ デ ル の Ｓ Ｎ Ｐ タ イ ピ ン グ を 示 す 。 （ 実 施 例 １
１ ）
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り Ｈ Ｃ Ｖ 遺 伝 子 を 増 幅 し 、 そ し て 二 重 Ｒ Ｏ Ｘ 標 識 プ ロ ー
ブ （ 配 列 番 号 ３ ３ ） を 用 い て 産 生 物 を 検 出 す る こ と に よ り 得 た デ ー タ を 示 す 。 図 に 示 し た
よ う に 、 シ グ ナ ル は 、 エ ク ソ － マ イ ナ ス （ exo-minus） 活 性 を 呈 す る 酵 素 、 例 え ば Ｔ ａ ｑ
　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で 産 生 物 を 処 理 す る こ と に よ り 高 め ら れ た 。 （ 実 施 例 １ ２ ）
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【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ２ Ｃ 】

【 図 ２ Ｄ 】 【 図 ３ Ａ 】
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【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ３ Ｃ 】

【 図 ４ Ａ 】 【 図 ４ Ｂ 】
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【 図 ４ Ｃ 】 【 図 ４ Ｄ 】

【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ５ Ｃ 】 【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ６ Ｃ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ９ Ａ 】
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【 図 ９ Ｂ 】 【 図 ９ Ｃ 】

【 図 ９ Ｄ 】 【 図 ９ Ｅ 】
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【 図 ９ Ｆ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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ベ リ ン グ 分 子 は 互 い に ３ ～ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 内 に あ る 、
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　 当 該 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 の 少 な く と も ２ つ を 当 該 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド に 、 少 な く と も ２ つ の ラ ベ リ ン グ 分 子 が 互 い に ３ ～ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 内
に あ る よ う に 連 結 す る こ と ；
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　 標 的 分 子 に 相 補 的 な 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 で あ っ て 、 当 該 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ
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　 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 を 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 、 少
な く と も ２ つ の ラ ベ リ ン グ 分 子 が 互 い に ３ ～ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 内 に あ る よ う に 連 結
す る 手 段 ；
を 含 ん で な る 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 少 な く と も ２ つ の 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 で あ っ て 、 互 い の 励 起 波 長 の 約 １ ５ ｎ
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ｍ 以 内 に あ る 励 起 波 長 を 有 す る 光 度 測 定 可 能 な ラ ベ リ ン グ 分 子 、 を 含 む 第 一 の 標 識 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 こ こ で 、 少 な く と も ２ つ の ラ ベ リ ン グ 分 子 は 互 い に ３ ～ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド
の 範 囲 内 に あ る よ う に 前 記 第 一 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 さ れ て い る 、 を 提 供 し ；
そ し て
　 当 該 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 、 こ こ で 当 該 サ ン プ ル は 第 二 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ；
を 含 ん で な る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 核 酸 増 幅 反 応 お い て 使 用 し 、 こ こ で 前 記 反 応 が 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 多
重 Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ 、 お よ び リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ か ら 成 る 群
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　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 サ ン プ ル 中 の 核 酸 ポ リ マ ー の 標 的 配 列 の 存 在 を 同 定 す る た め の
プ ロ ー ブ で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 サ ン プ ル が 、 組 織 抽 出 物 、 細 胞 抽 出 物 、 体 液 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 核 酸 合 成 反 応 、 お よ び
Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 混 合 物 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 使 用 す る 方 法 。
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