
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的核酸上の を含む所望の塩基長範囲の増幅産物を得るための核酸増幅
方法であって、
　前記標的核酸の第一鎖の塩基配列に相補な配列を含み、かつ該第一鎖上の前記

に３’末端がハイブリダイズするべく設計された第１のプライマーと、前記標的核
酸の第二鎖の塩基配列に相補な配列を含み、該第二鎖上の前記 と塩基対を
なす部位に３’末端がハイブリダイズするべく設計された第２のプライマーとを用いて核
酸増幅を行うこと、及び
　前記核酸増幅における変性温度を 制御する
ことにより、前記所望の塩基長範囲の増幅産物を１本鎖に解離して、次の核酸合成反応の
鋳型とすることを特徴とする、前記核酸増幅方法。
【請求項２】
　前記所望の塩基長範囲の増幅産物が、前記第１のプライマーと第２のプライマーの３’
末端が前記標的核酸上の にハイブリダイズして合成される核酸である、請
求項 に記載の核酸増幅方法。
【請求項３】
　前記第１のプライマーと前記第２のプライマー塩基長が、いずれも１８～５０であるこ
とを特徴とする、請求項 に記載の核酸増幅方法。
【請求項４】
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　前記第１のプライマーと前記第２のプライマーの融解温度が実質的に同一であることを
特徴とする、請求項１～ のいずれか１項に記載の核酸増幅方法。
【請求項５】
　前記第１のプライマーと前記第２のプライマーにおけるグアニン及びシトシンの割合の
和が３５～６５％であることを特徴とする、請求項１～ のいずれか１項に記載の核酸増
幅方法。
【請求項６】
　標的核酸上の の配列を解析するための方法であって、
　前記標的核酸の第一鎖の塩基配列に相補な配列を含み、かつ該第一鎖上の前記

に３’末端がハイブリダイズするべく設計された第１のプライマーと、前記標的核
酸の第二鎖の塩基配列に相補な配列を含み、該第二鎖上の前記 と塩基対を
なす部位に３’末端がハイブリダイズするべく設計された第２のプライマーとを用いて核
酸増幅を行うこと、及び
　前記核酸増幅における 温度を 制御する
ことにより、 を１本鎖に解離して、次の核酸合成反応の鋳型とすることを特徴と
する核酸増幅工程、ならびに
　前記増幅産物を検出することにより、前記標的核酸上の の配列を解析す
る工程を含む、前記方法。
【請求項７】
　前記増幅産物の検出が、核酸増幅に応じて生成されるピロリン酸を利用した生物化学発
光反応によって行われることを特徴とする、請求項 に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、変異解析方法及びそのためのシステムに関する。より詳しくは、遺伝子の配列
を個体間や集団内で比較するための一塩基多型（ SNP）を解析するための方法と該方法の
ためのシステムに関する。
【０００２】
【従来の技術】
ヒトゲノム解読後の次なる研究である「ポストゲノム研究」の重要な課題として、個体ご
との配列の微細な違いを調べる一塩基多型解析がある。ヒトにおける一塩基多型（ SNP）
の総体は、個体の「個性」そのものを意味する。 SNPはヒトゲノム中 1500塩基に一ヶ所の
頻度で現れ、その中には疾病に対する罹りやすさや治癒のしやすさ、薬剤に対する感受性
、あるいは環境ストレス応答に影響しているものが多数存在すると考えられている。した
がってポストゲノム研究が進むと、同じ診断名や類似の症状の疾患であっても、その背景
となる疾患を起こす仕組みの違いが分子レベルで明らかとなる。そして、その違いを考慮
に入れた薬剤の使い分けなど、医療の個別化（オーダーメイド化）が可能になることが期
待される。また、個人個人の疾患に対する罹りやすさ（疾患易罹患性）のリスク判定が可
能となり、必要に応じて疾患を避けるためのライフスタイルを構築することで、疾患の予
防、発症の遅延、早期発見・早期治療が実現できると考えられる。
【０００３】
SNPは、減数分裂したゲノム中の遺伝子配列が他の塩基に置き換わり、それが交配により
遺伝的に受け継がれたものである。そのため、多くの個体からなるグループの配列を調べ
ると、遺伝子の特定部位の配列が一定の頻度で２種類現れることになる。 SNPはその存在
する位置によって 5種類に分類される。翻訳領域に存在しアミノ酸配列の変化を伴わない s
SNP、アミノ酸変化を伴う若しくはタンパク質が作られなくなる cSNP、調節領域に存在し
遺伝子発現量へ影響する可能性のある rSNPや iSNP、他の領域に存在し遺伝子発現量への影
響はほとんどない gSNPである。
【０００４】
すべての SNPは多型マーカーとして疾患の発症や増悪に関連する遺伝子をみつけるために
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有用であるが、臨床分野で重要なのは疾患のリスク診断や薬剤の使い分けなどに直接関係
する cSNPや rSNPである。この医学的に重要と考えられる SNPの数について見積もる。 30億
塩基対からなるヒトゲノムには 300万～ 600万箇所の SNPが存在することになる。ヒトゲノ
ム計画の結果、ヒト遺伝子の数はおおよそ 26,000～ 28,000種でサイズが平均 1 kb(1,000塩
基 )であることがわかっている。このため、意味のある SNPの存在する領域は 26～ 28 Mbの
範囲に絞り込まれる。遺伝子からのタンパク質翻訳では、 3塩基ごとの配列組み合わせで
あるトリプレットコドンでアミノ酸が決定される。このうち、 3番目の塩基が変化しても
、同じアミノ酸に翻訳されたり類似性質のアミノ酸に置き換わったりするだけなので、タ
ンパク質の機能に影響が出るものは全体の 2/3となる。よって、タンパク質の機能に関与
する SNPはおおよそ 17～ 19 Mbの範囲に存在することになる。 SNPの出現頻度を 1.5 kbに１
ヶ所とすると、機能に関与する SNPは最大 13,000ヶ所となる。このうち、個人の SNPとして
解析の意味のあるものがどのくらい含まれるかが、医療分野での SNP解析市場を決定づけ
るひとつの要因になる。つまり、 cSNPと rSNPを合わせても利用価値のある SNPは遺伝病の
数と同程度の数千に絞り込まれる可能性が高い。
【０００５】
このように産業上重要な SNPには限りがあり、疾病との因果関係が予測される SNPの探索が
盛んに行われている。探索には SNPを大量解析する方法が必要であり、そのための方法や
装置の開発が多数報告されている。例えば、全くの未知領域から SNP候補を探し出す方法
としては、複数の試料で特定領域の配列を解析して比較する従来からの DNAシーケンス法
がある。また、ある程度絞り込まれた SNP候補の解析方法としては、 DNAが高次構造を形成
するときの安定化エネルギーが 1塩基の違いで異なることを利用した SSCP法や、変性剤濃
度勾配ゲル電気泳動法（ DGGE）、加熱変性 HPLC法（ WAVE （登録商標）システム）、 SNP部
位を含む試料を混合して得られるキメラ 2本鎖の SNP部位を選択的に化学切断する方法（ CC
M）、同じくキメラ部分を酵素切断する S1ヌクレアーゼ法、公知の SNPにおけるタイピング
を行うインベーダー法、 TaqMan法、プローブとのハイブリダイゼーション安定性の違いを
比べる DNAチップ法、 SNP塩基部位のみの局所的な配列を決定するミニシーケンス法（例え
ば、非特許文献１参照）、ミニシーケンスと質量分析を組み合わせたマスアレー法等が開
発されている。さらに、 SNPの臨床検査を目的とした解析方法として、生物化学発光を利
用した BAMPER（ Bioluminometric Assay coupled with Modified Primer Extension React
ions）法（例えば、特許文献１及び非特許文献２参照）がある。
【０００６】
BAMPER法では、標的遺伝子に対して、その 3’末端が SNPアレルに一致するように設計され
た 2種類のプローブを用いて伸長反応を行い、その際に生成するピロリン酸を、ルシフェ
リン・ルシフェラーゼ反応による生物化学発光によって検出する。伸長反応は、用いたプ
ローブに対応する変異が標的遺伝子に存在する場合にのみ進行するため、発光を測定する
ことにより、数分間で標的遺伝子の SNPの配列を判定することができる。 BAMPER法は、試
薬を加えるだけで SNP解析ができ、しかも簡単な光学系の発光測定装置で実施可能という
点では、臨床現場での使用に適した解析方法と考えられる。
【０００７】
しかしながら、 BAMPER法による SNP解析は 2度の相補鎖合成反応含む 4段階の反応を必要と
する。以下、図 1にしたがって各工程について説明する。
▲１▼検出対象となる SNP部位を含む数 100塩基長からなる部分の PCR増幅：
この工程は、試料の増幅のみならず、 SNP部位を含む限られた領域を増幅することで、以
後の SNP検出反応の擬陽性増幅反応を低減する目的がある。結果として、 SNP部位 3を持つ
センス鎖 1と SNP部位に相補な部分 4を持つアンチセンス鎖 1’の PCR産物と反応残査 2である
dNTPとプライマーの混合物ができる。
【０００８】
▲２▼ PCR反応液からの PCR産物精製：
BAMPER反応では、プローブの伸長反応で生成するピロリン酸を検出するため、 PCRで使用
されるプライマーや dNTPからなる PCR残査 2は測定の妨害となる。すなわち、 PCRプライマ
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ーは PCR産物にハイブリダイズして DNAポリメラーゼによる相補鎖合成を起こし、ピロリン
酸を産出する。また、 dNTPはピロリン酸を検出のための発光反応の擬似基質となる。した
がって、これらを除去するため、図１では、 PCR残査 2を Shrimp alkaline phosphataseと E
xonuclease Iで分解している。なお、 BAMPER法の最初の報告（非特許文献２）では、ビオ
チン標識したプライマーで PCR増幅を行い、増幅産物をストレプトアビジン付磁気ビーズ
に捕捉することで余分な PCRプライマーや dNTPを除去している。補足した PCR産物は、アル
カリ変性させることにより、ビーズに固定化された鎖のみを次の BAMPER伸長反応の鋳型と
して用いることができる。
【０００９】
▲３▼ BAMPER反応前段（ BAMPERプローブによる相補鎖伸長反応）：
精製された鋳型 PCR産物に、 SNP部位にプローブ 5の 3’末端が相補な構造を有する、 20～ 30
塩基長程度の BAMPERプローブをハイブリダイズさせ、 DNAポリメラーゼの触媒作用により
相補鎖伸長反応を行わせる。ここで、 SNP配列に対応したプローブ伸長反応の忠実度を高
めるために、プローブの 3’末端から 3乃至 4番目の塩基には予め試料 DNA配列とミスマッチ
になるような塩基配列を挿入しておく（例えば、非特許文献２及び３参照）。
【００１０】
プローブが SNP部位に相補な配列を 3’末端に有するときのみ、伸長反応が起こり、 6の伸
長鎖とピロリン酸 7を生成する。 1塩基伸長につき 1分子のピロリン酸が生成するため、ピ
ロリン酸の量は伸長反応に伴って増加する。 3’末端が非相補なプローブは伸長反応を起
こさず、ピロリン酸も生成しない。通常反応サイクルは、生成するピロリン酸量を増加さ
せるために、 94℃の変性工程（ 10秒間）と、 50～ 60℃のハイブリダイズ及び伸長反応工程
（ 10秒間）を 5回程度繰り返す。 BAMPER反応における DNA伸長鎖長は最長でも 200塩基長程
度のため、短時間の反応サイクルでも十分に伸長反応が起きる。
【００１１】
▲４▼ BAMPER反応後段（発光反応によるピロリン酸定量検出）：
最後に、 BAMPERプローブの伸長反応で生じたピロリン酸 7を ATPに変換し、ルシフェリン－
ルシフェラーゼによる発光反応で検出する。すなわち、 ATPとルシフェラーゼの作用で生
成した励起状態の酸化ルシフェリンが基底状態に戻るときに生じる、 530nm近傍の発光を
検出する。 SNP配列と相補な BAMPERプローブのみが発光を生じうるため、発光を生じた BAM
PERプローブの 3’末端の配列により、 SNPの配列を決定することができる。
【００１２】
【特許文献１】
特開２００２－１０１８９９号公報
【非特許文献１】
A.Jalanko, et al., Clinical Chemistry, (1992), 38, p39-43
【非特許文献２】
Guo-hua Zhou， et al., Nucleic Acid research, (2001), 29, e93
【非特許文献３】
K.Okano, et al., Electrophoresis, (1998), 19, p3071-3078
【００１３】
【発明が解決しようとする課題】
上記のとおり、 BAMPER法による SNP解析は 2度の相補鎖合成反応含む 4段階の反応を必要と
する。これがより少ない工程で実施できれば、操作はさらに簡単なものとなり、処理の自
動化も容易になることが期待される。
【００１４】
すなわち、本発明の課題は、 BAMPER法による SNP解析技術を改良し、より臨床現場での使
用に適した、簡便で低廉な SNP解析方法やそのためのシステムを提供することにある。
【００１５】
【課題を解決するための手段】
前記課題を解決するために鋭意検討した結果、発明者らは BAMPER法による SNP解析におけ
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る、前記▲１▼の PCR増幅と▲３▼の BAMPERプローブによる相補鎖伸長反応は、いずれも D
NAポリメラーゼによる相補鎖合成反応であることに注目した。そして、 PCRに用いるどち
らかのプライマーを BAMPERプローブと同様に 3’末端が SNP部位に一致するように設計すれ
ば、 PCRと BAMPERプローブによる相補鎖伸長反応を一緒に行うことができると考えた。
【００１６】
しかしながら、実際にはプライマーの非特異的なハイブリダイズによる擬陽性増幅が起き
るため、上記の方法のみでは SNP配列を特異的に検出することは困難であった。そこで、
発明者らはさらに検討を行い、プライマーや PCR条件に工夫を加えることにより、 SNP近傍
の短い領域を選択的に増幅し、擬陽性増幅を起こすことなく、 1回の PCRで SNP配列を検出
する方法を見出した。
【００１７】
すなわち、本発明は、標的核酸上の特定部位を含む所望の塩基長範囲の増幅産物を得るた
めの核酸増幅方法であって、
前記標的核酸の第一鎖の塩基配列に相補な配列を含み、かつ該第一鎖上の前記特定部位に
3’末端がバイブリダイズするべく設計された第 1のプライマーと、前記標的核酸の第二鎖
の塩基配列に相補な配列を含み、該第二鎖上の前記特定部位と塩基対をなす部位に 3’末
端がバイブリダイズするべく設計された第 2のプライマーとを用いて核酸増幅を行うこと
、及び
前記核酸増幅における変性温度を制御することにより、前記所望の塩基長範囲の増幅産物
を 1本鎖に解離して、次の核酸合成反応の鋳型とすることを特徴とする、前記核酸増幅方
法を提供する。
【００１８】
前記方法において、核酸増幅における変性温度は、最初は通常どおり高く（例えば、 94℃
前後に）設定して増幅反応を進め、プライマーからの短鎖の増幅産物がある程度増えたら
60～ 85℃に下げるように制御する。具体的には、少なくとも 5サイクル目からは 60～ 85℃
に下げるように制御することが好ましい。これにより、プライマーからの真の増幅産物で
ある短鎖の核酸のみが解離され、次の核酸合成反応の鋳型となるため、プライマーの非特
異的ハイブリダイゼーションによる擬陽性増幅が防止される。
【００１９】
本発明において、所望の塩基長範囲の増幅産物とは、前記第 1のプライマーと第 2のプライ
マーの 3’末端が前記標的核酸上の特定部位にハイブリダイズして合成される核酸である
。したがって、所望の塩基長範囲は、前記第 1のプライマーと第 2のプライマーの塩基長に
よって規定される値（両プライマーの塩基長の和から１を減じた塩基長）となる。
【００２０】
前記第 1のプライマーと第 2のプライマーの塩基長は 18～ 50塩基長で、実質的に同一の融解
温度を有することが望ましい。また、前記第 1のプライマーと第 2のプライマーにおけるグ
アニン及びシトシンの割合の和は 35～ 65％であることが望ましい。
【００２１】
本発明はまた、標的核酸上の特定部位の配列を解析するための方法を提供する。該方法は
、前記標的核酸の第一鎖の塩基配列に相補な配列を含み、かつ該第一鎖上の前記特定部位
に 3’末端がバイブリダイズするべく設計された第 1のプライマーと、前記標的核酸の第二
鎖の塩基配列に相補な配列を含み、該第二鎖上の前記特定部位と塩基対をなす部位に 3’
末端がバイブリダイズするべく設計された第 2のプライマーとを用いて核酸増幅を行うこ
と、及び
前記核酸増幅における加熱温度を制御することにより、前記所望の塩基長範囲の増幅産物
を 1本鎖に解離して、次の核酸合成反応の鋳型とすることを特徴とする核酸増幅工程、な
らびに
前記増幅産物を検出することにより、前記標的核酸上の特定部位の配列を解析する工程を
含む。
【００２２】
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ここで、検出すべき特定部位としては、例えば一塩基多型部位を挙げることができる。
また、増幅産物の検出方法としては、電気泳動など公知のいずれの方法を用いてもよいが
、核酸増幅に応じて生成されるピロリン酸を生物化学発光反応によって検出する方法が、
装置や操作が簡便であるという点で好ましい。
【００２３】
本発明はまた、前記解析方法のためのシステムを提供する。該システムは、標的核酸及び
該標的核酸上の特定部位を含む所望の塩基長範囲の増幅産物を得るためのプライマーを含
む反応溶液を収める反応槽と、
前記反応槽内の温度を制御して、前記所望の塩基長範囲の増幅産物を解離、増幅させる温
度制御機構と、
前記反応槽内で生じる発光を検出するための光検出機構とを有し、かつ、
前記生物化学発光を生じたプライマーの種類を認識して前記標的核酸に含まれる特定部位
の配列を自動的に解析する。
【００２４】
【発明の実施の形態】
本発明の SNP解析方法は、プライマーと PCR条件を工夫することにより、 BAMPER法で必要と
された▲１▼ PCR増幅、▲２▼精製、▲３▼ SNP特異的相補鎖伸長反応の 3段階の工程を単
一操作で行い、操作の簡素化と迅速化を図るものである。
【００２５】
特に、上記プライマーと PCR条件の工夫によって、本発明は核酸検出時に問題となる擬陽
性増幅の問題を克服している点に大きな特徴がある。以下、本発明について詳細に説明す
る。
【００２６】
１　プライマー
１）プライマーの機能
本発明では、その 3’末端がいずれも検出すべき特定部位（例えば、 SNP部位）に一致する
ように設計したプライマー組を用いることにより、特定部位近傍の短い領域を選択的に増
幅する。同時に、前記プライマーは BAMPERプローブとしても機能するため、 PCR増幅のみ
によって、標的核酸における特定部位の配列を解析することができる。
【００２７】
また、本発明ではセンス鎖とアンチセンス鎖に対応するプライマーの両方の 3’末端が SNP
部位に一致するように設計することで、検出すべき配列に対する選択性を向上させている
。すなわち、プライマーがゲノムに非特異的にハイブリダイズしておきる擬陽性増幅が起
きたとしても、 PCR産物中の最小の産物が目的とする真の増幅産物となる。したがって、
後述する PCR増幅時の変性温度を制御することによって、短鎖の真の増幅産物を選択的に
解離させ、次の核酸合成反応の鋳型とすることで、擬陽性増幅を防止することができる。
なお、本明細書中において「真の増幅産物」とは、第 1のプライマーと第 2のプライマーの
3’末端が前記標的核酸上の特定部位にハイブリダイズして合成される増幅産物を意味す
る。
【００２８】
２）プライマー組
プライマーは、標的核酸の第一鎖の塩基配列に相補な配列を含み、かつ該第一鎖上の特定
部位に 3’末端がバイブリダイズするべく設計された第 1のプライマーと、前記標的核酸の
第二鎖の塩基配列に相補な配列を含み、該第二鎖上の前記特定部位と塩基対をなす部位に
3’末端がバイブリダイズするべく設計された第 2のプライマーからなる 1対のプライマー
組で構成される。このプライマー組は、一塩基多型検出の場合、各アレルに対応して少な
くとも 2組、場合によっては 3組乃至 4組必要となる。すなわち、プライマーの 3’末端の配
列としては、 A/C組、 A/G組、 A/T組、 C/G組、 C/T組、 G/T組、 A/C/G組、 A/C/T組、 A/G/T組
、 C/G/T組、 A/C/G/Tのプライマー組が考えられる。
【００２９】
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３）ミスマッチの導入
上記プライマーは、少なくとも片方のプライマー、可能であれば両プライマーにおいて、
その 3’末端から 5’側に 3塩基乃至 4塩基目の位置に、対応するゲノム試料の配列と異なる
構造（ミスマッチ）を導入することが好ましい。これにより、 PCRにおける増幅反応の変
異部位（例えば、 SNPアレル）配列特異性が格段に高まる。従来の BAMPER法においても、
同様のミスマッチをプライマーに導入しているが、通常の PCRでは、プライマー同士が離
れた位置にハイブリダイズするように設計されるため、片方のプライマーにしか人工的非
相補部位（ミスマッチ）を導入することができない。本発明のプライマーは 3’末端がオ
ーバーラップした構造のため、両方のプライマーにミスマッチを入れることが可能となる
。これにより、解析の精度は格段に向上する。
【００３０】
このような SNP位置に 3’末端が一致するようなプライマー組での PCRでは、 PCRプライマー
の設計に自由度が無く、ほぼ一義的に配列位置が決まる。このため、プライマー中にパリ
ンドロームが出現する場合はプライマー自体が高次構造をとり、鋳型 DNAに対するハイブ
リダイゼーションが阻害されるケースが頻繁に起きる。これを回避するため、プライマー
の少なくとも一方が４塩基、６塩基、あるいは８塩基等のパリンドロームを形成するよう
な構造の場合、該パリンドロームを形成する配列部位の 5’末端側から半分のいずれか１
塩基を本来の配列と異なる塩基とすることでパリンドローム構造を解消する。
【００３１】
４）塩基長
本発明で用いられるプライマーは、通常の PCRプライマーと同様に、 18～ 50塩基長、特に 1
8～ 30塩基長程度であることが好ましい。
本発明では、両プライマーの 3’末端が共に標的核酸上の特定部位（ SNP部位等）にハイブ
リダイズするように設計されている。したがって、第 1のプライマーと第 2のプライマーの
3’末端が前記標的核酸上の特定部位にハイブリダイズして合成される「真の増幅産物」
の塩基長は、前記第 1のプライマーと第 2のプライマーの塩基長によって規定される。すな
わち、真の増幅産物の塩基長は「第 1のプライマーと第 2のプライマーの塩基長の和から１
を減じた塩基長」となる。例えば、 18～ 50塩基長のプライマー組を用いた場合、所望の塩
基長範囲は、 35～ 99塩基となる。
【００３２】
５）融解温度（Ｔｍ）
本発明において、第 1のプライマーと第 2のプライマーのそれぞれの融解温度（ Tm）は、実
質的に同じであることが好ましい。ここで、実質的に同じであるとは、計算上完全に同一
ではないが、その差は 5℃以下程度のわずかなものであって、実験をする上ではほぼ同一
の Tmとして扱えることを意味する。
【００３３】
６）ＧＣ含量（％）
また、前記第 1のプライマーと第 2のプライマーのグアニン及びシトシンの割合（ GC含量 (%
)）の和は、 35%～ 65%であることが望ましい。
本発明において、真の増幅産物の GC含量 (%)は、両プライマーの GC含量 (%)の和にほぼ等し
くなる。核酸の Tmはその塩基長と GC含量 (%)で変化するが、後述するよう、擬陽性増幅を
起こすことなく、 60～ 85℃の変性温度で 35～ 99塩基長程度の短鎖（ 35～ 99塩基長程度）の
真の増幅産物を選択的に解離させるためには、増幅産物の GC含量 (%)は 35%～ 65%、特に 40%
～ 60%であることが望ましい。したがって、両プライマーの GC含量 (%)の和は 35%～ 65%、特
に 40%～ 60%であることが望ましい。
【００３４】
２．ＰＣＲ条件
本発明のもう 1つの特徴は、 PCR増幅時の温度制御にある。核酸増幅工程においては、通常
の PCR反応サイクル同様、鋳型核酸を 1本鎖に解離するための変性温度、アニーリングのた
めの温度、伸長反応のための温度に、順次温度を変化させることが必要である。特に本発
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明の場合、核酸増幅における変性温度は、最初は通常どおり高く、例えば 90～ 100℃、好
ましくは 94℃前後に設定して増幅反応を進めるが、プライマーからの短鎖の真の増幅産物
がある程度増えたら、変性温度を 60～ 85℃に下げるように制御する。具体的には、少なく
とも 5サイクル目から 60～ 85℃、好ましくは 80～ 85℃に制御することが好ましい。これに
より、短鎖の真の増幅産物のみが解離可能となり、擬陽性増幅が起きたとしてもその産物
は次の核酸合成の鋳型となることはない。
【００３５】
もちろん、 PCR産物の変性可能な温度は伸長産物の塩基長や GC含量 (%)で変化する。例えば
GC含量 (%)が 58％とすると、 PCR産物が 60塩基長の場合 Tmは 71℃、 80塩基長では 76℃、 100
塩基長では 77℃、 150塩基長では 79℃、 200塩基長では 81℃となる（図５Ｂ参照）。実質的
に PCRの変性温度はこれらの Tm値よりさらに 5～ 10℃高くする必要がある。したがって、 PC
R産物の塩基長が 80塩基の場合、変性温度は 80～ 85℃が好ましい（図５Ｂ参照）。換言す
れば、 GC含量 (%)が 58％の場合、 80℃の変性温度で増幅可能な PCR産物は 80塩基長が限界と
なる。
【００３６】
一方、 GC含量 (%)が減少すれば、前記 Tm値も低下し、好ましい変性温度も低下する（ 80℃
の変性温度で増幅可能な PCR産物の塩基長は長くなる）。また、 GC含量 (%)が増加すれば、
前記 Tm値も上昇し、好ましい変性温度も上昇する（ 80℃の変性温度で増幅可能な PCR産物
の塩基長は短くなる）。
【００３７】
本発明の真の増幅産物は、 18～ 50塩基長のプライマーを用いた場合、 35～ 99塩基長となる
が、こうした短鎖の増幅産物は、 GC含量 35～ 65％の範囲では、 60～ 85℃の範囲で変性可能
となる。
なお、本発明では、増幅産物の Tmを調整するために、必要であれば Tm調整剤等を用いても
良い。
【００３８】
３．検出方法
本発明では、標的核酸の特定部位の配列に対応するプライマー組を用いた場合にのみ、増
幅反応が進行する。すなわち、増幅産物を生成したプライマー組の 3’末端の配列によっ
て、特定部位の配列を決定することができる。
【００３９】
本発明において、所望の真の増幅産物の検出は、電気泳動法、エネルギートランスファー
を用いた蛍光検出など周知のいずれの検出法を用いてもよいが、以下に説明する生物化学
発光を利用した検出方法が、装置と操作が簡便であると言う点で好ましい。
【００４０】
PCRでは高エネルギー 3リン酸結合が 1つ切断されると、無機ピロリン酸が 1つ遊離する。す
なわち、 1塩基の伸長反応により 1つのピロリン酸が生成する。そこで、このピロリン酸を
検出することによって、間接的に増幅産物を検出することが可能となる。
【００４１】
ピロリン酸の検出は、 BAMPER法と同様に、ルシフェリン－ルシフェラーゼによる生物化学
発光を利用して検出する。すなわち、まずピロリン酸ジホスホキナーゼあるいは ATPスル
フリラーゼを用いて ATPに変換する。変換した ATPとルシフェリンをルシフェラーゼを酵素
として酸化的に反応させると、オキシルシフェリンとピロリン酸、及びその他の一連の物
質が生成する。生成した励起状態の酸化ルシフェリンが基底状態に戻るときに生じる、 53
0nm近傍の発光を検出する。発光は、標的核酸上の特定部位（例えば SNP部位）の配列と相
補なプライマーのみが生じうるため、発光を生じたプライマーの 3’末端の配列により、
特定部位の配列を決定することができる。
【００４２】
なお、ルシフェリン－ルシフェラーゼを用いた生物化学発光では、試料中にピロリン酸や
ルシフェラーゼの基質となる ATPや dATPが含まれていてはならないし、非特異的な相補鎖
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合成反応の原因となる短鎖の DNAや１本鎖部分があってはならない。したがって、試料に
含まれるピロリン酸や ATP、 dATPは予めフォスファターゼで分解し、短鎖の DNAや１本鎖部
分はエキソヌクレアーゼ Iで分解する。
【００４３】
４．　変異解析システム
生物化学発光を利用して本発明の方法を実施する場合、電気泳動やクロマトグラフィーの
ような分離分析手段は不要であり、またレーザーなどによる励起の必要もないため、操作
の自動化に適している。本発明は、そのような自動解析のためのシステムを提供する。
【００４４】
例えば、前記システムは、標的核酸及び該標的核酸上の特定部位を含む所望の塩基長範囲
の増幅産物を得るためのプライマーを含む反応溶液を収める反応槽と、前記反応槽内の温
度を制御して、前記所望の塩基長範囲の増幅産物を解離、増幅させる温度制御機構と、前
記反応槽内で生じる発光を検出するための光検出機構とを有し、かつ、前記生物化学発光
を生じたプライマーの種類を認識して前記標的核酸に含まれる特定部位の配列を自動的に
解析する。
【００４５】
なお、前記所望の塩基長範囲の増幅産物を解離、増幅させる温度制御機構とは、通常の PC
R反応サイクルのための温度制御機構（鋳型核酸を 1本鎖に解離するための変性温度、アニ
ーリングのための温度、伸長反応のための温度に、反応槽内の温度を順次変化させる機構
）に加えて、核酸増幅における変性温度を、最初は通常どおり高く（例えば 94℃前後に）
設定し、プライマーからの短鎖の真の増幅産物がある程度増えたら（例えば、 5サイクル
目以降）、変性温度を 60～ 85℃に下げるような制御機構を意味する。
上記システムは、例えば、臨床現場における SNP解析等の変異解析に好適に利用できる。
【００４６】
【実施例】
以下、実施例を用いて本発明についてさらに詳細に説明するが、これらの実施例は本発明
の範囲を限定するものではない。
【００４７】
実施例１：電気泳動を利用した p53エキソン 8の変異解析
p53エキソン 8に存在する変異を SNPに見立て、本発明の方法を用いて増幅を行い、電気泳
動により解析を行った。
【００４８】
１．装置及び試料
サーマルサイクラーは DNA Engine PTC200（ MJ Research）を使用した。 PCR産物の確認に
はマイクロチップ電気泳動解析システム SV1210（日立電子エンジニアリング）を使用した
。ルミノメーターとしては Wallac 1420 ARVOsx（ PerkinElmer）を使用した。プライマー
合成は SIGMA社に委託した。
【００４９】
試料としては、ヒト由来ゲノムを用いた。ゲノムは血液 2mlに 9倍容量の 50mM NaCl溶液を
加えて溶血させ、 3500Gで遠心し、これを 10mlの 50mM NaCl溶液に懸濁して再度遠心を行い
、白血球を含む沈殿を得た。この沈澱に DNAzolを 1ml加え、白血球を溶解し、不溶性成分
を遠心により除去した。ここに等容量のブタノールを加えて遠心し、沈殿を水 100mlに再
溶解し、エタノール沈殿法で低分子不純物を除去した。最後にゲノム濃度が 2.5～ 25 ng/
μ lになるように滅菌水に溶解し、試料ゲノム溶液とした。調製した試料ゲノムは、あら
かじめ SNPアレルの同定をおこない、 2種のホモザイゴート（ AA）、（ TT）、及びヘテロザ
イゴート（ AT）を、それぞれ以下の実験に使用した。
【００５０】
２．方法
図２に示す p53エキソン 8の領域を用いて本実施例を説明する。 21が p53エキソン 8のセンス
鎖を表し、 21’がアンチセンス鎖である。 22（相補鎖では 22’）が対象となる変位部位で
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ある。この部分は正確には SNPではなく単なる配列の変異部分であるが、本発明を説明す
るモデルとして使用する。従来の BAMPER法では、たとえばアンチセンス鎖 21’に相補なプ
ライマー 24のみで伸長反応を行うが、本発明では、プライマー 23と 24を用いる。
【００５１】
使用した 2種のプライマーは、プライマー 24がゲノム試料の 2本鎖のアンチセンス鎖 21’に
実質的に相補で、かつ、他方のプライマー 23がゲノムの他方の鎖であるセンス鎖 21に実質
的に相補である。また、両プライマーの 3’末端 25、及び 26は、それぞれ検出対象である S
NPのアレル 22、 22’の塩基に相補である。今回、検出対象である SNPは p53エキソン 8に存
在する Cys275Serに対応する部分である。これはアミノ酸配列として 275番目のコドンの多
型であり、塩基配列のアレルとしては A/Tとなる。したがって、上記プライマー組（ 23及
び 24）は、 SNP部位が Aであるアレルを検出するためのものと、 SNP部位が Tであるアレルを
検出するためのものの 2組を用意した。
【００５２】
さらに、各プライマーの 3’末端から 3番目の塩基には、選択性を高めるために p53エキソ
ン 8（試料 DNA）とは非相補な配列 27及び 28を導入した。すなわち、アンチセンス鎖に相補
なプライマーの 3’末端から 3塩基目は、 p53エキソン 8本来の配列に相当する Tから Aに改変
した。センス鎖に相補なプライマーでは本来の配列に相当する Aから Tに改変した。これに
より、プライマーの 3’末端がアレルに相補なプライマー組ではプライマーの 3’末端近傍
3塩基のうち 2塩基が完全相補となり DNAポリメラーゼによる相補鎖伸長が起きるが、 3’末
端がアレルに非相補なプライマー組では 3’末端と 3塩基目の 2塩基が非相補となるためプ
ライマー 3’末端近傍が鋳型 DNAにハイブリダイズできず、 DNAポリメラーゼによる相補鎖
伸長が起き難くなる。
【００５３】
プライマー 23は 20塩基長でプライマー 24は 22塩基長で、 PCR時の Tmが 54.5℃と 55.4℃にな
るように設計した。なお、これらの値は実際に PCRを行うときの塩強度 50mMで計算した。 P
CRのハイブリダイゼーション時（アニーリング時）の最適温度は 47.2℃であるが、本実験
は 50℃で行った。
【００５４】
以下に、使用した 2組のプライマー組の配列を示す。
SNP部位が Aのアレルを検出するためのプライマー組
sense primer:5'-aac agc ttt gag gtg cgt gAt T-3'（配列番号１、 22塩基長） antisens
e primer:5'-tct ctc cca gga cag gcT cA-3'（配列番号２、 20塩基長）
SNP部位が Tのアレルを検出するためのプライマー組
sense primer:5'-aac agc ttt gag gtg cgt gAt A-3'（配列番号３、 22塩基長） antisens
e primer:5'-tct ctc cca gga cag gcT cT-3'（配列番号４、 20塩基長）。
【００５５】
上記プライマーによって得られる PCR産物は 41 塩基長（ bp）で、アレル Aに対応するもの
が、 5'-aac agc ttt gag gtg cgt gAt TgA gcc tgt cct ggg aga ga-3'（配列番号５）と
アレル Tに対応するものが 5'-aac agc ttt gag gtg cgt gAt AgA gcc tgt cct ggg aga ga
-3'（配列番号６）となる。これらの Tmは計算上 65.4℃となる。
【００５６】
96ウェル  PCRプレートに 2.5～ 25 ng/μ lに調製したゲノム DNA試料 2 μ lを加え、氷上に置
いた。 5 unit/μ l Taq.DNA ポリメラーゼを（ QIAGEN社製） 0.05 μ l、 2.5 mM dNTPsを 1 
μ l、 25 pmol/μ lの各アレルに対応するプライマー組（コントロールでは滅菌水を用いる
）を 1 μ l混合し、さらに滅菌水、及び PCR用 Bufferを加えて、最終的に各ウェルあたり 23
 μ lとなるように調製した。実際には、 Taq.DNA ポリメラーゼと dNTPsとプライマー組を
含む反応液をあらかじめ必要量より 1検体分多く作っておき、これを 23 μ lずつ各ウェル
に入れるほうが効率がよく、 PCRの再現性も高い。なお、各ゲノム DNA試料について、コン
トロールとしてプライマー組の代りに滅菌水を加えたものを同様に反応に供した。
【００５７】
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次に、粘着シートで PCRプレート上部をシーリングし、 PCRサイクル反応を行った。 PCRは
、最初に 94℃ 10秒間加熱してゲノムを変性させ、次いで、 50℃ 10秒間と 80℃ 10秒間のサイ
クルを 35回繰り返した。
【００５８】
３．結果
SNP配列に対応する 2組のプライマーを用いて PCRを行い、電気泳動分離で解析した結果を
図３に示す。 41、 42、 43は、それぞれホモザイゴート（ A/A）、ホモザイゴート（ T/T）、
ヘテロザイゴート（ A/T）のゲノムから得られた結果である。図中 44、 45及び 46はアレル
が Aに相補なプライマー組、 47、 48及び 49はアレルが Tに相補なプライマー組で PCR反応を
行った場合の電気泳動分離パターンである。
【００５９】
ホモザイゴート（ A/A）のゲノムからは、 Aに相補なプライマー組で増幅した場合にのみ、
特異増幅ピーク 50が得られた。また、ホモザイゴート（ T/T）のゲノムからは、 Tに相補な
プライマー組で増幅した場合にのみ、特異増幅ピーク 51が得られた。一方、ヘテロザイゴ
ート（ A/T）のゲノムからは、 Aに相補なプライマー組と Tに相補なプライマー組のいずれ
で増幅した場合においても、特異的増幅ピーク 52及び 53が得られた。なお、すべての電気
泳動パターンで共通して検出されるピーク 54はプローブに相当する。
【００６０】
この PCRの系では、増幅塩基長が 41塩基長と短いため、温度サイクルは 50℃ 10秒間と 80℃ 1
0秒間と短時間でよい。また、変性温度も 80℃と低いため、温度の上昇下降に要する時間
も少なくてすむという利点がある。実際、 PCRに要する時間は温度上昇と下降率を 3℃／秒
として計算すると、１サイクルあたり 55℃から 80℃の上昇に約 10秒間、 80℃で 10秒間、 80
℃から 55℃への下降に約 10秒間、 55℃で 10秒間の 40秒間かかる。つまり、全行程でも 20分
間程度で終了することになる。本実施例の場合、マイクロチップ電気泳動の所要時間は 3
分間程度のため、 PCRから検出まで含めても、ゲノムからの SNP判定（タイピング）が短時
間で可能となることが確認された。
【００６１】
実施例２： PCR条件の検討
実施例１で示したアレルに対応するプライマーとゲノムを用いて、擬陽性増幅反応の変性
温度依存性について検討した。
【００６２】
図４に、 PCRサイクルにおける高い方の温度が通常の PCRと同じ 94℃と本発明で用いた 80℃
で行ったときの増幅産物の電気泳動分離パターンを示した。 63は目的の PCR増幅産物であ
る。 64はプローブ由来のピークである。パターン 61に現れる一連のピーク 65は、擬陽増幅
に依存するものである。すなわち、 PCRの高い方の温度を 80℃まで下げることにより、擬
陽性増幅を防止できることが確認された。これは、本発明のプライマーで生成する PCR産
物が短鎖であるため、 85℃程度の低温でも増幅産物の変性が十分可能なことによる。
【００６３】
これをさらに検証するため、 PCRの変性温度（高い方の温度）を 75℃、 80℃、 85℃、 90℃
、 95℃、 97℃で同様に実験を行い、比較した結果を図５Ａに示す。図中●で示される 71の
プロットは、目的の PCR産物由来の電気泳動分離ピーク 63の面積の相対値を表す。図中△
で示される 72のプロットは、図４で観察された擬陽性増幅産物 65に関わるピーク面積の相
対値を表す。ここで面積の相対値とは、 61と 62のピーク系列でピーク面積が最大となる時
の温度の面積値を 1.0として計算したものである。
【００６４】
図５Ａより、変性温度が 80～ 85℃の範囲では、目的の PCR産物が得られるが、擬陽性増幅
は検出限界以下になっていることがわかる。一方、 90℃以上では、目的産物は得られるも
のの、擬陽性増幅も多くなることがわかる。なお、 97℃で産物量が低下しているが、これ
は酵素が熱変性するためである。
【００６５】
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もちろん、 PCR産物の変性可能な温度は伸長産物の塩基長や GC含量 (%)で変化する。図５Ｂ
は伸長産物の塩基長と変性温度との関係を示したものである。本実施例では PCR産物の塩
基長が 41塩基長で計算上の Tm=65℃となる。 GC含量 (%)が 58％とすると、 PCR産物が 60塩基
長の場合 Tmは 71℃、 80塩基長では 76℃、 100塩基長では 77℃、 150塩基長では 79℃、 200塩
基長では 81℃となる。実質的に PCRの変性温度はこれらの Tm値よりさらに 5～ 10℃高くする
必要がある。したがって、 PCR産物の塩基長が 80塩基の場合、変性温度は 60～ 85℃、好ま
しくは 80～ 85℃となる。よって、 80℃の変性温度で増幅可能な PCR産物は 80塩基長が限界
となる。
【００６６】
実施例３：生物化学発光を利用した p53エキソン 8の変異解析
実施例１で調製した試料ゲノムとプライマー組を用いて、 p53エキソン 8に存在する Cys275
Serに対応する変異部分を、ルシフェリン・ルシフェラーゼによる生物化学発光を利用し
て解析した。検出対象となる SNP部位のアレルは実施例１と同様 A/Tである。
【００６７】
１．試料
シフェリン・ルシフェラーゼを用いた生物化学発光では、試料中にピロリン酸やルシフェ
ラーゼの基質となる ATPや dATPが含まれていてはならないし、非特異的な相補鎖合成反応
の原因となる短鎖の DNAや１本鎖部分があってはならない。そこで、本実施例では、実施
例１の方法で調製したゲノムに含まれるピロリン酸や ATP、 dATPを予めフォスファターゼ
で分解し、短鎖の DNAや１本鎖部分をエキソヌクレアーゼ Iで分解する必要がある。
【００６８】
すなわち、 384ウェル PCRプレートのウェルに、 8～ 56 ng/μ lに調製したゲノム DNA試料を 2
 μ l 、 1 unit/μ lの濃度の shrimp alkaline phosphatase (SAP)を 1 μ l、  10 unit/μ l
の exonuclease I (ExoI) を 0.1 μ l、 10× PCR buffer（ Amersham Pharmacia社製品）を 0.
5 μ l、及び滅菌水 1.4 μ lを混合したものを添加した。プレートは、壁についた液体を集
めるため、スピンダウンしておく。この時点の液量は 5μ lである。
【００６９】
２． PCR反応
粘着シートで PCRプレート上部をシーリングし、サーマルサイクラーにセットした。 SAPと
Exo Iは熱に弱いため、サーマルサイクラーのヒートリッドは使わないようにし、 3 mm厚
シリコンシートを被せた上に重しをのせて密閉断熱した。 37℃で 40分間インキュベートし
て酵素反応を行った後、 80℃で 15分間加熱して酵素を失活させ、 5秒間 95℃に温度上昇さ
せてゲノムを変性させた後、氷上で急冷させた。
【００７０】
上記の前処理後のゲノム試料溶液を１μ lずつ PCRプレートの 3カ所のウェルに分注した。 5
 unit/μ l Taq.DNA ポリメラーゼを（ QIAGEN社製品） 0.02 μ l 、 2.5 mM dNTPsを 0.4 μ l
、 25 pmol/μ lの各アレルに対応するプライマー組を各 0.08μ l（コントロールは滅菌水を
利用）、 10× PCR buffer（ Amersham Pharmacia社製品、 15mM Mgイオンを含む）を 0.8ml、
10mMの MgCl2を 0.45ml（ PCR時の最終マグネシウム濃度は 2mM）、及び滅菌水を加え、各ウ
ェル当たりの溶液が 9μ lになるようにした。ここまでの操作は全て氷上で行った。なお、
各ゲノム DNA試料について、コントロールとしてプライマー組の代りに滅菌水を加えたも
のを同様に反応に供した。
各ウェルは乾燥防止のためミネラルオイルを 5 μ l重層した後、 PCRサイクル反応を行った
。 PCRは、 55℃ 10秒間と 80℃ 10秒間のサイクルを計 35回繰り返した。
【００７１】
３．生物化学発光による検出
実施例１では PCR産物を電気泳動で分離解析したが、本実施例では生物化学発光を利用し
て PCR産物の検出を行った。 3ウェルを一組とする PCR終了試料に対して、あらかじめ室温
に戻しておいた発光試薬（キッコーマン（株））を 18 μ lずつ加え、 5回ピペッティング
して混合し、ルミノメーターで測定した。キッコーマン社製の発光試薬は「食品工業  vol
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.44 No.14 p25-34」記載のピロリン酸測定用の試薬で、ピルビン酸ホスホジキナーゼを用
いてピロリン酸に AMPとホスホエノールピルビン酸（ PEP）を作用させ、 ATPを生成させる
ものである。この試薬では、耐熱性組換え日本産源氏ホタル由来ルシフェラーゼが用いら
れているため、試薬が安定で品質管理が容易という利点がある。
【００７２】
アレル判定は、アレル Cに相補なプライマー組から得られる信号値を Ia、アレル Tに相補な
プライマー組から得られる信号値を It、プライマーを含まないコントロールからの信号値
を Icとして、アレル C由来の信号強度比 (Ia-Ic)/(Ia+It-2× Ic)とアレル T由来の信号強度
比 (It-Ic)/(Ia+It-2× Ic)を計算することにより行った。判定基準は、 (Ia-Ic)/(Ia+It-2
× Ic)＜ 0.2（あるいは (It-Ic)/(Ia+It-2× Ic)＞ 0.8）の時は T/Tのホモザイゴート、 (Ia-I
c)/(Ia+It-2× Ic)＞ 0.8（あるいは (It-Ic)/(Ia+It-2× Ic)＜ 0.2）の時は C/Cのホモザイゴ
ート、 0.4＜ (Ia-Ic)/(Ia+It-2× Ic)＜ 0.6(あるいは 0.4＜ (It-Ic)/(Ia+It-2× Ic)＜ 0.6)の
時は C/Tのヘテロザイゴートと判断することとした。
【００７３】
４．結果
図６に、 325検体のゲノム試料について NCBI AF 538844の SNPを解析した結果を示した。図
６の横軸は、（ Ia-Ic） /（ Ia＋ It-2× Ic）、縦軸は頻度を表す。アレルが C/Cのホモザイ
ゴート由来のグループが 81、 T/Tのホモザイゴートが 83、 C/Tのヘテロザイゴートが 82のグ
ループを形成した。同一検体の同一 SN部位を DNAシーケンシングで解析した結果、すべて
の検体において、本実施例の結果と一致することが判明した。この生物化学発光を利用し
た SNP解析は、１）ゲノム試料への不純物を分解する試薬の添加、２） PCR増幅、３） PCR
産物への発光試薬の添加、といった極めて簡単な操作で SNP判定を行えるという利点があ
る。
【００７４】
【発明の効果】
本発明によれば、 3’末端が特定部位（例えば、 SNP部位）に対応する一組のプライマーで
PCR増幅を行うことにより、標的核酸上の特定部位の配列を正確かつ短時間で判定するこ
とができる。ゲノム試料が調製されていれば、判定は 30分間以内でできる。特に、生物化
学発光を利用した系は、高価で複雑な光学系機器を必要とせず、通常の簡便なルミノメー
ターで測定できるため、装置システムの小型化、自動化が期待できる。さらに、この系で
は各 SNPに対応したプライマーを準備することにより、複数のゲノム試料に由来する複数
の SNP判定が可能であり、汎用性に猛るという利点もある。
【００７５】
【配列表】
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【００７６】
【配列表フリーテキスト】
配列番号１－人工配列の説明：センスプライマー
配列番号２－人工配列の説明：アンチセンスプライマー
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配列番号３－人工配列の説明：センスプライマー
配列番号４－人工配列の説明：アンチセンスプライマー
配列番号５－人工配列の説明： PCR増幅産物
配列番号６－人工配列の説明： PCR増幅産物
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、 BAMPER法による SNP解析方法の概要を示す図である。
【図２】図２は、本発明による SNP解析方法の原理を示す図である。
【図３】図３は、本発明による p53エキソン 8の SNP解析における、電気泳動結果を示すグ
ラフである。
【図４】図４は、 p53エキソン 8の SNP解析において、異なる変性温度（ 80℃及び 94℃）で P
CRを行った場合の電気泳動結果を示すグラフである。
【図５】図５は、本発明の PCR温度特性を示すグラフである。Ａは、変性温度と相対増幅
量の関係を示すグラフであり、Ｂは、塩基長と解離温度の関係を示すグラフである。
【図６】図６は、本発明を用いた検体多量解析の結果を示すグラフである。
【符号の説明】
1… PCR産物のセンス鎖、 1’… PCR産物のアンチセンス鎖
2… dNTPとプライマー残査
3…センス鎖中の SNP部分
4…アンチセンス鎖中の SNP部分
5… SNP検査用プローブ
6…伸長鎖
7…ピロリン酸
21…ゲノムのセンス鎖、 21’…ゲノムのアンチセンス鎖
22…ゲノムセンス鎖中の SNP部分、 22’…ゲノムアンチセンス鎖中の SNP部分
23…ゲノムセンスに結合する SNP用プローブ
24…ゲノムアンチセンスに結合する SNP用プローブ
25、 26… SNPに対応する識別配列
27、 28…ゲノムの配列とは非相補な配列部分
29、 30…ゲノムの各鎖と SNP判定用プローブのハイブリッド
31… PCR産物
41… Aホモザイゴトート検体
42… Tホモザイゴトート検体
43…ヘテロザイゴート検体
44、 45、 46…末端が Tの SNP検査用プローブでの電気泳動結果
47、 48、 49…末端が Aの SNP検査用プローブでの電気泳動結果
50、 51、 52、 53… PCR産物のピーク
54…プローブのピーク
61…変性温度 80℃での PCR結果
62…変性温度 94℃での PCR結果
63…目的 PCR産物
64…プローブ
65…擬陽性増幅ピーク
71…目的の PCR産物由来の電気泳動分離ピーク面積の相対値
72…擬陽性増幅産物に関わるピーク面積の合計の相対値
81…アレル Aの検体グループ
82…ヘテロザイゴートの検体グループ
83…アレル Tの検体グループ
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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